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KOVALENT BAGLANMA VE FiZiKSEL ADSORPSiYON METOTLARI
iLE PROTEAZ ENZiMIiNiN IMMOBILiZASYONU

OZET

Enzimlerin ve biyolojik bilesiklerin immobilizasyonu, o6zellikle gida ve ilag
sanayilerinde ve biyomedikal uygulamalarda genis alanlarda kullanilmalar
nedeniyle giderek ©Onem kazanmaktadir. Enzimlerin ¢itin ve citosan gibi
polisakkaritlere ~ immobilize  edilerek  aktive  olabildigi  belirlenmistir.
Immobilizasyonda ¢ogunlukla iyi akis oOzellikleri, mekanik kuvvetleri ve
rejenerasyon  Ozellikleri nedeniyle inorganik tasiyicilar  kullamlmaktadir.
Immobilizasyon, enzimin kat1 tasiyic1 iizerine kovalent ve/veya kovalent olmayan
etkilesimler yoluyla baglanmasini icermektedir.

Bu caligmada, proteaz enzimi ¢itin ve ¢itosan iizerine 30°C’de kovalent baglanma
yontemi ile immobilize edilmistir. Kovalent baglanma metodunda, capraz
baglanmanin saglanmasi icin, ¢itin ve citosan glutaraldehitle aktive edilmistir.
Proteazin ¢itin ve ¢itosan iizerine immobilizasyonunda, aktivite geri kazanimini ve
etkinlik oranimi yiikseltmek amaciyla, glutaraldehit miktarinin ve Tris-HCI] tampon
¢ozeltisinin pH degerinin immobilizasyona etkisi incelenmistir.

Ayrica, proteaz enzimi aljinat ve zeolit lizerine +4°C’de fiziksel adsorpsiyon
yontemi ile de immobilize edilmistir. Her iki metotta da immobilizasyon siiresi,
optimum kosullardaki degisimler, enzimlerin kararliliklari, tekrar kullanilabilirlikleri
ve deterjan uyumluluklar1 belirlenmistir. Immobilizasyon siiresinin immobilizasyon
verimi lizerinde direk bir etkisi oldugu belirlenmistir. En yiiksek baglanmis enzim
miktar1 ve immobilizasyon verimi kovalent baglanma yonteminde ¢itin {izerine
immobilizasyonda goriilmiistiir. Serbest enzimle karsilastirildiginda, immobilize
enzimlerin toplam aktivitenin %80’ini tutabildigi belirlenmistir.

Ayrica, immobilize proteaz enzimleri, pH ve sicaklik aktivite profilleri bakimindan
serbest enzimle karsilastirildiginda, immobilizasyon sonucu optimum pH ve
optimum  sicaklikta  baz1  degisiklikler — gOstermisti. Bu da  enzim
immobilizasyonunun, enzimin optimum pH ve optimum sicakligim degistirdigini
gostermektedir. Citin iizerine immobilize edilen proteaz enziminin optimum sicaklig
60°C olup serbest proteaz enziminden (50°C) daha yiiksektir. Aljinat iizerine
immobilize edilen proteaz enziminin optimum sicakligi ise 40°C olup serbest proteaz
enziminden daha diisiiktiir. Serbest ve immobilize proteaz enzimlerinin relatif
aktiviteleri pH 10.0 ile 12.3 arasinda incelenmistir. Citosan {izerine immobilize
edilen enzimin optimum pH degeri 9.5’tir, ancak tiim pH degerlerinde serbest enzim
den daha yiiksek aktivite gostermektedir. Citin, aljinat ve zeolit iizerine immobilize
edilen enzimlerin optimum pH degerleri sirasiyla 11.5, 10.0, 8.4 tiir.

pH ve sicaklik diginda, iyi bir deterjan proteazinin ticari deterjan varliginda da kararl
olmas: gerekmektedir. Immobilize proteaz enzimleri ticari bir deterjana %90
uyumluluk gostermistir. immobilizasyon prosesleri ile serbest enzimin sicaklik ve
pH kararliliklar1 gelistirilmis ve enzim siirekli sistemlere uygun hale getirilmistir.

1X



PROTEASE IMMOBILIZATION BY COVALENT BINDING AND
PHYSICAL ADSORPTION METHODS

SUMMARY

Immobilization of enzymes and biological compounds is currently gaining
importance due to its wide variety of applications in the food and pharmaceutical
industries and also its biomedical applications. It was reported that enzymes can be
activated by complexation with polysaccharides such as chitin or chitosan. Inorganic
supports are widely used for immobilization of enzymes mainly due to their good
flow through properties, mechanical strength and regeneration. Immobilization
involves the coupling of the enzyme with a selected solid support via covalent and
(or) non-covalent interactions.

In this study, the protease enzyme was immobilized on chitin and chitosan by
covalent binding method at 30°C. Chitin and chitosan were activated with
glutaraldehyde in order to obtain cross linking in covalent binding method. While
immobilizing protease on chitin and chitosan, the effect of the rate of glutaraldehyde
and pH of buffer (Tris-HCl) was investigated in order to obtain high activity
recovery and effluent ratio.

Also, the protease enzyme was immobilized on alginate and zeolite by physical
adsorption method at + 4°C. In both methods, effects of immobilization time,
changes in the optimum conditions and stabilities of the enzyme, reusability and the
compatibility with detergents were determined. It was found that the immobilization
time was directly affected to the immobilization yield. The highest bound enzyme
and immobilization yield was found with chitin by covalent binding method. The
immobilized enzyme retained 80% of total activity compared with the soluble
enzyme.

Also immobilized protease in comparison of the pH and temperature activity profiles
with the soluble enzyme showed some change in the pH optimum and temperature
optimum as results of immobilization. Indicating that immobilization of the enzyme
altered the pH or temperature optima of the enzyme. The optimum activity
temperature of the resulting immobilized protease on chitin 60°C and higher than that
of free protease (50°C). The optimum activity temperature of the resulting
immobilized protease on alginate 40°C and lower than that of free protease.

Relative activities of the immobilized and free protease were investigated between
medium pH values of 6.8 to 12.3. Optimum pH of the immobilized enzyme on
chitosan was 9.5. However, the immobilized enzyme on chitosan showed higher
activities than the free enzyme shows in all pH values. Optimum pH values of the
immobilized enzymes on chitin, alginate and zeolite were 11.5, 10.0, 8.4.

Besides pH and temperature, a good detergent protease is excepted to be stable in the
presence of commercial detergents. Immobilized protease enzymes showed 90%
compatibility with a commercial detergent. The thermal and pH stabilities of the free
enzyme were improved and the enzyme was made suitable for continuous systems.



1. GIRIS ve AMAC

Enzimler hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden proteinlerdir. Enzimler
de diger katalizorler gibi reaksiyonlarin hizlarimi arttirmaktadirlar. Benzer kosullar
alinda enzim varligindaki reaksiyon orani, katalizoriin yoklugundaki reaksiyon

oranina gore bir veya birkac milyon kat daha yiiksek olabilmektedir [1,2].

Hiicrelerde ¢ok onemli metabolik gorevleri olan enzimler artik cok cesitli amaglar
icin kullanilmak {iizere giinliik hayata girmislerdir, ancak enzimlerin avantajlarinin
yant sira bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Enzimlerin izolasyonu ve
saflastirilmas1 yiiksek maliyet gerektirmektedir. Dogal ortamlarindan izole edilen
enzimlerin yapisinda kararsizlik olugsmaktadir. Ayrica, enzimlerin proses kosullarina
kars1 duyarliliklart da oldukg¢a fazladir. Enzimler reaksiyonlar sonucunda modifiye
olmadiklar1 i¢in aynm1 enzim bir kereden fazla kullanilabilmektedir, ancak endiistriyel,
analitik ve klinik proseslerin pek cogunda enzimler substrat c¢ozeltisi ile
karigtirilmaktadir. Substratlarin iiriinlere doniistiiriilmesinden sonra, enzimlerin
substrat ve {iriinlerle birlikte bulundugu c¢o6zeltiden ayrilmasi zorlagsmaktadir ve
enzimler ekonomik olarak geri kazanilamamaktadir. Bu yoniiyle enzimlerin sadece
bir kere kullanilmalar ve pahali olmalar1 uygulamalarda biiyiikk masraflara neden

olmaktadir [1,3].

Enzimlerin bir katiya tutundurularak immobilize edilmeleri defalarca
kullanilmalarin1 saglamaktadir. Immobilize enzimler, ekonomik olarak daha makul
olmakla birlikte enzimatik proseslerin siirekli olarak da gerceklestirilebilmelerine
olanak saglamaktadir. Giiniimiizde ¢ok sayida immobilize enzim endiistride
kullanilmaktadir. Ayrica immobilize enzimler endiistiyel uygulamalarin disinda
laboratuar oOlgekte organik sentezlerde, analitik ve medikal uygulamalarda da
kullanilmaktadir. Ticari amagh bir prosesin gerceklestirilmesinde, kimyasal bir
katalizor mii, yoksa enzim mi kullanilacagina, serbest enzim mi yoksa immobilize
enzim mi kullanmilacagina karar verilirken saglik ve cevresel faktorlerin yaninda
ekonomik kosullar da dikkate alinmaktadir. Bazi durumlarda, immobilize enzimlerin

kullanildig1 prosesler, kimyasal bir katalizoriin ya da serbest enzimin kullanildigi



proseslere oranla genis Olcekte iiretim saglayarak daha ekonomik olabilmektedir
[1,3]. immobilizasyonda c¢ogunlukla iyi akis ozellikleri, mekanik kuvvetleri ve

rejenerasyon Ozellikleri nedeniyle inorganik tasiyicilar kullanilmaktadir [4].

Immobilizasyon yontemlerinin  degisik avantaj ve dezavantajlart  vardir.
Immobilizasyondan sonra enzimin aktivitesi, optimum pH ve sicakligi, substrata
ilgisi ve kararlilign degismektedir. Genellikle enzimin aktivitesi ve substrata ilgisi
immobilizasyondan olumsuz etkilenirken, optimum sicaklifi ve kararlilifi olumlu
etkilenmektedir. Enzimdeki bu degisiklikler enzimin yapisina, tastyicinin tipine,

immobilizasyon yontemine ve sartlarina gére degismektedir [1].

Endiistriyel uygulamalarida siklikla rastlanan enzimlerden biri de proteaz enzimidir.
Proteazlar, wuygun kosullarda proteinlerin peptid baglarinin  hidrolizini
katalizlemektedirler. Ayrica, proteazlar kullanim alanlarinin fazlaligi ile sanayi
enzimlerinin en genis kismini olusturmaktadir. Proteaz enzimi; deterjan sanayinde,
deri sanayinde, ¢esitli klinik uygulamalarda, kozmetik ve ila¢ sanayinde, giimiis
eldesinde, gida sanayinde, peynir yapiminda, bira yapiminda, firincilikta, sigir yemi
tiretiminde, atik isleme sanayinde, pi-Amino asitlerin sentez ve ¢oziindiiriilmesinde

kullanilmaktadir [5-8]

Bu caligmada proteaz enzimi ¢itosan ve ¢itin iizerine kovalent baglanma yontemiyle,
aljinat ve zeolit lizerine de fiziksel adsorpsiyon yontemi ile immobilize edilmistir.
Kolay bulunabilmeleri ve ekonomik olmalar1 nedeniyle immobilizasyon islemlerinde
tagiyict olarak citin, ¢itosan, aljinat ve zeolit kullanilmistir. Bu caligmanin amaci,
immobilizasyon ile serbest proteaz enziminin 6zelliklerinin iyilestirilmesidir. Bu
nedenle calismada, immobilize edilen proteaz enzimlerinin optimum pH ve
sicakliklari, pH ve sicaklik kararliliklari, tekrar kullanilabilirlilikleri, deterjan

uyumluluklar1 ve raf dmiirleri incelenmistir.



2. ENZIMLER ve PROTEAZLAR

Enzimler canli hiicreler tarafindan biyolojik kosullarda sentez edilen, olduk¢a 6zel
yapt kazanmis, genellikle biiyilk protein molekiilleridir. Enzimlerin aktivite

gostermeleri i¢in hiicre icinde bulunmalar1 gerekmemektedir.

Enzimlerin aktivite gostermeleri i¢in gerekli olan ve protein yapisinda olmayan,
genellikle metal iyonlarindan meydana gelmis olan yan gruplarina kofaktor adi

verilmektedir.

Enzimlerin aktivite gostermek i¢in gereksinim duydugu kompleks organik

molekiillere ise koenzim adi verilmektedir.

Bazi hallerde enzim aktivite gostermek icin hem kofaktére hem de koenzime ihtiyag
duyabilir. Kofaktorler genellikle 1siya dayanmiklidir. Kofaktorler ve koenzimler
enzime gevsek veya siki baglidirlar. Genellikle diyaliz ile enzimden ayirmak
miimkiindiir. Kofaktorler ve koenzimler bazen enzime kovalent olarak baglanmigtir
ve diyaliz ile uzaklastirmak miimkiin olmaz. Enzim yiizeyine sikica baglanmis ve

protein yapisinda olmayan bu gruplara prostetik grup adi verilmektedir.

Eger enzim koenzimi veya kofaktorii ile birlikte ve katalitik bakimdan aktif durumda

ise enzimin bu haline holoenzim adi verilmektedir.

Eger koenzim ve kofaktdr enzimden ayrilacak olursa ve enzim inaktif hale gelecek
olursa enzimin diyalize edilmeyen ve yalniz proteinden meydana gelmis bu inaktif

sekline de apoenzim adi verilmektedir [9].

Enzimler, sistematik olarak etki ettikleri reaksiyonun tipine gore adlandirilmakta ve
siniflandirilmaktadir. Buna gore enzimler alti sinifa ve her simif alt simiflara
ayrilmstir.

a) Oksidorediiktazlar: Biyolojik redoks reaksiyonlarini kataliz eden enzimlerdir.

b) Transferazlar: Bazi gruplarin bir bilesik molekiiliinden digerine ge¢mesini kataliz

eden enzimlerdir.



c) Hidrolazlar: Ester, glikoliz, eter, peptid, asit anhidrit, C-C, C-Halojen ve P-N
baglarina etki ederek bu bilesiklerin hidroliz reaksiyonlarin1 kataliz ederler ve
etki ettikleri bag tipine gore alt simiflara ayrilirlar.

d) Liyazlar: Bir organik bilesikteki C-C, C-O, C-S ve C-Halojen baglarinin
ayrilmasini kataliz eden enzimlerdir.

e) Izomerazlar: Molekiil ici cevrilmeleri, rasemizasyon, epimerizasyon ve cis-trans
izomerizasyon reaksiyonlarin kataliz eden enzimlerdir.

f) Ligazlar: Iki molekiiliin yeni C-O, C-N, C-S, C-C baglann olusturarak

birlesmesini (kondenzasyon reaksiyonlarini) kataliz eden enzimlerdir [10].

2.1. Proteaz Enzimi ve Ozellikleri

Enzim siniflandirmasinda hidrolaz grubunda yer alan proteazlar, uygun kosullarda
proteinlerin peptid baglarinin hidrolizini katalizlemektedirler. Proteazlar ayni
zamanda proteinaz ve peptidazlar olarak da bilinmektedirler. Genel olarak
E.C.3.4.X.X seklinde gosterilmektedirler. Endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin
%80’1 polimerlerin dogal yapisin1 bozabilme yetenegine sahip olan hidrolazlardir.
Endiistriyel acidan ¢ok 6énemli olan bu enzim tiiriiniin %60’1n1 ise proteazlar

olusturmaktadir [5,11].

Diger enzimler gibi proteazlar da protein yapisindadirlar. Tiim proteazlar pH,
sicaklik, iyon gereklilikleri, spesifiklik, aktivite ve kararlilik yoniinden karakteristik
ozelliklere sahiptirler. Bu 6zellikler hidroliz edilecek olan peptid baginda bulunan
amino asitlere baglidir. Bu biyokimyasal parametreler bir proteazin uygulama alanini

belirler [12].

2.2. Proteazlarin Smiflandirilmasi

Proteazlar kaynaklarina (hayvan organlari, bitki, mikroorganizma), katalitik
aktivitelerine (endo peptidaz veya ekzo peptidaz) ve aktif sitelerinin yapisina gore
(serin, sistein, aspartil, metallo) siniflandirilmaktadirlar. Enzim terminolojisiyle ilgili
olarak Avrupa Birligi Komitesi (EC) sisteminde, tiim proteazlar ekzo peptidazlar ve

endo peptidazlar olarak boliinmiistiir.

Proteazlar, polipeptid zincirini iki farkli bolgeden ayirabilirler. Ekzo peptidazlar

polipeptid zincirini amino ucundan ya da karboksi ucundan ayirmaktadirlar. Ekzo



peptidazlar, polipeptid zincirini ayirdiklar1 uca goére aminopeptidazlar ya da

karboksipeptidazlar olarak adlandirilmaktadir.

Endo peptidazlar ise polipeptid zincirini ortasindan ayirmaktadirlar. Endo
peptidazlar; serin proteazlar, sistein proteazlar, aspartil proteazlar ve metallo
proteazlar olarak siniflandirilmaktadir. Serin, sistein ve aspartil proteazlar katalitik
sitenin onemli bir parcasi olarak sirayla serin, sistein ve aspartil asit yan zincirlerine

sahiptir [6,13].

2.3. Proteaz Enziminin Kullamim Alanlari

Proteazlar, kullanim alanlarinin fazlalig: ile sanayi enzimlerinin en genis kismini
olusturmaktadir. Proteaz enzimi; deterjan sanayinde, deri sanayinde, c¢esitli klinik
uygulamalarda, kozmetik ve ila¢ sanayinde, giimiis eldesinde, gida sanayinde, sigir
yemi {iretiminde, atik isleme sanayinde, pj-Amino asitlerin sentez ve

¢oziindiiriilmesinde kullanilmaktadir [6-8,12,13]

2.3.1. Deterjan Sanayi

Camagsir deterjanlarinda kullanilan enzimlerin yiiksek verime sahip olmasi, 1 saat
boyunca 95°C’ye ulasan sicakliklarda pH 9-11 arasinda aktivitesini korumasi,
beyazlatici, perborat ve ylizey temizleyicilerin varliginda kararli olmasi ve de
deterjan icerisinde en az 1 sene aktivitesini kaybetmemesi gerekmektedir. Mikrobiyal
serin proteazlar; bu Ozelliklere uygunlugu ile deterjan sanayinde genis kullanim

alanina sahiptir [7].

Proteazlar; protein molekiillerini parcalayarak camasirlardaki lekeleri ¢ikabilecek
veya deterjan icerigindeki diger maddelerle coziilebilecek hale getirmektedir.
Bakteriyel proteazlar ticari uygulamalarda biiyiik bir hakimiyete sahiptir. Camagir
deterjanlarinda kullanilan proteazlar; B. licheniformis, B. amyloliquefaciens veya

Basillus sp.’nin fermentasyonuyla elde edilmektedir [7,12].

Proteazlar, giiniimiizde tiim diinyada camasir deterjan1 katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Proteazlarin bu alanda kullanimlarindaki artisin temel sebebi,
cevresel olarak kabul edilebilir, fosfatsiz deterjanlarda bu enzimlerin gosterdigi
temizleme kapasitesidir. Ayrica, yikama verimini arttiran proteazlar, daha diisiik

1silarda ve daha diisiik siirelerde temizligi saglamaktadir. Proteazlarin 6zellikle kan



ve ¢im gibi lekelerin ¢ikarilmasinda cok etkili oldugu bilinmektedir. Yiyecek
lekelerinin c¢ikarilmasinda ise proteazlarin amilaz ve lipazlarla birlikte kullanildigi
kombinasyonlarinin daha etkili oldugu goriilmektedir. Ayrica, deniz solucanlarindan
elde edilen proteazlar lens yikama c¢ozeltilerinde kullanilmakta ve diisiik

sicakliklarda kontak lenslerin temizlenmesini saglamaktadirlar [6,12,13].

Enzimler diisiik fosfat icerigine sahip, 1lik ve soguk yikama 1silar icin formiile
edilmis olan deterjanlarin, degerli bir bilesigi olmustur. Sicak yikamalar ig¢in
tasarlanmig olan deterjanlar, sodyum fosfat ve 60°C iizerindeki yiiksek sicakliklarda
aktif hale gelen bir beyazlatma maddesi olan sodyum perborat icermekteydi, ancak
fosfat kirlenmesini azaltmak i¢in ortaya c¢ikan cevresel baskilar ve polyester
kumaglarin kullaniminin artmasi nedeniyle bu icerikler deterjanlarda azaltilmis hatta

kaldirilmistir. Bunun sonucu olarak da bakteriyel enzimlerin kullanimi artmistir [13].

Cevresel amaclarla deterjanlardan fosfatlarin ¢ikarilmasi ve deterjanlara ilave edilen
mikrobiyal proteazlarin deterjanin raf omrii boyunca aktifligini korumasi igin
gereken sartlar, deterjanlarin genel olusumunda biiyiik bir degisime neden olmustur.
Daha iyi fosfatsiz iriinlerde kullanilan, yiizey gerilimini azaltan maddeler ve
beyazlaticilar, iyi bilinen serin proteaz inhibitorleridir. Ozellikle alkil benzen
siilfonatlar gibi anyonik bir sivinin yiizey gerilimini azaltan maddeler, proteazlarin

acilmasina ve kendinden 1s1yla yumusamasina neden olmaktadir [13].

Giinlimiizde ticari olarak membran temizligi i¢in iiretilen deterjanlar arasinda
Alkazym (Novodan A/S, Danimarka), Terg-a-zyme (Alconox, Inc, ABD), Ultrasil 53
(Henkel KGaA, Almanya) ve P3-paradigm (Henkel-Ecolab GmbH, Almanya)
sayilmaktadir. Bu tiir enzim bazli temizleyiciler, proteazlarin protein artiklarini

parcalama ve ¢dzme 6zelligine dayandirilarak formiile edilmislerdir [6].

2.3.2. Deri Sanayi

Hayvan postlarimi deriye doniistiirmede proteaz enziminden faydalanilmaktadir. Deri
iretimi i¢in postlar ve hayvan derilerinin islenmesinde proteazlarin kullanim nedeni;
kil ve derinin baslica yap1 taglarinin protein olmasidir. Kil (sa¢) a-keratinden, yani
suda ¢oziinmeyen lifli protein molekiillerinden olugsmaktadir. Farkli deri tabakalari,
kolajen, a-keratin (epidermis) ve bazi elastinlerden olugsmaktadir. Ayrica yapisinda,
albiimin, globiilin, glikoproteinler ve diger kiiresel proteinleri icermektedir. Farkli

ozelliklere sahip enzimlerin kullanimi, hayvan derisinin kolajen olmayan



iceriklerinin hidrolizini miimkiin kilmaktadir. Proteazlar, hayvan postlarini deriye
doniistirmede 1slatma, kirecleme, kildan arindirma, ylinden arindirma ve ayirma

agsamalarinda kullanilmaktadir [6,7,13].

Islatma asamasinda post; kan, kir, tuz ve yag kalintilarindan arindirilmaktadir. Ayrica
bu asamada, postun dogal nem seviyesine ulagmasi ve globiilin, albiimin gibi lifli
olmayan proteinlerin uzaklastirilmast  saglanmaktadir. Islatma agsamasinin
verimliliginin artmasi i¢in yiizey aktif maddeler, antimikrobik icerikler ve enzimler
kullanilmaktadir. Bu asamada proteaz ve lipazlar iyonik olmayan bir deterjan ile
birlikte kullanilmaktadir. Boylece hem lifli olmayan proteinlerin, hem de yag ile
cevrelenmis proteinlerin uzaklastirilmasi: saglanmaktadir. Bu asamada kullanilan
proteazin kolajen olmayan proteinleri hidroliz etmesi, kolajen proteinleri bozulmadan
korumasi istenmektedir. Bu nedenle 1slatma sirasinda pankreatik proteaz ve

pankreatin, notral proteaz ve alkalin bakteriyel proteazla birlikte kullanilmaktadir [7].

Kirecleme prosesinde postun sismesi, kil ve yiinden arindirilmasi saglanmaktadir. Bu
amacla kire¢, sodyum hidroksit, cesitli ajanlar, su ve alkalin mantar proteaz ile

hazirlanan bir ¢ozelti kullanilmaktadir [7].

Kildan ve yilinden arindirma asamasinda yiinden arindirma boyasi1 kullanilmaktadir.
Yiinden arindirma, derinin etli kismina yiinden arindirma boyasinin uygulanmasiyla
ve derinin, yiin ¢ekilmeden 6nce 10-20 saat boyunca 20-30°C’de tutulmasi ile
gerceklestirilmektedir. Yiinden arindirma boyasi, hidrathh kire¢, sodyum Kklorit,
alkalin proteazlar ve sudan olusmaktadir. ince yiinlii deriler icin kullanilan alternatif
bir yontem de etli kisma bir tozun uygulanmasi ve derilerin 24 saat boyunca 25°C’de
tutulmasi ile gergeklestirilmektedir. Bu toz, sodyum siilfat, amonyum siilfat, klorit ve

mikroorganizmalar tarafindan iiretilen notr proteazlardan olugmaktadir [13].

Ayirma adiminda, postlart ve hayvan derilerini, yumusak ve esnek hale getirmek igin
enzimler ve kimyasallar kullanilmaktadir. Bu asamada tripsin, az miktarda alkalin ve

notr proteazlar kullanilmaktadir [13].

2.3.3. Klinik Uygulamalar

Proteazlar, kan ve doku oOrneklerinde uyusturucu maddelerin tahlilinde
kullanilmaktadir. Cogu uyusturucu maddenin ana bileseni viicuttaki proteinlere

baglamakta, alinan doku proteazla kars1 karsiya birakildiginda protein ¢oziiliirken



uyusturucu madde ortaya c¢ikmaktadir. Boylece uyusturucu madde analizleri

yapilmaktadir [13].

2.3.4. Kozmetik ve flac Sanayi

Proteazlar, kozmetikte sa¢ bakimu iiriinlerinde, dis macunlarinda, istenmeyen tilylerin
yok edilmesini saglayan iiriinlerde ve kontak lens soliisyonlarinda kullanilmaktadir.

[lac sanayinde ise sindirim sistemini takviye eden ilaclarda kullanilmaktadir [13].

2.3.5. Giimiis Eldesi

Alkalin proteazlar, kullanilmis X-is1m1 filmlerden glimiis eldesi amaciyla
gerceklestirilen proseslerde genis kullanim alanina sahiptir. Kullanilmis X 151m
filmleri jelatin tabakalarinda ortalama agirhikca %1.5-2 giimiis igcermektedir.
Glimiisiin geri kazamlabilmesi i¢in, jelatin tabakasinin filmden ayrilmasi
gerekmektedir. Geleneksel uygulamalarda, filmin yakilarak giimiisiin geri
kazanilmasi ¢evre kirliligine yol agmaktadir. Bu nedenle jelatin tabakanin enzimatik
hidrolizi tercih edilmekte ve bu yolla giimiisiin yaninda polyester filmin de geri
kazanimi saglanmaktadir. Bu proseste bakteriyel proteazlarin yaninda pankreatik

proteazlar kullanilmaktadir [6,7].

2.3.6. Gida Endiistrisi

Enzimler tarafindan iiretilen protein hidrolisatlar1 genellikle ac1 bir tada sahiptir.
Amino asit tiirline ve peptidin uzunluguna gore bu hidrolisatlarin acilig1 az veya ¢ok
olabilir. Ac1 peptidler, hidrofobik amino asit iceriginin yiiksek olmasiyla karakterize
edilmektedir. Genellikle, yiiksek hidrofilik amino asit igerigine sahip peptidler tatl
olmaktadir. Kazein ve hemoglobinden {iretilen hidrolisatlar; et, balik ve jelatinden

elde edilen hidrolisatlardan daha aci1 olmaktadir [12].

Proteinlerin enzimatik hidrolizi ile elde edilen iiriinlerin tadi; kullanmilan protein
tiiriine (hayvan veya bitki) ve enzim tiiriine baglidir. Proteazlar, iyi tasarlanmis peptit
profiline sahip hidrolisatlar tiretmek amaciyla bitki, balik ya da hayvan proteinlerini
hidrolizleyebilmektedirler. Proteazlarin tadi iyilestirmesiyle daha az aci hidrolisatlar
ve acist alinmis enzimatik protein hidrolisatlar1 iretilebilmektedir. Bu amacla
Aspergillus oryzae’den iretilen asit, notral ve alkalin proteaz karisimlan
kullanilmaktadir. Ayrica, acis1 alinmis enzimatik protein hidrolisatlart iiretmek icin

ticari alkalin proteaz olan Alkalaz (Alcalase) enzimi de kullanilmaktadir [6,12].



Gida sanayinde proteazlar; meyve sularini, alkolsiiz ickileri kuvvetlendirmede ve

proteince zengin diyet amacl yiyeceklerin iiretiminde kullanilmaktadirlar.

Ayrica proteazlar, etlerin yumusatilmasinda 6nemli bir role sahiptir. Proteazlar, bagl
doku proteinlerini ve kas lifi proteinlerini hidrolizleme giiciine sahip olduklarindan

ozellikle bifteklerin yumusatilmasinda kullanilmaktadirlar [6].

Aspartil proteaz grubuna dahil olan, sigir kimosin (rennin) uzun zamandir peynir
yapimi sirasinda siitiin kesilmesi veya pihtilasmasi i¢in kullamilmaktadir. Kaynagi
nedeniyle sigir kimosin pahali bir malzemedir. Alternatif olarak domuzdan elde
edilen pepsin de kullanilmaktadir, ancak pepsinin yiiksek proteolitik aktivitesi peynir
0zii i¢in istenmeyen bir durumdur. Bu yiizden, siit kesme enziminin ¢esitli mikrobik
kaynaklart aranmistir. Sigir kimosin’in ihtiva ettigi aktiviteye yakin olan peynir
mayalarimin mikrobik kaynaklari, Rhizomucor miehei, Mucor pusillus lindt ve
Endothia parasitica’dir. 1k iki organizma, termofilik mantar, iigiinciisii ise bir
mayadir. Mikrobik kaynaklar ile sigir kimosin arasindaki farkliliklari en aza
indirgeme caligmalarina ragmen, farklar sigir kimosinin peynir yapimi i¢in tercih

edilmesine sebep olmaktadir [13].

Proteazlar, bira yapiminda serbest amino azot miktarini arttirmaktadirlar. Yeterli
serbest amino azot icermeyen bitkiler, fermentasyonda gerekli alkol igerigine
yeterince erken ulasamamakta ve biiyiikk bir bozulma riskiyle karsi karsiya
kalmaktadir. Bu nedenle proteazlar, bira yapiminda 6nemli bir role sahiptirler.
Proteazlar, fermentasyon asamasinda ezilmis arpa ile su karisimi figisina
eklenmektedir. Proteazlar, figida tahil proteinlerini hidrolize ederek, peptit ve amino
asitlerin fermentasyon sirasinda maya tarafindan 6ziimsenmesini saglamaktadir. Bu
islemde B. amyloliquefaciens’den elde edilen no6tr metallo proteazlar
kullanilmaktadir. Arpa 6zlerindeki serin proteaz inhibitorlerinden etkilenmemesi ve
bitkininkine yakin optimum pH’ya sahip olmasi bu enzimin avantajlar1 arasinda

sayilmaktadir [13].

Ayrica, proteazlar firmecilikta iki ayrt uygulama icin kullanilmaktadir: Bu
uygulamalarin birincisi yiiksek gluten iceren hamurlarin yumusatilmasi ve ikincisi de
kraker, biskiivi tiretimidir. Birinci uygulamada proteaz, hamur igerisinde elastik bir
ag olusturan glutenin bir kismini pargalara ayirmaktadir. Az miktarda enzim

kullanilarak yapilan hidrolizle, sert, lastik gibi olan hamur, daha yogrulabilir, stkma



ve kalip vermesi kolay bir sekle doniistiiriilmektedir. Bu islem icin mantar asit
proteazlar kullanilmaktadir. Mantarlardan elde edilen asit proteazin kraker ve biskiivi
tiretimindeki islevi birinci uygulamaya benzerdir. Tek fark, hidroliz isleminin enzim
miktart arttirilarak, gluten yogun bir sekilde gerceklesmesidir. Boylece, hamurun
mayalandirilmas1 sirasinda olusan hava kabarciklarimi tutmasi engellenmektedir.
Sonug olarak pistikten sonra meydana gelen {iriin ¢itir ¢itir, gevrek bir yapiya sahip
olmaktadir. Ayrica proteazlar, biskiivi, kraker gibi firmlanmis iirtinlerin raf
Omiirlerini uzatmak amaciyla da kullanilmaktadir. Bu alanda asidik mantar proteazlar
amilazlarla birlikte kullanilarak iiriiniin tadina ve aromasmna da etki etmektedir

[7,13].
2.3.7. Sigir Yemi Yapim

Burroughs ve caligsma arkadaslan tarafindan yayinlanan rapora gore proteaz, amilaz
gibi s18ir yemine eklenen enzimler, yemin niteligini zenginlestirmektedir. Sigir yemi

yapiminda bakteriyel proteazlar tercih edilmektedir [7].

2.3.8. Atik isleme

Alkalin proteazlar, gida endiistrisinden gelen ve evlerden c¢ikan atiklarin
islenmesinde uygulama alanina sahiptir. Ayrica, proteazlar dogada atik olarak bol
miktarda bulunan boynuz, kil, tirnak ve sag gibi lifli proteinleri de yararh biyokiitle
haline doniistiirebilmektedirler. Bu konuda yapilan caligmalarda, 1989 yilinda
Venugopal ve ¢alisma arkadaslar1 B. Megaterium hiicrelerini kalsiyum aljinat iizerine
immobilize etmis ve immobilize hiicrelerle hiicre dig1 proteazlar sararak balik etinin

¢Oziindiiriilmesini saglamistir.

1992 yilinda Dalev ve Simeonova deri endiistrisindeki temel atiklar islemek iizere B.
Subtilis’den {irettikleri alkalin proteazla, atiklardan hayvansal tutkal gibi yararl

iirtinler tiretmislerdir.

Ayrica, Dalev 1994 yilinda B. Substilis’den iiretilen alkalin proteazlarm, kiimes
hayvanlarinin kesim yerlerindeki kus tiiyii atiklarmin islenmesindeki kullanimini
aciklamigtir. Kiimes hayvanlariin agirhiginin %5’ini olusturan tiiyler ve sert keratin
yapinin tamamen parcalanmasi sonucu olusan {iriin 6nemli bir protein kaynagi olarak
degerlendirilmektedir. Bu iiriin yiiksek protein icerigi nedeniyle yem olarak

kullanilmaktadir [6,8].
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2.3.9. pr-Amino Asitlerin Sentez ve Coziindiiriilmesi

Amino asitler, insanlar ve evcil hayvanlar i¢in bir besin kaynagi oldugundan biiyiik
bir Oneme sahiptir. Canli organizmalar tarafindan sadece |-amino asitlerin
sindirilebilmesi, kimyasal sentezlerle elde edilen rasemik karisimin ticari
kullanimdan 6nce izomerlerine ayrilmasim gerektirmektedir. Optik olarak saf, dogal
olmayan amino asit iiretiminin en iyi yollarindan biri ¢6zme islemidir. Bu konuda
yapilan ¢aligmalarda alkalin proteaz ¢esitlerinin kullanildig1 prosesler gelistirilmistir
[6.8].
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3. ENZIiM iIMMOBILiZASYONU

Enzimler yasayan hiicrelerdeki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran protein
molekiilleridir. Enzimler reaksiyonlar sonucunda modifiye olmazlar. Bu nedenle ayn1
enzim bir kereden fazla kullanilabilir, ancak enzimin reaktanlar ve/veya iiriinler ile
birlikte bir ¢ozelti igerisinde bulunmasi, enzimin ¢ozeltiden ayrilmasini
zorlagtirmaktadir. Boyle durumlarda enzimin bir katiya tutundurulmasi saglanarak,
triinler ortamdan alinmakta ve enzim tekrar kullanilabilir bir hale gelmektedir.
Enzim immobilizasyonu, enzimin hareketini engelleyen bir yontemdir. Bir katiya
tutundurularak, iizerinden gecen substratlarin {riinlere doniismesini saglayan
enzimlere immobilize enzimler denir. Enzim immobilizasyonu, enzimin katalitik

aktivitesi devam ederken, hareketinin 6nemli 6lciide kisitlandigi bir prosestir [14-16].

3.1. immobilizayonun Tarihcesi

1916 yilinda Nelsen ve Griffin, odun komiirii {izerine adsorbe edilmis maya
invertazin (E.C.3.2.1.26) [9001-57-4] sukrozun hidrolizini katalizleyebildigini
gozlemlemislerdir. Bu gelismenin ardindan fizyolojik aktif proteinlerin kovalent
baglanma ile cesitli tasiyicilara immobilizasyonu iizerine c¢ok cesitli raporlar
yaymlanmistir. Biitiin bu caligmalara ragmen 1953 yilinda Grubhofer ve Schleith’in
karboksipeptidaz, diastaz, pepsin ve riboniikleaz gibi cesitli enzimleri diazolanmig
poliaminostiren reginesi iizerine kovalent baglanmayla immobilize etmelerine kadar
immobilizasyon pratikte kullamilmamistir. Daha sonra 1956 yilinda Mitz, katalazin
(E.C.1.11.1.6)  [9001-05-2] DEAE-seliiloz  iizerine iyonik  baglanmayla
immobilizasyonunu gerceklestirmistir. 1963 yilinda Bernfeld ve Wan tripsin
(E.C.3.4.21.4) [9002-07-7], papain (E.C.3.4.22.2) [9001-73-4] amilaz ve
riboniikleazin, poliakrilamid jel icine tutuklanmasini saglamig, 1964 yilinda Quiocho
ve Richards karbosipeptidaz A’nin (E.C.3.4.17.1) [11075-17-5] glutaraldehitle
capraz baglanmasin1 gerceklestirmistir. Ayrica, 1964 yilinda Chang karbonik
anhidrazin (E.C.4.2.1.1) [9001-03-0] mikrokapsiillenmesini, 1971 yilinda da
Gregoriadis amiloglukozidaz (E.C.3.2.1.3) [9032-08-0] iceren lipozomlarin
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hazirlanmasim1  gerceklestirmistir. Bu her iki calisma da enzim terapisinde
kullanilmaktadir. Bu sirada Katchalski-Katzir ve arkadaglarinin immobilize

enzimlerin teorik olarak anlasilmasinda biiyiik yararlari olmustur.

1969 da Chibata ve arkadaglari, ilk defa immobilize enzimlerin endiistriyel
uygulamalarinda basar1 saglamis kisilerdir. Fungal aminoagilaz1 (E.C.3.5.1.14)
[9012-37-7] DEAE Sephadex ile iyonik baglanma yontemile immobilize etmisler ve
bu immobilize enzimi N-acil-D,L-amino asitleri hidrolizle, L-amino asitlere ve N-
acil-D-amino asitlere doniistiirmekte kullanmislardir. 1973 yilinda, Chibata ve
arkadaslan tarafindan mikrobiyal hiicrelerin immobilizasyonunun ilk endiistriyel
uygulamalar1 gergeklestirilmis, poliakrilamit jele tutuklanmis, yiiksek aktivitede
aspartaz (E.C.4.3.1.1) [9027-30-9] igceren Escherichia coli hiicreleri ile amonyum

fumarattan L-aspartat iiretiminde kullanilmigtir [12].

3.2. Enzim immobilizasyonunun Avantajlar

Immobilizasyon islemiyle bir katiya tutundurulmus enzimin, ¢ozelti icerisindeki bir

enzime gore bir ¢ok avantaji bulunmaktadir:

¢ Enzim bir ¢ok kere kullanilabilmekte ve bu da maliyeti diisiirmektedir.

¢ Enzimin ortamdan uzaklastinlmasi sonucu reaksiyonun hizli bir sekilde
durdurulmast saglanabilmektedir.

e Olusan iiriinlerde enzim kalintilart bulunmamaktadir (Ozellikle gida ve ilag
sektorleri i¢in enzimin kirletici icermemesi ¢ok onemlidir.).

e Enzimin kararlilig1 artmaktadir.

¢ Enzimin ortamdan ayrilmasi kolaylagmaktadir.

o Siirekli sistemde ¢alisilabilmektedir.

e  Uriiniin kolayca ayrilmas1 saglanmaktadur.

e Atk s1vi miktar1 azalmaktadir.

¢ Bazi durumlarda enzimin aktivitesi artmaktadir.

¢ Enzimin yarilanma omrii uzamaktadir [14,15].

Enzim immobilizasyonunun — biitiin avantajlarina ragmen — endiistriyel uygulamalari

asagidaki nedenlerden dolay1 sinirlanmaktadir [15]:

e (oziilebilir enzimlerin maliyetinin daha diisiik olmasi.

e Geleneksel yontemlerin degistirilmek istenmemesi.
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e Kurulmus prosesleri degistirmek i¢in yeni yatirimlara gerek duyulmasi.
¢ Immobilizasyon isleminde kullanilacak tasiyicinin maliyeti.

e Sistemin performanst.

3.3. immobilizasyon Yontemleri

Giiniimiizde immobilizasyon teknolojisindeki gelismelerle immobilizasyon islemi
sirasinda olusabilecek sorunlara ¢abuk ve etkili ¢coziimler getirilebilmektedir, ancak

her enzim icin ayr1 ayr1 kabul edilen genel bir metot bulunmamaktadir [7].

Immobilizasyon yontemi secilirken kullamlan enzimin kimyasal yapist ve bilesimi,
substrat ve {driinlerin Ozellikleri, olusan {irliniin kullanilacag: alanlar dikkate
almmalidir [3]. Ayrica, immobilizasyon isleminde, enzimin baglanma bdlgesindeki
aktif gruplarin1 ve kimyasal yapisim degistirmeyecek, enzimde aktivite kaybina
neden olmayacak bir yontem sec¢ilmesi ¢ok onemlidir. Bu nedenle enzimin baglanma
bolgesindeki gruplarla reaksiyon vermekten kaginilmalidir. Immobilizasyon
isleminde baglanma sirasinda enzimin aktif bolgesi koruyucu gruplarla korunur.
Baglanma sonrasinda koruyucu gruplar, enzimde aktivite kaybina neden olmadan
uzaklastirilir. Bazi durumlarda bu koruyucu etki substrat ya da yarisan tip inhibitor

ile saglanabilir [14].
Immobilizasyon yontemleri asagidaki gibi siniflandiriimaktadar:

1. Tasiyic1 Baglama
1.1. Fiziksel Adsorpsiyon
1.2. Iyonik Baglanma
1.3. Kovalent Baglanma

2. Capraz Baglanma

3. Tutuklama
3.1.Jel Tutuklama
3.2.Fiber Tutuklama
3.3.Mikrokapsiilleme

Enzimin immobilize edilecegi yiizey hidrojen baglart veya elektron gecis
komplekslerinin olugmasi sirasinda enzimin yapisin1 korumaktadir. Bu baglanmalar
enzimdeki titresimi engellemekte ve bu da sicaklik kararliliginin artmasini

saglamaktadir. Yiizey ve enzimin yakin ¢evresi elektrik yiikliidiir ve bu da enzimin
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optimum pH’sinin 2 pH birimi kadar artmasina neden olmaktadir. Bdylece enzimin
etkin bir sekilde calisabilecegi pH araligi artmakta ve aym pH’ta ¢alisgamayan

enzimlerin bir arada caligmas1 saglanmaktadir [14].

3.3.1. Tasiyic1 Baglama Yontemi

Tasiyic1 baglama metodu en eski immobilizasyon yontemidir, enzimlerin suda
¢Oziinmeyen tagtyicilara baglanmasi seklinde gerceklesir. Bu yontemde baglanan
enzimin miktar1 ve immobilizasyon sonrasi enzimin aktivitesi tasiyicinin yapisina

baghdir [14].

Tasiyicinin  secilmesi immobilize enzimin performansi agisindan biiyiilk 6nem
tasimaktadir. Tasiyict seciminde en 6nemli kriter enzimin cinsidir [14,15]. Bunun

disinda tasiyict se¢iminde dikkat edilmesi gereken kriterler agagidaki gibidir:

¢ Genis yiizey alam

e Tanecik boyutu ve sekli

¢ Kimyasal bilesimi

e Hidrofilik gruplarin hidrofobik gruplara molar orani
* Gegirgenligi

¢ Hidrofilik karakteri

¢ Kimyasal, mekanik ve 1s1l kararlilig

* Yiiksek sertligi

e Mikrobiyal saldirilara kars1 dayaniklilig

e Rejenerasyon kabiliyeti [14,15]

Asagidaki sekilde enzimin tasiyiciya baglanmasi goriilmektedir:

Sekil 3.1. Enzimin Tasiyiciya Baglanmasi
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Genel olarak; hidrofilik gruplardaki ve baglanan enzim konsantrasyonundaki artig
immobilize  enzimin  aktivitesinin  yiikselmesini  saglamaktadir.  Enzim
immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan tasiyicilardan bazilar1 seluloz, dekstran,

agaroz, poliakrilamid jel gibi polisakkarit tiirevleridir [14].
Enzimin baglanmasina gére bu yontem ii¢ alt sinifta incelenmektedir:

a. Fiziksel Adsorpsiyon
b. Iyonik Baglanma

c. Kovalent Baglanma

3.3.1.1. Fiziksel Adsorpsiyon Yontemi

Enzim immobilizasyonunda kullamilmakta olan bu yontem enzimin suda
¢Oziinmeyen bir tastyicinin yiizeyine fiziksel adsorpsiyonuna dayanmaktadir. Enzim
ile tastyic1 arasinda tersinir bir yiizey etkilesimi gerceklesmektedir. Adsorpsiyon, en
basit ve uygun tasiyici kullanildigr durumlarda ucuz bir immobilizasyon metodudur.
Bu yontemde hidrofobik baglanma gerceklesebilmekte, ayrica van der Waals
kuvvetleri, iyonik ve hidrojen bag etkilesimleri gibi elektrostatik kuvvetler de etkili
olmaktadir. Bu yontem ilk olarak beta-D-frukto-furanosidaz enziminin aluminyum

hidroksit iizerine immobilizasyonunda kullanilmistir [14-16].

Fiziksel adsorpsiyon ile immobilizasyon isleminde enzimin aktif merkezinin
yapisinda ve de enzimde konformasyonel degisiklik cok az olmakta ya da hig
olmamaktadir. Islem sirasinda enzimin aktivitesini kaybetmemesi ve optimum
adsorpsiyon kosullarinin saglanabilmesi i¢in uygun ¢oziicii kullanilmali, sicaklik,
enzim konsantrasyonu, adsorbant konsantrasyonu, pH ve iyon konsantrasyonlari

kontrol edilmelidir [14-16].

Enzimin tasiyiciya fiziksel adsorpsiyon yontemi ile immobilize edilmesi sekilde

goriilmektedir:

Sekil 3.2. Fiziksel Adsorpsiyon
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Bu immobilizasyon yOnteminin en biiyiikk avantaji genellikle bir ayirac
kullanilmamasi ve ¢ok az sayida aktivasyon asamasina ihtiya¢ duyulmasidir. Ayrica
adsorpsiyon isleminde baglanma hidrojen baglar1 ve van der Waals kuvvetleriyle
gerceklestiginden; adsorpsiyonun enzim iizerindeki bozucu etkisi kimyasal
baglanmaya gore ¢ok daha azdir. Yani, enzim veya tasiyicida kimyasal degisim
gerceklesmemektedir. Bu anlamda adsorpsiyon islemi dogal biyolojik membranlarda
olusan duruma cok benzemekte ve bu tiir sistemlerin modellenmesinde de

kullanilmaktadir [14,16].

Avantajlarinin yam sira adsorpsiyon isleminin bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir.
Islem sirasinda enzim ve tasiyici arasindaki baglanma kuvvetleri zayif oldugundan
adsorplanmig enzim tasiyicidan sizabilir. Bu zayif baglar nedeniyle enzimin
adsorpsiyonu; sicaklik, pH, iyonik kuvvetlerdeki degisikliklerle ve ortamda sadece
substrat varligi ile sonuglanabilir. Ayrica bu yontemde ortamda bulunan diger protein
veya maddeler de tasiyici iizerine adsorplanabilir. Bu da immobilize enzimin

ozelliklerinin degismesine, aktivasyonunun diismesine sebep olur [14,15].

Fiziksel adsorpsiyon isleminde genellikle adsorbant olarak alumina, aktif karbon, kil,

kolojen, cam ve hidroksilapatit kullanilmaktadir [15].

3.3.1.2. iyonik Baglanma Yontemi

Enzim immobilizasyonunda kullamilmakta olan bu yontem enzimin suda
¢Oziinmeyen ve iyon degistirici kalintilar1 iceren bir tasiyiciya iyonik baglanmasi
esasina dayanmaktadir. Uygulanmasmin kolay olmasi, tasiyicinin yenilenebilir
olmas1 ve enzimin modifiye olmamasi yontemin kullaniminm arttiran 6zelliklerdir.
Iyonik baglanma metodunda kullanilan tasiyicilar; organik (seluloz, dekstran) ve
inorganik (silika) destek maddeler ile iyon degistirici kalintilarindan tiireyen iyon
degistiricilerdir. Genellikle tasiyict olarak iyon degistirici merkezleri bulunan
polisakkaritler ve sentetik polimerler kullanilmaktadir. Tasiyicilar, iyon degistirici
kalintilarina baglh olarak anyonik veya katyonik degistirici olarak isimlendirilirler.
Fiziksel adsorpsiyonda oldugu gibi iyonik baglanmada da immobilizasyon islemi
kolaylikla gerceklesmektedir. Enzim ile tasiyici arasindaki baglanma kuvvetleri
fiziksel adsorpsiyonda oldugundan daha kuvvetli ancak kovalent baglanmada
oldugundan daha zayiftir. Bu nedenle de enzimin tastyicidan sizma olasiligi vardir.

Bu durum genelde iyonik kuvvetin yiiksek oldugu substrat ¢ozeltilerine ya da pH
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degisimlerine neden olmaktadir. Iyonik baglanmada operasyon kosullar1 kovalent
baglanmadakine gore daha hafiftir, enzimin konformasyonunda ve aktif
merkezindeki degisiklik azdir. Bu nedenle genellikle immobilize edilen enzimin

aktivitesi yiliksek olmaktadir [12,14,15].

3.3.1.3. Kovalent Baglanma Yontemi

Bu yontem enzimin suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya kovalent olarak baglanmasina
dayanmaktadir. Genellikle baglanma, enzimin niikleofilik grubuyla tasiyicinin
fonksiyonel grubu arasinda gerceklesmektedir. Baglanmada rol alan fonksiyonel
gruplar; amino grubu (NH,), karboksil grubu (CO,H), siilfthidril grubu (SH),
hidroksil grubu (OH), imidazol grubu, fenolik grup, tiyol grubu, treonin grubu ve
indol grubudur [7,14,16].

Kovalent baglanma yonteminde kullanilabilecek ¢ok sayida tasiyici vardir, hangi
tagiyicinin  kullanilacagi tasiyicinin avantaj ve dezavantajlar1 dikkate alinarak
secilmektedir. Arastirmalar tasiyicimin hidrofilik 6zelliginin 6nemli oldugunu
gostermektedir. Hidrofilik ozelligi yiliksek olan polisakkarit polimerleri enzim
immobilizasyonunda  popiiler  olan  tasiyicilardandir. Ornegin,  enzim
immobilizasyonunda tasiyici olarak seluloz, dekstran, nisasta ve agaroz
kullanilmaktadir. Ayrica tasiyici olarak gozenekli silika ve cam da kullanilmaktadir,

ancak bunlarin hidrofilik 6zelligi polisakkarit polimerlerinden daha diisiiktiir [16].

Kovalent baglanma ile immobilizasyon; baglanma sekline gore diazo, peptid ve
alkilleme metodu olmak iizere lice ayrilmaktadir. Uygun metodu secerken asagidaki

tic ana unsur dikkate alinmalidir:

1) Baglanma reaksiyonu enzim aktivitesinin diismesine neden olmayacak kosullarda
gerceklesmelidir.
2) Enzimin aktif merkezi kullanilan ayiraglardan etkilenmemelidir.

3) Ticari olarak elde edilebilir tasiyici kullanilmalidir [14,15].

Kovalent baglanmada enzim ve tasiyici arasindaki baglar diger immobilizasyon
yontemlerindekine gore daha kuvvetlidir. Bu nedenle substrat veya yiiksek iyonik
kuvvete sahip ¢ozelti varliginda bile enzim ile tagiyici arasinda sizint1 olmamaktadir.
Ayrica enzim tasiyicinin iizerine tutturulmus oldugundan, immobilize edilmis enzim

substratla ¢ok kolay baglanti kurabilir [14].

18



Kovalent baglanmada immobilizasyon kosullart  diger  immobilizasyon
yontemlerindekine gore daha karmagiktir. Bu nedenle de kovalent baglanmada
enzimin aktif merkezi ve konformasyonel yapis1 degisiklik gostermekte ve buna
bagl olarak enzimin aktivitesi diismektedir. Aktivite diigmesini engellemek icin
enzimin katalitik aktivite gosteren gruplarnt disindaki fonksiyonel gruplarinin
tagiyicitya baglanmas1 gerekmektedir. Aktif bolgenin aminoasit kalintilariyla
inaktivasyon reaksiyonlarinin engellenmesi sonucunda yiiksek aktiviteler elde
edilmektedir [14,15]. Enzimin katalitik fonksiyonel gruplarinin tasiyiciya baglanmasi

sonucu aktivite diismesini engellemek i¢in;

1) Immobilizasyon islemi yarisan tip inhibitor veya substrat varliginda
gerceklestirilebilir.

2) Tersinir, kovalent olarak baglanmis enzim-inhibitér kompleksi kullanilabilir.

3) Tasiyiciya kovalent baglanmasi, yeni birlesmis kalintilarla saglanan bir kimyasal
olarak modifiye edilmis ¢oziinebilir bir enzim kullanilabilir [14,15].

Enzimin tasiyiciya kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilmesi sekilde

goriilmektedir:

Sekil 3.3. Kovalent Baglanma

Kovalent baglanma asagidaki yontemlerle meydana gelmektedir [14]:
¢ Diazotizasyon: Tasiyici-N=N-Enzim
¢ Amid Bagi Olusumu: Tastyic1-CO-NH-Enzim
e Alkilasyon ve Arilasyon: Tasiyic1-CH,-NH-Enzim, Tastyic1-CH;-S-Enzim
e Schiff’in Baz Olusumu:Tastyici-CH=N-Enzim
¢ Amidasyon Reaksiyonu: Tasiyici-CNH-NH-Enzim
e Tiyol-Disiilfit Yer degistirmesi: Tas1yic1-S-S-Enzim
e Ugi Reaksiyonu
e C(Civa-Enzim Yer degistirmesi
¢ Bifonksiyonel Ayiraclarla Tasiyict Baglanma:
Tas1y1c1-O(CH,)N=CH(CH,);CH=N-Enzim
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Kovalent baglanmada enzimin aktif merkezi engellenmis olmamalidir. Bazi
durumlarda immobilize enzimin verimini arttirmak i¢in enzimin reaktif kalintilarinin
miktarin1 arttirmak miimkiindiir. Boylece enzimatik aktivite i¢in gerekli olan

alternatif reaksiyon bolgeleri saglanmaktadir [14].

Capraz baglanma ile uygulandiginda kovalent baglanma sonucunda Kkararls,
cevredeki ¢ozeltiye sizint1 yapmayan immobilize enzim tiirevleri elde edilmektedir.
Baglanma reaksiyonlarmin ve kovalent bag yapabilen tasiyicilarin cesitliligi bu
yontemin genellikle kullanilan bir immobilizasyon yontemi olmasimi saglamaktadir

[14].

3.3.2. Capraz Baglanma Y ontemi

Enzimlerin ¢apraz baglanma ile immobilizasyonu, diger protein molekiillerine ya da
¢Oziinmeyen bir tasiyici tizerindeki fonksiyonel gruplara, proteinin molekiiller arasi
caprazlanmasiyla saglanmaktadir. Bir enzimin kendisi iizerine ¢apraz baglanmasi
pahali ve de yetersiz bir yontemdir, ¢iinkii bu durumda proteinin bir kismi tastyict
gibi davranmakta ve bu da enzimatik aktivitenin diismesiyle sonu¢lanmaktadir.
Genellikle capraz baglanmanin diger immobilizasyon metotlarindan biriyle
kullanilmas1 daha iyidir. Enzimin kovalent baglanmayla immobilizasyonu
gerceklestirilirken ¢apraz baglanma da uygulandiginda desorpsiyon ¢ok az
olmaktadir. Adsorblanmis enzimleri stabilize etmek ve poliakrilamit jellerden
sizintiy1 Onlemek capraz baglanmanin siklikla kullamildigi alanlardir [14]. Enzimin

tasiyiciya ¢apraz baglanmasi sekillerde goriilmektedir:

Sekil 3.4. Capraz Baglanma

Capraz baglanmanin saglanmasi i¢in en ¢ok kullanilan maddeler glutaraldehit ya da
toluen diizosiyanattir. Capraz baglanma ile immobilizasyon yonteminin en biiyiik
avantaji basit ve hizli prosediirlerde immobilize enzimlerin sadece ajanin varliginda
hazirlanabilmeleridir [14,16]. Ayrica bu yontemin 2 oOnemli dezavantaj

bulunmaktadir:
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1. Capraz baglanma reaksiyonlar1 daha sert kosullarda gerceklesmektedir ve
kolaylikla kontrol edilememektedirler. Kosullar enzimin aktif bolgesinde
konformasyonel degisiklige yol acabilir ve bu da énemli miktarda aktivite kaybr ile

sonuglanabilir [14,15].

2. Immobilizasyon igin ¢apraz baglanma uygulanarak hazirlanan tasiyicinin

jelatinimsi yapis1 bir cok uygulamaya sinirlama getirmektedir [15].

Iyi bir immobilizasyon gerceklestirebilmek icin gerekli optimum kosullar asagidaki

ozelliklere baghdir [15]:

¢ Enzim konsantrasyonu ve yapisi

e (apraz baglanma i¢in kullanilan ajanin konsantrasyonu ve yapisi
e pH

e Iyonik kuvvet

e Sicaklik

e Reaksiyon siiresi

3.3.3. Tutuklama Yontemi

Tutuklama metoduyla immobilizasyonda enzim kafes gbrevi gbren polimer matris
veya membran igerisinde tutulmaktadir. Bu tutulma oyle bir sekilde gerceklesir ki,
substratin igeri girmesine izin verilirken, protein de iceride muhafaza edilmektedir.
Bu yontemin kovalent baglanma ve c¢apraz baglanmadan farki enzimin ¢o6zeltide
serbest olmasi, ancak jel matris ya da membran igerisinde tutularak hareketinin
kisitlanmasidir. Bu nedenle tutuklama yontemi genis uygulanabilirlik alani

kazanmistir [14,16].

Tutuklama metodunun en 6nemli avantaji tekil enzimlerin disinda degisik tipte
enzim, organel ve hiicrelerin de hemen hemen aym prosediirle immobilize edilebilir
olmasidir. Ayrica biyokatalizorlerin ¢esitli modifikasyonlara ugramamalar1 ve
immobilizasyonun yiiksek molekiil agirlikli enzim inhibitorlerinin etkisini elimine
etmesi de yontemin avantajlari arasinda sayilmaktadir. Yiiksek molekiil agirlikl
substratlarin enzime zorlukla tutunmalar1 ve tasiyicilarin yeniden elde edilemez
olmas1 yontemin dezavantajlarindandir. Yontemin dezavantajlart ultrafiltrasyon
membramyla tutuklama yapilarak onlenebilmektedir, ancak bu durumda da aktive

olmamis enzim molekiilleri bazen membran yiizeyine yapisip reaksiyon ¢ozeltisine
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geciste azalmaya neden olabilmektedir [12]. Asagidaki sekilde enzimin bir tasiyici

icerisinde tutuklanmasi goriilmektedir:

Sekil 3.5. Enzimin Bir Tasiyic1 Icerisinde Tutuklanmasi
3.3.3.1. Jel Tutuklama Yontemi

Jel tutuklama metodunda tutuklama; monomer (akrilamid), oligomerik ve polimerik
(kolojen, jelatin, kalsiyum aljinat) maddelerden elde edilen, suda coziinmeyen
polimer jellerde gerceklesir. Tutuklama sirasinda sicaklik, iyonik kuvvet, pH degisir
ve capraz baglanma reaksiyonu olusur. Endiistriyel uygulamalar; monomerlerin
zehirliligi ve reaktor operasyonu sirasindaki yiiksek basing diisiisii nedenleri

yiiziinden sinirlanmaktadir [15].

3.3.3.2. Fiber Tutuklama Yontemi

Fiber tutuklama metodu, enzimin seliiloz, triasetat gibi fiber formundaki bir polimere
tutuklamas1 sonucunda gerceklesir. Fiberlerin zayif asit, alkali ve bazi organik
coziiclilere karst direngli olmas1 ve yiiksek iyonik kuvvete sahip olmasi bu yonteme
cesitli avantajlar saglamaktadir, ancak diisitk molekiil agirlikli substratlarla kullanimi
sinirlanmaktadir. Ayrica polimer ¢oziiciisii olarak suda ¢oziinmeyen sivilarin

kullanilmasi enzimin inaktive olmasina neden olabilmektedir [15].

3.3.3.3. Mirokapsiilleme Yontemi

Mikrokapsiil tipi tutuklamada enzim yar1 gecirgen polimer membran igerisinde
tutuklanir. Bu metodun avantajlar1 substratla enzime genis ylizey alani saglamasi ve
sadece tekil enzimler degil, degisik tipte enzimlerin de hemen hemen ayn1 prosediirle
immobilize edilebilir olmasidir. Metodun yiiksek molekiil agirlikli substratlara
uygulanamamasi, bazi durumlarda enzimin inaktive olmasi, membran duvarina

yapismast ve mikrokapsiillerden damlamasi yontemin dezavantajlart arasinda
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sayilmaktadir [15]. Asagidaki sekilde enzimin bir kapsiil igerisinde tutuklanmasi

goriilmektedir:
G
E.
£

Sekil 3.6. Enzimin Bir Kapsiil Icerisinde Tutuklanmasi
3.4. immobilize Enzimlerin Endiistriyel Uygulamalarda Kullanimlari

Ticari amach bir prosesin gerceklestirilmesinde, kimyasal bir katalizor mii, yoksa
enzim mi kullamlacagina, serbest enzim mi yoksa immobilize enzim mi
kullanilacagina karar verilirken saglik ve cevresel faktorlerin yaninda ekonomik
kosullar da dikkate alimmaktadir. Bazi durumlarda, ozellikle gida sektoriinde,
immobilize enzimlerin kullanildig1 prosesler, kimyasal bir katalizoriin ya da serbest
enzimin kullanildig1 proseslere oranla genis Olgekte iiretim saglayarak daha
ekonomik olabilmektedir. Endiistride kullamilan immobilize enzimlerin 6nemli

uygulamalar1 Tablo 3.1 de verilmektedir [3].

Tablo 3.1. Immobilze Enzimlerin En Onemli Endiistriyel Uygulamalari

Enzim (EC Numarasi) Substrat Uriin
Glukoz Izomeraz
Glukoz Fruktoz
(5.3.1.5)
B-Galaktosidaz
Laktoz Glukoz ve Galaktoz
(3.2.1.23)
Lipaz (3.1.1.3) Trigliseritler Kakao yagi muadilleri
Akrilonitril Akrilamit
Nitril Hidrataz (4.2.1.84) | 3-Siyanopiridin Nikotinamit
Adiponitril S-siyanovaleramit
L-Aminoasitler (metionin,
Aminoagilaz (3.5.1.14) p.-Aminoasitler alanin, fenilalanin,
triptofan, valin)
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Tablo 3.1. immobilze Enzimlerin En Onemli Endiistriyel Uygulamalar1 (Devam)

Enzim (EC Numarasi) Substrat Uriin
Galaktoz ve sukroz
Raffinaz (3.2.1.22) Rafinoz (rafinoz icermeyen

cozeltiler)

Invertaz (3.2.1.26)

Sukroz

Glukoz/fruktoz karigimlari

(invert seker)

Aspartat Amonyak-liyaz
(4.3.1.1)

Amonyak + Fumarik asit

L-Aspartik asit (sentetik
tatlandirici olan

aspartamin iiretiminde

kullanilmaktadir)
Termolisin (3.4.24.27) Peptidler Aspartam
Glukoamilaz (3.2.1.3) Nisasta p-Glukoz

Biradaki soguk sisin
Papain (3.4.22.2) Proteinler uzaklastirilmasinda

kullanilmaktadir

Hidantoinaz (3.5.2.2)

p..-Amino asit

hidantoinler

p.L-Aminoasitler

Penisilin amidaz

(3.5.1.11)

Penisilin G ve V

6-Amino penisilanik asit

B-Tirozinaz (4.1.99.2)

Pirokatekol

L-DOPA

Immobilize enzimler giiniimiizde endiistiyel uygulamalarin disinda laboratuar dlgekte

organik sentezlerde, analitik ve medikal uygulamalarda da kullanilmaktadir. Analitik

uygulamalarda immobilize enzimler biyosensorlerde kullaniimaktadir.

Ayrica,

kanser, 16semi, iire rahatsizliklari, yapay bobrek, akciger, pankreas uygulamalari,

glikojen depolama rahatsizliklari, Lesch-Nyhan rahatsizli§i immobilize enzimlerin

medikal alanlardaki uygulamalar arasinda sayilmaktadir.

Gelecekte de immobilize enzimlerin bu alanlardaki kullamimlarinin artacagi

diisiiniilmektedir [3].
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4. IMMOBILIZASYONDA TASIYICI SECIMi

Immobilizasyon isleminde farkli ozelliklere sahip tasiyicilar kullanilmaktadir.
Immobilizasyonda tastyic1 secimi cok 6nemlidir, ciinkii baglanan enzimin miktari ve

immobilizasyon sonrasi enzimin aktivitesi tagiyicinin yapisina baglhidir [14].

Tasiyicinin  secilmesi immobilize enzimin performansi agisindan biiyiilk 6nem
tasimaktadir. Gilinlimiizde immobilizasyon teknolojisindeki gelismelere ragmen her
enzim i¢in ayr1 ayri kabul edilen genel bir immobilizasyon metodu bulunmadig: gibi
enzimler icin evrensel olarak belirlenmis tasiyicilar da bulunmamaktadir. Tasiyici
seciminde en énemli kriter enzimin cinsidir. Bunun diginda tasiyict se¢ciminde dikkat
edilmesi gereken kriterler arasinda; tasiyicinin yiizey alani, tanecik boyutu ve sekli,
kimyasal bilesimi, hidrofilik gruplarin hidrofobik gruplara molar orani, gecirgenligi,
kimyasal, mekanik ve 1si1l kararliligi, sertligi, mikrobiyal saldirilara karsi
dayanmikliligt ve rejenerasyon kabiliyeti sayilmaktadir. Ayrica, tastyicilarin
maliyetlerinin yiiksek olmasi immobilizasyon isleminin endiistriyel alanda
kullanimin1 kisitlayacagindan immobilizasyon isleminde kullanilacak tasiyicilarin

ekonomik olmalar1 gerekmektedir [7,14,15].

4.1. immobilizasyonda Kullanilan Tasiyicilara Ornekler

Citin, citosan, aljinat ve zeolit kolay bulunabilmeleri ve ekonomik olmalari nedeniyle
immobilizasyon isleminde kullanimina siklikla rastlanan tasiyicilar arasinda

sayilmaktadir [7,14,15].

4.1.1. Citin

Citin, immobilizasyonda tasiyici olarak kullanilan kompleks bir molekiildiir.
Kabuklu, bocek, oriimcek gibi omurgasizlarin dis iskeletinin temel yapisin
olusturmaktadir. Ayrica, bazi mantar ve alglerin hiicre duvarlarinda da

bulunmaktadir [17].
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Tablo 4.1’de dogada c¢itin bulunan canlilarin igerdikleri ¢itin yiizdeleri
goriilmektedir. (Biitiin sayilar yaklagik degerdedir.)
Tablo 4.1. Canlilar ve icerdikleri Citin Miktarlar1 (%) [2].

Canh Icerdigi Citin Miktar (%)
Mantar 5-20
Solucan 20-38
Ahtapot/Miirekkep Balig1 3-20
Akrep 30
Oriimcek 38
Hamam Bécegi 35
Kinkanath Bocek 37
Ipek Bocegi 44
Yenilebilir Yengec 70

Citin seliilozdan sonra dogada en sik rastlanan polisakkarittir. Biyosferde, yi1lda en az
10 gigaton ¢itin sentezlenmektedir. Citin B-(1—4) bagh glikandir, 2-asetamid-2-
deoksi-d-glukoz (N-asetil-p-glukozamin) birimlerinden olusan uzun zincirli, lineer
bir polimerdir. Citin, seliilozun ikinci karbonundaki hidroksil grubunun asetamid
grubuyla yer degistirmis seklidir. X-1s1n1 analizlerinde seliiloz ve citin benzer yapilar
gostermektedir. Citin, immobilizasyon disinda atik sularin antilmasinda metal
iyonlarinin ayrnstirilmast ve igme sularinin saflastirilmasinda, kozmetik sanayinde
sa¢ ve cilt bakiminda, gida sanayinde antikolesterol ve yag baglayici olarak, tarimda
bocek ilac1 olarak, veterinerlik uygulamalarinda ve medikal uygulamalarda
kullanmilmaktadir [15-19].

Asagidaki sekillerde citin ve seliilozun kimyasal yapilar goriilmektedir:

OH OH
yd
q—l 0]
0
. .
=0 ¢=0
CHy CH3

Sekil 4.1. Citinin Kimyasal Yapis1 [19]
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Sekil 4.2. Seliillozun Kimyasal Yapisi [19]

4.1.2. Citosan

Citosan, citinden tiiretilen modifiye bir polisakkarittir, ¢itinin deasetilizasyonu ile
tiretilmektedir. Citosan p-(1—4)-2-amino-2-deoksi-p-glukopiranoz (G1cN) ve f-
(1—4)-2-asetamino-2-deoksi-p-glukopiranoz (G1cNAc) birimlerinden olusan ikili
lineer bir heteropolisakkarittir. Citosan da yap1 olarak seliiloza ¢ok benzemektedir;
selillozun ikinci karbonundaki hidroksil grubunun amin grubuyla yer degistirmis
seklidir, yani ¢itosan ¢itinde oldugu gibi cift bagh karbon atomlarina sahip degildir
[2,16,18,19].

Asagidaki sekilde citosanin kimyasal yapis1 goriilmektedir:

OH OH OH

0 0
HO HO q‘|0
NHa2 NHa

Sekil 4.3. Citosanin Kimyasal Yapisi [19]

Citosan,  biyoteknolojide = enzim  immobilizasyonunun  yaninda,  hiicre
immobilizasyonunda, protein ayirmada, hiicre geri kazaniminda ve kromotografik
uygulamalarda da kullamilmaktadir. Ayrica, gida sanayinde boya maddelerinin
ayrilmasinda, renk stabilizasyonunda ve hayvan yemi katkis1 olarak kullaniimaktadir.
Atik su aritmada metal iyonlarinin ayrilmasini saglamakta, tarimda giibrelemede
kullanilmaktadir. Medikal uygulamalarda bandajlarda, kontak lenslerde, cilt
yaniklarinda, kanda kolesterol diizeyinin belirlenmesinde genis bir kullanim alanina
sahiptir. Ek olarak, kozmetik sektoriinde, nemlendiricilerde, el,yiiz,viicut krem ve

losyonlarinda ¢itosandan yararlanilmaktadir [19].

Kabuklu deniz hayvanlarinin atiklarindan ¢itosan iiretmek i¢in Oncelikle seyreltik
sulu HCl ¢ozeltisi kullamlarak dekalsifikasyon islemi gerceklestirilmektedir.

Ardindan seyreltik NaOH c¢ozeltisiyle deproteinizasyon yapilarak c¢itin elde
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edilmektedir, ancak elde edilen citinin renginin giderilebilmesi i¢in % 0.5’lik
KMnOy sulu ¢ozeltisi ve oksalik asit sulu ¢ozeltisi ya da giines 15181 kullanilarak
renksizlestirme islemi yapilmaktadir. Boylece c¢itin iiretimi gerceklestirilmektedir.
Citinin % 40 — 50’lik NaOH c¢ozeltisi kullanilarak sicak ortamda deasetilasyonu ile
de citosan iiretilmektedir. Kabuklu deniz hayvanlarindan ¢itin ve c¢itosan {iretim

prosesi asagidaki sekilde goriilmektedir [19]:

Kabuklu Deniz Hayvanlan

....... M.

Liekalsifilkkasyon
Deproteinizasyvon

Reuksizlestivme

'

CITIN

-

I}e*me-uhﬂ 011

CITOSAN
0OH OH OH
e - o
N, kL, N, i

Sekil 4.4. Kabuklu Deniz Hayvanlarindan Citin ve Citosan Uretimi
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4.1.3. Aljinat

Kalsiyum aljinat deniz yosunlarinda bulunan bir polisakkarit olup, immobilizasyon
islemlerinde kullanilan tagtyicilardandir. Kalsiyum aljinat tanecikleri, yaklagik 20
yildir ilag, bocek ilac1 ve giibre gibi suda ¢6ziinen kimyasallar iceren maddelerde
yavas salmim oOzelliginden dolayr kullanilmaktadirlar. Aljinatin eldesi kahverengi
deniz yosunlarindan (Phaeophyceae, genellikle Laminaria) olabildigi gibi, Azobacter
vindelaii bakterisinden de olmaktadir. Aljinatin kimyasal yapisina bakildigi zaman
ise, Sekil 4.5’teki yap1 goriilmektedir. Bu yapida, G harfi ile gosterilen kimyasal
madde, o-L-gluronik asidi, M harfi ile gosterilen yap1 da B-D-mannuronik asidi

simgelemektedir [2].

Sekil 4.5. Kalsiyum Aljinatin Kimyasal Yapisi [2].

Aljinat molekiiliiniin bilesimi elde edildigi organizmaya ve dokuya gore farkliliklar
gosterebilmektedir. Aljinat 2 ve 3 degerlikli katyonlar ile reaksiyona girerek jel
olusturmaktadir. Katyonlar (Ca**, Sr*?, Ba*>, AI", Fe*> vb.) aljinat molekiiliindeki

gluronik asitleri birbirlerine baglayarak jel olusumuna sebep olmaktadir.
2 Na (Aljinat) + Ca™ — Ca (Aljinat); + 2 Na*

Jel olusturma o6zellikleri aljinat molekiiliiniin kompozisyon ve sirasina baghdir. G
bloklarinin uzunlugu jel formasyonunun baslica yapisal durumunu belirlemektedir.
Aljinat icindeki G ve M oranlarindaki degisiklik aljinatin fiziksel 6zelliklerini de
etkilemektedir. Ornegin, M igerigi fazla olan aljinatlar daha yumusak ve elastik bir
jel yapisi olustururken, G igerigi yiiksek olan aljinatlar ise daha sert ve kirilgan bir jel

yapisina sahip olmaktadir [1,2].

4.1.4. Zeolit

Immobilizasyon islemi icin kullanilan bir diger tasiyict da zeolitlerdir. Zeolitler

mikro-gozenekli kristal yapiya sahip katilardir. Genellikle yapi iskelelerinde ve
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katyonlarinda silikon, aliiminyum, oksijen ve gozeneklerinde de su ile diger
molekiilleri icermektedirler. Cogunlukla zeolitler, mineraller seklinde dogal olarak
olusurlar ve diinyanin bir ¢ok yerinde maden halinde bulunmaktadirlar. Zeolitlerin
bir diger olusum sekli ise sentetik yolla ger¢eklesmektedir. Bunlar, zeolitin kimyas1
hakkinda daha cok bilgi edinilmesi amaciyla ya da ticari olarak bazi spesifik

kullanimlara yonelik iiretilmektedir [2].

Kendilerine has olan gozenekli yapilar1 sayesinde, zeolitler bir ¢ok endiistride yilda
milyonlarca ton mertebesinde kullanilmaktadirlar. Zeolitler ¢ogunlukla molekiiler
elek olarak da adlandirilmaktadirlar. Tarim ve hayvancilikta zeolitli tiifler giibrelerin
kotii kokusunun giderilmesi, igeriginin kontrol edilmesi ve asit volkanik topraklarin
pH'sinin yiikseltilmesi amaciyla uzun yillardir kullanilmaktadir. Zeolit mineralleri
iyon degistirme ve adsorpsiyon Ozellileri nedeniyle kirlilik kontroliinde gittikge
artarak kullanilmaktadir. Bu alanda radyoaktif atiklarin, atik sularin, baca gazlarinin,
petrol sizintilarinin temizlenmesinde ve oksijen iiretiminde kullanim alanina sahiptir.
Diinyanin gittikce biiyiiyen enerji ihtiyacinin karsilanmasinda, petrol ve komiir
yaninda, niikleer enerji ve giines enerjisi gibi kaynaklarin enerjiye doniistiiriilmesi
sirasinda dogal zeolitlerden yararlanilmaktadir. Zeolitler madencilikte ve metalurji
sektoriinde de kullanilmaktadir. Volkanik malzemenin hidrolizi sonucu olusan
zeolitler cevher yataklarmin olusumlarinin aciklanmasi yaninda, aramalarinda da
kullanilabilir. Cevre sagligi acisindan tehlike olusturan bazi agir metal katyonlari
iceren madencilik ve metalurjik faaliyetlerden ortaya c¢ikan atik sular, dogal
zeolitlerin katyon degistirme o©zelliklerinden faydalanilarak artirilabilmektedir.
Yiiksek parlakligi olan zeolit cevherlerinin, kagit endiistrisinde dolgu malzemesi
olarak kullanimu gittikge artmaktadir. Dogal zeolitler saglik alaninda cesitli sekillerde
kullanilmakla birlikte, bunlar arasinda en onemlisi floriirlii dis macunlarinda parlatici
katki maddesi olarak kullanilmasidir. Ayrica kesik tiirii yaralanmis hayvanlarin
tedavisinde yaranin enfeksiyon kapmamasi icin toz olarak kullanilmaktadir. Deterjan
sektoriinde ise cevre kirlenmesi nedeniyle deterjanlarda fosfat kullaniminin bazi
tilkelerde kisitlanmasi sonucunda katki maddesi olarak sentetik zeolitler fosfatlarin
yerine kullanilmaya baslanmistir. Son yillarda dogal zeolitlerin de bu alanda

kullanilmasina yonelik bazi ¢alismalar devam etmektedir [20].

Son yillarda zeolitlerin enzim immobilizasyonunda kullanimi artmaktadir. Zeolitlerin

kendilerine 6zgii yapisal karakteristikleri, genis ylizey alanlari, hidrofobik veya
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hidrofilik davranislar1 ve elektrostatik etkilesimler gibi o6zellikler gostermeleri
kullanimlarini arttiran sebepler arasinda sayilmaktadir. Ayrica, i¢indeki gdzeneklerin
mikrogdzenekli (<20 A°) ya da mezogdzenekli (20-500 A°) bir yapida
hazirlanabilmesi zeolitlerin kullanimin1 ve bu konudaki arastirmalari arttirmaktadir

[21].

Giiniimiizde, zeolitler i¢in 130’dan fazla yap1 bilinmektedir. Zeolitlerin yapi iskelesi,
4 bagli atom agindan olusmaktadir. Ortada silikon atomunun ve koselerde oksijen
atomlarinin bulundugu tetrahedral bir yapidir. Bu tetrahedral yapi, daha zengin
ozelliklere sahip bir yap1 olusturmak iizere koselerden  birbirlerine
baglanabilmektedir. Asagida Sekil 4.6’da goriilen yapi, bir zeolitin genel ¢alisma

prensibini gostermektedir [22].
O ?{ O
O O .

Sekil 4.6. Bir Zeolitin Calisma Prensibi [22].

kafes
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5. PROTEAZ ENZIMININ IMMOBILIZASYONUYLA ILGIiLi YAPILAN
CALISMALAR

1991 yilinda Hayashi ve Ikada calismalarinda proteaz enziminin gozenekli citosan
kiirecikleri ~ tizerine  kovalent baglanma  yontemiyle immobilizasyonunu

gerceklestirmislerdir.

Calismalarinda, immobilize proteazin aktivitesi substrat olarak diisitk molekiil
agirlikli N-benzil-i-arjinin etil ester (BAEE) ve yiiksek molekiil agirlikli kazein
kullanilarak ol¢iilmiis ve substrat olarak kazein kullanildigi durumda immobilize

enzimin aktivitesinin daha yiiksek oldugunu belirlenmistir.

Immobilize edilmis proteazlarn pH 8de 1 saat boyunca sicakhik kararhiliklart
incelendiginde, serbest enzimden daha yiiksek sicakliklarda kararlilik gosterdikleri
ve + 70°C’de immobilize enzimlerin serbest enzimden 2.8 — 3.4 kat daha yiiksek

aktivite gosterdikleri saptanmustir.

Ayrica ¢alismalarinda, immobilize ettikleri proteaz enziminin serbest enzimden daha
genis pH aralifinda kararli oldugu ve serbest enzim icin 8.0 olan optimum pH

degerinin immobilizasyonla degismedigi belirlenmistir.

6 ay boyunca +4°C’de saklama kararlihigi incelendiginde ise serbest enzim
aktivitesinin %30’unu kaybederken, immobilize enzimlerin herhangi bir aktivite

kaybina ugramadig1 saptanmistir [23].

1997 yilinda Naby, Ismail, Ahmed ve Fattah’in yapmis olduklar bir c¢aligmada
Bacillus Megaterium, Bacillus Mycoides, Bacillus Subtilis ve Staphylococcus sp.
kiiltiirlerinden elde edilen alkalin proteaz enzimlerinin sicaklik kararhiliklar
incelenmistir. En kararli davramisi gosteren Bacillus Mycoides Kiiltiiriinden elde
edilen alkalin proteaz enzimi fiziksel adsorpsiyon, iyonik baglanma, kovalent

baglanma ve tutuklama yontemleri ile farkl tasiyicilar iizerine immobilize edilmistir.

Yaptiklar ¢alismada citosan fiziksel adsopsiyon, Amberlit IR-120 iyonik baglanma,

citin kovalent baglanma ve %?2’lik ¢apraz bagli poliakrilamid de tutuklama yontemi
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ile immobilizasyonda en yiiksek aktiviteleri gostermistir. Immobilizasyon verimleri

strasiyla %18.80, %15.02, %79.29 ve %76.55 olarak saptanmaistir.

Ayrica bu c¢aligmada serbest enzimin ve en yiiksek aktiviteleri gosteren immobilize
enzimlerin Ozellikleri de incelenmistir. Serbest enzimin aktivitesi 29.3 U/mg protein
iken, immobilize enzimlerde aktivite tasiyici olarak citosan kullanildiginda 5.5,
amberlit IR-120 kullanmildiginda 4.35, citin kullanildiginda 22.9 ve poliakrilamid
kullanildiginda 21.7 U/mg protein olarak bulunmustur.

Serbest enzimin optimum pH degeri 9 iken, immobilize enzimlerde optimum pH
tasiyici olarak citosan kullanildiginda 8.7, amberlit IR-120 kullanildiginda 10.0, ¢itin
kullanildiginda 8.71 ve poliakrilamid kullanildiginda 9.7 olarak saptanmustir.

Serbest enzimin optimum sicakligi 50°C iken, immobilize enzimlerde optimum
sicaklik tasiyict olarak citosan, amberlit IR-120 ve poliakrilamid kullanildiginda
55°C, ¢itin kullanildiginda ise 50°C olarak bulunmustur.

Enzimlerin pH 9.0’da 70°C’de 6 saat siireyle sicaklik kararliliklari incelendiginde;
serbest enzim aktivitesinin  %21.2’sini  korurken, 1immobilize enzimlerin
aktivitelerinin tagiyic1 olarak citosan kullamildiginda %81’ini, amberlit IR-120
kullanildiginda %81.9’unu, ¢itin kullamldiginda %39.1’ini  ve poliakrilamid

kullanildiginda %39.7’sini korudugu gozlenmistir.

Enzimlerin +5°C’de 5-6 ay siireyle saklama kararliliklar1 incelendiginde ise serbest
enzim aktivitesinin %50’sini korurken, immobilize enzimlerin aktivitelerinin tasiyici
olarak citosan kullanildiginda %90.1’ini, amberlit IR-120 kullanildiginda %88.4’iinii,
citin kullamildiginda %100’iinii ve poliakrilamid kullamldiginda %87.9’unu

korudugu gozlenmistir.

Bu calisma sonucunda farkli yontemlerle degisik tasiyicilar {izerine immobilize

edilen enzimlerin serbest enzimin ozelliklerini gelistirebilecegi saptanmistir [24].

1998 yilinda Chellapandian’in yapmis oldugu bir calismada ise, alkalin proteaz
vermikulit iizerine glutaraldehit ile kovalent baglanarak immobilize edilmistir.
Serbest enzim ile kiyaslandiginda, immobilize edilmis enzimin yiiksek molekiil
agirliklh substratlara kars1 daha diisiik spesifik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Buna karsilik, immobilize edilmis enzimlerin daha genis bir pH toleransina ve

sicaklik kararliligina sahip olduklar1 gézlenmistir.
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Serbest enzimin ve immobilize edilmis enzimin optimum pH’lar sirasiyla 8.5 ve 10
olarak tespit edilmistir. Enzimin pH kararlihi@ incelendiginde ise 30°C’de 2 saatlik
immobilizasyon sonucunda kararliligin pH 5-11 arasinda arttig1 gozlenmistir. Buna
karsilik serbest haldeki alkalin proteazin pH 8’in altinda daha diisiik aktiviteye sahip
oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar, alkalin proteazi immobilize etmek yoluyla hem

asidik hem de alkalin araliklarindaki kararliligimin gelistirildigini gostermistir.

Optimum sicaklik serbest ve immobilize edilmis enzim igin 60°C olarak tespit
edilmis ve yapilan calismada serbest haldeki enzim ile kiyaslandiginda vermikulit
izerine immobilize edilmis enzimin sicaklik kararliliginda artis oldugu gézlenmistir.
Immobilize edilmis alkalin proteazin 70°C’de aktivitesi %28 iken serbest alkalin

proteazin aktivitesi %17 olarak tespit edilmistir.

Ayrica, enzimin saklama kararliliginin da immobilizasyon ile gelistirildigi
saptanmustir. Immobilize edilmis alkalin proteaz 4°C’de ve 25°C’de borat
tamponunda 60 giin birakildiginda sirasiyla aktivitelerinin %84’ iinii ve %66’ sin1

koruduklar1 belirlenmistir.

Immobilize edilmis alkalin proteazin tekrar kullanilabilirligi de kesikli veya siirekli
reaktorde kullaniminin 6neminden dolay: arastirilmistir. Bu dogrultuda, iist iiste bes
kullanimdan sonra orijinal aktivitenin %78’inin korundugu tespit edilmis ve bunun
sebebi olarak da alkalin proteazin tasiyici iizerine glutaraldehit ile giiclii bir sekilde

baglanmasi gosterilmistir [25].

2000 yilinda Tanksale, Chandra, Rao, Deshpande’nin yaptiklan ¢alismada
Conidiobolus macrosporus’dan elde edilen alkalin proteaz enzimi immobilize
edilerek enzimin sicaklik kararhiligi gelistirilmeye ¢alisilmistir. Bu ¢alismada proteaz
enzimi poliamid {izerine kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilmistir.
Immobilizasyon asamalar1 4°C ile 10°C arasindaki sicakliklarda gerceklestirilmis ve
capraz baglanmanin da saglanabilmesi amaciyla glutaraldehit kullanilmistir.
Immobilizasyon kosullarinin iyilestirilmesi amaciyla yapilan calismada, %1.76 (a/h)
glutaraldehit kullanilarak yapilan 6 saatlik immobilizasyonda maksimum aktivite
gozlenmistir. pH’nin 8.0 ve sicakhigin 50°C oldugu optimum kosullarda

gerceklestirilen immobilizasyon sonucunda verim %58 olarak bulunmustur.

Amaci alkalin proteaz enzimini immobilize ederek enzimin sicaklik kararlilig

gelistirmek olan ¢alismada, serbest enzimin optimum sicakligi 40°C iken, immobilize
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enzimin optimum sicakligi 50°C olarak saptanmistir. 60°C’de serbest enzim %3
aktivite gosterirken, immobilize enzim aktivitesinin %50’sini korumustur. Ayrica,
immobilizasyon islemi ile enzimin sicaklik kararlhiligi gosterdigi aralik da

genisletilmigtir.

pH kararlilig1 incelendiginde ise pH 5 ile 12 arasinda serbest enzimin de, immobilize
enziminde aktivitelerinin %350’sini koruduklar1 goriilmiistiir. Serbest enzim pH
7.5’te, immobilize enzim pH 8.0’de maksimum kararlilik gostermistir. Serbest
enzimin optimum pH degeri 10 iken, immobilize enzimin optimum pH’st 8-9

arasindadir.

Calismada enzimlerin ¢esitli deterjanlarla uyumluluklar da incelenmistir. Enzimler
Rin Shakti marka deterjanda 28°C’de 1 saat siireyle bekletilmistir. Bu c¢alisma
sonucunda, serbest enzim aktivitesinin %76 ’sim1  korurken, immobilize enzim
aktivitesinin %84 iinii korumustur. Ariel ve Surf Excel marka deterjanlarla yapilan

calismalarda da enzimler aktivitelerinin %50’den fazlasim1 koruyabilmislerdir.

Ayrica, ¢alisma sonunda immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligi incelendiginde,
enzimin 22 reaksiyon sonunda aktivitesinde onemli bir diisiis olmadig1 goézlenmistir

[26].

2002 yilinda, Ferreira, Ramos, Dordick, Gil tarafindan yapilan ¢alismada, Substilin
carlsberg mikroorganizmasindan elde edilen ticari bir enzim olan Alkalaz 2T, silika

tasiyicilar iizerine kovalent baglama yontemi ile immobilize edilmistir.

Yapilan calismada, ortalama gozenek capi ile yiizey kimyasinin kazeinin hidrolizini
gerceklestiren enzimin iizerindeki etkisi incelenmis ve bu ama¢ dogrultusunda iki
farkli set silika tasiyici kullanilmistir. Bu tasiyicilar amino terminal grubunu sunan
Saptes ve hidroksil grubunu sunan Stespm-prema’dir. Sapres lizerine immobilize olan
protein yiizdesinin (%31-39), Stespm-pHEMA lizerine immobilize olan protein
yiizdesinden (%62-71) daha az oldugu belirlenmis fakat Saprgs lizerine immobilize
edilmis enzimin daha yiiksek spesifik ve toplam aktiviteye sahip oldugu
gozlenmistir. Stespm-pHEMA Uzerine daha cok protein baglanmasimin Stespm-pHEMA
izerinde enzim immobilizasyonunu saglayacak baglama noktalarinin coklugundan
kaynaklandig1 belirlenmistir. Ote yandan, aktivitenin Saprgs iizerine bagli olan
enzimin aktivitesinden daha diisiik olmasinin nedeninin bir takim sterik engellemeler

(Immobilize olmus enzimin sikligi veya pHEMA aginin kompleks olusu) ve enzimin
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tagiyict iizerine baglanmas1 sonucunda ugradigt konformasyonel degisiklikler
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Biiyiikk gbézenek boyutuna sahip silikalarda (Siggo,
130/1200 A°) gergeklestirilen immobilizasyon sonucunda daha kiigiik gozenek
boyutuna sahip silikalarda (Ssp0, 130/550 A°) gergeklestirilen immobilizasyona

nazaran daha yiiksek spesifik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.

Ayrica, Sigop Ve Sapres lizerine immobilize edilmis enzimin optimum pH’st 8.0 ve

optimum sicakligi 60°C olarak belirlenmistir.

Immobilize edilmis enzimin saklanma kararliliginin serbest haldeki enziminkinden
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. immobilize edilmis Alkalaz bir aymn sonunda
orijinal aktivitesinin %86’sin1 korurken, ayni saklama kosullarinda serbest enzimin

bir ay sonunda aktivitesinin ancak %32’sini koruyabildigi gdzlenmistir [27].
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6. DENEYSEL CALISMA

6.1. Cihazlar

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

Manyetik karistirici, IKAMAY Janke-Kunkel

pH metre, WTW

Cam Malzemeler

6.2. Malzemeler

6.2.1. Tasiyicilar

Citin, SIGMA Chitin from crab shells practical grade (CsH;3NOs),
Citosan, SIGMA Chitosan from crab shells min 85% deacetylated C;,H24N>Oq
Aljinat, Riedel-De Haen Alginic acid sodium salt

Ham zeolit

6.2.2. Enzim ve Diger Malzemeler

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

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

Hidro Klorik Asit, Merck

Asetik Asit, Merck

Fosforik Asit, Riedel-De Haen

Borik Asit, Riedel-De Haen
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Mavi Bant Siizgec Kagidi, Filtrak
Distile Su

6.2.3. Cozeltiler ve Tamponlar

Kazein cozeltisi (%0.6 (a/h)) pH 7.2: 3 g. kazein 50 ml. 0.1N. NaOH c¢ozeltisinde
¢oziiliir ve lizerine 200 ml. distile su ilave edilir. Kazein ¢oziinene kadar karistirilir.
20 ml. 0.5 M Tris-HCI (%50) pH 7.2 eklenir. Karistmin pH’1 1 N. HCl ile 7.2 ye

ayarlanir. Daha sonra distile su ile 500 ml.’ye tamamlanir.

Kazein cozeltisi (%0.6 (a/h)) pH 6.77: 0.3 g. kazein 50 ml. pH 7’de hazirlanan B-R
cozeltisinde ¢oziilir.

Kazein c¢ozeltisi (%0.6 (a/h)) pH 7.51: 0.3 g. kazein 50 ml. pH 8’de hazirlanan B-R
cozeltisinde ¢oziilir.

Kazein cozeltisi (%0.6 (a/h)) pH 8.38: 0.3 g. kazein 50 ml. pH 9’da hazirlanan B-R
cozeltisinde ¢oziiliir.

Kazein cozeltisi (%0.6 (a/h)) pH 9.45: 0.3 g. kazein 50 ml. pH 10’da hazirlanan B-
R ¢ozeltisinde ¢oziiliir.

Kazein cozeltisi (%0.6 (a/h)) pH 9.96: 0.3 g. kazein 50 ml. pH 11’de hazirlanan B-
R ¢ozeltisinde ¢oziiliir.

Kazein cozeltisi (%0.6 (a/h)) pH 11.5: 0.3 g. kazein 50 ml. pH 12’de hazirlanan B-
R ¢ozeltisinde ¢oziiliir.

Kazein c¢ozeltisi (%0.6 (a/h)) pH 12.31: 0.3 g. kazein 50 ml. pH 12.55’te hazirlanan
B-R ¢ozeltisinde ¢oziiliir.

Kazein cozeltisi (%0.6 (a/h)) pH 12.82: 0.3 g. kazein 50 ml. pH 12.97°de

hazirlanan B-R ¢6zeltisinde ¢oziiliir.

0.1 M. Sodyum Asetat Cozeltisi: Molekiil agirligi 136 g/mol olan sodyum asetatin
0.68 grami 50 ml. distile suda coziilerek 0.1 M. 50 ml. sodyum asetat ¢ozeltisi

hazirlanir.

0.1 M. Asetik Asit Cozeltisi: Molekiil agirligi 60 g/mol olan glacial asetik asidin
0.2857 ml’si 50 ml. distile suda coziilerek 0.1 M. 50 ml. asetik asit ¢ozeltisi

hazirlanir.
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0.1 M. pH 5.0 Sodyum Asetat Tampon Cozeltisi: 30 ml. 0.1 M asetat tampon
cozeltisi lizerine 0.1 M asetik asit cozeltisinden damla damla eklenerek siirekli

karnistirilir ve pH 5.0’e gelinceye kadar devam edilir.

0.05 M. pH 7.2 Tris-HCI Cozeltisi: 7.88 g tris-HCI tartilir ve 0.1 N NaOH ile pH’1

7.2’ye ayarlanir. Distile su ile 1L.’ye tamamlanir.

0.5 M. pH 7.2 Tris-HCI Cozeltisi: 79.8 g. tris-HCI tartilir ve 0.1 N NaOH ile pH’1

7.2’ye ayarlanir. Distile su ile 1L."ye tamamlanir.

0.5 M. pH 9.0 Tris-HCI Cozeltisi: 79.8 g. tris-HCI tartilir ve 10 N NaOH ile pH’1

9.0’a ayarlanir. Distile su ile 1L."ye tamamlanir.

0.5 M. pH 11.0 Tris-HCI Cozeltisi: 79.8 g. tris-HCI tartilir ve 10 N NaOH ile pH’1

11.0’e ayarlanir. Distile su ile 1L.’ye tamamlanir.

0.1 M. pH 10.0 Tris-HCI Cozeltisi: 15.76 g. tris-HCI tartilir ve 10 N NaOH ile pH’1

10.0’a ayarlanir. Distile su ile 1L."ye tamamlanir.
TCA Cozeltisi (%50 (a/h)): 18 g trikloroasetik asit 36 ml distile suda ¢oziiliir.

TCA Karisim Cozeltisi: 17.97 g. trikloroasetik asit, 29.94 g. sodyum asetat ve 31.4

ml. asetik asit karigtirilir ve distile su ile 1 L’ye tamamlanir.

0.1 N. NaOH Cozeltisi: 4 g. sodyum hidroksit distile suda coziilerek 1 L.’ye

tamamlanir.

10 N. NaOH Caozeltisi: 400 g. sodyum hidroksit distile suda coziilerek 1 L.’ye

tamamlanir.

1 N. HCl Cozeltisi: 8.3 ml. hidroklorik asit distile suda c¢oziilerek 100 ml.’ye

tamamlanir.
Britton-Robinson Tampon Cozeltileri:

Cozelti A: 2.71 ml. % 85’lik H3POy4, 2.36 ml. asetik asit, 2.47 g. H3BO; karnistirilir ve
distile suyla 1 L.’ye tamamlanr.

Cozelti B: 8 g. NaOH 1 L. distile suda ¢oziiliir.

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

B-R Tampon Cozelti; pH 9: 100 ml. ¢cozelti A, 67.5 ml. ¢ozelti B ile karistirtlir.
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B-R Tampon Cozelti; pH 10: 100 ml. ¢ozelti A, 80 ml. ¢cozelti B ile karistirilir.
B-R Tampon Cozelti; pH 11: 100 ml. ¢ozelti A, 85 ml. ¢cozelti B ile karistirilir.
B-R Tampon Cozelti; pH 11.82: 100 ml. ¢cozelti A, 95 ml. ¢ozelti B ile karigtirilir.

6.3. Metotlar

6.3.1. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in enzim c¢ozeltisi 30°C’de %0.6’lik kazein
cozeltisi ile reaksiyona sokulur. Bunun i¢in 2.5 ml. kazein cozeltisi 30°C’lik su
banyosunda 5 dakika bekletilir. Uzerine 0.5 ml. enzim ¢ozeltisi (pH 7.2’deki tris-HCI
tamponunda) ya da 0.5 ml enzimin immobilize edilmis oldugu tasiyict miktar
eklenerek 30°C’de 10 dakika daha bekletilir. Daha sonra da reaksiyonu durdurmak
icin 2.5 ml. trikloroasetik asit (TCA) karigim ¢ozeltisi eklenir ve 30°C’lik su
banyosunda 20 dakika bekletilir. Su banyosu biitiin asamalarda 150 rpm’de
karistirilir. Sahit numune hazirlanirken de ayni islemler enzim ¢ozeltisi yerine distile
su kullanilarak yapilir. Reaksiyon karisimi Whatman no:1 filtre kagidi kullanilarak
siiziiliir. Cozeltideki tirozin miktar1 UV spektrometrede 275 nm’deki absorbans
degerine bakilarak belirlenir [6]. Standart kosullar altinda dakikada 1 pg tirozini
doniisiime ugratan enzim aktivitesine 1 U (iinite) denir.

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

Tirozin standart egrisi TCA ile hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki tirozin
cozeltilerinin 275 nm dalga boyundaki absorbanslarinin belirlenmesi ile elde edilir.
Tirozin konsantrasyonuna karsilik absorbans degerleri grafige gecirilerek tirozin

standart egrisi hazirlanir (Sekil B.1).
Absorbans Degerlerinin Aktiviteye Doniistiiriilmesi:

Aktivite (U/ml) = (Abs (275 nm)) / Tirozin egrisinin egimi) x (1/t) x (V/V2) x

seyreltme orani 6.1

Abs (275 nm): Numunenin 275 nm dalga boyundaki absorbans degeri
t: Reaksiyon siiresi (dakika),
Vi: Reaksiyon hacmi,

V,: Enzim hacmi
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Abs(275nm) X L X Y X seyreltme oram (6.2)

Aktivite (U /ml) =
0.0083 10 V,

1U/mg tasiyic1 = (U/ml enzim) / (mg tasiyict / ml enzim) 6.3)

6.3.2. Verimin Hesaplanmasi

Immobilizasyon islemleri sonucunda iki tiir verim hesaplanabilmektedir. Bu verimler

aktivite geri kazanimi (AGK) ve etkinlik oran1 (EO) olarak isimlendirilmektedir [28].

AGK = M x100 (6.4)
0
E0=—Yim 100 (6.5)
0~ YR

Uimm: Immobilize olmus (baglanmis) enzim
Uy: Baslangigtaki enzim

Ugr: Baglanmamis enzim
6.3.3. Serbest Enzimin Ozelliklerinin Belirlenmesi

6.3.3.1. pH Kararliliginin ve Optimum pH’nin Belirlenmesi

Serbest enzimin pH kararlilig relatif aktivitesinin dl¢iilmesiyle saptanir. 50 pl enzim
tizerine 150 pl farkli pH’lardaki B-R tampon ¢ozeltileri eklenir ve 30°C’de 20 saat
bekletilir. Daha sonra 0.05 M Tris-HCI1 (pH 7.2) ile 1 ml’ye seyreltilir. Referans
olarak ise 50 ul enzim iizerine 150 pl 0.05 M Tris-HCI (pH 7.2) tampon ¢ozeltisi

eklenir, 4°C’de 20 saat bekletilir ve ayn1 tampon ile 1 ml’ye seyreltilir [6].

Serbest enzimin optimum pH degeri 30°C’de pH 6.0 ile 12.0 arasinda proteaz
aktivitesinin dl¢iilmesiyle saptanir. 50 ul enzim 950 pl 0.05 M Tris-HCI (pH 7.2) ile
1 ml’ye seyreltilir. Enzimlere farkli pH’lardaki B-R tamponunda hazirlanan %0.6’lik
kazein ¢ozeltileriyle 30°C’de reaksiyon yapilarak enzim aktiviteleri dlciiliir. Boylece

serbest enzimin optimum pH’s1 belirlenmis olur [6].
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6.3.3.2. Sicakhik Kararhhgmin ve Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Serbest enzimin sicaklik kararliligr relatif aktivitesinin Ol¢iilmesiyle saptanir. 50 pl
enzim 950 pl 0.05 M Tris-HCI (pH 7.2) ile 1 ml’ye seyreltilir. Enzim 30°C ile 80°C
arasindaki sicakliklarda yarim saat bekletilir. Daha sonra 5 dakika siireyle buza
konulur ve 30°C’de reaksiyon yapilir. Relatif aktivitenin hesaplanmasinda 30°C’deki

enzimin aktivitesi referans olarak alinir [6].

Serbest enzimin optimum sicaklig1 proteaz aktivitesinin Sl¢iimii ile belirlenir. 50 pl
enzim 950 pl 0.05 M Tris-HCI (pH 7.2) ile 1 ml’ye seyreltilir. Enzimlere 30°C ile
80°C arasindaki farkli sicakliklarda reaksiyon yapilarak enzim aktiviteleri olgiiliir.

Boylece serbest enzimin optimum calisma sicakligi belirlenmis olur [6].

6.3.4. Kovalent Baglanma Yontemiyle Proteaz Enziminin Citosan Uzerine

Immobilizasyonu

Proteaz ~ enziminin  c¢itosan  iizerine = kovalent  baglanma  yOntemiyle
immobilizasyonunda verimi arttirmak amaciyla farkli immobilizasyon siireleri ve
glutaraldehit yiizdeleri denenmistir. Immobilizasyon %2.5 glutaraldehit iceren asetat
tampon ¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirilirken immobilizasyon siiresi 1, 2 ve 4 saat
olarak denenmistir. Immobilizasyon siiresi belirlendikten sonra, %1.0 glutaraldehit

iceren asetat tampon cozeltisi kullanilarak immobilizasyon gerceklestirilmistir.

Kovalent baglanma yOntemiyle proteaz enziminin ¢itosan iizerine immobilizasyonu
icin oncelikle 0.1 M. pH 5.0’te hacimce %]1.0 glutaraldehit iceren 5 ml. asetat
tampon ¢ozeltisi hazirlanir. 0.4 g. ¢itosan hazirlanan tampon ¢ozeltiyle 30°C’lik su
banyosunda 2 saat karigtirilir. Coziinen c¢itosana 1 ml. 0.1 M. NaOH eklenerek
cokelme saglanir. Filtrasyonla toplanan cokelti 6 ml. 30°C’deki distile su ile
yikanarak glutaraldehit fazlas1 uzaklastirilir. Bu sekilde aktive edilmis olan ¢itosan
izerine 0.4 ml. enzim ve 0.6 ml. tris-HCI (0.5 M ve pH 7.2) kullanilarak hazirlanan
400 U enzim ¢ozeltisi eklenir. Citosan ve enzim ¢ozeltisi 2 saat boyunca 30°C’lik su
banyosunda 150 rpm’de karistirildiktan sonra distile su ile yikanarak baglanmamis

enzim uzaklastirilir.
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6.3.5. Kovalent Baglanma Yontemiyle Proteaz Enziminin Citin Uzerine

Immobilizasyonu

Proteaz enziminin ¢itin {izerine kovalent baglanma yontemiyle immobilizasyonu
sonucunda verimi arttirmak amaciyla immobilizasyon siiresi, glutaraldehit yiizdesi ve

tampon ¢ozeltinin pH degerleri degistirilmistir.

Oncelikle glutaraldehit yiizdesinin immobilizasyon verimine etkisini gormek
amaciyla immobilizasyon %1.0 ve %2.5 glutaraldehit iceren asetat tampon ¢ozeltileri

kullanilarak gerceklestirilmistir.

Tris-HCl c¢ozeltisinin pH degerinin immobilizasyon verimine etkisini gdrmek
amaciyla 0.5 M tris-HCl cozeltisinin pH degerleri 7.2, 9.0 ve 11.0 iken

immobilizasyon gerceklestirilmistir.

Biitiin calismalarda immobilizasyon siiresi 1, 2, 4 ve 6 saat olarak denenerek

immobilizasyon siiresinin verime etkisi belirlenmistir.

Kovalent baglanma yontemiyle proteaz enziminin ¢itin {izerine immobilizasyonu i¢in
oncelikle 0.1 M. pH 5.0’te hacimce %2.5 glutaraldehit iceren 5 ml. asetat tampon
¢ozeltisi hazirlanir. 0.4 g. ¢itin hazirlanan tampon ¢ozeltiyle 30°C’lik su banyosunda
2 saat kanstirilir. Coziinen ¢itine 1 ml. 0.1 M. NaOH eklenerek ¢okelme saglanir.
Filtrasyonla toplanan ¢okelti 6 ml. 30°C’deki distile su ile yikanarak glutaraldehit
fazlas1 uzaklastirilir. Boylece tasiyici olarak kullanilan ¢itin aktive edilmis olur. Daha
sonra citin iizerine 0.4 ml. enzim ve 0.6 ml. tris-HCI (0.5 M ve pH 11) kullanilarak
hazirlanan 400 U enzim ¢ozeltisi eklenir. Citin ve enzim ¢ozeltisi 2 saat boyunca
30°C’lik su banyosunda 150 rpm’de karigtirildiktan sonra distile su ile yikanarak

baglanmamis enzim uzaklastirilir.

6.3.6. Fiziksel Adsorpsiyon Yontemiyle Proteaz Enziminin Aljinat ve Ham

Zeolit Uzerine immobilizasyonu

Tasiyict olarak secilmis aljinat ve ham zeolitten 100’er mg. tartilir. Tastyicilarin
tizerlerine 0.1 ml. enzim ve 0.9 ml. tris-HCl (0.1 M ve pH 10.0) kullamlarak
hazirlanan 100 U’lik enzim ¢6zeltisi eklenir. Tasiyici olarak kullanilan aljinat ve ham
zeolit eklenen proteaz ¢ozeltileriyle karistirilarak +4°C’de belirli bir siire bekletilir.

Immobilizasyon islemi sonunda, tastyici enzim karigimlart 3 ml. Tris-HCI ¢ozeltisi
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(0.1 M. pH 10.0) ile yikanir. Immobilizasyon siiresini belirleyebilmek icin her iki

tasiyici icin de immobilizasyon islemleri 16, 20 ve 24 saat siireyle gerceklestirilir.
6.3.7. immobilize Enzimin Ozelliklerinin Belirlenmesi

6.3.7.1. pH Kararliliginin ve Optimum pH’nin Belirlenmesi

Immobilize enzimin pH kararlilifi relatif aktivitesinin o6lciilmesiyle saptanr.
Immobilize enzim iizerine 3 ml. farkli pH’lardaki B-R tampon ¢ozeltileri eklenir ve
30°C’de 20 saat bekletilir. Daha sonra 3 ml. 0.05 M Tris-HCI (pH 7.2) ile yikanir ve
siiziiliir. Referans olarak ise ayn1 sekilde hazirlanan immobilize enzim iizerine 3 ml.
0.05 M Tris-HCI (pH 7.2) tampon ¢ozeltisi eklenir, 4°C’de 20 saat bekletilir, ayni

tampon ile yikanir ve siiziiliir.

Immobilize enzimin optimum pH degeri 30°C’de pH 6.0 ile 12.0 arasinda proteaz
aktivitesinin olciilmesiyle saptanir. Immobilize enzimlere farkli pH’lardaki B-R
tamponunda hazirlanan %0.6’lik kazein ¢ozeltileriyle 30°C’de reaksiyon yapilarak
enzim aktiviteleri Olgiiliir. Boylece immobilize enzimlerin optimum pH degerleri

belirlenmis olur.

6.3.7.2. Sicakhik Kararhhgmin ve Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Immobilize enzimin sicaklik kararliig relatif aktivitesinin lgiilmesiyle saptanir.
Immobilize enzimler 30°C ile 80°C arasindaki sicakliklarda yarim saat bekletilir.
Daha sonra 5 dakika siireyle buza konulur ve 30°C’de reaksiyon yapilir. Relatif

aktivitenin hesaplanmasinda 30°C’deki enzimin aktivitesi referans olarak alinir.

Immobilize enzimin optimum sicaklig1 proteaz aktivitesinin Slciimii ile belirlenir.
Immobilize enzimlere 30°C ile 80°C arasindaki farkli sicakliklarda reaksiyon
yapilarak enzim aktiviteleri olgiiliir. Boylece immobilize enzimin optimum calisma

sicaklig1 belirlenmis olur.

6.3.7.3. Tekrar Kullamlabilirligin Belirlenmesi

Immobilizasyon isleminin en ©nemli avantajlarindan biri de enzimin bir katiya

tutundurulmasi saglanarak enzimin tekrar kullanilabilir bir hale getirilmesidir.

Tekrar kullanilabilirligin belirlenebilmesi i¢in immobilize enzim 30°C’de kazein
¢oOzeltisi ile reaksiyona sokulur, reaksiyon sonunda aktivitesi hesaplanir. Daha sonra

bu enzim immobilizasyon islemi sirasinda kullanilan uygun pH ve molaritedeki tris-
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HCI tampon ¢ozeltisiyle yikanarak tekrar 30°C’de kazein ¢ozeltisi ile reaksiyona
sokulur ve reaksiyon sonunda aktivitesi hesaplanir. Bu islem arka arkaya tekrarlanir

ve enzimin aktivitesini kaginci kullammdan sonra kaybetmeye basladig: belirlenir.

6.3.7.4. Deterjan Uyumlulugunun Belirlenmesi

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

immobilize enzimlere de ayn1 islem uygulanir.

6.3.7.5. Raf Omriiniin Belirlenmesi

Immobilize enzimin raf omriinii belirlemek icin, belirli sayida enzim tasiyiciya
immobilize edildikten sonra tampon ¢ozelti ile yikanmip siiziilir ve kurutularak
+4°C’de 3 ay siireyle depolanir. 3 ay i¢inde araliklarla enzimlerin aktiviteleri 6l¢iiliir.
Bu islem sonunda, enzimin 3 ayda ne kadar aktivite kaybettigi ve aktivitesini ka¢ ay

siireyle koruyabildigi belirlenir.
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7. SONUCLAR ve TARTISMA

7.1. immobilize Proteaz Enzimleri icin Verimin Hesaplanmasi

7.1.1. Citosan Uzerine immobilize Edilmis Proteaz Veriminin Hesaplanmasi

Proteaz ~ enziminin  ¢itosan  iizerine  kovalent baglanma  yoOntemiyle
immobilizasyonunda, immobilizasyon siiresini belirlemek amaciyla siire 1, 2 ve 4
saat olarak denenmistir. %?2.5 (h/h) glutaraldehit iceren asetat tampon cozeltisi
kullanildigi durumda, en yiiksek verim 4 saatlik immobilizasyonda elde edilmis,
ancak 2 saatlik immobilizasyonda elde edilen verime cok yakin oldugundan
caligmalara immobilizasyon siiresi 2 saat alinarak devam edilmistir. Daha sonra
immobilizasyon %1.0 (h/h) GA iceren asetat tampon c¢ozeltisi kullanilarak
tekrarlanmistir. %1.0 (h/h) GA iceren asetat tampon ¢ozeltisi kullanildiginda verimin
daha yiiksek oldugu saptanmistir. Proteaz enzimi ¢itosan iizerine kovalent baglanma
yontemiyle immobilize edilirken Tablo 7.1°deki parametreler kullanilmistir. Elde

edilen verimler Tablo 7.1’te belirtilmektedir.

Tablo 7.1. Proteaz Enziminin Citosan Uzerine Kovalent Baglanma Yontemiyle
Immobilizasyonunda Verim (Up= 1.0000 U/mg tasiyici)

GA Iimmobilizasyon Uinm Ur AGK | EO
(%) PH Siiresi (saat) (U/mg tasiyic1) | (U/mg tasiyicr) | (%) (%)
25172 1 0.5078 0.0400 50.78 | 52.89
25172 2 0.6966 0.0343 69.66 | 72.14
25172 4 0.7099 0.0305 70.99 | 73.22
1.0 7.2 2 0.7977 0.0191 79.77 | 81.32

pH 7.2°de, %1.0 (h/h) GA igeren asetat tampon ¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirilen

2 saatlik immobilizasyon sonucunda AGK %80 ve EO %81 olarak bulunmustur.

Naby, Ismail, Ahmed ve Fattah (1997) calismalarinda Bacillus Mycoides’ten elde
ettikleri proteaz enzimini kovalent baglanma yontemiyle citosan iizerine immobilize

etmis ve %77.41 verim elde etmislerdir [24].
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7.1.2. Citin Uzerine immobilize Edilmis Proteaz Veriminin Hesaplanmasi

Proteaz enziminin ¢itin {izerine kovalent baglanma yontemiyle immobilizasyonu
sonucunda verimi arttirmak amaciyla oncelikle tasiyicinin (¢itinin) aktive edilmesi
islemi hacimce %1.0 ve %2.5 GA iceren asetat tampon cozeltileri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tablo 7.2°de de goriildiigii gibi GA yiizdesi %1.0’den %2.5’e
cikartildiginda verimde az bir artis saglamaktadir. Bu nedenle verimi daha cok
artirmak amaciyla enzim c¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan 0.5 M tris-HCI
¢ozeltisinin pH degerleri 7.2, 9.0 ve 11.0 iken immobilizasyon gerceklestirilmistir.
Kullanilan 0.5 M tris-HCI ¢ozeltisinin pH degeri 11.0 iken en yiiksek verim elde
edilmistir. Biitiin ¢aligmalarda immobilizasyon siiresi 1, 2, 4 ve 6 saat olarak
denenmistir. En yiiksek verim 4 saatlik immobilizasyonda elde edilmis, ancak 2
saatlik immobilizasyonda elde edilen verime ¢ok yakin oldugundan g¢alismalara
immobilizasyon siiresi 2 saat alinarak devam edilmistir. Immobilizasyon icin uygun
kosullarin saglanmasi amaciyla yapilan calismada, degisen kosullar ve elde edilen

verimler Tablo 7.2’de gosterilmektedir.

Tablo 7.2. Proteaz Enziminin Citin Uzerine Kovalent Baglanma Yontemiyle
Immobilizasyonunda Verim (Up= 1.0000 U/mg tastyici iken)

GA - Immobilizasyon Uimnm Ur AGK EO
(%) P Siiresi (saat) (U/mg tasiyict) | (U/mg tasiyici) (%) (%)
1 0.1640 0.0232 16.40 | 16.79
2 0.2626 0.0417 26.26 | 27.40
1.0 7.2
4 0.2684 0.0533 26.84 | 28.35
6 0.193 0.0348 19.30 | 20.00
1 0.3073 0.1113 30.73 | 34.58
2 0.4100 0.1368 41.00 | 47.50
1.0 | 9.0
4 0.4166 0.1392 41.66 | 48.40
6 0.2841 0.0974 28.41 | 31.48
1 0.5608 0.0580 56.08 | 59.53
2 0.8167 81.67 | 87.13
1.0 | 11.0 0.0626
4 0.8234 0.0673 82.34 | 88.27
6 0.5293 0.1113 52.93 | 59.56
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Tablo 7.2. Proteaz Enziminin Citin Uzerine Kovalent Baglanma Yontemiyle
Immobilizasyonunda Verim (Uy = 1.0000 U/mg tasiyici iken) (Devam)

1 0.1756 0.0742 17.56 18.97

2 0.2841 28.41 | 31.40
25179 0.0951

4 0.2924 0.1160 29.24 | 33.08

6 0.1996 0.0649 19.96 | 21.35

1 0.3222 0.1183 3222 | 36.54

2 0.4241 4241 | 49.27
25190 0.1392

4 0.4307 0.1438 43.07 | 50.31

6 0.3661 0.1693 36.61 | 44.07

1 0.5848 0.0881 58.48 | 64.13

2 0.8507 85.07 | 88.56
2.5 (11.0 0.0394

4 0.8598 0.0278 85.98 | 88.44

6 0.5883 0.1020 55.83 | 62.17

pH 11.0’de, %2.5 (h/h) GA iceren asetat tampon c¢ozeltisi kullanilarak
gerceklestirilen 2 saatlik immobilizasyon sonucunda AGK %85 ve EO %89 olarak

bulunmustur.

Naby, Ismail, Ahmed ve Fattah (1997) calismalarinda Bacillus Mycoides’ten elde
ettikleri proteaz enzimini kovalent baglanma yontemiyle ¢itin iizerine immobilize
etmistir. Caligmalarinda citini aktive etmek amaciyla %1.0 (h/h) GA iceren asetat
tampon c¢oOzeltisi kullanmis ve 6 saatlik immobilizasyon gerceklestirmislerdir.

Yaptiklar1 caligma sonucunda %79.29 verim elde etmislerdir [24].

7.1.3. Ham Zeolit Uzerine Immobilize Edilmis Proteaz Veriminin

Hesaplanmasi

Proteaz enziminin ham zeolit iizerine fiziksel adsorpsiyon yontemiyle

immobilizasyonunda, immobilizasyon siiresi 16, 20 ve 24 saat olarak denenmistir.

pH 10.0’da gerceklestirilen 24 saatlik immobilizasyon sonucunda en yiiksek verim
elde edilmistir. Bu kosullarda; AGK %79 ve EO %80 olarak bulunmustur. Farkli
immobilizasyon siirelerinde yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen verimler (AGK

ve EO degerleri) Tablo 7.3’te belirtilmektedir.
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Tablo 7.3. Proteaz Enziminin Ham Zeolit Uzerine Fiziksel Adsorpsiyon Yontemiyle

Immobilizasyonunda Verim (Up= 1.0000 U/mg tastyic1 iken)

- Immobilizasyon Uimm Ur AGK EO
Siiresi (saat) (U/mg tasiyicn) (U/mg tasiyici) (%) (%)
10.0 16 0.1696 0.0159 16.96 | 17.23
10.0 20 0.4996 0.0490 49.96 | 52.53
10.0 24 0.7912 0.0159 79.12 | 80.40

Xing, Li, Tian ve Ye yaptiklart calismada o-kimotripsin enzimini zeolit iizerine

immobilize ederek %69 verim elde etmislerdir [21].

7.1.4. Aljinat Uzerine immobilize Edilmis Proteaz Veriminin Hesaplanmasi

Proteaz

immobilizasyonunda, immobilizasyon siiresi 16, 20 ve 24 saat olarak denenmistir.

enziminin

aljinat

lizerine fiziksel

Elde edilen verimler Tablo 7.4’te belirtilmektedir.

Tablo 7.4. Proteaz Enziminin Aljinat Uzerine Fiziksel Adsorpsiyon Yontemiyle

Immobilizasyonunda Verim (Up= 1.0000 U/mg tastyic1 iken)

adsorpsiyon

yontemiyle

- Immobilizasyon Uimm Ur AGK EO
Siiresi (saat) (U/mg tasiyicn) (U/mg tasiyici) (%) (%)
10.0 16 0.4559 0.0212 45.59 | 46.58
10.0 20 0.8323 0.0053 83.23 | 83.67
10.0 24 0.6839 0.0331 68.39 | 70.73

pH 10.0’da gerceklestirilen 20 saatlik immobilizasyon sonucunda en yiiksek verim

elde edilmistir. Bu kosullarda, AGK %83 ve EO %84 olarak bulunmustur.

Naby, Ismail, Ahmed ve Fattah (1997) calismalarinda Bacillus Mycoides’ten elde
ettikleri proteaz enzimini fiziksel adsorpsiyon yontemiyle citosan iizerine immobilize

ederek %18.8 verim elde etmislerdir [24].

7.2. immobilize Proteaz Enzimlerinin Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kovalent baglanma yontemiyle citosan ve ¢itin tizerine, fiziksel adsorpsiyon
yontemiyle ham zeolit ve aljinat lizerine immobilize edilmis proteaz enzimlerinin pH
ve sicaklik kararhiliklari, optimum pH ve sicakliklari, tekrar kullanilabilirlik

dereceleri, deterjan uyumluluklar1 ve raf dmiirleri belirlenmistir.
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7.2.1. pH Kararhhg

Serbest proteaz enziminin kararliligi pH 6.0 ile 12.0 degerleri arasinda incelenmistir.
Serbest enzimin farkli pH degerlerindeki relatif aktiviteleri Tablo 7.5°te

goriilmektedir.

Tablo 7.5 ve Sekil 7.1’de de goriildiigii gibi pH 6.0’da %18’lik aktiviteye sahip olan
serbest proteaz enziminin aktivitesi pH 7.0’de %80’e ¢ikmaktadir. pH 7.0 ile 11.0
arasinda serbest enzimin aktivitesinde yaklasik olarak %10’luk bir diisis
gerceklesmekte, ancak serbest enzimin relatif aktivitesi bu aralikta %70’in altina

diismemektedir.

Yapilan deneyler sonucunda serbest proteaz enziminin, pH 7.0 ile 11.0 arasinda
kararliligim biiyiik 6l¢iide korudugu gozlemlenmektedir, ancak enzimin kararlilig
pH 11.0°de bir kirilma yasamistir, pH 11.0 ile 12.0 aralifinda ise serbest enzim ani
bir aktivite kaybina ugramis ve pH 12.0’de aktivitesi %7’ ye diismiistiir.

Kovalent baglanma yontemi ile ¢itosan ve citin lizerine immobilize edilen proteaz
enzimlerinin pH kararliliklar1 pH 6.0 ile 13.0 arasinda incelenmistir. immobilize

enzimlerin farkli pH degerlerindeki relatif aktiviteleri Tablo 7.5’te goriilmektedir.

Tablo 7.5. Kovalent Baglanma Yéntemi ile Immobilize Edilen Proteaz Enzimlerinin
pH Kararlilig

pH Relatif Aktivite (%)
Serbest Enzim | Citosana Immobilize | Citine immobilize
Edilen Enzim Edilen Enzim

6.0 18.25 22.30 40.59
7.0 80.29 33.83 57.01
8.0 79.56 80.44 66.93
9.0 72.99 81.18 75.83
10.0 70.07 82.66 88.71
11.0 70.80 69.24 89.74
12.0 7.30 67.97 87.00
12.6 - 2.01 75.14
13.0 - - 68.64

Tablo 7.5 ve Sekil 7.1°’de de goriildiigii gibi yapilan deneyler sonucunda citosan

iizerine immobilize edilen proteaz enziminin pH 8.0 ile 10.0 arasinda, citin iizerine
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immobilize edilen proteaz enzimin pH 10.0 ile 12.0 arasinda kararliligimi korudugu

gozlemlenmistir.

Citosana immobilize edilen enzim serbest enzimden daha dar bir alanda kararliligini
korumaktadir, ancak immobilize enzimin pH 6.0 ve 12.0 degerlerindeki relatif
aktivitesi serbest enziminden yiiksektir. immobilize enzim pH 12.0’de maksimum
aktivitesinin %]15’ini kaybetmektedir, relatif aktivitesi %68’dir, ancak serbest

enzimin bu degerdeki relatif aktivitesi %7 civarindadir.

Citine immobilize edilen proteaz enziminin pH 6.0’da ve pH 10.0-13.0 arali§indaki
relatif aktivitesi, serbest enzimin ve c¢itosana immobilize edilen enzimin relatif
aktivitelerinden daha yiiksektir. Citine immobilize edilen enzim pH 13.0’te
maksimum aktivitesinin %20’sini kaybetmektedir, ancak bu degerde bile relatif

aktivitesi %68’in altina diismemektedir.

Kovalent baglanma yontemi ile yapilan ¢alisma sonucunda citosan ve ¢itin iizerine
immobilize edilen proteaz enzimlerinin, serbest proteaz enziminden daha yiiksek pH
degerlerinde calismaya elverisli oldugu, ayrica kararlilik gosterdikleri bolgelerde

immobilize enzimlerin serbest enzimden daha yiiksek aktivite gosterdikleri

saptanmuigtir.
Kovalent Baglanma-pH Kararlili1g1
100 ~
< 80 - 4
E /.><0/’:_\\
2
& 60 - —e— Serbest Enzim
= —=— Citin
= 40 .
= Citosan
&g 20
0 I T T T T T T T 1
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pH

Sekil 7.1. Kovalent Baglanma Yontemi ile Immobilize Edilen Proteaz Enzimlerinin
pH Kararliligi
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Fiziksel adsorpsiyon yontemi ile ham zeolit ve aljinat iizerine immobilize edilen
proteaz enzimlerinin pH kararliligt pH 6.0 ile 12.0 arasinda incelenmistir.
Immobilize enzimlerin farkli pH degerlerindeki relatif aktiviteleri Tablo 7.6’da

goriilmektedir.

Tablo 7.6. Fiziksel Adsorpsiyon Yontemi ile Immobilize Edilen Proteaz
Enzimlerinin pH Kararlilig

Relatif Aktivite (%)
pH Ham Zeolite Immobilize Aljinata Immobilize Edilen
Edilen Enzim Enzim
6.0 38.70 34.97
7.0 73.46 52.45
8.0 88.36 95.10
9.0 89.55 93.96
10.0 87.67 93.46
11.0 72.77 67.48
12.0 20.72 19.28

Tablo 7.6 ve Sekil 7.2°’de de goriildiigli gibi yapilan deneyler sonucunda ham zeolit
ve aljinat iizerine immobilize edilen proteaz enzimlerinin pH kararliligi bakimindan
aym karakteristigi gosterdikleri ve pH 8.0 ile 10.0 arasinda kararhiliklarim

koruduklar1 gézlemlenmektedir.

Ham zeolit ve aljinat {izerine immobilize edilen proteaz enzimleri, serbest enzimden
daha dar bir alanda kararliliklarim korumaktadir, ancak immobilize enzimlerin pH
kararliligr gosterdikleri bolgede serbest enzimden yiiksek aktiviteye sahip olduklar
goriilmektedir. Serbest enzim bu pH araliginda maksimum %79 relatif aktivite
gosterirken, ham zeolit iizerine immobilize edilen enzim %90, aljinat iizerine
immobilize edilen enzim ise %95 relatif aktivite gostermektedir. Ayrica, ham zeolit
izerine immobilize edilen enzimin aktivitesi pH 7.0 ve 11.0’de de %70’in altina
diismemektedir. Immobilize enzimlerin kararlilhigi, serbest enzimde de oldugu gibi
pH 11.0’de bir kirllma yasamistir, pH 11.0-12.0 araliginda ise ani bir aktivite
kaybma ugramis ve pH 12.0’de ham zeolit iizerine immobilize edilen proteazin
aktivitesi serbest enzim gibi %7’ye, aljinat lizerine immobilize edilen proteazin

aktivitesi de %19’a diismiistiir.
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Fiziksel adsorpsiyon yontemi ile yapilan ¢alisma sonucunda ham zeolit ve aljinat
izerine immobilize edilen proteaz enzimlerinin, serbest proteaz enziminden farkli pH
degerlerinde calismaya uygun olmadiklari, ancak kararli olduklar1 bdolgelerde

immobilize enzimlerin serbest enzimden ¢ok daha yiiksek aktiviteye sahip olduklart

saptanmistir.
Fiziksel Adsorpsiyon-pH Kararliligi
120 -
< 100
N A
-‘qé 80 7 \\/‘ —e— Serbest Enzim
% 60 - —a— Zeolit
% 40 Aljinat
=
M 20
0 [ I I I I I I !
6 7 8 9 10 11 12 13
pH

Sekil 7.2. Fiziksel Adsorpsiyon Yontemi ile Immobilize Edilen Proteaz Enzimlerinin
pH Kararlilig

Yapilan pek cok calismada enzimler immobilize edilerek 6zellikleri iyilestirilmeye
calisilmistir. Hayashi ve Ikada ¢alismalarinda ¢itosan kiirecikleri {izerine immobilize
ettikleri proteaz enzimin serbest enzimden daha genis pH aralifinda kararli oldugunu

saptamislardir [23].

Chellapandian ¢alismasinda vermikulit {izerine immobilize ettigi proteaz enziminin
serbest enzime gore hem asidik, hem de bazik ortamda daha yiiksek aktivite

gosterdigini saptamistir [25].

7.2.2. Sicaklik Kararlhihg

Sicaklik kararliligi immobilize enzimlerin uygulamalarinda ©nemli bir kriter
oldugundan bu konuda pek ¢ok calisma yapilmaktadir. Yiiksek sicakliklarda serbest
enzimler deaktive olurken, immobilize enzimlerde tasiyici genellikle yiiksek

sicaklifa karsi koruyucu durumuna gelmektedir. Immobilizasyon islemi ile
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enzimlerin bicimsel esnekligi degismektedir. Immobilizasyon, enzimin sertligini
arttirmaktadir, bu da genellikle enzimin yiikselen sicakliga karsi kararliligin
artmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle bir ¢ok calismada immobilizasyon islemi

sonucunda enzimin sicaklik kararliliginda gelisme goriilmektedir [29].

Serbest proteaz enziminin 30°C ile 80°C arasinda sicaklik kararliligi incelenmistir.
Serbest enzimin farkli sicakliklarda 30 dakika bekletilmesi ve ardindan hizli bir
sekilde sogutulmasi sonucu elde edilen relatif aktiviteleri Tablo 7.7°de

goriilmektedir.

Tablo 7.7 ve Sekil 7.3’te de goriildiigii gibi serbest enzim 30°C ile 50°C arasinda
kararliligin1 korumaktadir, ancak 60°C’de relatif aktivitesi %63’e diismektedir, 70°C
ve 80°C’de ise relatif aktivitesi %35’e kadar diigmektedir. Yapilan ¢alisma sonucunda
serbest proteaz enzimin sicaklik kararliliginda 50°C’den sonra bir kirilma oldugu ve
ozellikle 60°C ve iizerindeki sicakliklarda c¢aligmak i¢in uygun olmadigi

belirlenmistir.

Immobilizasyon islemiyle proteaz enziminin sicaklik kararlihg da iyilestirilmeye
calistlmistir.  Immobilizasyon islemi sonucunda enzimin sicaklik kararlihig

gelistirilebilir, sabit kalabilir ya da diigebilir [25].

Kovalent baglanma yontemi ile ¢itosan ve citin lizerine immobilize edilen proteaz
enzimlerinin sicaklik kararliliklar1 30°C ile 80°C arasinda incelenmistir. Immobilize

enzimlerin farkli sicakliklardaki relatif aktiviteleri Tablo 7.7’ te goriilmektedir.

Tablo 7.7. Kovalent Baglanma Yéntemi ile Immobilize Edilen Proteaz Enzimlerinin
Sicaklik Kararlilig

Relatif Aktivite (%)
Sicaklik (°C) Serbest Citosana Immobilize Citine Immobilize
Enzim Edilen Enzim Edilen Enzim
30 100.00 100.00 100.00
40 95.79 80.06 94.23
50 96.12 78.27 93.36
60 63.11 77.53 92.20
70 5.50 40.19 88.74
80 3.88 5.17 87.87
90 - - 40.90
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Citosan lizerine kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilen proteaz enzimi
40°C ile 60°C arasinda kararhligini korumaktadir. 70°C’de relatif aktivitesinin
%40’1m, 80°C’de ise aktivitesinin sadece %5 ini koruyabilmektedir. Serbest enzimle
karsilastirildiginda immobilize enzimin 60°C ve 70°C’deki relatif aktivitelerinin daha
yiikksek oldugu goriilmektedir, ancak c¢itosan iizerine immobilize edilen proteaz
enzimi de serbest enzim gibi 80°C’de diisiik aktiviteye sahiptir ve 80°C’de ¢alismak

icin uygun degildir.

Citin iizerine kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilen proteaz enzimi 30°C
ile 80°C arasinda kararhligini korumaktadir. Citin iizerine immobilize edilen enzim
80°C’de aktivitesinin sadece %12’sini kaybetmektedir. Serbest enzimden ve ¢itosan
tizerine immobilize edilen enzimden farkli olarak c¢itin iizerine immobilize edilen
enzimin 80°C’deki relatif aktivitesi oldukga yiiksektir. Sekil 7.3’te de goriildiigii gibi,
citin iizerine immobilize edilen proteaz enziminin sicaklik kararhiligi grafiginde
80°C’den sonra bir kirilma goriilmekte ve 80°C’de %87 olan relatif aktivitesi

90°C’de %40’a diismektedir.

Kovalent Baglanma-Sicaklik Kararlilig:
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Sekil 7.3. Kovalent Baglanma Yontemi ile Immobilize Edilen Proteaz Enzimlerinin
Sicaklik Kararlilig

Sicaklik kararlilign immobilize enzimlerin uygulamalarinda en 6nemli kriterlerden
biridir. Immobilize enzimler, 6zellikle de kovalent baglanma yontemiyle immobilize

edilen enzimler, sicaklia kars1 serbest enzimlerden daha direnclidirler [23].
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Kovalent baglanma yontemi ile yapilan ¢alisma sonucunda ¢itosan ve ¢itin iizerine
immobilize edilen proteaz enzimlerinin, Ozellikle ¢itin iizerine immobilize edilen
proteaz enziminin, serbest proteaz enziminden daha yiiksek sicaklik degerlerinde

calismaya elverisli oldugu saptanmistir.

Fiziksel adsorpsiyon yontemi ile ham zeolit ve aljinat iizerine immobilize edilen
proteaz enzimlerinin sicaklik kararhiliklari 30°C ile 80°C arasinda incelenmistir.
Immobilize enzimlerin farkli sicakliklardaki relatif aktiviteleri Tablo 7.8’de

goriilmektedir.

Tablo 7.8. Fiziksel Adsorpsiyon Yontemi ile Immobilize Edilen Proteaz
Enzimlerinin Sicaklik Kararlilig

Relatif Aktivite (%)
Sicaklik (°C) Ham Zeolite immobilize Aljinata immobilize Edilen
Edilen Enzim Enzim
30 100.00 100.00
40 97.50 96.34
50 94.34 93.95
60 68.55 86.94
70 18.30 49.04
80 8.81 9.71

Tablo 7.8 ve Sekil 7.4’te goriildiigii gibi ham zeolit iizerine fiziksel adsorpsiyon
yontemi ile immobilize edilen proteaz enzimi, sicaklik kararliligi bakimindan serbest
proteaz enzimiyle aym karakteristigi gostermektedir. Ham zeolit {izerine immobilize

edilen enzim 30°C ile 50°C arasinda kararliligin1 korumaktadir.

Aljinat {izerine fiziksel adsorpsiyon yontemi ile immobilize edilen proteaz enzimi ise
30°C ile 60°C arasinda kararliligini korumaktadir. Ayrica, serbest enzimden ve ham
zeolit lizerine immobilize edilen enzimden farkli olarak aljinat tizerine immobilize

edilen enzim 70°C’de de relatif aktivitesinin %50’ sini korumaktadir.

Fiziksel adsorpsiyon yontemi ile yapilan calisma sonucunda ham zeolit iizerine
immobilize edilen proteaz enziminin serbest enzimin kararli oldugu sicaklik araligini
genisletemedigi, aljinat iizerine immobilize edilen proteaz enziminin ise bu aralig
10°C daha genislettigi ve serbest enzimden daha yiiksek sicakliklarda calisma

kolaylig1 sagladig1 saptanmustir.
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Fiziksel Adsorpsiyon-Sicakhik Kararlhhgi
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Sekil 7.4. Fiziksel Adsorpsiyon Yontemi ile Immobilize Edilen Proteaz Enzimlerinin
Sicaklik Kararlilig

Naby, Ismail, Ahmed, Fattah yaptiklar1 ¢aligmada, citin ve ¢itosan iizerine kovalent
baglanma yontemiyle immobilize ettikleri proteaz enzimlerinin sicaklik kararliliginin

serbest enzimden daha iyi oldugunu belirtmektedirler [24].

Hayashi ve Ikada calismalarinda ¢itosan kiirecikleri iizerine immobilize ettikleri
proteaz enzimin serbest enzimden daha yiiksek sicakliklarda kararlilik gosterdigini

saptamislardir [23].

Chellapandian ¢alismasinda vermikulit {izerine immobilize ettigi proteaz enziminin
sicaklik kararliliginda serbest enzime gore bir gelisme saptamistir. Yaptigi calismada
70°C’de serbest enzimin aktivitesi %17 iken immobilize enzimin aktivitesini %28’e

cikarmay1 basarmistir [25].

7.2.3. Optimum pH

Serbest proteaz enziminin ve kovalent baglanma yontemiyle ¢itosan ve ¢itin iizerine
immobilize edilen proteaz enzimlerinin farkli pH degerlerinde hazirlanan %0.6’lik
kazein cozeltileriyle yapilan reaksiyonlar1 sonucundaki relatif aktiviteleri Tablo

7.9°da goriilmektedir.
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Tablo 7.9 ve Sekil 7.5’te de goriildiigii gibi serbest enzim pH 10.0’da maksimum

relatif aktivite degerine sahiptir. Serbest enzimin optimum pH degerinin, pH

kararlilig1 gosterdigi bolge igeriside oldugu goriilmektedir.

Tablo 7.9. pH’'nin Kovalent Baglanma Yontemi ile Immobilize Edilen Proteaz
Enzimlerinin Relatif Aktivitelerine Etkisi

Kazein Relatif Aktivite (%)
Cozeltisinin Citosana Immobilize Citine Immobilize
pH degeri Serbest Enzim Edilen Enzim Edilen Enzim
6.8 44.42 68.89 46.43
7.5 65.58 72.16 49.49
8.4 84.84 78.68 52.41
9.5 90.53 100.00 68.40
10.0 100.00 70.32 89.06
11.5 87.89 53.34 100.00
12.3 - - 88.04

Tablo 7.9 ve Sekil 7.5’te de goriildiigii gibi, ¢itosan iizerine immobilize edilen

proteaz enzimi pH 9.5’te ve citin iizerine immobilize edilen proteaz enzimi pH

11.5’te maksimum relatif aktiviteye sahiptirler.

Kovalent Baglanma-Optimum pH
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Sekil 7.5. pH’'nin Kovalent Baglanma Yontemi ile Immobilize Edilen Proteaz
Enzimlerinin Relatif Aktivitelerine Etkisi
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Kovalent baglanma yontemiyle ¢itosan iizerine immobilize edilen proteaz enziminin
optimum pH degeri (9.5) serbest enzimin optimum pH degerine (10.0) yakindir.
Citin lizerine immobilize edilen enzim ise serbest enzimin optimum pH degerini 1.5
birim yukari cekmis ve daha alkali degerlerde calisabilme olanagi saglamistir. Her
iki immobilize enzimin de optimum pH degerleri pH kararhiliklar1 gosterdikleri

bolgeler igerisindedir.

Fiziksel adsorpsiyon yontemiyle ham zeolit ve aljinat lizerine immobilize edilen
proteaz enzimlerinin farkli pH degerlerinde hazirlanan %0.6’lik kazein ¢ozeltileriyle

yapilan reaksiyonlar1 sonucundaki relatif aktiviteleri Tablo 7.10°da goriilmektedir.

Tablo 7.10. pH’nin Fiziksel Adsorpsiyon Yontemi ile immobilize Edilen Proteaz
Enzimlerinin Relatif Aktivitelerine Etkisi

Kazein Relatif Aktivite (%)

Cozeltisinin Ham Zeolite Immobilize Aljinata Immobilize Edilen
pH Degeri Edilen Enzim Enzim

6.8 67.04 52.09

7.5 78.98 65.65

8.4 100.00 72.50

9.5 88.21 82.76

10.0 84.09 100.00

115 59.09 78.71

Tablo 7.10 ve Sekil 7.6’da da goriildiigii gibi, ham zeolit lizerine immobilize edilen
proteaz enzimi pH 8.4’te ve aljinat lizerine immobilize edilen proteaz enzimi pH

10.0’da maksimum relatif aktiviteye sahiptirler.

Fiziksel adsorpsiyon yontemiyle proteaz enziminin aljinat iizerine immobilizasyon
islemi enzimin optimum pH degerini degistirmemistir. Ham zeolit iizerine
immobilize edilen enzim ise serbest enzimin optimum pH degerini 1.6 birim asag1
cekmis ve daha az alkali degerlerde calisabilme olanag saglamistir. Her iki
immobilize enzimin de optimum pH degerleri pH kararlilign gosterdikleri bolgeler

icerisinde kalmustir.
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Fiziksel Adsorpsiyon-Optimum pH
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Sekil 7.6. pH’nin Fiziksel Adsorpsiyon Yontemi ile Immobilize Edilen Proteaz
Enzimlerinin Relatif Aktivitelerine Etkisi

Hayashi ve Ikada calismalarinda proteaz enzimini gozenekli citosan kiirecikleri
izerine kovalent baglanma yontemiyle immobilize etmis, serbest enzim i¢in 8.0 olan

optimum pH degerinin immobilizasyonla degismedigini belirtmiglerdir [23].

Naby, Ismail, Ahmed, Fattah yaptiklarnn ¢alismada, optimum pH degeri 9.0 olan
proteaz enzimini c¢itin {lizerine kovalent baglanma yOntemiyle immobilize
ettiklerinde, immobilize proteaz enziminin optimum pH degerini 8.71 olarak
saptamiglardir. Ayrica fiziksel adsorpsiyon yontemiyle citosan iizerine immobilize

ettikleri proteaz enziminin optimum pH degerini de 8.7 olarak belirtmislerdir [24].

Chellapandian yaptig1 bir ¢alismada ise, alkalin proteaz enzimini vermikulit iizerine
glutaraldehit ile kovalent baglanma yontemiyle immobilize ederek, serbest enzimin
ve immobilize edilmis enzimin optimum pH’larin sirasiyla 8.5 ve 10 olarak tespit

etmistir [25].

Tanksale, Chandra, Rao, Deshpande yaptiklann calismada Conidiobolus
macrosporus’dan elde edilen alkalin proteaz enzimi immobilize ettiklerinde, serbest
enzimin optimum pH degeri 10 iken, immobilize enzimin optimum pH’sinin 8 — 9

arasinda oldugunu saptamiglardir [26].
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7.2.4. Optimum Sicakhk

Serbest enzimin, kovalent baglanma yontemiyle citosan ve citin iizerine immobilize
edilen enzimlerin farkli sicakliklarda %0.6’lik kazein cozeltileriyle reaksiyona

sokulmalar1 sonucunda elde edilen relatif aktiviteleri Tablo 7.11’de goriilmektedir.

Tablo 7.11. Sicakhigin Kovalent Baglanma Yontemi ile Immobilize Edilen Proteaz
Enzimlerinin Relatif Aktivitelerine Etkisi

Relatif Aktivite (%)
Sicakhik i ]
o Citosana Immobilize Citine Immobilize
(W) Serbest Enzim
Edilen Enzim Edilen Enzim
30 63.93 62.45 29.79
40 80.36 73.94 37.13
50 100.00 81.85 48.45
60 85.47 100.00 100.00
70 59.22 61.87 93.09
80 34.07 48.71 82.99

Tablo 7.11 ve Sekil 7.7°de de goriildiigii gibi serbest proteaz enzimi 50°C’de,
kovalent baglanma yontemiyle citosan ve ¢itin {izerine immobilize edilen proteaz

enzimleri de 60°C’de maksimum relatif aktiviteye sahiptirler.

Kovalent baglanma yodntemiyle immobilizasyon sonucunda proteaz enziminin
optimum sicakligi 10°C yiikselmistir. Bu yiikselme, immobilizasyon sirasinda olusan
hidrojen baglar1 veya elektron gecis komplekslerinin enzimin yapisin1 korumasi ve
enzimdeki titresimi engelleyerek enzimin sicakliga karsi direncinin artmasini

saglamasiyla aciklanabilmektedir [14].

Tim enzimlerin optimum sicaklik degerleri sicaklik kararlilign gosterdikleri
bolgelerdedir. Enzimlerin Sekil 7.7’deki optimum sicaklik grafikleri, Sekil 7.3’teki
sicaklik kararliligi grafikleriyle birlikte incelendiginde; serbest enzimin ve ¢itosan
izerine immobilize edilen enzimin optimum sicaklik egrilerinin, sicaklik kararliligt
egrilerinin iizerinde bulundugu goriilmektedir. Citin iizerine immobilize edilen
enzimde ise optimum sicaklik egrisinin optimum sicaklik degerinden (60°C) 6nce ve
sonra sicaklik kararliligi egrisinin altindaki bolgede bulundugu goriilmektedir. Bu;
citin lizerine immobilize edilen enzimin, ¢itosan iizerine immobilize edilen enzimden

daha kararh oldugunu gostermektedir.
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Sekil 7.7. Sicakligin Kovalent Baglanma Yontemi ile Immobilize Edilen Proteaz
Enzimlerinin Relatif Aktivitelerine Etkisi

Fiziksel adsorpsiyon yontemiyle ham zeolit ve aljinat iizerine immobilize edilen

proteaz enzimlerinin farkli sicakliklarda %0.6’lik kazein c¢ozeltisiyle reaksiyona

sokulmalar1 sonucunda elde edilen relatif aktiviteleri Tablo 7.12’de goriilmektedir.

Tablo 7.12. Sicakligin Fiziksel Adsorpsiyon Yontemi ile Immobilize Edilen Proteaz
Enzimlerinin Relatif Aktivitelerine Etkisi

Relatif Aktivite (%)
Sicakhk (°C) Ham Zeolite Immobilize Aljinata Immobilize Edilen
Edilen Enzim Enzim
30 82.75 62.01
40 92.61 100.00
S0 100.00 90.35
60 91.78 86.57
70 75.59 78.91
80 57.16 70.09

Tablo 7.12 ve Sekil 7.8’de de goriildiigii gibi fiziksel adsorpsiyon yontemiyle ham

zeolit ve aljinat lizerine immobilize edilen enzimlerin optimum sicakliklar1 sirasiyla

50°C ve 40°C’dir.
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Fiziksel adsorpsiyon yontemiyle immobilizasyon sonucunda ham zeolite immobilize
edilen proteaz enziminin optimum sicakliginda bir degisim olmazken, aljinat lizerine
immobilize edilen proteaz enziminin optimum sicakhigi 10°C diismiistiir. Her iki
immobilize enzimin de optimum sicaklik degerleri sicaklik kararliligi gosterdikleri
bolgeler icerisindedir. immobilize enzimlerin Sekil 7.8’deki optimum sicaklik
grafikleri, Sekil 7.4’teki sicaklik kararlilig1 grafikleriyle birlikte incelendiginde; ham
zeolit lizerine immobilize edilen enzimin optimum sicaklik egrisinin, sicaklik
kararlilig1 egrisinin {izerinde bulundugu, aljinat iizerine immobilize edilen enzimde
ise optimum sicaklik egrisinin sicaklik kararlilign egrisinin altindaki bolgede
bulundugu goriilmektedir. Bu; aljinat iizerine immobilize edilen enzimin, ham zeolit

izerine immobilize edilen enzimden daha kararli oldugunu gostermektedir.

Fiziksel Adsorpsiyon-Optimum Sicaklik
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Sekil 7.8. Sicakligin Fiziksel Adsorpsiyon Yontemi ile Immobilize Edilen Proteaz
Enzimlerinin Relatif Aktivitelerine Etkisi

Naby, Ismail, Ahmed, Fattah yaptiklar1 ¢alismada, optimum sicakligi 50°C olan
proteaz enzimini citin {izerine kovalent baglanma yontemiyle ve citosan iizerine
fiziksel adsorpsiyon yOntemiyle immobilize etmislerdir. Citin ve ¢itosan iizerine
immobilize ettikleri enzimlerin optimum sicaklik degerlerini sirasiyla 50°C ve 55°C

olarak bulmuslardir [24].
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Chellapandian’in alkalin proteaz enzimini vermikulit tizerine glutaraldehit ile
kovalent baglanarak immobilize ettigi bir calismada ise immobilize enzimin

optimum sicaklik degeri degismemistir [25].

Tanksale, Chandra, Rao, Deshpande, Conidiobolus macrosporus’dan elde edilen
alkalin proteaz enzimini immobilize ettikleri calismada, serbest enzimin optimum
sicakligi 40°C iken, immobilize enzimin optimum sicakhigim 50°C olarak

saptamiglardir [26].

7.2.5. Tekrar Kullanilabilirlik

Enzim immobilizasyonunun amaclarn arasinda enzimlerin bir ¢cok kere kullanilmasini
saglayarak maliyeti diisiirmek ve enzimlerin kesikli veya siirekli reaktorlerde
kullanimlarin1 saglamak sayilmaktadir. Bu nedenle immobilize edilen bir enzimin

tekrar kullanilabilirlik 6zelligi ¢ok 6nemlidir [14,15].

Tablo 7.13’te kovalent baglanma yoOntemiyle citin ve citosan iizerine, fiziksel
adsorpsiyon yontemiyle ham zeolit ve aljinat {izerine immobilize edilen proteaz
enzimlerinin ard arda tekrar kullanilmalar1 sonucunda relatif aktivitelerindeki

degisim goriilmektedir.

Tablo 7.13. Immobilize Proteaz Enzimlerinin Tekrar Kullanimlarinin Relatif
Aktiviteye Etkisi

Déngii Relatif Aktivite (%)
Kovalent Baglanma Fiziksel Adsorpsiyon
Citin Citosan Ham Zeolit Aljinat
1 100.00 100.00 100.00 100.00
2 93.96 93.98 76.38 84.24
3 87.93 84.32 53.27 72.13
4 81.99 78.50 33.67 49.52
5 73.90 66.56 16.08 32.32
6 66.50 60.96 - -
7 49.85 42.89 - -

Tablo 7.13 ve Sekil 7.9’da da goriildiigii gibi arka arkaya 7 kullanimdan sonra,
kovalent baglanma yontemiyle citin lizerine immobilize edilmis proteaz enzimi

baslangi¢c aktivitesinin %350’sini ve ¢itosan iizerine immobilize edilmis proteaz

64



enzimi baslangi¢ aktivitesinin %43’linli koruyabilmektedir. Fiziksel adsorpsiyon
yontemiyle ham zeolit ve aljinat iizerine immobilize edilmis proteaz enzimleri ise
arka arkaya 5 kullanimdan sonra sirasiyla baslangi¢ aktivitelerinin %16 ve %32’sini

koruyabilmektedir.

Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen proteaz enzimlerinin aktiviteleri
ilk 4 kullannmda %80 civarinda kalabilmis, 6 kullanimda da %60’1in altina
diismemistir. Fiziksel adsorpsiyon yoOntemiyle aljinat lizerine immobilize edilen
proteaz enziminin aktivitesi 4 kullanim sonunda, ham zeolit iizerine immobilize

edilen proteaz enziminin aktivitesi ise 3 kullanim sonunda %50’ye diigmiistiir.

Immobilize proteaz enzimlerinin tekrar kullanilabilirlikleri incelendiginde, siirekli
sistemlerde ¢alismak i¢in kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilmis proteaz
enzimlerinin, fiziksel adsorpsiyonla immobilize edilmis proteaz enzimlerinden daha

uygun oldugu goriilmektedir.

Tekrar Kullanilabilirlik
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Sekil 7.9. Immobilize Proteaz Enzimlerinin Tekrar Kullanimlarmin Relatif
Aktiviteye Etkisi

Tanksale, Chandra, Rao, Deshpande’nin Conidiobolus macrosporus’dan elde edilen
alkalin proteaz enzimini poliamid lizerine kovalent baglanma yontemiyle immobilize

ettikleri calismada immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligi incelendiginde,
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enzimin 22 reaksiyon sonunda aktivitesinde dnemli bir diisiis olmadig1 gbzlenmistir

[26].

Xing, Li, Tian, Ye’nin noétral bir proteaz olan termolisini 4 ayn tiir zeolit iizerine
immobilize ettikleri calismada enzimlerin tekrar kullanilabilirlikleri incelenmistir. Bu
calismada 3 tane mikrogozenekli (HY, NH4Y, NaY), 1 tane de mezogdzenekli
(HNH4DAY) zeolit kullanilmistir. HY iizerine immobilize edilen enzimin aktivitesi 1
kullanimdan sonra %8’den %2’ye, NH.Y {lizerine immobilize edilen enzimin
aktivitesi 5 kullanimdan sonra %65’ten %40’a, NaY {lizerine immobilize edilen
enzimin aktivitesi 5 kullanimdan sonra %60’tan %40’a, HNH DAY iizerine
immobilize edilen enzimin aktivitesi 4 kullanimdan sonra %60’tan %25’e diismiistiir

[21].

Chellapandian’n alkalin proteaz enzimini vermikulit {izerine glutaraldehit kullanarak
kovalent baglanma ile immobilize ettigi caligmada, immobilize enzimin iist {iste bes
kullanimdan sonra orijinal aktivitesinin %78’inin korundugu tespit edilmis ve bunun
sebebi olarak da alkalin proteazin tasiyici iizerine glutaraldehit ile giiclii bir sekilde

baglanmasi gosterilmistir [25].

7.2.6. Deterjan Uyumlulugu

Proteaz enzimi deterjan sanayinde genis kullanim alanina sahiptir. Ozellikle alkalin
proteazlar ¢cevre dostu yapilari nedeniyle deterjanlardaki toksik kimyasallarla kismen
veya tamamen yer degistirmektedir. Ideal bir deterjan enzimi, tiim yikama
sicakliklarinda etkin olabilmek icin yeterli sicaklik kararliligma sahip olmali,

deterjan soliisyonu i¢inde kararliligin1 ve aktivitesini koruyabilmelidir [11,26].

Kovalent baglanma yontemiyle citin ve ¢itosan iizerine immobilize edilen proteaz
enzimlerinin  %0.7’lik ticari bir deterjan ¢ozeltisi ile 60°C’de belirli siireler
bekletilmesi sonucundaki relatif aktiviteleri Tablo 7.14’te goriilmektedir. Tabloda
verilen referans degerler ise citin ve citosan iizerine immobilize edilen proteaz
enzimlerinin deterjan eklenmeden 60°C’de belirli siireler bekletilmesi sonucundaki

relatif aktiviteleridir.
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Tablo 7.14. Kovalent Baglanma Yontemiyle Immobilize Edilen Proteaz
Enzimlerinin Ticari Bir Deterjan ile 60°C’deki Uyumlulugu

Relatif Aktivite (%)
Siire
Citin Citin + Citosan Citosan +
(Saat)
Referans Deterjan Referans Deterjan
0 100.00 100.00 100.00 100.00
1 92.70 90.75 76.01 69.86
2 86.56 84.80 67.60 59.02
3 81.30 75.66 62.62 50.11

Tablo 7.14 ve Sekil 7.10’da da goriildiigii gibi kovalent baglanma yontemiyle ¢itin
ve ¢itosan iizerine immobilize edilen proteaz enzimlerinin ticari bir deterjan ile 3 saat
60°C’de muamele edilmeleri sonucu aktiviteleri %50’nin altina diismemektedir.
Ozellikle c¢itin iizerine immobilize edilen enzimin deterjan varhginda kararliligin

korudugu ve aktivitesinin 3 saat sonunda %76’ya diistiigii goriilmektedir.

Kovalent Baglanma-Deterjan Uyumlulugu

120 1

~ 100 #
S
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i —+— (Citosan Referans
‘g 40 - Citosan+Deterjan
5]
B oo -

0 T T 1

0 1 2 3

Zaman (Saat)

Sekil 7.10. Kovalent Baglanma Yo6ntemiyle Immobilize Edilen Proteaz Enzimlerinin
Ticari Bir Deterjan ile 60°C’deki Uyumlulugu

Fiziksel adsorpsiyon yontemiyle ham zeolit ve aljinat iizerine immobilize edilen
proteaz enzimlerinin 3 saat 60°C’de deterjanla muamele edilmeleri sonucunda relatif

aktiviteleri Tablo 7.15’te goriilmektedir.
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Tablo 7.15. Fiziksel Adsorpsiyon Yontemiyle Immobilize Edilen Proteaz
Enzimlerinin Ticari Bir Deterjan ile 60°C’deki Uyumlulugu

Relatif Aktivite (%)
Siire
Ham Zeolit | Ham Zeolit + Aljinat Aljinat +
(Saat)
Referans Deterjan Referans Deterjan
0 100.00 100.00 100.00 100.00
1 68.34 63.67 86.31 84.36
2 52.60 48.74 77.55 73.04
3 43.05 39.21 69.27 63.56

Tablo 7.15 ve Sekil 7.11°de de goriildiigii gibi fiziksel adsorpsiyon yontemiyle aljinat
lizerine immobilize edilen proteaz enziminin deterjan ile 3 saat 60°C’de muamele
edilmesi sonucu aktivitesi %64’e diiserken, ham zeolit iizerine immobilize edilen
proteaz enziminin aymi deterjan ile 3 saat 60°C’de muamele edilmesi sonucu
aktivitesi %39’a diismiistiir. Aljinat iizerine immobilize edilen enzimin deterjan

varliginda kararliligin1 daha iyi korudugu goriilmektedir.

Fiziksel Adsorpsiyon-Deterjan Uyumlulugu
120 1
~ 100 #
N
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Sekil 7.11. Fiziksel Adsorpsiyon Yontemiyle Immobilize Edilen Proteaz
Enzimlerinin Ticari Bir Deterjan ile 60°C’deki Uyumlulugu

Tiim immobilize proteaz enzimleri 60°C’de ticari bir deterjanla 3 saat muamele
edildikten sonra belirli oranlarda aktivite kaybetmistir. Ozellikle fiziksel adsorpsiyon

yontemiyle immobilize edilen enzimlerin aktivite kayiplarimin daha yiiksek oldugu
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goriilmektedir. Bu kayiplarin nedeni enzimlerin deterjan uyumluluguna 60°C’de
bakilmasidir. Fiziksel adsorpsiyon yontemiyle immobilize edilen enzimler deterjanla
muamele edilmeseler de 60°C’de  diisiik aktiviteye sahiptirler. Deterjan ilave
edilmeden 60°C’de bekletilen immobilize enzimlerin 3 saat sonunda relatif
aktiviteleri tasiyici olarak ¢itosan, ¢itin, ham zeolit ve aljinat kullanildiginda sirasiyla

%81, %63, %43, %69 olarak bulunmustur.

Bu calismada, immobilize enzimlerin deterjan uyumluluguna bakilirken sicakligin
etkisini yok etmek icin, 60°C’de 3 saat deterjanla muamele edilen immobilize
enzimlerin relatif aktiviteleri aymi kosullarda deterjansiz bekletilen immobilize

enzimlerin relatif aktivitelerine oranlanmistir. Bu oran Tablo 7.16’da verilmektedir.

Tablo 7.16. Immobilize Proteaz Enzimlerinin Deterjan Varligi ve Yoklugundaki
Aktivitelerinin Oram

Siire Relatif Aktivite (%)
(Saat) Kovalent Baglanma Fiziksel Adsorpsiyon
Citosan Citin Ham Zeolit Aljinat
0 100.00 100.00 100.00 100.00
1 91.91 97.90 93.16 97.74
2 87.31 97.97 92.67 94.19
3 80.03 93.06 91.08 91.76

Tablo 7.16 ve Sekil 7.12°de de goriildiigii gibi immobilize enzimlerin 60°C’de 3 saat
bekletilmeleri sonucundaki aktiviteleri ile immobilize enzimlerin 60°C’de deterjan
varliginda 3 saat bekletilmeleri sonucundaki aktiviteleri arasindaki fark ¢ok diistiktiir.
Deterjanla en diisiik uyumluluga sahip olan enzim kovalent baglanma yontemiyle
citosan lizerine immobilize edilen proteaz enzimidir ve onun da uyumlulugu %80
olarak bulunmustur. Citin, ham zeolit ve aljinat iizerine immobilize edilen proteaz
enzimlerinin deterjan ile uyumluluklarinin sirasiyla %93, %91 ve %92 oldugu
saptanmistir. Bu nedenle, tiim immobilize proteaz enzimlerinin kullamilan ticari

deterjan ile uyumlu olduklar1 sdylenebilmektedir.
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Deterjan Uyumlulugu
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Sekil 7.12. immobilize Proteaz Enzimlerinin Deterjan Varligi ve Yoklugundaki
Aktivitelerinin Orani

Ayrica, proteaz enzimlerinin aym ticari deterjan ile 3 saat boyunca 30°C’de muamele
edilmeleri sonucu aktiviteleri incelendiginde; kovalent baglanma ile ¢itin ve ¢itosan
tizerine, fiziksel adsorpsiyon yontemiyle ham zeolit ve aljinat iizerine immobilize
edilen proteaz enzimlerinin aktiviteleri 3 saat sonunda sirasiyla %95, %92, %87 ve
%85 olarak saptanmistir. Bu da, immobilize enzimlerin deterjan varliginda yiiksek
aktiviteye sahip olmalar i¢in uygun calisma kosullarinin belirlenmesi gerektigini

gostermektedir.

Tanksale, Chandra, Rao, Deshpande’nin yaptiklari calismada Conidiobolus
macrosporus’dan elde edilen alkalin proteaz enziminin immobilizasyon sonrasinda
deterjan uyumlulugu incelenmistir. Serbest ve immobilize enzimler 1 saat 28°C’de
Ariel, Rin Shakti ve Surf Excel gibi ticari deterjanlarla muamele edilerek aktiviteleri
Olctilmiistiir. Bu c¢alismada Rin Shakti deterjaniyla muamele edilen serbest enzim
aktivitesinin %76’sim1  korurken, immobilize enzimin aktivitesinin %84’ {inii
korudugu saptanmigtir. Ayni kosullarda Ariel ve Surf Excel deterjaniyla muamele
edilen serbest ve immobilize enzimlerin aktivitelerinin de %50 nin altina diismedigi

belirlenmistir [26].

Adinarayana, Ellaiah, Prasad’in Bacillus subtilis PE-11°den izole ettikleri serin

alkalin proteaz enzimiyle yaptiklart c¢alismada enzimin deterjan uyumlulugu
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incelenmigtir. Elde ettikleri proteaz enzimlerinin 10 mM CaCl, ve glisin varliginda
60°C’de 3 saat boyunca farkli tiir ticari deterjanlarla muamele edilmesi sonucunda

aktiviteleri Tablo 7.17’de goriilmektedir [11].

Tablo 7.17. Adinarayana, Ellaiah, Prasad’in Calismasindaki Enzimin Deterjan
Uyumlulugu

Relatif Alkalin Proteaz Aktivitesi (%)

Siire Surf

(Saat) Kontrol Nirma Wheel Henko Surf Excel Ariel Rin
0.0 100 100 100 100 100 100 100 100
0.5 96 90 95 92 91 93 88 87
1.0 94 87 92 89 87 90 85 83
1.5 91 85 89 86 83 87 82 81
2.0 87 79 82 79 75 80 74 72
2.5 80 69 73 68 63 70 61 59
3.0 76 58 65 58 51 56 52 53

7.2.7. Raf Omrii

Enzimlerin immobilizasyon sonrasinda saklama kararliliklarinin, yani ne kadar
siireyle aktivitelerini koruyabildiklerinin belirlenmesi énemlidir. Kovalent baglanma
yontemiyle ¢itosan ve c¢itin iizerine, fiziksel adsorpsiyon yontemiyle ham zeolit ve
aljinat tizerine immobilize edilen proteaz enzimlerinin raf Omiirleri incelenmistir.
Enzimlerin raf Omiirlerini yani saklama kararliliklarim1 belirlemek i¢in, enzimler
immobilizasyon sonras1 immobilizasyonda kullanilan tamponla yikanarak +4°C’de 3
ay bekletilmiglerdir. Immobilize enzimlerin 3 ay iginde belirli araliklarla 6l¢iim

yapilarak belirlenen relatif aktiviteleri Tablo 7.18’de goriilmektedir.
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Tablo 7.18. immobilize Proteaz Enzimlerinin Raf Omiirleri

Relatif Aktivite (%)
Hafta Kovalent Baglanma Fiziksel Adsorpsiyon
Citosan Citin Ham Zeolit Aljinat
0 100.00 100.00 100.00 100.00
1 98.23 98.93 98.99 99.04
2 97.40 92.79 96.82 97.77
3 93.35 90.75 92.29 93.31
5 88.99 87.73 85.09 86.31
7 84.01 83.35 79.56 80.73
9 80.27 79.36 69.01 74.52
12 74.97 72.44 58.96 63.85

Tablo 7.18 ve Sekil 7.13’te goriildiigii gibi kovalent baglanma ile citin ve ¢itosan

lizerine immobilize edilen proteaz enzimlerinin saklama kararliligi, fiziksel

adsorpsiyon yontemiyle ham zeolit ve aljinat iizerine immobilize edilen proteaz

enzimlerine gore daha fazladir.

—e— Citosan

—a— Citin

—a— Zeolit
Aljinat

Raf Omrii
120 1
ge\ 100 iﬂ:’l ’\.
2 80- o
2 60 -
.
'*_5; 40
[-5]
4 20 -
0 ‘ ‘ ‘
0 2 6 10
Hafta

Sekil 7.13. immobilize Proteaz Enzimlerinin Raf Omiirleri

Immobilize enzimlerin saklama kararliliklar1 12 hafta boyunca izlendiginde, 12 hafta

sonunda kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen enzimlerin aktivitelerinin
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%70’in altina diismedigi, fiziksel adsorpsiyon yontemiyle ham zeolit ve aljinat
izerine immobilize edilen enzimlerin aktivitelerinin sirasiyla %59 ve %64’e diistiigii

goriilmektedir.

Naby, Ismail, Ahmed ve Fattah’in yapmis olduklar1 bir calismada Bacillus
Megaterium, Bacillus Mycoides, Bacillus Subtilis ve Staphylococcus sp.
kiiltiirlerinden elde edilen alkalin proteaz enzimlerinin +5°C’de 5-6 ay siireyle
saklama kararliliklar1 incelendiginde, serbest enzim aktivitesinin %50’sini korurken,
fiziksel adsopsiyon yontemiyle citosan iizerine immobilize edilen enzim aktivitesinin
%90.1’1ini, iyonik baglanma yontemiyle amberlit IR-120 iizerine immobilize edilen
enzim aktivitesinin %88.4’linli, kovalent baglanma yOntemiyle citin iizerine
immobilize edilen enzim aktivitesinin %100’iinii ve tutuklama yontemi ile %?2’lik
capraz bagli poliakrilamide immobilize edilen enzim aktivitesinin %87.9’unu

korudugu gozlenmistir [24].
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8.

VARGILAR ve ONERILER

Proteaz enziminin ¢itin ve citosan lizerine kovalent baglanma yontemiyle, aljinat ve

ham zeolit iizerine fiziksel adsorpsiyon yoOntemi ile immobilize edilmesi,

immobilizasyon verimlerinin ve enzim Ozelliklerinin incelenmesi amaciyla

gercgeklestirilen bu calismada asagidaki sonuglara varilmistir:

1)

2)

3)

4)

Proteaz enziminin kovalent baglanma ve fiziksel adsorpsiyon yontemleri ile
farkli tasiyicilar iizerine immobilizasyonuyla ilgili calismada immobilizasyon
verimleri aktivite geri kazanimi (AGK) ve etkinlik oramt (EO) olarak
belirlenmistir. Citosan, ¢itin, ham zeolit ve aljinat lizerine immobilize edilen
proteaz enzimlerinin AGK degerleri sirasiyla %80, %85, %79, %83 ve EO
degerleri ise sirasiyla %81, %89, %80, %84 olarak bulunmustur. Kovalent
baglanma yoOntemiyle gerceklestirilen immobilizasyon islemlerinde verimlerin
daha yiiksek oldugu goriilmektedir ve en yiiksek verim proteazin citin iizerine

kovalent baglanma yontemiyle immobilizasyonundan elde edilmistir.

Serbest proteaz enzimi pH 7.0 ile 11.0 arasinda pH kararliligin1 korurken,
citosan, ¢itin, ham zeolit ve aljinat lizerine immobilize edilen enzimler sirasiyla
pH 8.0-10.0, pH 10.0-12.0, pH 8.0-10.0, pH 8.0-10.0 arasinda kararlilik
gostermektedir. Genel olarak, immobilizasyon islemi sonucunda proteaz
enziminin pH kararhilifinda iyilesme goriilememektedir, ancak citin {lizerine
immobilize edilen proteazin serbest proteazdan daha alkali ortamlarda ¢aligmaya

uygun oldugu saptanmustir.

Serbest proteaz enzimi pH 10.0’da en yiiksek aktiviteye sahipken, ¢itosan, ¢itin,
ham zeolit ve aljinat iizerine immobilize edilen enzimlerin optimum pH degerleri

sirasiyla 9.5, 11.5, 8.4, 10.0 olarak saptanmstir.

Sicaklik kararliligt immobilize enzimlerin uygulamalarinda en Onemli
kriterlerden biridir. Bu ¢aligmada sicaklik kararliligi 30°C ile 50°C arasinda olan
serbest proteaz enziminin, ¢itosan, ¢itin, ham zeolit ve aljinat iizerine immobilize

edildigi durumlarda sirasiyla 40-60°C, 30-80°C, 30-50°C, 30-60°C araliginda
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5)

6)

7)

8)

9)

sicakhik kararliliklarim korudugu belirlenmistir. Ozellikle kovalent baglanma
yontemiyle immobilize edilen proteaz enzimlerinin, sicakliga karsi serbest

proteaz enziminden daha direngli olduklart goriilmektedir.

Serbest proteaz enzimi 50°C’de maksimum aktivite gosterirken, immobilize
edilen enzimlerin optimum sicaklik degerleri tasiyici olarak ¢itin ve c¢itosan
kullanildiginda 60°C, ham zeolit kullanildiginda 50°C, aljinat kullanildiginda ise

40°C olarak saptanmustir.

Immobilize proteaz enzimlerinin 5 kez arka arkaya kullanilmalar1 sonucundaki
relatif aktivitelerinin (%), tasiyici olarak c¢itosan, c¢itin, ham zeolit ve aljinat
kullanildiginda sirasiyla 67, 74, 16, 32 oldugu saptanmistir. Bu calismada,
kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen proteaz enzimlerinin tekrar
kullanilabilirliginin, fiziksel adsorpsiyon yontemine gore daha iyi sonuglar

verdigi goriilmektedir.

Immobilize proteaz enzimlerinin deterjan uyumluluklari; 60°C’de 3 saat
deterjanla muamele edilen immobilize enzimlerin relatif aktivitelerinin ayni
kosullarda deterjansiz bekletilen immobilize enzimlerin relatif aktivitelerine orani
olarak belirlendiginde tasiyic1 olarak ¢itosan, c¢itin, ham zeolit ve aljinat
kullanildigi durumlar i¢in enzimlerin sirasiyla ticari bir deterjana %80, %93, %91
ve %92 uyumlu olduklar1 saptanmistir. Sonug olarak, tiim immobilize enzimlerin

deterjan uyumluluklarinin yiiksek oldugu goriilmektedir.

Ayrica raf Omiirleri de incelenen immobilize enzimlerin +4°C’de 3 ay
bekletilmeleri sonucu relatif aktivitelerinin (%), tasiyici olarak ¢itosan, ¢itin, ham
zeolit ve aljinat kullanildigi durumlar i¢in sirasiyla 75, 72, 59, 64 oldugu
belirlenmistir. Bu ¢alismada kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen
proteaz enzimlerinin, fiziksel adsorpsiyon yontemine gore daha yiiksek saklama

kararliligina sahip olduklart goriilmektedir.

Bu calismada, serbest proteaz enzimi kovalent baglanma ve fiziksel adsorpsiyon
yontemleriyle immobilize edilerek 6zellikleri 1iyilestirilmeye calisilmistir.
Ozellikle ¢itin iizerine kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen proteaz
enzimi, yiiksek sicaklik ve pH degerlerinde calisabilme olanagi saglamasi, siirekli
sistemlere uygulanabilir hale getirilmesi ve deterjana uyumlulugu ile serbest

proteazin 6zelliklerini gelistirmektedir.
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10) Yapilan calisma sonucunda immobilize sistemlerin, ©zellikle kovalent bagh
sistemlerin, serbest enzimden daha kararli oldugu  goriilmektedir.

1mmobi1izasyon islemleri ile;
v Enzimin sicaklik ve pH kararliligi gelistirilmis,
v Enzimler siirekli sistemlere uygun hale getirilmis,

v Enzimlerin ticari bir deterjan varhigmnda kararl oldugu saptanmustir.
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