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Vii
OZET

YUKSEK FRUKTOZLU SURUP URETIiMi iCIN CONCANAVALIN
A BAGLI SUPER MAKRO GOZENEKLIi KRiYOJELLERE
INULINAZ iIMMOBILiZASYONU

Canan ALTUNBAS

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Deniz AKTAS UYGUN
2013, 83 sayfa

Bu c¢alismada Aspergillus niger inulinaz enziminin immobilizasyonu igin
Concanavalin A (Con A) bagh poli(etilen glikol dimetakrilat) [poli(EGDMA)]
kriyojelleri kullanilmistir. Bu amacla, monolitik kriyojel kolon, monomer olarak
EGDMA ve c¢apraz baglayict olarak N-N'-metilen bisakrilamidin radikalik
kriyokopolimerizasyonu ile hazirlanmigtir. Daha sonra Con A, glutaraldehit
aktivasyonuyla poli(EGDMA) kriyojeline kovalent olarak baglanmistir.
Kriyojellerin karakterizasyonu FTIR, SEM, EDX ve sisme c¢aligmalariyla
gerceklestirilmistir. Kriyojeller, opak, siingerimsi ve elastiktir. Poli(EGDMA)
kriyojelleri oldukca yogun gozenekli ve gozenek boyutlar1 yaklasik olarak 50 pm
dir. Con A bagl poli(EGDMA) kriyojelleri, sulu ¢ozeltiden inulinaz enziminin
adsorpsiyonu i¢in kullanilmigtir. Con A baglh poli(EGDMA) kriyojeline inulinaz
adsorpsiyonu siirekli sistemde gerceklestirilmis ve adsorpsiyona pH, inulinaz
derisimi, sicaklik, iyonik siddet ve akig hizinin etkisi aragtirilmistir, Maksimum
inulinaz adsorpsiyonu, 1.0 mg/mL inulinaz derisiminde ve pH 4.0 asetat
tamponunda 27.85 mg/g kriyojel olarak hesaplanmistir. immobilize inulinaz siirekli
sistemde yiiksek fruktozlu surup hazirlanmasinda etkili bir sekilde kullanilmustir.
Inulin, siirekli sistemde fruktoza doniistiiriilmiis ve 5 dakikalik hidroliz sonunda
fruktoz derisimi 0,23 mg/mL olarak bulunmustur. Surubun yiiksek fruktoz igerigi
ince tabaka kromatografisi ile gosterilmigtir.

Anahtar sozciikler: Inulinaz, kriyojel, Concanavalin A, fruktoz, lektin afinite
kromatografisi.






ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF INULINASE ON CONCANAVALIN A
ATTACHED SUPER MACROPOROUS CRYOGELS FOR
PRODUCTION OF HIGH FRUCTOSE SYRUP

Canan ALTUNBAS

M. Sc. Thesis, Department of Chemistr
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Deniz AKTAS UYGUN
2013, 83 pages

In this study, Concanavalin A (Con A) attached poly(ethylene glycol
dimethacrylate) [poly(EGDMA)] cryogels were used for immobilization of
Aspergillus niger inulinase. For this purposes, the monolithic cryogel column was
prepared by radical cryocopolymerization of EGDMA as a monomer and N,N'-
methylene-bisacrylamide as a crosslinker. Then Con A was attached by covalent
binding onto poly(EGDMA) cryogel via gluteraldehyde activation.
Characterization of cryogels was performed by FTIR, SEM, EDX and swelling
studies. Cryogels were opaque, sponge like and elastic. Poly (EGDMA) cryogels
were highly porous and pore size is approximately 50 um. Con A attached
poly(EGDMA) cryogels was used in the adsorption of inulinase from aqueous
solutions. Adsorption of inulinase on the Con A attached poly (EGDMA) cryogel
was performed in continuous system and the effects of pH, inulinase concentration,
temperature, ionic strength and flow rate on adsorption were investigated. The
maximum amount of inulinase adsorption was calculated to be 27.85 mg/g cryogel
at 1.0 mg/mL inulinase concentration and acetate buffer at pH 4.0. Immobilized
inulinase was effectively used in continuous preparation of high fructose syrup.
Inulin was converted to fructose at continuous system and the fructose
concentration was found to be 0,23 mg/mL at the end of 5 minute of hydrolysis.
High fructose content of the syrup was demonstrated by thin layer chromatography.

Key words: Inulinase, cryogel, Concanavalin A, fructose, lectin affinity
chromatography.
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1.GIRiS

1.1. inulinaz

Bitkilerde nisastadan sonra en yaygin olarak bulunan polisakkaritlerden biri
fruktanlardir. Inulin bir siikroz birimiyle sonlanmis B-(2-1)- D- fruktozil- fruktoz
yapisi igeren bir fruktandir.

HOCH: _ o “
o Mo Choon
o OH H
|
CH: _ o "
o Mo hoon
CH_-OH T on n n
o H cHz o H
aONWOH M o Ho one sl o
H OH OH H

Sekil 1.1.Inulinin yapis1 (Oziisaglam, 2009)

Inulin, papatyagiller ve bugdaygiller gibi birgok bitkide bulunan depo
polisakkarittir. En fazla yer elmasi, hindiba ve yildiz ¢igeginin toprak altindaki
koklerinde bulunur. Bitki orjini inulinin (MW 60000) polimerlesme derecesi 200
den kiigiiktiir ve bitkinin tiiriine, hava durumuna ve yasia gore degisiklik gosterir.
Inulinin en iyi bilinen bitki kaynaklar1 Cizelge 1.1°de gosterilmektedir.



Cizelge 1.1. Inulin igeren bazi bitkiler (Van Loo vd., 1995)

Kaynak Bitkisel kisim Inulin iceren % taze agirliklari
Sogan Balb 2-6

Yer elmasi Yumru kok 14-19

Yildiz ¢igegi Yumru kok 9-12.5

Hindiba Kok 15-20

Pirasa Balb 3-10

Sarimsak Balb 9-16

Enginar Yapraklarin ana kismm | 3-10

Muz Meyve 0.3-0.7

Cavdar Tahil 0.5-1

Arpa Tahil 0.5-1.5

Karahindiba Yapraklar 12-15

Dulavra otu Kok 3.5-4.0

Kamas Balb 12-22

Murneng Kok 8-13

Yakon Kok 3-19

Tekesakali ¢igegi Kok 4-11

Inulinazlar, bitkiler, bakteriler, kiifler ve mayalar tarafindan

uretilen

fruktofuranozil hidrolaz sinifi enzimlerdendir. Inulinazlar endoinulinazlar ve



ekzoinulinazlar olmak fizere iki sinifa ayrilirlar. Ekzoinulinaz (E.C.3.8.1.80)
inulinin terminal fruktoz birimlerini koparir. Endoinulinaz (E.C.3.2.1.7) inulinin
inulooligosakkaritlere pargalanmasini katalizler.

B, 2-1 fruktozil bag:

0O0000066eee

—
= ]
l Ekso inulinaz l Endo inulinaz

oeeee
@ e o e

Yiiksek fruktoz surup —_
- ]

Diisiik kalorili tatlandirici Diyet lifi

inulooligosakkaritler

Mayalanabilir substrat Fonksiyonel gida bilesenleri

Sekil 1.2. Mikrobiyal ekzo ve endo inulinaz enzimleriyle inulooligosakkarit ve yiiksek
fruktozlu surup olusumu (Kango vd., 2011).

Mikroorganizmalar, kolay kiiltivasyonlar1 ve yiiksek verimde enzim saglamalar
nedeniyle inulinazlarin ticari iiretimindeki en iyi kaynaktir. Yapilan ¢aligmalarda
Aspergillus spp, Penicillium spp, Bacillus spp, Clostridium spp, Pseudomonas spp,
Arthrobacter spp, Staphylococcuss spp, Xanthomonas spp, Kluyveryces spp,
Cryptoccus sp, Pichia spp, Sporotrichum spp ve Candida spp
mikroorganizmlarinin yiiksek diizeylerde inulinaz enzimi i¢erdikleri bulunmustur.
Ayrica maya suslarinin, fungus ve bakteri suslarindan daha fazla inulinaz iirettigi
rapor edilmistir (Gong vd., 2007, Sheng vd., 2008).



Inulinaz iireten mikroorganizmalar:

Mayalar:

Deniz alglerinin yiizeyinden izole edilen Pichia guillermondii susunun, bulundugu
ortama yiiksek oranda inulinaz enzimi saldigi goriilmiistir (Gong vd., 2007).
Giiney Cin Denizinden izole edilen deniz maya susu C. aureus G7a yiiksek oranda
inulinaz tirettigi bulunmustur (Sheng vd., 2007).

Bir Meksika bitkisi olan agasin fermantasyonuyla olusan ortamdan izole edilen
K.marxianus iki susunun ve Kluyveromyces batis var. lactis’in bir susunun iyi birer
inulinaz ireticisi oldugu rapor edilmistir (Cruz- Guerrero vd., 2006).

Mantarlar:

Inulinotik mantar Penicillum sp TN-88, karbon kaynag1 olarak inulin igeren ortama
ekildiginde kiiltiir filtrasyonunda yiiksek oranda endoinulinaz enzimi aktivitesi
gozlenmistir (Nakamura vd., 1997). Aspergillus NK-126 mantarinin, hindiba kok
ortaminda iyi bir biiylime gosterdigi ve sivi fermantasyon ortaminda inulinaz

aktivitesi goriilldiigi rapor edilmistir (Kango, 2008).
Bakteriler:

Mayalarin, bakteriler ve mantarlardan daha fazla inulinaz enzimi iiretebildigi rapor
edilmesine ragmen Streptomyces sp. GNDU 1 bakterisi, yiiksek diizeyde
ekstraseliiler inulinaz elde etmek amaciyla kullanilir. Ayrica Staphylococcus sp
bakterisinden inulinaz sentezi i¢in kat1 faz fermentasyonu kullanilmustir.

Cizelge 1.2 inulinaz iireten mikroorganizmalar ve onlarin inulinaz aktiviteleri
hakkinda bilgi vermektedir (Chi, 2009).



Cizelge 1.2. Mikrobiyal kaynakli mikroorganizmalar ve inulinaz aktiviteleri (Chi vd., 2009)

Referanslar

inulinaz Ureticiler Kiiltiir cesitleri Inulinaz aktivitesi

Ekzo C. aureus G7a Sivi kaltiri 85.0+ 1.1 U/mL Sheng vd., 2007

Ekzo C.aureus G7a Kati-faz fermentasyonu 420.9 + 1.3 U/g kuru substrat Sheng vd., 2008b

Ekzo P.guillermondii S1vi kiiltiirii 61.5+0.4 U/mL Gong vd., 2007

Ekzo P. guilliermondinin M-30 mutanti Sivi kiiltiirii 127.7 £ 0.6 U/mL Yu vd., 2008

Ekzo P. guilliermondinin M-30 mutanti Kati-faz fermentasyonu 455.9 + 1.2 U/g kuru substrat Guo vd., 2008

Ekzo K..marxianus (Al ve A2) S1v1 ortami 32 U/mL daha az Cruz-Guerrero vd., 2006
Ekzo K. marxianus ATTC 16045 Sivi ortami 121 U/mL Silva-Santisteban ve Filho, 2005
Ekzo Kluyveromyces sp. Y-85 S1v1 ortami 59.5 U/mL Wei vd., 1998

Ekzo K. marxianus YS-1 S1v1 ortami 55.4 U/mL Singh vd., 2007

Ekzo K.marxianus var. bulgaris Degisken kiiltiir ortam1 107 U/mL Kushi vd., 2007

Ekzo K. marxianus NRRL Y-7571 Kati-faz fermentasyonu ﬁg:ﬁlwg kuru fermantasyon Bender vd., 2006

Ekzo K. marxianus NRRL Y-7571 S1v1 ortami 8.87 U/g kuru substrat Magzuitti vd., 2006

Ekzo Kluyveromyces S120 Kati-faz fermentasyonu 409.8 U/mL kuru substrat Chen vd., 2007

Endo Penicilluim sp. TN-88 Sivi ortami 9.9 U/mL Nakamuru vd., 1997

Ekzo A.niger NK-126 S1v1 ortami 55 U/mL Kango, 2008

Ekzo Streptomyces sp. GNDU 1 Sivi ortami 0.552 U/mL Gill vd., 2006

Ekzo Staphylococcus sp Kati-faz fermentasyonu 107.6 U/g kuru fermante substrat ~ Selvakumar ve Pandey, 1999
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1.1.2. Saflastirilmis Inulinazlarmm Karakterizasyonu

1.1.2.1. inulinazlarin Molekiil Kiitleleri

Mantarlardan elde edilen inulinazlarin ¢ogunun molekiil agirliginin 50 kDa’dan
fazla oldugu rapor edilmistir (Pandey vd., 1999). Ornegin deniz mayasi C.aureus
G7a’nin hiicre kiiltiiriinlin siipernatanindan izole edilen inulinazin molekiil
kiitlesinin 60 kDa (Sheng vd., 2008b), P. guilliermondii susundan saflastirilan
inulinazin molekiil kiitlesinin 50 kDa oldugu tahmin edilmektedir (Gang vd.,
2008). Bununla birlikte karasal maya K. fragilis’den elde edilen ekstraseliiler
inulinazin molekill agirliginin 250 kDa oldugu rapor edilmistir. Bakterilerden
saflastirilan ekzoinulinazin molekiil kiitlesi yaklasik olarak 54 kDa olarak tahmin
edilmistir (Tsujimoto vd., 2003, Kwon vd., 2000). Bakterilerden elde edilen
ekzoinulinazlar ile mayalardan elde edilen ekzoinulinazlarim neredeyse ayni
molekiil kiitlelerine sahip oldugu goriilmektedir. Mantar ve bakterilerden
endoinulinazlar da saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Ornegin Penicillium
sp. TN-88 tarafindan {iretilen endoinulinazin molekiil kiitlesi yaklasik olarak 68
kDa (Nakamura vd., 1997) ve Arthrocbacter sp S 37°den izole edilen
endoinulinazin molekiil kiitlesi 75 kDa (Kang vd., 1998) olarak bulunmustur.

1.1.2.2. inulinazlarin Optimum pH ve Sicakhklar

Mantar ve mayalardan saflagtirilan inulinazlarim optimum pH’lann 4.5-6.0
arasindadir. Aksine olarak Bacillus polymyxa MGL 21’in {irettigi ekzoinulinazin
optimum pH’1 7.0 olarak bulunmustur ve bu bakterilerden elde edilen
ekzoinulinazlarin, maya ve mantarlardan elde edilen ekzoinulinazlara gére daha
yiiksek optimum pH degeri gosterdigi ifade edilmistir (Tsujimato vd., 2003,
Kwon vd., 2000). Deniz mayast C. aureus G7a’dan saflastirilan inulinazin
optimum sicakligi 50 °C’dir ve enzim 65 °C’de olduk¢a kararlidir (Sheng vd.,
2008). P. guilliermondii susunun iirettigi inulinaz enziminin optimum sicaklig
60 °C’ dir ve enzim 60 °C’ye kadar ¢ok kararlidir (Gong vd., 2008).

Bu sonuglar inulinazlarin dikkate deger bir termostabiliteye sahip oldugunu

gostermektedir.



1.2. Aspergillus niger

A.niger, organik maddeler tizerinde aerobik kosular altinda gelisen filamentli bir
fungusdur. Dogada, toprak, ¢6l1 ve ¢iiriiyen bitki materyalleri tizerinde bulunur. A.
niger, genis bir sicaklik arahiginda biiyiiyebilir (6-47 "C) ve optimum sicaklig1
goreceli olarak 35-37 "C gibi yiiksek bir degerdir. Biiyiimeyi sinirlayan su
aktivitesi diger Aspergillus tiirleri ile karsilastirildigunda yiiksek bir deger olan
0.88’dir. Ayrica A.niger 1,4-9,8 gibi genis bir pH araliginda gelisebilir. Bu
ozellikler ve hava ile dagilan konidiosporlarin verimli tiretimi bu tiiriin, sicak ve
nemli bolgelerde daha sik olmak iizere, genis bir yayilim gostermesini saglar.

A.niger, biyoteknolojide kullanilan en Onemli mikroorganizmalardan biridir.
Onlarca yildir ekstraseliiler enzimler ve sitrik asit iiretiminde kullanilmstir.
Bunlara ek olarak, A. niger biyotransformasyon ve atik aritiminda
kullanilmaktadir. Son yirmi yil iginde A. niger gida isletmelerinde kullanilan
enzimlerin iiretiminde 6nemli bir transformasyon aract olmustur. Pratikteki ilk
onemi 1919 yilinda, iiretmis oldugu yiiksek orandaki sitrik asidin endiistriyel
olarak kullanilmasi ile gerceklesmistir. Ekonomik Onemi daha az olmasina
ragmen glukonik ve fumarik asit de A. niger tarafindan tretilmektedir. Bunun
yaninda, 1960’lardan beri A. niger meyve isleme, pisirme, nisasta ve gida
endiistrisinde kullanilan genis cesitlilikteki enzimlerin kaynagi olmustur.

Gen teknolojisi A. niger’in yabanci proteinlerin iiretimi i¢in kullanilmasinda ve

iiretim islemlerinin gelistirilmesinde basarili bir sekilde uygulanmistir.

Gilinimiizde, rekombinat A. niger tiirlerinden elde edilen bir¢ok enzim iriinii
piyasalardadir. Enzim Teknik Kurumu tarafindan son zamanlarda hazirlanan bir
listeye gore; a-amilaz, arabinofuranozidaz, katalaz, kimozin, glukoamilaz, glukoz
oksidaz, pektin esteraz, fosofolipaz A2, inulinaz ve ksilanaz enzimleri,
rekombinat A. niger tiirleri tarafindan tiretilmektedir.

Aspergillus niger genellikle giivenilir organizma olarak kabul edilir. insanlar,
A.niger sporlarina higbir hastalik ortaya ¢ikmadan giin boyunca maruz
kalabilirler. Sadece birka¢ durumda, A. niger insan viicudunda kolonize olur.
Fakat bu hastalarin tiimii siddetli hastaliklarla dolu bir ge¢mise sahiptir veya
immunobaskilayici bir tedavi géormektedirler. Nadir durumlarda, kisi yogun spor

dumanina maruz kaldiginda, asir1 duyarl: reaksiyonlar olusur (Uygun, 2006).



1.2.1. Aspergillus niger inulinaz Enzimi

Inulinaz iiretimi ve karakterizasyonu i¢in en yaygmn kullanilan Aspergillus spp
suslarindan biri Aspergillus niger (A.niger) dir. Compositoe rhizosphere
topragindan izole edilen A. niger suslarinin hem intraseliiler hem de ekstraseliiler
inulinaz trettikleri ve bunlarin 4.3-4.4 pH araliginda ve 55-56°C sicaklik
araliginda en yiiksek aktivite sergiledikleri goriilmistiir. A. niger’den elde edilen
ve I, II ve III olarak adlandirilan {i¢ farkli inulinaz izoformunun sirasiyla 4.5, 4.9
ve 5.2 degerlerinde izoelektrik noktaya sahip oldugu bulunmustur. Bu
inulinazlarin ekzoinulinaz aktivitelerini pH 5.0 ve 62.5-65°C araliginda
gosterdiklerini rapor etmislerdir (Singh, 2006). A .niger suslarindan elde edilen
inulinazlarm molekiil kiitlelerinin ~ birbirinden  farklilik  gdstermektedir.
Literatiirde rapor edilen 5 farklt A.niger inulinaz izoformunun molekiil kiitleleri
102.6, 97.9, 62.5, 36.5 ve 28 kDa dur. Bu izoformlarin en yiiksek inulinaz
aktivitesi 55-60 °C arasinda ve pH 4.0-5.0 araliginda bulunmustur (Singh, 2006).

1.3. inulinazlarin Uygulamalar
1.3.1. Fruktoz Uretimi:

Fruktoz surubu seker hastalarinda yararli etkilere sahiptir ve ¢ocuklarda demir
emilimini arttirir.  Yiiksek orandaki tatlandirma kapasitesinden dolay1 obez
kisilerin diyetinde kullanilir. Fruktoz kalin ve ince bagirsaklardaki
Bifidobacteria’nin biiyiimesini tesvik ettigi i¢in kolon kanserini 6nler (Rocha vd.,
2006). Ayrica fruktoz yag benzeri niteligi nedeniyle diyet lifi olarak da kullanilir.
Fruktoz yaygm olarak bir¢ok gida, farmosdtik ve igecekte siikroz yerine
kullanilir. Bununla birlikte fruktoz iiretimi i¢in kimyasal yaklasim hala bazi
zorluklar igcermektedir (Gill vd., 2006, Pandey vd., 1999). Fruktoz ayn1 zamanda
a-amilaz, amiloglikozidaz ve glukoz izomerazi igeren enzimatik metodlarla
nisastadan elde edilebilir. En iyi yontem mikrobiyal inulinazlarin kullanimi ile
inulinin tek adimli enzimatik hidrolizi ile % 95 oraninda fruktozun eldesidir. Bu
sebeple farkli mikroorganizmalardan elde edilen ekzoinulinazlar, inulin ve inulin
iceren materyallerden yiiksek fruktoz surubu {iretimi i¢in kullanilmaktadir (Chi
vd., 2009).



1.3.2. inulinden etanol iiretimi:

Etanol, gerek yakit gerekse benzin katkisi olarak sivi biofuel olarak sikca
kullanilmaktadir (Sanchez ve Cardona 2008). Ayrica etanol sentetik Kimyasal
icin miikemmel bir ham maddedir. Inulin hidrolizleme ve inulini fermente
edebilme yetenekleri olan mayalar1 kullanarak pahali olmayan tarimsal
diriinlerden toplanan ham inulinden dogrudan etanol {iretimi fikri oldukc¢a ilgi
cekicidir (Kango ve Jain, 2011). Yer elmas1 kokleri, etanol yakit {iretimi i¢in
olduk¢a iyi bir kaynaktir. Saccharomyces cerevisiae susu, glukoz/fruktoz
karisimindan veya hidrolizlenmis yer elmasi ekstraktindan etanol ve fruktozun es
zamanl1 liretiminde kullanilmigtir (Chi vd., 2009).

1.3.3. inulinden Oligofruktan (iniilooligosakkarit) iiretimi:

Fruktooligosakkaritler, bifidogenik ve saglik arttirict Ozellikleri nedeniyle
popiiler fonksiyonel gida bilesenlerinden birini olusturmaktadir. Inulin,
endoinulinazlar ile iniilotrioz ve inulotetraoz gibi inulooligosakkaritlere se¢imli
olarak hidrolizlenebilir (Yun vd., 1997). inulooligosakkaritler, fonksiyonel olarak
diger oligosakkaritlere benzerdirler ve ¢oziiniir bir diyet lifi, fonksiyonel bir
tatlandiric1 veya bir prebiyotik olarak kullanilabilirler. Hindiba, yer elmasi ve
yildiz ¢igegi endiistriyel uygulamalarda inulinin zengin kaynagi olarak kullanilan
tirtinlerdir (Kango ve Jain, 2011).

1.4. Yiiksek Fruktozlu Misir Surubu Uretimi

Yiiksek fruktozlu misir surubu genelde misir nisastasinin, kimyasal ve enzimatik
hidroliz teknikleri kullanilarak sivilagtirma, par¢alama ve izomerizasyon
asamalari ile iiretilmektedir. Uretimde musir nisastasin1 basit sekerler olan glukoz
ve fruktoza déniistiirmek icin ii¢ farkli enzim kullanilmaktadir. Ilk olarak alfa
amilaz enzimi vasitasiyla uygun ortamda nisasta graniilleri hidrolize edilerek
dekstrin zincirlerine pargalanir. Daha sonra glukoamilaz enzimi ile dekstrin
zincirleri bireysel dekstrin molekiillerine ve en son glikoz izomeraz enzimi ile
fruktoza doniistiiriilmektedir. Hidroliz isleminde asit de kullanilabilmektedir.
Kompleks bir damitma ve kombine prosesten sonra farkli fruktoz igerikli
suruplar elde edilmektedir. ilk olarak dekstrozun enzimler ile izomerlestirilmesi
sonucunda % 42’lik fruktoz surubu tiretilmektedir. Daha sonra bu surup fruktozu
tutan kolonlardan gegirilerek % 90’lik yiiksek fruktozlu surup ve tekrar % 42°lik
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surup ile karigtirllarak % 55 fruktozlu misir serbeti de elde edilmektedir. Ayrica
bu suruptan kristalizasyon islemi ile kristalize fruktoz da fretilebilmektedir.
Genellikle, dogal tadin korunmasinin ve orta seviyede bir tatliligin arzu edildigi
gidalar ile konservelerde % 42’lik; alkolsiiz icecekler, dondurma ve tatlilarda %
55’lik ve ¢ok az bir tatlandirici ile yiiksek seker tadinin istendigi gidalarda %
90’lik fruktoz surubu kullanilmaktadir (Karaoglu, 2007).

1.4.1. Fruktoz Metabolizmasi

Fruktozun sindirimi, absorpsiyonu ve metabolizmasi glikozdan farklidir. Fruktoz,
glikoz tasiyicilar (GLUT 5) ile bagirsaklardan absorbe edilmekte ve daha sonra
GLUT 2 araciligiyla kan damarlarina difiize olmaktadir. Glikozun aksine,
bagirsaklardan fruktozun absorpsiyonu ATP hidrolizini gerektirmez ve sodyum
absorpsiyonundan bagimsizdir. Bu da karaciger tarafindan asir1 fruktoz alimi ile
sonuclanmaktadir. Fruktoz metabolizmasi karacigerde gerceklesmektedir. Ince
bagirsakta absorbe edildikten sonra karacigere tasinan fruktoz burada fruktokinaz
enzimi tarafindan fosforilasyona ugratilarak fruktoz-1-fosfota doniigsmektedir.
Daha sonra, fruktoz-1-fosfat aldolaz B enzimi tarafindan gliseraldehit ve
dihidroksiasetonfosfata ayrilmakta ve bu iki molekiil de gliseraldehit-3-fosfata
doniisebilmektedir. Glukokinaz tarafindan glikozun fosforilasyonu karacigerdeki
glikoz metabolizmasinda oran belirleyici birinci adim, fosfofruktokinaz ikinci
adimdir. Fruktozdan fruktoz-1-fosfatin olusum basamagi, hiz kisitlayict
fosfofruktokinaz enziminden bagimsizdir. Boylece fruktoz fosfofruktokinaz
iretimini inhibe etmek i¢in sitrat ve ATP den gelen engelleyici sinyallerin oldugu
kontrol noktasini pas gegmektedir. Bu farkli metabolizma, glikoza gore daha hizli
bir sekilde, fruktozu karacigerde lipogenezis igin gliserol-3-fosfat ve asetil-CoA
kaynagi haline getirmektedir (Karaoglu, 2007).

Fruktoz karacigerde karbonhidrat metabolizmasin1  6nemli  derecede
etkilemektedir. Viicuda alman glikoza az miktarlarda fruktoz eklenmesi
insanlarda karacigerde glikojen sentezini arttirmakta ve Tip 2 diyabetli kisilerde
glisemik yanit1 azaltmaktadir. Fakat yiiksek fruktozlu misir surubu (YFMS) gibi
kaynaklardan agir1 miktarda fruktoz alindigi zaman problemler c¢ikmaktadir.
Boylece asir1 fruktoz, olumsuz saglik etkileri olan, karacigerde lipogenesizs igin
hazir bir karbon kaynagi olugturmaktadir. Hiicre i¢in glikoz girisi insiilin bagimli
Glut-4 transport sistemi iledir. Oysa fruktozun hiicreye girisi bagimsiz bir Glut-5
insiilin metabolik yolu iledir (Karaoglu, 2007).



11

Glikoz alimi, leptin salimin1 arttiran insulin salinimini etkilememektedir. Boylece
asir1 fruktoz alimu diisiik bir insiilin konsantrasyonuna sebep olmakta bu da leptin
seviyesinin diisiik olmasma yol agmaktadir. Leptin bir anlamda istahi kontrol
eden bir doygunluk hormonudur. Insanlarda leptin seviyesinin diisiik olmasi kilo
alma ve sismanlik ile ilgilidir. Fruktoz bakimindan durum bdyleyken, kan glikoz,
insiilin ve leptin seviyeleri bakimindan YFMS ve sakkaroz arasinda onemli
farkliliklarin bulunmadig: bildirilmektedir. Cilinkii % 42 ve 55’lik YFMS bilesim
olarak sakaroza ¢ok benzemektedir. Bu nedenle, % 100 fruktozun metabolik
etkileri ile YFMS’un metabolik etkilerini her zaman ayni varsaymak dogru
degildir (Karaoglu,2007).

Fruktoz metabolizmasinin bir diger 6nemli 6zelligi iirik asit seviyesini ylikseltme
yetenegidir. Pek c¢ok arastirmada, oOzellikle yiliksek kan basincina sahip
hastalarda, fruktoz tiiketiminden sonra plazma iirik asit seviyesinde artis oldugu
bildirilmektedir. Artan {irik asit seviyesi koroner hastaliklarda bir risk faktoriin
olabilmektedir. ~Urik asit, fruktoz tarafindan etkilenen, niikleotid
metabolizmasinin bir {riniidiir. Ayrica, karbonlanmis iceceklerdeki YFMS,
hiperiirisemiaya sebep olan reaktif dikarbonillerin 6nemli bir kaynagidir.
Dolayisiyla, son yillarda gut hastaligindaki artisa YFMS igeren iriinlerin asiri
tiketilmesinin de pay1 oldugu sdylenmektedir ( Karaoglu, 2007).

1.5. Lektin Afinite Kromatografisi

Lektin kelimesi, latince digerleri arasindan bir seyi segmek anlamina gelen “legere”
kelimesinden tiiremistir. Lektinler, karbohidrat yapilarma oldukga spesifik olarak
baglanabilen, hiicreleri yapistirma (aggliitine) yetenegine sahip karbohidrat
baglayici protein ailesidir.

Lektinler, farkli insan eritrosit tiirlerinin (A, B, 0) ylizeylerindeki spesifik
reseptorlere baglanabilme ve onlar yapistirma o6zelliginden dolay1 agglutininler

olarak da adlandirilmaktadir.

Lektinler ilk kez 1888 yilinda Peter Herman Stillmark’in doktora tezinde
tanimlanmustir. Stillmark, Castor (keneotu) bitkisinin tohumlarindan, bir lektin olan
risini izole etmistir. Ticari olarak en ¢ok kullanim alanmi olan Concanavalin A ise
1936 yilinda Summer ve Howell adli arastirmacilar tarafindan bir fasulye tiirii olan
Concanavalia ensiformis’ten saflastirilmistir (Yavuz, 2010).
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Lektinler:
e Saldirgan organizmalara karsi savunmada,
e Azot tutucu bakteri ve bitki kokleri arasinda simbiyotik iligkide,
e Viriislerin konakei hiicreyi tanimalarinda,
e Hiicresel yapismada,
e Hiicresel tanimada,
e Hiicre ylizeyi ve farklilasmasinda,
e Hiicre ylizeyindeki seker gruplarinin analizinde,

e Membran glikokonjugatlarin kenetlenmesi ve yapilarmin belirlenmesinde

Onemli roller oynarlar.

Biyolojik tanimada 6nemli roller oynayan hiicre yiizey karbohidratlarina spesifik

olarak baglanabilme yetenekleri nedeniyle, lektinler son yillarda:
e Kan gruplarinin belirlenmesi,
e Kanser teshisinin gelisiminin izlenmesi,
e Hiicre ylizey karbohidratlarinin yapisinin ve dinamiginin agiklanmasi,

e Glikokonjugatlarn saflastirilmasi ve yapisal karakterizasyonu gibi birgok

alanda genis uygulama alan1 bulmustur.

Ligand olarak lektinlerin kullanildig: afinite kromatografisi tiiriine lektin afinite
kromatografisi denir. Prensip olarak lektin afinite kromatografisi diger afinite
kromatografisi tiirlerine benzemektedir (Yavuz, 2010).

Lektin afinite kromotografisi ozellikle glikoproteinlerin ayrilmasinda oldukga
fazla kullanim alani bulmustur. Lektin afinite kromatografisinde oncelikle
ayrilmak istenen glikoproteinin ilgi duydugu bir ligand yani bir lektin segilerek
kat1 bir destege baglanir (immobilize edilir). Glikoprotein karisimi lektinin
immobilize oldugu destek iizerinden gegirilir. Immobilize lektinin ilgi duydugu
spesifik seker dizisine sahip glikoprotein, destege adsorplanir. Diger
glikoproteinler destegi terk ederek, kolondan uzaklasirlar. Adsorbe edilen
glikoprotein komplementer (benzer) yapida bir seker kullanilarak kolondan eliie
edilir.



13

15.1. Lektin Afinite Kromatografisi 1ile  Glikoproteinlerin
Ayrilmasinda Izlenmesi Gereken Basamaklar

1) Lektinin Se¢imi
a) Lektinin bulunabilirligi

b) Ayrilmak istenen glikoproteindeki oligosakkarit yapisi
2) Lektinin Matrikse Baglanmasi
3) Ornegin Hazirlanmasi ve Kolona Uygulanmasi
4) Baglanan Glikoproteinlerin Eliisyonu olarak siralanabilir.
1) Lektinin Se¢imi

Ligand olarak kullanilacak lektinin se¢iminde iki faktdér go6zoniinde

bulundurulmalidir:

a) Lektinin bulunabilirligi:  Kullanilacak lektinin dogal kaynaklardan
hazirlanabilmesi veya ticari olarak elde edilebilmesi gerekir. Ayrica elde
edilen lektinlerin kat1 destege uygun bir sekilde immobilize edilmeleri de
oldukca 6nemlidir. Lektin afinite kromatografisinde en ¢ok kullanilan
lektin, ticari olarak da elde edilebilen Concanavalin A’dir (Yavuz,2010).
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Concanavalin A

Concanavalin A (Con A), bir fasiilye tiirii olan Concanavalia ensiformis’den
ekstrakte edilen bir proteindir. Con A, nétral ve alkali pH’larda 4 benzer alt
birimden olugsmus toplam molekiil agirligi, yaklasik 104 kDa olan bir proteindir.

Sekil 1.3. Concanavalin A’nin tetramerik yapisi (http://www.answer.com)

Con A’nin her alt biriminde bir Mn** ve Ca”" iyonlar ile karbohidrat baglama
bolgesi bulunur. Bu metal iyonlar, Con A’nin uygun ii¢ boyutlu yapiy1
kazanarak karbohidratlarin baglamasinda gorev alir. Yapilan deneysel ¢alismalar
Con A’nin D-mannoz ve D-glukoza spesifik olarak baglandigini gostermistir. Bu
sekerlerin Con A ile birlikte kristalizasyonu gerceklestirilmis ve karbohidrat
tanima bolgeleri aydinlatilmaya calisilmisgtir. Bu ¢alismada Con A’nin baglanma
bolgesinde Asp 81, Gly 99, Asn 125, Ala 30, Phe 123 ve Glu 31 aminoasitlerinin
gorev aldig1 ve bu amino asitlerin, mannoz ve glukoz sekerlerinin 3., 4., 5., ve 6.,
karbon gruplarina bagli hidroksil gruplarindaki oksijen atomlari ile hidrojen
bagindan olusan bir ag olusturdugu goriilmiistiir.

b) Ayrlmak istenen glikoproteindeki oligosakkarit yapist:

Ayrilmak istenen glikoproteinlerdeki oligosakkarit yapilari, proteinlere iki temel
baglanma tipinden birisi ile baglanir.

1-) O-glikozilasyon baglanmasi

2-) N-glikozilasyon baglanmasi
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1-) O-glikozilasyon baglanmas:

Bazi glikoproteinlerde karbohidrat gruplari, N-asetil galaktozamin birimleri
yardimiyla serin veya threonin aminoasitlerinin -OH gruplarinin oksijeni ile
proteine baglanmistir. Bu baglanmaya O-glikozilasyon baglanmasi denir.

HOCH,
O
HO H I
—O—CHz—C|:
H H ~
OH H serin
H HN—-CO—CH:’

Sekil 1.4. O-glikozilasyon baglanmasi (http://veteriner.fusabil.org)
Serin veya threonine bagli seker zincirleri tipik olarak musinlerde bulunur.

Lektinlerin galaktoz seker 6zgiilliigiine sahip olan tipleri, musin tipi zincirlere

baglanirlar.

NeuA¢

Musin tipi

-

b
\w'\w}}. 3CalNA clmaerTh

Sekil 1.5. Musin tipi lektin yapisi (Yavuz, 2010)
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2-) N- glikozilasyon baglanmasi:

Bazi glikoproteinlerde karbohidrat gruplari, N-asetilgalaktozamin birimleri
yardimiyla proteine asparajin aminoasidinin amid grubunun azotu ile

baglanmistir. Bu baglanmaya N-glikozilasyon baglanmasi denir.

HOCH,
0
Ho/H H H |
—N— —CHz-clz
H\OH H —
asparagm
H HN-CO-CH,

Sekil 1.6. N-glikolizasyon baglanmasi (http://veteriner.fusabil.org)

N- glikolizasyon baglanmasina katilan oligosakkarit yapilari, yapinin bilesimine
ve karmasikligina gore yliksek mannoz tipi, kompleks tip ( iki antenli ve {i¢
antenli tip) ve hibrid tip olmak {izere farkli isimlerle adlandirilabilir. Sik¢a
kullanilan lektinler azot’ a baglh seker zincirlerine baglanirlar.



17

‘ (_\Lml-":'-l‘J\Iunl\}\( e e
] N | Yiiksek mannoz tip
| "Manl & L —
‘ X el N B B
| (Manl—2)Manl -~ . SManl — 4GIlcNAc1—4GIcNAc — Asn
| «
f (Man1-%~ 2)Man1~ e
| Ug antenli kompleks tip :
‘ % 8 T Fuc o
(NeuAc)2— 6Gall-—4GIcNAc1 8 1
2 Manl_ _ [
& 3 v ) “‘ B 8 6
(NeuAc)2 — 6Gall—4GIlcNAcl Manl—4GlcNAcl—4GlcNAc — Asn
. e a/
¢ <]
(NeuAc)2 <~ 6Gall —4GlcNAcl—2Manl
| A
Iki antenli kompleks tip
— Fuc
2 1
(NeuAc)2—-= 6Gall——4GIcNAcl-—2Man1 « [
N (23 ¢ 6
o _Manl—4GIlcNAcl T 4GIcNAc — Asn
B 3 P
(NeuAc)2 - 6Gall——4GlcNAcl—2Manl
==
| Hibrid tipi
Man L e e R A e
a_~1
o
( 6~
Man1-—3Man
1
|
a Sl B 2
GleNAcl — 4Man1—4GIcNAcl —4GIlcNAc — Asn
| « GleNAc
3 B8 1 A ,r’/ I
Gall—4GleN A1 — 4Man+<

Sekil 1.7. Yiiksek mannoz tip, ii¢ antenli kompleks tip, iki antenli kompleks tip ve hibrid
tip lektinlerin yapisi (Yavuz, 2010)

Lektin se¢iminde, ayrilmak istenen glikoproteinin yapist hakkinda (tasidig:
oligosakkarit yapisi) herhangi bir bilgi bilinmiyorsa bir seri lektinin taranmasi
gerekir. Bu amagcla farkli seker oOzgiilliikklerine sahip lektinler kullanilarak

glikoproteindeki mevcut oligosakkarit tipi hakkinda ipucu elde edilebilir.
2. Lektinin matrikse baglanmasi:

Lektinlerin matrikse baglanmasinda oldukga farkli yontemler kullanilir. En ¢ok
kullanilan yontem —OH grubu tasiyan bir matrikse, lektinlerin CNBr aktivasyonu
ile baglanmasidir. Baglanma aktive edilmis destegin imidokarbonat grubu ile

lektinin amino grubu arasinda gerceklesir. Bu baglanma sirasinda lektinin
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karbohidrat baglama bdlgesini korumak icin ortama uygun bir sekerin ilavesi
gerekir.

3. Ornegin hazirlanmasi ve kolona uygulanmasi:

Lektin afinite kromotografisi ile ayrilmak istenen glikoproteinler suda ¢6ziinen

ve membrana bagl glikoproteinler olabilir.

a) Suda ¢oziinen glikoprotein drnekleri, fizyolojik tamponlarda (6,8-7,5)
hazirlanir. Cogunlukla tamponlara lektinlerin gereksinim duyduklar

metal iyonlarinin tuzlari ilave edilir.

b) Membrana bagli glikoproteinlerin sulu c¢dzeltilerde c¢oziiniirligi
diisiiktiir. Membran proteinlerini ¢oziiniirlestirmek icin bazi ajanlar

kullanilir. En 6nemli ajanlar deterjanlardir.

Ornekler yukarida bahsedildigi gibi hazirlandiktan sonra uygun tamponla
dengelenmis kolona uygulanir. immobilize lektine ilgisi olan glikoproteinler
kolonda tutulurken, baglanmayan veya zayif baglanan proteinler tamponla

yikanarak uzaklastirilir.

4. Baglanan glikoproteinlerin eliisyonu:

Baglanan glikoproteinlerin eliisyonu i¢in farkli yontemler kullanilabilir.
Bunlar:

1) Genellikle baglanan glikoproteinler, lektinin afinite gosterdigi seker veya
analogu ile eliie edilir. Ornegin ConA’ ya baglanan glikoproteinler
genellikle o-D-metil mannozidin bir tampon igerisinde kolona
verilmesiyle eliie edilirler.

2) Glikoproteinlerin, lektinlere baglanmasinda hidrofobik etkilesimler oldukca
onemlidir. Bu etkilesimleri azaltan etilen glikol gibi ajanlarin spesifik
sekerlerle birlikte kolona verilmesi kullanilabilecek diger -eliisyon

yontemlerindendir.
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3) Kolonun pH’min degistirilmesiyle glikoproteinin elie edilmesi de
kullanilan diger bir yontemdir. Bu yontem ilgilenilen glikoproteinin pH
kararlig1 bilinmediginden uygun olmayabilir.

1.6. Seri Lektin Afinite Kromatografisi

Farkli glikoproteinleri igeren karisimlardaki glikoproteinlerin ayrilmasinda,
lektin afinite kromatografisinin bir uygulamasi olan seri lektin afinite

kromatografisi kullanilir.

Bu yontemde bir lektinin immobilize edildigi kolona 6rnek verilir. Kolondan
cikan ornek, hemen ardindan ikinci bir lektinin immobilize edildigi kolona
uygulanir. Bu islemin ardarda farkli lektinlerle tekrarlanmasi durumunda bu
yontem seri lektin afinite kromatografisi adin1 alir (Yavuz, 2010).

1.7. Kriyojel

Biyoteknolojide 6nemli potansiyele sahip yeni tip polimerik jellerin birisi de
kriyojellerdir. Donma kosullarinda meydana gelen jellesme iiriinleri kriyojeller
(Yunancada donma veya buz anlamindadir) olarak isimlendirilir. Kriyojeller
yogun gozenekli polimerik materyaller olup jel olusturan herhangi onciillerden
ve cesitli morfolojilerde ve gozeneklilikte sentezlenebilir. Kriyotropik jellesme
(veya kriyoyapilagsma) jellesme kabiliyetine sahip sistemin kriyojenik
uygulamasiin (dondurma, donma durumunda belirli bir siire depolama ve
¢ozme) bir sonucu olarak meydana gelen spesifik bir jel olusturma tipidir.
Kriyojellesmenin baglica 6zelligi ¢6zgenin kristallenmesidir (Dainiak vd., 2007).
Kriyojeller ilk olarak yaklasik 40 y1l 6nce rapor edilmistir (Lozinsky vd., 2002)
ve kriyojellerin polimerik jellerden olduke¢a farkli 6zellikleri dikkatleri {izerine
¢ekmistir (Lozinsky vd., 2003, Uygun, 2012).

Kriyojeller buz kristallerinin erimeden sonra igten bagli siirekli gozenekleri
olusturan ve porojen olarak davrandigi yar1 donmus sulu ortamda sentezlenirler.
Biiyiik icten bagli gozenekler ve yiiksek elastikiyet kriyojellerin temel
karakteridir. Geleneksel jellerin (¢dzgenin polimer yapisina bagl oldugu homo
fazli sistemler) tersine kriyojeller ¢ozgenin (su) hem gozeneklerde hem de
polimer yapisinda bulundugu hetero fazli sistemlerdir. Jel onciillerinin ve
kullanilan kimyasal reaksiyona bagli olarak kriyojelin mikro ve makro gézenekli
yapisi degisebilir.
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Siinger benzeri morfolojiye sahip kriyojellere 6rnek olarak poliakrilamid
(pPAAmM), poli (dimetil akrilamid) (pDMAA), poli (hidroksietil metakrilat)
(PHEMA), polietilen glikol (PEG), dekstran metakrilat ve polivinil alkol (PVA)

verilebilir.

Bu kriyojeller monolitik ¢ubuk, disk ve tabaka seklinde sentezlenebilir (Plieva

vd., 2007, Uygun, 2012).

Cizelge 1.3. Sentezlenen kriyojellere ve uygulamalarina genel bir bakis

Monomer/polimer  Gdsterim Gozenek Morfoloji Kullanim alani
onciiller boyutu (um)
Akrilamid pAAmM 1-200 Siingerimsi ~ Kromatografi ve
ve elastik hiicre kiiltiir destegi
Akrilamid As1-pAAM 1-100 Siingerimsi ~ Kromatografi
ve elastik
Dimetilakrilamid PDMAA 1-120 Stingerimsi ~ Kromatografi ve
ve elastik hiicre kiiltiir destegi
Polivinil alkol m-PVA 1-80 Siingerimsi ~ Kromatografide
ve elastik monolitik destek ve
biyobozunmayan
hiicre kiiltii destegi
Polivinil alkol b-PVA 0.1-1 Elastik Mekanik tutuklama
ile hiicre
immobilizasyonu ve
enzimlerin kimyasal
immobilizasyonu
Hidroksietil HEMA 1-200 Siingerimsi ~ Hiicre kiiltiir destegi
metakrilat ve elastik
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Cizelge 1.3’{in devami

Dekstran metakrilat Dex-MA 1-100 Siingerimsi ~ Hiicre kdiltiir
ve elastik destegi

Hidroksietil HEMA- 1-100 Stingerimsi ~ Biyobozunur hiicre

metakrilat-L-laktat LLA-D ve elastik kiiltiir destegi

Dekstran

Agaroz Ags-MG Stingerimsi ~ Hiicre kiiltiir
ve elastik destegi

Polietilen glikol PEG 1-100 Stingerimsi ~ Hiicre kdiltiir
ve elastik destegi

N-izopropil NIPAAM 1-100 Siingerimsi ~ Hiicre kdiltiir

akrilamid ve elastik destegi

(Kaynak: Plieva vd., 2007).
1.7.1. Kriyojellerin Hazirlanmasi

Kriyojellerin gdzenek yapis1 donma sicakligi, ¢dzlinen monomerlerin derisimi ve
baglatict sistemin (amonyum persiilfat ve N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin)
bilesimi ile kontrol edilebilir (Plieva vd., 2007, Uygun, 2012).

Kimyasal reaksiyon (kriyojellesme) hizinin ve ¢6zgen kristalizasyon hizinin
uygun sekilde kontrol edilmesi ile istenilen Ozelliklerde kriyojeller
sentezlenebilir. Tipik olarak kriyojeller, biiyiiyen buz kristallerin porojen olarak
ve erimeden sonra i¢ten bagli gézenekler i¢in kalip olarak davrandigi -10 ile -20
°C araligindaki disiik sicakliklardaki sulu ¢ozeltilerde hazirlanir. Reaksiyon
karigimi  donuyorken, donmus monolitik blok iki temel boliimil igerir: buz
kristalleri ve donmayan sivi mikrofaz olarak adlandirilan donmamis bolge.
Kimyasal reaksiyon bu donmayan sivi mikrofazda gergeklesir. Reaktif igermeyen
¢Ozgen kristalleri donma sirasinda biiyiir ve siirekli bir donmus iskelet sistemi
olusuncaya kadar diger kristaller ile kaynasir. Kimyasal reaksiyonun
tamamlanmasindan sonra erime ile siirekli makro gozenekli kanallara sahip bir
sistem meydana gelmis olur (Sekil 1.8.) (Dainiak vd., 2007, Uygun, 2012).
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Dondurma Donmus durumda Eritme
polimerizasyon

U

monomerler ve baslaticilar

Q buz kristalleri

é“ olusmaya baslayan polimer

Q capraz-bagh polimer jel
(J stipermakrogdzenck

Sekil 1.8. Makrogoézenekli kriyojellerin olusumunun sematik gosterimi (Dainiak vd.,
2007).

Kriyojel iiretimi asagidaki gibi kisaca 6zetlenebilir:

1. Kriyotropik jeller donan 6rnek igerisinde var olan donmamis mikrofazda
meydana gelir.

2. Kriyojeller temelde makrogozeneklidir ve genelde siinger benzeri
materyallerdir.

3. Donma noktas1 {izerindeki sicakliklardaki geleneksel jellesme ile
karsilastirildiginda kriyotropik jellesme igin gerekli polimer derisimi donmamis

stvi mikrofazdaki jel dnciillerinin kriyoderismesi nedeniyle azalmstir.

4. Genelde 1limli donmus Orneklerdeki kriyojellesme donma {izerindeki
sicakliklardaki geleneksel jellesmeden daha hizli ilerlemektedir.

5. Kiriyojellesmenin sicaklik bagimliligi, jellesmeyi kolaylastiran faktorler
(kriyoderisme) ile yavaslatan faktorler (diisiik sicaklik, donmamis sivi



23

mikrofazdaki vizkosite) arasindaki yarigmadan dolayi genelde bir optimuma
sahiptir.

6. Kriyojelin ozellikleri kriyojellesme sicakligi, 6rnegin donma durumunda
bekleme zamani, donma/erime orani, ¢ozgenin dogasi ve ¢Oziinen ve
¢oziinmeyen katkilar ile degistirilebilir (Lozinsky vd., 2002, Uygun, 2012).

1.7.2. Kriyojellerin Genel Ozellikleri

Kriyotropik jellesme sonucu diger jeller ile karsilastinldiginda g¢ok farkl
morfolojilerde polimerik materyaller meydana gelir. Kriyojeller herhangi
kimyasal tipte olabilir — kovalent, iyonik veya kovalent olmayan. Agiktir ki,
sadece sicaklik-baslaticili (termotropik) Onciiller kriyojel hazirlanmasinda

kullanilamazlar.

Cozgen bagli polimerik materyallerin dondurulup-kurutulmasi ile kriyojellere
benzer makro ve mikro yapilara sahip materyallerin olusumu saglanabilir.
Cozgen donmasini takip eden ¢ozgen kristallerinin (sulu sistemler durumunda
buz) siiblimlesmesi polimerik materyallerde icten bagli gozenek sistemlerini
olusturur. Bununla birlikte, donmayan sivi mikrofazda jel olusumu gdzlenmez.
Donarak kurutulmus materyaller sadece filmler, tabaka ve kiigiik boncuklar gibi
ince objeler halinde iiretilebilir. Buna karsilik, kriyojeller blok, silindir, tiip,
granill, disk gibi herhangi istenilen sekilde iretilebilir. Dahasi, kriyojellerin
iretimi donarak kurutulan materyallerden diisiik basing altinda ¢6zgenin
uzaklastirilmasina gerek olmadigt i¢in daha kolaydir (Lozinsky vd., 2003,
Uygun, 2012).

Biiyiik ve yogun igten bagli gozeneklerin varligindan dolayi, kriyojeller
gozenekli yapist bozulmadan kurutulabilir. Kurutma kriyojelin depolanmasini
kolaylastirdigindan dolay1 bu hidrofilik materyallerin en 6nemli 6zelliklerinden
birisidir. Diisiik ve yiiksek molekiil kiitleli onciillerden hazirlanan kriyojeller hizli
tekrar-sisme kinetikleri ile karakterize edilirler ve kuru ornekler sulu ortama
birakildiklarinda birka¢ dakika i¢inde tekrar orijinal boyutuna siserler. Biiyiik ve
yogun icten baglh makrogozeneklerin varligindan dolay1 kriyojeller ¢ok diisiik
akis direnglerine sahiptir (Dainiak vd., 2007, Uygun, 2012).
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Biyoayirma agisindan polimerik kriyojellerin en cekici 6zelligi donan ¢ozgen
tarafindan olusturulan makrogdzenekler ve makrogdzeneklerin duvarlarini
olusturan polimer makromolekiilleri arasindaki mikrogézeneklerdir. Kriyojeldeki
makrogozenekler siinger benzeri morfolojiye sahip olmasinin yanmda ayni
zamanda gdzenekler birbirleri ile igten baglidir. Donan ¢ozeltinin kristalleri diger
kristallerin koseleri ile karsilasincaya kadar biiyiidiiklerinden dolay1 kriyojellerde

bu gézenek morfolojisi olusur.

Makrog6zenek boyu kriyojenik sisteme bagli olarak birkag yiiz mikrometre kadar
biiyiik olabilir. Donma sicakligini diisiirmek kii¢iik ¢ozgen kristali sayisini arttirir
ve bdylece gozenekler kiigiiliir. Dahasi, diisiik sicakliklarda donmayan s1vi hacmi
azalir ve bu sebeple kiiciik hacminden dolayr donmayan jel oOnciillerinin
kriyoderismesi daha fazla olacagindan gozenek duvarlari incelir fakat olusan
polimer daha yogundur (Lozinsky vd., 2002, Uygun, 2012).

1.7.3. Kriyojellerin Kullanim Alanlar1

Kriyojellerin uygulamalar1 onlarin gdzenekli yapisi ve operasyonel kararliligi ile
belirlenir (Plieva vd., 2007). Giliniimiizde, polimerik jeller kromatografik
materyal, molekiillerin ve hiicrelerin immobilizasyonu i¢in tasiyici, elektroforez
ve immunodifiizyon i¢in matriks ve kati kiiltiir ortami igin jel destek olarak
biyoteknolojinin ¢ok farkli uygulamalarinda kullanima sahiptir (Lozinsky vd.,
2003). Temel uygulama alanlari: immobilize hiicreler ve enzimler ile biyokataliz,
hedefin saflastirilmas1 i¢in biyoayirma, hiicre organellerinin, viriislerin,
mikrobiyal ve memeli hiicrelerinin kromatografisi ve memeli hiicre kiiltiirii i¢in
ii¢c boyutlu matriks olarak biyomedikal uygulamalardir (Plieva vd., 2007, Uygun
2012).

1.8. Enzim immobilizasyonu

Immobilizasyon (tutuklama), enzimlerin Kkatalitik aktivitelerini kaybetmeden
stirekli ve defalarca kullanimlarini saglamak iizere, fiziksel veya kimyasal olarak

bir destek materyali iizerine tutturulmasi olarak tanimlanir.

Endiistriyel ve analitik proseslerin ¢ogu, sulu ortamda gergeklesir. Bu proseslerde
enzimler, substrat ¢Ozeltisi ile karistirilir ve ortamda {iriin elde edildikten sonra
enzimler ekonomik olarak geri kazanilmazlar. Ayrica siirekli iiretim

proseslerinde serbest enzimler kullanilmazlar. Enzimlerin sadece bir kere
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kullanilmalar1 ve pahali olmalari nedeniyle, bu proseslerin maliyetleri oldukca
yliksektir. Bu nedenle enzimler suda c¢oziinmeyen bir destege immobilize
edilerek hem defalarca kullanilabilmekte hem de siirekli proseslere
uygulanabilmektedir. Bdylece, Onemli miktarda kazang elde edilmektedir.

Giiniimiizde ¢ok sayida immobilize enzim endiistride kullanilmaktadir.

Genel olarak immobilizasyon uygulamalart enzim sistemleri disinda, uygun
destek materyallerine ilag, protein, mikroorganizma, bitki ve hayvan hiicreleri,
biyosensor ve biyoreaktér uygulamalari ve kontrolii ilag salinim sistemlerinde
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Tarihte ilk enzim immobilizasyonu 1916
yilinda Nelson ve Griftin tarafindan adsorpsiyon yontemiyle yapilmistir. Nelson
ve Griftin sakkoruzu hidroliz etmek igin maya invertazini mangal komiiriine
adsorbe etmislerdir. Immobilize enzim sistemlerinin pratik olarak ilk kullanimi
ise Grobhofer ve Scheilth (1954) tarafindan yapilmigtir. Arastirmalarinda;
karboksipeptidaz, diastaz, pepsin ve riboniikleaz enzimlerinin poliaminostiren
reginesine kovalent baglanma ile immobilize etmisler ve bu immobilize enzim
tirevlerinin  kinetik  parametrelerini  incelemiglerdir. Daha sonra da
immobilizasyon ¢aligmalari diinyanin her tarafinda yayginlagsmis ve ¢esitli

enzimler degisik amaglarla immobilize edilmistir (Yamak, 2007).
1.8.1. Desteklerin Sec¢imi

Matrikslerin ~ 6zellikleri, immobilize enzim sisteminin  performansinin
belirlenmesinde baslica 6nem tasir. Ideal destek ozellikleri baslica fiziksel
dayaniklilik, hidrofilisite, inertlik, kolay tiirevlendirilebilme, biyouyumluluk,
mikrobiyal ataga karsi dayaniklilik ve diisiik maliyetle elde edilebilirliktir.

Destekler kimyasal bilesimlerine gore organik ve inorganik olarak
smiflandirilabilirler. Organik destekler dogal ve sentetik polimerler olarak iki

kisimda incelenebilirler (Cizelge 1.4).
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Cizelge 1.4. Organik ve inorganik destekler

Organik

Dogal polimerler
Polisakkaritler, seliiloz, dekstranlar, agar, agaroz, kitin, alginat
Proteinler, kollajen, albumin

Karbon

Sentetik polimerler

Polistiren

Diger polimerler: Poliakrilat  polimetakrilatlar,  poliakrilamid,
poliamidler, vinil ve allil-polimerler

Inorganik

Dogal polimerler: Bentonit, silika

Islenmis Materyaller: Cam (gozeneksiz ve kontrollii gdzenekli),

metaller, kontrollii gézenekli metal oksitler

Matrikslerin fiziksel 6zellikleri (ortalama tanecik capi, sisme davranisi, mekanik
giicii ve basing davranisi) immobilize sistemlerin performansi i¢in temel dnem
tagir ve teknik kosullar (karigtirmali tank, akigkan ve sabit yataklar) altinda
kullanilacak reaktdr tipini belirlerler. Ozellikle gdzenek parametreleri ve tanecik
biiyiikliigii toplam yiizey alanm belirler. Ozellikle gdzenek parametreleri ve
tanecik biiyiikliigii toplam yiizey alanini belirler; bu sebeple enzimlerin baglanma
kapasitesini Onemli bir sekilde etkiler. Gozeneksiz destekler az miktarda
difiizyonel sinirlamalar gosteriri fakat diisiik yiikleme kapasitesine sahiptirler.
Daha fazla genis yiizey alan1 daha fazla enzimin yiiklenmesine izin verdiginden
gozenekli destekler genellikle tercih edilir ve bu sekilde immobilize edilmis
enzim ¢evre etkilerinden daha fazla korunur. Gozenekli desteklerin, kapasite ve
akig Ozelliklerini optimize etmek icin kontrollii gozenek dagilimina sahip olmasi
gerekir. Inorganik tastyicilarm birgok avantijma ragmen (fiziksel, kimyasal ve

mikrobiyal pargalanmaya karsi yiiksek dayaniklilik gibi), endiistriyel
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uygulamalarin ¢ogu organik matrikslerde gerceklestirilir (Brena ve Batista-
Viera,2006, Uygun, 2008).

1.8.2. Enzim Immobilizasyonu Yontemleri

Enzim immobilizasyonu yontemleri geri doniisimsiiz ve geri doniistimlii olmak

tizere iki sinifa ayrilabilir.
1.8.3. Geri Déniisiimsiiz Enzim iImmobilizasyonu Yéntemleri

Geri doniisiimsliz immobilizasyon kavrami, bir biyokatalizoriin bir destege
baglandiktan sonra enzimin veya destegin biyolojik aktivitesini kaybetmeden
ayrilmayacagi anlamina gelir. Geri doniisiimsiiz enzim immobilizasyonunun en
yaygin iglemleri kovalent baglama, tutuklanma (entrapment), mikrokapsiilleme
ve ¢apraz baglamadir. Bu yontemlerin sematik gosterimi Sekil 1.9°daki gibidir.

< Kovalent baglanma

«+ Tutuklama (kiireler veya fiberler)

%+ Mikroenkapsiilleme

.
”w

Capraz baglama

Sekil 1.9 Geri doniisiimsiiz enzim immobilizasyon yontemleri (Brena ve Batista-Viera,
2006).
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1.8.4. Geri Déniisiimlii Enzim immobilizasyonu Yéntemleri

Enzim-substrat baglanmasinin 6zelligi nedeniyle geri doniisiimlii immobilize
enzimler 1hmli kosullar altinda destekten ayrilabilir (Sekil 1.10). Enzim
immobilizasyonunda geri doniislimlii metotlarin kullanimi ekonomik sebepler
nedeniyle oOnemlidir; ¢iinkii destek yeniden kullanilabilir ve taze enzimle
ylklenebilir. Gergekten de destegin maliyeti, immobilize katalizdrlerin
tamaminin maliyetinde genellikle temel faktordiir. Enzimlerin geri doniisiimli
immobilizasyonu, Kkararsiz enzimlerin immobilizasyonu ve biyoanalitik
sistemlerdeki uygulamalar i¢in olduk¢a onemlidir. Geri donisimlii enzim

immobilizasyon yontemleri agsagidaki alt basliklarda incelenebilir.

7 .
** Adsorpsiyon

1 G
+}» Iyonik baglanma ;: :
1@
7
o . /]
** Afinite Baglanmasi ?
A 1C(
Fy
+* Selatlasma veya metal baglanmasi
- @
’ (e(
o+ Disiilfit baglar1 / 5 =0
/]
s &
/A

Sekil 1.10. Geri doniisiimlii enzim immobilizasyon yontemleri (Brena ve Batista-Viera,
2006)
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1.8.4.1. Adsorpsiyon (Nonkovalent Etkilesimler)
a) Nonspesifik Adsorpsiyon

En basit immobilizasyon metodu, fiziksel adsorpsiyona veya iyonik baglanmaya
dayanan nonspesifik adsorpsiyondur. Fiziksel adsorpsiyonda enzimler hidrojen
baglari, van der Waals kuvvetleri veya hidrofobik etkilesimlerle matrikse
baglanirlar buna karsilik iyonik baglanmada enzimler tuz baglar1 vasitasiyla
baghidir. Nonkovalent immobilizasyonla ilgili kuvvetlerin siddeti, etkilesimin
giiciinii  belirleyen kosullarin (pH, iyonik siddet, sicaklik veya ¢6zgenin
polaritesi) degistirilmesiyle degisebilir. Adsorpsiyonla immobilizasyon ilimli,
gergeklestirilmesi kolay bir islemdir ve genellikle enzim katalitik aktivitesini
korur. Boylesi metotlar ekonomik olarak cekicidirler fakat etkilesim goreceli
olarak zayifladiginda matriksten enzimin sizmast gibi problemler olusabilir
(Brena ve Batista-Viera, 2006, Uygun, 2008).

b) Iyonik Baglanma Ile Adsorpsiyon

Enzimlerin geri donisiimlii immobilizasyonunda bilinen bir yaklasim protein-
ligand etkilesimlerini kromatografide kullanilan prensiplere dayandirmaktir.
Ormnegin enzimlerin geri doniisiimlii immobilizasyonundaki kromatografik
prensiplerin ilk uygulamalarindan biri iyon degistiricilerin kullanilmasi olmustur.
Bu metot basit vegeri doniisiimliidiir fakat genelde enzimin hem giiglii baglandig
hem de tamamen aktif oldugu kosullari bulmak zordur. Yakin bir gegmiste,
immobilize polimer ikiyonik ligandlarin kullanimi protein-matriks iliskilerinin
ayarlanmasina izin vermis ve bdylelikle tlirevin 6zelliklerinin optimizasyonu
miimkiin olmustur. Cok sayida patent, cok cesitli enzimleri veya tam hiicreleri
baglamak i¢in polietileniminin kullanimi {izerinde yogunlagmistir. Bununla
birlikte, substrat veya tirtinlerin kendileri yiiklii olduklarinda yiiksek yiik iceren
desteklerin kullanilmasi, dagilma ve difiizyon olaylar1 nedeniyle kinetigin
bozulmasi sonucu, problem yaratabilir. Bunun sonucunda, optimum pH ve pH
stabilitesi gibi enzim ozellikleri degisebilir. Bu durum bir problem gibi goriilse
de, uygulamaya bagli olarak, belli bir enzimin optimum kosullarinin daha alkali
veya daha asidik kosullara kaydirilmas: yararli olabilir (Brena ve Batista-Viera,
2006, Uygun, 2008).
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¢) Hidrofobik Adsorpsiyon

Hidrofobik adsorpsiyon, enzimler tizerindeki hidrofobik bolgeler veya alanlar ile
tagtyicit iizerindeki hidrofobik kisimlar arasindaki etkilesimlere dayanir.
Enzimlerin hidrofobik adsorpsiyonu i¢in kullanilan tastyicilar genellikle hazir
olan tastyicilarmn tiirevlendirilmesiyle hazirlanir. Ornegin seliiloz, agaroz kiireler,
sepharoz gibi dogal polimerler bu amagla kullanilabilir. Alternatif olarak silika
gibi inorganik tasiyicilar ya da Eupergit C ve poli(vinil alkol) kiireleri gibi
sentetik tasiyicilar da enzim immobilizasyonu i¢in hidrofobik adsorbanlari
hazirlamakta kullanilabilir. Hidrofobik fonksiyonel grup, genellikle hazir alinan
tastyicilara kovalent baglanir. Bununla birlikte nadiren hidrofobik bilesik tasiyici
iizerine basit¢e kaplanabilir. Tastyicilarin adsorpsiyon kapasitesi tasiyici yapisi,
fonksiyonel grubun baglanma derecesi, fonksiyonel grubun baglanma 6zellikleri,
aktivatorlerin veya inhibitorlerin varligi, proteinin dogasi ve etkilesimin olustugu
ortam gibi faktdrlere baglidir. Ayrica hidrofobik etkilesimlerle adsorplanan
enzimlerin aktiviteleri, enzim yiiklemesi, tasiyicinin hidrofobisitesi, substratin
buyiikliigii, hidrofobik uglarin uzunlugu, difiizyonel kisitlamalar ve baglanma
yogunlugu faktdrlerine baghdir. Immobilize enzimlerin kararhiligi, hidrofobik

adsorpsiyonla artabilir, azalabilir veya degismeyebilir (Cao, 2005, Uygun, 2008).
d) Biyospesifik Adsorpsiyon

Biyospesifik adsorpsiyon enzim ve tagiyicinin 0zel fonksiyonel gruplari
arasindaki etkilesimlere dayanir. Bu teknoloji baslangigta adsorpsiyonun geri
donisiimliiliigi ve seciciligi nedeniyle enzimlerin ayrilmasi ve saflastirilmasi i¢in
tasarlanmistir. Immobilize Con A gibi biyoafinite adsorbanlar1 iizerine
immobilize edilmis enzimler, muhtemelen diizenli yonlenmis immobilizasyon
(bolge spesifik immobilizasyon) nedeniyle olaganiistii yiiksek aktiviteye
sahiptirler. Depolama ve islemsel stabilite ile termal stabilite, immobilize biyo
ligandlar ile enzimin komplementer etkilesimi nedeniyle genellikle artmaktadir.
Immobilize substratlar, substrat anologlari veya inhibitdrler yaygm olarak
enzimleri saflastirmak icin kullanilirken tasiyiciya bagli substratlar, substrat
analoglar1 veya inhibitorler tiizerine immobilize edilmis enzimler nadiren
biyokatalizér olarak kullanilirlar. Bunun sebebi tasiyici ile enzimin zayif
etkilesimleridir (Cao, 2005, Uygun, 2008).
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2. KAYNAK OZETLERI

Lektinler, bir karbonhidrat veya karbonhidrat grubuna yiiksek afinitesi olan
glikoproteinler veya proteinlerdir. Immobilize lektinler spesifik karbonhidrat
yapilart  iceren  glikokonjugatlari, serbest glikanlar, glikopeptidleri,
polisakkaritleri, ¢dziiniir hiicre bilesenlerini ve hiicreleri ayirmak ve izole etmek
icin kullanilan en giiglii araglardandir. Ligand olarak lektinlerin kullanildigi
afinite kromatografisi tiiriine Lektin Afinite Kromatografisi denir ve literatiirde
bu kromatografi ile ilgili yapilmis ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Miranda vd. (2002), bayir turpu ve soya fasiilyesi peroksidaz enzimlerinin Con
A-Agaroz matriksine adsorpsiyonu ve eliisyonu islemlerini gerceklestirmislerdir.
Adsorpsiyon kapasitesi iizerine pH, iyonik siddet ve Ca™*/Mg* derisiminin
etkisini arastirmiglar ve ayrisma sabitlerini adsorpsiyon izotermlerini kullanarak
belirlemislerdir. Dinamik kapasitesi tlizerine akis hiz1 ve peroksidaz derigiminin
etkisini  incelemiglerdir. Eliisyon islemleri i¢in NaCl ve a-D-metil

mannopiranozid derisimlerini optimize etmislerdir.

Bakalova vd. (2003), CNBr ile aktive edilmis Sepharoz 6MB’ye soya ve
Dolichos biflorus fasiilyelerinin lektinlerini kovalent olarak baglanmislardir ve
bu afinite kolonlarina 16semik T hiicreleri ve normal lenfositlerin bir karigim
eklendiginde l6semik T hiicrelerinin kolonda kaldigi, normal lenfositlerin ise
yapilar1 bozulmadan kolondan ayrildigini gozlemislerdir.

Bereli vd. (2004), sulu ¢6zelti ve insan immunoglobulin G (IgG)’nin affinite
kromatografisiyle saflastirilmasi i¢in poli (2-hidroksietil metakrilat) (PHEMA)
kiirelerine konkanavalin A (ConA)’y1 immobilize etmiglerdir. PHEMA destegini
slispansiyon polimerizasyon yontemiyle hazirlamiglar ve biyo ligand olan Con
A’yt PHEMA Kkiireleri ftizerine kovalent olarak immobilize etmislerdir.
PHEMA/ConA Kkiireleri tizerine IgG’nin maksimum adsorpsiyonunun pH 6.0’da
gerceklestigini rapor etmislerdir. Insan plazmasindan adsorplanan IgG’nin

miktarini % 82.5 saflikta 69,4 mg/g olarak belirlemislerdir.

Fraguas vd. (2004), 1-siyano-4-(dimetilamino)-piridinyum tetrafloraborat ile
aktive edilmis Sepharoz iizerine Con A’y1 immobilize ederek bir destek materyali
hazirlamiglardir. Bu destek materyalini kullanarak bayir turpu koklerinden
peroksidaz enzimini hizli ve yliksek saflikta elde etmislerdir.
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Yavuz vd. (2004), Con A bagli PHEMA Kkiirelerini, sulu ¢ozeltiden maya invertaz
enziminin spesifik adsorpsiyonu ig¢in kullanmislardir. PHEMA Kkiirelerini
siispansiyon polimerizasyonu ile hazirlamiglardir ve bu kiirelerin boyutlarinin
150-200pm c¢apinda oldugunu rapor etmislerdir. Con A baghh PHEMA
kiirelerinin invertaz yiikleme kabiliyeti 107 mg/g olarak bulunmustur. Ayrica
immobilize invertazin aktivitesine sicakligin etkisi arastirilmis ve immobilize

invertazin kinetik sabitlerini belirlenmistir.

Bucur vd. (2005), glikoprotein enzimi ve Con A arasindaki afiniteye dayali
goriintii baskili elektrotlarin ylizeyine asetilkolin esteraz enzimini immobilize
etmek icin yeni bir metot gelistirmiglerdir. Bu arastiricilar ¢alisma elektrodunun
yiizeyini 7,7,8,8-tetrasiyanoquinodimetan (TCNQ), ¢ heptilanin aracisi ile grafit
iceren Nafyon tabakasini modifiye etmislerdir.

Babac vd. (2006), Con A immobilize edilmis poli (akrilamid- allil glisidil eter)
[poli(AAM-AGE)] monolitik kriyojele, sulu ¢ozeltilerden ve insan plazmasindan
immunuglobulin G (IgG) baglanmasini gerceklestirmisler ve insan plazmasindan
adsorplanan IgG miktarini 25,6 mg/g olarak bulmuslardir.

Aniulyete vd. (2006), granosel olarak adlandirilan makro gozenekli seliiloz bazli
bir destek materyali hazirlamiglar ve bu destek materyaline Concanavalin A ve
bugday tohumu lektinini (WGA) immobilize etmislerdir. Bu destege immobilize
edilmis her iki lektin yapisinin da, glikoproteinlere yiiksek oranda ilgi

gosterdigini gormiislerdir.

Opitz vd. (2007), Madin Darby képek bobrek hiicrelerinde, influenza A viriisiinii
iiretmigler ve bu virisiin hiicre zarinda bulunan iki glikoproteinin (hemagglutnin
ve neuraminidaz) oligosakkaritlerini ligand olarak kullanarak bu viriisiin
bulundugu ortamdan saflagtirilmasini1 gergeklestirmiglerdir.

Qui vd. (2007), insan serumundan glikoproteinlerin tanimlanmasi ig¢in yeni bir
metod gelistirmislerdir. Oncelikle glikoproteinleri Con A igeren lektin afinite
kolonunda ayirmiglar daha sonra da triptik olarak pargalamislardir. Asidik
peptitleri giiclii bir anyon degisim kolonuyla ayirmiglar ve kolondan sékiilen

peptidlerden histidin i¢erenleri Cu-IMAC ile ayirmislardir.
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Yavuz vd. (2009), miyeloma hiicrelerinin adsorpsiyonu i¢in ligand tagimayan
PHEMA kiireleri ile Con A tastyan PHEMA kiirelerini kullanmislardir. Ligand
tasimayan PHEMA kiirelerinin adsorpsiyon kapasitesinin ¢ok diisiik iken Con A
tasiyan PHEMA  kiireleri kullanildiginda adsorpsiyonun 20 kat arttigi
gormiiglerdir.

Akkaya vd. (2009), tek boyutlu ve manyetik poli (glisidil metakrilat) kiirelerini
hazirlay1p bu kiirelere Con A’y1 immobilize etmislerdir. Daha sonra bu kiirelerin
sulu ¢ozeltilerden maya invertaz enziminin adsorpsiyonunda kullanilabilirligini
aragtirmiglardir. Yapilan deneylerde maksimum invertaz adsorpsiyonu 111 mg/g
olarak bulmuslardir.

Haider ve Husain (2009), Aspergillus oryzae B-galaktozidaz enziminin Con A
bagl kalsiyum aljinat-nisasta kiirelerine immobilize etmislerdir. immobilize B-
galaktozidazin optimum sicakligim 60°C ve serbest B-galaktozidazinkinden 10°C
daha yiiksek olarak bulmuslardir. Ayrica immobilize B-galaktozidazin 1si, iire,

MgCl, ve CaCl,’e kars1 daha yiiksek stabilite gosterdigini rapor etmislerdir.

Ansari ve Husain (2010), Aspergillus oryzae’den elde edilen B-galaktozidaz
enzimini Con A bagh seliiloz yiizeyi {izerine immobilize etmislerdir. Immobilize
enzimin optimum sicakligimin 50°C’den 60°C’ye kadar arttigin1 goézlemislerdir.
Optimum pH’n1 4.6 olarak rapor etmislerdir. Immobilize enzimin serbest enzime

gore 1s1l kararliliginin daha yiiksek oldugunu da bulmuslardir.

Luo vd. (2011), Toksoplazma gondii’nin glikoproteinlerini tamimlamak igin
glikoproteinleri, seri lektin afinite kromatografisini kullanilarak ayirmiglardir.
Seri Lektin Afinite Kromatografisi ile ayrilan glikoproteinleri, SDS-PAGE
kullanarak ayirmislar ve LC-MS/MS analiziyle tamimlamuslardir. Ayrica lektin
etiketleme ve PCR calismalan ile Taksoplazma gondii’'nin glikoproteomunu
cikarmiglardir. Bu proteinlerin  glikozillenmesinin  fonksiyonunu anlama
caligmalartyla; ila¢ tedavisini gelistirmek i¢in kullanilan mekanizmalarin
aydinlatilmast ve aym zamanda yararli as1 adaylar1 olarak gelistirilebilecek

glikoproteinlerin tanimlanmasi i¢in kullanilabilecegini agiklamiglardir.

Uygun vd. (2012), Con A bagh siipermakrogbzenekli poli (etilen glikol
dimetilakrilat) [poli (EGDMA)] monolitik kriyojel kolonuna invertaz enzimini
immobilize etmislerdir. Biyo ligand olan Con A’nin poli (EGDMA) kriyojeline
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kovalent olarak baglanmasini glutaraldehit aktivasyonuyla gerceklestirmisler ve
tekrarlayan adsorpsiyon ve desorpsiyon kosullarinda sulu ¢6zelti igerisindeki
invertaz enziminin maksimum adsorpsiyonunu pH 5.0 asetat tamponunda, 55.45
mg/g polimer olarak bulmuslardir. Ayrica, 10 dongliden sonra invertazin

adsorpsiyon kapasitesinde énemli derecede bir kayip olmadigini a¢iklamuslardir.

Kriyojeller, diisiik veya yiiksek molekiil kiitleli Onciillerin  kriyojenik
uygulamasinin bir sonucu olarak olusurlar. Kriyojellerin makrogdzenekli yapilar
ve iglemsel kararliliklar1 onlarin, biyoteknolojinin farkli uygulama alanlarinda
kullanim bulmalarina olanak saglamistir. Asagida kriyojellerin kullanildigt

caligmalara 6rnekler verilmistir.

Doretti vd. (2000), asetilkolinin belirlenmesi i¢in bir biyoenzimatik sensorii poli
(vinil alkol) kriyojel membraninda asetilkolinesteraz ve poli (etilen glikol) ile
modifiye edilmis kolin oksidazin fiziksel koimmobilizasyonu ile hazirlamislardir.
Bu enzim ile modifiye edilmis polimer enzimatik olarak gelisen hidrojen
peroksidin elektrokimyasal belirlenmesine dayanan amperometrik bir sensor
olusturmak i¢in platin elektrot uygulanmistir. Ayrica bu sensdriin analitik

Ozellikleri tanimlanmustir.

Kumar vd. (2003), kromatografik olarak insan periferal kan lenfositlerinin
spesifik olarak fraksiyonlanmasi ve ayrilmasi igin siipermakrogdzenekli,
monolitik kriyojel afinite destegini hazirlamislardir. Bu afinite destegi, yeni bir
hiicre ayirma stratejisini tasarlamak igin kullanilmistir. Bu strateji yiizeyi
tizerinde Ig G antikorlarini tagiyan hiicreler ile Staphylococcus aureus’dan elde

edilen protein A’nin etkilesimine dayanmaktadir.

Szczesna- Antczak vd. (2004), canli Bacillus subtilis hiicrelerini PV A-kriyojel
kiirelerine tutuklamis ve tekrarli batch isleminde ekstraseliiler proteazlarin
(subtilisin ve metalloproteinaz) eldesi icin kullanmiglardir. Kullanilan,

kriyojellerin diflizyon 6zelligini ve islemsel kararliligini1 degerlendirmislerdir.

Daniak vd (2006), hiicrelerin ayrilmast igin kriyojel monolit kolonlarmin
kullanimini aragtirmislardir. Bu amagla kolonlara Con A’y1 immobilize etmisler
ve bu kolonlar1 Saccharomyces cerevisiae ve Escherichia coli hiicrelerinin bir
karisiminin kromatografik rezoliisyonu igin kullanmiglardir. Bu afinite kriyojel
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kolonlart ile hiicrelerin etkili bir sekilde kromatografik olarak ayrilabilecegini
rapor etmislerdir.

Yun vd. (2007), adenozin trifosfatin (ATP)’nin tek adimda izolasyonu i¢in
stipermakrogdzenekli anyon degisim kriyojel destegi sentezlemislerdir. ATP
biyolojik ve teropotik olanlarda yaygin olarak kullanilan yiiksek enerjili bir
bilesiktir. ATP, endistriyel skalada mikrobiyal hiicrelerdeki adenozin
monofosfatin fosforilasyonu ile iiretilen ve mikrobiyal fermantasyon sivisindan
izolasyonu olduke¢a zor bir islemdir. Bu ¢aligmada siipermakrogézenekli kriyojel
yapilari kullanilarak anyon degisim kromatografisi ile Saccharomyces cerevisiae

fermantasyon sivisindan ATP dogrudan tek adimli bir islemle izole edilmistir.

Alkan vd. (2009), siipermakrogdzenekli PHEMA kriyojellerini sentezlemisler ve
bu kriyojellere siyanojen bromiir aktivasyonu ile protein A’y1 kovalent olarak
baglamislardir. Daha sonra bu protein A bagh kriyojel yapilarini sulu ¢ozeltiden
ve insan plazmasindan IgG adsorpsiyonunda kullanmislardir. Hazirlanan kriyojel
yapilarmin IgG saflagtirmasi igin oldukga iyi segicilige sahip oldugunu rapor
etmislerdir.

Asliytice vd. (2010), iyon baskilanmis poli (hidroksietil metakrilat- N-
metakriyolil-(L)-sistein metil ester) kriyojellerini sentezlemisler ve bu kriyojel
yapisini  beta Talesemi hastalarmin  kanmndan in vitro olarak Fe®*

uzaklastirilmasinda kullanmislardir.

Luding vd. (2011), siilfo fonksiyonel gruplar1 ile asilanmis siipermakrogézenekli
kriyojelleri kullanarak tavuk yumurtas1 akindan lizozim ayirimi igin etkili bir
katyon degisim kromatografisi metodunu gelistirmislerdir. Kromatografik islem
tek bir adimda ve ardisik eliisyonda gerceklestirilmistir. Lizozimin safligi SDS-
PAGE ile gosterilmistir.

Srivastava vd. (2012), poliakrilamid kriyojel iizerine fenil boronat iceren
polimerin as1 polimerizasyonunu, yiizey baslatici serbest radikal polimerizasyonu
ile gergeklestirmiglerdir. Bu arastiricilar agilanmig kriyojelleri karakterize ederek

maya hiicrelerinin ayrilmasi i¢in kullanmislardir.

Stanescu vd: (2012), Trametes pubescens lakkaz enziminin immobilizasyonu i¢in
genis gozenekli PVA kriyojellerini hazirlamiglardir. Lakkaz enzimi kriyojel

yapilarina kovalent olarak immobilize edilmis ve immobilizasyon verimi 5.2
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mg/g kriyojel olarak bulunmustur. immobilize lakkazin uygulamasi olarak
polifenollerin oksidasyon Kkinetikleri incelenmistir. Ayrica immobilize lakkaz
elma suyu fenolik bilesiklerinin oksidasyonu i¢in kullanmiglardir.

Uygun vd (2012), poli (HEMA) monolit kriyojelini sentezlemisler ve bu kriyojel
yapilarina Reactive Green 5 boyasini kovalent olarak baglamiglardir. Boya bagl
kriyojel yapilarinin karakterizasyonunu gergeklestirerek papain adsorpsiyonunda
kullanmiglardir. Ayrica boya bagl kriyojel yapilar ile Carica papaya lateksinden
papain enzimini saflastirmislar ve enzimin safligim  SDS- PAGE ile
gostermiglerdir.

Inulinazlar, endiistride kullanilan en 6nemli enzimlerden biridir. B-fruktan
fruktanohidrolazlardan olan bu enzim, inulini hidrolizleyerek hem gida hem de
farmositik enddistrilerinde onemli bilesenler olan fruktoz ve
fruktooligosakkaritlerin iiretilmesinde gérev alir. inulinaz immobilizasyonu ile

ilgili literatiirde yapilmis birgok ¢alisma mevcuttur.

Silva ve Santana (2000), iyon degisim kolonlarmma inulinaz enziminin
(Fruktozyme L) adsorpsiyonunu aragtirmiglardir. Katyon degistirici regine olarak
CM- Sepharoz CL-6B’yi, anyon degistirici regine olarak Accell Plus QMA’y1
kullanmiglardir. Bu adsorpsiyon desteklerinin kullanilmasiyla elde edilen
adsorpsiyon izotermlerinin Langmuir tipi olugunu belirlemislerdir. Accell Plus
QMA destegi ile gerceklestirilen adsorpsiyon-eliisyon islemlerinde inulinaz
enziminin aktivite verimini % 70 olarak bulmuslardir.

Catana vd. (2005), ticari olarak satilan inulinaz enzimini c¢esitli desteklere
immobilize ederek siikroz hidrolizi i¢in kullanmislardir. Immobilizasyon islemini
kalsiyum aljinat ve aljinat-silikat sol-jel ile ger¢eklestirmislerdir. En iyi sonuglar,
inulinaz enziminin kalsiyum aljinat kiirelere tutuklanmasi ile elde edilmistir.
Kalsiyum aljinata tutuklanan inulinaz enzimi pH 4.0’ de ve 50-60 °C araliginda
en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Iimmobilize inulinazin siikroz substrat1 igin Ky,
degerini 184mM olarak hesaplamislardir.

Gill vd. (2006), Aspergillus fumigatus'dan kismi olarak saflastirilmis
ekstraseliiler termostabil inulinaz enzimini ¢esitli desteklere immobilize
etmislerdir. Destek materyali olarak kitin, kazein, Con A bagh silika kiireler,
QAE-Sephadex ve DEAE-Sephaceli kullanmislardir. Farkli  desteklere
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immobilize edilen enzimlerin optimum pH, sicaklik ve Kg degerleri
arastirilmistir. Immobilize enzimlerin islemsel kullanim &miirleri incelendiginde
Con A bagli silika kiirelerin kararliliginin daha yiiksek oldugu goriilmiistir.

Catana vd. (2007), ticari adi Fruktozyme L olan Aspergillus niger inulinaz
enzimini Amberlit destegi lizerine immobilize etmisler ve inulin hidrolizi i¢in
kullanmiglardir. Serbest ve immobilize inulinazin inulin hidrolizi i¢in aktivasyon
enerjilerini hesaplamislardir. Immobilize enzim kullanildiginda
biyotransformasyonun aktivasyon enerjisinin diistiigiinii gézlemislerdir. ilaveten
immobilize inulinazin, % 5’lik inulin ¢O6zeltisinin hidrolizi i¢in defalarca

kullanilabildigini rapor etmislerdir.

Singh vd. (2007), Kluyveromyces marxianus YS-1’den ekstraseliiler ekzoinulinaz
enzimini etanol ¢oktiirmesi ve Sephadex G100’in kullanildig: jel filtrasyon
kromatografisi ile kismi olarak saflagtirmislar ve Dualite AS568 {izerine
immobilize etmislerdir. immobilize enzimin optimum sicaklik, pH degerlerini ve
kinetik sabitlerini belirlemislerdir. Ayrica immobilize inulinazin, inulinden

yiiksek fruktozlu surup eldesinde basari ile kullanabilcegini gdstermislerdir.

Singh vd. (2008), Kluyveromyces marxinaus YS-1’den 23.5 kat saflastirilan
inulinaz enzimini Dualite 568 fiizerine kovalent olarak immobilize ederek bir
dolgulu kolon reaktorii hazirlamiglardir. Bu reaktoriin iglemsel kararliliginin
oldukca yiiksek (72 giin) oldugunu goézlemisler ve siirekli sistemde yiiksek

fruktozlu surup iiretimi i¢in etkili olarak kullanabilecegini rapor etmislerdir.

Paula vd. (2008), Kluyveromyces marxianus var bulgaris hiicre kiiltiirlinden elde
edilen inulinaz enzimini jelatin destegine immobilize etmisler ve inulinaz
aktivitesi bakimindan immobilizasyon verimini % 82,60 olarak bulmuslardir.
Serbest ve immobilize inulinazin optimum pH, optimum sicaklik degerleri ve
kinetik sabitlerini belirlemislerdir. Immobilize inulinazin islemsel kararliligini,
dolgulu kolon reaktorde 33 giin boyunca incelemisler ve bu siire sonunda siikroz
doniigimiiniin % 58,12 oldugunu rapor etmislerdir.

Cattorini vd. (2009), Aspergillus niger’den elde edilen ticari inulinaz1 Lentikat®
sivisinin  kullanimiyla hazirlanan polivinil alkol mercek tanecikleri ve yari
kiiresel sekilli kapsiillere immobilize etmisler ve inulin hidrolizi i¢in bu iki

immobilizasyon islemini karsilagtirmiglardir. Yart kiiresel sekilli kapsiillerin ard
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arda 20 kez kullanildiginda son iiriiniinde yalnizca % 20’lik azalma oldugunu

rapor etmislerdir.

Elnashar vd. (2009), Penicillium chrysogenum P36’dan ekstrakte edilen inulinaz
enzimini, asilanmig aljinat kiirelere kovalent olarak immobilize etmislerdir.
Asilama isleminin basit, immobilizasyon etkinliginin ve enzim yiikleme
kapasitesinin yiiksek oldugunu dolayisiyla bu immobilizasyon isleminin

endiistriye énemli katkilar saglayacagim bildirmislerdir.

Kovela vd. (2009), AV-16-GS makrogozenekli anyon degisim reginesine fiziksel
ve kimyasal yontemleri kullanarak inulinaz enzimini immobilize etmislerdir.
Calisilan metodlarla tasiyiciya enzimin baglanmasi optimum sicakligi daha
yiksek degerlere kaydirmig ve optimum pH egrisinde bir genislemeye sebep

olmustur.

Danial vd. (2010), tek adimh ve iki adimli yontemlerle hazirlanan agilanmis
alginat kiirelere Penicillium funiculosum’dan ekstrakte edilen inulinaz enzimini
immobilize etmislerdir. Tek adimli yontemin enzim yilikleme kapasitesini daha
yiiksek bulmusglar ve bu yontemle endiistriyel skalada yiiksek fruktozlu surup

iiretiminin miimkiin olacagini rapor etmiglerdir.

Santa vd. (2011), ticari inulinaz1 kserojel matriksi i¢ine sol jel metodu ile
tutuklamiglar ve immobilize inulinazi, inulinin hidrolitik pargalanmasi igin
kullanmiglardir. Onlar immobilizasyon ile genislemis sicaklik ve pH aktivite
profili elde etmislerdir. Ayrica sol jele immobilize edilen inulinaz ile inulin
substratt kullanilarak yiiksek fruktozlu surup elde edilebilecegini rapor

etmislerdir.

Nguyen vd. (2011), Aspergillus niger endoinulinaz enzimini % 66 verimle Kitin
lizerine immobilize etmislerdir. Immobilize enzimin optimum pH, optimum
sicaklik ve kinetik sabitlerini belirlemislerdir. Bu arastiricilar inulin ve yer elmasi
suyunda inulo-oligosakkaritlerin siirekli sistemde tretimi igin immobilize
inulinaz1 kullanmiglardir. Bu sistemi kullanarak yiiksek icerikte inulo-

oligosakkaritlerin elde edilebilecegini bildirmislerdir.

Coghetto vd. (2012), Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 inulinaz
enziminin immobilizasyonu igin inorganik bir tasiyict olarak montmorilloniti

kullanmislardir. Bu arastiricilar siikroz ve inulin substratlarini kullanarak enzimin
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optimum pH, optimum sicaklik degerleri ve immobilize enzimin Kkinetik
sabitlerini belirlemislerdir.

Richetti vd. (2012), Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 inulinaz enzimini,
aktivite edilmis komiir kullanarak modifiye edilmis aljinat kiirelere immobilize
etmislerdir. Aljinatt modifiye ederek yapilan bu immobilizasyon isleminin
immobilizasyon verimini, enzimin stabilitesini ve kiirelerin stabilitesini arttigini

bildirmislerdir.

Gabriela vd. (2012), piiskiirtmeli kurutma teknolojisini kullanarak kati hal
fermentasyonu ile elde edilen inulinaz enziminin immobilizasyonunu
gergeklestirmislerdir. immobilizasyon ajanlari olarak maltodekstrin ve arabik
gam kullanmislardir. Immobilize inulinazin, diger mikroorganizmlardan elde
edilen inulinazlara goére daha iyi sicaklik stabilitesine sahip oldugunu
belirlemislerdir.

Silva vd. (2012), ticari Aspergillus niger inulinaz enzimini polilireten kopiik
iizerine immobilize etmisler ve enzimin aktivitesini degerlendirmislerdir. Siikroz
ve inulin substratlarmin kullanilmasiyla 1008 saatin sonunda immobilize
inulinazin baslangi¢ aktivitesini sirasiyla % 49.7 ve % 49.4 korudugunu rapor

etmislerdir.

Literatiirde bir kriyojel matriksi kullanilarak Aspergillus niger inulinaz enziminin
immobilizasyonunun gerceklestirildigi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu

caligmanin bir ilk oldugu diistiniilmektedir.
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3.MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Deneylerde Longer Pump BT100-1L 4 gegisli peristaltik pompa, Hanna (pH 211)
pH metre, Hereaus (Function Line) etiiv, Shimadzu (UV-1601) spektrofotometre,
IKA (MS2) vorteks, VWR (1180S) sirkiilatorlii su banyosu, Vestel (White FR
540) buzdolabi, Ohaus-Pioneer (PA214C) 0,0001 g duyarhlikta terazi, IKA®C-
MAG HS7 sicaklik ayarli karistirici, Brand (Transferpette) otomatik pipetler,
GFL (2001/4) saf su cihazi, milipore (Simplicity UV, 18,2 mQ cm) ultra saf su
cihazi, TLC tanki (eni 25 c¢m, boyu 50 c¢cm) Sigma (Steinheim, Almanya)
kullanildi.

Aspergillus niger’den saflastirilmus ticari inulinaz [endo inulinaz (E.C.3.2.1.7)
ve ekzo inulinaz (E.C.3.1.7.80)], inulin (y1ldiz ¢i¢egi kokiinden), Concanavalin A
(Con A), etilenglikodimetilakrilat (EGDMA), N,N’-metilenbisakrilamid
(MBAAM), amonyumpersiilfat ~ (APS),  N,N,N',N'-tetraetilmetileniamin
(TEMED), amonyak metil o-D-mannopiranozid, hidroklorik asit, kalsiyum
kloriir, n-biitanol, etanol, siilfirik asit, dinitrosalisilik asit, ornisol Sigma
(Steinheim, Almanya)’dan; sodyum Kkarbonat, sodyum bikarbonat, MnCl,
NaOH, sodyum asetat Riedel-de Haén (Seelze, Almanya)’dan; fruktoz, NaCl,
potasyum dihidrojen fosfat, potasyum hidrojen fosfat, asetik asit Carlo Erba
(Rodana, italya)’ dan, sodyum azit, glutaraldehit MERCK (Dramstadt,
Almanya)’dan; sodyum potasyum tartarat Fluka (Buchs, Isvigre)’ den, ince
tabaka (Macherey- Nagel, Almanya)’dan temin edildi.

Sentezlenen polimerin karakterizasyonunu gerceklestirmek icin ADU Bilim
Teknoloji  Arastirma ve  Uygulama  Merkezi’'nde  bulunan  FTIR
spektrofotometresi (Varian FTS 7000, USA), Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii
Malzeme Arastirma Merkezi’nde bulunan Taramali Elektron Mikroskobu (SEM,
Philips XL-30S FEG, Almedo, The Netherlans), Inonii Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Aragtirma Merkezinde bulunan Enerji Dagilimli X-151n1 Analiz
cihazi (LEO, EVO 40, Carl Zeis NTS, Peabody, MA, USA) kullanildu.
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3.2. Yontem
3.2.1. Poli (EGDMA) Kriyojelinin Hazirlanmasi

Poli (EGDMA) monolitik kriyojeli, serbest radikal polimerizasyon teknigi
kullanilarak sentezlendi. Poli (EGDMA) monolitik kriyojelinin hazirlanmasi i¢in
2,0 mL etilenglikoldimetilakrilat (EGDMA) ¢apraz baglayicist 10 mL saf suda
¢oziilerek 0,283 mg metilenbisakrilamid (MBAAmM) igeren ¢ozeltiye ilave edildi.
Daha sonra bu karisima baslatici olarak 40 mg amonyum persiilfat (APS) eklenip
3 dakika buz banyosunda bekletildi. Ugiincii dakikadan sonra reaksiyonun
hizlandirilmasi i¢in 50 pL tetrametiletilendiamin (TEMED) eklenip 1 dakika
karistirildi. Hazirlanan polimerizasyon ¢ozeltisi plastik bir siringaya (hacim: 5
mL, i¢ ¢apt: 0,8 cm) alindi ve agzi parafilm ile kapatildi. -12°C’de 24 saat
dondurulduktan sonra oda sicakligina getirilip 200 mL saf su ile yikanarak %
0,02 sodyum azit iceren (0,1M) pH 7,0 fosfat tampon ¢ozeltisi igerisinde +
4°C’de saklandi.

10 mL saf su
2,0 mL EGDMA ‘ 0283 mg MBAAm

N\

-

40 mg APS 50 uL TEMED

N/

L

mL

‘ 35
H‘ -12° C'de 24 saat

Sekil 3.1. Poli(EGDMA) kriyojelinin hazirlanmasi
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3.2.2. Poli (EGDMA) Kriyojeline Con A’nin Kovalent Immobilizasyonu

Poli (EGDMA) kriyojeline Con A’min kovalent immobilizasyonu, siirekli
sistemde gerceklestirildi. Bu amagla kriyojelin karbonil gruplarinin aminlenmesi
icin %25’lik (w/w) sulu amonyak ¢ozeltisi 75°C’de 5 saat siireyle peristaltik
pompadan gecirildi. Aminlenen kriyojel, siipernatanin pH’1 7,0 oluncaya kadar
yikandi. Aminlenmis poli (EGDMA) kriyojeline Con A’nin baglanmasi i¢in 20
mL glutaraldehit ¢ézeltisi (% 5 v/v; pH 7,0 fosfat tamponunda) 6 saat boyunca
peristaltik pompa yardimiyla kriyojelden gecirildi ve fazlasinin uzaklastiriimasi
igin yikama islemi yapildi. Daha sonra 0,02 M pH 7,0 fosfat tamponunda
hazirlanmis 2,0 mg/mL derisimindeki 5,0 mL Con A ¢dzeltisi kriyojelden 2 saat
boyunca gecirildi ve Con A’nin baglanma miktar1 spektrofotometrik olarak 280
nm de absorbansin azalmasi ile hesaplandi. Poli (EGDMA) kriyojeline Con
A’nin baglanma adimlari asagidaki sekilde gosterilmistir (Sekil 3.1).

o

CH MH
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Sekil 3.2. Poli (EGDMA) kriyojeline Con A’nin baglanma adimlar1 (Uygun vd., 2012)
3.3. Con A Bagh Poli (EGDMA) Kriyojelinin Karakterizasyonu
3.3.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre) Olgiimleri

Poli (EGDMA) kriyojeli ve Con A bagli poli (EGMA) kriyojelerinin FTIR
spektrumu, FTIR spektofotometresi (Varian FTS 7000, USA) kullanilarak elde
edildi. Ornekler (0,1 g) KBr ile homojen olarak karistirilarak pelet haline getirildi
ve FTIR spektrumu ¢ekildi.
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3.3.2. SEM (Taramal Elektron Mikroskobu) Ol¢iimleri

Sentezlenen polimerik kriyojellerin yapis1 yiizey morfolojisi, taramali elektron
mikroskobu kullanilarak incelendi. Toz halindeki polimerin SEM o6l¢iimlerinde
Phillips XL-30S FEG (Almelo, The Netherlands) marka taramali elektron
mikroskobu kullanildi.

3.3.3. EDX ( Enerji Dagilimh X-151n1) Analizi

Sentezlenen Con A bagl kriyojellerin igerigi SEM’nda X-151n1 analizi (EDX)
cihazi (LEO, EVO 40, Carl Zeiss NTS, Peabody,MA, USA) kullanilarak
gergeklestirildi.

3.3.4. Poli (EGDMA) Kriyojellerinin Sisme Analiz Ol¢iimleri

Sentezlenen poli (EGDMA) kriyojelinin sisme derecesinin tayini i¢in kriyojeller
24 saat boyunca 60°C’ de kurutuldu. Kurumus kriyojeller tartilip, saf su
icerisinde bekletildi (25°C’de) ve belirli zaman araliklari ile absorplanan su
miktarlar1 6lgiiliip kriyojelin sisme karakteri incelendi. Kriyojelin sisme derecesi
asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanildi.

Sisme derecesi = [(m sismis polimer — M kuru polimer) I M gy polimer] Esitlik 3.1

3.4. Con A Bagh Kriyojellere Inulinaz Enziminin Adsorpsiyonu Ve
Desorpsiyon Kosullarinin Incelenmesi

Con A baglh kriyojele inulinaz enziminin adsorpsiyon ve desorpsiyon ¢aligmalari
stirekli sistemde gerceklestirildi. Kriyojel yapilart uygun tampon ¢ozeltileriyle
dengelendikten sonra 5 mL inulinaz ¢ozeltisi 2 saat boyunca peristaltik pompa
yardimiyla kolondan gegcirilip, inulinaz adsorpsiyonuna pH’mn, inulinaz
derisiminin, sicakligin, iyonik siddetin ve akis hizinin etkisi incelendi.

Polimerik kriyojel yapilarinin tekrar kullanilabilirligini arastirmak igin, inulinaz
enziminin adsorpsiyonu ve ardindan desorpsiyon islemleri ger¢eklestirildi.

3.4.1. inulinaz Adsorpsiyonuna pH’n Etkisinin Incelenmesi

Inulinaz adsorpsiyonuna pH’1n etkisinin incelenmesi icin farkli pH ¢ozeltilerinde
(pH 3,0-5,0 asetat tamponu; pH 6,0-8,0 fosfat tamponu; pH 9,0 karbonat
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tamponu; 0,1 M) derisimi 0,5 mg/mL olan 6’sar mL inulinaz enzimi ¢ozeltileri
hazirland1. Bu ¢ozeltilerden 1,0 mL alinip 280 nm de absorbanslari okundu.
Geriye kalan 5,0 mL’ik c¢ozeltiler siirekli sistemde bir peristaltik pompa
yardimiyla kriyojelden 2 saat siireyle gecirildi. 2 saatin sonunda kolondan
gecirilen ¢ozeltilerin 280 nm’de absorbanslart okundu. pH degerlerine karsi
adsorplanan inulinaz miktarlar1 grafige gecirildi ve polimerin maksimum
adsorpsiyon kapasitesi gosterdigi pH degeri saptandi. Ayni islemler, Con A
icermeyen kriyojel yapilart i¢in de gerceklestirilerek elde edilen sonuglar
degerlendirildi.

3.4.2. inulinaz Adsorpsiyonuna inulinaz Baslangi¢c Derisiminin Etkisinin
Incelenmesi

Inulinaz adsorpsiyonuna inulinaz baslangi¢ derisiminin etkisinin incelenmesi igin
25°C’de 6’sar mL’lik pH 4,0 asetat tamponu ile 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 mg/mL
derisimlerinde inulinaz ¢ozeltileri hazirlandi. Béliim 3.4.1° de anlatildig1 gibi her
bir derisim Ornegi icin adsorpsiyon islemleri gergeklestirildi ve adsorplanan
inulinaz miktarlart hesaplandi. Inulinaz adsorpsiyon derisimine karsi,
adsorplanan inulinaz miktar1 grafigi ¢izildi ve polimerin maksimum adsorpsiyon
kapasitesi bulundu. Ayni islemler, Con A igermeyen kriyojel igin de
gerceklestirilerek adsorpsiyon kapasiteleri hesaplandi. Con A bagli poli
(EGDMA) kriyojeli i¢in inulinaz derisimine kars1 adsorplanan inulinaz miktari
verilerinden vyararlanarak adsorpsiyon izotermleri (Langmuir ve Freundlich)
cizildi ve degerlendirildi.

3.4.3. inulinaz Adsorpsiyonuna Sicakligin Etkisi

Inulinaz adsorpsiyonuna sicakligin etkisinin incelenmesi icin 4; 15; 25; 45; 55;
65°C’deki sicakliklarda enzim adsorpsiyonu deneyleri gergeklestirildi. Bu amagla
6’sar mL’lik pH 4,0 asetat tamponu ile inulinaz ¢ozeltileri hazirlandi. Boliim
3.4.1’de anlatildig1 gibi her bir sicaklikta adsorpsiyon gercgeklestirildi. Sicaklik
degerlerine karsi adsorplanan inulinaz miktarlar1 grafige gecirildi ve

degerlendirildi.
3.4.4. inulinaz Adsorpsiyonuna Iyonik Siddetin Etkisinin incelenmesi

Inulinaz adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisinin incelenmesi i¢in derisimleri 0;

0,01; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 M olan NaCl ¢ozeltileri ile enzim adsorpsiyonu deneyleri
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gerceklestirildi Bu amagla pH 4,0 asetat tamponunda hazirlanan 0,5 mg/mL
derisimindeki inulinaz ¢Ozeltilerine farkli miktarlarda NaCl ilave edildi ve Boliim
3.4.1> de anlatildig1 gibi adsorpsiyon deneyleri gergeklestirildi. Iyonik siddet

degerlerine kars1 adsorplanan inulinaz miktarlar1 grafige ge¢irildi.
3.4.5. inulinaz Adsorpsiyonuna Akis Hizinin Etkisinin incelenmesi

Akis hizinin inulinaz baglanmasi {izerine etkisinin incelenmesi i¢in akis hizi 0,1-
4,0 mL/dak araliginda degistirildi. Boliim 3.4.1°de anlatildig1 gibi adsorpsiyon
deneyleri gergeklestirildi. Akis hizi degerlerine karsi adsorplanan inulinaz
miktarlan grafige gecirildi.

3.4.6. Con A Bagh Poli (EGDMA) kriyojelinden inulinazin Desorpsiyonu ve
Kriyojelin Tekrar Kullanlabilirligini incelenmesi

Con A bagl poli (EGDMA) kriyojelinin tekrar kullanilabilirliginin arastirilmasi
icin inulinaz enziminin adsorpsiyonu ardindan desorpsiyonu islemleri
gerceklestirildi. Desorpsiyon ajami olarak, 0,5 M metil o-D-mannopiranozid
kullanildi. Kriyojele bagli enzimi sokmek igin kriyojelden 5,0 mL metil
mannopiranozid ¢ozeltisi ile 1 saat boyunca gegcirildi. 280 nm’de okunan
absorbans degerlerinden ve Esitlik 3.1°den yararlanarak inulinaz enzimi i¢in %
desorpsiyon orani hesaplandi.

% desorpsiyon = [desorpsiyon ortamina salinan inulinaz miktar1 (mg) /
adsorplanan inulinaz miktar1 (mg)] x 100 Esitlik 3.2

Daha sonra kriyojel sirasiyla Tris-HCI tamponu ( 0,5 M, pH 8,5), pH 4.5 asetat
tamponu ve saf su ile 30 dk yikandi. Kriyojele bagli bulunan Con A’nin
aktivitesini gosterebilmesi i¢in 1’er saat sirasiyla derisimleri 1,0 mM CaCl,, 1,0
mM MnCl;, ve 1,0 MM NaCl ¢ozeltileri kriyojelden gegirilerek kolon dengelendi.

3.5. Inulinaz Aktivitesi Tayini

Inulinaz aktivitesi tayininin temeli, substrat olarak inulin kullanilarak reaksiyon
sonucunda agiga ¢ikan invert sekerin miktariimn dinitrosalisilik asit (DNS)
metoduyla belirlenmesine dayanmaktadir (Summer,1924).

DNS (dinitro salisilik asit) metodunun esasi indirgen sekerlerdeki serbest
karbonil gruplarinin (C=0) varhigm tespit etmektir. Glukozdaki fonksiyonel
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aldehit grubu ile fruktozun fonsiyonel keton gruplariin oksidasyonu ayni alkali
kosullar altinda 3,5-dinitrosalisilik asitin, 3-amino5-dinitrosalisilik asite
indirgenmesini igermektedir (Sekil 3.2). Indirgenen dinitroaminosalisilik asit
boyar maddesinin konsantrasyonu spektrofotometrik olarak 540 nm’de
absorbansin dl¢giilmesiyle belirlenmektedir.

Q. _0OH Indirgsnen gexer Ohaitlenen geker ) oOH
g S,
e, OH — T _OH
o+l L *_ 0 [l |
= : = Al !
N h,"l ali kogullar ﬂ‘:, M MH i
Q2 o
{5an) | TusruErou= Hirmmizi)
3.8 dinftroalisilik asit J-amino, b dinitroalisilik asit

Sekil.3.3. DNS metodu mekanizmasi

Serbest inulinaz aktivitesi i¢in ornek tiipiine 0,5 mL inulinaz enzimi (derigimi 0,5
mg/mL) ve 5 mL inulin ¢ozeltisi (pH 4,0 astetat tamponunda ve % 2’lik) kor
tiiptine ise 0,5 mL saf su ve 5 mL inulin ¢ozeltisi (pH 4,0 asetat tamponunda ve
%?2’lik) ilave edilip 3 dakika bekletildi. Daha sonra tiiplere 2N derisimindeki 1,0
mL dinitrosalisilik asit eklenip 5 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Tiipler
oda sicakliginda sogutulduktan sonra {izerlerine 10 mL saf su eklenip 540 nm’de
absorbanslari okundu. Fruktoz ile hazirlanan standart grafikten yararlanarak
serbestlenen fruktozun pmol cinsinden derisimi bulundu. Bir iinite inulinaz,
standart kosullarda dakikada 1umol indirgen sekeri salan enzim miktar1 olarak
tanimlandi.

Immobilize inulinaz aktivitesi icin, inulinaz immobilize edilmis kriyojel
kolonundan 5 mL inulin ¢6zeltisi (pH 4,0 asetat tamponunda ve % 2’lik) 3 dakika
boyunca gegirildi ve bu ¢ozeltiden 0,5 mL alinip yukarida anlatildigi sekilde
aktivite olgtimleri gerceklestirildi.

Serbest ve immobilize inulinazin aktivitesine pH’in, sicakligin ve substrat
derisiminin etkisi incelendi. Ilaveten serbest ve immobilize inulinazin 1s1l ve

depo kararliliklar1 ve immobilize inulinazin islemsel kararlilig1 belirlendi.
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3.5.1. Serbest ve immobilize inulinaz Aktivitesine pH’mn Etkisinin
Incelenmesi

Serbest ve immobilize inulinaz aktivitesine pH’mn etkisinin incelenmesi i¢in
serbest ve immobilize inulinaz kullanilarak farkli pH degerlerinde (pH 3,0-5,0
asetat tamponu; pH 6,0-8,0 fosfat tamponu; pH 9,0 karbonat tamponu derisimleri
0,2 M) aktivite olgtimleri Boliim 3.5” de anlatildigr gibi gerceklestirildi. Serbest
ve immobilize inulinaz igin aktivite degerleri hesaplandi. En yiiksek aktivite 100
kabul edilerek % aktivite degerleri bulundu. pH degerlerine karsilik % aktivite
degerleri grafige gecirilerek serbest ve immobilize inulinaz i¢in optimum pH

degerleri belirlendi.

3.5.2. Serbest ve Immobilize inulinaz Aktivitesine Sicakligin Etkisinin
incelenmesi

Serbest ve immobilize inulinaz aktivitesine sicakligin etkisinin incelenmesi igin
farkli sicaklik degerlerinde (4; 15; 25; 45; 55; 65 °C) Boliim 3.5’de anlatildigi
gibi aktivite 6lctimleri yapildi. En yiiksek aktivite 100 kabul edilerek % aktivite
degerleri bulundu. Sicaklik degerlerine karsilik % aktivite degerleri grafige
gecirilerek serbest ve immobilize inulinaz i¢in optimum sicaklik degerleri
belirlendi.

3.5.3. Serbest ve immobilize inulinaz Aktivitesine Substrat Derisiminin
Etkisinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize inulinaz aktivitesine substrat derisiminin etkisinin
incelenmesi i¢in pH 4,0 asetat tamponunda (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 7,5; 10,0
mol/L) inulin ¢ozeltileri hazirlanarak serbest ve immobilize inulinaz enziminin
aktivite olgiimleri yapildi. Bunun i¢in drnek tiipiine 0,5 mL inulinaz enzimi ve 5
mL inulin ¢o6zeltisi, kor tiipiine ise 0,5 mL inulinaz enzimi ve 5 mL pH 4,0 asetat
tamponu ilave edilip 3 dakika bekletildi. Daha sonra tiiplere 2N derigimindeki 1,0
mL dinitrosalisilik asit eklenip 5 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Tiipler
oda sicakliginda sogutulduktan sonra iizerlerine 10 mL saf su eklenip 540 nm’de
absorbanslar1 okundu. Serbest ve immobilize inulinaz enzimler i¢in hiz degerleri
hesaplanarak Linewear- Burk grafikleri ¢izildi. Bu grafikten yararlanarak serbest

ve immobilize inulinaz igin Ky, ve Vnax degerleri hesaplandi.
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3.5.4. Serbest ve immobilize inulinaz Enzimlerinin Isil Kararhginin
Incelenmesi

Serbest ve immobilize inulinazin 1s1l kararliliginin incelenmesi i¢in 65°C
sicaklikta aktivite Olglimleri yapildi. Serbest ve immobilize inulinaz su
banyosunda 240 dakika tutuldu ve belirli araliklarla aktivite 6lgiimleri Boliim
3.5’ de anlatildig1 gibi gerceklestirildi. Serbest ve immobilize inulinaz i¢in 65°C

sicakliginda zamana kars1 % aktivite degerleri grafige gecirildi.

3.5.5. Serbest ve immobilize inulinaz Enzimlerinin Depo Karaliiklarinin
Incelenmesi

Serbest ve immobilize inulinazin depo kararhiliginin incelenmesi igin belli
araliklarla 45 giin boyunca aktivite 6l¢iimleri yapildi. Bu siire iginde serbest ve
immobilize inulinaz buzdolabinda +4°C’de saklandi. Serbest ve immobilize

inulinaz i¢in aktivite 6l¢imlerinden zamana kars1 % aktivite grafikleri ¢izildi.
3.5.6. immobilize inulinaz Enziminin islemsel Kararliigmnin incelenmesi

Immobilize inulinazin islemsel kararliliginin incelenmesi i¢in immobilize enzim
ile ard arda 10 kez aktivite dl¢iimleri yapildi. Her bir aktivite 6lgiimiinden sonra
immobilize inulinaz pH 4,0 asetat tamponu ile yikandi ve tekrar aktivite 6lgtimii
icin kullanildi. Immobilize inulinaz enzimi i¢in dongii sayisina kars1 % aktivite

degerleri grafige gegirildi.

3.6. Iniilinden Yiiksek Fruktozlu Surubun Siirekli Sistemde Uretimi
ve Bu Surubun Bilesiminin ince Tabaka Kromatografisi ile
Belirlenmesi

Inulinin enzimatik hidrolizi sonucu olusan iiriinlerin analizini belirlemek i¢in

ince tabaka kromatografisi kullanildi.

Ince tabaka plaklarinin (Alugram® Sil G/UV 354 0,2mm, 5x10 cm, Germany) alt
kismindan 0,5 cm’lik bir bosluk olacak sekilde c¢izgi ¢izildi. Sonra glukoz
(Img/mL), fruktoz (1mg/mL), ve hidroliz edilmis inulin ¢dzeltisi drneklerinden
10 pL alarak birer santim araliklarla plaklara uygulandi ve havada kurutuldu.
Hareketli faz igin n- biitanol: etanol: su (5: 3: 2) karisimi hazirlandi. Ince tabaka
kromatografi tankina (eni:25 cm, boyu 50 cm) (Sigma, Germany) bu karigimdan
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15 mL eklendikten sonra kurutulan plaklar tanka yerlestirildi, 6rneklerin
yuritilmesi saglandi. Yiiritme isleminden sonra plaklar havada kurutuldu.
Boyama islemi icin siilfirik asit: metanol (1:9) karisiminda hazirlanmis % 0,2°lik
ornisol kullanildi. Sonra plaklar iizerine boya ¢ozeltisi piiskiirtiiliip 100°C’lik
etiivde 10 dk tutularak renk degisimi gozlendi.
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4.BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Con A Bagh Poli (EGDMA) Kriyojelinin Karakterizasyonu

4.1.1. FTIR ( Fourier Transform Infrared Spektrofotometre) Olciimleri
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Sekil 4.1. (a) Poli(EGDMA), (b) Con A bagli poli (EGDMA) kriyojellerin

FTIR spektrumu

Sekil 4.1°de poli (EGDMA) ve Con A bagh poli (EGDMA) FTIR spektrumlari
gbzlenmektedir. Poli (EGDMA) ve Con A bagl poli (EGDMA) kriyojelleri
yaklasik 3500 cm™ de —OH gruplarmin gerilme titresimlerine sahiptir. Con A bir
proteindir ve poli (EGDMA)’ya baglanmasi ile Kkarakteristik protein IR
bantlarinin goriilmesi beklenmektedir. Cizelge 4.1°de protein ve peptidlerin
karakteristik IR bantlarinin bir listesi verilmistir (Kong ve Yu, 2007).
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Cizelge 4.1. Proteinlerin ve peptidlerin karaktersitik IR bantlarinin sematik

Gosterimi (Kong ve Yu, 2007)

Adlandirma Yaklasik frekans (cm™) | Aciklama

Amid A 3300 NH gerilme

Amid B 3100 NH gerilme

Amid | 1600-1690 C=0 gerilme

Amid 11 1480-1575 CN gerilme, NH
biikiilme

Amid 11 1229-1301 CN gerilme, NH
biikiilme

Amid IV 625-767 OCN biikiilme

Amid V 640-800 Diizlem dis1 NH
biikiilme

Amid VI 537-606 Diizlem dist Cc=0
biikiilme

Amid VII 200 Iskelet biikiilmesi

Con A bagh poli (EGDMA) kriyojeli i¢in elde edilen FTIR spektrumunda 1656
cm™ ve 1542 cm™de elde edilen bantlar Con A’dan gelen amid I ve amid II
baglarindan kaynaklanmaktadir.

4.1.2. SEM ( Taramah Elektron Mikroskobu) Ol¢iimleri

Sekil 4.2°de Con A bagh poli (EGDMA) bagl poli (EGDMA) kriyojelinin SEM
fotograflart goriilmektedir. Sekil 4.2°de goriildiigii gibi sentezlenen Kriyojeller
olduk¢a gozenekli olup gozenek caplart yaklasik 50-100 pm’dir. Gozenekler
birbirlerine bagli olup, goézenek duvarlar1 incedir. FElde edilen SEM
fotograflarindan kriyojeller tizerinde makrogdzeneklerin yogun olarak bulundugu
goriilmektedir.
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(@) (b)

Sekil 4.2. Con A bagli poli (EGDMA) kriyojellerinin SEM fotograflari (a ve b)

4.1.3. EDX (Enerji Dagiliml X- 151n1) Analizi

Sekil 4.3. Con A bagli poli (EGDMA) kriyojelinin EDX spektrumu

Sentezlenen poli (EGDMA) kriyojeline Con A, glutaraldehit aktivasyonu ile
kovalent olarak baglanmistir. Kriyojele baglanan Con A  miktar
spektrofotometrik olarak 280 nm’de absorbans azalmasi ile belirlenmis ve 37,97
mg/g kriyojel olarak hesaplanmistir. Ayrica Con A baglanmasinin bir gostergesi
olarak SEM’nda EDX analizi gerceklestirilmis ve elde edilen spektrum Sekil
4.3°de gosterilmistir. Con A tasimayan poli (EGDMA) kriyojelinin kimyasal
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yapisinda N ve S atomlari bulunmamaktadir. Kriyojel yapisina Con A’nin

katildig1 N ve S atomlarinin varligi ile gdsterilmistir.

4.1.4. Sisme Analiz Ol¢iimleri

Sentezlenen Con A bagli poli (EGDMA) kriyojelleri siingerimsi, opak ve
elastiktir. ~ Sikildiklarinda  gdzeneklerindeki suyu kolayca birakabilirler.
Kriyojeller sulu ortama birakildiklarinda hizli bir sekilde su alarak sigerler ve
denge sisme derecesine ulagirlar. Con A bagli poli (EGDMA) kriyojelinin
zamana bagl sisme oranlar1 Sekil 4.4’ de gosterilmistir. Sekilden de gorildigi
gibi Con A bagl poli (EGDMA) kriyojelinin sisme derecesi 77,95 g H,O /g
kriyojel olarak bulunmustur. Yiiksek su tutma kapasitesi kriyojelin hidrofilik
karakterinin bir gostergesidir. Ayrica ylkek sisme derecesine sahip kriyojellerin
ayni zamanda yiiksek makrogodzeneklilige sahip oldugu da bilinmektedir.
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Sekil. 4.4. Con A Bagli Poli (EGDMA) kriyojelinin sigsme orani Sicaklik: 25°C.

4.2. Con A Bagh Poli (EGDMA) Kriyojeline Inulinaz Adsorpsiyonu ve
Desorpsiyonu Kosullarinin incelenmesi

4.2.1 inulinaz Enzimi Adsorpsiyonuna pH’n Etkisinin Incelenmesi

Con A bagl poli (EGDMA) kriyojeline inulinaz adsorpsyonuna pH’in etkisi pH
3.0-9.0 araliginda incelenmistir. Adsorpsiyona pH’in etkisi Sekil 4.5 de
gosterilmistir. Maksimum inulinaz adsorpsiyonu pH 4.0’de goriilmiistiir.
Literatiirde Aspergillus niger inulinaz enzimlerinin izoelektrik noktalarinin pH
4.0-5.4 araliginda ve ligand olarak kullanilan Con A’nin izoelektrik noktasmin
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pH 4.5-5.5 araliginda oldugu rapor edilmistir (Singh ve Gill, 2006, Sumner ve
Howell, 1936). Proteinlerin izoelektrik noktalarinda net yiki sifirdir ve
genellikle maksimum protein adsorpsiyonu onlarin izoelektrik noktalarinda
gozlenir. Sekil 4.5’ de goriildiigii gibi pH 4.0’de Con A bagh poli (EGDMA)
kriyojelinin inulinaz adsorpsiyonu 20 mg/g iken, Con A tasimayan poli
(EGDMA)  kriyojelinin inulinaz adsorpsiyonu 4 mg/g polimer olarak
bulunmustur. Bu sonug¢ ligand olarak kullanilan Con A’nin inulinaz enzimi ile
spesifik olarak etkilestigini gostermektedir. Bu spesifik etkilesmeye inulinaz
enziminin karbonhidrat gruplar: katkida bulunabilir.
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Sekil 4. 5. Con A bagl poli (EGDMA) kriyojelinin inulinaz adsorpsiyonuna pH’1n etkisi.
Baslangi¢ inulinaz derigimi: 0,5 mg/mL; inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik:
25°C
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4.2.2. inulinaz Enzimi Adsorpsiyonuna Inulinaz Baslangi¢ Derisiminin
Etkisinin Incelenmesi

Sekil 4.6 poli (EGDMA) ve Con A bagl poli (EGDMA) kriyojellerine inulinaz
adsorpsiyonuna inulinaz baglangic derisiminin etkisini gdstermektedir.
Adsorpsiyon kapasitesi inulinaz derisimine bagli olarak artmis ve 1 mg/mL
inulinaz derisiminde bir plato degerine ulagsmistir. Bu sonu¢ inulinaz
glikoproteinin karbonhidrat gruplari ile Con A’nin sakkarit baglama bolgeleri
arasindaki spesifik etkilesimi gostermektedir. Maksimum inulinaz adsorpsiyonu
1 mg/mL inulinaz derisiminde 27,85 mg/g polimer olarak bulunmustur. Bu
inulinaz derigsimindeki non-spesifik adsorpsiyon ise olduk¢a diisiik bir deger
olarak bulunmustur (3,92 mg/g polimer).

Kovaleva vd. (2009), tarafindan yapilan bir calismada inulinaz adsorpsiyonu
gerceklestirilmis ve adsorpsiyon kapasitesi 9 mg/ g tasiyici olarak bulunmustur.
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Sekil 4.6. Con A bagh poli (EGDMA) kriyojelinin inulinaz adsorpsiyonuna inulinaz
derisiminin etkisi. pH: 4,0; inkiibasyon siiresi 2 saat; sicaklik: 25°C
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4.2.3. inulinaz Enzimi Adsorpsiyonuna Sicakligin Etkisinin incelenmesi

Sekil 4.7, Con A bagl poli (EGDMA) kriyojeline inulinaz adsorpsiyonuna
sicakligin etkisini gostermektedir. Sicakligin 55°C’e ¢ikmasiyla gram Kriyojel
basina adsorplanan inulinaz miktar1 52,92 mg/g’a kadar artmistir. Sicakliga bagl
olarak adsorpsiyon goriilen bu artis proteinin konformasyonunda meydana gelen
degisiklige bagli olarak ligand ve inulinaz enzimi arasindaki spesifik

etkilesimlerin artmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.7. Con A bagli poli (EGDMA) kriyojelinin inulinaz adsorpsiyonuna sicakligin
etkisi. Baslangi¢ inulinaz derisimi: 0,5 mg/mL; pH: 4,0; inkiibasyon siiresi: 2
saat

4.2.4. inulinaz Enzimi Adsorpsiyonuna Iyonik Siddetin Etkisinin

incelenmesi

Inulinaz adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi farkl1 derisimlerde NaCl ¢ozeltileri
kullanilarak incelenmistir. Sekil 4.8, iyonik siddetin artisina baglh olarak Con A
bagh poli (EGDMA) kriyojelinin inulinaz adsorpsiyon kapasitesinin azaldigini
gostermektedir. Iyonik siddet artisina bagl olarak adsorpsiyon kapasitesinde
goriilen bu azalma, Con A bagh poli (EGDMA) ve inulinaz molekiilleri
arasindaki itici elektrostatik etkilesimlerden kaynaklanabilir. Adsorpsiyon
ortamindaki tuz derisimi arttirildiginda immobilize Con A molekiilleri arasindaki
hidrofobik etkilesimler baskin hale gelir ve inulinaz enzimi ile etkilesecek Con A

molekiilii sayisi azalir (Bereli, 2005).
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Sekil 4.8. Con A bagli poli (EGDMA) kriyojelinin inulinaz adsorpsiyonuna iyonik
siddetin etkisi. Baslangi¢ inulinaz derigsimi: 0,5 mg/mL; pH: 4,0; inkiibasyon
siiresi: 2 saat; sicaklik: 25°C

4.2.5. inulinaz Enzimi Adsorpsiyonuna Akis Hizinin Etkisinin incelenmesi

Akis hizimin inulinaz adsorpsiyonuna etkisi sekil 4.9°da goriilmektedir.
Kromatografik akis hizinin 0,5 mL/dak’dan 4 mL/dak’ya arttirilmasi ile
adsorpsiyon kapasitesi 20,53 mg /g polimer kriyojelden 10,93 mg/g polimer
kriyojele diismiistiir. Yiiksek akis hizlarinda inulinaz enziminin kriyojel ile
etkilesme siiresinin kisalmasi ve uygun pozisyonda etkilesme olasiliginin

azalmasi nedeniyle adsorpsiyon kapasitesi azalmis olabilir (Babac vd., 2006).
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Sekil 4.9. Con A bagli poli (EGDMA) kriyojelinin inulinaz adsorpsiyonuna akis

hizimin etkisi
4.2.6. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermleri Con A bagli poli (EGDMA) kriyojeli iizerine inulinaz
adsorpsiyonun ozelliklerini degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Langmuir izoterm
modeli, esit ulagilabilir adsorpsiyon bolgeleri, tek tabakali ylizey kaplama ve
adsorplanan tiirler arasinda etkilesim olmamasi gibi homojenite varsayimi
temeline dayanmaktadir (Mohann vd., 2006, Uygun, 2008). Bu model asagidaki
esitlikle tanimlanir:

Oeq = qmax-b-ceq/(1+ b-ceq) Esitlik:4.1

Burada Q.. denge aninda adsorbana bagli inulinaz derisimi (mg/g); Ceq
¢ozeltideki denge inulinaz derisimi (mg/mL); b, Langmuir sabiti (mg/mL,
adsorpsiyon serbest enerjisi veya net entalpi ile ilgili bir sabittir) ve Qmax
,;maksimum inulinaz adsorpsiyon kapasitesidir (mg/g). Bu esitlik asagidaki gibi
linerlestirilebilir:

Ceq/Ueq=1/Grmax-0+Ceq/Umax Esitlik: 4.2

Ceq’a karst Ceg/0eq grafige gecirildiginde olusan dogrunun kesimi 1/qmax. b’yi,
egimi 1/qmax’1 verir.
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Sekil 4.10’ta Con A bagli poli (EGDMA) kriyojelinin inulinaz adsorpsiyonunun
Langmuir adsorpsiyon izotermi goriilmektedir. Grafigin egimi ve kesiminden
maksimum inulinaz adsorpsiyon kapasitesi (Qmax) 28,01 mg/g, Langmuir sabiti
(b) 0,011 mg/mL olarak bulunmustur.

50 -
45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 +

Ceq/ eq (x10-%)

y =35,668x + 0,3584
R?=0,9999

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
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Sekil 4.10. Con A bagli poli (EGDMA) kriyojelinin inulinaz adsorpsiyonunun Langmuir
adsorpsiyon izotermi. pH:4,0; inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik: 25°C

Freundlich izoterm modeli, genellikle heterojen adsorpsiyon sistemlerine
uygulanir. Adsorplanan maddenin miktari, tim bdlgelerdeki adsorpsiyonun
toplamidir. Freundlich izotermi geri doniigiimlii adsorpsiyonu tanimlar ve tek

tabakanin olusumu ile siirlandirilamaz (Proctor ve Toro-Vazquez, 1996, Uygun,
2008).

Geq=Kr.(Ceq) " Esitlik:4.3

Burada geq, denge aninda adsorpsiyonun birim kiitlesi basina adsorplanan
inulinaz miktar1 (mg/g); Ceq, ¢Ozeltideki inulinaz denge derisimi (mg/mL); Ky,
adsorbanin bagil adsorpsiyon kapasitesi sabiti (mg/g); 1/n, adsorpsiyon siddeti
sabitidir. Bu esitlik asagidaki gibi linerlestirilebilir:
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loggeq= logKs+1/n.10gCyq Esitlik:4.4

logCeq’e karst logqeq grafige gecirildiginde olusan dogrunun egimi 1/n’i, kesimi
logKsyi verir (Uygun,2008).

Sekil 4.11°de Con A bagli poli (EGDMA) kriyojelinin inulinaz adsorpsiyonunun
Freundlich adsorpsiyon izotermi goriilmektedir. Grafigin egiminden 1/n degeri
2,83 ve kesiminden ise Ky degeri 1,66 mg/g olarak bulunmustur.1/n degerinin
1’den biiyiik olmas1 adsorpsiyonun istemli olmadigini gostermektedir.

1,2 -

0,8 -
0,6 -

04 1 v =0,3532x + 1,6999
02 - R2 = 0,9654

Log geq

O T T T T T T 1
-3,5 -3 -2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0

Log Ceq

Sekil 4.11. Con A bagl poli (EGDMA) kriyojelinin inulinaz adsorpsiyonunun Freundlich
adsorpsiyon izotermi. pH: 4,0; inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik:25°C

Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°deki adsorpsiyon izotermi grafiklerinin korelasyon
katsayilart (0,9999; 0,9654) karsilastirildiginda deneysel verilerin langmuir
izotermine uygunlugu goriilmektedir.

42.7. Con A Bagh Poli (EGDMA) Kriyojelinden Inulinaz Enziminin
Desorpsiyonu ve Kriyojelin Tekrar Kullamlabilirliginin incelenmesi

Bir destek materyalinin en 6nemli Ozelliklerinden biri tekrar kullanilabilir
olmasidir. Bu g¢alismada sentezlenen destegin tekrar kullanilabilirligini
aragtirmak i¢in inulinaz enziminin Con A bagh poli (EGDMA) kriyojeline
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adsorpsiyon ve ardindan desorpsiyonu iglemleri gerceklestirilmistir. Desorpsiyon
ajan1 olarak 0,5 M a-D-mannopiranozid kullanilmas: ile desorpsiyon orant %
90,86 olarak bulunmustur. Ilaveten aynmi kriyojel materyalinin 50 kez

kullanilmas ile adsorpsiyon kapasitesine onemli bir degisiklik gdzlenmemistir.
4.3. Inulinaz Aktivitesi Ol¢ciimii

4.3.1. Serbest ve immobilize inulinaz Enziminin Aktivitesine pH EtKisinin

incelenmesi

Serbest ve immobilize inulinaz aktivitesine pH’1n etkisi pH 3,0-9,0 araliginda
incelenmistir. Aktivite 6l¢timleri inulin substrati kullanilarak gergeklestirilmistir.
Yapilan bu ¢aligmada serbest enzimin optimum pH’1 4,0, immobilize enzimin
optimum pH’1 5,0 olarak bulunmustur. Immobilize enzimin serbest enzime gore
daha kararli yap1 gosterdigi yani belirtilen pH degerlerinde daha yiiksek aktivite
gosterdigi bulunmustur.

Cattorini vd. (2009), tarafindan yapilan bir ¢alismada Aspergillus niger inulinaz
enzimi ¢esitli desteklere immobilize edilmis ve serbest ve immobilize inulinaz

icin optimum pH 4,5 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.12. Serbest ve Con A bagli poli (EGDMA) kriyojeline immobilize edilmis

inulinaz aktivitesine pH’1n etkisi

4.3.2. Serbest ve immobilize Inulinaz Aktivitesine Sicakligin Etkisinin

incelenmesi

Serbest ve immobilize inulinaz enzimlerinin aktivitesi 4-65°C arasinda 6 farkli
sicaklikta incelenmis ve gosterilmigtir. Elde edilen grafiklerden serbest enzim
icin optimum sicaklik 55°C iken, immobilize enzim i¢in 65°C olarak
bulunmustur. Bu durum immobilize enzimin daha yiiksek sicakliklarda
kullanilabilecegini ve endiistriyel degerinin daha yiiksek oldugunu

gostermektedir.

Santa vd. (2011) tarafindan yapilan bir A. niger inulinaz enzimi immobilizasyonu
calismasinda serbest ve immobilize inulinaz i¢in otimum sicaklik 60°C olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.13. Serbest ve Con A bagli poli (EGDMA) kriyojeline immobilize edilmis

inulinaz aktivitesine sicakligin etkisi

4.3.3. Serbest ve Iimmobilize inulinaz Aktivitesine Substrat Derisiminin

Etkisinin Incelenmesi

Enzim katalizinde bir enzimin kinetik parametrelerini belirlemek o enzimin
etkinliginin ifadesi agisindan olduk¢a Onemlidir. Bu caligmada serbest ve
immobilize inulinaz enzimlerinin Kinetik sabitleri olan Michaelis sabiti (K,,) ve
maksimum hiz (V) inulin substrati kullanilarak belirlenmistir. Sekil 4.14’de ve
Sekil 4.15’de serbest ve immobilize inulinaz enzimleri i¢in ¢izilen Linewear-
Burk grafikleri, Cizelge 4.1 de ise bu grafikler kullanilarak tespit edilen kinetik

sabitler goriilmektedir.
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Sekil 4.14. Serbest inulinaz enzimi i¢in Linewear-Burk grafigi
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Sekil 4.15. Con A baglh poli (EGDMA) kriyojeline immobilize edilmis inulinaz enzimi

icin Linewear-Burk grafigi

Yapilan bu caligmada serbest ve immobilize inulinaz i¢in K, degerleri sirastyla
41,7 mg/ mL ve 5,38 mg/ mL olarak bulunmustur. Santa vd. (2011) tarafindan
yapilan bir caligmada serbest ve immobilize inulinazin Km degerleri 40 g/ L ve
91 g/L olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Serbest ve Con A bagli poli (EGDMA) kriyojeline immobilize
edilmis inulinaz enzimi i¢in kinetik sabitler

Enzim Kmn(mg/mL)  Viax (nmol/dak) Keat (dak™)
Serbest inulinaz 41,7 3,59 1919
immobilize 5,38 0,58 310
inulinaz

Bir enzimin immobilizasyonla davranigini tahmin etmede key degeri (turnover
say1s1), Vimax Ve Ky degerlerinden daha yararlidir. Bu ¢alismada elde edilen key
degerleri serbest ve immobilize inulinaz i¢in incelendiginde serbest inulinaz
enziminin Key degeri 1919 dak™ iken immobilize inulinaz enziminin Ky degeri
310 dak® olarak hesaplanmistir. ke, degerindeki bu diisiis, enzimin birim
zamanda {iriine ¢evirdigi molekiil saysinda azalma oldugunu gostermektedir. Bu
durum immobilize enzimler igin genellikle beklenen bir durumdur.

4.3.4. Serbest ve immobilize inulinaz Enzimlerinin Isil Kararhhiginin

Incelenmesi

Serbest ve immobilize inulinazin kararlilig: {izerine sicakligin etkisi Sekil 4.16’da
goriilmektedir. 65°C’ de 240 dakika boyunca istyla muamele edildikten sonra
serbest inulinaz baslangi¢ aktivitesinin % 9,03’nii korurken, immobilize
inulinaz % 29’unu korumustur. Immobilize inulinazin yiiksek sicakliklarda

sergiledigi kararlilik onun endiistriyel agidan 6nemini arttirmaktadir.
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Sekil 4.16. Serbest ve Con A bagli poli (EGDMA) kriyojeline immobilize edilmis
inulinaz aktivitesinin 65°C’ de zamana bagli olarak degisimi

4.3.5. Serbest ve iImmobilize inulinaz Enzimlerinin Depo Kararlihigmnin

Incelenmesi

Serbest ve immobilize inulinaz enzimleri 4°C’de 45 giin boyunca saklanmig ve
aktivite Ol¢iimleri yapilarak depo kararliliklar1 incelenmistir. Serbest inulinaz
enzimi 15. giiniin sonunda aktivitesinin % 34’tinii korurken immobilize inulinaz
% 57’sini korumustur (Sekil 4.17). Bu sonu¢ immobilize inulinazin serbest
inulinaza gore daha iyi depo kararliligina sahip oldugunu gdstermektedir.
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R 40 - == Immobilize
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20 !
0 T T T T 1
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Sekil 4.17. Serbest ve Con A bagli poli (EGDMA) kriyojeline immobilize edilmis
inulinaz enzimlerinin depo kararlilig1. Sicaklik 4°C

4.3.6. immobilize Inulinaz Enziminin islemsel Kararhh@mn incelenmesi

Immobilize enzimlerin islemsel kararhiligi, segilen tastyicinin ya da metodun
etkinligini degerlendirmede olduk¢a Onemlidir. Bu c¢alismada immobilize
inulinaz enziminin 25°C’de ard arda aktivite Ol¢iimii yapilarak islemsel
kararlilig1 incelenmistir. Immobilize enzim 8 dongiiden sonra aktivitesinin
94’{inii ve 10 dongiiden sonra aktivitesinin % 70’ni korumustur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Con A bagl poli(EGDMA) kriyojeline immobilize edilmis inulinaz enziminin

islemsel kararlilig1

4.4. Iniilinden Yiiksek Fruktozlu Surubun Siirekli Sistemde Uretimi
Ve Bu Surubun Bilesiminin ince Tabaka Kromatografisi ile
Belirlenmesi

Siireksiz sistemlerdeki olas1 substrat ve/veya iiriin inhibisyonlarinin iistesinden
gelmede, siirekli sistem bir alternatiftir. Inulinaz immobilize edilmis Con A baglh
kriyojellerin kullanilabilirliginin bir dl¢iisii olarak hazirlanan bu kriyojellerden 25
°C’de % 2’lik 5 mL inulin ¢ozeltisi 5 dakika boyunca gegirilerek aciga ¢ikan
fuktoz birimlerinin varhigr kalitatif olarak ince tabaka kromatografisi ile
gosterildi (Sekil 4.19). Standart olarak glukoz ve fruktoz c¢ozeltileri kullanildi.
Immobilize inulinazin kullanilmasiyla pargalanan inulin hidrolizi sonucunda
aciga c¢ikan fruktoz molekiillerinin miktar1 daha 6nce bahsedildigi sekilde DNS
metodu ile belirlendi ve 5 dakika hidroliz sonucu agiga ¢ikan fruktoz miktar1 0,23
mg/mL olarak bulundu.

Gill vd. (2006), tarafindan yapilan bir calismada Con A bagh silika kiirelere
inulinaz enzimi immobilize edilmis ve inulin hidrolizi i¢in kullanilmistir. Elde
edilen {iriin (fruktoz) miktan 3,4 g/ L/ saat olarak bulunmustur.
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Sekil 4.19. Immobilize inulinaz ile inulinin hidrolizinden elde edilen iiriinlerin ince
tabaka kromatografisi analizi. 1: glukoz standardi; 2:fruktoz standards; 3:
inulinin hidrolizi ile elde edilen {irlin

Singh vd (2007), tarafindan yapilan bir inulinaz immobilizasyonu ¢alismasinda
inulinin 4 saat hidrolizi sonucunda serbestlenen fruktoz miktar1 39,2 g/L olarak

bulunmustur.
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Bu calismada, siiper makro gozenekli kriyojel yapilari, monomer olarak
EGDMA ve c¢apraz baglayict olarak MBAAm kullanilarak radikal
kriyopolimerizasyonu ile sentezlenmis ve bu kriyojele glutaraldehit
aktivasyonu ile Con A kovalent olarak baglanmuistir.

Sentezlenen kriyojellerin siingerimsi, opak ve elastik oldugu bulunmustur.
Kurutulmus kriyojellerin sulu ortama konulduklarinda hizli bir sekilde
sistigi goriilmiis ve denge sisme derecesi 77, 95 g H,0/g kriyojel olarak
hesaplanmustir.

FTIR ve EDX analizleri ile Con A’nin poli (EGDMA) kriyojelinin
yapisina katildigi goriilmiistiir. Kriyojel yapilaria baglanan Con A miktari
spektrofotometrik olarak 37,97 mg /g kriyojel olarak hesaplanmustir.

SEM analizleri ile sentezlenen kriyojel yapilarinin olduk¢a gdzenekli ve
gbzenek caplarinin yaklasik 50 pm oldugu bulunmustur.

Con A bagl poli (EGDMA) kriyojeline maksimum inulinaz adsorpsiyonu
1,0 mg/mL inulinaz derisiminde ve pH 4,0 asetat tamponunda 27,85 mg/g
olarak bulunmustur.

Poli (EGDMA) kriyojeline non-spesifik inulinaz adsorpsiyonu 3,92 mg/g
olarak bulunmustur.

Sicakligin 25 °C’den 55 °C’ye artmasi ile Con A bagh kriyojellere
adsorplanan inulinaz miktar1 52,92 mg/g’a kadar artmustir.

Iyonik siddetin artmasiyla Con A baglh kriyojellerin inulinaz adsorpsiyon
kapasitesi azalmaya baglamistir.

Kromatografik akis hizinin 0,5 mL/dak’dan 4 mL/dak’ya arttirilmasi ile
Con A bagli kriyojellerin inulinaz adsorpsiyon kapasitesi azalmustir.

Con A baglt poli (EGDMA) kriyojeline inulinaz adsorpsiyonuna iligkin
adsorpsiyon izotermleri (Langmuir ve Freundlich) incelendiginde,
Langmuir adsorpsiyon izoterminin bu lektin afinite adsorpsiyonu sistemine
uygun oldugu gorilmistiir.

Con A baghh poli (EGDMA) kriyojelinden inulinaz enziminin
desorpsiyonu, desorpsiyon ajani olarak 0,5 M’lik a-D-mannopiranozid
kullanilarak aragtirilmistir. Desorpsiyon orani % 90,86 olarak bulunmus ve
50 adsorpsiyon- desorpsiyon adimindan sonra adsorplanan inulinaz

miktarinda 6nemli bir azalma gdzlenmemistir.
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<> Serbest ve immobilize inulinaz aktivitesine pH’in etkisi pH 3,0-9,0
araliginda incelenmistir. Serbest inulinazin optimum pH’1 4,0, immobilize
inulinazin optimum pH’1 5,0 olarak bulunmustur.

<> Serbest ve immobilize inulinaz aktivitesine sicakligin etkisi 4-65°C
araliginda incelenmistir. Serbest inulinazin optimum sicakligi 55°C,
immobilize inulinazin ise optimum sicakligi 65°C olarak belirlenmistir.

< Serbest ve immobilize inulinazin kinetik sabitlerinden olan V.« degerleri
sirastyla 3,59 umol/dak ve 0,58 umol/dak, K, degerleri ise sirastyla 41,7
mg/mL ve 5,38 mg/mL olarak hesaplanmistir. Ayrica serbest ve
immobilize inulinaz i¢in k¢ degerleri sirasiyla 1919 dak™ ve 310 dak™
olarak bulunmustur.

K Serbest ve immobilize inulinazin 1s1l kararliligt 65°C’de incelenmis ve
immobilize inulinazin 1s1l kararliliginin daha yiiksek oldugu gortilmistiir.

> Serbest ve immobilize inulinazin depo kararliliklart incelendiginde 15.
glinlin sonunda serbest iniilinazin baslangi¢ aktivitesinin %34 {inii
korudugu, immobilize inulinazin ise baslangi¢c aktivitesinin %57’sini
korudugu bulunmustur.

K Immobilize inulinazin islemsel kararlilig1 incelendiginde ayn1 immobilize
enzim ard arda 10 kez kullanildiginda aktivitesinde sadece %30’luk bir
kayip goriilmiistiir.

<> Con A bagli kriyojellere immobilize edilmis inulinaz sistemi kullanilarak
siirekli sistemde inulin hidrolizi gergeklestirilmis ve elde edilen yiiksek
fruktoz icerigi ince tabaka kromatografisi ile gosterilmistir. Elde edilen
fruktoz miktar1 ise 5 dakika hidroliz sonucu 0,23 mg/mL olarak
bulunmustur.

Elde edilen bu sonuglar bu tezde hazirlanan Con A bagh kriyojel yapilarinin,
inulin hidrolizi ile yiiksek fruktozlu surup eldesinde basarili bir sekilde
kullanilabildigini gostermektedir. Hazirlanan bu siirekli sistem endiistriyel

bakimdan oldukg¢a degerlidir ve genis skalal1 islemlere kolayca uygulanabilir.
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