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1. GİRİŞ

Bu çalışmada, nano-p(EGDMA-MAT) nanoyapılarının emülsiyon polimerizasyonu yöntemi kullanılarak hazırlanması, karakterizasyonu ve nanobiyoteknolojik bir uygulama alanı olarak, endüstride oldukça fazla bir kullanım alanı bulan Lakkaz enziminin immobilizasyonu için kullanılması amaçlanmıştır.
Nanobiyosistemlerin bilim ve mühendisliği, nanoteknolojinin en hızlı gelişen sektörlerinden biridir. Tek atom ve molekülleri incelemek için yeni teknikler geliştirilirken nanometre boyutlarındaki atomik ve moleküler düzenin maddenin özellikleri ile nasıl bağdaştığının keşfine yarayan cihazlar da bulunmuştur. Bu buluşlar, yaygın uygulama alanı bulan birçok materyal ve gerecin elde edilme yöntemini tamamen değiştirmişlerdir. Nano ölçekte maddelerin ve yapıların kontrolü, mühendislik yaklaşımları ile mümkün olur. Nanobilim ve nanoteknolojinin, biyoloji ve tıp araştırmalarını da tamamen değiştireceğine bilim dünyasının önemli bir bölümü inanmaktadır.
Nanobiyoteknoloji tanımı, çalışmalar sırasında ortaya çıkan bir konunun gelişimi ile bulunmuştur. Nanobiyoteknoloji, nanoteknolojinin tıp ve biyoloji ile birleşiminin başlangıç noktası olarak tanımlanabilir (Vogel et al., 2003).
Günümüzde modern biyoteknoloji, tıpta tanı ve tedavi için, tarım, hayvancılık, endüstriyel, gıda vb. birçok dalda genetik türevlendirmeler ile ürün türünü, verimliliğini artırmak ve ekonomik üretim olanağı sağlamak yönünde kullanılmaktadır. Bunların doğru yapılması, risklerinin belirlenmesi ve ortadan kaldırılması için de hem genetik değişimlerin hem de bunların ürünlerinin son derece duyarlı ve hızlı olarak tanınması ve miktarlarının belirlenmesine gereksinim vardır.

 Enzimler, çamaşır deterjanlarında, kimyasal sentezlerde, ilaç yapılarında, biyosensör uygulamalarında, biyoağartıcılarda, polimeraz zincir reaksiyonlarında, proteomik analizlerde ve protein sindirimi gibi işlemlerde kullanılabilmektedir. Enzimlerin yüzeylerine tutturulduğu gözenekli olmayan materyallerde, desteğin birim kütlesine enzim yüklenmesi ile pek çok ürün ve endüstriyel süreçler de kullanılabilmektedir. Enzimler, spesifiteleri sayesinde pek çok uygulama alanına sahiptirler, fakat kısa ömürleri yüzünden kullanımları sınırlı kalmaktadır. Enzim kararlılığındaki gelişmeler pek çok pratik uygulamalara olanak sağlamaktadır. Üretim süreçlerinde gereksinim duyulan enzim miktarı azaltılabilir, yeni reaktörler tasarlanarak enzim reaktörlerinin ömrü uzatılabilir, enzimin tekrar kullanılabilirlik potansiyeli arttırılabilir ve biyosensörler için mükemmel sinyaller sağlanabilir. Bu anlamda enzim immobilizasyonu için geniş yüzey alanına sahip çeşitli nanoyapılar, enzim kararlılığı sağlamak için geliştirilmişlerdir.
Enzim taşıyıcı materyalin boyutundaki azalma genellikle immobilize enzimin etkinliğini geliştirir. Yüzeye bağlanmalarda, küçük partiküller enzimin tutulabilmesi için daha geniş yüzey alanına sahiptirler, bu sayede partikülün birim kütlesi başına bağlanan enzim miktarı artar (Jia et al., 2003).
Son yıllarda, enzim immobilizasyonu için, destek materyal olarak nanoyapıların kullanımına büyük ilgi vardır (Daubresse et al., 1996; Martins et al., 1996; Caruso ve Schuler, 2000; Chen ve Su, 2001; Liao ve Chen, 2001; Jia et al., 2003). Nanopartiküllerin birim kütlesi başına düşen yüzey alanı geniş olduğundan, nanopartiküller üzerine enzim bağlanması etkili bir şekilde başarılabilir (Chen ve Su, 2001). Dahası, nanopartiküller, enzim immobilizasyonundaki optimizasyon çelişkilerine ideal çareler sunar: minimum difüzyonal sınırlılık, birim kütle başına maksimum yüzey alanı, yüksek miktarlarda enzim bağlama gibi (Jungbae  et al., 2006).
Lakkaz enzimi (EC 1.10.3.2, sistematik isim: benzendiol: oksijen oksidoredüktaz), moleküler oksijeni suya indirgeyerek substratı oksitleyen bakır içeren bir proteindir. Bu enzim; pek çok fungi türünde, yüksek bitkilerde ve bakterilerde vardır. Lakkaz için substrat türü geniştir ve bazı polifenoller, aromatik aminler ve aminofenolleri içerir. Substratların oksidasyonu, kararsız serbest radikal ya da kendiliğinden polimerizasyon ile kararlı olan kinon ürünlerini verir. Bu prosesde oluşan yüksek molekül kütleli çözünmez ürünler çökme ya da filtrasyon ile izole edilebilir. Lakkaz bu özelliklerinden dolayı pek çok uygulama için cazip bir katalizördür. Lakkazın; organik maddeler (özellikle endüstriyel boyalar), klorofenoller, zeytinyağı fabrika atık sularından gelen zehirler ve petrokimya endüstrisindeki aromatik hidrokarbonlar gibi çevresel kirliliklerin biyomeditasyonu için yararlı olduğu gösterilmektedir. Lakkaz ve diğer ligninolitik enzimlerin, selüloz ve kağıt teknolojisi ya da herbisitlerin degradasyonundaki uygulamaları da dikkate alınmaktadır. Pek çok araştırmacı; biyosensörler, organik sentez ve polimer sentezi için bu enzimi araştırmaktadır. Günümüzde, lakkaz, immobilizasyon yöntemleri (örneğin adsorpsiyon ve taşıyıcılara kimyasal bağlanma, adsorpsiyon ve membran yüzeyine kovalent bağlanma) kullanılarak farklı destekler üzerine immobilize edilmektedir.

Bu çalışmada öncelikle aminoasit ligand içeren nanoyapılar sentezlenmesi ve daha sonra da lakkaz enziminin herhangi bir aktivasyon yöntemine gereksinim duyulmadan immobilizasyonu tasarlanmıştır.
2. KURAMSALLAR TEMELLER

2.1. NANOTEKNOLOJİ

Nano kelimesi Yunanca nannos kelimesinden gelir ve “küçük, yaşlı adam veya cüce” demektir. Günümüzde nano, teknik bir ölçü birimi olarak kullanılır ve herhangi bir birimin milyarda biri anlamını taşır. Genellikle metre ile birlikte kullanılır. Nanometre, 1 metrenin milyarda biri ölçüsünde bir uzunluğu temsil eder (yaklaşık olarak art arda dizilmiş 5 ila 10 atom).

Teknoloji kelimesi ise yine Yunanca tekhné ve logia kelimelerinin bir araya gelmesiyle oluşur. Tekhné el işi veya sanat, logia ise bir konunun çalışılması olarak tercüme edilebilir. Teknoloji genellikle çevre üzerinde kontrol sağlamak amacıyla araç yaratılması olarak tanımlanır. Başka bir anlamla ise teknolojiyi, bilimsel metotların ticari amaçlar için kullanılması olarak yorumlayabiliriz.
Nanoteknoloji, çok genel tanımıyla, istisnai şekilde küçük (yaklaşık atom boyutlarında) yapıların ticari bir amaca hizmet edebilecek şekilde düzenlenmesidir. Başka şekilde tanımlamak gerekirse: Maddeler üzerinde 100 nanometre ölçeğinden küçük boyutlarda gerçekleştirilen işleme, ölçüm, modelleme ve düzenleme gibi çalışmalar nano-teknoloji çalışmaları olarak nitelenir.

Nanoteknoloji hızlı bir şekilde 21. yüzyılın endüstriyel devrimi olarak biçimlenmektedir. Nanoteknoloji; yediğimiz gıdalardan, giydiğimiz kıyafetlere, kullandığımız ilaçlardan, bilgisayarlarımızın gücüne, sürdüğümüz otomobillerden, yaşadığımız evlere kadar hayatımızın her noktasını etkileyecektir. Uzun vadede nanoteknolojinin etkisi tarihte buhar gücünün, elektriğin veya transistörlerin kullanımı kadar belirgin olacaktır 

(http://www.biltek.tubitak.gov.tr/bdergi/yeniufuk/icerik/nanoteknoloji.pdf).
2.1.1. Nanoteknolojinin Avantajları

Nanoteknolojinin önemi, atomlar ve moleküller seviyesinde (1 ila 100 nanometre (nm) skalasında) çalışarak, gelişmiş ve/veya tamamen yeni fiziksel, kimyasal, biyolojik özelliklere sahip yapılar elde edilmesine imkan sağlamasından kaynaklanmaktadır. Teknik açıdan açıklamak gerekirse, malzeme özellikleri ve cihazların çalışma prensipleri, genel olarak 100 nm’den büyük boyutları temel alarak yapılan varsayımların sonucunda ortaya çıkarılmış geleneksel modelleme ve teorilere dayanmaktadır. Kritik uzunluklar 100 nm’nin altına indiğinde ise geleneksel teori ve modeller ortaya çıkan özellikleri açıklamakta çoğu zaman yetersiz kalmaktadır.
Nanoteknoloji işte burada resme girmektedir. Daha sağlam, daha kaliteli, daha uzun ömürlü ve daha ucuz, daha hafif, daha küçük cihazlar geliştirme isteği birçok iş kolunda gözlenen eğilimlerdir. Minyatürizasyon olarak tanımlanabilecek bu eğilim birçok mühendislik çalışmasının temelini oluşturmaktadır. Minyatürizasyonun sadece kullanılan parçaların daha az yer kaplamasından çok daha önemli getirileri vardır. Minyatürizasyon; üretimde daha az malzeme, daha az enerji, daha ucuz ve kolay nakliye, daha çok fonksiyon ve kullanımda kolaylık olarak uygulamada kendini göstermektedir.
20. yüzyılın ikinci yarısından itibaren birçok endüstride kullanılan toleranslar sürekli iyileştirilmiş, üstün kalite anlayışı geliştirilmiştir. Mikroteknoloji ürünü olarak tanımlayabileceğimiz parçalar otomobil, elektronik, iletişim gibi sektörlerde yaygın olarak kullanılır olmuştur. Günümüzde ise mikroteknolojilerden daha küçük teknolojilerin, nanoteknolojinin, kullanımı yaygınlaşmaktadır. Nanoteknoloji sayesinde sanayide, bilişim teknolojilerinde, sağlık sektöründe ve daha birçok alanda yeni ürünler geliştirilecek, günümüzün üretim süreçleri ve yöntemleri değişecektir. Bu teknolojiye yatırım yapılan ülkelerde ekonomik değerler yaratılacak ve toplumların yaşam kalitesi gelişecektir 
(http://www.biltek.tubitak.gov.tr/bdergi/yeniufuk/icerik/nanoteknoloji.pdf).

2.1.1.1. Nanoyapıları Elde Etme Yöntemleri
Nanoyapıların elde edilmesinde iki ana yöntem bulunmaktadır. Aşağıdan yukarıya (“bottom-up”) ve yukarıdan aşağıya (“top down”) olarak adlandırılan bu iki yaklaşımı şu şekilde özetleyebiliriz:

Bottom-up: Aşağıdan yukarıya yaklaşımı (küçükten büyüğe), moleküler nanoteknolojiyi belirtir ve organik veya inorganik yapıları, maddenin en temel birimi olan atomlardan başlayarak atom atom, molekül molekül inşa edilmesi yöntemini ifade eder.

Top-down: Yukarıdan aşağıya yaklaşımı (büyükten küçüğe), makineler, asitler ve benzeri mekanik ve kimyasal yöntemler kullanılarak nano yapıların fabrikasyonu ve imal edilmesi yöntemlerini ifade eder.

Teknolojinin bu günkü seviyesi sebebi ile yapılan çalışmaların birçoğu yukarıdan aşağıya (top-down) kapsamında değerlendirilir (Çıracı ve ark., 2006).
2.1.2. Nanoteknolojinin Gelecekteki Uygulama Alanları

Nano-ölçek seviyesinde malzemelerin özellikleri makroskobik ölçekten tamamen farklı olup nano-ölçeğe yaklaştıkça birçok özel ve yararlı olay ve yeni özellikler ortaya çıkmaktadır. Örneğin, iletim özellikleri (momentum, enerji ve kütle) artık sürekli olarak değil ancak kesikli olarak tarif edilmektedir. Benzer olarak, optik, elektronik, manyetik ve kimyasal davranışlar klasik değil kuantum olarak tanımlanmaktadır. Şimdi maddeyi nanometre seviyesinde işleyerek ve ortaya çıkan değişik özellikleri kullanarak, yeni teknolojik nano-ölçekte aygıtlar ve malzemeler yapmak mümkün olmuştur. Örneğin, tarama tünelleme ve atomik kuvvet mikroskoplarını kullanarak yüzey üzerinde atomları iterek birbirlerinden ayırmak ve istenilen şekilde dizmek mümkündür. Bütün bu gelişmeler, 19. yüzyılda dünyayı yeniden şekillendiren sanayi devrimine eşdeğer bir bilimsel ve teknolojik devrim başlatmıştır. Bu şekilde atom ve moleküller ile oynayarak tek molekülden oluşan transistör ve elektronik aygıtlar gerçekleştirilmiştir ve dünyada birçok grubun aktif çalışmaları ile geliştirilmektedir. Bütün bu çalışmalar ve gelişmeler elektronik, kimya, fizik, malzeme bilimi, uzay ve hatta sağlık bilimlerini bir ortak ara kesitte buluşturmuştur (Anonim, 1999).
2.1.2.1. Malzeme ve İmalat Sektörü

Malzemelerin atomik ve moleküler boyutlardan başlayarak inşa edilmesi, konvansiyonel metotlar ile elde edilen malzemelere oranla daha sağlam ve hafif maddelerin ortaya çıkmasını sağlayacaktır. Bu malzemeler, daha düşük hata seviyeleri ve eşsiz dayanıklılık güçleri ile hali hazırdaki birçok endüstriyel süreç için devrimsel yenilikler getirecektir. Benzersiz ve alışılmamış özellikleri ile nano tüpler, elyaflar, lifler ve kaplama malzemeleri imalat yöntem ve tekniklerinin gelişmesine imkan sağlayacaktır.
2.1.2.2. Nano Elektronik ve Bilgisayar Teknolojileri

Elektronik araçların nanometre ölçeklerinde elde edilmesi ile halen kullanılan sistemlerin işlem güçleri ve kapasiteleri bir kaç kat artacaktır. Nanoteknolojilerin kullanım alanlarından biri olarak önerilen kuantum bilgisayarların geliştirilmesi ile günümüzün en modern bilgisayarları olan Pentium bilgisayarlar ile kıyaslanamayacak seviyelerde işlem gücü elde etmek mümkün olacaktır. Bunlara ek olarak elektronik araçlar için geliştirilen sensör, gösterge sistemleri ve sinyal iletimi alanlarında ciddi ilerlemeler kaydedilecektir.
2.1.2.3. Tıp ve Sağlık Sektörü
Nanoteknoloji yaşayan sistemlere moleküler seviyelerde müdahale etme imkanı yaratabilir. Yaşayan organizmalar ile etkileşime geçebilecek boyutlarda araçlar üretilmesi ile birçok yeni teşhis ve tedavi yöntemlerinin gelişmesi olasıdır. Sadece hastalığın bulunduğu ve/veya yayıldığı bölgelere saldırarak ilaç veren makineler, insan vücudu içinde hareket edilmesine imkan sağlayan teşhis araçları, nano-teknolojinin tıp ve sağlık sektörü üzerindeki potansiyel uygulamaları olarak gösterilebilir.
2.1.2.4. Havacılık ve Uzay Araştırmaları
Havacılık ve uzay araçları çok maliyetli teknolojilerdir. Bu araçların imalatı sırasında kullanılan malzemelerin ağırlığı maliyetlerin yüksekliğinde çok önemli bir yer tutar. Nanoteknoloji bu malzemelerin ağırlığının önemli ölçüde azaltılması ile maliyetlerin düşürülmesini sağlayabilir. Ayrıca çekme direnci çelikten kat kat yüksek nano tüpler sayesinde dünya yüzeyinden atmosfere kadar yükselebilecek yapılar inşa edilmesi potansiyel uygulama alanları içinde yer alabilir. Böylece uzay araştırma maliyetlerinin büyük bir kısmını meydana getiren fırlatma maliyetleri düşürülebilir.
2.1.2.5. Çevre ve Enerji
Nano malzemelerin ve nano kompozitlerin fosil yakıt endüstrilerinin verimliliğini geliştirme potansiyeli bulunmaktadır. Nano kompozitlerin yaygın olarak kullanılması ile daha yüksek verimliliğe sahip motorların ve dolayısı ile daha temiz, çevre dostu ulaşım sistemlerinin kurulması mümkün olacaktır.

2.1.2.6. Biyoteknoloji ve Tarım
Tıp ve sağlık sektörlerinde uygulanabilecek teknolojilerin genişletilmesi ile biyoteknoloji, ilaç ve tarım sektörleri de ürünlerinde bu teknolojileri uygulayacaktır. Yeni ilaçlar, gübreler, daha besleyici ve hastalık direnci yüksek bitkiler veya hayvanlar birçok üniversite ve özel sektör kuruluşun araştırma alanları içerisinde yer almaktadır. Bugün bile bitki ve hayvan genlerinin düzenlenmesi ile ortaya çıkartılmış olan bazı ticari ürünlere rastlamak mümkündür.
2.1.2.7. Savunma Sektörü

Nano teknoloji askeri uygulamalar konusunda birçok alanda potansiyel vaadetmektedir. Geliştirilmiş elektronik savaş kapasitesi, daha iyi silah sistemleri, geliştirilmiş kamuflaj ve akıllı sistemler bir çok Ar-Ge çalışmasının gerçekleştirildiği alanlardır (Pcnet Dergisi, Nanoteknolojinin Gelecekteki Uygulama Alanları, 2006).

2.2. NANOBİYOTEKNOLOJİ

Nanoteknoloji ile biyoteknolojinin birlikte gelişmesi ve moleküler biyoloji alanındaki çok hızlı bilgi birikiminin, bu iki gelişen alanı beslemesiyle; nanobiyoteknoloji araştırma alanı ortaya çıkmıştır. Bu sayede, bugüne kadar mümkün olmayan tanı ve tedavi, artık insanda kullanılmaya başlanmıştır. Kanser, enfeksiyon ve alerjiye karşı tedaviler, nanobiyoteknoloji sayesinde geliştirilmektedir.

Günümüzde modern biyoteknoloji, tıpta tanı ve tedavi için, tarım, hayvancılık, endüstriyel, gıda vb. birçok dalda genetik türevlendirmeler ile ürün türünü, verimliliğini artırmak ve ekonomik üretim olanağı sağlamak yönünde kullanılmaktadır. Bunların doğru yapılması, risklerinin belirlenmesi ve ortadan kaldırılması için de hem genetik değişimlerin hem de bunların ürünlerinin son derece duyarlı ve hızlı olarak tanınması ve miktarlarının belirlenmesine gereksinim vardır.
Biyolojik olayları kontrol eden biyolojik moleküllerin (başta proteinler olmak üzere) varlıklarının, fonksiyonlarının ve aralarındaki ilişkilerin tanımlanması gelişmiş moleküler analiz yöntemleri gerektirir.
Bugün yeteri kadar hızlı, çok sayıda örneği aynı anda değerlendiren, çok düşük derişimlerde ölçüm olanağı veren cihazlar yoktur. Biyoçip teknolojisi bu yönde geliştirilen en önemli teknoloji olarak gözükse de, henüz istenilen ölçümleri tanımlanan hızda, nitel/nicel şekilde yapan ve yaygın kullanıma olanak verecek şekilde ekonomik olmaktan çok uzaktır. Gelecekte mutlaka moleküler düzeyde ölçüm yapan, nanoteknolojinin şimdilik çoğu bilinmeyen veya ürüne dönüştürülemeyen avantajlarını kullanan yeni yaklaşımlara gereksinim olacaktır (Anonim, 1999).
2.2.1. Nanobiyoteknolojinin Uygulama Alanları

Tüm Dünyada olduğu gibi Türkiye’de de temel amaç, hızla artan nüfusa sağlıklı yaşam koşulları hazırlamaktır. Modern bilim bunu sağlamak için biyolojik olaylara (yaşama) moleküler düzeyde bakmakta, özellikle çok hızlı ve çok sayıda paralel ve/veya ard arda devam eden biyolojik reaksiyonları anlamaya ve buradan alacağı bilgiler ile esas olarak yaşam kalitesini artıracak teknolojik gelişmeler sağlamaya çalışmaktadır. Yaşamla ilgili tüm bilgi DNA’dadır (Anonim, 1999).
Hücrelerimizdeki bir DNA molekülünün çapı, 2 nanometre, kanda dolaşan antikor proteinlerinin tiplerine göre, 15 ile 50 nanometre civarındadır. Bu nedenledir ki nanobiyoteknolojinin, yakın gelecekte nanobilim ve tıp alanında, önemli yenilik ve açılımlar getireceği açıktır. Araştırmalar, nanoimplantlardan akıllı ilaç salım sistemlerine, nanobiyomakinalardan, biyoinformatik ve genomik uygulamalar için DNA çiplerinin nanofabrikasyonuna ve kök hücreye dayanan organ mühendisliğine kadar uzanmaktadır. Ayrıca, kanser hücrelerinin, sağlıklı hücrelere zarar vermeden öldürülmesi üzerine, nanobiyoteknoloji grubu, çok yeni ve farklı yöntemler üstünde çalışmaktadır. Bu konuda, dünyada birkaç laboratuarda sürdürülen, çok ileri düzeyde araştırmalar yapılmaktadır. DNA moleküllerinin, bağışıklık sistemi üzerine olan uyarıcı etkisinden yararlanarak, yeni DNA kökenli ilaçlar tasarlanmaktadır (Anonim, 1999).
Günümüzde modern biyoteknoloji yalnızca tıpta tanı ve tedavi için değil, tarım, hayvancılık, endüstriyel, gıda vb. birçok dalda genetik modifikasyonlar ile ürün türünü, verimliliğini artırmak ve ekonomik üretim olanağı sağlamak yönünde kullanılmaktadır. Bunların doğru yapılması, risklerinin belirlenmesi ve ortadan kaldırılması için de hem genetik değişimlerin hem de bunların ürünlerinin son derece hassas ve hızlı olarak tanınması ve miktarlarının belirlenmesine gereksinim vardır. Gelecek teknolojik ürünler şüphesiz genetik modifiye mikroorganizma, hayvan ve bitki hücreleri, hatta hayvan ve bitkiler olacaktır. Günümüzde bunlar artık bir hayal değildir, gerçekleşmiştir. Geleceğin güçlü toplumları bu teknolojiyi üretenler olacaktır (Anonim, 1999).
2.3. ENZİM
Enzim, (hemen hemen hepsi denilebilecek kadar büyük çoğunluğu) protein yapısında olan, doğal olarak yalnız canlılar tarafından sentezlenebilen biyolojik katalizörlerdir.

Hücre içerisinde meydana gelen binlerce tepkimenin hızını ve özgüllüğünü düzenlerler. Çok defa hücre dışında da etkinliklerini korurlar. Aynı enzim farklı hücre veya doku tiplerinde de katalizör görevi üstlenebilir. Bu durumda üç boyutlu yapısı farklı, ancak görevleri aynı olan 'izoenzimler'den söz edilir. Canlı hücrelerde tepkimeler kural olarak, 0-50°C; çoğunlukla da 20-42°C arasında meydana gelir.

Enzimlerin çoğu protein yapısındadır ya da protein kısım bulundururlar. Enzimin etki ettiği bileşiğe "Substrat", enzimin saniyede etki ettiği substrat molekül sayısına "Enzimin Etkinlik Değeri=Turnover sayısı" denir.

Kuramsal olarak enzimli tepkimeler geri dönüşümlüdür. Enzimler, aktivasyon enerjisini düşürerek, zor ve uzun sürede gerçekleşecek olan tepkimeleri çok kısa sürede ve az enerji harcanarak yapmayı sağlarlar.

Enzimler yapı olarak iki kısımda incelenir: Basit enzimler ve bileşik enzimler.
Basit Enzimler: Sadece proteinden meydana gelmiş enzimlerdir. Bunlara en iyi örnek sindirim enzimleri ve üreyi parçalayan üreaz enzimleridir. Reaksiyon direk olarak protein kısmı tarafından yürütülür.

Bileşik Enzimler: Bileşik enzimler iki kısımdan meydana gelir.
Protein + Vitaminler

Protein + Mineral maddeler veya metal iyonlarıdır.

Bu enzimlerin protein kısmına apoenzim, vitamin kısmına koenzim veya prostatik grup denir. Metal iyonları ve mineral maddeler gibi kısımlarına da enzim aktivatörleri denir. Bileşik enzimler ayrı ayrı görev yapamazlar. Çünkü enzimin etki ettiği maddeyi protein kısmı belirler. Koenzim reaksiyonu gerçekleştirir. Organizmalarda vitamin veya metal iyonları eksik olursa protein kısımları reaksiyonu gerçekleştiremez. Bundan dolayı canlı hastalanır. Mesela gözdeki A vitamini görme reaksiyonlarını gerçekleştiren enzimin bir parçasıdır. Yani koenzimdir. A vitamini olmasa reaksiyon gerçekleşmez ve gece körlüğü ortaya çıkar.

Canlıda her enzim proteinden yapılmıştır. Her protein bir gen tarafından programlandırılarak görevlendirilmiştir, buna ‘Bir gen bir enzim hipotezi’ denir. Genler, sentezletmiş olduğu proteine ne yapacağını da şifrelemiştir. Bazı enzimler yalnız proteinden oluşurken, bazıları, farklı iki kısımdan meydana gelmiştir. Bunlar:

Apoenzim Kısım (Enzimin Protein Kısmı): Enzimin hangi maddeye etki edeceğini saptar.

Koenzim Kısım: Organik çoğu defa fosfattan meydana gelmiş, protein kısmına göre çok daha küçük moleküllü bir kısımdır. Enzimde işlev gören ve esas iş yapan kısımdır. Genellikle, bütün vitaminler hücrede enzimlerin koenzim kısmı olarak iş görür.

Bazı enzimler ise, ortama yalnız belli iyonlar eklendiğinde etkindirler. Canlı bünyesinde bulunan eser elementler (Mn, Cu, Zn, Fe, vs.) bu enzimatik işlevlerde aktivatör olarak kullanılırlar. Bazen, enzimin iş görebilmesi için bir metal iyonuna gereksinimi vardır. Yani koenzim metal iyonu ise buna "Kofaktör" denir. Bazı durumlarda koenzim apoenzim kısmına sıkıca bağlanmıştır; bu bağlanan kısma "Prostetik grup"; prostetik grupla apoenzim kısmının her ikisine birden "Haloenzim" denir.
Enzimler genel olarak şöyle sınıflandırılabilirler:
1. Oksidoredüktazlar

2. Transferazlar

3. Hidrolazlar

4. Livazlar

5. İzomerazlar

6. Ligazlar (Sentetazlar)

Enzim reaksiyonlarını etkileyen faktörler:

Enzimler kimyasal reaksiyonları gerçekleştirdiklerinde bazı faktörlerin etkisi altında kalırlar. Bunlar;
Sıcaklık: Her enzim reaksiyonunun optimal bir sıcaklık seviyesi vardır. İnsanda bu sıcaklık 36,5 derecedir. 0 derecede enzimler pasiftir. Ancak yapıları bozulmaz, aktivitesini korur. Genel olarak enzimler 60°C de bozulurlar.

pH: (asitlik-bazlık oranı): Her reaksiyonun gerçekleşebilmesi ortamın pH'sini belirleyen belli oranda H+ ve OH- iyonları konsantrasyonu olmasına bağlıdır.

Substrat Konsantrasyonu: Ortamda reaksiyon hızını artırıcı yapılardan biri de enzim ve substrat miktarıdır. Her ikisinin miktarı belirli oranlarda artırılırsa reaksiyon hızı sürekli artar.
Su: Enzim reaksiyonunun gerçekleşebilmesi için ortamda belirli oranda su olması gerekir. Çünkü moleküllerin birbirine çarparak reaksiyonu gerçekleştirebilmesi için hareketi sağlayacak sıvı bir ortamın olması gerekir. Tohumlarda su miktarı az olduğundan reaksiyonlar da minimal seviyede gerçekleşmektedir (Demirsoy, 2000).
2.3.1. Enzim İmmobilizasyonu
İmmobilizasyon (tutuklama), enzimlerin katalitik aktifliklerini kaybetmeden sürekli ve defalarca kullanımlarını sağlamak üzere, fiziksel veya kimyasal olarak bir destek materyali üzerine tutturulması olarak tanımlanır.

Endüstriyel ve analitik proseslerin çoğu, sulu ortamda gerçekleşir. Bu proseslerde enzimler, substrat çözeltisi ile karıştırılır ve ortamda ürün elde edildikten sonra enzimler ekonomik olarak geri kazanılmazlar. Ayrıca sürekli üretim proseslerinde serbest enzimler kullanılamazlar. Enzimlerin sadece bir kere kullanılmaları ve pahalı olmaları nedeniyle, bu proseslerin maliyetleri oldukça yüksektir. Bu nedenle enzimler suda çözünmeyen bir desteğe immobilize edilerek hem defalarca kullanılabilmekte hem de sürekli proseslere uygulanabilmektedir. Böylece, önemli miktarda ekonomik kazanç elde edilmektedir. Günümüzde pek çok immobilize enzim endüstride kullanılmaktadır (Karadağ, 2001).

Genel olarak, immobilizasyon uygulamaları enzim sistemleri dışında, uygun destek materyallerine ilaç, protein, mikroorganizma, bitki ve hayvan hücreleri, biyosensör ve biyoreaktör uygulamaları ve kontrollü ilaç salınım sistemlerinde de sıklıkla kullanılmaktadır (Aksoy, 2003).

Tarihte ilk enzim immobilizasyonu 1916 yılında Nelson ve Griftin tarafından adsorpsiyon yöntemiyle yapılmıştır. Nelson ve Griftin sakkarozu hidroliz etmek için maya invertazını mangal kömürüne adsorbe etmişlerdir. İmmobilize enzim sistemlerini pratik olarak ilk kez Grobhofer ve Scheilth (1954) kullanmıştır. Çalımalarında; karboksipeptidaz, diastaz, pepsin ve ribonükleaz enzimlerini poliaminostiren reçinesine kovalent bağlanma ile immobilize etmişler ve bu immobilize enzim türevlerinin kinetik parametrelerini incelemişlerdir. Daha sonra da immobilizasyon çalışmaları dünyanın her tarafında yaygınlaşmış ve çeşitli enzimler değişik amaçlarla immobilize edilmiştir (Aksoy, 2003).

İmmobilize enzimlerin serbest enzimlere göre pek çok işlevsel avantajları vardır. Bunlardan en önemlileri su şekilde sıralanabilir (Aksoy, 2003; Zaborsky, 1973):
1. Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklaştırılabilir (süzme, santrifüjleme v.b.).     Enzimin oluşan ürünü kirletmesi gibi bir sorun olmaz.

2. Sürekli proseslere uygulanabilir.

3. Birçok kez ve uzun süre kullanılabilir.

4. Çevre koşullarına (pH, sıcaklık v.b.) karşı daha dayanıklıdır.

5. Doğal enzime kıyasla daha kararlıdır.

6. Ürün oluşumu kontrol altında tutulabilir.

7. Birbirini izleyen çok adımlı reaksiyonlar için uygundur.

8. Enzimin kendi kendini parçalaması olasılığı azalır.
İmmobilize enzimlerin bazı dezavantajları da vardır. Bunlar da şu şekilde sıralanabilir (Durante at al., 2004; Trevan, 1980):

1. İmmobilizasyon işlemi boyunca enzim aktivitesi azalabilir veya kaybolabilir.

2. Çok basamaklı immobilizasyon işlemlerinde enzim kararlılığı sınırlıdır.

3. Enzim taşıyıcılarının maliyeti yüksektir.
Enzim immobilizasyonunda kullanılacak olan destek materyalinin önemi büyüktür. Uygun olarak seçilen bir destek materyali, üzerine immobilize edilen enzimin aktifliğini korumasını sağlar ve işlemsel kararlılığını artırır (Dumitriu et al., 1988; Carr et al., 1980). İyi bir destek materyali büyük yüzeysel alan, geçirgenlik, hidrofilik karakter, çözünmezlik, kimyasal, mekanik ve termal kararlılık, yüksek tutuculuk, uygun biçim ve parça büyüklüğü, mikrobiyolojik saldırılara karşı direnç gibi özelliklere sahip olmalıdır.

Organik destekler; doğal polimerler, proteinler, aktif karbon ve sentetik polimerler olarak sınıflandırılabilir. Organik desteklere oldukça fazla sayıda ve çeşitli fonksiyonel gruplar katılabildiği için ticari olarak kullanılan pek çok immobilize enzim sistemi bu desteklerle hazırlanır (Chen et al., 1996). Yaygın olarak kullanılan polisakkarit desteklerinden olan yosunlar ve selülozlar (agaroz, dekstran, selüloz türevleri) enzimleri bağlamada ve aljinat ile karregenan ise hapsetme amacıyla kullanılır (Bachman et al., 2006; Cabral et al., 1991). Enzimlerin immobilizasyonunda kullanılan polisakkarit türevlerinin en büyük avantajı hidroksil gruplarına sahip olmasıdır. Polisakkarit desteklerde hidroksil grupları enzimlerin elektrofilik grupları ile etkileşerek enzim immobilizasyonu sağlar. Bununla birlikte polisakkarit desteklerin nükleofilik özelliklerinin zayıf olması nedeni ile aktivasyonu alifatik veya aromatik, karboksil veya tiyol grupları ilavesi ile sağlanır.

Sentetik polimerler fiziksel ve kimyasal özelliklerinden dolayı enzim immobilizasyonunda destek materyali olarak çok kullanılırlar. Sentetik polimerler mikroorganizmaların saldırılarına karsı dirençlidirler ve saflıklarını korurlar. Yaygın olarak kullanılan sentetik taşıyıcılar polistiren, vinil ve allil polimerler, poliamitler, poliakrilatlar, polimetakrilatlar ve bunların türevleridir. Akrilik polimerleri enzim immobilizasyonunda en çok kullanılan asidik sentetik polimerlerdir. Bu polimerler, enzim hapsetme veya kovalent bağlama amacıyla kullanılmıştır. Poliakrilat ve polihidroksi alkil metakrilat ve bunların türevlerinin ticari olarak bulunması, enzim immobilizasyonu amacıyla kullanılmasına olanak sağlamıştır. Poliakrilat ve polimetakrilat, akrilik asit ve metakrilik asitlerin polimerizasyonuyla elde edilir. Akrilatlar esas olarak daha hidrofobik veya negatif yüklü matriksler hazırlanmasında diğer organik bileşiklerle kopolimer oluşturmak amacıyla kullanılmıştır. Polihidroksialkil metakrilatlar, hidrofilik organik matriks olarak hidroksil gruplarının sayısına göre geliştirilmiş mekanik özelliklere sahiptirler ve biyolojik dirençleri yüksektir. Enzim bağlanmasında bu tip matriksler daha çok çözünür karbodiimitlerle aktiflenir. Makrogözenekli taşıyıcılar, bir çapraz bağlayıcı reaktif ve hidroksialkil metakrilatın radikalik süspansiyon kopolimerleşmesi ile küresel formda hazırlanırlar (Kennedy et al., 1985).
Enzim immobilizasyonunda destek olarak doğal ve sentetik birçok organik ve anorganik materyal kullanılmaktadır (Kaetsu et al., 1979). Çizelge 2.1’de enzim immobilizasyonunda kullanılan bazı destek materyalleri verilmiştir.
Çizelge 2.1 Enzim immobilizasyonunda kullanılan bazı destek materyalleri (Kaetsu et 
                    al., 1979)
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Enzimlerin immobilizasyonu sırasında aktif gruplar korunmalı ve enzim aktifliğini yitirmemelidir. Enzimlerin çeşitli yöntemlerle inert ve genellikle katı polimerik desteklere tutturularak immobilize edilmesi halen pek çok bilim adamının ilgilendiği araştırma alanlarından birini oluşturmaktadır. Belli destek malzemesi üzerinde tutuklanan enzimler immobilizasyon sırasında gerekli olan fizikokimyasal özelliklere sahip olmalıdır. Her uygulama için geçerli olabilen doğal makromoleküllerden hazırlanacak destek materyali bulmak kolay değildir. Ayrıca, gerekli özelliklere sahip destek materyallerini hazırlamak için protein ve polisakkaritleri modifiye etmek oldukça zordur.
Destek materyaline bağlanmada enzim molekülünün protein yapısından yararlanılır. Enzim molekülü üzerindeki fonksiyonel gruplar bağlanmada etkilidir. Bunların yanında immobilizasyonda kullanılacak destek materyallerinde de bazı özellikler aranır, bunlar şu şekilde sıralanabilir (Carr et al., 1980):
1. Hidrofilik karakter

2. Suda çözünmeme

3. Gözenekli yapı

4. Mekanik dayanıklılık ve uygun partikül büyüklüğü

5. Kimyasal ve termal dayanıklılık

6. Mikroorganizmalara karsı dirençli olma

7. Ucuzluk

8. Zehirsizlik
İmmobilizasyon sırasında enzim molekülleri konformasyonel değişikliğe uğrayabilir. İmmobilize enzimin zincir hareketleri çeşitli faktörlere bağlıdır. Bunlar, immobilizasyonda kullanılan kimyasalların tipi, destekle enzimin karşılıklı etkileşmesi, aktifleştirici veya çapraz bağlayıcı kimyasallar ile enzimin etkileşmesi olarak belirtilebilir. Enzimler içinde bulundukları çevreden etkilenirler. Enzimin katı destek üzerinde immobilizasyonu enzimin etrafındaki mikro çevreyi etkileyebilir, bu da enzimin görünen davranışları üzerinde aşağıda belirtildiği gibi bazı değişiklikler oluşturur:
1. Bölme etkisi

2. Difüzyon sınırlaması

3. Yapısal değişiklikler

4. Sterik sınırlamalar

5. İnaktivasyon
1. Bölme etkisi: Poliiyonik destek kullanıldığında iyonik yapıya sahip substrat, tepkime ortamında homojen olarak dağılmaz ve enzim çevresinde farklı derişimde bulunabilir. Ölçülen derişim değerleri genellikle kütle fazından yapılır. Bölme etkisi çok gözlenen bir durumdur. Ayrıca, çözünen madde ile polimerik destek arasında hidrofobik etkileşmeler de olabilir.
2. Difüzyon sınırlaması: Difüzyonel sınırlama, fiziksel büyüklük ile ilgilidir. Eğer polimer desteğinin gözenek çapı substrat molekülünden küçük ise substratın destek içine difüzlenmesi ve enzim ile temasa geçmesi engellenir ve bunun sonucu olarak da herhangi bir tepkime meydana gelmez.
3. Yapısal değişiklikler: Enzim immobilizasyonunda, enzim yapısının belli bir pozisyonda uzun süre korunması ile enzim ve destek materyali arasında çok sayıda bağlanma oluşabilir. Enzimin katalitik aktifliği yapısal değişmelere bağlı olduğundan Km ve/veya Vmax değerlerinde de farklılıklar, enzim aktifliğinde azalmalar olabilir.

4. Sterik sınırlamalar: Eğer immobilize enzimin aktif uçları substrat molekülünün yaklaşmasına elverişli pozisyonda değil ise sterik problemler ortaya çıkar. Örneğin enzimin aktif gurupları destek maddesine dönük ise substratın aktif merkeze yaklaşması engellenir. Enzim polimerik kafeste hapsedildiğinde, substrat moleküllerinin enzime yaklaşıp direk temasa geçmesi matriks tarafından engellenebilir.
5. İnaktivasyon: Zor tepkime şartlarında (örneğin yüksek pH, ortamda serbest radikallerin, oksitleyici reaktiflerin varlığı gibi) gerçekleşen immobilizasyon işlemleri enzimin bir kısmının veya tamamının aktifliğini yitirmesine sebep olabilir. Böylece immobilize edilmiş enzimin spesifik aktifliği, serbest enzimin aktifliğinden oldukça düşük olabilir. Enzim, herhangi bir konformasyonel değişim olmaksızın aktifliğini kaybedebilir.
2.3.1.1. Enzim İmmobilizasyon Yöntemleri

Enzim immobilizasyonu için kullanılan çeşitli yöntemler vardır. İmmobilizasyon prosesi ve immobilizasyon yöntemleri şematik olarak Şekil 2.1 ve Şekil 2.2’de gösterilmiştir.
[image: image2.emf]Şekil 2.1 İmmobilizasyon prosesi
[image: image3.emf]Şekil 2.2 İmmobilizasyon yöntemlerinin şematik gösterimi
Taşıyıcıya Bağlama Yöntemi
Taşıyıcıya bağlama en eski immobilizasyon yöntemidir. Taşıyıcıya bağlama, biyokatalizörün suda çözünmeyen taşıyıcıya kovalent bağlar, iyonik bağlar, fiziksel adsorpsiyon veya biyospesifik etkileşimler ile bağlanmasına dayanan bir yöntemdir. Enzime göre taşıyıcı seçimi çok önemlidir. Taşıyıcı seçiminde; partikül büyüklüğü, toplam yüzey alanı, hidrofilik grupların hidrofobik gruplara oranı ve taşıyıcının kimyasal bileşimi gibi ölçütler esas alınır (Tanaka ve Kawamoto, 1999).

Suda çözünmeyen polisakkaritler (örn. selüloz, dekstran ve agaroz türevleri), proteinler (örn. jelatin ve albumin), sentetik polimerler (örn. polistiren türevleri, iyon değişim reçineleri ve poliüretan) ve inorganik materyaller (örn. tuğla, kum, cam, seramik ve magnetit) gibi çeşitli çözünmeyen materyaller doğrudan veya özel modifikasyon veya aktivasyon sonrası kullanılabilir (Tanaka ve Kawamoto, 1999).
● Kovalent Bağlama Yöntemi
Enzim ile suda çözünmeyen ve mekanik kararlılığa sahip aktifleştirilmiş taşıyıcı arasında kovalent bağ oluşumu enzimlerin immobilizasyonu için oldukça sık kullanılan bir tekniktir, fakat kovalent bağlayıcı ajanların toksisitesi ve doğru immobilizasyon koşullarının bulunmasının zorluğundan dolayı hücreler için kullanımı azdır. Bu teknik enzim türevlerinin kararlı olmasını sağlar ve enzimin çözeltiye geçmesini engeller (Carr ve Bowers, 1980). 
Kovalent bağlanma, genellikle enzimin yapısının ve fonksiyonel gruplarının bilindiği durumlarda kullanılır. Enzim immobilizasyonunda, enzimin özellikleri, aktif ucunun yapısı, pH, sıcaklık ve organik çözücüler gibi faktörlerden dolayı sınırlı sayıda yöntem kullanılabilir (Glick, 1979; Srere ve Uyeda, 1976).

Kovalent bağlı taşıyıcı-enzim kompleksinin aktifliği doğal enziminkinden farklı olabilir. Bu farkın büyüklüğü taşıyıcı materyalin biçim ve büyüklüğüne, etkileşme yönteminin doğasına, taşıyıcı materyalin bileşimine, enzim yapısına ve reaksiyon sırasındaki spesifik şartlara bağlıdır (Dumitriu et al., 1988).

Kovalent bağlanma ile immobilizasyon iki basamakta gerçekleştirilir. Birinci basamak taşıyıcının aktifleştirilmesi, ikinci basamak enzimin kovalent bağlanması şeklindedir (Şekil 2.3.). Taşıyıcı; hidroksil, karboksil, amino, tiyol gibi fonksiyonel gruplar taşımalıdır. Bu fonksiyonel grupların yapısına bağlı olarak siyanojen bromür, epiklorhidrin, glutaraldehit, karbodiimit, siyanürik klorür gibi çeşitli aktifleyici maddeler kullanılabilir.

[image: image4.emf]Şekil 2.3 Kovalent bağlanma ile immobilizasyon
İmmobilizasyonda kullanılacak olan taşıyıcı, reaktif gruplara sahip değilse, yardımcı bir reaktif ile aktive edilmesi gerekmektedir. İmmobilizasyon çok yumuşak koşullarda (oda sıcaklığı, nötral pH vb.) gerçekleştirilmelidir. Taşıyıcı suda çözünmemeli fakat çok da hidrofobik karakterli olmamalı, suda ıslanabilmeli, ayrıca mekanik kararlılığa sahip olmalıdır. Bu tür taşıyıcıların seçiminde enzim-taşıyıcı bağlanmasının aktivite için zorunlu gruplar üzerinden olmaması yanında taşıyıcının enzimler tarafından parçalanmaması, mikroorganizma üremesine olanak vermemesi, pH ve çözgenlere karşı dayanıklı olması gibi özelliklere sahip olmasına dikkat edilmelidir (Uygun, 2006).

Kovalent bağlama yöntemi aşağıdaki avantajlara sahiptir:

i)   Enzim taşıyıcıdan sızmaz veya ayrılmaz.

ii) Enzim taşıyıcı yüzeyinde tutunduğu için substrat ile kolaylıkla temasa geçebilir.

iii) Enzim ve taşıyıcı arasındaki güçlü etkileşimden dolayı enzim kararlılığı genellikle artar.

Bunların yanında kolavent bağlamanın kimi dezavantajları da vardır:

i) Enzimin toksik ajanlara veya sert reaksiyon koşullarına maruz kalmasından dolayı ürün verimindeki düşüş.

ii) İmmobilizasyon için optimum koşulların bulunmasındaki zorluk.

iii) Taşıyıcının yenilenmesi ve enzimin destek maddesinden geri kazanılmasının imkansız olması.

Sonuç olarak, bu yöntem taşıyıcıya kovalent olarak bağlanarak kararlılığını anlamlı bir şekilde arttıran pahalı enzimler için çok uygundur.

● İyonik Bağlama Yöntemi
İyonik bağlama ile immobilizasyon, enzimin yüklü grupları ile taşıyıcının karşıt yükleri arasındaki çekim kuvvetlerine dayanır. Enzim, iyon değiştirme yeteneğine sahip ve suda çözünmeyen taşıyıcıya iyonik olarak bağlanır. Katalazın iyon değiştirici selüloza bağlanma yeteneğinin bulunmasından itibaren (Mitz, 1956), iyonik bağlama yöntemi birçok enzimin immobilizasyonunda kullanılmaktadır. Prosedür çok basit olup taşıyıcının yenilenmesi ve enzimin taşıyıcıdan geri kazanımı çok kolaydır (Chibata et al., 1972). 
İyonik bağlamada, enzimin taşıyıcıya bağlanması kullanılan tampon, pH, iyonik şiddet ve sıcaklıktan etkilenir. İmmobilizasyon koşulları yumuşak koşullarda gerçekleştiğinden enzimin konformasyonunda ve aktif merkezinde değişikliğe neden olmaz ancak, taşıyıcının yenilenmesinin ve enzimin geri kazanımının kolay olmasının yanında enzim ile taşıyıcı arasındaki bağ, kovalent bağ kadar güçlü olmadığından enzim kaçışı söz konusudur. Geniş çeşitlilikteki iyon değişim reçinelerine ilaveten iyon değişim grubuna sahip polisakkaritler de bu amaç için kullanılabilir.

● Fiziksel Adsorpsiyon Yöntemi
Adsorpsiyon yöntemi en eski ve basit immobilizasyon yöntemidir (Nelson ve Griffen, 1916). Adsorpsiyon yöntemi ile enzimin immobilizasyonu katı matriks üzerinde enzimin fiziksel adsorpsiyonuna veya iyonik bağlanmasına dayanır. Fiziksel adsorpsiyonda immobilizasyondan sorumlu kuvvetler taşıyıcı ve enzim arasındaki hidrojen bağları, Van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkileşmelerdir (Chen et al., 1996).

Enzim, hiçbir modifikasyon gerekmeksizin immobilize olmasına rağmen, fiziksel etkileşimler iyonik bağlardan daha zayıftır ve sıcaklık ve çözünen madde derişimi gibi çevresel faktörlere karşı daha duyarlıdır. Hücresel organeller ve değişik tipteki hücreler bu yöntem ile kolaylıkla immobilize edilebilir.
Taşıyıcılar çok değişik türde olmakla birlikte iyi bir adsorpsiyon sağlayabilmek için genellikle taşıyıcının bir ön işlemden geçirilmesi gerekmektedir. Enzim immobilizasyonunda en çok kullanılan taşıyıcılar: aktif karbon, gözenekli cam, diatome toprağı, kalsiyum karbonat, kül, kollodyum, silikajel, bentonit, hidroksiapatit, nişasta, gluten ve kalsiyum fosfattır.

Taşıyıcının yenilenmesi uygun koşullar altında başarılabilir. Fiziksel adsorpsiyonu takip eden gluteraldehit ile çapraz bağlama bazen immobilize enzimin kararlılığına yardım edebilir.
Adsorpsiyon yönteminin kimi avantajları vardır. Bunlar: Enzim immobilizasyon işleminin basit oluşu, değişik biçim ve yükteki taşıyıcıları seçme olanağı vermesi ve bir yandan immobilizasyon gerçekleştirilirken diğer yandan enzim saflaştırılmasına izin vermesidir. İşlem çok kolay olup yumuşak koşullarda gerçekleştiği için enzim aktiviteleri üzerine olumsuz etkileri olmamaktadır. Yöntemin sakıncaları ise; optimum immobilizasyon koşulların saptanmasının çok güç olması, enzim ile taşıyıcı arasındaki bağın güçlü olmadığı durumlarda enzimin reaksiyon ortamına kaçarak ürünü kirletmesi olarak sıralanabilir.
● Biyospesifik Bağlama Yöntemi
Biyospesifik bağlama yöntemi, çoğunlukla afinite ayırması işlemlerinde kullanılan koenzimler, inhibitörler, efektörler, lektinler ve antikorlar gibi bileşikler ile enzimler arasındaki biyospesifik etkileşime dayanır. Eğer etkileşim kuvvetli ise enzim bu bileşiklerden biri ile konjugat oluşturarak taşıyıcıya bağlanır. Bunun yanında, enzimler ile bağlandıklarında onları inaktive ettiklerinden dolayı antikorlar ve inhibitörler iyi bir seçim olmazlar. Lektin ile spesifik karbohidrat birimleri içeren enzimler arasındaki etkileşim, bu uygulamalar için faydalıdır (Sulkowski and Laskowski, 1974). Glikoprotein olan lektinler, spesifik karbohidrat birimi ile sıkı bir şekilde bağlanır. En çok kullanılan lektinlerden biri konkanavalin A’dır. Birçok enzim glikoprotein olduğundan dolayı lektinlerin kullanım alanı vardır.

Çapraz Bağlama Yöntemi
Küçük moleküllü bi- ve multi- fonksiyonel reaktifler enzim molekülleri arasında bağlar yaparak suda çözünmeyen komplekslerin oluşmasını sağlar. Bu yöntem üç boyutlu çapraz bağlanmış enzim oluşumu esasına dayanmaktadır. Çapraz bağlanma ile enzimlerin immobilizasyonu çok basit olmasına rağmen enzimlerdeki özel fonksiyonel grupların çapraz bağlayıcı olarak kullanılabilmesi için gereken şartların seçimi ve oluşturulması zordur (Sanjay ve Sugunan, 2006). Enzim aktifliği, tepkime süresi, sıcaklık, iyonik şiddet, pH, çapraz bağlayıcı madde ve enzim derişimi gibi faktörlere ve bunlar arasındaki dengeye bağlıdır. Bu yöntemin en önemli avantajı, tek bir işlemde enzimleri immobilize etmek için iki ya da çok fonksiyonlu maddelerin kullanılabilmesidir. Bu yöntemin dezavantajı ise yüksek aktiflik gösteren immobilize enzim elde etmek için moleküller arası çapraz bağlanma reaksiyonunun kontrol edilmesindeki zorluklardır. Çapraz bağlayıcı olarak enzim immobilizasyonunda kullanılan çok fonksiyonlu maddeler, diazobenzidin, 1,5-diflor-2-4-dinitro benzen, glutaraldehit, klorformat, karbonildiimidazol, heterosiklik halojenürler, bioksiranlar, divinilsülfonlar, p-benzokinon, geçiş metal iyonları epiklorhidrinler, triklor-s-triazin, hekzametilen diizosiyanat, 2,4- diizotiyosiyanotoluendir (Gürsel et al., 2003).

Tutuklama Yöntemi
Bu yöntem, polimerik matriks yapısında veya yarı geçirgen membranlarda mikrokapsülleme ve miseller ile enzimin hapsedilmesine dayanır (Arıca ve Hasırcı, 1987). 
Enzim sulu monomer veya polimer çözeltisinde çözülür. Polimer oluşumu ve/veya çapraz bağlanma ısıyla, gama radyasyonu veya UV ışınlarıyla başlatılır ve oluşan hidrofilik polimer içinde enzim hapsedilir (Arıca ve Hasırcı, 1987; Michael, 1980).
 Polimerik matriks yapısının, substrat ve ürünün difüzyonuna izin verirken proteinin difüzyonunu engellemesi için yeteri derecede sıkı olması gerekir. Bu yöntem, her çeşit enzimi, diğer biyokatalizörleri, bütün hücreleri veya farklı çaptaki mikroorganizmaları hapsetmek için kullanılabilir (Dumitriu, 1988).

Bu yöntemi, kovalent bağlama ve çapraz bağlama ile immobilizasyondan ayıran en önemli özellik biyokatalizörün fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir taşıyıcıya bağlanmamış olmasıdır. Tutuklama yöntemi beş ana grupta sınıflandırılabilir:

i) Kafes (polimer martikste tutuklama), ii) mikrokapsül, iii) lipozom, iv) membran ve v) ters misel.

● Kafes Tipi Tutuklama Yöntemi:

Kafes tipi hapsetme yöntemi, suda çözünmeyen çapraz bağlı polimerlerin boşlukları içinde enzimin tutulması esasına dayanır. Bu yöntemde enzim içeren monomer veya polimer çözeltilerine UV veya gama ışınları uygulayarak yüksek oranda çapraz bağlı bir polimer şebekesi oluşturulur. Enzim molekülleri fiziksel olarak polimer kafes içerisinde tutulur ve jel matriksin dışına çıkamaz, fakat substrat ve ürün bu şebeke içerisine sürekli olarak girip çıkabilir. Bu yöntemin sahip olduğu avantajlar aşağıda verilmiştir:
1. Çapraz bağ oluşumunda kullanılan gama veya UV ışınları enzim yapısını ve aktifliğini kimyasal proseslerden daha az etkiler.
2. Ortamdaki çapraz bağlayıcı ve monomer derişimini değiştirmek suretiyle farklı büyüklükte gözenek içeren polimerik kafes üretilebilir.

3. Polimerleşme genelde hem kolay hem de hızlı bir şekilde gerçekleştirilir (Saburo ve Atsuo, 1985; Cinderalla et al., 1988; Michael, 1980; Kaetsu et al., 1979).
Bu yöntemin dezavantajları çapraz bağlı polimer şebekesinden enzimin sızması, yalnızca küçük hacimli substratlar için sınırlı olması ve makromoleküler substratlar için çok düşük aktiflik göstermesidir.
Kafes tipinde, biyokatalizör çeşitli polimerlerden birinin matriksi içine tutuklanır (Tanaka ve Kawamoto, 1999). Polimerizasyon ve çapraz bağlamanın oluştuğu ortamda biyokatalizörün de bulunması halinde çapraz bağlama sonucu oluşan kafeslerde (odacıklarda) tutuklanmaktadır. Bu amaçla en çok kullanılan polimer N,N'-metilenbisakrilamid ile çapraz bağlanmış poliakrilamiddir. Yöntem, yüksek derecede çapraz bağlı bir polimerin biyokatalizör çözeltisi içinde oluşturulması temeline dayanır. Polimerleşme sonucu, biyokatalizör, çapraz bağ ağları arasında tutuklanmakta ve böylece ana çözeltiye geçmesi engellenmektedir. Çapraz bağ yüzdesi öyle ayarlanmalıdır ki, biyokatalizör tutuklanabilmeli fakat substrat moleküllerinin biyokatalizöre ulaşmasına engel olmamalıdır. Bu yöntemle immobilize edilen biyokatalizörlerin asıl özelliklerinde bir değişme beklenmez. Ancak taşıyıcının tipi ve enzimatik reaksiyonlar bölgesel mikroçevre etkilerinin oluşmasına neden olmaktadır. Örneğin, taşıyıcının yüklü olması immobilize biyokatalizörün özelliklerinde doğal biyokatalizörlere göre çok önemli değişmelere neden olmaktadır. Bu yöntem; çok kolay uygulanması, gerçek bir fiziksel yöntem olması ve çok az miktarda biyokatalizör ile gerçekleştirilmesi gibi avantajlara sahiptir. Kimyasal bir bağlanma olmadığı için nötral, suda çözünmeyen taşıyıcıların da kullanımına olanak vermektedir. Yöntemin sakıncaları ise; immobilizasyon işlemi sırasında inaktivasyonun deney koşullarına çok sıkı bağımlı oluşu ve immobilize biyokatalizörün sadece küçük moleküllü substratlara karşı iyi bir aktivite göstermesidir.

● Mikrokapsül Tipi Tutuklama Yöntemi

Mikrokapsül tipi immobilizasyon yönteminde, enzim molekülleri 10-1000 μm çaplı küçük sentetik polimerin mikrokapsülleri içine tutuklanır. İmmobilizasyonda kullanılacak olan yarı geçirgen membran, büyük protein veya enzimlerin mikrokapsül dışına çıkmasına engel olurken, küçük substrat ve ürün moleküllerinin serbestçe giriş-çıkışına izin verir. Substrat molekülleri ne kadar küçükse bu yöntem ile immobilize edilmiş enzimin verimliliği o ölçüde yüksek olacaktır. Enzimlerin mikrokapsüllenmesi için iki yöntem kullanılır. Bunlar faz ayrımı ve ara yüzey polimerizasyonudur.
Faz ayrımı yönteminde, enzim ve mikrokapsülü oluşturan çözelti damlalar şeklinde çöktürücüye ilave edilir. Ara yüzey polimerizasyonun da ise enzimin sudaki çözeltisi, suyla karışmayan organik çözelti içerisinde emülsiye edilir. Ortama eklenen polimer çözeltisi, enzim mikro damlalarının etrafında membran oluşturur. Böylece enzim polimerik membran tarafından sarılarak mikrokapsüllenmiş olur (Şekil 2.4.).

Mikrokapsülleme yönteminde herhangi bir kimyasal bağlanma olmadığından enzim aktifliği serbest enzim aktifliğine yakındır. Bu yöntem ile oldukça büyük yüzey-hacim oranına ulaşılır (İnam et al., 2001). Bu oranının büyük olması da mikrokapsül içerisinde oluşan enzim substrat reaksiyonu olasılığını arttırır. Bu yöntemde, mikrokapsül oluşumu sırasında yüksek protein konsantrasyonuna gerek olması ve yüksek molekül ağırlıklı substrat ve ürünler gerektirmesi gibi dezavantajlar söz konusudur.
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● Lipozom Tipi Tutuklama Yöntemi

Lipozom tipinde, lipitlerden oluşmuş amfipatik sıvı-yüzey aktif madde membranı içine tutuklama yapılır (Tanaka ve Kawamoto, 1999).

● Membran Tipi Tutuklama Yöntemi

Membran tipinde biyokatalizör, reaksiyon çözeltisinden ultrafiltrasyon membranı, mikrofiltrasyon membranı veya hollow-fiber ile ayrılmıştır (Tanaka ve Kawamoto, 1999).

● Ters Misel Tipi Tutuklama Yöntemi

Ters misel tipinde biyokatalizör, yüzey aktif madde ile bir organik çözgenin karışımı ile oluşturulan ters miseller içine tutuklanmıştır (Tanaka ve Kawamoto, 1999).

Tutuklama yönteminin en önemli avantajı, sadece tek bir enzimin değil çoklu enzimlerin, hücresel organellerin ve sağlam ve muamele görmüş hücrelerin de immobilize edilebilmesidir. Bunun yanında dezavantajları ise: i) yüksek molekül kütleli substratların tutuklanmış biyokatalizörlerin yanına yaklaşamaması ve ii) taşıyıcının yenilenmesinin zor olmasıdır. Tutuklama yöntemleri arasında kafes tipi en fazla kullanılandır (Tanaka ve Kawamoto, 1999).
2.3.2. Nanotaşıyıcılarda Enzim İmmobilizasyonu
2.3.2.1. Nanoyapıların Enzim Çalışmalarında Kullanılması
Enzimler nanometre ölçekte her yerde bulunabilen biyokatalizörlerdir. Enzimlerin potansiyel uygulamaları iyi tanınmalıdır (Ball, 2001; Koeller ve Wong, 2001; Schmid et al., 2001). Enzimler, çamaşır deterjanları, kimyasal sentezler, farmakotikaller, biyosensörler, biyoağartıcılar, polimeraz zincir reaksiyonları, proteomik analizlerde protein sindirimi, yapısını ustalıkla yönetmekle geliştirilebilir. Enzimlerin yüzeylerine tutturulduğu gözenekli olmayan materyallerde, desteğin birim kütlesine enzim yüklenmesi esnasında, minumum biyoyakıt hücereleri gibi pek çok ürün ve endüstriyel süreçlerde kullanılabilmektedir. Enzimler, spesifiteleri sayesinde pek çok uygulama alanına sahiptirler, fakat kısa ömürleri yüzünden kullanımları sınırlı kalmaktadır. Enzim kararlılığındaki gelişmeler pek çok pratik uygulamalara olanak sağlamaktadırlar. Gereksinim duyulan enzim miktarı azaltılabilir, enzim reaktörlerinin ömrü uzatılabilir, enzimin tekrar kullanılabilirlik potansiyeli arttırılabilir, biyosensörler için mükemmel sinyaller sağlanabilir. Enzim kararlılığını arttırmak için pek çok yaklaşım vardır:

Enzim immobilizasyonu
Enzim modifikasyonu

Protein mühendisliği

Ortam mühendisliği
Enzim immobilizasyonu, enzim moleküllerinin, adsorpsiyon, kovalent bağlama veya kapsülleme yöntemleri yardımıyla, geniş yapıların içine veya üzerine takılmasını içerir (Tischerand Kasche, 1999; Livage et al., 2001). Genellikle, enzim molekülünün destek materyale pek çok bölgeden bağlanması protein katlanmasını azaltır, ve böylece  kararlılık sağlanır (Mozhaev et al., 1990). Son yıllardaki çapraz bağlı enzim kristalleri (CLECs) ve çapraz bağlı enzim kümeleri (CLEAs) enzim kristalleri (molekülleri) arasındaki çok yönlü ilişkiye dayanır (Haringand Schreier, 1999; Cao et al., 2000; Lopez-Serrano et al., 2002; O’fagain, 2003).
Enzim modifikasyonu ise enzim moleküllerindeki kovalent tepkimeler ile tanımlanır. Enzim moleküllerinin yüzeyine fonksiyonel gruplar ve polimerler eklenmesi, enzimin yüzey özelliklerini değiştirebilir ve böylece kararlılık sağlanabilir (Mozhaev et al., 1990; Mozhaev, 1993, Desantis ve Jones, 1999; Govardhan, 1999).
Protein mühendisliği, moleküler biyoloji tekniklerinde kullanılmak üzere daha kararlı yapılar elde etmek için enzim moleküllerindeki aminoasit gruplarını değiştirmeyi içerir (Arnold et al., 2001; Lehmann ve Wyss, 2001; Brannigan ve Wilkinson, 2002; O’fagain, 2003).

Tepkime ortamı mühendisliği ise enzim yapısını etkileyen çevresel faktörleri (organik çözücüler veya tuz çözeltileri gibi) değiştirmeyi içerir (Mozhaev, 1993; Klibanov, 2001; Lee ve Dordick, 2002).
Enzim immobilizasyonu için geniş yüzey alanına sahip çeşitli nanoyapılar, enzim kararlılığı sağlamak için geliştirilmişlerdir (Jungbae K. et al., 2006).
Nanopartiküller
Enzim immobilizasyonu, sürekli operasyon ve enzim saflığı için kullanılan geniş ölçekte uygulanabilen popüler bir stratejidir. İmmobilize enzimlerin zayıf biyokatalitik etkileri ticari kimyasal proseslerle yarışmak için  geniş ölçekte biyoproseslerin gelişimini  kısıtlamaktadır (Caruana, 1997; Demirjian et al., 1999).
Biyokatalitik etkinliğin gelişimi, taşıyıcı materyallerin difüzyon kısıtlaması görülür. Diğer yandan, gözenekli materyaller yüksek enzim yükleme özelliği gösterseler de substrat difüzyon kısıtlaması daha fazla olur (Jungbae K. et al., 2006).
Enzim taşıyıcı materyalin boyutundaki azalma genellikle immobilize enzimin etkinliğini geliştirir. Yüzeye bağlanmalarda, küçük partiküller enzimin tutulabilmesi için daha geniş yüzey alanına sahiptirler, bu sayede partikülün birim kütlesi başına bağlanan enzim miktarı artar (Jia et al., 2003). Gözenekli materyallere enzim immobilizasyonunda, küçük gözenekli partiküllerde büyük gözenekli partiküllere oranla substrat difüzyonu az olduğundan, daha düşük kütle transfer direnci beklenir. Son yıllarda, enzim immobilizasyonu için, destek materyal olarak nanoyapıların kullanımına büyük ilgi vardır (Daubresse et al., 1996; Martins et al., 1996; Caruso ve Schuler, 2000, Chen ve Su, 2001; Liao ve Chen, 2001; Jia et al., 2003). Nanopartiküllerin birim kütlesi başına düşen yüzey alanı geniş olduğundan, nanopartiküller üzerine enzim bağlanması etkili bir şekilde başarılabilir (Chen ve Su, 2001). Dahası, nanopartiküller, enzim immobilizasyonundaki optimizasyon çelişkilerine ideal çareler sunar: minimum difüzyonal sınırlılık, birim kütle başına maksimum yüzey alanı, yüksek miktarlarda enzim bağlama (Jungbae K. et al., 2006).

Performans özelliklerine ek olarak, nanopartiküllerin çözeltideki davranışları, hem homojen hem de heterojen katalizler arasındaki geçiş bögesini de vurgular. Partikül boyutu ve çözelti viskozitesine bağlı olan partikül hareketliliği, partiküllere immobilize edilmiş enzimin asıl aktivitesini etkiler (Jia et al., 2003).
Nanofiberler
Nanopartiküller pek çok özelliklerinden dolayı enzim immobilizasyon çalışmalarında istenen destek materyallerdendirler fakat, tepkime ortamındaki dağılımları ve tekrar kullanılabilirlik sorunları ortaya çıkmıştır. Nanofiberler, bu kısıtlamaların üstesinden gelerek nanoboyutta materyallerin özelliklerinde avantajlar sağlamıştır. Örneğin, elektrospun nanofiberler enzim immobilizasyonu için geniş yüzey alanına sahiptirler. Gözenekli nanofiberler,  küçük boyutta oldukları için, tepkime ortamından enzim aktif bölgesine kadar substrat difüzyon yolunu azaltabilirler. Elektrospun nanofiberler durağandırlar ve kolayca ayrılabilirler ve çok gözenekli yapılarda substratın kütle transferi proseslerinde kullanılabilirler. Elektrospin yöntemiyle 120 nm çapında CT immobilizasyonunda kullanılmak üzere polistiren nanofiberleri üretilmiştir (Jia et al., 2002).
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Şekil 2.5 Enzimlerin kovalent bağlandığı 130 nm çapındaki polistiren nanofiberleri 
Nanofiberler üzerine enzim immobilizasyon tekniği, yüksek aktivite ve kararlılık sağlar. Biyodönüşüm ve biyosensörler gibi pahalı enzimlerin kullanıldığı potansiyel uygulamalar için ekonomik bir enzim sistemi yaratır (Jungbae et al., 2006).
Enzim Enkapsülasyonunda Kullanılan Nanoyapılar
Avnir ve arkadaşlarının (1994) sol-jel matrikslere enzimlerin aktivitelerini incelemek üzere enzim enkapsülasyonunu yaptıklarından beri, enzim immobilizasyonu için sol-jel yaklaşımı ile enzim enkapsülasyonu en popüler yöntemlerden biri haline gelmiştir. Bu sentetik protokolde, tetrametilortosilikat (TMOS) veya tetraetilortosilikat (TEOS) “sol” içinde hidroliz edilir ve sol içine enzim çözeltisinin eklenmesi “jel” oluşumuna neden olan kondensasyon tepkimesini başlatır. Böylece enzimler silikat matrikslere enkapsüle olurlar. Bu yaklaşımda, 0.1-500 nm aralığında boyutlara sahip oluşan silikat matrikslerde çeşitli kanallar ve gözenekler oluşturulur. Bu sistem, enkapsüle olmuş enzimleri korumak için iyi bir optimizasyon gerektirir. Enzim korunursa, enzim molekülü sol-jel gözeneklerini kapatarak enkapsüllenmiş enzimin denatürasyonunu ve katlanmalarını önler. Böylece enzim kararlılığı sağlanır (Gill et al., 1999). Enzimler silikat formasyonunun erken evrelerinde eklendiklerinden, sol-jel yaklaşımında enzimler sıkıca hapsedilebilmektedirler (Jungbae et al., 2006).
Bu yöntem ile yapılan enzim immobilizasyonunda, enkapsüle enzimler serbest enzime oranla daha kararlıdırlar, nanoyapılı partiküllerin mekanik kararlılıklarından dolayı akışlı reaktörlerde kullanılabilirler. Genel sol-jel enkapsülasyonu, tepkime ortamından enzim aktif bölgesine kadar substratın kısıtlı kütle transferinden dolayı genellikle zayıf aktivite ile sonuçlanır, fakat silika nanoyapılar nanometre ölçekteki partiküller içinde substratın kütle transfer kısıtlamasını azaltarak enzim aktivitesinde gözlenebilen gelişme sağlar (Jungbae et al., 2006).
Tek Enzim Nanopartikülleri (SEN)
Enzim kararlılığını sağlamak için kullanılan yeni yöntemlerden birisi de SEN adı verilen nanometre ölçekteki yeni enzim kompozitleridir  (Kim ve Grate, 2003). Her enzim molekülü, birkaç nanometreden de ince organik/inorganik gözenekli kompozit ağlarla çevrilmiştir. SEN hazırlanması, sol-jel içine enkapsülasyon, polimer veya kompozit yapılara immobilizasyondan farklı, yeni bir yaklaşımdır. Serbest enzimleri SEN’lere dönüştürmek, SEN’lerin nanoölçekteki yapıları, substrat üzerinde önemli kütle transfer kısıtlamalarına sebep olmadığı için, daha kararlı bir katalitik aktivite sağlayabilir. SEN sentezi, enzimlere uzun süreli bir kararlılık sağlayamayan yüzey aminoasit modifikasyonu veya polimer bağlama gibi enzim modifikasyonlarından farklıdır. Şekil 2.6.’da SEN’in enzim enkapsülasyonundan ve enzim modifikasyonundan farkı şematik olarak görülmektedir (Jungbae et al., 2006).
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Şekil 2.6 Tek enzim nanopartikül (SEN) yaklaşımının enzim enkapsülasyonu ve 
               modifikasyonu yaklaşımları ile şematik olarak karşılaştırılması  (Jungbae et al., 
               2006)
Tek enzim nanopartikül (SEN) yapısında, enzim hibrid polimer ağa pek çok noktadan kovalent bağlanarak tutunur. Her enzim molekülü etrafındaki ağın inceliği birkaç nanometreden daha küçüktür. Ağ, substratın enzim aktif bölgesine kolayca ulaşabilmesi için gözenekli bir yapıya sahiptir. Şekil 2.7’de nanoölçekteki ağ yapıların SEN-CT çalışması esnasında transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile çekilmiş fotoğrafları görülmektedir (Jungbae et al., 2006).
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Şekil 2.7 SEN-CT’nin TEM görüntüleri
SEN’ler, enzim sistemlerinin aktif ve kararlı formlarıdır. Nanometre ölçeğinde oldukları için, mezogözenekli yapılara da immobilize edilebilirler. Mezogözenekli yapılar geniş yüzey alanına sahip oldukları için SEN’lerin bu mezogözenekli yapılara immobilizasyonu iyi enzim aktivitesi sağlar. SEN’lerin (enzimlerin aktif ve kararlı formları) mezogözenekli yapılarla kombinasyonu biyosensör ve diğer biyokatalitik süreçler gibi çeşitli uygulamalar için de uygundur (Jungbae K. et al., 2006).
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Şekil 2.8. SEN’lerin nanogözenekli silikaya immobilizasyonu (Jungbae et al., 2006)

2.4. Kromatografik Teknikler
2.4.1. Kromatografinin Tanımı
Kromatografi terimi biyomoleküllerin saflaştırılmasında en yaygın olarak kullanılan bir takım teknikleri tanımlar. Kromatografi, bir durağan ve bir hareketli faz arasında moleküllerin diferansiyel etkileşimlerine dayalı bir “ayırma teknikleri ailesi”dir. IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) ise kromatografiyi, kimyasal maddelerin iki ortam arasında dağılmaları ile gerçekleşen fiziksel bir ayırma tekniği olarak tanımlar. Burada ortamlardan  (veya fazlardan) biri durağan, diğeri ise hareketlidir; ilki bir sıvı veya katı olabilir diğeri ise sıvı veya gaz olabilir. Ayrılacak olan maddeler, durağan ve hareketli fazlar arasında belirlenen bir yönde hareket ederek dağılırlar. Farklı maddeler farklı derecelerde dağılırlar ve bundan dolayı biri diğerinden ayrılır. Analitik ve preparatif olabilen işlem, biyokimyasal araştırmalarda yaygın olarak kullanılmaktadır. Kromatografi diğer yöntemlerle ayrılması zor hatta olanaksız olan birbirine çok benzer bileşiklerin ayrılmasına da olanak sağlar. Ürünün geri kazanımı genellikle basittir ve kromatografik teknik genellikle laboratuvardan büyük ölçeğe taşınabilir. Kromatografik ayırma prensibi, moleküllerin hareketi iki kuvvet arasındaki denge ile saptanır. (Zihnioğlu F., Salnikow J., Kılınç A., 2000).
1) Hareketli fazın itici gücü (hidrodinamik güç), molekülleri çözünürlük (LC), uçuculuk (GC) larına bağlı olarak gelişen afinite ile taşınır.

2) Durağan fazın alıkoyucu gücü (adsorpsiyon, çözünürlük, bağlanma, iyonik etkileşim gibi); etkileşim halinde olduğu molekülleri tutar.

Farklı moleküller için farklı mobilitelerin olması nedeniyle kuvvetler arasındaki denge de farklı olur ve bileşenler ayrılır.
Moleküler özelliklerine göre kromatografik tekniklerin sıflandırılması Çizelge 2.2.’de gösterilmiştir. (Zihnioğlu F., Salnikow J., Kılınç A., 2000).

Çizelge 2.2 Kromatografik yöntemlerin sınıflandırılması
	Moleküler Özellik
	Kromatografi Yöntem

	Polarite
	Dağılma Kromatografisi

	Yük
	İyon Değişim Kromatografisi

	Moleküler Ağırlık
	Jel Geçirgenlik Kromatografisi

	Hidrofobik Özellikler
	Hidrofobik Etkileşim Kromatografisi

	Spesifik Molekül Bağlama Özellikleri
	Afinite Kromatografisi


2.4.2. Afinite Kromatografisi
Tüm biyolojik süreçler moleküller arası özgül ilişkilere dayalıdır. Bu ilişkiler bir protein ile düşük mol kütleli bir madde (substrat ve enzim gibi) arasında gerçekleşebilir fakat biyoözgül ilişkiler iki veya daha fazla biyopolimer ve proteinler arasında gerçekleşebilir. Afinite ligandı ile biyomolekül arasındaki ilişki tamamlayıcı grupların derecesi ile artar. Afinite kromatografisindeki biyolojik ilişkilere örnekler Çizelge 2.3’de verilmiştir (Öncel, 2004). 
Çizelge 2.3 Afinite kromatografisindeki biyolojik ilişkilere örnekler
	Ligand
	Saflaştırılan Molekül

	Antibadi
	Antijen, virüs, hücre

	İnhibitör
	Enzim (ligandlar genellikle substrat analoğu veya kofaktör analoğudurlar)

	Lektin
	Polisakkarit, glikoprotein, hücre yüzeyi reseptörü, membran proteini, hücre

	Nükleik asit
	Nükleik asit bağlayan  protein (enzim vaya histon)

	Hormon, vitamin
	Reseptör, taşıyıcı protein

	Şeker
	Lektin, enzim, veya diğer şeker bağlayan  proteinler


Aşağıdaki şekilde afinite kromatografisinin prensipleri gösterilmektedir. İlk basamakta taşıyıcı matriks seçilir ve aktive edilir. Eğer gerekiyorsa, taşıyıcının aktif bölgelerinden kovalent olarak uzatıcı kol takılır. Ligand adsorban ile uzatıcı kol üzerinden tepkimeye girer. Bazı durumlarda ligand-uzatıcı kol kombinasyonu ilk basamakta sentezlenir ve daha sonra taşıyıcıya tek basamakta immobilize edilir. Şekil 2.9’da afinite kromatografisindeki temel basamakların şematik gösterimi yer almaktadır (Öncel Ş., 2004).
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Şekil 2.9 Afinite kromatografisindeki temel basamakların gösterimi 
Bütün protein saflaştırma süreçleri iyi optimize edilmelidir, çünkü  hiçbir genel kural protein saflaştırmasının faktörlerini ve parametrelerini önceden belirleyemez. Fakat afinite kromatografisi sürecini etkileyen bazı genel faktörler ve bunların saflaştırma sürecine bağlantıları iyi bilinmektedir (Labrou et. al., 1994; Lowe, 2001). Bu faktörler genellikle istenilen ürünün doğası ve miktarı ile tespit edilerek kullanılır (Lowe et. al., 2001; Turkova et. al., 2002; Sadana et. al., 1994; Lutsch, 2002; Narayanan, 1994). Afinite Kromatografisinin başarısını etkileyen faktörlerden bazıları aşağıda verilmiştir:
1) Ligand seçimi

2) Geri kazanım

3) Tekrarlanabilirlik

4) Kararlılık ve ekonomiklik (Turkova, 2002)

Ligand seçimi en önemli parametrelerden biridir. Geri kazanım sürecin sonunda elue edilen biyolojik aktif protein miktarı ile belirlenir.
Tekrarlanabilirlik sürecin geçerliliğinin bir ölçüsüdür. Ligand kararlılığı da kullanılan kolonun dayanıklılığını ve sürecin maliyetini belirleyen önemli bir faktördür (Lowe, 2001).
Çizelge 2.4.’de afinite kromatografisinin alt dalları verilmiştir.
Çizelge 2.4 Afinite kromatografisinin alt dalları

	1. Hidrofobik Kromatografi

	2. İmmünoafinite Kromatografisi

	3. Kovalent Afinite Kromatografi

	4. Metal-Şelat Afinite Kromatografisi

	5. Moleküler Baskılama Afinite Kromatografi

	6. Membran-Temelli Afinite Kromatografi

	7. Afinite Kuyruk Kromatografi

	8. Lektin Afinite Kromatografisi

	9. Boya Ligand Afinite Kromatografisi

	10. Reseptör Afinite Kromatografisi

	11. Perfüzyon Afinite Kromatografisi

	12. Tiyofilik Afinite Kromatografisi

	13. Yüksek Performans Afinite Kromatografisi

	14. Afinite Yoğunluk Pertubation

	15. Kütüphane Türevli Afinite Kromatografi

	16. Afinite Çöktürme

	17. Afinite Elektroforez

	18. Afinite Kapiler Elektroforez

	19. Santrifüj Afinite Kromatografisi

	20. Afinite İtme Kromatografisi


2.4.2.1. İmmobilize Metal İyon Afinite Kromatografisi

İmmobilize metal iyon afinite kromatografisi (IMAC)  sabit bir destek üzerine kovalent olarak bağlanmış şelat oluşturucu bir grup tarafından tutulan bir metal iyonuna, sistein, histidin ve triptofan gibi dışarı ulaşabilir ve elektron verebilen aminoasitlere sahip proteinleri bağlamak suretiyle fonksiyon görür. İminodiasetat genel bir şelatlayıcı gruptur. Genel olarak kullanılan iyonlar Cu2+, Zn2+, Ni2+, Co2+ gibi sınırdaki hafif metallerdir. IMAC’da proteinin alıkonması, metal ile etkileşime girebilen asılı grupların sayı ve türüne bağlıdır. Proteinin büyüklüğü, ligand yoğunluğu, immobilize metal şelatın tabiatı, tuzun türü ve konsantrasyonu, çözücünün türü, sıcaklık ve pH gradienti ile elue edilirler. IMAC’da halen çözülmemiş birkaç konu vardır. Adsorbent yapısının optimize edilebilmesi ve proteinin alıkonma davranışının tamamıylan anlaşılabilmesi için, protein immobilize metal komplekslerinin gerçek yapılarının bilinmesi gerekmektedir. Adsorpsiyon/desorpsiyon hız sabiti, adsorbent kapasitesi ve partikül içi difüzite gibi mühendislik parametrelerin, çoğu protein sistemleri için geliştirilmesi gerekmektedir (Akgöl ve Denizli, 2004).
İmmobilize Metal İyon Afinite Kromatografisi (IMAC)’nin başlangıcı, Helfferich’in küçük moleküllerin “ligand değişim kromatografisi” ni öne sürdüğü 1961’e kadar uzanabilmektedir. Bu tekniğin temeli ve uygulamaları, Davankov ve Semechkin tarafından etraflıca gözden geçirilmiştir. Biorad tarafından pazarlanan  Chelex 100 gibi şelat yapıcı bir reçine, küçük metal iyonlarının bir katyon değiştirici olarak kullanıldığı iminodiasetat ligandlarını ihtiva eder. Makromoleküller için bir afinite ligand olan iminodiasetatın kullanımı, Porath ve arkadaşları tarafından 1975’e kadar geliştirilmedi. Daha sonra Porath, ligand değişimini de içine alan metal şelat etkileşim kromatografisinin bütün şekillerini kapsayan “immobilize metal iyon afinitesi” terimini ortaya koydu. Porath, bir protein molekülünün, metal iyon afinite etkileşimleri ile metal iyonlarına bağlanarak, saflaştırabildiğini gözlemledi. Katı bir destek üzerine metal iyonunu immobilize etmek için şelatlayıcı bir ajanın kullanımı, protein-metal etkileşimlerinin serbestlik derecesini azaltır. Bu kısıtlama, proteinlerin zengin saflaştırılması ve ayrılmasına olanak sağladığı gibi, denaturasyonu azaltabilir ve aktivitesini devam ettirebilir (Yavuz et al., 2005).
Bir IMAC kolonu, Cu2+, Zn2+, Ni2+, Co2+ gibi herhangi bir iyon çözeltisinin kolondan geçirilmesiyle yüklenebilir. Çözeltiyi kolondan geçirme işlemine, çözeltideki metal iyonu ile sabit fazda şelat oluşturan metal iyonu arasında bir denge oluşuncaya kadar devam edilir. İminodiasetikasit (İDA) gibi bir ligand, silika veya polimer bazlı olan katı destek materyale bağlanır. Kolon birkaç kez aşırı metal çözeltisiyle doldurulur ve uygun bir tampon ile dengeye getirilir. İlgilenilen biyolojik olarak aktif ürünleri içeren bir karışım, kolondan geçirilir. Karışımda bulunan bileşiklerden, liganda eşlenik olmayan moleküller kolondan geçer. İmmobilize metal-ligand kompleksi için afinite gösteren ürünler kolonda tutunur (Pearson, 1973).
Metal afinite ile protein adsorpsiyonunda triptofanın indol, sisteinin tiyol ve histidinin imidazol grubu gibi ortaya çıkan elektron verici aminoasit rezidüleri, immobilize metalin bağlanmasına katkıda bulunurlar.  Biyopolimerlere ligandın bağlanması, metal şelasyonunun yanı sıra elektrostatik, hidrofobik ve Van der Waals etkileşimlerini de içermektedir. Proteinler, immobilize metal ile aralarındaki afinite sabitini azaltan bazı şartlarda, komplekslerinden ayrılabilirler. Tuz konsantrasyonunundeğişimi, pH’nin değişimi veya bağlanmada görev alan aminoasit rezidülerine benzerliği bulunan yarışmalı bir ajanın ortama eklenmesi, proteini bağlı bulunduğu kompleksten uzaklaştırabilir. İmidazol ve histidin, IMAC’da bağlı proteinleri uzaklaştırmak için yaygın olarak kullanılan iki yarışmalı ajandır. Bu desorpsiyon yöntemlerinin birinde, tek basamak veya gradient elusyon şekli, proteinleri saflaştırmak veya uzaklaştırmak için seçici olarak kullanılabilir (Denizli et al., 2000). 
IMAC’da proteinlerin adsorpsiyonu, protein yüzeyindeki elektron verici grupları ile immobilize bir metal iyonu arasındaki koordinasyon oluşumuna dayanır. Şekil 2.10’da afinite desteğe şelatlanmış bir metale proteinin bağlanmasını göstermektedir. Çoğunlukla kullanılan metaller, Lewis asitleri olarak düşünülebilen ve elektron çifti kabul eden Cu(II), Ni(II), Zn(II), Co(II), Fe(II) gibi geçiş metal iyonlarıdır. Kromatografik desteğe bağlanan  şelat oluşturucu bileşiklerde bulunan (N, S, O) gibi elektron verici gruplar, ortamda bulunan koordinasyon bağlarının sayısına bağlı olarak iki dişli, üç dişli vb olabilen metal şelatları oluşturarak, metal iyonları ile kkordinasyon bağı yapabilirler. Geride kalan metal koordinasyon bölgeleri normalde su molekülleri tarafından işgal edilir. Daha sonra proteinden gelen uygun elektron verici gruplar ile yer değiştirebilir. Bazı aminoasitler, özellikle yan zincirlerindeki elektron verici atomlarından dolayı bağlanma için uygundurlar. Glu, His, Arg, Lys, Asp, Tyr, Cys ve Met gibi çoğu artıkların bağlanmaya katılabilmesine rağmen, IMAC’da proteinin gerçekte alıkonması histidil kalıntılarının varlığı temeline dayanır. Trp, Phe ve Tyr gibi aromatik yan zincire sahip aminoasitlerde, eğer dışarı uzanabilen histidil artıklarına yakın iseler onlar da bağlanmaya katkıda bulunabilir (Denizli et al., 2000).
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Şekil 2.10 Metal şelat afinite desteklerine protein bağlanmasının gösterimi. a) Protein 
                 yüzeyindeki histidin grupları ile metal-şelat etkileşimi, b) Proteinin C veya N 
                 terminaline ilave edilen His-etiketi ile metal-şelat etkileşimi
IMAC desteklerine protein adsorpsiyonu, histidil artıklarındaki imidazol azotunun, nötral veya hafif bazik ortamlarda protone olmadığı pH’larda gerçekleşir. Genellikle relativ olarak spesifik olmayan etkileşimleri indirgemek için 0.1-1.0 M NaCl ihtiva eden yüksek iyonik şiddetli tamponlar kullanılır. Hedef proteinin elusyonu, ortamın protonlanması, ligand değişimi veya EDTA gibi güçlü bir şelat oluşturucu ile metal iyonunun uzaklaştırılması yöntemleri ile yapılır. Hedef protein elusyonu için düşürülen pH gradientleri veya düşük pH’lı elusyon tamponları kullanılır. Düşük pH ya hassas proteinler için nötral pH civarında imidazol ile ligand değişimi daha uygundur. Bu durumda imidazolün protonlanarak meydana getirdiği pH düşmesinden sakınmak için IMAC kolonları kromatografik ayırmalarda önce imidazol ile doyurulur ve dengeye getirilir. EDTA gibi güçlü şelat oluşturucu ajanların kullanılması da bağlı proteinlerin elusyonunu sağlar; fakat bu durumda sorbentin bağlama etkisi tahrip edildiği için, bir dahaki ayırmadan önce matriks tekrar şelat oluşturucu iyon ile yüklenmelidir (Denizli et al., 2000).
Protein ayırmadaki seçicilik, uzatıcı kolla, ligand yoğunluğu, tuz konsantrasyonu ve yarışmacı ajanların değişmesi ile veya şelat oluşturucu ajanların değişimi ve metal ligandların seçimi gibi değişik yaklaşımlardan etkilenebilir. Örneğin, insan büyüme hormonunun ayrımında, sorbent üzerindeki İDA, Cu(II) ligand yoğunluğunun düşürülmesi, daha yüksek protein saflığı ve artan bir ürün ile sonuçlanır. Bir metal şelat için proteinin görünen afinitesi koordinasyonda görev alan metal iyonlarına bağlıdır. İDA şelatlayıcı ajan kullanıldığında, alıkonan proteinlerin çoğunun afinitesi ve alıkonma süreleri genellikle Cu(II) > Ni(II) > Zn(II) ≥ Co(II). Ekstra azot ihtiva eden aminoasitler için bir önceliği olan güncel olarak çoğunlukla kullanılan bu metallerin aksine, Al(III), Ca(II), Fe(III), Yb(III) gibi güçlü Lewis metal iyonları aspartat ve glutamik asit gibi oksijence zengin grupları veya fosfat gruplarını tercih eder (Denizli et al., 1998).

Afinite kromatografisinde, geleneksel yöntemlerle karşılaştırıldığında, IMAC pek çok avantaja sahiptir. Farklı metal iyonları, şelat oluşturucu ligand üzerine immobilize edilebilir ve daha güçlüşelat yapan başka bir ajan ile ortamdan uzaklaştırılabilir. Metal bağlama özellik kaybını minimum düzeyde tutmak için, şelat oluşturucu jel sabitleştirilmelidir. Özel ayırma yöntemleri, uygun metal seçimi ile çalışılabilir ve protein ile ligand arasında  farklı adsorpsiyon özellikleri, şelat oluşturucu liganda farklı metal iyonlarının immobilize edilmesiyle başarılabilir. Çoğu durumda proteinler, IMAC kolonlarından elue edildikten sonra bile hala aktivitelerine sahiptirler. Bir çözelti aynı zamanda, içinde metal iyonları olmayan bir IMAC kolonundan  geçirildiğinde çözelti, içindeki metal iyonlarının uzaklaştırılmasıyla sterilize edilebilir. Bu basamak, bakterilerce ihtiyaç duyulan metal besinlerinin uzaklaştırılmasıyla bakteriyel kontaminasyon riskini önler (Gutierrez et al., 2007).
2.5. LAKKAZ
Lakkaz (L) (Trametes versicolor’dan elde edilen, E.C.1.10 enzimlerinin bir alt sınıfıdır 3.2.) enzimi, her molekülü dört bakır iyonu taşıyan bir oksidoredüktazdır. Lakkaz, redoks enzimlerinin bir alt sınıfıdır. Karbohidraz ve proteazlar gibi hidrolitik enzimlerinin substrat özgüllüğünün aksine redoks enzimlerinin substrat özgüllüğü oldukça azdır (Taylor et al., 2002).

Lakkaz enzimi bilinen en eski enzimlerdendir. İlk olarak 1883 yılında Yoshida tarafından, Rhus vernicifera’nın özsuyundan izole edilmiştir. Lakkaz enzimleri bakteriler, böcekler, yüksek yapılı bitkiler ve mantarlar olmak üzere dört canlı grubunda üretilmektedir (Delanoy et al., 2005; Birhanlı, 2003). Lakkaz kaynağı olan mantarlara, Trametes versicolor, Rhus vernicifera, Trametes hirsuta, Panus tigrinus, Flavodon flavus, Agaricus bisporus örnek olarak verilebilir. Bunlardan beyaz çürükçül mantarlar daha çok kullanılmaktadır. Şekil 2.10’da beyaz çürükçül mantarlardan biri olan Trametes versicolor görülmektedir.
[image: image11.emf]Şekil 2.11 Lakkaz üreten Trametes versicolor mantarı
Bir lakkaz enzimi, kaynağından, molekül kütlesi, optimum pH, substrat özgüllüğü gibi özellikleri farklı olan, birkaç tipte elde edilebilir. Lakkaz enzimi, glikoprotein yapısındadır. Enzimin karbonhidrat miktarı, ağırlıkça % 15-45’ini oluşturur. Enzim heksozamin, glukoz, mannoz, galaktoz, fruktoz ve arabinoz gibi karbonhidratları içerir (Bayralı, 2003).

Beyaz çürükçül mantarlardan elde edilen lakkazların çoğu 55-85 kDa molekül ağırlığındadır, yaklaşık 500 aminoasitten oluşmaktadır. Lakkaz enziminin optimum pH aralığı 3.0-7.5; optimum sıcaklık aralığı ise 48-80°C arasında değişiklik göstermektedir. Lakkaz enziminin optimum pH değeri kullanılan substrata göre de değişmektedir (Birhanlı, 2003).
Lakkaz enzimi, aromatik grup içeren substratları oksitlerken, aynı zamanda oksijen molekülünün suya indirgenmesini katalizler (Şekil 2.11), (Daigle et al., 1998; Freire et al., 2001). Lakkazın aktif bölgesinde hidratlaşmış elektron, oksijen ve değişik tiplerde bakır atomları bulunur.
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Şekil 2.12 Lakkazın indirgenme yükseltgenme mekanizması
Günümüzde enzimlerin 3 boyutlu yapıları ayrıntılı bir şekilde X-ışınları kristalografisiyle görüntülenebilmektedir. Bu şekilde pek çok enzimin üç boyutlu yapısı aydınlatılabilmiştir. Şekil 2.12’de Trametes versicolor’dan elde edilen lakkaz enziminin üç boyutlu yapısı görülmektedir (Piontek ve Biol, 2002).

[image: image12.emf]Şekil 2.13 Trametes versicolor’dan elde edilen lakkaz enziminin üç boyutlu yapısı (Piontek 
                 ve Biol, 2002)
2.5.1. Lakkaz Enziminin Uygulama Alanları
Lakkazların son yirmi yıldaki farklı uygulamaları:

Boyaların renksizleştirilmesi                                                         Ksenobiyotiklerin indirgenmesi                                                                  Biyosensörler                                                                                                      Atık madde işlenmesi                                                                                               Kağıt                                                                                                              Organik sentez                                                                                                     Yiyecek endüstrisi                                                                                          Ağartma                                                                                                                Kot kumaş ağartma

2.5.1.1. Besin Endüstrisi
Lakkazlar besinlerin ve meşrubatların renk görünümlerini değiştiren veya iyileştiren belirli işlemlerde uygulanabilmektedir. Bu yolla, lakkazların ilginç bir uygulaması da istenmeyen fenoliklerin ortadan kaldırılmasıdır. Bu fenolikler berrak meyve suları, biralar ve şaraplarda kararmalardan, hafif sis ve bulanıklık oluşumundan sorumludurlar. Lakkazlar son zamanlarda, biyopolimerleri çapraz bağlama yeteneğinden dolayı fırında pişirme yöntemlerinin ilgi alanı haline gelmiştir. Beyaz çürükçül mantar Trametes hirsuta`dan elde edilen bir lakkazın hamur maksimum direncini arttırdığı ve hamur uzama kabiliyetini düşürdüğü tesbit edilmiştir (Couto ve Herrera, 2006).
Son zamanlarda besin endüstrisinde çok farklı alanlarda potansiyel lakkaz uygulamaları tanımlanmıştır:

Biyoremediasyon                                                                                        Meşrubat üretimi                                                                                                 Aksorbik asit tesbiti                                                                                          Şeker pancarı pektini jelatinlenmesi                                                           Fırıncılık uygulamaları                                                                             Biyosensor uygulamaları
2.5.1.2. Kağıt Endüstrisi
Kağıt; selüloz, hemiselüloz ve lignin doğal polimerlerinden oluşur.

Kağıt üretim işleminde ligninin istenmeyen bir madde olarak, kimyasal hamur üretmede ve ağartma işlemlerinde parçalanması ve ortamdan uzaklaştırılması gerekir.

Çevreyle ilgili endişeler, geleneksel olarak klor içeren kimyasallarla yapılan delignifikasyon/ağartma prosedürlerinin değiştirilmesine yönelik baskıyı arttırmaktadır.

Bu yüzden, özellikle hamur elde etme ve ağartma işlemlerinde lignini parçalayan enzimlerin bulunması ve optimum hale getirilmesi kağıt endüstrisi için önemlidir (Couto ve Herrera, 2006).
2.5.1.3. Tekstil Endüstrisi
Tekstil endüstrisi toplam boya maddeleri pazarının üçte ikilik kısmının müşterisi olup tekstillerin ıslak işlemlerinde çok büyük miktarlarda su ve kimyasallar tüketilmektedir.

Kimyasal yapılarına bağlı olarak boyalar ışık, su ve farklı kimyasallara maruz kaldıklarında zayıflamaya karşı dirençlidirler.

Fabrika atıklarını taşıyan derelerle ilgili yasalar günden güne sertleşmektedir. Birçok boya, karsinojen olarak bilinen benzidin ve diğer aromatik bileşiklerden yapıldığı için, bu konudaki endişeler artmaktadır.

Bundan dolayı, çok çeşitli kimyasal yapıdaki boyaları parçalara ayırmadaki potansiyellerinden dolayı lakkazlara dayalı işlemlerin geliştirilmesi önemlidir.

Lakkazlar, tekstilleri ağartmada ve hatta boyaları sentetize etmede bile kullanılmaktadır (Meyer, 1981; Zollinger, 2002).

2.5.1.4. Toprağın Biyolojik İyileştirilmesi
Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), topraktaki kirliliğin temel kaynağıdır, bu yüzden bunların parçalara ayrılması çevre için büyük öneme sahiptir (Duran ve Esposito, 2000).
2.5.1.5. Sentetik Kağıt
Lakkazların oksidatif korunmasızlıkta uygulanabilir oldukları ileri sürülmektedir ve bu nedenle gelecekte sentetik kimya için büyük ilgi odağı haline gelebilirler (Semenov et al., 1993).
2.5.1.6. Kozmetik

Kozmetik dünyası da lakkaz uygulamalarına karşı ilgisiz değildir:

Lakkaz temelli saç boyaları mevcut boyalara göre daha az tahriş edici ve elle kullanımları daha kolaydır, çünkü lakkazlar boya formülasyonundaki bir oksitleme ajanı olan H2O2`nin yerini alırlar (Golz-Berner et al., 2004).
2.5.2. Lakkazın İmmobilizasyonu ile İlgili Yapılan Çalışmalar
1995 yılında Rogalski ve arkadaşları Phlebia radiata’dan elde edilen lakkazı kovalent bağlanma yöntemi ile α–aminopropil-trietoksisilanla aktifleştirilmiş gözenekli cam üzerine immobilize etmişlerdir. Enzim bağlanma kapasitesini % 98 ve immobilize enzimin aktifliğini % 96 olarak bulmuşlardır. İmmobilize enzimin 4°C’de iki hafta süreyle depolandığında aktifliğini % 100 koruduğunu belirtmişlerdir (Rogalski et al., 1995).

1998 yılında Luterek ve arkadaşları Cerrena unicolor’dan elde edilen lakkazı silanlanmış gözenekli cam boncuklar üzerine immobilize etmişlerdir. Substrat olarak siringaldazin kullanılmıştır. Enzim bağlanma kapasitesini % 94, immobilize enzim aktifliğini % 100 olarak belirlemişlerdir. İmmobilizasyonla optimum pH’nin 5.5’den 5.7’ye kaydığını ve immobilize enzim 7 ay 4°C’de saklandığında aktifliğinin % 95’ini, aynı koşullarda serbest enzimin ise % 40’ını koruduğunu bulmuşlardır (Luterek et al., 1998).

1999 yılında D’Annibale ve arkadaşları Lentinula edodes’ ten elde edilen lakkazı glutaraldehit ile çapraz bağlanma ve adsorpsiyon yöntemini kullanarak kitosan üzerine immobilize etmişler, substrat olarak DMP (2,6-dimetoksifenol) kullanmışlardır. Optimum pH, serbest ve immobilize enzim için 4.0, optimum sıcaklık sırasıyla 50°C ve 60°C, Km değerleri sırasıyla 77 μM ve 256 μM olarak bulunmuştur. Bu çalışmada, zeytinyağı fabrikalarında atık sulardaki fenollerin uzaklaştırılması üzerine çalışılmıştır (D’Annibale et al., 1999).

1999 yılında Rogalski ve arkadaşları gözenekli cam yüzeyini iki polisakkarit tabakası ile kaplamışlar, çapraz bağlanmış DEAE dekstran oluşturmuşlar ve Cerrena unicolor’dan elde edilen lakkazı bu matrikse kovalent bağlanma yöntemi ile immobilize etmişlerdir. Substrat olarak siringaldazin kullanmışlardır. İmmobilize enzimin organik çözücülerde güçlü aktiflik gösterdiğini tespit etmişlerdir (Rogalsky et al., 1999).

2000 yılında Annibale ve arkadaşları yaptıkları çalışmada, Lentinula edodes’ ten elde edilen lakkazı Eupergite adsorbsiyon yöntemi ile immobilize ederek kinetik parametreler ve atık sulardaki fenol bileşikleri üzerine etkilerini incelemişlerdir. Serbest lakkazın Km sabiti 0.07 mM’dan, Eupergite immobilize edildiğinde 0.15 mM’a artarken, Vmax değerinin 1.9x10-2 den 7.6x10-3 mM.dak-1’e düştüğü gözlenmiştir (D’Annibale et al., 2000).

2000 yılında Schinner ve arkadaşları yaptıkları çalışmada Plerotus ostreatus’dan elde edilen lakkazı kovalent bağlanma yöntemi ile Eupergit üzerine immobilize etmişlerdir. Substrat olarak, siringaldazin, ABTS (2,2’-azinobis-3-metilbenzotiazolin-6-sülfonik asit), fenol ve DMP substratlarını kullanmışlardır. pH 5.8’de, 50°C de 40 mM fosfat tamponunda siringaldazin substratı ile lakkazın en yüksek oksidasyonunu gösterdiğini tespit etmişlerdir. Ayrıca immobilize lakkazın 25°C de 10 gün boyunca depolandığında % 2 oranında aktifliğini kaybettiğini belirlemişlerdir. İmmobilize enzim ile fenolik kirliliklerin giderilmesini araştırmışlardır (Hublik ve Schinner, 2000).

2000 yılında Ruiz ve arkadaşları Aspergillus sp’den elde edilen lakkazı adsorpsiyon yöntemiyle cam, silika jel, naylon-66 membran üzerine immobilize etmişlerdir. Enzimin dietil eter, etil asetat ve metilen klorür içinde aktifliğini ve kararlılığını belirlemişler, naylon-66 membrana immobilize edilen lakkazın organik çözücülerde yüksek aktifliğinin engellendiğini tespit etmişlerdir. Substrat olarak siringaldazin kullanmışlardır. Polivinil alkol, polivinil akrilat ve diğer polimerlere lakkazın immobilize edilmesi temizlik maddeleri için özellikle kumaş yumuşatıcı deterjanlarında kullanışlı bir işlemdir (Ruiz et al., 2000).

2000 yılında Lante ve arkadaşları Plerotus ostreatus’dan elde edilen lakkazı adsorpsiyon yöntemi ile polietersülfon membrana immobilize etmişlerdir. Siringaldazin substratını kullanarak serbest enzim için optimum pH’yi 6.3 immobilize enzim için ise 6.6, optimum sıcaklığıysa serbest enzim için 40°C immobilize enzim için ise 35°C olarak bulmuşlardır. Enzimin bağlanma kapasitesini % 40 bulmuşlardır. 32°C de immobilize enzimin serbest enzime göre % 18 daha aktif olduğunu belirlemişlerdir. Ayrıca bu makalede, immobilize enzimin atık sulardaki farklı fenol türevlerini uzaklaştırma yeteneği çalışılmıştır (Lante et al., 2000).

2001 yılında Freire ve arkadaşları Trametes versicolor’dan elde edilen lakkazı adsorpsiyon ve kovalent bağlanma yöntemi ile aktifleştirilmiş karbon fiber mikro elektrotlar üzerine immobilize etmişlerdir. Substrat olarak katekol kullanmış ve optimum pH’yi 5.0 olarak bulmuşlardır. İki ay süresince immobilize lakkazın aktifliğini koruduğunu belirlemişlerdir (Freire et al., 2001).

2002 yılında Yinghui ve arkadaşları Panus conchatus’ tan elde edilen lakkazı, N-hidroksisüksimid ile aktifleştirilmiş karboksillenmiş polivinil alkole kovalent bağlama ile immobilize etmişlerdir. İmmobilizasyon için optimum pH’yi 3.2 ve sıcaklığı 40°C, süreyi 12 saat olarak bulmuşlardır. İmmobilize lakkazın 10 kez kullanımda aktifliğinin % 60’ını koruduğunu belirtmişlerdir (Yinghui et al., 2002).

2002 yılında Al-Adhami ve arkadaşları üç farklı beyaz çürükçül mantardan (Trametes versicolor, Cerrena unicolor ve Heterobasidin annosun), elde ettikleri lakkazı DEAE-Granocel 500, CM-Granocel ve akrilik taşıyıcılara kovalent bağlanma ile immobilize etmişlerdir. Siringaldazin substratı kullanarak Cerrena unicolor’dan elde edilen lakkazın optimum aktiflik gösterdiği pH’yi 5.2, DEAE-Granocel üzerine immobilize edilmiş lakkazda ise optimum pH’yi 5.0 olarak, optimum sıcaklığı ise serbest enzim ve immobilize enzim için sırasıyla 40°C ve 55°C olarak bulmuşlardır. İmmobilize lakkazın 4°C’de 4 ay depolandığında aktifliğinin % 90’ını koruduğunu tespit etmişlerdir (Al-Adhami et al., 2002).

2003 yılında Zamora ve arkadaşları menşei Trametes versicolor olan lakkazı, silika temelli bazı destek materyallerine kovalent bağlama ve adsorpsiyon yöntemi ile immobilize etmişler ve immobilize enzimle çeşitli boyar maddelerin renk giderimi üzerine çalışmalar yapmışlardır (Zamora et al., 2003).

2004 yılında Quan ve arkadaşları aktifleştirilmiş platin elektrot üzerine lakkazı kovalent bağlamış, biyosensör olarak kullanmış ve karakterizasyonunu incelemişlerdir. Bu çalışmada ayrıca platin yüzeyine immobilize edilmiş lakkazın Km sabitini 85 μM olarak bulmuşlardır (Quan et al., 2004).

2004 yılında Dodor ve arkadaşları Trametes versicolor’dan elde edilen lakkazı kaolinit üzerine immobilize etmişler, immobilize enzim için optimum pH’yi 4.5 olarak belirlemişlerdir. Asidik bileşiklerde serbest enzimin aktifliğinin % 97’den fazlasını kaybettiğini, immobilize enzimin ise aktifliğinin % 40’ından fazlasını koruduğunu tespit etmişlerdir. Serbest enzimin optimum sıcaklığını 40°C, immobilize enzimin ise 60°C olduğunu bulmuşlardır. 4°C de 4 ay depolandığında serbest enzimin aktifliğinin % 90’ını koruduğunu, immobilize enzimde ise 4°C de 90 gün depolama sonunda aktifliğinde kayıp olmadığını belirlemişlerdir. ABTS kullanıldığında Km değerini serbest ve immobilize enzim için sırasıyla 0.262 mM ve 0.165 mM olarak bulmuşlardır. Ayrıca immobilize enzimle PAHs (polisiklik aromatik hidrokarbonlar; piren benzopiren benzoantrasen gibi…) uzaklaştırma çalışmaları yapmışlardır (Dodor et al., 2004).
2004 yılında Quan ve arkadaşları, yaptıkları çalışmada silan ile modifiye edilmiş platin elektrot üzerine Corilus hirsutus’tan elde edilen lakkazı kovalent bağlama yöntemi ile immobilize etmişlerdir. Başka bir çalışmalarında ise lakkazı camsı karbon elektrot üzerine kovalent bağlayarak immobilize etmişlerdir. Platin elektrot üzerine immobilize edilmiş lakkazın optimum sıcaklığını 60°C olarak belirlemişlerdir. Substrat olarak ABTS, PPD (p-fenilendiamin) ve PAP (p-aminofenol) kullanıldığında optimum pH’leri sırasıyla 3.5, 6.0 ve 5.0-5.5 olarak bulmuşlardır (De Quan ve Shin, 2004).

2005 yılında Aroujo ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada Pleureatus ostreatus, Botrysphaeria sp’den elde edilen lakkazı ve Aspergillus sp’den elde edilen ticari lakkazı adsorpsiyon yöntemi ile kitosan üzerine immobilize etmişler, ABTS ve DMP olarak iki substrat kullanarak enzim aktifliğini araştırmışlardır. En yüksek aktifliğe 1.0 mg/mL Botryosphaeria sp’den elde edilen lakkaz ve 1g destek kullanarak ulaşmışlardır. Bu işlem beyaz şarapta istenilmeyen fenolik bileşiklerin giderilmesi için uygulanmıştır (Araujo et al., 2005).

2006 yılında Yang ve arkadaşları Rhus vernicifer’den elde edilen lakkazı glutaraldehit çapraz bağlayıcı ile suda çözünen kitosan, kitosan mikroküreler ve Fe+3 geçiş metali kelatları üzerine adsorpsiyon yöntemi ile immobilize etmişlerdir. Substrat olarak ABTS, hidroksibenzotriazol (HBT), 3-hidroksiantranilik asit kullanmışlardır. Kitosan üzerinde % 56 immobilizasyon, mikroküreler üzerinde ise % 70 immobilizasyon elde etmişlerdir. İmmobilize lakkaz için optimum pH’yi 8.0, optimum sıcaklığı ise 45°C olarak belirlemişlerdir. 4°C de 3 ay sonunda kelat üzerine immobilize edilmiş enzim ve suda çözünen kitosan üzerine immobilize edilmiş enzimin aktifliğinin % 10’unu kaybettiğini, mikro küreler üzerine immobilize edilmiş enzimin ise aktifliğinin % 15’ini kaybettiğini bulmuşlar, ayrıca 15 kullanımdan sonra ise suda çözünebilen kitosan üzerine immobilize edilmiş enzim aktifliğinin % 80’ini, kelat üzerine immobillize edilmiş enzimin aktifliğinin ise % 85’ini koruduğunu tespit etmişlerdir (Yang et al., 2006).

2006 yılında Hu ve arkadaşları Trametes versicolor’dan elde edilen lakkazı adsorpsiyon ve kovalent bağlanma yöntemi ile nanopartiküller (hegzagonal mezogözenekli silika ) ve kaolinit üzerine immobilize etmişlerdir. Substrat olarak ABTS yi kullanmışlardır. Kaolinit üzerine kovalent bağlanma ile immobilize edilmiş enzimin optimum pH’si 5.5 optimum sıcaklığı 50°C, kaolinit ve nanopartikül üzerine adsorpsiyon yöntemiyle immobilize edilmiş enzimin ve nanopartikül üzerine kovalent bağlanma yöntemiyle immobilize edilmiş enzimin optimum pH’sini 6.0, optimum sıcaklığını ise 45°C olarak belirlemişlerdir. Ayrıca bu çalışmada immobilize enzimin ısıl kararlılıklarının serbest enzime göre daha iyi olduğunu bulmuşlardır (Hu et al., 2007).

2006 yılında Xiao ve arkadaşları Pcynoporus sanguineus’ dan elde edilen lakkazı gutaraldehit çapraz bağlayıcısı ile amin sonlu nanokompozitler (Cu TPAc)-Fe3O4, (bakır tetraamin ftalosiyanin) üzerine iki basamaklı reaksiyon üzerinden immobilize etmişlerdir. Birinci basamakta çapraz bağlanma koşulları, ikinci basamakta ise enzimin nanokompozitlere kovalent bağlanması koşulları incelenmiştir. Ayrıca lakkazın beş kez art arda kullanımından sonra aktifliğinin % 80’ini koruduğunu tespit etmişlerdir (Xiao et al., 2006).

2006 yılında Zawisza ve arkadaşları Cerrena unicolor’dan elde edilen lakkazı altın elektrotlar üzerine biriktirilen terametoksilan’dan oluşturulan ince hidrofilik silika jelde mikrokapsülleme yöntemi ile immobilize etmişlerdir. İmmobilize enzimin maksimum performans gösterdiği pH’yi 4.2 – 5.2; sıcaklığı ise 40 – 50°C olarak tayin etmişler ve bu çalışmada hidrofilik silika filmlerinde immobilize edilen lakkazın biyolojik ve fizikokimyasal özelliklerinin serbest lakkazla aynı olduğunu bulmuşlardır (Zawisza et al., 2006).

3. MATERYAL ve YÖNTEM

3.1. MATERYAL

Lakkaz (Trametes Versicolor’dan saflaştırılmış, liyofilize toz halde), triptofan ve metakriloil klorür Sigma (St. Louis, ABD) firmasından temin edildi. Metakriloilamidotriptofan (MAT) ve etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) Fluka AG (İsviçre) firmasından sağlandı ve kullanılmadan önce düşük basınç altında damıtılarak polimerizasyon inhibitörlerinden arındırıldı. Monomerler kullanılıncaya kadar 4 ºC’da buzdolabında muhafaza edildi. Poli(vinil alkol) (PVA; mol kütlesi: 100.000, % 98 hidroliz edilmiş) Aldrich (ABD) firmalarından temin edildi. Diğer bütün kimyasallar analitik saflıkta olup, Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasından sağlandı.
3.2. YÖNTEM
Sunulan çalışma kapsamında yapılan deneysel çalışmaları dört ana grup altında toplamak mümkündür. Bu ana gruplar:

•
Pseudospesifik ligand metakriloilamidotriptofan’ın (MAT) sentezlenmesi,
•
Nano-p(EGDMA-MAT) ve nano-p(EGDMA) nanoyapılarının hazırlanması,
•
Pseudospesifik ligand MAT ile polimerik nanoyapıların karakterizasyonu,
•
Polimerik nanoyapılar kullanılarak lakkaz immobilizasyonu, adsorpsiyon-desorpsiyon çalışmalarının incelenmesi.

3.2.1. Pseudospesifik Ligand Metakriloilamidotriptofan’ın (MAT)      
          Sentezlenmesi
Pseudospesifik ligand metakriloilamidotriptofan’ın (MAT) sentezi için uygulanan yöntem kısaca şöyledir:
Triptofan (5 g) ve NaNO2 (0.2 g), 30 mL K2CO3  (5 %, w/v)  sulu çözeltisinde çözüldü. Çözelti 0 °C’ye soğutuldu. Çözeltiye azot gazı altında yavaş yavaş metakriloil klorür (4.0 mL) eklendi ve çözelti oda sıcaklığında 2 saat boyunca manyetik karıştırıcıda karıştırıldı. Bu kimyasal tepkime periyodunun sonunda, çözelti pH’si 7’ye ayarlandı ve çözelti etil asetat ile ekstrakte edildi. Sulu faz, döner buharlaştırıcıda buharlaştırıldı. Gruplar (MAT gibi) eter ve siklohekzandan kristalize edildi.
3.2.2. Nano-p(EGDMA-MAT) ve Nano-p(EGDMA) Nanoyapılarının 
          Hazırlanması
P(EGDMA-MAT) nanoyapılar, emülsiyon polimerizasyonu tekniği kullanılarak hazırlandı. Polimerizasyon, sulu dispersiyon ortamında yürütüldü. Dispersiyon ortamını içeren 
res
atuar tipi bir reaktöre (tek boyunlu, 100 mL hacimde), MAT, EGDMA ve potasyum persülfat (KPS) ilave edildi. 150 nm boyutunda (Polidispersite: 0.171) nano yapıların elde edilebilmesi için; monomerler MAT ve EGDMA, başlatıcı potasyum persülfat (KPS), çapraz bağlayıcı EGDMA ve stabilizör poli(vinil alkol) varlığında polimerleştirildi. Karıştırma hızı 150 rpm olarak belirlendi ve polimerizasyon, 24 saat 70ºC’de gerçekleştirildi. Reaktörün soğutma işleminden sonra, sentezlenen nanoküreler süzülerek polimerizasyon ortamından ayrıldı ve tepkimeye girmeyen maddeler (monomer, vs gibi) sırasıyla etanol ve su ile yıkanarak yapıdan tamamen uzaklaştırıldı. Çizelge 3.1., 150 nm boyutundaki nanokürelerin hazırlanma reçetesini ve polimerizasyon koşullarını vermektedir. Üretilen polimerler kullanılmadıkları zaman % 0.02`lik Na3N çözeltisi içerisinde buzdolabında saklandı. Şekil 3.1.’de p(EGDMA-MAT) nanopartiküllerinin hazırlanmasında kullanılan emülsiyon polimerizasyonu şematik olarak gösterilmiştir.
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Şekil 3.1 p(EGDMA-MAT) nanopartiküllerinin hazırlanmasında kullanılan emülsiyon 
               polimerizasyonun şematik gösterimi
1. Adım: Sonikatör kullanılarak sıcaklığın da etkisiyle yüksek mol kütleli stabilizatörün çözünmesinin sağlanması
2. Adım: Monomer fazlarının hazırlanması
3. Adım: Başlatıcı çözeltisinin hazırlanması
4. Adım: İlgili fazların birleştirilmesinden sonra sistemin dengeye gelmesini izleyen basamakta başlatıcının polimerizasyon ortamına eklenerek sıcaklık ve zaman programının başlatılması
Çizelge 3.1 150 nm (Polidispersite: 0.171) boyutundaki nanoyapıların hazırlanma reçetesi

	Dispersiyon Fazı
	Organik Faz

	50 mL deiyonize su
	0.01 mL MAT

	0.0198 g KPS/45 mL su
	0.6 mL EGDMA

	0.5 g PVAL/45 mL su

(60oC de sonikatörde 1 saat çözülür ve çözeltinin 25 mL’si alınır)
	0.3 mL EGDMA


Çizelge 3.2 150 nm (Polidispersite) boyutundaki nanoyapıların polimerizasyon koşulları
	Polimerizasyon Koşulları
	Reaktör hacmi
	Karıştırma Hızı
	Zaman
	Sıcaklık

	
	100 mL
	150 rpm
	24 saat
	70oC


3.2.3. Nanoyapıların Çöktürülmesi
Gerek yıkama işlemlerinin gerçekleştirilmesi, gerekse adsorpsiyon denemelerinde ve lakkaz derişiminin spektrofotometrik olarak saptanması denemelerinde nanoyapıların çöktürülmesi gerekmektedir. Bu amaçla ultrasantrifüj (Hettich Zentrifugen, Universal 32 R, Almanya) kullanıldı. Süspansiyon halindeki nanoyapılar ependorf tüplerine konularak, 18000 g hızda 1 saat süreyle santrifüjlenerek çöktürüldü.
3.2.4. P(EGDMA-MAT) Nanoyapıların Karakterizasyonu
3.2.4.1. Yüzey Alanı
Sentezlenen P(EGDMA-MAT) nanoyapılarının yüzey alanlarının bulunması için 1 mL süspansiyondaki partikül sayısını veren aşağıdaki eşitlikten (Bangs, 1984) yararlanıldı;

                                   N = 6 x 1010 x S / π x ρs x d3                                              (3.1)
Burada N, 1 mL süspansiyondaki nanopartikül sayısı; S, % katı; d, çap (µm); ρs, polimer yoğunluğunu (g/mL) göstermektedir.
Nanopartiküllere ait çizilen kütle-hacim standart grafiğinden yararlanılarak mL süspansiyondaki mg nanopartikül sayısı teorik olarak saptandı. Elde edilen bu verilerden yararlanarak aşağıdaki kürenin yüzey alanı eşitliği de kullanılıp, sentezlenen P(EGDMA-MAT) nanopartiküllerinin spesifik yüzey alanı m2/g cinsinden hesaplandı.
                                   Kürenin yüzey alanı = 4 x π x r2                                            (3.2)
Burada π, 3.14; r, nanopartikül yarıçapını göstermektedir.

3.2.4.2. Elementel Analiz
Sentezlenen P(EGDMA-MAT) nanokürelerin, MAT içeriğinin belirlenmesi için, elementel analiz cihazı kullanıldı. Elementel analizlerin belirlenmesinde aşağıda verilen yöntem izlendi. Polimerik nanoyapılar (1.0 mg) elementel analiz cihazının (Leco, CHNS-932, ABD) alüminyum örnek hücresine yerleştirilerek ± 0.0001 g duyarlılıkla tartıldı. Polimerik nanoyapılar cihaza konularak yakma işlemi sonucunda  % karbon HİDROFOBİM, hidrojen (H), oksijen (O) ve azot (N) analizi yapıldı.
3.2.4.3. FTIR Çalışmaları
P(EGDMA-MAT) nanokürelerin FTIR spektrumu, FTIR spektrofotometresi (FTIR 8000 Series, Shimadzu, Japonya) kullanılarak elde edildi. Kuru nanoyapılar (0.1 g), KBr (0.1 g, IR Grade, Merck, Almanya) ile homojen olarak karıştırıldı, pelet haline getirildi ve FTIR spektrumu çekildi.

3.2.4.4. Nanoyapıların Boyut Analizi
Sentezlenen P(EGDMA-MAT) nanoyapıların boyut analizi, Nano Zetasizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra, İngiltere) ile gerçekleştirildi. Zeta boyut ölçüm cihazının hücresi içine önce altın elektrotlar daha sonra P(EGDMA-MAT) nanoyapıları konulup, kapağı kapatılarak ölçüme hazır hale getirildi ve analiz sonrası sonuçlar değerlendirildi.

3.2.4.5. Zeta Potansiyel Analizi
Sentezlenen P(EGDMA-MAT) nanoyapıların zeta potansiyelleri, Nano Zetasizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra, İngiltere) ile analiz edildi. Bu amaçla zeta potansiyel ölçüm cihazının örnek haznesine 1 mL süspansiyon halindeki nanoyapı çözeltisi enjekte edildi ve yüzey yükü ölçümleri gerçekleştirildi.
3.2.5. Lakkaz Adsorpsiyon-Desorpsiyon Çalışmaları
Hidrofobim P(EGDMA-MAT) nanoyapılarına lakkaz adsorpsiyonu deneyleri kesikli sistemde incelendi. Polimerik nanoyapılar 10 mL lakkaz çözeltileriyle denge süresi boyunca (2 saat) 130 rpm hızda magnetik olarak karıştırıldı. Adsorpsiyon deneylerinde adsorpsiyon süresi, pH, lakkaz başlangıç derişimi ve sıcaklığın lakkaz adsorpsiyonuna etkileri incelendi. Çözeltilerdeki lakkaz derişimi 280 nm’de spektrofotometrik olarak ölçüldü. Polimerik nanoyapılara lakkaz adsorpsiyon kapasitelerinin belirlenmesi için ise aşağıdaki eşitlik kullanıldı:
                                        q= [(Co-C)V]/m                                                                (3.3)
Burada q, birim nanoyapı üzerine adsorplanan lakkaz kütlesini (mg/g); Co ve C sırasıyla, nanoyapılar ile lakkazın etkileştirilmeden önceki ve sonraki derişimlerini (mg/mL); V, hacmi (mL); m, deneylerde kullanılan nanoyapı kütlesini (g) göstermektedir.
3.2.6. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanılabilirlik

Lakkaz desorpsiyonu için desorpsiyon ajanı olarak KSCN kullanıldı. Desorpsiyon deneyleri, adsorpsiyon amacıyla da kullanılan kesikli sistemde incelendi. Lakkaz adsorplanmış polimerik nanoyapılar, desorpsiyon ortamında oda sıcaklığında, 1 saat 600 rpm hızda sürekli karıştırıldı. Desorpsiyon ortamındaki lakkaz miktarı 280 nm’de spektrofotometrik yöntem ile belirlendi. Desorpsiyon oranı aşağıdaki eşitlik kullanılarak hesaplandı:
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P(EGDMA-MAT) nanoyapılarının tekrar kullanılabilirliğinin belirlenebilmesi için aynı adsorbentle adsorpsiyon-desorpsiyon döngüsü 5 kez tekrarlandı. Her desorpsiyon işlemi sonrasında, p(EGDMA-MAT) nanoyapıları, rejenerasyon ve sterilizasyon için 50 mM NaOH ile yıkandı.
3.2.7. Serbest ve İmmobilize Enzimin Aktivitesinin Tayini
Serbest ve immobilize enzimin aktivitesine ABTS [2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid)diammonium tuzu] ile bakıldı.
0.4 mM ABTS (pH: 5.0) hazırlandı. 420 nm’de pH: 5.0’da 1dk boyunca renk değişiminden faydalanılarak absorbanstaki düşüş gözlendi ve daha sonra spesifik aktiviteye geçildi.

Bu aktivite ölçümleri serbest ve immobilize enzim preparatlarının pH (4.0-8.0) ve sıcaklık (4-55°C) profillerinin belirlenmesi amacıyla yapılan denemelerde gerçekleştirildi.

Bir lakkaz ünitesi, dakikada 1 μmol ABTS’yi parçalayabilen enzim miktarı olarak hesaplandı. Spesifik aktivite ise, mg protein başına lakkaz ünite sayısıdır.

3.2.8. Kinetik Sabitlerin Hesaplanması
Serbest ve immobilize lakkaz için maksimum tepkime hızı (Vmax) ve Michaelis sabiti (Km) asetat tamponunda (pH: 5.0, 0.1 M), 25°C’de hazırlanan ABTS ile tepkimenin başlangıç hızlarının ölçülmesiyle hesaplandı. İmmobilize ve serbest lakkazın kinetik parametreleri kesikli sistemde ve aynı deney koşulları uygulanarak gerçekleştirildi. Bu amaçla, eşdeğer miktarda serbest veya immobilize lakkaz, 0.1-1.0 mM arasında değişen derişimlerdeki ABTS çözeltilerine eklendi ve yukarıda açıklandığı gibi başlangıç aktiviteleri saptandı.

3.2.9. Isıl Kararlılık Denemeleri
İmmobilize ve serbest lakkazın ısıl kararlılık denemelerinde, substrat varlığında 55 °C’de immobilize ve serbest lakkazın zamana bağlı olarak (120 dakika) aktivitelerindeki değişimler incelendi. Sonuçlar % aktivite olarak verildi.
3.2.10. Depo Kararlığı Denemeleri
Serbest ve immobilize lakkaz asetat tamponunda (0.4 mM, pH: 5.0) 30 gün 25 °C’de depolandı ve kalan aktiviteler yukarıda tanımlanan yöntem ile belirlenerek başlangıç aktiviteleri ile karşılaştırıldı.
3.2.11. SEM Fotoğraflarının Çekimi
Nanokürelerden alınan üç farklı örneğin SEM (tarayıcı elektron mikroskop) fotoğrafları çekildi. Hazırlanan örnekler, SEM fotoğraflarının çekilmesi için İzmir Hidrofobim Üniversitesi Fen Fakültesi Kimya Bölümü’ne gönderildi.

4. BULGULAR
4.1. P(EGDMA-MAT) NANOYAPILARININ 
       KARAKTERİZASYONU
4.1.1. Yüzey Alanı Ölçümleri
P(EGDMA-MAT) nanoyapıları emülsiyon polimerizasyonu ile 150 nm boyutunda üretilmiştir. P(EGDMA-MAT) nanoyapılarının spesifik yüzey alanı 1735.5 m2/g olarak hesaplanmıştır. Bulunan bu oldukça geniş yüzey alanı değeri, düşük kütle transfer sınırlamaları oluşturduğundan, oldukça yüksek adsorpsiyon/immobilizasyon kapasitelerine ulaşılabilmesini sağlamaktadır (Kim et al., 2006; Jia et al., 2003).
Küçük partiküller enzimin immobilizasyonu için daha geniş yüzey alanına sahiptirler, bu sayede partikülün birim kütlesi başına bağlanan enzim miktarı artar. Son yıllarda, enzim immobilizasyonu için, destek materyal olarak nanoyapıların kullanımına büyük ilgi vardır (Daubresse et al., 1996; Martins et al., 1996; Caruso ve Schuler, 2000, Chen ve Su, 2001; Liao ve Chen, 2001; Jia et al., 2003). Nanopartiküllerin birim kütlesi başına düşen yüzey alanı geniş olduğundan, nanopartiküller üzerine enzim bağlanması etkili bir şekilde başarılabilir. Dahası, nanopartiküller, enzim immobilizasyonunda minimum difüzyonal sınırlılık, birim kütle başına maksimum yüzey alanı, yüksek miktarlarda enzim bağlama gibi avantajlar sunar. Şekil 4.1’de nanopartiküllerin kütle-hacim grafiği görülmektedir.


[image: image15]Şekil 4.1 Nanopartiküllerin kütle-hacim grafiği
4.1.2. Yüzey Morfolojisi
Sentezlenen P(EGDMA-MAT) nanoyapılarında, toplam monomer dönüşümü % 96.2 olarak hesaplanmıştır. Nano ölçekteki bu boyutlarından dolayı, oldukça geniş bir yüzey alanına sahip olan bu nanoyapılara oldukça yüksek lakkaz adsorpsiyonu da gerçekleşir.

4.1.3. Elementel Analiz
Sentezlenen P(EGDMA-MAT) nanoyapılarındaki MAT oranının belirlenebilmesi için P(EGDMA-MAT) nanoyapıların elementel analizleri yapılmıştır. Sentezlenen nanoyapıların MAT içeriği, azot stokiyometrisi kullanılarak 1.36 mmol/g olarak bulunmuştur. EGDMA’nın ve polimerizasyonda kullanılan diğer kimyasal maddelerin yapısında azot bulunmamaktadır. Elementel analizle bulunan azot sadece polimerik yapıya katılan MAT komonomerinden ileri gelmektedir.
4.1.4. FTIR Çalışmaları
P(EGDMA-MAT) nanoyapılarının sentezinde, ilk basamakta MAT fenil triptofan ve metakriloil klorürden sentezlenmiştir. Daha sonra emülsiyon polimerizasyonu tekniği ile MAT ve EGDMA polimerleştirilerek P(EGDMA-MAT) nanoyapıları üretilmiştir. P(EGDMA-MAT) nanoyapılarının olası kimyasal yapısı Şekil 4.2’de verilmiştir.
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Şekil 4.2 P(EGDMA-MAT) nanoyapılarının olası molekül formülü
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MAT’ın polimerik yapıya katıldığını göstermek için, hem nano-P(EGDMA)’nın hem de nano-P(EGDMA-MAT)’ın FTIR spektrumları alınmıştır. Şekil 4.3 ve 4.4’de görüldüğü gibi hem P(EGDMA) hem de P(EGDMA-MAT) nanopartiküllerinin –OH gruplarının gerilme titreşimi sırasıyla yaklaşık  3151 cm-1  ve 3660 cm-1  civarında gözlenmiştir. P(EGDMA-MAT) nanoyapılarının 3660cm-1 civarında yaptığı pik P(EGDMA) nanoyapılarının 3151 cm-1 civarındaki pikten daha geniş olmasının nedeni P(EGDMA-MAT) nanoyapılarının yapısındaki –NH gerilme titreşimlerinin de bu pikin içinde yer almasından kaynaklanabilir. P(EGDMA-MAT) nanopılarının spektrumunda yaklaşık 798 cm-1 civarındaki pik ise MAT yapısındaki aromatikliğin bir göstergesidir.

Şekil 4.3 P(EGDMA) nanoyapılarının FTIR spektrumu

[image: image16]    Şekil 4.4 P(EGDMA-MAT) nanoyapılarının FTIR spektrumu
4.1.5. Polimerik Nanoyapıların Boyut Analizi
Sentezlenen P(EGDMA-MAT) nanoyapıların boyut analizi, Nano Zetasizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra, İngiltere) ile analiz edilmiştir. Şekil 4.5’de polimerik nanoyapıların zeta-boyut grafiği yer almaktadır. Şekil 4.5’de, hazırlanan nanoyapıların ortalama boyutunun 150 nm ve polidispersitesinin 0.171 olduğu bulunmuştur.
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Şekil 4.5 Polimerik nanoyapıların zeta-boyut grafiği
4.1.6. Zeta Potansiyel Analizi
Zeta potansiyel değeri, kararlı bir partikül oluşumunu etkileyen [partiküllerin birbirine yapışmaları (mucoadhesion) gibi] önemli bir partikül karakteristiğidir. Teorik olarak pozitif ya da negatif zeta potansiyel değerleri, kararlı partikül süspansiyonunun oluşmasına eşlik eder (Kumar et al., 2004). Aynı elektrik yüküne sahip partiküller arasındaki elektriksel itme kuvvetleri süspansiyon halindeki kürelerin kümeleşmesini (agregatlaşmasını) önler (Feng et al., 2001). Diğer taraftan partiküllerin birbirleriyle yapışması (mucoadhesion) pozitif zeta potansiyel değerleri ile desteklenebilir (Bayems et al., 1997). 
Sonuç olarak, partiküllerdeki pozitif yüklü gruplar varlığında mukus ve partikül arasındaki elektriksel yük etkileşimleri söz konusu olabilir (Kumar, et al., 2004). Emülsiyon polimerizasyonu tekniği ile 150 nm boyutunda hazırlanan P(EGDMA-MAT) nanoyapılarının zeta potansiyel değeri pH: 5.0’de -10 mV olarak bulunmuştur. Negatif değerde elde edilen bu zeta potansiyel değeri, sentezlenen nanopartikül süspansiyonunun kararlı olduğunu göstermektedir.

4.2. SULU ÇÖZELTİDEN LAKKAZ ADSORPSİYON 
       ÇALIŞMALARI

4.2.1. Lakkaz Başlangıç Derişiminin Etkisi
Lakkaz başlangıç derişiminin lakkaz adsorpsiyonuna etkisi Şekil 4.6`da verilmiştir. Bu bölümde adsorpsiyon izoterminin incelenmesi amaçlanmıştır. Şekilden görüldüğü gibi, çözeltideki lakkaz derişiminin artmasıyla, nanoyapılar tarafından birim kütle başına adsorplanan lakkaz miktarı çalışılan kesikli sistemde 1.0 mg/mL`den düşük derişimlerde artmış, daha sonra dengeye ulaşmıştır. Bu adsorpsiyon davranışında beklenen bir durumdur. Derişimin artması ile adsorpsiyon için sürücü kuvvet olan derişim farkı ((C) artmaktadır. Sürücü kuvvetin artması ile adsorpsiyon kapasitesinde de artış gözlenmektedir.
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Şekil 4.6 Lakkaz adsorpsiyonuna lakkaz başlangıç derişiminin etkisi MAT miktarı= 1.36 
               mmol/g polimer; pH: 5.0, asetat tamponu; Polimer boyutu: 150 nm; Sıcaklık: 
               25 °C

P(EGDMA) nanoyapılara non-spesifik lakkaz adsorpsiyonu gözlenmemiştir. Çünkü hidrofobim P(EGDMA) mikrokürelerin yüzeyinde lakkaz molekülleri ile etkileşebilecek iyonik ve hidrofobim gruplar mevcut değildir. MAT molekülünün P(EGDMA)`nın yapısına katılmasıyla nanoyapıların pH: 5.0 asetat tamponunda lakkaz adsorpsiyon kapasitesi önemli ölçüde artmıştır. Kesikli sistemdeki çalışmalarda, maksimum lakkaz adsorpsiyonu, 0.5 mg/mL derişim için 990 mg/g olarak bulunmuştur.

4.2.2. pH Etkisi
Şekil 4.7’de P(EGDMA) ve P(EGDMA-MAT) nanoyapılara lakkaz adsorpsiyonuna pH’nin etkisi verilmiştir. Adsorpsiyon kapasitesine pH etkisini göstermek için farklı tampon sistemleri kullanılmış ve pH 4.0–8.0 arasında çalışılmıştır (pH 4.0–5.0 için 0.1 M CH3COONa-CH3COOH, pH 6.0–8.0 için 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4). P(EGDMA-MAT) nanoyapıların maksimum lakkaz bağlama kapasitesi pH 5.0 değerinde, 990 mg lakkaz/g olarak bulunmuştur. Daha asidik ve nötral pH bölgelerinde lakkaz adsorpsiyon kapasitesi  azalmıştır. Sulu çözeltilerden proteinlerin maksimum adsorpsiyonlarının genellikle net yük taşımadıkları pH değerlerinde (izoelektrik nokta) gözlendiği bilindiğinden bu beklenen bir sonuçtur. P(EGDMA) nanoyapılar üzerine spesifik olmayan lakkaz adsorpsiyonu pH’den bağımsızdır ve çalışılan tüm pH değerlerinde ihmal edilebilir olduğu belirlenmiştir.
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Şekil 4.7 Lakkaz adsorpsiyonuna pH etkisi. MAT miktarı = 1.36 mmol/g polimer; Başlangıç 
               lakkaz derişimi: 0.5 mg/mL; Polimer boyutu: 150 nm; İnkübasyon zamanı: 2 saat; 
               Sıcaklık: 25 °C
4.2.3. Sıcaklık Etkisi
Sıcaklığın etkisi hidrofobim kromatografide oldukça önemlidir. Yüksek sıcaklıklarda proteinlerin üç boyutlu katlanmış yapılarının bozulması sürecinde (unfolding process), protein yüzeyinde gömülü halde bulunan hidrofobim aminoasitler açığa çıkar. Böylelikle, destek materyalindeki ligand ile protein arasındaki etkileşim yüzeyi artacağından yüksek sıcaklıklarda daha yüksek tutulma gözlemlenir. P(EGDMA-MAT) nanoyapılarına adsorplanan maksimum lakkaz miktarı 35°C’de 1232 mg/g olarak bulunmuştur. Düşük sıcaklıkta (4°C) gözlenen lakkaz adsorpsiyonu 840 mg lakkaz/g iken, 55ºC’da bu değer 520 mg/g olarak bulunmuştur.
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Şekil 4.8 Sıcaklığın adsorplanan lakkaz miktarına etkisi. MAT miktarı= 1.36 mmol/g 
               polimer; Polimer boyutu: 150 nm; Başlangıç lakkaz derişimi 0.5 mg/mL; pH: 5.0; 
               İnkübasyon zamanı: 2 saat
4.2.4. Katalitik Aktivite Üzerine pH ve Sıcaklığın Etkisi
Serbest ve immobilize lakkazın aktivitesine pH’ın etkisi denemelerinde pH aralığı 4.0 ve 8.0 arasında değiştirilmiş (pH 4.0–5.0 için 0.1 M CH3COONa-CH3COOH, pH 6.0–8.0 için 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4) ve sonuçlar Şekil 4.9’da topluca sunulmuştur. Şekilden de görüldüğü gibi, maksimum % aktivite hem serbest lakkaz hem de immobilize lakkaz için pH: 7.0 değerinde gözlemlenmiştir. Yani, lakkaz P(EGDMA-MAT) nanoyapılarına immmobilize olduktan sonra optimum pH’sinde herhangi bir değişiklik olmamıştır.
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Şekil 4.9 pH’nin serbest ve immobilize lakkaz üzerine etkisi. Başlangıç lakkaz derişimi 0.5 
               mg/mL; İnkübasyon zamanı: 2 saat; MAT miktarı = 1.36 mmol/g polimer; Polimer 
               boyutu: 150 nm; T: 25 °C
Sıcaklığın enzim aktivitesine etkisinin incelendiği çalışmalar, 4-55°C sıcaklık aralığında ve asetat tamponunda (0.1 M, pH: 5.0) gerçekleştirilmiştir. Şekil 4.10’dan da anlaşıldığı gibi immobilize lakkazın ve serbest lakkazın optimum sıcaklığı 45°C’dir.
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Şekil 4.10 Sıcaklığın serbest ve immobilize lakkaz üzerine etkisi. Başlangıç lakkaz derişimi 
                 0.5 mg/mL; İnkübasyon zamanı: 2 saat; MAT miktarı= 1.36 mmol/g polimer; 
                 Polimer boyutu: 150 nm; pH: 7.0
4.2.5. Kinetik Sabitler

Pek çok durumda lakkazın Michaelis-Menten kinetiğine uyduğu değişik araştırıcılar tarafından rapor edilmiştir (Guit RPM, et al., 1991; Malcata FX, et al., 1992). Michaelis-Menten kinetiği Km ve Vmax ile karakterize edilir.  Vmax, tepkimenin maksimum hızıdır. Km değeri ise enzimin substratına olan ilgisinin bir ölçüsüdür. Düşük Km değeri, substrata olan yüksek afiniteyi gösterir.

Serbest ve immobilize lakkaz için Km ve Vmax değerleri Çizelge 4.1’de gösterilmiştir. Kinetik sabitler, ABTS çözeltisinin substrat olarak kullanılmasıyla hesaplanmıştır. 1 ünite lakkaz aktivitesi, deney koşulları altında 1 dakikada 1 µmol ABTS’yi hidroliz eden enzim miktarı (mg protein) olarak tanımlanır. Serbest ve immobilize lakkazın aktiviteleri ve farklı substrat derişimleri kullanılarak Şekil 4.11-4.12’de görülen Lineweaver-Burk grafikleri çizilmiştir. Bu grafiğin kesim değerlerinden yararlanarak serbest ve immobilize lakkaz için Km ve Vmax değerleri hesaplanmıştır. Çizelge 4.1’den de görüleceği gibi immobilize lakkazın Km değeri (0.84 mg/mL) serbest lakkazın Km değerinden (0.42 mg/mL) daha yüksek bulunmuştur. Lakkazın substratına olan ilgisinin immobilizasyonla değişmesinin nedeni, immobilizasyondan sonra enzim yapısındaki değişimler ve/veya substrat moleküllerinin, immobilize enzimin aktif bölgesine daha zor ulaşabilmeleri olabilir. Vmax değerleri karşılaştırıldığında ise immobilize lakkazın Vmax değerinin 1.13x107 µmol/dk mg protein, serbest lakkazın Vmax değerinin ise 7.7 x107 µmol/dk mg protein olarak hesaplandığı görülmektedir.


[image: image23] Şekil 4.11 Serbest lakkaz için Lineweaver-Burk grafiği


[image: image24]Şekil 4.12 İmmobilize lakkaz için Lineweaver-Burk grafiği

Çizelge 4.1. İmmobilize ve serbest lakkaz için kinetik parametreler

	Enzim Şekli
	Km (mg/mL)
	Vmax (μmol/dk mg protein)

	Serbest Lakkaz
	0.42
	7.7×107

	İmmobilize Lakkaz
	0.84
	1.13×107


4.2.6. Isıl Kararlılık
Sıcaklıktaki her 10°C’lik artışın enzimatik bir tepkimenin hızını yaklaşık iki kat arttırdığı bilinmektedir. Çalışılan bir sıcaklıkta enzimin kararlı olduğu biliniyorsa, göreceli olarak yüksek sıcaklıklarda yapılan çalışmalar tepkime verimini oldukça arttırabilir. Sonuç olarak, ısıl kararlılık enzimler için istenilen bir özelliktir (Janssen et al., 1994).

Serbest ve immobilize lakkazın kararlılığına sıcaklığın etkisi Şekil 4.13’de verilmiştir. 55oC sıcaklık değerinde serbest ve immobilize enzimin aktivite değişimleri zamana karşı incelenmiştir. Isıl kararlılık denemeleri, P(EGDMA-MAT) nanoyapılarına immobilize edilen lakkazın sıcaklıkla aktivitesindeki azalma oranının serbest lakkaza göre daha düşük olduğunu göstermektedir. 55ºC uygulandıktan 120 dakika sonra serbest lakkaz başlangıç aktivitesinin tamamını yitirirken, immobilize lakkaz başlangıç aktivitesinin % 20’sini korumuştur.
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Şekil 4.13 55 ºC’de zamanla serbest ve immobilize lakkazın aktivitesindeki değişim.  

                 Başlangıç lakkaz derişimi: 0.5 mg/mL; pH: 5.0; İnkübasyon zamanı: 2 saat;
                 MAT miktarı = 1.36 mmol/g polimer; Polimer boyutu: 150 nm
Eğer enzimlerin ısıl kararlılıkları immobilizasyon ile artıyorsa, bu enzimlerin potansiyel uygulama alanları genişletilebilir. Bu anlamda ısıl kararlılık, geliştirilen bir immobilizasyon yöntemi için oldukça önemlidir. Literatürde çok farklı immobilizasyon yöntemleriyle immobilize edilmiş, ısıl kararlılığı olan pek çok enzim rapor edilmiştir (Grund, 1998). Sentezlenen P(EGDMA-MAT) nanoyapıları, literatür ile uyumlu bir ısıl kararlığa sahip, hidrofobim gruplar taşıyan bir polimerik yapıdır. 
4.2.7. Depo Kararlılığı
Serbest ve immobilize lakkaz çözeltileri 25°C’de asetat tamponunda (0.1 M, pH: 5.0) depolanarak 60 günlük bir süre içerisinde farklı zamanlarda aktivite ölçümleri yapılmıştır. Serbest enzimle karşılaştırıldığında immobilizasyonun, enzimi daha kararlı bir pozisyonda tuttuğu kesinlikle görülmektedir. Depolama süreci sonunda, immobilize lakkazın başlangıç aktivitesinin % 38’ini koruduğu da Şekil 4.14’ten açıkça görülmektedir.

[image: image38.bmp]Şekil 4.14 Depo kararlılığı grafiği
4.2.8. Adsorpsiyon İzotermi
Langmuir izotermi, moleküllerin en iyi tanımlı bölgelerinden adsorplandığını varsayar. Bu bölgeler enerjice denk ve birbirinden uzaktırlar, bu yüzden bitişik bölgelere adsorplanan moleküller arasında bir etkileşim de gerçekleşmez.

Çalışmalar sırasında, adsorpsiyon özelliğini değerlendirmek amacıyla Langmuir adsorpsiyon izotermi kullanılmıştır. Langmuir adsorpsiyon izotermi aşağıdaki eşitlikte gösterilmektedir:
                                    Q= Qmax. B. Ceq / (1 + b Ceq)                                                 (4.1)
Bu eşitlikte, Q; destek materyaline bağlanan lakkaz derişimi (mg/g), Ceq; çözeltideki lakkaz derişimi (mg/mL), b; Langmuir sabiti (mL/mg) ve Qmax ise maksimum adsorpsiyon kapasitesidir (mg/g). Eşitlik doğrusallaştırılırsa aşağıdaki denklem elde edilir:

                              Ceq / Q = 1/ (Qmax. B) + Ceq / Qmax                                                                     (4.2)
Adsorpsiyon izotermleri kesikli sistemde yapılan denemelerden elde edilmiş ve sonuçlar Şekil 4.14’de verilmiştir. Şekil 4.15’e göre, P(EGDMA-MAT) nanoyapılarına lakkazın adsorpsiyon izotermi lineer bir doğru vermiştir ve bu doğrunun korelasyon sabiti (R2) sentezlenen nanoyapılar için 0.9949 olarak hesaplanmıştır. Bu sonuçlar, Langmuir adsorpsiyon modelinin çalışılan sisteme uygulanabildiğini göstermiştir.
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Şekil 4.15 Langmiur adsorpsiyon izotermi
Şekil 4.14’deki grafiğin eğiminden Langmuir sabiti, b = 2,98 mL/mg ve maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qmax) değeri 4526 mg/g olarak hesaplanmıştır. Protein yüzeyindeki hidrofobim aminoasitlerin dağılımı, destek materyalindeki ligand ile hidrofobim etkileşimlerin belirlenmesinde oldukça önemli bir faktördür. Sulu ortamda polar ya da yüklü aminoasitler, yüzeye doğru yönelirler ve non-polar aminoasitler iç kısımlarda kalırlar. Bununla birlikte, her aminoasit, proteinlerin birincil yapısı nedeniyle bağımsız bir şekilde hareket edemez. Aminoasitlerin dağılım farkları da bir proteinden diğerine farklılıklar gösterir (Arica, et al., 1998).
4.2.9. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanılabilirlik
Desorpsiyon deneyleri adsorpsiyon amacıyla kullanılan kesikli sistemde incelenmiştir. Lakkaz adsorplanmış P(EGDMA-MAT) nanoyapıları 1 saat desorpsiyon ortamıyla etkileştirilmiştir. Desorpsiyon, 1.0 M KSCN ile gerçekleştirilmiştir. Lakkaz enziminin P(EGDMA-MAT) nanoyapılarına adsorpsiyon-desorpsiyon çalışması aynı nanoyapılar kullanılarak 5 döngü boyunca tekrar edilmiştir. Desorpsiyon oranı % 97’dir. Bağlanan lakkaz miktarı tüm döngülerde 980 mg/g olarak bulunmuştur.
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Şekil 4.16 Lakkaz enziminin adsorpsiyon-desorpsiyon grafiği. Başlangıç lakkaz derişimi 
                 0.5 mg/mL; pH: 5.0; MAT miktarı= 1.36 mmol/g polimer; Polimer boyutu: 
                 150 nm
Bir destek materyalinde aranılan önemli özelliklerden biri de, bu malzemenin defalarca tekrar tekrar kullanılabilmesidir. Rejenerasyon veya tekrar kullanılabilirlik olarak tanımlanan bu özellik ayırma işleminin maliyetini önemli ölçüde azaltan bir etmendir. P(EGDMA-MAT) nanoyapılarının tekrar kullanılabilirliği aynı nanoyapıların 5 kez tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon işlemi ile gösterilmiştir (Şekil 4.16). Her adsorpsiyon-desorpsiyon işlemi sonrası sterilizasyon için nanoyapılar ile 30 dk 50 mM NaOH çözeltisi, ardından 30 dk damıtık su ve daha sonra dengeleme için 30 dk pH 5.0 sodyum asetat tamponu etkileştirilmiştir. Desorpsiyon ve sterilizasyon işlemleri sırasında polimerik yapıdan MAT sızması gözlenmemiştir. 5 kez tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon işlemleri sonrasında adsorpsiyon kapasitesinde kullanılan desorpsiyon ajanı için kayda değer bir azalma gözlenmemiştir.

4.2.10. SEM Sonuçları
SEM fotoğrafları Şekil 4.17’da görülmektedir. Nanokürelerin daha yakın ve ayrıntılı fotoğrafları Şekil 4.18’de verilmiştir:

[image: image28.png]



Şekil 4.17 P(EGDMA-MAT) kürelerinin SEM görüntüsü
[image: image29.png]



Şekil 4.18 P(EGDMA-MAT) kürelerinin yakın plan SEM görüntüsü
5. TARTIŞMA VE SONUÇ

Teknolojideki gelişmeler yaklaşık 20 yılda bir önemli değişimler göstermektedir. Bu anlamda nanoteknolojinin gelecek teknoloji dünyasının en önemli alanı olacağına inanılmaktadır. Dünyada 2002 yılı için, yılda 10-100 milyar dolarlık bir pazarının olması, nanoteknolojik gelişmelerin boyutu hakkında bir fikir vermektedir. Nanoteknolojik gelişmelerle ilgili pek çok araştırma ve geliştirme çalışmaları hızlı bir şekilde devam etmektedir. Nanoteknoloji alanında, farklı disiplinlerde, çok sayıda gelişmeler sağlanmış ve bu gelişmeler uygulanmaya başlamıştır. Temelde nanoteknoloji, nano-ölçekte araştırmaların ve üretimlerin yapıldığı bir teknoloji dalıdır. Nanoteknoloji oldukça geniş bir uygulama alanına sahiptir. Bu uygulama alanlarından bazıları, sensörler (küçük, hızlı, pek çok analitin ölçümünün yapılabildiği akıllı sistemler), elektronik ve optik (küçük, yüksek yoğunluk özelliği, hızlı işlem, çeşitlendirilebilir olma vs.), tedavi (hızlı, etkili, kontrol kolaylığı, oldukça etkili bir şekilde hastalıktan kurtarma), kompozit ve filmler (dayanıklılık, optik özellik, kopma ve kırılma direncinin yüksekliği), enerji (ışık elektrik, yüksek yoğunluk özelliği, depolama), akıllı sistemler (otolensler, kendiliğinden düzelen filmler, vs) olarak sayılabilir. Nanoteknoloji; nanomaddeler, nanoelektronik, nanobiyoteknoloji ve nanomakineler olarak alt sınıflara ayrılabilir. Günümüzde, kabul görmüş çok çeşitli protein saflaştırma teknolojileri ile karşılaşmak mümkündür.
Bu çalışmada, lakkaz immobilizasyonu için nano-boyutta, aktivasyon işlemi gerektirmeyen, enzimin doğrudan immobilize edilebildiği yeni bir hidrofobim destek materyali sentezlenmiş ve lakkaz immobilizasyonunda kullanılmıştır.
P(EGDMA-MAT) nanoyapıları emülsiyon polimerizasyonu ile 150 nm boyutunda üretilmiştir. P(EGDMA-MAT) nanoyapılarının spesifik yüzey alanı 1735.5 m2/g olarak hesaplanmıştır.
Sentezlenen P(EGDMA-MAT) nanoyapılarındaki MAT oranı, azot stokiyometrisi kullanılarak 1.36 mmol/g olarak bulunmuştur.
MAT’ın polimerik yapıya katıldığı FTIR spektrumları alınarak gösterilmiştir. Hem P(EGDMA) hem de P(EGDMA-MAT) nanopartiküllerinin yapısındaki –OH gruplarının gerilme titreşimi sırasıyla, yaklaşık 3151 cm-1 ve 3660 cm-1 civarında gözlenmiştir. P(EGDMA-MAT) nanopılarının FTIR spektrumunda yaklaşık 798 cm-1 civarında görülen pik ise, polimerik yapıya giren MAT yapısındaki aromatikliğin bir göstergesidir.
Sentezlenen P(EGDMA-MAT) nanoyapıların boyut analizi, Nano Zetasizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra, İngiltere) ile analiz edilmiştir. Hazırlanan nanoyapıların ortalama boyutunun 150 nm ve polidispersitesinin de 0.171 olduğu bulunmuştur.
Emülsiyon polimerizasyonu tekniği ile 150 nm boyutunda hazırlanan P(EGDMA-MAT) nanoyapılarının zeta potansiyel değeri pH: 5.0’da -10 mV olarak bulunmuştur. Negatif değerde elde edilen bu zeta potansiyel değeri, sentezlenen nanopartikül süspansiyonunun kararlı olduğunu göstermektedir.
Lakkaz başlangıç derişiminin lakkaz adsorpsiyonuna etkisi deneylerinde, çözeltideki lakkaz derişiminin artmasıyla, P(EGDMA-MAT) nanoyapılar tarafından birim kütle başına adsorplanan lakkaz miktarı, çalışılan kesikli sistemde 1.0 mg/mL`den düşük derişimlerde artmış, daha sonra dengeye ulaşmıştır. P(EGDMA) nanoyapılara non-spesifik lakkaz adsorpsiyonu ihmal edilebilir düzeydedir. MAT’ın P(EGDMA)`nın yapısına katılmasıyla polimerik nanoyapıların pH: 5.0 asetat tamponunda lakkaz adsorpsiyon kapasitesi önemli ölçüde artmıştır. Kesikli sistemdeki çalışmalarda maksimum lakkaz adsorpsiyonu, 0.5 mg/mL derişim için 990 mg/g olarak bulunmuştur.
P(EGDMA) ve P(EGDMA-MAT) nanoyapılara lakkaz adsorpsiyonuna pH’ın etkisi deneylerinde P(EGDMA-MAT) nanoyapıların maksimum lakkaz bağlama kapasitesi pH 5.0 değerinde, 990 mg lakkaz/g olarak bulunmuştur. P(EGDMA) nanoyapılar üzerine spesifik olmayan lakkaz adsorpsiyonu pH’dan bağımsızdır ve çalışılan tüm pH değerlerinde ihmal edilebilir olduğu belirlenmiştir.
Polimerik naoyapılara lakkaz adsorpsiyonuna sıcaklığın etkisi deneylerinde P(EGDMA) nanoyapılarına non-spesifik lakkaz adsorpsiyonu, çalışılan bütün sıcaklık değerlerinde çok düşüktür. P(EGDMA) nanoyapılarına lakkazın non-spesifik adsorpsiyonuna sıcaklığın herhangi bir etkisi görülmemiştir. Düşük sıcaklıkta (4°C) gözlenen lakkaz adsorpsiyonu 840 mg lakkaz/g iken, 55ºC’de bu değer 520 mg/g olarak bulunmuştur.
Serbest ve immobilize lakkazın aktivitesine pH’ın etkisi denemelerinde, maksimum aktivite hem serbest hem de immobilize lakkaz için pH: 7.0 değerinde gözlemlenmiştir.
Sıcaklığın enzim aktivitesine etkisinin incelendiği çalışmalarda, immobilize ve serbest lakkazın optimum sıcaklıklarının  45°C olduğu saptanmıştır.
İmmobilize lakkazın Km değeri (0.84 mg/mL) serbest lakkazın Km değerinden (0.42 mg/mL) daha yüksek bulunmuştur. İmmobilize lakkazın Vmax değeri 1.13x107 µmol/dk mg protein, serbest lakkazın Vmax değeri ise 7.7x107 µmol/dk mg protein olarak hesaplanmıştır.
Serbest ve immobilize lakkazın kararlılığına sıcaklığın etkisi denemelerinde, P(EGDMA-MAT) nanoyapılarına immobilize edilen lakkazın sıcaklıkla aktivitesindeki azalma oranının serbest lakkaza göre daha düşük olduğu bulunmuştur. 55ºC uygulandıktan 120 dakika sonra serbest lakkaz başlangıç aktivitesinin tamamını yitirirken, immobilize lakkaz başlangıç aktivitesinin % 20’sini korumuştur.

Depo kararlılığı deneylerinde, serbest lakkaz başlangıç aktivitesinin % 85’ini yitirirken, immobilize lakkaz aynı süre içerisinde başlangıç aktivitesinin % 62’sini yitirmiştir.
Langmuir adsorpsiyon izotermi, P(EGDMA-MAT) nanoyapılarına lakkazın adsorpsiyonu çalışmaları için lineer bir doğru vermiştir ve bu doğrunun korelasyon sabiti (R2) sentezlenen nanoyapılar için 0.9949 olarak hesaplanmıştır. Langmuir sabiti, b = 2.98 mL/mg ve maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qmax) değeri 4526 mg/g olarak hesaplanmıştır.
Desorpsiyon deneylerinde, desorpsiyon ajanı olarak 1.0 M KSCN kullanılmış, 5 döngü boyunca adsorpsiyon-desorpsiyon döngüsü tekrar edilmiştir. Desorpsiyon oranı % 97 olarak hesaplanmıştır. Bağlanan lakkaz miktarı tüm döngülerde 980 mg/g olarak bulunmuştur.

KAYNAKLAR

Akgöl, S., and Denizli, A. 2004. Novel metal-chelate affinity sorbents for reversible use in catalase adsorption. J. Mol. Catal., 28:7-14.

Aksoy, C. 2003. Lipaz ve Üreaz Enzimlerinin Çeşitli Taşıyıcılara İmmobilizasyonu. Yüksek Lisans Tezi, İstanbul Üniversitesi, İstanbul, 26-28 .

Al-Adhami, A.J.H., Bryjak, J., Markiewicz, B.G., and Chozch, W.P. 2002. Immobilization of wood-rotting fungi laccases on modified cellulose and acrylic carriers. Process Biochem, 37: 1387-1394.

Alexandre, G., Zhulin, I.B., 2000. Laccase are widespread in bacteria. TIBTECH, 18. 41–42.

Araujo, J.H., Uemura, V., Moraes, F., Barbosa, A., and Zanin, G. 2005. A comparative study on fungal laccases immobilized on chitosan. Biology and Tecnology, 48: 1-6.

Arıca, M. Y., and Hasırcı, V. N. 1987. Immobilization for the production of membranes. Biomaterials, 8: 489-495.

Arıca, M. Y., Testereci, H. N., and Denizli, A. 1998. Dye-ligand and metal chelate poly [2-hydroxyethylmethacrylate] membranes for affinity separation of proteins. J. Chromatogr, A, 799: 83-91.
Arnold, F.H., Wintrode, P.L., Miyazaki, K., Gershenson, A. 2001. How enzymes adapt: lessons from directed evolution. Trends in Biochemical Sciences, 26: 100–106.

Bachman, S., Gebicka, M.L., Gasyna, Z. 2006. Some properties of whole-cell glucose ısomerase ımmobilized in polyacrylamide gel by radiation. Inter Science 33 (11): 366 – 369.

Ball, P. 2001. Nature Insight Biocatalysis. Nature, 409: 225-268.
Bangs, L.B. 1984. Uniform latex particles. Seradyn Inc., P.O. Box 1210, IN, USA
Bayems, V., Gurny, R. 1997. Chemical and physical parameters of tears relevant for the design of ocular drug delivery formulations. Pharm Acta Helv 72:191–202.
Bayralı, M. 2003. Resorsinol’ün enzimatik polimerizasyon kinetiğinin incelenmesi. Yüksek Lisans Tezi, Hacettepe Üniversitesi, Ankara, 37-44.

Birhanlı, E. 2003. Mikroorganizmaların lakkaz üretimine çeşitli faktörlerin etkisi. Yüksek Lisans Tezi, İnönü Üniversitesi, Malatya, 37-44.
Brannigan, J.A., Wilkinson, A.J. 2002. Protein engineering 20 years on. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 3(12): 964–970. 
Bryjak, J., Kruczkiewicz, P., Rekuc, A., Peczynska-Czoch, W. 2007. Laccase immobilization on copolymer of butylacrylate and ethylene glycol dimethacrylat. Biochemical Engineering Journal, 35, 325–332.
Cabral, J. M. S., Kennedy, J. F., and Kalogerakis, B. 1991. Covalent and coordination immobilization of proteins. Bioprocess Technol., 14:73- 138.

Cao, L.Q., Van Rantwijk, F., Sheldon, R.A. 2000. Cross-Linked Enzyme Aggregates: A Simple and Effective Method for the Immobilization of Penicillin Acylase. Org. Lett. 2, 1361–1364.
Carr, P. W., and Bowers, L. D. 1980. Support considerations in chemical analysis. Enzymes, Academic 
res, New York, 56: 167-170.

Caruana, C.M. 1997. Chem. Eng. Prog. 93, 13–20.

Caruso, F., Schuler, C. 2000. Enzyme Multilayers on Colloid Particles: Assembly, Stability, and Enzymatic Activity, Langmuir. 16, 9595–9603.

Chen, J.P., Su, D.R. 2001. Latex Particles with Thermo-Flocculation and Magnetic Properties for Immobilization of [image: image30.png]


-Chymotrypsin, Biotechnol. Progr., 17, 369–375.
Chen, S., Liu, Y., and Yu, P. 1996. Study on column reactor of chitosan immobilized. Chem. Abstr., 127 (4): 127-129.

Chibata I., Tosa T., Sato T., Mori T., and Mauto Y. 1972. Preparation and Industrial Application of Immobilized Aminoacylases. In: Proc. Ivth Int. Ferment. Symp. Fermentation Technology Today. Society for Fermentation Technology. Japan. 383-389.

Cinderalla, M., Canteralla, L., and Alfani, F. 1988. Entrapping of acid phosphatase in HEMA: Preparation and kinetic properties. Birit. Polym. J., 20: 477-485.

Couto, S. R. and Herrera J. L. T. 2006. Industrial and biotechnological applications of laccase.
Çıracı, S. 2006. Türkiye’de Nanoteknoloji. Bilim ve Teknik. 1-24.
Daigle, F., Trudeau, F., Robinson, G., Smyth, M.R., and Leech, D. 1998. Mediated reagentless enzyme inhibition electrodes. Biosens. Bioelectron, 13: 417-425.

D’Annibale, A., Stazi, S.R., Vinciguerra, V., Di Mattia, E., and Sermanni, G.G. 1999. Characterization of immobilized laccase from Lentinula edodes and its use in olive-mill wastewater treatment. Process Biochem, 34: 697-706.

D’Annibale, A., Stazi, A., Vinciguerra, S.R., and Giovannozzi, V.G. 2000. Oxirane-immobilized Lentinula edodes laccase: stability and phenolics removal efficiency in olive mill wastewater. Biotechnol, 77: 265-273.

Daubresse, C., Grandfils, C., Jerome, R., Teyssie, P. 1996. Enzyme immobilization in reactive nanoparticles produced by inverse microemulsion polymerization, Coll.&Polym. Sci., 274, 482–489.

De Quan., and Shin, W. 2004. Modification of electrode surface for covalent immobilization of laccase. Mat Sci Eng C-Bio S, 24: 113-115.

Delanoy, G.; Li, Q.X., and Yu, J., 2005. Activity and stability of laccase in conjugation with chitosan. Int J Biol Macromol., 35: 89-95.

Demirjian, D., Moris-Varas, F., Gololobov, M., Calugaru, S. 1999. Chem. Proc. 62,  57–58.

Demirsoy, A. 2000. Enzimlerin Yapısı ve İşleyişi.

Denizli, A., Senel, S., and Arıca, M. Y. 1998. Cibacron Blue F3GA and Cu(II) derived poly(2-hydroxyethylmethacrylate) membranes for iysozyme adsorbtion. Coll. Surf. B, 11:113-122.
Denizli, A., Yavuz, H., Garipcan, B., and Arıca, Y. M. 2000. Nonporous monosize  polymeric sorbents: Dye and metal chelate affinity separation of Iysozyme. J. Appl. Polymer Sci., 76:115-124.

Desantis, G., Jones, J.B. 1999. Cur. Opin. In Biotechnol. 10, 324–330.

Dodor, D.E., Hwang, H., and Ekunwe, S.I.N. 2004. Oxidation of anthracene and benzo(a)pyrene by immobilized laccase from Trametes versicolor. Enzyme Microb Tech, 35: 210-217.

Dumitriu, S., Popa, M., and Dumitriu, M. 1998. Polymeric biomaterials as enzyme and drug carriers. J. Bioact. Compat. Pol., 3: 243-312.

Duran N., Rosa M.A. , D’annibale A., Gianfreda L. 2002. Applications of laccases and tyrosinases (phenoloxidases) immobilized on different supports: a review, Enzyme Microbiol. Technol. 31, 907–931.

Durante D, Casadio R, Martelli PL, Tasco G, Portaccio M, De Luca P, Bencivenga U, Rossi S, Di Martino S, Grano V, Diano N, Mita DG. 2004. Isothermal and non-isothermal bioreactors in the detoxification of waste waters polluted by aromatic compounds by means of immobilised laccase from Rhus vernicifera. J Mol Catal B-Enzym, 27: 191-206.

Feng, S., Huang, G., 2001. Effects of emulsifiers on the controlled release of paclitaxel (Taxol) from nanospheres of biodegradable polymers, J Control Release 71:53–69.
Duran, N., Esposito, E. 2000. Potential applications of oxidative enzymes and phenoloxidase-like compounds in wastewater and soil treatment: a review. Appl Catal B Environ. 28:83-99. 
Freire, R.S., Duran, N., and Kubota, L. 2001. Effects of fungal laccase immobilization procedures for the development of a biosensor for phenol compounds. Talanta, 54: 681-686.

Gill, I., Pastor, E., Ballesteros, A. 1999. Journal of the Am. Chem. Soc. 121, 9487–9496.

Glick, D. 1979. Methods of Biochemical Analysis. Enzyme Immobilization, Academic Press, New York, 25: 135-201.

Golz-Berner, K., Walzel, B., Zastrow L., and Doucet, O. 2004. Cosmetic and dermatological preparation containing copper-binding proteins for skin lightening. Int Pat Appl WO2004017931. 

Govardhan, C.P. 1999. Curr. Opin. in Biotechnol. 10, 331–335.
Guit, R. P. M., Kloosterman, M., Mindersma, G.W., Mayer, M., Meijer, E. M. 1991. Lipase kinetics: hydrolysis of triacetin by lipase from Candida cylindracea in a hollow fiber membrane reactor. Biotechnol Bioeng 38:727–32.
Grund, E. 1998. Biosep. Bioprocess, 1, 65–88.
Meyer, U. 1981 Biodegradation of synthetic organic colorants. Microbial degradation of xenobiotic and recalcitrant compounds. FEMS symposium, Vol. 12. London:  Academic Pres; p. 371-85.

Gutierrez, R., Martin del Vale, E. M., and Galan, M. A. 2007. Immobilized Metal-Ion Affinity Chromatography: Status and Trends, Separation & Purification Reviews, 36:1, 71-111.

Gürsel, A., Alkan, S., Toppare, L., and Yagcı, Y. 2003. Immobilization of invertase and glucose oxidase in conducting H-type polysiloxane/polypyrrole block copolymers. React. Funct. Polym., 57: 57-65.

Haring, D., Schreier, P. 1999. Cross-linked enzyme crystals. Curr. Op. in Chem. Biol. 3, 35–38.
http://www.biltek.tubitak.gov.tr
Hu, X., Zhau, X. and Hwang, H. 2007. Comparative study of immobilized Trametes versicolor laccase on nonoparticles and kaolinite. Chemosphere, 66: 1618-1626.

Hublik, G. and Schinner, F. 2000. Characterization and immobilization of the laccase from Pleuratus ostreatus and its use for the continuous elimination of fenolic pollutants. Enzyme Microb Tech, 27: 330-336.

İnam, R., Çaykara, T. and Özyürek, C. 2001. Polarographic determination of uranyl ion adsorption on poly(2-hydroxyethyl methacrylate-itaconic acid) hydrogels. Sep Scı Technol, 36(7): 1451-1461.

Janssen, P.H., Monk, C. R., Morgan, H.W. 1994. A thermophilic, lipolytic Bacillus sp., and continuous assay of its p-nitrophenyl-palmitate esterase activity. FEMS Microbiol Lett 120:195–200.
Jia, H., Zhu, G., Wang, P. 2003. Catalytic behaviors of enzymes attached to nanoparticles: the effect of particle mobility. Biotechnol.& Bioeng., 84, 406–414.

Jungbae, K., Jay,W., Gratea, Ping,W. 2006. Chem. Eng. Sci. 61, 1017 – 1026.

Kaetsu, I., Kamura, M. and Yoshida, M. 1979. Enzyme immobilization by radiation ınduced polymerization of HEMA at low temperature. Biotechnol. Bioeng., 21: 847-849.

Kaetsu, I., Kamura, M. and Yoshida, M. 1979. Enzyme immobilization by radiation ınduced polymerization of HEMA at low temperature. Biotechnol. Bi18.

Karadağ, H. 2001. Soya Fasulyesi Lipoksijenazının Poliakrilamid Jel Üzerine İmmobilizasyonu. Yüksek Lisans Tezi, Çukurova Üniversitesi, Adana, 26-28.

Kennedy, J. F., and Cabral, J. M. S. 1985. Immobilized enzymes cells. Immobilization of enzyme, (Woodward, 2nd ed.), Oxford Press, U.K., 19-37.

Kim, J., Grate, J.W. 2003. Nano Letters. 3, 1219–1222.

Kim, MI. 2006.

Klibanov, A.M. 2001. Nature. 409, 241–246.

Koeller, K.M., Wong, C.H. 2001. Nature. 409, 232–240.

Labrou, N. E. 1994. Dye-Ligand Affinity Chromatography for Protein Separation and Purification.; Lowe, R. 2001. Advances and applications of de novo designed affinity ligands in proteomics. Institute of Biotechnology, University of Cambridge, Tennis Court Road, CB2 1QT, Cambridge, UK.

Lante, A., Crapisi, A., Krastanov, A., and Spettoli, P. 2000. Biodegradation of phenols by laccase immobilised in a membrane reactor. Process Biochem, 36: 51-58.

Lee, M.Y., Dordick, J.S. 2002. Curr. Opin. in Biotechnol. 13, 376–384.

Lehmann, M., Wyss, M. 2001. Curr. Opin. in Biotechnol. 12, 371–375.

Liao, M.-H., Chen, D.-H. 2001. Biotechnol. Lett. 23, 1723–1727.

Livage, J., Coradin, T., Roux, C. 2001. J. of Phys.Conden. Mat. 13, R673–R691.

Lopez-Serrano, P., Cao, L., Van Rantwijk, F., Sheldon, R.A. 2002. Biotechnol. Lett. 24, 1379–1383.

Luterek, J., Gianfreda, L., Wojtas-Wasilewska, M., Cho, N., Rogalski, J., Jaszek, M., Malarczyk, E., Staszczak, M., Fink-Boots, M., and Leonowicz, A. 1998. Activity of free and immobilized extracellular Cerrena unicolor laccase in water miscible organic solvents. Cat.Inist, 52: 589-595.
Malcata, F.X., Reyes, H.R., Garcia, H.S., Hill, C.G., Amundson, C. H. 1992. Kinetics and mechanisms of reactions catalyzed by immobilized lipases. Enzyme Microb Technol 14:426–46.
Martins, M.B.F., Simoes, S.I.D., Cruz, M.E.M., Gaspar, R., 1996. Development of enzyme-loaded nanoparticles: effect of pH, J of Mat. Sci.: Mat. in Med. 7, 413–414.
Mayer, A. M., Staples, R.C. 2002.  Laccase: new functions for an old enzyme, Phytochemistry 60, 551–565.

Michael, D. T. 1980. Immobilized enzyme. Methods in Enzymology, John Wiley and Sons, New York, 80-85.

Mitz M. A. 1956. New Insoluble Active Derivative of an Enzyme as a Model for Study of Cellular Metabolism. Science. 123: 1076-1077.

Mozhaev, V.V. 1993. Trends in Biotechnol. 11, 88–95.
Mozhaev, V.V., Melik-Nubarov, N.S., Sergeeva, M.V., Siksnis, V., Martinek, K. 1990. Biocatalysis. 3, 179–187.

Nelson J. M., and Griffin E. G. 1916. Adsorption of Invertase. J. Chem. Soc. 38: 1109-1115.

O’fagain, C. 2003. Enz. and Mic. Technol. 33, 137–149.
Öncel, Ş. 2004. Enzimlerin Afinite Kromatografisi ile Saflaştırılması ve Karakterizasyonu. Yüzüncü Yıl Üniversitesi, Fen Fakültesi, Kimya Bölümü, 100s, Van.
Piontek, K., and Biol J. 2002. Crystal structure of a laccase from the fungus Trametes versicolor at 1.90-Å resolution containing a full complement of coppers. J.Biol.Chem, 277: 37663-37669.

Pearson, R. G. 1973. Hard and soft acids and bases. In Benchmark Papers in İnorganic Chemistry; Pearson, R. G. Ed., Hutchington&Ross: Stroudsburg, PA, 53-59, 67-85.

Quan, D., Kim, Y. and Shin, W. 2004. Sensing characteristics of tyrosinase immobilized and tyrosinase, laccase co-immobilized platinum electrodes. Bull. Korean Chem. Soc. 25 (8): 1195-1201.

Ravi Kumar, M. N. V., Bakowsky, U., Lehr, C. M. 2004. Preparation and characterization of cationic PLGA nanospheres as DNA carriers, Biomaterials 25 1771–1777.
Rogalsky, J., Dawidowicz, A., Jozwik, E., and Leonowicz, A. 1999. Immobilization of laccase from Cerrena unicolor on controlled porosity glass. J Mol Catal B-Enzym, 6: 29-39.

Rogalski, J., Jozwik, E., Hatakka, A., and Leonowicz, A. 1995. Immobilization of laccase from Phlebia radiata on controlled porosity glass. J Mol Catal A-Chem, 95: 99-108.

Ruiz, A., Malave, A.J., Felby, C., and Griebenow, K. 2000. Improved activity and stability of an immobilized recombinant laccase in organic solvent. Biotechnol. Lett., 22: 229-233.

Saburo, F., and Atsuo, T. 1985. Application of biocatalyst immobilized by polymer methods. Enzyme Engineering, Plenum Press, New York, 201-203.

Sanjay, G., and Sugunan, S. 2006. Enhanced pH and thermal stabilities of invertase immobilized on montmorillonite K-10. Food Chem., 94: 573- 579.

Schmid, A., Dordick, J.S., Hauer, B., Kiener, A., Wubbolts, M., Witholt, B. 2001. Nature, 409, 258–268.
Semenov, A. N., Lomonosova IV, Berezin V, Titov I. 1993. Peroxidase and laccase as catalysts for removal of phenylhydrazide protecting group under mild conditions. Biotechnol Bioeng 42:1137-41. 

Srere, P. A., and Uyeda, K. 1976. Functional groups on enzymes suitable for binding to matrices. Methods in Enzymology, (Edited by Mosbach, K.), Academic Press, Inc., New York, 44: 11-19.
Sulkowski, E., and Laskowski M. 1974. Venom Exonuclease (Phosphodiesterase) Immobilized on Concanavalin-A-Sepharose. Biochem. Biophys. Res. Commun. 57: 463-468.

Tanaka, A., and Kawamoto T. 1999. Cell and Enzyme Immobilization. In: Manual of Industrial Microbiology and Biotechnology. Ed. Demain A. L. and Davies J. E., American Society for Microbiology. ISBN 1-55581-128-0. Washington.

Taylor, P.B., Ashman, S., Baddeley, M.S., Bartram, L.S. 2002. Colorimetric assays for biodegradation of polycyclic aromatic hydrocarbons by fungal laccases. J Biomol Screen. 7: 537-543.

Thurston, C.F. 1994. The structure and function of fungal laccases, Microbiology, 140, 19–26.

Tischer, W., Kasche, V. 1999. Trends in Biotechnol. 17, 326–335.

Turkova, J. 2002. Bioaffnity Chromatography, Elsevier, Amsterdam.
Tübitak, 2004. Vizyon 2023 Projesi Nanoteknoloji Strateji Grubu, Nanobilim ve Nanoteknoloji Stratejileri, Ankara.

Trevan, M.D. 1980. Techniques of immobilization, Immobilized Enzyme. John Wiley and Sons, New York, 37-44.

Uygun, M. 2006. Alginat üzerine Aspergillus SP’nin immobilizasyon koşullarının ve çevre örneklerine uygulanabilirliğinin araştırılması. Aydın.

Xiao, H., Huang, J., Lıu, C., and Jiang, D. 2006. Immobilization of laccase on amine-terminated magnetic nano-composite by glutaraldehyde crosslinking method. T Nonferr Metal Soc, 16: 414-418.

Vogel, V., Baird, B. 2003. Report of the national nanotecnology initiative workshop. Arlington, VA, 3, VCH, Weinheim, 617–642.

Xu, F. 1996. Oxidation of phenols, anilines, and benzenethiols by fungal laccases: correlation between activity and redox potentials as well as halide inhibition, Biochemistry 35, 7608–7614.

Yang, W.Y., Min, D.Y., Xiao, S.W., Jin, L., Rong, L., Tetsuo, M., and Bo, C.  2006. Immobilization and characterization of laccase from Chinese Rhus vernicifera on modified chitosan. Process Biochem, 41: 1378-1382.

Yavuz, H., Odabaşı M., Akgöl, S., and Denizli, A. 2005. Immobilized metal affinity beads for ferritin adsorption. J. Biomaterial Sci., 16:673-684.
Yinghui, D., Qiuling, W., and Shiyu, F. 2002. Laccase stabilization by covalent binding immobilization on activated polyvinyl alcohol carrier. Lett. Appl. Microbiol, 35: 451–456.

Zaborsky, O. 1973. Adsorption Immobilized Enzyme. Ed. by Weast, R. C., CRC Press, Ohio, 37-44.
Zamora, P.P., Pereira, M.C., Tiburtius, R.L., Rosa, M.A., Minussi, C.R., and Duran, N. 2003. Decolarization of reactive dyes by immmobilized laccase. Appl Catal B-Environ, 42: 131-144.

Zawisza, I., Rogalsky, J., and Opallo, M. 2006. Electrocatalytic reduction of dioxygen by redox mediator and laccase immobilized in silicate thin film. J Electroanal Chem, 588: 244-252.

Zihnioğlu, F., Salnikow, J., Kılınç, A. 2000. Biyokimyada Temel ve Modern Teknikler. Ege Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyokimya Bölümü, 570s., İzmir.

ÖZGEÇMİŞ

KİŞİSEL BİLGİLER
Adı Soyadı: Gülay DOĞAN
Doğum Yeri ve Tarihi: Ereğli, 08.09.1980

EĞİTİM DURUMU
Lisans Öğrenimi: Ege Ünv. Fen Fak. Kimya Bölümü
Yüksek Lisans Öğrenimi: Adnan Menderes Ünv. Fen-Edb Fak. Kimya Bölümü
Bildiği Yabancı Diller: İngilizce

BİLİMSEL FAALİYETLERİ
a) Yayınlar

-SCI

-Diğer

b) Bildiriler

-Uluslararası

-Ulusal

c) Katıldığı Projeler
İŞ DENEYİMİ
Çalıştığı Kurumlar ve Yıl: 

Özdemir Dershaneleri,                                                                                   2004-2005
Sınav Dergisi Dershaneleri,                                                                           2005-2008

İLETİŞİM
E-posta Adresi: gulaydogana@gmail.com
Tarih: 27.08.2008
� EMBED Excel.Chart.8 \s ���





� EMBED PBrush  ���











y = 0,5391x + 1,2859





R





2





 = 0,9945





0





1





2





3





4





5





6





7





8





-4





-2





0





2





4





6





8





10





12





1/S (mM





-





)





1/Vx108 (dk mg protein/μmol)























y = 0,7422x + 0,885





R





2





 = 0,9954





0





1





2





3





4





5





6





7





8





9





-2





0





2





4





6





8





10





12





1/S (mM





-





)





1/Vx107 (dk mg protein/μmol)








y = 0,0005x











R





2





 = 0,9995





0





0,001





0,002





0,003





0,004





0,005





0,006





0,007





0,008





0,009





0,01





0





5





10





15





20





25





Hacim (mL)





Kütle (g)





Yıkama





Matriks








Ligand





Deforme eden tampon 





Yarışmalı ligand





Desorpsiyon





Adsorpsiyon





+





                                Desorpsiyon ortamına salınan lakkaz


Desorpsiyon (%) =                                                               x100          	              (3.4)       


                                        Adsorplanan lakkaz 





� EMBED Unknown  ���





� EMBED Word.Picture.8  ���





b)





a)








[image: image39.emf]0

20

40

60

80

100

120

0 20 40 60 80

Depolama Zamanı (Gün)

% Aktivite

Serbest Enzim

İmmobilize Enzim

[image: image40.wmf]O

O

O

O

C

H

3

C

H

2

O

O

O

O

C

H

3

C

H

2

N

H

N

H

O

O

H

O

C

C

H

3

C

H

H

n

[image: image41.emf]N


N




N

N

[image: image42.emf]N


N


N


N




N

N

N

N

[image: image43.emf]

[image: image44.emf]

[image: image45.emf]N


N




N

N

[image: image46.emf]N


N


N


N




N

N

N

N

[image: image47.emf]N


N




N

N

[image: image48.emf] 

N  

N  

[image: image49.emf]

_1281081679.xls
Grafik1

		0		0

		10		10

		30		30

		60		60

		90		90

		120		120



Serbest enzim

İmmobilize enzim

Zaman (dak)

% Aktivite

100

100

69

86.8

61.3

79.9

48.9

53

18.6

23.4

0

19.3



Sayfa1

		0		100		100

		10		69		86.8

		30		61.3		79.9

		60		48.9		53

		90		18.6		23.4

		120		0		19.3





Sayfa1

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



Serbest enzim

İmmobilize enzim

Zaman (dak)

% Aktivite

55oC Termal Kararlılık

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Sayfa2

		





Sayfa3

		






_1281354553.xls
Grafik1

		0.1

		0.2

		0.3

		0.4

		0.5

		1

		2



Derişim (mg/mL)

Adsorplanan Lakkaz Miktarı 
(mg/g polimer)

344

544

584

760

990

1560

1565



Sayfa1

		0.1		344

		0.2		544

		0.3		584

		0.4		760

		0.5		990

		1		1560

		2		1565





Sayfa1

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0



Derişim (mg/mL)

Adsorplanan Lakkaz Miktarı (mg/g)

Derişim Etkisi

0

0

0

0

0

0

0



Sayfa2

		





Sayfa3

		






_1281354625.xls
Grafik1

		4		4

		5		5

		6		6

		7		7

		8		8



p(EGDMA-MAT-Cu)

p(EGDMA)

pH

Adsorplanan Lakkaz Miktarı (mg/g)

800

5.2

992

5.2

880

5.2

696

5.2

648

5.2



Sayfa1

		4		800		5.2

		5		992		5.2

		6		880		5.2

		7		696		5.2

		8		648		5.2





Sayfa1

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



p(EGDMA-MAT-Cu)

p(EGDMA)

pH

Adsorbed Laccase Amount (mg/g)

pH EFFECT

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Sayfa2

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



p(EGDMA-MAT-Cu)

p(EGDMA)

pH

Adsorplanan Lakkaz Miktarı (mg/g)

pH Etkisi

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Sayfa3

		





		






_1281081812.xls
Grafik1

		1

		2

		3

		4

		5



Döngü Sayısı

Adsorplanan Lakkaz Miktarı (mg/g)

980

980

980

980

980



Sayfa1

		1		980

		2		980

		3		980

		4		980

		5		980





Sayfa1

		0

		0

		0

		0

		0



Döngü sayısı

Adsorplanan Lakkaz Miktarı (mg/g)

Desorpsiyon Grafiği

0

0

0

0

0



Sayfa2

		





Sayfa3

		






_1281087931

_1281173568.doc


N







N












_1281082848.xls
Grafik1

		4		4

		5		5

		6		6

		7		7

		8		8



Serbest enzim

İmmobilize enzim

pH

% Aktivite

20.9

25

48.6

36.9

90.2

97.42

100

100

95.4

90.9



Sayfa1

		4		20.9		25

		5		48.6		36.9

		6		90.2		97.42

		7		100		100

		8		95.4		90.9





Sayfa1

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



Serbest enzim

İmmobilize enzim

pH

% Aktivite

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Sayfa2

		





Sayfa3

		






_1281081775.xls
Grafik1

		0.1

		0.2

		0.3

		0.4

		0.5



Ceq

Ceq/Qeq

2.9

3.67

4.5

5.26

5.8



Sayfa1

		0.1		2.9

		0.2		3.67

		0.3		4.5

		0.4		5.26

		0.5		5.8





Sayfa1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



Ceq

Ceq/Qeq

Langmuir İzotermi

0

0

0

0

0

0



Sayfa2

		





Sayfa3

		






_1281081694.xls
Grafik1

		0		0

		10		10

		20		20

		30		30

		40		40

		50		50

		60		60



Serbest Enzim

İmmobilize Enzim

Depolama Zamanı (Gün)

% Aktivite

100

100

89

91

77

80

68

77

45

68

30

55

15

38



Sayfa1

		0		100		100

		10		89		91

		20		77		80

		30		68		77

		40		45		68

		50		30		55

		60		15		38





Sayfa1

		0		0		1

		10		10

		20		20

		30		30

		40		40

		50		50

		60		60



İmmobilize Enzim

Serbest Enzim

Depolama Zamanı (Gün)

% Aktivite

Depo Kararlılığı Grafiği

100

100

89

91

77

80

68

77

45

68

30

55

15

38



Sayfa2

		0		100		100

		10		89		91

		20		77		80

		30		68		77

		40		45		68

		50		30		55

		60		15		38





Sayfa2

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



Serbest Enzim

İmmobilize Enzim

Depolama Zamanı (Gün)

% Aktivite

Depo Kararlılığı Grafiği

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Sayfa3

		






_1281081585.xls
Grafik1

		4

		15

		25

		35

		45

		55



Sıcaklık (oC)

Adsorplanan Lakkaz Miktarı (mg/g)

840

1088

1144

1232

560

520



Sayfa1

		4		840

		15		1088

		25		1144

		35		1232

		45		560

		55		520





Sayfa1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



Sıcaklık(oC)

Bağlanan miktar (mg/g)

Sıcaklık Etkisi

0

0

0

0

0

0



Sayfa2

		





Sayfa3

		






_1281081648.xls
Grafik1

		4		4

		15		15

		25		25

		35		35

		45		45

		55		55



Serbest Enzim

İmmobilize Enzim

Sıcaklık (oC)

% Aktivite

90

81.3

71.6

27.7

69.7

35

67.7

48.7

100

100

68.8

65.3



Sayfa1

		4		90		81.3

		15		71.6		27.7

		25		69.7		35

		35		67.7		48.7

		45		100		100

		55		68.8		65.3





Sayfa1

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



Serbest Enzim

İmmobilize Enzim

Sıcaklık (oC)

% Aktivite

Sıcaklık Aktivite Grafiği

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Sayfa2

		





Sayfa3

		






_1281081508.xls
Grafik1

		28.1

		35.4

		44.6

		56.1

		70.6

		88.9

		112

		141

		177.5

		223.5

		281.4

		354.4

		446.2

		561.8



Partikül Boyutu (nm)

Partikül Sayısı

0

0

0

0

10.3

28.4

35

16

7

2.9

0.4

0

0

0



Sayfa1

		28.1		0

		35.4		0

		44.6		0

		56.1		0

		70.6		10.3

		88.9		28.4

		112		35

		141		16

		177.5		7

		223.5		2.9

		281.4		0.4

		354.4		0

		446.2		0

		561.8		0





Sayfa1

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0



Partikül Boyutu (nm)

Partikül Sayısı

Zeta Boyut Grafiği

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Sayfa2

		





Sayfa3

		






_1272382130

