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PROTEAZ ENZIMININ FiZIKSEL ADSORPSiYON, KOVALENT VE
IYONIiK BAGLANMA METOTLARI iLE IMMOBILIZASYONU

OZET

Enzimler, katalizledikleri proseslerdeki reaksiyon hizin1 kimyasal katalizli
reaksiyonlara gore daha fazla artirabilen ve reaksiyon kosullarinin daha ilimh
olmasina olanak veren biyokatalizorlerdir. Enzimler, kararliliklarinin artirtlmasi ve
tekrarli kullanimlarmin saglanabilmesi icin, cesitli tasiyict maddeler kullanilarak
immobilize edilirler. Immobilize enzimler, serbest enzimlere kiyasla daha iyi
ozelliklere sahip olduklar icin degisik endiistriyel proseslerde genis uygulama alani
bulmaktadir.

Bu calismada, endiistride genis uygulama alani olan proteazin immobilizasyonu
incelenmistir. Bu amagla ticari proteaz enzimi fiziksel adsorpsiyon, kovalent ve
iyonik baglanma yoOntemleri kullamilarak farkli tasiyicilar {izerine immobilize
edilmistir ve kovalent baglanma metodu ile elde edilen immobilize enzimin
karakterizasyonu yapilmistir.

Deneysel calismalarda ilk olarak fiziksel adsorpsiyon, kovalent ve iyonik baglanma
sonucu immobilizasyon verimleri tespit edilmistir.

Fiziksel adsorpsiyon metoduyla citin ve tanin-citosan iizerine immobilize edilmis
proteaz enziminin immobilizasyon verimleri sirasiyla, %44.2 ve %77.8 olarak
bulunmustur.

Proteaz enziminin ¢itin, ¢itosan ve vermikulit iizerine kovalent baglanma metoduyla
immobilizasyonu sonucunda immobilizasyon verimleri sirasiyla, %84.3, %81.2 ve
9%54.8 olarak belirlenmistir.

Proteazin, iyon degistirici ajanlar iceren ve suda coziinmeyen tasiyicilar iizerine
baglanabilme kapasitesi iyonik baglanma yontemi uygulanarak incelenmistir. Iyonik
baglanma yontemindeki en yiiksek immobilizasyon verimi Ecteola23 Cellulose
anyon degistiricisi ile %?26.5 olarak belirlenmistir. Dowex 50W-X8(H), Amberlite
IR-120, Dowex 1X8 Cl, DEAE-Cellulose ve BD-Sephadex iizerine proteaz
immobilizasyonu sonucunda elde edilen verimler ise sirasiyla, %13.7, %10.4, %13.8,
%11.9 ve %10.7dir.

Kovalent baglanma metodunda, enzim ile tasiyicinin baglanmasi c¢aprazlanmis
kovalent baglarla saglandig1 icin enzimin kararlili§i daha yiiksektir. Bu sebeple
kovalent baglanma ile immobilize edilmis proteaz enziminin karakterizasyonu igin,
optimum pH, pH kararhligi, optimum sicaklik, sicaklik kararliligi, raf oOmrii
kararliligi, tekrar kullanilabilme kararlilig1 ve deterjan uyumlulugu incelenmistir.

Citin, citosan ve vermikulit {lizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis
proteaz enzimi serbest enzimin optimum sicakhiginin  50°C’den 60°C’ye
yiikkselmesini  saglamistir. Proteazin ¢itin, ¢itosan ve vermikulit iizerine
immobilizasyonu ile enzimin sicaklik kararliliginda iyilesme gozlenmistir. Citin,
citosan ve vermikulit tizerine kovalent olarak baglanmig enzimin optimum pH’inda
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artis ve pH kararliliginda iyilesme tespit edilmistir. Citin, ¢itosan ve vermikulit
izerine immobilize edilmis proteaz enziminin raf omrii ve tekrarli kullanilabilme
deneyleri sonucunda kararli davrandigi belirlenmistir. Ayrica kovalent baglanma
metodu kullanilarak immobilize edilmis enzimlerin tiimiiniin ticari deterjanlarla
uyumlu olduklar1 gbzlenmistir.
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IMMOBILIZATION OF PROTEASE ENZYME BY PHYSICAL
ADSORPTION, COVALENT AND IONIC BINDING METHODS

SUMMARY

Enzymes are excellent biocatalysts, used to increase the rate of reactions and to
supply milder reaction conditions more than the reactions catalyzed by chemical
catalysts. To stabilize the enzymes and to use them repeatedly, they are immobilized
on a wide range of carriers. The immobilized enzymes, have several application
areas in various industrial processes.

In this study, the immobilization of protease, used in multiple areas in industry, was
investigated. For this goal, commercial protease enzyme was immobilized on various
carriers by the methods of physical adsorption, covalent and ionic binding and the
characterization of the immobilized enzyme, which obtained by covalent binding,
was analyzed.

In the experimental analysis, firstly the immobilization yields were obtained after the
immobilization processes by physical adsorption, covalent and ionic binding
methods.

The immobilization yields of the proteases immobilized on chitin and tannin-
chitosan by physical adsorption method were 44.2% and 77.8%, respectively.

Covalent binding method by using chitin, chitosan and vermiculite resulted with the
immobilization yields of 84.3%, 81.2% and 54.8%, respectively.

The binding capacities of the protease to different water-insoluble carriers containing
ion-exchange residues were obtained by applying the ionic binding method. The
highest immobilization yield was achieved as 26.5% with the anion exchanger of
Ecteola23 Cellulose. The other immobilization yields obtained by using Dowex
S0W-X8(H), Amberlite IR-120, Dowex 1X8 CI, DEAE-Cellulose and BD-Sephadex
were %13.7, %10.4, %13.8, %11.9 ve %10.7, respectively.

In the covalent binding method, the stability of the enzyme is higher in comparison
to other binding methods due to the strong crosslinked covalent linkages between the
enzyme and the carrier. For that reason, the parameters of optimum pH, pH stability,
optimum temperature, temperature stability, storage stability, operational stability
and detergent stability were studied for the characterization of the protease enzyme
immobilized by covalent binding.

The immobilized enzymes on chitin, chitosan and vermiculite which supply the
enzyme to bind covalently, shifted the optimal temperature of the enzyme from 50°C
to 60°C. By the immobilization of protease on chitin, chitosan and vermiculite
temperature stability was improved. Covalently immobilized enzymes increased the
optimum pH, improved the pH stability and also exhibited good storage stability and
durability for repeated use. Furthermore, all the enzymes immobilized on chitin,
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chitosan and vermiculite exhibited good detergent stability with the commercial
detergents.
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1. GIRIS VE AMAC

Enzimler, canli organizmalar tarafindan iiretilen, farkli maddeler iceren, belirli bir
kimyasal reaksiyonu Kkatalizleyen ya da kolaylastiran, kendisi reaksiyondan
bozulmadan ve degisiklige ugramadan ¢ikabilen protein molekiilleridir [1]. Enzimler
biyokimyasal reaksiyonlarin hizin1 kimyasal katalizli reaksiyonlara kiyasla 1 milyon
kez artirirlar. Enzimlerin etki ettikleri maddeye veya madde karistmina bu enzimin
substrat1 denir. Substratlarina karsi ¢ok iyi spesifite gosterdikleri icin kendine 6zgii

ve uyumlu tek bir substratla baglanarak tek bir iiriin olustururlar [2].

Proteazlar, proteinlerin polipeptit yapilar igerisindeki amit baglarin1 hidrolizleyen
enzimlerdir [3]. Fizyolojik proseslerdeki ve endiistriyel alanlardaki 6nemli rolleriyle
¢cok Onemli enzim tiirlerinden biridir. Endiistride kullanilan enzimlerin %751
hidrolitik enzimlerdir. Diinya’ daki enzim satislarinin %60’ 11 olusturan proteazlar,
cok sayida endiistriyel proseste genis bir uygulama alanina sahiptir. Proteazlar,
hiicresel boyuttan organ ve organizma boyutuna kadar bir¢cok reaksiyonda gorev
yaparlar. Proteazlarin endiistriyel uygulamalar1 ise oOzellikle besin ve deterjan

endiistrilerinde ¢ok eskiye dayanmaktadir [4].

Canl1 hiicrelerin fonksiyon ve 6zelliklerini diizenleme gorevinden, endiistriyel ol¢ekli
bircok reaksiyona kadar genis bir alanda gorev yapabilen enzimlerin yararl
ozelliklerinin yaninda bazi sorunlart da mevcuttur. Enzimlerin kararsiz oluslari,
tiretim maliyetlerinin yliksek olmasi ve dar bir substrat spesifitesine sahip olmalar1
sentetik katalizorler olarak kullanilmalarindaki en onemli sorunlardir [5]. Kimyasal
reaksiyonlarda serbest enzimlerin kullanilirken, katalizledikleri reaksiyondan sonra
iiriinii kontamine etmeleri ve tekrar elde edilme proseslerinin yiiksek maliyetli olmasi
gibi problemler de gbzoniine alinmalidir. Ayrica, enzimlerin dogal ortamlarindan

izole edilmelerinden sonra aktivitelerinde diisiis gozlenir [6].

Immobilize enzimler, katalitik aktivitelerini koruyarak, smirlar1 belli bir bolgeye
fiziksel olarak hapsedilmis, tekrarli ve siirekli kullanilabilen enzimler olarak

tanimlanabilir [7]. Immobilize enzimler serbest enzimlerin dezavantajlarin1 ortadan



kaldirarak daha kararli olmalarina olanak saglar. Immobilizasyon prosesinin en
Onemli avantaji, enzimin katalizledigi reaksiyon iriinlerinden kolayca
ayrilabilmesidir [8]. Immobilize enzimler, filtrasyon ve santrifiijleme prosesleri ile
tekrar kullanilmak iizere kolayca geri kazanilabilmeleri ve sabit yatak, akiskan yatak
ve karnistirmali tank reaktor gibi siirekli proseslerde kullanilabilmeleri gibi klasik
heterojen katalizorlerin sagladigi avantajlarin tiimiine sahiplerdir. Immobilize
enzimlerin diger avantajlar1 tekrarli kullanilabilir olmalari, enzimin reaksiyon
ortamindan ¢ekilmesiyle reaksiyonun hizli bir sekilde sonlanmasi (ya da tam tersi) ve

reaksiyonlardan sonra aktivitelerindeki kaybin az olmasidir [9].

Diger fiziksel ve kimyasal proseslerde oldugu gibi, immobilizasyonun hiz1 ve verimi
ozellikle tasiyicinin cinsine, immobilizasyon yoOntemine, konsantrasyona, pH’a,

sicakliga ve reaksiyon siiresine baglidir [9].

Bu caligmada, proteaz enzimi farkli yontemler kullanilarak degisik tasiyicilar iizerine
immobilize edilmistir. Proteaz enzimi ¢itin, ¢itosan ve vermikulit tasiyicilar iizerine
kovalent baglanma yontemiyle; Dowex S0W-X8(H), Amberlite IR-120 katyon
tastyicilart ve Dowex 1x8 Cl, Ecteola23 Cellulose, DEAE-Cellulose, BD-Sephadex
anyon tastyicilan iizerine iyonik baglanma yontemiyle ve muamele gérmemis citin
ve tanin-citosan iizerine ise fiziksel adsorpsiyon yontemiyle immobilize edilmistir.
Bu calismanin amaci, proteaz enziminin farkh tasiyicilar iizerine farkli yontemlerle
baglanabilme kapasitesinin tespit edilmesi ve immobilize edilmis enzimlerin serbest
enzimlerle kiyaslanabilmeleri i¢in karakteristiklerinin belirlenmesidir. Bu amagla,
kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilmis enzimlerin optimum pH’1, pH
kararliligi, optimum sicakligi, sicakliklik kararliligi, raf omrii kararliligi, operasyonel

kararlilig1 ve deterjan uyumlulugu incelenmistir.



2. ENZIMLER VE PROTEAZLAR

2.1. Enzimler, Genel Ozellikleri ve Siniflandirilmalar:

Enzimler, canli organizmalar tarafindan iiretilen, farkli maddeler i¢eren spesifik bir
kimyasal reaksiyonu Kkatalizleyen ya da kolaylastiran, kendisi reaksiyondan
bozulmadan ve degisiklige ugramadan cikabilen protein molekiilleridir [1]. Zorlu
proses kosullar altindaki katalitik aktiviteleri sentetik katalizorlerden ¢ok daha etkili
olan enzimlerin, ti¢ boyutlu yapilart lineer polipeptit zincirlerinin kendiliklerinden

belli bir diizen igerisine girecek sekilde kivrilmalar sonucunda ¢cok karmasiktir [8].

Enzimlerin bazilan katalitik etki gosterebilmek icin proteinden bagka bir metal
iyonuna, protein olmayan organik bir bilesi§e ya da bunlarin her ikisine ihtiyag
duyarlar [2]. Enzimlerin sahip olduklar1 bu iyon veya bilesige Kofaktor adi
verilirken, bu kofaktorlere sahip enzimlere ise Koenzim adi verilir. Enzimlerin
protein kismina ise Apoenzim denir. Her ikisine birden de Haloenzim adi verilir.
Diizenleyici yetenege sahip spesifik enzim grubuna Diizenleyici enzimler (regiilator
enzimler) denir. Diizenleyici enzimler canli hiicrelerin fonksiyon ve o6zelliklerini

diizenleme gorevini yaparlar [8].

Enzimler spesifik aktiviteye sahip proteinler olduklari i¢in, enzimin bu spesifitesi
substratla gecici olarak enzim-substrat kompleksini kurmaya yarar. Bu gecici
kompleks sayesinde iiriinler olusur, daha sonra enzim substrattan ayrilarak tekrar eski
haline geri doner. Substratin enzimin iizerinde baglandig: aktif bolgeye ise katalitik
bolge denir. Substratin enzime baglanmasi anahtarin kilide uymasi1 gibi bir uyum
gosterir. Enzimler substratlarina karsi ¢ok iyi spesifite gosterdikleri i¢cin kendine

0zgli ve uyumlu tek bir substratla baglanarak tek bir iiriin olustururlar [8].

Enzimler reaksiyonlarin hizlarim oOnemli miktarda artirirlar ve zorlu proses
sartlarinda caligabilirler. Enzimlerin kararsiz oluslari, iiretim maliyetlerinin yiiksek
olmas1 ve dar bir substrat spesifitesine sahip olmalar1 sentetik katalizorler olarak
kullanilmalarindaki en 6nemli sorunlardir. Kimya ve biyolodeki yeni gelismeler ve

endiistrideki yeni gereksinimler enzimlerin bu dezavantajlarim1 ortadan kaldirmaya



yonelik bir¢ok caligma yapilmasim saglamistir. Enzimlerin seciciliklerini artirarak
dogal ya da dogal olmayan substratlar1 faydali ara iiriinlere ya da son iiriinlere
doniistiirecek cok sayida enzimatik reaksiyonun varligi kanitlanmistir. Enzimatik
reaksiyonlarin kapasitelerinin biiyiitiillmesi amaciyla, enzimlerin kararliliklarinin
artirllmasi ve tekrar kullanilmak iizere geri kazanimlarinin kolaylastirilmasi icin yeni

teknikler gelistirilmistir [3].

Uluslararasi Biyokimya Birligi Enzim Komisyonu enzimleri, kataliz -ettikleri
reaksiyonlara gore alt1 siifa ve bu alti sinif1 da kendi i¢inde alt siniflara ayirmistir

[1,2].

1) Oksidorediiktazlar: Iki substrat arasindaki redoks reaksiyonlarmi katalizleyen

enzimlerdir.

2) Transferazlar: Iki substrat arasindaki aldehit, keton, acil, fosfat ve kiikiirt iceren

gruplarin transferlerini katalizleyen enzimlerdir.

3) Hidrolazlar: Substratin ¢esidine gore ester, eter, peptit, glikozid, anhidrit, C-
halojeniir ya da P-N baglarinin bir su molekiiliiniin katilmasiyla hidrolizlerini

katalizleyen enzimlerdir.

4) Liyazlar: Bir organik molekiildeki gruplarin hidratasyon ve dehidratasyon

reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

5) izomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine doniistiiriilmesini

katalizleyen enzimlerdir.

6) Ligazlar: ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat baginin
kopmas1 sonucu ortaya ¢ikan enerji yardimiyla iki molekiiliin baglanmasi

reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir [1,2].

2.2. Proteaz Enzimi ve Smiflandirilmasi

Proteazlar proteinlerin polipeptit yapilar icerisindeki amit baglarim1 hidrolizleyen
enzimlerdir [8]. Proteazlar, fizyolojik proseslerdeki ve endiistriyel alanlardaki 6nemli
rolleriyle ¢ok onemli enzim tiirlerinden biridir. Memelilerin sindirim sistemlerinde
¢ok onemli bir role sahip olan proteaz enzimi, mide ve pankreasta bol miktarda

tiretilerek besinlerdeki protein igeriginin yapitaslarina ayrilmasini saglar [9].

Diger proteazlarin iiretiminde bakteriler, mayalar, mantarlar ve bitkiler kullanilir.



Proteazlar, katalizledikleri reaksiyonlara, katalitik bolgelerinin kimyasal yapisina ve

kaynaklaria gore ii¢ ana grupta siniflandirilirlar [8, 10].

Proteazlar, katalitik aktiviteyi saglayan aktif bolgelerine gore su sekilde gruplara

ayrilirlar:

1) Serin (Ser) proteazlar

2) Sistein (Cys) proteazlar

3) Metalloproteazlar

4) Aspartil (Asp) proteazlar

Proteazlar katalitik aktivitelerine gore ise asagidaki sekilde gruplara ayrilirlar:
1) Endoproteazlar

2) Ekzoproteazlar

Ekzoproteazlar bir peptit substratinin ayirdigi ucuna gore aminopeptidaz ve
karboksipeptidaz olarak ikiye ayrilirlar. Endo peptidazlar ise substratin peptit

zincirini ugtan uzakta bir yerde ayirmaktadirlar [8, 10].

2.3. Proteaz Enziminin Kullanim Alanlari

Endiistride kullanilan enzimlerin %751 hidrolitik enzimlerdir. Diinya’ daki enzim
satiglarinin %60’1m1 olusturan proteazlar, ¢cok sayida endiistriyel proseste genis bir
uygulama alanina sahiptir. Proteazlar, hiicresel boyuttan organ ve organizma
boyutuna kadar bircok reaksiyonda gorev yaparlar. Proteazlarin endiistriyel
uygulamalar1 ise Ozellikle besin ve deterjan endiistrilerinde c¢ok eskiye

dayanmaktadir [9].
2.3.1. Deterjan endiistrisi

Camasir deterjanlarinda kullanilabilecek enzimler yiiksek etki, diisiik spesifite, pH 9-
11 arasinda bir saat boyunca 95°C’ye ulasan sicakliklarda caligabilme, en az bir yil
boyunca aktivitesini kayip olmadan koruyabilme gibi 6zelliklere sahip olmalilardir.

Bu 6zelliklere en uygun enzim mikrobiyel serin proteazlardir [11].

Giiniimiizde bulasik makinelerinde kullanilan deterjanlarin tiiketiciler ve gevre igin

giivenli olmalar1 gerekmektedir. Bulasik makinesi deterjanlar1 metasilika kaynakli



olduklart i¢in yiiksek alkaliniteye ve temizleme yetenegine sahiptirler. Yikama
cozeltisinin pH’1 11.5’in altina diistiigii takdirde bu temizleme 6zelligi ciddi bir
sekilde azalmaktadir. Bu ylizden bulasik deterjanlarina proteaz enzimi katkisi

alkaliniteyi ylikselterek deterjanin yikama performansini iyilestirir [4].
2.3.2. Deri endiistrisi

Deri iiretiminde hayvanlarin post ve derilerinin islenmesinde proteaz enzimlerinin
kullanilma sebebi, kil ve derinin proteinlerden olusmasidir. Epidermal bazal
membranmin yapisinda bulunan proteinler ile sa¢ ve killarin yapisindaki keratinler,
alkaliler ve siilfiirler kullanilarak kolayca yok edilebilir. Bu sebeple kil ve yiinden
arindirma proseslerinde geleneksel olarak kalsiyam oksit ve sodyum siilfiir
kullanilmaktadir. Hayvan derilerinin 6zellikle taze kisimlarinin kalsiyum oksit ve
sodyum siilfiirle muameleleri elle yapilir. Bu sayede kil ve yiinler hizli bir sekilde
temizlenir. Fakat atik suda biriken organik maddelerin oksitlenmesi isleminin
maliyeti yiiksektir ve siilfiirler atik sudan oksidasyon ve ¢oktiirme ile azaltilmalarina
ragmen tamamen uzaklastirilamayan siilfiirler ciddi tehlikeler yaratmaktadir.
Enzimlerin bu proseslerde kullanilmalar1 gerekli kalsiyum oksit miktarim yariya
indirgemektedir. Gerekli olan enzim miktar1 ise derinin tipine ve kalitesine baglidir

[12].

2.3.3. Peynir iiretimi

Beslenmedeki ©neminden dolay1 siit proteinleri, {izerinde en ¢ok calisilan
proteinlerden biridir. Proteaz enzimi peynir {iiretiminde siitiin kesilmesi veya

pthtilagsmasi icin kullanilmaktadir [11].
2.3.4. Etin islenmesi

Et isleme proseslerinde kiiciik et parcalar1 bag dokuya ve kemiklere bagli olarak
kalmaktadir. O’Meara ve Munro tarafindan tamimlanan prosese gore, alkalin
bakteriyel proteaz kullanilarak pH 8.5’te ve 55°-60° arasindaki sicakliklarda kiigiik et

parcalarinin %94’ ¢oziindiiriilebilmektedir [11].



2.3.5. Firincihk

Proteazlar yiiksek gluten iceren hamurlarin yumusatilmasinda, kraker ve biskiivi

tiretiminde kullanilmaktadir [11].

2.3.6. Bira yapimm

Proteinler diisiik kaliteli malt icerisinde yetersiz oranda sindirilirler. Bu da bira
mayalarmin besinleri olan amino asitlerin yetersiz miktarda olmasina yol acar.
Bununla beraber amino asitlere indirgenmemis proteinler, biranin kalitesini bozar ve
stabilite problemleri yaratirlar. Sorenson ve Fullbrook, bira proseslerinde alkalin
bakteriyel proteazlarin kullanimi iizerinde calisarak iyi sonuglar elde etmislerdir.

Proteazlarin bira yapiminda kullanimlariyla bira kalitesi nemli 6lciide artmistir [11].
2.3.7. Cilt bakim iiriinleri

Papaya (papain, E.C. 3.4.22.2) ve ananas (bromelayin, E.C. 3.4.22.4) gibi bitki
kaynakli protezlar yiiz bakim iirlinlerinde hassas cilt soyma etkisi saglamak icin

kullanilirlar [4].

2.3.8. Membran temizlenmesi

Subtilisin proteazlar (E.C. 3.4.21.62), membranlarin {iizerinde biriken ve film
tabakas1 olusturarak membranin c¢alismasin1 engelleyen protein molekiillerini
temizleyen alkalin membran temizleme formiilasyonlarinin performanslarini

tyilestirirler [4].

2.3.9. Atik isleme

Alkalin proteazlar, gida endiistrisindeki ¢esitli proseslerden ortaya c¢ikan atiklarin ve
evsel atiklarin islenmesinde potansiyel uygulamalara sahiplerdir. Bunun yaninda,
alkalin proteazlar boynuz, kil, tirnak ve sa¢ gibi dogada atik olarak bol miktarda

bulunan lifli proteinleri de yararli biyokiitle haline doniistiirebilmektedirler [10,12].

2.3.10. Hayvan yemi iiretimi

Proteazlar, hayvanlarin beslenmesini engelleyecek faktorlerin ortadan kaldirilmasi

icin diger enzimlerle birlikte hayvan yemlerine eklenmektedirler. Proteazlar



proteinleri peptit ve amino asit iceriklerine ayirarak hayvanlarin sindirim sistemleri

tarafindan bu kiiciik molekiillerin absorblanabilmesini kolaylastirirlar [4].

2.3.11. p-Amino asitlerin sentez ve ¢oziindiiriilmelerinde

Amino asitler, insanlar ve evcil hayvanlarin beslenmelerinde giderek artan bir Gneme
sahiptir. Sadece canli organizmalar tarafindan iiretilebilen [-amino asitlerin
sindirilebilmesi ve amino asitlerin kimyasal sentezlerle elde edilmesiyle rasemik
karisimlarin meydana gelmesi izomerlerin ticari kullanimdan ©Once ayrilmasini
gerekli kilmaktadir. Optik olarak saf, dogal olmayan amino asit iiretiminin en iyi
yollarindan biri ¢6zme islemidir. Sutar ve arkadaglari, C. coronatus kiiltiirlinden
saflastirdiklart diisiik molekiil agirlikli proteazi, py-fenil alanin ve py-fenil glisin’i

rasemik karigimlarin ¢6ziilmesinde kullanmislardir [13].

N-korumali aminoasit esterlerinin kinetik coziinmeleri alkalin proteaz (Alkalaz)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Serin alkalin proteazlarin ise aromatik ve hidrofobik

amino asit esterlerini ¢oziindiirebildikleri rapor edilmistir [13].

2.3.12. lac endiistrisi

Sindirim sistemini desteklemek icin iiretilen ilaglarda proteaz enzimleri
kullanilmaktadir [12].

2.3.13. Tekstil endiistrisi

Proteazlar, tekstil endiistrisinde yiin ve ham ipegin islenmesi proseslerinde
kullanilmaktadir [12].

2.3.14. Klinik uygulamalar

Proteazlar kan ve dokulardaki uyusturucu madde tamisinda kullanilmaktadir.
Uyusturucu maddelerin ara iiriinleri viicuttaki proteinleri bagladiklar icin, kan ve
doku Orneklerine proteaz enzimi uygulandiginda proteinlerin yikilmasini saglayarak

uyustucu maddeler aciga ¢cikmaktadir [12].

2.3.15 Giimiisiin geri kazanilmasi

Alkalin proteazlar, kullanilmis X-Rontgen filmlerinden giimiis eldesi proseslerinde
kullanilmaktadir. Kullamilmis X-Rontgen filmleri jelatin tabakalarinda agirlik¢a

ortalama %1.5-2 giimiis icermektedir. Geleneksel uygulamalarda, filmin yakilarak



giimiisiin geri kazamilmasi cevre Kkirliligine yol acmaktadir. Bu sebeple jelatin
tabakanin enzimatik hidrolizi tercih edilmekte ve bu yolla giimiisiin yaninda

polyester filmin de geri kazanimi saglanmaktadir [10].



3. ENZIMLERIN iMMOBILiZASYONU

Katalizor olarak kullanilan enzimler, su ozelliklere sahiplerdir: (a) enzimler ortam
sicakliginda, basincinda ve ndotral bir pH degeri civarindaki reaksiyonlari
katalizleyebilirler, (b) enzimler degismez substrat spesifitesine, stereospesifiteye,
regiospesifiteye ve reaksiyon spesifitesine sahiplerdir. Enzimlerin bu o6zellikleri
enerji kullamimini1 azaltan, kaynak kullanimimi azaltan ve daha az kirletici etkilere
sahip olan proseslerin dizayn edebilecegini gosterir. Ciinkil bu prosesler relatif olarak
diisiik sicaklik ve basingta yiiriitiiliir, ayrica az miktarda yan {riin olusumunu
saglarlar. Bununla birlikte, enzimlerin katalitik aktiviteleri i¢in ¢ok biiyiikk oneme
sahip molekiiler yapilari, yiiksek sicaklik, ¢cok yiiksek ya da ¢ok diisiik pH ve organik
¢oziiciilerin varlign gibi zorlu proses kosullarinda yikilmaya egilim gosterir.
Reaksiyonlarda serbest enzimlerin kullanilmasi, katalizledikleri reaksiyondan sonra
iriinii kontamine etmeleri ve tekrar elde edilme proseslerin pahali olusu gibi
problemlere sebep olur. Ayrica, enzimler dogal ortamlarindan izole edildikten sonra
aktivitelerinde diisiis gozlenir. Immobilizasyon, enzimlerin dogasinda mevcut olan

bu sorunlar1 ortadan kaldirma metotlarindan bir tanesidir [4].

Immobilize enzimler, katalitik aktivitelerini koruyarak, smirlar1 belli bir bolgeye
fiziksel olarak hapsedilmis, tekrarli ve siirekli kullanilabilen enzimler olarak
tanimlanabilir. Immobilize enzimler serbest enzimlerin daha o6nce bahsedilen

sorunlarini ortadan kaldirirlar [5].

3.1. immobilizayonun Tarihcesi

1916 yilinda Nelsen ve Griffin, odun komiirii iizerine adsorbe edilmis maya invertaz
enziminin sukrozun hidrolizini katalizleyebildigini gozlemlemislerdir. Bu gelismenin
ardindan fizyolojik olarak aktif proteinlerin kovalent baglanma ile ¢esitli tasiyicilar
izerine immobilizasyonu konusunda c¢ok sayida rapor yaymlanmistir. Biitiin bu
calismalara ragmen 1953 yilinda Grubhofer ve Schleith’in karboksipeptidaz, diastaz,
pepsin ve riboniikleaz gibi enzimleri kovalent baglanma metoduyla diazolanmis

poliaminostiren recinesi iizerine immobilize etmelerine kadar immobilizasyon pratik
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olarak kullanilmamistir. Daha sonra, 1956 yilinda katalaz enziminin DEAE-cellulose
tizerine iyonik baglanmayla immobilizasyonu, 1963 yilinda tripsin, papain, amilaz ve
riboniikleazin, tutuklama yontemiyle poliakrilamit jel igerisine immobilizasyonu,
1964 yilinda karbosipeptidaz A enziminin gluteraldehitle capraz baglanmasi ve
karbonik anhidraz enziminin mikrokapsiillenmesi, 1971 yilinda ise amiloglukozidaz

iceren lipozomlarin hazirlanmasi ¢alismalart yapilmistir [4].

1969 yilinda fungal amino agilaz enzimini DEAE Sephadex iizerine iyonik baglanma
metodu ile immobilize eden Chibata ve arkadaglari, immobilize enzimlerin
endiistriyel uygulamalarinda basarili olan ilk kisilerdir. 1973 yilinda da Chibata ve
arkadaslari  mikrobiyel  hiicrelerin  immobilizasyonunun  ilk  endiistriyel
uygulamalarimt gergeklestirmislerdir. Yiiksek aktiviteye sahip aspartaz igeren
Escherichia coli hiicrelerinin poliakrilamit jel i¢ine tutuklanmasini saglayarak,

amonyum fumarattan L-aspartat iiretmislerdir [4].

3.2. Iimmobilizasyonun Avantajlari

Immobilizasyon prosesinin en Onemli avantaji enzimin katalizledigi reaksiyon
tiriinlerinden kolayca ayrilabilmesidir. Boylece enzim kontamine olmaktan korunur

ve enzimi saflastirma islemleri azalir [6].

Immobilize enzimler klasik heterojen katalizorlerin sagladigi avantajlarin tiimiine
sahiptir. Bunlar, filtrasyon ve santrifiijleme prosesleri ile tekrar kullanilmak tizere
kolayca geri kazanilabilmeleri ve sabit yatak, akiskan yatak ve karigtirmali tank
reaktor gibi siirekli proseslerde kullanilabilmeleridir. Immobilize enzimlerin diger
avantajlann  tekrarli  kullanilabilir olmalari, enzimin reaksiyon ortamindan
cekilmesiyle reaksiyonun hizli bir sekilde sonlanmasi (ya da tam tersi) ve

reaksiyonlardan sonra aktivitelerindeki kaybin az olmasidir [7].

3.3. immobilizasyon Parametreleri

Diger fiziksel ve kimyasal proseslerde oldugu gibi, immobilizasyonun hizi ve verimi
ozellikle tasiyicinin cinsine, immobilizasyon yoOntemine, konsantrasyona, pH’a,

sicakliga ve reaksiyon siiresine baghdir [7].
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Coziinmez gozenekli tastyicilar kullanilarak enzim baglanmasi yontemi, laboratuvar
calismalar1 ve endiistriyel uygulamalar icin standart bir yontemdir. Enzim dis
yiizeyinin ve tastyicinin fonksiyonel gruplarinin o6zellikleri tasiyicilara kimyasal
baglanma esnasinda ¢ok Onemli rol oynar. Adsorpsiyon, ylizeyin hidrofilik ve
hidrofobik olma karakteristigine baglhdir. Hakim olan iyonik gruplar ve bu gruplarin
amino asitlerle olan etkilesimleri ¢6zeltinin pH’iyla de8isen ve tiim yiizeyin
karakteristigini belirleyen elektriksel yiike ve iyonik gruplarin yogunluguna baghdir

[7].

Kovalent baglanma metodunda, protein ylizeyine erisebilir olan cok sayida
fonskiyonel grup kullanilabilir. Bununla beraber, 6zellikle lisin ve arjininin amino
gruplari, aspartik ve glutamik asitin karboksil gruplar1 gibi az sayida amino karboksil

grup pratik olarak kullanilabilir [7].

Enzim ile tasiyici ylizeyi arasindaki iyonik, hidrofilik veya hidrofobik ve hidrojen
baglariyla olan gii¢lii etkilesimler enzimin kararliligimi etkiler. Cok sayidaki gii¢lii
etkilesimler (ve bunlarm kooperatif etkileri) tasiyict yiizeyinde istenmeyen tersinmez
adsorpsiyona neden olabilir, bu da enzim aktivitesinde kayba neden olur. Bu ayrica
proteinin {igiinciil yapisinda da konformasyonel degisikliklere neden olabilir. Bu

etkiler 6zellikle kat1 tasiyici yiizeylerindeki ¢coklu etkilesimlerde gozlenebilir [7].

Bazi durumlarda uygun bir miktarda bosluk yaratici ajan olarak bilinen kimyasallarin
kullanilmasi tasiyicityr immobilizasyona elverigli hale getirerek enzimi korur ve
enzimin inaktivasyonunu engeller. Enzime belli bir miktarda pasif ve ucuz bir
proteinin adsorbe edilmesi enzim immobilizasyonundaki koruyucu 6n asamalardan

biridir [7].

3.4. immobilizasyonda Kullamlan Tasiyicilar

Immobilize enzimlerin ozellikleri hem enzimin hem de tasiyict maddenin
ozelliklerine baglhidir. Enzim ile tasiyici arasindaki etkilesimler, immobilize edilmis
enzimin pratik uygulamalar i¢in enzimin tespit edilmesi gereken fizikokimyasal ve
kinetik ozellikleri hakkinda kesin yargilara varmak igin katkida bulunur. Immobilize
enzimin operasyonel performansimi onemli Olgiide artirabilecek olan tasiyict ¢ok

akillica se¢ilmelidir [7,15].
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Tiim enzimler ve enzim uygulamalar icin genel bir tasiyict bulunmamasina ragmen,

tasiyici olarak kullanilacak maddelerde aranilan bir cok 6zellik olmalidir. Bunlar:

Proteinlere kars1 yiiksek ilgi

Kimyasal modifikasyonlar ve enzimle direkt olarak reaksiyona girebilmesi

icin gerekli fonksiyonel gruplarin varligi
Hidrofiliklik

Yenilenebilirlik

Mekanik kararlilik ve rijitlik

Secilen biyotransformasyon icin farkli geometrik sekillerde ve istenilen

yiizey alanlarinda hazirlanabilme kolayligi

Genis yiizey alam

Kimyasal kararliliginin yiiksek olmasi

Uygun tanecik ¢ap1 / boyutu (0.2-1 mm / 30-60 nm)
Iyon degistirebilme kapasitesinin yiiksek olmasi
Sigsme kabiliyetinin diisiik olmas1

Mikrobiyel kararliliginin yiiksek olmasi

Insan ve gevre saghigina zarar vermemesi
Elastikiyetinin yeterli olmas1

Maliyetinin diisiik olmasi1

Dogal ortamlara zarar vermeyecek maddelere indirgenebilmesi [7,15].

3.4.1. immobilizasyonda genel olarak kullanilan tasiyicilarin smiflandirilmasi

Enzim immobilizasyonunda yukaridaki o6zelliklerin biiyiik bir kismina sahip

inorganik, dogal kaynaklardan elde edilen organik ve organik sentetik tasiyicilar gibi

cok cesitli tastyicilar kullanilabilir [7].

Inorganik tasiyicilar:

Gozenekli cam, Si0O,

Gozenekli silika, SiO; (Deloxan)
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=  Aliimosilika

Dogal kaynakli organik tasiyicilar:

= Polisakkaritler: agaroz (tiirevleri)
= (Caprazlanmig dekstranlar (Sepharose, Cellulose)
= Proteinler: Jelatin, biyokiitle (6rnegin bakteriler)

Organik sentetik tasiyicilar:

= (Metil-) Akrilat-tiirevleri (Eupergit)
= Akrilamit tiirevleri

= Vinilasetat tiirevleri

= Maleik asit anhidrit-tiirevleri

= Poliamitler (Nylon)

= Polistiren tiirevleri

= Polipropilen

= Sepatanecikleri (Sepabeads) [7].
3.4.2. immobilizasyonda kullamlan tasiyicilardan bazilar

3.4.2.1. Citin ve citosan

Son yillarda citin ve citosan biyopolimerlerine olan ilgi artmistir. Citin ve ¢itosan
immobilizasyonda c¢ok sik kullanilan tasiyicilardandir. Citin  ve ¢itosan
polisakkaritleri eter tipi baglarla birbirine baglanmis monosakkarit molekiillerinden
olusan yiiksek molekiil agirlikli biyopolimerlerdir [14]. Citin ve ¢itosanin kimyasal

yapilar Sekil 3.1°de gosterilmektedir.
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Citosan

Sekil 3.1. Citin ve Citosanin Kimyasal Yapisi [15]

Citin, B-(1-4)-2-asetamido-2-deoksi-p-glukopiranoz, lineer bir polisakkarit olup N-
asetil-glukozamin yan zincirlerine sahiptir. Citinin ana tiirevi olan ¢itosan, -(1-4)-2-
amino-2-deoksi-p-glukopiranoz, citin gibi lineer bir polisakkarit olup N-glukozamin

yan zincirlerine sahiptir. Citosan ¢itinin deasetilasyonu sonucunda elde edilir [14].

Citin hayvan ve bitkilerde bol miktarlarda bulunur. En yogun hayvansal ¢itin
kaynaklar, yenge¢ ve karides gibi deniz kabuklulari, yuamusakcalar sinifindan bazi
hayvanlar, kalamarin omurgasi ve boceklerin kabuklandir. Bitkilerde ise deniz
algleri, protozoa ve ¢ok sayida mantar tiirlerinin hiicre duvarlarinda citine rastlanir

[14].

Citin ve ¢itosan tasiyicilarinin sahip olduklar 6zellikler sunlardir:
= Biyouyumluluk,
= Zararsiz Uriinlere indirgenebilme,
= Fizyolojik inertlik,
= Proteinlere kars1 yiiksek ilgi,

» Insan saghgina ve dogal cevreye zararsiz maddelere indirgenebilme [14].

3.4.2.2. Vermikulit

Vermikulit goriiniiste mikaya benzeyen katmanli yapiya sahip filosilikat grubu bir
mineraldir [16]. Hindistan’da bol bulunan vermikulit iyon degistirme ve absorpsiyon
kapasitelerinin yiiksek olmasi, genis yiizey alam ve diisiik maliyeti sebebiyle enzim

immobilizasyonunda kullanilan inorganik tasiyicilardan biridir [17].
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3.4.2.3. iyon degistiriciler

Iyon degistiriciler sentetik polimerlerden meydana gelir. Iyon degistirici tastyicilarin
teknik olarak uygun ve ekonomik olduklar1 kanitlanmistir. Genis bir yelpazeye sahip
iyon degistiriciler, yliksek kapasiteleri ve endiistriyel oOlcekli proseslere uygun
olmalariyla enzim immobilizasyonu icin elverisli tasiyicilardandir. Iyon
degistiricilerin genis gézenekleri, enzimin partikiil icerisine difiize olmasina olanak
saglamaktadir. Ayrica yiiksek mekanik dayanikliliga ve yenilenebilme o6zelligine

sahiplerdir [7].

3.5. immobilizasyon Metotlar
Enzimlerin immobilizasyondan sonra istenilen aktiviteyi ve karakteristikleri
gosterebilmeleri biyokatalizorlerin immobilizasyonlarindaki en onemli konudur [4].

Immobilizasyon icin, enzime uygun bir tasiyicinin ve immobilizasyon yonteminin
secilmesi gereklidir. Farkli katalizorler i¢in dizayn edilen immobilizasyon metotlari
icin sistematik bir yontem mevcut degildir. Yontemler kendi iclerinde avantajlara ve
dezavantajlara sahip olduklar icin tasiyict ve yontem sec¢imi, tasarlanan amaca,

enzimin ve reaksiyonun ¢esidine gore yapilir [4].

Tas1yic1 maddeler biyokatalizorlerin immobilizasyonu i¢in gerekli 6zelliklere sahip
fonksiyonel gruplari icermeli, bunun yaninda yeterli mekanik dayaniklilik; fiziksel,

kimyasal ve biyolojik kararlilik ve zehirsizlik gibi 6zelliklere sahip olmalidir [4].
Enzimlerin immobilizasyon yontemleri asagidaki gibi siniflandirilmaktadir:
A. Tasiyici igine immobilizasyon
1. Capraz baglanma
2. Tagtyiciya baglanma
a) Fiziksel adsorpsiyon
b) Iyonik baglanma
c) Kovalent baglanma

d) Kompleks baglanma
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B. Tutuklama
1. Mikrokapsiilleme

2. Fiber tutuklama [4].

3.5.1. Tasiy1c1 icine immobilizasyon yontemi

Enzimler, kimyasal olarak reaktif gruplar, iyonik gruplar ya da hidrofobik gruplar
iceren amino asit yan zincirlerine sahiptir. Bu amino asit yan zincirleri ve hidrofobik
gruplar enzimlerin kovalent baglanma, iyonik baglanma, capraz baglanma ya da
fiziksel adsorpsiyonla baglanmalarinda rol oynarlar. Suda ¢oziinmeyen cok sayida
tagiyict uygun modifikasyon ve aktivasyon islemlerinden sonra immobilizasyonda

kullanilir [4].

Tasiyic1 icine immobilizasyon yontemi kendi icerisinde capraz baglanma ve

tasiyiciya baglanma seklinde iki alt gruba ayrilir [4].

Enzimlerin immobilizasyonu diger protein molekiillerine ya da ¢dziinmez bir tasiyict
tizerindeki fonksiyonel gruplara olabildigi gibi proteinin molekiiller arasi
caprazlanmasiyla da saglanabilir. Bu yonteme capraz baglanma yontemi denir [18].

Capraz baglanma yonteminin temsili ¢izimi Sekil 3.2’ de gosterilmektedir.

Sekil 3.2. Temsili Capraz Baglanma

Bir enzimin kendisine c¢aprazlanmasi hem pahali hem de yetersizdir. Ciinkii
kacimilmaz olarak proteinin bir kismu tastyici gibi davranmaktadir. Genellikle ¢apraz

baglanmanin diger yontemlerden biriyle kullanilmasi daha elverislidir. Capraz
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baglanma yOnteminin kovalent baglanmayla birlikte uygulanmasi ¢ok sik yapilan
calismalardan biridir. Enzim tasiyici matrise bag ajanlart araciligiyla capraz kovalent
baglarla baglanmis oldugundan, desorpsiyon ¢ok az olur. Capraz baglanma icin en
cok kullanilan bag ajami glutaraldehittir. Capraz bag ajani olarak kullanilan diger
kimyasallar toluen diizosiyanat, hekzametilen diizosiyanat, hekzametilen diamin,

siyanojen bromiir ve karbo diimitlerdir [4,6].

Capraz baglanma reaksiyonlar1 zor kosullarda gerceklesir. Bu zor kosullar enzimin
aktif bolgesinde konformasyonel degisiklige yol acabilir. Bu da onemli miktarda
aktivite kaybr ile sonuglanabilir. Fakat c¢apraz baglanmada enzim ile tastyici
arasindaki baglar cok kuvvetli oldugundan pH, sicaklik ve iyon siddetindeki

degisimler sonucunda enzim tasiyicidan sizmaz ve kararliligini korur [4].

Tasiyictya baglanma yontemi ise enzimlerin suda ¢oziinmeyen tasiyicilara
baglanmas1 esasma dayanir. Tasiyiciya baglanma yontemi enzimler icin en eski
immobilizasyon teknigidir. Bu metotta bir miktar enzim tasiyiciya baglanir ve
immobilizasyondan sonraki enzim aktivitesi, tasiyicinin Ozelliklerine baghdir.
Tasiyic1 se¢imi enzimin kendi Ozelliklerine ve tasiyicimin partikiil boyutu, ylizey
alani, hidrofilik gruplarin hidrofobik gruplara molar orani, kimyasal bilesim gibi
ozelliklerine gore yapilir. Genellikle, hidrofilik gruplarin oranindaki ve baglanmis
enzimlerin konsantrasyonundaki artis, immobilize enzimlerin aktivitelerinin

yiikselmesine neden olur [18].
3.5.1.1. Fiziksel adsorpsiyon

Bu immobilizasyon metodu, enzimin suda c¢Oziinmeyen bir tasiyici yiizeyine
baglanmasi1 esasina dayanmaktadir [18]. Fiziksel adsorpsiyon yonteminin temsili

cizimi Sekil 3.3’te gosterilmektedir.

Sekil 3.3. Fiziksel Adsorpsiyon ile Iimmobilizasyonun Temsili Gosterimi
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Enzim, tasiyiciya hidrojen baglari, hidrofobik etkilesim ve van der Waal’s kuvvetleri
veya bunlarin tiimiiniin birlesimi gibi fiziksel etkilesimlerle baglanir. Bu kuvvetler
cok zayiftir fakat kayda deger bir baglanmanin gerceklesebilmesi icin yeterli
sayidadir [19].

Adsorpsiyonun en biiyiik avantaji genellikle hemen hemen hi¢ bag ajanina ihtiyac
duymamasi ve aktivasyon basamaklarinin minimum olmasidir. Baglanma fiziksel
kuvvetlerle oldugu icin enzimin konformasyonel yapisinda daha az degisiklige neden
olur. Eger uygun bir tasiyici bulunursa, bu metot basit ve ucuz bir sekilde
uygulanabilir. Cok sayida sentetik recine ve dogal materyaller tasiyict olarak

kullanilabilir. Bu yontemde kullanilan tasiyici yenilenerek tekrar kullanilabilir [19].

Fiziksel adsorpsiyon yontemi bazi dezavantajlara sahiptir. Enzimin tasiyiciya zayif
baglarla baglanmasindan dolay1 sicaklik, pH ve iyonik siddetteki degisimler ya da
ortama substrat ilave edilmesi enzimin tastyicidan sizmasina ve iiriinii kontamine
etmesine yol acabilir. Fiziksel adsorpsiyonda baglanma spesifik degildir,
immobilizasyon esnasinda protein olmayan maddeler ya da diger proteinler de
tasiyiciya baglanabilir. Bunun sonucunda immobilize enzimin dzellikleri degisebilir
ya da adsorplanan madde eger bir substrat ise immobilizasyon reaksiyonunun hizi
diigebilir. Tasiyic1 iizerine asirt yiiklenme ve tasiyicidaki sterik engellemeler ise

fiziksel adsorpsiyon metodunun diger dezavantajlaridir [18,19].

3.5.1.2. iyonik baglanma

Iyonik baglanma metodu, enzimin iyon degistirici ajanlar iceren ve suda ¢oziinmeyen
bir tasiyiciya iyonik olarak baglanmasi esasina dayanir. Genellikle iyon-degistirici
merkezlere sahip olan polisakkaritler ve sentetik polimerler tasiyici olarak kullanilir.
Enzimin tasiyiciya baglanmast kolaylikla gerceklestirilebilir. Ayrica iyonik
baglanma yontemindeki immobilizasyon kosullar1 kovalent baglanmaya gore daha
iliml1 oldugu i¢in enzimin konformasyonel yapisinda ve aktif bolgelerinde ¢ok az
degisiklik gozlenir. Bu yiizden immobilize olmus enzimin aktivitesi ¢cogu durumda
yiiksektir. Iyonik baglanma metodunda kullanilan tasiyicilar yenilenebilirlerdir

[19,20].

Iyonik baglanma ile fiziksel adsorpsiyon arasindaki ana fark iyonik baglanmada
enzim ve tasityic1 arasindaki baglarin fiziksel adsorpsiyona gore daha giicli

olmasidir. Bunun yaninda iyonik baglar kovalent baglanma yontemindeki baglara
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kiyasla ise daha zayiftir. Kovalent baglanmaya kiyasla baglarin daha zayif olmasi,
yiikksek iyonik siddet ya da pH degisimi gibi durumlarda enzimin tasiyicidan

sizmasina neden olur [20].
3.5.1.3. Kovalent baglanma

Kovalent baglanma metodu enzimlerin suda ¢oziinmeyen tasiyicilara kovalent
baglarla baglanmasi esasmna dayanir. Enzimin katalitik aktiviteyi ve substrat
baglanmasini saglayacak aktif bolgelerinin diginda kalan amino asit yan zincirleri ile
tagiyicinin fonksiyonel gruplari arasinda Sekil 3.4’te gosterildigi gibi kovalent baglar

olusur [4].

| |

Sekil 3.4. Kovalent Baglanma ile Immobilizasyonun Temsili Gosterimi

Bu amino asit yan zincirleri lizinin &amino grubu, glutamik asidin J¢karboksil
grubu, sisteinin merkapto grubu, aspartik asidin -karboksil grubu, tirozinin fenolik
hidroksil grubu ya da serin ve treoninin hidroksil gruplaridir. Hidroksil, karboksil ve
amino gruplart enzim iizerindeki sayilarinin ¢ok olmasi sebebiyle immobilizasyon
icin ¢ok iyi hedeflerdir. Bu gruplar tasiyic1 iizerindeki fonksiyonel gruplarla

birleserek immobilizasyonu saglarlar [4].

Kovalent baglanma metodunda ¢ok sayida tasiyict kullanmak miimkiindiir. Tastyici
cesidinin bu kadar fazla olmasi kovalent baglanma yontemi icin tek bir ideal
tagiyicinin - olmadigi gercegini yansitmaktadir. Tasiyic1 secilirken immobilize
edilecek enzimin Ozellikleriyle beraber tasiyicinin sagladigi avantajlar ve
dezavantajlar da gozoniinde bulundurulmalidir. Simdiye kadar yapilan c¢alismalar,
tagiyiciya immobilize edilmis enzim aktivitesini etkileyen en ©Onemli faktoriin
tagiyicinin  hidrofilligi oldugunu gostermistir. Yiiksek hidrofilik o6zellige sahip
polisakkarit polimerler kovalent baglanma metodu i¢in ideal tastyicilardir. Bu amagla

seliiloz, dekstran (Sephadex), nisasta ve agaroz (Sepharose) kullanilabilir. Kovalent
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baglanma metodunda kullanilan diger popiiler tasiyicilar ise silika ve gdzenekli cam

malzemelerdir [19].

Kovalent baglanma metodu genellikle capraz baglanmayla birlikte uygulanir.
Boylece enzim ile tasiyici arasinda olusmus kovalent baglar capraz baglanma
sonucunda daha kararli hale gelir. Bu amagcla ilk olarak tasiyici1 {izerindeki
fonksiyonel gruplar daha once bahsedilen bir bag ajan1 kullanilarak aktive edilir.
Ikinci olarak ise enzimin bu aktive olmus tasiyiciyla birlestirilmesiyle
immobilizasyon islemi gergeklestirilir. Aktivasyon islemi tasiyict iizerindeki
fonksiyonel gruplarin elektrofilik hale gelmesi i¢in yapilir. Daha sonra
immobilizasyon reaksiyonunda, bu gruplar enzim yiizeyindeki belli amino asitlerin

amino (NH,)" fonksiyonel gruplariyla kovalent bag olusturur [19].
Kovalent baglanma yontemi bir ¢cok avantaja sahiptir [4]:

o Kovalent baglanmadaki baglar ¢ok siki oldugu i¢in, immobilize edilmis
enzim kullamim sirasinda substrat ya da yiiksek iyonik karakterli ¢oziicii

varliginda dahi tagiyicidan sizmaz.

¢ Enzim, tasiyici yiizeyindeki belli bolgelere lokalize oldugundan dolay1 enzim

ile substratin karsilagma ihtimali artar.

¢ Enzim molekiilleri ile tasiyici arasindaki giiglii etkilesimden dolay1 enzimin

sicaklik kararliliginda artis gozlenir.
Kovalent baglanma yonteminin dezavantajlari ise asagidaki gibi siralanabilir:

¢ Kismi modifikasyondan dolay1 enzim molekiillerinin aktif yapilar1 bozulmaya

egilim gosterir.

e Enzim molekiillleri ile tasiyict arasindaki giicli etkilesim, enzim
molekiillerinin serbest hareket etmesini engelleyerek enzim aktivitesinin

diismesine neden olabilir.
¢ immobilizasyon i¢in optimum kosullar1 bulmak zordur.
e Genellikle tasiyicilar yenilenebilir degildir [4].

Dezavantajlarina ragmen kovalent baglanma metodu analitik amagh yapilan

immobilize enzim uygulamalarinda ¢ok sik kullanilir [4].
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3.5.1.4. Kompleks baglanma

Protein molekiillerinin metal iyonlariyla kovalent olmayan baglarla baglanmasi
yontemine kompleks baglanma denir. DNA molekiillerinin metal kompleksleriyle
etkilesimleri son yillarda ¢ok ilgi c¢ekmektedir. Baglanma yollarnn metal

komplekslerinin boyutlarina ve stereokimyasal 6zelliklerine baghdir [21].
3.5.2. Tutuklama yontemi

Tutuklama metodu ile immobilizasyon, enzimin, polimer bir matrise ya da
membrana lokasyonuna dayanir [18]. Tutuklama yontemi adsorpsiyon ve kovalent
baglanmadan farklidir, ¢linkii ¢6zelti icerisinde serbest bulunan enzim molekiilleri,
tagiyicinin mikroyapist igerisinde hareketsiz olarak yer almaktadir. Tasiyic1 kafesin
gozenekliliginin enzimin disariya sizmasim engelleyecek kadar siki olmasi, ayni
zamanda substratin ve iiriiniin ise hareket etmesine olanak verecek sekilde olmasi

istenir [19].
Tutuklama yontemi bazi avantajlara sahiptir [4]:

e Tutuklama yontemleri ile bir¢ok enzim, hiicresel organeller ve
mikroorganizmalar temel olarak ayni prosediirler kullanilarak immobilize

edilebilir.
¢ Enzimler immobilizasyon sonucunda degisiklige ugramaz.
e Yiiksek molekiil agirlikli enzim inhibit6rlerlerinin etkilerini elimine eder [4].
Tutuklama yontemi ile immobilizasyon bazi dezavantajlara sahiptir [4]:

e Yiiksek molekiil agirlikli substratlarin tutuklanmis biyokatalizorlerle temasa

gelmeleri zor olur.
e Tasiyicilar yenilenebilir degildir [4].
Tutuklama yontemiyle immobilizasyon mikrokapsiilleme ve fiber tutuklama olarak
ikiye ayrilir.
3.5.2.1. Mikrokapsiilleme yontemi

Mikrokapsiilleme enzimlerin cesitli sekillerdeki yar1 gecirgen membranlar igerisine
konularak kaplanmalariyla gergeklestirilir [19]. Mikrokapsiilleme yonteminin temsili

gosterimi Sekil 3.5’te goriilmektedir. Simdiye kadar ¢ok sayida materyal kullanilarak
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10-100 pm arasinda degisen c¢apa sahip mikrokapsiiller {iiretilmistir. Bunlarin
arasinda en popiiler olanlar1 naylon ve seliiloz nitrattir. Mikrokapsiilleme metoduyla
yapilan bir ¢ok calismada kiigiik gézenek boyutu ve gozeneklerin kapali durumda
olmas1 yiiziinden enzimin spesifik aktivitesinin serbest enziminkinden daha diisiik

oldugu tespit edilmistir [22].

Sekil 3.5. Mikrokapsiilleme Yontemi ile Immobilizasyonun Temsili Gosterimi

3.5.2.2. Fiber tutuklama yontemi

Enzimlerin bosluklu fiber membran kullanilarak immobilize edilmesi, bosluklu fiber
membranlarin immobilizasyon i¢in ideal bir geometri gibi farkli ozelliklerinden
dolay1 ¢ok ilgi ¢ekmektedir [23]. Enzim suda ¢6ziinmez bir tasiyic1 matrisin yapisi

icerisine Sekil 3.6’da gosterildigi gibi tutuklanmaktadir.

Sekil 3.6. Fiber Tutuklama Yontemi ile Immobilizasyonun Temsili Gosterimi
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4. PROTEAZ ENZIMININ IMMOBILIZASYONU iLE iLGILI LITERATUR
CALISMALARI

Abdel-Naby ve arkadaslari, Bacillus mycoides Xkiiltiriinden elde edilen alkalin
proteazi farkli tasiyicilar iizerine fiziksel adsorpsiyon, kovalent baglanma, iyonik
baglanma ve tutuklama yoOntemlerini kullanarak immobilize etmislerdir. Kovalent
baglanma metoduyla yaptiklar1 immobilizasyon deneylerinde glutaraldehit bag ajam
varliginda farkh tasiyicilart denemeleri sonucunda en yiiksek immobilizasyon
verimlerini ¢itin ve c¢itosan kullanarak immobilize ettikleri enzimlerde %79.29 ve
%77.41 olarak tespit etmislerdir. Fiziksel adsorpsiyon yontemiyle immobilizasyon
sonucunda en yiiksek verim ¢itosan ile %18.8 olarak, iyonik baglanma yontemiyle
immobilizasyon sonucunda en yiiksek verim Amberlite IR-120 ile %15.02 olarak,
tutuklama yOntemiyle immobilizasyon deneyinde ise en yiiksek verim toplam
monomer iceriginin %?2’si kadar ¢aprazlama ajam1 kullanilmasiyla %76.55 olarak
tespit edilmistir. Serbest enzimin optimum pH’1 9.0 iken, ¢itosan {lizerine immobilize
edilmis enzimin optimum pH’1 8.7, Amberlite IR-120 iizerine immobilize edilmis
enzimin optimum pH’1 10.0, ¢itin {izerine immobilize edilmis enzimin optimum pH’1
8.71 ve poliakrilamit {izerine immobilize edilmis enzimin optimum pH’1 ise 9.7
olarak bulunmustur. Serbest enzimin optimum sicakligi 50°C iken, ¢itosan lizerine
immobilize edilmis enzimin optimum sicakhig 55°C, Amberlite IR-120 iizerine
immobilize edilmis enzimin optimum sicakligi 55°C, ¢itin iizerine immobilize
edilmis enzimin optimum sicakligi 50°C ve poliakrilamit iizerine immobilize edilmis
enzimin optimum sicakligi 55°C olarak tespit edilmistir. Serbest enzim, 70°C
sicaklikta 6 saatlik 1s1 uygulanmasi sonucunda orijinal aktivitesinin %21’ini
korurken, immobilize enzimler ayni islem sonrasinda orijinal aktivitelerinin %39-
81.9 araliginda degisen bir kismimi korumuslardir. Serbest enzim ve immobilize
enzimlerin, 5°C sicaklikta 5-6 ay siireyle saklanmalari sonucunda sirasiyla orijinal

aktivitelerinin %50 ve %88-100 arasinda degisen bir kismin1 korumuslardir [24].

Hayashi ve lkada, proteaz enziminin papain, fisin ve bromelayin tiirlerini, degisik

uzunluklara sahip bosluk yaratici ajanlar kullanarak gozenekli ¢itosan tanecikleri
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izerine immobilize etmislerdir. Proteaz enzimleri kiigiik bir ester substrat olan N-
benzil-;-arjinin’le yiiksek bir aktivite gosterirlerken, yiiksek molekiil agirlikli bir
substrat olan kazeinle diisiik bir aktivite gostermislerdir. Proteaz enzimlerinin bosluk
yaratici ajan kullanilarak farkli konsantrasyonlarda immobilize edilmeleri sonucunda
substrat hidrolizinin hemen hemen sabit deger verdigi tespit edilmistir. Yiiksek
sicakliklarda dahi, immobilize papainin serbest papainden daha kararli oldugu
goriilmiistiir. Daha kisa bir uzunluga sahip bosluk yaratici ajan kullanilarak citosan
tanecikleri {izerine immobilize edilmis papainin, papain molekiiliiniin tasiyici
izerinde ¢ok noktali tutunmasi ve molekiiler hareketliliginin azalmasi sonucunda,
daha uzun bir bosluk yaratici ajan kullanilmis durumuna gore, biraz daha kararl
oldugu tespit edilmistir. immobilize papainin serbest enzimle ayn1 pH degerine (pH
8.0) sahip oldugu, fakat pH profilinde bir genisleme oldugu ve yine immobilize olan
enzimin serbest enzime kiyasla yliksek pH degerlerinde daha kararli oldugu tespit
edilmistir. Immobilize enzimin 10 kez ardarda tekrarli kullanimi ve 4°C sicaklikta 6
ay boyunca saklanmas1 sonucunda da aktivitesinde ciddi bir kayip gézlenmemistir

[25].

a-kimotripsinin porlu ¢itosan tanecikleri iizerine immobilize edildigi bir bagka
calisgmada, immobilize enzimlerin organik ¢oziiciiler icerisinde ester ve peptit
sentezlerindeki katalizor aktiviteleri incelenmistir. Immobilize enzimlerin amino asit
esterlesmesinde bir¢ok hidrofilik organik ¢oziicii varliginda, serbest enzimlere gore

daha yiiksek bir katalitik aktivite gosterdikleri saptanmistir [26].

Chellapandian, alkalin proteaz enzimini vermikulit minerali tizerine glutaraldehit bag
ajam kullanarak kovalent baglanma metoduyla immobilize etmistir. Immobilize
enzimin spesifik aktivitesinin yiiksek molekiil agirlikli bir substrat olan kazein
varliginda %36.25’1ni, diisiik molekiil agirlikli hemoglobin varliginda ise %52.25’ini
korudugu tespit edilmistir. Vermikulit iizerine immobilize edilmis alkalin proteazin
optimum pH’inin 1 {inite arttigi ve serbest enzime kiyasla pH aralifinin (5-11)
genisledigi gozlemlenmistir. Immobilize alkalin proteazin optimum sicakliginin
(60°C) serbest alkalin proteazinkiyle ayni oldugu, fakat serbest enzimin yapisindaki
zayif iyonik giiclerin ve hidrojen baglarmin immobilizasyon prosesi sonucunda
kararli hale gelmesiyle serbest enzime kiyasla termal kararliliginin arttig
gozlemlenmistir. Vermikulit tizerine immobilize edilmis alkalin proteazin 60 giin

boyunca 4°C ve 25°C sicakliklarda saklanmasi neticesinde ilk aktivitesinin sirasiyla
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%84 iinii ve %66’s1n1, ayrica 5 kez ardarda tekrarli kullanimi sonucunda da orijinal

aktivitesinin %78 ini korudugu saptanmistir [17].

Chae ve arkadaslar, proteaz enzimini farkli tasiyicilar {izerine glutaraldehit
varliginda kovalent baglanma metoduyla immobilize ederek optimizasyon
calismasint  yiiriitmiiglerdir.  Glutaraldehitle aktive olmus Lewatit R258-K
(benzilamin fonksiyonel grubuna sahip kiiresel tanecik formunda biiyiik gozenekli
bir polimer) iizerine immobilize edilmis proteazla en yiiksek immobilizasyon
verimine ulasilmistir. %1’den daha yiiksek glutaraldehit konsantrasyonlarinin
immobilize enzimin aktivitesini artirmadigi sonucuna varilmistir. Serbest ve
immobilize enzim, fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.0) igine inkiibe edilerek 65°C
sicaklikta 15 saat bekletilmistir. Bu siirenin sonucunda immobilize enzimin
aktivitesinde ciddi bir kayip gozlenmezken, serbest enzim aktivitesinin %38’den

daha biiyiik bir kisminm1 kaybetmistir [27].

Yine Chae ve arkadaslari, proteazin glutaraldehitle aktive ettikleri Lewatit R258-K
recinesi iizerine immobilizasyon verimini artirmak amaciyla koruyucu ajanlar
kullanmiglardir. Bir onceki calismada enzimin, tasiyicinin baglanmamis komsu
aldehit gruplann (-CHO) tarafindan inaktive edildigi saptanmistir. Enzim ile
baglanmamis artik aldehit gruplarinin rastgele birlesmeleri inaktivasyona sebep
oldugu igin, aktive edilmis tasiyicinin aldehit gruplariyla enzimin amin gruplarinin
spesifik olmayan birlesmelerini sinirlamak suretiyle enzimin kararliliginin artacag
disiiniilmiistiir. Bu amagcla soya peptiti ve polietilen glikol, koruyucu ajanlar olarak
immobilizasyon ortamina eklenmis ve enzim molekiillerinin artik aldehit gruplariyla
karsilasma olasiliklart diigiiriilmeye bdylece de enzimin kararliligimin artirllmasina
calisilmistir. Soya peptiti eklenmis immobilizasyon sonrasinda, eklenmemis duruma
gore aktivite geri kazamimi %20, etkinlik orami ise %38 oraninda bir artig
gostermistir. Bu artisin sebebi, soya peptidinin baglant1 bolgeleri aracilifiyla enzimle
baglanarak enzim-substrat kompleksini olusturmus ve enzimin bosluk yaratict ajanin
olusturdugu artik aldehit gruplariyla spesifik olmayan baglanmalarindan dolay1
olusan konformasyonel degisiklikleri engellemis olmasidir. Polietilen glikol
kullanim1 ise su molekiillerinin enzim molekiiliiniin hidrofobik 6z bdlgesinden
uzaklagmasi sonucunda enzimin daha kompakt ve sabit hale gelmesi sebebiyle yine

aktivite geri kazaniminda ve etkinlik oraninda artiga sebep olmustur [28].
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Oh ve arkadaslarinin gerceklestirdigi calismada, Pseudomonas aeruginosa K-
187’den elde edilen proteazin polimerik bir tasiyiciya kovalent baglanma metoduyla
immobilizasyonu sonucunda %82 verim elde edilmistir. Immobilizasyon sonucunda
enzimin optimum pH’1 degismemistir, fakat kararli pH aralig1 genislemistir. Serbest
enzimin optimum sicaklignt 60°C iken, immobilize enzimin optimum sicakligi
50°C’ye gerilemis, buna kargilik immobilize enzimin sicaklik kararhiliginda artig
gozlenmistir. Serbest ve immobilize enzimlerin 4°C sicaklikta saklanmalar
sonucunda orijinal aktivitelerinin %50’sini kaybetmeleri serbest enzim igin 8 giin,
immobilize enzim i¢in ise 12 giin siirmiistiir. Bu durum immobilize enzimin raf 6mrii

kararliliginin serbest enziminkinden daha yiiksek oldugunu gostermistir [29].

Tanksale ve arkadaglariin Conidiobolus macrosporus’dan elde ettikleri proteazin
glutaraldehit kullanilarak poliamit iizerine immobilizasyonu caligmalar1 sonucunda,
optimum kosullardaki (pH 8.0, sicaklik 50°C) immobilizasyon verimi %58 olarak
tespit edilmistir. Immobilize ve serbest enzimin 30°C-70°C sicaklik araliginda pH
10.0 iken 20 dakika muamele edilmeleri sonucunda, immobilize proteazin optimum
sicaklign 50°C, serbest proteazin optimum sicaklii ise 40°C olarak bulunmustur.
Serbest ve immobilize enzimler 40°C-80°C sicaklik araliginda pH 7.5’te 1 saat
boyunca i1stya maruz birakilmistir. Bunun sonucunda immobilize enzim 60°C
sicaklikta serbest enzime kiyasla 10 kat daha yiiksek aktivite gostermis, ve
termokararlilifi da artmistir. Serbest ve immobilize enzimlerin pH kararliligi, pH 5-
12 araliginda pH’lara sahip 0.05 M tampon ¢ozelti icerisinde 25°C sicaklikta 1 saat
inkiibe edilerek hem serbest enzimin hem de immobilize enzimin kararli pH aralig
5-12 olarak tespit edilmistir. Serbest enzim pH 7.5’te, immobilize enzim pH 8.0’de
maksimum kararlilhik gOstermistir. Serbest enzimin optimum pH’1t 10 iken,
immobilize enzimin optimum pH’1 8.0-9.0 aralifinda bulunmustur. immobilize
enzimin 22 kez ardarda tekrarli kullanimi sonucunda aktivitesinde kayip

gozlenmemistir [30].

Magnin ve arkadaslar, tasiyici olarak citozan (¢itosan ve ksantan biyopolimerlerinin
arasinda meydana gelen iyonik baglar ve van der Waal’s etkilesimleriyle olusan bir
poliiyonik hidrojel) kullanarak PRO XIX = Aspergillus sojae fungal tip proteaz XIX
ve TRY = tripsin ILS porsin pankreas (EC 3.4.21.11) enzimlerinin
immobilizasyonunu ¢alismislardir. Immobilize PRO XIX enziminin immobilizasyon

verimini %77.2, immobilize TRY enziminin immobilizasyon verimini ise %80.2
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olarak saptamiglardir. Immobilize PRO XIX enziminin 7 giin saklanmasi1 sonucunda
relatif aktivitesinin serbest enzimin relatif aktivitesinden daha yiiksek oldugu

goriilmiistiir [31].

Ferreira ve arkadaslari, Subtilisin carlsberg mikroorganizmasi kullanilarak iiretilen
ticari bir proteaz olan Alcalase 2T enzimini kovalent baglanma metoduyla silika
tasiyicilar iizerine immobilize etmislerdir. Bu calismada, ortalama gézenek capi ile
yiizey kimyasinin enzimin kazeini hidroliz reaksiyonuna ugratmasiyla tespit edilen
aktivitesi iizerine etkileri incelenmistir. Termal amino gruplarina (Sapres) ve
hidroksil gruplarina (Stespm-puema) sahip kimyasal olarak birbirinden bagimsiz, iki
farkl tasiyict kullanilmigtir. Sapres lizerine immobilize olan enzim yiizdesinin (%31-
39), Stespm-pHEmMa Uzerine immobilize olan enzim yiizdesinden (%62-71) daha az
olmasina ragmen Sprgs lizerine immobilize edilmis enzimin daha yiiksek spesifik ve
toplam aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Enzimin immobilizasyonunu
saglayacak baglanma noktalarinin sayisinin ¢ok olmasindan dolayr Stespm-pHEMA
tagiyicis1 iizerine daha fazla miktarda enzimin tutundugu belirlenmistir. Sapres
tastyicist lizerine immobilize edilmis enzim aktivitesinin Stespm-pHEMA tasly1C1S1
izerine immobilize olmus enziminkinden daha diisiikk olmasinin nedenleri sterik
engellemelere (immobilize enzimin igeriginin yiiksek olmasi ya da pHEMA aginin
kompleksligi sonucunda) ve enzimin tasiyici lizerine baglanmasi sonucunda ugradigi
konformasyonel degisikliklere (enzimin tasiyici iizerine ¢ok noktada tutunmasi)
baglanmistir. Biiyilk gbzenek hacmine sahip silikalarin (Sjpp0, 130/1200 A) lizerine
immobilize edilen enzimlerin daha kiiciik gdzenek hacmine sahip silikalar (Ssgo,
130/550 A) izerine immobilize edilen enzimlere kiyasla daha yiiksek spesifik
aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Sjop0Sapres iizerine immobilize edilmis
proteazin optimum pH’1 8.0 olarak tespit edilmis, serbest ve immobilize enzimlerin
pH profillerinin benzer oldugu saptanmistir. Serbest ve immobilize enzimin optimum
sicakligi 60°C olarak bulunurken, immobilize enzimin serbest enzimden termal
olarak daha kararh oldugu tespit edilmistir. SjppoSapres iizerine immobilize edilmis
proteaz bir ayin sonunda orijinal aktivitesinin %86’sin1 korurken, serbest enzim bir

ay sonunda orijinal aktivitesinin %32’sini koruyabilmistir [32].

Nouaimi ve arkadaslari, tripsin enzimini direkt olarak ve polietilen glikol-diamin
(PEG-diamin), aldehit dekstran, amino dekstran ve bovin serum albiimini (BSA)

bosluk yaratict ajanlarin1 kullanarak polyester Ortii iizerine immobilize etmeyi
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denemislerdir. Bu calismada kullanilan bosluk yaratici ajanlardan biri olan aldehit
dekstran iyi sonug¢lar vermemistir. Diger bosluk yaratic1 ajanlar PEG-diamin, amino-
dekstran ve BSA kullanilarak immobilize edilen enzimler, ekstrem sicaklik, basing
ve diisiik polarite gibi kosullar altinda benzer aktivite gostermiglerdir. Dekstran ve
PEG proteolitik ataklara karsi inert olduklarindan dolay1 proteaz immobilizasyonu
icin kismi olarak daha uygun seklinde diisiiniiliirken, BSA’nin daha etkili bir bosluk
yaratici ajan oldugu sonucuna varilmistir. Serbest ve immobilize enzimlerin termal
kararliliklarinin incelenmesi sonucunda, serbest enzimin relatif aktivitesinde ciddi bir
digiis gozlenirken, immobilize enzimlerin relatif aktivitelerinde hemen hemen
degisiklik gozlenmemistir. Immobilize enzimler genis bir pH araliginda (4-11)
kararli davranmislar ve pH 12’de bile aktivitelerinin %50’sini koruyabilmislerdir.
Buna karsilik serbest enzimin kararli pH araligi 4-6 iken, pH 9.0’dan sonra da serbest
enzim aktivitesini tamamen kaybetmistir. Tripsinin bosluk yaratici ajan
kullanilmadan polyester ortii izerine direkt immobilizasyonu sonucunda, immobilize
enzim aktivitesinin ve raf omrii kararhiliginin diisiik oldugu goézlenmistir. Bu
durumun, enzimle daha az polar olan ortii yiizeyinin direkt olarak temasa gegirilmesi
sebebiyle olustugu diisiiniilmiistiir. Bosluk yaratici ajanlarin kullanildigr durumlarda
immobilize enzim aktivitesinin haftalar boyunca, hatta bazen aylar boyunca sabit

kaldig1 goriilmiistiir [33].

Afaq ve Igbal, papain enzimini Cu* iyonlariyla aktive edilen selat sefaroz iizerine
immobilize etmislerdir. Immobilizasyon sonucunda aktivite geri kazammni %78,
immobilizasyon verimini ise %98 olarak saptamislardir. Immobilize enzimi
tasiyicidan desorbe ettikten sonra, tasiyiciyr yenilemisler ve tekrar metal iyonuyla
aktivasyon yapmislardir. Bunun sonrasinda aymi tasiyiciyla tekrar  bir
immobilizasyon prosesi daha gerceklestirmislerdir. Ikinci, ii¢iincii ve dordiincii
islemlerde aktivite geri kazanimu sirastyla %75, %72 ve %74 olarak tespit edilirken,
immobilizasyon verimleri ise sirasiyla %98, %96 ve %95 olarak bulunmustur.
Capraz baglanmayla birlikte yapilan kovalent baglanma metotlarinda genellikle
yenilenme yapilamazken, bu ¢alisma ekonomik acidan biiyliik dneme sahip olan
tagiyict matrisin basarili bir sekilde yenilenebildigini gostermistir. Coziinebilir ve
immobilize papainin 65°C sicaklikta belli siirelerde 1s1iya maruz birakilarak sicaklik
kararliliklar1 arastirilmistir. 1 saat sonunda immobilize papain orijinal aktivitesinin

%87’lik bir kismim1 muhafaza ederken, serbest enzim ise orijinal aktivitesinin
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%75’ini korumustur. Immobilize papainin daha yiiksek kararlilik gostermesinin
sebebinin, enzimin tasiyiciya sabitlenmesi sonucunda otolizinin azalmasi oldugu
diisiiniilmistiir. Yiiksek kararlilik i¢in bir diger agiklama ise enzim molekiillerinin
tagiyiclya baglanmasindan dolayr yapisinin daha dayanikli hale gelmesi seklinde

yapilmustir [34].

Roy ve arkadaslari, Carica papaya 6zsuyundan elde edilen endolitik sistein proteazi
siiksinik anhidrit kullanarak modifiye etmislerdir. Bu reaktan enzimin lizin amino
gruplartyla reaksiyona girerek net elektrik yiikii pozitiften negatife ¢evirmistir.
Modifiye edilmis papain ve islem gdrmemis papain, yliksek pH degerlerinde ve
saklama kosullar1 altindaki kararhiliklarinin artirilmast i¢in kalsiyum aljinat iizerine
immobilize edilmistir. Kalsiyum aljinat tanecikleri {izerine immobilize edilmis
enzimin 6 kez tekrarli kullanimi sonucunda hala aktivitesini korudugu gozlenmistir.
Modifiye ve modifiye olmayan immobilize enzimlerin oda sicaklifinda 6 giin
boyunca saklanmasi sonucunda modifiye immobilize enzim orijinal aktivitesinin

%67’ sini, modifiye olmayan immobilize enzim ise %79’unu korumustur [35].

Sangeetha ve Abraham’in birlikte yiiriittiigii bir diger benzer calismada, papainin
alkalin ortamlarda kullanilabilir hale gelmesi icin kimyasal modifikasyonlar yapilmis
daha sonra papain, adsorpsiyon yoOntemiyle inert matrisler iizerine ve tutuklama
yontemiyle polisakkarit polimerik jelleri icine immobilize edilmistir. Modifiye ve
modifiye olmayan papain enzimi, adsorpsiyon metoduyla selit ve kaolinit kil izerine,
tutuklama metoduyla ise amber ¢igcegi yapragindan elde edilen zamk (glukomannan)
ve misir nisastasi icine immobilize edilmistir. Selit {izerine adsorbe olmus enzim
immobilizasyon sonrasinda aktivitesinin %61’ini korurken, misir nisastasi icine
immobilize edilmis enzim ise aktivitesinin %98.14’tinli koruyarak en yiiksek baglanti
kapasitelerini saglayan Ornekler olarak secilmislerdir. Misir nigastasi igine
immobilize edilmis papainin optimum pH ve sicakligi incelenmis, optimum pH’in
alkalin bolgesine dogru kaydigi ve 60°C-70°C gibi yiiksek sicaklik araligindaki

sicaklik kararliliginin daha iyi oldugu sonucuna varimistir [36].

Tang ve arkadaslari, jelatin iyonlasma metoduyla hazirladiklar c¢itosan nano-
partikiilleri {izerine nétral proteaz enzimini immobilize ettikten sonra immobilize
enzimin karakterizasyonunu c¢alismiglardir. Serbest enziminkine benzer olarak
immobilize enzim en yiiksek aktiviteyi pH 7.5’te gosterirken, immobilize enzimin

maksimum aktivite gosterdigi pH araligi serbest enziminkinden daha yiiksek olarak
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tespit edilmistir. Immobilize ve serbest enzimlerin 40°C ve 50°C sicakliklardaki su
banyolarinda 2 saat bekletilmeleriyle farkli zaman araliklarinda aktiviteleri
olciilmiistiir. Immobilize enzim 40°C’de aktivitesinin %35’inden, 50°C’de ise
%10’undan daha az bir kismim kaybederken, serbest enzim 40°C’de orijinal
aktivitesinin ~ %30.1’ini  ve  50°C’de  %35.7’sini  kaybetmistir. ~ Enzimin
konformasyonel esnekliginin immobilizasyondan etkilendigi, notral proteazin ¢itosan
nano-partikiilleri iizerine immobilize edilmesinin enzimin dayanikliliginda bir artisa
sebep oldugu ve enzimin bozunmasimi engelledigi, boylece immobilize enzimin
termal kararliliginin arttigi rapor edilmistir. Serbest ve immobilize enzimlerin 0.020
mol/l fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.5) igerisine inkiibe edilerek 30°C-55°C sicaklik
araliginda bekletilmelerinin sonucunda serbest enzimin maksimum aktivitesinin ve
maksimum aktivite gosteren sicaklik araliginin, immobilize enziminkinden daha
diigiik oldugu sonucuna varilmistir. Serbest ve immobilize enzimler 4°C ve 25°C
sicakliklarda saklanarak raf omrii kararhlig:i incelenmistir. 8 giin sonra 25°C’de
saklanan immobilize enzim aktivitesinin %80’ini, serbest enzim ise aktivitesinin
%25’ini korumugtur. 4°C’de de immobilize enzimin aktivitesinin serbest forma gore
daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Buradan immobilize enzimin raf Omrii
kararliliginin yiiksek oldugu ve ayrica immobilize enzimin 9 kez tekrarli kullanimi

sonucunda orijinal aktivitesinin %88’ini korudugu rapor edilmistir [37].

Zhao ve arkadaslari, papain enzimini mezoporlu molekiiler elek MCM-48 iizerine
glutaraldehit  kullanarak ~ immobilize  etmis ve  immobilize  papainin
karakterizasyonunu calismislardir. Immobilizasyon igin optimum kosullar: 20 mg
serbest enzim/g MCM-48 tasiyicisi, %0.75 glutaraldehit, pH 7.0’da, 10°C-20°C
sicakliklar arasinda 2 saat olarak belirlenmistir. Bu optimum kosullar altinda,
immobilize enzimin aktivite geri kazanimi %70 civarinda c¢ikmistir. Enzim
konsantrasyonunun  aktivite geri kazammmina etkisi incelenmis, papain
konsantrasyonunun artmasiyla aktivitenin belli bir degere kadar arttig1, daha sonra
digsmeye bagladigi saptanmistir. Bunun sebebi, MCM-48 tasiyicis1 iizerindeki
kanallarin kapasitesiyle ilgili oldugu, kanallardaki enzim doygunluga ulastiktan sonra
aktivitenin maksimum oldugu, fakat daha sonra enzim konsantrasyonunun artmaya
devam etmesinin kanallar1 tikadigi, yani kanallara tutuklanan enzim molekiillerinin
aktivitelerini gosteremedigi bunun da immobilize enzimin aktivitesinde diisiise neden

oldugu seklinde aciklanmistir. Sicakligin serbest ve immobilize enzimlerin
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aktiviteleri iizerindeki etkisi ¢aligilmig, immobilize enzim 55°C’ de maksimum
aktivitesine ulagirken, serbest enzim ise 35°C’de maksimum aktivite gostermistir.
Ayrica 65°C’den sonra serbest enzimin aktivitesi hizla diiserken immobilize enzimin
aktivitesi yavas bir sekilde azalmistir. Serbest ve immobilize papainin termal
kararliligi 50°C’de optimum immobilizasyon kosullari altinda, 0.1 M fosfat tampon
cozeltisi igerisine inkiibe edilmek suretiyle incelenmis, 120 dakika sonra immobilize
enzim orijinal aktivitesinin %90’ 1m korurken, serbest enzim 40 dakika sonra orijinal
aktivitesinin ancak %601 koruyabilmistir. Serbest enzimin optimum pH’1 6.5,
immobilize enzimin optimum pH’1 7.0 olarak saptanmis ve immobilizasyon
prosesisinin enzimin kararli oldugu pH araligimi genislettigi gézlenmistir. Papainin
termal ve pH kararhiliklarinin iyilesmesi sonucunda operasyonel kararliligi da
iyilesmistir. 12 giin boyunca devam ettirilen siirekli operasyon sonucunda ortam
sicakligi 25°C iken immobilize enzim ilk aktivitesinin %76.5’ini korumustur. Serbest
ve immobilize enzimlerin 4°C’de 50 giin tutulmalar1 sonucunda immobilize enzimin
ilk aktivitesinin %90’1ndan daha biiyiik bir kismin1 korudugu, serbest enzimin ise

sadece %56’ s1n1 koruyabildigi rapor edilmistir [38].

Enzim immobilizasyonunda, Teflon polimeri ilk kez 2000 yilinda Afrin ve
arkadaslan tarafindan kullanmilmistir. Arastirmacilar, Teflon partikiiller {izerine
immobilize edilmis proteaz enziminin sulu c¢ozeltideki Kkatalitik aktivitesini
calismiglardir. Bu amagla o-Kimotripsini politetrafloro etilen (PTFE) partikiilleri
izerine tutuklama metoduyla immobilize etmisler, immobilize enzimin sulu ¢ozelti
icerisindeki amino asit ester hidrolizinde, serbest enzimden iki misli daha fazla
katalitik aktivite gosterdigi belirlenmistir. PTFE partikiilleri iizerine immobilize
edilmis proteaz enziminin sulu ¢ozeltideki peptit sentezini %14 verimle katalizledigi
tespit edilmistir. Tutuklanmis enzimin hem sentetik hem de hidrolitik aktiviteleri

serbest enzimle kiyaslandiginda artis gostermistir [39].

Kiatkamjornwong ve arkadaslari, redoks baglaticis1 olarak amonyum persiilfat,
N,N,N’,N’,-tetraetilmetilendiamin kullanarak siispansiyon polimerizasyonu ile
sentezlenen yiiksek oranda porlu bir yapiya sahip poliakrilamit ve poli(akrilamit-co-
metakrilik asit) hidrojel tanecikleri icine alkalin proteaz enzimini immobilize
etmislerdir. Serbest enzimin enzimatik aktivitesinin immobilize enzimlerin
aktivitelerinden daha yiiksek oldugu saptanmistir. immobilize olan enzim miktar1 ne

olursa olsun, immobilize enzimlerin daha iyi bir performans ve termal kararlilik
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gosterdikleri, bunun yaninda poliakrilamitin enzimatik aktvitesinin poli(akrilamit-co-
metakrilik asit) hidrojel taneciklerininkinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Immobilize alkalin proteazlarin protein sindirimleri ve boyamalari, birka¢ yikama
sonrasinda enzimatik aktivitenin hi¢ azalmamasi, enzimin polimerik hidrojeller
icinde tutunmus olmasi gerektigini gostermistir ayrica immobilize enzim, serbest

enzimden daha yiiksek bir raf dmrii kararlilig1 sergilemistir [40].

Haensler ve arkadaslari, donmus haldeki peptit sentezinin yiiksek potansiyeli ile
immobilize proteazlarin uygulama avantajlarini birlestirmek hedefiyle tasiyiciya
baglanmis a-kimotripsin (CT, EC 3.4.21.1) enziminin donmus sulu reaksiyon
karisimlar1 icerisinde peptit baglar1 olusturma kapasitesini arastiran bir ¢aligma
yiiriitmiislerdir. Immobilize a-kimotripsin enzimi donmus sulu ¢ozeltiler icerisindeki
peptit sentezinde basariyla kullanilabilmistir. Hidrofobik tasiyicilara baglanan o-
kimotripsin, peptit baglarim1 olusturmada serbest enzim kadar yetenekli
davranabilmistir. Ayrica coklu tekrar kullaniminin miimkiin olmasi ve organik
coziiclilerin ¢ikarilmasi nedenlerinden dolayr donmus sulu c¢ozeltiler igerisindeki
peptit sentezini katalizleyen immobilize a-kimotripsin enzimi, organik reaksiyon

karisimlarinda daha az su sarfiyati acisindan cazip bir alternatif sunmaktadir [41].

Beshay, tutuklama metodunu kullanarak kalsiyam aljinat tanecikleri igine
immobilize ettifi Teredinobacter turnirae hiicrelerinden alkalin proteaz iiretimini
gerceklestirmistir. Bu c¢alismada farkli tiirlerdeki kisitlamalarin  Teredinobacter
turnirae hiicrelerinin fizyolojisi iizerindeki etkilerinin belirlenmesi icin biyokatalizor
tanecikleri elde etmek amaciyla degisen konsantrasyonlarda aljinat c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Matrisin supramakromolekiiler yapisindaki varyasyonlar immobilize
Teredinobacter turnirae hiicrelerinin morfolojisine ve fizyolojik davramisina etki
etmistir. Aljinat konsantrasyonundaki 25g/’den daha biiyilk bir artis proteaz
aktivitesinin diigmesine yol agmistir. Bu durum, yiiksek aljinat konsantrasyonlarinda
tanecik dayamiklili@inin iyilestirilebildigi, fakat dayanikli jel yogunluguna bagl
olarak difiizyona smirlamalar getirmesinden dolay1r enzim verimlerinin diigmiis
olabilecegi seklinde yorumlanmistir. Immobilize hiicrelerden elde edilen alkalin
proteazin aymi fermentasyon siiresi icerisinde daha yiiksek hacimsel aktivitelerin
olusmasina oOnciilitk etmesi sebebiyle, serbest hiicrelerden elde edilen alkalin
proteaza gore daha iistiin oldugu rapor edilmistir. Immobilize mikroorganizmalar:

kullanarak enzim iiretmeye imkan veren bu teknigin, uzun siireli saklama kararliligi,
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tekrar kullanilabilirlik ve yenilenebilme olasigi gibi yararlar1 nedeniyle elde edilen
deneysel sonuglarin biiylitme proseslerine adapte edilebilir oldugu sonucuna
varilmigtir. Ayrica, her 48 saatte bir taze besin ortami saglanarak siirdiiriilen tekrarli
kesikli bakteriyel biiylime prosesinde, serbest hiicrelerden iiretilen proteaza gore 3.2

kat daha yiiksek enzim aktivitesinin elde edildigi agciklanmistir [42].
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S. DENEYSEL CALISMALAR

5.1. Malzemeler
5.1.1. Tasiyicilar

Kovalent baglanma ile yapilan proteaz immobilizasyonunda tasiyici olarak kullanilan
citin (chitin from crab shells, practical grade), ¢itosan (chitosan from crab shells,
minimum 85% deacetylated) Sigma Chemical Co, ABD’den, vermikulit (vermiculite
Typ micron 0-1 mm/Art. VB53) Almanya’dan temin edilmistir. Iyonik baglanma
deneylerinde ise katyon olarak kullanilan Dowex-50W-X8(H) standart cins (50-100
mesh), Dowex 1x8 CI (20-50 mesh) BDH Chemicals Ltd. 1ngiltere’den, anyon olarak
kullanilan Amberlite IR-120, Ecteola23 Cellulose, DEAE-Cellulose, Fluka
Chemicals Ltd. ABD’den ve BD-Sephadex , Pharmacia Fine Chemicals, isveg’ten

temin edilmistir.

5.1.2. Enzim ve diger malzemeler

Proteaz enzimi (Protease Pellucit FS) Cognis Tiirkiye’den, Glutaraldehit (GA) BDH
Chemicals Ltd. 1ngiltere’den, Epiklorhidrin ve Hekzametilen diamin (1,6-
Diaminohexane) Fluka Chemicals Ltd. ABD’den, Tanik asit (Tannic acid powder
pure), sodyum borohidriir ve trikloroasetikasit Merck & Co., Inc. Almanya’dan

temin edilmistir.
5.1.3. Tampon c¢ozeltiler

5.1.3.1. Britton-Robinson (B-R) tampon cozeltileri

Cozelti A: 2.71 ml % 85’lik H3PO,4 (Riedel-de Hden), 2.36 ml asetik asit (Merck),
2.47 g H;BOj3 (Labkim) karnistirilir ve distile suyla 1 1’ye tamamlanr.

Cozelti B: 8 g NaOH (Carlo Erba) tartilir, distile su ile ¢oziildiikten sonra 1 1'ye

tamamlanir.

B-R Tampon Cozelti; pH 6: 100 ml ¢ozelti A, 42.5 ml ¢ozelti B ile karistirilir.
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B-R Tampon Cozelti; pH 7: 100 ml ¢ozelti A, 52.5 ml ¢ozelti B ile karistirilir.
B-R Tampon Cozelti; pH 8: 100 ml ¢ozelti A, 60 ml ¢ozelti B ile kanistirilir.

B-R Tampon Cézelti; pH 9: 100 ml ¢ozelti A, 67.5 ml ¢ozelti B ile karistirilir.
B-R Tampon Cozelti; pH 10: 100 ml ¢ozelti A, 80 ml ¢ozelti B ile karistirilir.
B-R Tampon Cozelti; pH 11: 100 ml ¢ozelti A, 85 ml ¢ozelti B ile karistirilir.

B-R Tampon Cozelti; pH 12: 100 ml ¢ozelti A, 95 ml ¢ozelti B ile karistirilir.

5.1.3.2. Sitrat-fosfat tampon cozeltileri

Cozelti A: 7.11 g sodyum fosfat (J.T. Baker) tartilir ve distile suda ¢oziilerek 200

ml’ye tamamlanir (0.2 M).

Cozelti B: 4.2 g sitrik asit (Carlo Erba) tartilir ve distile suda ¢oziilerek 200 ml’ye

tamamlanir (0.1 M).

Sitrat-fosfat tampon ¢ozeltisi; pH 4.0: 38.5 ml A c¢ozeltisine 61.5 ml B c¢ozeltisi
eklerenek pH 4’e getirilir.

Sitrat-fosfat tampon ¢ozeltisi; pH 7.0: 82.4 ml A c¢ozeltisine 17.6 ml B c¢ozeltisi
eklerenek pH 7’ye getirilir [43].

5.1.3.3. Tris-HCI tampon cozeltileri

Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (0.5 M, pH 7.2): 78.8 g Tris-HCI (Merck) tartilir, distile su
ile ¢oziildiikten sonra 0.1 N NaOH ile pH’1 7.2’ye ayarlanir. Distile su ile 11’ye

tamamlanir.

Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (0.1 M, pH 9.0): 15.76 g Tris-HCl (Merck) tartilir, distile
su ile ¢oziildiikten sonra 10 N NaOH ile pH’1 9.0’a ayarlanir. Distile su ile 1 I’ye

tamamlanir.

5.1.3.4. Asetat tampon cozeltileri

Asetat tampon cozeltisi (1 N, pH 5.0): 13.6 g sodyum asetat (Merck) tartilir, distile
suda coziildiikten sonra 100 ml’ye tamamlanir (1 N). 2.86 ml asetik asit (Merck)
distile su ile 50 ml’ye tamamlanir (1 N). 30 ml sodyum asetat ¢ozeltisi alinir ve

asetik asit ¢ozeltisiyle pH 5.0’e ayarlanir.
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Asetat tampon ¢ozeltisi (0.1 M, pH 5.0): 0.68 g sodyum asetat tartilir,distile suda
¢oziildiikten sonra 100 ml’ye tamamlanir (0.1 M). 0.29 ml asetik asit distile su ile 50
ml’ ye tamamlanir (0.1 M). 30 ml sodyum asetat ¢ozeltisi aliir ve asetik asit

cozeltisiyle pH 5.0’e ayarlanir.

5.1.3.5. Borat tampon ¢ozeltisi

Cozelti A: 1.55 ml borik asit (Labkim) distile su igerisinde ¢oziiliir ve distile su ile

250 ml’ye tamamlanir (0.1 M).

Cozelti B: 4 g sodyum hidroksit (Carlo Erba) tartilir, distile suda ¢6ziildiikten sonra

100 ml’ye tamamlanir (1 M).

Borat tampon c¢ozeltisi; pH 8.5: Belirli hacimde A ¢o6zeltisinden alimir pH’1, B

¢ozeltisi kullanilarak 8.5’e ayarlanir.

5.1.4. Enzim aktivitesi tayininde ve tasiyic1 aktivasyonunda kullanilan diger

cozeltiler

Kazein cozeltisi (%0.6, pH 7.2): 0.6 g kazein (Sigma) 10 ml 0.1 N NaOH cozeltisi
icinde bir siire karigtirilir daha sonra 40 ml distile su ilave edilerek kazeinin tamami
¢oOziiniinceye kadar karistirilir. Kazein tamamen ¢o6ziindiikten sonra 4 ml Tris-HCl

(0.5 M, pH 7.2) tampon ¢ozeltisi eklenir. Karistm 1 N HCI kullanilarak pH 7.2’ye

getirildikten sonra distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

Kazein cozeltisi (%1.5, pH 9.0): 1.5 g kazein (Sigma) 30 ml 0.1 N NaOH cozeltisi
icinde bir siire karigtirilir daha sonra 40 ml distile su ilave edilerek kazeinin tamami
¢oOziiniinceye kadar karistirilir. Kazein tamamen ¢oziindiikten sonra 4 ml Tris-HCl
(0.1 M, pH 9.0) tampon ¢ozeltisi eklenir. Karistm 1 N HCI kullanilarak pH 9.0’a

getirildikten sonra distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

Kazein ¢ozeltisi (%2, pH 9.0): 2 g kazein 30 ml 0.1 N NaOH ¢6zeltisi iginde bir siire
karistirthir daha sonra 40 ml distile su ilave edilerek kazeinin tamami ¢oziintinceye
kadar kanstirihir. Kazein tamamen c¢oziindiikten sonra 4 ml borat tampon ¢ozeltisi
(pH 8.5) eklenir. Karigim 1 N HCI kullanilarak pH 8.5’e getirildikten sonra distile su

ile 100 ml’ye tamamlanir.
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TCA kanisim cozeltisi: 8.99 g trikloroasetik asit (Fluka) ve 14.97 g sodyum asetat
(Merck) tartilarak distile suda c¢oziildiikten sonra {iizerine 15.7 ml asetik asit

eklenerek distile su ile 500 ml’ye tamamlanir.

TCA c¢ozeltisi (%15): 15 g trikloroasetik asit tartilir, distile suda ¢oziildiikten sonra

100 ml’ye tamamlanir.

TCA c¢ozeltisi (%30): 30 g trikloroasetik asit tartilir, distile suda ¢o6ziildiikten sonra

100 ml’ye tamamlanir.

NaOH cozeltisi (0.25 N): 1 g sodyum hidroksit (Carlo Erba) tartilir, distile suda

¢oziildiikten sonra 100 ml’ye tamamlanir.

NaOH c¢ozeltisi (0.1 N): 0.4 g sodyum hidroksit tartilir, distile suda coziildiikten

sonra 100 ml’ye tamamlanir.

NaOH cozeltisi (1 N): 4 g sodyum hidroksit tartilir, distile suda ¢oziildiikten sonra

100 ml’ye tamamlanir.

NaOH c¢ozeltisi (5 N): 20 g sodyum hidroksit tartilir, distile suda ¢6ziildiikten sonra

100 ml’ye tamamlanir.

NaOH c¢ozeltisi (10M): 40 g sodyum hidroksit tartilir, distile suda ¢oziildiikten sonra

100 ml’ye tamamlanir.

NaCl ¢ozeltisi (1 M): 58.5 g sodyum kloriir (Merck) tartilir, distile suda ¢oziildiikten

sonra 1 I’ye tamamlanir.

HCI c¢ozeltisi (1 N): 8.29 ml %37 lik HCI (Merck) distile su ile 100 ml’ye

tamamlanir.
HCI ¢ozeltisi (6 N): 49.74 ml %37’ lik HCI distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

Sodyum bikarbonat ¢ozeltisi (0.1M): 2.1 g sodyum bikarbonat (Carlo Erba) tartilir,

distile suda ¢oziiliir. Distile su ile 250 ml’ye tamamlanir.

Hekzametilen diamin ¢ozeltisi (0.6 M): 3.49 g hekzametilen diamin (Fluka) tartilir,

distile suda ¢oziildiikten sonra 50 ml’ye tamamlanir.

Hekzametilen diamin ¢ozeltisi (%2): 2 g hekzametilen diamin tartilir, distile suda

¢oziildiikten sonra 100 ml’ye tamamlanir.

Aseton-su ¢ozeltisi (%20): 100 ml aseton (Carlo Erba) distile su ile 500 ml’ye

tamamlanir.
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Tanin ¢ozeltisi (pH 7.0): 0.39 g tanik asit ve 7.5 mg sodyum borohidriir tartilir ve
distile suda ¢oziiliir. Cozelti, 5 N NaOH ile pH 7.0’ye ayarlandiktan sonra distile su

ile 15 ml’ye tamamlanir.

Sodyum karbonat ¢ozeltisi (%2): 2 g sodyum karbonat (Merck) tartilir, distile suda

¢oziildiikten sonra distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

Aliiminyum kloriir ¢ozeltisi (1 M): 48.31 g aliiminyum kloriir (Merck) tartilir, distile

suda coziildiikten sonra distile su ile 200 ml’ye tamamlanir.

Metanol-su c¢ozeltisi (%80): 80 ml metanol (Riedel-de Haén) distile su ile 100 ml’ye

tamamlanir.

5.1.5. Laboratuvar Ekipmanlari

UV Spektrofotometre: UV mini 1240 SHIMADZU
Calkalamali su banyosu: Yamato Shaking Bath BW 400
Mini santrifiij: HERAPUS CHRISTH

Hassas terazi: AND GR-200

Manyetik karistirici: IKAMAY Janke-Kunkel

pH metre: Inolab

Cam Malzemeler

5.2. Metotlar
5.2.1. Kovalent baglanma yontemiyle immobilizasyon

5.2.1.1. Proteaz enziminin citin ve citosan iizerine kovalent baglanma

yontemiyle immobilizasyonu

0.4 g tasiyic (gitin/gitosan) % 2.5 glutaraldehit (GA) iceren 5.0 ml asetat tampon
cozeltisinde (0.1 M, pH 5.0) 30°C’deki ¢alkalamali su banyosunda 2 saat boyunca
160 rpm hizla calkalamir. Bu islem bittikten sonra tasiyici filtrasyonla toplanir.
Glutaraldehit fazlasin1 uzaklastirmak i¢in tasiyici 6 ml distile su ile 3 kez yikanir. GA
ile aktive edilmis tasiyiciya 400 U proteaz iceren (0.5 M, pH 7.2 Tris-HCI ¢ozeltisi
icerisinde ¢oziilmiis) 1 ml enzim ¢ozeltisi eklenerek 30°C’ deki ¢alkalamali su
banyosunda 2 saat boyunca immobilizasyon prosesi yiiriitiiliir. Immobilizasyondan
sonra baglanmamis enzimin uzaklastirllmasi i¢in tasiyic1 6 ml distile su ile 3 kez

yikanir. Immobilize olmus enzimin ve yikama ¢ozeltisi icerisindeki baglanmamis
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enzimin aktiviteleri birinci enzim aktivitesi tayin yontemi uygulanarak tespit edilir

[24].

5.2.1.2. Proteaz enziminin vermikulit iizerine kovalent baglanma yontemiyle

immobilizasyonu

0.25 g vermikulit 10 ml asetat tampon ¢ozeltisi (1 N, pH 5.0) icerisinde 30°C’deki
calkalamali su banyosunda 1 saat boyunca 160 rpm hizla ¢alkalanir. Fazla miktardaki
tampon ¢ozeltinin uzaklastirilmasi igin tasiyict siiziilir. Vermikulit organik
maddelerden arindirilmak i¢in 10 ml %30’luk hidrojen peroksit ¢ozeltisi icerisine
konulur ve 1 saat calkalanir. Serbest amorf silisin ve aliiminyum oksitin
uzaklastirilmasi i¢in tasiyict (vermikulit) 10 ml %2’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi
icerisinde kaynatilir. Bu islem bittikten sonra tasiyici distile su ile yikanir. Katyonik
vermikulitin elde edilmesi icin vermikulit, 15 ml 1 M aliiminyum kloriir ¢ozeltisiyle
2 saat muamele edilir. Aliiminyum kloriir fazlasinin uzaklastirilmasi icin tasiyict hic
kloriir kalmayincaya kadar %80 metanol ¢ozeltisi ile yikanir [44]. Aliiminyumla
doygunlastirilmis vermikulit 3.75 ml sitrat-fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 4.0) ve 1.25
ml %2’lik hekzametilen diamin (HMD) c¢ozeltisi ile karnstirilarak 30°C’deki
calkalamal1 su banyosunda 2 saat boyunca muamele edildikten sonra hekzametilen
diaminin fazlasi distile su ile tekrarli yikamalarla uzaklastirilir. Vermikulit-HMD
bilesigi %2.5 glutaraldehit igeren 5 ml sitrat-fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.0) ile 30
dakika yiiksek hizda calkalamayla muamele edilir. Daha sonra tasiyic1 GA fazlasini
uzaklastirmak i¢in distile su ile yikanir. Vermikulit-HMD-GA bilesigine, 88 U
proteaz iceren (pH 8.5 borat tampon c¢ozeltisi igerisinde ¢oziilmiis) 5 ml enzim
cozeltisi eklenerek 30°C’deki ¢alkalamali su banyosunda 2 saat boyunca
immobilizasyon prosesi yiiriitiiliir. Proteaz enziminin fazlasi tasiyicinin 1 M sodyum
Kloriir, distile su ve borat tampon ¢ozeltisi ile yikanmasiyla uzaklastirilir. Immobilize
olmus enzimin ve yikama cozeltisi icerisindeki baglanmamis enzimin aktiviteleri

ikinci enzim aktivitesi tayin yontemi uygulanarak tespit edilir [17].

5.2.2. Iyonik baglanma yontemiyle immobilizasyon

Iyonik baglanma yonteminde katyon tasiyicilar olarak Dowex S50W-X8(H),
Amberlite IR-120, anyon tastyicilar olarak ise Dowex 1x8 Cl, Ecteola23 Cellulose,
DEAE-Cellulose ve BD-Sephadex kullamilmistir. 0.4 g katyon / anyon tasiyici
dengeye gelene kadar Tris-HCI tampon ¢ozeltisi igerisinde (0.1 M pH 9.0) 4°C
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sicaklikta bekletilir. pH 9.0 degerine ulagmis tasiyiciya 400 U proteaz iceren 1 ml
enzim cozeltisi (pH 9.0 Tris-HCI tampon ¢ozeltisi icerisinde ¢oziilmiis) eklenerek
4°C sicaklikta 12 saat boyunca immobilizasyon islemi yiiriitiiliir. Immobilizasyon
tamamlandiktan sonra tagiyicitya baglanmamis enzim fazlasi 6 ml Tris-HCI ¢ozeltisi
ile 3 kez yikanarak uzaklastirilir. Immobilize olmus enzimin ve yikama c¢ozeltisi
icerisindeki baglanmamis enzimin aktiviteleri {igiincii enzim aktivitesi tayin yontemi

uygulanarak tespit edilir [24].

5.2.3. Fiziksel adsorpsiyon yontemiyle immobilizasyon

Proteaz enziminin fiziksel adsorpsiyon yontemiyle immobilizasyonunda citosanin
muamele edilmesiyle hazirlanmis tanin-¢itosan ve muamele edilmemis ¢itin

kullanilmustir.

5.2.3.1. Epiklorhidrin yontemiyle tanin-citosan hazirlanmasi

0.3 g (kuru tartim) ¢itosan 60 ml distile su icerisinde 25°C’deki calkalamali su
banyosunda 16 saat boyunca karistirilir. Su ile sismis ¢itosan filtrasyonla toplanir.
Citosan, 30 ml distile su ile 3 kez yikandiktan sonra, 30 ml 1 N sodyum hidroksit
¢Ozeltisinin icerisine konulur. Siispansiyona 0.75 ml epiklorhidrin eklendikten sonra
karisim 60°C’deki ¢alkalamali su banyosunda 30 dakika boyunca kuvvetli bir sekilde
kanstirlir.  Epiklorhidrinle aktive olmus matris filtrasyonla toplanarak hig
epiklorhidrin kalmayincaya dek distile su ile yikanir. Aktive olmus matrise, 6 N HCI
asitle pH 11’e ayarlanmis 9 ml 0.6 M hekzametilen diamin ¢o6zeltisi eklenerek
60°C’deki calkalamali su banyosunda 2 saat boyunca karigtirilir. Aminohekzil
matrisi, filtrasyonla toplandiktan sonra 60 ml distile su ve 60 ml sodyum bikarbonat
¢ozeltisiyle yikanir. Aminohekzil matrisine, 15 ml 0.25 N sodyum hidroksit ve 1.5
ml epiklorhidrin ¢ozeltileri eklenerek 60°C’deki ¢alkalamali su banyosunda 30
dakika boyunca karistirilir. Reaksiyondan sonra, epiklorhidrinle aktive olmus ¢itosan
filtrasyonla toplanarak hi¢ epiklorhidrin kalmayincaya dek distile su ile yikanir.
Toplanan ¢itosana 15 ml tanin ¢ozeltisi (pH 7.0) eklenerek 30°C’deki ¢alkalamali su
banyosunda 4 saat boyunca karistirilir. Reaksiyondan sonra aktive olmus citosan
filtrasyonla toplanir ve hi¢ tanin kalmayincaya kadar %20 aseton-su yikama ¢ozeltisi

ile yikanir [45].
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5.2.3.2. Proteaz enziminin tanin-citosan ve citin iizerine fiziksel adsorpsiyon

yontemiyle immobilizasyonu

Bu metotta proteaz enzimi, tanin-c¢itosan ve muamele gormemis citin {izerine ayni
sekilde immobilize edilir. 0.3 g tasiyiciya (tanin-citosan / ¢itin) 300 U proteaz iceren
(0.1 M, pH 9.0 Tris-HCIl ¢o6zeltisi icerisinde ¢oziilmiis) 1 ml enzim ¢ozeltisi eklenir,
4°C sicaklikta bir gece immobilizasyona birakilir. immobilizasyondan sonra tasiyici
baglanmamis enzimin uzaklastiritlmasi i¢in 5 ml Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (0.1 M,
pH 9.0) ile 3 kez yikanir. Immobilize olmus enzimin ve yikama ¢ozeltisi igerisindeki
baglanmamis enzimin aktiviteleri birinci enzim aktivitesi tayin yontemi uygulanarak

tespit edilir [24].

5.2.4. Enzim aktivitesi tayin yontemleri
5.2.4.1. Enzim aktivitesi tayin yontemi 1

Immobilize olmus ve baglanmamis enzimlerin aktiviteleri UV Absorpsiyon
yontemiyle tespit edilir. 1 ml enzim ¢6zeltisi ya da 1 ml enzimin immobilize edilmis
oldugu tasiyict miktarindaki immobilize enzim, 5 ml %0.6’lik kazein ¢ozeltisi (pH
7.2) igerisine konulur 30°C’deki calkalamali su banyosunda 10 dakika boyunca
karistirtlir. 5 ml trikloroasetik asit karisim cozeltisi eklenerek 20 dakika daha
karistirllmaya devam edilir (boylece reaksiyon sonlandirilmig olur). Reaksiyon
karisimi Whatman no.1 filtre kagidi kullanilarak siiziiliir. Cozeltideki tirozin miktari
UV spektrofotometrede 275 nm’deki absorbans degerine bakilarak belirlenir. 1 U
(iinite) enzim aktivitesi, 30°C ve pH 7.2 kosullarinda dakikada 1 pg tirozini agiga

cikaran enzim miktart olarak tanimlanir.
5.2.4.2. Enzim aktivitesi tayin yontemi 2

0.5 ml enzim ¢ozeltisi ya da 0.5 ml enzimin immobilize edilmis oldugu tasiyici
miktarindaki immobilize enzim, 2 ml %?2’lik kazein (pH 8.5) ve 2 ml borat
tampondan (pH 8.5) olusan cozelti igerisine konulur 40°C’deki ¢alkalamali su
banyosunda 30 dakika boyunca karistirilir. 4 ml %30’luk trikloroasetik asit ¢ozeltisi
eklenerek 30 dakika daha kanistirilmaya devam edilir. Reaksiyon karisimi Whatman
no.l filtre kagidi kullamlarak siiziilir. Cozeltideki tirozin miktart UV
spektrofotometrede 275 nm’deki absorbans degerine bakilarak belirlenir. 1 U (iinite)
enzim aktivitesi, 40°C ve pH 8.5 kosullarinda dakikada 1 ug tirozini agiga ¢ikaran

enzim miktar1 olarak tamimlanir [17].
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5.2.4.3. Enzim aktivitesi tayin yontemi 3

I ml enzim c¢ozeltisi ya da 1 ml enzimin immobilize edilmis oldugu tasiyici
miktarindaki immobilize enzim, 2 ml %1.5’luk kazein (pH 9.0) c¢ozeltisi icerisine
konulur, 37°C” deki ¢alkalamali su banyosunda 30 dakika boyunca karistirtlir. 3 ml
%15’1ik trikloroasetik asit cozeltisi eklenerek 30 dakika daha karistirilmaya devam
edilir. Reaksiyon karistmi Whatman no.l filtre kagidi kullanilarak siiziiliir.
Cozeltideki tirozin miktar1 UV spektrofotometrede 275 nm’deki absorbans degerine
bakilarak belirlenir. 1 U (iinite) enzim aktivitesi, 37°C ve pH 9.0 kosullarinda

dakikada 1 pg tirozini aciga ¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlanir [24].
5.2.5. Protein konsantrasyonu tayin yontemi

Immobilizasyondan sonra tasiyici, baglanmamis enzimin uzaklastirilmasi icin
yikanir. Tasiyicinin yikama  ¢ozeltisi  igerisindeki baglanmamis enzimin
konsantrasyonunu belirlemek i¢in UV-spektrofotometresinde 280 nm dalga boyunda
okuma yapilir. Bir kalibrasyon egrisi yardimiyla baglanmamis enzimin protein
konsantrasyonu tespit edilir. Protein konsantrasyonunun tayininde kullanilan

kalibrasyon egrisi Sekil A.2’de gosterilmistir.

5.2.6. Serbest proteaz enziminin karakterizasyonu

5.2.6.1. pH’ 1n enzim aktivitesi ve kararliligi iizerindeki etkisi

Serbest enzimin optimum pH’inin belirlenebilmesi i¢in enzim ile farkli pH
degerlerine (7-12) sahip %0.6’lik kazein cozeltileri birinci enzim aktivitesi tayin
yontemine gore hidroliz reaksiyonuna ugratilir. 200 pl proteaz enzimine 800 pl Tris-
HCI tampon ¢ozeltisi (0.5 M, pH 7.2) eklenir, daha sonra farkli pH’lardaki kazein
cozeltileriyle aktivite tayini yapilir. Tespit edilen relatif aktivitelerin grafige

gecirilmesiyle serbest enzimin optimum pH’1 belirlenmis olur.

Serbest enzimin pH kararliligi relatif aktivitelerin Olciilmesiyle belirlenir. 200 pl
enzime farkli pH degerlerinde (7-12) hazirlanmig 600 pl Britton-Robinson (B-R)
tampon ¢ozeltileri eklenerek 30°C sicaklikta 20 saat bekletilir. Daha sonra 0.5 M pH
7.2 Tris-HCI tampon ¢ozeltisi kullanilarak 1 ml’ye tamamlanir. Referans i¢in 200 pl
enzime 600 pl Tris-HCI tampon ¢o6zeltisi (pH 7.2) eklenerek 4°C sicaklikta 20 saat
bekletilir ve 0.5 M pH 7.2 Tris-HCl tampon ¢ozeltisi kullanilarak 1 ml’ye
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tamamlanir. 20 saat sonunda tiim enzimlerin birinci enzim aktivitesi tayin yontemine

aktiviteleri tespit edilir. Enzimlerin absorbans degerleri referans degere goére okunur.

5.2.6.2. Sicakhi@in enzim aktivitesi ve kararlihg iizerindeki etkisi

Serbest enzimin optimum sicakliginin belirlenebilmesi i¢in enzimle 30°C ile 80°C
arasinda degisen sicakliklarda hidroliz reaksiyonlar1 gerceklestirilerek relatif
aktiviteleri Ol¢iiliir. Bunun i¢in 100 pl enzime 900 pl Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (0.5
M, pH 7.2) eklenir, %0.6’lik kazein c¢ozeltisi (pH 7.2) kullamlarak farkli
sicakliklarda hidroliz reaksiyonu uygulanir. Tespit edilen relatif aktivitelerin grafige

gecirilmesiyle serbest enzimin optimum sicaklig1 belirlenmis edilmis olur.

Serbest enzimin sicaklik kararliliginin belirlenebilmesi i¢in 100 pl proteaz enzimine
900 ul Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (0.5 M, pH 7.2) eklenir. Enzim ¢ozeltisi 30°C ile
80°C arasinda degisen sicakliklarda 30 dakika bekletilir daha sonra birinci enzim

aktivitesi tayin yontemine gore aktivite tespit edilir.

5.2.7. Immobilize proteaz enziminin karakterizasyonu
5.2.7.1. pH’ 1n immobilize enzim aktivitesi ve kararhihigi iizerindeki etkisi

Citin ve citosan lizerine immobilize edilmis enzimlerin optimum pH’ 1mn
belirlenebilmesi i¢in enzim ile farkli pH degerlerine (7-12) sahip %0.6’lik kazein
cozeltileri birinci enzim aktivitesi tayin yontemine gore hidroliz reaksiyonuna
ugratilir. Vermikulit {izerine immobilize edilmis enzimin optimum pH’ 1nin
belirlenebilmesi i¢in ise enzim ile farkli pH degerlerine (7-12) sahip %2’lik kazein
cozeltileri ikinci enzim aktivitesi tayin yoOntemine gore hidroliz reaksiyonuna
ugratilir. Tespit edilen relatif aktivitelerin grafige gecirilmesiyle immobilize enzimin

optimum pH’1 belirlenmis olur.

Immobilize enzimin pH kararlihig: relatif aktivitelerin olgiilmesiyle belirlenir.
Immobilize olmus enzimin tamamina farkli pH degerlerinde (7-12) hazirlanmis 3 ml
Britton-Robinson (B-R) tampon c¢ozeltileri eklenerek 30°C sicaklikta 20 saat
bekletilir. Referans icin immobilize enzime, ¢itin ve ¢itosan iizerine immobilize
edilmisse 3 ml Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (pH 7.2), vermikulit iizerine immobilize
edilmisse 3 ml borat tampon ¢ozeltisi (pH 8.5) eklenerek 4°C sicaklikta 20 saat
bekletilir. 20 saat sonunda citin ve ¢itosan iizerine immobilize edilmis enzimlerin

aktiviteleri birinci enzim aktivitesi tayin yOntemine gore, vermikulit iizerine
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immobilize edilmis enzimin aktivitesi ise ikinci enzim aktivitesi tayin ydntemine

gore tespit edilir. Enzimlerin absorbans degerleri referans degere gore okunur.

5.2.7.2. Sicakh@in immobilize enzim aktivitesi ve kararhlig iizerindeki etkisi

Immobilize enzimin optimum sicaklikhiginin tespit edilebilmesi icin immobilize
enzimle 30°C ile 80°C arasinda degisen sicakliklarda, ¢itin ve citosan iizerine
immobilize edilmis enzimlerde birinci enzim aktivitesi tayin yontemi kullanilarak,
vermikulit {izerine immobilize edilmis enzimde ise ikinci enzim aktivitesi tayin
yontemi kullanilarak hidroliz reaksiyonlar1 gerceklestirilir. Elde edilen relatif

aktiviteler grafige gecirilerek immobilize enzimin optimum sicakligi belirlenir.

Immobilize enzimin sicaklik kararliliginin belirlenebilmesi i¢in immobilize enzim,
30°C ile 80°C arasinda degisen sicakliklarda 30 dakika bekletilir. Daha sonra buza
konularak aniden sogutulur. Aktiviteler Olciildikkten sonra relatif aktiviteler
hesaplanir. Relatif aktivitelerin grafige gegirilmesiyle immobilize enzimin kararli

oldugu sicaklik aralig: tespit edilir.
5.2.7.3. immobilize enzimin raf 6mrii kararhhg

Immobilize enzimin raf 6mrii kararliliginn belirlenebilmesi icin, belirli sayida
tagtyicitya immobilize edilmis enzimler 4°C sicaklikta uygun kosullarda 8 hafta
saklanir. Her hafta bu enzimlerden biri kullanilarak aktivite dl¢iimii yapilir. 8 hafta
sonunda relatif aktiviteler hesaplanarak enzimin ne kadar aktivite kaybettigi tespit

edilir.
5.2.7.4. immobilize enzimin operasyonel kararhihg

Enzimlerin izolasyonu ve saflagtirilmasi uzun siiren ve ¢ok ¢caba gerektiren prosesler
oldugu i¢in enzim immobilizasyonundaki en 6nemli amaglardan biri tasiyiciya
immobilize edilmis olan enzimin bir proseste kullanildiktan sonra geri kazanimi ve

tekrar kullanilabilmesidir.

Immobilize olmus enzimin, immobilizasyon isleminden hemen sonra aktivitesi
Olciiliir. Daha sonra immobilize enzim, immobilizasyon prosesi esnasinda kullanilan
uygun tampon ¢ozelti ile yikanir ve tekrar aktivite Ol¢iimii yapilir. Bu islemler
ardarda tekrarlanarak enzimin kaginci operasyonda ne kadar aktivite kaybettigi tespit

edilir.
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5.2.7.5. immobilize enzimin deterjan uyumlulugu

Immobilize enzimlerin deterjan uyumluluklarinin belirlenmesinde piyasada mevcut
camagtr deterjanlar1 kullanilarak %0.7’lik deterjan ¢ozeltisi hazirlanir. Immobilize
enzimlere 5 ml deterjan ¢ozeltisi eklenir. Deterjan ¢ozeltisi igerisindeki immobilize
enzimler 60°C sicaklikta 0, 1, 2 ve 3’er saat calkalanir. Bu siirelerin sonunda
immobilize enzimlerin aktivitesi tespit edilir. Deterjan uyumlulugunda referans
olarak kullanilacak immobilize enzimlere deterjan ¢ozeltisi eklenmeden ayni islemler

uygulanir [53].
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

6.1. Proteaz Enziminin Farkh Metotlar Kullamlarak immobilize Edilmesiyle

Elde Edilen Verimler

6.1.1 Kovalent baglanma metodu ile immobilize edilmis proteazin

immobilizasyon verimleri

Kovalent baglanma metodu, enzimin ylizeyindeki katalitik aktiviteyi ve substrat
baglanmasimi saglayacak aktif bolgelerinin disinda kalan amino asit yan gruplar ile
tagiyicinin  fonksiyonel gruplart arasinda kovalent baglarin olusmasi seklinde
tanimlanabilir [4]. Tasiyicilarin glutaraldehit bag ajam ile aktive edilmesi enzim
immobilizasyonunda kullanilan en popiiler tekniklerden biridir. Gayet basit ve etkili
olan bu metot, enzimin tasiyiciya ¢ok noktada baglanmasina ve tasiyiciyla enzim
arasinda capraz baglar olusturarak enziminin kararliliginin artmasina yardimci olur

[46].

Proteaz enziminin kovalent baglanma metodu ile farkli tasiyicilar iizerine
immobilizasyonu sonucunda elde edilen immobilizasyon verimleri Tablo 6.1°de

goriilmektedir.

Tablo 6.1: Proteaz enzimin c¢itin, citosan ve vermikulit iizerine immobilizasyon
verimleri

Eklenen Baglanmamis | Immobilize Immobilizasyon
Tasiyici enzim (A) enzim (B) enzim (C) verimi
(U/g tastyic) | (U/g tastyict) (U/g tasiyici) =C/(A-B)%
Citin 1000 681.6 268.4 84.3
Citosan 1000 697.4 245.6 81.2
Vermikulit 350 176.7 94.9 54.8
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Deneysel analizler glutaraldehitle muamele edilen citin ve ¢itosan {izerine baglanmis
proteaz enziminin immobilizasyon verimlerinin iyi oldugunu gostermektedir. Tablo
6.1’de gosterildigi gibi ¢itin kullanilarak yapilan proteaz immobilizasyonu %84.3
verimle sonuglanirken, citosan ile yapilan proteaz immobilizasyonu sonucunda ise
%81.2 verim elde edilmistir. Elde edilen immobilizasyon verimleri literatiirdeki
benzer calismalarda tespit edilen verimlerden daha yiiksektir. Bacillus mycoides
mikroorganizmasindan iiretilen alkalin proteaz enziminin c¢itin ve c¢itosan iizerine
glutaraldehit bag ajam1 kullanilarak immobilize edildigi bir ¢calismada c¢itin iizerine
immobilize edilen alkalin proteazin immobilizasyon verimi %79.3 ve ¢itosan iizerine
immobilize edilen alkalin proteazin immobilizasyon verimi ise %77.4 olarak tespit

edilmistir [24].

Deneysel bir ¢alismada, glutaraldehit bag ajami ile muamele edilerek aktivasyonlari
saglanan tasiyicilarin daha kararli bir enzim aktivitesi sergiledikleri rapor edilmistir

[27].

Citin ve citosan lizerine glutaraldehit bag ajani kullanilarak keratinaz enzimin
immobilize edildigi deneysel ¢alismada immobilizasyon verimleri sirasiyla %59.16

ve %59.54 olarak bulunmustur [47].

Citozan (citosan ve ksantan biyopolimerlerinin arasinda meydana gelen iyonik baglar
ve van der Waal’s etkilesimleriyle olusan bir poliiyonik hidrojel) lizerine immobilize
edilmis PRO XIX = Aspergillus sojae fungal tip proteaz XIX ve TRY = tripsin II.S
porsin pankreas (EC 3.4.21.11) enzimlerinin immobilizasyonu sonucunda

immobilizasyon verimleri sirastyla %77.2 ve %80.2 olarak tespit edilmistir [31].

Goriiniiste mikaya benzeyen, yiiksek iyon ve adsorpsiyon kapasitelerine ve genis
yiizey alanina sahip filosilikat (katmanli mineral yapisi) grubu bir mineral olan
vermikulit {izerine glutaraldehit bag ajam aracilifiyla immobilize edilen proteaz
enziminin immobilizasyon verimi Tablo 6.1’den de goriildiigii gibi %54.8 olarak
tespit edilmistir. Vermikulit kullamilarak elde edilen immobilizasyon verimi
literatiirde yer alan benzer bir c¢aligmadakinden daha yiiksektir. Glutaraldehit
kullanilarak aktive edilmis vermikulit iizerine baglanan alkalin proteaz enziminin
immobilizasyon verimi yiiksek molekiil agirlikli bir substrat olan kazein varliginda

aktivite dl¢iimii neticesinde %36.3 olarak tespit edilmistir [17].
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Vermikulitle yapilan immobilizasyon deneyinde ¢itin ve citosanla yapilan
immobilizasyon deneylerine gore daha diisiik verim elde edilmesinin nedeni bircok
parametreye bagli olabilir. Tasiyict matrise baglanan enzimin korunan aktivitesi
enzimin Ozgiilligline, substratin c¢esidine ve immobilizasyon metoduna baghdir.
Vermikulit tizerine immobilize edilen alkalin proteazin diisitk molekiil agirlikli bir
substrat olan hemoglobin ile aktivite Olciimii sonrasinda immobilizasyon verimi

%352.25 olarak tespit edilmistir [17].

Bu calismada enzim aktiviteleri sadece kazein substrati kullanilarak 6l¢iildiigi i¢in
vermikulitle yapilan immobilizasyon sonucunda ¢itin ve citosanla yapilan

immobilizasyon verimlerine gore daha diisiik verim elde edilmis olabilir.

6.1.2. iyonik baglanma metodu ile immobilize edilmis proteazin immobilizasyon

verimleri

Iyonik baglanma metodu enzimin iyon degistirici ajanlar igeren ve suda ¢oziinmeyen
bir tasiyiciya iyonik olarak baglanmasi esasina dayanir. Genellikle iyon-degistirici

merkezlere sahip olan polisakkaritler ve sentetik polimerler tastyici olarak kullanilir.

Iyonik baglanma metodu, diger metotlara gore daha diisiik baglanma kapasitesine
sahip olmasina ragmen, kolay uygulanabilirlik, tasiyicilarin yenilenebilirligi ve
enzimin aktif bolgelerini degisiklige ugratmama gibi faydalarindan dolay1

immobilizasyon ¢aligmalarinda uygulanan bir yontemdir [4].

Bu caligmada proteazin iyonik baglanma metoduyla immobilizasyonu deneylerinde,
katyon tagiyicilar olarak Dowex S0W-X8(H), Amberlite IR-120, anyon tasiyicilar
olarak ise Dowex 1x8 Cl, Ecteola23 Cellulose, DEAE-Cellulose ve BD-Sephadex
gibi farkli iyon degistiriciler kullamilmistir. Proteazin iyonik baglanmasi sonucunda

elde edilen immobilizasyon verimleri Tablo 6.2.”de goriilmektedir.

Deneysel analizler Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (pH 9.0) ile dengeye gelmesi saglanan
iyon degistiriciler iizerine baglanmis proteaz enziminin immobilizasyon verimlerinin
cok iyi olmadigini gostermektedir. Iyonik baglanma deneylerindeki en yiiksek verim
Ecteola23 Cellulose anyon tasiyicisiyla %26.5 olarak tespit edilmistir. Tablo 6.2’den
goriildiigi gibi Dowex 50W-X8(H) ile yapilan immobilizasyon sonucunda %13.7,
Amberlite IR-120 ile yapilan immobilizasyon sonucunda %10.4, Dowex 1x8 Cl ile
yapilan immobilizasyon sonucunda %13.8, DEAE-Cellulose ile yapilan

immobilizasyon sonucunda %11.9 ve BD-Sephadex ile yapilan immobilizasyon
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sonucunda ise %10.7 verim tespit edilmistir. Elde edilen verimler c¢ok yiiksek
olmamasina ragmen literatiirde yer alan benzer calismadakilere gore daha yiiksektir.
Bacillus mycoides mikroorganizmasindan iiretilen alkalin proteaz enziminin iyon
degistiriciler iizerine immobilize edildigi bir calismada DEAE-Sephadex A 25
izerine immobilize edilen alkalin proteazin immobilizasyon verimi %7.34, Dowex-
S50W {izerine immobilize edilen alkalin proteazin immobilizasyon verimi %8.86,
Amberlite IR-120 iizerine immobilize edilen alkalin proteazin immobilizasyon
verimi %]15.02, Dowex 1x4 (Cl) iizerine immobilize edilen alkalin proteazin
immobilizasyon verimi %5.42, DEAE-Cellulose iizerine immobilize edilen alkalin
proteazin immobilizasyon verimi %6.23 ve Ecteola-Cellulose iizerine immobilize

edilen alkalin proteazin immobilizasyon verimi ise %5.2 olarak tespit edilmistir [24].

Tablo 6.2: Proteaz enzimin farkli iyon-degistiriciler {izerine immobilizasyon
verimleri

Eklenen Baglanmamis | jmmobilize Immobilizasyon
Tastyict enzim (A) enzim (B) enzim (C) verimi

(U/g tasiyict) | (U/g tastyicy) (U/g tasiyicr) | =C/(A-B)%
Dowex 50W-
X8(H) 1000 710.9 39.5 13.7
Amberlite IR- 1000 674.7 34.0 10.4
120
Dowex 1x8 ClI 1000 724.0 38.1 13.8
Ecteola23 1000 771.9 60.5 26.5
Cellulose
DEAE-
Cellulose 1000 665.1 39.8 11.9
BD-Sephadex 1000 656.8 36.9 10.7

Goriildiigii gibi iki ¢calismadaki hemen hemen aymni tasiyicilarla yapilan deneylerde en

yilksek verimler farkli tasiyicilarda elde edilmistir. Enzimlerin tasiyicilara
baglanmalari, kullanilan tampon ¢ozeltiler, ortamin pH’1, iyonik kuvvetler ve
sicaklik gibi bir¢ok parametreden etkilendigi i¢in sonuglar farkli caligmalarda farkl

sekilde elde edilmistir.
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6.1.3. Fiziksel adsorpsiyon metodu ile immobilize edilmis proteazin

immobilizasyon verimleri

Fiziksel adsorpsiyon metodu bir enzimin, suda ¢dziinmeyen bir tasiyici yiizeyine
baglanmasi esasina dayanmaktadir. Fiziksel adsorpsiyon metodunda enzim tasiyiciya
hidrojen baglar1, hidrofobik etkilesimler ve van der Waal’s kuvvetleri ya da bunlarin

birlikte etkilesimi ile baglanmaktadir [4].

Fiziksel adsorpsiyon yoOnteminde, epiklorhidrin metoduyla aktive edilmis tanin-
citosan ve muamele gormemis citin kullanilmistir. Tablo 6.3’te goriildiigii gibi
muamele gdormemis c¢itin kullanilarak yapilan proteaz immobilizasyonu sonucunda
verim %44.2, tanin-¢itosan kullanilarak yapilan proteaz immobilizasyonu sonucunda

elde edilen verim ise %77.8’dir.

Tablo 6.3: Proteaz enzimin ¢itin ve tanin-¢itosan tizerine immobilizasyon verimleri

Eklenen Baglanmamis Immobilize Immobilizasyon
Tasiyict | enzim (A) enzim (B) enzim (C) verimi
(U/g tastyic) | (U/g tastyict) (U/g tasiyici) =C/(A-B)%
Citin 1000 636.1 160.8 44.2
Tanin- 1000 765.4 182.4 77.8
citosan

Citosanla yapilan fiziksel adsorpsiyon deneyinde immobilizasyon prosesinden once
citosan biyopolimerinin adsorpsiyon kapasitesinin artirilmasi amaciyla deneysel
boliimde ayrintili sekilde anlatildigi gibi bir aktivasyon islemi uygulanmistir. Bu
amagla proteinler icin spesifik bir adsorban olan, metal iyonu hari¢ baska organik ve

inorganik bilesikleri adsorbe etmeyen, tanin kullanilmistir [48].

Suda ¢oziinmeyen bir biyopolimer olan ¢itosan once epiklorhidrin ve hekzametilen
diaminle muamele edilerek {izerinde taninin tutunmasim saglayacak bolgeler
olusturulmustur. Hekzametilen diamin bosluk yaratici ajan olarak kullanmilmustir.
Citosanin tiizerinde bosluklar olusturulduktan sonra epiklorhidrin bag ajam ile
muamele edilerek iizerinde tanin ile capraz baglanmaya olanak verecek bolgeler
meydana getirilmistir. Epiklorhidrinle yapilan islemden sonra aktive olmusg

aminohekzil matrisi tanin c¢ozeltisiyle muamele edilmis ve taninin aminohekzil
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matrisi lizerine adsorbe olmasi saglanmistir. Ayrica bu islemlerden dnce ¢itosanin ilk
olarak sodyum hidroksit alkali ¢ozeltisi ile muamele edilmesi, ¢itosan ile tanin
arasindaki kovalent baglanmaya olanak saglayacak kimyasal gruplarin artmasina yol

acmaktadir.

Bu yiizden, iyi bir protein adsorbani olan tanin kullanilmasiyla hazirlanmis tanin-
citosan iizerine yapilan proteaz immobilizasyonu, citinle yapilan immobilizasyondan
daha iyi sonug¢ vermistir. Literatiirde yer alan benzer bir calismadaki immobilizasyon
verimlerinden daha yiiksek sonuglar elde edilmistir. Bacillus mycoides
mikroorganizmasindan elde edilen alkalin proteazin fiziksel adsorpsiyon metoduyla
citin ve tanin-citosan iizerine immobilizasyonlar1 sonucunda elde edilen verimler

%3.93 ve %3.11°dir [24].

6.2. immobilize Proteaz Enziminin Karakterizasyonu

Kovalent baglanma metodunda enzim ile tasiyicimin baglanmasi g¢aprazlanmis
kovalent baglarla saglandigl icin enzimin kararlilifi daha yiiksektir. Bu sebeple
kovalent baglanma ile immobilize edilmis proteaz enziminin karakterizasyonu igin,
enzimin optimum pH, pH kararliligi, optimum sicaklik, sicaklik kararliligi, raf dmrii
kararliligi, tekrar kullanilabilme kararliligi ve deterjan uyumlulugu incelenmistir. Bu
calismalardaki immobilize enzimlerin optimum pH ve sicakliklariyla, sicaklik ve pH

kararliliklar serbest enziminkiyle kiyaslanacaktir.
6.2.1. pH’ 1n immobilize enzim aktivitesi ve kararlilig iizerindeki etkisi

6.2.1.1. Optimum pH

Serbest ve immobilize enzimlerin optimum pH’lar1, 7-12 pH aralifinda farkli pH’lara

sahip kazein ¢ozeltileri kullanilarak tespit edilmistir.

Serbest enzim ile citin ve ¢itosan iizerine immobilize edilmis enzimlerin relatif

aktiviteleri Tablo 6.4’te verilmistir.
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Tablo 6.4: Citin ve c¢itosan iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis
enzimlerin optimum pH’lar

Relatif Aktivite (%)
pH Serbest Enzim Citin Uzerine Immobilize . Citosan Uzerine
Edilmis Enzim Immobilize Edilmis Enzim
7.0 64.1 48.0 45.6
8.0 70.3 57.0 70.4
9.0 100.0 91.1 82.7
10.0 93.9 100.0 100.0
11.0 78.7 46.8 75.7
12.0 76.4 17.9 52.2

Sekil 6.1’den daha net bir sekilde goriilebildigi gibi serbest enzimin optimum pH’1
9.0 olarak, citin ve citosan iizerine immobilize edilmis proteaz enziminin optimum

pH’1ise 10.0 olarak bulunmustur.

Proteazin kovalent baglanmayla immobilizasyonu sonucunda enzimin optimum pH’1
her iki tasiyicida da artis gostermistir. Bunun sonucunda enzimin kararli olarak
calisabilecegi pH bolgesi genislemistir. Immobilize enzimlerin  optimum
pH’larindaki bu degisim, saglayabilecegi teknolojik faydalar acisindan ¢ok biiyiik
onem tagimaktadir. Immobilize edilmis enzimin bu 6zelligi, bir proseste reaktanlarin
ve lrlinlerin kararliliklarina ve c¢oziinebilirliklerine daha uygun ve serbest enzimin
optimum pH’indan farkli bir pH degerinde prosesin yiiriitiilmesine ve enzimin benzer

pH bolgelerine sahip olmayan enzimler ile birlikte calismasina olanak saglayabilir

[6].
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Sekil 6.1: Citin ve citosan iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis

enzimlerin optimum pH’lar1

Vermikulit iizerine immobilize edilmis proteaz enziminin optimum pH’1, 7-12 pH

araliginda farkli pH degerlerine sahip kazein ¢ozeltileri ile hidroliz reaksiyonlari

sonucunda yapilan aktivite dl¢limii ile tespit edilmistir.

Serbest enzim ve vermikulit {izerine immobilize edilmis enzimlerin relatif aktiviteleri

Tablo 6.5’te gosterilmektedir.

Tablo 6.5: Vermikulit iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis enzimin
optimum pH’1

Relatif Aktivite (%)
. Vermikulit Uzerine Immobilize
Serbest Enzim o .
Edilmis Enzim
7.0 64.1 77.8
8.0 70.3 90.7
9.0 100.0 98.2
10.0 93.9 100.0
11.0 78.7 96.9
12.0 76.4 85.0
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Sekil 6.2°den daha net bir sekilde goriilebildigi gibi serbest enzimin optimum pH’1
9.0 olarak, vermikulit iizerine immobilize edilmis proteaz enziminin optimum pH’1

ise 10.0 olarak bulunmustur.

120
S
o 100
E —— Serbestenzim
=
<
"‘g 80 - —@— Vermikulit izerine
) immobilize edilmig
o enzim
60 T T ‘
6 8 10 12
pH

Sekil 6.2: Vermikulit lizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis enzimin
optimum pH’1
Proteazin her ii¢ tasiyiciya kovalent baglanmayla immobilizasyonu sonucunda

enzimin optimum pH’1 artmistir.

Enzimin optimum pH’indaki bu artisin nedeni immobilize olmus proteazin
mikrogevresindeki hidrojen iyonu konsantrasyonunun degisimi olabilir. immobilize
enzim-tasiyici arayiizeyindeki hidrojen iyonu konsantrasyonu, immobilize enzimin
mikrogevresindeki hidrojen iyonu konsantrasyonuna kiyasla daha yiiksek olabilir. Bu
durumda her iki ortamdaki hidrojen iyonu konsantrasyonlarinin dengeye gelmesi i¢in
hidrojen iyonlar1 immobilize enzim-tasiyici arayiizeyinden enzimin mikrogevresine
dogru haraket ederler. Bu da immobilize enzimin optimum pH’inin artmasina neden

olur.

Bu c¢alismada elde edilen sonuclara karsin, literatiirdeki caligmalarda genellikle
immobilize enzimin optimum pH’inda bir artis olmadigi agiklanmistir. Papain
enziminin gozenekli citosan tanecikleri iizerine immobilize edildigi bir deneysel
calismada, papainin serbest enzimle ayn1 pH degerine (pH 8.0) sahip oldugu tespit

edilmistir [25]. Bacillus mycoides’den elde edilen alkalin proteazin ¢itin ve ¢itosan
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izerine immobilize edilmesi sonucunda optimum pH’lar serbest enzimin optimum
pH’indan (9.0) daha asidik bir bolgede, sirasiyla 8.71 ve 8.7 olarak belirlenmistir
[24]. Pseudomonas aeruginosa K-187°’den elde edilen proteazin polimerik bir
tasiyiciya kovalent baglanma metoduyla immobilizasyonu sonucunda ise immobilize
enzimin optimum pH’inda bir degisiklik gozlenmemistir [29]. Fakat alkalin proteazin
vermikulit iizerine immobilize edildigi deneysel ¢aligmada serbest enzimin optimum
pH’1 8.5-9.0 araliginda tespit edilirken, immobilize enzimin optimum pH’1 10.0

olarak belirlenmistir [17].

6.2.1.2. pH kararhhig:

Serbest ve immobilize enzimlerin pH kararliliklar1 pH 7-12 aralifinda farkli pH
degerlerine sahip Britton-Robinson cozeltileri kullanilarak belirlenmistir. Serbest
enzim ile ¢itin ve ¢itosan iizerine immobilize edilmis enzimlerin relatif aktiviteleri
Tablo 6.6’da verilmistir. Bu relatif aktiviteler Sekil 6.3’te goriildiigii gibi grafige
gecirilerek kararli pH bolgeleri tespit edilmistir.

Serbest enzim pH 8-11 arasinda kararli bir davramis gosterirken, citin iizerine
immobilize edilmis enzim pH 8-11, ¢itosan lizerine immobilize edilmis enzim ise pH

9-11 arasinda kararhilik gostermistir.

Tablo 6.6: Citin ve c¢itosan iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis
enzimlerin pH kararliliklar

Relatif Aktivite (%)
pH Citin Uzerine immobilize Citosan Uzerine
Serbest Enzim Edilmis Enzim Immobilize Edilmis Enzim

7.0 39.1 52.9 47.2

8.0 90.4 86.3 61.0

9.0 100.0 95.3 91.0

10.0 98.3 100.0 100.0

11.0 82.2 87.0 94.1

12.0 53.5 70.2 59.0
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Sekil 6.3’ten daha net goriilebildigi gibi c¢itin iizerine immobilize edilmis enzimle,
serbest enzimin kararli oldugu pH araligi (8-11) aymidir. Fakat citosan iizerine
immobilize edilmis enzimin kararli oldugu pH araligi (9-11) serbest enziminkine

kiyasla daralmistir.

Diisiik bir pH degeri olan pH 7.0’de serbest enzimin relatif aktivitesi %39.1 olarak
immobilize enzimlerin ayn1 pH degerindeki relatif aktivitelerine gore daha diisiik bir
aktivite gostermistir. Citin {izerine immobilize edilen enzimin pH 7.0’deki relatif
akitivitesi %52.9, citosan lizerine immobilize edilen enzimin pH 7.0’deki relatif

aktivitesi ise %47.2’dir.

pH 12’de ise serbest enzimin relatif aktivitesi %53.5, citosan iizerine immobilize
edilmis proteazin relatif aktivitesi %70.2 ve c¢itin iizerine immobilize edilmis

proteazin relatif aktivitesi ise %59’dur.
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Sekil 6.3: Citin ve citosan iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis

enzimlerin pH kararliliklan

Serbest enzim ve vermikulit {izerine immobilize edilmis enzimin relatif aktiviteleri
Tablo 6.7°de verilmistir. Bu relatif aktiviteler Sekil 6.4’te goriildiigii gibi grafige

gecirilerek kararli pH bolgeleri tespit edilmistir.
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Tablo 6.7: Vermikulit iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis enzimin pH

kararlilig
Relatif Aktivite (%)
PH . Vermikulit Uzerine Immobilize
Serbest Enzim Edilmis Enzim
7.0 39.1 75.9
8.0 90.4 95.0
9.0 100.0 96.2
10.0 98.3 100.0
11.0 82.2 97.3
12.0 53.5 84.3

Sekil 6.4’ten daha net goriilebildigi gibi serbest enzim ile vermikulit {izerine

immobilize edilmis enzimin kararli oldugu pH araligi aymidir (8-11). Fakat pH 7°de

serbest enzimin relatif aktivitesi %39.1 iken, vermikulit {izerine immobilize edilmis

enzimin relatif aktivitesi %75.9’dur. pH 12’de ise serbest enzim %53.5 relatif

aktiviteye, immobilize enzim ise %84.3 relatif aktiviteye sahiptir.
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Sekil 6.4: Vermikulit iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis enzimin pH

kararlilig
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Diisiik ve yiiksek pH degerlerinde immobilize enzimin serbest enzimden daha
yiikksek relatif aktiviteye sahip olmasi, immobilizasyon prosesinin enzimin pH
kararliligm artirdigin1  gostermektedir. Daha ©nce yapilmis benzer c¢aligmalarda
tasiyiclya, immobilizasyon metoduna ve daha ©Onceki boliimlerde anlatilan diger
immobilizasyon parametrelerine bagli olarak, bazi immobilizasyon prosesleri
sonucunda enzimin pH kararlilig1 artarken, bazilarinda ise serbest enzime kiyasla bir
degisiklik gozlenmemistir. Papainin gézenekli ¢itosan tanecikleri {izerine immobilize
edildigi calismada, pH profilinde bir genisleme oldugu ve immolize edilmis enzimin
serbest enzime kiyasla yiiksek pH degerlerinde daha kararli oldugu tespit edilmistir
[25]. Aspergillus oryzae’den elde edilen keratinaz enziminin immobilizasyonu
sonucunda immobilize enzimin kararli oldugu pH aralifinda (3.6-10.7) serbest
enzime kiyasla bir degisiklik olmamistir [47]. Pseudomonas aeruginosa K-187’den
elde edilen proteazin polimerik bir tasiyiciya kovalent baglanma metoduyla
immobilizasyonu sonucunda immobilize enzimin kararli pH bolgesi 7-9’dan 6-9° a
genislemistir [29]. Bacillus licheniformis’den elde edilen proteazin silika tiirevleri
izerine immobilizasyonu sonucunda pH kararliliginda kayda deger bir degisiklik
olmamustir [32]. Alkalin proteazin vermikulit iizerine immobilize edildigi ¢calismada
pH kararliliginin tespiti i¢in serbest ve immobilize enzimler farkli pH degerlerinde
30°C’de 2 saat bekletilmistir. Bunun sonucunda immobilize enzimin kararli oldugu
pH araliginin 5-11 araligina genisledigi ve ayrica serbest enzimin 8’in altindaki pH

degerlerinde daha az aktivite gosterdigi tespit edilmistir [17].
6.2.2. Sicakhigin immobilize enzim aktivitesi ve kararliig: iizerindeki etkisi

6.2.2.1. Optimum sicaklik

Sicakligin immobilize enzimlerin aktivitesi lizerindeki etkisi endiistriyel uygulamalar
acisindan ¢ok ©nemlidir. Immobilize enzimin optimum sicaklikliginin tespit
edilebilmesi igin immobilize enzimle 30°C ile 80°C arasinda degisen sicakliklarda
hidroliz reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Tablo 6.8 optimum sicakligin tespiti
amaciyla serbest enzim, ¢itin ve ¢itosan iizerine immobilize edilmis enzimlerin farkl

sicakliklarda elde edilen relatif aktivitelerini gostermektedir.
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Tablo 6.8: Citin ve c¢itosan iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis
enzimlerin optimum sicakliklar

Relatif Aktivite (%)
Sl:(];l . Serbest Enzim 1mr(r§(l)ttl)ErillIil[z;eZE:ililemi§ Immo(l;)ii;?zsealllagfgii;]eznzim
30 34.2 30.8 44.9
40 70.8 36.8 54.9
50 100.0 58.4 80.1
60 96.7 100.0 100.0
70 85.1 91.7 78.6
80 45.4 91.6 67.5

Tablo 6.8’de goriildiigii gibi serbest enzimle en yiiksek aktivite 50°C sicaklikta,

citinle ve ¢itosanla immobilize edilmis enzimlerle ise 60°C olarak tespit edilmistir.
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Sekil 6.5: Citin ve citosan iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis

enzimlerin optimum sicakliklar
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Sekil 6.5°’te de goriilebildigi gibi, citin ve ¢itosan kullamilarak yapilan

immobilizasyon sonucunda enzimin optimum sicakligi 10°C artmustir.

Tablo 6.9 optimum sicakligin tespiti amaciyla, vermikulit lizerine immobilize edilmis
enzimin farkli sicakliklarda elde edilen relatif aktivitelerini gdstermektedir. Serbest
enzim 50°C’de maksimum aktivite verirken, vermikulit iizerine immobilize edilmis

proteaz 60°C’de maksimum aktivite gostermistir.

Tablo 6.9: Vermikulit iizerine immobilize edilmis enzimin optimum sicaklig

Relatif Aktivite (%)
Sicaklik . Vermikulit Uzerine Iimmobilize Edilmis
°C) Serbest Enzim Enzim
30 34.2 17.1
40 70.8 31.9
50 100.0 56.7
60 96.7 100.0
70 85.1 97.7
80 45.4 67.4

Sekil 6.6’dan da goriildiigii gibi proteazin vermikulit iizerine immobilizasyonu

sonucunda optimum sicaklik 10°C artmustir.

Citin, citosan ve vermikulit tasiyicilart iizerine kovalent baglanma metodu ile

immobilize edilmis proteazin optimum sicaklig her ii¢ tasiyicida da 10°C artmstir.

Kovalent baglarla baglanan enzimlerin serbest enzimlere kiyasla yiiksek 1silara karsi
daha dayanikli olmalarinin sebebi enzimle tasiyici arasindaki kovalent baglarla

saglanan konformasyonel biitiinliiktiir [49].

61



120

100 A
’\o‘ 80 —&— Serbest enzim
o
2
= 60 1
< —@— Vermikulit
< lizerine
w40 immobilize
E edilmis enzim
& 20 -

0 T T T
20 40 60 80 100
Sicaklik (°C)

Sekil 6.6: Vermikulit tizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis enzimin

optimum sicakligi

Optimum sicakliktaki, yiiksek sicakliklara dogru olan bu artis, enzimin
immobilizasyon prosesiyle tasiyiciya baglanmasi sonucunda tastyicinin belli
bolgelerine lokalize olmasindan dolayr enzim-substrat bilesiginin olusmasinda,
substratin enzimin aktif bolgelerine ulasmasindaki engellerin ortadan kalkmasidir.
Daha once yapilan calismalarda yine immobilizasyon parametrelerine baglh olarak
degisik sonuclar elde edilmistir. Bacillus mycoides’den elde edilen alkalin proteazin
optimum sicakligi 50°C olarak bulunmus, ¢itin iizerine immobilize edilmis enzimin
optimum sicaklifinda bir degisiklik gozlenmezken, citosan iizerine immobilize
edilmis alkalin proteazin optimum sicakligi 55°C’ye yiikselmistir [24]. Vermikulit
lizerine immobilize edilmis alkalin proteazin optimum sicakligimin (60°C) serbest
alkalin proteazinkiyle ayni oldugu saptanmistir [17]. Pseudomonas aeruginosa K-
187’den elde edilen proteazin polimerik bir tasiyiciya kovalent baglanma metoduyla
immobilizasyonu sonucunda serbest enzimin optimum sicakhig 60°C iken,
immobilize enzimin optimum sicakligi 50°C’ye gerilemistir [29]. Conidiobolus
macrosporus’dan elde edilen proteazin optimum sicakhigi 40°C olarak bulunmusg,
glutaraldehit kullanarak poliamit {izerine immobilize edilmis proteazin optimum

sicakligr ise 50°C olarak tespit edilmistir [30].

62



6.2.2.1. Sicaklik kararhhg

Serbest ve immobilize enzimlerin sicaklik kararliliklarinin belirlenebilmesi i¢in 30°C
ile 80°C arasinda degisen sicaklik araliginda calisilmistir. Tablo 6.10 sicaklik
kararliliginin tespiti amaciyla serbest ve immobilize enzimlerin farkli sicakliklarda

elde edilen relatif aktivitelerini gostermektedir.

Tablo 6.10: Citin ve c¢itosan {iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis
enzimlerin sicaklik kararliliklar

Relatif Aktivite (%)
Sicaklik Serbest Citin Uzerine immobilize | Citosan Uzerine Immobilize

°C) Enzim Edilmis Enzim Edilmis Enzim

30 90.2 90.8 70.7

40 96.8 98.2 93.8

50 100.0 99.4 94.2

60 66.1 100.0 100.0

70 7.1 76.6 68.1

80 3.7 71.6 67.4

Tablodaki degerlerden ve Sekil 6.7°den de goriilebildigi gibi kovalent baglanmayla
immobilizasyon sonucunda ¢itin ve ¢itosan iizerine immobilize olmus enzimlerin

sicaklik kararliliklar agik sekilde artmistir.

Serbest enzimin relatif aktivitesi 50°C’den sonraki sicakliklarda hizla diiserken, ¢itin
ve ¢itosan iizerine immobilize olmus enzimler 80°C’ye kadar olan sicakliklarda hala
aktivitelerini korumaktadirlar. Serbest enzim 40°C-50°C arasindaki sicaklik
araliginda kararli iken, ¢itin ve ¢itosan iizerine immobilize edilmis enzimlerin kararl

olduklart sicaklik araligi 40°C-60°C’ye genislemistir.

70°C’de serbest enzim orijinal aktivitesinin %?7.1’ini Kkorurken, ¢itin {lizerine
immobilize edilmis enzim orijinal aktivitesinin %76.6’sin1, ¢itosan iizerine

immobilize edilmis enzim ise orijinal aktivitesinin %68.1’ini korumustur.
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Sekil 6.7: Citin ve citosan iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis

enzimlerin sicaklik kararliliklar:

Sicaklik kararliligi deneylerinde ¢alisilan en yiiksek sicaklik olan 80°C’de ise serbest

enzim orijinal aktivitesinin %3.7’sini, citin {izerine immobilize edilmis enzim

9%71.6’s1n1, ¢itosan iizerine immobilize edilmis enzim ise %67.4’iinii korumustur.

Tablo 6.11 vermikulit iizerine immobilize edilen proteazin sicaklik kararlilig

deneyleri sonucunda elde edilen relatif aktivitelerini gostermektedir.

Tablo 6.11: Vermikulit lizerine immobilize edilmis enzimin sicaklik kararlilig

Relatif Aktivite (%)
Sicaklik ) ‘

°C) Serbest Enzim Vermikulit Uzerine Immobilize Edilmis Enzim
30 90.2 61.3

40 96.8 76.2

50 100.0 93.4

60 66.1 100.0

70 7.1 94.3

80 3.7 66.8
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Tablo 6.11°den goriilebildigi gibi proteazin kovalent baglanma metoduyla vermikulit
izerine immobilize edilmesi enzimin farkli sicakliklarda daha kararli hale gelmesine
olanak saglamistir. Sekil 6.8’den net bir sekilde goriilebildigi gibi serbest enzim
40°C-50°C arasindaki sicaklik araliginda kararli iken, vermikulit iizerine immobilize

edilmis enzimin kararli oldugu sicaklik araligi 50°C-70°C araligina genislemistir.

70°C’de serbest enzim orijinal aktivitesinin %7.1°ini korurken, vermikulit iizerine

immobilize edilmis proteaz orijinal aktivitesinin %94.3’iinii korumustur.

En yiiksek sicaklik degeri olan 80°C’de ise serbest enzimin relatif aktivitesi %3.7
iken, vermikulit iizerine immobilize edilmis enzimin relatif aktivitesi %66.8’dir. Bu
sonuclardan yola c¢ikarak immobilize enzimlerin serbest enzime kiyasla sicaklik

kararliligin artirdiklar1 sdylenebilir.
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Sicaklik (°C)

Sekil 6.8: Vermikulit tizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis enzimin

sicaklik kararlilig

Citin, ¢itosan ve vermikulit tasiyicilart iizerine kovalent baglanma metoduyla
immobilize edilmis proteaz enzimi, her ii¢ tasiyiciyla birlikte sicaklik kararliliginda

artig gostermistir.

Immobilize enzimlerin sicaklik kararliliklarindaki artislarin sebebi, enzimlerin suda

¢coziinmeyen dayanikli tasiyicilara cok noktada iyi bir sekilde baglanmalaridir. Daha
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onceki boliimlerde bahsedildigi gibi bag ajami olarak kullanilan glutaraldehit enzim
ile tasiyici arasinda olusan kovalent baglarin caprazlanmasini saglayarak enzimin
tasiyict iizerindeki kararliligini daha da artirmaktadir. Protein molekiilii tasiyiciya
baglandiginda yapisal olarak da daha dayanikli hale gelmektedir.

Ayrica termal kararhiliktaki bu artis enzimin tasiyiciya baglanmasindan dolayi
hareketliliginin kisitlanmas1 bir bagka deyisle, konformasyonel esnekliginin
azalmasindan dolay1 yiiksek sicakliklardaki termal inaktivasyona kars1i daha
dayanikli hale gelmesine olanak saglar [50,51].

Literatiirde, bu calismadakilere benzer sonuglar elde edilmistir. Vermikulit iizerine
immobilize edilmis alkalin proteazin sicaklik kararliligi, serbest enzimin yapisindaki
zayif iyonik giiclerin ve hidrojen baglarmin immobilizasyon prosesi sonucunda
kararli hale gelmesiyle artmistir [17]. Pseudomonas aeruginosa K-187’den elde
edilen proteazin polimerik bir tasiyictya kovalent baglanma metoduyla
immobilizasyonu sonucunda immobilize enzimin sicaklik kararliliinda artis
gozlenmistir [29]. Conidiobolus macrosporus’dan elde edilen proteazin glutaraldehit
kullanilarak poliamit iizerine immobilizasyonu sonucunda immobilize enzim 60°C
sicaklikta serbest enzime kiyasla 10 kat daha yiiksek aktivite gostermis, ve
termokararhiligt da artmistir [30]. Serratia marcescens’den elde edilen alkalin
proteazin interpolimer kompleksler iizerine immobilizasyonu sonucunda kararl

oldugu sicaklik aralig1 serbest enziminkine kiyasla genislemistir [52].
6.2.3. Immobilize enzimin raf 6mrii kararhhg

Immobilize enzimlerin endiistriyel kullamghliklarimin arastirilmas1 icin diisiik
sicakliklardaki enzimatik aktivite kayiplarinin 6lciilmesi raf omrii kararlilign olarak
tanimlabilir. Raf omrii kararliligi immobilize enzimlerin en 6nemli karakterizasyon

parametrelerinden biridir.

Tablo 6.12 ¢itin ve citosan iizerine kovalent baglanma metoduyla immobilize edilmis

enzimlerin raf 6mrii kararliliklarin1 gostermektedir.

Immobilize enzimlerin 4°C sicaklikta 56 giin boyunca saklanmalari sonucunda ¢itin
izerine immobilize edilmis enzim orijinal aktivitesinin %71.4’iinii, citosan iizerine

immobilize edilmis enzim ise %67.3’{inii korumustur.
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Tablo 6.12: Citin ve c¢itosan {izerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis
enzimlerin raf 6mrii kararliliklar

. Relatif Aktivite (%)
Raf Omrii
(giin) Citin Uzerine Immobilize Citosan Uzerine immobilize
Edilmis Enzim Edilmis Enzim
0 100.0 100.0
7 99.1 98.4
14 92.5 93.8
21 89.1 91.4
28 88.6 87.5
35 83.0 85.2
42 82.7 78.2
49 78.0 72.4
56 71.4 67.3

Sekil 6.9°da relatif aktivitedeki azalma giin bazinda daha net olarak goriilmektedir.
Grafikten de anlasildigi gibi 2 aylik bir saklama sonucunda citin ve ¢itosan iizerine
immobilize olmus enzimler orijinal aktivitelerinin %350’sinden daha biiyiikk bir
kismini korumaktadirlar. Bu da ¢itin ve ¢itosan iizerine immobilize olmusg proteazin
4°C gibi diisiik bir sicaklikta ve 2 ay bekletilmesi sonucunda Kararli bir raf dmriine

sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 6.9: Citin ve citosan iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis

enzimlerin raf omrii kararliliklar
Tablo 6.13’te vermikulit iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis enzimin

raf omrii kararlilig1 deneyi sonucunda elde edilen relatif aktiviteleri goriilmektedir.

Tablo 6.13: Vermikulit {izerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis enzimin
raf omrii kararlilig

Raf Omrii Relatif Aktivite (%)
(glin) Vermikulit Uzerine immobilize Edilmis Enzim
0 100.0
7 97.1
14 90.9
21 83.7
28 73.6
35 72.1
42 66.4
49 65.0
56 60.4
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Vermikulit iizerine immobilize edilmis proteaz 4°C’de 2 ay boyunca saklandiktan
sonra orijinal aktivitesinin %60.4’linii koruyabilmistir. Sekil 6.10’da da goriilebildigi
gibi vermikulit lizerine immobilize edilmis enzimin 2 ay sonundaki relatif aktivitesi
%50’den biiyilk olmasina ragmen, citin ve c¢itosan lizerine immobilize edilmis
proteazlarin 2 ay sonunda tespit edilen aktivitelerinden daha diisiiktiir. Bu da
vermikulitle baglanan proteazin raf omrii kararliliginin, ¢itin ve c¢itosan iizerine

baglanan proteazlarinkinden daha zayif oldugunu gostermektedir.
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Sekil 6.10: Vermikulit iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis enzimin raf

omrii kararlilig

Immobilize enzimlerin pH ve sicaklik kararliliklarinin iyilesmesi sonucunda raf émrii

kararlilig1 da iyilesmistir.

Literatiirde raf omrii kararliligi ile ilgili olarak benzer sonuclar elde edilmistir.
Bacillus mycoides’den elde edilen alkalin proteazin ¢itin ve c¢itosan dahil olmak
lizere farkli tagiyicilara immobilize edilerek 5°C sicaklikta 5-6 ay siireyle saklanmasi
sonucunda orijinal aktivitenin %88-100 arasinda degisen bir kismi korunmustur [24].
Vermikulit iizerine immobilize edilmis alkalin proteazin 60 giin boyunca 4°C ve
25°C sicakliklarda saklanmasi neticesinde, ilk aktivitesinin sirasiyla %84’iinii ve

%66’ s11 korudugu saptanmastir [17].
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6.2.4. immobilize enzimin operasyonel kararlihg

Enzimlerin iiretimleri ekonomik acidan maliyetli oldugu i¢in enzimlerin ziyan
olmasini engellemek amaciyla tasiyiciya immobilize edilmis olan enzimler tekrarli
olarak kullanilmak istenirler. Bu amagcla citin ve ¢itosan immobilize olan enzimlerin
ardarda tekrarli hidroliz reaksiyonlar1 sonucunda olgiilen relatif aktiviteleri Tablo

6.14’te goriilmektedir.

Tablo 6.14: Citin ve citosan iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis
enzimlerin operasyonel kararliliklar

Relatif Aktivite (%)
Operasyon - : - :
Sayis1 Citin Uzerine Immobilize Citosan Uzerine Immobilize
Edilmis Enzim Edilmis Enzim

1 100.0 100.0
2 96.1 91.6
3 85.4 83.2
4 81.6 77.2
5 74.3 65.4
6 64.1 58.1

Citin ve ¢itosan iizerine immobilize olmug enzim 3. kullanimda hala ilk aktivitesinin
%85.4’tinll ve %83.2’sini korumaktadir. 6. kullanim sonucunda dahi, citin {izerine
immobilize olan enzim ilk aktivitesinin %64.1’ini, ¢itosan {izerine immobilize olan
enzim ise %58.1’ini korumustur. Sekil 6.11°den goriilebildigi gibi bu relatif
aktivitelerin  %50’den daha yiiksek olmasi immobilize enzimlerin tekrarh

kullanimlarinin miimkiin oldugunu géstermektedir.

70



100

—&— Citin lzerine
> ] immobilize
2 80 mobiiize.
< edilmis enzim
(]
=
'E Gitosan
= Uzerine
f 60 - immobilize
'-g edilmis enzim
)

o
40 T T T T T

1 2 3 4 5 6 7
Operasyon sayisi

Sekil 6.11: Citin ve citosan iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis

enzimlerin operasyonel kararliliklar
Vermikulit iizerine immobilize olan proteaz enziminin ardarda tekrarli hidroliz

reaksiyonlart sonucunda 6l¢iilen relatif aktiviteleri Tablo 6.15’te goriilmektedir.

Tablo 6.15: Vermikulit {izerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis enzimin
operasyonel kararliligi

Relatif Aktivite (%)
Operasyon Sayis1 ) .
Vermikulit Uzerine Immobilize Edilmis Enzim
1 100.0
2 91.5
3 89.2
4 82.5
5 74.0
6 63.7

Vermikulit tlizerine immobilize olmus enzim 3. kullanimda hala ilk aktivitesinin
%89.2’sini korumaktadir. 6. kullanim sonucunda ise %63.7’sini korumustur. Sekil

6.12°den de goriilebildigi gibi relatif aktivitenin %50’den daha yiiksek olmasi
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vermikulit iizerine immobilize edilmis proteaz enziminin tekrarli kullaniminin

miimkiin oldugunu gostermektedir.
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Sekil 6.12: Vermikulit iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis enzimin

operasyonel kararlilig

Literatiirde, immobilize enzimlerin operasyonel kararliliklar1 deneylerinde benzer
sonuclarin elde edildigi goriilmektedir. Jelatin iyonlasma metoduyla hazirlanan
citosan nano-partikiilleri iizerine immobilize edilen nétral proteaz enziminin 9 kez
tekrarl1 kullanim1 sonucunda orijinal aktivitesinin %88’ini korudugu rapor edilmistir
[37]. Conidiobolus macrosporus’dan elde edilen proteaz glutaraldehit kullanilarak
poliamit {izerine immobilize edilmistir. Iimmobilize enzimin 22 kez ardarda tekrarl
kullanim1 sonucunda aktivitesinde kayip gozlenmemistir [30]. Chellapandian
calismasinda, vermikulit iizerine immobilize ettigi alkalin proteazin 5. kullanimi

sonucunda relatif aktivitesinin %78 oldugunu tespit etmistir [17].

6.2.5. immobilize enzimin deterjan uyumlulugu

Coziinebilir enzimlerin  kullanildig1  endiistriyel uygulama alanlarinin  en
onemlilerinden biri proteaz, lipaz ve seliilaz enzimlerinin katki maddeleri olarak
deterjan formiilasyonlarina eklendigi deterjan endiistrisidir [7]. Camagir deterjanlar
farkli iplik dokumalarina sahip kumaslardaki kompleks kirleri c¢ikarabilir 6zellikte

olmalidir [4]. Suda c¢oziinebilirlikleri yiiksek olan kir ve lekeler yikama prosesi
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esnasinda kolayca uzaklastirilabilmektelerdir. Diger ¢ogu lekeler bir deterjanin yiizey
aktif madde/temizlemeyi artirict madde/beyazlatici madde sistemi tarafindan kismi
olarak uzaklastirllmasina ragmen sonuc genellikle yikama kosullarina bagh olarak
tatmin edici degildir. Cogu durumda uygun enzimlerin deterjanlara ilave edilmesiyle
kir ve lekelerin uzaklagtirllmasi kolaylastirilmaktadir. Deterjan formiilasyonlarindaki
bilesenler sadece fizyokimyasal bir islem saglarlarken, enzimler kirleri kiigiik ve
daha fazla ¢oziinebilir fragmanlara indirgeme rolii oynarlar.

Bu caligmada ¢itin, citosan ve vermikulit tasiyicilart kullamlarak glutaraldehit
varliginda kovalent baglanma metoduyla immobilize edilmis proteazlarin deterjan
uyumluluklan incelenmistir. Bu deneyler i¢in, iki farkli ticari deterjan kullanilarak
%0.7’1ik deterjan ¢ozeltileri hazirlanmagtir.

Citin tizerine immobilize edilmis proteaz enziminin iki farkli deterjanla hazirlanan
deterjan c¢ozeltileri icerisinde farkli siirelerde bekletilmesi sonucunda elde edilen

relatif enzim aktiviteleri Tablo 6.16’da gosterilmektedir.

Tablo 6.16: Citin iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis proteazin
deterjan uyumlulugu

Citin Uzerine iImmobilize Edilmis Proteazin
Zaman 60°C’de Relatif Aktivitesi (%)
(Saat)
Kontrol (Deterjansiz) Deterjan 1 Deterjan 2
0 100.0 100.0 100.0
1 96.1 94.6 85.1
2 89.6 84.5 65.8
3 83.1 73.5 59.2

Deterjan ¢ozeltisi eklenmeden 60°C sicaklikta farkli siirelerde muamele edilmis
immobilize enzim 3. saatin sonunda relatif aktivitesinin %83.1’ini korumustur. Sekil
6.13’ten daha net bir sekilde goriilebildigi gibi 60°C sicaklikta farkl siirelerde iki
farkli ticari deterjanla hazirlanmis c¢ozeltiler igerisinde bekletilen immobilize
enzimlerden Deterjan 1 ile muamele goéren enzim 3. saatin sonunda relatif
aktivitesinin %73.5’ini, Deterjan 2 ile muamele goren enzim ise %59.2°sini

koruyabilmistir.
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Sekil 6.13: Citin iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis proteazin

deterjan uyumlulugu

Citosan kullanilarak immobilize edilmis proteazin iki farkli ticari deterjanla
hazirlanmis deterjan ¢ozeltileri igerisinde farkli siirelerde bekletilmesi sonucunda

elde edilen relatif enzim aktiviteleri Tablo 6.17’de gosterilmektedir.

Tablo 6.17: Citosan iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis proteazin
deterjan uyumlulugu

Citosan Uzerine immobilize Edilmis Proteazin
Zaman 60°C’de Relatif Aktivitesi (%)
(Saat)
Kontrol (Deterjansiz) Deterjan 1 Deterjan 2
0 100.0 100.0 100.0
1 95.0 92.4 82.8
2 89.3 84.3 71.5
3 82.7 76.7 64.4

Deterjan ¢ozeltisi eklenmeden 60°C sicaklikta farkli siirelerde muamele edilmis
immobilize enzim 3. saatin sonunda relatif aktivitesinin %82.7’sini korumustur.
Sekil 6.14’ten de goriilebildigi gibi 60°C sicaklikta farkli deterjanlarla hazirlanmig

cozeltiler icerisinde bekletilen immobilize enzimlerden Deterjan 1 ile muamele géren
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enzim 3. saatin sonunda relatif aktivitesinin %76.7’sini, Deterjan 2 ile muamele

goren enzim ise %64.4’iinii koruyabilmistir.

Citosan Uzerine immobilize Edilmis Proteaz
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Sekil 6.14: Citosan {izerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis proteazin

deterjan uyumlulugu

Vermikulit {izerine immobilize edilmis proteazin deterjan ¢ozeltileri i¢erisinde farkli
siirelerde bekletilmesi sonucunda elde edilen relatif enzim aktiviteleri Tablo 6.18’de

verilmistir.

Tablo 6.18: Vermikulit iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis enzimin
deterjan uyumlulugu

Vermikulit Uzerine Immobilize Edilmis Proteazin
Zaman 60°C’de Relatif Aktivitesi (%)
(Saat)
Kontrol (Deterjansiz) Deterjan 1 Deterjan 2

0 100.0 100.0 100.0

1 97.0 89.9 87.5

2 90.9 75.1 64.4

3 84.7 68.8 53.0

Deterjan c¢ozeltisi eklenmemis immobilize enzim 3. saatin sonunda relatif

aktivitesinin %84.7’sini korumustur. Sekil 6.15’ten de goriilebildigi gibi 60°C
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sicaklikta deterjan ¢ozeltileri icerisinde bekletilen immobilize enzimlerden Deterjan
1 ile hazirlanmis deterjan ¢ozeltisi igerisinde bekletilmis immobilize enzim 3. saatin
sonunda orijinal aktivitesinin %68.8’ini, Deterjan 2 ile hazirlanmig deterjan ¢ozeltisi

icerisinde bekletilmis immobilize enzim ise %53.0’linii koruyabilmistir.

Vermikulit Uzerine immobilize Edilmis Proteaz
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Sekil 6.15: Vermikulit iizerine kovalent baglanmayla immobilize edilmis proteazin

deterjan uyumlulugu

Citin, citosan ve vermikulit tasiyicilart kullanilarak immobilize edilmis proteaz
enziminin iki farkli ticari deterjan kullanilarak incelenen deterjan uyumlulugu
deneylerinin sonucunda tiim relatif enzim aktivitelerinin %50’den yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglar ise farkli tasiyicilar tizerine immobilize edilmis proteazin

bu iki deterjanla uyumlu oldugunu ortaya koymaktadir.

Deterjan Katkisi olarak kullanilabilecek bir enzimin 7-11 pH araliginda ve 4°C’den
60°C’ye kadar olan yikama sicakliklarinda aktif olmasi gerekir [4]. Kovalent
baglanma yontemi kullanilarak gergeklestirilen immobilizasyon prosesleri
neticesinde proteaz enziminin optimum pH ve sicakliginin yiikseldigi, pH ve sicaklik
kararliliginin ise 1iyilestigi goOzlenmistir. Proteaz immobilize edildikten sonra
optimum sicaklik 50°C’den 60°C’ye yiikselirken, optimum pH ise 9.0’dan 10.0’a
yiikselmistir. Tiim bu sonuglar proteazin immobilizasyon sonrasinda daha kararl

hale geldigini gostermektedir, bundan dolay1 serbest proteaz enzimi immobilizasyon
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prosesi sayesinde deterjan katkisi olarak kullanilabilmek icin daha elverigli hale

gelmistir. Deterjan uyumlulugu deneyleri de bu durumu dogrulamistir.

Immobilize enzimlerin deterjan uyumlulugu deneyleriyle ilgili benzer sonuclar daha
onceden rapor edilmistir. Bu calismadaki sonuglar literatiirdeki sonuglarla uyum
icindedir. Tanksale ve arkadaslar1 Conidiobolus macrosporus’dan elde ettikleri
proteazi glutaraldehit kullanarak poliamit {izerine immobilize etmislerdir. Serbest ve
immobilize edilmis enzimlerin deterjan uyumluluklarinin incelenmesi amaciyla
Ariel, Rin Shakti ve Surf Excel gibi ticari deterjanlar kullamilmistir. immobilize
enzimin Rin Shakti deterjaniyla hazirlanmig ¢6zelti igerisinde 28°C sicaklikta 1 saat
bekletilmesi sonucunda immobilize enzimin aktivitesinin %84’iinii korudugu
gozlenirken, benzer kosullar altinda muamele goren serbest enzimin ise aktivitesinin
%76’s1m1 korudugu tespit edilmistir. Ayrica serbest ve immobilize enzimlerin Ariel
ve Surf Excel deterjanlart varliginda aktivitelerinin %50’sinden daha fazlasini
korudugu gozlenmistir. Immobilize enzimin kararhihiginin artmasi, poliamitle
kovalent baglanmanin enzimi bozunmaya karsi daha fazla korumasinin sonucu

olarak yorumlanmistir [30].
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7. VARGILAR VE ONERILER

Bu caligmada, proteaz enzimi farkli yontemler kullanilarak degisik tasiyicilar iizerine

immobilize edilmis ve kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilmis enzimlerin

ozellikleri incelenmistir. Yapilan deneyler neticesinde asagidaki sonuglara

varilmistir:

1)

2)

3)

Proteaz enziminin kovalent baglanma metoduyla immobilizasyonu
sonucunda elde edilen verimler, iyonik baglanma ve fiziksel adsorpsiyon
metotlarina kiyasla daha yiiksektir. Proteaz enziminin farkli tasiyicilar
izerine kovalent baglanma metoduyla immobilizasyonunda, ¢itin iizerine
immobilizasyon sonucunda immobilizasyon verimi %84.3, citosan iizerine
immobilizasyon sonucunda immobilizasyon verimi %81.3 ve vermikulit
izerine immobilizasyon sonucunda immobilizasyon verimi ise %54.8 olarak
tespit edilmistir. Bu sonuglar proteaz enziminin kovalent baglanmayla
immobilizasyonu igin ¢itin ve citosanin daha uygun tasiyicilar oldugunu

gostermistir.

Proteaz enziminin iyon degistirici ajanlar igeren tasiyicilar ilizerine iyonik
baglanma metodu ile immobilize edilmesi sonucunda elde edilen
immobilizasyon  verimlerinin  kovalent  baglanmada elde edilen
immobilizasyon verimlerinden daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Iyonik
baglanma deneylerindeki en yiiksek verim Ecteola23 Cellulose tasiyicisinda
%26.5 olarak tespit edilmistir. Dowex S0W-X8(H), Amberlite IR-120,
Dowex 1X8 CI, DEAE-Cellulose ve BD-Sephadex iizerine proteaz
immobilizasyonu sonucunda elde edilen verimler ise sirasiyla, %13.7, %10.4,

%13.8, %11.9 ve %10.7"dir.

Proteaz enzimi, muamele gormemis ¢itin ve taninle aktive edilmis ¢itosan
tizerine fiziksel adsorpsiyon metodu kullanilarak immobilize edilmistir.
Bunun sonucunda ¢itin kullanilarak elde edilen immobilizasyon verimi %44.2
olarak tespit edilirken, tanin-citosan kullanilarak yapilan immobilizasyon

sonucunda ise verimin %77.8 oldugu goriilmiistiir. Tanin-¢itosanla yapilan
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4)

5)

6)

immobilizasyonun daha yiiksek verimle sonug¢lanmasi, ¢itosanin, enzimin
baglanmasim1 kolaylastiran tanin adsorbaniyla dnceden muamele edilmis

olmasidir.

Enzimlerin optimum pH’lan incelenerek kiyaslanmistir. Bunun sonucunda
serbest enzimin optimum pH’1 9.0 olarak, citin, ¢itosan ve vermikulit {izerine
immobilize edilmis proteaz enziminin optimum pH’1 ise 10.0 olarak
bulunmustur. Proteazin kovalent baglanmayla immobilizasyonu sonucunda
enzimin optimum pH’1 her ii¢ tasiyicida da artmistir. Bunun sonucunda

enzimin kararli olarak ¢alisabilecegi pH bolgesi genislemistir.

Serbest ve immobilize enzimlerin pH kararliliklarn pH 7-12 aralifinda
incelenmigtir. Serbest enzim pH 8-11 arasinda kararli bir davranig
gosterirken, c¢itin tizerine immobilize edilmis enzim pH 8-11, ¢itosan iizerine
immobilize edilmis enzim pH 9-11, vermikulit iizerine immobilize edilmis
enzim ise pH 8-11 arasinda kararlilik gostermistir. pH 12’de serbest enzimin
relatif aktivitesi %53.5, citosan iizerine immobilize edilmis proteazin relatif
aktivitesi %70.2, ¢itin lizerine immobilize edilmis proteazin relatif aktivitesi
%59 ve vermikulit iizerine immobilize edilmis proteazin relatif aktivitesi ise
%84.3’tiir. Yiikksek pH degerlerinde immobilize enzimlerin daha yiiksek
relatif aktiviteye sahip olmalari, immobilizasyonun, enzimin pH kararliligini

artirdigin1 gostermektedir.

Enzimlerin optimum sicakliklarinin tespit edilebilmesi i¢in 30°C ile 80°C
arasinda degisen sicaklik araliginda deneyler gerceklestirilmistir. Bunun
sonucunda serbest enzimin optimum sicakligi 50°C, ¢itin, citosan ve
vermikulit iizerine immobilize edilmis proteazin opitmum sicakligi 60°C
olarak tespit edilmistir. Citin, c¢itosan ve vermikulit {izerine kovalent
baglanma metodu ile immobilize edilmis proteazin optimum sicakligr her ii¢
tagtyicida da 10°C artmugtir. Kovalent baglarla baglanan enzimlerin serbest
enzimlere kiyasla yiiksek 1silara karsi daha dayanikli olmalarinin sebebi,
enzimle tasiyic1 arasindaki kovalent baglarla saglanan konformasyonel

biitiinliiktiir [49].
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7)

8)

9)

Enzimlerin sicaklik kararliliklarinin tespit edilebilmesi i¢in 30°C ile 80°C
arasinda degisen sicaklik araliginda deneyler yapilmistir. Serbest enzimin
relatif aktivitesi 50°C’den sonraki sicakliklarda hizla diiserken, citin ve
citosan iizerine immobilize olmus enzimler 80°C’ye kadar olan sicakliklarda
hala aktivitelerini korumaktadirlar. Serbest enzim 40°C-50°C arasindaki
sicaklik araliginda kararli iken, citin ve ¢itosan iizerine immobilize edilmis
enzimlerin kararli olduklar1 sicaklik araligi 40°C-60°C’ye genislemistir.
Vermikulit tizerine immobilize edilmis enzimin kararli oldugu sicaklik aralig:
ise 50°C-70°C araligina otelenmistir. Citin, ¢itosan ve vermikulit tasiyicilari
tizerine kovalent baglanma metoduyla immobilize edilmis proteaz enzimi, her
lic tasiyiciyla birlikte sicaklik kararlihiginda artis gostermistir. immobilize
enzimlerin sicaklik kararlhiliklarindaki bu artiglar suda ¢6ziinmeyen dayanikl

tasiyicilara ¢cok noktada iyi bir sekilde baglanmalarindan kaynaklanmaktadir.

Citin, citosan ve vermikulit {izerine kovalent baglanma metoduyla immobilize
edilmis enzimlerin raf omrii kararliliklart incelenmistir. Immobilize
enzimlerin 4°C sicaklikta 56 giin boyunca saklanmalar1 sonucunda gitin
izerine immobilize edilmis enzim orijinal aktivitesinin %71.4’iinii, ¢itosan
izerine immobilize edilmis enzim %67.3’iinii ve vermikulit {izerine
immobilize edilmis proteaz ise orijinal aktivitesinin %60.4’iinii korumustur.
Bu da ¢itin, ¢itosan ve vermikulit iizerine immobilize olmus proteazin 4°C
gibi diisiik bir sicaklikta 2 ay bekletilmesi sonucunda kararli bir raf dmriine

sahip oldugunu gostermektedir.

Citin, ¢itosan ve vermikulit iizerine immobilize olan enzimlerle ardarda
tekrarl1 hidroliz reaksiyonlar yapilarak operasyonel kararlilik test edilmistir.
Deneyler sonucunda ¢itin ve ¢itosan iizerine immobilize edilmis enzimler 3.
kullanimda hala ilk aktivitelerinin %85.4’{inii ve %83.2’sini korumaktadir. 6.
kullanim sonucunda dahi ¢itin tizerine immobilize olan enzim ilk aktivitesinin
964.1’1ni, citosan iizerine immobilize olan enzim ise %58.1’ini korumustur.
Vermikulit iizerine immobilize edilmis enzim 3. kullanimdan sonra ilk
aktivitesinin %89.2’sini, 6. kullanimdan sonra ise %63.7’sini korumustur.
Relatif aktivitelerin %50’den daha yiiksek olmasi immobilize enzimlerin

tekrarli kullanimlarinin miimkiin oldugunu gostermektedir.
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10) Citin, citosan ve vermikulit kullanilarak glutaraldehit varliginda kovalent
baglanma metoduyla immobilize edilmis proteazlarin deterjan uyumluluklart
incelenmigtir. 60°C sicaklikta deterjan ¢ozeltisi eklenmeden bekletilmis, ¢itin
izerine immobilize edilmis enzim 3. saatin sonunda relatif aktivitesinin
%83.1’ini korumustur. 60°C sicaklikta farkli siirelerde iki farkli ticari
deterjanla hazirlanmis ¢ozeltiler igerisinde bekletilen immobilize enzimlerden
Deterjan 1 ile muamele goren enzim 3. saatin sonunda relatif aktivitesinin
%73.5’ini, Deterjan 2 ile muamele goren enzim ise %359.2’sini
koruyabilmistir. Deterjan ¢o6zeltisi eklenmeden muamele edilmis, ¢itosan
izerine immobilize edilmis enzim 3. saatin sonunda relatif aktivitesinin
%82.7’sini  korumustur. 60°C sicaklikta deterjanlarla muamele edilmis
immobilize enzimlerden Deterjan 1 ile muamele goren enzim 3. saatin
sonunda relatif aktivitesinin %76.7’sini, Deterjan 2 ile muamele géren enzim
ise %64.4’tinii koruyabilmistir. Deterjan ¢ozeltisi eklenmemis, vermikulit
izerine immobilize edilmis enzim 3. saatin sonunda relatif aktivitesinin
%84.7’sini  korumustur. 60°C sicaklikta deterjan ¢ozeltileri icerisinde
bekletilen immobilize enzimlerden Deterjan 1 ile hazirlanmis deterjan
¢ozeltisi igerisinde bekletilmis immobilize enzim 3. saatin sonunda orijinal
aktivitesinin %68.8’ini, Deterjan 2 ile hazirlanmig deterjan ¢ozeltisi igerisinde
bekletilmis immobilize enzim ise %53.0’linii koruyabilmistir. Citin, ¢itosan
ve vermikulit kullanilarak immobilize edilmis proteaz enziminin iki farklh
ticari deterjan kullanilarak incelenen deterjan uyumlulugu deneylerinin
sonucunda tiim relatif enzim aktivitelerinin %50’den yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglar ise farkli tasiyicilar iizerine immobilize edilmis

proteazin bu iki deterjanla uyumlu oldugunu ortaya koymaktadir.
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Tirozin Standart Egrisi
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EK B

Enzim immobilizasyonu

Tastyic1 i¢ine immobilizasyon Tutuklama
Capraz Tasiyiciya Tagiyicinin Mikrokapsiilleme  Fiber
baglanma  baglanma icine tutuklama
tutuklama
Fiziksel Iyonik Kompleks Kovalent
adsorpsiyon  baglanma baglanma baglanma

Sekil B.1. immobilizasyon Metotlarmin Simiflandiriimasi
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