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Ozet

Bu calismada, a-amilazin manyetik 6zellie sahip aljinat kiireler igerisine
immobilizasyonu gerceklestirilmeye calisilmistir. Aljinat kiirelere manyetik 6zellik
vermek amaciyla Fe;O, kullanimustir. Manyetik aljinat kiireler igerisine
immobilize edilen a-amilaz enzim aktivitesi, substrat olarak nisasta kullanilarak
spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Immobilize enzim aktivitesi iizerine pH,
sicaklik, substrat konsantrasyonu ve iyonik siddet konsantrasyonunun etkileri
arastirilmustir. Vo, degeri serbest enzim igin 15.0x10”° g L™ min" ve immobilize
enzim igin 3.58x107°g L min™ olarak, K,, degeri ise serbest enzim i¢in 1.19 g L'
ve immobilize enzim i¢in 9.57 g L' olarak belirlenmistir. Optimum pH degeri
hem serbest hem immobilize a-amilaz i¢cin pH 7.0 olarak bulunmustur. Serbest
enzim ic¢in optimum sicaklik 60°C, immobilize enzim i¢in 80°C olarak
belirlenmistir. Hazirlanan kiirelerin manyetik ozellikleri elektron spin rezonans
teknigi ile belirlenmis ve yaklasik 3.300 Gauss degerinde manyetik alan
biiylikliigiine sahip olduklari bulunmustur.
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Giris

Bircok endiistiiriyel alanda kullanilmakta olan immobilize enzimler, serbest
formlarina gore cesitli avantajlar saglarlar (1-4). Immobilize enzimler proseslerin
siirekli diizende calismasim1 olanak verirler, sistem denetimini kolaylastirirlar,
bircok kez ve uzun siire kullanilabilirler. Immobilize enzimler reaksiyon
ortamindan ayrilabilmeleri nedeniyle enzimin iirine karismasi engellenebilmekte
ve {irlin kalitesini olumsuz yonde etkileyebilecek ileri reaksiyonlarin oniine
gecilebilmektedir. Immobilize enzimlerin pH, sicaklik ve iyonik siddet gibi cevre
kosullarina kars1 serbest enzimlere gére daha dayanikli olmasi da 6nemli kullanim
istlinliikleridir.
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Enzimlerin farkli destek materyallerine immobilizasyonu amaciyla ¢esitli
immobilizasyon yontemlerinden yararlamlmaktadir (1, 2, 3, 4). Immobilize
enzimlerin reaksiyon ortamindan kolaylikla wuzaklastirilabilmesi ve tekrar
kullanabilmelerini saglamak amaciyla son yillarda “manyetik tasiyici teknolojileri”
uygulamalarina yonelik calismalar dikkati cekmektedir. Farkli tipte dogal ve
sentetik polimerler (aljinat, polistiren, poliakrilamid, polivinil alkol, nitroseliiloz,
polivinil biitiral ve kitozan gibi) kullanilarak manyetik tastyicilarin hazirlanmasina
yonelik cesitli calismalar bulunmaktadir (5, 6, 7, 8).

Bu c¢alismada, enzim immobilizasyonlarinda kullanilmak iizere manyetik 6zellikli
aljinat tasiyicilarin hazirlanmasinda model enzim olarak a-amilaz kullanilmistir.
Amilazin manyetik aljinat kiireler icerisine immobilizasyonu gerceklestirilmis,
serbest ve immobilize o-amilaz aktivitesi substrat olarak nisasta kullanilarak
spektrofotometrik yontemle belirlenmistir.

Materyal ve Yontem

Manyetik aljinat kiireler icerisine enzim immobilizayonu: o-amilaz immobilize
edilmis aljinat kiireler, siispansiyon ¢apraz baglama teknigi ile hazirlanmistir. Bu
amagla, %1 (v/v) oraninda a-amilaz icerecek sekilde sodyum aljinat jeli (%1, w/v)
hazirlanmis ve jel igerisine %0.5 (w/v) diizeyinde Fe;O, ilave edilmistir. Elde
edilen bu karistm %20 (w/v) CaCl,.2H,0 cozeltisi icerisine siringa yardimiyla
damla damla aktarilmis ve 2000 rpm karistirma hizinda 2 saat karistirilmstir.

Manyetik 6zelliklerinin degerlendirilmesi: Kiirelerin manyetik 6zellikleri “Elektron
Spin Rezonans (ESR)” spektroskopisi ile degerlendirilmistir.

Serbest ve immobilize a-amilaz aktivitesinin belirlenmesi: a-amilaz aktivitesi; iyot
cozeltisi ile nisastanin olusturdugu renkteki (mavi-mor) yogunlugun, nisastanin o-
amilaz aktivitesiyle enzimatik parcalanmasina bagl olarak azalma miktarinin 600
nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢iilmesiyle belirlenmistir. pH 5-8 arasinda
degisen farkli pH ortamlarinda enzim aktivitesi belirlenerek pH’nin enzim
aktivitesi iizerine etkisi degerlendirilmistir. Sicakligin enzim aktivitesi {izerine
etkisi, 4-100°C arasinda degisen farkli sicakliklar kullanilarak belirlenmistir.
Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisi ise, reaksiyon
ortaminda farkli konsantrasyonlarda nisasta (%0.25-4 w/v) kullanilarak
belirlenmistir. Elde edilen degerler kullanilarak serbest ve immobilize enzim ig¢in
K., ve V. kinetik sabitleri belirlenmistir.

Bulgular ve Tartisma

Aljinat kiirelerin manyetik 6zellikleri ESR spektroskopisi ile belirlenmis ve 1 g
aljinat kiirenin yaklasik 3.300 Gauss degerinde manyetik alan biiyiikliiiine sahip
olduklar1 bulunmustur. Serbest ve immobilize o-amilaz icin, optimum pH degeri
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7.0 olarak belirlenmistir (Sekil 1). Serbest ve immobilize a-amilazin, pH<5.0 ve
pH >8.0 degerlerinde enzim aktivitesinin diistiigli gozlemlenmistir. Enzim
aktivitesinde optimum sicaklik serbest enzim i¢in 60°C, immobilize enzim i¢in
80°C olarak bulumustur (Sekil 2). Farkli substrat konantrasyonlarinda serbest ve
immobilize o-amilaz aktivitesi belirlenmigstir (Sekil 3). Elde edilen degerler
Lineweaver-Burk grafiginde kullanilarak serbest ve immobilize a-amilaz icin V.«
ve K, kinetik sabitleri hesaplanmistir (Sekil 4 ve Sekil 5).
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Serbest [-amilaz i¢in, V,,, degeri daha yiiksek, K, degeri ise daha diisiik bir deger
olarak belirlenmistir. Bulunan V,,, degerleri serbest [I-amilaz i¢in 15.0x10” g L
min”', immoblize [1-amilaz icin 3.58x107° g L' min™ seklindedir. K., degerleri ise,
serbest ve immobilize [1-amilaz icin sirasiyla 1.19 g L™ and 9.57 g L olarak
hesaplanmustir.

Kaynaklar

1. Bayramoglu G, Akgol S, Bulut A, Denizli A, Arica MY. 2003. Covalent
immobilization of invertase onto a reactive film composed of 2-hydroxyethyl
methacrylate and glycidyl methacrylate: properties and application in a continuous
flow system. Biochemical Engineering Journal, 14 (2): 117-126.

2. Bayramoglu G, Yilmaz M, Arica MY. 2004. Immobilization of a thermostable
alpha-amylase onto reactive membranes: kinetics characterization and application
to continuous starch hydrolysis. Food Chemistry, 84 (4): 591-599.

3. Betancor L, Fuentes M, Dellamora-Ortiz G, Lopez-Gallego F, Hidalgo A,
Aloso-Morales N, Mateo C, Guisan J M, Fernandez-Lafuente R. 2005. Dextran
aldehyde coating of glucose oxidase immobilized on magnetic nanoparticles
prevents its inactivation by gas bubbles. Journal of Molecular Catalysis B-
Enzymatic, 32 (3): 97-101.

4. Arica MY, Oktem HA, Oktem Z, Tuncel A. 1999. Immobilization of catalase in
poly(isopropylacrylamide-co-hydroxyethylmethacrylate)  thermally  reversible
hydrogels. Polymer International, 48 (9): 879-884.

5. Akgol S, Kacar Y, Denizli A, Arica MY. 2001. Hydrolysis of sucrose by
invertase immobilized onto novel magnetic polyvinylalcohol microspheres. Food
Chemistry, 74 (3): 281-288.

6. Tanyolag D, Ozdural AR. 2000. A new low cost magnetic material: Magnetic
polyvinylbutyral microbeads. Reactive & Functional Polymers, 43: 279-286.

7. Tanyolag D, Ozdural AR. 2000. Praparation of low-cost magnetic nitrocellulose
microbeads. Reactive & Functional Polymers, 45: 235-242.

8. Denkbas EB, Kilicay E, Birlikseven C, Oztiirk E. 2002. Magnetic chitosan
microspheres: preparation and characterization. Reactive & Functional Polymers,
50: 225-232.

436



