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PROTEAZ ENZIiMINiN GLUTARALDEHIT KULLANARAK KOVALENT
BAGLANMA iLE iMMOBILiZASYONUNDA OPTiMUM SARTLARIN
BELIRLENMESI

OZET

Enzimlerin polimer yiizeylere immobilizasyonu pek cok uygulama i¢in 6énemli bir
deger kazanmistir. Enzimlerin kovalent bag ile immobilizasyonu genellikle oldukca
kararli sartlarin saglanmasim1 beraberinde getirir. Kovalent baglanma metodu
proteinlerin kat1 polimer destek malzemelerine tutunmasi temeline dayanir.

Bu ¢alismada proteaz enziminin ¢itin ve ¢itosan iizerine kovalent bag ile immobilize
edilmesi incelenmistir. Denenen tasiyicilar icinde en yiiksek immobilize enzim
aktivitesini sergilemesi nedeniyle, Proteaz-PFS’nin kovalent bag ile immobilizasyon
oncesi glutaraldehitle capraz baglanma metoduyla aktive edilenleri se¢ilmistir.

Aktivite geri kazanimi ve etkinlik orami1 degerleri, glutaraldehit konsantrasyonunun
optimumun iizerindeki artistyla birlikte diisiis gostermistir. Bu da enzimin, bag
yapmamis aldehit gruplan tarafindan pasiflestirildigini gostermektedir. Capraz
baglanma i¢in kullanilan glutaraldehit konsantrasyonun optimum degeri %1 (h/h)
olarak belirlenmistir. Kullanilan tampon ¢ozeltinin pH ve konsantrasyon degerleri,
immobilizasyon iizerinde iyonik siddetin 6nemi sebebiyle arastirilmis ve en yiiksek
aktivite geri kazaniminin ve etkinlik oraninin pH 12, 0.5 M tampon (Tris-HCI)
kullanildig1 durumlarda elde edildigi gozlenmistir. Immobilize enzimin aktivitesi,
tagiyict yiikleme orami belirli bir degerin tizerine ciktiginda diismeye basglar.
Optimum tasiyici (mg) / enzim orani (ml) ¢itin i¢in 1.4 mg / ml, ¢itosan i¢in ise 1 mg
/ ml olarak belirlenmistir. Enzim (ml) / tampon (ml) oranina bakildiginda ise bu oran
optimumun {iizerine ¢iktiginda immobilize enzim aktivitesinin diistiigii gézlenmistir.
Her iki tasiyict icin de en iyi kontagin saglandigi enzim (ml) / tampon (ml) orani 0.25
ml/ml’dir. Bu kosullar altinda proteaz immobilizasyonu gerceklestirildiginde ¢itin
icin aktivite geri kazanimi ve etkinlik orani sirasiyla ; %80 ve %86’°dir. Citosan i¢in
ise bu degerler sirasiyla; %64 ve %76’dir. Optimize edilmis kosullar altinda
immobilize edilen proteazin sicaklik kararliligi her iki tasiyici i¢in de 50°C’den
70°C’ye kaymustir. pH kararhiligi serbest enzimle aym aralikta olmasina ragmen,
serbest enzimin %7 aktivite gosterdigi pH 12°de immobilize enzim ¢itin {izerine %54
citosan iizerinde ise %34 aktivite gOstermistir. Tekrar kullanimlarina bakildiginda
citin lizerine immobilize edilmis proteazin 6 tekrar kullanim sonunda baslangic
aktivitesinin %68’ini citosan lizerine immobilize edilmis proteazin ise baslangic
aktivitesinin %62’sini korudugu tespit edilmistir. Deterjan uyumlulugunda ise
immobilize enzimin sicaklik etkisiyle gosterdigi aktivite diisiisiine ek olarak c¢itin
tizerindeki immobilize enzimde yaklasitk %24 citosan iizerindeki immobilize
enzimde ise yaklasik %20’lik bir aktivite kaybi daha gosterdigi gozlenmistir.
Saklama kararliliga bakildiginda ise 65 giin sonunda immobilize enzimin korudugu
aktivite c¢itin i¢in, %83, ¢itosan i¢in ise % 87 olarak belirlenmistir.
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DETERMINATION OF OPTIMUM CONDITIONS OF PROTEASE
ENZYME IMMOBILIZATION BY COVALENT BINDING USING
GLUTARALDEHYDE

SUMMARY

Immobilization of enzymes onto polymer surfaces is of great interest for many
applications. The immobilization of enzymes by covalent coupling usually leads to
very stable preparations. The covalent binding method is based on the attachment of
proteins to solid polymer supports.

Immobilization of protease, by covalent binding on chitin and chitosan was
investigated in the present study. Protease-PFS was activated by cross linking with
glutaraldehyde, was selected among the tested carriers, because of the highest
immobilized enzyme activity. The optimization of immobilization conditions was
performed to obtain the highest activity recovery and effluent ratio.

The activity recovery and effluent ratio decreased with increasing glutaraldehyde
concentration over an optimal value, indicating the inactivation of enzymes by their
reaction with uncoupled aldehyde groups. The optimum concentration of
glutaraldehyde was selected as 1% (v/v). Buffer pH and concentration was
investigated because of the important influence of ionic strength on immobilization.
It’s observed that the highest activity recovery and effluent ratio was obtained when
pH 12, 0.5M buffer (Tris-HCI) was used. Immobilized enzyme activity started to
decrease slightly, when carrier loading was increased over an optimal value. The
optimum carrier/enzyme ratio was 1.4 for chitin and 1 for chitosan. Both chitin and
chitosan used immobilization the highest activity recovery and effluent ratio was
obtained when the enzyme/buffer ratio was 0.25 as a result of good contact between
the carriers and enzyme molecules. When immobilization was performed with above
conditions, activity recovery and effluent ratio of immobilized protease using chitin
are; 80% and 86% respectively. When chitosan was used as a carrier these values
are; 64% and 76%. Temperature stability of immobilized enzymes, according to
above conditions, was shifted from 50°C to 70°C with both carriers. PH stability was
remained at the same range but while pure enzyme shows 7% activity, immobilized
enzyme on chitin and chitosan shows 54% and 34% activity respectively. When
reusability of immobilized enzymes was tested, it was seen that after 6 cycle,
immobilized protease on chitin saved 68% of it’s original activity while on chitosan
it saved 62%.Operational stability of immobilized enzyme was also investigated and
it was estimated that, protease activity was shielded the ratio of 83% and 87% by
using chitin and chitosan respectively.



1. GIRiS VE AMAC

Enzimler, biyolojik sistemlerde sentezler, parcalamalar ve degisik bilesiklerin kismi
doniigiimleri gibi reaksiyonlar1 katalizlerler ve genellikle protein yapidadirlar.
Endiistride kullanilan kimyasal katalizorlerle kiyaslandiginda enzimlerin kullanimi
pek ¢ok avantaj saglamaktadir. Ik 6ne ¢ikan avantajlarr yiiksek katalitik etkinlikleri
ve sahip olduklann oOzgiilliikkleridir. Enzimler sadece reaksiyonlara karsi degil
substratlara kars1 da yiiksek ozgiilliik sergilediklerinden istenilen tek bir son iiriiniin
olusumunu saglamakta ve gereksiz yan iiriinlerin olugsmasin1 engellemektedirler. Bu
da yiiksek reaksiyon verimini sagladigindan dolay1 maliyeti diisiirmektedir. Bunlara
ek olarak enzimler diger katalizorlere kiyasla daha i1liman sartlarda calistiklarindan
enerji sarfiyatim dolayisiyla isletme maliyetini diistirmektedirler. Cevre boyutu ele
alindiginda  enzimlerin  protein  yapida  olmalart  biyolojik  olarak
bozundurulabilmelerine olanak tanir ve atik yonetimini kolaylastirir. Tiim bu
ozelliklerinde dolayr 1960’lardan bu yana enzimlerin endiistriyel kataliz olarak

kullanimlar artan bir ivmeyle yayginlasmaktadir [1, 2].

Endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin %80’i polimerlerin dogal yapisini
bozabilme yetenegine sahip olan hidrolazlardir. Endiistriyel agidan ¢cok 6nemli olan
bu enzim tiirliniin %60’11 ise proteazlar olusturmaktadir. Proteazlar, bir diger adi ile
peptidazlar, peptid baglarmin hidrolizini katalizlerler. Ozellikle endiistrideki
kullanim alanmin genisligi yiiziinden en énemli enzim grubudur. Proteaz enziminin
pek ¢ok cesidi gida, tekstil, deterjan, deri ve ila¢ sanayi gibi endiistrinin degisik

kollarinda kendine kullanim alan1 bulmustur [3].

Onemli avantajlarimin yaninda enzimlerin pratik kullamminda bazi sorunlarla
karsilagilmaktadir. Izolasyon ve saflastirma islemlerinin yiiksek maliyete neden
olmasi, dogadaki ortamlarindan izole edildikleri takdirde proses kosullarina olan
duyarhiliklar, enzimlerin katalitik aktiviteleri icin 6nemli olan molekiiler yapilarinin
yiiksek sicaklik, diisiik ya da yiiksek basing, organik coziiciilerin varliginda hatta
diger katalizorler icin elverisli olan ortamlarda bozunmaya yatkinlik gdstermeleri,
kisa kullanim zamanlari, diger konvansiyonel heterojen katalizorlerin aksine ¢ogu

enzimin suda ¢oziinmiis olarak, homojen katalizor sistemlerinde islev gostermeleri



dolayisiyla {iiriine kontamine olmalart ve reaksiyon karigimindan aktif formda
yeniden kullanim icin geri elde edilememeleri serbest enzimlerin endiistriyel
kullaniminda karsilasilan problemlerdendir. Serbest enzimlerde goriilen bu
dezavantajlar ortadan kaldirmak icin pek ¢ok metot denenmektedir. immobilizasyon
bu amagla kullanilan en basarili yontemlerden biridir. Immobilize enzimler, “fiziksel
olarak hapsedilmis veya kesin olarak tanimlanmig bir bolgeye, sahip olduklar
katalitik aktiviteyi koruyarak yerlestirilmis, tekrarli ve siirekli olarak kullanilabilen
enzimler” olarak tamimlanirlar. Suda ¢oziinmeyen destek malzemelere immobilize
edilen enzimler serbest olanlara oranla ¢ok daha avantajlidirlar. Oncelikle serbest
enzimlere oranla ¢ok daha giiclii, ortam kosullarina karsi ¢ok daha direnclidirler.
Ayrica meydana getirdikleri heterojen sistem sayesinde hem enzimin hem de iiriiniin
ortamdan uzaklastirllmasim kolaylagtirmaktadirlar. Kesikli proseslerde tekrar
kullanim, siirekli proseslerde de uzun siireli kullanim saglamasi da bir diger 6nemli

avantajlardir [1,2].

Immobilize enzimlerin kullaniminin yayginlagmasina ragmen heniiz evrensel olarak
kabul edilen enzim immobilizasyon metotlar1 yoktur. Giiniimiizde immobilizasyon
calismalarinda deneme yanilma yOntemiyle enzim ig¢in en uygun metot
belirlenmektedir. Bu calismanin da amaci proteaz enziminin immobilizasyonun
yikksek verimle gerceklesebilmesi icin en uygun kosullarin belirlenmesidir.
Sagladiklar1 avantajlar nedeniyle tasiyict olarak secilen ¢itin ve citosan iizerine
kovalent baglanmayla proteaz immobilizasyonu gerceklestirilirken, capraz
baglanmanin yardimci etkisi, kullanilan ¢apraz baglama ajaninin konsantrasyonu,
iyonik siddetin onemi nedeniyle, kullanilan tampon ¢6zeltinin pH ve konsantrasyon
degerleri, tasiyic1 / enzim yiikleme orani, enzim / tampon c¢ozelti orami gibi
parametreler daha yiiksek verime ulasabilecek sekilde optimize edilmeye
calistimistir. Uygun yontem belirlendikten sonra immobilize enzimlerin sicaklik ve
pH kararliliklari, tekrar kullanilabilirligi, deterjan uyumlulugu ve saklama kararlilig

icin karakterizasyon caligmalan yiriitiilmiistiir.



2. ENZIMLER VE PROTEAZLAR

2.1 Enzimler

Biyolojik sistemlerde sentezler, parclamalar ve degisik bilesiklerin kismi
doniisiimleri enzimler tarafindan katalizlenir. Enzimlerin katalitik aktiviteleri, onlarin
tersiyer ve kuaterner yapilari sayesinde gerceklesir. Biitiin enzimler katalitik bir
merkeze, bir veya daha ¢ok substrat baglanma bolgesine, yine bir veya daha c¢ok

diizenleyici bolgeye sahiptir [1].

Bir¢ok enzim Kkatalizor islevi i¢in, protein kismina ek olarak protein olmayan
bilesenler de icermektedir. Bu yardimci grup maddeler prostatik grup, kofaktor veya
koenzim olarak adlandirilir. Prostatik grup, proteine bagli, aminoasit olmayan ve
enzime belli 6zellikler kazandiran gruptur. Kofaktorler, kataliz icin gerekli kiiciik
organik molekiillerdir. Koenzim terimi ise bir enzimin aktivitesi i¢in gerekli olan ve
siklikla bir vitaminden tiireyen organik molekiiller icin kullanilir. Bir enzimin islevi
icin gerekli biitiin yardimci faktorleri iceren bigcimi, haloenzim, kofaktorlerini
kaybetmis yalmzca protein kismim iceren bicimi ise apoenzim olarak

adlandirilmaktadir. Enzimin 6zelligini ve spesifikligini saglayan kisim apoenzimdir.

Enzim terminolojisi ve simiflandirilmast i¢in 1961 yilinda toplanan ilk Enzim
Komisyonun raporuna gore enzimler, katalizorliik yapilan tepkimenin tipine gore alti

ana sinifa ayrilmistir. Bu siniflar;

Oksidorediiktazlar: Bu smif, redoks tepkimelerini katalizleyen tiim enzimleri igine

alir, bir substrattan digerine H, O,, ve e transferini saglarlar.

Transferazlar: Transferazlar, metil, a¢il, amino glikozil veya fosfat gibi belirli bir

grubun bir maddeden digerine transferini katalize eder.

Hidrolazlar: Ester, peptid, eter, glikoz, asit, anhidrit, C-O, C-N, C-C baglarinm

hidroliz ederler. Proteaz enzimi bu gruptandir

Liyazlar: Susuz ortamdaki gruplarin uzaklastirilmasim katalizlerler.



[zomerazlar: Bir molekiil icinde geometrik veya yapisal yeniden ayarlamalari

katalize ederler.

Ligazlar: ATP veya diger niikleosit trifosfat igindeki pirofosfatin hidrolizi ile

eslesmis olan iki molekiiliin birlesmesini katalize ederler [4].

2.2 Proteazlar

Endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin %80’i polimerlerin dogal yapisini
bozabilme yetenegine sahip olan hidrolazlardir. Endiistriyel agidan ¢cok 6nemli olan
bu enzim tiiriiniin %60’ 1 ise proteazlar olusturmaktadir. Proteazlar, bir diger adi ile
peptidazlar, peptid baglarmin hidrolizini katalizlerler. Ozellikle endiistrideki

kullanim alaninin genisligi yiiziinden en 6nemli enzim grubudur.

Giliniimiizde proteazlar genellikle {ic Onemli kritere gore siniflandirilirlar.
Proteazlarin simiflandirilmasinda gecerli olan kriterler: (i) katalizledikleri reaksiyon,
(i1) enzimin katalitik bolgesinin dogal kimyasal yapisi, (iii) evrimsel iligkileridir [3,
5]. Bu ilk smiflandirmanin ardindan proteazlar bu ii¢ kriterin altindaki ailelere
ayrilabilirler. Ug ana kriterin ilki olan enzimin katalizledikleri reaksiyonun alt
siniflandirmasi yapilacak olursa peptid-hidrolazlarin altinda, enzimatik reaksiyonun
meydana geldigi bolgeye gore, ekzopeptidaz ve endopeptidazlar yer alir. Proteazlarin
katalizledikleri reaksiyonlarin hepsinde polipeptid zincirinden bir par¢a koparilir ve
suyun OH grubuna transfer edilir. Eger bu ayrilma polipeptid zincirini ucundan yani
amino terminalinden  (aminopeptidaz) ya da karboksil terminalinden
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(karboksipeptidaz) oluyorsa buna * ekzo-ayirma” denir ve proteaz, ekzo-peptidaz
olarak adlandirilir, ortasindan yani protein, substratin terminal bolgelerinden uzakta
ayirtyorlarsa buna “endo- ayirma” denir ve proteaz, endo-peptidaz olarak adlandirilir.
Endo-proteazlar da katalitik mekanizmalarina gore serin, sistein, aspartik ve
metaloproteaz olarak aktif bolgeleri icin gerekli olan artik birimlere dayanilarak alt

gruplara ayrilabilirler [3, 6].

2.2.1 Proteazlarin Endiistriyel Kullammm Alanlar:

Proteaz enzimi en Onemli endiistriyel enzimlerden bir tanesidir ve sanayi
enzimlerinin en genis kategorisini olusturmaktadir. Proteaz enziminin pek cok cesidi
gida, tekstil, deterjan, deri ve ila¢ sanayi gibi sanayinin degisik kollarinda kendine

kullanim alan1 bulmustur.



2.2.1.1 Deterjan Endiistrisi

Giiniimiizde deterjanlarin tercih edilme sebepleri, yikama sicakligindan bagimsiz
olarak kirleri ¢ikarabilme kapasiteleridir. Bunlar icin kullanilan deterjan enzimleri
degisik oOzellikli enzimlerdir ve bunlarin arasinda proteazlar yiiksek oranda
kullanilmaktadir.  Ozellikle bakteriyel —proteazlar deterjan  endiistrisindeki
uygulamalarda biiyiik bir hakimiyete sahiptir. Camasir deterjanlarinda ilk kullanilan

enzim de yine proteazdir.

Cevresel amaglarla deterjanlardan fosfatlarin ¢ikarilmasi ve deterjan raf Omrii
boyunca i¢ine ilave edilen bakteriyel proteazlarin kararli olmasi i¢in gereken sartlar,
deterjanlarin genel olusumunda biiyiik bir degisime neden olmustur. Sicak yikamalar
i¢in formiile edilmis olan deterjanlar, sodyum fosfat ve yiiksek 1silarda (60 °C iizeri)
aktif hale gelen bir beyazlatma maddesi sodyum perborat icermektedirler, fosfat
kirlenmesini azaltmak i¢in ortaya ¢ikan cevresel baskilar ve polyester kumaslarin
kullaniminin artmasi nedeniyle bakteriyel enzimlerin kullanimi artmistir. Enzimler
diisiik fosfat icerigine sahip, 1lik ve soguk yikama 1silart i¢in formiile edilmis olan
deterjanlarin, Onemli bir bilesigi haline gelmistir. Gliniimiizde deterjanlarda
kullanilan enzimlerin market paymnin biiyiik bir kismi substilin ve/veya Bacillus
spp.’den elde edilen alkalin proteazlarin egemenligindedir. Enzimlerin kullanimi
yikama verimini artirmanin yaninda daha diigiik 1si1larda ve daha diisiik siirelerde
temizligin saglanmasina olanak saglayarak camasirlarin yipranmasinin da Oniine

gecmektedir.

Alkalin proteazlarin bulagik makineleri icin gelistirilen deterjanlarda kullanimi da
son zamanlarda hizli bir artis gostermistir. Bulagik makinesi deterjanlarinda nisasta
bazli lekelerin ¢ikarilmast 6nemlidir. Bunun i¢in degisik proteazlar kullanilmaktadir.
Yapisan protein lekeleri zamanla sert sudaki kirecin bulagsiklar iizerine birikmesine
neden olur. Proteaz kullanimi bu sorunu gidermektedir. Bunun yaninda
ultrafiltrasyon (UF) ve ters osmoz (RO) membranlarinin i¢ temizligi de siit ve gida
endiistrisi icin onemli bir sorun teskil etmektedir. UF ve RO membranlar siit,
yumurta beyazi, meyve suyu gibi sivi gidalarin yogunlastirilmasi, fraksiyonlanmast,
arindirilmas1 ve/veya sterilizasyonu gibi cok cesitli amaglarla kullanilmaktadir.
Giintimiizde ticari olarak membran temizligi i¢in iiretilen deterjanlar arasinda
Alkazym (Novodan A/S, Danimarka), Terg-a-zyme (Alconox, Inc, ABD), Ultrasil 53
(Henkel KGaA, Almanya) ve P3-paradigm (Henkel-Ecolab GmbH, Almanya)



baslica onemli {iiriinlerdir. Bu tiir enzim bazli temizleyiciler, proteazlarin protein

artiklarim pargalama ve ¢dzme 6zelligine dayandirilarak formiile edilmislerdir.

Proteazlarin ve lipazlarin ortak olarak kullanildigi deterjanlarda da protein ve yag
artiklarinin pargalanip, ¢oziilmesi biiyiik bir yarar saglamaktadir. Bunlara ek olarak
deniz solucanlarindan elde edilen proteazlar kullanilarak hazirlanan lens
soliisyonlari, kontak lenslerin diisiik sicakliklarda temizlenmesini saglamaktadirlar

[3.4].

2.2.1.2 Deri Sanayi

Derinin iiretiminde postlarin ve hayvan derilerinin islenmesi asamalarinda farkli
proteazlar kullanilabilir. Bu sanayi kolunda proteazlarin kullaniminin sebebi, kil ve
derinin baslica yap1 tasinin protein olmasidir. Farkli ozelliklere sahip enzimler
hayvan derisinin kolajen olmayan iceriklerinin hidrolizini miimkiin kilmaktadir. Bu
nedenle deri islemenin iyilestirme, 1slatma, kildan arindirma, yiinden arindirma

ayirma ve tabaklama gibi asamalarinda degisik proteazlar kullanilmaktadir.

Islatma asamasinda postlar ve hayvan derileri yiizey aktif maddeler ve antimikrobik
icerikler icinde yikanir ve islatilirlar. Albiiminler ve globiilinler gibi lifli olmayan
proteinlerin cikarilmast icin alkalin proteazlar kullanilir. Pankreatin, deri

yumusatmasi i¢in ana madde olmustur.

Yiinden arindirma, derinin etli kismina yiinden arindirma boyasinin uygulanmasiyla
ile gerceklestirilmektedir. Yiinden arindirma boyasi, hidrath kire¢, sodyum klorit,
alkalin proteazlar ve sudan olusmaktadir. ince yiinlii deriler icin kullanilan alternatif
bir yontem olarak, etli kisma bir tozun uygulanmasi ve derilerin 24 saat boyunca
25°C’de tutulmasimi gerektirir. Bu toz, sodyum siilfat, amonyum siilfat, klorit ve

mikroorganizmalar tarafindan iiretilen notr proteazlardan olusmaktadir.

Ayirma adiminda, postlar ve hayvan derileri, yumusak ve esnek hale getirilmek ve
ayrica tabaklamaya hazirlanmak i¢in enzimler ve kimyasallarla islenir. Bugiin bu
amacla, tripsin ve daha diisiik oranlarda alkalin ve notr proteazlar kullanilmaktadir

[4,7].

2.2.1.3 Tlac Sanayi

Enzimler ila¢ sanayinde genis uygulama alanina sahiptir. Viicuttaki ¢esitli ihtiyag¢lari

gidermek veya eksik enzim ihtiyacim1 karsilamak icin enzim takviyeleri



tiretilmektedir. Sindirim sistemini desteklemek i¢in iiretilen ilaglarda proteazlar

kullamilmaktadir [4].

2.2.1.4 Bakim Uriinleri

Kozmetik iiriinlerde enzimlerin kullanim alam her gegen giin artmaktadir. Cilt

bakimui, dis sagligi, sa¢ bakiminda uygulama alanlar1 vardir [4].

2.2.1.5 Tekstil Sanayi

Tekstil sanayi, enzim alanindaki gelismeleri yakindan takip eden bir sanayi koludur.
Proteazlar, tekstil alaninda yiin ve ham ipegin islenmesi asamasinda tercih edilen bir

enzim cesididir [4].

2.2.1.6 Giimiis Eldesi

Alkalin proteazlar kullanilmig X-ray filmlerinden giimiis eldesi biyoproseslerinde
potansiyel bir uygulama alan1 bulmuslardir. Kullanilmis X-ray filmlerinin jelatin
tabakalann yaklagik agirlikca %1.5-2.0 oraninda giimiis icerirler. Mevcut olan
filmlerin yakilmasiyla giimiis eldesi uygulamasi, biiyiikk bir cevre kirliligine neden
olmaktadir. Bu nedenle tercih edilen, X-ray filmlerinin jelatin tabakasinin enzimatik
olarak hidrolizi sadece giimiisiin degil, polyester film tabakanin da yeniden
islenmesini saglamaktadir. Bacillus tiirii B21-2, Bacillus tiirii B 189 ve B. Coagulans
PB-77 giimiisiin geri kazanmildigt X-Ray filmlerinden jelatin tabakasinin

ayristirilmasini saglar [3].

2.2.1.7 Gida Endiistrisi

Alkalin proteazlar bitki, balik ya da hayvan proteinlerini hidrolizleyerek iyi bir peptit
profiline sahip hidrolisatlar iiretebilirler. Ticari alkalin proteaz, Alcalase, terminal
hidrofobik amino asitlere kars1 genis bir 6zgiilliige sahiptir. Bu enzimi kullanarak,

daha az ac1 hidrolisatlar ve acis1 alinmig enzimatik protein hidrolisatlan tiretilebilir.

Genellikle kazein, kesilmis siitiin suyundan elde edilen protein ve soya proteininden
tiretilen protein hidrolisatlari, hipoalerjenik bebek mamalarinin iiretiminde biiyiik
oranda kullanima sahiptir. Ayrica meyve sularim1 ya da alkolsiiz ickileri
kuvvetlendirmede ve proteince zengin tedavi amach yiyeceklerin iiretiminde

kullanilirlar.



Proteazlar bagli doku proteinlerini ve kas lifi proteinlerini hidrolizleme giicii

sebebiyle etin, dzellikle biftegin, yumusatilmasinda da kullanilirlar [3].

Laktik asit bakterileri, siit ve siit endiistrisinde peynir gibi fermente edilmis siit
tiriinlerinin tiretiminde 6nemli bir grubu olusturmaktadirlar. Bu bakteriler peynirin
olgunlagmasi asamasinda lezzetinin olusmasi ve cesitlenmesini saglamaktadirlar.
Peynir endiistrisinde Lactobaciilus sp. ve Streptococcus cremoris en onemli iki
bakteri tiirtidiir. Laktik asit bakterileri, peynir iiretiminde baslangi¢ bakterileri olarak
iki dnemli fonksiyona sahiptirler: birincisi siitiin asitlendirilmesi, ikincisi ise peynirin
olgunlastirllmas1 asamasinda lezzetinin gelistirilmesi. Her iki siirecte de proteolitik
aktivite temel rolii tistlenmektedir. Proteazlarin peynir iiretimindeki bu 6nemleri
neticesinde son senelerde baslangi¢ bakterileri olarak kullanimi tizerine yapilan

calismalar yogunlastirilmistir.

Streptococcus cremoris’dan elde edilen peynir liretiminde kullanilan proteazlarin pH
8’de optimum aktiviteyi gosterdigi, pH 5’den daha diisiikk degerlerde higbir
hidrolizleme aktivitesi gdzlemlenmezken, pH 10’da aktivitesinin sadece %350’sini
gosterdigi bulunmustur ki bu da proteazin alkali dogasimin siit ve siit {iriinleri

endiistrisindeki 6nemini vurgulamaktadir [7].

Bira yapiminda da kullamilan proteazlar, serbest amino azot miktarini
arttirmaktadirlar. Bitkiler yeterli miktarda serbest amino azot icermediklerinde
istenilen alkol igerigine ge¢ ulasilmakta bu da bozulma riskinin ortaya ¢ikmasina

neden olmaktadir. Proteazlarin kullanimiyla bu risk ortadan kaldirilmaktadir [8].

2.2.1.8 Atik isleme

Boynuz, kil, tirnak ve sa¢ gibi lifli proteinler dogada atik olarak bol miktarda
bulunurlar. Bu atiklar belirli mikroorganizmalardan elde edilen proteazlar sayesinde
yararl biyo-kiitle haline doniistiiriilebilirler. Bu konudaki en 6nemli 6rnek tiiylerin
on islemlerden gecirilip c¢oziindiiriildiikten sonra mekanik pargcalama ve enzimatik
hidroliz sonucu yiiksek protein igerikli biyo kiitlenin eldesidir. Elde edilen bu son

{iriin yem olarak kullanilabilmektedir [7].

2.2.1.9 pr-Amino Asitlerin Sentez Ve Coziindiiriilmesi

Amino asitler hem insanlar hem de evcil hayvanlar icin ek besin olarak giderek artan

bir Oneme sahiptir. Sadece [-amino asitler canli organizmalar tarafindan



sindirilebildigi i¢in, kimyasal sentezler sonucu elde edilen rasemik karigimin ticari
kullanimdan Once izomerlerine ayrilmasi gerekmektedir. Cozme optik olarak saf,
dogal olmayan amino asit iiretiminin en iyi yollarindan biridir. Sutar ve calisma
arkadaslar1 1991 yilinda diisiik molekiil agirlikli proteaz1 C. coronatus kiiltiirtinden
saflagtirmiglardir. Bu proteazin optimum pH’s1 9.7°dir ve N-benzoyl-;-tirosin etil
ester (BTEE) iizerinde esterolitik aktivite gostermistir. Bu sayede pj-fenil alanin ve

p,-fenil glisin’in rasemik karisimlarinin ¢oziinmesinde basariyla kullanilmislar.

N-korumali aminoasit esterlerin, organik coziiciilerde kinetik ¢dziinmeleri kararli bir
ticari alkalin proteaz olan ‘Alkalaz’ tarafindan katalizlendigi 1991 yilinda Chen ve
calisma arkadaslar1 tarafindan bildirilmistir. Alkalazin organik coziiciilerde kararli
oldugu ve alisilmadik yan zincire sahip olan N-korumali amino asitleri ¢ozebildigi

gozlemlenmistir.

1993 yilinda ise Tsuchiya v.¢.a. Cephalosporum sp. KM 88 serin alkalin proteazin
aromatik ve hidrofobik amino asitlerin esterlerine kars1 6zgiil oldugunu bulmuslardir.
1995 yilinda da Chen ve ¢alisma arkadaslar1 alkalaz kullanarak biyolojik olarak aktif

peptit sentezine dair kullaniglt bir prosediir gelistirmislerdir [7].

Tablo 2.1. Bazi Onemli Endiistriyel Proteazlar [7]

Tiir Kaynak pH Opt/ Endiistriyel Referans
Karar. Uygulama
Streptococus sp. Bakteriyel 8.0 Siit iiriinleri tiretimi  Van Boven v.¢.a.
(1988)
Bacillus Bakteriyel 9.5 Deterjan Sato v.c.a. (1990)
stearothermophilus
Tritirachium album Mantarst 9.0-12.0  Camagsir deterjanlar1  Samal v.¢.a. (1990)
(proteinaz T) formiilasyonu
Tritirachium album Mantarst 7.0-10.0  Camagsir deterjanlar1  Samal v.¢.a. (1990)
(proteinaz R) formiilasyonu
Condiobolus Mantarst 9.7 p-fenil alanin ve Sutar v.¢.a (1991)
coronatus (alkalin glisininin rasemik
proteaz B) karigiminin
coztindiiriilmesi
Bacillus sp. Y. (BYA) Bakteriyel 10.0-12.5  Deterjan Shimogi v.¢.a
formiilasyonu (1991)
Bacillus lichenformis ~ Bakteriyel 8.2 N-korumal1 amino Chen v.¢.a (1991)
(alkalaz) asitlerin katalizi
Bacillus sp. (AH-101) Bakteriyel 12.0-13.0  Deri endiistrisi Takami v.c.a.

(1992)



Tablo 2.1. Bazi1 Onemli Endiistriyel Proteazlar (devami)

Rhizopus oryzane
(RO, IIT, KGP)

Condiobulus
coronatus (NC1
86.8.20)

Baciilus firmus

Bacillus sp. (P-001A)

Bacillus sp. (B 18)

Bacillus sp.
Bacillus sp.

Thermus Rt 41A

Bacillus sp.
(Savina/Durazim)

Bacillus licheniformis
(Alkalaz)

Bacillus subtilis

Bacillus sp.

Bacillu subtilis

Amycolata/
Amycolatopsis

Spilosoma obliqua
(Lepidoptera)

Mantarsi

Bakteriyel

Bakteriyel

Bakteriyel

Bakteriyel

Bakteriyel
Bakteriyel

Bakteriyel

Bakteriyel

Bakteriyel

Bakteriyel

Bakteriyel
Bakteriyel

Bocek
larvasi

3.0-11.0

8.5

8.0

9.5

12.0

12.0
8.5

11.0

9.0-11.0

8.2

8.5

8.5

8.0-11.0

11.0

?

Ticari deterjanlar

Deterjan endiistrisi

Dogal atiklardan
elde edilen biyo
kiitlelerin
iiretiminde

?

?

Deri endiistrisi

Deterjan
formiilasyonlarinda
Biyolojik aktif
peptitlerin
sentezinde

Deri endiistrisi

?

Kontak lens
temizleyicisi
Peynir ve
deterjanlar

Ticari deterjanlar ve
leke cikaricilarin
formiilasyonunda

Banerjee&
Bhattacharya
(1992)

Phadatare v.¢.a.
(1993)

Mooné& Parulekar
(1993)

Atalo&
Gashe(1993)

Fujiwara v.c.a.
(1993)

Masui v.¢.a. (1994)

Loperena v.c.a.
(1994)

Wilson v.c.a.
(1994)

Bossi v.¢.a. (1994)

Chen v.c.a. (1995)

Hameed v.c.a.
(1996)

Sinha v.¢.a. (1996)
Sanyo v.¢.a. (1996)

Danimarka patent
no 04,082 (1997)

Anwar&
Saleemuddin
(1997)
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3. IMMOBILIiZASYON

Endiistride pek ¢ok iiriiniin sentezi, par¢alanmasi ya da analitik olarak incelenmesine
olanak tamiyan kimyasal proseslerde kullanilan konvansiyonel metotlar gelismeye
devam ederken, sadece verimli ve giivenli olmakla kalmayip, yeniden kullanilabilen,
cevreye zararsiz, enerji tasarrufu saglayan alternatif metotlar da hizla
aragtirilmaktadir. Bu hedeflere ulagsmakta en umut vaat edici olam ise enzimlerin
endiistride kullanimidir. Mevcut kimyasal katalizorlerle kiyaslandiginda enzimler
pek cok onemli dzellik sergilemektedirler. En géze carpan ozellikleri sahip olduklart
yiiksek katalitik aktivite ve yiiksek orandaki 6zgiilliikleridir. Bu 6zgiilliik sayesinde
istenen reaksiyonun katalizlenmesi ve de istenen tek bir son iiriiniin eldesi miimkiin
olmaktadir. Bu da hem malzeme giderini diisiirmeye hem de daha yiiksek bir
reaksiyon verimine ulasabilmeye imkan saglamaktadir [2]. Enzimlerin ¢ok 6nemli
bir diger 6zelligi de reaksiyonlar belirli bir ortam sicakligi, basing ve notre yakin bir
pH araliginda katalizlemeleridir. Bu da, enerji-koruma, kaynak-koruma ve diisiik
kirlilik i¢in proseslerin enzimler tarafindan katalizlenmesini destekler, ¢iinkii bu
sayede prosesler goreceli olarak daha diisiik sicaklikta ve de atmosferik basingta
yiiriitiilebilirler [1]. Bunun yaninda enzimler atik sorununu da biiyiik oranda ortadan
kaldirirlar, proteinlerden ve peptidlerden olustuklart i¢in ve bunlarda biyolojik olarak
bozundurulabildiklerinden, kolaylikla kontamine olduklar akimdan
uzaklastirilabilirler. Tiim bu avantajlar1 nedeniyle 1960’lardan beri enzimler
endiistride, Ornegin gida, ilag, zirai kimyasal iiretimi, katalizor olarak

kullanilmaktadir ve organik kimyasal sentezlerinde denenmektedirler [2].

Bu onemli avantajlarinin yaninda enzimlerin pratik kullaniminda bazi sorunlarla da
karsilasilmaktadir. Bu dezavantajlarimi  saymak gerekirse sunlar siralanabilir;
Izolasyon ve saflagtirma islemlerinin yiiksek maliyete neden olmasi, dogadaki
ortamlarindan izole edildikleri takdirde proses kosullarina olan duyarliliklari,
enzimlerin katalitik aktiviteleri icin onemli olan molekiiler yapilarinin yiiksek
sicaklik, diisitk ya da yiiksek basing, organik coziiciilerin varliginda hatta diger

katalizorler i¢in elverisli olan ortamlarda bozunmaya yatkinlik gostermeleri, kisa

11



kullanim zamanlari, diger konvansiyonel heterojen katalizorlerin aksine c¢ogu
enzimin suda ¢oziinmiis olarak, homojen katalizor sistemlerinde islev gostermeleri
dolayisiyla {iiriine kontamine olmalart ve reaksiyon karigimindan aktif formda

yeniden kullanim i¢in geri elde edilememeleri [1, 2].

Serbest enzimlerde goriilen bu dezavantajlart ortadan kaldirmak i¢in pek ¢ok metot
denenmektedir, immobilizasyon bu amagla kullanilan en basarili yontemlerden
biridir. Immobilize enzimler, “fiziksel olarak hapsedilmis veya kesin olarak
tanimlanmis bir bolgeye, sahip olduklar1 katalitik aktiviteyi koruyarak yerlestirilmis,
tekrarli ve siirekli olarak kullanilabilen enzimler” olarak tanimlanirlar [1].
Immobilizasyon enzimlerin kat1 destek maddeleriyle ya da kati destek maddelerine
baglanmasiyla gerceklestirilir. Baz1 durumlarda biyokatalizorler ¢oziinmeyen kati
desteklere (tasiyicilar) fiziksel ya da kimyasal baglarlarla baglanirlar, diger durumda
ise biyokatalizorler serbesttir ancak destek malzemeleriyle belirli bir bolgeye
hapsedilmiglerdir. Bu sayede heterojen immobilize enzim sistemleri elde edilir. Bu
sistemler, enzimlerin canli organizmalarda cogunlukla hiicre membranlarina
tutunarak sagladiklart dogal enzim modunu taklit ederek, enzimlerin yapisini
dolayisiyla aktivitesini kararli hale getirirler. Bu da ¢ozelti i¢inde, serbest enzimlerle
kiyaslandiginda immobilize enzimlerin ¢evre kosullarina kars1 daha gii¢lii ve direngli
olmasina olanak tanir. Daha da 6nemlisi sistemin heterojen yapisi enzimin de iiriiniin
de daha kolay ayristirilmasini, enzimlerin tekrar kullanimini, siirekli prosesin
miimkiin olmasini, reaksiyonun daha hizli meydana gelmesini ve biyoreaktor

dizayninda ¢esitliligin elde edilebilmesini saglar [1, 2].

Immobilize enzimler temelde serbest enzimlerle ve kullanilmakta olan diger
konvansiyonel kimyasal proseslerle karsilagtirilirlar. Secim yapilirken yukarida
sayilan tiim olumlu ve olumsuz faktorler birlikte degerlendirilmelidir. Enzim
maliyeti karan etkileyen en onemli faktordiir. Ucuz, kolay bulunabilen enzimlerin
immobilizasyonu ¢ok anlamli degildir. Tasiyict ve immobilizasyon maliyeti,
immobilizasyon sirasinda enzimatik aktivitenin kaybi da eklendiginde saf enzimin

maliyetini asacaktir. Bununla beraber immobilizasyon prensipte, su durumlar igin

kazanchidir:
o Pahali enzimler i¢in (penisilin ve agilaz gibi)
o Diisiik molekiil agirlikli substratlar i¢in (seker ve aminoasit gibi)
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o Mikrobiyal  kontaminasyonlarin  meydana  gelebilecegi  proseslerin
kontroliinde. Bu kosulda steril substrat ya da 60°C’den daha yiiksek bir
reaksiyon sicaklig yardimci olacaktir.

o Uriiniin enzimden tamamiyla arindirilmis olmasi gereken durumlarda.

(allergen-free diets gibi) [9].

Sadece enzimlerin degil organellerin, mikrobiyal hiicrelerin, bitki ve hayvan
hiicrelerinin immobilizasyonu, biyolojik proseslerde tiim diinyanin dikkatini ¢eken
bir kavram haline gelmistir. Genel olarak immobilize biyokatalizorler serbest
olanlara oranla daha kararlidir ve uygulamalar1 daha kolay yiiriitiiliir. En 6nemli
ozellikleri kesikli proseslerde tekrar tekrar uzun bir donem, siirekli proseslerde ise
devamli olarak kullanilabilmeleridir. Giiniimiizde immobilize biyokatalizorler

uygulamalar1 sunlar1 kapsar;

o Stereospecific ya da reiospecific biyolojik doniisiimlerle 6nemli bilesiklerin
iretimi,

o Biyolojik proseslerle enerji iiretimi,

. Cevresel problemleri ¢6zmek adina belirli kirleticilere secici uygulamalarin
gerceklestirilmesi,

. Yiiksek duyarliliga ve yiiksek ozgiilliige sahip cesitli bilesiklerin siirekli
analizleri,
° Tibbi uygulamalar, enzim terapisi icin yeni ¢esitte ilagclar ya da yapay

organlar gibi.

Immobilize enzimlerin mevcut ve potansiyel ©nemli endiistriyel uygulamalari
asagidaki Tablo 3.1’de ve Onemli bazi medikal uygulamalarn ise Tablo 3.2’de

verilmistir [2].

Tablo 3.1. immobilize Enzimlerin En Onemli Endiistriyel Uygulamalar

Enzim (EC Numarast) Substrat Uriin

Glukoz Izomeraz (5.3.1.5) Glukoz Fruktoz

B-Galaktosidaz (3.2.1.23) Laktoz Glukoz ve Galaktoz (laktozsuz
siit)

Lipaz (3.1.1.3) Trigliserit Kakao yagi esdegerleri
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Tablo 3.1. Immobilize Enzimlerin En Onemli Endiistriyel Uygulamalar1 (devami)

Aminoagilaz (3.5.1.14)

Raffinaz (3.2.1.22)

Invertaz (3.2.1.26)

Aspartat Amonyak-liyaz
(4.3.1.1)

Termolisin (3.4.24.27)
Glukoamilaz (3.2.1.3)

Papain (3.4.22.2)

Hidantoinaz (3.5.2.2)

Penisilin amidaz (3.5.1.11)

B-Tirozinaz (4.1.99.2)

p.L-Aminoasitler

Rafinoz

Sukroz

Amonyak+Fumarik
asit

Peptidler

Nisasta

Proteinler
p.L-Amino asit
hidantoinler
Penisilin G ve V

Pirokatekol

L-Aminoasitler (metionin, alanin,
fenilalanin,triptofan, valin)

Galaktoz ve sukroz (rafinozsuz
cozeltiler)

Glukoz/fruktoz karigimlari
(invert seker)

L-Aspartik asit (sentetik
tatlandirict aspartamin
iiretiminde kullanilirlar)
Aspartam

p-Glukoz

Biradaki soguk sisin
uzaklastirilmasinda kullanilir

p.L-Aminoasitler

6-Aminopenisilanikasit

-DOPA

Tablo 3.2. immobilize Enzimlerin Potansiyel Medikal Uygulamalari

Enzim (EC Numarast) Uygulama
Asparginaz (3.5.1.1) Losemi
Arginaz (3.5.3.1) Kanser

Ureaz (3.5.1.5)

Glukoz Oksidaz (1.1.3.4)

Karbonat dehidratz (4.2.1.1) +

Katalaz(1.11.1.6)

Katalaz (1.11.1.6)

Glukoamilaz (3.2.1.3)

Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz (1.1.1.49)

Ksantin Oksidaz (1.1.3.22)
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Akatalasemi

Yapay bobrek, iire rahatsizliklar
Yapay pankreas

Yapay akciger

Glikojen depolama rahatizliklari

Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz kusurlari

Lesch-Nyhan rahatsizlig1



Tablo 3.2. immobilize Enzimlerin Potansiyel Medikal Uygulamalar1 (devami)

Fenilalanin Amonyak Liyaz (4.3.1.5) Fenilketonuria
Urat Oksidaz (1.7.3.3) Hiperurikamia
Heparinaz (4.2.2.7) Ekstrakorporeal terapi siireclerinde

3.1 Immobilizasyonun Tarihcesi

1916 yilinda Nelsen ve Griffin, odun komiirii iizerine adsorplanmis maya invertazin
(E.C.3.2.1.26) [9001-57—4] sukrozun hidrolizini katalizleyebildigini
gbzlemlemislerdir. Bunun ardindan fizyolojik aktif proteinlerin kovalent baglanma
ile cesitli desteklere immobilizasyonu iizerine pek ¢ok rapor yayimlanmistir. Buna
ragmen 1953 yilinda Grubhofer ve Schleith’in karboksipeptidaz, diastaz, pepsin ve
riboniikleaz gibi enzimleri diazolanmis poliaminstiren recinesi kovalent baglanmayla
immobilize etmelerine kadar pratik bir kullamim alanlari olmamistir. Daha sonra
Mitz, katalazin (E.C.1.11.1.6) [9001-05-2] DEAE-seliiloz iizerine 1956 yilinda
iyonik baglanmayla immobilizasyonunu yayimlamistir. Bernfeld ve Wan tripsinin
(E.C.3.4.21.4) [9002-07-7], papain (E.C.3.4.22.2) [9001-73—-4] amilaz ve
riboniikleazin, poliakrilamid jel i¢ine tutuklanmasini 1963 yilinda tanimlarken,
Quiocho ve Richards 1964 yilinda karboksipeptidaz A’nin (E.C.3.4.17.1) [11075-
17-5] glutaraldehitle ¢apraz baglanmasim1 gostermislerdir. Karbonik anhidrazin
(E.C.4.2.1.1) [9001-03-0] mikrokapsiillenmesi ise 1964 yilinda Chang tarafindan
kaydedilirken, amiloglukozidaz (E.C.3.2.1.3) [9032-08-0] iceren lipozomlarin
hazirlanmasi1 Gregoriadis tarafindan 1971 yilinda gerceklestirilmistir ki her ikisi de
enzim terapisinde kullanilmaktadir. Katchalski-Katzir ve c¢alisma arkadaglarinin

immobilize enzimlerin teorik olarak anlasilmasinda biiyiik yardimlar1 olmustur.

1969 yilinda Chibata ve calisma arkadaslar1 Tanabe Seiyaku Co., immobilize
enzimlerin endiistriyel uygulamalarinda ilk basarili olan isimlerdir. Fungal
aminoagilaz1 (E.C.3.5.1.14) [9012-37-7] DEAE Sephadex ile iyonik baglanmayla
immobilize ederek, N-a¢il-p-amino asitleri hidrolizle, | -amino asitlere ve N-agil-p-
amino asitlere doniistiirmiislerdir. Mikrobiyal hiicrelerin immobilizasyonun ilk
endiistriyel uygulamas1 ise Chibata ve caligma arkadaslar1 tarafindan amonyum

fumarattan poliakrilamid jele yiiksek aktivitede aspartaz (E.C.4.3.1.1) [9027-30-9]
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ihtiva eden Escherichia coli hiicrelerinin tutuklanmasi ile -aspartat iiretimi ile

saglanmistir [1].

3.2 Immobilizasyon Yontemleri

Henniker, New Hampshire’da, (ABD) 1971 yilinda yapilan “Enzim Miihendisligi”
(Enzyme Engineering) toplantisinda ilk olarak enzim immobilizasyonun olasiligi
tartisilmis ve immobilizasyon dort farkli simifa ayrilmistir. Giiniimiizde kullanilan
immobilizasyon yOntemleri ise asagidaki diyagram da gosterilmistir. Elbette bu

yontemlerin kombinasyonlart da miimkiindiir [9].

ENZIMLER

|
v v

Modifiye Enzimler Serbest Enzimler
I

v
Immobilize Enzimler

|
v v

Bagli Enzimler Tutuklanmis Enzimler

| |
v v v v

Tastyiciya Capraz Baglanmis Matrikse Membran ya da
Baglanmis Tutuklanmis mikro kapsiillere
tutuklanmig

__» Kovalent Bagh
| » Adsorplanmis

| » Iyonik Bagh

L » Metal Bagh

Sekil 3.1. immobilize Enzimlerin Simiflndirilmsi

Immobilize  biyokatalizorlerin ~ uygulamalarinda,  gereken  aktiviteye ve
karakterizasyonlarina gore elenmeleri en onemli noktadir. Ek olarak, destekleyici

malzemelerin uygun kombinasyonunun ve immobilizasyon metodunun secilmesi ve
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her ikisinin de kullanilan biyokatalizor icin elverigli olmasi da gerekmektedir.
Giintimiizde heniiz pek ¢ok biyokatalizor i¢in en uygun immobilizasyon ydnteminin
tasariminda izlenecek sistematik bir yontem bulunmamaktadir. Optimizasyon su an
icin deneme-yamlma yontemiyle yiiriitiilmektedir. Immobilizasyon tekniginin segimi
amagclanan sonug esas alinarak ve biyokatalizoriin, reaksiyonun ve reaktoriin tipi goz
oniinde bulundurularak yapilmalidir. Enzimi baska bir yiizeye immobilize ederken
dikkat edilmesi gereken en 6nemli nokta; enzimin katalitik aktivitesinde kayba neden
olmayan, dogal yapisimm ya da baglanma bolgelerindeki reaktif gruplan
degistirmeyen en uygun metodun secilmesidir. Diger bir deyisle enzimi miimkiin
olan en az hasarla baglamaktir. Enzimin aktif bolgesine dair bilgiler bunun
saglanmasinda yardime1 olacaktir. Enzimin aktif bolgesinde bir reaksiyon olugmasini
engellemek amaclanmalidir. Aktif bolge immobilizasyon sirasinda korunabilir ve
korumaya yardimci olan maddeler, daha sonra aktivite kaybina neden olmadan
uzaklastirilabilirler. Bazi durumlarda bu koruma fonksiyonunu bir substrat ya da
enzimin yarismali inhibitorii saglayabilir. Enzimin immobilize edildigi yiizey enzim
yapisini, hidrojen baglariyla veya elektron gecis komplekslerinin olusumuyla,
korumak durumundadir. Bu baglar enzimin vibrasyonuna engel olacak bu sayede de
1s1l kararhili@i artiracaktir. Yiizey ve enzimin etrafindaki simirh kiiciik cevre notr
yiikleneceginden enzimin optimum pH’sinda 2 dereceye kadar bir kayma
gozlenebilir. Bu da enzimin aktif oldugu pH araligindaki daralmayi beraberinde

getirecektir [1, 10].

Immobilize enzimlerin 6zellikleri, hem enzim hem de tasiyic1 materyalin dzeliklerine
baglhdir. Bu ikisi ile immobilize enzim kimyasal, biyokimyasal, mekanik ve kinetik
ozellik kazanir. Bu ozellikler de immobilize enzimin verimini ve performansini

etkiler (Sekil3.2.) [11].
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ENZIM TASIYICI (Matris)

Biyokimyasal Ozellikler Kimyasal Karakteristik
Reaksiyon Tipi ve Kinetigi Mekanik Ozellikler
Immobilizasyon Kiitle Transferinin Operasyonel Karalilik

Metodu (%kazang) Etkileri (Verim) [ (Batch Sayis1)
Performans

Enzim Tiiketimi [{inite (kg iiriin)'l]
Verimlilik [kg iiriin(iinite) ']

Sekil 3.2. Enzim Ve Matrisin Interaksiyonu ile Ortaya Cikan immobilize Enzimin
Ozellikleri

Immobilize enzimin verimi hem baglanma sirasinda olan kayiplardan dolay: hem de
enzim molekiillerinin gozeneklerden yavas yavas sizmasi ile azalir. Bu limitler

verimi diisiiriir. Reaksiyon verimini artirmak i¢in yapilabilecek seyler sunlardir:

o Tasiyicimin parcacik boyutlarim diisiirmek,

o Yiiksek spesifik aktivitesi olan enzimlerde enzim yiikleme miktarim
azaltmak,

o Enzimi tasiyict materyalin dis ylizeyine baglamak [11].
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Enzimlerin immobilizasyonu su yontemlerle gerceklestirilir:

3.2.1 Tutuklama

Tutuklanmig biyokatalizorler bes degisik kategoride tanimlanirlar.
i. Lattice tipi: Biyokatalizorler, polisakkarit, protein ve sentetik polimerlerden
hazirlanan jel matrislerde tutuklanirlar.

ii. Mikro kapsiil tipi: Biyokatalizorler yar1 gegirgen sentetik polimerlerde

tutuklanirlar.

iii. Lipozom tipi: Biyokatalizorler fosfolipitlerden hazirlanan sivi membranlarda
tutuklanirlar.

iv. Hoolow-fiber tipi: Biyokatalizorler ortamdan hollow fiberlerle ayrilirlar.

v. Membran tipi: Biyokatalizorler —harcanan reaksiyon c¢ozeltisinden

ultrafiltrasyoin membranlariyla ayrilirlar.

Tutuklama metodunun avantaji sadece tekil enzimlerin degil, degisik tipte
enzimlerin, organellerin ve hiicrelerin hemen hemen ayni prosediirle immobilize
edilebilmeleridir.  Biyokatalizorler cesitli modifikasyonlara ugramazlar ve
immobilizasyon yiiksek molekiil agirligindaki enzim inhibitorlerinin etkisini elimine
eder. Dezavantajlan ise yiiksek molekiil agirhigindaki substratlar enzime zorlukla
tutunurlar ve tasiyicillar yeniden elde edilemez. Ultrafiltrasyon membraniyla
tutuklama yapildiginda, aktive olmamis enzim molekiilleri bazen membran yiizeyine
yapisip reaksiyon c¢ozeltisine geciste azalmaya neden olsa da,  yontemin
dezavantajlart Onlenebilir. Lattice tipi yontem biyokatalizor immobilizasyonunda

tutuklama yonteminin en ¢ok kullanilan tipidir [1].

3.2.2 Capraz Baglama

Bu yoOntemde immobilizasyon, proteinlerin ¢oziinmeyen destek matrisindeki
proteinlere veya fonksiyonel gruplara molekiiller arasi capraz baglanmasiyla
saglanir. Sekil A.5 da capraz baglanma sematik olarak gosterilmektedir. iki ve daha
cok fonksiyona sahip bilesikler, enzimlerin molekiilleri arasina capraz baglanmay1
saglayan maddeler olarak kullanilirlar. Proteinlerin kacinilmaz olarak ana destek
maddesi olarak davranmasindan dolayi, enzimler kendi kendilerine c¢apraz
baglanabilirler, capraz baglanmis enzimler daha sonra c¢oOziinmeyen makro

molekiiller haline gelirler. Bu da verimin goreceli olarak diismesine dolayisiyla
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maliyetin artmasina neden olur. Bu dezavantajindan dolay1 capraz baglamanin baska

bir yontemle beraber kullanilmasi en iyi se¢imdir [1,10].

Tasiyiciy1 aktive etmekte en cok kullanilan yontem amid ya da birincil amin igeren
tagiyicinin glutaraldehit ile muamelesidir. Glutaraldehit direkt olarak tasiyiciya ilave
edilerek, aldehit son grubuyla reaksiyon elde edilir. Aldehit grubun birincil amin ile
pH 3-10°da 4-12 saat ve 4-25°C de gerceklesen bu reaksiyonu schiff base
formasyonuyla devam eder. Bunun ardindan ikincil amin grubunu stabilize etmek
icin rediiksiyon ajani sodyum borohidrit, sodyum siyanoborohidrit ya da trimetilamin
borat kullanilabilir. Rediiksiyon ajan1 ligand ile birlikte ya da ligand-tasiyici
reaksiyonun ardindan ayri bir asamada eklenebilir. Tiim bu asamalarin ardindan
tasiyict amin igeren bir tampon ile 0.1-0.5 M Tris- HCI ile yikanarak artik aldehit
gruplart uzaklastirilir. Protein ya da ligandlar, glutaraldehit ile aktive edilmis

tasiyiciya iiclii bag olusturacak sekilde immobilize edilir.
Schiff’s Base Reaksiyonu:

Bu metot schiff’s base formasyonu yani aktive edilmis tastyicinin karbonil grubuyla

enzimin serbest amino grubu arasinda gerceklesen aldimin bagla saglanir (Sekil 3.2.).

Birincil amino grubu igeren tasiyici glutaraldehit ile aktive edilir bu sayede aktif
karbonil tiirevi elde edilir. Bunun ardindan aldehit tiirevi proteinin serbest amino
grubu ile reaksiyona girerek schiff’s base bag meydana gelir. Bu metodun bir
dezavantaji sulu ortamda geri doniisiimlii olmasidir. Ozellikle diisiik pH’larda. Bu ise

imin baglarinin NaBHy ile hidrojenasyonu sonucu stabil alkil amino grubu eldesiyle

onlenebilir.
»‘ NH, + OHC(CH,);CHO ——* —— N=CH(CH,) ;CHO
}‘ CHO + H,;N-Protein E— —— CH=N-Protein

Sekil 3.3. Shiff’s Base Reaksiyonu
3.2.3 Tasiyic1 Baglama

Tasiyic1 baglama uygulanan en eski immobilizasyon yontemidir. Enzim proteinleri

kimyasal aktif gruplar iceren aminoasit pargalar, iyonik gruplar ve/veya hidrofobik
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gruplar ile hidrofobik alanlar icermektedir. Bu gruplar, kovalent bag, iyonik bag ya
da fiziksel adsorpsiyon yontemleriyle enzimlerin immobilizasyonunu saglarlar.
Tastyiciya baglanan enzimin miktar1 ve immobilizasyon sonrasi aktivitesi tagiyicinin

dogasina baghdir.

Tasiyicinin se¢imi enzimin yapisina bagli oldugu kadar asagidaki kriterlere de

baghdir:

. Partikiil boyutu,

. Yiizey alani,

° Hidrofilik ve hidrofobik gruplarin molar orani,

. Kimyasal yap.

Genel olarak  hidrofilik  gruplarin  oramindaki ve baglanan enzimin
konsantrasyonundaki artis immobilize olan enzimin aktivitesinin daha yiiksek
olmasini saglar. Enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan tasiyicilar; seliiloz,

dekstran, agaroz, ve poliakrilamid jel gibi polisakkarit tiirevleridir [10].

Enzimin baglanma tiiriine gore tastyici baglama yontemi alt siniflara ayrilabilir:

Iyonik Baglama

Bu metot uygulanmasimin kolay olmasi, desteklerin yenilenebilir olmasi ve
enzimlerin modifiye olmamasi nedeniyle tercih edilen bir yontemdir. Enzimin
tagiyiciya baglanmasi kullamilan tampon, pH, iyonik kuvvetler ve sicaklik gibi

degiskenlerden etkilenmektedir.

Fiziksel Adsorpsiyon

Biyokatalizorler cogu zaman tasiyicilara, hidrojen bagi, hidrofobik etkilesimler, van
der Waal’s kuvveti ya da bunlarin kombinasyonlan gibi fiziksel yontemlerle
baglanirlar. Biyokatalizorlerin herhangi bir modifikasyona ugramadan immobilize
olmalarina ragmen, biyokatalizorle destek arasindaki etkilesim genellikle zayiftir ve
sicaklik ya da reaktan konsantrasyonu gibi dis etkenlerden etkilenirler. Cesitli
inorganik destekler kullanilir. Sentetik recineler ya da ¢itosan gibi dogal malzemeler
de yiiksek adsorpsiyon kapasiteleri nedeniyle kullanilabilirler. Adsorpsiyonun
ardindan glutaraldehitle (GA) capraz baglama immobilize enzimin aktivitesini

stabilize eder. Proteinlerle kuvvetli bag kuran tanin de immobilizasyonun ardindan
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uygun bir ligand olarak kullanilabilir.  Uygun kosullarda destekler yeniden elde
edilebilir [1].

Kovalent Baglama

Immobilize edilecek enzimin, aktif bolgesinde ya da substratla baglanma bolgesinde
bulunmayan fonksiyonel gruplarla gerceklestirilebilirler. Genellikle baglanma
enzimin niikleofilik gruplarinin, destek malzemesinin fonksiyonel grubuyla
reaksiyonu sonucu meydana gelir. Enzim iizerindeki aminohidroksil ve tiol gruplari
baglanmada rol alabilirler. Sistein, lisin, tirozin ve histidin artiklar1 en aktif yapilar
olarak degerlendirilebilir. Bu tiir molekiiller arast baglar enzimin kullanim siiresinin

genislemesini saglayabilirler.

Tasiyic1 iizerindeki fonksiyonel grubun tanitilmasi gerekmektedir. Bunun igin
fonksiyonel monomerlerle kopolimerizasyon ya da polimer-tipi reaksiyon kullanilir.

Bu amacla kullanilan yontemlerin baslicalar asagidadir.

o Epoksidasyon metodu
CH, - CH - CH,
N/
0

Karbodiimid metodu
COOH+RN=C=NR
o Silanizasyon metodu
OCH;

|
Si—-OH + CH3O - Sll - CH2 - CH2 - CHz— NH,

OCH;
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Glutaraldehit (capraz-baglama)

NH; + O=C-CH,-CH,-CH,-C=0

| |
H H

Siyanojen bromid

— OH

+Br-C=N

— OH

Tresil klorid metodu

OH+Cl—ﬁ—CH2—C—l|T

Kovalent bagla immobilize edilen enzimler su avantajlara sahiptir:

i

il.

iii.

Olusan siki bag sonucu, kullanim asamasinda sizinti ya da parcalanmayla
karsilagilmaz,

Immobilize edilmis enzim substratla cok kolay baglanti kurabilir ciinkii
enzim destegin yiizeyinde tutturulmustur,

Enzim molekiilleriyle destek madde arasindaki giiclii etkilesim nedeniyle

cogunlukla 1s1-kararliliginda bir yiikselis goriilebilir.

Diger yandan kovalent bagin dezavantajlar1 da vardir, bunlar ise:

i

il

iii.

1v.

Enzim molekiillerinin aktif yapis1 kismi modifikasyonlarla bozulabilir,

Enzim molekiileriyle destek arasindaki kuvvetli etkilesimler, enzim
molekiillerinin serbest hareketini engelleyebilir ve bu da enzim aktivitesinde
bir azalmaya yol acar;

Immobilizasyonun optimum kosullarin1 bulmak zordur,

Destekler genellikle yenilenebilir degildir. Bu nedenle bu metot daha cok
kararliligin kovalent baglanma yontemiyle arttigindan emin olunan enzimler

icin uygundur.
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Tiim bu dezavantajlarina ragmen, kovalent baglanma analitik amach

immobilizasyonlarda kullanilir.

Yukarida bahsedilen tiim immobilizasyon yontemlerini bir arada degerlendirmek
gerekirse, adsorpsiyon kolay, ucuz ve efektiftir ancak ¢ogunlukla kararli degildir ve
geriye doniisiim gozlenir. Tutuklama ve mikrokapsiilleme yonteminde ise difiizyon
problemleri gozlenir. Enzimin kovalent baglanma ile bir tasiyiciya baglanmasi
endiistriyel acidan en cazip yontem olarak ©ne cikmaktadir. Ciinkii kovalent
baglanma 6zellikle ¢apraz baglanma ile birlikte uygulandiginda efektif ve kararlidir.
Capraz baglama ajan1 olarak da en iyi sonuclar glutaraldehit ile yapilan caligmalarda
elde edilmistir. Kovalent baglanmanin uygulanacagi tasiyiciya ait de giiniimiize
kadar pek cok calisma yapilmistir. Organik ya da inorganik, dogal ya da sentetik pek
cok madde denenmis ve citin ve ¢itosan iclerinde en On plana gecen iki malzeme

olmustur [1, 2, 9, 12].
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4. CITIN ve CITOSAN

Immobilize enzimlerin 6zellikleri hem enzimin hem de enzimin immobilize edildigi
tasiyrcinin 6zelliklerinin hakimiyetindedir. Enzimin spesifik fiziko-kimyasal ve de
kinetik ozellikleri endiistrideki kullanim alanina gore segilirken, tasiyicinin secimine
karar verilirken immobilize sistemin operasyonel ozelliklerini giiclendirebilmesi
dikkate alinmalidir. Giiniimiizde heniiz her enzim ve kullanim alani icin evrensel
olarak belirlenmis tasiyicilar olmasa da aranan bazi genel nitelikler vardir. Bunlar:
yiikksek protein affinitesi, fonksiyonel reaktif gruplara enzimle direk reaksiyon
sonucu ya da kimyasal modifikasyonlarla ulasilabilmesi, hidrofiliklik, mekanik
kararlilik ve dayaniklilik, yeniden kullanilabilirlik, segilen biyotransform i¢in uygun
yiizey alamidir. Ek olarak artan toplum sagliginin ve ¢evrenin korunmasi bilincinin
neticesinde secilen malzemeler biyolojik olarak doniistiiriilebilir ve ekonomik

olmalidir [2].

Immobilizasyonda kullanilan silika bazli tasiyicilar ve sentetik polimerler gibi
popiiler tastyicilarin yiiksek maliyeti bunlarin yerini alabilecek daha ucuz
materyallerin arastirllmasina neden olmustur. CaCOs, piring kabugu veya kamisi ile
citin ve citosan kullanilan tasiyicilarin yerini alabilecek alternatifler olarak ortaya
cikmigtir. Tiim bu secenekler arasindan ¢itin ve ¢itosan en ¢cok goz oniine ¢ikanlardir.
Ciinkii ¢itin seliilozdan sonra dogada en bol bulunan ikinci biyopolimerdir ve buna
ek olarak, enzim immobilizasyonu tasiyicisi olarak pek cok avantaj saglamaktadir.
Sagladig1 avantajlar arasinda: degisik fiziksel formlarda kullanilabilmesi, (ince
tabaka, gozenekli tanecikli yapi, jel, fiber, ince zar), bozunmasindaki diisiik seviye,
kolay yonetilmesi, proteinlere karsi yiiksek affinite gdstermesi ve zehirsiz olmasi
sayilabilir. Bunlarin yaninda yapilan pek ¢ok immobilizasyon calismasinda da iyi
neticeler vermis olmasi ¢itin ve citosan tasiyict olarak kullanilmalarindaki

cekiciliklerini artirmastir [13].

Citin ve citosan dogal poliaminosakkaritlerdir. Deniz kabuklularinda (yengec,
karides gibi), oriimceklerin cuticule bolgesinde, fungilerin hiicre duvarlarinda

bulunurlar, kararlilik ve dayanikliliginin temeli de buradan gelir. Citinin biyosferde,
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yaklagik 10 Gt gibi yiliksek bir miktarda sentezlendigi hesaplanmistir. Kimyasal
olarak ¢itin B-(1—4) 2-asetamido- 2-deoksi- B-p-glukoz birimlerinden (ya da N-
asetil-p-glukozamin) olusan ve uzun zincirli lineer bir polimerdir (Sekil 4.1). Pek cok
solvent icinde coziinmez. Citosan ise [B-(1—4)-2-amino-2-deoksi-p-glukopiranoz
(G1cN) ve pB-(1—4)-2-asetamino-2-deoksi-p-glukopiranoz (GlcNAc)’dan olusan
lineer ikili bir heteropolisakkarittir ve ¢itinin, poli[p-(1—4)- 2-asetamino-2-deoksi-
D-glukopiranoz], alkali deagilasyonuyla elde edilir (Sekil 4.2). Citosan terimi farkli
molekill agirligindaki (50kDa-2000kDa), farkli viskozitelerdeki (%1 asetik asit
icindeki ¢itosan, <2000 mPa.s) ve farkli derecelerde deasetilasyon gormiis (%40 -

%98) bir polimerler serisini tanimlamak i¢in kullanilir. [2, 14 -16].

Citin ve citosan, kimyasal olarak selillozun (Sekil 4.3) analoglann olarak
degerlendirilebilir. Seliilozun 2. karbonundaki hidroksil, ¢itinde asetamid, ¢itosanda
ise amino gruplariyla yer degistirmistir. Citosan suda coziinmez, ancak amino
gruplarmin varhign pH 6.5’in altindaki asidik ¢ozeltilerde c¢oziinmesine sebebiyet
verir. Ayrica hidroklorik asit, asetik asit, glutamik asit gibi organik ve inorganik
asitlerde ¢oziilebilir tuzlar meydana getirir. Citin ve citosanin dogada tek baslarina
bulunmadiklarini, kaynaklarina ve elde edilme proseslerine bagh olarak farkli

kompozisyonlar i¢inde bulunduklarini da belirtmek gerekir.

OH
OH
OH
O HO
H NH
HO H

o

=0 =0
CH;

H;, Hy

Sekil 4.1. Citinin Yapisi
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OH

HO
H,

Sekil 4.2. Citosanin Yapisi

. OH
OH
OH /
0
0 HO
H OH
HO OH
OH

Sekil 4.3. Seliilozun Yapisi

Ticari olarak, citin ve citosan, oldukca diisiik maliyetlerle, kabuklu deniz
hayvanlarindan (temel olarak yengeg, karides, istakoz gibi), deniz mahsulleri
proseslerinin artiklarindan elde edilirler. Temel olarak proses, ham haldeki deniz
kabuklarinin seyreltik NaOH ile proteinin alinmasi, ve seyreltik HCI ¢ozeltisi ile
kirecinin alinmasi seklinde gerceklestirilir. Citosanin iiretimi (Sekil 4.4) ii¢c temel
asamadan olusur. ilk asama deniz kabuklularmin ya da diger materyallerin seyreltik
(%3-5) hidroklorik asit ile oda sicakliginda bekletilmesiyle, kalsiyum karbonatin ve
kalsiyum kloriiriin ¢oziindiiriilmesi, demineralizasyon asamasi. Bunun ardindan
seyreltik NaOH ve 1s1 ile deproteinizasyon asamasi ki bu asama c¢itinin eldesini
saglamaktadir. Renkli haldeki ¢itinin renginin alinmasi citinin aseton ekstraksiyonu
ile saglanir ve sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile agartilir. Ugiincii asamada berrak
supernatant ¢ozelti konsantre alkali ortama maruz birakilarak, beyaz ¢okelti halinde
saf citosan eldesi tamamlanmis olur. Bu sayede citosanin iiretilip yararli hale
getirilmesi, deniz kabuklularinin artiklarinin degerlendirilmesi agisindan diinya

capinda ekonomik bir anlama da sahiptir [2, 17].
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Kabuklu deniz hayvam
(yengec-1stakoz)

|

Boyut Kiiciiltme

|

Demineralizasyon

(Cozelti Ekstraksiyonu HCl ile)

|

Deproteinizayon

(NaOH ile)

|

Renksizlendirme
CITIN

Deasetilayon

(Konsantre Alkali Ortam Yiiksek Sicaklik 80-90°C)

l Yikama ve Kurutma

Sekil 4.4. Citin ve Citosan Prosesi Akim Semasi

Citosan cok farkli kimyasal ve biyolojik ozelliklere sahiptir. Yiiksek molekiil
agirlikl lineer poliglukozamin zincirinde, kimyasal modifikasyonlara uyumlu reaktif
amino ve hidroksil gruplar1 icerir. Buna ek olarak dogada cok az rastlanan bir
sekilde igerdigi amino gruplart citosami katyonik polielektrolit (pK, = 6.5) hale
getirir. Bu esas da ¢itosana 6zgiil bir nitelik saglar: ¢itosan pH<6.5 olan sulu asidik
ortamlarda ¢oziilebilir ve eriyik -NH3" gruplarinda yiiksek pozitif yiike sahip olup
negatif yiiklii ylizeylere yapisir, poliiyonik bilesiklerle birlesir ve agir metal
iyonlarin1 c¢elatlar. Hem asidik ¢ozeltilerdeki ¢oziinmesi hem de polianyonlarla
agretasyonu ¢itosanin miikemmel bir jel olusturma niteligine sahip olmasina sebep

olur. Citinin biyolojik uyumu, zararsiz iiriinlere ayristirilabilmesi, zehirsiz olusu,
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fizyolojik inertligi gibi nadir bulunan biyolojik ©zellikleriyle birlikte, proteinlere
kars1 olaganiistii affinitesi, hemostatik, fungistatik, antikolosteremik nitelikleri, ¢cok
genis bir uygulama alani bulmasm saglar. Citin ve ¢itin tiirevlerinin
standartlagtiritlmasiyla birlikte sahip olduklarn ilginin daha da hizli bilyiiyecegi

tahmin edilmektedir.

Ozellikle son on yilda artarak, citin ve ¢itosan bazli malzemeler denmis ve ¢ok gesitli
potansiyel {riinler gelistirilmistir. Atik su islemlerinde (agir metal iyonlarinin
uzaklastirllmasi, boya ve proteinlerin flokiilasyonu, koagiilasyonu, membran
temizleme prosesleri), gida endiistrisinde (antikolesterol ve yag baglama, koruyucu,
paketleme malzemesi, hayvan yemi katki maddesi), ziraatte (tohum ve giibre
kaplama, kontrollii zirai kimyasal salinimi), hamur ve kagit endiistrisinde (ylizey
islemleri, fotografik kagit), kozmetikte (nemlendirici, viicut kremleri, banyo

losyonlari) yer aldig1 prosesler gelisimlerine 6rnek olarak verilebilir.

Ama egsiz biyolojik ozellikleri sayesinde c¢itin ve citosan bazli malzemelerin en
heyecan verici kullanimlari elbette ilag ve biyoteknoloji alaninda olanlardir. ilacta,
bakteriyostatik ve fungistatik ajanlar olarak, ilag salimm araglar, ila¢ kontrolli
salinim  sistemlerinde, yapay hiicrelerde, yara iyilestirici merhemlerde/
pansumanlarda, kontakt lenslerde, yapay derilerde, doku miihendisliginde

kullanilirlar. Ayrica enzim/hiicre immobilizasyonunda tasiyici olarak kullanilirlar.

Enzim immobilizasyonunda tasiyici olarak citin ve ¢itosan bazli malzemeler toz, ince
tabaka ve jel gibi degisik geometrik konfigiirasyonlarda kullamlirlar. Citin/¢itosan
tozlar1 ve tabakalar ticari iirlin olarak Sigma-Aldrich ve citosan jel tanecikleri
(Chitopearl) Fuji Spinning Co. Ltd. (Tokyo, Japonya), firmalarindan elde
edilebilirler. Farkli formlardaki ¢itin ve ¢itosanlar laboratuar ortaminda
tiretilmektedir. Citosan jellerinin hazirlanmasi, ¢itosanin ¢ogunlugu organik asit olan
formik asit, asetik asit, tartarik asit ve sitrik asitin seyreltik ¢ozeltilerinde ¢oziiniip
viskoz soliisyonlar olusturmasi ve pH’daki yiikselmeyle birlikte ¢okelip suda
¢oziinen anyonik polielektrolitlerle, iyonotropik kompleksler olusturmasi ilkesiyle
yiiriitiiliir. Bu yontemle tanecik, membran, kapsiil, lif, i¢i bos lif ve slingerimsi
citosan jelleri iiretilebilir. Jel kararliligim ve dayanmikliligini gelistirmek icin c¢ok

farkl tiretim sonras1 modifikasyonlar uygulanir [2, 16].
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5. PROTEAZ IMMOBILIZASYONU ile iLGILi CALISMALAR

Toshio Hayashi ve Yoshito Ikada 1991 yilinda yayimlanan ¢alismalarinda proteaz
enziminin  gozenekli ¢itosan kiirecikleri iizerine kovalent baglanmayla
immobilizasyonunu gerceklestirmislerdir. Immobilize proteazlarin kiiciik ester
substratinda, N-benzil-i-arjinin etil ester (BAEE), kismen yiiksek aktivite
gostermesine karsin kazein substratina karst daha diisiik aktivite gosterdigi
gozlemlenmistir. Aymi calismada immobilize enzimin sicaklik, pH, saklama ve
operasyonel kararliliklar1 da incelenmistir. Bu incelemelere gore, yiiksek sicaklilarda
immobilize papain serbest olanlara gore daha kararhidir. +70°C’de immobilize
enzimler serbest olanlara oranla 2.8-3.4 kez daha yiiksek aktivite gostermislerdir.
pH’nin enzimler iizerindeki etkisine bakildiginda ise immobilize enzimin serbest
enzim ile aym optimum pH’ya (pH 8.0) sahip oldugu ancak kararli oldugu pH
araliginin  genisledigi goriilmiistiir. Ozellikle yiiksek pH’larda immobilize enzim
oldukga yiiksek bir kararlilik sergilemistir. Serbest ve immobilize enzimlerin ayni
kosullarda saklanmasi halinde ise serbest enzimin aktivitesinin %30 undan fazlasini
kaybettigi 6 aylik siirede immobilize enzimin onemli bir aktivite kaybi1 olmaksizin
korundugu yayinda belirtilmistir. Tekrar kullanimi hainde ise immobilize enzim 10

kesikli reaksiyonun ardindan belirgin bir aktivite kayb1 sergilememistir [16].

Bacillus Mycoides’den iiretilen alkali proteazlarin immobilizasyonu iizerine, Naby ve
calisma arkadaslarinin 1997°de yayimladiklar1 makalelerinde, enzimin fiziksel
adsorpsiyon, iyonik baglanma, kovalent baglanma ve tutuklama ile farkli destek
malzemelere immobilizasyonuna ait calismalara yer verilmistir. Fiziksel
adsopsiyonda, citosan, iyonik baglanmada, Amberlite IR—120, kovalent baglanmada
citin ve tutuklamada %?2’lik capraz baglh poliakrilamid en yiiksek aktivitelerin
gozlendigi destek malzemeler olmustur. Optimum pH’s1 serbest halde 9.0 olan
enzimin immobilizasyon sonrasinda optimum pH’si, ¢itin ve ¢itosanin kullanildigi
durumlarda 8.7 gibi daha asidik bir degere, Amberlite IR—120 ve poliakrilamidin
kullanildig1r durumlarda ise sirasiyla 10.0 ve 9.7 gibi daha alkali degerlere kaydigi

belirtilmistir. Sicaklik karsisindaki kararlhiliklari incelendiginde immobilize enzimler
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%39-82 ararliginda aktivitelerini korurken, serbest enzim baslangi¢c aktivitesinin
%?21’ini korumustur. Sicaklik karsisinda en yiiksek kararliligi aktivitesinin %82’sini
koruyan Amberlite IR-120 gosteritken en direngsiz immobilize enzim %39’luk
aktivitesiyle ¢itin olmustur. Saklama kosullarina bakildiginda serbest enzimin +5°C
de 5-6 ay sonunda aktivitesinin %50’sini kaybetmesine karsin tiim immobilize
enzimler aym kosullarda aktivitelerini biiyiik oranda korumuslardir. immobilize
enzimlerin belirtilen siire sonunda baglangic aktivitelerinin  %88—100’iinii
gostermiglerdir. Tiim bu ¢alismalarin neticesinde immobilize enzimin serbest enzime
gore daha kararli oldugu ve uzun siire kuru ve 1slak formda saklanabildigi

belirtilmistir [17].

Chellapandian 1997 yilinda sundugu “Preparation and characterization of alkaline
protease immobilized on vermiculite” adli makalesinde kovalent baglanmayla,
capraz baglanmayi beraber kullanarak gerceklestirdigi immobilizasyonu aciklamistir.
Glutaraldehit ile aktive edilmis vermikulit iizerine alkali proteaz kovalent bagla
immobilize edilmistir. En yiiksek aktiviteye glutaraldehitle 15 dakika islem gormiis
vermikulit iizerine pH 6.5 da 120 dakika siireyle gerceklestirilen immobilizasyonla
ulagildigr belirtilmistir. Bu sayede 12.48 mg/g tasiyict oraminda baglanma
saglanirken, yiiksek molekiil agirlikli substrat, kazein kullamminda %36, diisiik
molekiill agirlikli  substrat, hemoglobin kullaniminda %352 spesifik aktivite
saptanmistir. Serbest enzime gore immobilize enzimin optimum pH’s1 bir birim daha
alkali ortam yoniinde kayma gosterirken, pH kararliliginda hem asidik hem de bazik
pH araliklarinda immobilize enzimin daha dayaniklidir. Sicaklik kararliliginda da
immobilize enzim serbest enzime gore daha yiiksek kararhlik sergilemistir. +70°C de
serbest enzim aktivitesinin %17’sini korurken immobilize enzim %28’ini
korumustur. +4°C de borat tamponda 60 giin saklanan immobilize enzim baglangic
aktivitesinin %84 iinii +25°C de yine borat tamponda saklanan immobilize enzim ise
60 giin sonunda baslangic aktivitesinin %66’ sin1 korumustur. Tekrar kullanilabilirligi
de degerlendirilen immobilize enzimin 5 kullanim sonunda orijinal aktivitesinin

%78’ ini koruyabildigi gdzlemlenmistir [18].

1998 yilinda Chae ve calisma arkadaslarinin yiiriittiigii calismada ise glutaraldehit
kullanarak  proteaz  enzimin kovalent baglanmaya immobilizasyonunun
optimizasyonu incelenmistir. Hem  tasiyict  aktivasyonundaki hem de

immobilizasyondaki pek ¢ok parametre degerlendirilip immobilizasyonda en yiiksek
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verim elde edilmeye calisilmstir. {1k once tasiyicinin aktive edilmesi asamasindaki
glutaraldehit etkisi incelenmis ve GA konsantrasyonunun  %]1’in {izerindeki
degerlerinin verim artisina bir etkisi olmadigi belirtilmistir. Bu sebeple %1’lik
konsantrasyonla 2 saatlik islem uygulanmistir. Kullanilan tampon ¢6zelti i¢in ise pH
7 ve molarite ise S0mM olarak setlenmistir. Bu kosullar altinda enzim ¢ozeltisinin
konsantrasyonu ve yiikleme orani incelenmis ve immobilizasyon i¢in optimum deger
olarak 3 mg enzim/g tasiyici ile 1.8mg/ml enzim ¢ozeltisi secilmistir. Bu kosullar
altinda aktivite geri kazamminda % 43 degerine ulasilmistir. Immobilize enzimin
sicaklik kararliligina bakildiginda serbest enzime kiyasla onemli bir dayanima sahip
oldugu gozlemlenmis ve immobilize enzimin aktivitesinde bariz bir azalmanin
goriilmedigi 15 saat sonunda serbest enzimin baglangic aktivitesinin %38 ini

kaybettigi belirtilmistir [19].

Tanksale ve calisma arkadaglart 2000 yilinda Conidiobolus macrosporus’dan elde
edilen alkali proteazin poliamid {izerine immobilizasyonu iizerine yaptiklar
calismay1 yayimlamislardir. Bu ¢alismada da kovalent bagla immobilizasyon 6ncesi
GA kullamilmistir.  %1.76’lik  GA ¢ozeltisi  kullanarak yapilan 6 saatlik
immobilizasyon en iyi sonucu vermis ve immobilizasyon verimi %58 olarak
kaydedilmistir. Kovalent bagli immobilize sistemlerin sicaklik karsindaki yiiksek
dayanimi bu ¢alisma ile bir kez daha onaylanmis ve +40 °C de en yiiksek aktivitesini
gosteren saf Conidiobulus proteazina karsin immobilize proteaz +60°C de serbest
enzimin 10 kat1 yiiksek bir aktivite gostermis ve yiiksek bir sicaklik kararlilig
sergilemistir. pH kararliligina bakildiginda immobilize enzim ile aserbest enzim aym
pH araliginda (5-12) aktivitelerinin %350’sini korumay1 basarmislardir. Bu anlamda
immobilize enimin pH kararlilik araliginda fazla bir degisme olmamistir ancak
optimum pH’nin 1-2 derecelik bir diisiisle daha asidik ortama kaydigi
gbzlemlenmistir. Enzimlerin deterjanla uyumluluklarinin da incelendigi bu ¢alismada
serbest enzim ve immobilize enzimin her ikisinin de deterjanlara karsi uyumluluk
gosterdigi anlasilmistir. Ayni kosullarda deterjan uyumluluklan incelendiginde saf
enzimin %76 immobilize enzim %84 oraninda aktivitelerini koruyabilmislerdir. Son
olarak tekrar kullanilabilirligi incelenen immobilize enzimin 22 kez tekrarlanan
reaksiyonlar sonunda aktivitesinde onemli bir diisiis olmadig1 gozlemlenmistir ki bu

da enzimlerin maliyetini diisiirmek noktasinda ¢ok iyi bir neticedir [20].
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6. DENEYSEL CALISMA

6.1 Cihazlar

UV Spektrofotometre, UV mini 1240 SHIMADZU
Su Banyosu, Yamato Shaking Bath BW 400
Hassas Terazi, AND

Manyetik karistirici, IKAMAY Janke-Kunkel

pH metre, WTW

Cam Malzemeler,

6.2 Kullanilan Malzemeler

6.2.1 Tasiyicilar

Citin, SIGMA Chitin from crab shells practical grade (CsH;3NOs),

Citosan, SIGMA Chitosan from crab shells min 85% deacetylated C;,H24N,Oy

6.2.2 Enzim ve Diger Malzemeler

Proteaz Enzimi, PELLUCIT FS
Glutaraldehit, BDH Chemicals Ltd.
Trikloroasetik asit (CCI3COOH), Carlo Erba
Sodyum Asetat (CH;COONa), Carlo Erba
Sodyum Hidroksit ( NaOH), Carlo Erba

Siit Kazeini (CgH;,03N,), SIGMA Casein from bovine milk
Tris-HCI, Merck

HCI, Merck

Asetik Asit, Merck

Fosforik Asit, Riedel-de Hden

Borik Asit, Riedel-de Hien

Mavi Bant Siizge¢ Kagidi, Filtrak

Distile Su
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6.2.3  Cozeltiler ve Tamponlar

Tris-HCI Tamponu (0.5 M): 78.8 g Tris-HCI tartilip 1 litre distile suda ¢oziilmiis
ve 0.1 N NaOH ile istenen pH’ya ayarlanir.

Tris-HCI Tamponu (0.05 M): 7.88 g Tris-HCI tartilip 1 litre distile suda ¢oziilmiis
ve 0.1 N NaOH ile istenen pH’ya ayarlanmistir.

Tris-HCI Tamponu (0.1 M): 15.76 g Tris-HCI tartilip 1 litre distile suda ¢oziilmiis
ve 0.1 N NaOH ile istenen pH’ya ayarlanmistir.

Tris-HCI Tamponu (1 M): 157.6 g Tris-HCI tartilip 1 litre distile suda ¢oziilmiis ve
0.1 N NaOH ile istenen pH’ya ayarlanmaistir.

NaOH Cozeltisi (0.1 N): 4 g NaOH tartilip 1 litre distile suda ¢oziilmiistiir.
NaOH Cozeltisi (10 N): 40 g NaOH tartilip 100 ml distile suda ¢coztilmiistiir.
HCI Cozeltisi (1N) : 8.3 ml hidroklorik asit 100 m1’ye distile su ile tamamlanur.

Siit Kazeini Substrat Cozeltisi A (%0.6 a/h): 0.6 g siit kazeini 10 ml 0.1 N NaOH
cozeltisinde manyetik karistiricida ¢oziildiikten sonra bir miktar distile su ve Tris-
HCI eklenir. pH’s1 istenen degere 10 N NaOH veya IN HCI ayarlandiktan sonra 100

ml ye distile su ile tamamlanir.

TCA Cozeltisi (%50 a/h): 18 g trikloroasetik asit 36 ml distile suda ¢oziiliir.

TCA Karisim Cozeltisi (0.11 mol/l Trikloroasetik asit; 0.22 mol/l Sodyum
Asetat; 0.33 mol/l Asetik Asit): 8.985 g Trikloroasetik asit, 14.97 g Sodyum Asetat
ve 15.7 ml Asetik Asit karistirilarak distile su ile 500 ml ye tamamlanir.

Sodyum Asetat Cozeltisi (0.1 M): 0.68 g sodyum asetat tartilir ve distile su ile 50
ml ye tamamlanir.

Asetik Asit Cozeltisi (0.1M): 0.2857 ml asetik asit distile suda ¢oziilerek 50 ml’ye
tamamlanir.

Asetat Tampon (0.1IM pH 5) : 30 ml 0.1M sodyum asetat alinarak, pH 5’e
ulagincaya kadar asetik asit ilave edilir.

Glutaraldehit Cozeltisi (%0.8): 0.08 ml glutaraldehit 9.92 ml 0.1M pH 5 asetat
tamponda ¢oziiliir.

Glutaraldehit Cozeltisi (%1): 0.1 ml glutaraldehit 9.9 ml 0.IM pH 5 asetat

tamponda ¢oziiliir.
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Glutaraldehit Cozeltisi (%?2): 0.2 ml glutaraldehit 9.8 ml 0.IM pH 5 asetat
tamponda ¢oziiliir.
Britton-Robinson Tampon (B-R Tampon):
Cozelti A: 2.71 ml H;POy4, 2.36 ml asetik asit, 2.47 g H3BO; karnigtirilir ve
distile su ile 1 litreye tamamlanir.
Cozelti B: 8 g NaOH llitre distile suda ¢oziiliir.
B-R Tampon; pH 7: 100 ml A ¢6zeltisi, 52.5 ml B ¢ozeltisi ile karistirilir.
B-R Tampon; pH 8: 100 ml A ¢6zeltisi, 60 ml B ¢ozeltisi ile karistirilir.
B-R Tampon; pH 9: 100 ml A ¢6zeltisi, 67.5 ml B ¢ozeltisi ile karistirilir.
B-R Tampon; pH 10: 100 ml A ¢ozeltisi, 80 ml B ¢ozeltisi ile kanstirilir.
B-R Tampon Cozelti; pH 11: 100 ml. ¢ozelti A, 85 ml. ¢ozelti B ile
karigtirilir.
B-R Tampon Cozelti; pH 11.82: 100 ml. c¢ozelti A, 95 ml. ¢ozelti B ile

karistirilir

6.3 Metotlar

6.3.1 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

2.5 ml %0.6 kazein ¢ozeltisi +30 °C su banyosunda 5 dakika bekletilir. Ardindan 0.5
ml enzim ¢ozeltisi ya da 0.5 ml enzimin immobilize edilmis oldugu tasiyic tartilarak
kazein ¢ozeltisine ilave edilir ve yine +30°C de 10 dakika daha 150 rpm de
karistirilarak bekletildikten sonra 2.5 ml TCA karisim ¢ozeltisi ile reaksiyon sona
erdirilir. TCA karisim ¢ozeltisinin eklenmesinden sonra karisim ayni sicakliktaki su
banyosunda 20 dakika ayni rpm de karistirllmaya devam edilir. Bu siire sonunda
reaksiyon karigimi ¢itinin kullanildigi immobilizasyonlarda siizge¢ kagidindan
siiziiliirken, citosanin kullanildigr ¢ozeltilerde ise santrifiij edilir. Sahit hazirlanirken
de aym islemler enzim cozeltisi yerine distile su kullanmilarak yapilir. Karigim
icindeki tirozin miktar1 UV spektrofotometrede 275nm de absorbansi dlgiilerek tayin
edilir. Bir iinite enzim aktivitesi 1ug tirozini +30°C’de bir dakikada agiga ¢ikarmak
icin gerekli olan enzim miktar1 olarak tanimlanir.

1U/ml= 1pg tirozin / dakika. ml

Tirozin standart egrisini olusturmak i¢in farkli konsantrasyonlarda tirozin %50 TCA

cozeltisi icinde ¢oziiliir. Elde edilen ¢ozeltilerin UV spektrofotometrede 275nm dalga
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boyunda absorbanslart okunur. Tirozin konsantrasyonuna karsilik absorbans
degerleri grafige gecirilerek tirozin standart egrisi hazirlanir (Sekil A.10).

Enzim aktivitesi asagidaki sekilde hesaplanir:

1U/ml = (Numunenin absorbans degeri/tirozin standardinin egimi)x (1/reaksiyon

siiresi (dakika)) x (reaksiyon hacmi/enzim hacmi)x seyreltme orani (6.1
1U/ mg tasiyict = (U/ml enzim)/(mg tasiyici/ml enzim) (6.2)

6.3.2 Verimin Hesaplanmasi

Immobilizasyonun verimine karar verirken hesaplanan iki katsayidan biri aktivite
geri kazanimi1 (AGK), digeri ise etkinlik oranidir (EO).

AGK= immobilize enzim aktivitesi / ilk eklenen aktivite x 100 (6.3a)
AGK=Ujnm/ Upx 100 (6.3b)
EO=immobilize enzim aktivitesi/(ilk eklenen aktivite-rafinat aktivitesi)x 100 (6.4a)
EO=Ujnm/ (Up-Ug) x 100 (6.4b)
6.3.4  immobilizasyon

6.3.4.1 Tasiyicilarin Aktive Edilmesi

Immobilizasyon igin kullanilacak olan tastyicilardan, citin ve citosan, istenen miktar
tartildiktan sonra GA (glutaraldehit) ¢ozeltisi ile karistirihir ve +4°C’de bekletilir. 1 g
tasiyict i¢in 10 ml GA kullanilmistir. GA ylizdesi ve kontak zaman1 deneysel olarak
belirlenmistir aktivasyon siiresinin sonunda ayni tampon ile karisim yikanarak GA

fazlasi uzaklastirilir.

6.3.4.2 Kovalent Baglanma ile Enzim Immobilizasyonu

Proteaz enzimi Tris-HCI tamponu i¢inde ¢oziilerek enzim ¢ozeltisi hazirlanir. Aktive
edilmis tasiyiciya, enzim ¢ozeltisi eklenerek +4°C’de 2 saat bekletilir ve kovalent
baglanmanin gerceklesmesi saglanir. Immobilizasyonda kullamlacak enzim miktari,
enzim ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilacak tamponun konsantrasyonu ve pH
degeri, enzim c¢ozeltisinin konsantrasyonu, enzim/tasiyict orani, deneysel olarak

belirlenir. Immobilizasyonun ardindan tasiyic1 ve enzim ¢ozeltisinden olusan karisim
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ayn1 tampon ile yikanarak baglanmamis enzim fraksiyonu toplanir. Enzim baglanmig

tasiyici ve baglanmamis enzim fraksiyonunun proteolitik enzim aktivitesi ol¢iiliir.
6.3.5 Serbest Enzimin Karakterizasyonu

6.3.5.1 pH Kararhhiginmin Belirlenmesi

Serbest enzimin pH kararliliginin belirlenebilmesi i¢in 50 pl enzim ¢ozeltisi 150 pl 7
ve 12 araligindaki pH’lardaki B-R tampon ¢o6zeltilerinde +4°C’de 20 saat bekletilir.
Daha sonra 0.05M Tris-HCI tamponu (pH 7.2) ile 1 ml ye seyreltilerek enzim
aktivitesine bakilir. Referans numune olarak 50 pl enzim 150 pl 0.05M Tris-HCI
tamponu (pH 7.2) i¢inde +4°C’de 20 saat bekletilerek hazirlanir. Referans numune de

ayn1 tampon ile 1 ml ye seyreltilerek aktivitesi ol¢iiliir.
6.3.5.2 Sicaklik Kararliligimin Belirlenmesi

Saf enzimin 0.025 ml si 0.475 ml 0.05M pH 7.2 olan Tris-HCI cozeltisinde
+30°C’den +80°C’ye kadar degisen sicakliklarda hazirlanmig su banyolarinda 30
dakika bekletilir. 30 dakikanin sonunda numuneler buz iistiine konarak hizla
sogutulur. 5 dakika soguma isleminin gergceklesmesinin ardindan aktivite ol¢iimii

yapilir. Referans olarak +30°C’de sicaklik kararlilhigi belirlenen numune kullanilir.
6.3.6 Immobilize Enzimin Karakterizasyonu

6.3.6.1 Sicaklik Kararhhginin Belirlenmesi

Enzim immobilizasyonu tamamlanmis tastyicilar tartilarak saf enzimde kullanilan
oranlarda 0.05M pH 7.2 Tris-HCI ¢ozeltisinde +30°C’den +80°C’ye kadar degisen
sicakliklarda hazirlanmis su banyolarinda 30 dakika bekletilir. 30 dakikanin sonunda
numuneler buz iistiine konarak hizla sogutulur ve enzim aktiviteleri ol¢iiliir. Referans

olarak +30°C’de sicaklik kararlilig1 belirlenen numune kullanilir.

6.3.6.2 pH Kararhhgimin Belirlenmesi

Immobilize enzimin pH kararliliginin belirlenebilmesi igin enzimin immobilize
oldugu tastyici, kullanilan enzimin 3 kat1 hacmindeki 7-12 ararligindaki pH’lardaki
B-R tampon cozeltilerinde +4°C’de 20 saat bekletilir. Daha sonra ayni miktardaki

0.05M Tris-HCI tamponu (pH 7.2) ile yikanip siiziilerek, enzim aktivitesi ol¢iiliir.
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Referans olarak +4°C’de 20 saat 0.05M Tris-HCI tamponu (pH 7.2) bekletilmis ve 1

ml ayn1 tampon ile seyreltilerek aktivitesi 6l¢iilmiis olan numune kullanilir.

6.3.6.3 Tekrar Kullanilabilirligin Belirlenmesi

Tekrar kullanilabilirligin belirlenebilmesi i¢in immobilize enzim 30°C’de kazein
coOzeltisi ile reaksiyona sokulur, reaksiyon sonunda aktivitesi hesaplanir. Daha sonra
ayn1 immobilize enzim immobilizasyon islemi sirasinda kullanmilan uygun pH ve
molaritedeki Tris-HCl ¢ozeltisiyle yikanarak tekrar 30°C’de kazein cozeltisi ile
reaksiyona sokulur ve reaksiyon sonunda aktivitesi hesaplanir. Bu islem arka arkaya
tekrarlanir ve enzimin aktivitesini kaginci kullanimdan sonra kaybetmeye basladigi

belirlenir.

6.3.6.4 Deterjan Uyumlulugunun Belirlenmesi

Immobilize enzimin deterjan uyumlulugunun belirlenmesi icin 6ncelikle 0.7 g.
deterjan 100 ml distile suda ¢oziilerek %0.7°lik deterjan ¢o6zeltisi hazirlanir.
Immobilize enzimlere 1’er ml deterjan ¢ozeltisi eklenir. Enzimler 60°C’de 0, 1, 2 ve
3’er saat bekletilir. Bu siireler sonunda enzim 30°C’de kazein ¢ozeltisi ile reaksiyona
sokulur, reaksiyon sonunda aktivitesi hesaplanir. Deterjan uyumlulugunun
belirlenmesinde referans olarak kullanilmak iizere deterjan cozeltisi eklenmemis

immobilize enzimlere de ayni islem uygulanir.

6.3.6.5 Saklama Kararhhginin Belirlenmesi

Tasiyicilara kovalent baglanmayla immobilize edilen enzimler tampon ¢o6zelti ile
yikandiktan sonra siiziiliip kurutularak +4°C de saklanirlar. Belirli araliklarla alinan
numunelerin aktivitesi Olcililerek immobilize enzimlerin saklanmast halinde

aktivitelerinin ne kadarini korudugu tayin edilmis olur.
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7. SONUCLAR ve TARTISMA

7.1 Proteaz immobilizasyonunun Optimizasyonu

7.1.1  Glutaraldehit Konsantrasyonunun Etkisi

Daha onceki boliimlerde belirtildigi gibi immobilizasyon yodntemlerinin bir arada
uygulanmasi miimkiindiir. Bu nedenle birincil yontem olarak kovalent baglanmanin
uygulanacagr bu ¢alismada, capraz baglanmanin yardimci etkisi ilk olarak
incelenmigtir. Kovalent baglanma 6ncesinde glutaraldehitle (GA) capraz baglama
yapilmast aktivite geri kazanimin1i (AGK) ve etkinlik oranini (EO) artiran bir etki
yapmistir. Bunun nedeni tasiyici ile enzim arasinda glutaraldehitin bir ara halka
gorevi yaparak kararli bir capraz baglanmay1 saglamasidir. Ek olarak ara halka
grubuyla kovalent baglanma biiyiik olasilikla tasiyicinin lokal yilizey alaninda artis
saglamakta ve bunun sonucunda enzim molekiiliiniin aktif bolgesi etrafindaki sterik
engel diismektedir. Ancak eger ara halkanin yani glutaraldehitin fonksiyonel grubu
(-CHO) enzimin amin grubu ile tam olarak ortiismezse, baglanmamis gruplar (-CHO
fazlasi) enzimin amin grubu ile rasgele baglanabilir ve enzimin tersiyer yapisini
bozarak enzimin immobilizasyonu sirasinda pasiflesmesine neden olabilir. Bu

nedenle optimum glutaraldehit miktarinin belirlenmesi gerekir [19, 21, 23].

Glutaraldehit konsantrasyonunun belirlenebilmesi i¢in ilk olarak tasiyicilar GA ile
aktive edilmeden immobilizasyon gerceklestirilmistir. Bu deneme sonucunda aktivite
geri kazanimi ve etkinlik oranlar citinin tasiyici olarak kullanilmasi halinde sirasiyla
%15, %19 olarak bulunmusgtur. Citinin GA ile aktive edilmesi denemelerinde ise
9%0.8 (h/h), %1 (h/h) ve %2 (h/h) konsantrasyonlarinda GA ¢o6zeltisi kullanilmistir.
Bu denemeler sonucunda Tablo 7.1 de belirtilen degerler elde edilmistir. Sekil 7.1de
de goriildiigii gibi GA c¢ozeltisi %1 olarak hazirlandiginda ¢itin iizerine immobilize
edilen proteaz digerlerine oranla en yiiksek AGK ve EO verimlerini saglamistir. Bu

kosullarda AGK %22, EO ise %?23’tiir.
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Tablo 7.1. GA Konsantrasyonun Citin Uzerine Proteaz Immobilizasyonundaki Etkisi

GA Uy Uimm Ur
% | (U/mg Tasiyic1) | (U/mg Tasiyicl) | (U/mg Tasiyic1)) | AGK EO
0.00 1.00 0.1525 0.2138 15.25 19.39
0.80 1.00 0.1777 0.0671 17.77 19.05
1.00 1.00 0.2191 0.0519 21.91 23.11
2.00 1.00 0.2242 0.0760 22.42 24.27
CITIN
30 ~
25 ~
20 5
Q
=
5 15 —— AGK
= —a—EO
1SS
10 ~
5 |
0 1 1 1 1 1
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50

% GA

Sekil 7.1. GA Konsantrasyonun Citin Uzerine Proteaz immobilizasyonundaki Etkisi

Immobilizasyon kosullari: tasiyici, ¢itin; tasiyici miktar1 0.25g; enzim c¢ozeltisinin
hacmi 0.75 ml; enzim konsantrasyonu 0.5ml/ml 0.5M pH 7.2 Tris-HCI tampon;
glutaraldehitle kontak zamamn 2 saat; immobilizasyon siiresi 2 saat.

Citosanin tasiyici olarak kullanilmasi halinde GA ile 6n islem gdérmeyen immobilize
enzimin AGK ve EO oranlart %15 ve %17’°dir. Citosanin GA ile aktive edilmesi
citinde oldugu gibi verimleri artirici etki yapmistir ve Tablo 7.2’de verilen degerler
elde edilmistir. Sekil 7.2’den de anlasilabilecegi gibi c¢itosanin tasiyici olarak
kullanilmasi halinde de en uygun GA konsantrasyonu %1 (h/h) olarak belirlenistir.

Bu kosullarda %22 aktivite geri kazanimi ve %23 etkinlik oran1 elde edilmistir.
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Tablo 7.2. GA Konsantrasyonun Citosan Uzerine Proteaz Immobilizasyonundaki
Etkisi

GA Uy Uimm Ur
% | (U/mg Tasiyic1) | (U/mg Tasiyicl) | (U/mg Tasiyic1)) | AGK EO
0.00 1.00 0.1519 0.1082 15.19 17.03
0.80 1.00 0.1753 0.0939 17.53 19.35
1.00 1.00 0.2203 0.0259 22.03 22.61
2.00 1.00 0.2306 0.0689 23.06 24.77
CITOSAN
30 ~
25 ~
20 ~
Q
=
; ——
5 15 4 AGK
= —a—EO
N
10 A
5 |
0 1 1 1 1 1
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50

% GA

Sekil 7.2. GA Konsantrasyonun Citosan Uzerine Proteaz Immobilizasyondaki Etkisi

Immobilizasyon kosullari: tasiyic, gitosan; tastyici miktari 0.25g; enzim ¢ozeltisinin
hacmi 0.75 ml; enzim konsantrasyonu 0.5ml/ml 0.5M pH 7.2 Tris-HCI tampon;
glutaraldehitle kontak zaman 2 saat; immobilizasyon siiresi 2 saat.

Abdel-Naby ve calisma arkadaslar bacillus mycoides’den elde ettikleri proteazi
citosan lizerine kovalent baglanmayla immobilize ettikleri ¢aligmalarinda %2.5 (h/h)
olarak secerken, Chae v.¢.a. yaptiklar1 proteazin kovalent baglanmayla glutaraldehit
kullanarak immobilizasyonunun optimizasyonunu inceledikleri ¢alismalarinda %1’in
tizerindeki glutaraldehit konsantrasyonunun herhangi bir etkisinin olmadigini

kaydetmislerdir [19, 21].
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7.1.2  Tampon Cozeltinin pH Degerinin Etkisi

Immobilizasyon iizerinde iyonik siddetin 6neminin belirlenebilmesi icin kullanilan
tampon c¢oOzeltinin de optimizasyonu incelenmistir. Simdiye kadar yapilan
immobilizasyon calismalarinda genelde iki tiir tampon c¢ozelti kullanmilmistir.
Bunlardan birincisi fosfat tamponu, ikincisi ise Tris-HCl'dir. Immobilizasyon
esnasinda kullanilan tampon ¢6zeltinin (Tris-HCl) pH degeri degistirilip diger tiim
degerler sabit tutularak yapilan deneylerde tampon ¢ozeltinin pH degerinin asidik
ortamdan bazik ortama kaymasiyla immobilizasyon veriminde dnemli bir yiikselme
gozlemlenmistir. Tampon ¢o6zeltinin pH degerinin 7.2’den 5’e diisiiriilmesi aktivite
geri kazanimi ve etkinlik oranmmin c¢itinin kullanilmasi1 halinde yaklasik %66
oraninda diisiis gOstermesiyle sonu¢lanmistir (Tablo 7.3). Buna karsihik pH’nin
7.2°den 12’ye yiikseltilmesi durumunda aktivite geri kazanimi %152, etkinlik orani
ise %175 oraninda artig gosterirken pH degerinin 12°nin {iistiine ¢ikarilmasi halindeki
durum incelendiginde ise hem aktivite geri kazanimi degerinde hem de etkinlik
oraninda belirgin bir azalma gozlenmistir (Sekil 7.3). Bu sonuclara gore proteaz
enzimini ¢itin tizerine immobilize ederken kullanilan Tris-HCI tampon ¢ozeltisi i¢in
en uygun pH degeri 12 olarak belirlenmistir. Bu kosullarda elde edilen verimler
AGK %55 ve EO %63 diir.

Tablo 7.3. Tampon Cozeltinin pH Degerinin  Citin Uzerine Proteaz
Immobilizasyonundaki Etkisi

Uy Uimm Ur

pH | (U/mg Tasiyic1) | (U/mg Tasiyicr) | (U/mg Tasiyic1)) | AGK EO

5.00 1.00 0.0732 0.0447 7.32 7.66
7.20 1.00 0.2191 0.0519 21.91 23.11
9.00 1.00 0.2230 0.1020 22.30 24.84
11.0 1.00 0.4473 0.1422 44,73 52.15
12.0 1.00 0.5534 0.1261 55.34 63.33
13.0 1.00 0.3141 0.3113 31.41 45.61
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Sekil 7.3. Tampon Cozeltinin pH Degerinin Citin  Uzerine Proteaz
Immobilizasyonundaki Etkisi

Immobilizasyon kosullari: tasiyici, ¢itin; tasiyici miktar1 0.25g; enzim ¢ozeltisinin
hacmi 0.75 ml; enzim konsantrasyonu 0.5ml/ml; 0.5M Tris-HCl tampon;
glutaraldehit konsantrasyonu, %]1; glutaraldehitle kontak zamani 2 saat;
immobilizasyon siiresi 2 saat.

Tampon  ¢ozeltinin  pH  degerinin  ¢itosan  iizerine  proteaz  enzimi
immobilizasyonundaki etkisine bakildiginda ¢itin ile benzer sonuglar elde edilmistir.
Tampon cozeltinin pH’s1 7.2°den 5’e diisiiriildiigiinde verimler yaklasik %58 diisiis
gostermistir (Tablo 7.4). pH 7.2°den 12’ye yiikseltildiginde ise aktivite geri kazanimi
%76, etkinlik oram ise %172 artmustir. Diger pH’lardaki tampon kullanimlaria
kiyasla en yiiksek verimin elde edildigi bu kosulda citosan iizerine immobilize
edilmis olan enzim %39 aktivite geri kazanimi ve %47 etkinlik oranm elde edilmesini
saglamistir. Bu veriler neticesinde bundan sonraki deneylerde kullanilacak olan Tris-

HCI tampon ¢6zeltisinin pH degeri 12 olarak setlenmistir.
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Tablo 7.4. Tampon Cozeltinin pH Degerinin Citosan Uzerine Proteaz

Immobilizasyonundaki Etkisi

Uy Uimm Ur
pH | (U/mg Tasiyic1) | (U/mg Tasiyicr) | (U/mg Tasiyic1) | AGK EO
5.00 1.00 0.0910 0.0680 9.10 9.77
7.20 1.00 0.2203 0.0259 22.03 22.61
9.00 1.00 0.2457 0.1190 24.57 27.89
11.0 1.00 0.2791 0.1610 2791 33.27
12.0 1.00 0.3888 0.1676 38.88 46.71
13.0 1.00 0.2501 0.2406 25.01 32.93
CiTOSAN

o

=

) —— AGK

&)

= —a—EO

IS

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Sekil 7.4. Tampon Cozeltinin pH Degerinin Citosan Uzerine Proteaz

Immobilizasyonundaki Etkisi

Immobilizasyon kosullari: tasiyici. citosan; tasiyict miktar1 0.25 g; enzim ¢ozeltisinin
hacmi 0.75 ml; enzim konsantrasyonu 0.5 ml/ml; 0.5M Tris-HCl tampon;
zamani 2 saat;

glutaraldehit konsantrasyonu,
immobilizasyon siiresi 2 saat.

%1,

glutaraldehitle
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7.1.3 Tampon Cozeltinin Konsantrasyonunun Etkisi

Tampon ¢o6zeltinin konsantrasyonun degisiminin immobilizasyon {izerine etkisi
incelenirken 0.5M’dan daha diisiik konsantrasyonda tampon cozelti kullanilmasi
halinde ¢itin iizerine immobilizasyonda AGK ve EO degerlerinin diisiis gosterdigi
belirlenmistir (Tablo 7.5). Molaritenin 0.5 yerine 1 secilmesi halinde ise ¢ok biiyiik
olmamasina ragmen her iki degerde de bir diisme yasanmustir. Sekil 7.5°de
goriildiigli lizere immobilizasyon en yiiksek verime tampon ¢ozeltinin (Tris-HCI)
konsantrasyonun 0.5 M oldugu durumda ulagsmistir. Bu kosullarda citin iizerine

proteaz immobilizasyonunda aktivite geri kazanimi %355 etkinlik oran1 %63’ diir.

Tablo 7.5. Tampon Cozeltinin Konsantrasyonunun = Citin Uzerine Proteaz
Immobilizasyonundaki Etkisi

Uy Uimm Ur
M | (U/mg Tasiyic1) | (U/mg Tasiyicl) | (U/mg Tasiyic1) | AGK EO
0.05 1.00 0.4143 0.0268 4143 42.57
0.10 1.00 0.4580 0.0796 45.80 49.76
0.5 1.00 0.5534 0.1261 55.34 63.33
1 1.00 0.5471 0.0501 54.71 57.59
CITIN
70
60 - R
o 50 -
=
) 40 ~ —— AGK
&)
= 30 ——EO
20 -
10
0 1 1 1 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
MOLARITE

Sekil 7.5. Tampon Cozeltinin Konsantrasyonunun  Citin Uzerine Proteaz
Immobilizasyondaki Etkisi

Immobilizasyon kosullari: tasiyici, ¢itin; tasiyici miktar1 0.25g; enzim c¢ozeltisinin
hacmi 0.75 ml; enzim konsantrasyonu 0.5ml/ml; pH 12 Tris-HCI tampon;
glutaraldehit konsantrasyonu, %]1; glutaraldehitle kontak zamani 2 saat;
immobilizasyon siiresi 2 saat.
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Tasiyic1 olarak c¢itosan secildiginde ise kullanilan tampon ¢ozeltinin molaritesinin
0.5M’dan 0.05M’a diisiiriilmesi aktivite geri kazaniminin %39’dan %18’e etkinlik
oraninin ise %47’den %?21’e diismesine neden olmustur. 0.5M’dan daha yiiksek
konsantrasyonlu tampon kullanilmasi ise belirgin bir etki yaratmamistir (Tablo 7.6 ve

Sekil 7.6).

Tablo 7.6. Tampon Cozeltinin Konsantrasyonunun Citosan Uzerine Proteaz
Immobilizasyonundaki Etkisi

Uy Uimm Ur
M | (U/mg Tasiyic1) | (U/mg Tasiyicl) | (U/mg Tasiyic1) | AGK EO
0.05 1.00 0.1753 0.1521 17.53 20.68
0.10 1.00 0.3642 0.2084 36.42 46.01
0.5 1.00 0.3888 0.1676 38.88 46.71
1 1.00 0.2803 0.3615 28.03 43.89
CITOSAN
50 ~
45 ~
40 ~
35 +
S 30 -
) ’5 | —— AGK
% —a—EO
& 20 1
15 ~
10 A
5 |
0 1 1 1 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
MOLARITE

Sekil 7.6. Tampon Cozeltinin Konsantrasyonunun Citosan Uzerine Proteaz
Immobilizasyondaki Etkisi

Immobilizasyon kosullart: tasiyici, citosan; tastyict miktar1 0.25g ; enzim ¢ozeltisinin
hacmi 0.75 ml ; enzim konsantrasyonu 0.5ml/ml; pH 12 Tris-HCl tampon;
glutaraldehit konsantrasyonu, %]1; glutaraldehitle kontak zamani 2 saat;
immobilizasyon siiresi 2 saat.
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7.1.4  Tasiyict/Enzim Orammin EtKisi

Proteaz enzimin immobilizasyonunda tasiyici yiikleme miktarinin Onemi de
arastirildi. Buna gore enzim orami her bir denemede sabit tutularak enzimin
immobilize edilecegi tastyicinin miktar artinlmak kaydiyla farkli tasityici/enzim
oranlarinda immobilizasyon tekrarlandi. Tastyicin yiikleme miktart belirli bir degerin
istiine c¢iktiginda immobilizasyon veriminde bir diisiis goriilmeye baslanmistir.
Bunun nedeni Chae ve calisma arkadaslarinin da belirttigi gibi tasiyicinin belirli
miktarda eklenen enzim i¢in yarigmasidir. Optimum degerin iistiine ¢ikilmasi halinde
tasiyict fazlasinin enzime baglanamayan gruplart (-CHO) enzimin aktivite kaybina
neden olurlar [21]. Citin iizerine immobilizasyon gerceklestirilirken tasiyici/enzim
orani 0.4 degerinde tutuldugunda AGK ve EO sirasiyla %19 ve %27 degerlerindedir.
Bu oran 1.4°e yiikseltilirken verimler de yiikselmistir (Tablo 7.7 ve Sekil 7.7). Bu
degerin tizerine ¢ikildiginda ise verimler yine diismeye baslamistir. Tasiyici/enzim
orani 1.4 mg ¢itin/ml proteaz iken elde edilen AGK ve EO degerleri sirasiyla %62 ve
%74 diir. Bu sonuglar dogrultusunda ¢itin iizerine proteaz immobilizasyonunda en

uygun tastyici/enzim orani 1.4 olarak belirlenmistir.

Tablo 7.7. Tasiyict (mg) / Enzim (ml) Oranimn Citin Uzerine Proteaz
Immobilizasyonundaki Etkisi

UO Uimm UR

T/E | (U/mg Tasiyic1) | (U/mg Tasiyicr) | (U/mg Tasiyicr) | AGK EO

0.40 2.50 0.4771 0.7224 19.08 26.84
0.60 1.67 0.4685 0.4711 28.11 39.19
0.80 1.25 0.4632 0.2617 37.06 46.87
1.00 1.00 0.5534 0.1261 55.34 63.33
1.20 0.83 0.4642 0.1484 55.70 67.77
1.40 0.71 0.4402 0.1208 61.63 74.17
1.60 0.63 0.3342 0.1018 53.48 63.88
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Sekil 7.7. Tasiyict (mg) / Enzim (ml) Oranmin Citin Uzerine Proteaz
Immobilizasyonundaki Etkisi

Immobilizasyon kosullart: tastyici, ¢itin; enzim ¢ozeltisinin hacmi 0.75 ml ; enzim
konsantrasyonu 0.5ml/ml; 0.5 M pH 12 Tris-HCI tampon; glutaraldehit
konsantrasyonu, %1; glutaraldehitle kontak zamam 2 saat; immobilizasyon siiresi 2
saat.

Proteaz immobilizasyonunda tasiyici olarak citosanin kullanilmasi halinde tastyici
miktarinin enzim miktarina oraninin etkisine ait veriler Tablo 7.8’de verilmistir.
Sekil 7.8’de de goriildiigii gibi en yiiksek verimler lmg citosan/ml proteaz
kullanimiyla gergeklestirilen immobilizasyon neticesinde elde edilmistir. Bu kosulda

elde edilen AGK %39 iken EO %47’ dir.
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Tablo 7.8. Tasiyict (mg) / Enzim (ml) Oraninin Citosan Uzerine Proteaz

Immobilizasyonundaki Etkisi

Uy Uimm Ur
T/E | (U/mg Tasiyic1) | (U/mg Tasiyicr) | (U/mg Tasiyicl) [ AGK EO
0.40 2.50 0.3081 0.4137 12.33 14.77
0.60 1.67 0.3360 0.2982 20.16 24.55
0.80 1.25 0.3002 0.2818 24.01 31.00
1.00 1.00 0.3888 0.1676 38.88 46.71
1.20 0.83 0.3174 0.1279 38.09 45.21
1.40 0.71 0.2607 0.0814 36.50 41.47
1.60 0.63 0.2184 0.0755 34.95 39.39
CITOSAN
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§ekil 7.8. Tasiyict (mg) / Enzim (ml) Oranmin Citosan Uzerine Proteaz
Immobilizasyonundaki Etkisi

Immobilizasyon kosullari: tastyici, ¢itosan; enzim ¢ozeltisinin hacmi 0.75 ml; enzim
konsantrasyonu 0.5ml/ml; 0.5 M pH 12 Tris-HCl tampon; glutaraldehit
konsantrasyonu, %1; glutaraldehitle kontak zaman1 2 saat; immobilizasyon siiresi 2
saat.
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7.1.5 Enzim/Tampon Cozelti Oramimin Etkisi

Tasiyic1 yiikleme miktar1 yani, tasiyict (mg) / enzim (ml) degerinin optimum degeri
belirlendikten sonra, 1.4 mg ¢itin /ml proteaz ve 1.0 mg ¢itosan / ml proteaz, enzim
yilkleme miktar1 incelenmistir. Enzim miktar1 0.25 ml olarak sabit tutularak
immobilizasyonda kullanilacak tasiyicilar da 0.35 mg ¢itin ve 0.25 mg citosan olarak
setlendikten sonra kullanilan tampon ¢ozeltinin (0.5 M, pH 12 Tris-HCl) miktar1
degistirilerek c¢itin i¢in Tablo 3.9’da belirtilen degerler elde edilmistir. Sekil 3.9°da
daha rahat bir sekilde goriilecegi gibi enzim/tampon c¢ozelti oranm arttikca
immobilizasyon verimi diismektedir. Bunun sebebi tasiyicilar ile enzim molekiilleri
arasindaki kontak derecesinin etkisidir. Enzim/tampon ¢6zelti orani yiikseldikce
kullanilan enzim ¢ozeltisin hacmi de azalmaktadir bu da tasiyiciyla enzim yeterince
etkilesim alam1 bulamamasina neden olmaktadir. Elbette daha yiiksek hacimlerde
enzim c¢ozeltisi kullanilmasi da yine ayni olumsuz etkiyi yapacak ve enzimle
tagiyicinin yeterli etkilesim alam1 bulmasim engelleyici etki yapacaktir [21]. Citin
izerine proteaz immobilizasyonunda en uygun enzim yiikleme oram 0.25 ml

proteaz/ml Tris-HCI’dir.

Tablo 7.9. Enzim (ml) /Tampon Cozelti (ml) Oranmin Citin Uzerine Proteaz
Immobilizasyonundaki Etkisi

U Uimm Ur
E/T | (U/mg Tasiyic1) | (U/mg Tasiyicr) [ (U/mg Tasiyicr) | AGK EO
0.25 0.71 0.5689 0.0490 79.65 86.07
0.50 0.71 0.4402 0.1208 61.63 74.17
0.75 0.71 0.4166 0.0914 58.33 66.89
1.00 0.71 0.2821 0.0537 39.49 42.70
1.25 0.71 0.2360 0.0560 33.04 35.85
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Sekil 7.9. Enzim (ml) /Tampon Cozelti (ml) Oraninin Citin Uzerine Proteaz
Immobilizasyonundaki Etkisi

1mm0bilizasyon kosullari: tasiyici, citin; tasiyici miktari, 0.35 mg; enzim miktari,
0.25 ml; tampon ¢ozelti, 0.5M pH 12 Tris-HCI; glutaraldehit konsantrasyonu, %1;
glutaraldehitle kontak zamamn 2 saat; immobilizasyon siiresi 2 saat.

Immobilizasyonda tasiyict olarak citosan kullanilmasi halinde de benzer sonuglar
elde edilmistir. Bu deneylere ait degerler Tablo 7.10 ve Sekil 7.10’da verilmistir. En
uygun enzim yiikleme orani tagiyicinin ¢itosan olmasi halinde de 0.25 ml proteaz/ml

Tris-HCI olarak belirlenmistir.

Tablo 7.10. Enzim (ml) /Tampon Cozelti (ml) Oranmnin Citosan Uzerine Proteaz
Immobilizasyonundaki Etkisi

Uy Uinm Ur
E/T | (U/mg Tasiyic1) | (U/mg Tasiyic) | (U/mg Tasiyic1)) | AGK EO
0.25 1.00 0.6395 0.1566 63.95 75.81
0.50 1.00 0.3888 0.1676 38.88 46.71
0.75 1.00 0.3398 0.1743 33.98 41.15
1.00 1.00 0.3207 0.2230 32.07 41.28
1.25 1.00 0.1825 0.1288 18.25 20.95
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Sekil 7.10. Enzim (ml) /Tampon Co6zelti (ml) Oranmin Citosan Uzerine Proteaz
Immobilizasyonundaki Etkisi

1mm0bilizasyon kosullari: tastyici, ¢itosan; tagiyici miktari, 0.25 mg; enzim miktari,
0.25 ml; tampon ¢ozelti, 0.5M pH 12 Tris-HCI; glutaraldehit konsantrasyonu, %1;
glutaraldehitle kontak zamamn 2 saat; immobilizasyon siiresi 2 saat.

Bu calismada ¢itin ve citosan iizerine proteaz enziminin, kovalent baglanma ile
glutaraldehit kullanarak immobilizasyonunda en yiiksek verime ulasabilmek igin
immobilizasyondaki bazi parametrelerde en uygun degerlerlerin belirlenmesine
calistimistir. Bu dogrultuda secilen parametreler i¢in belirlenen en uygun degerler

sOyledir:

i.  Tasiyici olarak ¢itin kullanildiginda:
Glutaraldehit Konsantrasyonu: %1 (h/h)

Tampon ¢ozeltinin pH degeri: pH 12

Tampon ¢ozeltinin konsantrasyonu: 0.5 M
Tasiyici/enzim orani: 1.4 mg ¢itin/ml proteaz

Enzim/tampon orani: 0.25 ml proteaz/ml Tris-HCI
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ii. Tasiyic1 olarak ¢itosan kullamildiginda:
Glutaraldehit Konsantrasyonu: %1 (h/h)

Tampon ¢ozeltinin pH degeri: pH 12

Tampon ¢ozeltinin konsantrasyonu: 0.5 M
Tas1yici/enzim orani: 1 mg citosan/ml proteaz

Enzim/tampon orani: 0.25 ml proteaz/ml Tris-HCI

7.2 immobilize Enzimlerin Karakterizasyonu

7.2.1  Sicakhk Kararhhg:

Immobilize enzimlerin sicaklik kararlilif1 uygulanmalarinin en 6nemli nedenlerinden
biridir. Ozellikle kovalent baglanmayla immobilize edilen enzimler sicaklifa karsi
serbest enzimlerden daha direnglidirler. Bu da immobilize enzimlerin belirli bir
zaman aralifindaki kullanimlarinda sabit seviyede aktivite gdstermelerini saglar ve
prosesin kontrolii kolaylasir. Enzimlerin bicimsel esnekligi immobilizasyon ile
etkilenir. Immobilizasyon enzimin esnekligini bozarak sertligini artirir bu da cogu
zaman Yyiikselen 1siya karsi kararliligin artmasi halinde kendini gosterir. Cogu
arastirmayla desteklenmistir ki immobilizasyon neticesinde bicimsel esnekligi azalan
immobilize enzimlerin sicaklik kararlilig1 serbest enziminkinden daha yiiksektir [2,
16, 18]. Citin ve citosan lizerine kovalent baglanmayla immobilize edilen proteazin
tersiyer yapist korunmus ve cevresel etkilere karsi bu yapimin bozunmasi

engellenmistir.

Sicaklik Kkararlilhiginin belirlenebilmesi i¢in immobilize enzimler +30°C ve +80°C
arasindaki sicakliklarda yarim saat bekletilip hizla sogumaya birakilmistir. Citin
lizerine immobilize olmus enzim +70° C’de baslangi¢ aktivitesinin %70’ini korurken
citosan iizerine immobilize edilen proteaz yine +70°C’de baslangi¢ aktivitesinin
%55’ini korumaktadir. Buna karsilik serbest enzim +70°C’de baslangi¢ aktivitesinin
sadece %5’ini gosterebilmektedir (Tablo 7.11). Immobilize enzim aktivite
kaybetmesine ragmen, serbest enzimin 30°C - 50°C arasindaki Kkararlih@mi daha
genig bir sicaklik araliginda yakalamayi basarmig ve smirlari 30°C - 70°C’ye

genigletmistir. Hatta 70°C - 80°C araliginda ve 80°C’de immobilize enzimlerin
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gosterdigi aktivite serbest enziminkinden daha yiiksektir. Sicaklik kararlilifina ait

degerler Sekil 7.11°de gosterilmistir.

Tablo 7.11. Proteaz Enziminin Serbest Halde Ve Immobilize Formdaki Sicaklik
Kararliliklari

% RELATIF AKTIVITE
SICAKLIK 30°C 40°C 50°C 60°C 70°C 80°C
Serbest Enzim 100 95.79 96.12 63.11 5.5 3.88
Citin 100 89.48 81.9 76.85 69.67 10.72
Citosan 100 79.69 71.72 68.23 55.57 10.70
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Sekil 7.11. Proteaz Enziminin Serbest Halde ve Immobilize Formdaki Sicaklik
Kararliliklar

a-amilaz, B-amilaz ve glukoamilazin serbest ve c¢itosan-kil matrisine immobilize
hallerinin sicaklik stabilitelerinin karsilastirildigi Chang ve Juang’in calismasinda
15-85°C araliginda ii¢ immobilize enzimin relatif aktiviteleri sirasiyla %71, %63 ve
%74 degerlerinin iizerinde oldugu belirlenmistir. Bu calismada immobilize
enzimlerin diisiik ve yiiksek sicakliklarda aktivite kayiplar serbest olanlara oranla
cok daha azdir. Tastyici, enzim deaktivasyonunun gerceklestigi yiiksek sicakliklarda

koruyucu gorevi gormiistiir. Diisiik sicakliklarda aktivitenin kaybinin onlenmesi ise
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enzimin kil iizerine adsorpsiyonunun bir sonucudur [16]. Chellapandian, vermikulit
izerine kovalent baglanma ile immobilize ettigi alkali proteazin sicaklik kararliligini
incelediginde, serbest enzime oranla kararliliginda artis oldugu gdzlemlemistir.
+70°C’de immobilize alkali proteaz %28 aktivite gosterirken, serbest enzimin relatif
aktivitesi %]17°dir. Sicaklik etkisiyle aktivite kaybinin, molekiil i¢i kuvvetlerin
bozulmast ve protein zincirinin dagilmasina baglayan  Chellapandian,
immobilizasyonun zayif iyonik kuvvetleri ve hidrojen baglarim stabilize ederek

sicaklik karsisindaki kararliligi artirdigimi eklemistir [20].

7.2.2  pH Kararhhg:

Citin ve citosan lizerine immobilize edilmis enzimlerin ve serbest enzimin pH
kararliliklar1 incelenmis ve Tablo 7.12 ile Sekil 7.12’de gosterilmistir. pH 7-12
arasinda yapilan deneyler sonucu hem serbest hem de immobilize enzimlerin pH
kararliliginin pH 11°de bir kirllma yasadigi gozlemlenmektedir. pH 11 degerine
kadar aktivitesinin %67 sini koruyan serbest enzim pH 12’ye yiikseltildiginde %7
gibi oldukc¢a diisiik bir oranda aktiviteye sahiptir. Citin tizerine immobilize edilen
proteazin pH kararliligina bakildiginda yine pH 11’e kadar aktivitesinin %65 ini
koruyan enzim pH 11-12 arasinda daha hizl bir aktivite kaybina ugramistir. Ancak
yine de pH 12’de aktivitesinin %54’iinii korumay1 basarmistir. Citosan iizerine
immobilize edilen proteazin pH kararlilig: citin iizerine immobilize edilen proteazla
ayn1 karakteristigi gostermistir. Bu kez pH 11’e kadar aktivitesinin %51 ini koruyan
proteaz pH 11-12 arasinda daha yiiksek bir aktivite kaybina ugramis ve pH 12’de
aktivitesinin %34’iinii koruyabilmistir. Serbest enzimle kiyaslandiginda immobilize

enzimlerin alkali ortamlara daha dayanikli oldugu goriilmektedir.

Tablo 7.12. Proteaz Enziminin Serbest Halde Ve Immobilize Formdaki pH
Kararliliklari

% RELATIF AKTIiVITE
pH 7 8 9 10 11 12
Serbest Enzim 78.10 76.64 70.80 69.34 67.15 7.30
Citin 70.79 70.08 66.83 66.02 65.42 54.717
Citosan 58.13 56.91 55.69 56.18 51.54 34.96
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Sekil 7.12. Proteaz Enziminin Serbest Halde Ve Immobilize Formdaki pH
Kararliliklari.

Chang ve Juang a-amilaz, f-amilaz ve glukoamilazin ve ayni enzimlerin ¢itosan-kil
kompozitizerine kovalent bag ile glutaraldehit kullanilarak elde edilen immobilize
formlarinin stabilitelerini incelendiginde her enzim i¢in farkli karakteristikte pH
kararlilik sonuglarina ulasmislardir. a-amilaz enzimin serbest haliyle immobilize hali
pH 7 noktasina kadar aktivitelerinde bir farklilik gostermemistir. Ancak pH’ nin 7
noktasina yiikselmesiyle beraber serbest enzim hizli bir aktivite kayb1 gosterirken,
immobilize enzim %93 oraninda relatif aktivitesini korumaya devam etmistir. [3-
amilaz ise pH<4 degerinde serbest halde daha yiiksek aktivite gosterirken, pH>5
degerlerinde immobilize formun sahip oldugu aktivite daha yiiksektir. Glukoamilaza
bakildiginda ise serbest ve immobilize enzim sekil olarak ayni pH egrisine sahip olup
immobilize enzimin aktivitesi serbest enzime oranla biraz daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Aym1 ¢alismada immobilize enzimlerin genel olarak serbest enzimlerle
aym veya daha dar bir pH kararhilik araligina sahip olup daha yiiksek aktivite
gosterdikleri eklenmistir. Diisiik pH’larda chitosan-kil matrisine immobilize edilmis

enzimlerin daha yiiksek aktiviteye sahip olmasi, ¢itosanin amino/amin gruplarinin
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matristeki protonu baglayarak, enzim molekiilii civarindaki proton konsantrasyonunu

diisiirmesi olarak agiklanmistir [16].

7.2.3 Tekrar Kullanmilabilirlik

Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi enzimlerin ekonomik kullanimi icin
cok Onemli bir faktordiir. Bu sayede enzimlerin kesikli reaktorlerde, tekrarlanan
kullanimi, siirekli reaktorlerde ise, daha uzun siireli kullanimi miimkiin hale
gelmektedir [22-24]. Tekrar kullanim sonrasinda ¢itin ve ¢itosan {izerine immobilize
edilmis proteazin aktivite geri kazanimindaki diisiis Tablo 7.13’de verilmistir. Sekil
7.13’de grafige dokiilmiis olan degerlere gore ¢itin {izerine immobilize edilmis enzim
aktivitesinin  %68’ini

arka arkaya 6 kez kullanildiktan sonra baslangig

koruyabilmektedir. =~ Aym grafikte citosan {izerine immobilize edilmis enzimin
degerleri incelendiginde yine 6 arka arkaya kullanim sonucunda immobilize enzimin

baslangi¢ aktivitesinin %62’sini korudugu gozlenmektedir.

Tablo 7.13. Immobilize Proteaz Enziminin Tekrar Kullanilabilirligi

%RELATIF AKTIVITE
DONGU 1 2 3 4 5 6
Citin 96.92 92.85 88.52 78.62 74.38 67.89
Citosan 92.64 88.81 84.04 75.54 65.70 61.97
TEKRAR KULLANILABILIiRLIiK
100
E 90 -
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260 - —®— ¢itin
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Sekil 7.13. Immobilize Proteaz Enziminin Tekrar Kullanilabilirligi

57



Chang ve Juang calismalrinda, ¢itosan-kil {izerine kovalent bag ile immobilize olan
a-amilazin 50 tekrar kullanim sonunda orjinal aktivitesinin %81’ini korudugunu
kaydetmistir. Ayni sartlarda immobilize B-amilaz’in relatif aktivitesindeki diisiis ¢ok
daha fazladir ve 5. kullanimin ardindan azalan ivmeyle bu diisiis devam etmektedir.
Glukoamilaz ise 25 tekrar kullanimin ardindan baslangi¢ aktivitesinin %355 ini
koruabilmistir [16]. Alkali proteazin vermikulit iizerine kovalent baglanmayla
immobilizasyonu sonucu 5 kullamim sonucunda orijinal aktivitesinin % 78’ini
korudugu Chellapandian tarafindan belirlenmistir [20]. Tripsinin silikat iizerine
adsorpsiyon ile immobilizasyonunda tekrar kullanim incelendiginde ise Goradia ve
calisma arkadaslarinin, 6 tekrar kullanim sonucunda korunan aktivite i¢in bildirdigi

deger %40’ dir [24].

7.2.4 Deterjan Uyumlulugu

Alkali proteazlar deterjan endiistrisinde, bolgesel ya da biitiin olarak toksik
kimyasallarin yer degistirmesini sagladiklarindan, c¢ok genis bir kullamim alanina
sahiptirler. Ideal bir deterjan enzimi yeterli sicaklik kararlili§1 gostermenin yaninda
deterjan soliisyonu i¢inde kararliligimi koruyabilme 6zelligini de sahip olmalidir [22,
25]. Bu nedenle bu calismada citin ve c¢itosan iizerine immobilize edilmis olan
proteazin deterjan uyumlulugu da incelenmistir. Sekil 7.14’de 3 saatlik bir siire
boyunca ticari deterjan kullamilarak hazirlanan cozeltide bekletilmis immobilize
enzimlerin relatif aktiviteleri (%) gosterilmistir. Sekil 7.14 incelendiginde
immobilize citin ve ¢itosanin deterjan eklenmeden hazirlanan kontrol numunelerinin
sicaklik karsisinda onemli bir aktivite kaybina ugradigi ve aktivitelerinin sirasiyla
%41 ve %36’sim  korudugu gozlenmektedir. Immobilize enzimler deterjan
cozeltisinde bekletildiklerinde sicaklik karsisindaki aktivite kaybma ek olarak
deterjan etkisiyle olusan bir aktive kaybr da s6z konusudur. Ayni siirenin sonunda
deterjan ¢ozeltisinde bekletilen immobilize enzimlerden ¢itin iizerine immobilize
edileni %31 c¢itosan iizerine immobilize edileni ise %27 oraninda aktivitesini

koruyabilmistir.
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Tablo 7.14. immobilize Proteaz Enziminin Deterjan Uyumlulugu-I

%RELATIF AKTIVITE
SURE | Citin Kontrol | Citin+Deterjan | Citosan Kontrol | Citosan+Deterjan
0. saat 100.00 100.00 100.00 100.00
1. saat 60.90 50.54 61.87 48.88
2. saat 56.24 43.55 53.16 41.85
3. saat 40.68 30.91 36.48 26.90
DETERJAN UYUMLULUGU-I
100 =
90 + —
o 80 - —&— citin kontrol
= —a— ¢itosan kontrol
> 701 " .
= —e— citin+deterjan
60 -
Eﬂﬂ citosan+deterjan
g 7
S 40
d 30
= ]
SENDT
10 ~
0 1 1 1
0 1 2 3
ZAMAN (saat)

Sekil 7.14. immobilize Proteaz Enziminin Deterjan Uyumlulugu-I

Immobilize enzimlerin sicaklik karsisindaki aktivite kaybindan bagimsiz olarak

deterjan karsisindaki davraniglarim1 daha net gorebilmek icin deterjan varliginda elde

edilen relatif aktiviteler deterjan yoklugundakilere oranlanarak Tablo 7.15’deki

degerler elde edilmistir. Sekil 7.15’de daha net gozlenebildigi gibi immobilize

enzimlerin deterjan etkisiyle kaybettikleri aktiviteler c¢itin igin %24 ve %26

degerlerindedir.




Tablo 7.15. immobilize Proteaz Enziminin Deterjan Uyumlulugu-II

% RELATIF AKTIVITE
SURE Citin Citosan
0. saat 100.00 100.00
1. saat 82.99 79.02
2. saat 77.43 78.73
3. saat 75.99 73.74
DETERJAN UYUMLULUGU-II
100
90
= 80 A
e
S 70 -
2 60 -
< "
E 50 7 +91t1n
: 40 A —&— citosan
)
= i
z 30
I 20 -
10 -
0 | :
0 1 2
ZAMAN (saat)

Sekil 7.15. immobilize Proteaz Enziminin Deterjan Uyumlulugu-II

Tanksale ve calisma arkadaslart Conidiobulus macrosporus’dan elde edilen alkali
proteazin immobilizasyon 6ncesi ve sonrasi deterjan uyumlulugunu incelemislerdir.
Arastirmalarinda serbest ve immobilize enzimin Ariel, Rin Shakt, ve Surf Excel
marka ticari deterjanlarla 28°C’de 1 saat bekletilmesinin ardindan, koruduklari
aktivite Olciilmistiir. Rin Shakti markasiyla yapilan deneylerde immobilize enzim
aktivitesinin %84’{inii korurken, serbest enzim %76’sim1 korumustur. Ariel ve Surf
Excel kullanildiginda ise her iki enzim de aktivitesinin %50’sini koruyabilmistir
[22]. Adinarayana ve c¢alisma arkadaslart ise Bacillus subtilis PE-11 den izole
ettikleri serin proteazin deterjan uyumlulugunu Nirma, Wheel, Henko, Surf, Surf

Excel, Ariel ve Rin gibi farkli ticari deterjanlarda +60°C’de 3 saat boyunca
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bekleterek denemislerdir. Serbest enzim deterjan varliginda 3 saatlik siire sonunda
ancak %10 civarinda bir relatif aktivite gosterebilmistir. Enzimin deterjan
karsisindaki kararhiligi arttirmak i¢in aynmi deney CaCl, ve glisin varliginda
tekrarlandiginda enzim kullanilan deterjanlarin ¢oguna karsi aktivitesinin %50’den

fazlasim koruyabilmistir [25].

7.2.5 Saklama Kararlhihg

Immobilize enzimlerin uzun siire depolanabilir olmasi tercih edilmelerinin
sebeplerinden biridir. Bu nedenle ¢itin ve ¢itosan iizerine immobilize edilmis olan
proteazin +4°C’de saklanma kosullari incelendi. +4°C’de saklana ¢itin iizerine
immobilize edilmis olan proteaz 65 giin sonunda hala aktivitesinin %83’iine sahiptir.
Citosan iizerine immobilize edilmis olan proteazda benzerlik gostererek yine 65 giin

onunda aktivitesinin %87’sini korumaktadir (Tablo 7.16 ve Sekil 7.16).

Tablo 7.16. Proteaz Enziminin Immobilize Formdaki Saklama Kararliliklari

% RELATIF AKTIVITE
GUN 7 14 20 27 33 40 65
Citin 9824 | 9692 | 956 | 93.41 | 87.91 | 84.62 | 83.08
Citosan 97.07 | 93.75 | 92.77 | 92.58 | 91.99 | 89.65 | 87.69
SAKLAMA KARARLILIGI
100 W
E 80 - -
2
H
M 60 -
= —=— citin
5 40 - —— ¢itosan
o
=
g 20-
0 1 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70
GUN

Sekil 7.16. Proteaz Enziminin Immobilize Formdaki Saklama Kararliliklarr.
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Chellepandian, vermikulit tizerindeki immobilize alkali proteazin 60 giin boyunca
+4°C’de saklanmasi halinde baslangic aktivitesinin %84 iinii ayni siire boyunca
+25°C’de saklanmasi halinde ise baglangi¢ aktivitesinin %66’sm1 korudugunu
kaydetmigtir. +25°C’de goriilen bu aktivite diisiisiin sebebi ise immobilize alkali
proteazin denatiirasyonudur [20]. Kiling ve calisma arkadaslar1 papaini adsorpsiyon
ve glutaraldehitle capraz baglama metotlarim1 kullanarak ¢itosana immobilize
ettikleri ¢alismalarinda saklama kararliligini incelemislerdir. Saklama +45°C’de bir
ay siirdiiriilmiistiir. Bu kosullarin yaklasik olarak oda kosullarinda bir yillik siireye
esit oldugunun belirtildigi calismada, immobilize papain deney sonunda aktivitesinin

%85’1ni korurken serbest enzim aktivitesinin %16’sim koruyabilmistir [26].

7.2.6  Mikroskopik Karakterizasyon

Citinin saf hali ve proteaz immobilizasyonundan sonraki hali SEM ile taranarak elde

edilen goriintiiler Sekil 7.17 ve Sekil 7.18’de verilmistir. Sekil 7.17°de goriildiigii

gibi saf halde ¢itinin dis yiizeyi oldukca diizdiir.

350X 7
Sekil 7.17. Citinin D1s Yiizeyinin SEM Goriintiisii
Proteaz immobilizasyonu ise citinin dis yiizeyinde degisikliklere yol acmistir. Sekil
7.18’deki citinin immobilizasyon sonra elde edilen SEM goriintiisiinde daha lifli bir

yap1 goze carpmaktadir. Ayrica enzimin yerlestigi oyuklarda gézlenmektedir.
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Sekil 7.18. Citinin Proteaz Immobilizasyonu Sonras1 Dis Yiizeyinin SEM Goriintiisii
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8. VARGILAR ve ONERILER

Bu calismada sagladiklar1 avantajlar nedeniyle tasiyici olarak secilen ¢itin ve ¢itosan
izerine kovalent baglanmayla proteaz immobilizasyonu gerceklestirilirken, capraz
baglanmanin yardimci etkisi, kullanilan ¢apraz baglama ajaninin konsantrasyonu,
iyonik siddetin 6nemi nedeniyle, kullanilan tampon ¢6zeltinin pH ve konsantrasyon
degerleri, tasiyici/enzim yiikleme orani, enzim/tampon ¢6zelti orani gibi parametreler
daha yiiksek verime ulasabilecek sekilde optimize edilmeye c¢alisilmistir. Bu

dogrultuda elde edilen sonuglar sunlardir:

1. Kovalent baglanma oncesi glutaraldehit kullanarak ¢apraz baglama yapilmasi
aktivite geri kazanimi ve etkinlik oranim arttirict etki yapmistir. Her iki tastyicinin
kullanilmasi1 durumunda da optimum GA oram1 %1 olarak bulunmustur. Bunun
izerindeki konsantrasyonlarin verimi arttirict etkisi olmamustir. Optimum GA
oraniyla capraz baglama yapildiktan sonra kovalent baglanma gerceklestirildiginde

AGK ve EO degerleri sirastyla ¢itin icin; %22 , % 23 ¢itosan i¢in %22 ve %23’ diir.

2. Immobilizasyonda kullanilan tampon c¢ozeltinin (Tris-HCl) optimum pH
degeri her iki tasiyici i¢inde 12’dir. Bu kosullarda elde edilen AGK ve EO oranlar
sirasiyla, tagtyicinin ¢itin olmast durumunda %55 %63 tasiyicinin ¢itosan olmasi

durumunda %39 ve %47’ dir.

3. Tampon ¢o6zeltinin konsantrasyonu 0.5M olarak optimize edilmistir. Buna
gore elde edilen verimler citin i¢in, AGK, %55. EO, % 63 citosan icin AGK, %39
EO, %47 dir.

4. Tasiyici/yiikkleme oranina bakildiginda optimum deger ¢itin i¢in, 1.40 mg
tasiyici/ml enzim, ¢itosan i¢in 1 mg tastyici/ml enzim olarak bulunmustur. 1.40 mg
tasiyict/ml enzim oraninda yiikleme yapildiginda ¢itin iizerine immobilize edilen
proteazin AGK oranm1 %62 EO orani %74 olarak bulunmustur. 1mg citosan/ml

Proteaz oraninda yiikleme yapildiginda ise elde edilen AGK %39, EO ise %47’ dir.

5. Enzim/tampon ¢o6zelti oranina bakildiginda, her iki tasiyici icinde 0.25

degerinin iizerine ¢ikildiginda verimin diistiigli goriilmiistiir. Bu oran kullanilarak
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hazirlanan enzim cozeltisiyle immobilizasyon gerceklestirildiginde, citin icin AGK
ve EO degerleri sirastyla %80, %86 ¢itosan icin ise aynmi degerler sirasiyla %64, %76

olarak bulunmustur.

Yukarida aciklan degerleri Ozetlemek immobilizasyon verimine etkisi olan

parametreler i¢in belirlenen en uygun degerler soyledir:

i. Tastyici olarak citin kullanildiginda:
Glutaraldehit Konsantrasyonu: %1 (h/h)
Tampon ¢ozeltinin pH degeri: pH 12

Tampon ¢ozeltinin konsantrasyonu: 0.5 M

Tas1yici/enzim orani: 1.4 mg ¢itin/ml proteaz
Enzim/tampon orani: 0.25 ml proteaz/ml Tris-HCI
ii. Tastyici olarak citosan kullanildiginda:

Glutaraldehit Konsantrasyonu: %1 (h/h)

Tampon ¢ozeltinin pH degeri: pH 12

Tampon ¢ozeltinin konsantrasyonu: 0.5 M
Tasiyici/enzim orani: 1 mg ¢itosan/ml proteaz
Enzim/tampon orani: 0.25 ml proteaz/ml Tris-HCI

Belirlenen bu kosullarla immobilizasyon gerceklestirildikten sonra immobilize
enzimlerin, sicaklik kararliligi, pH kararliligi, tekrar kullamlabilirligi, deterjan

uyumlulugu ve saklama kararlilig1 degerlerine bakilmistir. Buna gére:
1. Serbest enzimin sicaklik kararliligi 50°C’den 70°C’ye kaydirilmigtir.

2. pH kararliligi aym aralikta kalmis serbest enzim de immobilize enzimler de
pH 7-11 arasinda kararlilik gostermis ancak, serbest enzimin %7 aktivite gosterdigi
pH 12 degerinde c¢itin iizerine immobilize edilen enzim %54 c¢itosan iizerine

immobilize edilen enzim ise %34 oraninda aktivitesini korumustur.

3. Tekrar kullanimlarina bakilan immobilize enzimlerin 6 arka arkaya kullanim

sonucu koruduklari aktiviteleri ¢itin ve ¢itosan icin sirasiyla %68 ve %62’dir.
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4. Citin iizerine immobilize edilen proteazin 60°C’de 3 saat sonunda deterjan
varligindaki aktivitesinin aym kosullarda deterjan yoklugundaki aktivitesine orani

%76, ¢itosan ilizerine immobilize edilen proteazinki ise %74’ diir.

5. +4°C’de 65 giin saklanan immobilize enzimlerden, ¢itin iizerine immobilize
edilen enzim aktivitesinin % 83’iinii, ¢itosan iizerine immobilize edilen enzim ise

%87’ sini korumustur.
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EK A

Sekil A.1. Tutuklama ile Iimmobilizasyonun Sematik Gosterimi

e
O

Sekil A.2. Mikrokapsiilleme ile immobilizasyonun Sematik Gosterimi

® ®?\/
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Sekil A.3. Polimer Matrislerde Tutuklama ile immobilizasyonun Sematik Gosterimi
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Sekil A.4. Siirekli ve Siireksiz Mikrokapsiillemenin Sematik Gosterimi

Sekil A.5. Capraz Baglama ile Enzim Immobilizasyonunun Sematik Gosterimi
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TASITICI

Sekil A.6. Iyon Degistiriciler ile Immobilizasyonun Sematik Gosterimi
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TAZIYICT

Sekil A.7. Adsorpsiyon ile Immobilizasyonun Sematik Gosterimi

Sekil A.8. Adsorpsiyon ile Capraz Baglama Yoluyla Enzim Immobilizasyonunun
Sematik Gosterimi
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TASTYICI

Sekil A.9. Kovalent Baglanma ile Enzim immobilizasyonunun Sematik Gosterimi
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