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OZET

UCLU-FAZ AYIRMA TEKNIiGIi ILE SAFLASTIRILAN
SELULAZIN ENKAPSULASYONU, KARAKTERIZASYONU VE
IN VITRO KULLANILABILIRLiGI

CAMURLU, Derya

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Secil ONAL
Kasim 2019, 113 sayfa

Bu tez calismasinda, ticari arenada siklikla kullanilan Trichoderma reesei
seliilazinin tg¢lii-faz ayirma (TPP) metodu ile saflagtirilmasi ve kalsiyum aljinat
jelde enkapsiilasyonu caligilmistir. Bu iki temel deneme tiim degiskenleriyle
optimize edilmis ve sonugta hem saflastirma hem de enkapsiilasyon ¢alismalari

i¢cin optimum kosullar belirlenmistir.

T. reesei selillazinin saflastirillmasinda ideal TPP kosulu; %50 (w/v)
amonyum siilfat doygunlugu, 1:1 (v/v) enzim: t-biitanol orani, pH 4,5 ve 0,1 mg
protein olarak belirlenmistir. Optimum kosullarda seliillaz enzimi, %113 aktivite

verimi ve 1,42 saflastirma kat1 ile basari ile saflastirilabilmistir.

Enkapsiilasyon c¢aligmalar1 neticesinde ise ticari selillaz enziminin
immobilizasyonu i¢in optimum kosullar; 0,5 mg enzim (protein miktar1) ve %2
(w/v) aljinat, %0,5 (w/v) kitosan iceren 0,15 M CaClz, 3 saat immobilizasyon,
%2,0 (v/v) glutaraldehit ile 2 saat capraz baglama olarak belirlenmistir. Bu
optimum kosullarda Seliilaz enzimi %53 aktivite verimi ile basar1 ile immobilize
edilmistir. TPP orta fazinda deristirilen seliilaz enzimi ise belirlenen optimum

kosullarda %10 aktivite verimi ile immobilize edilebilmistir.

Anahtar sozciikler: Trichoderma reesei, selillaz, iglii-faz ayirma (TPP),

immobilizasyon, kalsiyum aljinat, kitosan, enkapsiilasyon.






ABSTRACT

ENCAPSULATION, CHARACTERISATION AND IN VITRO
USEABILITY OF CELLULASE PURIFIED WITH THREE-PHASE
PARTITIONING TECHNIQUE

CAMURLU, Derya

Master in Biochemistry Department
Supervisor: Prof. Dr. Se¢il ONAL

November 2019, 113 pages

In this thesis, the purification of Trichoderma reesei cellulase which is
frequently used in commercial arena by three-phase partitioning (TPP) method
and encapsulation in calcium alginate gel was studied. These two basic
experiments were optimized with all variables, and finally optimum conditions for

both purification and encapsulation studies were determined.

Ideal TPP condition for the purification of T. reesei cellulase was
determined as; 50% (w/v) ammonium sulfate saturation, 1:1 (v/v) enzyme: t-
butanol ratio, pH 4.5 and 0.1 mg of the protein. Under optimum conditions, the
cellulase enzyme was successfully purified with 113% activity yield and 1.42

purification fold.

As a result of the encapsulation studies, optimum immobilization conditions
for commercial cellulase enzyme were determined as; 0.5 mg enzyme (protein
amount) and 2% (w/v) alginate, 0.5% (w/v) chitosan in 0.15 M CaClz, 3 hours,
2.0% (v/v) glutaraldehyde 2 hour cross-linking time. The cellulase enzyme was
successfully immobilized with 53% activity yield with this optimum conditions.
The cellulase enzyme, which was concentrated in the middle phase of TPP, could

be immobilized with 10% activity yield under these optimal conditions.

Keywords: Trichoderma reesei, cellulase, three-phase partitioning (TPP),
immobilization, calcium alginate, chitosan, encapsulation.






ONSOZ

Bu tez c¢alismasi, bir enzim meraklisinin Ozenli ¢alismalar1 ile
tamamlanmustir. Yillardir enzimlere karsi olan ¢alisma tutkum, lisans dénemimde
hocam Sn. Prof. Dr. Secil Onal onderliginde baslamis ve yiiksek lisans hayatim
boyunca da ayni hizla devam etmistir. Bu ¢alismanin asil amaci saglik ve yem

sektorlerine yararli bir enzim formulasyonu gelistirebilmektir.

Calismada seliilaz enzimi ilk olarak %80 (w/v) amonyum siilfat ¢oktiirmesi
metoduyla deristirilmistir. Daha sonra TPP metodu ile orta fazda basari ile
saflagtirilmistir. Ayrica tuz c¢oktiirmesi yapilarak deristirilen seliilaz enzimi,
tutuklama metodu ile olduk¢a inert bir polimer olan aljinat ile kalsiyum kloriir
varliginda immobilize edilmistir. Ardindan, immobilize seliilazdan kagaklarin
engellenmesi ve daha kararli mikrokiire eldesi hedefi ile medikal alanda sik¢a ve

giivenle kullanilan glutaraldehit ile ¢apraz baglama gergeklestirilmistir.

Calismanin  neticesinde, selilaz  enziminin TPP  metodu ile
saflastirilmasindaki optimum kosullar; %50 (w/v) amonyum siilfat, 0,1 mg
baglangi¢ proteini, 1:1 (v/v) enzim/t-biitanol orami ve kendi pH’1 seklinde
belirlenmigtir. Ardindan tuz ¢oktiirmesi yapilan seliilaz enziminin, tutuklama
metodu ile immobilizasyonunda; 0,5 mg enzim (protein miktar1) ve %2 (w/v)
aljinat, %0,5 (w/v) kitosan igeren 0,15 M CaCl. igerisine damlatilarak
mikrokiireler olusturulmus ve 3 saatte immobilizasyon gergeklestirilmistir. %2,0
(v/v) glutaraldehit ile 2 saat capraz baglanan enzim ile verimli sonuglar alinmistir.
Gelistirilen bu sistem ile Trichoderma reesei kaynakli seliilaz, optimum
kosullarda maksimum %82 aktivite verimi ile immobilize edilmistir. Immobilize

seliilaz, li¢ kez ard-arda kayda deger diizeyde basari ile kullanilabilmistir.
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CaCl; Kalsiyum kloriir
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EC Enzim Komisyon Numarasi (Enzyme Commission Number)



1. GIRIiS

Seliiloz, yeryiiziinde en ¢ok bulunan biyokiitledir. Biyosferde geri
dontistimlii olarak en yiiksek oranda iiretilen biyokaynaktir ve karasal ortamdaki
fotosenteze bagli iretilen birincil triindiir (Sethi et al., 2013). Dogal seliiloz,
B-1,4-glikozidik bag ile birbirine baglanmis D-glukoz iinitelerinden olusan,
dallanmamig bir homopolisakkarittir (Miettinen-Oinonen, 2004). Seliilazlar,
selilloz zincirinde yer alan [-1,4-glikozidik bagi hidrolizlemekten sorumlu
enzimlerdir. Funguslar, bakteriler, protozoalar, bitkiler ve hayvanlar tarafindan
tiretililirler. Seliilaz enzimi, farkli aminoasit dizileri ve kristal yapilari olan, farkl
enzim siniflarindan olan katalitik alt birimlere sahiptir. Seliilazlar, katalitik
aktivite gdstermeyen non-katalitik karbohidrat baglayan ug¢ (Noncatalytic
carbohydrate-binding modules-CBMs) ve fonksiyonu bilinen ya da bilinmeyen ve

C- ve N- uglarinda bulunabilen katalitik uglara sahiptir (Zhang and Zhang, 2013).

Dogada  seliiloz  hidrolizi endoglukanazlar  (EC 3.2.14.),
sellobiyohidrolazlar1 (CBHs) (EC 3.2.1.91) da iceren ekzoglukanazlar ve
B-glukozidaz (BG) (EC 3.2.1.21) olmak iizere ii¢ tip enzimin birlikte ¢aligmasi ile
gerceklesmektedir (Zhang and Zhang, 2013).

Giinlimiizde, ti¢li-faz ayirma teknigi (TPP) ile polisakkaritler, proteinler,
enzimler, enzim inhibitdrleri, yenilebilir yaglar ve kiigiik molekiiller gibi pekcok
biyoaktif bilesik; ucuz, hizli ve “yesil” bir metodla ve etkin bir sekilde ekstrakte
edilip ayristirilabilmektedir. Dahast, metod oda sicakliginda
gergeklestirilebilmekte ve Olgek biiyiitmeye olanak saglamaktadir (Wang et al.,
2019). Uclii-faz aymrma teknigi (TPP), tuz c¢oOktiirmesi, izoelektrik nokta
coktiirmesi ve solvent ¢oktlirmesi motodlarint kombinleyerek calisan bir ayirma

ve saflastirma teknigidir (Liu et al., 2019).

Enzimler, bir reaksiyon ortaminda, tek basma bir molekiil olarak, diger
enzimlerle koordineli ya da bir baska molekiile yiizeyden tutunmus/baglanmis
vaziyette olmak tizere farkli pozisyonlarda aktivite gosterebilmektedir. Enzimlerin

bu baglanmis vaziyetteki (immobilize) konumlar1 ve gorevleri de teknoloji



alaninda onlardan yararlanmak amaciyla gelistirilmeye c¢alisilan noktadir (Brena
and Batista-Viera, 2006). immobilize enzimler normal kosullar altinda serbest
enzimlere kiyasla stabilizasyon, lokalizasyon ve yonelim ozellikleri agisindan
istiindiirler. Bu istiin 6zellikleri ile de daha kolay kullanilirlar, tekrarh

kullanilabilirler ve maliyeti diistiriirler (Costa et al., 2004).

Bu calisma kapsaminda iki temel metod ¢alisilmis ve optimize edilmistir.
Ilk olarak Trichoderma reesei kaynakli ticari seliilaz enzimi TPP metodu ile
deristirilmistir. Bir sonraki denemede ise yine ticari seliilaz, kalsiyum aljinat jelde
tutuklama metodu ile immobilize edilmistir. Son olarak da TPP ile deristirilen
seliilaz, belirlenen optimum kosullarda immobilize edilip, Ca-Aljinat
mikrokiirelerden salinim potansiyelleri arastirilmistir. Serbest ve immobilize
selillaz enzimlerinin genel biyokimyasal Ozellikleri belirlenmis ve kararlilik

caligmalar1 gergeklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Seliiloz ve Seliilazlar

2.1.1. Seliiloz

Seliiloz, yeryliziinde en c¢ok bulunan biyokiitledir. Biyosferde geri
dontistimlii olarak en yiiksek oranda iiretilen biyokaynaktir ve karasal ortamdaki
fotosenteze bagli iiretilen birincil triindiir (Sethi et al., 2013). Dogal seliiloz,
[-1,4-glikozidik bag ile birbirine baglanmis D-glukoz iinitelerinden olusan,
dallanmamig bir homopolisakkarittir. Selillozun en kiigiik tekrarli birimi, iki
glukozun birbirine baglanmasiyla olusan sellobiozdur (Sekil 2.1). Dogada, seliiloz
zincirinin polimerizasyon derecesi (D.P) incelendiginde, aga¢ seliilozunda
yaklagik 10000 glukoz birimi mevcutken, dogal pamuk seliilozunda 15000 glukoz
birimi bulunur (Miettinen-Oinonen, 2004).

OH .fGH

HO Ty 410

HO. / ; :~=

\._,.7“0 HO ,\m
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Sekil 2.1 Seliilozun genel yapist (The University of Waikato,
http://sci.waikato.ac.nz/farm/content/plantstructure.html, Erigim tarihi: 30.07.2019).

Pamuk seliilozu incelendiginde, bir pamuk fiberinin 15000 mikrofibrilden
ve her mikrofibrilin 400 temel alt birimden olustugu goriilmektedir. Bununla
birlikte, her temel alt birim ise 6-8’li paketler halinde biitiinlesmis, 100’er adet
selliloz zincirinden olusmaktadir. Pamuk fiberleri, yapisinda amorf ve diizensiz
yapilar1 igeren kristalin fibrillerden olusmaktadir. Pamuk fiberlerinin yaklasik

%701 kristalin yapidadir (Miettinen-Oinonen, 2004).


http://sci.waikato.ac.nz/farm/content/plantstructure.html

Seliiloz, biyopolimerler arasinda pek sik goriilen bir 6zellik olmayan
kristalin yapida olma 6zelligini icerir. Kristalin yapidaki seliiloz zincirleri, zincir
ici ve zincirler arasi hidrojen baglar1 ve zayif Van-der Waals kuvvetleri ile
istiflenmis, yani sert ve sikica sekillenmistir. Dogada seliiloz baz1 kaynaklarda
oldukca saf halde bulunurken, ¢ogu kaynakta hemiseliiloz ve lignin gibi yapilarin
arasina gomiilii vaziyette konumlanir. Seliilozun bu kristalin yapisinin en 6nemli
ozelliklerinden biri, enzimler gibi yiiksek molekiillii yapilarin yani sira su gibi
kii¢iik molekiillii bilesenlere dahi kismi gegirgen davranabilmesidir. Polimerin
yapisinda bulunan kristalin ve amorf yani diizenli olmayan yapilar neticesinde,
molekiil yiizeyinde de farkli gesitlilikler olusur. Yiizeydeki bu heterojenite
sayesinde, sulu ortamda sisme sonucu mikro gozenekler olusabilmekte ve bu
olusan kaviteler enzim gibi biiylik molekiillerin geg¢isine miisaade etmektedir
(Sukumaran et al., 2005). Ozetle, dogal seliloz ile kristalin seliiloz
kiyaslandiginda, dogal seliilloz daha az oranda ve dizilimde amorf ve parakristalin

yapilar igerir.

Miettinen-Oinonen (2004)’e gore alt1 farkli polimorfik seliiloz (I, II, IIIi,
Iz, IV ve IV2 ) saptanmustir. Seliiloz I, dogada bulunan dogal seliilloz olup,
zamanla seliiloz Ia ve seliiloz 1P olmak iizere iki kristalin formu olugturmaktadir.
Seliiloz I, seliiloz I’in rejenerasyonu ile olusan farkli bir formudur. Seliiloz III: ve
seliiloz 1IIl2, seliiloz I ve II’nin sivi amonyak ile muamelesi sonucu elde edilen
formlaridir. Son grup olan seliilloz 1V: ve seliiloz IV: ise seliiloz Il ve seliiloz
[I2’nin 1s1l isleme ugratilmasi ile elde edilen formlaridir (Miettinen-Oinonen,
2004).

2.1.2. Seliillozun Hidroliz Mekanizmasi ve Seliilazlar

Seliilazlar, selilloz  zincirinde yer alan f-1,4-glikozidik bag:
hidrolizlemekten sorumlu enzimlerdir. Funguslar, bakteriler, protozoalar, bitkiler
ve hayvanlar tarafindan tretililirler. Seliilaz enzimi, farkli aminoasit dizileri ve
kristal yapilar1 olan, farkli enzim siniflarindan olan katalitik alt birimlere sahiptir.
Seliilazlar, katalitik aktivite gdstermeyen non-katalitik karbohidrat baglayan ug
(Noncatalytic carbohydrate-binding modules-CBMs) ve fonksiyonu bilinen ya da

bilinmeyen ve C- ve N- u¢larinda bulunabilen katalitik uglara sahiptir.



Dogada  seliiloz  hidrolizi endoglukanazlar  (EC 3.2.1.4),
sellobiyohidrolazlari (CBHs) (EC 3.2.1.91) da igeren ekzoglukanazlar ve
B-glukozidaz (BG) (EC 3.2.1.21) olmak iizere {i¢ tip enzimin birlikte ¢aligmasi ile
gerceklesmektedir (Zhang and Zhang, 2013). Endoglukanazlar, seliiloza rastgele
noktalardan atak yaparak, uzun glukoz zincirlerini daha kisa zincirlere
hidrolizlemektedir. Boylelikle her yeni kisa zincirin aktif iki ucu meydana ¢ikmis
olmaktadir. Ardindan ekzoglukanazlar bu aktif uglara saldirip hidrolizasyonu
saglar ve neticede sellobioz ve glukoz iiniteleri agiga cikarir. En son olarak ise
B-glukozidazlar sellobiozlart ve diger kiigiik oligo-sakkaritleri  glukoz
molekiillerine hidrolizler (Gaur and Tiwari, 2015). Sekil 2.2°de seliillozun ekzo ve

endo hidrolizasyon asamalar1 verilmistir.

Cellulases
Exo Endo Exo
Cellobiohydrolase Cellobiohydrolase
Acting from non-reducing end Acting from reducing end
E.g. Piromyces sp. E2 Cel6A E.g. Phanerochaete Cel7s

Endoglucanase
Acting from the middie

E.g. Piromyces E2 Cel9A -

e
Pc_Cel7A Pc_Cel7D

v

Product - cellobiose Product - oligosaccharides of Product - cellobiose
different sizes

N U~ NI AN S

Sekil 2. 2 Seliilazlarn atak noktalar1 (https://www.quora.com/What-does-cellulase-break-

cellulose-down-into. Erisim tarihi: 31.07.2019).

Druzhinina ve Kubicek (2017) yaptiklari arastirma sonucunda,
Trichoderma reesei’nin bes farkli glikozid hidrolaz (GH) ailesine ait seliilolitik
enzimleri tiretebildigini belirtmislerdir. Bunlar, endo-p-1,4-D-glukanaz ailesine ait
GHS5, GH7, GH12 ve GH45; sellobiyohidrolaz ailesine ait GH6 ve GH7’den
olugmaktadir. GH7 her iki gruba da ait tek iiyedir ve GH7A (eski adi ile


https://www.quora.com/What-does-cellulase-break-cellulose-down-into
https://www.quora.com/What-does-cellulase-break-cellulose-down-into

sellobiyohidrolaz 1) ve GH7B (eski adi ile endoglukanaz 1)’den olusmaktadir
(Druzhinina and Kubicek, 2017). T. reesei kaynakli sellobiyohidrolaz II ve

endoglukanaz I enzimlerinin ti¢ boyutlu yapilar1 Sekil 2.3te verilmistir.

Sekil 2. 3 Trichoderma reesei kaynakl seliilolitik enzimlerin ti¢ boyutlu yapilari
(a); sellobiyohidrolaz II ve (b); endoglukanaz I ((a); https://www.rcsb.org/structure/3CBH ve (b);
https://www.rcsb.org/structure/1EG1, Erisim tarihi: 31.07.2019).

2.1.3. Seliiloz Baglayic1 Domain (CBD) ve Katalitik Domain (CD)

Temelde tiim enzimler substratlarina atak yaparken iki farkli baglanma
bolgesi iistiinden hareket eder. Birincisi katalitik domain (Catalytic domain, CD)
dedigimiz enzimin aktif bolgesidir, digeri ise fonksiyonel ve yapisal farkliliklar
olan karbohidrat/seliiloz baglama noktasidir (Carbohydrate binding domain,
CBD). Bu iki domain birbirine, esnek bir kol gorevi goren bir peptid bagi ile bagl
konumdadir. Ozellikle seliilazlarin yapisi incelendiginde, biiyiik bir kisminda bir
adet seliiloz baglayic1 domain (CBD) ve bir adet katalitik domain (CD) igerdikleri

belirlenmistir.

1940’larin sonuna dogru Reese ve arkadaslari, kristalin seliillozun hidrolizi
sirasinda islevsel yolagi bilinmeyen ve katalitik-olmayan bir bolgenin (C:) (bugiin
karbohidrat baglayan domain (CBD) diye adlandirdigimiz) varligini tespit etmis
olup, bu bolgenin, substratin aktif katalitik bolgeye (Cx) (bugiin katalitik domain
(CD) dedigimiz bolge), yakinlagmasini kolaylastirdigini ifade etmislerdir. Bunun


https://www.rcsb.org/structure/3CBH
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neticesinde, CBD karbohidrat hidrolizleyen enzimlerde bulunan ve karbohidrat
baglama gorevi listlenen aminoasit dizisi olarak tanimlanmistir (Lakhundi et al.,
2015). 2015 yilindaki verilere bakildiginda, 50 farkli canli grubundan izole edilen
500’den fazla CBD dizi incelendiginde; CBD’ler aminoasit siralamasina, yapisina
ve baglama kapasitesine gore 64 farkli familyaya siniflandirilmigtir. Ancak tiim
CBD’ler seliiloza baglanabilir 6zellikte degildir. Baz1 familyalara ait CBD’ler,
Kitin, nisasta ve ksilan gibi diger karbohidratlara spesifik baglanma 6zelligine
sahiptir. Kimi CBD’ler ise bir ya da daha fazla polimere spesifik baglanma
ozelligi gosterebilirler. Ozetle CBD’ler, karbohidrat hidrolizleyen enzimlere 6zgii
bir yap1 bilesenidir (Lakhundi et al., 2015).

Seliilazlarin yapisinda bulunan en uzun dizi, katalitik aktiviteye sahip
domaindir. Gen delasyonu (silme) ve proteolitik trankasyon (kesme) gibi islemler,
katalitik domainlerin (CD), katalitik aktiviteden sorumlu ve o&zel substrat
spesifiklikleri olan yapilar oldugunu gostermistir. Seliilazlara ait CD’ler 6nemli
Olciide cesitlilige sahip olmalarinin yani sira, sahip olduklari protein dizisi
benzerligi neticesinde glikozid hidrolaz grubuna da girmektedirler. Glikozid
hidrolazlar, karbohidratlarin kendi arasindaki ya da karbohidrat ve karbohidrat

olmayan bilesiklerin arasinda bag1 hidrolizlemekten sorumlu enzim grubudur.

Ayn1 familyadaki enzimler sahip olduklari aminoasit dizileri ve
katlanmalar1 ile benzer olduklari i¢in siniflandirilir. Buradan hareketle 6rnegin,
enzim familyasi 5 (seliilazlar, ksilanazlar ve mannazlari igeren aile) ayni aileye ait
farkli tiyelerin, farkli protein spesifiklikleri gelistirmesi sonucu, evrim siirecinde
farkli gorevler de kazanarak ilerlediginin bir gostergesidir. Bir de tam tersi agidan
baktigimizda, benzer substrat spesifiklikleri olan enzimler, farkli ailelerde
bulunabilir. Buna 6rnek olarak seliilazlar; familya 5, 6, 7, 8, 9, 12, 44, 45, 48, 61
ve 74’in tamaminda yer almakta ve toplamda 11 familyanin igerisinde
siniflandirilmaktadir. Bu siniflandirma, 5000°den fazla glikozil hidrolazin 130

ayr1 familyaya siniflandirilmasini da icermektedir (Lakhundi et al., 2015).

CBD’lerin proteolitik trankasyonu (kesme) sonrasi X-ray kristalografi
olgiimleri ile CD’lerin 3 boyutlu yapilarinin gdzlenmesi miimkiindiir. Ornegin,

glikozil hidrolaz 6 familyasinda bulunan ve Trichoderma reesei tiiriine ait



sellobiyohidrolaz II (CBH II) enzimi incelendiginde, 5 a-heliks ve 7 -
katlanmasina sahip oldugu ve o/p katlanmasina sahip biiyiik bir protein oldugu

tespit edilmistir (Lakhundi et al., 2015).

Seliilolitik mikroorganizmalar, genelde biiylimeleri esnasinda lipidleri ve
proteinleri kullanamayan/sindiremeyen canlilardir ve dolayisi ile oncelikli enerji
kaynaklar1 karbohidratlardir. Basta Cellulomonas ve Cytophaga bakterileri ve
pek ¢ok fungus olmak iizere seliilolitik mikroorganizmalar, seliiloz dahil pek ¢ok
cesitteki karbohidrati sindirebilirler. Ancak buna ragmen anaerobik seliilolitik
tirler, selilloz ve diger hidrolitik yan bilesenleri olmak iizere sinirli enerji
kaynagina sahiptir. Funguslarin belli bir kisim tiirii ve bazi diger mikrobiyal
tirler, yliksek miktarda ekstraseliiler protein salinimi gerceklestirmektedir. Bu
salimim kabiliyetindeki tiirlerde, ekstraseliiler seliiloz sentezi de oldukga
uygundur. Bu tiirlerden, seliiloz ve tiirevi bilesikleri glukoza hidrolizleyen ve en
¢ok calisilmis olan1 Trichoderma reesei’dir. Yapilan ¢alismalarda en ¢ok
kullanilan fungal tiirler; Trichoderma, Humicola, Penicillium, Aspergillus iken
bakteriyel ve basil tiirler ise; Pseudomonadlar, Cellulomonaslar, ve son olarak
Actinomycete ve Streptomyces tiirlerinden de Actinomucor ve Streptomyces’lerdir
(Sukumaran et al., 2005).

Pek cok fungus tiirii selillozu enerji kaynagi olarak kullanabilmektedir
ancak bununla birlikte tiim tiirler selillaz enzimler kompleksinin tamamini
uretememektedir. T. reesei ile birlikte ayrica, Humicola, Penicillium ve
Aspergillus  tiirleri  olduk¢a yiiksek kapasitede ekstraseliiler seliilazlar
tiretebilmektedirler. Ayrica Cellulomonas, Cellovibrio ve Cytophaga tiiriindeki
bakteriler 1ise saf kiiltir ortamlarinda selilloz hidrolizleme etkinligi
gostermektedirler.  Seliillaz ~ dretimi  igin, ticari  arenada  kullanilan
mikroorganizmalar ise T. reesei, H. insolens, A. niger, T. fusca, Bacillus sp. ve
birka¢ diger tiirdiir. Ticari alanda seliilaz tiretimi i¢in Kullanilan tiirler asagida

Cizelge 2.1.de verilmistir (Sukumaran et al., 2005).



Cizelge 2. 1 Seliilaz iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar (Sukumaran et al., 2005).

TUR GENUS ALT TURLER
] A.niger, A.nidulans, A.
Aspergillus ]
oryzae (rekombinant)
Fusarium F. solani, F. oxysporum
Humicola H. insolens, H. grisea
FUNGUS
Melanocarpus M. albomyces
4l P. brasilianum, P. occitanis,
Penicillium
P.decumbans
. T. reesei, T. longibrachiatum, T.
Trichoderma .
harzianum
Acidothermus A. cellulolyticus
Bacillus Bacillus sp, B. subtilis
, o C.acetobutylicum, C.
BAKTERI Clostridium
thremocellum
Pseudomonas P. cellulosa
Rhodothermus R. marinus
C.fimi, C. bioazotea,
Cellulomonas
C.uda
AKTINOMISETLER S. drozdowiczii, S. Sp, S.
Streptomyces

Lividans

Thermononospora

T. fusca, T. curvata
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2.1.4. Seliilazlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Mikrobiyal seliilazlar genellikle, biyokimyasal nitelikleri bakimindan
kaynagindan bagimsiz olarak benzer optimum calisma karakteri gostermektedir.
Cizelge 2.2°de verildigi lizere seliilazlar i¢in optimum c¢alisma pH’1 4,0-6,5
arasinda olmakla birlikte optimum ¢alisma sicakligi ise 44-65 °C arasinda

degismektedir (Liao et al., 2011).

Cizelge 2.2 Fungal seliilaz komponentleri ile bakteriyel seliilaz sistemlerinin

karsilagtirilmas: (Liao et al., 2011).

Molekiiler ) Optimum
EC# Optimum pH
Agirhik (kDa) Sicaklik (°C)
Fungal Seliilazlar
T. reesei
sellobiyohidrolaz I 3.2.191 54.1 4 60
(Cel7A)
T. reesei
sellobiyohidrolaz 11 3.2191 49.6 5 44
(Cel6A)
T. reesei
endoglukanaz [ 3214 48.2 5 60
(Cel7B)
Bakteriyel Seliilazlar
C. phytofermentans
3.2.191 98.5 5-6 60
(Cel48)
C. phytofermentans
3214 104.8 6.5 65
(Cel9)
B. subtilis (Cel5) 3214 52.4 6 60
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Seliilazlarin stabilite agisindan nitelikleri incelendiginde; pH 5-10 arasinda
stabil olduklar1 soylenebilmektedir. Yine pek ¢ok ¢alisma sonucunda, termostabil
seliilazlarin 60-100 °C arasinda stabil oldugu, hatta 100 °C’de hala %50 aktivite
gosterdigi ifade edilmektedir (Gaur and Tiwari, 2015).

Gaur ve Tiwari 2015’de yaptiklari ¢alismada, Bacillus vallismortis RG-07
seliilaznin 10 mM konsantrasyondaki Ca?*, Mg?* ve Nal* iyonlar: tarafindan
aktive oldugunu belirlemislerdir. Yine ayn1 ¢alismada, seliilaz enziminin Mn?* ve
Hg?* iyonlar1 varhiginda ise siddetli inhibisyona ugradigmi belirtmislerdir. Hg?*
iyonunun seliilaz1 inhibe ettigi reaksiyona iliskin ise literatiirdeki veri; Hg?*
iyonunun enzimin protein zincirinde yer alan tiol gruplarina, triptofan uzantilarina
ya da karboksil gruplarina baglanmasi sonucunda inhibe ettigi yoniindedir (Gaur
and Tiwari, 2015).

Seliilaz enziminin aktivitesine organik solventlerin etkisinin incelenmesi
amaciyla 2015 yilinda Gaur ve Tiwari Bacillus vallismortis RG-07 seliilazini
n-dodekan, n-dekan, ksilen, izo-oktan, toluen, n-hekzan, n-biitanol, aseton,
metanol ve siklohekzan ile muamele etmislerdir. Tiim organik solventler, seliilaz
enzimini aktive etmistir. Herhangi bir inhibisyon etkisi gézlenmemistir (Gaur and

Tiwari, 2015).

Surfaktanlarin seliilaz enziminin aktivitesine etkisini inceleyen Gaur ve
Tiwari, Bacillus vallismortis RG-07 seliilazinin %1 (w/v) SDS varliginda hala
aktivitesinin %95’1in1 koruyabildigini saptamislardir. Ayrica Ariel marka deterjan
varliginda, bir saat 65 °C’de On inkiibasyonun ardindan aktivitesinin %89’unu
koruyarak deterjanlar i¢inde en iyi performanst bu markada gosterdigini

belirlemislerdir (Gaur and Tiwari, 2015).

2.1.5. Seliilazin Endiistriyel Kullanim Alanlari

Seliilazlar kagit hamuru ve kagit endstrisi, tekstil ve deterjan endiistrisi,
gida ve hayvan yemi endiistrileri, bira ve sarap endiistrileri, zirai endiistriler,
biyoetanol ve biyoyakit endiistrileri ile saglik/medikal endiistrisi basta olmak

tizere pek cok alanda kullanilmaktadir. Bu kullanim alanlar ile de endiistriyel
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enzim piyasasinda olduk¢a 6nemli bir paya sahiptir. Seliiloz pazar1 biiyiik bir hizla
biiyiimeye devam edecektir (Zhang and Zhang, 2013).

2.1.5.1. Kagit hamuru ve kagit endiistrisi

Kagit hamuru ve kagit endiistrisinde seliilazlarin kullanimi son 10 yillik
stirecte olduk¢a hizlanmistir. Ahsap metaryellerin aritilmasi ve 6giitiilmesi igin
gerceklestirilen mekanik hamurlagtirma/presleme sistemleri, hamur olustururken
ayrica ¢ok kiiciik, ¢cok biiylik ve sert pargalar da meydana getirmektedir. Aksine,
seliilazlarin kullanildigr biyomekanik sistemler ile yapilan aritma iglemlerinde
% 20-40 gibi yiiksek bir enerji kazanci saglanirken, yaprak kalitesinde de
iyilesmeler elde edilir (Kuhad et al., 2011).

Endoglukonaz I ve II’lerin ve hemiseliilazlarin karisimi olan seliilaz
karigimlart ile hamurlastirma esnasinda kagit millerinin akis hizin1 ve doviilme
giicinii artirmak amact ile fiber kalitesi  gelistirme  c¢alismalari
gerceklestirilmektedir. Mansfield ve arkadaslari, Kaliforniya ladininden elde
edilen farkli kagit hamuru fraksiyonlarini, ticari seliilazlar ile muamele etmistir.
Yaptiklar1 calisma neticesinde, seliilazlarin  fiber kalinhigin1  azaltarak
defibrilasyon oraninmi disiirdiiglinii tespit etmislerdir. Endoglukonazlar diisiik
hidrolizasyon derecelerinde bile hamur viskozitesini diisiiriirken, ayrica
seltilazlarin ksilanazlar ile kiyaslandiginda, ¢am agaci kagit hamurunu agartma

oraninin ¢ok yiiksek oldugu bilinmektedir (Kuhad et al., 2011).

2.1.5.2. Tekstil ve deterjan endiistrileri

Seliilazlar, teksil endiistrisinde genelde denim kumaslarda taglanmis
goriintliyli olusturmak icin biyopolisaj islemlerinde ve ayrica ev deterjanlarinda,
pamuklu  kumaslarda  yumusakligt ve parlakligit  artirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Renklerin korunmasi, iiriiniin temizlenmesi ve renk kacaginin
onlenmesi uygun bir yikama tozu ya da deterjani ile miimkiindiir. Seliilazlarin
tekstil ve deterjan sanayinde kullanimi, yapilan karigimdaki enzimin alkali
ortamda calisabiliyor olmasi ve sicakliga dayanikliligr ile miimkiin olmaktadir ve

seliilazlarin ¢aligmasi bu sartlarin saglanmasina baglidir (Menendez et al., 2015).
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Tekstil sanayinde selilaz kaynagi olarak, en sik kullanilan
mikroorganizma funguslardan Trichoderma reesei’dir. Bununla birlikte bazi
bakteriyel kaynaklar da tercih edilmektedir. Ornek olarak; Actinomycet genusuna
ait Streptomyces ve Thermobifida ve diger genuslardan olan Pseudomonas ve
Sphingomonos, tekstil sektoriinde boyanin uzaklastirilmasit ve parcalanmasinda

giivenle kullanilan seliilaz kaynaklaridir (Menendez et al., 2015).

Baz1 diger enzimler ile kombinlenmis seliilazlar, termal ve/veya alkali
kosullar altinda ve su varliginda kimyasal baglar1 katalizlemesi amaciyla
deterjanlara eklenmektedirler. Denim fiberlerinin enzimatik prosesi i¢in alkali ya
da notral kosullarin daha uygun oldugu tespit edildikten sonra, Anish ve
arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmalar neticesinde, fungal kaynakli ticari enzimlerin
aksine Thermomonospora sp. kaynakli endoglukanazin alkalin-stabil 6zelliginden
otirii tercih edilmesini Onermiglerdir. Ayrica Bacillus genusunun seliilazlari
ve/veya endoglukanazlar1 yliksek potansiyelde liretme kapasitelerinin oldugunu
belirtmislerdir. Ladeira ve arkadaslari ise termofilik bir bakteri genusu olan
Bacillus sp. SMIA-2’nin seliilaz {ireticisi oldugunu saptamislardir. Yaptiklart
calismada, farkli sicakliklar ve farkli markalara ait ticari deterjanlarin bulundugu
ortamlar ile muamele ettikleri enzimin, islem sonrast hala aktivitesini

Koruyabildigini gézlemlemislerdir (Menendez et al., 2015).

Deterjan endiistrisinde yaygin olarak kullanilan seliilazlar, endoglukanaz
III ve selobiyohidrolaz I’dir. Pek¢ok raporda T. reseei kaynakli endoglukanaz
[II’in deterjan sanayinde kullanildigi ifade edilmektedir. Ayrica T. viride, T.
harzianum ve A. niger de dogal selilaz kaynagi olarak tercih edilen
mikroorganizmalar arasindadir. Bu kaynaklara ilave olarak, Humicola
(H. insolens ve H. grisea var. thermoidea) tiirlerinden elde edilen seliilaz
karigimlarimin, hafif alkali ve yiiksek sicakliklarda aktivitesini koruyabilme
potansiyelinden Otiirli, yikama tozlarina ve deterjanlara yaygin olarak ilave

edildigi ifade edilmistir (Sukumaran et al., 2005).
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2.1.5.3. Gida ve hayvan yemi endiistrileri

Seliilazlar gida sektoriinde; sebze ve meyve sularmin iiretiminde
ekstraksiyon ve berraklastirmak amaciyla, meyve nektar ve piirelerinin tiretimi
proseslerinde ve zeytinyagi ekstraksiyonu sirasinda kullanilmaktadir. Glukanazlar,
bira {iretiminde arpanin maltlasmasi/¢cimlenmesi i¢in kullanilirken, sarap
endiistrisinde ise sindirime hazir forma getirmek ve renk ekstraksiyonu esnasinda
eksojen hemiseliilazlar ile birlikte kullanilir. Seliilazlar ayrica, gida boya maddesi
tretmek igin karatenoid ekstraksiyonu proseslerinde de kullanilmaktadir
(Sukumaran et al., 2005).

Hemiseliilazlar1 ve pektinazlari igeren enzim preparatlar1 hazirlanarak,
yem sanayinde besinin igeriginin zenginlesmesi amaciyla kullanilmaktadir.
Seliilazlarin kullanildig1 yemlerin verildigi hayvanlarda hem performans hem de
sindirilebilme agisindan gelismeler oldugu bildirilmistir. Bedford ve arkadaslari
tahil temelli beslenme kosullarinda, Trichoderma kaynakl seliilazlarin gida katki
maddesi olarak kullanildiginda, besin donilisim oranin1 gelistirdigini  ve

sindirilebilirligi artirdigini ifade etmislerdir (Sukumaran et al., 2005).

B-Glukanazlar ve ksilanazlar ayrica tek mideli hayvanlarin nisasta
icermeyen B-glukanlar ve arabinoksilanlar: sindirebilmesini saglamak amaciyla
kullanilmaktadirlar. Seliilazlar proteazlarla birlikte 6zellikle biiyiik dl¢liide domuz
etinin niteliklerinin gelismesi amaciyla, yem katki maddesi olarak kullanilirlar.
Glukanazlar yine ksilanazlar ile birlikte domuz ve kiimes hayvanlarinin besininde,
cavdar ve arpa igeren yiiksek fiberli yemlerin sindirimini kolaylastirmak amaciyla
kullanilmaktadirlar. Bu enzimler ayrica tavuklar ve domuz yavrularinda daha

zengin beslenmeyi saglayarak kilo artigin1 da saglamaktadir.

Hayvan yemi sanayinde kullanilan diisiik kaliteli yemler, yiiksek kaliteli
yemlere kiyasla daha yiiksek miktarda seliiloz, diisiik miktarlarda yag ve protein
ve nispeten yiiksek kiil oranit igermektedir. Seliilazlar ayrica, biiyiikbas
hayvanlarin, yiiksek miktarlarda ve tamamu sindirilebilir igerikte ve enerji kaynagi
olarak kullanilabilen bununla birlikte kiiciik miktarlarda suda ¢Oziinen

karbohidratlar iceren ¢imleri daha kolay sindirebilmeleri amaciyla
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kullanilabilmektedirler. Gevis getiren hayvanlarin besinleri; seliiloz, hemiseliiloz,
pektin ve lignin igerikleri dolayisi ile kiimes hayvanlar1 ve domuzlarin tahil bazl
beslenmelerine kiyasla daha kompleks bir yapiya sahiptir. Yemlerde besleyiciligi
artirmak lizere seliillaz, hemiseliilaz ve pektinaz karigimlarini igeren enzim
preparatlart kullanilmaktadir. Ancak, seliillaz, hemiseliillaz ve pektinaz igerikli
enzim preparatlarinin gevis getirenlerin beslenmesinde her zaman ayni basariyla

calismadigi sonuglar da bildirilmistir.

Hayvan yemi iretimi sektoriinde, muhtemel viral ve mikrobiyal
kontaminasyonlara karsi 1s1l islem uygulanmaktadir. Yine bu sektorde termofilik
selilaz kullanimi ise patojenleri azaltirken diger bir yandan sindirilebilirligi
artirmaktadir. Bu islem sayesinde hem 1s1l islem ile patojenitenin azaltilmasi hem
de sindirilebilirligin artiritlmasi tek adimda gergeklestirilmis olmaktadir. Seliilazlar
ve hemiseliilazlar, ligninoselillozik materyallerin kismi hidrolizinde de
kullanilmaktadirlar. Bu kismi hidrolizlere ornek olarak; tahil tanelerinin
kabuklarinin ¢ikarilmasi, B-glukanlarin hidrolizi ve hayvan yemlerinin besinsel
iceriginin  gelisimini saglayan daha iyl emiilsifiye olma ve esneklik
kabiliyetlerinin gelistirilmesi asamalar1 sdylenebilmektedir. Dahasit bu enzimler
sayesinde, yesil ya da kuru saman haldeki yemlerin stoklama esnasinda bitkisel

hiicre duvarlarinin hidrolizasyonu da gergeklesmis olmaktadir (Kuhad et al.,
2011).

2.1.5.4. Bira ve sarap endiistrileri

Mikrobiyal glukanazlar ve beraberinde polisakkaritler bira ve sarap gibi
alkollii iceceklerin iiretiminde, fermentasyon asamasinda Onemli gorevler
iistlenirler. Bu enzimler fermente iiriinlerin hem kalitesini hem de {liretim verimini
artirmaktadir. Glukanazlar, sisteme hem mayseleme/ezme esnasinda hem de
glukanlarin hidrolizasyon agamasi olan primer fermentasyonda eklenmektedir. Bu
eklemeler sayesinde hem bitki viskozitesi diisiiriiliirken hem de filtrelenebilirlik

ozelligi gelistirilmis olmaktadir.

Sarap endiistrisinde pektinazlar, hemiseliilazlar ve glukanazlar gibi

enzimler; renk elde edilmesi, yiizey maserasyonu, sira durulanmasi, filtrasyon ve
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en son olarak da sarap kalitesinin ve stabilizasyonunun saglanmasi amactyla
oldukca aktif ve Onemli roller istlenirler. B-glukozidazlar, sarabin aromasini
gelistirmek amaciyla glikozil tiirevli  bilesiklerin  modifiye edilmesinde
kullanilirlar. Maserasyon enzimleri ayrica sarap fermentasyonu esnasinda,
lizimiin preslenebilirligini ve c¢oktiirtilebilirligini gelistirirken {iziim suyunun
verimini de artirmaktadir. Belirli birtakim enzim preparatlari mevcutta sarap
endiistrisinde kullanilmaktadir. Bu enzimlerin sarap endiistrisinde temel kullanim
sebepleri; daha iyi maserasyonun saglanmasi, rengin gelistirilmesi, daha kolay
berraklastirma, daha kolay filtreleme ile kalite ve stabilizasyonun korunmasidir

(Kuhad et al., 2011).

Bira endiistrisi, ¢imlendirme/ maltlastirma ve fermentasyon asamalarinda
enzimlerin aktiflesmesi esasina dayanir. Arpanin maltlasmasi, tohumun
¢imlenmesini saglamak amaciyla sentezlenen ve aktive edilen a- ve B-amilazlar,
karboksipeptidazlar ve B-glukanazlar ile gergeklestirilmektedir. Oksanen ve
arkadaslar1 Trichoderma kaynakli endoglukanaz II ve ekzoglukonaz II ile kurulan
sistemde hem polimerizasyon degerinin diistiigiinii hem de bitki vizkozitesinin

azaldigini saptamislardir (Kuhad et al., 2011).

Galante ve arkadaslar sarap tlretimi konusunda yaptiklari ¢alismada, bazi
maserasyon enzimlerini birlikte kullanarak liziim preslenebilirliginde, ¢oktiirme
oraninda ve total lizim suyu veriminde 6nemli ve tekrarlanabilir sonuglar elde
etmeyi amaglamiglardir. Bu noktada pektinazlar, hemiseliilazlar ve seliilazlar
arasinda dogru birlestirme oranini kullanmaya calismislardir. Soave, Chardonnay
ve Sauvignon cinslerinde {i¢ farkli beyaz iiziim kaynagi ile ve Cytolase 219 isimli
seliilaz, pektinaz ve ksilanaz igerikli ticari enzim ile ¢alismislardir. Yaptiklari
calisma neticesinde; ilk sira iiretimi esnasinda ekstrakt miktarinda %10-35
oraninda artis, sira filtrasyon oraninda %70-80 oraninda artis, presleme siiresinde
50-120 dk kisalma, sira viskozitesinde %30-70 oraninda diisme ve fermentoriin
sogutulmasi icin kullanilan enerjide %20-40 oraninda tasarruf saglanmis olup
bununla birlikte sarap stabilitesinde de olduk¢a belirgin bir gelisme
kaydedilmistir. Gelecekte, seliilaz ve pektinazlarin gelistirilmesi ile elde edilen ve
mevcut sistemlere haricen eklenebilen enzimatik siirecler ile iiretimsel

verimliliklerin artirilmasi iimit edilmektedir (Kuhad et al., 2011).
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2.1.5.5. Zirai endiistriler

Seliilazlar, hemiseliilazlar ve pektinazlardan olusan enzim karisimlar
Cizelge 2.3’te verildigi iizere genis bir arastirma alaninda kullanilmaktadir. Ayrica
bu enzimler ve funguslar zirai alanda bitki biiylimesi ve gelisimini saglayan,
hastaliklarla miicadele ¢aligmalarinda 6nemli kullanim potansiyeline sahiptirler

(Bhat, 2000).

Trichoderma ve Penicillium gibi fungal tiirlerden elde edilen seliilazlar ile
diger polisakkaridazlarin karigimlari, bitkisel ve fungal protoplastlarin iiretiminde
kullanilmaktadir. Bu protoplastlar istenen niteliklere sahip hibrit ya da mutant
tiirlerin olusumunda kullanilabilmektedir. Ayrica seliilazlar ve benzer enzimler,
ticari ¢ikarlar dogrultusunda yiiksek enzim tretme potansiyeline sahip yeni

jenerasyonlar elde etmek i¢in de kullanilabilmektedirler (Bhat, 2000).

1986 yilinda Brown ve arkadaslari, Penicillium tiirline ait bazi mutant ve
dogal fenotipli protoplastlar1 elde etmek amaciyla, bir dizi ticari ve firma igi
selillazla calismiglardir. Calisma neticesinde, kati formdaki bugday kepegi
ortaminda biiyiitiilen Trichoderma viride Persoon (strain BIA) ile P. Pinphilum
hiicre duvarlarinin katman halinde dizilip su altina kondugu besiyerinde yetisen
Penicillium pinophilum 87160iii sekanslarindan elde edilen enzimlerin fungal
protoplast iiretiminde en iyi kaynaklar oldugunu saptamislardir. Ozetle, seliilaz ve
hemiseliilaz aktivitesine sahip karigimlar, bitkisel ve fungal protoplast tiretiminde

basari ile kullanilabilmistir (Bhat, 2000).

Bazi bilinen funguslardan elde edilen seliilazlar ve benzer enzimler, bitki
hastaliklariyla miicadelede bitki patojenlerinin hiicre duvarinin yikiminda
kullanilmaktadir. Trichoderma harzianum P1 straininden izole edilen B-1,3-
glukanaz ve N-asetil-glukozaminin sinerjetik ¢alismasi neticesinde, B. cinerea
tiirlinlin sporlanmas1 ve ¢imlenme yolaginin inhibe edildigi raporlanmistir. Baska
bir ¢alismada, Trichoderma harzianum CECT 2413 kaynakli $-1,3-glukanazin R.
solani ve Fusarium sp. tiirlerini hifsel sisme gibi morfolojik degisiklige ugrattigi,

sitoplazmasinda sizintiya sebep oldugu, gesitli bélmeler olusturdugu ve ayrica
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Cizelge 2. 3 Bitki hiicre duvar1 yikim enzimleri ve seliilolitik mikroorganizmalarin zirai alandaki

arastirma ve gelistirme 6rnekleri (Bhat, 2000).

Enzim/ Mikroorganizma

Fonksiyon

Uygulamalar

Seliilazlar, hemiseliilazlar

ve pektinazlarin karigimi

Bitki ya da funguslara ait

hiicre duvari yikimi

Bitki ya da fungus
protoplastlari ile hibrit ve

mutant ¢alismalar

Seliilazlar ve Trichoderma
sp. ve Geocladium kaynakli
B-1,3 ve B-1,6 glukanazlar

gibi ilintili enzimler

Germ tliplinlin uzamast,
fungal biiylime ve sporlarin
¢imlenmesi proseslerinin

inhibisyonu

Bitki patojenleri ve

hastaliklariyla miicadele

Trichoderma sp.,
Geocladium sp.,
Chaetomium sp.,
Penicillium sp., Rhizopus
nigricans, Fusarium

roseum

Tohum ¢imlenmesinin
artirtlmasi, bitki biiyiimesi ve
¢igeklenmesi, kok sisteminin

gelistirilmesi, mahsul

veriminin artirilmasi

Tarim

Seliilazlar ve seliillozomlara
(seliilolitik kompleks
yapilar) ait CBD’ler;

dokerinler, kohezinler ve

seliilozomun baglantilar

Afinite tag, afinite sistemleri,

konjugasyon ve gen flizyonu

Proteinlerin, enzimlerin ve
antibadilerin afinite
saflagtirilmalari,
immobilizasyonu ve
flizyonu; ¢esitli uygulamalar
icin hibrit molekiillerin

tretimi

Dogal enzimler,
seliilozomun altbirimleri ya

da rekombinant enzimler

Ozel calismalara ait verim

artirilmasi ¢aligmalari

Tasarim seliillozomlarin

uretimi

T. reesei kaynakli
sellobiyohidrolaz I baglatici
ve A. niger kaynakli

glukoamilaz baslaticisi

Heterolog enzim ve

proteinlerin ekspresyonu

Yiiksek miktarlarda protein,

enzim ve antibadi tiretimi
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biliylimelerini inhibe ettigi sonuglarina ulasilmistir. Yapilmis olan bir baska
calismada ise Trichoderma harzianum CECT 2413 kaynakli B-1,3- ve B-1,6-
glukanazlarin test edilen fungusun hiicre duvarini hidrolizledigi ve biiytimesine

engel oldugu bildirilmistir (Bhat, 2000).

Trichoderma sp., Geocladium sp., Chaetomium sp. ve Penicillium sp. basta
olmak {izere pekcok fungus tiiriniin tohum ¢imlenmesini iyilestirerek, bitki
bliylimesi ve ciceklenmeyi hizlandirarak ve kok sistemini gelistirerek {iriin
verimini artirdig1 ve tarimsal alanda 6nemli roller {istlendigi bilinmektedir. Tam
olarak reaksiyon yolagi heniiz bilinmemekle birlikte bu funguslarin bitkilere
direkt ya da indirekt bir etkisi oldugu gozlenmektedir. Zirai alanda yapilacak yeni
caligmalarla da bu yolaklarin tespiti iimit edilmektedir (Bhat, 2000).

2.1.5.6. Biyoetanol ve bivovakit endustrileri

Son yillardaki en 6nemli ¢alismalardan biri de ligninoseliilozik atiklardan
biyoyakit iiretimidir. Ligninoseliilozik kalintilar, insanlik igin en biiyiik kitlesel
yenilenebilir kaynagi ifade etmektedir ancak bu kalintilarin islenmesi oldukca
maliyetli prosesleri icermektedir. Bu konuda seliilozik atigin glukoz ve diger
fermente edilebilir seker tiirevlerine doniisiimii icin seliilazlarin kullanilmasi
yiiksek potansiyele sahip segenektir. Bu islem sayesinde etanol gibi bazi
fermentasyon firiinleri ile tek hiicre proteinleri elde edilebilmektedir. Seliilaz
tiretim mekanizmasina sahip organizmalarda biyoatiklarin direkt olarak alkole
cevirilebildigi bilinmektedir. Ancak bu sistemlerden higbiri tek basina ticari
proseslerde yeterli aktiviteyi gosterememektedir. Su an aktif olarak kullanilan
biyoetanol iiretim prosesleri cok asamali olarak gerceklestirilmektedir. ilk ve 6n
asama olarak ligninoseliilozik kalintilardan lignin ve hemiseliiloz fraksiyonlari
elde edilir, 50 °C’de seliilazla inkiibe edilerek seliilozik uzantilardan fermente
edilebilir sekerler elde edilir ve en son olarak da seliillozik metaryelden alkol elde
edebilecek fermentatif mikroorganizmalar ortama ilave edilir. Biyoetanol
tiretiminde seliilaz hazirlama asamalarinda her zaman ayni Onciil kaynaklar
kullanilmaktadir. Bunlar, substrat olarak ayni ligninoseliilozik artiklar ve genelde
hep ayni tiir olan T. reesei ‘dir. Biyoyakit iiretiminde daha etkili sistemlerin

olusturulmasi, calismalarin biyokimyasal ve genetik agidan arastirilmasi ve
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gelistirilmesine baghdir. Biyokalintilardan etanol ya da fermentatif {iriinlerin
eldesinde saf enzim kullanmak, c¢ok fazla ticari kaynak tiikketmek anlamina
geldiginden ¢ok ekonomik bir tercih olmamaktadir. Daha etkili sonuglar elde
etmek iizere yeni arastirma ve girisimler baglamis ve devam etmektedir. Hepsini
ozetlersek, seliilozik biyokalintilar katma degeri yliksek metabolitlerin {iretiminde
onemli ve ilgi ¢ekici bir konumdadir, bu da seliilazlarin 6nemini bir kez daha

vurgulamaktadir.

Seliilazlar bu yaygin calisma alanlarinin disinda bir de endiistriyel
tortularin  giderilmesi amaciyla {retim proseslerinde kullanilmaktadir. Bu
proseslerden en basta gelenler; protoplast liretimi ¢aligmalari, gida koruyucusu
olarak kullanilan antibakteriyel kitooligosakkaritlerin iiretimi ve antitimor ajan

etkisine sahip immiino-modulasyon ¢aligsmalaridir (Sukumaran et al., 2005).

2.1.5.7. Zeytinyagi ekstraksiyonu prosesleri

Son yillarda diinya pazarinda, c¢esitli saglik faydalari tespit edilen
zeytinyagina ilgi oldukga artmistir. Zeytinyagi ekstraksiyonu ti¢ temel basamakta
gerceklestirilir. Ik basamakta zeytinler bir tas ya da cekigli degirmen igerisinde
ogitilir ya da ezilir, daha sonra ezilmis zeytin hamuru bir dizi karistiricidan
gecirilir ve yatay durultma kolonlarinda bekletilir. En son olarak da yiiksek hizli
santrifigatorlerde yag elde edilir. Genelde 100 kg zeytinden ortalama 16-20 kg
zeytinyagi elde edilir. Zeytinyaglari icerigindeki serbest yag oranina (FFA) gore
adi, virjin (%1-3 FFA) ve esktra virjin (<%1 FFA) olmak iizere ii¢ sinifa ayrilir.
Kaliteli zeytinyagi elde etmek icin, taze toplanmis, temizlenmis kismen ham
zeytinlerin soguk presleme kosullarinda islenmesi gerekmektedir. Ayni islem
tamamen olgunlagsmis meyve ile ve daha yiiksek sicakliklarda da yiiksek verimle
gerceklestirilebilmektedir. Ancak, bu kosullarda elde edilen zeytinyagi eksi bir
tada ve yliksek asiditeye sahip olup, aroma agisindan da oldukga zayiftir. Bu
sebeplerden otiirii, zeytinyagi iiretimi prosesinde miisterinin ihtiyacina gore bir

islem prosesi planlanmalidir (Bhat, 2000).

Zeytinyag1 ekstraksiyonunda kullanilan ilk ticari enzim Olivex (diisiik

diizeyde Aspergillus aculeatus kaynakli seliillaz ve hemiseliilaz igeren pektinaz
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karigimi)’dir. 1980’li yillarda yapilan caligmalar neticesinde zeytinden yag
eldesinde etkili bir maserasyon ve ekstraksiyon i¢in tek bir enzimin yeterli
olmadigi saptanmustir. Bu konuda yapilan ¢alismalarda pektinazlar, hemiseliilazlar
ve sellilazlar en etkin enzim gruplar1 olarak belirlenmistir. Ayrica tek bir
mikrooganizmadan izole edilen enzim karisimi ile Aspergillus kaynakli
pektinazlar ile Trichoderma kaynakli seliilaz ve hemiseliilazlardan olusan
karistmin daha basarili oldugu belirlenmistir. 1998 yilinda Giiney italya’da
yapilan bir ¢alismada ticari bir enzim olan Cytolase O kullanilarak, ton basi
ortalama %1-2 kg zeytinyagi verim artist saglanmistir. Ayrica maserasyon
enzimlerinin kullanilmasiyla, eksta-virjin sinifindaki bu yagda antioksidan igerigi
artmis ve asidite diismistir. Maserasyon enzimlerinin  zeytinyagi
ekstraksiyonundaki faydalart; (1) soguk  presleme kosullarinda
gerceklestirildiginde her 100 kg zeytinde maksimum 2 kg yag kazanci
saglamaktadir, (2) santrifiigasyon esnasinda daha yiiksek yag kazanimi
saglamaktadir, (3) daha yliksek oranlarda anti-oksidan ve vitamin E igeren yag
olusumunu saglamaktadir, (4) eksimeyi yavaslatmaktadir, (5) bitki etkinligini
artirmaktadir ve (6) atik suda daha diisiik oranda yag kaybi saglamaktadir.
Boylelikle diger zirai tirlinlere kiyasla, zeytinden yag ekstraksiyonu maserasyon

enzimleri sayesinde 6nemli ve kaydadeger bir konum elde etmektedir (Bhat,

2000).

2.1.5.8. Unlu mamullerin kalitesinin artirilmasi

Amilaz ve proteaz sinifi ekzojen enzimler unlu mamiil sektoriinde yillardir
kullanilmaktadir. Gectigimiz yillarda hamur, ekmek, biskiivi, kek ve diger
firincilik triinlerinde hemiseliilazlarin 6zellikle de endo-ksilanazlarin etkin bir
sekilde kullanilabildigi kaydedilmistir. Ayrica tam olarak mekanizmasi
aciklanamamis olsa da endo-ksilanazlarin hamur yogurma ve pisirme
asamalarinda pek ¢ok faydasi oldugu bilinmektedir. Endo-ksilanazlarin hamurda
bulunan arabinoksilanlar1 hidrolizleyerek, hamur ve ekmek arasinda suyun
yeniden dagilim diizenlemesini gergeklestirdigi, dolayisi ile hamuru hafiflettigi,
bu islem neticesinde de hamur yogurma; ekmek hacmi, dokusu ve stabilitesi
lizerinde olumlu etkileri oldugu fikri baskindir. Ustelik hamur isleme esnasinda

endo-ksilanazlar eklendiginde, insan saglig1 i¢in dnemli faydalari bulunan arabino
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ksilo-oligosakkaritlerin, ekmekteki konsantrasyonunu arttirdigi disiiniilmektedir.
Gectigimiz yillarda arabinazlarin, a-L-arabinofuranozidazlarin, arabinoksilan a-L-
arabinofuranohidrolazlarin ve esterazlarin unlu mamillerin dokusal, kalitesel ve
duyusal anlamdaki niteliklerini 6nemli diizeyde etkiledigi tespit edilmistir.
Ozetlemek gerekirse bu enzimlerden olusan dogru enzim karisimi, hamur isleme

ve pisirme prosesleri i¢in hayati boyutta 6nem arz etmektedir (Bhat, 2000).

2.1.5.9. Saghk/Medikal endiistrisi

Giliniimiiz teknolojisinde bakteriyel kaynakli seliilazlarin medikal alanda
direkt ya da indirekt olarak kullanildigi alanlar mevcuttur. indirekt olan
caligmalarin ¢cogu fungal kaynakli, kitosani degrade edebilen ve kitinazlar ve
lizozimler gibi koordine enzimlerle beraber calisilan alanlardir. Kitosani elde
etmek icin kitinin bir dizi hidroliz prosesinden ge¢mesi gerekmektedir. Kitin de
seliiloz gibi yapisal integrasyon, stabilizasyon ve korunmada gorev almak iizere
deniz canlilar1 ve bocekler gibi pek ¢ok hayvan i¢in olduk¢a 6neme sahip bir
polisakKarittir, ayrica funguslarin da hiicre duvarinin temel bilesenidir. Kitin poli-
B-1-4-N-asetil-D-glukozamin {initelerinden meydana gelen ve mikrofibriler
yapidaki bir biyomolekiildiir ve bu yapist sayesinde dis iskelet ve hiicre duvari
gorevleri tstlenir. Kitosan ise kitinin alkali kosularda kismi deasetilasyonu
sayesinde ya da enzimatik hidrolizi yoluyla elde edilen bir tiirevidir. Kitosan ve
tirevi molekiiller; cerrahi dikisler, kemik yenilenmesi, yapay deri iiretimi,
antikoagulant,  antibakteriyel ajan, hemostatik  pansuman, metallerle
kombinlenerek anti-kanser ve anti-diyabetik ajan, hipokolesterolemik efektorler
(LMWCs), kozmetik firiinlerin iiretimi, biyofarmasdtiklerin iiretimi ve cesitli
molekiillerin kapsiilasyonu basta olmak iizere pek ¢ok kullanim alanina sahiptir

(Menendez et al., 2015).

Seliilazlar, kitosanazlar ve lizozimlerden olusan karisimlar sayesinde,
kitosan molekiilleri daha kiigiik molekiiler agirliga sahip kitosanlara
hidrolizlenmektedir. Bu kii¢ilk molekiillii kitosanlar (LMWC), biyomedikal
alanda pekcok yararli amagcla kullanilabilmektedir. Asagida bu amacla caligilmis
kitosan hidroliz mekanizmalar1 ve potansiyel biyomedikal yararlar1 {izerine

ornekler verilmistir (Menendez et al., 2015).
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Qin ve arkadaglar1 fareler lizerinde yaptiklari ¢aligmada, seliilazla muamele
edilmis kitosanin %30-50 oraninda inhibitdr etkisine sahip antitimor ajan olarak
calistigin1 saptamislardir. Lin ve arkadaslar1 ise Trichoderma kaynakli ticari
selilaz kullanarak, LMWC’lerin antibakteriyel etkinlige sahip oldugunu
saptamiglardir. Seliillazla muamele edilmis kitosan hidrolizatlarinda (s1vi
cozeltilerinde), yogun hidrolizlenmeden kaynakli oldugu disiiniilen, anti-
bakteriyel etkinlik kapasitesinin diistiigii saptanmustir. Iste bu sebepten &tiirii
onemli bir proses olan sistemin optimize edilmesi ve daha ekonomik yollarin

incelenmesi gerekmektedir (Menendez et al., 2015).

Kitosanin islenmesinde kullanilan bazi mikrobiyal seliilazlar fungal
kaynaklidir. 2006 yilinda Liu ve Xia Trichoderma viridae den kitosanaz ve
selillaz aktivitesi gosteren bifonksiyonel bir enzim saflastirip karakterize
etmiglerdir. Yine Xie ve arkadaslari kitosanin depolimerizasyonu icin farkli
kaynaklardan elde edilen seliilazlar ile g¢alismislar ve c¢alisma sonucunda
reaksiyona ve hiza spesifik olmamasi sebebiyle, Aspergillus kaynakli seliilazin
LMWC’lerin iiretiminde en ekonomik ve etkili kaynak oldugunu saptamiglardir

(Menendez et al., 2015).

Seliilazlarin direkt olarak kullanildigi medikal alanlardan biri fitobezoar
tedavisidir. Fitobezoar, gastrointestinal (sindirim sistemi) alanda sikigip kalmis
olan sebze ya da meyve biitiinii olup, sismis bir tikaniliktir. Genelde cerrahi
miidahale ile ¢oziilebilen bu vakalar, diyet kola ve seliilazlar ya da bu ikisinin
kombine kullanimi ile ameliyatsiz da ¢oziilebilmektedir. Seliilaz ile ¢oziilmesi ise
birincil ¢6ziim yolu olmalidir. Fitobezoar tedavisinde bakteriyel kaynakli seliilazin
kullanildigina dair hi¢ vaka raporu bulunmazken, fungal kaynakli seliilazlarin

kullanildigi pek ¢ok vaka raporu mevcuttur (Menendez et al., 2015).

Insan bagirsak mikrobiyatas1 ve insan fecesi Bacteroides cellulosilyticus
ve Ruminococcus champanellensis gibi yeni ve seliilolitik aktiviteye sahip
mikroorganizmalarla doludur. Gelecekteki c¢alismalardan, Onemli derecede
fitobezoar ve diger hastaliklar1 tedavi ederken, seliilolitik performansin

artirilabilmesine de katki saglamasi beklenmektedir.
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Bakteriyel seliilazlarin diger bir kullanim alan1 da patojen hiicrelerin hiicre
duvarmin yikimi ve bakteriyel biyofilm yapilarin yikimidir. Seliillazlar Kimi
protislerin, 6rnegin Acanthamoeba gibi, sebep oldugu korlestiren kornea iltihabi
ve graniilamatdz amibik ansefalit (beyin iltihab1) gibi hastaliklarda, patojen hiicre
duvarinin yikimi i¢in kullanilabilmektedir. Gegtigimiz yillarda Lakhundi ve
arkadaslari, bu hastalikla miicadelede seliilolitik bakterilerden izole edilen spesifik
seliilazlar ile miidahalenin uygun oldugunu hatta bu islem ile hastanin saglikli
hiicrelerinin zarar gormedigini ileri siirmiislerdir. Buradan yola ¢ikarak da
Acanthamoeba ve diger olasi patojenlere karsi farkli selillaz kaynaklari ile

caligmalarin devam etmesi gerektigi sdylenebilmektedir.

Seliilazlar biyofilm yapilarmin matriksini olusturan ve temel komponenti
olan seliilozlar1 hidrolizlemekle gorevli enzimdir. Biyofilmler bakteriler i¢in bir
yasam alani olup, ekstraseliiler matrikse gomiilii ve cogunlugunu polisakkaritlerin
olusturdugu bakteriyel kominitelerdir. Ayrica patojenik mikroorganizmalar,
biyofilmleri yiizeysel yayilabilmek amaciyla da olustururlar. Bu sebeptendir ki bu
biyofilm yapisi, bazi ilaglar tarafindan kirillamamakta ve bu durum sorun teskil
etmektedir. Medikal implantlarda anti-biyofilm ajan olarak, c¢esitli prostetik
materyallerde, kistik fibrozis tedavisinde 6zellikle Pseudomonas aeruginosa ve
Burkholderia cepacia kaynakli enzimlerle ve nosokomiyal (hastane kaynaklr)
enfeksiyonlar basta gelmek {izere pek ¢ok ¢alisma ve patentte fungal ve
bakteriyel, ozellikle de Bacillus kaynakli seliilazlar kullanilmaktadir. Tiim bu
caligmalarda seliilazlar, farkli biyofilm ylizeylerinde aktif olup farkli substratlara
miidahale ederek biyofilm konsantrasyonunu kontrol altinda tutmaktadir. Bu
alanda gelecekteki caligmalardan beklenti, seliilazlarin farkli enzimlerle
kombinlenerek daha yiiksek etkinlikte calisabilirliginin saglanmasidir (Menendez
etal., 2015).

Bezoar, ¢ogunlukla midede olmak iizere sindirim sisteminde birikmis ve
y1Zilmis halde bulunan ve sindirilebilir olmayan yabancit maddelerin olusturdugu
yumru seklindeki tikanikliklara verilen isimdir. Bezoarlar; gida, sag, ilaglar ve
sakiz gibi maddeler basta olmak iizere pek ¢ok maddeden meydana
gelebilmektedir. Ozofagustan rektuma kadar tiim sindirim yollarinda

goriilebilmekle birlikte en ¢ok midede rastlanmaktadir. Hastalarda hastaligin
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stirecine bagli olarak, erken doyma ve ani kusmalara sebep olarak ciddi kilo
kayiplarina sebep olabilen bir durumdur. Hastalarin genel cogunlugunu fiziksel ve
anatomik agidan normal kisiler olustururken, rahatsizligin temel olusum faktoriinii
ise hastalarin bir 6nceki mide ameliyatlar1 ya da gastrik asitligin azalmasi,
peristaltik aktivitenin diismesi veya tehlikeli boyuttaki pilora fonksiyonunun
bozulmast gibi mide aktivitelerinin degisimi olusturmaktadir. Bezoarlarda
hastaligin teshisi, tedavinin yonetilmesi ve olusumunun ve tekrarlanmalarin
Onlenebilmesi i¢in hastanin ve durumun patofizyolojisinin ¢ok iyi belirlenmesi ve

tanimlanmasi yiiksek 6nem arz etmektedir (Sanders, 2004).

Asirlardan beri bezoarlar bazi kegiler, koyunlar, lama tiirleri ve antiloplar
basta olmak {izere gevis getiren kimi hayvanlarin ve insanlarin; mide ve
bagirsaginda bulunanan maddeler olarak tanimlanmislardir. Orijinal bezoar
tamm1, Bati iran daglarinda yasayan kegilerin midesinden yola ¢ikilarak
yapilmistir. “Bezoar” sozciigiiniin ise iran Ulusu’nun kullandig1 “pahnzehr” ya da
Araplarin kullandig1 “badzehr” kelimelerinden ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir ve
her iki kelime de “zehir-karsit1” ve “antidot” anlamlarina gelmektedir (Sanders,

2004).

Bezoarlar; fitobezoarlar, trikobezoarlar, laktobezoarlar ve
farmakobezoarlar (medikal bezoarlar) olmak {izere dort genel siifta
degerlendirilirler. Fitobezoarlar, giiniimiizde bezoarlar arasindaki en yaygin
tirdiir. Fitobezoarda, insanlarda tikanikligi olusturan yapi seliiloz, hemiseliiloz,
lignin ve meyve taninleri (l6koantosiyaninler ve katesinler) basta olmak iizere
sindirilemeyen gida maddelerini icermektedir. Bu sindirilemeyen gidalara kereviz,
kabak tiirleri, tizlim kabuklar1, kuru erik, kuru tiziim ve ¢ok sikca goriilen Trabzon
hurmas:1 6rnek verilebilir. Trabzon hurmasi kaynakli fitobezoarlar ise tipta
diospyrobezoar olarak adlandirilirlar. Meyve taninlerinin yiiksek konsantrasyonda
tiketilmesi, mide asiditesi icerisinde pihti seklinde kiimelenmesine sebep
olabilmektedir (Sanders, 2004).

Trikobezoarlar en ¢ok cocuklarda ve gen¢ yastaki kizlarda goriilen ‘sag
bezoar’ diye de adlandirilan bezoardir. Siklikla psikiyatrik diizensizlikler ve

sorunlar yasayan bireylerde goriilen bu hastalik; sag, hali fiberleri, ip, bagcik veya
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giysi yutma sonucu gergeklesir. Sag¢ fiberleri mide igerisinde karisip, peristaltik
ilerleme ve harekete engel olmaya baglar. Beraberinde sindirilemeyen yag ve
mukus igerigi fiberlere yapisarak tiksindirici bir kokuya sebep olur. Mide asiti sag
proteinlerini denatiire eder ve sa¢ ne renkte olursa olsun kararir. Trikobezoarlar
genellikle mide igerisinde hapsolmus vaziyette kalir ancak bazen de mide
cikisindan ince bagirsaga dogru bir kuyruk uzantisi ile uzanabilmektedir.
Trikobezoarlarin bazilarinda ince bagirsak boyunca sa¢in uzadig vakalar
belirtilmistir ve bu vakalara ‘Rapunzel sendromu’ adi verilmektedir (Sanders,

2004).

Laktobezoarlar sindirim sisteminde olusan ve sindirilemeyen  siit
bilesenlerinden kaynaklanan tikanikliklardir. Bu bezoar tiirii prematiire dogan
bebeklerde, siitiin yeterli sindirilememesi neticesinde ve heniiz birka¢ haftalikken
goriilmektedir. Heniiz gelismemis yenidogan mide hareketliligi, dehidrasyon,
siitiin  konsantre formda olmast ve kazein gibi yogun icerik sebebiyle
laktobezoarlar olusmaktadir. Bununla birlikte karsilasilan vakalar, inek siitii
tilkketimine bagli olarak ii¢ yas grubuna kadar olan ¢ocuklarda da laktobezoarlarin
mevcut olabilecegini gostermektedir. Laktobezoarlarin iyilestirilmesinde mevcut
tedavi yontemi damar i¢i su takviyesi ve agizdan beslenmenin durdurulmasi

seklinde gerceklestirilmektedir (Sanders, 2004).

Farmakobezoarlar ilaglar ya da tibbi cihazlardan kaynaklanan sindirim
sistemindeki tikanikliklardir. Kolestiramin, sukralfat, nifedipin, enterik kaplanmis
aspirin ve aliiminyum hidroksit gibi bazi antasitler bezoara sebep olan ilaglara
ornek verilebilirler. Farmakobezoara iligkin vakalarin ¢ogunda nifedipin ve
verapamil gibi saliim siiresi uzun ilaglara rastlanmaktadir. {laglarda tablet sekline
getirilen kaplamalarda yar1 gecirgen kilif oOzellik gosteren seliilloz asetat
kullanilmaktadir, boylelikle ila¢ kontrollii sekilde zamana bagli salinmaktadir.
Ancak seliiloz asetat insanlar i¢in sindirilebilir bir besin degildir. Bununla birlikte
sindirim sistemine anatomik miidahale yapilmis ya da hareketliligi degistirilmis
kisilerde bu ilaglar bezoara sebebiyet verebilmektedir. Ayrica perdium ve
pysillium (karniyarik otu) gibi laksatifler (bagirsak agici bitkiler) de Kitlesel
bezoara sebep olabilmektedirler (Sanders, 2004).
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Bezoarlarin teshisinde genelde hastalar belirgin bir semptom gdstermezler
ya da diger sindirim sistemi hastaliklarinda da goriilebilen ve silipheli nitelikteki
semptomlari  gosterirler. Hastalarin  yaklasik %80’inde, midelerinde tam
tanimlayamadiklar1 garip rahatsizlik hissi olusmaktadir. Bunun disinda belirgin
semptomlar gosteren vakalarda, karin iginde sigsme, bulanti, kusma, erken doyma,
yemek sonrasi asirt siskinlige bagli rahatsizlik, agiz kokusu, anoreksiya, konugma

giicliigii ve kilo kayb1 gibi durumlar meydana ¢ikmaktadir (Sanders, 2004).

Bezoarlarin teshisinde fiziksel muayene ¢ok da net bir sonu¢ vermemektedir.
Nadir olarak vakalarda karin bolgesindeki kitle elle teshis edilebilmektedir ya da
koku sayesinde midede sorun oldugu tespit edilebilmektedir. Bununla birlikte bu
belirtiler ~ tamamen O0zglin  olmadigindan  bezoar oldugu fikri
sezilemeyebilmektedir. Trikobezoar1 olan hastalarda ise hastadaki sac eksikligine
bagh olarak ‘trikotilomani’ psikiyatrik teshisi konularak da saptanabilmektedir
(Sanders, 2004).

Bezoarlarin teshisinde diiz karin grafisi ile midede olusan gaz tespit
edilebilirken, acik mide ameliyatiyla da tikanikligin sebebi saptanabilmektedir.
Baryum c¢aligmalar1 ise tikanikligi olusturan yumrunun igine sizarak spesifik
hareketini ya da damarli yapisini, kontrast kaplama yolu ile gosterebilmektedir.
Baryum caligmalari, teshis esnasinda yardimci olabildigi gibi bezoar ve mide ici
mukozanin goriintiilendigi endoskopik veya cerrahi durumlarda teshis ve tedaviyi
zorlayacak sekilde goriintiileme sonucunu degistirebilmektedir. Bagirsak
obstriikksiyonu  (titkanmasi) ve perforajt  (delinmesi) gibi  potansiyel
komplikasyonlarin teshisi ve degerlendirilmesinde kanitlanmis metod ‘karin
bilgisayarli tomografisi’dir. Ozofagus ve midedeki bezoarlarm goriintiilenmesi
icin idealligi tespit edilmis metod endoskopidir. Baryum ¢aligmalar1 endoskopik
tespitlerle kiyaslandiginda, endoskopik olarak belirlenen bezoarlarin yalnizca
%25’1 baryum metodu ile de tespit edilebilmektedir. Dahas1 endoskopi metodu,
ozellikle fitobezoarlarda, hangi potansiyel tedavi yolunun izlenmesi gerektigini de
ongdrmeyi saglamaktadir. Endoskopi yapilan fitobezoarlar, midenin fundus (en
dip) ya da antrum (oyuk) kisminda daginik halde ve koyu kahve ya da yesil bir

top halinde goriintiilenmektedir. Trikobezoarlar ise mide asidi ve enzimler
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tarafindan hidrolizlendiginden (protein kisimlari) siyah renkte goriintiilenmektedir

(Sanders, 2004).

Cizelge 2.4 Gastrik fitobezoarlar i¢in tedavi protokolleri (Sanders, 2004).

Kullanilan kimyasal Kullanim sekli

300-500 mL suda 3-5 gram ¢oziilerek
Seliilaz hazirlanir. Hastaya 2 ile 5 giin aras1 oral

yoldan verilir.

250 mL suda 1-2 teaspoon/s
(4.92892159*107° m?/s) olacak sekilde

Papain (Adolph’s Meat Tenderizer) ]
hazirlanir. Hastaya 2 ile 5 giin aras1 giinde 3

kez oral yoldan verilir.

%0,9’1uk hazirlanmig 50 mL NaCl
_ 4 ¢ozeltisine 15 mL eklenerek hazirlanir.
Asetilsistein -
Hastaya 2 giin boyunca, giinde 3 kez verilir

ve diizenli gastrik lavaj igslemi yapilir.

Hastaya aksamiizeri yemekle birlikte ve oral
Metoklopramid yoldan 10 mg metoklopramid igeren

¢ozeltiden verilir.

Hastaya 12’ser saatlik aralarla, 3’er litre
Coca-Cola Nazogastrik Lavaji Coca-Cola verilir ve diizenli gastrik lavaj

islemi yapilir.

Fitobezoarlar sebzeler ve meyvelerin karisimindan olusmaktadir, dolayist ile
de proteolitik enzimler ve seliilazlar tarafindan hidrolizlenebilme niteligine
sahiptir. Gastrik fitobezoarlar i¢in tipta kullanilmakta olan tedavi yontemleri
Cizelge 2.4’te verilmistir. Carica papaya agacindan elde edilen proteolitik papain

enzimi, fitobezoar tedavisinde farkli kaynaklara gore %0 ile %100 arasinda farkl
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basar1 oranlar1 ile kullanilmistir. Enzimin reaksiyon mekanizmasi tam olarak
halen ¢oziilememis olmakla birlikte, fitobezoar igerisindeki protein baglarini
hidrolizleyerek tedavi ettigi diisiiniilmektedir. Fitobezoarlarin tedavisinde
alternatif tedavi yontemi ise seliilazlarin kullanimidir. Seliilazlarin kullanimi
olduk¢a yaygin olup, tikaniklia sebep olan kitledeki lokoantosiyanidin-
hemiseliiloz-seliilozlar arasindaki bagi hidrolizledigi kabul edilmektedir. Bazi
raporlarda seliilazlarin 2 ile 7 giin arast kullanildig1 tedavilerde %100 basar1 elde
edilirken, hi¢bir olumsuz yan etkisi olmadigi da belirtilmistir. Baz1 arastirmacilar
tarafindan, piyasadaki ila¢ statlisiindeki seliilazdan 3-5 gram tartilarak 300-500
mL arasindaki suda hazirlanan ¢ozeltinin oral yolla alindig1 ve 2 ile 5 giin siire
arasinda yapilan tedavinin yeterli oldugu ifade edilmektedir. Hastalar, soliisyonu
aldiktan sonraki 20-30 dk’lik siirecte sol tarafina doniik pozisyonda yatirilirken,
sonraki 30 dk‘lik siiregte sirt iistii yatirilarak tedavi edilmektedir. Seliilaz ile
tadavilerde elde edilen yiiksek basari oranlari ve herhangi bir olumsuz vakanin
yasanmamis olmasi, medikal terapi yontemi olarak seliilazin fitobezoar

tedavisinde 6nemli rolii oldugunu gostermektedir (Sanders, 2004).

Bezoarlarin tedavisinde 6nerilen bir diger tedavi yontemi de lavaj terapisidir.
Son zamanlarda midesinde biiylik bezoarlar tespit edilen bes farkli hastanin Coca-
Cola ile yapilan nasogastrik lavajinda etkili sonuclar elde edildigi bildirilmistir.
Dahasi 12 saatlik periyotlar ile verilen 3 L Coca-Cola ile hastalarin midelerindeki
fitobezoarlarin tamamen ¢oziindiigii ve higbir yan etkisinin olmadig1 ifade
edilmistir. Ardindan da hastalar bezoarin tekrarlamamasi i¢in 3-15 ay arasi her
giin giinde iki bardak Coca-Cola igmeleri konusunda uyarilmistir. Fiberlerin
midedeki sindirimi i¢in asidiklik olduk¢a Onemlidir. Midenin normal pH’1
1.0 — 2.0 civarindadir. Coca-Cola ise karbonik ve fosforik asit igerigi sayesinde
pH’1 2.6 olan yiiksek asiditedeki bir icecektir. Buradan sebeple yazarlar, Coca-
Cola’nin mide asitligini artirarak karbondioksit salinimini sagladigini  ve
fitobezoarin  parcalanmasinin  gergeklestigini  ifade etmektedirler. Kola
iriinlerinden seker icermeyen Diet Coca-Cola ise diyabet hastalarinin tedavisinde

ayni etkinlikle 6nerilmektedir (Sanders, 2004).

Pinos ve arkadaslarma (2015) ait vaka raporunda 53 yasinda ve Ozafagus

kanserine yakalanmig bir erkek hastanin fitobezoar tedavisinden bahsedilmistir.
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Vakada, hasta gastroplasti ve piloroplasti ameliyatlar1 gecirdikten alt1 ay sonra
hiporeksiya (hepatit sendromu), yutma zorlugu ve nefes darligi sikayetleri ile
doktoruna danismis ve doktoru hastanin rahatlamasi i¢in 3 ay siire ile aloe vera ve
bal igerikli dogal bir ilag tedavisine baslamistir. Daha sonra rahatsizli§i devam
eden hasta tekrar hastaneye gelmistir. Teshis i¢in hastanin gégiis radyografisi ve
bilgisayarlt tomografisi ¢ekilmistir. Filmlerde sag akcigerde bir kitle tespit
edilmistir. Ardindan gergeklestirilen endoskopiyle de akcigerdeki yapimnin aloe
vera kaynakli gida bilesenleri oldugu tespit edilmistir. S6z konusu hastaya ilk
olarak Coca-Cola tedavisi baslatilmis ve giinde 2 L oral yolla verilmistir. Ug giin
boyunca higbir gelisme elde edilemeyince keskin bir tedavi yontemi olan seliilazla
tedaviye baglanmistir. Sekizer saatlik aralar ile ve ikiser saatlik enjeksiyon siireleri
ile 5’er gram seliilaz, nazogastrik bir tiip araciligiyla hastaya verilmistir. 48 saatin
ardindan da hastadaki tim semptomlar kaybolmus ve fitobezoar
temizlenebilmistir. Seliilaz sayesinde fitobezoar giderilmis ve bir daha tekrarlama

yasanmamistir (Pinos et al., 2015).

Delgado ve arkadaslarina (2014) ait vaka raporunda tekrarlanan fitobezoar
probleminin seliilazla ¢oziildiigiinden bahsedilmistir. Vaka, 58 yasindaki,
geemisinde vagotomi, kanamali peptik {ilseri, apandisit ameliyeti, septoplasti ve
artroskopik meniskiisii olan ve vaka aninda ise hipertansiyon, hiperiirisemi
yasayan ve tip-2 diyabeti olan bir erkek hastaya aittir. Hasta ince bagirsaginda iki
kez fitobezoar problemi yasamis olup, her ikisinde de tikaniklik enterotomi
(bagirsagin agilmasi) yolu ile giderilmistir. Hasta acil servise son 36 saat
icerisinde olusan karin sisligi, mide bulantisi, kusma ve bagirsak tikanikligi
sikayetleri ile gelmistir. Hastanin karmm tomografisi c¢ekildiginde bagirsagin
tikanmig durumda oldugu ve gaz ile doldugu saptanmistir. Vakaya iligkin karin
tomografisi Sekil 2.4’te verilmistir. Hasta bir hafta, seliilaz enzimi tip merkezi
tarafindan temin edilene kadar, damar yolu ile beslenmis olup bagirsaklar
nazogastrik tliple bosaltilmaya calisilsa da tam tikanik bagirsak hali devam
etmigtir. Seliilaz temin edilince 6 saat araliklarla 500 mL suda hazirlanmis 5 gram
seliilaz nazogastrik tiip ile hastaya verilmistir. Tedavinin ikinci giiniinden itibaren
gelisme kaydedilmis olup oral sindirim miimkiin oldugu andan itibaren 5 giin
boyunca oral yolla seliilaz alim1 gerceklestirilmistir. Yapilan rektal muayenede,

bezoarin tamamen parcalanmig oldugu tespit edilmis olup tedavinin
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sonlandirilmasina karar verilmistir. Seliilaz bu vakada iki kez enterotomi yapilan
bir hastanin ayn1 sorun tekrarlandiginda ameliyatsiz bir sekilde ve oldukg¢a pratik

yoldan tedavisini miimkiin kilmistir (Delgado et al., 2014).

Sekil 2. 4 Hastaya iligskin karin tomografisi (ileumun ug¢ kisminda oldukg¢a hacimli bezoar

birikmesine bagli olarak ince bagirsaklarda ciddi bogumlanma).

Gaya ve arkadaglarmin (2002) vaka raporunda, ¢ yil boyunca
hastanelerine gelen 10 trabzon hurmasi bezoar1 yasayan hastanin seliilaz, sistein
ve metaklopramid ile tedavisinden bahsedilmistir. Yapilan arastirma dahilinde 7
erkek, 3 kadin olmak iizere yas ortalamasi1 46.4 olan on kisi incelenmis ve tedavi
edilmistir. Hastalardan sekizinin fitobezoar1 enzim terapisi ile tamamen
tyilesirken, ikisinin tedavi siireci bir yillik siire¢te tamamlanmistir. S6zkonusu
hastalarin hepsi gastrik bezoara sahip ve Trabzon hurmasi tiiketimine bagli olarak
rahatsizlanmigtir. Hastalarda teshis, endoskopi yoluyla konulmus ve yumusak
tikanik bezoar noktalar1 tespit edilmistir. Doktorlar ilk olarak bezoarlarin midede
parcalanmasi i¢in endoskopik metodlarla ve cihazlarla bezoarlar1 kiigiik parcalara
bolmiislerdir. Daha sonra da hastalara 1 ay boyunca; 20 mg L-sistein, 100 mg
selillaz ve 5 mg metaklopramid igeren karisimdan giinde 3’er kez olmak iizere
verilmistir. Enzim terapisinin sonunda sekiz hasta tamamen iyilesmis olup,

endoskopik miidahalesi biraz ge¢ gerceklestirilen ve dolayisi ile bezoar1 bagirsaga
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kayan iki hastanin ise tedavisi uzun siire devam etmis ve ardindan kalan iki hasta

da 1 yillik siireg igerisinde iyilesmistir (Gaya et al., 2002).

Kramer ve Pochapin (2012) yayinladiklar1 raporda {ig ileri yastaki bezoar
hastasina seliilaz ve diyet kola ile ikili bir tedavi uyguladiklarindan ve ii¢ hastada
da basarili olduklarindan bahsetmiglerdir. Ayni klinige yakin zamanlarda gelmis,
birincisi 68 yasinda ve diyabetik gastroparezi (midede sindirim problemi
rahatsizlig1) olan erkek, ikincisi 76 yasinda ve diyabet hastasi olan erkek ve
tciinciisti ise 83 yasinda ve 45 yil once Billroth I gastrektomi (midenin bir
kisminin kesilip atilmasi) ameliyati gegirmis olan kadin hastadan olusan 3 kisilik
bu grubun hepsine de fitobezoar tanist konmustur. Her hasta giinde iki kez olmak
tizere 354,8 ml (12-0z) diyet Coca-Cola igerek tedaviye baslatilmistir. Ancak
Birlesik Devletler’de tibbi seliilaz enzimi olmadigi i¢in hastalardan seliilazi,
takviye gida maddesi saticilarindan temin etmeleri istenmistir. Birinci ve ikinci
hasta aym seliilaz tabletlerinden kullanmistir. Ugiincii hasta farkli kaynakli bir
seliilaz tableti kullanmistir. Ugiincii hastaya ait seliilazin tam igerigi bilinmezken,
ilk iki hastanin kullandig: tabletin (Enzymedica) glukoamilaz, alfa-galaktozidaz,
fitaz/pektinaz, ksilanaz, hemiseliilaz ve beta-glukanaz igeren bir karisim oldugu
kaydedilmistir. Hastalar ilgili seliilaz tabletlerinden giinde iki kez 1’er tablet
seklinde kullanmislardir. Es zamanl olarak diyet Coca-Cola igmeye de devam
etmislerdir. Birinci ve iigiincii hasta 8 haftanin, ikinci hasta ise 6 haftanin ardindan
fitobezorlarin tamamen yok olmasi neticesinde iyilesmislerdir. Bezoarlarin

giderildigi endoskopik yolla teyit edilmistir (Kramer and Pochapin, 2012).
2.2. Uclii-Faz Ayirma Teknigi (Three-Phase Partitioning, TPP)

Cok sayida bilesenden olusan ham preparatlarda, proteinlerin ayirma ve
izolasyonu olduk¢a zordur ve bu nedenle giiniimiizde bu amaglar i¢in yeni
biyoayirma yontemleri gelistirilmektedir. Mevcutta kullanilan geleneksel
yontemlerin ¢ogu hem pahali, hem de zaman alicidir. Ayrica ¢ogu kez 6n
islemlere gereksinim duyulmaktadir. Son elli yildir, arastirmacilar protein geri
kazanim1 ve saflagtinlmasi icin sivi-Sivi  ekstraksiyon sistemlerine ilgi

duymaktadirlar. Ikili ve iiglii faz ayirma sistemleri proteinlerin etkin bir sekilde
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yiiksek verimle saflastirilabilmesine olanak saglayan ve ¢ok genis kullanim alani

olan yeni stvi-sivi biyoayirma teknikleridir (Camurlu ve Cavus, 2015).

Giliniimiizde, ti¢lii-faz ayirma teknigi (TPP) ile polisakkaritler, proteinler,
enzimler, enzim inhibitorleri, yenilebilir yaglar ve kii¢iik molekiiller gibi pek ¢ok
biyoaktif bilesik; ucuz, hizli ve “yesil” (naturel) bir metodla ve etkin bir sekilde
ekstrakte edilip, ayristirilabilmektedir. Dahasi, metod oda sicakliginda
gerceklestirilebilmekte ve olgek biiyiitmeye olanak saglamaktadir. Ustelik
sicakliga duyarli molekiiller bile oda sicakliginda basarili bir sekilde ekstrakte
edilip saflastirilabilmektedir (Wang et al., 2019).

Uclii-faz ayirma  teknigi (TPP), tuz ¢oktiirmesi, izoelektrik nokta
coktiirmesi ve solvent ¢oktlirmesi motodlarini kombinleyerek calisan bir ayirma
ve saflastirma teknigidir. Sistemde protein 6rnegi, bir organik solvent (genelde t-
biitanol) ve bir tuz ¢ozeltisi ile muamele edilir ve ardindan karisim vortekslenir
(Liu et al., 2019). 1 saatten daha kisa siirede {i¢ ayr1 faz gézlemlenir (Duman and
Kaya, 2013). Gegen siirenin ardindan 6rnek santrifiijlenir ve fazlar elde edilir.
Ornekte olusan iist faz organik faz, alttaki faz sulu tuz fazi ve ortadaki faz protein
faz1 olmak tizere fazlar elde edilir (Liu et al., 2019). Ham ekstraktlardan ve/veya
siispansiyonlardan biyoaktif molekiillerin ayrilmasmi saglayan iiclii-faz ayirma
metodunda, inorganik tuz fazinda genelde amonyum siilfat tuzu, organik fazda ise
tert-biitanol  kullanilmaktadir. Tert-biitanol 6zellikle sahip oldugu yiiksek
kaynama noktasi, diisiik yaniciligi ve onemli derecedeki kozmotropik etkileri
sebebiyle siklikla tercih edilmektedir (Wang et al., 2019). Pigmentler, lipidler ve
hidrofobik molekiiller iist fazda konsantre olurken; sakkaritler ve diger polar
bilesikler alt fazda konsantre olmaktadir. Uglii-faz ayirma tekniginde diger iki
faza higbir kagak olmadan hedef protein orta fazda toplanabilmektedir (Liu et al.,
2019). Baz1 galismalarin neticesinde Tlgli-faz ayirma metodu ile deristirilen
enzimlerin katalitik aktiviteleri yilikselebilmektedir. Uygulanan TPP islemi ile
proteinlerin konformasyonel esneklikleri arttifindan daha yiiksek katalitik
aktiviteye sahip olmaktadirlar (Duman and Kaya, 2013). Uglii-faz ayirma metodu
ozellikle ve siklikla ticari 6neme sahip proteinlerin ve yaglarin izolasyonunda
kullanilmaktadir. Sharma ve Gupta (2001) Aspergillus niger ve domates ile

yaptiklart ¢alismada iigli-faz ayirma metodunu kullanarak pektinaz enzimini
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saflagtirmiglardir. Aspergillus niger kaynakli pektinaz %76 saflastirma verimi ve
10 kat saflagtirma kati ile saflastirilabilmisken; domates kaynakli pektinaz ise
%183 saflastirma verimi ve 9 kat saflastirma kat1 ile saflastirilabilmistir. Kulkarni
ve arkadaslart (2017), keten tohumu yagi elde etmek igin ticari accelerase
(T. reesei kaynakli seliilaz) kullanmigtir. Enzimle 6rnegi muamele etmeden 6nce
ise ticari seliilaz1 6n saflagtirma/deristirme islemine tabi tutmuslar ve bu amagla da
bir {i¢lii-faz ayirma sistemi kurmuslardir. Kurduklar1 sistem neticesinde ticari
seliilaz1 %86,62 protein kazanimi ile deristirmisler ve deristirilmemis enzimle
calisilan sisteme kiyasla daha yiiksek kalitede yag elde etmislerdir (Liu et al.,
2019).

Duman ve Kaya (2013) igli-faz ayirma teknigi ile nohuttan
B-galaktozidaz enzimini saflagtirmislardir. Lokal marketten aldiklar1 kuru
nohuttan ham ekstraklarin1 hazirlamiglar ve t-biitanol ve amonyum siilfat ile TPP
sistemlerini kurmusglardir. Sisteme baslangicta uygulanan ham ekstraktin
1 mL’sinde 0,49 U aktivite olglilmiistlir. Sistem amonyum siilfat yiizdesi, ham
ekstrakt:t-biitanol oran1 ve ortam pH’1 basamaklar1 i¢in optimize edilmistir.
Projenin sonucunda, nohuttan -galaktozidaz enzimi, %60 (w/v) amonyum siilfat
varliginda, ortam pH’1 6,8’de ve ham ekstrakt:t-biitanol orani1 1:0,5 (v/v) oldugu
optimum saflastirma kosullarinda %133 aktivite verimi ve 10.1 saflastirma kat1 ile

basaril bir sekilde saflagtirilmistir (Duman and Kaya, 2013).

2.3. immobilize Enzimler

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal olaylar1 katalizleyen ve
gerceklesmesini saglayan biyomolekiillerdir. Binlerce atomdan olugmus bu
diizenli yapidaki molekiiller, canli hiicrelerde meydana gelen pek cok farkli
reaksiyonu katalizleyebilmektedir. Enzimlerin saglik ve hastaliklar noktasindaki
rolleri oldukg¢a kapsamli olarak yapilmis olan incelemeler arasindadir. Gidalarin
sindirilmesi gibi pek ¢ok atasal insani faaliyetlerdeki gorevleri, heniiz

fonksiyonlari ve yapilar1 dahi ¢dziimlenemeden tespit edilmistir.

Enzimler, reaksiyonlari olduk¢a 1limli kosullarda ve yiiksek substrat

spesifiklikleri ile gerceklestirdigi i¢in, reaksiyon esnasinda yan iiriin olusumunu
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da  minimize etmektedir. Organik kimyada diizenli bir metodla
gerceklestirilemeyecek diizeyde, pek c¢ok sayidaki makromolekiiller arasi
reaksiyonlar1 katalizleme kapasitesine sahiptirler. Bu 6zellikleri de biyoteknolojik
kullanim acgisindan oldukga ilgi gérmelerini saglamaktadir. Yirminci yiizyilin
baglarinda enzimlerin fermantasyon proseslerindeki gorevleri anlasilmis olup, bu
tarihten itibaren kimyasal igerikleri ve yapisal oOzellikleri incelenmeye
baslanmistir. Gorevleri ve Onemleri anlagilan enzimler zamanla da tekstil,
farmasotik ve kimya endiistrileri gibi farkli teknolojik alanlarda kullanilmaya
baslanmigtir. Mevcut pek ¢ok caligmaya ragmen, enzimler hala kismi stabiliteye
sahip, saflagtirma prosesleri pahali ve bir reaksiyonda kullanildiginda geri

kazanilamayan molekiillerdir (Brena and Batista-Viera, 2006).

Enzimler, bir reaksiyon ortaminda, tek basina bir molekiil olarak, diger
enzimlerle koordineli ya da bir baska molekiile yiizeyden tutunmus/baglanmis
vaziyette olmak tizere farkli statiilerde aktivite gosterebilmektedir. Enzimlerin bu
baglanmis vaziyetteki (immobilize) konumlar1 ve gorevleri de teknoloji alaninda
onlardan yararlanmak amaciyla gelistirilmeye calisilan noktadir. Immobilize
enzim terimi, enzimlerin tekrarli ve siirekli kullanilabilmesi amaciyla, fiziksel
hareketinin sinirlandirildigr ya da katalitik aktivite i¢cin uygun belirli konumun
verildigi prosesi ifade etmektedir. Immobilize Kkatalizatérler, endiistriyel
proseslerde hem teknik performans: gelistirken hem de ekonomik acgidan

kazanimlar saglayabilmektedir (Brena and Batista-Viera, 2006).

Tarihte ilk kullanilan endistriyel immobilize enzim, sentetik rasemik D-L
amino asit ayrimi i¢in gereken ve 1967 yilinda Chibata ve arkadaslar1 tarafindan
saflastirilan Aspergillus oryzae aminoacilazidir. Immobilize enzimlerin sikca
kullanildig1 diger endiistriyer alanlar; sekerlerin, aminoasitlerin ve farmasétiklerin
kullanildig1 alanlardir. Baz1 endiistri alanlarinda ise hedef enzimi tasiyan hiicre

tamamen immobilize edilip kullanilmaktadir (Brena and Batista-Viera, 2006).

Immobilizasyon teknigi endiistriyel kullanimlarin disinda; tanilamada,
biyoafinite kromatografisinde ve biyosensorlerde kullanilmaktadir. Terapotik
uygulamalar ise immobilize enzimlerin viicut dis1 islemler i¢in de

kullanilabilecegini 6ngdérmektedir.
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Gectigimiz son 30-40 yillik silirecte immobilizasyon teknolojisi oldukca
hizl1 gelismis olmakla birlikte hala yeni gelismelere muhtagtir. immobilize enzim
kullanim alanlarimin kapsaminin genislemesiyle de yeni ve farkli metodolojilerin

gelistirilmesi umut edilmektedir (Brena and Batista-Viera, 2006).
2.3.1. Enzim Immobilizasyonunun Tarihcesi

Biyokatalizatorlerin immobilizasyonu temelde ii¢ adimda ger¢eklesmistir
denilebilir. Ik adim olarak 19. yiizyiln baslarinda endiistriyel alanlarda,
mikroorganizmalarin ~ immobilizasyonu  deneysel  diizeyde  ¢alisilmaya
baslanmistir. Bu ilk denemelere, sirke iiretimi ve siizme filtresinin gelistirilmesi
ornek  olarak  gosterilebilir.  Sirke  iretimi  esnasinda  immobilize
mikroorganizmalarla kapli talaslarin iizerinden alkol icerikli soliisyon gegirerek
sistem kurulmustur. Stizme filtresi ise atik sularin berraklastirilmasi amaciyla
immobilize hiicrelerle dolu bir hat seklinde gelistirilmistir (Brena and Batista-
Viera, 2006).

Modern anlamdaki enzim immobilizasyonu 1940’larin sonlarina dogru
baglamistir ancak bu tarihten daha Once yapilmis bazi galismalar alan disi
dergilerde yayinlandigi i¢in biyokimyagerler tarafindan gozardi edilmislerdir.
Giliniimiizdeki teknolojinin temeli 1960’larda olusturulmus olup, bu tarihten
itibaren bu alandaki yayinlarda ciddi artis goriilmiistiir. ikinci bilyiik adim ise tek
enzimli immobilize sistemlerden kompleks enzim sistemlerine gegisi ifade eder ki
1970’li yillarda gerceklesmistir. Ilk calisma ko-faktorii rejenere olabilen iki
enzimle kurulmus olup canli hiicreleri igermektedir. Ikinci adim gelismeye ait
ikinci O0rnek olarak; a-keto asitlerin, L-aminoasit dehidrogenaz enzimi sayesinde
stereoselektif rediiktif aminasyonu neticesinde L-aminoasitlerin  iiretimi
gosterilebilmektedir. Bu reaksiyon prosesinde, ilk olarak nikotinamid adenin
diniikleotid (NADH) yikilir ve beraberinde formik asit enzimatik hidrolizlenirken
karbondioksit olusumu gozlenir. Daha sonra da format dehidrogenaz vasitasiyla

NAD*, NADH’a rediiklenir.

Immobilize enzim sistemleri ile ilgili ii¢ temel gelisme asamas1 Cizelge

2.5’te verilmistir.
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Cizelge 2.5 Immobilize enzimlerin gelistirilme asamalar1 (Brena and Batista-Viera, 2006).

Adim Tarih Kullanim

Asetik asit (sirke) iiretimi ve atik su
1 1815 berraklastirilmas1 amaciyla

deneysel ¢alismalar.

Tek enzim immobilizasyonlari; L-
2 1960’lar aminoasitlerin tiretimi ve glukozun

izomerizasyonu gibi ¢aligmalar.

Ko-faktoriin rejenerasyonunu
iceren hiicre immobilizasyonu ile
kombine galisilmis multi-enzim

3 1985 — 1995 immobilizasyonlar1. Ornegin;
membran reaktor sistemlerinde
keto-asitlerden L-aminoasitlerin

tiretimi gibi.

Immobilize sistemlerde temel 6nemli parametreler; enzim, matriks ve
enzimle matriksin baglanma seklidir. Bu noktada kati-faz destegi, tasiyici ve
matriks kelimeleri ayni temel kavrami ifade etmektedir (Brena and Batista-Viera,
2006).

2.3.2. Tastyicilarin Sec¢imi

Immobilize enzim sistemleri i¢in tasiyici se¢imi oldukea yiiksek diizeyde
onemlidir. Ideal bir tastyicida olmasi gereken temel zellikler; fiziksel baskilara
karst direngli olmasi, hidrofillik diizeyinin uygunlugu, biyouyumlu olmasi,

mikrobiyal ataklara kars1 direngli olmasi ve diisiikk maliyetli olmasidir.
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Tas1yicilar kimyasal yapilarina gore organik ve inorganik tasiyicilar olarak
smiflandirilirlar. Tasiyicilara iliskin veriler Cizelge 2.6’da verilmistir. Organik
tasiyicilar da dogal ve sentetik polimerler olmak iizere iki alt sinifta

toplanmaktadir.

Cizelge 2.6 Enzimlerin immobilizasyonunda kullanilan tagiyicilar ve siniflandirilmalart (Brena

and Batista-Viera, 2006).

Organik Tasiyicilar Inorganik Tasiyicilar
Sentetik Islenmis
Dogal Polimerler ] Dogal Mineraller
Polimerler Materyaller
Polisakkaritler; Polistren
seliiloz, Cam (por6z
dekstramar, agar, Diger polimerler; olmayan ve
agaroz, kitin, poliakrilat, kontrollii g6zenek
) . Bentonit -
aljinat polimetakrilatlar, boyutuna sahip),
poliakrilamid, . metaller, kontrollu
Silika
Proteinler; poliamidler, vinil, gozenek boyutuna
kollajen, albiimin alil polimerler sahip
metaloksitler
Karbon

Matrikslerin ortalama partikiil boyutu, sisme kapasitesi, mekanik giicii ve
sikistirilabilme kapasitesi gibi fiziksel 6zellikleri, immobilizasyon sistemlerindeki
verimi etkileyen primer faktordiir. Matriksin sahip oldugu ozelliklere gore de
karistirmali tank reaktorii, akiskan sistemler ya da sabit yataklar seklinde reaktor
sistemleri secilip uygulanmaktadir. Ozellikle por genisligi ve total partikiil yiizeyi
parametreleri, bu tasiyicilarin enzim baglama kapasitesini etkileyen temel
birimlerdir. Por6z olmayan tasiyicilar diisiik difizyonel sinirlamalara sahipken

diisiik yiikkleme kapasitesine de sahiptirler. Bu sebeple, immobilize sistemlerde
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daha ¢ok por6z tasiyicilar tercih edilir ki bu tasiyicilar, daha fazla yilizey alanina
sahiptirler, daha fazla enzim baglama kapasitesine sahiptirler ve immobilize
enzimler i¢in daha korunakli bir yapi teskil ederler. Por6z tasiyicilar, ortalama bir
kapasiteye sahip olmasi ve diizenli akis saglamasi amaci ile kontrollii
dagilim/yerlesim gosteren porlar icermelidirler. Inorganik tasiyicilarin fiziksel,
kimyasal ve mikrobiyal tehditlere kars1 yiiksek direng saglayabilme kapasitelerine
ragmen, endiistride daha ¢ok organik tasiyicilar tercih edilmektedir. Tastyicinin
hidrofilik 6zellikleri de immobilize enzimin aktivite gosterebilmesinde énem arz

eden faktorlerden biridir (Brena and Batista-Viera, 2006).

Kullanilan en iyi matrikslerin basinda agaroz gelmektedir. Agaroz,
yapisindaki yiiksek pordzite sayesinde yiliksek protein baglama kapasitesine
sahiptir. Ayrica hidrofilik 6zelligi istenen diizeylerde, tiirevlendirilmesi kolay,
aktif yan gruplar1 az ve ticari olarak kolay temin edilebilir bir tasiyicidir. Bununla
birlikte hem agaroz hem de diger tasiyicilar icin olumsuz faktor yiiksek
maliyetleridir. Bu sorunu ise yeniden kullanilabilir matriksler gelistirerek, yeni

calismalarla asabiliriz (Brena and Batista-Viera, 2006).

Biyokatalizatorlerin immobilizasyonunda cesitli yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemler fiziksel, kimyasal, enzimatik ve genetik

miihendisligi uygulamalar1 basliklarinda kategorize edilebilmektedir.
2.3.3. Polimerik Tasiyicilar ile Enzim iImmobilizasyonu Metodlari

2.3.3.1. Adsorpsivon (Yiizeye tutunma)

Bir enzimin bir tastyict ya da film matriks tizerine adsorpsiyonu, enzim
immobilizasyonu metodlarinin en basit olanidir. Temel olarak, enzim tasiyiciya
kovalent olmayan baglar ile baglanir ve tasiyicit yilizeyinde herhangi bir on-
aktivasyon goOstermez. Bu metodda, enzim ile tasiyici arasindaki baglar,
tastyicinin yiizeyinin kimyasal yapisina ve enzimin yiizeyinde bulunan aminoasit
tirlerine bagli olarak olugmaktadir. Enzim ile tasiyict arasinda; iyonik ve

hidrofobik etkilesimler, hidrojen baglar1 ve van der Waals kuvvetleri gibi zayif
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baglar olusmaktadir. Sekil 2.5’te adsopsiyon metodu ile immobilize edilmis bir

enzim gosterilmektedir.

/
&
3 €

N

Sekil 2. 5 Bir biyokatalizatoriin tagiyiciya adsorpsiyon metodu ile immobilizasyonu
(Costa et al., 2004).

Tastyicilarin biiyiik ¢ogunlugunun yiizeyi adsorpsiyon metodu i¢in uygun
yik dagilimi gostermektedir. Adsorpsiyon i¢in uygun tasiyicilara; seramik,
aliminyum, aktif karbon, kaolinit (hidrath aliiminyum silikat), bentonit (yumusak
balgik) ve poréz cam gibi inorganik tasiyicilar; naylon ve polistren gibi organik
sentetik tasiyicilar ve kitosan, dekstran, jelatin, selilloz ve nisasta gibi organik
tastyicilar drnek verilebilir. Metod oldukga basit bir, enzim soliisyonu ile tagiyici
materyalin belirli bir siire muamele edilmesi adimi ile gerceklestirilir. ilgili
baglanma siiresinin ardindan, tasiyictya baglanmis immobilize enzimler
arasindaki fazlalik ve baglanmayan enzimler yikanarak uzaklastirilir. Baglanma
esnasinda enzime ve yiizeye ait aktif u¢larin olumsuz etkilenmemesi adina, islem
siiresi boyunca ortam pH’1 ve iyonik siddeti mutlak suretle kontrol edilmelidir.
pH’daki kiiciiciik bir oynama iyonik bagi bozarak tasiyici ile enzim arasindaki

baglar1 koparabilmektedir (Costa et al., 2004).

Adsorpsiyonla immobilizasyonun temel avantajlari; metodun basit olmasi,
enzimin aktif pozisyonu iizerinde ¢ok kiiclik bir konformasyon degisikligine
sebep olmasi ve ylizeydeki zamanla inaktif olan enzimlerin yeni ve taze
enzimlerle degistirilebilir olmasidir. Sistemin olumsuz yani ise enzim ile yiizey
arasindaki baglarin, kiiciik degisimlerle dahi bozulabilir olmasidir. Tasiyiciya

baglanmis immobilize enzimler, pH’ta, sicaklikta, c¢ozgende veya iyonik
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siddetteki kiigiik degisimlerle dahi kolaylikla ayrilabilmektedir (Costa et al.,
2004).

Adsorpsiyon metodunda kullanilan tasiyicilardan biri olan kitosan, dogada
en cok bulunan biyopolimer olan kitinden tiirevlendirilmektedir. Kitosanin
mevcutta aktif olarak kullanildigi ve kullanilma potansiyeli yiiksek olan pek ¢ok
uygulama alan1 s6z konusudur. Kitosani bu denli 6nemli yapan 6zelligi ise poli
katyonik olusudur. Bu yapisal artisinin yani sira kitosanin; toksik olmayan,
biyobozunur, biyofonksiyonel, biyouyumlu ve antimikrobiyal nitelikleri
kanitlanmistir. Bu ilgi ¢ekici 6zelliklerinden 6tiirii kitosanin ilag gelistirme, bitki
koruma, antibakteriyel 6zellikleri, DNA biyosensorleri, doku mithendisligi, gida
katki maddeleri, su aritimi, gida paketleme ve pek ¢ok diger alanda kullanimi
mevcuttur (Liu et al., 2011). Bu niteliklerinden 6tiirii kitosan oldukc¢a genis

kullanim alanina sahip bir tagiyicidir.

2.3.3.2. ivonik baglanma

Iyonik baglanma ile immobilizasyon metodu, enzim molekiillerinin ya da
aktif molekiillerin iyonik yiiklere sahip kati tasiyicilara iyonik baglar ile tutunmasi
prensibine dayanir. Bu metodda immobilize olabilecek enzim miktar1 ve
immobilizasyon sonrasi bagli enzimin aktivitesi, tasiyicinin yiizey ozelliklerine
bagh olarak gelismektedir. Iyonik baglanma metoduna ait sematik gorsel Sekil

2.6°da verilmistir.

Sekil 2. 6 Bir biyokatalizatoriin tagiyictya iyonik bag ile baglanmasi (Costa et al., 2004).



42

Bazi durumlarda fiziksel baglanma da goriilmektedir. Fiziksel baglanma
ile iyonik baglanmanin arasindaki fark soyle ifade edilebilir; fiziksel baglanma
iyonik baglanmadan gii¢lii ancak kovalent baglanmadan zayiftir. Ayrica fiziksel
baglanma ile immobilizasyon metodu, iyonik baglanma ile olan immobilizasyon

metoduyla ayni prosediire sahiptir.

Iyonik baglanmada enzim ile tastyici arasindaki etkilesimler; pH
degisimlerine, tasiyicinin yiikiine, enzimin konsantrasyonuna ve baglanma
sicakligina gore sekillenmektedir. Iyonik baglanma metodu ile immobilizasyonda
kullanilabilecek tasiyicilara; dietilaminoetilselilloz, dekstran, kitosan ve
karboksimetilseliiloz gibi polisakkarit bilesikleri; polistren tiirevleri ve polietilen
vinilalkol gibi sentetik polimerler ve amberlit (iyon degistirici bir ticari regine),
aliminyum, silikatlar, bentonit, sepiolit (liile tas1) ve silika jel gibi inorganik
materyaller drnek verilebilir. Iyonik baglanma ile immobilizasyonun avantaji,
enzimin konformasyonunda biiyiik degisikliklerin olmamasina bagli olarak,
immobilizasyon sonrasi aktivitenin yliksek olmasidir. Yontemin temel dezavantaji
ise istenmeyen baglanmalarin gozlenmesidir ve bunu engellemek amaciyla
baglanma ¢ok dogru bir iyonik siddet ve pH kosullari altinda gergeklestirilmelidir
(Costa et al., 2004).

2.3.3.3. Kovalent baglanma

Kovalent baglanma metodu, bir enzim ya da aktif bir bilesigin bir
tastyiciya kovalent baglarla tutundugu immobilizasyon sistemlerini ifade eder.
Baglanma prosesi, tasiyicinin yiizeyindeki fonksiyonel gruplar ile enzimlerin
baglanma yiizeylerindeki aminoasit uzantilari arasinda ger¢eklesmektedir. Enzim
ylizeyindeki kovalent baglantiya katilan protein gruplari genelde; lizin ya da
arjinine ait amino grubu (NH:), aspartik ya da glutamik asitlere ait karboksil
grubu (COOH), serin ya da treonine ait hidroksil grubu (OH) ve sisteine ait
stilfidril grubu (SH)’dur. Kovalent baglanma metodunda; diazolama, amino bagi,
Schiff baz1 olusumu, amidasyon reaksiyonlari, tiol-disiilfit homeostazi, peptid
bagi ve alkilasyon reaksiyonlari gibi pek ¢cok kovalent baglanma metodu ile enzim
ve tastyict birbirine baglanmaktadir. Tasiyici ile biyokatalizor arasindaki baglanti

direkt olabildigi gibi belli uzantilarda olabilen ve ‘spacer’ ya da ‘kol’ diye
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adlandirilan ara wuzantilarin her iki bilesene de tutunmasi sonucu da
gerceklesebilmektedir.  Biyokatalizatdriin - bir araci vasitasiyla tasiyiciya
baglanmasi ise enzimin daha hareketli olmasmi ve dolayis1 ile daha rahat
konformasyon gosterip yiiksek aktivite gOstermesini saglayabilmektedir. Sekil

2.7°de kovalent baglanma metodu sematize edilmistir (Costa et al., 2004).

g

&=

Sekil 2. 7 Bir biyokatalizatoriin tagiyiciya uzatici kol (spacer) varliginda (a) ve uzatici kol olmadan
kovalent bag ile baglanmasi (b) (Costa et al., 2004).

(a)

Bu metodda en onemli noktalardan biri kovalent baglanmanin enzimin
aktif bolgesinden gerceklesmemesi gerektigidir. Aksi durumda kovalent bagl
enzim hereket edemez, substratina baglanamaz ve inaktif halde kalir. Enzimlerin
tastyiciya kovalent baglanmasi iki temel adimda gergeklestirilir. ilk adim olarak
tastyicinin  yiizeyindeki fonksiyonel gruplar, siyanojen bromiir, karbodiimid,
aminoalkiletoksilan, izotiosiyanat ve epiklorohidrin gibi 6zel ajanlarla
aktiflestirilir. Kovalent baglama metodunda pek ¢ok matriks ile ¢alisilabildiginden
otiirii 1deal matriks diye bir kavram kullanmak miimkiin degildir. Bu sebeple de
yontemin avantaj ve dezavantajlar1 kullanilan enzim ve tasiyiciya gore farklilik
gostermektedir. Yapilan bir takim ¢aligmalar, kovalent baglarla immobilize edilen
enzimlerin, yiiksek sicaklik, denatiire edici ajanlar ve organik solventlere karsi
direngli oldugunu gostermistir. Yine kovalent baglanma metodunda da,
immobilizasyon verimi ve kapasitesi, enzimin tiiriine, tasiyicinin tiiriine ve
baglama metoduna gore degismektedir. Bunun disinda da tasiyicinin maliyeti,
piyasada bulunabilmesi, baglanma kapasitesi, hidrofillik diizeyi, yapisal stabilitesi

ve dayaniklihigi temel segilme sebepleri arasindadir. Naturel polimerler
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icerigindeki hidroksil gruplari (OH) sebebi ile (hidrofillik saglar) 6ncelikli tercih
edilen tasiyicilardir. Kovalent baglanma ile immobilizasyon metodunda en sik
karsilagilan problem, enzimin yiiksek stres altinda olmasidir. Bu teknikte
baglanma prosediirii geregi enzim ciddi derecede konformasyonel sikilik/sabitlik
halindedir ve dolayisiyla bu durum aktivitesinin diismesine sebep olabilmektedir
(Costa et al., 2004).

2.3.3.4. Capraz baglanma

Capraz baglanma metodu ile immobilizasyon prosediirii yine enzim ya da
aktif molekiillerin tasiyiciya kovalent baglarla baglandigi ancak iki ya da daha
fazla fonksiyona sahip ajanlarin kullanildigi sistemlerdir. Enzimler, organeller ya
da biitlin hiicreler gibi biyokatalistler tasiyiciya glutardialdehit, glutaraldehit,
glioksal, diizosiyanatlar, hekzametilen diizosiyanat, toluen diizosiyanat gibi multi
fonksiyonel ajanlar araciligi ile baglanmaktadirlar. Enzimlere ait baglanma
noktasi genelde lizinin amino grubu olmakla birlikte nadir durumlarda, sisteinin
stilfidril gruplari, tirozinin fenolik hidroksil gruplar1 ve histidinin imidazol grubu
baglantiya katilmaktadir. Bu durumlara iligskin gorsel Sekil 2.8’de verilmistir
(Costa et al., 2004).

Sekil 2. 8 Bir biyokatalizatdriin tasiyiciya ¢apraz baglayici varliginda (a) ve ¢apraz baglayicinin
aract molekiillerle de baglandigi ko-¢apraz baglanma metoduyla (b) immobilizasyonu (Costa et al.,
2004).

Her farkli enzim icin avantajlar ve dezavantajlar sistemin nasil

kurulduguna gore degismektedir. Prosesin genel avantajlarindan biri islemin
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kolayligidir. Sistemin temel olumsuz yonleri ise bazi durumlarda partikiillerin
kirilgan olmast ve diflizyonel sinirlamalardir. Capraz baglanma ile
immobilizasyonda siklikla yasanan durumlar arasinda enzimin konformasyonel
acidan degisiklige ugramasi ve bu durumun aktiviteyi diisiirmesi mevcuttur.
Endiistride bu teknikten kaynakli yasanan olduk¢a &nemli bir sorun olarak,
glutaraldehit ile ¢apraz baglanan enzim kullanildiginda glukoz izomerizasyonunun
gozlenmesi gosterilebilmektedir. Sanayideki iyi bir ornek olarak ise pek cok
biiyiik olgekli tiretimde bekteriyel hiicrelerin glutaraldehit ile ¢apraz baglanarak
¢ok iyi partikiiller elde edilmesi verilebilir (Costa et al., 2004).

Bu metodda siklikla kullanilan glutaraldehit, bes karbonlu zincirinin her
iki ucunda da birer aldehit uzantisi igeren bir homobifonksiyonel ¢apraz baglayici
molekiildiir. Onciil atak olarak amin gruplarina baglanirken, birden fazla
mekanizma ile de reaksiyon gostermektedir. Bu baglanma sekli ile glutaraldehit,
stabil ikincil amin baglarin1 olusturarak proteinleri ¢apraz baglar. Glutaraldehit
suda hemiasetal bir yapiya biiriinebilecegi gibi karbon-karbon cifte baglarini
iceren dallanmamis o- ve P- katlanmalari ile aldol halkasi formuna da
biirtinebilmektedir. Ortamda indirgeyici ajanlar olmasa bile bu ¢ifte bagl yapi,
aminlerle kovalent baglanma reaksiyonu gergeklestirebilmektedir. Eger sulu
ortamda yliksek alkali kosullara maruz birakilmazsa, taze glutaraldehit kendi
icinde kiiclik polimerler olusturabilmektedir. Eger elinizde eskiden hazirlanmis bir
glutaraldehit c¢ozeltisi varsa, olusan polimerler gozle goriilecek diizeyde
saptanabilmektedir. Bu baglanma profili sebebiyle de glutaraldehitin kullanildig:
ortamlarda belirsiz baglanan iiriinler meydana gelip, herhangi bir metodun 6lgek

biiyiitmesi zorlasabilmekte veya miimkiin olamamaktadir (Hermanson, 1996).

2.3.3.5. Tutuklama ve enkapsiilasyon

Tutuklama metodu, aktif bir bilesigin bir film, jel ya da fiber {izerine
tuzaklandigr ya da kaplama ve mikroenkapsiilasyon metodlarinin kullanildigi
teknikleri igermektedir. Enkapsulasyon metoduna iliskin sema Sekil 2.9’da

verilmistir.



(a)

Sekil 2. 9 Bir matriks (a), fiber (b) ve kapsiil (c) i¢erisinde enzim enkapsiilasyonu (Costa et al.,
2004).

Bu metod bir enzim ya da aktif bir bilesigin bir polimerle birlikte, bir
capraz baglayict molekiille muamelesi sonucu gerceklesmektedir. Islem
neticesinde enzim bir kafes agina hapsedilmis olmaktadir. Mikroenkapsulasyon
prosediirii bir enzim soliisyonunun yar1 gegirgen sferik bir polimerle ¢evrelenmesi

yoluyla gerceklestirilmektedir (Costa et al., 2004).

Boyalarin, ilaglarin  ve diger kimyasallarin mikroenkapsiilasyonu
1960’larin ortasinda yapilmakta olan ¢aligsmalar arasinda olmasina ragmen, enzim
mikroenkapsulasyonu bu tarihten itibaren denenmeye baslanmistir. Bu tarihten
sonra da giinlimiize dek pek c¢ok enzim, farkli metodlar ve kimyasallar
kullanilarak  basar1 ile mikroenkapsulasyon metoduyla  gelistirilmistir.
Mikroenkapsulasyon ile immobilizasyon metodunun temel avantaji ise kiigiik
hacimli partikiiller elde edilebilen, es zamanli calisilabilirligi olan ve oldukca
genis enzim-substrat ¢esitliliginde caligilabilir bir yontem olmasidir. Metodun
olumsuz yani ise bazi ¢aligsmalarda gézlenen ve immobilizasyon esnasinda olugan
enzim aktivitesi kaybidir. Boyle durumlarda daha yiiksek konsantrasyonda enzim
yiiklemesi gerekmektedir. ilave olarak, bu sistemde enzim kagag1 olmamasi i¢in
por genisligini ilgili aralikta tutmak gerekmektedir, bu durum da sistemde
diftizyonel anlamda simirlandirmalara sebebiyet verebilmektedir (Costa et al.,
2004).
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2.3.3.6. Afinite ligantlarina protein fiizyonu (birlesme) ve enzimatik

konjugasyon (eslesme)

Daha Once de bahsedildigi {izere bazi protein immobilizasyonu
metodlarinda matriksin kimyasal modifikasyonu gerekmektedir. Bu durum
ozellikle biyobozunur molekiiller igin ciddi 6nem arz etmektedir. Enzimle
matriksin baglanmasi i¢in modifikasyon gereken islemlerde bazi toksik bilesenler
de olusmaktadir ve bu bilesenler enzim aktivite kaybina sebep olabilmektedir. Bu
toksisite sebebiyle de oOzellikle biyomedikal alanda kullanilacagt zaman,
immobilize sistem ortami toksinlerden arindirilmalidir. Bu tip uygulamalarda,
immobilize enzimlerin iireme ve yayilma gibi spesifik hiicre uyaranlarina karsi
verdigi yanitin etkinligi, modiilatorlerin hedef hiicreyle nasil iliskilendirildigine
bagl olarak degismektedir. Bu tiir ¢alismalarda immobilize edilen enzimin
aktivitesinin korunabilmesi i¢in baglanma oryantasyonu c¢ok oOnemlidir. Yine
kimyasal baglarla kovalent baglanma prosesinde de ligant-reseptor etkilesiminin
engellenmesi, reseptoriin  dimerizasyonu ve hedef hiicreye ulagsmasi

engellenebilmektedir (Costa et al., 2004).

Dogada bulunan lektinler, avidin (biotin baglayici protein), G ve A
proteinlerine ait immiinoglubulin baglayici protein (IgG) ve karbohidrat baglayici
modiiller gibi bazi yapilar, kimi kati ylizeylere oldukca yiliksek afinite ve
spesifiklikle baglanabilirler. Bu domainler, proteinlerin afinite adsorbanlarina
(ylizey) bir afinite tagi (baslig1) gibi baglanmasinda kullanilabilirler. Bu metodla,
ilgili gene bir DNA kodlama afinite tagi eklenirse gen ekspresyonu
saglanabilmektedir. Boyle bir fiizyon proteini, afinite taginin, afinite ylizeyine
spesifik baglanmasi ile immobilize edilebilmektedir. Ilgili baglanma Sekil 2.10’da

sematize edilmistir.
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Enzim
Baglayica I I
Afinite tag
KATI DESTEK
(a)
Protein matriksi
-
-
-
—
TG Enzim vada biiyiime fakttrii
— Peptid baglayica
i B TG Substrat
.

(b)

Sekil 2. 10 Biyokatalizatorlerin kat1 yiizeylere, afinite ligantlarinin protein flizyonu metodu (a) ve
transglutaminaz destekli enzimatik konjugasyon metodu (b) ile immobilizasyonu (Costa et al.,
2004).

Bu metodla immobilize protein iizerindeki konformasyonel degisiklikler
minimum olmakta ve enzim aktivite kaybi da minimum olmaktadir. Ayrica
flizyon proteinlerinin tasiyicitya spesifik baglandigt bu immobilizasyon
metodunda, yliksek miktarda ligant baglanabilmekte ve bu da prosediirii

kolaylagtirmaktadir (Costa et al., 2004).

Genetik miihendisligi teknigi kullanilarak olusturulan kimerik proteinler
(farkli yapilarin birlesmesiyle olusan molekiiler yapilar), bir afinite domaini ile
baglanirsa biyoaktivite gosterebilmektedir. Bu da kati materyal ylizeyine
biyomolekiillerin immobilizasyonunda oldukc¢a kullanigl bir metoddur. Enzimler,

antibadiler, sitokinler ve streptavidin gibi proteinler, selilloz baglayict domain
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Ozelligine sahip proteinlerle birlestirilerek, seliilozik yapidaki materyallerin

yiizeyine immobilize edilebilmislerdir (Costa et al., 2004).

Protein fiizyon teknolojisi kullanilarak, aktiviteleri ve baglanma 6zellikleri
degistirilen  enzimlere  bifonksiyonellik  kazandirilabilir. Bu  yaklasim
biyoteknoloji, diyagnostik ve ila¢ sektoriinde, biyolojik aktif proteinlerin
saflastirilmast ve immobilizasyonu i¢in ¢esitli metodlarin gelistirilmesine olanak
saglamistir. Ornegin, kimi memeli hiicrelerinin farkli yiizeylere tutunmasi
amaciyla; peptidler, bliylime faktorleri ve sitokinlerin spesifik baglanma
domainleri ile fiizyonu neticesinde, progenitor hiicrelerin kiiltlir i¢inde biiyiimesi

ve aktivasyonu saglanabilmektedir (Costa et al., 2004).

Kovalent olmayan baglardan bilinen en kuvvetli bag, biyotin ve
streptavidin arasindadir (K, = 107° M). Bu sebeple biyomateryal ve biyosensor

yiizeylerinde farkli biyomolekiillerin immobilizasyonu i¢in bu ¢ok gii¢lii biyotin-
avidin sistemi kullanilabilmektedir. Bu sistemde, biyotinlenmis yilizey ve
biyotinlenmis kisa ligant molekiilleri arasinda avidin kopriisii kullanilmaktadir

(Costa et al., 2004).

Biyomolekiillerin protein matrikse immobilizasyonu transglutaminaz (TG)
enzimi araciligl ile de gerceklestirilebilmektedir. TG enzimi, gesitli proteinlerin
primer amino grubu ile peptid-bagi ile bagli glutamin uzantilarmin y-karboksiimin
grubu arasindaki agil transfer reaksiyonunu katalizlemektedir. Reaksiyon sonunda
geri doniissiiz capraz baglanmis ve ¢éziinmez bir supramolekiiler (¢ok molekiillii)
yapt elde edilmektedir. Ayrica TG enzimi, NH. yiizeylere peptid ve polipeptid
iceren glutaminlerin baglanmasinda kullanilabilmektedir. Bu reaksiyona iliskin
sema yine Sekil 2.10°da verilmistir. Bu yaklasim Sakiyama ve arkadaslar1 (1999;
2001) tarafindan, bir biiylime faktorii gelistirme sistemi icerisinde, heparin
baglayici peptidler igin kullanilmistir. Bir sonraki ¢alismalarinda ise B-sinir (nerf)
bliylime faktorii ve ekzojen faktor Xllla (¢apraz baglayici igin substrat)’dan
olusan ¢ift domainli peptid sistemini igeren biiylime faktorii fiizyon proteinini

gelistirmislerdir (Costa et al., 2004).
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2.3.4. Immobilize Enzimlerin Avantaj ve Dezavantajlar

Immobilize enzimler normal kosullar altinda serbest enzimlere kiyasla
stabilizasyon, lokalizasyon ve yonelim 6zellikleri agisindan istiindiirler. Bu tistiin
ozellikleri ile de daha kolay kullanilirlar, tekrarli kullanilabilirler ve maliyeti
diigliriirler. Terapdtik immobilize enzimlerin  Kimi  avantajlart  ise  soyle
siralanabilir; kan dolagim sisteminde uzun slire kalirlar, aktivite kaybi
minimumdur ve diigsiik immunojenisite (bagisiklik karakteri) gosterirler. Bu
ozelligi ile de enzim yenileme terapisine alternatif bir metod oldugu ifade
edilebilmektedir. Pek c¢ok olumlu o6zelliginin yanisira immobilize enzimler
biyomedikal alanda, substratin girisi ve iirlinliin ¢ikis1 sirasinda kiitle transferi
problemi olusabilen, hiicre i¢i ya da dis1 tastyici yiizeyinde yanlis biyolojik
cevaplar olusturabilen, diger molekiiller tarafindan kirlenebilen, {irlin
inhibisyonuna sebep olabilen ve sterilizasyona iliskin sorunlar gézlemlenebilen
bir alternatif enzim iirliniidiir. Bununla birlikte tiim reaktanlarin ve protein
sollisyonlarinin 0,2 pum filtrelerden gecirildigi ve iiretim prosesi aseptik kosullar
altinda gerceklestirilen steril immobilizasyon sistemleri miimkiindiir (Costa et al.,
2004).

Biyolojik ve teknolojik yollarla gelistirilen enzimlerin ve diger iirtinlerin
medikal alanda kullanimina iliskin en 6nemli noktalardan biri, toksinler ve pirojen
materyaller gibi enfeksiyon yapabilir nitelikteki yan etkilere sebep olmamasi
gerektigidir. Bu sebeple de medikal kullanimlar i¢in iiretilen tiim immobilize
enzimler, diger medikal firiinlere uygulandigi gibi lokal tolerans, toksisite,
karsinojenite ve immunojenite testlerinden gecirilmelidir. Medikal alanda
kullanilacak bu enzimlerde son asama da hastalarin giivenligi i¢in, tiim olasi yan
iirtinler hesaplanarak ve prosese iliskin herhangi bir belirsizlik ya da kusku var ise
gerekli mevzuatlart ¢ikararak, medikal giivenlik kosullarinin belirlenmesidir

(Costa et al., 2004).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Bu tez calismasinda kullanilan tiim kimyasallar Ege Universitesi
Biyokimya Boliimii blinyesindeki stoklardan temin edilmistir. Asagida, kullanilan

kimyasallara ait liste verilmistir.

Kullanilan kimyasal maddeler; Coomassie-Brilliant Blue G-250 CA, Sigir
Serum Albumini (BSA), Etanol, Na/K Tartarat, 3,5-Dinitrosalisilik Asit (DNS),
Karboksimetilseliiloz Sodyum Tuzu (CMC), Hidroklorik Asit, Amonyum Siilfat,
Tert-Butanol, Glisin (C-HsNO:), Kahverengi Alg Kaynakli Aljinik Asit Sodyum
Tuzu, % 25 grade 1 Glutaraldehit, Kitosan (Diisiik Molekiil Kiitleli), D-Glukoz ve
Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (%15 SDS-PAGE) ile
Molekiiler Kiitle Standartlar1 Sigma Chem. Co (St. Louis, CA)’dan; NaOH,
NaH2POs ve Na;HPOs4 Fosforik Asit, Asetik Asit E. Merck (Almanya)’den,
CaCl2.2H:0 ise J.T. Baker’dan temin edilmistir.

Bu calismada kullanilan ve immobilize edilen seliilaz enzimi ise Orba
Biyokimya Sanayi Tic. AS. (Tiirkiye) firmasindan hibe yolu ile temin edilmistir.
Tgili seliilaz (Cellulase I) Trichoderma reesei kaynakli olup yem sanayine yonelik

ticari amagl tiretilen kuru formda bir enzimdir.
3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Bu tez calismasinda asagida sirali halde verilen cihazlar kullanilmastir;
santrifiij cihaz1 (Hettich Universal 30 RF, Almanya), mini jel sistemi (Biorad,
Amerika), derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye), orbital karistiric1 (IKA Labortechnik
KS 260 basic, Almanya), vorteks (IKA MS 2, Almanya), lineer karistirmali su
banyosu (Memmert, Almanya), spektrofotometre (Perkin-Elmer Lambda 35
UV/Vis, ABD), inkiibatér (New Brunswick Scientific, ABD), pH-metre (Hana
Instrument, ABD), Nuge erleni (250 mL) ve por size:3 Filtreli Nuge hunisi (Isolab
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Laborgerate GmbH) , Inject steril enjektor (5 mL), distile su cihazlar (Fistream,
England ve Milli-Q Milipore, ABD).

3.2. Yontem

3.2.1. Seliilaz Aktivite Tayini (DNS Metodu)

Selillaz enziminin aktivite tayini, EI-Naggar ve Abdelwahed’in
kullandiklar1 DNS metodu motifiye edilerek gergeklestirilmistir. Yontemde
seliilaz aktivitesinin tespiti i¢in, literatiirde ¢ok yaygin olan substrati karboksimetil
seliloz (CMC) kullanilmistir. Reaksiyon neticesinde ortaya c¢ikan glukoz
molekiilleri ise 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) ile boyama reaksiyonuna ugratilip

spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (EI-Naggar and Abdelwahed, 2012).

Reaksiyona iligkin prosediir Sekil 3.1.’de verilmistir.

HO .0 GHO Ho. o COCH
—+—0OH —CH
H L HOT— OH  , HO——
1 —>
Y N o 0 1o
il I A o NH —
0 (] CH.CH 0 CH.OH
2
3/5dritrosalicyfic acid lucose 3-amino-5-nitrosalicylic ,
(yellow) . acid  (red-krowr) G

Sekil 3.1 Glukozun Dinitrosalisilik asit (DNS) reaktifi ile reaksiyonu.
(https://cynthialearnsthings.wordpress.com/2016/07/13/dns-assay/, Erisim tarihi: 01/08/2019)

DNS Reaktifinin hazirlanisi; 20 mL 2 N NaOH c¢ozeltisine 1 g DNS yavas

yavas eklenmistir. Ekleme esnasinda ¢ozelti kaynatilmamak kosuluyla siirekli
karistirtlmistir. DNS tamamen ¢oziindiikten sonra, balonjojede toplam hacim
distile su ile 50 mL’ye tamamlanmistir. Sonra, karisimin tizerine 30 g Na/K
Tartarat ilave edilip, tamamen ¢6ziindiikten sonra, toplam hacim yine distile su ile
100 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢6zelti maksimum 2 hafta siire ile

karanlik alanda muhafaza edilerek kullanilmstir.
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CMC cozeltisinin hazirlanisi; 1 gram karboksimetilseliiloz (CMC) sodyum

tuzu total hacim 100 mL olacak sekilde distile suda ¢oziilerek hazirlanmustir.

Cozelti +4 °C’de depolanarak kullanilmistir.

Seliilaz aktivite prosediiriinde kor cozelti i¢in distile su kullanilmastir.
Prosediire gore 0,25 mL serbest enzim {iizerine 0,25 mL %1’lik (v/v) CMC
¢ozeltisi eklenmistir. Immobilize enzim prosediiriinde ise 3 adet Ca-Aljinat
mikrokiire tizerine 0,25 mL 50 mM, pH 4,5 Na-asetat tamponu eklenmis ve yine
0,25 mL CMC eklenmistir. Daha sonra reaksiyon tiipleri 50 °C’deki su
banyosunda 5 dakika inkiibe edilmistir. (immobilize enzim prosediiriinde bu siire
tamamlaninca mikrokiireler ortamdan uzaklastirilmistir.) Inkiibasyon siiresi
tamamlaninca reaksiyon tiiplerine 0,5 mL DNS reaktifi eklenip, 10 dakika kaynar
su banyosunda enzimatik reaksiyonun durmasi ve DNS boyama reaksiyonunun
gerceklesmesi i¢in beklenmistir. En son olarak da tiiplere 10’ar mL distile su
eklenip 546 nm’de spektrofotometrik Olgiim gergeklestirilmistir. Tim Ornekler

ticlii setler halinde calisilmustir.

Seliilaz aktivitesinin hesaplanmasi i¢in 0,5-10 pumol araliginda D-glukoz
kullanilarak hazirlanan ‘DNS standart grafigi’ kullanilmistir. Bir seliilaz aktivite
birimi, yukarida gercgeklestirilen kosullar altinda dakikada 1 pmol glukoz aciga

¢ikaran enzim miktaridir (Unite).

3.2.2. Protein Miktar1 Tayini (Bradford Metodu)

Tiim serbest enzim preparatlarinda protein miktar: tayini Bradford metodu
ile gergeklestirilmistir (Bradford, 1976). Metod lizin, arjinin gibi bazik gruplara
sahip protein gruplarinin, Coomassie Brilliant Blue G-250 asidik yapidaki boya

ile etkileserek renklenmesine ve spektrofotometrik 6l¢limiine dayanmaktadir.

Bradford reaktifinin hazirlanisi; 40 mg Coomassie Brilliant Blue G-250

boyasi, % 95’lik (v/v) 50 mL etanol igerisinde ¢oziilmistir. CoOziinme
tamamlaninca {izerine 55 mL %88’lik (v/v) fosforik asit ¢ozeltisi eklenmistir. 30

dk’lik karigsma siliresinin  ardindan, ¢6zelti hacmi balonjojede 1 L’ye



54

tamamlanmistir. Son olarak, hazirlanan reaktif filtre edilmis ve kullanim siiresi

boyunca karanlik alanda muhafaza edilmistir.

Tayin prosediirii olduk¢a basittir. 100 pl 6rnek iizerine 2 mL Bradford
reaktifi eklenir. 10 dk karanlik odada reaksiyon gerceklestirilir. Ardindan 595
nm’de spektrofotometrik ol¢iim gergeklestirilir. Kor ¢ozeltide 6rnek yerine distile

su kullanilir. Tiim 6rnekler iiclii setler halinde ¢aligilir.

Sigir serum albumuninin (BSA), distile suda hazirlanmig 1 mg/mL’ lik
stok standart c¢ozeltisinden yola c¢ikarak, 0,02-0,25 mg/mL konsantrasyon
araliklarinda ¢ozeltiler olusturulmustur. Bu ¢ozeltiler kullanilarak ‘BSA standart
grafigi’ hazirlanmis ve Ornek protein konsantrasyonlart bu grafige gore

hesaplanmustir.

3.2.3. Seliilazin Tuz (Amonyum Siilfat, AS) Coktiirmesi Metoduyla

Kismi Deristirilmesi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan ticari seliilaz yem sanayisi igin iiretilen ve
kullanilan bir enzimdir. Bu sebeple de yiliksek saflikta olmadigi icin tuz
¢oktiirmesi metodu ile deristirilmistir. ilk olarak 500 mg Cellulase-I enzimi
tartilip son hacim 25 mL olacak sekilde 50 mM, pH 4,5 Na-Asetat tamponunda
¢cOziilmiistiir. 15 dk 4000 rpm devirde +4 "C’de santrifiijlenmistir. Bu islem olas1
safsizliklarin ve katki maddelerinin uzaklastirilmasi: amaciyla gerceklestirilmistir.
Santrifiij sonras1 olusan pellet ayrilmis ve siipernatant baslangi¢c enzim ¢ozeltisi
olarak kabul edilmistir. Daha sonra siipernatanta %80 (w/v) amonyum siilfat
¢oktiirmesi uygulanmustir. Ilgili miktardaki amonyum siilfat siipernatanta yavas
yavas olmak suretiyle +4 °C’de eklenmis ve karistirnlmistir. Tuz tamamen
coziindiikten sonra, karisim 2 saat bekletilmis ve 30 dk, 9000 rpm hizda +4 °C’de
santrifiijlenmistir. Pelletler 50 mM, pH 4,5 Na-Asetat tamponu ile ¢0ziiliip
birlestirilmis ve seliiloz tabanli diyaliz membran1 kullanilarak yine pH 4,5 Na-
Asetat tamponuna kars1 diyalizlenmistir. Diyaliz ile tuzun uzaklastirilmasinin
ardindan elde edilen 6rnek, diyaliz sonras1 kismi saf enzim ¢o6zeltisi olarak kabul
edilmis ve porsiyonlanarak -20 °C’de depolanmistir. Bundan sonraki biitiin

denemelerde kismi saf selillaz enzimi olarak kullanilmistir. Seliilaz enziminin
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aktivitesi 233 (U/mL), protein miktar1 9,76 (mg/mL) ve spesifik aktivitesi 24
(U/mg)’dr.

3.2.4. Seliilazin TPP Metodu ile Deristirilmesi

Seliilaz enzimi (24 U/mg), igerisinde 0,2 mg protein olacak sekilde 2 mL
pH 4,5 Na-Asetat tamponunda hazirlanmistir. Igine %50 (w/v) konsantrasyonda
olacak sekilde amonyum siilfat eklenmistir. Tuzun ¢oziinmesinin ardindan ortama
1:1 (v/v) oraninda 2 mL tert-biitanol eklenmistir. Ornekler vortekslenip oda
sicakliginda 1 saat bekletilmistir. Bir saatin ardindan reaksiyon tiipleri 10 dk oda
sicakliginda 4000 rpm’de santrifiijlenmistir. Olusan {iglii-faz sisteminde alt ve {ist
fazlar pastor pipeti yardimi ile ayirilmistir. Orta faz 0,5 mL 50mM, pH 4,5 Na-
Asetat tamponunda ¢oziilmiistiir. Ust alkol faz1 dekante edilip, alt faz dlciimler
icin ayirilmistir. Son olarak da alt ve orta fazda aktivite ve protein tayinleri

gerceklestirilmistir.

3.2.4.1. Amonyum siilfat (AS) konsantrasyonu optimizasyonu

Amonyum siilfat konsantrasyonu optimizasyonunda, TPP sistemi 0,2 mg
enzim, 1:1 (v/v) enzim:t-biitanol orani ve 1 saat reaksiyon siiresi ile oda
sicakliginda gergeklestirilmistir. Bu optimizasyonda denemeler, enzime eklenen
amonyum siilfat miktar1 %30, %40, %45, %50, %55, %60 ve %70 (w/v) olmak

tizere farkli konsantrasyonda tuz eklenerek gergeklestirilmistir.

3.2.4.2. Enzim: t-biitanol (v/v) oran optimizasyonu

Enzim: t-biitanol oran1 optimizasyonunda, TPP sistemi yine 0,2 mg enzim,
%350 (w/v) amonyum siilfat oran1 ve 1 saat reaksiyon siiresi ile oda sicakliginda
gergeklestirilmistir. Bu optimizasyonda denemeler, enzim: t-biitanol orani 1:0,5,
1:.0,75, 1:1, 1:15 ve 1:2 (v/v) olmak tizere farkli miktarlarda tert-biitanol

eklenerek gerceklestirilmistir.
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3.2.4.3. Sistem pH’1 optimizasyonu

Sistem pH’1 optimizasyonunda, TPP sistemi yine 0,2 mg enzim ile,
%50 (w/v) amonyum siilfat konsantrasyonu igerecek sekilde, 1:1 (v/v) enzim:
t-biitanol orani, 1 saat reaksiyon siiresi ile oda sicakliginda gergeklestirilmistir. pH
optimizasyonunda kullanilan seliilaz, farkli pH’daki tamponlarda seyreltilmis ve
ortam pH’1 ilgili degerlere NaOH ve HCI ilavesi yapilarak ayarlanmistir. pH

ayarlamalar1 &+ 0,04 hassasiyetle gerceklestirilmistir.

Burada ortam pH’1 olarak pH: 3; 4; 4,5; 5; 5,5; 6,5 ve 7 ile calisilmistir.
pH 3 i¢in glisin-HCI tamponu, pH 4 ile pH 5,5 arasinda Na-Asetat tamponu, ve
pH 6 ile pH 7 arasinda da Na-fosfat tamponu kullanilmistir. Hi¢cbir pH miidahalesi

yapilmayan seliilazin pH’s1 4,5 olarak tespit edilmistir.

3.2.4.4. Protein miktari optimizasyonu

Protein miktar1 optimizasyonunda, TPP sistemi yine %50 (w/v) amonyum
siilfat konsantrasyonu, 1:1 (v/v) enzim: t-biitanol orani, kendi pH’sinda (pH:4,5)
ve 1 saat reaksiyon siiresi ile oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Protein
miktarinin optimize edildigi bu ¢alismada, sisteme baslangigta eklenen enzimin
protein miktarlar1 degistirilerek sistemler kurulmustur. Enzimler sisteme 0,05; 0,1;

0,2; 0,3; 0,4 ve 0,5 mg protein igerecek sekilde eklenmistir.

Tiim  optimizasyonlara  ait  denemeler {¢li  setler  halinde

gerceklestirilmistir.

3.2.4.5. Tekrarlanabilirlik denemesi

Tekrarlanabilirlik denemeleri, ©nceki denemelerle tespit ettigimiz
optimum kosullar altinda gergeklestirilmistir. Bu denemede sistemler; 0,1 mg
enzim, %50 (w/v) amonyum siilfat konsantrasyonu, 1:1 (v/v) enzim: t-biitanol
oranit ile pH 4,5’da hazirlanmig ve 1 saat reaksiyon siiresi ile oda sicakliginda

gerceklestirilmistir. Sistem 5 tekrarh ¢alisilmistir.
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3.2.4.6. Olcek biiyiitme denemesi

Olgek biiyiitme calismasi, belirlenen optimum kosullardaki (0,1 mg
protein, %50 (w/v) AS, 1:1 e/t oran (v/v), pH 4,5) sistemin (0,2 ml’lik); 2, 3, 4 ve
5 kat hacimsel katlariyla TPP sistemleri kurularak gerceklestirilmistir. Olgek
sistemlerine sirast ile 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ve 1 mL enzim eklenmis olup, ilgili

oranlarda tuz ve t-biitanol eklemeleri yapilmistir.

3.2.5. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ve Molekiiler Kiitle Tayini

SDS-PAGE, poliakrilamid jel elektroforezi metodlart arasindaki en yaygin
kullanilan metoddur ve proteinin molekiil boyutuna gore ayirim yapmasi
nedeniyle bagil molekiil kiitlesi tayininde kullanilir (Bicak Celem, 2013). Bu
caligmada ticari T. reesei kaynakli seliilazin, safligin1 kontrol etmek ve sinerjetik
calistigr ~ bilinen 3  farkli enzimin (endoglukanazlar (EC 3.2.1.4.),
sellobiyohidrolazlar1 (CBHs) (EC 3.2.1.91) da iceren ekzoglukanazlar ve (-
glukozidaz (BG) (EC 3.2.1.21)) molekiil kiitlesini belirlemek i¢in SDS-PAGE

kullanilmastir.

Poliakrilamid jel elektroforezi, Laemmli (1970) tarafindan gelistirilen
yonteme gore mini jel sistemi ile gerceklestirilmistir. Yontem heterojen tampon
sistemi temeline gore c¢alismaktadir. Ayirma kapasitesi oldukca iyi olan bu
yontemde, calisilan proteinler yiiriitiici jele girmeden once diizenleyici jelde,
elektroforez tamponu ve jel arasindaki pH ve iyonik siddet aracilifiyla
dengelenerek konsantre edilmektedirler. Yontemde asagidaki —¢ozeltiler

hazirlanmis ve kullanilmistir;

Akrilamid/bis : 30 g Akrilamid ve 0,8 g bis-N,N’-Metilenbisakrilamid distile suda
coziilerek son hacim 100 mL’ye tamamlanmistir.
Ardindan filtre edilip amber renkli sisede +4°C’de

saklanmustir.
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Alt Tris : 18,2 g Tris hidroksiaminometan, 2 mL % 20 (w/v) SDS igeren
distile suda ¢ozilip, pH’st derisik HCI ile 8,8’e
ayarlanmistir, ardindan distile su ile total hacim 100
mL’ye tamamlanmistir. Kullanim siiresince 4°C’de

saklanmuistir.

Ust Tris : 6,06 g Tris, 2 mL % 20’lik (w/v) SDS igeren distile suda
¢ozilmiistiir, pH’s1 derisik HCI ile 6,8’¢ ayarlanip, total
hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Kullanim

stiresince 4°C’de saklanmustir.

Amonyum persiilfat : 100 mg/mL’lik sulu ¢ozeltisi taze hazirlanmstir.

Reservuar tamponu : 7,58 g Tris, 36 g Glisin ve 2,5 g SDS 250 mL distile suda

coziilerek hazirlanmstir.

3.2.5.1. Polimerizasyon prosesi

Poliakrilamid jeller akrilamid monomerlerinin bir ¢apraz baglayici ajan ile
kopolimerizasyonu sonucu olusur. Poliakrilamid jeller i¢in en c¢ok kullanilan
capraz baglayict ajan da N,N’-metilenbisakrilamid(Bis)’dir. ~Akrilamid
polimerizasyonu serbest radikal katalize bir Ornektir. Reaksiyon, amonyum
persiilfat ve N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED) ile baslatilir. TEMED,
persiilfat iyonunun dekompozisyonunu katalizleyerek serbest bir radikal
olusumunu saglar. Aktif monomer, aktiflenmemis monomer ile reaksiyon verir ve
polimer zincirin uzamast baslar. Uzayan polimer zincir c¢apraz bagli metilen
bisakrilamid ile birlikte yapilanir. Oksijen, serbest radikalleri uzaklastirdigindan
ve polimerizasyonu engellediginden tiim jel ¢dozeltileri kullanilmadan Once

vakumlanmali ve oksijen uzaklastirilmalidir.

Kaliteli bir SDS-PAGE i¢in; oldukc¢a yiiksek safliktaki reaktifler, dogru
baslangi¢ konsantrasyonlar1 (yiiriitiicii jel i¢in % 0,04 ve diizenleyici jel i¢in %

0,1), sicaklik (polimerizasyon icin genellikle 23°C), ¢ozeltilerin gazsizlastirilmasi



59

(oksijen polimerizasyonunun inhibiritoriidiir) ve jel olusturma tamponlarmin pH’1

faktorlerine dikkat etmek gerekmektedir.

T. reesei seliilazina ait SDS-PAGE ig¢in, % 15’ lik akrilamid monomeri

kullanilmistir. Polimerizasyon protokolii (iki jel i¢in) asagida verilmistir:

e (ozelti 1, 2 ve 3 karistirilarak oda sicakligina getirilir.

e 5 dakikalik gazsizlastirma islemi ardindan ¢ozelti 4 ve 5 sirasiyla

eklenerek yavasca karistirilir.

e Yiiriitiicti jel dokiiliir, gece boyunca ya da 3 saat bekletilir. Ardindan
diizenleyici jel dokiilerek 1-1,5 saat bekletilir.

3.2.5.2. Orneklerin hazirlanip ve elektroforeze uygulanmasi

Ornek tamponunun (3,55 mL distile su, 1,25 mL UT, 2,5 mL gliserol, 2
mL % 10 SDS, 0,2 mL % 0,5, w/v, bromfenol mavisi) 950 pL’ sine 50 pL
B-merkaptoetenol eklenmistir. Ornekler 95°C°de 5 dakika inkiibe edildikten sonra

jel kuyucuklarina 20 pL’si uygulanmaigtir.

Anot ve katot reservuarlarindaki Tris/glisin/SDS tamponu ile elektroforez
yiriitiilmiistiir. Proteinlerin elektroforezinde diizenleyici jelde 80 volt ve yiiriitiicii
jelde 100 volt giic uygulanmistir. Bromfenol mavisinin olusturdugu bant jele

ulagmadan 0,5 cm 6nce elektroforez igslemine son verilmistir.

3.2.5.3. Protein bantlarinin boyanmasi

Jellerin boyanmasinda Coomassie-Brillant Blue G-250 boyast
kullanilmistir. Bu boyama metodunun esast boyanin asidik pH’da proteinlere
baglanmasidir. Jeller, Coomassie Blue ¢ozeltisi (% 50 metanol (v/v); % 10 asetik
asit (v/v) ve % 0,05 Coomassie Brillant Blue G-250(w/v)) ile 1 saat boyunca
yavasca ¢alkalanmigtir. Jelde olusan mavi renk % 40 metanol (v/v) ve % 10 asetik

asitten (v/v) olusan cozelti ile gece boyu yikanmustir.
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3.2.6. Seliilazin Tutuklama Metodu ile Immobilizasyonu

Immobilizasyon prosediiriinde, %80 (w/v) amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapilan seliilaz enzimi kullanilirken TPP ile deristirilen orta fazdan elde edilen
seliilaz optimizasyonlar tamamlaninca TPP ile deristirilmeyen seliilazla kiyas i¢in
kullanilmistir. Oncelikle 0,5 mg protein igeren, toplam hacmi 1 mL olan seliilaz
preparati, 50 mM pH 4,5 Na-Asetat tamponunda hazirlanmistir. Uzerine 1 mL
%2 (w/Vv) aljinat ¢ozeltisi eklenmistir. Karisim iyice vortekslenmistir. Ardindan
bir siringaya doldurulan enzim-aljinat karisimi, diiz uglu igne vasitasiyla,
%1 (w/v) asetik asit igerisinde hazirlanip siizge¢ kagidindan siiziilerek %0,5 (w/v)
kitosan iceren, 50 mL 0,15 M CaCl. ¢dzeltisine yavas yavas damlatilmistir. Islem
bir buz banyosu icerisinde gerceklestirilip, damlatma bitince beherin agz1 hemen
parafin yardimiyla kapatilmistir. 3 saat buzda immobilizasyon iglemi daimi
karistirma esliginde gergeklestirilmistir. Immobilizasyon siiresi sona erince, bir
Nuge erleni ve bir filtreli Nuge hunisi yardimi ile su trompu sistemi kullanilarak
Ca-aljinat mikrokiireler, 100 mL 50 mM, pH 4,5 Na-Asetat tamponu ile
yikanmustir. Daha sonra mikrokiireler 15 mL %0,5 (v/v) glutaraldehit (GA) ile 2
saat boyunca, oda sicakliginda siirekli karistirilarak muamele edilmistir. Stire
sonunda yine ayni siizme-yikama diizenegi kullanilarak 100 mL 50 mM,
Na-Asetat tamponu ile mikrokiireler yikanmistir. GA ile muamale islemi
tamamlaninca mikrokiireler sayilmis, adedi kaydedilmis ve aktivitesi tayin

edilmistir.

3.2.6.1. Aljinat konsantrasyonu optimizasyonu

Aljinat konsantrasyonu optimizasyonunda, genel prosediir uygulanmis
olup sadece sistemde kullanilan aljinat konsantrasyonu degistirilmistir. Sistemde
enzim; 0,5 mg baslangi¢ proteini ile, %0,5 (w/v) kitosan igeren 0,15 M CaCl.
¢ozeltisi igerisine damlatilarak, 3 saat immobilize edilip, %0,5 (v/v) GA ile 2 saat
capraz baglanmistir. Sisteme eklenen enzim-aljinat karisimi olusturulurken, %1,
%2, %3 ve %4 (w/v) aljinat g¢ozeltileri kullanilarak immobilizasyon islemleri
gerceklestirilmistir. Immobilizasyon sonrasinda, hazirlanan mikrokiirelerin sayis

belirlenmis ve aktivitesi tayin edilmistir.
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3.2.6.2. Kalsiyum Kkloriir (CaCl,) konsantrasyonu optimizasyonu

CaCl: konsantrasyonu optimizasyonunda, yine genel prosediir uygulanmig
olup sadece sistemde kullanilan CaCl. konsantrasyonu degistirilmistir. Sistemde
enzim; 0,5 mg baslangi¢ proteini ile %2 (w/v) aljinat ¢ozeltisi karigtirilarak,
%0,5 (w/v) kitosan varligindaki farkli konsantrasyonlardaki CaCl. ¢ozeltilerine
damlatilip, 3 saat immobilize edilip, %0,5 (V/v) GA ile 2 saat ¢apraz baglanmistir.
Bu denemede 0,10 M; 0,15 M ve 0,20 M CaCl. ¢ozeltileri kullanilarak
immobilizasyonlar gergeklestirilmistir. Immobilizasyon sonrasinda, hazirlanan

mikrokiirelerin sayisi belirlenmis ve aktivitesi tayin edilmistir.

3.2.6.3. Kitosan konsantrasyonu optimizasyonu

Kitosan konsantrasyonu optimizasyonunda, yine genel prosediir
uygulanmis olup sadece sistemde kullanilan kitosan konsantrasyonu
degistirilmistir. Sistemde enzim; 0,5 mg baslangi¢ proteini ile %2 (w/v) aljinat
cozeltisi kanstirilarak, farkli konsantrasyonlarda kitosan igeren 0,15 M CaClz
¢ozeltilerine damlatilip, 3 saat immobilize edilip, %0,5 (v/v) GA ile 2 saat ¢apraz
baglanmistir. Bu denemede %0,25, %0,50 ve %0,75 (w/v) kitosan i¢eren CaCl.
cozeltileri kullamlarak immobilizasyonlar gergeklestirilmistir. Immobilizasyon
sonrasinda, hazirlanan mikrokiirelerin sayis1 belirlenmis ve aktivitesi tayin

edilmistir.

3.2.6.4. immobilizasyon siiresi optimizasyonu

Immobilizasyon siiresi optimizasyonunda, yine genel prosediir uygulanmis
olup sadece enzimin immobilizasyon siiresi degistirilmistir. Sistemde enzim; 0,5
mg baslangic proteini ile %2 (w/v) aljinat ¢ozeltisi karistirilarak, %0,5 (w/v)
kitosan iceren 0,15 M CaCl. ¢ozeltisine damlatilip, farklh siirelerde immobilize
edilip, %0,5 (v/v) GA ile 2 saat ¢apraz baglanmistir. Bu denemede 3, 6 ve 15
saatte immobilizasyon islemi gerceklestirilmistir. Immobilizasyon sonrasinda,

hazirlanan mikrokiirelerin sayis1 belirlenmis ve aktivitesi tayin edilmistir.
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3.2.6.5. Capraz baglayic1 (Glutaraldehit, GA) konsantrasyonu

optimizasyonu

Glutaraldehit (GA) konsantrasyonu optimizasyonunda, Yyine genel
prosediir uygulanmis olup sadece sistemde kullanilan GA konsantrasyonu
degistirilmistir. Sistemde enzim; 0,5 mg baslangi¢ proteini ile %2 (w/v) aljinat
cozeltisi kanistirilarak, %0,5 (w/v) kitosan igeren 0,15 M CaCl. ¢ozeltisine
damlatilip, 3 saat immobilize edilip, farkli konsantrasyonlardaki GA ile 2 saat
capraz baglanmistir. Bu denemede %0,5; %1,0; %2,0; %3,0; %4,0 ve %5,0 (V/v)
GA cozeltileri ile capraz baglama islemleri gerceklestirilmistir. immobilizasyon
sonrasinda, hazirlanan mikrokiirelerin sayisi belirlenmis ve aktivitesi tayin

edilmistir.

3.2.6.6. Capraz baglanma siiresinin optimizasyonu

Capraz baglanma siiresinin optimizasyonunda, yine genel prosediir
uygulanmis olup sadece immobilizasyon sisteminde Ca-Aljinat mikrokiirelerin
capraz baglanma siiresi degistirilmistir. Sistemde enzim; 0,5 mg baslangi¢ proteini
ile %2 (w/v) aljinat ¢ozeltisi karistirilarak, %0,5 (w/v) kitosan igeren 0,15 M
CaCl. ¢ozeltisine damlatilip, 3 saat immobilize edilip, %2,0 (v/v) GA ile farkli
stirelerde ¢apraz baglanarak immobilize edilmistir. Bu denemede 15, 30, 60, 120
ve 180 dk’lik ¢apraz baglama islemleri gerceklestirilmistir. Immobilizasyon
sonrasinda, hazirlanan mikrokiirelerin sayis1 belirlenmis ve aktivitesi tayin

edilmistir.

3.2.6.7. Protein miktari optimizasyonu

Protein miktar1 optimizasyonunda, yine genel prosediir uygulanmis olup
sadece sisteme baslangicta eklenen protein miktar1 degistirilmistir. Sistemde
enzim; farkli miktarlarda baslangi¢c proteinleri ile %2 (w/v) aljinat g¢ozeltisi
karistirilarak, %0,5 (w/v) Kitosan igeren 0,15 M CaClz ¢ozeltisine damlatilip, 3
saat immobilize edilip, %2,0 (v/v) GA ile 2 saat ¢apraz baglanmistir. Bu deneme,

0,25; 0,50; 0,75; 1,00 ve 1,50 mg baslangi¢c enzimi kullanilarak kurulan farkli
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sistemler ile gerceklestirilmistir. Immobilizasyon sonrasinda, hazirlanan

mikrokiirelerin sayis1 belirlenmis ve aktivitesi tayin edilmistir.

3.2.6.8. Tekrarlanabilirlik denemesi

Tekrarlanabilirlik denemesinde, optimum kosullar1 belirlenmis olan enzim
immobilizasyonu prosediirii, 4 tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Sistemde enzim;
0,5 mg baslangi¢c proteini ile %2 (w/v) aljinat ¢ozeltisi karistirilarak, %0,5 (w/v)
kitosan igeren 0,15 M CaCl. ¢6zeltisine damlatilip, 3 saat immobilize edilip,
%2,0 (v/v) GA ile 2 saat capraz Dbaglanarak immobilize edilmistir.
Immobilizasyon sonrasinda, hazirlanan mikrokiirelerin sayis1 belirlenmis ve

aktivitesi tayin edilmistir.

Tiim optimizasyonlarda, aktivite ve protein tayinleri liglii setler kurularak

gerceklestirilmistir.
3.2.7. immobilize ve Serbest Seliilazlarin Karakterizasyonu

3.2.7.1. Optimum sicakhik

Immobilize ve serbest formdaki seliilazlar i¢in optimum calisma sicaklig
belirlenmesi denemeleri gergeklestirilmistir. Bu karakterizasyon ¢alismasinda yine
DNS ile aktivite tayini yapilmistir. Denemede hem serbest hem de immobilize
enzimler, substratlar1 ortama ilave edildikten sonra farkli sicakliklardaki su
banyolarinda 5 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra DNS eklenerek 10 dk kaynar su
banyosunda bekletilip, normal prosediire gore aktiviteleri okunmustur. Optimum
sicaklik denemesinde enzimler; 40, 50, 60, 65, 70, 80 ve 90 “C’lik su banyolarinda

inkiibe edilmistir.

3.2.7.2. Optimum pH

Immobilize ve serbest formdaki seliilazlar i¢in optimum calisma pH’1
belirlenmesi denemeleri gergeklestirilmistir. Denemede serbest enzimler, ilgili

pH’daki tamponda seyreltilip kullanilirken, immobilize enzimlere ilgili pH’daki



64

tamponlardan 0,25 mL eklenerek reaksiyon diizenegi kurulmustur. Enzimler
substrat ortama ilave edildikten sonra 50 °C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra
DNS eklenerek 10 dk kaynar su banyosunda bekletilip, normal prosediire gore
aktiviteleri okunmustur. Optimum pH denemesinde, pH’1 2,5; 3,0; 4,0; 4,5; 5,0;
5,5; 6,0 ve 6,5 olan tamponlar kullanilmistir. pH 2,5 ve pH 3,0 i¢in glisin-HCI
tamponu, pH 4,0 ile pH 5,5 arasindaki denemelerde Na-Asetat tamponu ve pH 6,0

ile pH 6,5’da gergeklestirilen denemelerde ise Na-Fosfat tamponu kullanilmustir.

3.2.7.3. pH kararhhg

Immobilize ve serbest formdaki seliilazlar i¢in pH kararlihig: denemeleri
gergeklestirilmistir. Denemede serbest enzimler, ilgili pH’daki tamponda
seyreltilip kullanilirken (0,25 mL), immobilize enzimlere ilgili pH’daki
tamponlardan 0,25 mL eklenmistir. Ardindan, serbest ve immobilize enzimlere ait
bu deney diizenekleri 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir. On inkiibasyon siiresi
tamamlaninca enzimlere substrat ilave edildikten sonra 50 °C’de 5 dk inkiibe
edilmistir. Sonra da DNS eklenerek 10 dk kaynar su banyosunda bekletilip,
normal prosediire gore aktiviteleri okunmustur. pH kararliligi denemesinde; pH’1

4,0; 4,5; 5,0; 5,5 olan 50 MM Na-Asetat tamponu kullanilmustir.

3.2.7.4. Termal kararhhk

Immobilize ve serbest formdaki seliilazlar igin termal kararlilik denemeleri
gerceklestirilmistir. Bu denemede serbest ve immobilize enzimler, farkl
sicakliklardaki su banyolarinda 30 dk 6n inkiibe edilmistir. Ardindan enzimlere
substrat ilave edildikten sonra 50 °C’de 5 dk inkiibe edilmislerdir. Sonra da DNS
eklenerek 10 dk kaynar su banyosunda bekletilip, normal prosediire gore
aktiviteleri okunmustur. Termal kararlilik denemesinde enzimler; 30, 40, 50, 60,

70, 80 ve 90 °C’de 6n inkiibasyona ugratilmistir.

3.2.7.5. Zamana bagh termal kararhhk

Immobilize ve serbest formdaki seliilazlar igin zamana bagli termal

kararlilik denemeleri gerceklestirilmistir. Bu denemede serbest ve immobilize
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enzimler, 37 °C’deki su banyosunda farkli siirelerde inkiibe edilmistir. Ardindan
enzimlere substratlart ilave edildikten sonra 50 ‘C’de 5 dk inkiibe edilmislerdir.
Sonra da DNS eklenerek 10 dk kaynar su banyosunda bekletilip, normal
prosediire gore aktiviteleri okunmustur. Zamana baglhh termal kararlilik
denemesinde enzimler; 20, 30, 60, 120 ve 180 dk sireler ile 37 °C’de 6n

inkiibasyona ugratilmistir.

3.28. Tuz Coktiirmesi ile Deristirilmis ve TPP ile Kismi
Saflastirllmus Seliilazlarla Hazirlanan immobilize Enzimlerin

Salinim Ozellikleri

%80 (w/v) amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilan seliilazin optimum
immobilizasyon kosullar1 yukarida agiklanan yontemlerle belirlenmistir. TPP nin
immobilizasyon verimine etkisinin anlagilmasi adina, TPP sistemi ile saflastirilan
seliilaz (orta faz) enzimi de bu optimum kosullar altinda immobilize edilmistir.
Sistemde enzim; 0,5 mg baslangi¢ proteini ile %2 (w/v) aljinat c¢ozeltisi
karistirilarak, %0,5 (w/v) kitosan igeren 0,15 M CaCl. ¢ozeltilsine damlatilip, 3
saat immobilize edilip, %2,0 (v/v) GA ile 2 saat gapraz baglanarak immobilize
edilmistir. Ileriki denemelerde her iki immobilize enzim de kullanilacagindan
Otliri, yeni hazirlanan bu immobilize enzime TPP-immobilize seliilaz,
optimizasyonlarda kullanilan ve %80 amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilan seliillaza

ise AS-immobilize seliilaz denilmistir.

3.2.8.1. AS-immobilize seliilaz ile TPP-immobilize seliilazin pH’va

bagh salimim ozellikleri

AS-immobilize enzim ve TPP-immobilize enzim mikrokiirelerin pH’ya
bagli salinim ve calisma potansiyelleri belirlenmigstir. Denemede iki enzim
grubunun da 37 ‘C’de 30 dk farkli tamponlarda 6n inkiibe edildigi kosulda;
ortama saldigi ve o pH ortamindan disar1 alindiginda ne kadar aktivite
gosterdigine dair sonuclar belirlenmistir. Calismada pH; 1,0; 1,2; 1,5; 2,0; 3,0;
3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 ve 6,0’daki tamponlar ile denemeler gergeklestirilmis olup;
pH 1,0 ve pH 2,0 arasindaki denemelerde HC1-NaOH tamponu, pH 3,0 ve pH
3,5’daki denemelerde glisin-HCl tamponu, pH 4,0 ile pH 5,5 arasindaki
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denemelerde Na-Asetat tamponu ve son olarak pH 6,0’daki denemede ise Na-

Fosfat tamponu kullanilmistir.

3.2.8.2. Tekrar kullanilabilirlik

AS-immobilize ve TPP-immobilize mikrokiirelerin tekrar
kullanilabilirliklerinin belirlendigi bu c¢alismada, her iki immobilize enzim
grubunun normal kosullar altinda aktiviteleri okunmustur. Daha sonra reaksiyon
ortamindan geri alinan enzimler 50 mM, pH 4,5 Na-Asetat tamponu ile
yikanmistir. Ardindan yikanmis ve bir kez aktiviteleri ol¢lilmiis enzimlere yeniden
taze substrat eklenerek aktiviteleri normal prosediire gére okunmustur. Bu islem
bir kez daha ayni sekilde gerceklestirilmistir. Her iki immobilize enzim ard arda
3’er kez basari ile kullanilabilmis ve aktivitelerini yiiksek oranda koruyarak
calismislardir. Ancak {i¢iincii denemenin ardindan tiim boncuklarin fiziksel
stabilitesi kaybolup, erimeye baslamalar1 sebebiyle dordiincii kez kullanim soz

konusu olamamustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Seliilazin Tuz (AS) Coktiirmesi Metoduyla Kismi Deristirilmesi

Trichoderma reesei

kaynakli

selilazin, deristirilmesi ve safliginin

artirllmasi amaci ile gerceklestirilen %80 (w/v) amonyum stilfat ¢oktliirmesine ait

sonuclar Cizelge 4.1°de, tuz ¢oktiirmesi sonras1 gergeklestirilen diyaliz isleminin

fotografi ise Sekil 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 %80 (w/v) Amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ham ekstrakta etkisi.

Total Total Spesifik | Aktivite | Protein |Saflastirma
Aktivite | Protein Aktivite Verimi Verimi Kati
L) (mg) (U/mg) (%) (%) (fold)
BASLANGIC*
SELULAZ 3380 73 46 100 100 1
%380 (w/v) AS
COKTURMESI 1492 63 24 44 86 0,5

*Seliilaz: 500 mg / 25 mL

Sekil 4.1 Amonyum siilfat (AS) ¢oktlirmesi sonrasi pelletin diyalizi.

[k olarak Trichoderma reesei kaynakli ticari seliilaz enzimi %80 (w/v)

oraninda amonyum siilfat kullanilarak deristirilmistir. Bu islem ve devaminda

gerceklestirilen diyaliz prosediirii ile hem ticari enzimin igerisinde bulunmasi olasi
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koruyucular1 uzaklastirmak hem de TPP ve immobilizasyon islemlerinde
kullanmak {iizere daha derisik bir protein ¢ozeltisi elde etmek hedeflenmistir.
20 mg/mL baslangi¢ konsantrasyonu ile hazirlanan seliilaz preparati, baglangigta
toplamda 3380 U aktiviteye sahip ve 73 mg protein icermektedir. %80 (w/v) AS
coktiirmesi sonrasi toplamda 1492 U aktivite ve 63 mg protein miktar1 ile
24 (U/mg) spesifik aktivite ile seliilaz enzimi deristirilebilmistir. %44 verimle
aktivite korunmus ve %86 verimle de protein ¢oktiirmesi gergeklestirilmistir.
Burada gozlenen ciddi orandaki aktivite diislisii, enzim koruyucularinin ve
ortamda bulunmasi olasi ekstraseliiler renk bilesenlerinin (ki toz formdaki enzim
kismi sar1 idi) DNS metoduna girisim yapmis olabilmesi ihtimaline dayandirilarak

aciklanabilmektedir.

Literatiir incelendiginde, selillaz enziminin farkli c¢alisma gruplarn
tarafindan da amonyum siilfat ¢oktiirmesi metoduyla saflastirildigi ¢alismalara
ulagilabilmektedir. Megha ve arkadaslar1 (2015), kendi hazirladiklar1 besiyerinde
irettikleri Aspergillus terreus’dan izole ettikleri intraseliiler seliilaz enzimini,
amonyum siilfat kullanarak saflagtirmislardir. Ham seliilaz preparatina, %0-100
arasi oranlarda tuz ¢oktiirmesi uygulamislar ve seliilaz enzimini 12,69 (U/pg)
spesifik aktivite, 76,9 (ug/ml) protein miktar1 ve 976,4 (ml indirgen seker/1saat)
aktivite ile %60-80 (w/v) amonyum siilfat doygunlugunda maksimum oranda
¢oktlirebilmisglerdir. Milala ve arkadaslari (2014), dari sapmin kullanildig:
besiyerinde trettikleri Rhizopus stolonifer tiiriinden ekstraseliiler seliilaz
izolasyonu gerceklestirmislerdir. Yaptiklar1 ¢calismada, etkin saflastirma i¢in kaba
ekstrakta ~ %20-90  (w/v) oraninda  amonyum  siilfat  ¢oktiirmesi
gerceklestirmislerdir. Denemenin neticesinde seliilaz enzimini, %74,2 aktivite
verimi ve 1,46 saflastirma kat1 ile %80 (w/v) amonyum siilfat doygunlugunda
basar1 ile deristirmislerdir. Bakare ve arkadaslar1 (2005), %0,2’lik (w/v) CMC
ortaminda biyiittikleri Pseudomonas fluorescens’e ait ekstraseliiler seliilaz
enzimini, amonyum siilfat ¢oktiirmesi metoduyla saflastirmislardir. Yaptiklar
calisgmada %90 (w/v) doygunlukta amonyum siilfat kullanmislardir. Calisma
sonucunda, P. fluorescens seliilaz1 %64 aktivite verimi ve 5.69 saflagtirma kati ile
basar1 ile saflagtirilmistir. Yapilan bu ¢alismalar ile bize ait bu tez kapsaminda
gerceklestirilen amonyum siilfat ¢Oktiirmesi adimi karsilastirildiginda, hem

ekstraseliiler hem de intraseliiler seliilazlar i¢cin %80-90 (w/v) amonyum siilfat
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doygunluklariin ideal araliklar oldugu goriilmektedir. Buradan yola ¢ikarak, bu
tez calismasinda, selillaz i¢in tuz ¢Oktlirmesi adimin ideal aralikta

gerceklestirilmis oldugu sdylenebilmektedir.

4.2. Seliilazin TPP Metodu ile Kismi Saflastirilmasi

Amonyum siilfat ¢oktliirmesi sonrast elde edilen selillaz enzimi, TPP
metodu ile deristirilmistir. TPP sistemlerinde temelde olusan ti¢ faz Sekil 4.2°de
verilmistir. Sekilde sol tiip 6rnege ait ve seliilazi iceren orta faza sahipken, sag tiip

kore aittir.

Sekil 4.2 Uglii-faz ayirma (TPP) sistemi (sol: seliilaz TPP orta fazi, sag: kor).
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4.2.1. Amonyum Siilfat (AS) Konsantrasyonu Optimizasyonu

Farkli konsantrasyonlardaki amonyum siilfat ile kurulan TPP sistemlerinin

orta fazlarina ait sonuglar Sekil 4.3’te verilmistir.

mmm Aktivite 3 |
Verimi (%) - 60
—4—Saflastirma
kati (fold)
g SEAIO
] 2 4 =
2 g
g £
E - 30 E
wn -
Z E
L] 1 i
W
- 15
0 -0
30 40 45 50 55 60 70
Amonyum Siilfat Konsantrasyonu (%, w/v)

Sekil 4.3 Amonyum siilfat (AS) konsantrasyonunun seliilaz enziminin saflagtirilmasina etkisi.

Gergeklestirilen deneme neticesinde, seliilaz enzimi %61 aktivite verimi
ve 0,94 saflastirma kat1 ile %50 (w/v) amonyum siilfatla hazirlanan sistemde
basari ile saflagtirllmistir. Sonraki tiim denemelerde %50 (w/v) amonyum siilfat

ile calisilmgtir.
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4.2.2. Enzim: T-Biitanol (v/v) Oram Optimizasyonu

Farkli enzim: tert-butanol oranlart ile kurulan TPP sistemlerinin orta

fazlarina ait sonuclar Sekil 4.4’te verilmistir.

mmmm Aktivite verimi 16 -
(%0) ’
- 60
—&#—Saflastinna
kati(fold)

= - 45
—_—
=3 S
g =
£
< 08 - £
g -3 2
o W
o= -
S =
-

. 15

0,0 - -0
1:0.5 1:0.75 1:1 1:1.5 1:2
Enzim / t-biitanol orani (v/v)

Sekil 4.4 Enzim: t-biitanol oraninin seliilaz enziminin saflastirilmasina etkisi.

Gergeklestirilen deneme neticesinde, seliillaz enzimi %55 aktivite verimi
ve 1,10 saflagtirma kat1 ile 1:1 enzim: tert-biitanol (v/v) orami ile hazirlanan
sistemde basar1 ile saflastirilmistir. Sonraki tiim denemelerde 1:1 enzim: tert-

biitanol (v/v) orani ile ¢alisiimistir.
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4.2.3. Sistem pH’1 Optimizasyonu

Farkli pH’larda kurulan TPP sistemlerinin orta fazlarma ait sonuglar

Sekil 4.5°te verilmistir.

. A ktivite verimi
(%) e
== Saflastuma kati L2
(fold)
=)
g 08 - - 40 ;\;
= =
) £
¢
g - 20 3
04 - =
% “
0.0 - -0
3 4 4.5 5 5.5 6.5 7
pH

Sekil 4.5 TPP ortam pH’1nin seliilaz enziminin saflagtirillmasina etkisi.

Gergeklestirilen deneme neticesinde, seliilaz enzimi %61 aktivite verimi
ve 1,05 saflagtirma kati ile (kendi pH’1 olan) pH 4,5’da hazirlanan sistemde basari

ile saflastirilmistir. Sonraki tiim denemeler pH 4,5’da gergeklestirilmistir.
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4.2.4. Protein Miktar1 Optimizasyonu

Farkli protein konsantrasyonlar ile gerceklestirilen TPP sistemlerinin orta

fazlarina ait sonug Sekil 4.6’da verilmistir.

 Alktivite verimi (%)
- 180
2 -
=#—Saflagtima kat1
(fold)
- 135
1.5 4
E —_
g g
z -
g ! - 90 E
2 2
= )
g Z
] 05 - 45 -
0 - I I l 0
0.05 0.1 02 0.3 04 0.5
Protein miktar1 (mg)

Sekil 4.6 TPP baslangi¢ protein miktarinin, seliilaz enziminin saflastirilmasina etkisi.

Gergeklestirilen deneme neticesinde, seliilaz enzimi %113 aktivite verimi
ve 1,42 saflagtirma kati ile 0,1 mg enzim (protein miktar) ile hazirlanan sistemde

basari ile saflastiriimistir.
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4.2.5. Tekrarlanabilirlik Denemesi

Elde edilen optimum kosullarda ve 5°li tekrar seklinde kurulan TPP

sistemlerinin orta fazlarina ait sonuclar Sekil 4.7°de verilmistir.

A ktivite verimi
(%9)
=4=—{Saflastima kat1
(fold) - 100
1.0
~_
E —_
£ Y
g g
-4 ‘E
=
£ 50 %
= 0.5 =
=
3 e
F 25
0,0 - -0
1 2 3 4 5
Tekrar sayisi

Sekil 4.7 TPP sisteminin tekrarlanabilirligi.

Gergeklestirilen tekrarlanabilirlik denemesinde sonuglar birbirine paralel

cikmis olup, seliilaz enzimi maksimum %112 aktivite verimi ile saflastirilmistir.
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4.2.6. Ol¢ek Biiyiitme Denemesi

Belirlenen optimum kosullarin kullanildigi 6l¢ek biiyiitme denemesine

iliskin sonuclar Sekil 4.8’de verilmistir.

mm Aktivite verimi L5 -
(%)
- 100
—4— Saflagtirma kat1
(fold)
g 10 -
) &
g £
g 50 &
b
g 05 e
@
0.0 0
1X 2X 33X 4X 5X
Olceklendirme kati

Sekil 4.8 TPP’de 6l¢ek biiyiitme.

Gergeklestirilen Olgek biiylitme denemesinde sonuglar birbirine paralel
cikmig olup selillaz enziminin saflastirilmasinda, belirlenen optimum TPP

kosullariin 6l¢ek biiyiitmeye uygun oldugu belirlenmistir.



76

4.2.7. TPP Optimum Sonuclari

Seliilaz enziminin saflastirilmasina ait optimum kosullarda gerceklestirilen

TPP sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Seliilaz enziminin TPP ile saflastirilmasina ait sonuglar.

Toplam Toplam Spesifik | Saflastirma | Aktivite
Adim aktivite protein aktivite kati verimi
(V) (mg) (U/mg) (fold) (%)

Ham seliilaz

3,33 0,10 33 1 100
(%80 w/v AS)
TPP orta faz 3,76 0,08 47 1,42 113
TPP alt faz 0,00 0,03 0 0 0

Bu tez c¢aligmasi kapsaminda ikinci adim olarak, %80 (w/v) amonyum
siilfat ¢oktiirmesi gergeklestirilmis ve Na-Asetat tamponuna karsi diyalizlenmis
seliillaz enziminin, TPP metodu ile deristirilmesi gergeklestirilmistir. Amonyum
silfat tuzu, tert-biitanol ve enzimden olusan sistemin; amonyum  stilfat
doygunlugu, enzim: t-biitanol orani, sistem pH’1 ve sisteme yiiklenen baslangic
protein miktar1 parametreleri genis araliklarda caligilarak, TPP sistemi optimize
edilmistir. Kurulan tiim sistemlerde Trichoderma reesei seliilazi orta fazda

belirgin bir verim farki ile saflastirilmis ve deristirilmistir.

Yapilan TPP optimizasyonlar1 sonucunda; seliilaz enzimi, %50 (w/v)
amonyum siilfat doygunlugunda, 1:1 (v/v) enzim: t-biitanol orani ile kendi
pH’sinda (pH 4,5) ve 0,1 mg baslangic proteini ile kurulan sistemle

saflagtirildiginda %113 aktivite verimi ve 1,42 saflastirma kati ile maksimum
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kosullarda basar1 ile deristirilmistir. Bu saptanan optimum kosullarin
tekrarlanabilirligi, 5°li set halinde kurulan TPP diizenekleri ile ispat edilmistir.
Yapilan tekrar denemesinde es kosullarda gerceklestirilen TPP sistemlerinde sirasi
ile %103, %107, %112, %95 ve %103 aktivite verimleri elde edilmis ve yine bu
sistemlerde seliilaz enzimi swras1 ile 1,12; 1,15; 1,12; 1,27 ve 1,12 Kkat
saflagtirilabilmigtir.  Sistemin tekrarlanabilirligi ispatlandiktan sonra olgek
bliylitme denemesi gergeklestirilmistir. Bu denemede ise optimize ettigimiz TPP
sisteminin, endistriyel alanda kullanilabilirliginin oOlg¢iilmesi hedeflenmistir.
Yapilan tim optimizasyon denemelerinde standart olarak 2 mL enzim ile
baslatilan diizenekler kurulmustur. Olgek biiyiitmede ise 1, 2, 3, 4 ve 5 kat
biiylitme ¢alisildigindan 2, 4, 6, 8 ve 10 mL’lik diizenekler kurulmus ve sirast ile
%95, %95, %95, %107 ve %106 aktivite verimi elde edilmis ve seliillaz enzimi

yine sirasi ile 1,36; 1,19; 1,43; 1,31 ve 1,31 kat saflagtirilmigtir.

Literatiir incelendiginde, TPP ile saflastirilan pek ¢ok enzim ve enzim
grubunun oldugunu gorebilmekteyiz. Bu kapsamda yapilan calismalara biraz
deginecegiz. Duman ve Kaya (2013), kuru nohuttan izole ettikleri f-galaktozidaz
enzimini, TPP sistemini kullanarak basarili bir sckilde saflagtirmislardir.
Yaptiklart c¢alismada tuz olarak amonyum siilfat, alkol olarak ise tert-biitanol
kullanmislar ve sistemin degisken parametrelerini optimize etmislerdir. Nohut
B-galaktozidazi i¢in tespit ettikleri optimum TPP kosullart; %60 (w/v) amonyum
siilfat doygunlugu, 1:0,5 (v/v) enzim: t- biitanol orant ve pH 6,8 olmustur. Bu
optimum kosullar altinda, nohuttan -galaktozidaz enzimini %133 aktivite verimi
ve 10,1 saflastirma kat1 ile basaril1 bir sekilde saflastirmiglardir. Yine Duman ve
Kaya (2014), patates yumrularindan invertaz saflastirmak amaciyla bir TPP
diizenegi olusturmuslardir. Bulduklar1 optimum kosullar olan %25 (w/v)
amonyum siilfat doygunlugunda ve 1:1 (v/v) enzim: t-biitanol orani ile kurduklar
sistemde invertaz enzimini, %156 aktivite verimi ve 12,8 saflastirma kati ile
basariyla saflagtirmislardir. Roy ve arkadaslar1 (2005), ticari Pectinex ultra SP-L
enzimini kullanarak TPP metodu ile enzim saflastirmast denemesi
gerceklestirmislerdir. ilk olarak iire ile denatiire ettikleri, pektinolitik enzimler ile
hemiseliilazlar ve seliillazlardan olusan karigima ait enzimleri deristirmislerdir.
Kurduklart TPP diizenegi ile hepsi Aspergillus aculeatus kaynakli enzimlerden;

selillaz enzimini %94 aktivite verimi ve 73 kat saflastirma kati ile, sellobiaz
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enzimini %98 aktivite verimi ve 65 kat saflastirma kati ile, son olarak da
B-galaktozidaz enzimini %90 aktivite verimi ve 101 kat saflastirma kati ile
basaril1 bir sekilde saflastirmislardir. Ozer ve arkadaslar1 (2010), taze domatesten
invertaz enzimini izole etmek i¢in TPP metodunu kullanmislardir. Yaptiklari
calisgmada degisken parametreleri optimize ederek, domates invertazi igin
maksimum verimle saflastirma kosullarin1 saptamislardir. Invertaz enzimi, %50
(w/v) amonyum siilfat doygunlugunda, 1:1 (v/v) enzim: tert-biitanol orani ile ve
pH 4,5°da kurulan TPP sisteminde, %190 aktivite verimi ve 8,6 saflastirma kati
ile bagarili bir sekilde saflastirilmistir.

Shankar ve arkadaslar1 (2014), Trichoderma sp. kaynakli seliillaz enzimini
TPP metodunu kullanarak ve sisteme ekstra olarak kitosan molekiilii ekleyerek
saflastirmislardir. Kurduklar1 TPP sisteminde seliillaz enzimini, orta fazda ve
kitosana bagl vaziyette saflastirmiglardir. Calisma neticesinde Trichoderma sp.
seliilazt 1,369 saflastirma kati ile basar1 ile saflastirilabilmistir. Dobreva ve
arkadaslar1 (2019), Rhizopus arrhizus’tan lipaz enzimini, amonyum siilfat ve tert-
biitanol  kullanarak kurduklar1 TPP sistemi ile Dbasarithh bir sekilde
saflagtirabilmistir. Yaptiklar: ¢alismada R. arrhizus lipazini, %30 (w/v) amonyum
stilfat doygunlugunda, 1:0,5 (v/v) enzim: t-biitanol orani ile pH 7,0’de kurulan
sistemle (optimum kosullar) %71 aktivite verimi ve 19,1 saflastirma kati ile orta
fazda basan ile saflastirabilmislerdir. Ketnawa ve arkadaslar1 (2017) yaptiklari
literatiir taramasinda TPP metodu ile deristirilen baz1 enzimler ve deristirilme
verimlerine ait veriler elde etmislerdir. Bu ¢alismalardan ilki portakal kabugundan
peroksidaz enziminin izolasyonudur. %50 (w/v) amonyum siilfat doygunlugunda,
1:1,5 (v/v) enzim: t-biitanol orani ile pH 6,0’da gergeklestirilen TPP denemesinde,
peroksidaz enzimi %93,96 aktivite verimi ve 18,29 saflastirma kati ile basari ile
saflagtirilmistir.  Yapilan baska bir calismada, %40 (w/v) amonyum siilfat
doygunlugunda, 1:0,75 (v/v) enzim: t-biitanol oram ile pH 7,0’de kurulan TPP
sistemi ile incir agacindan fisin (proteaz sinift enzim) enzimi %167 aktivite verimi
ve 6,04 saflastirma kat1 ile basariyla saflastirilmistir. Bu kapsamda yapilan bir
baska calismada, dev yayin baliginin i¢ organlarindan alkalin proteazlarin
izolasyonunda ve saflastirilmasinda TPP metodu kullanilmistir.  Alkalin
proteazlar, %50 (w/v) sodyum sitrat doygunlugunda, 1:0,5 (v/v) enzim: t-biitanol

orani ile pH 8,0’de kurulan sistem ile %220 aktivite verimi ve 5,04 saflagtirma
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kat1 ile basarryla saflastirilmistir. ilgili literatiirde belirtilen bir baska ¢alismada ise
pasifik beyaz karidesinin hepatopankreasindan (bir sindirim bezi) proteaz
saflagtirilmasinda  TPP metodu kullanilmistir. %30 (w/v) amonyum siilfat
doygunlugunda, 1:1 (v/v) enzim: t-biitanol orami ile kurulan sistemde proteaz
enzimi, %76 aktivite verimi ve 2,6 saflastirma kati ile basariyla

saflastirilabilmistir.

Balakrishnan ve arkadaslar1 (2013), ksilanaz enzimini Trichoderma sp.’den
TPP metodu ile saflastirmislardir. %50 (w/v) amonyum siilfat doygunlugu ve
0,5:1,0 (v/v) enzim: t-biitanol oram ile kurduklar1 sistem ile ksilanaz enzimini
%56,58 aktivite verimi ve 7,13 saflastirma kat1 ile tek adimda basar1 ile
saflastirmislardir. Chew ve arkadaslar1 (2018), yaptiklar literatiir aragtirmasinda,
TPP sistemlerinin  kullanildigi pek ¢ok enzim saflagtirma ¢alismasinin
sonucglarindan bahsetmistir. Burada ise bu caligmalardan, en yiiksek verimle
saflastirilan birka¢ ornekten bahsedilecektir. ilk &rnek olarak TPP metodu ile
pepino meyvesinden (Solanum muricatum) %50 (w/v) amonyum siilfat
doygunlugunda, 1:1,5 (v/v) enzim: t-biitanol orani ile ve pH 5,25’de kurulan
sistemle %127 aktivite verimi ile alfa-galaktozidazin saflastirilmasindan
bahsedebiliriz. Farkli bir ¢alismada, ¢ekirdekli fasulye diye adlandirilan Abrus
precatorius meyvesinden, %49,5 (w/v) amonyum siilfat doygunlugunda,
1:1,15 (v/v) enzim: t-biitanol oranmi ile ve pH 5,2’de kurulan TPP sistemi ile
amilaz enzimi %156,2 aktivite verimi ile basari ile saflastirilabilmistir. Bir bagska
calismada ise asparaginaz enzimi, Capsicum annuum L. (bir ¢esit biber)’den
%350 (w/v) amonyum siilfat doygunlugunda, 1:0,75 (v/v) enzim: t-biitanol orani ile
ve pH 8,5’da kurulan TPP sisteminde %567,4 aktivite verimi ile olduk¢a basarili

bir sonugla saflastirilabilmistir.

4.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ve Molekiiler Kiitle Tayini

SDS-PAGE metodu ile gergeklestirilen mini jel-elektroforez sistemine

iligkin jel gortintiisii ve kullanilan marker’a ait veriler Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9 Trichoderma reesei seliilazina ilisgkin SDS-PAGE jel goriintiisii [ 1: Molekiiler kiitle
standartlari; 2 ve 3: Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonras1 6rnek (6 mg/mL protein); 4: Uglii-faz

ayirma (TPP) sonras1 6rnek (orta faz) (0,16 mg/mL protein)].

Gergeklestirilen SDS-PAGE’de %80 (w/v) amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapilan preparatin pek c¢ok bant icermesi sebebiyle kismi saflikta oldugu
goriilmiistiir. Uglii-faz ayirma (TPP) metoduyla kismi deristirilen seliilazin ise
yaklasik 69 kDa ve 19 kDa boyutlarinda iki farkli bant igerdigi gozlenmistir.
69 kDa boyutundaki ilk bantin seliillaz enzimi oldugu diisiiniilmektedir. 19 kDa
boyutundaki ikinci bantin ise farkli bir enzim olabilecegi ya da kiiciik molekiil
kiitleli bir endoglukonaz olabilecegi diisiiniilmektedir. Miettinen-Oinonen (2004),
Trichoderma reesei susuna ait temel selillaz komponentlerini ve molekiiler
agirliklarimi listelemistir. Trichoderma reesei’nin en ¢ok CBH 1 (CEL7A)
(Sellobiyohidrolaz I) enzimini iirettigini ve bu enzimin total {iretilen proteinin
yaklasik yaris1 miktarina denk geldigini belirtmistir. Miettinen-Oinonen’e gore;
CBH I ortalama 59-68 kDa, CBH II (CEL6A) ortalama 50-58 kDa, EG I (CEL7B)
ortalama 50-55 kDa, EG II (CEL5A) 48 kDa, EG III (CEL12A) 25 kDa, EG IV
(CEL61A) 34 kDa, EG V(CEL45A) 23 kDa, EG (Cel61B) 27 kDa ve EG
(Cel74A) ise 87 kDa molekiiler boyutta ifade edilmistir.
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4.4. Seliilazin Tutuklama Metodu ile immobilizasyonu

Immobilizasyon islemleri esnasinda, yikama prosediiriinde kullanilan
sistem ve Ca-Aljinat seliilaz mikrokiirelerin (¢apraz baglanmamis) fotografi Sekil

4.10’da verilmistir.

Sekil 4.10 Ca-Aljinat mikrokiireler (a) ve immobilizasyonda kullanilan Nuge erleni ve beherinden

olusan yikama sistemi (b).
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4.4.1. Aljinat Konsantrasyonu Optimizasyonu

Sadece aljinat konsantrasyonu degistirilerek kurulan immobilizasyon
sistemlerine iliskin sonuglar Sekil 4.11°de verilmistir. Elde edilen mikrokiireler

ise Sekil 4.12°de gosterilmistir.

60 -~
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Aljinat konsantrasyonu (%, w/v)

Sekil 4.11 Aljinat konsantrasyonunun immobilizasyon verimine etkisi (0,5 mg protein, %0,5 (w/v)

kitosan igeren 0,15 M CaCls, 3 saat immobilizasyon, %0,5 (v/v) GA, 2 saat ¢capraz baglama).

Sekil 4.12 Farkli konsantrasyondaki aljinatlar kullanilarak elde edilen seliilaz mikrokiireler.

Gergeklestirilen deneme neticesinde, seliilaz enzimi %2 (w/v) aljinatin

kullanildig: sistemde %61 aktivite verimi ile bagari ile immobilize edilmistir.
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4.4.2. Kalsiyum Kloriir (CaCl:) Konsantrasyonu Optimizasyonu

Sadece  kalsiyum kloriir konsantrasyonu degistirilerek  kurulan
immobilizasyon sistemlerine iliskin sonuglar Sekil 4.13°de verilmistir. Elde edilen

mikrokiireler ise Sekil 4.14’de gosterilmistir.
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Aktivite verimi (%)
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CaCl: konsantrasyonu (M)

Sekil 4.13 CaCl. konsantrasyonunun immobilizasyon verimine etkisi (0,5 mg protein, %2 (w/v)

aljinat, %0,5 (w/v) kitosan, 3 saat immobilizasyon, %0,5 (v/v) GA, 2 saat ¢apraz baglama).

Sekil 4.14 Farkli konsantrasyonda CaCl. ¢ozeltileri kullanilarak elde edilen seliilaz mikrokiireler.

Gergeklestirilen deneme neticesinde, seliilaz enzimi 0,15 M CaCly’lin

kullanildigr sistemde %59 aktivite verimi ile bagari ile immobilize edilmistir.
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4.4.3. Kitosan Konsantrasyonu Optimizasyonu

Sadece kitosan konsantrasyonu degistirilerek kurulan immobilizasyon
sistemlerine iliskin sonuclar Sekil 4.15°te verilmistir. Elde edilen mikrokiireler ise

Sekil 4.16’da gosterilmistir.

20 +

Aktivite verimi (%)
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Kitosan konsantrasyonu (%, w/v)

Sekil 4.15 Kitosan konsantrasyonunun immobilizasyon verimine etkisi (0,5 mg protein, %2 (w/v)

aljinat, 0,15 M CaClz, 3 saat immobilizasyon, %0,5 (V/V) GA, 2 saat ¢apraz baglama).

Sekil 4.16 Farkli konsantrasyondaki Kitosan ¢ozeltileri kullanilarak elde edilen seliilaz
mikrokiireler.

Gergeklestirilen deneme neticesinde, seliilaz enzimi %0,5 (w/v) kitosanin

kullanildig: sistemde %57 aktivite verimi ile bagar1 ile immobilize edilmistir.
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4.4.4. immobilizasyon Siiresi Optimizasyonu

Sadece immobilizasyon siireleri degistirilerek kurulan sistemlere iliskin

sonuclar Sekil 4.17°de verilmistir. Elde edilen mikrokiireler ise Sekil 4.18°de

gosterilmistir.
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Sekil 4. 17 immobilizasyon siiresinin immobilizasyon verimine etkisi (0,5 mg protein, %2 (w/v)
aljinat, %0,5 (w/v) kitosan i¢eren 0,15 M CaClz, %0,5 (v/v) GA, 2 saat ¢apraz baglama).

Sekil 4.18 Farkli siirelerde immobilize edilen seliilaz mikrokiireler.

Gergeklestirilen deneme neticesinde, seliillaz enzimi %48 aktivite verimi

ile 3 saatte basaril bir sekilde immobilize edilmistir.
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4.4.5. Capraz Baglayic1 Olarak Glutaraldehit (GA) Konsantrasyonu

Optimizasyonu

Farkli konsantrasyondaki glutaraldehit cozeltileri kullanilarak kurulan
sistemlere iliskin sonuglar Sekil 4.19°da verilmistir. Elde edilen mikrokiireler ise

Sekil 4.20°de gosterilmistir.
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Sekil 4.19 Glutaraldehit konsantrasyonunun immobilizasyon verimine etkisi (0,5 mg protein, %2

(w/v) aljinat, %0,5 (w/v) kitosan igeren 0,15 M CaClz, 3 saat immobilizasyon, 2 saat ¢apraz

baglama).

Sekil 4. 20 Farkli konsantrasyonda glutaraldehit kullanilarak elde edilen seliilaz mikrokiireler.

Gergeklestirilen denemede, selillaz enzimi %2 (v/v) glutaraldehitin

kullanildig: sistemde %66 aktivite verimi ile bagari ile immobilize edilmistir.
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4.4.6. Capraz Baglanma Siiresi Optimizasyonu

Capraz baglanma siireleri degistirilerek kurulan sistemlere iligskin sonuglar
Sekil 4.21°de verilmistir. Elde edilen mikrokiireler ise Sekil 4.22°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.21 Capraz baglanma siiresinin immobilizasyon verimine etkisi (0,5 mg protein, %2 (W/v)
aljinat, %0,5 (w/v) kitosan igeren 0,15 M CaClz, 3 saat immobilizasyon, %2 (v/v) GA).

Sekil 4.22 Farkli siirelerde capraz baglanarak elde edilen seliilaz mikrokiireler.

Gergeklestirilen deneme neticesinde, seliilaz enzimi %74 aktivite verimi

ile 2 saat ¢apraz baglanarak basarili bir sekilde immobilize edilmistir.
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4.4.7. Protein Miktar1 Optimizasyonu

Baglangi¢ protein miktarlarin1 degistirerek kurulan sistemlere iliskin

sonuclar Sekil 4.23’te verilmistir. Elde edilen mikrokiireler ise Sekil 4.24°te

gosterilmistir.
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Sekil 4.23 Protein miktarinin immobilizasyon verimine etkisi (%2 (w/v) aljinat, %0,5 (w/v)

kitosan igeren 0,15 M CaCls, 3 saat immobilizasyon, %2 (v/v) GA, 2 saat ¢apraz baglama).

Sekil 4.24 Farkli protein miktarlariyla kurulan sistemlerden elde edilen seliilaz mikrokiireler.

Gergeklestirilen denemede, seliillaz enzimi 0,5 mg protein ile kurulan

sistemde %53 aktivite verimi ile basar1 ile immobilize edilmistir.
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4.4.8. Tekrarlanabilirlik Denemesi

Yapilan optimizasyon ¢alismalar1 ile elde edilen optimum kosullarin
tekrarlanabilirliginin  belirlenmesi amaciyla optimum kosullarda 4 farkh
immobilizasyon sistemi kurulmustur. Kurulan sistemlere iliskin sonuglar Sekil

4.25°de verilmistir.
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Sekil 4.25 Optimum kosullarda immobilizasyonun tekrarlanabilirligi (0,5 mg protein, %2 (w/v)
aljinat, %0,5 (w/v) kitosan i¢eren 0,15 M CaCls, 3 saat immobilizasyon, %2 (v/v) GA, 2 saat

¢apraz baglama).

Gergeklestirilen optimum kosullarin tekrarlanabilirligi denemesinde, tiim
sonuglar birbirine yakin bulunmustur. Ayn1 sartlarda kurulan sistemlerde seliilaz
enzimi, maksimum %82 aktivite verimi ile basarili bir sekilde immobilize

edilmistir.
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4.4.9. Seliilaz Enziminin Immobilizasyon Sonug¢lari

Trichoderma reesei seliillazinin optimum verimle immobilizasyonuna ait

sonuglar Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3 Seliilaz enziminin immobilizasyon sonuglari.

Toplam aktivite | Aktivite verimi
Adim

() (%)

Ham seliilaz
13,91 100

(%80 wiv AS)

AS - Seliilaz
) 11,43 82

(Immobilize)

Immobilizasyon calismalar1 kapsaminda, %80 (w/v) amonyum siilfat
¢oktiirmesi yaptigimiz Trichoderma reesei seliilazini, tasiyict materyal olarak
aljinat sectigimiz, kitosan ile uygun sikilikta paketledigimiz ve ilaveten
glutaraldehit ile capraz bagladigimiz (tutuklama metodu ile) c¢alismalar
gerceklestirilmistir. Immobilizasyonda gerceklestirilen adimlara ait tiim degisken
parametreler genis ararliklarla calisilip, seliilaz immobilizasyonu igin optimum
kosullar belirlenmistir. Yaptigimiz optimizasyon denemeleri neticesinde, ticari
seliilaz enziminin; 0,5 mg enzim (protein miktar1) ve %2 (w/v) aljinat ile
baslatilan, %0,5 (w/v) Kkitosan i¢eren 0,15 M CacCl. igerisine damlatilan, 3 saatte
immobilizasyonun gergeklestigi, %2,0 (v/v) glutaraldehit ile 2 saatte g¢apraz
baglanan sistem ile en ideal sonuclarla immobilize edildigi belirlenmistir. Bu
optimum kosullarda gergeklestirilen immobilizasyon neticesinde seliilaz enzimi
maksimum %82 aktivite verimi ile basar1 ile immobilize edilmistir. Daha sonra
optimum kosullarin tekrarlanabilirligi denenmistir ve bu amagla optimum
kosullarda 4 seri immobilizasyon gerceklestirilmistir. Es  kosullarda

gerceklestirilen immobilizasyonlar neticesinde seliilaz enzimi sirasi ile %79, %82,
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%62 ve %80 aktivite verimleri ile tekrarlanabilir bir basar1 orani ile immobilize
edilmistir. Genel olarak immobilizasyon caligmalarimiz degerlendirildiginde;
sahip oldugumuz laboratuvar kosullar1 ve kullandigimiz kimyasallar varliginda,
ayn1 kosullarda gergeklestirilen immobilizasyonlarda %20’ye varan oranlarda
aktivite kazanimi/kayb1 saptanmistir. Bununla birlikte elde ettigimiz immobilize

enzim, yapisal agidan stabil ve istenen sferik yapiya sahiptir.

Bu kisimda literatiirdeki immobilizasyon caligmalarindan bazi 6rnekler
vererek yontemin etkinliginden bahsedilecektir. Onal ve Zihnioglu (2002),
yaptiklar1 enkapsulasyonla insiilin immobilizasyonu ¢alismasinda oldukc¢a basarili
sonuglar elde etmislerdir. Ilk olarak %2 (w/v) aljinat ile %2 (w/v) insiilinden
olusan ¢dzeltiyi, %0,5 (w/v) kitosan igeren 0,1 M CaCl: ¢ozeltisine damlatmiglar
ve gece boyu bekletmislerdir. Immobilizasyon siiresinin ardindan yikanan
mikrokiirelerin bir kism1 %0,25 (v/v) glutaraldehit ile ¢apraz baglanmistir. Her iki
immobilize form incelendiginde, kitosan kapli aljinat mikrokiireler %97 verimle
inslilin baglama kapasitesi gostermis, glutaraldehitle capraz baglanan kitosan-
aljinat mikrokiireler ise %95 immobilizasyon verimi ile basarili bir sekilde
enkapsule edilmistir. Andriani ve arkadaslart (2012), Bacillus subtilis TD6
seliilazini, %80 (w/v) amonyum siilfat ¢oktiirmesi metodu ile kismi saflagtirmislar
ve ardindan kalsiyum aljinat ile enkapsule etmislerdir. Gergeklestirdikleri
optimizasyon c¢aligmalarinin neticesinde, %2 (w/v) aljinat ile seliilaz enzimini
1:1 (v/v) oraninda birlestirmisler ve 0,15 M CaCl. iizerine damlatarak immobilize
etmiglerdir. Optimum kosullarda gergeklestirilen immobilizasyonda, seliilaz
enzimini %60 aktivite verimi ile basarili bir sekilde enkapsule etmislerdir. Ustelik
immobilize seliilazi, 3 kez kaydadeger diizeyde bir aktivite ile
kullanilabilmislerdir. Romo-Sanchez ve arkadaslar1 (2014), ticari Celluclast BG
enzimini kitin-kitosandan olusturduklar1 polimerik tasiyicida hem adsorpsiyon
hem de glutaraldehit ile c¢apraz baglama metodunun eklendigi retikiilasyon
metodlar1 ile immobilize etmislerdir. Immobilizasyon icin ideal ortam pH’m1 4,5
ve immobilizasyon siiresini de 2,5 saat olarak tespit etmislerdir. Retikiilasyon
islemi icin ise adsorpsiyonla elde ettikleri immobilize seliilazi, %0,125 (v/v)
glutaraldehit ile ideal kosullarda capraz baglamislardir. Yaptiklart calisma
neticesinde, adsorpsiyon metoduyla immobilize edilen seliilaz 19 kez basarili bir

sekilde kullanilabilmis ve 19. kullanimda halen %32 aktivitesini koruyabilmistir.
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Bunun yani sira glutaraldehit ile ¢capraz baglayarak olusturduklari (retikiilasyonla
immobilizasyonda elde edilen) seliilaz ise 19. kez kullaniminda halen %64

oraninda gosterdigi aktivite ile basarili bir tekrarli kullanim niteligi gostermistir.

Yener 2007 yilinda yaptig1 tez ¢alismasinda, ticari pektinaz (Novozyme)
enzimini aljinat jelde tutuklama metodu ile immobilize etmistir. Immobilizasyon
icin pektinaz enzimini %2’lik (w/v) aljinat ¢ozeltisi ile muamele etmis, daha sonra
2 M CaCl: lizerine transfer etmistir. Pektinaz enzimi aljinat jelde %83 protein
baglanma verimi ile immobilize edilmistir. Tekrarli kullanim testi gergeklestirilen
immobilize pektinaz, 20 kez kullanimin ardindan aktivitesinin halen %94 iinii
koruyarak olduk¢a basarili bir immobilizasyon {irlinii olmustur. Viet ve
arkadaslar1 (2013), Trichoderma reesei kaynakli ticari Celluclast enzimini
kalsiyum aljinat jelde tutuklama metodu ile immobilize etmislerdir. Yaptiklar
optimizasyon ¢alismalari neticesinde, seliilaz enzimini %2 (w/v) aljinat varliginda
ve 0,15 M CaCl: izerine damlatarak gerceklestirdikleri ve 30 dk’da
gergeklestirilen immobilizasyonla olduk¢a basarili bir sonugla %83 baglanma
verimi ile immobilize etmislerdir. Elde ettikleri immobilize seliilaz mikrokiireler,
5. kullanimda hala 9%69,2 aktivite gosterirken 8. kullanimda %20,3 aktivite
gostermistir. Xu ve arkadaslart (2014), Trichoderma aureoviride seliilazini
kalsiyum aljinat jelde tutuklama metodu ile immobilize etmislerdir. Saptanan
optimum immobilizasyon kosullari; %3 (w/v) sodyum-aljinat ile seliilaz
karisiminin, 0,3 M CaCl: lizerine damlatilarak 120 dakikada immobilize edildigi
sistem olmustur. Optimum kosullarda T. aureoviride selillazi %063

immobilizasyon verimi ile basari ile immobilize edilmistir.
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4.5. Immobilize ve Serbest Seliilazlarin Karakterizasyonu
4.5.1. Optimum Sicakhk

Immobilize ve serbest formdaki seliilazlarin maksimum verim ile
calistiklart sicakligin belirlendigi optimum sicaklik denemesine iliskin sonuglar

Sekil 4.26°da verilmistir.
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Sekil 4.26 Optimum sicaklik.

Gergeklestirilen optimum sicaklik denemesinde her iki seliilaz benzer bir
egri gostermis olup, serbest seliilazin maksimum g¢alisma sicakligi 60-65-70 °C

iken immobilize seliilazin optimum ¢aligma sicakligi 65 °C olarak belirlenmistir.



4.5.2. Optimum pH

Immobilize ve serbest formdaki
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selilazlarin maksimum verim

ile

calistiklar1 pH’1in belirlendigi optimum pH denemesine iliskin sonuglar Sekil

4.27°de verilmistir.
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Sekil 4.27 Optimum pH.

Gergeklestirilen optimum pH denemesinde her iki seliilaz benzer stabilite

gostermis olup, serbest seliilazin optimum calisma pH’1 4,0 iken immobilize

seliilazin optimum ¢alisma pH’1 5,0 olarak belirlenmistir.



4.5.3. pH Kararhhg

Immobilize ve

serbest formdaki
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selillazlarin  farkli pH’lara karsi

stabilitelerinin incelendigi pH kararlili§i denemesinin sonuglar1 Sekil 4.28°de

verilmigtir.
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Sekil 4.28 pH kararlilig1.

Gergeklestirilen pH kararliligi denemesinde her iki seliilaz benzer stabilite

gostermis olup, pH 4,0-5,5 aras1 etkin calisma performansi gostermistir.
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4.5.4. Termal Kararhhk

Immobilize ve serbest formdaki seliilazlarin  sicakhiga  karsi
dayanikliliklarinin incelendigi termal kararlilik denemesinin sonucglar1 Sekil

4.29’da verilmistir.
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Sekil 4.29 Termal kararlilik.

Gergeklestirilen termal kararlilik denemesinde her iki seliilaz benzer
karakter gostermis olup, 30-70 °C arasinda etkin c¢alisma performansi

gdstermistir.
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4.5.5. Zamana Bagh Termal Kararhhk

Immobilize ve serbest formdaki seliilazlarin 37 °C’deki zamana bagh

termal kararliliklar1 Sekil 4.30°da verilmistir.
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Sekil 4.30 Zamana bagl termal kararlilik.

Gergeklestirilen zamana bagli termal kararlilik denemesinde, her iki
selillaz da 37 °C’de 180 dakika o6n inkiibe edilmesine ragmen tiim aktivitesini

korumaya devam etmistir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda serbest ve immobilize seliilazlarin
karakterizasyon calismalar1 gerceklestirilmistir. ilk deneme olarak serbest seliilaz
ve %80 (w/v) amonyum siilfat sonrasi immobilize edilen seliilaz enzimlerinin
optimum ¢alisma sicakliklar1 belirlenmistir. Yapilan bir seri sicaklik denemesi
neticesinde, serbest seliilazin optimum ¢alisma sicaklig1 60-65-70 °C, immobilize
selillazin i1se 65 °C olarak saptanmistir. Her iki form da benzer bir egri ile
sicakliktan etkilenirken, 80 °C hem serbest hem de immobilize seliillaz i¢in
aktivitenin azalmaya bagladig1 sicaklik olarak tespit edilmistir. 90 °C’de her iki
formun da halen aktivitesinin minimum %37’sini koruyabildigi belirlenmistir. Bir
sonraki karakterizasyon basamagi olarak serbest ve immobilize seliilazin optimum

calisma pH’1 belirlenmistir. pH 2,5-6,5 arasinda yapilan calismada, serbest
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seliilazin optimum ¢alisma pH’1 4,0 immobilize seliilazin optimum ¢alisma pH’1
ise 5,0 olarak belirlenmistir. Her iki seliilaz da genel itibar1 ile pH’dan ¢ok fazla
etkilenmemis olup pH 6,5°da halen aktivitelerinin minimum %063 iinii
koruyabildikleri saptanmistir. Daha tist pH’larda gergeklestirilen ¢alismalarda ise
immobilize seliillaz stabilitesini ve akabinde aktivitesini kaybetmistir.
Karakterizasyon caligsmalarinin iiglincli basamagi olarak pH kararliligi denemesi
gerceklestirilmistir. Serbest ve immobilize seliilazlar oda sicakliginda 30’ar dk
pH 4,0-5,5 arasindaki tamponlarda inkiibe edilmistir. Her iki form da tiim
pH’larda aktivitelerinin minimum %79’unu korurken, serbest seliillaz pH 4,5’da,

immobilize seliilaz ise pH 5,5’da maksimum diizeyde aktivitesini korumustur.

Bir sonraki karakterizasyon denemesinde, her iki seliilaz enzimi, farkli
sicakliklarda 30 dk on inkiibe edilerek termal kararliliklar1 incelenmistir. Yapilan
calisma neticesinde hem serbest hem de immobilize seliilazlar, benzer bir termal
egri gostermiglerdir. 70 °C her iki form i¢in de belirgin etkilenme sicaklig1 olarak
tespit edilmis olup, bu sicaklikta serbest selillaz halen aktivitesinin %56’sin1
korurken immobilize form aktivitesinin %44’linii koruyabilmistir. 80 °C
immobilize seliilaz i¢in ¢aligmasini durdurucu etki yaparken, serbest seliilaz
90 °C’de halen aktivite gostermeye devam etmistir. Karakterizasyon
caligmalarinin son adimi olarak da zamana bagli termal kararlilik denemesi
gerceklestirilmistir. Bu denemede her iki enzim de 37 °C’de farkl: siirelerde 6n
inkiibe edilerek zamana bagli profilleri ¢ikarilmistir. 20-180 dk araliginin
calisildigi denemede, hem immobilize hem de serbest seliilazlar aktivite kaybi
gostermemis olup, 120 dk’dan sonra aktivitelerinde sabitlenme durumu

gozlenmistir.

Literatiirdeki seliilaz ¢aligmalarina bakildiginda farkli kaynaklardan izole
edilen seliilazlarin benzer optimum c¢alisma karakterine sahip oldugu ve
immobilize edildiklerinde serbest formlarina benzer nitelikte ve fiziksel sartlara
daha dayanikli bir profil ¢izdikleri goriilmektedir. Bu kapsamda yapilmis bazi
caligmalardan bahsedecegiz. Andriani ve arkadaslar1 (2012), Bacillus subtilis TD6
susundan izole ettikleri selillaz enzimini %2 (w/v) aljinat ve 0,15 M CaCl.
kullanarak immobilize etmislerdir. Daha sonra her iki formu da karakterize

etmislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma neticesinde, hem immobilize hem de serbest
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selilaz i¢in optimum ¢alisma pH’1m1 6,0 bulmuglardir. Optimum c¢aligma
sicakliklart ise serbest seliilaz i¢in 50 °C bulunurken immobilize seliilaz igin
60 °C olarak saptanmistir. Ardindan termal ve pH kararliklar1 saptanan
immobilize seliilaz i¢in; en kararli depolanabildigi kosullar pH 6,0 ve 50 °C
olmustur. Viet ve arkadaslar1 (2013), Trichoderma reesei kaynakl ticari seliilaz
(Celluclast) enzimini %2 (w/v) aljinat ve 0,15 M CaCl. kullanarak immobilize
etmislerdir. Ardindan immobilize ve serbest formdaki seliilazlar1 karakterize
etmislerdir. Hem optimum calisma kosullarini hem de kararliliklarini ayni ¢calisma
kapsaminda incelemislerdir. Farkli pH’larda, 55 °C’de 30 dakika o6n inkiibe
ederek gergeklestirdikleri ¢alismada; hem immobilize hem de serbest seliilaz i¢in
optimum ¢alisma pH’1 4,5 olarak saptanmistir. Her iki form da asitlik diizeyinden
benzer bir egri ile etkilenmis olup pH 7,0 oldugunda serbest seliillaz %15,06
aktiviteye sahipken immobilize selillaz halen %70,38’lik aktivitesi ile notral
pH’larda da basari ile etkinlik gdstermistir. Bir sonraki denemede ise pH 4,5’da ve
farkli sicakliklarda 30 dakika on inkiibe edilerek yapilan g¢alismada; serbest
seliilaz i¢in optimum ¢aligma sicakligl 55 °C, immobilize seliilaz i¢in 60 °C olarak
belirlenmistir. Termal kararlilik agisindan irdelendiginde, 90 °C’de serbest seliilaz
%16,42 aktivitesini koruyabilmisken immobilize seliilaz halen %50,51 aktivitesini
korumustur. Bu veriler kapsaminda, immobilize form serbest seliilaza kiyasla pH

ve sicaklik degisimlerinden minimum oranda etkilenmistir.

Xu ve arkadaglar1 (2014), Trichoderma aureoviride seliillazin1 %3 (w/v)
sodyum-aljinat ve 0,3 M CaCl. kullanarak enkapsiile etmislerdir. Daha sonra hem
serbest hem de immobilize formu karakterize etmisler ve hem pH hem de termal
degisikliklerden farkli yilizdelerde ancak aym egri ile etkilendiklerini
saptamiglardir. Hem immobilize hem de serbest seliilaz i¢in optimum c¢aligma
pH’1 4,5 olarak belirlenmistir. Serbest seliilazin optimum ¢alisma sicakligr 50 °C
immobilize seliilazin ise 60 °C olarak saptanmistir. 1 saat 25 °C’de ve farkli
pH’larda gerceklestirilen 6n inkiibasyonun ardindan; pH 8,0°de serbest form %50
civarinda bir aktivite gosterirken immobilize seliilaz halen %80 den fazla aktivite
gostermektedir. Yine 1 saat ve farkli sicakliklarda 6n inkiibasyonun akabinde
gerceklestirilen termal kararlilik denemesinde ise 80 °C’de immobilize seliilaz
halen %?20’den fazla aktivitesini korurken serbest seliilaz tiim aktivitesini

kaybetmistir.
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4.6. Tuz Coktiirmesi ile Deristirilmis ve TPP ile Kismi Saflastirilms
Seliilazlarla Hazirlanan Immobilize Enzimlerin  Salimm

Ozellikleri

Bu tez calismasinda immobilizasyon kosullarinin optimizasyonlari, %80
(w/v) amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilan ve TPP ile deristirilmemis seliilaz ile
gergeklestirilmistir. Tuz ¢oktiirmesinin ardindan TPP ile deristirilen orta fazdan
toplanan seliilaz kullanilarak s6zkonusu bu optimum kosullarda immobilize
edilmistir. Bu ¢alisma ayn1 zamanda optimum kosullarin da bir tekrar1 niteliginde

olup sonuglar Sekil 4.31°de verilmistir.
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Sekil 4. 31 Seliilazin TPP ile deristirilmemis ve deristirilmig formlarinin optimum kosullardaki
immobilizasyon verimi (1,2,3: Tuz ¢oktiirmesinden elde edilen seliilaz enzimi, 4: TPP ile ayrilan

orta fazdaki seliilaz enzimi).

Belirlenen optimum immobilizasyon kosullarinda calisilan bu denemede,
tuz ¢oktlirmesi yapilan seliilaz enzimi sirasi ile %65, %75 ve %64 aktivite verimi
ile immobilize edilmistir. Ayn1 optimum kosullarda TPP orta fazindan elde edilen

seliilaz enzimi ise %10 aktivite verimi ile immobilize edilmistir.
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4.6.1. pH’ya Bagh Salimm Ozellikleri

Hem AS- hem de TPP-immobilize seliilaz mikrokiirelerin pH’ya bagh
salmim sonuclar1 Sekil 4.32°de geri kalan aktivite degerleri ise Sekil 4.33°de

verilmigtir.
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Sekil 4.33 pH’ya bagl salinim sonrasi mikrokiirelerde mevcut aktivite degerleri.
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AS- Mikrokiirelerin pH’ya bagli salinim verileri Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4 AS- mikrokiirelerin pH’ya bagli salinim ve salinim sonrasi kalan aktivite degerleri.

Salinan Geri kalan Geri kalan
Salinim oram
pH aktivite aktivite aktivite oram
(%)

) (V) (%)
1.0 0,026 0,014
1.2 0,026 0,012
15 0,100 23 0,042 10
2.0 0,260 61 0,115 27
3.0 0,295 85 0,253 73
3.5 0,344 99 0,248 72
4.0 0,389 112 0,195 56
45 0,379 110 0,221 64
5.0 0,358 104 0,208 60
55 0,346 100 0,235 68
6.0 0,345 100 0,334 97

TPP- Mikrokiirelerin pH’ya bagli salinim verileri Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5 TPP- mikrokiirelerin pH’ya bagli salinim ve salinim sonrasi kalan aktivite degerleri.

Salinan Geri kalan Geri kalan
. Salinim oram o
pH aktivite aktivite aktivite oram
(%)

) )] (%)
1.0 0,016 33 0,038 79
1.2 0,017 35 0,035 73
15 0,022 46 0,021 44
2.0 0,022 46 0,021 44
3.0 0,066 138 0,045 94
3.5 0,079 165 0,064 133
4.0 0,045 94 0,042 88
45 0,058 121 0,031 65
5.0 0,053 110 0,030 63
55 0,069 144 0,044 92
6.0 0,087 181 0,091 190
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4.6.2. Tekrar Kullanilabilirlik

AS-immobilize ve TPP-immobilize selilaz mikrokiirelerin  tekrar

kullanilabilirligine iliskin sonuglar Sekil 4.34’te verilmistir.
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Sekil 4.34 Tekrar kullanilabilirlik.

Immobilizasyonla ilgili bu kisimdaki sonuglardan bahsedilecektir.
Immobilizasyon calismasinin devamu niteliginde, bir seri immobilizasyon
denemesi daha gergeklestirilmistir. Bu denemede, belirlenen optimum kosullar
3’li tekrar seklinde yeniden calisilmis ve ilave olarak bir 6nceki ¢alismada TPP
metodu kullanilarak orta fazda deristirilen seliilaz enzimi ayn1 optimum kosullar
altinda immobilize edilmistir. Tekrarlanabilirligin bir kez daha ¢alisildig1 bu
denemede, optimum kosullarda %80 (w/v) amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilan
seliilaz enzimi sirasi ile %65, %75 ve %64 aktivite verimi ile immobilize edilirken
TPP ile orta fazda deristirilen seliilaz enzimi %10 aktivite verimi ile immobilize
edilmistir. TPP ile deristirilen seliilazin immobilizasyon veriminin bu denli diistik
olmasimi, immobilizasyon sisteminin TPP’li selillaza gore yeniden optimize
edilmesi  gerektigi fikri ile aciklayabilmekteyiz. Bilindigi {izere tiim
immobilizasyon sistemleri kendi enzimine gore optimize edilmesi gerektiginden,
TPP ile deristirildikten sonra aktif bolge statigi ve belki de konformasyonu

degisen seliilaz i¢in de immobilizasyon sisteminin optimize edilmesi neticesinde
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basar1 oraninin artabilecegi ongériilmektedir. ilave galisma olarak, elde edilen bu
iki immobilize seliilazin tekrar kullamilabilirligi test edilmistir. islem, normal
kosullarda, DNS metodu ile aktivite olgiilerek ve her islem sonras1 mikrokiireleri
50 mM, pH 4,5 Na-Asetat tamponu ile yikayarak gergeklestirilmistir. Totalde her
iki immobilize seliilaz da 3 kez oldukga etkin olarak kullanilabilmistir. Ancak,
Ca-Aljinat mikrokiirelerin stabiliteleri bozuldugu icin 4. kez calisma denemeleri
gerceklestirilememistir.  Bu duruma aktivite reaksiyon ortamimin 50 °C
olmasindan 6tiirii termal bozulmanin sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunu
asmak i¢in baska aktivite tayin metodlarinin kullanilabilirligi 6ngoriilmektedir.
Ayrica enzimin salinim siiresinin de optimize edilerek, tekrar kullanilabilirliginin

artirilabilecegi diistiniilmektedir.

Immobilizasyon ¢aligmalar1 kapsaminda yapilan bir diger ¢alismamiz ise
her iki immobilize selillaz enziminin ortam pH’ina bagli salinim karakterinin
belirlenmesidir. Hem AS diye ifade ettigimiz ve %80 (w/v) amonyum siilfat
coktliirmesinin ardindan elde edilen, hem de TPP ile deristirdigimiz seliilaza ait
immobilize enzimler 37 °C’de 30 dk salinima birakilarak, ¢calisma kapasiteleri ve
korunan aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. AS-seliilaz mikrokiireler pH 4,0°de, TPP-seliilaz
mikrokiireler ise pH 3,5’da maksimum salinimlarin1 gergeklestirmislerdir. Her iki
immobilize form da pH’lardan benzer karakter ile etkilenmis olup pH 3,0-6,0
arasinda etkin salinim ve aktivite korunum Ozellikleri gdstermislerdir. Bu tez
kapsaminda, proje baslangicinda sentetik mide sivisinda immobilize formlarin
saliniminin incelenmesi hedeflenmisti. Ancak yapilan bu pH’ya bagh salinim
denemesi, sentetik mide sivisinda kullanilan pH 1,2’nin her iki immobilize form
icin uygun bir ¢aligma asitligi olmadigini1 géstermektedir. Ayn1 zamanda pH 1,2
immobilize formdaki seliilazlarin yapisal stabilitesini de olumsuz etkilemis olup,
yapilarinin bozulmasina sebep olmustur. Midede kullanim i¢in heniiz ¢ok uygun
olmadigr belirlenen bu formlarin; ¢apraz baglayici, tasiyict vb. temel
bilesenlerinin farklandirilarak gerceklestirildigi immobilizasyonlar tasarlanarak,
midede kullanimi i¢in uygun formlarinin olusturulabilmesi olast fikirler

arasindadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda Trichoderma reesei kaynakli ticari seliilaz
enziminin Kkalsiyum aljinat jelde tutuklanmasi ve inovatif bir enzim mikrokiire
sentezi hedeflenmistir. Elde edilen immobilize enzimin yem sanayisi ve saglik
sektorli i¢in yararh bir preparat olmasi amaglanmistir. Bu kapsamda ticari seliilaz
enzimi ilk olarak %80 (w/v) amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile kismi deristirilmis ve
ardindan Ttgclii-faz ayirma (TPP) metodu ile kismi saflastirilmistir. Bir sonraki
adim olarak %80 (w/v) amonyum siilfat ¢coktlirmesi yapilan seliilaz enziminin
kalsiyum aljinat jelde immobilizasyonu i¢in optimum kosullar belirlenmis olup,
ayn1 kosullarda immobilize edilen TPP ile saflastirilan seliilaz enzimi ile kiyasi

yapilmistir.

TPP adiminda, %80 (w/v) amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilan seliilaz
enzimi amonyum siilfat ve tert-biitanol varliginda ve bir saat gibi kisa bir siirede
tek adimda kismi saflastirilmistir. Seliilaz enzimi, TPP metoduyla optimum
kosullarda (%50 amonyum siilfat, 1:1 enzim: t-biitanol (v/v) orani, pH 4.5) %113

aktivite verimi ve 1,42 saflastirma kat1 ile basaril1 bir sekilde saflagtirilmistir.

Immobilizasyon adimimda 0,5 mg %80 (w/v) amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapilan seliilaz enzimi %2 (w/v) aljinat ¢ozeltisi ile birlikte, %0,5 (w/v) kitosan
iceren 0,15 M CaCly ¢ozeltisine damlatilmistir. 3 saat immobilizasyonun
ardindan, olusan mikrokiireler %2 (v/v) glutaraldehit ile 2 saat ¢apraz
baglanmistir. Belirlenen bu optimum kosullar altinda %80 (w/v) amonyum siilfat
¢oktiirmesi yapilan seliilaz enzimi maksimum %82 aktivite verimi ile immobilize
edilirken, TPP ile saflastirilan selillaz enzimi ise %10 aktivite verimi ile

immobilize edilmistir.

%80 (w/v) amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilan seliilaz ile olusturulan
mikrokiirelerin optimum ¢alisma sicaklifi 65 °C, optimum c¢alisma pH’ ise 5,0
olarak belirlenmistir. Calisma kapsaminda elde edilen mikrokiireler 3 kez ard arda
basarili bir aktivite verimi ile kullanilabilmistir. Mikrokiirelerin daha ¢ok tekrarl
kullanilabilmesi i¢in matriks ya da ¢apraz baglayic1 degistirilerek gergeklestirilen

enkapsiilasyon ¢aligmalari ile niteliklerinin gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir.
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