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2. ALGİNAT ÜZERİNE ENZİM İMMOBİLİZASYONU İLE İLGİLİ ÇALIŞMALAR


Alginat ile farklı immobilizasyon yöntemleri kullanılarak çok sayıda enzim ve mikro organizmanın immobilizasyonu gerçekleştirilmiştir. Alginat mikro kürelerinde enkapsülasyon ile immobilizasyon önemli miktarda protein kaybına sebep olmaktadır. Pommersheim et al. (1994), ilk jel oluşumu sırasında enzimin denatüre olmaksızın çözelti içerisine difüzyonu ile proteinin % 34,4’ünü kaybettiğini rapor etmiştir. Laktazın alginat mikro kürelerinde enkapsülasyonu yaklaşık % 36’lık protein kaybı ile sonuçlanmıştır (Dashevsky, 1998). 


Alginat mikro kürelerinde protein adsorpsiyonunun pH’a bağlı olduğu gösterilmiş ve maksimum adsorpsiyonun proteinin izoelektirik pH’nın biraz altında olduğu bulunmuştur (Velings and Mestdagh, 1994).


Aspergillus niger kültürlerinden izole edilen (-glukozidazın immobilizasyonunu öğrencilere öğretebilmek amacıyla bir deney tasarlanmıştır. Bu deneyde (-glukozidaz kalsiyum alginat jel içerisine entrapment metodu ile immobilize edilerek serbest enzim ve immobilize enzimin kinetik parametreleri karşılaştırılmıştır (Busto, 1998). 


Glukoz oksidazın kalsiyum alginat jel kapsüllerine immobilizasyonu çalışılmış ve serbest ve immobilize enzimin Vmax, Km değerleri ile optimum pH ve optimum sıcaklık gibi kinetik parametreleri incelenmiştir (Blandino et al., 2001). Mikroorganizma kaynaklı invertaz ise % 87’lik bağıl aktivite verimi ile alginat kapsüllerde immobilize edilerek kinetik parametreleri bulunmuş ve serbest enzimin kinetik parametreleri ile karşılaştırılmıştır (Tanriseven ve Doğan, 2001). 


Alginat mikro kürelerinden enzim sızmasını önlemek amacıyla mikro kürelerin etrafının bir membran ile kaplanması düşünülmüştür. Alginat mikro kürelerinde üreazın enkapsülasyonunda kitosan ile bir membran oluşturularak membran kaplı olmayan alginat mikro küreleri ile aktivite verimleri karşılaştırılmıştır (DeGroot and Neufeld, 2001). 


Kitosan, alkali ortamda kitinin N-deasetillenmesiyle hazırlanan kitin türevi doğal bir polisakkarittir. Kitosan, gluteraldehit ile aktive edilerek (-glukozidazın kovalent bağlanmayla immobilizasyonunda kullanılmıştır (Martino et al, 1996). Alginat, kitosan ile karıştırıldığında kitosanın amino grupları ile alginatın karboksil grupları arasında güçlü iyonik etkileşimler bir polielektronik kompleks oluşturur. Bu kompleks Ca2+ şelatlaştırıcıları veya anti katyon jelleştiricileri varlığında çözünmez, böylece stabilize jel oluşturmak ve alginatın gözenekliliğini azaltmak için kullanılabilir. Bu şekilde alginat-kitosan mikro küreleri oluşturularak bazı antikorların gluteraldehit çapraz bağlayıcısı ortamında kovalent bağlanmayla immobilizasyonu gerçekleştirilmiştir (Albarghouthi et al., 2000). Kitosan-alginat kompleksi mikro kürelerinde ilaç salınımında da yararlanılmıştır. Bu işlem gluteraldehit yerine doğal bir çapraz bağlayıcı olarak genipinin kullanılmasıyla başarılmıştır (Mi et al., 2002). 


Alginat doğal bir polimer olması nedeniyle çok yaygın olarak enzim immobilizasyonunda kullanılmıştır. Ancak yine doğal polimerler olan kitosan ve agarozun tek başına kullanıldığı çalışmalar da vardır. Nitekim hidrofilik polimerler kullanarak hidrojel mikro küreleri oluşturulmasına ilişkin agaroz, alginat ve kitosan mikro küreleri yapılarak lipazın her bir hidrojel ile entrapment metodu ile immobilizasyonu gerçekleştirilmiş, aktivite ve stabilite kıyaslamaları yapılmıştır (Betigeri and Neau, 2002).


Karbonik anhidrazın immobilizasyonu ile ilgili literatürde çok az sayıda çalışma vardır ve bu çalışmalar daha çok mühendislik alanlarında olup CO2’nin istenmediği ortamlardan enzimatik kataliz yoluyla uzaklaştırılması için yapılan çalışmalardır (Şimşek-Ege, 2001; Bond et al., 2001; 2002, 2003; Sumana et al., 2003). Şimşek-Ege et al. (2002) kitosan-alginat polielektrolit mikro kürelerine sığır karbonik anhidrazını immobilize etmeyi başarmışlardır. Ancak yapılan bu çalışmada serbest ve immobilize enzimin kinetik parametreleri incelenmemiştir. Bu çalışmada, sığır karbonik anhidrazının ve bitki karbonik anhidrazının sodyum alginat üzerine immobilizasyonu ve immobilizasyon koşulları ile serbest ve immobilize enzimlerin kinetik parametrelerinin incelenmesi amaçlanmıştır. Bu çalışma serbest sığır ve bitki karbonik anhidrazları ile immobilize sığır ve bitki karbonik anhidrazlarının kinetik özelliklerinin karşılaştırılabilmesi açısından literatüre katkıda bulunabilecektir.
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