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1. GİRİŞ 
1.1 Karbonik Anhidraz Enzimi Hakkında Genel Bilgiler

Hemolizatlarda CO2 hidratasyon reaksiyonunun hızını artıran bir maddenin varlığı ilk kez 1928 yılında Henriques tarafından fark edilmiştir (Henriques,1929’a atfen Bergenhem, 1996). Ancak Henriques bir katalizörün varlığının farkına varmayıp CO2’in hemoglobin ile karboksihemoglobin oluşturmak üzere reaksiyona girdiğini düşünmüştür. Birkaç yıl sonra Stadie O’Brien (1933’e atfen Bergenhem, 1996) ve Meldrum ve Roughton (1933) eş zamanlı olarak CO2 ile su arasındaki reaksiyonu katalizleyen enzimi keşfettiler. Katalizlenen reaksiyondan yola çıkarak enzimi karbonik anhidraz (CA) olarak isimlendirdiler.

CA doğada çok yaygın olup, ilk kez eritrositlerden saflaştırılmasına rağmen daha sonra hemen hemen bütün dokularda varlığı tespit edilmiştir. Omurgalılar, omurgasızlar, bitkiler ve bakterilerden izolasyonu yapılmıştır (Pocker and Sarkannen, 1978). Yapılan araştırmalarda memeli izoenzimlerinin molekül kütleleri yaklaşık 30.000 dalton olan monomerik proteinler olduğu bulunmuştur. Yine çalışılan tüm memeli karbonik anhidrazlarının bir çinko iyonundan ve yaklaşık 260 amino asit birimi içeren tek bir polipeptid zincirinden oluştuğu rapor edilmiştir. 

1960’lı yıllarda insanların ve bazı hayvanların kanında bulunan CA’ın izoenzimleri A, B ve C olarak isimlendirilmiştir (Rickli et al., 1964; Nyman and Lindskog, 1964). Daha sonra CA çalışanları tarafından genetik olarak homolog izoenzimleri belirtebilmek için büyük harfler yerine izoenzimler romen rakamları ile isimlendirilmiştir.

Memelilerde CA I’den CA VII’ye kadar 7 farklı CA izoenzimi bulunmaktadır.

CA I : Bu izoenzim özellikle eritrositlerde etkili bir şekilde fonksiyon gören enzimdir.

CA II : Eritrositlerde, kemik ve iskelet metabolizmasında etkili olan izoenzimdir. 

CA III : Kaslarda bulunan izoenzimdir.

CA IV : Membrana bağlı izoenzimdir.

CA V : Mitokondrilerde bulunan izoenzimdir.

CA VI : Tükürükle salgılanan izoenzimdir.

CA VII : Tükürük bezlerindeki izoenzimdir.

İzoenzimlerin varlığının yanında CA’ın farklı gen ailelerine sahip olanlarının da bulunduğu tespit edilmiştir. Orijinal CA’lar (-CA gen ailesi, bazı bitki ve bakteriler (-CA gen ailesi; arkebakteriler, öbakteriler  ile kimi bitkiler ise (-CA’ı gen ailesi olarak tanımlanmıştır.

Bitki CA’ı ise ilk kez 1939 yılında Neish tarafından yeşil bitkilerin yaprak sitoplazmasında keşfedilmiştir (Neish 1939’a atfen Lamb 1977). Ispanak, maydanoz, marul, mısır, soya fasulyesi gibi çok sayıda bitkiden CA saflaştırılması ve karakterizasyonu üzerine çalışmalar yapılmıştır (Tobin, 1970; Pocker and Ng, 1973; Lamb, 1977; Graham et al., 1984). Bitki CA’ının molekül ağırlığı, çift çeneklilerde yaklaşık 180.000 dalton olup hegzamerik bir yapıya sahiptir. Her bir monomer biriminin molekül ağırlığı 30.000 dalton olup, bir enzim molekülünde 6 tane çinko atomu vardır. Tek çeneklilerde ise molekül ağırlığı yaklaşık  42.000 dalton olup her moleküldeki çinko atomu sayısı kesin değildir (Tobin, 1970; Lamb, 1977; Kandel et al, 1978).

1.1.1 Karbonik anhidrazın fizyolojik önemi
Karbonik anhidraz,


CO2 + H2O ( HCO3- + H+
reaksiyonunu katalizler. İzoenzim I, II, ve III’ün katalitik etkinlikleri oldukça farklıdır. Yüksek aktivite gösteren izoenzim II’nin pH 9’da 25 oC’de CO2 hidrasyonuna ait turnover sayısı 106 sn-1’dir (Khalifah, 1971; Steiner et al., 1975). Karbondioksitin kendiliğinden hidrasyonu çok hızlı gerçekleşir. Ancak kinetik veriler karbondioksitin katalizörsüz hidrasyonunun insandaki normal karbondioksit yıkımının ancak % 17’sini oluşturabileceğini göstermektedir (Meldrum and Roughton, 1933). Bu yüzden bir katalizatöre ihtiyaç vardır. İnsan eritrositi CA enzimi reaksiyonun hızında 7500 katlık bir artışa neden olarak bu işi mükemmel yapar (Edsall and Wyman, 1958) ve bu enzimin katalizlediği karbondioksitin hidrasyonu bilinen en hızlı enzim reaksiyonudur (Coleman et al., 1971).

1.1.2 Katalitik mekanizma

CA aktivitesi enzim içinde pKa’sı 7 olan bir gruba bağlı olup enzimin bazik formu karbondioksit hidrasyonu, asidik formu ise bikarbonat iyonunun dehidrasyonu için gereklidir (Kernohan, 1964,1965; Coleman et al., 1971; Khalifah and Edsal, 1972). 

CA hidrasyon ve dehidrasyon reaksiyonları Michaelis-Menten kinetiğine uyar. Karbondioksitin hidrasyonunun katalizinde Km pH’dan bağımsız kcat ise pH’ya sigmoidal olarak bağlı olup bazik pH’da maksimuma ulaşır. Aksine olarak, bikarbonat iyonunun dehidrasyonunun katalizinde ise Km pH ile değişir, kcat ise değişmez (Magid, 1968).


Karbondioksitin geri dönüşümlü hidrasyonu için Şekil 1.1’de gösterilen mekanizma önerilmiştir (Liang and Lipscomb, 1987, 1989). Önce CO2, Zn2+ yakınına bağlanır. Sonra Zn2+ bağlı OH-’nin CO2’nin karbonuna nükleofilik atağı sonucu CO2, HCO3-’a dönüşür. Daha sonra Zn2+-bağlı HCO3-’ in kendi içinde proton transferi oluşur. Daha sonra bir molekül H2O Zn2+’a bağlanır ve bu Zn2+-bağlı H2O iyonlaşarak HCO3-’ın serbest kalmasını sağlar. Son olarak da Zn2+-bağlı H2O, H+ iyonunun bir proton transfer grubuna (İnsan CA II için His 64) oradan tampona oradan da çözgene transferi gerçekleşir. Bu son basamaktaki proton transferinin aktif merkezdeki düzenli iki su molekülü sayesinde gerçekleştiği X-ışını çalışmaları ile gösterilmiştir (Liang and Lipscomb, 1989). Bununla ilgili önerilen şema Şekil 1.2’de görülmektedir. 
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Şekil 1.1 CO2’nin geridönüşümlü hidrasyonu için önerilen mekanizma (Liang and Lipscomb, 1987, 1989).
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Şekil 1.2 Karbonik anhidrazın aktif merkezindeki proton transferi (Liang and Lipscomb, 1989).

1.1.3 Karbonik anhidraz inhibitörleri
Bir değerlikli anyonların hemen hemen hepsi karbonik anhidrazı inhibe etmektedir. Bu inhibisyon Meldrum ve Roughton (1933) tarafından fark edilmiş ve Rougton ve Booth (1946) tarafından sistematik olarak incelenmiştir. Bu inhibisyonun anyonların enzime Zn2+ üzerinden spesifik olarak bağlanması sonucu ortaya çıktığı sonucuna varılmıştır. İnhibitör etkisi CN- iyonu ile çok fazla iken, F- iyonu ile hemen hemen yok gibidir. Bu anyonların bir listesi ve pNPA hidroliz reaksiyonlarına ait inhibitör sabiti değerleri Çizelge 1.1’de verilmiştir (Pocker and Stone, 1968).

Bazı aromatik sülfonamidler hayvan ve bakteriyel karbonik anhidrazları özgün ve etkin olarak inhibe ederler. İnhibisyon etkisi için substitue olmamış –SO2NH2 grubu gerekli olup bu grubun metillenmesi veya asetillenmesi durumunda inhibitör etkisi büyük ölçüde düşer veya kaybolur (Maren, 1967).

Çizelge 1.1 Karbonik anhidrazı inhibe eden anyonlar ve p-nitrofenilasetat hidroliz reaksiyonu için ölçülen inhibitör sabitleri (pH 7,55; 25oC) (Pocker and Stone, 1968).

	İnhibitör
	Ki (M)

	CN-
	2,6.10-6

	SH-
	1,1.10-5

	CNO-
	1,1.10-4

	SCN-
	5,9.10-4

	N3-
	5,9.10-4

	I-
	8,7.10-3

	CIO4-
	1,6.10-2

	HCO3-
	2,6.10-2

	HSO3-
	3,0.10-2

	NO3-
	4,8.10-2

	Br-
	6,6.10-2

	OAc-
	8,5.10-2

	Cl-
	1,9.10-1

	F-
	1,2


1.1.4 Karbonik anhidrazın katalitik çeşitliliği
Karbonik anhidraz enzimi karbondioksitin geri dönüşümlü hidrasyonuna karşı kesin bir özgüllük göstermekle birlikte katalitik bir çeşitliliğe sahiptir. Pocker ve Meany (1965) insan ve sığır karbonik anhidrazlarının asetaldehitin hidrasyonunu da katalizlediğini saptamışlardır. Daha sonra enzimin bazı aldehitlerin hidrasyonunu (Pocker and Meany, 1967; Pocker and Dickerson, 1968), 2,2-dihidroksipropiyonatın piruvat anyonuna dehidrasyonunu (Pocker and Meany, 1970) ve bir dizi esterin hidrolizini (Pocker and Meany, 1965; Pocker and Stone,1967,1968) katalizlediği saptanmıştır. Bazı araştırıcılar da eritrosit karbonik anhidraz fonksiyonunun kinetik analizi için esteraz aktivitesini kullanmayı tercih etmişlerdir (Kaiser and Lo, 1969).


CA’ın katalizlediği bazı reaksiyonlar şunlardır: Aldehitlerin geri dönüşümlü hidrasyonu, aril karboksilat esterlerin hidrolizi, alkil aril ve diaril karbonat esterlerin hidrolizi, alkil piruvat esterlerin hidrolizi, sulfonil klorürlerin hidrolizi, 1-Floro-2,4-dinitrobenzenin hidrolizi, fenil-N-metil asetimidatın hidrolizi, dialkil monoaril fosfat triesterlerin hidrolizi (Armstrong et al., 1966; Thorslund and Linsdkog, 1967; Kalifah, 1971; Pocker et al., 1973, 1976; Pocker and Sarkanen, 1978; Cheshnovsky and Navon, 1980).
1.2 Enzim SaflaştırmaTeknikleri

Bir enzimin saflaştırılmasındaki amaç enzimin maksimum verimle izole edilmesini sağlamaktır. İlave olarak saflaştırılan enzim maksimum katalitik aktiviteye ve mümkün olan maksimum saflığa sahip olmalıdır. Saflaştırma işlemi sonucu elde edilen enzim preparatı medikal veya endüstriyel amaçlı kullanılabilir. Temel saflaştırma basamakları enzimin kaynağının tespiti, homojenizasyon, ayırma ve saflaştırma olarak sıralanabilir.

1.2.1 Enzimin kaynağının tespiti

Başlangıç maddesi mikroorganizmalardan hayvan ve bitki dokularına kadar çok çeşitlilik gösterebilir. Seçim çalışmanın amacına göre yapılır. Ayrıca istenen bileşen veya molekül, bir hayvan veya bitkinin özel bir bölgesinde bulunabilir. Bu tür ve organ tipi kullanılacak işlem türünü tayin eder.

1.2.2 Homojenizasyon

Hayvan hücreleri genellikle kolay parçalanır, bitkiler ve bakteriler ise selulozik ve murein hücre çeperleri nedeniyle daha zor parçalanır. Kullanılan yöntemler sert, orta veya yumuşak olabilir. 

Sert yöntemler, Fransız baskısını içerir. Burada bakteri veya bitki hücreleri yüksek basınç altında küçük bir delikten geçmeye zorlanırlar. Böylece hücre duvarı parçalanır. Bu yöntem büyük miktarlar için pratik değildir.

Orta sert yöntemler; Blender kullanarak hücreleri parçalamak çoğu hayvan, bitki ve pek çok bakteri türü için uygundur. Homojenizatör kullanarak parçalamak da uygun bir yöntemdir. Hayvan dokuları, bir el veya motorlu homojenizatörle rahatlıkla muamele edilebilir.

Hücre zarının osmotik basınçla patlatılması, lizozimle muamele ile bakterilerin patlatılması, toluen gibi bir organik çözgenle kimyasal olarak çözünürleştirmek yumuşak yöntemler arasında sayılır.

1.2.3 Ayırma ve saflaştırma

Belli bir enzimin saflaştırılması için genellikle izlenecek bir tane ‘en iyi yol’ vardır. En iyi yolun hangisi olduğuna karar verilmesi preparatın büyüklüğüne, istenen verime, preparatın hazırlanması için harcanabilecek zamana ve laboratuardaki donanım ve deneyime bağlıdır. Genel olarak bir saflaştırma işleminin başlangıcında çözünürlüğe dayanan yöntemler tercih edilirken, kolon kromatografisi ve elektroforez son basamakta uygulanır. 


Çözünürlüğe bağlı olarak ayırmada genellikle tuz çöktürmesinden yararlanılır (protein salting out). Bu yöntem için genellikle suda yüksek oranda çözünen (NH4)2SO4 kullanılır. (NH4)2SO4 çözeltisinin derişimi -5 oC ve 30 oC arasında oldukça sabittir, ve bu tuzun kullanılabilirliğini artırır. Salting out yönteminin dezavantajı protein çökeleğine bağlı olarak fazla miktarda tuzun kalmasıdır. Bir sonraki basamak için bu tuzun uzaklaştırılması gerekir. Bu işlem diyaliz veya jel filtrasyonu ile gerçekleştirilir. Diyaliz işlemine 4-6 saat arasındaki bir sürede diyaliz tüpü içi ve dışındaki derişim aynı oluncaya kadar devam edilir. Diyaliz işleminde su veya tampon devamlı değiştirilir. Uzun zaman gerektirmesi diyalizin dezavantajıdır. Bu nedenle jel filtrasyonu tercih edilebilir. Jel filtrasyonunda kullanılan jeller dekstran, poliakrilamid, agarozdur. Burada protein molekülleri hızlı bir şekilde yürüyerek jel yatağını terk ederken tuz molekülleri jel gözeneklerine girebildiklerinden gecikirler ve daha yavaş ilerlerler.


Enzimleri ayırmada kullanılan kromatografik yöntemler ise iyon değişim kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi, afinite kromatografisi olabilir. İyon değişim kromatografisinde genellikle selluloz ve çapraz bağlanmış dekstran katı kolon olarak kullanılır (Sephadex). Bu maddelere Dietilaminoetil (DEAE) veya Karboksimetil (CM) kimyasal olarak bağlanıp anyon ve katyon değiştiriciler olarak kullanılır. DEAE-Selluloz anyon değiştirici, CM-Selluloz katyon değiştiricidir. İyon değiştiricide tutulmuş moleküllerin kolondan koparılması için tampon çözeltinin pH’ını değiştirmek, çözgenin tuz derişimini yükseltmek (iyonik şiddeti), afinite yürütmesi yapmak gibi yöntemler kullanılır.


Jel filtrasyon kromatografisinde ayrılacak proteinlerin molekül kütlelerine uygun olarak jeller seçilir. Örneğin, Bio-Gel P-150 üzerinde molekül kütlesi 50000 ve 25000 olan proteinler ayrılabilir.


Afinite kromatografisinde ise ayrılacak proteinin veya enzimin biyolojik özelliğine bağlı olarak ilgi duyabileceği bir ligand seçilir ve bu liganda bağlanması sağlanır. Afinite kromatografisinde kullanılan inert destek maddeler çapraz bağlanmış destran, poliakrilamid, agaroz ve selluloz olabilir.


Enzime uygulanan her bir saflaştırma basamağında protein miktarı ve katalitik aktiviteye bakılmalıdır. Saflaştırma işlemi uygulanan bir enzimin saflığını test edebilmek için ise ultrasantrifugasyon, elektroforez, sodyum dodesil sülfat varlığında elektroforez, izoelektrik odaklama ve N-terminal amino asit analizleri yapılabilir (Robyt and White, 1987).

1.3 Karbonik Anhidrazın Saflaştırılması

CA’ın saflaştırılabilmesi için uygulanabilecek işlemler ile ilgili çok iyi iki derleme yayınlanmıştır (Chegwdden, 1991; Bergenhem, 1996).

İnsan ve sığır kanından karbonik anhidrazın saflaştırılması işlemlerinde başlangıçta hemoglobin fazlalığının uzaklaştırılması saflaştırma işleminin ilk basamağını oluşturmuştur. Keilin ve Mann (1940) bunu etanol-kloroform ekstraksiyonuyla başarmışlardır. Etanol kullanımının enzim üzerine zararlı olduğu görülerek, amonyum sülfat fraksiyonu ve aluminyum oksit ekstraksiyonu uygulaması izlenmiş ve saflaştırma daha yüksek oranlarda yapılmıştır (Verpoorte et al.,1967). Kromatografi ve elektroforez gibi daha modern ayırma teknikleri ise Rickli ve arkadaşları tarafından kullanılarak insan eritrositlerinden CA I ve CA II olarak bilinen iki izoenzim izole edilmiştir (Rickli et al., 1964). Edsall, insan CA’ını Sephadex G-75 üzerine jel filtrasyonuyla hemoglobinden ayırmış ve izoenzim ayırımı için hidroksiapatit üzerine kromatografi uygulamıştır. Daha sonra A-50 ve amonyum sülfat ile çöktürmeyi takiben DEAE-Sephadex üzerinde izoenzimleri ayrılmıştır (Tobin, 1970; Lamb, 1977; Kandel et al., 1978).

Bitki CA’ı ise başlangıçta en yüksek aktivite gösteren tür olarak ıspanaktan saflaştırılmıştır. Ancak bir solunum enzimi olması nedeniyle bitki CA’ları ile ilgili çalışmalar son yıllarda artmaktadır. CA, çay, tütün, bakla, havuç kökü ve yaprağı gibi bazı bitkilerden kromatografik ve elektroforetik yöntemler kullanılarak saflaştırılmış ve kinetiği araştırılmıştır (Demir and Demir, 1997; Demir et al.,1997,1999; Küfrevioğlu, 1996).

CA, prokaryotlar dünyasında çok az ilgi görmekle beraber son zamanlarda bakteri ve arke birimlerinin CA enzimleri ilgi çekmiş olup, araştırılmıştır (Smith and Ferry, 2000).

1.4 İmmobilizasyon


İmmobilizasyon terimi bir reaktör veya analitik sistem içinde biyolojik olarak aktif katalizörün tutuklanmasını ifade eden bir terimdir. Biyokatalizör ister tek bir enzim olsun isterse enzim karışımı veya bir canlı hücre içindeki enzimler olsun, destek (taşıyıcı) materyali üzerinde veya içinde tutuklanmıştır. İmmobilize kompleks katı desteğin fiziksel karakteristiklerini gösterirken serbest katalizörün temel biyokimyasal aktivitesine de sahiptir. İmmobilizasyon özel bir modül üzerinde çözünür olmayan bir kompleks oluşturarak akışkanın kolayca geçmesini sağlar. Böylece kontrollü bir enzimatik reaksiyon aracılığı ile substratın ürüne dönüşmesini gerçekleştirir. Bir başka deyişle, immobilizasyon, heterojen kataliz prensiplerinin biyolojik sistemlere uygulanmasıdır. Son otuz yıldan beri enzimlerin immobilizasyonu, daha yakın yıllardan beri de hücrelerin immobilizasyonu teorik ve pratik önem kazanmıştır. İmmobilizasyon teknolojisi kimya, biyokimya ve hücre biyolojisi disiplinleri ile biyokimyasal ve proses mühendisliklerini birleştirir.

1.4.1 Enzim immobilizasyonu 


Enzimler kimya, ilaç ve gıda endüstrilerinde biyokatalizör olarak, klinik ve kimyasal analizlerde ise spesifik ligandlar olarak kullanılır (Gacesa and Hubble, 1987; Gerharrtz, 1990). Yüksek maliyetli enzimlerin kararlılıklarını korumak ve yeniden kullanabilmek olanaklarını sağladığı için immobilize enzimler çok ilgi görmektedir (Zeniek, 1992).

Enzimler, suda çözünmeyen bir taşıyıcıya fiziksel veya kimyasal olarak bağlanarak veya suda çözünmeyen ürün veren bir kopolimerizasyona enzim molekülünün monomer olarak katılmasıyla, ya da suda çözünmeyen bir matriks veya suda çözünmeyen mikrokapsüllerde tutuklamakla immobilize edilirler. Enzim adlandırılmasında olduğu gibi immobilize enzimler için kullanılan terimlerde de bir kargaşa oluşmuş ve ‘suda çözünmeyen enzim’, ‘bağlanmış enzim’, ‘matrikse bağlı enzim’, ‘tutuklanmış enzim’ gibi terimler kullanılmıştır. 1971 yılında yapılan 3. Biyoteknoloji Biyomühendislik Sempozyumu ve 1. Enzim Mühendisliği Konferansında ‘immobilize enzim’ terimi önerilmiş, böylece modifiye enzimlerin isimlendirilmelerine açıklık getirilmiştir (Telefoncu, 1997). 

İmmobilize enzimin doğal (serbest) enzime göre bir takım üstünlükleri vardır. Bunlar; 

1. Süzme, santrifüjleme vb. yöntemlerle reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklaştırılabilir.

2 . pH, sıcaklık gibi çevre koşullarına karşı daha dayanıklıdır.

3. Birçok kez ve uzun süre kullanılabilir.

4. Sürekli işlemlere uygulanabilir.

5. Doğal enzime kıyasla daha kararlıdır.

6. Ürün oluşumu kontrol altında tutulabilir.

7. Birbirini izleyen çok adımlı reaksiyonlar için uygundur.

8. Bazı durumlarda serbest enzimden daha yüksek bir aktivite gösterebilir.

9. Enzimin kendi kendini parçalaması (autolysis, self-digestion) olasılığı azalır.

10. Mekanistik çalışmalar için uygundur.

Ancak, enzimi katı bir destek üzerine bağlamanın getirdiği dezavantajlar da vardır. Bunlar:

1. İmmobilizasyon sırasında katalitik aktivitenin kaybı.

2. Kütle transferi problemleri.

3. Katalizör ve akışkanın fiziksel ve kimyasal olarak birbirinden ayrılmış olması.

4. İşlem süresinin uzaması.

5. İmmobilizasyon teknolojisinin amprik yapısı.

Enzim immobilizasyonunda destek maddesi olarak doğal veya sentetik birçok organik ve inorganik materyal kullanılmaktadır. Enzim immobilizasyonunda kullanılacak taşıyıcıda aranan özellikler; hidrofilik karakter, suda çözünmeme, gözenekli (poröz) yapı, mekanik stabilite ve uygun partikül formu, kimyasal ve termal stabilite, mikrorganizmalara karşı direnç, ucuzluk, zehirsizlik, rejenere olabilme gibi özelliklerdir. Ayrıca, kovalent bağlamada kullanılacak taşıyıcılar yumuşak koşullarda reaksiyon verebilen fonksiyonel gruplar taşımalıdır. İmmobilizasyonda kullanılabilecek taşıyıcıların bir listesi Çizelge 1.2’de görülmektedir.

Çizelge 1.2 Enzim immobilizasyonunda kullanılan taşıyıcılar (Telefoncu, 1997).
	İnorganik maddeler
	Doğal polimerler
	Sentetik polimerler

	Kil, cam

Silikajel

Bentonit

Hidroksiapatit

Titandioksit

Zirkonyumdioksit

Nikeloksit

Pomza taşı

Aktif karbon

Metaller

Metal oksitler
	Selluloz

Nişasta

Dextran

Agar ve agaroz

Karraagenan

Kollagen

Kitin ve kitozan

Jelatin

Albumin

İpek

Alginat
	Polistiren

Poliakrilamid

Naylon

Vinil ve allil polimerler

Oxiranlar

Metakrilat

İyon değiştirici reçineler

Maleik anhidrid polimerleri


1.4.2 Enzim immobilizasyonu teknikleri

 Etkin enzim immobilizasyonu aşağıda sıralanan çeşitli teknikleri kullanmak suretiyle elde edilebilir. Şekil 1.3.’de enzim immobilizasyonu için uygulanabilecek tekniklere ilişkin bir şema verilmektedir.

a) Kovalent bağlama 

Bütün enzim moleküllerinin dış kısmında reaktif fonksiyonel gruplar bulunur. Bu fonksiyonel gruplar aracılığı ile enzimlerin reaktif taşıyıcılara kovalent bağlanması gerçekleştirilir. Enzimin taşıyıcıya kovalent bağlanmasında dikkat edilecek en önemli nokta bağlanmanın enzim aktivitesi için zorunlu gruplar üzerinden olmaması ve bağlanma sırasındaki sterik engellemeler nedeni ile bu grupların rahatsız edilmemesidir. Bir kimyasal reaksiyon normal olarak bir aktifleşmiş tür ile daha az reaktif bileşik arasında gerçekleşir. Enzim immobilizasyonunda genellikle aktive edilen destek maddesidir. Çünkü, destek maddesi kuvvetli kimyasallara ve geleneksel organik reaktiflere karşı yeterince dayanıklıdır. Bu aktifleşmiş destek daha sonra ılımlı koşullarda serbest enzimin sulu çözeltisi ile reaksiyona sokularak bağlanma gerçekleştirilir.

b) Adsorpsiyon 

Yöntem, yüzey aktif, suda çözünmeyen bir adsorbanın enzim çözeltisi ile karıştırılması ve enzimin aşırısının iyice yıkanarak uzaklaştırılması temeline dayanır. Enzimin taşıyıcıya bağlanmasında etkin olan van der Waals kuvvetleridir. Adsorbanlar çok değişik türde olmakla birlikte iyi bir adsorpsiyon sağlayabilmek için genellikle adsorbanın bir ön işlemden geçirilmesi gerekmektedir. Enzim immobilizasyonunda en çok kullanılan adsorbanlar; aktif karbon, gözenekli cam, diatome toprağı, CaCO3, silikajel, bentonit, hidroksiapatit, nişasta, gluten ve kalsiyum fosfattır.

Bir enzimin suda çözünmeyen taşıyıcıda adsorpsiyonu pH, çözgen, iyon şiddeti, enzim/adsorban oranı ve sıcaklık gibi faktörlere çok bağımlıdır. Bu etmenlerin araştırılması, adsorpsiyon ve aktivitenin önemli ölçüde geri kazanılması için optimum koşulların saptanması çok önemlidir. Adsorpsiyon işleminin mekanizması genellikle çok karışık olup bir çok olasılıktan hangisinin gerçekleşeceğinin önceden saptanması çok güçtür.

c) Çapraz bağlama yöntemi (enzimlerin birbirine bağlanması)

Bu yöntemde küçük moleküllü bi veya multi- fonksiyonel reaktifler enzim molekülleri arasında bağlar yaparak suda çözünmeyen komplekslerin oluşmasını sağlarlar. İmmobilizasyon ve çapraz bağlanma derecesi, protein ve reaktif derişimine, pH’a ve immobilize edilecek enzime çok bağımlıdır. 

En çok kullanılan çapraz bağlama reaktifleri; gluteraldehit, klorformat ve karbonildiimidazol, heterosiklik halojenürler, bioksiranlar, divinilsulfonlar, p-benzokinon, geçiş metal iyonları ve epiklorhidrinlerdir.

Çapraz bağlama yöntemi ile enzim immobilizasyonu dört farklı şekilde gerçekleştirilir.

1. Enzimin yalnız bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu,

2. Enzimin ikinci bir protein varlığında bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu,

3. Enzimin suda çözünen bir taşıyıcıda adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu,

4. Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafından aktivite edilmiş polimer taşıyıcı ile reaksiyonu.

     Çapraz bağlama reaksiyonları çok yumuşak koşullarda gerçekleşmediğinden bazı durumlarda önemli ölçüde aktivite kaybı söz konusudur.

d) Polimer matrikste tutuklama (entrapment)

Bu yöntemde enzim, polimerizasyon ve çapraz bağlanmanın oluştuğu ortamda çapraz bağlama sonucu oluşan odacıklarda (kafes) tutuklanmaktadır. Burada önemli olan optimal çapraz bağ yüzdesinin doğru saptanmasıdır. Çapraz bağ yüzdesi öyle ayarlanmalıdır ki enzim molekülleri tutuklanabilsin ama substrat moleküllerinin enzim moleküllerine ulaşmasına engel olunmasın. Çapraz bağ yüzdesinin aşırı olması substratın enzim aktif merkezlerine ulaşmasını engellemekle kalmayıp, enzimin zincir yapısını da zorlayıp aktivite kaybına veya tamamen inaktif olmasına neden olabilir.

Bu yöntemin yararları; çok kolay uygulanması, gerçek bir fiziksel yöntem oluşu ve çok az miktarda enzimle gerçekleştirilmesidir. Nötral, suda çözünmeyen taşıyıcılarla immobilizasyon gerçekleştirilmekte ve kimyasal bir bağlanma olmadığından yüklü taşıyıcıya gerek duyulmamaktadır. 

Yöntemin sakıncaları ise; immobilizasyon işlemi sırasında inaktivasyonun deney koşullarına çok sıkı bağımlı oluşu ve immobilize enzimin ancak küçük moleküllü substratlara karşı iyi bir aktivite göstermesidir. Enzimin tutuklandığı kafes çapından daha büyük bir substrat molekülünün enzim aktif merkezine ulaşması olanak dışıdır.

e) Mikrokapsülleme (enkapsülasyon)

Bu yöntem enzim moleküllerinin yarı geçirgen bir membran içinde tutuklanması ile gerçekleştirilir. Mikrokapsüllerin büyüklüğü 1-100 (m arasında değişmektedir. Bu yöntem ile enzim immobilizasyonu, sürekli ve sürekli olmayan yarı geçirgen membran mikrokapsüllerde tutuklama olmak üzere iki grupta incelenebilir. 

Sürekli mikrokapsüllerde çerçeve membran katı, süreksiz mikrokapüllerde ise bir sıvı tabakadır. İmmobilizasyonda kullanılan çerçeve maddesinin (membran) yarı geçirgen olması zorunludur. Ayrıca bu yarı geçirgen membranın gözenek çapları, substrat moleküllerinin kapsül içine girişine ve ürün moleküllerinin dışarı çıkışına olanak verecek büyüklükte olmalıdır. Substrat molekülleri ne kadar küçükse bu yöntem ile immobilize edilmiş enzimin verimliliği o ölçüde yüksek olacaktır.

1.4.3 İmmobilizasyonun enzim aktivitesine etkisi

Teorik olarak immobilizasyondan sonra enzimin spesifik aktivitesinde düşme beklenir. Fakat hiç değişmediği veya arttığı örneklere de rastlanmaktadır (Kennedy et al., 1983). Enzim aktivitesindeki düşmenin başlıca sebepleri şunlardır :

1. Enzimin immobilizasyon sırasında denatüre olması

2. Aktif merkez üzerinden bağlanma sebebiyle denatüre olması

3. Birçok noktadan bağlanma sebebiyle inaktivasyon

4. Taşıyıcıya bağlı enzim molekülünün yanlış yönlenmesi

Enzim immobilizasyonun verimi aktivite hakkında bilgi vermez (Buchholz, 1979). Bağlı enzimin ne oranda aktif enzim molekülü içerdiği ancak ‘aktif merkez titrasyonu’ ile belirlenebilir.

1.4.4 İmmobilize enzim aktivitesine sıcaklık etkisi

Doğal ve immobilize enzim aktivitesine sıcaklık etkisi genellikle ‘optimum eğrileri’ çizilerek izlenir. Bu grafik bağıl aktivitenin sıcaklık ile değişimini gösterir. Bağıl aktivite ise deney koşullarında elde edilen gerçek aktivitenin yine aynı koşullarda ulaşılan en yüksek aktiviteye oranıdır. 

1.4.5 İmmobilize enzim aktivitesine pH etkisi

Enzim, yüklü taşıyıcılarda immobilize edilirse enzim mikroçevresi ile ölçüm yapılan çözelti bölgesi arasında H+ ve OH- gruplarının dağılımı bakımından önemli farklılıklar oluşur. Dolayısıyla immobilizasyondan sonra enzimin optimum pH değerinde kayma gözlenir. Polianyonik yapılı taşıyıcılarda immobilize enzimin optimum pH’sı bazik bölgeye, polikatyonik taşıyıcılarda ise asidik bölgeye kaymaktadır.

1.4.6 Aktiviteye substrat derişimi etkisi

İmmobilize enzimlerin kinetik davranışları serbest enziminkinden oldukça farklı olabilir. Bu farklılık enzim konformasyonundaki değişmeden, sterik etkilerden, mikroçevre etkilerinden, iç ve dış difüzyon etkilerinden kaynaklanmaktadır.

1.4.7 Enzim kararlılığı

İmmobilize enzim preparatının kararlılığı, endüstriyel üretim için en önemli kriterlerden biridir. İmmobilize enzimin kararlılığından anlaşılan belirli çalışma koşullarında enzim aktivitesinin zamana bağlı olarak korunmasıdır. Bu sırada mikrobiyal yıkım ve termik, pH, veya kimyasal inaktivasyon nedenleriyle enzim aktivitesinde kayıplar olmaktadır. Bunların dışında taşıyıcının parçalanması veya başka sebepler ile matriksten enzim kaçışı da aktivite kaybına sebep olur. Ayrıca substrat çözeltisindeki kirlilikler tarafından matriks gözeneklerinin tıkanması da immobilize enzimi etkisiz hale getirir.

1.5 İmmobilize Enzimlerin Uygulama Alanları

İmmobilize enzimlerin uygulama alanlarına örnek olarak; (-amino asitlerin üretimi, yüksek fruktozlu şurup üretimi, sentetik penisilin üretimi, süt şekerinin parçalanması, rafinoz hidrolizi, analiz otomatları, biyosensörlerin hazırlanması, ELISA testleri, tedavi amaçlı kullanım ve yapay organlar verilebilir.

1.6 Alginat

Alginat, alginik asidin sodyum tuzu olan sodyum alginat şeklinde yaygın olarak bulunur. Deniz yosunları ve alglerin bir çok türünden izole edilen lineer bir polisakkarittir. D-mannurik asit (M) ve L-guluronik asit (G) olmak üzere iki uronik asidin kopolimerini içerir. Alglerin iskelet sisteminin bir bileşeni olması nedeniyle güçlü bir yapıdır ve kıvrılabilme özelliğine sahiptir. Şekil 1.4’de alginat polisakkaritindeki gluronik ve mannurik asit birimleri ve bunların polimerleri görülmektedir (http://www.lsbu.ac.uk/water/).

Alginik asit, oluşturduğu tuzun yapısına bağlı olarak suda çözünebilir veya çözünmeyebilir. Bilindiği üzere alginik asidin sodyum, diğer alkali metaller ve amonyum tuzları suda çözünür, fakat magnezyum dışındaki kalsiyum gibi çok değerlikli katyonların tuzları suda çözünmez. 


İki komşu gluronik asit birimleri bulunduğunda çok değerlikli katyonlar polimere bağlanır. Böylece çok değerlikli katyonlar, hem farklı polimer moleküllerinin hem de aynı polimer zincirinin farklı kısımlarının çapraz bağlanmasından sorumludur. Jelleşme işlemi, ılımlı koşullar altında sodyum iyonlarının kalsiyum iyonlarıyla basitçe yer değiştirmesiyle gerçekleşir. Yöntem, bir tip alginat verildiğinde değişmeyecek olan gluronik asit birimlerinin bulunabilirliğine bağlıdır, molekülün geçirgenliği ise immobilizasyon koşullarına bağlı değildir. Daha doğrusu, gözenek büyüklüğü başlangıç maddesinin seçimiyle kontrol edilir.
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İyonik olarak bağlanmış jel yapısı, 0-100 oC arasında termostabildir, bu nedenle ısıtma jeli sıvılaştırmayacaktır. Bununla birlikte alginat jeli, yüksek derişimde sodyum, potasyum yada magnezyum içeren bir çözeltiye daldırılarak kolaylıkla geri çözülebilir. 25:1 oranındaki sodyum kalsiyum miktarı, jel destabilizasyonunu önlemeye yardım edecektir. Gerçekte, alginat satıcılarınca substrat ortamında 3 mM kalsiyum iyonu bulunması tavsiye edilir.

Alginat yaygın olarak gıdada, farmakolojide, tekstilde ve kağıt endüstrisinde kullanılır. Bu ürünlerde kullanılan alginatın özellikleri; kalınlaşma, stabilize olma, jel oluşumu ve film oluşumudur. Farklı alginat kaynaklarından izole edilen alginat polimerlerinin özellikleri değişmektedir. Farklı algler veya aynı algin farklı kısımlarındaki madde, farklı komposizyon ve düzende alginat monomeri verir. Yalnızca tek bir tip monomerden homopolimerik bloklar oluşabileceği [(-M-M-M-)(-G-G-G-)] gibi, farklı monomerlerden de oluşabilir (-M-G-M-G-M-). Farklı tipteki alginatlar, molekül kütlesine ilave olarak mannurik ve gluronik asidin bağıl bileşimine göre her uygulama için spesifik olarak seçilmelidir. Örneğin, kalınlaşma özelliği (viskozite özelliği) temel olarak polimerin molekül kütlesine bağlıdır, oysa jelleşme gluronik asit içeriği ile yakından ilgilidir. Böylece yüksek gluronik asit içeriği daha güçlü bir jelleşme ile sonuçlanır.
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Şekil 1.4 Alginat polisakkaritindeki gluronik ve mannurik asit birimleri ve bunların polimerleri.






(-1.4 bağlı L-gluronik asit birimleri





(-1,4 bağlı D-mannurik asit birimleri
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