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Son yillarda nanopolimerik malzemelerle yapilan immobilizasyon ¢alismalar:
yayginlasmistir. Bu nanopolimerik malzemelerin yiizey ozellikleri, immobilizasyonun hangi
yontem ile gerceklestirileceginin de en dnemli etkenidir.

Bu c¢alismada, aspergillus susundan elde edilen seliillaz enziminin daha Once
denenmemis olan epoksi grubu ile zenginlestirilmis, epoksi metakrilat ve epoksi butil metakrilat
polimerleri ile kovalent immobilizasyonu arastirilmigtir. Ayrica serbest ve immobilize
seliillazlarin termal ve depolama kararliliklari ile immobilize seliilazlarin tekrar kullanim
kararliliklar1 aragtirilmistir. Serbest ve immobilize enzimlerin aktivite Olgiimleri yapilarak
optimum sicaklik, optimum pH, termal ve depolama kararliliklar1 ile kinetik parametreleri
belirlenmis immobilize seliilazlarin tekrar kullanilabilirlikleri 6l¢lilmiistiir. Serbest seliilaz i¢in
optimum pH 5,5 , optimum sicaklik 60°C, immobilize enzimler i¢in optimum pH 6,5 , optimum
sicaklik S50°C olarak belirlendi. Serbest ve immobilize seliilazlarin belli bir sicaklikta bir siire
bekletilerek belirlenen termal kararliliklart karsilagtirildi ve immobilize enzimlerin serbest
enzime gore daha dayanikli oldugu gézlemlendi. Serbest ve immobilize enzimlerin 35 giin
boyunca 5°C ve 25°C’ lerdeki depolama kararlililar1 gézlemlendi.

5°C’ de bekletilen serbest selillazin 15. giinde kalan aktivitesinin %4,07 oldugu,
25°C’de bekletilen serbest seliilazin ise 3. giinden sonra denatiire olup aktivite gostermedigi
gozlemlendi. Epoksi metakrilat ile immobilize edilmis enzimin 5°C’de

30. giinde aktivitesinin %37,5’ini, 25°C’de 25. giinde %22,5’ini korudugu, 30. giinde
aktivite gostermedigini gozlemledik. Epoksi butil metakrilat ile immobilize edilmis enzimin ise
5°C’ 30. giinde aktivitesinin %44,7’sini, 25°C’lerde 25. giinde %32’sini korudugu, 30. glinde ise
yaklagik %6’lik bir aktivite gdsterdigini gozlemledik. Tmmobilize seliilazlarin optimum
kosullardaki tekrar kullanilabilirligi tayininde ise kalan aktiviteler EMA i¢in 4. kullanimda
%24,65 , EBMA igin 6. kullanimda %8,58 olarak ol¢lilmistiir. Belirlenen optimum kosullarda
Km ve Vmax degerleri ise serbest seliilaz igin Km 0,626 mg/mL, Vmax 0,964 U/g; immobilize
seliilazlar i¢in ise sirastyla Km 1,703 mg/mL (EMA) , 4,545 mg/mL(EBMA) , Vmax 4,019 U/g
(EMA), 0,507 U/g (EBMA) olarak hesaplanmistir.

Anahtar Kelimeler: Seliilaz, Immobilizasyon, Epoksi metakrilat, Epoksi butil metakrilat
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In recent years, immobilization studies with nanopolymeric materials have become
widespread. The surface properties of these nanopolymeric materials are the most important
factors in which method of immobilization is performed.

In this study, the covalent immobilization of cellulase enzyme obtained from
aspergillus strain with epoxy methacrylate and epoxy butyl methacrylate polymers was
investigated. In addition, thermal and storage stability of free and immobilized cellulases
and re-use stability of immobilized cellulases were investigated. The activity measurements
of free and immobilized enzymes were measured and the reusability of immobilized
cellulases with optimum temperature, optimum pH, thermal and storage stability and
kinetic parameters were determined. The optimum pH for free cellulase was 5.5, the
optimum temperature was 60°C, for the immobilized enzymes the optimum pH was 6.5 and
the optimum temperature was 50°C. The thermal stability of the free and immobilized
cellulases was determined by standing at a certain temperature for a period of time and it
was observed that the immobilized enzymes were more resistant than the free enzyme.
Storage stability of free and immobilized enzymes at 5°C and 25°C were observed for 35
days. It was observed that the activity of free cellulase which was kept at 5°C on the 15th
day was 4.07% and the free cellulase, which was kept at 25°C, was denatured after 3 days
and did not show any activity. The enzyme immobilized with epoxy methacrylate is
retained 37.5% of its activity at day 30 at 5°C, 22.5% at day 25 at 25°C and did not show
activity at day 30. The enzyme immobilized with epoxy butyl methacrylate is maintained
44.7% of its activity at 5°C 30th day, 32% at 25°C at 25°C, and showed an activity d
approximately 6% at 30th day. Km and Vmax values under the optimum conditions
determined for free cellulase Km 0,626 mg/mL, Vmax 0,964 U/g ; for immobilized
cellulases, Km 1,703 mg/mL (EMA), 4,454 mg/mL (EBMA), Vmax 4,019 U/g (EMA),
0,507 U/g (EBMA) respectively.

Keywords: Cellulase, Immobilization, Epoxy methacrylate, Epoxy butyl methacrylate
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GENISLETILMIS OZET

Enzimler protein yapisinda olan ¢ok 06zel biyokatalizorlerdir. Canli
organizmalarda gergeklesen ¢ok sayida reaksiyon enzimlerle katalizlenir.
Enzimlerle katalizlenen reaksiyonlar katalizlenmemis karsitlarina gore 107 - 1016
kez daha hizli gerceklesir (Tiikel ve Alptekin, 2007).

Bir grup katalitik RNA molekiilii disinda, biitlin enzimler proteindir.
Enzimlerin katalitik aktiviteleri, dogal proteinin {i¢ boyutlu yapisinin saglamligina
baghdir. Enzim denature oldugunda veya kiigiik parcalara ayrildiginda katalitik
aktivitesi kaybolur. Protein enzimlerinin birincil, ikincil, {igiinciil ve dordiinciil
yapisi katalitik aktiviteleri icin esastir (Nelson ve Cox, 2005). Enzimler, tlimh
kosullarda, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin gerceklesmesini saglar. Bununla
beraber, giiniimiizde enzimlerden dogal ortamlarinin disindaki pek ¢ok alanda
yararlanilmaktadir. Enzimlerin endiistriyel amaglarla kullanilmaya baslanmasi,
enzimleri, daha ekonomik ve kullanigli hale getirme galigmalarini da beraberinde
getirmistir. (Wiseman, 1986). Giliniimiizde endiistriyel alanda kullanilan enzimler
biiyilk oranda mikroorganizmalardan elde edilmektedir Enzim {retiminde
hammadde sorunu mikrobiyal kaynaklar sayesinde ¢oziilmiis olsa da, bu
mikrobiyal kaynaklardan, enzim saflastirilmasi oldukg¢a masrafli bir istir. Bu
nedenle, saflagtirilan enzimlerden miimkiin oldugunca faydalanabilmek igin
immobilizasyon teknikleri gelistirilmistir (Tiikel ve Alptekin, 2007).

Endiistriyel uygulamalarda serbest enzimin geri kazanilmasi, aktivitesini
biiylik oranda kaybetmesinden dolay1 neredeyse miimkiin degildir. Serbest enzimi,
katalizor olarak kullanildigi reaksiyon ortamindan aktivitesini yitirmeden
¢ikarabilmek miimkiin olmadigindan enzimin yeniden kullanilmasi da séz konusu
degildir. Bu ise maliyeti yiikselten 6nemli bir etmendir. (Tiikel ve Alptekin, 2007).
Enzim saflagtirma islemlerinin zor ve pahali olmasindan dolay1 ¢esitli
immobilizasyon teknikleri gelistirilmistir. Enzimler, suda ¢6ziinmeyen bir matrikse

fiziksel veya kimyasal olarak baglanmasiyla, suda ¢oziinmeyen {iriin veren bir
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kopolimerizasyona enzim molekiiliiniin monomer olarak katilmasiyla ya da suda
¢coziinmeyen mikrokapsiillerde tutuklamakla immobilize edilirler (Klibanov, 1983).

Immobilize enzimlerin serbest enzimlere tercih edilme nedenleri;

- Reaksiyon sonunda silizme, santrifujleme vs gibi yontemlerle ortamdan
kolayca uzaklagtirilabilirler. Boylece {irlinlerin  enzim tarafindan
kirletilmesi gibi bir problemde kalmaz.

- Cevre kosullarina karst daha dayaniklidirlar.

- Birgok kere ve uzun siire kullanilabilirler.

- Daha kararhdirlar.

- Immobilize enzimin kullanildig1 reaksiyonlarda iiriin olusumu kontrol
altinda tutulabilir.

- Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundurlar

- Bazi immobilize enzimler, serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite
gosterebilirler.

- Enzimin kendi kendini par¢alama olasilig1 oldukg¢a azdir.

- Mekanistik ¢aligmalar i¢in uygundur.

- Otomatik islemlere imkéan verir.

- Endistriyel olarak 6nemli bir ekonomi saglar ve iiretim kayb1 azdir.

Bu ¢aligmada, seliillaz enzimini, daha 6nce denenmemis epoksi metakrilat
ve epoksi butil metakrilat polimerik destek maddelerine kovalent baglanma
yontemi ile immobilize edildi. Yapilan aktivite Ol¢iimleri termal ve depolama
kararliliklart ve immobilize seliilazlarin tekrar kullanim sayilari tayini sonuglari
sOyledir:

Serbest seliilaz i¢in optimum pH 5,5 , optimu tampon derisimi 0,1M,
optimum sicaklik 60°C, immobilize enzimler i¢in optimum pH 6,5 , optimum

sicaklik 50°C olarak belirlendi. Serbest ve immobilize selillazlarin 50°C sicaklikta 6
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saat bekletilerek belirlenen termal kararliliklar1 karsilagtirildi ve immobilize
enzimlerin serbest enzime gore daha dayanikli oldugu belirlendi. Serbest ve
immobilize enzimlerin 35 giin boyunca 5°C ve 25°C’ lerdeki depolama
kararliliklar1 Olgiildii. 5°C° de bekletilen serbest selillazin 15. giinde kalan
aktivitesinin %4,07 oldugu, 25°C’de bekletilen serbest seliilazin ise 3. glinden sonra
denatiire olup aktivite gdstermedigi belirlendi. Epoksi metakrilat ile immobilize
edilmis enzimin 5°C’de 30. giinde aktivitesinin %37,5’ini, 25°C’de 25. giinde
%22,5’ini korudugu, 30. giinde aktivite gostermedigini belirlendi. Epoksi butil
metakrilat ile immobilize edilmis enzimin ise 5°C’ 30. giinde aktivitesinin
%44,7’sini, 25°C’lerde 25. giinde %32’sini korudugu, 30. glinde ise yaklasik %6’lik
bir aktivite gosterdigini gozlemledik. Ayrica immobilize seliilazlarin tekrar
kullanim kararliliklar1 da oOlgiildii ve epoksi metakrilat ile immobilize edilmis
selillazin, 4. kullanimdan sonra aktivite gostermedigi, epoksi butil metakrilat ile
immobilize edilmis selillazin 6. kullanim sonunda aktivitesini yaklasik %90
oraninda kaybettigi gozlemlendi. Belirlenen optimum kosullarda Km ve Vmax
degerleri ise serbest seliilaz i¢cin Km 0,626 mg/ml Vmax 0,964 U/g; immobilize
seliilazlar i¢in ise sirasiyla Km 1,703 mg/mL (EMA) , 4,545 mg/mL (EBMA) ,
Vmax 4,019 U/g (EMA), 0,507 U/g (EBMA) olarak hesaplanmugtir.

Yapilan bu ¢aligmalar sonunda epoksi metakrilat ve epoksi butil metakrilat
polimerleri ile immobilize edilmis seliilazlarin, endiistriyel alanda kullaniminin

uygun oldugu soylenebilir.
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1. GIRIS Fatma Niikte COLKESEN

1. GIRIS

Enzimler, biyolojik sistemlerde tepkimeleri Kkatalizleyen, oldukga
Ozellesmis proteinlerdir. Enzimler, sentetik ve inorganik katalizérlerden ¢ok daha
hizli katalizleme giicline sahiptirler ve kimyasal tepkimeleri olagan isti
hizlandirirlar. Sulu ¢o6zeltilerde 1liman sicakliklarda ve nétiire yakin pH’larda
caligirlar. (Chample, 1997)

Enzimlerin katalitik aktivite gostermelerindeki en dnemli faktoriin, enzimin
iic boyutlu yapisi oldugu diisliniilmektedir. Enzimlerin tamami, proteinlerin en
biiylik ve en ¢ok 6zellesmis grubunu teskil eden globuler protein yapidadirlar.
Enzimlerin katalitik aktiviteleri bu protein konformasyonunun biitiinliigiine
baglhdir. Eger enzim denatiire olursa veya alt birimleri ayristirilirsa katalitik
aktiviteleri kaybolur. (Yontem, 2011)

Enzimler artik, biyolojik sistemlerdeki bu metabolik gorevleri diginda, ¢ok
cesitli amaglar icin kullamilmak iizere giinliikk hayatimiza girmislerdir. Ancak
enzimlerin avantajlarinin yani sira bazi dezavantajlarimin oldugu da bilinmektedir.

Bu dezavantajlar sunlardir;

- izolasyonunun ve saflagtirilmasinin yiiksek maliyet gerektirmesi,
- dogal ortamlarindan izole edilen enzimlerin yapisinda kararsizlik olugmasi,

- saklanma kosullarina karsi duyarliliklarinin  olduk¢a fazla olmasi.

(Baymdirli, 1995)

Ayrica enzimler, reaksiyonlar1 sonucunda modifiye olmadiklar i¢in ayni
enzim bir kereden fazla kullanilamaz. Endistriyel, analitik ve tibbi proseslerin pek
cogunda enzimler substrat ¢ozeltisi ile kullanildigindan, substratlarin iiriinlere
dondstiirilmesinden sonra, enzimlerin substrat ve {iriinlerle birlikte bulundugu

¢Ozeltiden ayrilmasi zorlagmaktadir ve enzimler ekonomik olarak geri
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kazanilamamaktadir. Bu da enzimlerin sadece bir kere kullanilmalarina ve pahali
olmalarma neden olup uygulamalarda biiyllk masraflara neden olmaktadir.

(Kuzmic ve ark., 2015)

1.1. Enzim immobilizasyonu

Yukarida bahsedilen dezavantajlar1 ortadan kaldirmak ig¢in enzimler
immobilize edilerek kullanilmaya baslanmistir. Yani enzimlerin bir katiya (destek
maddesine) tutundurularak  immobilize edilip, defalarca  kullanilmalar
saglanmaktadir.

Immobilizasyon hareketi yavaslatma, durdurma ya da smirlama demektir.
Enzimlerin, fiziksel ve kimyasal islemlerle hareketinin sinirlandirilmasina
immobilizasyon denir. immobilizasyon kavramu ilk olarak, 1971 yilinda ABD’de
diizenlenen Enzim Miihendisligi Konferansi’nda agiklanmistir. (Telefoncu, 1986).
Enzimlerin, katalitik aktivitelerinin sabit kalmasi kosuluyla, tekrar ve siirekli
kullanimina izin verecek sekilde, tanimlanmis belirli bir bolgeye fiziksel olarak
yerlestirilmesi ve hapsedilmesi, immobilizasyon olarak tanimlanmstir. (Ozgelik,
1987, Oda ve ark., 1983, Hartmeier, 1985)

Enzim immobilizasyonunuyla, enzimin gecisi engellenerek yar1 gecirgen
bir destek materyaline enzim hapsedilir. Immobilize enzimlerin &zellikleri, hem
enzim hem de destek materyalin ikisinin de Ozeliklerine baghdir. Uygun bir
yontemle immobilize edilmis enzimin kimyasal, biyokimyasal, mekanik ve kinetik
Ozellikleri bu immobilize enzimin verimini ve performansi etkiler. (Telefoncu,
1986, Ozgelik, 1987). Bu etkilesimden dogan genel ozellikler Sekil 1.1°de

gosterilmektedir.
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Enzim

- Biyokimyasal

ozellikleri

- Reaksiyon tipi ve

kinetigi Immobilizasyon metodu
- % kazang
- Kiitle transferlerinin etkileri

B - Operasyonel kararlilik (iiriin say1si1)
Performans
- Enzim tiiketimi
Tasiyic1 (matriks) - Verimlilik

- Kimyasal karakteristik

ozellikleri

- Mekanik 6zellikleri

Sekil 1.1. Immobilize enzimin mekanik ve kinetik 6zellikleri

Glinlimiizde artik, endiistriyel alanda ¢ok sayida immobilize enzim
kullanilmaktadir. Ticari amagli bir prosesin gergeklestirilmesinde, iiretimdeki
artisla beraber ekonomik kosullar da dikkate alinmaktadir

Immobilizasyondan sonra enzim aktivitesinin, optimum pH ve sicakliginin,
substrata ilgisi ve kararliliginin degistigi gdézlemlenmis olup genellikle enzimin
aktivitesi ve substrata ilgisi olumsuz etkilenirken, optimum sicaklig1 ve kararlilig:
olumlu etkilenmektedir. Bu degisiklikler enzimin yapisina, tasiyicinin tipine,

immobilizasyon yontemine ve sartlarina bagl olabilir. (Oda ve ark., 1983)

1.2. Enzim immobilizasyon Yontemleri

Enzimler cesitli yontemlerle immobilize edilirler. Bir biyolojik katalizoriin
immobilizasyonu i¢in uygun yoOntemi secerken, immobilizasyon esnasinda ve
sonrasinda, enzimin aktif merkezinin zarar gérmeyecegi bir yontem olmasi tercih

edilmelidir. Zira uygun yontemin secilebilmesi, enzimin yapisinin ¢ok 1iyi
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bilinmesini ~ gerektirir. Immobilizasyon sirasinda, enzimin aktif merkezi
korunmalidir. (Uludag, 2000). Enzimler i¢in uygun immobilizasyon yontemini

segmede dort ana kriter dikkate alinir:

Giivenilirlik,

Maliyet,

Aktivitenin korunmasi

Kararlhilik.

Immobilizasyon yéntemleri;

1) Fiziksel yontemler
a) Adsorpsiyon ile immobilizasyon
b) Tutuklama ile immobilizasyon
-Mikrokapsiil ile hapsetme yontemi

-Kafes tipi hapsetme yontemi

2) Kimyasal yontemler
a) Kovalent baglama

b) Capraz baglama
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Enzim immobilizasyon Yéntemleri

Fiziksel Yontemler Kimyasal Yontemler
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i Capraz Kovalent
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Sekil 1.2. Enzim immobilizasyon yontemleri

1.3. Fiziksel Immobilizasyon Yontemleri

Fiziksel yontemler, enzimin belirli bir yere fiziksel olarak tutturulmasini
icerir. Bu yontem, elektrostatik, iyonik, enzimler arasi etkilesimler gibi belirli
fiziksel kuvvetlere dayanir. immobilizasyon, enzimin destek maddesindeki mikro
bolmeler igerisinde veya gozenekli segici gecirgen yapilara tuttundurulmasiyla

gerceklesir. (Immobilized Enzynes, 2004)

1.3.1. Adsorbsiyon Yontemi

Bu yontem, ilk onceleri, enzim saflagtirmak amaciyla kullanilmis ancak
daha sonra suda ¢oziinmeyen tasiyicilarla enzim immobilizasyonunda da
kullanilmaya baglanmistir. Bu yontem, suda ¢dziinmeyen kati matriksin,enzim
¢oOzeltisi ile karigtirllmasit ve fazla enzimin yikanarak uzaklastirilmasi esasina
dayanir. Enzimin destek maddesine tutunmasi, hidrojen baglari, Van der Waals
kuvvetleri ve hidrofobik etkilesmeler sayesinde gergeklesir. Adsorbsiyon
yontemiyle immobilize edilmis enzimin, aktifligini biiyiikk O6l¢lide korumasi
bununla beraber, adsorpsiyon ile immobilizasyonun tersinir olmasi nedeniyle
destek maddesinin ve enzimin tekrar kullanimini saglamasi bir avantajken, enzim

ile destek maddesi arasindaki zayif baglardan dolay1 adsorplanan enzimin kullanim

5
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esnasinda tagiyicidan uzaklagsmasi bir dezavantajdir.
Adsorbsiyon yonteminin, bir yandan immobilizasyon gerceklesirken diger
yandan enzim saflagtirmasina olanak vermesi, bu yontemi oldukca cazip ve tercih

edilen bir yontem kilmistir. (Hiirrem, 2010)

1.3.2. Tutuklama Yontemi

Polimerik matriks yapisinda veya yar1 gecirgen membranlarda enzimin
hapsedilmesiyle gergeklesen immobilizasyon yoéntemidir. Immobilizasyonda
kullanilan polimerik matriks yapisi, substrat ve {iriiniin difiizyonuna izin verip
proteinin difiizyonunu engeller. Bunun i¢in de yeterli derecede siki olmas1 gerekir.
Bu yontemde, enzim molekiiliiniin fiziksel ve kimyasal olarak herhangi bir
tagiyictya baglanmamis olmasi, yontemi, kovalent baglama ve ¢apraz baglama
immobilizasyon yonteminden ayiran en dnemli 6zelliktir. Hapsetme yontemi diye
de bilinir ve mikrokapsiil ile hapsetme ve kafes tipi hapsetme olmak iizere iki ayri

metod ile yapilabilir. (Sperinde ve Griffith, 1977, Tiikel ve Alptekin, 2007)

Mikrokapsiil ile Hapsetme Metodu: Bu metod, gozenekleri 10-1000 pm capli,

yart gecirgen membranlar i¢inde enzim molekiillerinin hapsedilmesine dayanir.
Yar gegirgen membranin gorevi, biiyiik protein ve enzimlerin mikrokapsiil digina
¢ikmasina engel olmak ve bu esnada kii¢iik substrat ve triinlerin serbestce girip
¢ikmasina olanak saglamaktir. (Bickerstaff, 1997).

Yar gegirgen mikrokapsiiller, iki farkli yontemle hazirlanabilir.

-Faz ayrimi polimerizasyonu: Bu yontem koagiilasyona dayali olup
kimyasal bir reaksiyonun gerceklesmedigi basit bir yontemdir. Uygun bir ¢oziicli
i¢inde, enzim ve membran birlikte ¢oziiliir ve bu ¢ozelti, mikro damlaciklar halinde
¢Oktiiricii maddeye ilave edilir. Basit bir yontem olup biitiin enzimlere

uygulanabilmektedir
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- Ara yiizey polimerizasyonu: Bu yontemde de kimyasal 6zellik tasiyan ara
¢Oktiiriicii madde i¢inde enzim ¢Ozeltisinin mikro damlaciklart hazirlanir. Enzim

¢Ozeltisi ve ¢oktiiriicti maddenin birlesme noktalarinda polimerlesme goriiliir.

Mikrokapsiilleme ile hapsetme yonteminde enzim yapisinda kalic1 bir
degisiklik olmadigindan enzim aktifligi serbest enzim aktifligine ¢ok yakindir.
Bununla beraber, mikrokapsiil olusumu sirasinda yiiksek protein konsantrasyonuna
gerek olmasi ve yiiksek molekiil agirlikli substrat ve {iriinler i¢in sinirli olmasi, bu

yontemin bilinen dezavantajlarindandir. (Hanefeld ve ark., 2009, Sheldon, 2007).

Kafes Tipi Hapsetme Metodu: Bu yontemde enzim ¢ozeltisi i¢inde yiiksek

derecede capraz bagli bir polimerin olusturulmasi saglanir. Bu yontemde en yaygin
kullanilan  polimer N,N’- metilenbisakrilamid 1ile c¢apraz baglanmis
poliakrilamiddir. Polimerlesme esnasinda enzim molekiillerinin, polimerin ¢apraz
baglar1 arasinda tutuklanmasi saglanarak ¢ozeltiye gegmeleri engellenmektedir.
Eger capraz bag yiizdesi yliksek olan bir polimer kullanilirsa, bu, hem substratin
enzim aktif merkezlerine ulagmasini engelleyebilir hem de enzimin zincir yapisini
zorlayip aktivite kaybma neden olabilir. Yani polimerdeki capraz bag ylizdesi
enzim molekiillerinin tutuklanabilmesine ve substrat molekiillerinin enzim
molekiillerine ulagsmasina engel olmayacak miktarda ayarlanmalidir. Bu da enzime
ve tastyiciya bagli olarak degisir. Bu yontemde ayrica immobilize edilecek enzimin
substratinin kii¢iik molekiillii olmasi tercih edilmelidir. (Tanaka ve Kawamoto,

1999, Uhlig, 1998)
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Sekil 1.3. Fiziksel immobilizasyon yontemi ile immobilize enzim olusumu

1.4. Kimyasal immobilizasyon Yontemleri

Suda c¢oziinmeyen fonksiyonlu polimer ile enzim molekiilii arasinda
kovalent bag olusumunu esas alan immobilizasyon yontemleridir. Bu yontemler
cogunlukla tersinmezdir, serbest enzim, yeniden geri kazanilamaz.

Fiziksel immobiizasyon yontemlerinde immobilize enzimin aktivitesi,
serbest enzimin ve destek maddesinin yapisina bagliyken kimyasal ydntemle
immobilize edilen enzimin, serbest enzimden farkli aktiviteye sahip olmasina,
enzim ve destek maddesi disinda reaksiyon sartlar1 da etki eder. (Uhlig, 1998)

Bununla beraber yiiksek molekiill agirlikli substratlarin  ve makro
molekiillerin sterik etkisi de kimyasal yontemle immobilize edilen enzimin
katalitik etkisini diigiiren nedenlerden biridir.

Kimyasal immobilizasyon, iki farklt metodla yapilir; (Guisan, 2006,

Schulze ve Wubbolts, 1999)

- Capraz baglanma yontemi

- Kovalent baglanma yontemi



1. GIRIS Fatma Niikte COLKESEN

A B
o H
V4
N oH o
H,O
o o
I v
Ry — Gy = Rs s o
H S

Sekil 1.4. Kimyasal yontemle immobilizasyon, A:Kovalent baglanma yontemi
B:Capraz baglanma yontemi

1.4.1. Capraz Baglama:

Kiigiik molekiil yapisinda iki veya daha ¢ok fonksiyonel grup igeren
maddelerin, enzim molekiilleriyle aralarinda kimyasal baglar yaparak suda
¢oziinmeyen kompleksler olusmasi esasina dayanir. Bu yontemde enzim ile destek
maddesi arasinda hem molekiil i¢i baglar hem de molekiiller aras1 baglar olugmasi
s0z konusudur. Aslinda ¢apraz baglanma ydntemi ile enzimi immobilize etmek ¢ok
basit olmasina ragmen enzimlerdeki 6zel fonksiyonel gruplarin ¢apraz baglayict
olarak kullanilabilmesi i¢in gerekli sartlarin se¢imi ve olusturulmasi zordur. Eger
tek bir islemde enzimleri immobilize etmek isteniyorsa ¢ok fonksiyonlu
maddelerin kullanilmas1 gereklidir.

Capraz baglanma yontemi ile immobilize edilmis bir enzimin aktifligi;
reaksiyon siiresi, iyonik siddet, pH, sicaklik, ¢apraz baglayic1 madde ve enzim
konsantrasyonu gibi faktdrler ve bunlar arasindaki dengeye baglidir. Bu yontemin
en Oonemli avantaji; basit ve hizli prosediirlerde immobilize enzimlerin sadece
ajanin varliginda hazirlanabilmeleriyken dezavantaji ise molekdiller arasi ¢apraz

baglanma olusurken reaksiyonun kontrol edilmesindeki giigliiklerdir. Bu reaksiyon,
9
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uygun sartlarda gergeklesmediginde, enzimde biiyiik dl¢lide aktivite kayb1 goriiliir.
(Guisan, 2006)

®e
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Sekil 1.5. Capraz baglanma metodu ile immobilize enzim olugumu

1.4.2. Kovalent Baglama:

Bu yontemle, serbest enzim, suda c¢oziinmeyen bir destek maddeye
kovalent olarak baglanarak immobilize olur. Etkilesim, enzimin niikleofilik
grubuyla destek maddenin fonksiyonel grubu arasinda kovalent bag kurulur. Bu
baglanma; amino grubu (NH:), karboksil grubu (COH), siilfhidril grubu (SH),
hidroksil grubu (OH), imidazol grubu, fenolik grup, tiyol grubu, treonin grubu ve
indol grubu gibi fonksiyonel gruplar arasinda gercgeklesir.

Kovalent baglanma yonteminde enzimi hareketsiz sabitleyebilecegimiz pek
cok destek maddesi vardir. Fakat uygulanacak destek maddeleri avantaj ve
dezavantajlar1 dikkate alinarak secilmelidir. Hidrofilik 6zellige sahip, polisakkarit
polimerleri, kovalent baglama enzim immobilizasyonunda en ¢ok tercih edilen
desteklerdendir. Bazen hidrofilik 6zelligi polisakkarit polimerlerinden daha diisiik
olan, gozenekli silika ve cam da destek maddesi olarak kullanilmaktadir.

Kovalent baglanma ile immobilizasyonda baglanma sekilleri, diazo, peptid

ve alkilleme metodu olmak {izere {ige ayrilmaktadir. Ancak enzim aktivitesinin en

10
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yiiksek diizeyde olabilmesi i¢in uygun metodu segerken, enzimin aktif merkezinin
kullanilan ayiraglardan etkilenmedigine dikkat edilmelidir.

Bu yontemle saglanan immobilizasyon, enzim ve tasiyict arasindaki
baglanmalar agisindan diger immobilizasyon yontemlerindekine gore daha
kuvvetlidir. Baglanma kuvvetine bagl olarak, substrat veya yliksek iyonik kuvvete
sahip ¢ozeltide enzim ile tagiyici arasinda sizinti olmaz. Ayrica enzim tagiyicinin
iizerine tutturulmus ve hareketsiz hale getirilmis oldugundan, immobilize edilmis
enzimle substrati ¢ok kolay baglant1 kurabilir. (Bickerstaff, 1997, Uhlig, 1998)

Kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilmis bir enzimin aktivitesi
serbest haldekine oranla daha diisiiktiir. Bunun nedeni olarak, immobilizasyon
kosullar1 diger immobilizasyon yontemlerindekine gore daha karmagsik olmasi ve
kovalent baglanmada enzimin aktif merkezi ve konformasyonel yapisinin
degisiklik gostermesi sdylenebilir. Eger enzimin katalitik aktivite gdsteren gruplari
disindaki fonksiyonel gruplar1 da tasiyiciya baglanirsa enzim aktivitesinin ¢ok
diismedigi goriiliir. Bu dogrultuda enzimin katalitik aktivitesinin dligmesini

engellemek i¢in;

1) immobilizasyon isleminin bir inhibitdr veya substrat varliginda
gerceklestirilmesi,

2) Tersinir,kovalent olarak baglanmis bir enzim-inhibitér kompleksinin
kullanilmasi,

3) Tasiyiciya kovalent baglanacak modifiye edilmis ve ¢oziinebilir bir enzim

kullanilmasi, yontemlerinden biri uygulanabilir.

Enzimin tasiyiciya kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilmesi sekilde

goriilmektedir:

11
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Sekil 1.6. Kovalent baglanma metodu ile immobilize enzim olusumu

Kovalent baglanma ile immobilizasyonda destek maddesi - enzim arasinda
muhtemel olusmas: beklenen baglar asagidakiler gibidir: (Enzyme immobilization,

2004, Kasavi, 2006)

= Diazotizasyon: Destek-N = N-Enzim

=  Amid Bagi Olusumu: Destek -CO - NH-Enzim

= Alkilasyon ve Arilasyon: Destek -CH2 - NH-Enzim, Destek 1-CH2 - S-
Enzim

= Schiff’in Baz Olusumu: Destek -CH = N-Enzim

=  Amidasyon Reaksiyonu: Destek -CNH - NH-Enzim

= Tiyol-Disiilfit Yer degistirmesi: Destek -S - S-Enzim

= Ugi Reaksiyonu

= (Civa - Enzim Yer degistirmesi

= Bifonksiyonel Ayiraglarla Tasiyici Baglanma: Destek-
O(CH2)N=CH(CH2)3CH = N-Enzim

Biz bu tez ¢alismamizda, epoksi gruplar iceren destek meddesine seliilaz
enzimini tutundurarak, kovalent baglanma yontemi ile immobilizasyonunu
sagladik. Destek maddelerinin enzimi baglayan fonsiyonel gruplari epoksi
gruplaridir. Kovalent baglanma esnasinda epoksi halkasi agilarak enzime,

enzimin -NH.grubundan baglanir.

12
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Sekil 1.7. Farkli fonksiyonel grup iceren matrik ve enzimlerin kovalent bag
metodu ile immobilizasyonu

1.5. Immobilizasyonun Avantaj ve Dezavantajlar
Endiistriyel anlamda diisiik maliyetlerde yiiksek tirlin verimi saglamak i¢in
gelistirilen immobilize biyokatalizlerin kullanilmasinin, avantajlari1 oldugu gibi dez

avantajlarinin da oldugu bilinmektedir.

1.5.1. immobilizasyonun Avantajlari

] Immobilize enzim ile katalizlenen bir tepkimeyi durdurmak igin enzimi
deaktive edecek ani 1sitma, inhibitor eklenmesi vb. islemlere gerek yoktur.
Bu da, serbest enzimle katalizlenen her proses dongiisiinde hem bu islemler
icin hem de her seferinde kullanilacak enzim i¢in c¢aba ve maddi

kaynaklarin harcanmamis olur.
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[l Enzimin fonksiyonel verimliliginde artig

[0 Kesikli proseslerde tekrar kullanilabilmeleri, siirekli proseslerde ise
immobilizasyon metoduna ve baglanma yiizdesine bagl olarak uzun siire
kullanilabilmeleri; maliyetin biiyiik oranda azaltilmas1 demektir.

[1 Serbest enzimler oranla yiiksek kararlilik ve uzun yarilanma Omriine
sahiptirler.

1 Immobilize enzim, iiriinden kolaylikla ayrilabilir.

[0 Farkli optimum sicaklik ve pH’lardaki enzimler, ayni prosesde bir arada
kullanilabilirler.

O Yiiksek verimde ve ayni kalitede stirekli iiretim s6z konusudur.

7 Uretim esnasindaki proses kosullarina karsi daha uzun siire dayaniklidirlar.

(Enzyme Immobilization, 2004)

1.5.2. immobilizasyonun Dezavantajlari

) Immobilizasyon destek maddelerinin maliyetinin yiiksek olmasi

[0 Serbest enzimlere gore aktivitelerinin %50 -%60 oranda diisiik olmas1

O Sterik zorluklar ve difiizyon kisitlamalarin olmasi (6rnegin substrat ve/veya
triiniin makromolekiiler veya ¢éziinmez yapiya sahip olmasi durumunda
immobilize enzimin kullanilabilirligi diiger)

[1 Tekrar kullanimlarda kararliliginin azalmast (Enzyme Immobilization,

2004)
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1.6. Seliilazlar

Seliilazlar, bakteriler, protozoalar, bitkiler ve hayvanlardan elde edilen;
seliilozdaki B-1,4 baglarini hidroliz ederek, sello-oligosakkarit, sellobiyoz ve glikoz
olusturan enzimlerdir. Seliilazlarn, kristalik yapilar1 ve yapilarindaki proteinlerin
aminoasit dizileri nedeniyle katalitik modiilleri gesitlilik gostermektedir (Lamed ve
Bayer, 1998)

Seliiloz, bitkilerin yapisinda bulunup 15000 kadar glikoz biriminin 3-1,4-
glikozidik baglar ile lineer olarak baglanmasi ile olusur. (Topuz ve Kiran, 2007,

Niehaus ve ark., 1999)

CH,OH OH CH,OH
0 0
O~¢ OH O\¢ OH
e OH At o \CH OH
@) @)
OH CH,OH OH CH,OH

Sekil 1.8. Seliillozun molekiil yapisi

Seliiloz, bir disakkarit olan sellobiyoz birimlerinden olusmustur. Seliilaz
enzimi ile Once sellobiyoz birimlerine sonra da glikoz monomerlerine ayrilir.
(Oztiirk, 2015) Selillaz enzim karisimi, enzimatik faaliyetlerine gore
endoglukanazlar, ekzoglukanazlar ve PB-glukozidazlar olmak {izere ii¢ gruba
ayrilirlar. Ugii de, D- glukoz molekiilleri arasindaki 1,4-B-glukozidik bag1 hidrolize
ederek glikozlara pargalama kabiliyetine sahiptirler. Bu, i¢ farkl: tip seliilazin ortak

ozelligidir. Seliilazin bahsedilen bu {i¢ ana tipi sunlardir:
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1- Sellobiyohidrolazlar (1,4-B-D-glucan sellobiyohidrolaz,). Ekzoglukanazlar
diye de bilinen sellobiyohidrolazlar, oligosakkarit zincirlerinin indirgeyici ya
da indirgeyici olmayan ucundan baslayarak, dogrudan glukoz ya da
sellobiyoz dimerleri olustururlar. Ekzoglukanazlar bagimsiz olarak
calisabilirler ve seliiloz zincirlerini mikrokristalin seliilozdan ayirabilirler.
Ekzoglukanaz  aktivitesini  belirlemek i¢in ¢Oziinmeyen seliilozik
substratlardan mikro kristal seliilloz kullanilabilir. Endoglukanazlar ve f-
glukozidazlarin  aksine  ekzoglukanazlarin  spesifik  bir  substrati

bulunmamaktadir. (Oztiirk, 2015, Davies ve Henrissat, 1995)

Sekil 1.9. 1,4-B-D-glukan sellobiyohidrolaz’ 1n ii¢ boyutlu gdriiniimii

2- Endo-B-1,4-glukanaz (endo-1,4-B-D glukan 4-glukanhidrolaz).
Endoglukanazlar, 1,4-B-D-glukan-4-glukanohidrolazlar olarak da bilinirler
ve rastgele bir sekilde i¢ amorf bolgelerdeki seliiloza baglanip, 1,4-p
bagina bir su molekiili eklerler ve boylece polisakkarit zincirini
parcalarlar. Parcalanma sonunda, indirgeyici ve indirgeyici olmayan
uglardan  olusan, g¢esitli  uzunluklarda  oligosakaritler  olusur.
Endoglukanazlar, genellikle karboksimetil seliilloz (CMC) ¢dzeltisinin
viskozitesindeki azalma ile test edilirler. (Oztiirk, 2015, Davies ve

Henrissat, 1995)
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Sekil 1.10. endo-1,4-B-D glukan 4-glukanhidrolaz’in ti¢ boyutlu goriiniimii

3- B-glukozidaz. B-glukozidazlar, sellobiyoz dimerlerini ve gesitli
uzunluklardaki sellodekstrinleri glukoza hidrolize ederler. Coziiniir
sellobiyozu ve diger polickodekstrinleri, sulu ortamda glukoz aciga
cikarmak iizere polimerizasyon derecesi en fazla 6 olana kadar hidrolize

ederler.

Sekil 1.11. B-glukozidaz’ 1n {li¢ boyutlu goriiniimii

Oligosakkaritler, sellobiyozlar ve glukozlar, endoglukanazlarin seliilozlari
rastgele parcalamasiyla olustururken, ekzoglukanazlar (sellobiyohidrolazlar)
seliilozdaki B-1,4-D-glukozidik baglarini hidrolizleyerek indirgenmemis uglardan
sellobiyozlarin  serbest kalmasmma yardime1 olurlar. B-glikozidazlar ise
sellobiyozlar1 hidrolize ederek glikoz molekiillerine pargalarlar. (Oztiirk, 2015,

Acharya ve ark., 2008)
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Seliilozu hidrolize eden yukaridaki belirtilen bu enzimler, genel olarak
mantar ve bakterilerden elde edilmektedir. Bu mantar ve bakterilerin bir kismi,
Clostridium thermocellum gibi anaerobik bakteriler, bir kism: da Trichoderma
reesei, Aspergillium niger gibi aerobik bakteriler ve mantarlardir. Enddstriyel
seliilaz enzimlerinin {iretimi i¢in kullanilan bakterilerdeki seliilazin, genellikle,
endoglukanazlar ve sellobiohidrolazlardan olustugu belirtilmektedir.[30]

Seliilazlar, Aspergillus, Penicilliun, Basidiomycetes ve Bacillus suslarindan
elde edilmektedir. Biz tez c¢alismamizda Aspergillus nigger mantarindan elde
edilen toz haldeki seliilaz enzimi ile c¢alistik. Aspergillus niger kiif mantar
Ascomycota’nin, Trichocomaceae ailesinden, ipliksi yapida bir mantar tiridiir. (Hu
ve ark., 2014)

) = =1

Sekil 1.12. Aspergillus kiif mantarinin olusumu

Aspergillus, yaklasik 200’e yakin kiif mantar1 tiirinden olugmus bir cinstir.
Aspergillus tiirleri bol oksijenli ortamlarda sikga rastlanirlar. Mantarlar bol
karbonlu yiizeylerde, glukoz gibi monosakkaritlerle beslenerek olusurlar ve

cogalirlar. Ancak Aspergillus tirii mantarlar, amilaz enzimleri salgilamis oldugu
18
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icin nigasta gibi polisakkaritleri de kullanabilirler. Aspergillus tiirlerinin, ekmek ve
patates gibi nisastali yiyeceklerin bozulmalarina neden oldugu; bitki ve agag
yiizeylerinde goriilen mantar tiiri oldugu soylenebilir. Aspergillus tiirlerinin,
glukoz, fruktoz, maltoz ve nisasta gibi yalnizca karbon kaynaklar1 gidalarda degil
diger organizmalarin kullanmamis oldugu besin kaynaklarinin oldugu ortamlarda
da gelisme yetenegine sahip oldugu bilinmektedir. Ornegin, banyolardaki kiif gibi.
(Coskun, 2009, Hiirtas ve Inci, 1986)

Giiniimiizde seliilozik materyallerin enzimatik hidroliziyle gergeklestirilen
biyoteknolojik islemlerin yayginlastig1 goriilmektedir. Seliiloz, gida, enerji, yakit
ve diger pek cok endiistriyel {irlin i¢cin temel ham materyal haline gelmistir.
Seliilozun enzimatik hidrolizi i¢in yapilan ¢alismalarda, selillaz salgilayan
mikroorganizmalar, genellikle ortama dogrudan ilave edilecek seklinde yontemler
uygulanir. Ancak, bu sekilde elde edilen verimin diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu
nedenle, seliilozu, seliilaz salgilayan mikroorganizmalarla birlikte kullanmak yerine
dogrudan seliilaz ile muamele etmek daha iyi bir ¢oziimdiir. Bu da seliillazin
onceden iiretilip saflastirilmasini gerektirir. (Oztiirk, 2015)

Seliilazin endiistriyel alanda kullanimi:

1) Alkol iiretiminde (s1v1 kazancini arttirmak ve iyi bir renk elde etmek i¢in
kullanilir).

2) Deterjanlarda (seliilazin varligi renklerin canlanmasina, yumusamasina ve
partikiil halindeki topragin uzaklagsmasina yardimei olur).

3) Kot pantolonlarin biyolojik olarak taglanmasinda

4) Seliilozik biyokiitlenin ve yemlerin besin degerini ve sindirilebilirliligini
artirmada,

5) Zirai ve endiistriyel atiklarin enzimatik sakkarifikasyonunda. (Oztiirk,

2015)

19



1. GIRIS Fatma Niikte COLKESEN

1.7. Seliilaz immobilizasyonunda Kullanilan Destek Maddeler

Seliilazin hareketsiz hale getirilmesi i¢in segilen tasiyict malzemeler, nano
Olgekli malzemeler, dogal polimerler, mezopordz malzemeler ve manyetik
malzemelerdir. Bununla birlikte, tim bu tek tasiyicili hareketsizlestirilmis
enzimlerde yiliksek sizinti oranlart oldugu, yapilan calismalarla belirlenmisgtir.
Sizint1 oranlar1 fonksiyonel gruplarin sokulmasiyla azaltilabilir, ancak bu islem
karmagiktir ve enzim maliyetlerini de arttirilabilir. (Barim ve Coskun, 2012)

Fonksiyonel polimerler, ¢esitli amaglar i¢in kullanilmak iizere, yapilarinda
bulundurduklar1  fonksiyonel grubun o6zellii ve ayrica makromolekiiler
Ozelliklerinin incelenmesi bakimindan sentezlenmis ve arastirilmistir. (Yactine ve
ark., 2010, Erol ve Fluorine, 2008). Bu polimerlerle ilgili yapilan ¢alismalarda,
sentezlenen monomere bagh siibstitiientin yapisinin ve konumunun, monomerin
bir¢ok 6zelligini degistirdigi gozlemlenmistir. (Erol ve Kolu, 2011) Bu amagla en
yaygin olarak kullanilan polimerlerden biri de metakrilat polimerlerdir. Akrilik ve
metakrilik esasli polimerlerin uygulama alanlar1 genis ve ¢ok yonliidiir. (Soykan ve
ark., 2009)

Bu c¢alismada, epoksi gruplar ile zenginlestirilmis iki ayr1 polimerik
tastyict ile enzim immobilizasyonu arastirildi. Seliilaz enziminin kovalent
baglanma yontemi ile epoksi metekrilat ve epoksi butil metakrilat ile

immobilizasyonu ve karakterizasyonunu tizerinde ¢aligildi.

1.7.1. Epoksi Metakrilatlar
Epoksi gruplar1 ile islevsellestirilmis hidroflik ve diisiik gozenekli
metakrilatlar polimeridir. Kovalent enzim immobilizasyonlar1 i¢in kullanilir.
Epoksitlr ¢cok kararli kovalent baglantilar olusturur. Hidrolazlar dahil ¢ok
¢esitli enzimlerin immobilizasyonunda uygulanirlar. Yiiksek mekanik dayanikliliga

sahiptirler. (Purolite, 2015)
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1.7.2. Epoksi Butil Metakrilatlar
Hem butil hem de epoksi gruplar ile islevsellestirilmis bir metakrilat
polimerdir. Lipazlar ve trans-amilazlar gibi hidrofobik enzimlerin immobilizasyonu

i¢in idealdir. Iki fazli sistemlerde de kullanima uygundur. (Purolite, 2015)

O O
|
\H/\ O/\/Q
Sekil 1.13. Epoksi butil metakrilat molekiili

Fonksiyonel grubu epoksi olan bu polimerik matriksler, enzime

baglanirken epoksi grubu agilir ve enzimin -NH2 ucundan baglanir.

6 = enzyme

o

Rah 1
OH

Sekil 1.14. Epoksi grubu i¢eren destek maddesinin enzime kovalent baglanmasi
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Hurst ve ark. (1976), Aspergillus niger’in ticari seliillaz preparatindan
seliilolitik enzim izole etmislerdir. Her 100 g ticari selillazdan 50 mg enzim elde
edilmistir. izole edilen enzimin pH 4,0 ve 8,0’de ultrasantrifiij yapilmas: ve SDS-
PAGE’te homojen oldugu bulunmustur. Ancak disk elektroforezinde bir biiyiik iki
kiiciik band goriilmiistiir. Protein ile birlesmis karbohidrat bulunmamistir.
Aminoasit analizi sonucunda enzimin asidik ve aromatik amino asitlerce zengin
oldugu bulunmustur. SDS-PAGE sonucunda enzimin molekiil agirliginin 26 kDa
oldugu bulunmustur. Saflastirilan enzimin CMC’ye kars1 aktivite gosterirken
sellobiyoz ve p-nitrofenil BD-glukoza karsi aktivite gostermedigi goriilmiistiir.
Enzimin optimum pH’s1 3,8-4,0 arasindadir. Enzim pH 4,0, 45 °C’de maksimum
aktivite gostermistir. Seliilaz 1s1 ile muameleye karst pH 8,0’den pH 4,0’e gore
daha dayaniklidir. Kinetik c¢aligmalar sonucunda enzimin subsrat kompleksini
iceren gruplar i¢in pK degeri 4,2 ve 5,3 arasinda belirlenmistir.

Robson ve Chambliss (1984), Bacillus sp. izolatindan elde edilen seliilaz
enziminin aktivite analizini yapmislar ve maksimum seliilaz (CMCaz) aktivitesin
pH 4.8 ve 58 °C’de gerceklestigini bulmuslardir.

Hreggvidsson ve ark. (1996), Rhodothermus marinus’tan izole edilen
termostabil seliilaz (CMCaz) enziminin optimum aktivitesini pH 7.0 oldugunu
saptamislar ve enzimin 100 °C’de 3,5 saat bekletildiginde orijinal aktivitesini % 50
korudugu gostermislerdir.

Bok ve ark. (1998), Thermotoga neapolitana bakterisinden molekiiler
agirliklart 29 ve 30 kDa olan iki termostabil endoseliillaz izolasyonu yaparak,
enzimlerin optimum pH 6.0-6.6 ve 95 °C’de aktif olduklarini bulmuslardir.

Mawadza ve ark. (2000), iki Bacillus susundan iiretilen seliilazin
karakterize ederek, iki enzimin molekiil agirligini da 40 kDa olarak
belirlemiglerdir. Ayrica enzimlerin optimum aktivitelerini pH 5.0-6.5’de ve

sicakliklarinin ise 65 °C ve 70 °C’de gosterdiklerini belirlemislerdir.
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Singh ve ark. (2001), Bacillus sp. VG1 susundan termostabil alkali
karboksimetil seliilaz (CMCaz) enzimini izole ederek enzimin optimum aktivite
gosterdigi pH degerinin 9.0-10.0 ve yarilanma omriiniin ise 100 °C’de 12 dakika
oldugunu bulmuslardir. Endo ve ark. (2001), Bacillus sp. KSM-N252 susundan
izole edilen endoglukanaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH’nin 10.0 ve
sicakligin 55 °C oldugunu saptayarak, enzimin molekiiler agirliginin 50 kDa
oldugunu belirlemislerdir.

Hakamada ve ark. (2002), alkalin endoglukanaz enzimini Bacillus
circulans’dan izole ederek pH 8.5’da ve optimum sicakliginin 55 °C oldugunu ve
molekiiler agirliginin 43 kDa oldugunu saptamislardir.

Singh ve ark. (2004), Bacillus sphaericus JS1 susundan alkali seliilaz
(CMCaz) enzimi izole ederek enzimin {iretimi ve karakterizasyonunu
gerceklestirmislerdir. Enzimin SDS- PAGE analizinde molekiiler agirhiginm 42
kDa oldugu saptamis ve enzimin termostabilite (60—70 °C), pH stabilitesi (8.0-
10.0) ve hidrolitik kapasitesi agisindan, deterjan sanayi i¢in uygun oldugunu
belirtmislerdir.

Kim ve ark. (2005), alkalifilik Bacillus sp. susundan HSH-810’dan alkali
seliilaz izolasyonu yapmislar ve enzimin pH 10.0°da ve 50 °C’de optimum aktivite
gosterdigini  belirtmislerdir. Molekiiler agirhigm ise 80 kDa olarak tespit
etmislerdir.

Akita ve ark. (2005), Bacillus halodurans C-125 susundan izole edilen
seliilaz enziminin ince tabaka kromatografisi analizinde endo 6zellik gosterdigini
bulmuglardir. Enzim optimum aktivitesini 60 °C de pH 6 ve 8 de gostermistir.
Enzimin orijinal aktivitesini 50 °C ve 60 °C de 2 saatlik inkiibasyondan sonra %
100 korudugunu saptamiglardir. Molekiiler agirhigini ise 31 kDa olarak tespit
etmislerdir.

Kang ve ark. (2007), Pyrococcus horikoshii’den, kristalin seliilloza karsi
aktivitesi yliksek hipertermofilik seliillaz (CMCaz) izolasyonu gerceklestirmigler ve

enzimin disiilfit bagina sahip oldugunu belirtmislerdir. Enzimin optimum pH 5.5-
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6.0 arasinda ve 90 °C de aktivite gdosterdigini saptamiglardir.

Aygan (2008), Bacillus sp. C-14 susundan izole edilen endoglukanaz
enzimin molekiil agirligin1 61 kDa olarak belirlemis, optimum aktivitesini ise 50
°C’de ve pH 11.0°de gozlemistir.

Kiliger H. R. ve Ozcan B. D. (2013), Farkl1 ii¢ adet termofilik Bacillus sp.
izolasyonu ve karakterizasyonunu gergeklestirilmistir. Bakteriler sirasiyla Bacillus
sp. HG1, HG2 ve HG3 olarak simgelendirilmislerdir. Seliilaz iiretimi, {ireme
periyodunun baglangicindan itibaren HG1 ve HG2 izolatlar1 i¢in 72. saatte, HG3
izolat1 i¢in ise 24. saatte maksimum diizeye ¢ikmistir. HG1 ve HG2 seliilazlar1
optimum aktivitelerini 60°C’de gosterirken, HG3 seliillazt 70°C’de gostermistir.
Bununla birlikte HG1 ve HG3 seliilazlar1 optimum aktivitelerini pH 5.0’de
gosterirken, HG2 seliilaz1 pH 4.0°de gostermistir. Her {i¢ enzim de 60°C’de 30
dakika muhafaza edildiklerinde aktivitelerinin tamamini korurken, daha yiiksek
sicaklik degerlerinde 30 dk inkiibasyon sonucunda aktivitelerini kaybetmeye
baglamiglardir. HG1, HG2 ve HG3 enzimlerine ait spesifik aktiviteler 55°C’de
sirastyla 34.1, 67.8 ve 112.3 U/mg olarak belirlenmistir.

Dal H. (2018), Selilaz enzim kompleksini manyetik partikiillere
immobilize etmis ve hem serbest hem de immobilize enzimlerin optimum
sicakligimi 70°C bulmustur. Serbest enzimin optimum pH’sin1 5, immobilize
enzimin optimum pH’sin1 4,8 olarak bulmustur. 60°C ’de 5 saat boyunca her saat
bast yapmig oldugu Ol¢iimlerle termal kararliliklarini ise 5 saatin sonunda serbest
seliilaz enzimi i¢in kalan aktivite degerini % 29,9, immobilize seliilaz enziminin
kalan aktivite degerini % 38 olarak belirlemistir. Serbest ve immobilize seliilaz
enzimlerinin depolama stabilitesini belirlemek igin ise 4°C sicaklikta 20 giin
boyunca belirli periyotlarda aktivite tayini yapmis, 20 giinlin sonunda serbest
enzimin aktivitesini % 73.3 oraminda korudugunu, immobilize seliilaz enziminin
ise % 91.2 oraminda aktivitesini korudugunu belirlemistir. Immobilize seliilaz
enziminin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi amaciyla 8 dongii boyunca

optimum sartlarda aktivite 6l¢limii yapmus. ilk dongii sonunda % 65,36 oraninda ve
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8. dongii itibariyle % 5,02 enzimin aktivitesini korudugunu belirlemistir.

Yetim K. N. ve ark. (2019), Aspergillus nigger’den elde edilen B-glukoz
oksidaz enzimini polimerik nanopartikiiller iizerinde immobilize etmistir. Serbest
ve immobilize enzimler i¢in Optimumu pH’lart; serbest GOx enzimi igin pH 5,
APS-SchCl-GOx igin 6, ve APS- SchCIPt(IV)-GOX i¢in pH 7 olarak bulmustur.
APS-SchCI-Pt(II)-GOx ig¢in ise, pH 4 ve pH 7 olarak iki tane optimum pH
bulmustur. Serbest ve immobilize GOx igin optimum sicaklik degerlerini ise,
serbest GOx i¢in optimum 30 °C ve 70°C olarak iki tane optimum bulunurken,
immobilize APS-SchCl ligandinin optimum sicaklik degeri 50 “C olarak tespit
etmistir. APS- SchCI-Pt(II)-GOx’ in 70 °C, APS-SchBr-Pt(IV)-GOx’ 1n ise 80 °C
olarak bulmustur. serbest ve immobilize GOx i¢in tiim optimum kosullardaki Km
ve Vmax degerlerini ise, serbest enzim i¢in (Km/Vmax) 6,25/2,85 ; APS-SchClI-
Pt(I)-GOx i¢in 5,74/8,64 ; APS-SchCl-Pt(Il)- GOx i¢in 3,42/7,86 ve APS-SchCl-
Pt(IV)-GOx igin 5/15,92 olarak hesaplamistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Kimyasallar:

- Seliilaz enzimi

-  CMC (karboksi metil seliiloz)
- Sitrik asit

- Fosforik asit

- Sodyum hidroksit

- DNSA (dinitro salisilik asit)
- Fenol

- Sodyum siilfit

- Sodyum-potasyum tartarat

- Sodyum karbonat

- Bakar-II-siilfat penta hidrat
- Sodyum sitrat

- Folin-C

- BSA (s1g1r albiimin)

- Glikoz mono hidrat

- Epoksi metakrilat

- Epoksi butil metakrilat

3.1.1. Kullamilan Cihazlar:

- vakumlu kurutucu
- analitik terazi
- santrifijj

- pH metre
27



3. MATERYAL VE METOD Fatma Niikte COLKESEN

- su banyolar1
- calkalayicili inkiibatorler

- spektrofotometre

3.1.2. Kullanilan Arac¢-Geregler:

- Cam tiipler

- Erlenler, beherler

- Plastik pipetler ve manuel dereceli pipetler
- Huni

- Termometre

- Siizgec kagidi

- Spatula

- Parafin

3.2. Metod
3.2.1. Seliilaz Enziminin immobilizasyonu:

1 M pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde hazirlanan, derisimi 1 mg/mL olan
serbest seliilaz ¢ozeltisiden, destek maddelerimiz epoki metakrilat ve epoksi butil
metakrilat’in 1’er g’larinin iizerine 9’ar mL ilave edilerek 5°C’de 24 saat boyunca
karisticida bekletildi.

Siire sonunda, immobilize enzimler siiziilerek baglanmayan serbest
enzimin uzaklastirilmasi i¢in saf su ile yikandi. Serbest enzimin, desteklere ne

Olcilide baglandigini belirlemek i¢in de sliziintiiden protein tayini yapildi.

3.2.2. Protein Tayini
Bu calismada protein konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in Lowry ve

arkadaslar1 (1951) tarafindan Onerilen yontem kullanilmistir. Lowry yonteminde

28



3. MATERYAL VE METOD Fatma Niikte COLKESEN

belirli igerikleri olan A ve B ¢ozeltileri ve bu iki ¢ozeltiden belirli miktarlarda

almarak C ¢ozeltisi hazirlandi.

Cozelti A : 4 g NaOH ile 20 g Na.CO; 1L distile suda ¢6ziilerek hazirlandi.

- Cozelti B : 0,5 g CuS04.5H:0, %1°lik sodyum sitrat ¢ozeltisinin bir miktart
icinde ¢Ozlliip son hacim ayni ¢ozelti ile 100 mL’ye tamamlandi.

- Cozelti C : 50 mL ¢ozelti A igine 1 mL ¢6zelti B eklenerek hazirlandi

- Folin-C ¢ozeltisi : Folin-Ciocalteu, destile su ile 1:1 oraninda seyreltilerek

hazirlandi.

- Standart Protein Cdzeltisi: 1 mL de 1 mg sigir albimini BSA

Standart Protein Egrisi Cizimi :10 adet deney tiipii alindi. Tiiplere sira ile 1
mL destile su (kor tiip), 25uL, 50 uL, 100 pL, 250 pL, 500 puL, 750 uL ve 1000 uL
BSA ¢dzeltisi, son iki tiipe de 50 pL ve 200 pL serbest seliilaz enzimi ¢ozeltisi
konuldu ve 6rnek hacmileri 1 mL olacak sekilde destile su eklendi. Tiiplere sira ile
5 mL C ¢ozeltisi eklenip 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. 10 dakika sonunda
tiiplere yine sira ile 0,5 mL Folin-C ¢ozeltisi eklenerek yine oda sicakliginda 30
dakika bekletildi. 30 dakika sonunda tiip igeriklerinin absorbanslari, kore karst 750
nm’ de okunup bu absorbanslar derisime kars1 grafige gecirildi.

Enzim igerisindeki protein miktari, ¢izilen standart protein egrisi

kullanilarak hesaplanmistir.

3.2.3. Seliilaz Enzimi Aktivite Tayini

Serbest selillaz enzim aktivitesi, indirgen seker tayini olan DNSA
metoduna gore yapilmistir. Bu metoda gére 100 mM pH 4,0 sitrat tamponu iginde
hazirlanmig olan serbest seliilaz ¢ozeltisinin (15mg seliilaz/1 mL tampon) 50 uL’si
(1 mg/ 1 mL), aym sitrat tamponu ile hazirlanmis olan % 1’lik (w/v) CMC
¢ozeltisinin 250 plL’si ile birlikte, 35 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda
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reaksiyonu durdurmak igin 300 uL. DNSA eklenerek karisim 15 dk. kaynar su
banyosunda bekletilmigtir. Olusan indirgen seker miktart 530 nm’de
spektrofotometrik olarak Slgiilmiistiir.
Kor olarak, 50 puL. tampona, sitrat tamponu (100mL pH 4,0) ile hazirlanmig
olan % 1’lik (w/v) CMC ¢ozeltisinin 250 pL’si eklenerek ayni islemler yapilmistir.
Enzim korii olarak da 50 pL enzime substrat yerine 250 uL sitrat tamponu

eklenerek ayni islemler yapilmaistir.

3.2.4. Serbest Seliilaz ve Immobilize Enzimlerin Karakterizasyonu
Serbest ve immobilize seliilazlarin ayr1 ayr1 optimum pH’lari, sicakliklari,
depolama ve termal kararhliklari, kinetik parametreleri ile immobilize seliilazlarin

tekrar kullanim kararliliklar1 belirlenmistir.

3.2.4.1. Serbest ve immobilize Enzimlerin Optimum pH’in Belirlenmesi
Aktivite tayininde uyguladigimiz DNSA metodu uyguland: fakat enzim ve
substrat ¢ozeltileri ayn ayri, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7 ve 8 pH’lardaki tamponlar

icinde hazirlanarak en yiiksek aktivite gbzlenen pH, optimum pH olarak belirlendi.

3.2.4.2. Serbest ve immobilize Enzimlerin Optimum Sicakligin Belirlenmesi
Optimum pH belirlendikten sonra serbest enzim, bu pH tamponuyla, 25°C,

30°C, 35°C, 40°C, 50°C, 60°C, 65°C ve 70°C sicakliklarda DNSA metodu ile

ayri ayr inkiibe edilerek, en yiiksek aktivite gosterdigi optimum sicaklig

belirlendi.

3.2.5. immobilize Seliilazlarin Tekrar Kullamm Kararhliklarinin Belirlenmesi
Immobilize seliilazlarin tekrar kullanimlari ile ilgili calismalar, kesikli
reaktorlerde ve belirlenen optimum kosullarda yapilmistir. Bu islemler immobilize

enzimler aktivite gdstermeyinceye kadar tekrarlanmistir.

30



3. MATERYAL VE METOD Fatma Niikte COLKESEN

3.2.6. Serbest ve immobilize Seliilazlarin Depolama kararhliklarinin
Belirlenmesi

Serbest ve immobilize enzimlerin baslangig¢ aktiviteleri 6l¢lilmiis ve 25°C
ve 5°C’ de bekletilen serbest ve immobilize seliilazlarin, kalan aktiviteleri, 35 giin

boyunca belirli araliklarla dl¢iilerek depolama siireleri belirlendi

3.2.7. Serbest ve Immobilize Seliilazlarin Termal Kararhiliklarinin
Belirlenmesi
Serbest ve immobilize seliilazlar 50°C” de 6 saat boyunca inkiibe edildi ve

2 saatte bir kalan aktiviteleri 6l¢iildii.

3.2.8. Serbest ve immobilize Enzimlerin Km ve Vmax Degerlerinin
Belirlenmesi

Serbest ve immobilize seliilazlarin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi
i¢in, optimum sartlarda %0,1, %0,25 , %0,5 , %1, %2, %3, %4 ve %5 ’lik substrat
(CMC) ¢ozeltileri hazirlanarak aktiviteler 6l¢iildii.

Substrat derigiminin reaksiyon hizina etkisi agiklamak i¢in Michaelis-
Menten esitliginden yararlanildi. Bu esitlik, substratin enzimle katalizlenen
tepkimesi i¢in hiz esitligidir. Bu denklem baslangi¢ hizi VO, maksimum hiz Vmax
ve baslangi¢ substrat derisimi [S] arasindaki nicel baglantinin ifadesidir. Bunlarin
hepsi Michaelis sabiti olan Km ile iligkilidir.

Lineweaver-Burk esitligi, Michaelis-Menten esitliginin ¢ift tarafli ters
gosterimidir. Bu doniisiim, Vmax’ m ¢ok hassas bir sekilde belirlenmesine imkan

saglar.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Selillazin ve Immobilize seliilazlarin metodlar bolimiinde belirtilen

yontemlerle karakterizasyonlar1 yapilmigtir ve asagidaki bulgular elde edilmistir:

4.1. Seliilaz Enziminin immobilizasyonu Sonucu Kullanilacak immobilize
Enzim Miktar:

Yaklasik 1’er g epoksi metakrilat ve epoksi butil metakrilatin, derigimi 1
mg/ml olan enzim ¢ozeltisinin 9 ml’siyle 24 saat inkiibasyonu sonunda siizdiiriiliip
kurutulan immobilize enzimlerde alinan 5 mg, 15 mg, 25 mg, 50mg ve 100 mg
ornekle yapilan ¢aligmada 5, 15 ve 25 mg immobilize enzim orneklerin aktivite
gostermedigi tayin edilmistir.

5 °C’ de 24 saat boyunca karigtirilarak inkiibe edilen immobilize enzimler
stiziiliip yikandiktan sonra siizlintli ile yapilan protein tayininde eser miktarda
proteine rastlanmis olup epoksi metakrilat siiziintiisiinde rastlanan protein miktar1

epoksi butil metakrilat siiziintlisiinden yaklasik 1,6 kat daha fazla oldugu goriildii.

4.2. Protein Tayini:
Lowry yoOntemine gore yapilan protein tayinine gore, kullandigimiz
Aspergillius nigger kaynakli seliilaz enzimindeki protein miktart %13,78 olarak

belirlendi.
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1 y = 1,8463x
R?=0,9938
0,9 A (2

0,8 -
0,7 4
0,6
0,5 4 *
0,4 -
0,3 4
0,2 -

0,1 A

0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Sekil 4.1. Kullanilan seliilaz enzimi i¢in protein egrisi

4.3. Serbest Seliilaz Enzimi ile ilgili Bulgular:
DNSA metodu ile yapilan aktivite 6l¢limlerinde serbest seliilaz enzimi igin
bulunan optimum pH, tampon derisimi ve optimum sicaklik degerleri asagida

verilmistir:

4.3.1. Serbest Seliilazin Optimum pH Degeri
3,5,4,4,5,5,5,5,6,6,5 7 pH’larda ve 0,025 M, 0,05 M, 0,075 M ve 0,1
M’ lik tamponlarla yapilan aktivite tayinlerinde, serbest seliilaz i¢in optimum pH

degeri 0,1 M sitrat tamponu derisiminde 5,5 olarak belirlendi (Sekil4.2).
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pH

Sekil 4.2. Serbest selillaz enzimi optimum pH grafigi

4.3.2. Serbest Seliilazin Optimum Sicakhg:

Serbest seliilaz aktivitesinin sicakliga bagli degisimi pH 5,5ve 0,1 M sitrat
tamponu kullanilarak farkli sicakliklarda (25-70 °C) serbest 6l¢iildii ve serbest
seliilazin optimum sicakligi 60 °C olarak belirlendi (Sekil 4.3.).

100

o]
o

—a— Serbest Seliilaz

Bagil Aktivite (%)
-y ()}
o o

N
o

20 30 40 50 60 70 80
sicakhk

Sekil 4.3. Serbest seliilaz enzimi optimum sicaklik grafigi
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4.4. immobilize Enzimler ile ilgili Bulgular:
Epoksi metakrilat ve epoksi butil metakrilat ile yapilan optimum pH ve

sicaklik tayinlerinde alinan sonuglar sunlardir:

4.4.1. EMA ve EBMA ile immobilize Edilmis Seliilazlarin Optimum pH
Degerleri:
EMA ve EBMA ile immobilize edilmis seliilazlarin maksimum aktivite

gosterdikleri pH 6,5 olarak belirlendi (Sekil 4.4, 4.5)

110
100
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50 —e—EMA
40

Bagil Aktivite (%)
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20
10

pH

Sekil 4.4. EMA ile immobilize edilmis seliilazin optimum pH grafigi
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Sekil 4.5. EBMA ile immobilize edilmis seliilazin optimum pH grafigi
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Sekil 4.6.  Serbest ve immobilize selillazlarin optimum pH ’larinin birlikte
gosterimi
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4.4.2. immoblize Seliilazlarin Optimum Sicakhk Degerleri:

Optimum pH’ da 50’ser mg immobilize enzimlerle yapilan analizde EMA

ve EBMA ile immobilize edilmis seliilazlarin optimum sicakligi 50 °C olarak tayin

edilmistir (Sekil 4.7, 4.8).

Sekil 4.7.

Bagl Aktivite (%)

Sekil 4.8.

Bagil Aktivite (%)
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Sicakhk

EMA ile immobilize edilmis seliilaz enzimler i¢in optimum sicaklik
grafigi.

100
80
60
—8—EBMA
40
20
20 30 40 50 60 70 80

sicaklik

EBMA ile immobilize edilmis selillaz enzimi i¢in optimum sicaklik
grafigi
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Sekil 4.9.

30

Grafik Baslig

40 50
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4.5. Depolama Kararhhgi:

60

70

—@— Serbest Seliilaz
—8—EMA

EBMA

&0

Serbest ve immobilize seliilazlar i¢in optimum sicakliklarin birlikte
gosterimi

5 °C’ da bekletilen serbest seliilaz, EMA ve EBMA ile immobilize edilmis

seliillazlarin 35 giin siiresince belirli araliklarla aktiviteleri belirlenmistir (Cizelge

4.1).

Cizelge 4.1. 5 °C’de 35 giin bekletilen serbest ve immobilize enzimlerin bagil

aktiviteleri
Giin Serbest Seliilaz EMA EBMA

1 100 100 100

3 80 100 97,57

7 56,74 90,61 91,64
10 31,89 86,28 88,14
15 4,07 57,04 67,39
20 0 45,49 56,87
25 0 37,55 44,74
30 0 3,25 13,75
35 0 0 0
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Sekil 4.10.
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Serbest ve immobilize seliilazlarin 5 °C’deki depolama kararliligi

grafigi

25 °C’ da bekletilen serbest selilaz, EMA ve EBMA ile immobilize

edilmis seliilazlarin 35 giin siiresince belirli araliklarla aktiviteleri belirlenmistir

(Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. 25 °C’de 35 giin bekletilen serbest ve immobilize enzimlerin bagil

aktiviteleri
Giin Serbest Seliilaz EMA EBMA

1 100

3 11,23 100 100
7 0 75,82 91,94
10 0 66,39 89,25
15 0 47,95 66,57
20 0 43,03 53,73
25 0 22,54 31,34
30 0 0 12,54
35 0 0 0
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Sekil 4.11.
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e A
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Serbest ve immobilize seliillazlarin 25 °C’deki depolama kararliligi

grafigi

4.6. Tekrar Kullanilabilirlik :

Bilindigi iizere serbest enzimler katalizledikleri tepkime sonunda tekrar

kullanilamazlar. Endiistriyel alanda, enzim immobilizasyonunun en temel sebebi de

enzimin tekrar kullanilabilirligidir.

Yapilan deneysel ¢alisma sonunda epoksi metakrilat ile immobilize edilmis

seliilaz enziminin 4. Kullaniminda % 25°i; epoksi butil metakrilat ile immobilize

edilmis immobilize enzimin ise 6. kullamiminda, ilk kullanildiginda gostermis

olduklan aktivitelerin yaklagik %9u kalmistir (Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.3. Immobilize seliilazlarin tekrar kullanimlarindaki bagil aktiviteleri

Tekrar Sayist EMA EBMA
Tk 100 100
2 68,31 74,41
3 43,52 52,68
4 24,65 41,86
5 - 25,46
6 - 8,53

H EMA mEBMA

oo
oo

TEKRAR SAYISI

30
00

!E JW
52,68

3,52
41,86

24,65

BAGILAKTIVITE (%)

Sekil 4.12. Immobilize seliilazlarm tekrar kullanimlari

4.7. Termal Kararhhk :
50 °C de 6 saat boyunca yapilan inkiibasyon sonunda serbest seliilaz
enziminin denatlire olarak aktivitesini %90’ a yakin kaybettigi, immobilize

enzimlerin ise yaklasik %75 oraninda korudugu gozlemlenmistir. (Cizelge 4.4.)
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Cizelge 4.4. Serbest ve immobilize seliilazlarin bagil termal kararhiliklar

Siire Serbest Seliilaz EMA EBMA
0 100 100 100
2. saat 59,26 93,05 92,57
4. saat 27,70 80,31 84,62
6. saat 13,04 73,75 76,13
100
90 L
80 \-\'i
T 70
2 60
g 50 =@==serbest enz
%: 40 =fl=im- ema
o
o 30 ==im-ebma
20
10
0
2
siire (saat)

Sekil 4.13. Serbest ve immobilize seliilazlarin termal kararliliklar grafigi

4.8. Michaelis-Menten katsayis1 (Km), Maksimum reaksiyon hiz1 (Vmax)

Optimum sicaklik ve pH kosullarinda kiitlece % 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4 ve
5’lik CMC ¢ozeltilerine karsi serbest seliilaz ve immobilize seliilazlarin aktiviteleri

Olcililmiistiir. Bu aktivite degerlerine gore,
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1- Serbest seliilaz i¢gin Km 0,626 mg/mL ; Vmax 0,964 U/g olarak

hesaplanmustir.
8
v =0,6497x+1,0372
7 ®
6
= 5
E .
< 4 ]
o i3
o
g 3 ®
= o
< 2 »
114
.
4 2 0 2 4 6 8 10 12

1/[S] (%ml/mg)

Sekil 4.14. Serbest seliilaz i¢cin Lineaweaver-Burk egrisi

2- EMA ile immobilize edilmis enzim i¢in Km 4,019 mg/mL, Vmax 1,703
U/g olarak hesaplanmistir.

80

70 y =6,8434x+0,2488 o
60 i
50

40

30

20

1/V{ mmol/dak/mL)

10
0.

.10

-20
1/1S] ( %mL/mg)

Sekil 4.15. EMA ile immobilize edilmis seliilaz i¢in Lineaweaver-Burk egrisi
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3- EBMA ile immobilize edilmis enzim i¢in Km 4,545 mg/mL, Vmax 0,507
U/g olarak hesaplanmaistir.
30

75 y =2,3045x+1,973

]

" 20
=
5 15
— 2
= @
2
= 10
= . 5
-y 5 Q.-

0

4 2 0 2 4 6 8 10 12

1/[S] ( %mL/mg)

Sekil 4.16. EMA ile immobilize edilmis seliilaz i¢in Lineaweaver-Burk egrisi

4.9. Tartisma

Enzim teknolojisinin gelismesiyle birlikte endiistriyel alanda immobilize
enzim kullanilmasi artmistir. Ticari amagli bir prosesin gerceklestirilmesinde,
iiretimdeki artigla beraber ekonomik kosullar da dikkate alinmaktadir (Oda ve ark.,
1983). Giinlimiizde seliilozik materyallerin enzimatik hidroliziyle gerceklestirilen
biyoteknolojik islemlerin yayginlastigi goriilmektedir. Seliiloz, gida, enerji, yakit
ve diger pek cok endiistriyel {iriin i¢in temel ham materyal haline gelmistir (Oztiirk,
2015).

Bu c¢aligmada, seliilaz enziminin kovalent baglanma yontemi ile epoksi
metekrilat ve epoksi butil metakrilat ile immobilizasyonu ve karakterizasyonunu
arastirilmistir.

I’er g epoksi metakrilat ve epoksi butilmetakrilatin, derisimi 1 mg/ml olan
enzim ¢ozeltisinin 9 ml’siyle 24 saat inkiibasyonu sonunda siizdiiriiliip kurutulan
immobilize enzimlerde alinan 5 mg, 15 mg, 25 mg, 50mg ve 100 mg oOrnekle
yapilan c¢alismada 5, 15 ve 25 mg immobilize enzim orneklerin aktivite
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gostermedigi tayin edilmistir.

5°C’ de 24 saat boyunca karigtirilarak inkiibe edilen immobilize enzimler
stiziilip yikandiktan sonra siiziintl ile yapilan protein tayininde eser miktarda
proteine rastlanmis olup epoksi metakrilat siiziintiisiinde rastlanan protein miktari
epoksi butil metakrilat siiziintiisiindekinden yaklagik 1,6 kat daha fazla oldugu
gOrilmiistiir

Belirlenen optimum kosullarda Km ve Vmax degerleri ise serbest seliilaz
icin Km 0,626 mg/mL, Vmax 0,964 U/g; immobilize seliilazlar i¢in ise sirasiyla
Km 1,703 mg/mL (EMA) , 4,545 mg/mL (EBMA) , Vmax 4,019 U/g (EMA) ,
0,507 U/g (EBMA) olarak bulunmustur.

Serbest seliilaz i¢in optimum pH 5,5 ve optimum sicaklik 60°C iken EMA
ve EBMA ile immobilize edilmis seliilazlar i¢in optimum pH 6,5, sicaklik ise 50°C
olarak tayin edilmistir (Sekil 4.6 ve 4.9).

S. Souza (2017) seliilaz1, kovalent baglanma yontemiyle metil metakrilat
ile immobilize etmis ve arastirmasinda hem serbest hem de hareketsizlestirilmis
enzimin optimum pH’1 6 ve sicaklik degerlerinin ise 55°C olarak bulmustur.
Serbest ve immobilize enzimin termal kararliliklarinda ise yine ayn1 davrandigim
gdzlemlemistir.

Wang ve ark. (2013), adsorbsiyon ve capraz baglanma yontemi ile
Trichoderma viridinden elde edilen seliilaz1 polimerik silika {izerinde sabitlemisler
ve immobilize enzimin serbest seliillaza kiyasla pH ve sicakliga gore daha iyi
stabilize sergiledigini gdzlemlemislerdir.

Khashnevisan ve ark. (2011), yine aym kaynakli seliillaz1 siiper
paramanyetik nanoparcgaciklar {izerinde hareketsizlestirmisler ve immobilize
selillazin serbest enzime gore daha genis pH ve sicaklik araliginda aktivite
gosterdigini bulmuslar, bununla beraber optimum sicaklik degerlerinin de ayni
oldugunu (60°C) saptamislardir.

Lui Juan Ls ve ark. (2019), karbon nano tiipler ve sodyum arjinit ile

selilaz immobilizasyonunu arastirmiglar, hem serbest hem de immobilize
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enzimlerin optimum sicakligini 40°C olarak bulmuslardir. Bununla beraber optimu
pH’ lart ise farkli olup serbest enzim igin 5, immobilize enzim igin ise 3
bulmuslardir. Ayni calismada depolama kararliligi i¢cin hem serbest hem de
imobilize enzimleri bir ay boyunca 4°C’de bekletmisler, otuz giiniin sonunda
serbest enzimin aktivitesi %56,8 oraninda diiserken, immobilize enzimin %71,2
oraninda korudugunu saptamisalardir.

Bu tez c¢alismasinda, serbest seliillazin destek maddeleri ile
immobilizasyonlarindan sonra, ayni kosullarda ol¢iilen aktivitelerinde belirgin
oranda fark goriilmektedir. EBMA ile immobilize edilmis enzim, EMA ile
immobilize edilen enzimden %67,73 kadar daha aktiftir. Zaten immobilizasyon
sonunda hareketsiz enzimlerin siizlintiilerinde yapilan protein tayinlerinde, EMA
ile immobilize edilmis hareketsiz enzimin siiziintiisiindeki protein miktar1 (0,040
mg), EBMA ile immobilize edilmis enzimin siiziintiisiindeki protein miktarindan
(0,025 mg) %62,5 daha fazla oldugu tespit edilmistir. Serbest ve immobilize
seliilazlarm, 35 gilin boyunca 5°C ve 25°C’de bekletilerek belirli periyotlarda
aktiviteleri Ol¢iilmiis ve depolama kararliliklari, 15 giin sonunda 5°C’de bekletilen
serbest seliilazin kalan aktivitesi %4,07 iken, 25°C’de bekletilen serbest seliilazin 3.
giinden sonra aktivite gostermedigi gorilmistiir. 5°C’de bekletilen, EMA ile
immobilize edilmis seliilazin,

30. giin sonunda kalan aktivitesi %3,25 iken , EBMA ile
immobilize edilmis seliillazin ise yaklasik %14 aktivite gosterdigi gorilmistiir.
25°C’de bekletilen immobilize seliilazlar i¢in durum biraz daha farkli olup, EMA
ile immobilize seliilazin 25. giinde yaklasik %22,5 aktivite gosterip daha sonraki
periyotlarda aktivite gdstermedigi, EBMA ile immobilize edilmis seliilazin 30. Giin
sonunda yaklasik %12,5 aktivite gosterip daha sonraki periyotta aktivitesini
tamamen kaybettigi goriilmiistiir. Zaten EBMA ile immobilize enzimin tekrar
kullanilabilirliginin de (6. kullanimda % 8,53 aktivite), EMA ile immobilize
enzimden (4. Kullanimda % 24,65) daha kararli oldugu tayin edilmistir. Yani

serbest seliilazin, EBMA polimeri tarafindan daha iyi baglandigini soyleyebiliriz.
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EMA molekiiliindeki sterik engellerin ve enzime baglanacak fonksiyonel grubun
bagli oldugu zincirin kisa olmasinin, bu destek ile hareketsizlestirilmis enzimin
aktivitesini belirgin olarak etkiledigi sOylenebilir. Zira EMA ve EBMA ile
immobilize edilmis hareketsiz seliilazlarin, depolama kararhiliklari, tekrar
kullanilabilirlikleri ve kinetik parametreleri de karsilastirildiginda da EBMA ile
immobilize edilen seliilazin daha kararli oldugu deneylerle gézlemlenmistir.

Immobilize enzimlerin kinetik davramslari serbest enzimden farklilik
gosterir. Immobilize enzimlerin Km degerlerindeki artis, hareketsizlesmis enzimin
aktif bolgesine substrat baglanmasindaki azalmadan kaynaklanmaktadir. Substrat
baglanmasindaki bu azalmaya, serbest enzimin destek maddesine fazla baglanmasi,
destek maddesindeki fonksiyonel gruplar ve destek maddesinin molekiil yapisindan
kaynaklanan sterik engelleri nedenler gosterebiliriz. Tez c¢alismamizda
kullandigimiz destek maddeler ile immobilize edilmis seliilazlarin serbest seliilaza
gore Km degerleri EMA ile immobilize seliilazin yaklasik 6,4, EBMA ile
immobilize selillazin ise yaklasik 7,3 kat artmistir. Buna bagl olarak, serbest
seliilaza gore optimum kosullarda gosterdikleri aktiviteleri, EMA ile immobilize
edilmis seliilazin % 49,80, EBMA ile immobilize edilmis seliillazin % 25,88
azalmgtir,

Yapilan deneysel galismalarda belirlenen sonuglara gore serbest seliilaz
icin optimum pH 5,5 ; immobilize seliilazlar i¢in ise optimum pH 6,5 olarak
bulunmustur. Yani asidik ortamdan nétr ortama kayma goriilmiigtiir. Bununla
beraber, immobilize selillazlarin bazik ortamda da aktivite gosterdikleri
belirlenmistir (Sekil 4.6.) Bunun nedeni, enzimdeki ve destek maddelerindeki
fonksiyonel gruplarin birbirlerine baglanmalar1 sonucu reaktivitelerinin, ortam
pH’smma bagli olarak farklilik gostermesidir, diyebiliriz. Aslinda immobilize
enzimlerin daha genis bir pH araliginda aktivite gostermeleri yapilan ¢alismamizda
istenilen bir sonugtur. Yani serbest seliilazin, daha genis bir pH araliginda, epoksi
metakrilat ve epoksi butil metakrilata uygun konformasyonda baglandigini

sOyleyebiliriz.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan deneysel ¢alismalar dogrultusunda su sonuglara ulagilmistir:

1. Serbest seliilaz enzimi i¢in optimum pH 5,5 , optimum tampon derisimi 0, 1
M, optimum sicaklik 60°C olarak belirlendi. 50°C’ de Gaat bekletildiginde
aktivitesini %90’ a yakin kaybettigi gozlemlendi. Kinetik parametreleri
Vmax 0,964 U/g , Km 0,626 mg/mL olarak hesaplanmustir.

2. Epoksi metakrilat iizerinde immobilize edilmis selillaz enzimi igin
optimum pH 6,5 , optimum tampon derisimi 0,1 M, optimum sicaklik 50°C
olarak belirlendi. 50°C’ de 6 saat bekletildiginde aktivitesini %75 oraninda
korudugu gézlemlendi. Kinetik parametreleri Vmax 4,019 U/g destek, Km
1,703 mg/mL olarak hesaplanmustir.

3. Epoksi butil metakrilat iizerinde immobilize edilmis seliilaz enzimi i¢in
optimum pH 6,5 , optimum tampon derisimi 0,1 M, optimum sicaklik 50°C
olarak belirlendi. 50°C’ de 6 saat bekletildiginde aktivitesini %75 oraninda
korudugu gozlemlendi. Kinetik parametreleri Vmax 0,507 U/g destek, Km
4,545 mg/mL olarak hesaplanmustir.

4. Serbest seliillaz i¢in aktivite tayininde uygulanan DNSA yonteminde
reaksiyon siiresi 30 dakika iken EMA ve EBMA ile immobilize enzimlerin
aktivite ve diger deneysel degerlerinin tayinleri igin 1 saat olarak
belirlendi.

5. 1 g destek lizerine immobilize edilmis enzimlerden alinan 25 mg, 50 mg ve
100 mg’lik ornekler {iizerinde yapilan deneyler sonucunda 50 mg
immobilize enzim Ornekleri ile ¢alismanin yeterli oldugu goriildi

6. Serbest ve immobilize enzimlerin termal kararliliklarinda sicaklik ve
bekletme siiresine bagli olarak farkli davrandiklar1 belirlendi. Serbest
enzimin sicaklik ve siire arttikga aktivasyonu diiserken immobilize

enzimlerin, serbest enzime oranla daha az etkilendikleri goriildii.
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7.

10.

Immobilize enzimlerin tekrar kullamilabilirlikleri karsilastirildiginda EMA
ile immobilize enzimin 4. kullaniminda aktivitesinin %24,65” i kalmisken
EBMA ile immobilize enzimin, aktivitesi 4. Kullammminda %41,86; 5.
kullanimda %25,46 oraninda korunmustur.

Immobilize enzimlerin 5°C ve 25°C’lerde 35 giin bekletilerek, belirli
periyotlarda 6l¢iilen depolama kararliliklar: sirasi ile 5°C’de bekletilen EMA
ile immobilize seliilaz i¢in 25. giinde aktivitesinin %96,75’ini kaybettigi;
25°C’de bekletildiginde 15. glinden sonra aktivite gdstermedigi belirlendi.
EBMA ig¢in ile immobilize edilmis seliilaz igin ise 5°C’de bekletildiginde,
30. giinde aktivitesinin %14’ inii korudugu; 25°C’de bekletildiginde, 25.
giinden sonra aktivite gostermedigi gozlemlenmistir.

Serbest seliilazin depolama kararliligi, 5°C’de bekletildiginde 15. giin de
kalan aktivitenin %4,07 oldugu; 25°C’de bekletildiginde de 3.glinden sonra
aktivite gostermedigi gozlemlendi.

Serbest selillaz ve immobilize seliilazlarin optimum kosullarda Km ve
Vmax degerleri, serbest seliilaz icin Km 0,626 mg/mL; Vmax 0,964 U/g,
EMA ile immobilize edilmis seliilazin Km 4,019 mg/mL ; Vmax 1,703
U/g, EBMA ile immobilize edilmis seliilaz i¢in ise Km 5,545 mg/mL ;
Vmax 0,507 U/g olarak hesaplanmistir.

5.1. Oneriler

Bu caligmada Aspergillus niger mantarindan elde edilen toz seliilaz enzimi

epoksi metakrilat ve epoksi butil metakrilat {izerine sabitlenerek kovalent baglanma

yontemi ile immobilizasyonu saglanmistir. Deneysel veriler hem EMA ile hem de

EBMA ile immobilizasyonun uygun oldugunu gdstermektedir. Bununla beraber,

ayni kosullarda gerceklestirilen immobilizasyonlar sonucu, hareketsiz enzimlerin,

Olciilen, aktiviteleri, kararliliklar1 gibi tiim deneysel verileri karsilagtirildiginda

EBMA’in EMA’dan daha avantajli oldugunu soyleyebiliriz. Gerek depolama

kararliliklar1 gerekse tekrar kullanilabilirlikleri g6z 6niinde bulunduruldugunda
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epoksi butil metakrilat ile immobilize seliilazin, endiistriyel alanda iiriin potansiyeli
daha yiiksek olacaktir.

Iki immobilize enzimin, reaksiyonlar: katalizleme hizlar1 ve reaksiyon
verimleri Kkarsilastirildiginda da epoksi butil metakrilat ilizerinde sabitlenmis
immobilize seliilazin, epoksi metakrilat {izerinde sabitlenmis seliilazdan daha

avantajli oldugunu soyleyebiliriz
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