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OZET

PULLULANAZIN FARKLI TASIYICILARDA
IMMOBILIZASYONU VE BAZI OZELLIKLERININ
INCELENMESI

Canda ULUTURK

Biyokimya Anabilim Dal1
Yiksek Lisans Tezi

Tez Danigsmani: Dog. Dr. Aysegiil PEKSEL

Pullulanazlar, glikozil hidrolazlarin a- amilaz ailesi olarak da adlandirilan sinifina ait
enzimlerdir. Pullulanazlardan endiistride; nisastanin sakarifikasyonu, iplik endiistrisinde
hasil s6kme islemleri, deterjan endiistrisinde nisasta i¢eren leke ¢ikaricilarin aktivitesi,
kagit endiistrisinde kagit hamurunun kirislendirilmesi gibi alanlarda yararlanilir.
Pullulanazlar endiistride genis kullanim alani bulurken, pullulanazin immobilizasyonu
ile ilgili az ¢aligma bulunmaktadir.

Bu ¢alismada, pullulanaz, kiif mantar1 Hypocrea jecorina’dan kismi olarak saflagtirildi.
H. jecorina pullulanazi ilk defa cesitli tasiyici materyallere baglanarak adsorbsiyon,
capraz baglama ve tutuklama (hapsetme) gibi metodlarla immobilize edildi. Pullulanaz
icin uygun immobilizasyon metodu segildikten sonra immobilize enzimin optimum pH,
optimum sicaklik, termal stabilite, K, ve Vax degerleri belirlendi.

Calisma sonucunda, pullulanaz immobilizasyonu i¢in denenen metodlardan uygun
olanlar;; PEG 6000 iceren kitosan boncuklara immobilizasyon ve PEG 6000 kaph
kitosan boncuklara adsorbsiyon olarak belirlenmistir. Metodlarin ilki enzim tutuklama
(hapsetme) ikincisi adsorbsiyon prensibine dayalidir. Tutuklama metoduna gore
immobilize pullulanazin optimum pH’s1 8, optimum sicakligi 50°C, K, degeri 0,0184
mg glu./ml , Vax degeri 0,2499 U/ml ve depo kararliligi bes hafta bulundu. Yine ikinci
metod olan adsorbsiyon metoduna gore immobilize pullulanazin optimum pH’s1 7,
optimum sicakligr 70 °C, Ky degeri 0,0595 mg glu./ml, Vpax degeri 0,2160 U/ml ve
depo kararlilig1 iki hafta bulundu.
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ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF PULLULANASE ON DIFFERENT
CARRIERS AND INVESTIGATION OF SOME PROPERTIES

ULUTURK, Canda

Department of Biochemistry
Master Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Aysegiil PEKSEL

The pullulanase is a member of the a- amylase family which is a class of the glycosyle
hydrolases. In industry, pullulanase is used for many occasions. The saccharification of
the starch, the desizing process in textile, the activity of the stain removers which
contains starch in detergant industry and channeling the wood pulp in paper industry are
some examples. Despite the pullulanase is used in industry very often, the
immobilization of the pullulanase is not researched frequently.

In this study, the partial purification of pullulanase than the fungus of Hypocrea
jecorina was done. For the first time, the pullulanase of H. Jecorina was immobilized
by the methods of adsorption by linking to various carriers, cross linking and
entrapment. The proper method for the immobilization of pullulanase was chosen. Later
on, the optimum pH, the optimum temperature, thermal stability, of K, and Vmax values
of the immobilized enzyme were determined.

At last, the proper methods for immobilization of the pullulanase were emerged as: the
immobilization of chitosan beads which contains PEG 6000 and the adsorption of the
PEG 6000 beads. First one is based on entrapment method and the second one is based
on adsorption. According to the entrapment method, the characteristics of the
immobilized pullulanase are found as the following; the optimum pH is 8, the optimum
temperature is 50°C, the K, value is 0,0184 mg glu./ml and the V.« value is 0,2499
U/ml. According to the second method which is the adsorption, the characteristics of the
immobilized pullulanase were found that; the optimum pH is 7, the optimum
temperature is 70°C, the Kn, value is 0,0595 mg glu./ml and the V.« value is 0,2160
U/ml.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti
Enzimler canli hiicrelerde olusan ve organizmadaki tiim reakisyonlarin ¢ok yumusak

kosullarda gergeklesmesini saglayan ve bunlari regiile eden biyolojik katalizorlerlerdir
[1].
Cok defa hiicre disinda da etkinliklerini korurlar. Solunumun, biiylimenin, kas

kasilmasinin, sinirdeki iletimin, fotosentezin, azot baglanmasinin, determinasyonun,

sindirim vs.nin temelini olustururlar.

Enzimler, proteinlerin en biiyiik grubunu teskil ederler. Enzimlerin canli yapisindaki
onemi gittikge artmaktadir. Temel bilimler, kimya, biyoloji, tip ve eczacilik gibi ¢ok

genis arastirma alanindaki, ¢caligmalarin biiyiik bir kismi enzimler {izerinde yapilmustir.

Enzimlerin katalitik potansiyeli ve tabiat1 anlasildiktan sonra, endiistri bu ¢ok faydali

maddelerden genis Ol¢iide yararlanmaya baslamistir.

Cogu enzimlerin kaynagi canli hiicrelerdir ve mikrobiyal kaynaklar bitkisel ve
hayvansal kaynaklara tercih edilir. Ciinkii mikroorganizmalar mevsimlere bagimli
olmaksizin gelisirler. Bu sebepten endiistri de kullanilan enzimlerin pek ¢ogu
mikroorganizmalardan elde edilir. Enzimler mikrobiyal kaynaklar sayesinde kolay

tiretilmeye baslanmislardir [1].

Enzimler dogal durumda suda ¢Oziiniirler. Endistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu
cozeltilerde gerceklestirildiginden katalizor olarak serbest enzimlerin kullanilmasi pek
cok sakincalara sebep olmaktadir. Serbest enzim ile gergeklestirilen bir reaksiyonun
durdurulmasi, enzim istenilen anda ortamdan uzaklastirilamadigindan ancak spesifik

inhibitdr kullanilarak saglanabilir. Bu durumda enzim yan iriinleri ile kirletilen



reaksiyon {iriin veya {iriinlerine bir yeni safsizlik daha eklenmis olur. Uriinlerin de bu
kirliliklerden aritilmasi gii¢ ve maliyeti ¢ok yiiksek islemlerdir. Ayrica inhibitor katilimi
ile reaksiyonun durdurulmasi enzimin aktivitesinde diistikliige sebep olmaktadir. Bunun
yan1 sira serbest enzimi inhibitor olmasa bile ortamdan aktivitesini yitirmeden

uzaklastirmak ve geri kazanmak neredeyse olanaksizdir [1].

Enzimi reaksiyon ortaminda aktivitesini yitirmeden, istenilen anda ve kolay bir iglemle
uzaklastirmaya olanak saglayan ¢6ziim enzimlerin immobilizasyonudur [1]. Enzimleri
endiistri icin daha ¢ekici hale getirmek amaciyla Ozellikle son yillarda enzim
immobilizasyonu iizerine ¢alismalar yogunlagmis olup bu alanda yapilan ¢aligmalarin

sayist logaritmik olarak artmaktadir.

Enzimler, suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel ve kimyasal olarak baglanarak, suda
¢cOziinmeyen lriin veren bir kopolimerizasyona enzim molekiiliiniin monomer olarak
katilmasiyla ve suda ¢oziinmeyen bir matriks veya suda ¢oziinmeyen mikrokapsiillerde

tutuklamakla immobilize edilirler.

Gercek anlamda ilk immobilizasyon denemeleri 1950’11 yillarda bir¢ok calisma grubu
tarafindan ayn1 anda yayinlanmis ve giiniimiizde diinyanin her yerinde oldukga popiiler
bir calisma haline gelmistir [1]. Enzimler katalizér olarak ¢ degisik formda

kullanilirlar:
1) Coziinen form
2) Coziinen immobilize form
3) Coziinmeyen immobilize form

Yukaridaki siniflandirma nedeniyle son yillarda immobilize terimi “’enzimi suda

¢ozlinmez forma getirme’’ tanimlamasinin disinda bir anlam kazanmustir [1].

Pullulanazlar, pullulani hidroliz eden bir ¢esit glukanazdir. Substrat molekiiliiniin
sadece a-1,6 baglan iizerinde spesifik aktivite gosterdikleri i¢in "sinir dekstrinazlar"
olarak da adlandirilirlar. Pullulanazlarin gida endiistrisinde nisasta hidrolizinde
kullanilmast prosesi daha verimli hale getirir. Pullulanazlar, nisastadan glukoz ve

maltoz olusumu verimini arttirirlar [2].



1.2 Tezin Amaci

Bu c¢aligmada hidrolaz sinift bir enzim olan pullulanazin degisik materyaller iizerine
immobilizasyonu ve immobilize pullulanazin baz1 6zelliklerinin  incelenmesi
amaclanmistir. Serbest enzim ¢oziinmez bir materyale immobilize edildiginde enzimin
pek cok fiziksel ve kimyasal Ozelligi degisime ugramaktadir. Bu yilizden de bu
calismada H. jecorina’dan kismi saflagtirilan pullulanazin  farkli tasiyicilara
immobilizasyonu, immobilize edilen pullulanazin optimum sicaklik ve optimum pH
degerlerinin incelenmesi, termostabil olup olmadigina bakilmasi, substrata ilgisi K, ve
Vmax degerlerinin hesaplanmasi ve depo kararliliginin belilenmesi hedeflenmistir. Elde

edilen sonugclar serbest enzim ile karsilagtirilmistir.

1.3 Hipotez

Bu ¢alismada H. jecorina pullulanazi cam boncuk, aliimina, amberlit, kitosan boncuk ve
PEG igeren kitosan boncuk gibi farkli tasiyici sistemlerine immobilize edildi. Denenen
metodlardan pullulanaz i¢in en uygun olani belirlendi. Uygun metod ile immobilize
edilen pullulanazin optimum pH, optimum sicaklik, Kp, ve Vinax depo kararlilik gibi bazi

fiziksel ve kimyasal 6zellikleri incelendi.



BOLUM 2

ENZIMLER

Enzimler hem hiicre i¢i hem de hiicre disinda biyokimyasal reaksiyonlari katalizleyen
genellikle protein yapisinda olan biyolojik makromolekiillerdir. Hiicrelerde ¢ok dnemli
metabolik gorevleri olan enzimler artik ¢esitli amaglar i¢in kullanilmak iizere giinliik ve
ekonomik hayata girmistir. Bugiin enzimler ekmek, bira, peynir vb. gidalar ile c¢esitli
deterjan ve temizlik maddelerinin {iretiminde yaygin bir sekilde kullanildig1 gibi, tipta
teshis ve tedavide Onemli roller oynamaktadir [1]. Enzimlerin ayrica kimya
endistrisinde ve biyolojik savasta da kullanim alani bulunmaktadir. Endiistrinin hemen
hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde
edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya
hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmalari,
istenmeyen yan iiriinleri olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, diizenli ve fazla
miktarlarda elde edilebilmeleridir [1]. Yiiksek yapili bitkiler, vakuollerinde artik iriinler
olarak bir nevi enzim inhibitorleri veya toksik yapili maddeler depoladiklart ve
bitkilerden enzim elde edilmesi sirasinda bunlar da preparata karistiklar: i¢in bitkisel

enzimler endiistri ve klinikte enzim kaynag olarak tercih edilmemektedir.
Enzimler katalizor olarak asagidaki 6zellikleri gosterirler;

1. Dar sicaklik (genellikle 20-40 °C) ve pH araliklarinda ilimli kosullar altinda

kullanilirlar,

2. Secimlilikleri az ya da ¢ok olarak degisebilmesine karsin, katalizlenen

tepkimelerde stereosecimli, substrat i¢in yiiksek se¢imli olabilirler.

3. Katalitik aktiviteleri, var olan substratlar, {iriinler ve diger bilesenlerin

derisimleri ile 6nemli olgiide etkilenebilir.



Uretim siiresinin uzun olmasi, kararsiz olmalari, yiiksek fiyat, substrat secimlilikleri,
enzimlerin sentetik kimyada katalizor olarak kullanimlarinda en 6nemli sorunlardir.
Bununla birlikte, yeni endiistriyel gereksinimler, kimya ve biyolojideki yeni gelismeler

ile bu anlayis degismektedir. Bunun farkli nedenleri vardir [2]:

1. Cesitli enzimatik tepkimeler, dogal ya da dogal olmayan substratlarin

stereosecimli olarak {irlinlere doniistiiglinti gdstermektedir.

2. Hem enzim tutuklanmasi ve kararliligi icin hem de proses Olgeklerinin

bliyiitiilmesi i¢in yeni teknikler gelistirilmektedir.

3. Rekombinant DNA teknolojisi, enzimlerin diisiik maliyetle {iretilmesi ve istenen

ozelliklere sahip enzim {iretimine olanak saglamaktadir.

Enzimleri kullanarak ¢ok sayida organik reaksiyon, Ornegin kiral ara {iriinlerin,
sekerlerin, niikleotidlerin ve ilgili bilesenlerin doniisiimii; amino asitler, sekerler ve
seker fosfatlar1 gibi fizyolojik aktif bilesenlerin sentezi; peptidlerin ve proteinlerin
dontisiimii ve i¢inde klasik kimya yontemlerinin de kullanilmak zorunda olduklari diger
dontisiimler gerceklestirilebilir. Gliniimiizde var oldugu tahmin edilen 25.000 enzimden
yaklasik olarak 4.000 tanesi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (TUBMB)
tarafindan siniflandirilmistir. Cogunlugu hidrolazlar, transferazlar ve oksidorediiktazlar
olmak tizere yaklasik 400 tanesi arastirmalar igin ticari olarak iiretilmektedir. Enzimler

arasinda hidrolazlar, endiistriyel alanda sik¢a basvurulan ve kullanilan enzim sinifidir

[2].

2.1 Enzim Uretimi

Enzimler hayvansal kaynaklar, bitkisel kaynaklar veya mikroorganizmalardan elde
edilirler. Enzimler tiirlerine gére canlilarin belirli hiicrelerinde daha fazla bulunabildigi
gibi yine tiirline bagli olarak hiicrelerin belirgin kisimlart da belirli enzimlerce
zengindir. Enzimler hiicrelerde calistiklar1 ortama gore hiicre i¢i (intraselliiler) ve hiicre

dis1 (ekstraselliiler) olmak tizere ikiye ayrilir;

1. Hiicre dis1 (ekstraselliiler) enzimler: Hiicreler tarafindan hiicre disina
salgilanan enzimlerdir. Elde edilisleri kolay oldugundan endiistride kullanim

alanlar1 daha yaygindir.



2. Hiicre ici (intraselliiler) enzimler: Hiicre icinde salgilanan ve disartya
salimmayan enzimlerdir. Elde edilmeleri ve saflastirilmalari igin 6ncelikle hiicre

zarinin par¢alanmasi gerekmektedir [1].

2.2 Biyoteknoloji
Biyoteknoloji, canli hiicrelerden (mikroorganizmalar, bitki ve hayvan hiicrelerinden
veya dokular1) elde edilen enzimler veya organeller tarafindan gergeklestirilen biyolojik

reaksiyonlar ile ugrasir [2].

Biyoteknolojinin calisma alanlarimi diinyanin temel problemleri olusturur. Ornegin;
protein {iiretimi ve insan beslenmesinin garantiye alinmasi, hammadde ve enerji
stoklarinin daha verimli degerlendirilmesi, insan ve hayvan sagligimi koruyucu
bilesiklerin {iretilmesi, bitkilerin biyoteknolojik korunmasi, bulasict ve salgin hastaliklar

ile savas, atik su aritilmasi, ¢gevre korunmasi ve atiklarin yeniden degerlendirilmesi gibi
[1].

Biyoteknolojik uygulamalarda ¢ogu kez ¢evreye zarar vermeyen teknikler kullanilir,
enerji ihtiyaci azdir, yiiksek basing gerektirmez ve oda sicakliginda veya daha diisiik

sicakliklarda reaksiyonlar gergeklestirilir [1].

2.2.1 Enzimlerin Biyoteknolojide Kullanim

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, tiriinlerin kullanim alanlarinin gesitliligi ve
ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeni ile biyoteknolojinin endiistriyel
enzimlerle ilgili alaninda yapilan c¢esitli arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir.
Ozellikle son yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen rekombinant DNA
teknolojisinden yararlanilarak enzim iiretimi biliylik boyutlara ulagsmis ve kullanimi

giderek yayginlagmistir [14].

2.2.2 Biyoteknolojide Mikroorganizmalarin Enzim Uretiminde Daha FazlaTercih
Edilmelerinin Nedenleri

1. Yiiksek diizeyde protein ihtiva ederler.

2. Bitki ve hayvanlardan daha kolay ve hizli ¢ogalirlar.

3. Belirli bir miktar gida tiretimi i¢in, baska kaynaklardan daha az alan isterler ve
daha ucuza iiretilebilirler.

4. Kontrol edilebilen sartlarda, fermantasyon reaktorii i¢inde siirekli kiiltiir halinde

tiretilebildiginden, tiretimleri ¢evre ve iklim sartlarindan etkilenmez.



2.3 Mikrobiyal Enzim Uretimi

Enzimler bitkisel, hayvansal veya mikrobiyal kaynaklardan iiretilmektedir. Baz1 6zel
uygulamalar icin bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimler 6zel 6nemlerini korumakla
birlikte son 30 yildan beri teknik uygulamalar i¢in mikrobiyal kaynaklar agirlik
kazanmaya baglamistir. Enzimlerin mikrobiyolojik yolla {iretilmesinde genellikle derin

kiiltiir teknigi ve aerobik karigtirmali tank tipi biyoreaktdrler kullanilir.

Mikroorganizmalar yardimi ile enzim iiretimi birgok faktdr tarafindan etkilenir. Besi
ortaminin kompleks kimyasal bilesimi, indiiksiyon ve represyon gibi i¢ faktorler
yaninda pH ve oksijen temini gibi dis faktdrler de enzim verimi i¢in Gnemlidir.
Mikroorganizma se¢imi bir bagka 6énemli konudur. Segilen mikroorganizma kisa siirede
yiiksek verimle enzim {iiretebilmeli, toksik madde ve antibiyotik iiretmemeli, ucuz besi
ortaminda rahatlikla ¢ogalabilmeli, gerek enzim iiretimi sirasinda gerekse izolasyon ve

saflastirma islemleri sirasinda problem olusturacak yan iirlinler iiretmemelidir.

Enzimlerin iiretiminde yararlanilan besi ortamlar1 genellikle kompleks karbon ve azot
maddelerinin karigimidir. Besi ortami karbon ve enerji kaynagi icermek zorundadir.
Cogu kez ortama mineraller ve bazi biiylime faktorleri de eklenir. Eger indiiklenen bir
enzim Tretilecekse ortamda indiiktor bulunmali fakat repressor bulunmamalidir.
Substratlar genellikle indiiktor etkiye sahiptir. Ornegin amilaz igin nisasta, iireaz igin
tire indiiktor etkiye sahiptir. Bazi substratlar diisiik konsantrasyonda indiiktor, yliksek
konsantrasyonda repressor olarak etki gOsterebilir. Substratlarin  ¢ok yavas
parcalanabilen tiirevleri giiclii bir indiiktif etkiye sahiptir (invertaz igin
sakkarozpalmitat). Koenzimlerde indiiktdr olarak etki gdsterebilirler. Ornegin tiamin,
piriivat-karboksilaz verimini artirmaktadir. Bazi durumlarda {iretilecek enzimin
katalizledigi reaksiyonun iriinii enzim i¢in indiiktdr etkiye sahip olabilmektedir
(B-amilaz tretiminde maltodekstrin ve pullulanaz iretiminde maltoz). Bazi enzimler
icin ise tamamen ters bir etki s6z konusu olup {irlinler repressor etki gosterirler.
Katabolik represyon olarak adlandirilan bu etkiyi ortadan kaldirmak igin bu 6nlemler

alinabilir.

1. Glukoz gibi kolay degerlendirilen substratlarca zengin besi ortamlarindan

kaciilmasi,

2. Represif etkili maddenin besi ortamindaki konsantrasyonunun diisiiriilmesi,



3. Biiyiime faktorlerinin konsantrasyonu ve sicaklik diisiiriilerek veya zayif toksik

etkili maddelerin ilavesi ile biiyiime hizinin diisiiriilmesi.

Katabolik represyon durumunda karbon kaynagi se¢imi ¢ok kritiktir. Glukoz gibi kolay
degerlendirilebilen madde durumunda, fermentor ortamindaki glukoz konsantrasyonu
diisiik tutulmalidir. Bu ise azar azar ama siirekli glukoz ilavesiyle saglanir. Enzim
veriminde azot kaynaginin (amonyak, nitrat veya organik azot bilesikleri) dogru
secilmesi ve mineral ile iz clementler arasindaki oran da onemlidir. Besi ortaminin
optimizasyonunda ortam bilesenleri, liretimden sonra enzimin saflastirilmasii en az

etkilemeli ve fermentasyon sonunda biiyiik dlgiide tiikketilmelidir [3].

2.4 Onemli Endiistriyel Enzimler ve Mikroorganizmalar

Bugiin 3000 den fazla enzim bilinmesine ragmen biiylik boyutta iiretimi yapilan ve
endiistriyel amacla kullanilan enzim sayis1 ¢ok azdir. Daha c¢ok proteinler, nisasta ve
seliiloz gibi dogal polimerleri parcalayan ekstraselliiler enzimler ve glukoz izomeraz
enzimi teknikte kullanim alani bulmustur. Endiistride kullanim alani bulan ve
mikroorganizmalardan iiretilen bazi Onemli enzim smniflar1  ve iretildikleri

mikroorganizmalar asagidaki anlatilmaktadir.

2.4.1 Proteolitik Enzimler

Proteolitik enzimler Bacillus, Pseudomonas, Streptocucus ve Streptomyces tiiri
mikroorganizmalar tarafindan ekstraselliiler olarak iiretilirler. Bu enzim grubu igerisinde
endiistriyel tiikketim acisindan en biiylik payr deterjanlara katilan alkali proteazlar alir.
Ozellikle B. licheniformis ve B. Amyloliquefcians’ten iiretilen subtilizin deterjanlar icin

en uygun enzimdir [1].

Aspergillus ve Mucor tiirii mantarlardan elde edilen asit proteazlarin termofilik olanlari
peynir {iretiminde kullanilir. Yine Aspergillus proteazlar1 soya soslarinin
hazirlanmasinda, et artiklarindan ve baliktan protein hidrolizatlar1 hazirlanmasinda

genis Ol¢iide kullanilir [1].

2.4.2 Amilolitik Enzimler
Bakteriyel amilaz preparatlar1 yiiksek oranda a-amilaz igerir. Bu enzim a-1,4-glikozid
baglarin1 parcalayan bir endoenzimdir. Bakteriyel amilazlar termostabildir. Mantar

amilazlar1 ise termostabil olmakla birlikte o-amilaz yaninda glukoamilaz da igerir.



Glikoamilaz nisastayr bir uctan baglayarak hem o-1,4- hem de a-1,6-glikozid

baglarindan pargalayabilen bir enzimdir [1].

Amilazlar nisasta endistrisinde dekstrin, glukoz ve maltoz surubu iiretiminde
kullanilirlar. Ekmekgilikte ise yardimci enzim olarak kullanilirlar. Yine ayrici tekstil

sanayinde de gorev alirlar [1].

2.4.3 Glukoz izomeraz
Glukoz izomeraz, glukozu fruktoza doniistiirdiigiinden biiylik bir ekonomik degere
sahiptir. Uretiminde degisik mikroorganizmalardan yararlanilir. En yaygin kullanilam

Streptomyces tiirleridir [1].

2.4.4 Pektolitik Enzimler
Pektolitik enzimler galakturonik asidin dogal polimerleri olan pektinleri parcalar.
Uretimde Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus flavus, Aspergillus wentii,

Penicillium tiirleri kullanilir.

Pektin parcalayan enzimler meyve sularimin berraklagtirlmasinda, meye suyu
tiretiminde filtrasyonu kolaylastirip verimin arttirilmasinda, C vitamini sentezi igin ¢ikis

maddesi olan galakturonik asidin eldesinde yaygin bigimde kullanilirlar [1].

2.4.5 Seliilazlar
Dogada en yaygin sekilde bulunan seliiloz, glukoz birimlerinin -1,4-glikozid baglari ile
birbirine baglanmasi sonucu olusan bir polimerdir ve sekonder yapisi ¢ok sikidir.

Bakteriler anaerobik kosullarda seliilozu parcalarlar.

Seliilaz tiretiminde daha ¢ok Trichoderma viride kullanilir. Enzim olusumu seliiloz

tarafindan induklenir.

Seliilaz enzimleri meyve suyu, sebze ve meyve piireleri hazirlanmasinda hiicrelerin
parcalanmasinda, diyet gidalarin hazirlanmasinda ve teknik proseslerde istenmeyen

liflerin uzaklastirilmasinda kullanilirlar.  Ayrica bitkisel {irlinlerin  kurumasini

kolaylastirirlar [1].

2.4.6 Galaktozidazlar
a-Galaktozidaz seker fabrikalarinda verimin arttirilmasinda -galaktozidaz ise siitteki ve

peynir alt1 suyundaki laktozun hidrolizlenmesinde kullanilir [1].



Cizelge 2.1 Bazi endiistriyel enzimler, kullanim alanlar1 ve kaynaklar1 [1].

ENZIiM KULLANIM ALANI MIiKROORGANIZMA
Maltoz ve dekstrinin Bacillus subtilis
yikilmasi .
a-amilaz Aspergillus oryzae
Leke cikarici ] . .
B. licheniformis
Glikoz surubu
B-glukanaz B-glukanin par¢alanmasi A. oryzae
yoluyla biranin .
berraklastirilmasi B. subtilis
Katalaz Iceceklerin bozulmasini A. niger
onlemek igin
Seliilaz Deterjan katki maddesi Penicillum spp.
Atiklarin degerlendirilmesi
Glikoz izomeraz Glikoz, Fruktoz doniistimii Streptomycetes spp.

Aspergillus spp.

Glikoz oksidaz Biyosensor A.niger
Laktaz Peynir alt1 suyu Kluyveromyce laktis
Laktozsus gida iiretimi
Lipaz Deterjan katki maddesi A. oryzae
Yaglarin par¢alanmasi
Pektinaz Meyve suyu ekstraksiyonu Erwinia spp.
Sarap ve meyve suyu
berraklastirilmasi
Proteaz Deterjan katki maddesi B. Subtilis

Deri Endistrisi, et
ekstraksiyonu

2.5 Hypocrea jecorina

Hypocrea jecorina, hidrolitik enzimleri etkin bir sekilde iiretmesi nedeniyle endiistride
olduk¢a yer alan ipliksi (saprofit) bir mantar tiriidiir. Lignoselliilozik biyokiitle,
biyoyakit ya da platform kimyasallari monomerik sekerlere doniistiirme kabiliyeti

sebebiyle endiistride artan bir ilgi alanina sahiptir. Kagit hamuru iireten kagit endiistrisi,
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gida ve yem endiistrisi, tekstil sanayi gibi alanlarda yayginca kullanilan bir sustur. Yine
alternatif yakit ihtiyaci sebebiyle hidrolitik enzimlerinin aktivitesinden yararlanilarak

biyoyakit teknolojisinde kullanilmaktadir. Polimerik biyokiitleli bilesikler kolaylikla

Hypocrea jecorina varliginda glukoz, ksiloz gibi monomerik birimlere

_
| -

dondstirilebilmektedir [4].

Sekil 2.1 Hypocrea jecorina [15].

2.6  Pullulanaz (pullulan-6-glucanohydrolase EC(3.2.1.41))

Pullulan1 hidroliz eden pullulanazlar o- amilaz ailesi olarak bilinirler [5]. Bu enzimlerin
ayni genel Ozelliklere sahip oldugu bulunmus ve substrat baglanma bdlgelerinin
amilazlarla ayni oldugu gozlenmistir. Buna ilaveten pullulanazin katalitik bdlgesinde

Asp ve Glu aminoasitlerinin katalitik aktiviteden sorumlu oldugu belirtilmistir [6].

Substrat molekiiliiniin sadece a-1,6 baglari iizerinde spesifik aktivite gosterdikleri i¢in
‘sinir dekstranazlar’ olarak da adlandirilirlar [1]. Pullulanazlar, glukoz ve maltoz

verimini arttirirlar [7].

Pullulanaz enzimi ilk defa Bender ve Wallenfel tarafindan 1961 yilinda, pullulan
polimerinin a-1,6 baglarin1 hidroliz eden enzim olarak tanimlanmistir [2]. Pullulanaz
pullulan, amilopektin ve glikojendeki a-1,6 glikozidik baglarina etki eder. Baslica

kullanim alani nisasta endistrisidir [1].

Pullulanazlar (pullulan-6-glucanhydrolase EC(3.2.1.41)) nisasta, amilopektin ve gesitli

oligosakkaritlerin a-D-1,4 glikozidik baglarini hidrolizleyebilme yetenegine gore;
1. Pullulanaz Tip |
2. Pullulanaz Tip II (amilopullulanaz) olmak iizere iki gruba ayrilmislardir.

Her iki tip pullulanaz, pullulanin o-D-1,6 glikozidik baglarini parcalar ve ortaya

maltotrioz ¢ikar. Ancak Pullulanaz Tip II enzimleri, Tip I’den farkl olarak a-D-1,4
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glikozidik baglarina karsida etki gosterebilirler. Bunlarin yaninda son yillarda Pullulan

Hidrolaz’lar da tanimlanmistir. Bunlar;
1. Pullulan Hidrolaz Tip I (neopullulanaz)
2. Pullulan Hidrolaz Tip II (isopullulanaz)’dir.

Bu enzimler pullulandaki a-D-1,4 glikozidik baglarin1 parcalamasi sonucu hidroliz
tirtinii olarak panoz ve isopanoz olusur. En son olarak pullulandaki a-D-1,6 ve a-D-1,4
glikozidik baglarinin ikisini birden ayni anda pargalayarak maltotrioz, panoz ve maltoz

birimleri olusturan;
3. Pullulan Hidrolaz Tip HI

enzimi tanimlanmustir [8].

Cizelge 2.2 Pullulanaz enzimlerinin siniflandirilmasi [9]

Pullulanaz Cesidi: Son Uriin:
Pullulanaz Tip I (EC 3.2.1.41) Maltotrioz, lineer oligosakkarit
Pullulanaz Tip 1l Glukoz, maltoz, maltotrioz

Pullulan Hidrolaz Tip I (EC 3.2.1.135)
(Neopullulanaz) Panoz (a-6-D-glukozilmaltoz)

Pullulan Hidrolaz Tip Il (EC 3.2.1.57)
(Isopullulanaz) Isopanoz (a-6-maltozilglukoz)

Pullulan Hidrolaz Tip HI Maltotrioz, panoz, maltoz

Pullulanaz Tip 1, a-dekstrin-6-glukanohidrolaz ya da limit dekstrinaz olarak
isimlendirilir. Bu tiir enzim ilk defa Klebsiella tiirii mikroorganizmalarda kesfedilmistir.
Pullulan haricinde nisastanin dallanma noktalari1 da parcalar. Bodylece nisasta
parcalayict enzim adini alir. Glukoamilaz enzimi ile beraber kullanilarak, nisastadan
yiiksek verimde glukoz olusumunu saglar. Bu iki enzimin birlikteliginden diisiik kalorili
bira yapiminda yararlanilir. Pullulanaz Tip I, B-amilaz ile beraber kullanildiginda
nisastadan maltoz meydana gelir. Boylece pullulanaz yiiksek saflikta fruktoz eldesinde

ve maltoz surubu tiretiminde de kullanir [1].
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Pullulanazlarin gida endiistrisinde nisasta hidrolizinde kullanilmasi prosesi daha verimli
hale getirir. Ancak ticari pullulanazlarin termal stabilitesi yiiksek degildir ve 60°C gibi
diisiik sicakliklarda bile birkag saat igerisinde baslangic aktivitesinin biiylik oranda
kaybedilmesi istenmeyen bir 6zelliktir. Bu sebeple pullulanazlarin endiistride kullanim

alan1 sinirhidir [10].

2.6.1 Pullulanazlarmm Endiistride Kullanim Alanlar1

2.6.1.1 Pullulanazlarin Nisastanin Sekerlendirilmesinde Kullanilmasi
Nisasta molekiillerinin pullulanaz enzimleri tarafindan hidrolizi sonucu indirgen
sekerler olusur. Bu sekerler arasinda glukoz, maltoz ve maltotrioz, bulunmaktadir. Sivi

haldeki bu iiriin, glukoz surubu olarak da adlandirilmaktadr.

Nisastanin hidrolizi sonucu elde edilen glukoz surubu, daha sonra glukoz izomeraz
enzimi ile fruktoza doniistiiriilebilmekte ve iriin olarak da fruktoz surubu elde
edilmektedir. Tat agisindan fruktoz daha etkili oldugu i¢in c¢esitli gida maddelerinde
tatlandirict olarak fruktoz surubu tercih edilmektedir [11,13,39,40].

2.6.1.2 Pullulanazlarin Tekstil Endiistrisinde Kullanim

B. subtilis ve B. amyloliquefaciens suslarindan derin fermantasyon yontemi ile iiretilen
bu enzimlerin diger bir Ozelligi c¢irislenmis nisastayr olduk¢a kisa siirede
parcalamalaridir. Bu ozelliklerinden dolay1 yaklagik 70-80 yildir pamuklu dokuma
sanayinde hasil sokiicii olarak kullanilmaktadirlar. Pamuklu ipliklerin dokuma islemi
sirasinda torozlanarak kopmalarint Onlemek i¢in iplikler nisasta esasli bir hasil

banyosundan gegirilip kurutularak saglamlastirilir.

Dokuma igleminden sonra ham bezi diger islemlere hazirlamak i¢in bu nisasta kolasinin
alinmasi1 gerekmektedir. Hasil sokme denilen bu islem, beze zarar vermeden en kolay

sekilde pullulanaz enzimleri kullanilarak yapilmaktadir [12].

2.6.1.3 Pullulanazlarin Deterjan Endiistrisinde Kullanimi
Pullulanazlar nisasta iceren (Grnegin patates, makarna, ¢ikolata gibi) kir ve lekelerin
temizlenmesine yardimci olmaktadir. Diger taraftan bulasik makineleri deterjanlaria

pullulanaz katilarak nisasta igeren kurumus yemek artiklarnin ¢oziinmesi

saglanabilmektedir [12,13].
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2.6.1.4 Pullulanazlarin Kagit Endiistrisinde Kullanimi

Kagit endiistrisinde kagidin islenmesi i¢in kagit hamurunun nisastayla kiriglenmesi
gerekmektedir. Bu islem kagidin kalitesini arttirir, kagida sertlik ve dayaniklilik
kazandirir, kagidin giizel tabakalanmasini ve daha iyi silinebilirligini saglar. Dogal
nisastalarin viskoziteleri kagit kirislenmesi i¢in ¢ok fazladir. Bu nisastalar pullulanaz

enzimleri kullanilarak ortamdan uzaklastirilir [13].

2.7 Pullulan
Pullulan amiloz, dekstroz, selilloz gibi noétral bir glukandir. Mikroorganizmalar

tarafindan (6zellikle Aureobasidum pullulans) fermentasyon yoluyla elde edilir [2].

Pullulan maltotrioz birimlerinin birbirine a-1,6 glikozidik baglarla baglandig lineer bir

polisakkarittir.

Aureobasidium pullulans ilk defa 1866 yilinda De Bary tarafindan tanimlanmig, ancak
bu mikroorganizmanin iirettigi pullulan polimerinin saflastirilip karakterizasyonunun
yapilmasi 1958 yilinda Bernier adindaki bilim adami tarafindan gergeklestirilmistir.

Bugiin kullanilan pullulan ad1 ise 1959 yilinda Bender tarafindan verilmistir [14].

Pullulan diizenli olarak birbirini tekrarlayan maltotrioz birimlerinden olusmustur.
Pullulanin bir diger yapisal birimi tetramer veya maltotetrozdur. Catley ve arkadaslar
tarafindan 1986 yilinda yapilan calismada pullulanin maltotrioz birimleri yaninda
miktar1 % 7’yi asmayacak sekilde maltotetroz birimlerinden de meydana geldigi ortaya

cikmustir [14].

il i i
T o 1
'L' 'I"'H L Jl-o; CoeOH CHa:08

L& ;__I—r.l__ S— \:
L& L e A
Ly & b
L — N
(CHy,0g),
Sekil 2.2 Pullulanin kimyasal formiilii (CgH10O0s)

Sekil 2.2°de pullulanin kimyasal yapis1 goriilmektedir. Sekil 2.3’te ise pullalanazin

pullulan tizerindeki etki mekanizmasi gosterilmektedir.
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Sekil 2.3 Pullulanazin pullulan iizerine etki mekanizmasi [2].

2.8 Pullulanaz ile lgili Onceki Cahsmalar
Son yillarda meydana gelen biyoteknolojik gelismeler ile beraber arastirmacilarin

enzimle ilgili yapilan ¢aligmalara olan ilgisi artmistir.

Gilinlimiizde endiistri daha ekonomik, verimli, isletme sartlarina uyum saglayabilecek
enzimlerle ilgilenmeye baslamistir. Bdylece enzimlerle ilgili yapilan calismalara,

giiniimiiz teknolojisinin sagladigi imkanlarla birlikte rekombinant DNA teknolojisi
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kullanilarak daha kararli enzimlere sahip mikroorganizmalarin iretilmesi, farklh
immobilizasyon teknikleri ile kararliligi arttirilmis enzimlerin eldesi konularinda

yapilan ¢alismalar eklenmektedir.

Yapilan literatiir calismasi ile pullulanaz enzimi ile ilgili ger¢eklestirilen bazi calismalar

asagida Ozetlenmistir.

Zhang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismada serbest pullulanaz ve manyetik
kitosan tanelerine immobilize edilmis pullulanazin spesifik aktiviteleri ve kararliliklar
karsilagtirilmistir.  Calismada Klebsiella pneumoniae pullulanazi  kullanilmustir.
Manyetik kitosan taneleri, manyetik Fe3O4 sulu ¢ozeltisinde fotokimyasal
polimerizasyon ile hazirlanmistir. Manyetik kitosan taneleri diizgiin kiiresel sekilde, 86
nm capinda ve siiperparamanyetik 6zelligindedir. Pullulanaz enzimi manyetik kitosan
tanelerine capraz baglama yontemiyle (capraz baglama reaktifi glutaraldehit)
immobilize edilmistir. Bu sekilde toplamda 180 pg pullulanazin, 1 mg manyetik kitosan
tanesine immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Immobilize pullulanazin optimum
sicakli1 50°C olarak bulunmustur. Bu deger serbest pullulanazin optimum sicakligiyla
aymdir. Ancak 50°C sicaklikta immobilize pullulanaz serbest pullulanaza gore daha
yiiksek aktivite gostermistir. Serbest haldeki pullulanazin optimum pH degeri 5,5 iken,
immobilize pullulanazin optimum pH degeri 5 olarak bulunmustur ve immobilize
pullulanaz daha genis bir pH araliginda kararliligini koruyabilmektedir. Manyetik
kitosan tanelerinin pullulanaz immobilizasyonu i¢in kullanilabilcek uygun bir kaynak

oldugu gosterilmistir [2].

Kuroiwa ve arkadaglar1 tarafindan yapilan c¢alismada Klebsiella pneumoniae’dan
indiiklenmis ticari pullulanaz enziminin, aktiflestirilmis agar jel ve kitosan tanelerine
immobilizasyonu gerceklestirilmis ve iki immobilize enzimin serbest enzime gore
kararliliklar1 karsilagtirnlmistir. Aktif agar jelde immobilizasyon, enzimdeki amino
gruplari ile jel ylizeyindeki aldehit gruplar1 arasinda birgok noktadan kovalent baglanma
yontemiyle gerceklesmistir. Pullulanazin aktif agar jele immobilizasyonunda, pullulanaz
iceren 120 mL 0,1 M pH 10 borat tamponunda 15 g aktiflestirilmis agar jel
¢Oziilmiistiir. Elde edilen ¢dzelti, 25°C de 24 saat boyunca karistirilmis, ardindan 240
mg NaBH,; ilave edilmis ve karnisim 30 dakika siiresince karistirilmaya devam
edilmistir. Cozelti 0,1 M, pH 10 fosfat tamponu ve destile su ile yikanarak siiziilmiis ve
jel elde edilmistir. Aktif agar jele immobilizasyonda termal kararliligin,

immobilizasyon veriminin ve enzim aktivitesinin, jel {izerinde baglanmay1
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gerceklestirecek aldehit gruplarinin yogunluguna bagli olarak degistigi gortilmistiir.
Enzimin kitosan tanelerine immobilizasyonunda ise enzim fiziksel adsorpsiyon
metoduyla immobilize edilmistir. Bu islem igin kitosan taneleri pH 7’de 0,1 M fosfat
tamponunda bir gece boyunca bekletilmis, ardindan 5 g kitosan, bir miktar pullulanaz
ile fosfat tamponunda siispansiyon haline getirilmis ve 25°C’de 1 saat boyunca yavasga
karistirllmistir.  Kitosan taneleri fosfat tamponu ve destile su ile yikanmis ve
stizlilmigtlir. Pullulanaz aktivitesi Ol¢limii i¢in substrat olarak 0,1 M, pH 6 fosfat
tamponunda hazirlanmis % 0,5 (m\v) konsantrasyonda pullulan ¢ozeltisi kullanilmigtir.
Serbest pullulanaz 8 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan inaktif hale gelmistir.
Kitosan tanelerine adsorbe edilen enzimin kararliliginin, daha 6nce ayni ¢aligma grubu
tarafindan yapilan bir baska calismadaki, kitosan tanelerine once adsorpsiyon ardindan
capraz baglama yontemiyle immobilize edilmis pullulanaza gore daha diisiik oldugu
belirtilmistir. Aktif agar jele immobilize edilen pullulanazin 48 saat inkiibasyon

sliresinin sonunda kararliliginin % 30’unu hala korudugu goériilmistiir [2,10].

Amilopullulanaz, genellikle bakterilerde incelenmis olup, bu bakterilerden izole edilen
amilopullulanazin fizikokimyasal 6zellikleri ve indiiksiyon parametreleri arastirilmistir.

Son yillarda yapilan arastirmalarda calisilan bakterilerden biri de Geobasillus sp.’dir

[8].
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BOLUM 3

ENZIiM IMMOBILIiZASYONU

Enzimler yasayan hiicrelerdeki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran protein
molekiilleridir. Enzimler reaksiyonlar sonucunda modifiye olmazlar. Bu nedenle ayni
enzim bir kereden fazla kullanilabilir, ancak enzimin reaktanlar ve/veya iirlinler ile
birlikte bir c¢ozelti igerisinde bulunmasi, enzimin ¢dzeltiden ayrilmasini
zorlastirmaktadir. Boyle durumlarda enzimin bir katiya tutundurulmasi saglanarak,

tirlinler ortamdan alinmakta ve enzim tekrar kullanilabilir bir hale gelmektedir [16,24].
Enzim immobilizasyonu, enzimin hareketini engelleyen bir yontemdir [16,24].

Suda c¢oziinen ve c¢ozeltide serbest hareket edilen enzim molekiillerinin; suda
¢oziinmeyen reaktif polimer tasiyiciya baglanarak, yine suda ¢éziinmeyen yiizey aktif
tasiyicilarda adsorblanarak bifonksiyonel reaktiflerle capraz baglanarak ve polimer
matrikste, yar1 ge¢irgen membran veya mikrokapsiillerde tutuklanarak hareketinin
sinirlandirilmasina  “’immobilizasyon’” denir. Enzim immobilizasyonunda amag,
yalnizca enzimi istenilen anda reaksiyon ortamindan uzaklastirmayi saglamak degildir.
Immobilizasyon sonucu enzimatik aktivitede cok 6nemli bir diisme de olmamalidir. Bu
nedenle immobilizasyon ¢ok yumusak kosullarda gerceklestirilmeli ve islem sirasinda
enzim aktif merkezleri rahatsiz edilmemelidir. Bu durum o6zellikle enzimin suda

¢ozlinmeyen bir tastyiciya kovalent baglanmast ile s6z konusu olur [1].

3.1 Immobilizasyonun Tarihcesi

1916 yilinda Nelsen ve Griftin, odun kémiirii {izerine adsorbe edilmis maya invertazinin
(E.C.3.2.1.26) [9001-57—4], sukrozun hidrolizini katalizleyebildigini gézlemlemislerdir.
Bu gelismenin ardindan fizyolojik aktif proteinlerin kovalent baglanma ile gesitli

tagtyicilara immobilizasyonu iizerine ¢ok cesitli raporlar yaymlanmistir. Biitiin bu
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caligmalara ragmen 1953 yilinda Grubhofer ve Schleith’in karboksipeptidaz, diastaz,
pepsin ve riboniikleaz gibi ¢esitli enzimleri diazolanmis poliaminostiren reginesi tizerine
kovalent baglanmayla immobilize etmelerine kadar immobilizasyon pratikte
kullanilmamistir. Daha sonra 1956 yilinda Mitz, katalazin DEAE-seliiloz {izerine iyonik
baglanmayla immobilizasyonunu gerceklestirmistir. 1963 yilinda Bernfeld ve Wan
tripsin, papain amilaz ve riboniikleazin, poliakrilamid jel i¢ine tutuklanmasini saglamas,
1964 yilinda Quiocho ve Richards karbosipeptidaz glutaraldehitle capraz baglanmasini
gerceklestirmistir.  Ayrica, 1964  yilinda  Chang  karbonik  anhidrazin
mikrokapsiillenmesini, 1971 yilinda da Gregoriadis amiloglukozidaz igeren
lipozomlarin hazirlanmasini gergeklestirmistir. Bu her iki ¢alisma da enzim terapisinde
kullanilmaktadir. Bu sirada Katchalski-Katzir ve arkadaslarinin immobilize enzimlerin

teorik olarak anlasilmasinda biiyiik yararlart olmustur [17].

1969 da Chibata ve arkadaslari, ilk defa immobilize enzimlerin endiistriyel
uygulamalarinda basar1 saglamis kisilerdir. Fungal aminoagilazi DEAE Sephadex ile
iyonik baglanma yontemi ile immobilize etmisler ve bu immobilize enzimi N-agil-D,L-
amino asitleri hidrolizle, L-amino asitlere ve Nagil- D-amino asitlere doniistiirmekte
kullanmiglardir. 1973 yilinda, Chibata ve arkadaslar tarafindan mikrobiyal hiicrelerin
immobilizasyonunun ilk endiistriyel uygulamalar1 gerceklestirilmis, poliakrilamit jele
tutuklanmis, yiiksek aktivitede aspartaz igeren Escherichia coli hiicreleri ile amonyum

fumarattan L-aspartat tiretiminde kullanilmigtir [17].

Son yirmi yilda enzim immobilizasyonu yani sira mikroorganizma immobilizasyonu da
onem kazanmistir. Substrat mikroorganizmanin igerdigi enzimlerden yalniz biri i¢in
spesifik ise saf bir enzimin immobilizasyonu yerine bunu i¢eren mikroorganizmanin
immobilizasyonu yapilmaktadir. Mikroorganizma immobilizasyonu yapildiginda
saflagtirma basamagi gerek duyulmadigindan ekonomik acidan da endiistriye biiytlik
kazang saglamaktadir. Ozellikle son iiriinii elde edebilmek i¢in birden fazla enzimden
yararlaniliyor ve mikroorganizmanin igerdigi diger enzimler reaksiyona girmiyor ya da
reaksiyona girmeleri problem yaratmiyor ise saf enzimler yerine mikroorganizmalarin

immobilizasyonu biiyiik yarar saglamaktadir [1].

3.2 Immobilizasyonunun Avantajlari

Immobilizasyon islemiyle bir katrya tutundurulmus enzimin, ¢dzelti icerisindeki bir

enzime gore bir ¢ok avantaji bulunmaktadir [41]:
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8.

9.

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

. Enzimin ortamdan uzaklastirilmasi sonucu reaksiyonun hizli bir sekilde

durdurulmasi saglanabilmektedir.

Olusan iiriinlerde enzim kalintilar1 bulunmamaktadir (Ozellikle gida ve ilag

sektorleri i¢in enzimin kirletici icermemesi ¢ok dnemlidir.).
Enzimin kararlilig1 artmaktadir.
Enzimin ortamdan ayrilmasi kolaylagsmaktadir.

Siirekli sistemde c¢alisilabilmektedir.

. Uriiniin kolayca ayrilmasi saglanmaktadir.

Atik s1vi miktar1 azalmaktadir.

Bazi durumlarda enzimin aktivitesi artmaktadir.

10. Enzimin yarilanma 6mrii uzamaktadir [16,18].

Enzim immobilizasyonunun biitiin avantajlarina ragmen endiistriyel uygulamalari

asagidaki nedenlerden dolay1 sinirlanmaktadir:

1.

2.

3.3

Coziilebilir enzimlerin maliyetinin daha diisiik olmasi.

Geleneksel yontemlerin degistirilmek istenmemesi.

Kurulmus prosesleri degistirmek i¢in yeni yatirimlara gerek duyulmasi.
Immobilizasyon isleminde kullanilacak tasiyicinin maliyeti.

Sistemin performansi [18].

Immobilizasyon Parametreleri

Diger fiziksel ve kimyasal proseslerde oldugu gibi, immobilizasyonun hizi ve verimi

ozellikle tastyicinin cinsine, immobilizasyon yontemine, konsantrasyona, pH’a,

sicakliga ve reaksiyon siiresine baghdir [19].

Coziinmez gozenekli tasiyicilar kullanilarak enzim baglanmasi yontemi, laboratuar

caligmalar1 ve endiistriyel uygulamalar i¢in standart bir yontemdir. Enzim dis yiizeyinin

ve tastyicinin fonksiyonel gruplarmin ozellikleri tasiyicilara kimyasal baglanma

esnasinda ¢cok dnemli rol oynar. Adsorpsiyon, yiizeyin hidrofilik ve hidrofobik olma

karakteristigine baglidir. Hakim olan iyonik gruplar ve bu gruplarin amino asitlerle olan
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etkilesimleri ¢ozeltinin pH’ryla degisen ve tiim yilizeyin karakteristigini belirleyen

elektriksel yiike ve iyonik gruplarin yogunluguna baglidir [19].

Kovalent baglanma metodunda, protein yiizeyine erisebilir olan ¢ok sayida fonksiyonel
grup kullanilabilir. Bununla beraber, 6zellikle lisin ve arjininin amino gruplari, aspartik
ve glutamik asitin karboksil gruplari gibi az sayida amino karboksil grup pratik olarak
kullanilabilir [19].

Enzim ile tasiyict yiizeyi arasindaki iyonik, hidrofilik veya hidrofobik ve hidrojen
baglariyla olan giiglii etkilesimler enzimin kararlihigimi etkiler. Cok sayidaki giiclii
etkilesimler (ve bunlarin kooperatif etkileri) tasiyici yiizeyinde istenmeyen tersinmez
adsorpsiyona neden olabilir, bu da enzim aktivitesinde kayba neden olur. Bu ayrica
proteinin {glinciil yapisinda da konformasyonel degisikliklere neden olabilir. Bu etkiler

ozellikle kat1 tastyict ylizeylerindeki ¢oklu etkilesimlerde gozlenebilir [19].

Bazi durumlarda uygun bir miktarda bosluk yaratict ajan olarak bilinen kimyasallarin
kullanilmas: tasiyiciyr immobilizasyona elverisli hale getirerek enzimi korur ve enzimin
inaktivasyonunu engeller. Enzime belli bir miktarda pasif ve ucuz bir proteinin adsorbe

edilmesi enzim immobilizasyonundaki koruyucu 6n asamalardan biridir [19].

3.4 Immobilizasyonda Kullanilan Tastyicilar

Immobilize enzimlerin dzellikleri hem enzimin hem de tastyict maddenin dzelliklerine
baghdir. Enzim ile tasiyici arasindaki etkilesimler, immobilize edilmis enzimin pratik
uygulamalari i¢in enzimin tespit edilmesi gereken fizikokimyasal ve kinetik 6zellikleri
hakkinda kesin yargilara varmak igin katkida bulunur. Immobilize enzimin operasyonel

performansini 6nemli 6l¢ilide artirabilecek olan tasiyici ¢ok akillica segilmelidir [19,40].

Tiim enzimler ve enzim uygulamalar1 i¢in genel bir tasiyict bulunmamasina ragmen,
tagtyict olarak kullanilacak maddelerde aranilan bir¢cok o6zellik olmalidir. Bunlar
[19,40]:

1. Proteinlere kars1 ytiksek ilgi

2. Kimyasal modifikasyonlar ve enzimle direkt olarak reaksiyona girebilmesi igin

gerekli fonksiyonel gruplarin varligi
3. Hidrofiliklik ( suya kars1 hidrofobik, proteine kars1 hidrofilik olmak)

4. Yenilenebilirlik
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5. Mekanik kararlilik

6. Secilen biyotransformasyon i¢in farkli geometrik sekillerde ve istenilen yiizey

alanlarinda hazirlanabilme kolayligi
7. Genis ylizey alani
8. Kimyasal kararliliginin yiiksek olmasi
9. Uygun tanecik ¢ap1 / boyutu (0.2-1 mm / 30-60 nm)
10. Iyon degistirebilme kapasitesinin yiiksek olmasi
11. Sisme kabiliyetinin diisiik olmasi
12. Mikrobiyel kararliliginin ytiksek olmasi
13. Insan ve cevre sagliga zarar vermemesi
14. Elastikiyetinin yeterli olmas1
15. Maliyetinin diisiik olmas1

16. Dogal ortamlara zarar vermeyecek maddelere indirgenebilmesidir [19,40].

3.4.1 Iimmobilizasyonda Genel Olarak Kullanilan Tasiyicilarin Simiflandirilmasi
Enzim immobilizasyonunda yukaridaki 6zelliklerin biiyiik bir kismina sahip inorganik,
dogal kaynaklardan elde edilen organik ve organik sentetik tasiyicilar gibi ¢ok g¢esitli

tastyicilar kullanilabilir [19].
Inorganik ve canli tasiyicilar:

e Gozenekli cam, Si02

e (Gozenekli silika, SiO2 (Deloxan)

e Aliimosilika

e Polisakkaritler: agaroz (tlirevleri)

e Caprazlanmis dekstranlar (Sepharoz, Seliiloz)

e Proteinler: Jelatin, biyokiitle (6rnegin bakteriler)
Organik sentetik tasiyicilar:

e (Metil-) Akrilat-tiirevleri (Eupergit)
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e Akrilamit tlirevleri

e Vinilasetat tlirevleri

e Maleik asit anhidrit-tiirevleri
e Poliamitler (Nylon)

e Polistiren tiirevleri

e Polipropilen

e Sepatanecikleri (Sepabeads)

3.4.2 Kitosan

Kitosan, kitinden tiiretilen modifiye bir polisakkarittir. Kitinin deasetilizasyonu ile
tretilmektedir. Kitosan a-(1-4)-2-amino-2-deoksi-D-glukopiranoz ve a-(1-4)-2-
asetamino-2-deoksi-D-glukopiranoz ~ birimlerinden  olusan  ikili  lineer  bir
heteropolisakkarittir. Kitosan da yapi olarak seliiloza ¢ok benzemektedir; seliillozun
ikinci karbonundaki hidroksil grubunun amin grubuyla yer degistirmis seklidir, yani
kitosan kitinde oldugu gibi ¢ift bagli karbon atomlarina sahip degildir. Berger ve ekibi,
biyomedikal uygulamalarda kitosan hidrojellerinin kullanilabilirligini arastirmislardir.
Hidrojel yapiminda en fazla kullanilan ¢apraz baglayicilar, glioksal ve glutaraldehittir.
Glutaraldehit, kitosanin amin gruplarina imin grubu lizerinden baglanmaktadir. Bu tip
dialdehitler her hangi bir aditif olmadan dogrudan reaksiyon gerceklestirebilme

ozelligine sahiptir [45].

Asagida Sekil 3.1°de kitosanin kimyasal yapis1 goriilmektedir:

OH OH OH
e
0 0
HO Hm%/m/
NH2 NH2

Sekil 3.1 Kitosanin kimyasal yapis1 [41].

Kitosan, biyoteknolojide ~ enzim immobilizasyonunun ~ yaninda,  hiicre
immobilizasyonunda, protein ayirmada, hiicre geri kazaniminda ve kromotografik
uygulamalarda da kullanilmaktadir. Ayrica, gida sanayinde boya maddelerinin

ayrilmasinda, renk stabilizasyonunda ve hayvan yemi katkis1 olarak kullanilmaktadir.
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Atik su aritmada metal iyonlarinin ayrilmasini saglamakta, tarimda giibrelemede
kullanilmaktadir. Medikal uygulamalarda bandajlarda, kontak lenslerde, cilt
yaniklarinda, kanda kolesterol diizeyinin belirlenmesinde genis bir kullanim alanina
sahiptir. Ek olarak, kozmetik sektdriinde, nemlendiricilerde, el, yiiz, viicut krem ve
losyonlarinda kitosandan yararlanilmaktadir. Kabuklu deniz hayvanlarinin atiklarindan
kitosan tliretmek i¢in Oncelikle seyreltik sulu HCI ¢ozeltisi kullanilarak dekalsifikasyon
islemi gergeklestirilmektedir. Ardindan seyreltik NaOH ¢ozeltisiyle deproteinizasyon
yapilarak kitin elde edilmektedir, ancak elde edilen kitinin renginin giderilebilmesi i¢in
% 0.5’lik KMnO4 sulu ¢ozeltisi ve oksalik asit sulu ¢ozeltisi ya da gilines 15181
kullanilarak  renksizlestirme islemi yapilmaktadir. Bdylece kitin  iiretimi

gerceklestirilmektedir [41].

Kitinin % 40 — 50’lik NaOH ¢6zeltisi kullanilarak sicak ortamda deasetilasyonu ile de
kitosan tretilmektedir [41].

3.4.3 Cam Boncuk

Gozenekleri kontrollii cam boncuklar (CPG) % 96 SiO,, % 3 B,03, % 1 Na,O ve eser
miktarda Al,O; ve diger metal oksitlerini igermektedir. CPG mekanik etkilere ve
yiiksek basinca kars1 ¢ok dayanikli, termal kararlilig: yiiksek, organik ¢oziictilere, asidik
ve bazik kosullara karsi dayanikli, farkli gbzenek biiyiikliiklerinde bulunabilen
inorganik bir destek materyalidir [43]. Sekil 3.2’de cam boncuklarin mikroskop

goriintiileri goriilmektedir.

Sekil 3.2 Cam boncuk mikroskop goriintiisii [33].
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3.4.4 Amberlit

Organik esasli sentetik amberlit recineleri elde edilisleri ve kullanilislar1 bakimindan,
iyon degistirici ve adsorban olarak iki ana grupta toplanirlar. iyon degistirici dzellige
sahip olanlar arasinda amberlit C6-400, IRA-900, IRC-718 gibi regineler sayilabilir.
Adsorban ozellige sahip regineler arasinda ise amberlit XAD-2,-4,-7,-8,-11,-16 ve
XAD-1180 v.b. gibi polimerik regineler sayilabilir [21].

Sekil 3.3’de goriildiigii gibi, amberlit XAD recineleri genis yiizey alanli, biiyiik ve
homojen dagilimli gézenege sahip, ¢apraz bagl kopolimerlerdir. Organik ¢oziiciilere,
asidik ve bazik ortamlara karsi kararli olmalar1 nedeniyle adsorban olarak kullanilan
silikajelle karsilastirilabilir. Ayrica eluent olarak, organik maddelerin yani sira asidik

veya bazik ¢ozeltilerin kullanilabilmesi gibi Gstiinliikleri vardir [21].

Amberlit XAD-1180 beyaz tanecikli bir polimerik adsorbandir. XAD-1180 hidrofobik,
non iyonik ve ¢apraz bagli bir polimerdir. Genis ylizey alan1 ve aromatik bir yapisi
vardir. Amberlit XAD-1180 reginesi miikemmel fiziksel, kimyasal ve termal kararliliga

sahiptir [8].

-

Sekil 3.3 Amberlit-XAD reginelerinin mikroskop goriintiisii [33].

3.4.5 PEG (Poli Etilen Glikol)

PEG (Metoksipoli (etilen glikol)), farkli formlar1 olan, polimerizasyon islemi i¢in
kullanilan en yaygin tek fonksiyonlu bir metil eterdir. PEG endiistride kullanilan
kisaltilmis ismidir. PEG, saf oligomerler olarak, monodisperse, diizgiin veya ayrik
olarak bulunmaktadir. Son zamanlarda X-ray ile belirlenmis ¢ok yliksek saflikta kristal
PEG yapilar gozlenmistir. Fakat aritmak ve saf oligomerler seklinde PEG elde etmek

zor ve maliyetli bir igtir. PEG’in farkli geometrileri de mevcuttur. Merkezi bir ¢ekirdek
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olup 3-10 birimli polimerlerine ‘’Dallanmis PEG Zincirleri’> denir. Bir ¢ekirdek
etrafinda 10-100 birimli polimerlerine “’Y1ldiz PEG Zincirleri’’ denir. Yine bir normal
polimer omurgasina asilanmis pek ¢ok PEG polimeri igeren ‘’Tarak PEG Zincirleri’’
vardir. Tim bu PEG cesitlerinin erime noktalar igerdikleri monomer sayisina gore

artma ya da azalma gosterir.

3.5 Immobilizasyon Yontemleri
Gliniimiizde immobilizasyon teknolojisindeki gelismelerle immobilizasyon islemi
sirasinda olusabilecek sorunlara ¢cabuk ve etkili ¢oziimler getirilebilmektedir, ancak her

enzim i¢in ayr1 ayri1 kabul edilen genel bir metot bulunmamaktadir [22].

Immobilizasyon yontemi segilirken kullanilan enzimin kimyasal yapisi ve bilesimi,
substrat ve tirtinlerin 6zellikleri, olusan {iriiniin kullanilacag: alanlar dikkate alinmalidir

[22].

Ayrica, immobilizasyon isleminde, enzimin baglanma bolgesindeki aktif gruplarini ve
kimyasal yapisin1 degistirmeyecek, enzimde aktivite kaybina neden olmayacak bir
yontem seg¢ilmesi ¢cok onemlidir. Bu nedenle enzimin baglanma bodlgesindeki gruplarla
reaksiyon vermesinden kaginilmalidir. immobilizasyon isleminde baglanma sirasinda
enzimin aktif bolgesi koruyucu gruplarla korunur. Baglanma sonrasinda koruyucu
gruplar, enzimde aktivite kaybina neden olmadan uzaklastirilir. Bazi durumlarda bu
koruyucu etki substrat ya da yarisan tip inhibitdr ile saglanabilir [16] Immobilizasyon

yontemleri asagida Sekil 3.4’deki gibi simiflandirilmaktadir [1]:

EIlZZ‘Im Immobﬂizasyon Yé ntem_lerl
[

[ ]
szinmez Formda Immobilizasvon | Cézinen Formda Immobilizasyon |

i: |U1traﬂ]1trasyon| Hollow-fiber
Baglama Tutulclama | membranlar |

Céminen-céminmeyen
enzimler
|
Jelde MMikro Lipozom
tutulclam; apsilleme telonigi
Capraz | | Tastyc Enzim
baglama| |baglarna kopolimerizasyonu
| N | | 1
B dsorpsiyon Tyomlk Selat K ovalent Bivospesifik

baglama| |baglama baglamna baglama

Sekil 3.4 immobilizasyon cesitleri semas1 [1].
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Enzimin immobilize edilecegi yiizey hidrojen baglar1 veya elektron gecis
komplekslerinin olusmasi sirasinda enzimin yapisini korumaktadir. Bu baglanmalar
enzimdeki titresimi engellemekte ve bu da sicaklik kararliliginin  artmasini
saglamaktadir. Yiizey ve enzimin yakin g¢evresi elektrik yiikliidiir ve bu da enzimin
optimum pH’sinin 2 pH birimi kadar artmasimna neden olmaktadir. Boylece enzimin
etkin bir gsekilde calisabilecegi pH araligi artmakta ve ayn1 pH’ta c¢alisamayan

enzimlerin bir arada ¢alismasi saglanmaktadir [16].

3.5.1 Tutuklama

Tutuklanmis biyokatalizorler bes degisik kategoride tanimlanirlar [17].

. Lattice tipi: Biyokatalizorler, polisakkarit, protein ve sentetik polimerlerden

hazirlanan jel matrislerde tutuklanirlar.

. Mikro kapsiil tipi: Biyokatalizorler yar1 gecgirgen sentetik polimerlerde
tutuklanirlar.

. Lipozom tipi: Biyokatalizorler fosfolipitlerden hazirlanan sivi membranlarda
tutuklanirlar.

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

. Membran tipi: Biyokatalizorler harcanan reaksiyon ¢ozeltisinden ultrafiltrasyon

membranlariyla ayrilirlar.

Tutuklama metodunun avantaji sadece tekil enzimlerin degil, degisik tipte enzimlerin,
organellerin ve hiicrelerin hemen hemen ayni prosediir ile immobilize edilebilmeleridir.
Biyokatalizorler ¢esitli modifikasyonlara ugramazlar ve immobilizasyon yliksek
molekiil agirligindaki enzim inhibitorlerinin etkisini elimine eder. Dezavantajlari ise
yiiksek molekiil agirligindaki substratlar enzime zorlukla tutunurlar ve tasiyicilar
yeniden elde edilemez. Ultrafiltrasyon membraniyla tutuklama yapildiginda, aktive
olmamis enzim molekiilleri bazen membran yiizeyine yapisip reaksiyon cozeltisine
geciste azalmaya neden olsa da, yontemin dezavantajlar1 6nlenebilir. Lattice tipi yontem
biyokatalizor immobilizasyonunda tutuklama yonteminin en ¢ok kullanilan tipidir [17].

Sekil 3.5’te tutuklama metodunun sematik gosterimi bulunmaktadir.
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3.5.2

Sekil 3.5 Tutuklama yontemi sematik gosterimi [43].

Tasiyic1 Baglama Yontemi

Tasiyict baglama metodu en eski immobilizasyon yontemidir, enzimlerin suda

cOziinmeyen tastyicilara baglanmasi seklinde gerceklesir. Bu yontemde baglanan

enzimin miktar1 ve immobilizasyon sonrasi enzimin aktivitesi tasiyicinin yapisina

baglidir [16].

Tastyicinin  secilmesi immobilize enzimin performanst agisindan biiylik Snem

tasimaktadir. Tasiyici segiminde en 6nemli kriter enzimin cinsidir [16].

Bunun disinda tasiyici se¢iminde dikkat edilmesi gereken kriterler agagidaki gibidir:

Genis ylizey alani

Tanecik boyutu ve sekli

Kimyasal bilesimi

Hidrofilik gruplarin hidrofobik gruplara molar orani
Gegirgenligi

Hidrofilik karakteri

Kimyasal, mekanik ve 1s1l kararlilig

Yiiksek sertligi

Mikrobiyal saldirilara kars1 dayanikliligt

Rejenerasyon kabiliyetidir [18].

Sekil 3.6’da enzimin tasiyiciya baglanmasi goriilmektedir:
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Sekil 3.6 Enzimin tasiyiciya baglanmasi [41].

Genel olarak; hidrofilik gruplardaki ve baglanan enzim konsantrasyonundaki artis
immobilize  enzimin  aktivitesinin  yiikselmesini  saglamaktadir.  Enzim
immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan tasiyicilardan bazilari seliiloz, dekstran, agaroz,

poliakrilamid jel gibi polisakkarit tiirevleridir [16].

3.5.3 Fiziksel Adsorpsiyon Yontemi

Enzim immobilizasyonunda kullanilmakta olan bu yontem enzimin suda ¢dziinmeyen
bir tasiyicinin yiizeyine fiziksel adsorpsiyonuna dayanmaktadir. Enzim ile tasiyici
arasinda tersinir bir yiizey etkilesimi ger¢eklesmektedir. Adsorpsiyon, en basit ve uygun
tasiyict kullanildigi durumlarda ucuz bir immobilizasyon metodudur. Bu yontemde
hidrofobik baglanma gerceklesebilmekte, ayrica van der Waals kuvvetleri, iyonik ve
hidrojen bag etkilesimleri gibi elektrostatik kuvvetler de etkili olmaktadir. Bu yontem
ilk olarak p-D-frukto-furanosidaz enziminin aluminyum hidroksit {izerine
immobilizasyonunda kullanilmistir [16,24]. Fiziksel adsorpsiyon ile immobilizasyon
isleminde enzimin aktif merkezinin yapisinda ve de enzimde konformasyonel degisiklik
cok az olmakta ya da hi¢ olmamaktadir. Islem sirasinda enzimin aktivitesini
kaybetmemesi ve optimum adsorpsiyon kosullarinin saglanabilmesi i¢in uygun ¢oziicii
kullanilmali, sicaklik, enzim konsantrasyonu, adsorbant konsantrasyonu, pH ve iyon

konsantrasyonlari kontrol edilmelidir [16,24].
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Enzimin tastyiciya fiziksel adsorpsiyon yontemi ile immobilize edilmesi Sekil 3.7°de

goriilmektedir:

Sekil 3.7 Fiziksel adsorpsiyon gosterimi [41].

Bu immobilizasyon yonteminin en biiyiik avantaji genellikle bir ayira¢ kullanilmamasi
ve c¢ok az sayida aktivasyon asamasina ihtiya¢ duyulmasidir. Ayrica adsorpsiyon
isleminde baglanma hidrojen baglar1 ve van der Waals kuvvetleriyle gergeklestiginden;
adsorpsiyonun enzim tiizerindeki bozucu etkisi kimyasal baglanmaya gore ¢ok daha
azdir. Yani, enzim veya tastyicida kimyasal degisim gerceklesmemektedir. Bu anlamda
adsorpsiyon islemi dogal biyolojik membranlarda olusan duruma ¢ok benzemekte ve bu

tiir sistemlerin modellenmesinde de kullanilmaktadir [16,24].

Avantajlariin yani sira adsorpsiyon isleminin bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir.
Islem sirasinda enzim ve tasiyici arasindaki baglanma kuvvetleri zayif oldugundan
adsorplanmis enzim tasiyicidan sizabilir. Bu zayif baglar nedeniyle enzimin
adsorpsiyonu; sicaklik, pH, iyonik kuvvetlerdeki degisikliklerle ve ortamda sadece
substrat varlig1 ile sonuglanabilir. Ayrica bu yontemde ortamda bulunan diger protein
veya maddeler de tasiyict {izerine adsorplanabilir. Bu da immobilize enzimin

ozelliklerinin degismesine, aktivasyonunun diismesine sebep olur [16,18].

Fiziksel adsorpsiyon isleminde genellikle adsorbant olarak aliimina, aktif karbon, Kkil,

kolojen, cam ve hidroksilapatit kullanilmaktadir [18].

3.5.4 Tyonik Baglanma Yéntemi

Enzim immobilizasyonunda kullanilmakta olan bu yontem enzimin suda ¢oziinmeyen
ve iyon degistirici kalintilar1 igeren bir tasiyicitya iyonik baglanmasi esasina
dayanmaktadir. Uygulanmasinin kolay olmasi, tasiyicinin yenilenebilir olmasi ve
enzimin modifiye olmamasi ydntemin kullanimmi arttiran ozelliklerdir. Iyonik

baglanma metodunda kullanilan tastyicilar;

e organik (seliiloz, dekstran)
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e inorganik (silika) destek maddeler
e iyon degistirici kalintilarindan tiireyen iyon degistiricilerdir.

Genellikle tasiyict olarak iyon degistirici merkezleri bulunan polisakkaritler ve sentetik
polimerler kullanilmaktadir. Tasiyicilar, iyon degistirici kalintilarina bagli olarak

anyonik veya katyonik degistirici olarak isimlendirilirler.

Fiziksel adsorpsiyonda oldugu gibi iyonik baglanmada da immobilizasyon islemi
kolaylikla ger¢eklesmektedir. Enzim ile tasiyict arasindaki baglanma kuvvetleri fiziksel
adsorpsiyonda oldugundan daha kuvvetli ancak kovalent baglanmada oldugundan daha
zayiftir. Bu nedenle de enzimin tasiyicidan sizma olasiligi vardir. Bu durum genelde
iyonik kuvvetin yiiksek oldugu substrat ¢ozeltilerine ya da pH degisimlerine neden
olmaktadir. Iyonik baglanmada operasyon kosullar1 kovalent baglanmadakine gore daha
hafiftir, enzimin konformasyonunda ve aktif merkezindeki degisiklik azdir. Bu nedenle

genellikle immobilize edilen enzimin aktivitesi yiiksek olmaktadir [16,17,18].

3.5.5 Kovalent Baglanma Yontemi

Bu yontem enzimin suda c¢oziinmeyen bir tasiyicitya kovalent olarak baglanmasina
dayanmaktadir. Genellikle baglanma, enzimin niikleofilik grubuyla tastyicinin
fonksiyonel grubu arasinda gergeklesmektedir. Baglanmada rol alan fonksiyonel
gruplar; amino grubu (NHy), karboksil grubu (CO;H), siilthidril grubu (SH), hidroksil

grubu (OH), imidazol grubu, fenolik grup, tiyol grubu, treonin grubu ve indol grubudur.

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

amacla kullanilan yontemlerin baglicalar1 asagidadir:
e epoksidasyon metodu

karbodiimit metodu

e silanizasyon metodu
e glutaraldehit (¢capraz baglama)
e siyanojen bromit

e tresil klorit metodu

31



Kovalent baglanma ydnteminde kullanilabilecek ¢ok sayida tasiyici vardir, hangi
tastyicinin  kullanilacagi tasiyicinin  avantaj ve dezavantajlari  dikkate alinarak
secilmektedir. Arastirmalar tasiyicinin  hidrofilik  6zelliginin  6nemli  oldugunu

gostermektedir. Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar sunlardir [44]:

e Hidrofilik 6zelligi yiiksek olan polisakkaritler

e scliiloz
e dekstran
e nisasta
e agaroz

gozenekli silika
e Cam

Kovalent baglanma ile immobilizasyon; agilleme, alkilleme-arilleme. Diazolama,
karbamilasyon, CN-Br yardimi ile baglama, imidoesterler, polimerik aldehidler, SH-
distilfid degisimi reaksiyonlar1 olmak iizere 8 ana gruba ayrilmaktadir. Uygun metodu

secerken asagidaki li¢c ana unsur dikkate alinmalidir:

1) Baglanma reaksiyonu enzim aktivitesinin diigmesine neden olmayacak

kosullarda gerceklesmelidir.
2) Enzimin aktif merkezi kullanilan ayiraglardan etkilenmemelidir.

3) Ticari olarak elde edilebilir tasiyict kullanilmalidir [16,18].
Kovalent baglanmada enzim ve tasiyict arasindaki baglar diger immobilizasyon
yontemlerindekine gore daha kuvvetlidir. Bu nedenle substrat veya yliksek iyonik
kuvvete sahip ¢ozelti varliginda bile enzim ile tasiyict arasinda sizinti olmamaktadir.
Ayrica enzim tastyicinin lizerine tutturulmus oldugundan, immobilize edilmis enzim

substratla ¢ok kolay baglant1 kurabilir [16].

Kovalent  baglanmada  immobilizasyon  kosullart  diger = immobilizasyon
yontemlerindekine gore daha karmasiktir. Bu nedenle de kovalent baglanmada enzimin
aktif merkezi ve konformasyonel yapist degisiklik gostermekte ve buna bagl olarak
enzimin aktivitesi diismektedir. Aktivite diismesini engellemek i¢in enzimin katalitik

aktivite gosteren gruplar1 disindaki fonksiyonel gruplarinin tasiyiciya baglanmasi
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gerekmektedir. Aktif bolgenin aminoasit kalintilartyla inaktivasyon reaksiyonlarinin

engellenmesi sonucunda yiiksek aktiviteler elde edilmektedir [16,18].

Enzimin katalitik fonksiyonel gruplarinin tasiyiciya baglanmasi sonucu aktivite

diismesini engellemek igin;

1. Immobilizasyon islemi yarisan tip inhibitdr veya substrat varliginda

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

3. Tasiyiciya kovalent baglanmasi, yeni birlesmis kalintilarla saglanan bir kimyasal

olarak modifiye edilmis ¢6ziinebilir bir enzim kullanilabilir [16,17,18].

Enzimin tastyiciya kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilmesi Sekil 3.8’de

U
[777777

TASIYICI

goriilmektedir:

e

ag

Sekil 3.8 Kovalent Baglanma [43].

Kovalent baglanma asagidaki yontemlerle meydana gelmektedir:
e Diazotizasyon: Tasiyici-N=N-Enzim
o  Amid Bagr Olusumu: Tas1yic1-CO-NH-Enzim
e Alkilasyon ve Arilasyon: Tasiyici-CH,-NH-Enzim, Tasiyici-CH,-S-Enzim
e Schiff’in Baz Olusumu: Tasiyici-CH=N-Enzim
e Amidasyon Reaksiyonu: Tastyici-CNH-NH-Enzim
o Tiyol-Disiilfit Yer degistirmesi: Tasiyic1-S-S-Enzim
e Ugi Reaksiyonu

o Civa-Enzim Yer degistirmesi

33



Kovalent baglanmada enzimin aktif merkezi engellenmis olmamalidir. Baz1 durumlarda
immobilize enzimin verimini arttirmak i¢in enzimin reaktif kalintilarinin miktarini
arttirmak miimkiindiir. Béylece enzimatik aktivite i¢in gerekli olan alternatif reaksiyon

bolgeleri saglanmaktadir.

Kovalent baglanma, capraz baglanma ile birlikte uygulandiginda kararl, ¢evredeki
¢oOzeltiye sizinti yapmayan immobilize enzim tiirevleri elde edilmektedir. Baglanma
reaksiyonlarinin ve kovalent bag yapabilen tasiyicilarin c¢esitliligi bu yOntemin

genellikle kullanilan bir immobilizasyon yéntemi olmasini saglamaktadir [16].
Kovalent bagla immobilize edilen enzimler su avantajlara sahiptir:

1. Olusan siki bag sonucu, kullanim asamasinda sizinti ya da parcalanmayla

karsilasilmaz.

2. Immobilize edilmis enzim substratla ¢ok kolay baglanti kurabilir ¢iinkii enzim

destegin yiizeyinde tutturulmustur.

3. Enzim molekiilleriyle destek madde arasindaki gii¢lii etkilesim nedeniyle

cogunlukla 1si-kararliliginda bir yiikselis gortilebilir.
Diger yandan kovalent bagin dezavantajlar1 da vardir, bunlar ise:
1. Enzim molekiillerinin aktif yapisi kismi modifikasyonlarla bozulabilir.

2. Enzim molekiileriyle destek arasindaki kuvvetli etkilesimler, enzim
molekiillerinin serbest hareketini engelleyebilir ve bu da enzim aktivitesinde bir

azalmaya yol agar.
3. Immobilizasyonun optimum kosullarmni bulmak zordur.

4. Destekler genellikle yenilenebilir degildir. Bu nedenle bu metot daha ¢ok
kararliligin kovalent baglanma yontemiyle arttigindan emin olunan enzimler i¢in

uygundur.

Tim bu dezavantajlarina ragmen, kovalent baglanma analitik amagh

immobilizasyonlarda kullanilir.

Yukarida bahsedilen tiim immobilizasyon yontemlerini bir arada degerlendirmek
gerekirse, adsorpsiyon kolay, ucuz ve efektiftir ancak ¢ogunlukla kararli degildir ve
geriye doniislim gozlenir. Tutuklama ve mikrokapsiilleme yonteminde ise difiizyon

problemleri gozlenir. Enzimin kovalent baglanma ile bir tasiyiciya baglanmasi
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endiistriyel acidan en cazip yontem olarak one ¢ikmaktadir. Ciinkii kovalent baglanma

ozellikle ¢apraz baglanma ile birlikte uygulandiginda efektif ve kararlidir.

Capraz baglama ajani olarak da en iyi sonucglar glutaraldehit ile yapilan ¢alismalarda
elde edilmistir. Kovalent baglanmanin uygulanacagi tasiyiciya ait de giiniimiize kadar
pek ¢ok calisma yapilmistir. Organik ya da inorganik, dogal ya da sentetik pek gok
madde denenmis ve kitin ve kitosan i¢lerinde en 6n plana gegen iki malzeme olmustur

[17,25,26,27].
Asagida, kovalent baglama immobilizasyon tiiriine bazi 6rnekler vardir.
e Acilleme Reaksiyonlari:

Asit anhidridi ve azidleri proteinin serbest amino gruplar ile reaksiyon verir. Ancak
alifatik ve aromatik hidroksil gruplar1 —SH gruplar1 ile yan reaksiyonlar da miimkiindiir

[1]. Sekil 3.9’da bu reaksiyonlara 6rnekler mevcuttur.

o} o .
I . 4 NH— protein
o + H,N-—protein ——
& ¢ —OH
o] ‘ . o
NaNO 1 H, N — protein 11 .
C - NHNH,, HOY ‘ C—N 2 € —NH- protein

Sekil 3.9 Proteinlerin polimerik asid anhidrid ve azidlerine baglanmasi [49,50].

e Alkilleme-Arilleme Reaksiyonlari:

Ozellikle halojen substitiie aromatik halkalar enzim molekiiliinii serbest amin grubu
tizerinden baglarlar. Bazen halkanin nitrolanmasi reaktiviteyi arttirmaktadir [1]. Sekil

3.10°da protein molekiiliiniin halkaya baglanmasina 6rnek verilmistir.

NH- protein

F

s~ SN

y \ . / \

N\ / NO, -+ H,N —protein > \\; / NO
NO,

P

NO,

Sekil 3.10 3-Floro-4,6-dinitrofenil fonksiyonel grubu tasiyan polimerlere enzim
baglanmasi
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e Diazolama Reaksiyonlari:

Aromatik primer amin grubu tasiyan polimerik tasiyicilar diazonyum tuzu olusturarak
protein molekiillerini fenol, imidazol veya serbest amin gruplar1 {iizerinden

baglayabilirler [1]. Sekil 3.11°de polimere proteinlerin baglanmasi gosterilmistir.

NN

)
~_ NO2
\_// W
\A\\~ /]
/]
j 7N ﬂ N HNO2
\/CHC . ]

o,N—(
j—OH

4
4
s - N
7~ "\ et - / = (( \
)—N=N"cl - H/}N:Nﬂ\% .
= 41 TN
/

NOANNANN
¢

Sekil 3.11 Diazolanmig polimerlere proteinlerin baglanmasi [51,52,53].
o CN-Br Yardimi ile Baglama:

Sekil 3.12’de goriildiigii gibi; siyanojen bromiir ile aktive edilmis poli-hidroksi
polimerleri gerek enzim immobilizasyonu gerekse afinite recinelerinin hazirlanmasi
bakimindan son derece dnemlidir. Ozellikle seliiloz, ¢apraz bagli dekstran ve agaroz

gibi suda ¢oziinmeyen polisakkaritler CN-Br ile kolayca aktive edilebilmektedir [1].

NH
N w7
OH —0L \ P —No; o—¢c—N—(P)
CNBr C=NH - i
OH — ~ /S - OH
-0
(o
p | R
/~0-Cc—N—{(P)
- - ; _
/—oH
a

Sekil 3.12 Siyanojen bromiir ile aktive edilmis polisakkaritlere enzim baglanmasi [53].
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e Ugi Reaksiyonu:

Kisaca “’dort komponent kondenzasyonu’’ olarak bilinir. Ugi reaksiyonu, karboksil,
primer amin, aldehid ve izonitril fonksiyonel gruplar1 arasinda gerc¢eklesir. Bu reaksiyon
yardimiyla enzim immobilizasyonunda tasiyict secimi i¢in ¢ok degisik secenekler
vardir, tastyici dort fonksiyonel gruptan herhangi birini tastyabilir [1]. Sekil 3.13’te Ugi

reaksiyonu ile enzim immobilizasyonu goriilmektedir.

-
“~ + —HO
/C:O+ R3’NH2 + H - I Rs-N-C~ - Re-N: C1 ‘
2 |
L HR; H RU‘
R
|1 ~Rs F\{‘l v Ry
+R,-NC C-N C—N’
+R,CO0" /4 H /o | H
4 R4_N:C RZ R4‘N:C Rz
0*?*R5 ‘o—g—Rs
(0] o
RiRs
- RNH-G-0-0OR,
O R,

Sekil 3.13 Ugi reaksiyonu ile enzim immobilizasyonu

3.5.6 Capraz Baglama Yontemi

Enzimlerin c¢apraz baglama ile immobilizasyonu, diger protein molekiillerine ya da
¢oziinmeyen bir tasiyic1 lizerindeki fonksiyonel gruplara, proteinin molekiiller arasi
caprazlanmasiyla saglanmaktadir. Bir enzimin kendisi iizerine ¢apraz baglanmasi pahali
ve de yetersiz bir yontemdir, ¢linkii bu durumda proteinin bir kismi tastyici gibi
davranmakta ve bu da enzimatik aktivitenin diismesiyle sonu¢lanmaktadir. Genellikle
capraz baglanmanin diger immobilizasyon metotlarindan biriyle kullanilmasi daha
iyidir. Enzimin kovalent baglanmayla immobilizasyonu gerceklestirilirken c¢apraz
baglama da uygulandiginda desorpsiyon ¢ok az olmaktadir. Adsorblanmis enzimleri
stabilize etmek ve poliakrilamit jellerden sizintiy1 6nlemek ¢apraz baglamanin siklikla
kullanildig1 alanlardir [16].

Enzimin tastyiciya ¢apraz baglamasi Sekil 3.14’te goriilmektedir:
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Sekil 3.14 Capraz baglanma [44].
Capraz baglamanin saglanmasi i¢in en ¢ok kullanilan maddeler:
e glutaraldehit
e toluen
e diizosiyanat’tir.

Capraz baglama ile immobilizasyon yonteminin en biiyiilk avantaji basit ve hizli
prosediirlerde immobilize enzimlerin sadece ajanin varliginda hazirlanabilmeleridir.

[14,17]. Ayrica bu yontemin 2 6nemli dezavantaji da asagida belirtilmistir.

1. Capraz baglama reaksiyonlar1 daha sert kosullarda gergeklesmektedir ve
kolaylikla kontrol edilememektedirler. Kosullar enzimin aktif bolgesinde
konformasyonel degisiklige yol acabilir ve bu da 6nemli miktarda aktivite kayb1

ile sonuglanabilir.

2. Immobilizasyon icin ¢apraz baglama uygulanarak hazirlanan tasiyicinin

jelatinimsi yapist bir ¢ok uygulamaya sinirlama getirmektedir.

Iyi bir immobilizasyon gergeklestirebilmek icin gerekli optimum kosullar asagidaki

ozelliklere baghdir.
e Enzim konsantrasyonu ve yapist
e (Capraz baglama i¢in kullanilan ajanin konsantrasyonu ve yapisi
e pH

e Iyonik kuvvet
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e Sicaklik
e Reaksiyon siiresi’dir [16,18,24].

Proteinlerin kaginilmaz olarak ana destek maddesi olarak davranmasindan dolayi,
enzimler kendi kendilerine ¢apraz baglanabilirler, capraz baglanmis enzimler daha sonra
¢oziinmeyen makro molekiiller haline gelirler. Bu da verimin goreceli olarak diismesine
dolayisiyla maliyetin artmasina neden olur. Bu dezavantajindan dolay1r ¢apraz

baglamanin baska bir yontemle beraber kullanilmasi en iyi se¢imdir.

Tastyiciyr aktive etmekte en ¢ok kullanilan yontem amid ya da birincil amin igeren
tagtyicinin glutaraldehit ile muamelesidir. Glutaraldehit direkt olarak tasiyiciya ilave
edilerek, aldehit son grubuyla reaksiyon elde edilir. Aldehit grubun birincil amin ile pH
3-10’da 4-12 saat ve 4-25 *C’de gergeklesen bu reaksiyonu schiff bazi1 formasyonuyla

devam eder. Schiff bazi1 formasyonu asagidaki gibidir.
e Schiff Bazi Reaksiyonu:

Bu metot schiff bazi formasyonu yani aktive edilmis tasiyicinin karbonil grubuyla
enzimin serbest amino grubu arasinda gergeklesen aldimin bagla saglanir. (Sekil 3.15)
Birincil amino grubu igeren tasiyici glutaraldehit ile aktive edilir ve bu sayede aktif
karbonil tiirevi elde edilir. Bunun ardindan aldehit tlirevi proteinin serbest amino grubu
ile reaksiyona girerek schiff bazi bagi meydana gelir. Bu metodun bir dezavantaji sulu
ortamda geri doniigimlii olmasidir (6zellikle diisiik pH’larda). Bu ise imin baglarinin

NaBH, ile hidrojenasyonu sonucu stabil alkil amino grubu eldesiyle 6nlenebilir [17].

____NH, + OHC(CH,);CHO N=CH(CH,);CHO

v

—CHO + NH, - Protein —— CH=N - Protein

v

Sekil 3.15 Schiff bazi reaksiyonu gosterimi [43].

3.5.7 Jel Tutuklama Yontemi
Jel tutuklama metodunda tutuklama; monomer (akrilamid), oligomerik ve polimerik

(kolojen, jelatin, kalsiyum aljinat) maddelerden elde edilen, suda ¢dziinmeyen polimer
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jellerde gergeklesir. Tutuklama sirasinda sicaklik, iyonik kuvvet, pH degisir ve capraz
baglanma reaksiyonu olusur. Endiistriyel uygulamalar; monomerlerin zehirliligi ve
reaktor operasyonu sirasindaki yiikksek basing disilisii nedenleri yiiziinden

siirlanmaktadir [16].

3.5.8 Fiber Tutuklama Yo6ntemi

Fiber tutuklama metodu, enzimin seliiloz, triasetat gibi fiber formundaki bir polimere
tutuklamasi sonucunda gergeklesir (Sekil 3.16). Fiberlerin zayif asit, alkali ve bazi
organik coziiciilere kars1 direngli olmasi ve yiiksek iyonik kuvvete sahip olmasi bu
yonteme ¢esitli avantajlar saglamaktadir, ancak diisiik molekiil agirlikli substratlarla
kullanimi1 sinirlanmaktadir. Ayrica polimer ¢oziiciisii olarak suda ¢ozliinmeyen sivilarin

kullanilmasi enzimin inaktive olmasina neden olabilmektedir [16].

ool

O 72

Sekil 3.16 Polimer matrikslerine tutuklama gosterimi semasi [43].

3.5.9 Mikrokapsiilleme Yontemi

Mikrokapsiil tipi tutuklamada enzim yar1 gecirgen polimer membran icerisinde
tutuklanir. Bu metodun avantajlari substratla enzime genis yiizey alani saglamasi ve
sadece tekil enzimler degil, degisik tipte enzimlerin de hemen hemen ayn1 prosediirle
immobilize edilebilir olmasidir. Metodun yiiksek molekiil agirlikli substratlara
uygulanamamasi, bazi durumlarda enzimin inaktive olmasi, membran duvarina
yapismasit ve mikrokapsiillerden damlamasi yOntemin dezavantajlari arasinda
sayllmaktadir [16]. Sekil 3.17°de enzimin bir kapsiil icgerisinde tutuklanmasi

gorilmektedir.

3.5.10 Kompleks Baglama
Protein molekiillerinin metal iyonlariyla kovalent olmayan baglarla baglanmasi

yontemine kompleks baglanma denir. DNA molekiillerinin metal kompleksleriyle
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etkilesimleri son yillarda ¢ok ilgi ¢cekmektedir. Baglanma yollari metal komplekslerinin

boyutlarina ve stereokimyasal 6zelliklerine baghdir [28].

organik

Sekil 3.17 Siirekli ve siireksiz mikrokapsiilleme gosterim semasi [43].

3.5.11 Biyospesifik Baglama

Enzimler ile antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik etkilesimden yararlanilarak
enzim immobilize edilmesi islemine denir. Lektinler spesifik karbonhidrat artiklarini
iceren enzimlere kuvvetlice baglanirlar. Ornegin; invertaz sakkarozun kesiksiz

inversiyonunda kullanilir [1].

3.5.12 Selat Baglama
Baz1 transizyon metallerinin selat yapma 6zelliginden yararlanilarak enzimleri organik
ve inorganik tasiyicilara baglanmasi metoduna denir. Yontem ilk kez 1971 yilinda

uygulanmis olup daha sonra da kullanilmaya devam edilmistir [1].
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BOLUM 4

MATERYAL VE METODLAR

4.1  Deneysel Cahismada Kullanmilan Materyaller

4.1.1 Hypocrea jecorina Kaynagi
Bu ¢alismada kullanilan mikroorganizma Hypocrea jecorina QM 9414, Viyana Teknik

Universitesi, Biyokimyasal Teknoloji ve Mikrobiyoloji Enstitiisii’nden temin edildi.

4.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Caligsmada kullanilan kimyasal maddeler

KIMYASAL : FIRMA/NO:
Kazein pepton Sigma-P6588
Et ekstrakti Merck-103979
Maya ektrakti Merck-103753
Glukoz Merck-108342
Tween 20 Fluka-93780
K2HPO4 Riedel-04248
Na- Asetat Merck-106268
PDA (Patates Dekstroz Agar) Sigma- P2182
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KIMYASAL: FIRMA/NO:
Metanol>>> Riedel- 24229
Glutaraldehit (%25) Sigma- G6257

Amberlite XAD16

Sigma- 115K0062

PEG 6000 Merck- D85662
Amonyum sitrat Sigma-A1332
MgS04.7H,0 Sigma-M1880
MnS0O,4.H,0 Sigma-M7634
KH,PO4 Merck-104871

Coomassie Blue G-250

Sigma-B0770

Etanol Merck-100983
0-Fosforik asit Riedel-4107
2-Hidroksi-3,5-dinitrobenzoik asit Fluka-42260
NaOH Riedel-06203
Amilopektin Sigma-10120
Tris Fluka-93950
(NH,), SO, Fluka-09978
Cam Boncuk (212-300 um) Sigma-G9143
Kitosan (diisiik molekiil agirlikli) Fluka-50494

BaC|2

Aldrich- 21756527815

BSA (S1g1r Serum Albilimin)

Fluka- 27815

Diyaliz Kesesi

Aldrich- D-9777-100FT
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4.2

421

4211

Kullanilan Cihazlar

Sterilizasyon iglemi i¢in: Certoklav LV 18 marka masaiistii otoklav

Enzim indiiksiyonunu saglamak icin: Sartorius marka Certomat IS UHK

calkalamal1 inkiibator

Destile su eldesi i¢in: GFL marka 2001/4 destile su cihazi

Kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin pH kontrolii i¢in: Sartorius marka pH metre
Santrifiij i¢in: SIGMA marka 3K 30 santrifiij

Enzim aktivite ve protein tayini igin: Perkin Elmer Lambda 25 UV/VIS
spektrometre

Karigtirma islemleri igin: Chiltern Hotplate HS31 manyetik karigtirict

Kullanilan tampon, c¢6zelti ve Kkiiltiirlerin saklanmasi icin: Bosch marka

buzdolab1 kullanilmistir.

Kullanilan Metodlar
Kiiltiir Ortami

Saf Kiiltiir Ortamm

H. jecorina QM9414 %3,7 patates dekstroz-agar (PDA) igeren kat1 besiyeri {izerinde

iiretildi. Inkiibasyon siiresi 30°C sicaklikta 5-7 giindiir. Bu sekilde hazirlanan sus

+4°C’de 3 ay muhafaza edildi. Bu yol ile ¢ogaltilan mikroorganizma, spor ¢ozeltisi

hazirlamak ve enzim {iretim ortamina asilamak amaciyla kullanildi. Sekil 4.1°de

H. jecorina’nin saf kiiltiir ortaminin fotografi goriilmektedir.

Sekil 4.1 Hypocrea jecorina saf kiiltiir ortami
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4.2.1.2 Spor Cozeltinin Hazirlanmasi
Kat1 besiyerinde tiretilen kiiltiiriin iizerine 5 ml steril destile su eklendi ve steril cam
drigalski yardimiyla petrinin yiizeyindeki biitiin sporlar dikkatli bir sekilde ¢ozeltiye

alind1. Bu sekilde mililitrede 5x10° spor igeren siispansiyon hazirlandi.

4.2.2 Enzim Uretim Ortami

4.2.2.1 Siv1 Besiyerinin Bilesimi

Kati besiyerinde biiyliyen H. jecorina QM9414 suslarinin misel olusturmasi igin
asilandig1 sivi besiyerinin bilesimi: 10 g kazein pepton, 10 g et ekstraktr, 5 g maya
ekstrakti, 20 g glukoz, 1 g Tween 80, 2 g K,HPO,4, 5 g sodyum asetat, 2 g amonyum
sitrat, 0,2 g MgSO,47H,0 ve 0,05 g MnSO4.H,0, 800 ml bidestile suda ¢oziildii.
Cozeltinin pH’s1t 1 N NaOH ile 6,5’¢ ayarlandiktan sonra destile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi. 500 ml’lik genis boyunlu erlenlere 100’er ml olacak sekilde sivi besiyeri
aktarildi. Erlenlerin agizlar gazli bez ile kapatilarak 20 dk. 121°C’de otoklavda steril
edildi. Steril siv1 besiyerleri daha 6nce hazirlanan spor ¢ozeltisi ile asilandi. Erlenler,

30°C sicaklikta, 160 rpm ¢alkalama hizinda 48 saat boyunca inkiibe edildi [29].

4.2.2.2 Pullulanaz Indiiksiyonu i¢in Kullanilan Besiyerinin Bilesimi

Sivi besiyerinde 48 saat inkiibasyon sonunda olusan H. jecorina QM9414 miselleri,
steril slizge¢ kagidindan (Whatman no:1) vakum altinda siiziildii. Miseller iki kez steril
destile su ile yikandiktan sonra steril spatiil yardimiyla enzim indiiksiyon ortamina
alindi. Enzim indiiksiyon ortaminin bilesimi (g/L): 10 g kazein pepton, 10 g et ekstrakti,
5 g maya ekstrakti, 1 g Tween 80, 2 g K,HPO,4, 5 g sodyum asetat, 2 g amonyum sitrat,
0,2 g MgS0O,47H,0 ve 0,05 g MnSO4.H,0, pH 6,5tir [29,30]. Enzimin indiiksiyonu
laboratuarimizda daha 6nce yapilan optimizasyon c¢alismalarina gore gerceklestirildi.
Yapilan onceki optimizasyon ¢alismalarinda H. jecorina pullulanazi i¢in en iyi substrat
kaynag1 ve konsantrasyonu % 0,1 (m/v) amilopektin olarak bulunmustu. Buna gore
pullulanaz indiiksiyonu icin besiyeri, karbon kaynagi olarak glukoz yerine agirlik¢a
% 0,1 konsantrasyonda amilopektin ile desteklendi. Daha 6nceki ¢alismalarda bulunan

optimum kosullara gore 30 °C’de, 160 rpm’de 24 saat inkiibe edildi [29].
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4.2.3 Pullulanazin Kismi Saflastirilmasi

4.2.3.1 H. jecorina’dan Ekstraselliiler Pullulanazin Elde Edilmesi

H. jecorina’dan ekstraselliiler pullulanaz iiretiminde 24 saat boyunca enzim indiiksiyon
ortaminda inkiibe edilen H. jecorina miselleri vakum altinda siiziilerek ayrildi. Elde
edilen kiiltiir sivisinda enzim aktivite ve protein miktar tayinleri yapildi. Kiiltiir
stvisinda bulunan enzimi ¢oktiirmek i¢in amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulandi [29].

Sekil 4.2°de inkiibatorde ekstraselliiler pullulanazin iiretimi gosterilmistir.

Sekil 4.2 Hypocrea jecorina’dan ekstraselliiler pullulanaz tiretimi

4.2.3.2 Kiiltiir Sivisinda Pullulanazin %60 Amonyum Siilfat Konsantrasyonunda
Coktiiriilmesi

H. jecorina pullulanazini ¢oktiirecek uygun amonyum siilfat konsantrasyonu % 60
olarak bulundu. Enzimi ¢oktiiren en uygun amonyum siilfat konsantrasyonunun % 60
oldugu saptandiktan sonra kiiltiir sivisina ortamdaki konsantrasyonu %60 olacak sekilde
toz amonyum siilfat azar azar ilave edildi. Soguk dolapta manyetik karistirict ile 30
dakika kanistirildiktan sonra agzi kapatilarak bir gece bekletildi. Ertesi giin, 0°C’de
10 000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Cokelti pH’s1 6,5 olan
0.1 M sodyum asetat tamponunda ¢6ziildii ve hacmi 6lgiildii. Bu ¢ozeltide pullulanaz

aktivitesi ve protein miktar tayinleri yapildi [29].
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4.2.3.3 Diyaliz

% 60 amonyum stilfat konsantrasyonunda c¢oktiiriilen ve daha sonra tamponda ¢oziinen
protein ¢ozeltisi, amonyum siilfat1 uzaklastirmak ve iyon dengesini saglamak amaciyla
diyaliz kesesine (genisligi 25 mm, ¢ap1 16 mm) konuldu. +4°C’de 0,1 M sodyum asetat
tamponuna (pH 6,5) kars1 diyalizlendi. Diyaliz tamponu sik sik degistirilerek ¢ozeltide
stilfat iyonu kalmayincaya kadar diyaliz islemine devam edildi. Tamponun son kez
degistirilmesine karar verebilmek icin, diyaliz tamponundan bir miktar alinip {izerine
% 2’lik BaCl, ¢ozeltisinden 1-2 damla damlatildi ve bulaniklik goriilmemesi sonucu
diyaliz sonlandirildi. Diyaliz islemi tamamlanmis olan ¢dzelti, diyaliz kesesinde ¢oken
kisimlar1 uzaklastirmak amaciyla 0°C’de 10000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.
Ustteki berrak cozelti alindi ve % 60 amonyum siilfat kesiti olarak adlandirildi.
Pullulanaz aktivitesi ve protein miktar tayini yapildiktan sonra uygun hacimlere
boliinerek -20°C’de saklandi. immobilizasyon ¢aligmalarinda % 60 amonyum siilfat

kesiti, enzim kaynag1 olarak kullanildi [29].

4.2.4 Pullulanaz Aktivitesinin Tayini

Pullulanaz aktivitesi DNS indirgen seker tayini ile gerceklestirildi. Orneklerdeki
pullulanaz enziminin katalitik etkisi ile substrat ¢ozeltisi pargalanarak ortaya ¢ikan
glukoz miktar1 540 nm’de spektrofotometrede dl¢iildii.

Sekeri indirgeyerek ortaya ¢ikan rengin spektrofotometrik olarak okunmasini saglayan
birgok yontem vardir. 3,5-dinitrosalisilik asit belirteci ilk defa Sumner tarafindan
idrardaki sekeri tayin etmek amaciyla kullanilmigtir. DNS yonteminde 2-hidroksi-3,5-
dinitrobenzoik asit, 3-amino-5-nitrosalisilik asite indirgenirken; glukoz birimleri

glukonik asite yiikseltgenir [30].

¥ o
H-C-0H H-C-0H ol
HD—?—H 1 HI:I—I%—H ECUQ;___\ H_é_ﬂH
SR R S 20" H-C-CH
T o ) H-G—0H

H-C-OH H-C—0H '
H H -
S-D-glukoz D-glukaz dlukanik s5it

| -0 -glukopiranoz)

Sekil 4.3 Glukozun yiikseltgenmesi [31]
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4.2.4.1 Cozeltiler

A. 0,1 M, pH 6,5 Asetat Tamponu: 50 ul asetik asit ve 4,032 gr Na-asetat ¢ozeltileri
karistirildi. Destile su ile 500 ml’ye tamamlandi. 1 N NaOH ile pH 6,5a ayarlandi.

B. DNS Cozeltisi: 10 g 2-hidroksi-3,5-dinitrobenzoik asit, 10 g NaOH, 2 g fenol ve
200 g Na-K tartarat karistirildi. Hacmi destile su ile 1000 ml’ye tamamland.

C. % T’lik Substrat Cozeltisi: Substrat ¢ozeltisi olarak kullanilacak amilopektinden
1 g alinarak ayarlanilmak istenen pH degerindeki 0,1 M asetat tamponunda ¢oziildii ve
balon jojede 100 ml’ye tamamlandi.

Enzimin aktivite tayininde 0,25 ml enzim 6rnegi iizerine, 0,25 ml substrat ¢ozeltisi
eklendi. Kor deneme icin 0,5 ml 0,1 M pH 5 asetat tamponu kullanildi. Her iki numune
37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Numuneler 5 dakika buz banyosunda sogutularak
reaksiyon sonlandirildi. Ardindan hem 6rnege hem de kor tiiplere 0,75 ml DNS belirteci
ilave edildi ve 5 dakika kaynayan suda tutuldu. Tiplerin herbirine 3,75 ml destile su
eklenerek absorbans degerleri 540 nm’de spektrofotometrik olarak kore karsi dlgiildii.
Bulunan degerlerden, standart glukoz egrisi yardimiyla enzim tarafindan bir dakikada

ac1ga ¢ikan glukoz miktar1 pmol\dakika olarak belirlendi ve enzim aktivitesi hesaplandi.

4.2.4.2 Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi
Bir tinite pullulanaz aktivitesi (U); standart kosullar altinda bir dakikada pullulandan 1
umol glukoz olugmasini saglayan enzim miktari olarak tanimlandi ve enzim aktivitesi
total tinite olarak U\ml cinsinden ifade edildi.
Sekil 4.4’teki standart glukoz grafigi kullanilarak bulunan glukoz konsantrasyonlari
(2.1) denkleminde yerine yazilarak total tinite (U\ml) hesaplandi.
Total Unite (U/ml) = [( mg indirgen seker / ml x 1000) / (t x Mg)] (2.1)

- mg ind. seker / ml : 6rnegin absorbansina karsilik gelen indirgen seker miktari

- t: inkiibasyon zamani (30 dakika)

- Meg: serbest birakilan indirgen sekerin (glukoz) molekiil agirlig: (180 /mo

4.2.4.3 Spesifik Aktivitenin Hesaplanmasi
Total tinite degerleri ml’deki protein miktarina boliinerek spesifik aktivite hesaplandi.

Spesifik aktivite U\mg protein olarak verildi.
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4.2.4.4 Glukoz Standart Egrisinin Cizilmesi

Glukoz standart egrisi i¢cin 1 mg\ml konsantrasyonda stok glukoz ¢ozeltisi hazirlanarak,
bu c¢ozeltiden 0,2-1 mg\ml konsantrasyon araliginda seyreltik glukoz c¢ozeltileri
hazirlandi. Elde edilen farkli konsantrasyonlardaki glukoz ¢ozeltilerine enzim aktivite
deneyi uygulandi. 0,25 ml glukoz ¢6zeltisinin {izerine 0,25 ml substrat ¢ozeltisi eklendi.
Kor olarak 0,5 ml asetat tamponu kullanildi. Deney her konsantrasyon i¢in bes kez
tekrarlandi ve bes 6l¢iimiin ortalamasi alindi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiigiik
kareler metodu uygulanarak regresyon denklemi hesaplandi ve standart egri grafigi
cizildi. Cizelge 4.2°de farkli konsantrasyon degerlerine karsilik olarak 540 nm’de
okunan absorbans degerlerinin ortalamalar1 verilmistir.

Cizelge 4.2 Glukoz standart egrisi igin absorbans degerleri

X (mg/ml) Y (nm)
0 0
0,2 0,0626
0,4 0,1742
0,6 0,3076
0,8 0,3826
1 0,5900
0,7
0,6
=0,5277x
0s 20,9638
Té. .
g 0.4 Y
g 0,3 3
2
0,2
<
01
.
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.4 Glukoz Standart Egrisi
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4.2.5 Protein Miktarimin Belirlenmesi
Protein miktar tayini sigir serum albiimin (BSA) kullanilarak Bradford (1976)

Yontemi’ne gore yapildi.

e Bradford yontemi icin renk reaktifinin hazirlanmasi:

100 mg Coomassie Blue G-250, 50 ml % 96 (v\v) etanolde ¢oziildiikten sonra 100 ml %
85 (v\v) o-fosforik asit eklendi. Son hacim destile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.
Cozelti 1 numarali Whatman kagidindan siiziildiikten sonra renk reaktifi koyu renkli

cam bir sisede sakland.

BSA egrisi cizilerek standart protein grafigi elde etmek i¢in; 1 ml renk reaktifi (bradford
yontemi ile hazirlanmis ¢ozelti) tlizerine 10 pl protein 6rneginden eklenip, homojen
karismalar1 saglandi. Omek 1 ml renk reaktifine karsi spektrofotometrik olarak
595nm’de olgiildii. Elde edilen absorbans degerlerinin BSA ile ¢izilen standart grafige

(Sekil 4.5) uygulanmasiyla protein miktart mg\ml olarak belirlendi.

4.2.5.1 Protein Miktarinin Hesaplanmasi
Sekil 4.5’deki BSA standart egri grafigi kullanilarak mL’ deki protein miktarlar
hesaplandi.

09 y=0,8972¢
R2=0g,%q/ *

0,8 /
0,7

0,6

0,5
0,4 /4’/
0,3
0,2
01

0 ¢/

0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2

Absorbans {595 nm)

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.5 Protein Standart Egrisi
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4.2.5.2 Total Protein Standart Egrisinin Cizilmesi

mg\ml konsantrasyon olacak sekilde BSA stok ¢6zeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 0,2-1
mg\ml konsantrasyon araliginda seyreltilmis protein standart ¢ozeltileri hazirlandi. Elde
edilen standart ¢ozeltilere Bradford deneyi uygulandi. Deney her konsantrasyon i¢in bes
kez tekrarlandi, Slciimiin ortalamasi alindi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiigiik
kareler metodu uygulanarak regresyon denklemi hesaplandi ve grafik cizildi. Cizelge
4.3’de farkli konsantrasyon degerlerine karsilik olarak 595 nm’de okunan absorbans

degerleri verilmistir.

Cizelge 4.3 Protein standart egrisi i¢in absorbans degerleri

X (mg/mi) Y (nm)
0 0
0.2 0,2
0.4 0,367
0.6 0,567
0.8 0,723
1 0,870

4.2.6 Kismi Saflastirilmis Pullulanaz Enziminin immobilizasyonu

H. jecorina’dan kismi saflastirilan (% 60 oraninda) pullulanaz enzimi cam boncuk,
amberlit, kitosan boncuk, PEG 6000-kitosan olmak fiizere farkli tasiyicilar iizerine
immobilize edildi. Bu tasiyicilardan pullulanazin aktivitesinin korunmasina en uygun
olani segildi. Tiim immobilizasyon yontemleri arasindan enzim preparati i¢in en uygun

olan yontem belirlendikten sonra ilgili yontemin baz1 kinetik 6zellikleri incelendi.

4.2.6.1 Pullulanazin Adsorbsiyon Metodu ile iImmobilizasyonu
Serbest pullulanaz; cam boncuk, amberlit, alimina ve PEG 6000 kapli kitosan

boncuklar ve kitosan boncuklara adsorbe edildi.

Cam Boncuk Uzerine Pullulanaz Adsorbsiyonu

5 gram 212-300 um ¢apinda cam boncuklar, safsizliklarindan arindirilma amaciyla 4 M
HCI ile 10 dakika boyunca karistirict iizerinde muamele edildi. Daha sonra asitten
alinan cam boncuklar yaklasik 2 litre destile su ile yikandi. Yikanmis boncuklar 120 °C

sicakliktaki etlivde 2 saat siireyle kurutuldu. Etiivden alinan boncuklar 1:1 oranda
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karistirilan kloroform: etanol ¢oziicii sistemi ile tekrardan yikandi ve 150 °C sicakliktaki

etlivde yarim saat kurutuldu.

Safsizliklarindan armmis olan 1 gram cam boncuk 0,2727 mg/ml protein igeren 1 ml
enzim preparat1 ile muamele edildi. Karistiricinin en diisiik ayarinda iki saat karistirildi.
Daha sonra cam boncuklar enzimli ¢ozeltiden siiziiliip sirasiyla aseton ve Na-asetat
(pH: 6,5) tamponunda yikandi. Tamamen siiziilen cam boncuklar vakumlu desikatorde
bir gece boyunca kurutuldu [48]. Yikama sularinda ve immobilize boncuklarda aktivite

ve protein tayinleri yapilarak immobilizasyon verimleri hesaplandi [30].

Amberlit-XAD16 Uzerine Pullulanaz Adsorbsiyonu

1 gram Amberlit-XAD16 0,2727 mg/ml protein igeren 1 ml enzim preparati ile
karistiric1 iizerinde 2 saat boyunca karistirildi. Daha sonra karisim siiziildii. Enzim
immobilize edilmis amberlit derin dondurucuda donana kadar bekletildi. Donmus olan
amberlit kristallerini baglanmayan protein molekiillerinden arindirmak amaciyla distile

su ile yikama yapildi.

Yikanmis ve siiziilmiis adsorbe enzim ihtiva eden amberlit bir gece boyunca vakumlu
desikatorde, dolapta kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra 10 mg enzim immobilize
edilmis amberlit 1ml Na-asetat tamponunda 10 dakika galkaland1 ve siiziildii [38,48].
Yikama sularinda ve immobilize enzimde aktivite ve protein tayinleri yapilarak

immobilizasyon verimleri hesaplandi.

Aliimina Uzerine Pullulanaz Adsorbsiyonu

Aliimina ile immobilizasyon yapilmadan once, nem c¢ekici 6zelliginden kaynaklanan,
icerecegi suyu ugurmak iizere 5 g aliimina, 100 °C sicakliktaki etiivde 2 saat kurumaya

birakaldi.

Kurutma islemi bittikten sonra aliiminanin oda sicakligina kadar sogumasi beklenildi.
Sogumus aliiminanin 1 grami ile 0,3168 mg/ml protein iceren 1 ml enzim preparati
2 saat boyunca 4 °C’de karistirict iizerinde karistirildi. Daha sonra karigsmakta olan
preparatin igerisine 3 ml soguk aseton eklendi. Karisim buzdolabinda 15. dakikada bir
kez karistirlmak suretiyle bir saat bekletildi. Siire tamamlandiginda siizme islemi
yapildi. Siiziilen pullulanaz immobilize edilmis aliimina, yaklasik 15 ml soguk aseton

ile yikand1. Iyice yikanmis aliimina bir gece boyunca vakumlu desikatorde, dolapta
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kurumaya birakildi. Kuruyan enzim immobilize edilmis aliiminadan 10 mg tartilip 1 ml
tamponda calkalanarak enzimin ¢oziinmesi saglandi. Son olarak yikama sularinda ve
immobilize enzim ¢odzeltisinde protein ve aktivite tayinleri yapildi ve immobilizasyon

verimi hesaplandi.

Kitosan Boncuklarina Pullulanaz Adsorbsiyonu

0,2 g kitosan tartilip % 1°lik asetik asit ¢Ozeltisi igerisinde ¢Oziiniinceye kadar
karistirildi.  Asit igerisinde kitosanin tamamen ¢06ziildiigiine emin olundugunda,
hazirlanan Metanol:NaOH:dH,O ¢ozeltisine (10:10:10 ml oraninda hazirlanmais)
damlalik yardimiyla damla damla eklendi. Boncuklarin olusumu tamamlandiktan sonra
bir saat siireyle boncuklar ¢ozelti igerisinde bekletildi. Olusan boncuklar (Sekil 4.6)
yaklagik 20 ml destile su ile ¢ozeltiden gelebilecek safsizliklardan arindirilmak
amactyla yikandi. Daha sonra boncuklardan 35-40 tanesi alinarak {izerine 0,4407 mg/ml
protein iceren 1 ml enzim preparati eklendi. Bir saat boyunca karistirict lizerinde
karistirilan enzim eklenen boncuklar bir gece boyunca 4°C’de immobilize olmasi igin
bekletildi. Ertesi giin boncuklar yaklagik 10 ml destile su ile yikand1 [36]. Son olarak
yikama sularinda ve immobilize enzim ¢dzeltisinde protein ve aktivite tayinleri yapildi

ve immobilizasyon verimi hesaplandi.

Sekil 4.6 Kitosan boncuklara pullulanaz adsorbsiyonu
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PEG 6000 Kaph Kitosan Boncuklarina Pullulanaz Adsorbsiyonu

0,8 g kitosan ve 0,2 g PEG 6000 (8:2) oraninda tartilip 67 ml % 1 asetik asit
¢ozeltisinde ¢ozlinlinceye kadar karistirildi. Hazirlanan karigim Metanol:NaOH:dH,O
¢ozeltisine (10:10:10 ml oraninda) damlatildi. Olusan boncuklar 1 saat siireyle ¢ozelti
icinde bekletildi. Daha sonra yaklasik 20 ml destile su ile safsizliklardan arindirildi.
Hazirlanan boncuklarin 35-40 tanesi alinip {izerine 0,4407 mg/ml protein igeren 1 ml
enzim preparatt eklendi ve 60 dakika karistirildi. Boncuklar gece boyunca +4 °C’de
bekletildi. Daha sonra enzim immobilize edilmis boncuklar, yaklasik 10 ml distile su ile
yikandi. Yikama sularinda ve immobilize boncuklarda aktivite ve protein tayinleri
yapilarak immobilizasyon verimleri hesaplandi. 8:2 kitosan-PEG 6000 orani disinda 6:4

ve 7:3 oranlar1 da benzer sekilde calisildi.

Boncuklarin aktivitesine bakmak igin 1 adet boncuk 1 ml % 1 amilopektin igeren
substrat ¢ozeltisinde 10 dakika inkiibe edildikten sonra ¢dzeltiden alinan 6rnek, DNS

metoduna gore aktivite tayini i¢in hazirlandi ve spektroskopik dl¢tim yapildi [36].

Boncuklarin protein miktarimi belirlemek i¢in 1 adet boncuk 1ml Bradford ¢ozeltisinde

10 dakika inkiibe edildikten sonra spektroskopik dl¢tim yapildi.

4.2.6.2 Pullulanazin Hapsetme Metodu ile immobilizasyonu
Serbest pullulanaz; PEG 6000 iceren kitosan boncuklara ve yalnizca Kitosan igeren

boncuklara tutuklama metodu ile immobilize edildi.

Kitosan Boncuklara Pullulanaz Hapsetme

0,2 gram kitosan iizerine yaklasik 6,7 ml % 1°lik asetik asit ¢ozeltisi eklendi ve
karistiric1 iizerinde ¢oziinlinceye kadar karigtirildi. Daha sonra tizerine 0,4407 mg/ml
protein igeren 1 ml enzim katildi. Boncuklarin olusturulmasi igin Metanol:NaOH:dH,O
cozeltisi (10:10:10 ml oraninda) hazirland1 ve ilizerine enzim ihtiva eden preparat,
damlalik yardimiyla damla damla eklendi. Olusan boncuklar bir saat boyunca ¢ozelti
igerisinde bekletildi. Boncuklar yaklasitk 20 ml destile su ile yikanarak ¢ozeltiden
gelebilecek safsizliklardan arindirildi [36,46]. Son olarak, yikama sularinda ve
immobilize enzim ¢ozeltisinde protein ve aktivite tayinleri yapilarak immobilizasyon

verimi hesaplandi.
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PEG iceren Kitosan Boncuklara Pullulanaz Hapsetme

0,8 g kitosan ve 0,2 g PEG 6000 (8:2 oraninda) tartilip, 67 ml % 1 asetik asit
¢oOzeltisinde ¢oziiniinceye kadar karistirildi. Cozeltiye 0,4407 mg/ml protein iceren 1 ml
enzim preparat: ilave edildi ve +4C°‘de NaOH:Metanol:dH,O (10:10:10 ml oraninda)
¢Ozeltisine damlatildi. Olusan boncuklar 1 saat ¢Ozelti i¢inde bekletildi. Daha sonra
siiziiliip yikand1 ve yikama sular1 toplandi. Aktivite ve protein tayinleri yapilarak
immobilizasyon verimleri hesaplandi. 8:2 kitosan PEG 6000 orani disinda 6:4 ve 7:3
oranlar1 da benzer sekilde denendi. 6:4 ve 7:3 oraninda polimerizasyon i¢in hazirlanan
preparatlara eklenen serbest enzim ¢Ozeltisinin  protein  miktarlarlart  da
0,4407 mg/ml’dir [46]. Immobilize boncuklarin aktivite tayinleri ve protein miktarlari

benzer sekilde hesaplanmustir.

4.2.6.3 Pullulanazin Capraz Baglama Metodu ile iImmobilizasyonu
Serbest pullulanaz; amberlit ve kitosan boncuklara capraz baglama metodu ile

immobilize edildi.

Amberlit Uzerine Capraz Baglama ile Pullulanaz immobilizasyonu

Amberlit tanecikleri % 5 konsantrasyonunda hazirlanan glutaraldehit ¢ozeltisi igerisinde
bir gece bekletilerek aktive edildi. Ertesi giin aktive olan tanecikler fazla glutaraldehit
soliisyonundan arindirilmasi igin yaklasik 10 ml destile su ile yikandi. Yikanan capraz
baglamaya hazir taneciklerin tizerine 0,4407 mg/ml protein igeren 1 ml enzim preparati
eklendi ve bir gece boyunca 4°C’de bekletildi. Immobilizasyon igin belirlenen siire
sonunda tanecikler destile su ile iyice yikandi. Yikama sularinda ve immobilize enzim

¢ozeltisinde protein ve aktivite tayinleri yapildi ve immobilizasyon verimi hesaplandi.

Ayni sekilde ¢apraz baglama i¢in amberlit taneciklerini aktive eden gluturaldehit

cozeltisinin %2,5; %7,5; %10 glutaraldehit iceren konsantrasyonlar1 da denenmistir.

Kitosan Boncuklarina Capraz Baglama ile Pullulanaz immobilizasyonu

% 1,5 Asetik asit ¢ozeltisi ile Kitosan % 1,5 oraninda ¢dzelti olarak hazirlandi. 0,1 gram
kitosan tartildi, tizerine yaklasik 6,7 ml asetik asit eklenerek karistirici iizerine alindi.
Yaklasik 55-60 °C’de ¢oziinlinceye kadar karistiricida karistirildi. Tamamen ¢dziinen
kitosan asetik asit ¢ozeltisi, 50 ml 1M KOH ¢6zeltisi i¢cine damla damla enjekte edildi.

Olusan tanecikler, boncuk olusum islemi tamamen bitince yaklasik 20 ml destile su ile
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yikanarak KOH fazlaliklarindan arindirildi. Kullanilana kadar 4 °C’de Na-asetat
tamponunda muhafaza edildi.

Kullanima hazir olan kitosan boncuklar, istenilen glutaraldehit konsantrasyonunda
aktive olmalar igin bir gece oda sicakliginda bekletildi. Aktive islemi i¢in 35-40 adet
boncuk bir behere alindi ve iizerine 5 ml istenen glutaraldehit konsantrasyonundan
eklendi ve bir gece oda sicakliginda aktive olmasi i¢in birakildi. Aktive isleminden
sonra safsizliklardan ve fazla glutaraldehit c¢ozeltiSinden arindirmak i¢in boncuklar

0,1 M Na-asetat tamponu ile yikandi.

Daha sonra aktive edilmis boncuklarin her bir beherine 0,2727 mg/ml protein iceren
I ml enzim preparati eklendi. Calkalamali karistirict tiizerinde diisiik devirde
karistirilarak enzimin ¢apraz baglanmasi saglandi. Son olarak yikama sularinda ve
immobilize enzim ¢ozeltisinde protein ve aktivite tayinleri yapildi ve immobilizasyon

verimi hesaplandi.

Capraz baglamada glutaraldehit konsantrasyonu Oneminin incelenmesinde, denenen
glutaraldehit konsantrasyonlari sirasiyla %2.5, %5, %7.5 ve %10’dur. Sekil 4.7°de

capraz baglanma i¢in aktive edilmis kitosan boncuklar goriilmektedir.

Sekil 4.7 Kitosan Boncuklara Pullulanaz Capraz Baglama

4.2.7 Fiziksel ve Kimyasal Karakterizasyon

4.2.7.1 immobilize Pullulanaz Aktivitesine pH Etkisi
Enzimler proteinlerden olustugu icin katalitik aktivite dikkate deger bir sekilde, ortam
kosullarindan, 6zellikle de sulu ortamimn pH’sindan etkilenir. Inkiibasyon ortaminin

pH’s1 protein molekiiliiniin tamaminin yik ve dissosiasyon durumu yaninda aktif
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merkezini de etkilemektedir. Bu nedenle pH-aktivite iligskisinin incelenmesi, enzim

proteinlerinin yapi-fonksiyon iliskilerinin anlasilmasi agisindan faydalidir [47].

Pullulanazin se¢ilmis immobilizasyon metodlar1 da en yiiksek aktiviteyi gosterdigi pH
araliginin segilebilmesi i¢in pH 3-10 arasindaki degerler incelendi. Optimum pH tespiti
icin pH 4-7 araliginda Na-asetat, pH 8-10 araliginda Tris-HCl tamponlar1 kullanildi.
Aktivite 6lgmek amaciyla amilopektin ¢ozeltisi % 1 (m/v) konsantrasyonunda pH 3-10
arasindaki tampon ¢ozeltilerde ¢oziilerek hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerde protein ve

aktivite tayinleri yapildi, spesifik aktivite degerleri hesaplandi.

4.2.7.2 immobilize Pullulanaz Aktivitesine Sicaklik Etkisi
Tiim kimyasal reaksiyonlar gibi enzim katalizli reaksiyonlar da sicakliga bagimlidir ve
reaksiyon hizi sicaklikla artar. Fakat bu artis siirekli olmayip belli bir dereceden sonra

diisme gosterir [47].

Immobilize pullulanazin maksimum aktivite gdsterdigi optimum sicakligi bulabilmek
icin sec¢ilmis metodlarin belirlenen optimum pH degerlerinde % 1 (m/v)
konsantrasyonunda amilopektin ¢ozeltileri ile 40-90°C arasindaki sicakliklarda

gosterdigi aktivite incelendi. Spesifik aktivite degerleri ve total liniteler hesaplandi.

Istenen konsantrasyonda optimum pH degerinde hazirlanmis substrat ¢ozeltisi ile

immobilize enzim ¢ozeltisinin DNS metoduna gore aktivite degisimleri incelendi.

4.2.7.3 immobilize Pullulanaz Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi
Km degeri pullulanaz enziminin substrat amilopektin ¢ozeltisine kars1 gosterdigi ilgiyi
ifade etmektedir. Bu ¢alismada % 0,5, 1, 1,5 ve 2 (m\v) konsantrasyon degerlerinde

amilopektin ¢ozeltileri kullanilmistir.

S degerleri amilopektin ¢ozeltisinin konsantrasyon degerlerini, Vo degerleri ise S
konsantrasyonlarindaki total iinite degerilerini ifade eder. Bu grafigin egiminden

yararlanilarak K, ve Vnax bulundu.

4.2.7.4 immobilize Pullulanazin Termal Kararhhg
Enzim immobilizasyonunun en biiyiilk amaglarindan biri enzimin kararliligmin gerek
medikal gerekse endiistriyel uygulamalardaki  kullanilabilirlik  etkinliginin

arttirtlmasidir.  Enzimler protein yapisinda olduklart ve 1siya kars1 kararl
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olmadiklarindan, sicaklik yiikseldik¢e inkiibasyon siiresine bagli olarak aktivite kayb1

hizlanir.

Immobilize boncuklarin termal kararliligi, farkli sicakliklarda
(40-50-60-70-80-90 °C) yarim saat inkiibe edildikten sonra optimum pH kosullarinda

aktivitelerinin 6l¢iilmesiyle belirlendi.

4.2.7.5 Hazirlanan Boncuklarin Boyutlarinin Hesaplanmasi

Hazirlanan boncuklarin ¢aplarini 6lgmek amaciyla 5 ml lik meziire su konuldu. Bilinen
belirli sayida boncuk eklenerek hacimdeki artis oSlgiildii (Sekil 4.8). Boncuklarin
caplarin1 hesaplamak igin (4. 2)’deki formiil kullanildi [47]:

4/3.m.r*. Boncuk sayis1 = Hacimdeki artis (4. 2)

Sekil 4.8 Boncuklarin hacimlerini belirme [47].

Boncuklarin yaklagik agirliklarint 6lgmek i¢in ise, tampon c¢ozeltisinde bekletilen
boncuklardan bir tanesi alinip tizerindeki sulu fazdan uzaklastirmak igin 10-15 saniye

temiz bir kagit tizerinde bekletip tartim1 yapildi.

4.2.7.6 immobilize Pullulanazin Depo Kararlihg

Depo kararlilifi, immobilize enzimlerin uygulamalarini ilgilendiren Onemli bir
parametre olup, uzun siire saklama durumunda enzimin aktivite kaybinin bir dl¢iistidiir.
Depo kararliligini belirlemek amaciyla, 4 °C’de saklanan serbest ve immobilize
enzimlerden belirli zaman araliklarinda 6rnekler alindi ve aktivitelerine bakilarak karar
verildi [47].
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BOLUM 5

SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada kiif mantar1 H. jecorina’dan kismi olarak saflastirilan, hidrolaz smifi bir
enzim olan pullulanazin adsorbsiyon, ¢apraz baglama veya boncuklar i¢ine hapsetme
(tutuklama) gibi farkli metodlarla immobilizasyonu gergeklestirildi. Immobilizasyonda
tasiyict materyal olarak; adsorbsiyon i¢in cam boncuk, aliimina, amberlit ve PEG 6000
kapli kitosan boncuklar kullanildi. Yine capraz baglama igin amberlit ve Kitosan
boncuklar denendi. Pullulanazi tutuklama tekniginde ise sadece PEG 6000 igeren
kitosan boncuklar secildi. Sonuglarin her biri protein miktari, total iinite ve spesifik
aktivite cinsinden degerlendirildi. Son olarak immobilizasyon verimleri hesaplandi.
Immobilizasyonda en iyi sonug veren ydntemle immobilize edilen enzimin fiziksel ve

kimyasal 6zellikleri incelenerek serbest enzim ile karsilastirildi.

5.1 Adsorbsiyon Metodu ile Pullulanaz immobilizasyonlari

Adsorbsiyonla enzim immobilizasyon islemi kolay olmakla birlikte optimal kosullarin
saptanmasi ¢ok giictiir. Eger enzim ile tastyici arasinda kuvvetli bir baglanma yoksa, bu
durumda desorpsiyon sonucu enzim serbest halde reaksiyon ortamina geger ve tiriinlerin
kirlenmesine neden olur. Enzim desorpsiyonu, ozellikle substrat konsantrasyonunun

yiiksek oldugu durumlarda hi¢ istenmeyen bir durumdur [47].

Bu yontemle pullulanaz cam boncuk, amberlit-XAD16, aliimina veya PEG 6000 kaplh

kitosan boncuklar tizerine immobilize edildi.

5.1.1 Cam Boncuk Uzerine Pullulanaz immobilizasyonu
Pullulanazin cam boncuk {iizerine adsorbsiyonu sonucunda immobilize enzimin total

tinite degerinin serbest enzimin degerine gore diisiik oldugu belirlendi. Ayn1 zamanda
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immobilize enzimin spesifik aktivitesinin serbest enzimin spesifik aktivitesinden
oldukca diisiik oldugu da goriinmektedir (Sekil 5.1). Bu durumda cam boncuklara
adsorbe olan enzimin aktivitesinin distiigli gozlenmistir. Protein  degerleri
kiyaslandiginda ise immobilize olan enzim miktarinin serbest enzimin miktarinin
oldukca altinda oldugu goriildii. Adsorbsiyon teknigi, prensipte protein molekiillerini
tasiyiclt materyale zayif baglarla baglama (van der Waals, H bagi gibi) oldugu igin
enzimin cam boncuk iizerine istenen diizeyde baglanmadigi sdylenebilir. Tayin edilen
protein ve aktivite degerlerinden yola c¢ikilarak hesaplanan immobilizasyon verimi
yiizdesi diisiik bulundu. Bu durum cam boncuk iizerine pullulanaz adsorbsiyonunun

uygun bir metod olmadigin1 gostermistir.

Cizelge 5.1 Cam boncuk iizerine adsorbe pullulanazin immobilizasyon verim yiizdeleri

' Imm. Imm. Imm. % Verim % Verim
Immobilizasyon Enzimin Enzimin Enzimin (Spesifik (Protein
Yontemi :I'otal Protein Spesifik Akt. Cinsinden)
Unitesi Miktar Aktivitesi Cinsinden)
Cam Boncuk
Uzerine 0,0128 u/mi | 0,0858 mgmi | 0,1489 u/img %15,1 %31,5
Adsorbsiyon
SerbestENZiM | 5689 umi | 0,2727 mgmi | 0,9862 uimg - -

Cizelge 5.1°de de goriildiigii gibi cam boncuk iizerine pullulanazin spesifik aktivite
cinsinden immobilizasyon verimi %15,1 bulunurken protein cinsinden immobilizasyon

verimi ise %31,5 olarak bulundu.

1
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0,6
M Serbest Enzim
0,4
w Cam Boncuk Uzerine
Adsorbe Enzim
0,2
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Sekil 5.1 Cam boncuk iizerine immobilize ve serbest pullulanaz aktivite karsilastirma
grafigi
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5.1.2 Amberlit-XAD16 Uzerine Pullulanaz immobilizasyonu
Amberlit-XAD16 {izerine pullulanaz

immobilizasyonu gerceklestirildikten sonra

immobilize enzim ¢dzeltisinde protein ve aktivite tayini yapildi. Amberlit-XAD16’nin

pullulanaz1 diisiik oranda baglandig1 gézlendi. Protein ve aktivite tayini degerlerine gore

cizilen serbest enzim ile immobilize enzimin karsilastirildigi Sekil 5.2 incelendiginde

amberlit adsorbsiyonun diisiik oldugu goriildii. Yine buna paralel olarak serbest enzimin

total {inite degerleri ile spesifik aktivite degerleri immobilize enzimin degerleri ile

karsilastirildiginda oranlarin  diisiik oldugu goézlendi. Bu durum bize amberlit-

XAD16’nin pullulanaz i¢in uygun bir adsorban olmadigini ifade etmistir. Hesaplanan

verim de oldukga diisiik bulunmustur.

Cizelge 5.2 Amberlit-XAD16’ya adsorbe pullulanazin immobilize verim yiizdeleri

) Imm. Imm. Imm. % Verim % \Verim
Immobilizasyon Enzimin Enzimin Enzimin (Spesifik (Protein
Yéontemi Total Protein Spesifik Akt. Cinsinden)
Unitesi Miktar Aktivitesi Cinsinden)
Amberlit-XAD16
Uzerine 0,0124 umi | 0,0359 mg/mi | 0,3451 uimg %34,99 %11,33
Adsorbsiyon
SerbestEnzim | 4 2689 imi | 0,2727 mgmi | 0,862 Uimg i i

Cizelge 5.2°de goriildiigii gibi amberlit-XAD16 iizerine adsorbe pullulanazin spesifik

aktivite cinsinden immobilizasyon verimi %34,99; protein cinsinden immobilizasyon

verimi ise %11,33 olarak bulundu.

,8

0,6

0,4

0,2

H Serbest Enzim

W Amberlit Uzerine Adsorbe

Protein
Miktari(mgpro./ml)

Total Unite(U/ml)

Spesifik

Aktivite(U/mg)

Enzim

Sekil 5. 2 Amberlit- XAD16 {izerine adsorbe ve serbest pullulanazin aktivite
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5.1.3 Aliimina Uzerine Pullulanaz Immobilizasyonu

Aliimina iizerine adsorbe edilen pullulanazin ¢ozeltisinde protein ve aktivite tayinleri

yapildi. Hesaplanan degerler yardimiyla immobilizasyon verimi bulundu. Cizelge 5.3 ve

Sekil 5.3 incelendiginde; aliiminanin pullulanazi adsorbe etmek i¢in uygun bir materyal

olmadig1 goriliir. Gerek spesifik aktivitesi gerekse total linite degerleri incelendiginde

immobilize edilmis enzimin degerlerinin serbest enzimin degerlerinin ¢ok altinda

oldugu goriildii. Grafikte de goriildigli gibi serbest enzimin spesifik aktivitesinin

immobilize enzimden ¢ok daha yiiksek olmasi altiminanin pullulanazi adsorbe ederken

enzimi inhibisyona ugrattig1 ve enzimin aktivite gosterecegi Katalitik bolgelerini inaktif

ettigi diistiniildii.

Cizelge 5.3 Aliimina {izerine adsorbe pullulanazin immobilize verim ylizdeleri

. . Imm. Imm. Imm. % Verim % Verim
Immobilizasyon Enzimin Enzimin Enzimin (Spesifik Akt (Protein
Yontemi Total Protein Spesifik Cpinsin den) | Cinsinden)
Unitesi Miktart Aktivitesi
Aliimina Uzerine | 5938 1 | 00646 mgm | 0,3684 uimg 969,32 920,39
Adsorbsiyon
Serbest Enzim | 4 5506 i | 0.3168 mgimi | 3,9538 wimg ] ;

Cizelge 5.3’de goriildiigii gibi aliimina iizerine adsorbe pullulanazin spesifik aktivite

cinsinden immobilizasyon verimi %9,32; protein cinsinden immobilizasyon verimi ise
%20,39 olarak bulundu.

3,5

2,5

1,5

0,5

H Serbest Enzim

m Altimina Uzerine Adsorbe
Enzim

Protein
Miktari{mgpro./ml)

Total Unite(U/m)

Spesifik

Aktivite(U/mg)

Sekil 5.3 Aliimina {izerine adsorbe ve serbest pullulanazin aktivite karsilagtirma grafigi
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5.1.4 Kitosan Boncuk Uzerine Pullulanaz Adsorbsiyonu

Kitosan boncuklara enzim immobilizasyonu sonucunda tayin edilen protein ve aktivite
degerlerine bakildiginda (Sekil 5.4); serbest enzim ile immobilize enzimin protein
miktarlar1 arasinda ¢ok biiyiik bir fark olmadigi gozlemlendi. Bu durumda Kitosan
boncuklarin pullulanazi immobilize etme isleminde iyi bir adsorban oldugunu
soylenebilir. Elde edilen sonuglardan kitosan ile enzimin protein yapisinin baglanma
icin uyumlu oldugu anlagildi. Adsorbsiyon gibi zayif baglama metoduna ragmen
pullulanazin yiiksek oranda baglandigr goriildii. Aktivite ve protein miktarlarindan
hesaplanan immobilizasyon verimi (Cizelge 5.4) kitosan boncuklarin pullulanaz igin iyi

bir tastyict oldugunu gosterdi.

Cizelge 5.4 Kitosan boncuga adsorbe pullulanazin immobilize verim yiizdeleri

, . Imm. Imm. Imm. % Verim % Verim

Immobilizasyon Enzimin Enzimin Enzimin (Spesifik Akt (Protein
Yéontemi Total Protein Spesifik Cinsinden) ' Cinsinden)

Unitesi Miktar Aktivitesi

Kitosan Boncuk

Uzerine 0,01065 umi | 0,2920 mg/mi | 0,0365 uimg %56 %81
Adsorbsiyon
SerbestENZIM | 4 4587 o | 0,4407 mgmi | 0,0652 Uimg - ;

Total {inite degerleri incelendiginde, adsorbsiyon sirasinda enzimin aktif bélgelerinin
inhibe olmadig1 sdylenebilir. Fakat kitosan boncuklarin immobilizasyondan sonra kisa
sirede elastikligini kaybedip, kirilma ve catlamalara ugradigi goriildii. Bu durum
kitosan boncuklarin pullulanaz i¢in uzun siireli immobilizasyon materyali

olamayacagin diisiindiiriir.
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Sekil 5.4 Kitosan boncuklara adsorbe ve serbest pullulanazin karsilastirma grafigi
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5.1.5 PEG 6000 Kaph Kitosan Boncuklara Pullulanaz Adsorbsiyonu

PEG 6000 ile kapl kitosan boncuklar iizerine adsorbsiyon isleminde olusturulan enzim
ihtiva eden boncuklarin protein miktarlarinin serbest enzimin protein miktarina yakin
oldugu tayin edildi. Yine benzer sekilde total {inite degerleri ile spesifik aktivite
degerleri de serbest enzime yakin degerlerde bulundu (Sekil 5.5). Pullulanazin PEG
6000 kapli kitosan boncuklara immobilize edildikten sonra aktivitesinde belirgin bir
diisiis gozlenmemesi uygulanan metodun pullulanaz i¢in uygulanabilir oldugunu
gostermistir. Adsorbsiyon metodunda immobilizasyonun zayif yapilmasina ragmen
kitosan molekiiliiniin enzimlerin amin gruplarini baglama yeteneginden dolay1 tutunma

isleminin yiiksek afinite gostermis oldugu sdylenebilir.

Ayni sekilde farkli oranlarda (7: 3 ve 6: 4 oranlarinda) kitosan ve PEG 6000 ihtiva eden,
PEG 6000 kapli kitosan boncuklarin immobilizasyonu yapildi. Fakat 6:4 ve 7:3
kitosan-PEG 6000 iceren oranlarda immobilize pullulanaz aktivitesi ¢ok diisiik bulundu.

Bu sebeple immobilizasyon i¢in uygun oranlar olmadiklar diistintildi.

0,5
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0

B Serhest Enzim

. .——\ i (2:8)PEG 6000 iceren

6@ Kitosan Boncuklara
Immobilize Enzim

Sekil 5.5 PEG 6000 kapli kitosan boncuklara immobilize ve serbest pullulanaz aktivite
karsilastirma grafigi

Cizelge 5.5°de goriildiigii gibi PEG 6000 kapl kitosan boncuklara adsorbe pullulanazin
spesifik aktivite cinsinden immobilizasyon verimi %74,85; protein cinsinden

immobilizasyon verimi %81 olarak bulundu.
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Cizelge 5. 5 PEG 6000 kapli kitosan (2:8) boncuklara adsorbe pullulanazin immobilize
verim ylizdeleri

Imm. Imm. Imm. % Verim .
, . o . . . % Verim
Immobilizasyon Enzimin Enzimin Enzimin (Spesifik (Protein
Yontemi Total Protein Spesifik Akt. Cinsinden)
Unitesi Miktart Aktivitesi Cinsinden)
Kitosan-PEG
6000 (8:2) | 60174 i | 0,3364 mgmi | 0,0488 uimg | %7485 %81
Boncuk Uzerine
Adsorbsiyon
Serbest EnZim | 4 0287 uimi | 0,4407 mgmi | 0,0652 uimg . .

5.2 Tasiyic1 Materyal icine Hapsetme (Tutuklama) Metodu ile Pullulanaz
Immobilizasyonlar1

5.2.1 Kitosan Boncuklara Pullulanaz Tutuklanmasi (Hapsetmesi)

Kitosan boncuklar olusturulurken H. jecorina pullulanazi kitosanin ¢oziindiigi
¢oOzeltinin igerisine enjekte edildi. Bu sekilde enzim tanecikleri boncuk materyalinin
icerisine hapsedilmis oldu. Hapsolmus boncuklarda protein ve aktivite tayinleri yapildi.

Serbest enzim ile immobilize enzimin karsilastirilabilmesi igin grafik cizildi.

M Serbest Enzim

m Kitosan Boncuklara
Hapsolmus Enzim

Sekil 5.6 Kitosan boncuklara hapsolmus ve serbest pullulanazin aktivite karsilastirma
grafigi
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Sekil 5.6 incelendiginde; boncuk igerisine hapsedilen pullulanazin protein miktarinin
oldukga yiiksek oldugu goriildii. Bu durum proteinlerin denatiirasyonunun az oldugunu
ve enzim kaybinin az oldugunu gosterir. Yine spesifik aktivite ve total iinite degerleri
incelenecek olursa immobilize enzimin serbest enzimin spesifik aktivitesinden daha
yiiksek bir aktiviteye sahip oldugu goriiliir. Enzimin immobilize olmasimnin aktivitesinde
artisa sebep oldugu ve protein miktarinin gogunlukla korundugu géz oniine alindiginda
kitosan boncuklara pullulanaz hapsetme yoOnteminin pullulanaz i¢in uygun
immobilizasyon yontemlerinden biri olabilecegi goriiliir. Hapsedilen pullulanazin
aktivitesinin artmasi enzimin aktif bdlgelerinin engellenmedigini ve kullanilabilir

formda korundugunu ifade eder.

Cizelge 5. 6 Kitosan boncuklara hapsolmus pullulanazin immobilize verim yiizdeleri

. oy Tmm. fmm. fmm. % Verim % Verim
Immobilizasyon Enzimin Enzimin Enzimin (Spesifik Akt (Protein
Yontemi _Total Protein Spesifik Cinsinden) ' Cinsinden)
Unitesi Miktar Aktivitesi
Kitosan
Boncuklara 0,0185 uml | 0,3606 mg/mi | 0,0513 u/mg %78,7 %81
Hapsetme
Serbest Enzim 0,0287 umi | 0,4407 mgimi | 0,0652 u/mg - -

Cizelge 5.6’da goriildiigii gibi kitosan boncuklara hapsolmus pullulanazin spesifik
aktivite cinsinden immobilizasyon verimi %78,7; protein cinsinden immobilizasyon

verimi ise %81 olarak bulundu.

5.2.2 PEG 6000 iceren Kitosan Boncuklara Pullulanaz immobilizasyonu

PEG 6000 igeren kitosan boncuklara enzim immobilizasyonu diger metodlardan daha
farkli olarak serbest enzimin boncuklar1 olusturmadan once kitosan ve PEG 6000 igeren
¢ozeltinin igine enjekte edilmesi islemini igerir. Protein ve aktivite tayinleri yapildiktan
sonra serbest enzim ile degerlerin karsilastirildigr grafik Sekil 5.7 de verilmistir.
Grafikte de goriildiigii gibi immobilize enzim igeren boncuklar yiiksek miktarda protein
icermektedir. Yine spesifik aktivite ve total iinite degerleri ve serbest enzimin degerleri
birbirine yakindir. Bu durumda PEG 6000 igeren kitosan boncuklara enzimin
hapsedilme metodunun pullulanazi immobilize etmek i¢in uygun ydntemlerden biri

oldugu soylenebilir.
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PEG 6000 igeren kitosan boncuklarin olugsmadan oOnce igine enzimin enjekte
edilmesinin proteinlerin denatiirasyonunu engellemede biiyiik bir avantaj sagladig

gozlendi. Boylelikle daha fazla protein molekiilii etkin bir sekilde aktivite gosterebildi.

Yine aym sekilde farkli oranlarda (7: 3 ve 6: 4 oraninda) kitosan-PEG 6000 iceren

boncuklarin da enzim immobilizasyonu denendi.

»

ol

pe

» <
- | -

Sekil 5. 7 PEG 6000 igeren kitosan boncuklarin goriintiisii

Cizelge 5.7°de gortildiigii gibi (8:2), (7:3) ve (6:4) oranlarinda PEG 6000 igeren kitosan
boncuklara hapsolmus pullulanazin spesifik aktivite cinsinden immobilizasyon
verimleri sirasiyla %66,26; %77,15 ve %81,5; protein cinsinden immobilizasyon
verimleri ise %93,7; %93 ve %84 olarak bulundu.

Cizelge 5. 7 PEG 6000 iceren kitosan boncuklara hapsolmus pullulanazin immobilize

yiizdeleri
Imm. Imm. Imm. % Verim % Veri
immobilizasyon | Enzimin Enzimin Enzimin | (Spesifik | 2 Venm
.. ; . . (Protein
Yontemi Total Protein Spesifik Akt. Cinsinden)
Unitesi Miktart Aktivitesi | Cinsinden)
Kitosan-PEG (8: 2)
Boncuklara 0,0183 umi | 0,4231 mgmi | 0,0432 uimg %66,26 %93,7
Hapsetme
Kitosan-PEG (7: 3)
Boncuklara 0,0296 u/mi | 0,4099 mg/mi | 0,0503 uimg %77,15 %93
Hapsetme
Kitosan-PEG (6: 4)
Boncuklara 0,0199 u/mi | 0,3701 mg/mi | 0,0538 uimg %81,5 %84
Hapsetme
Serbest ENZIM | 5 0287 umi | 0,4407 mgimi | 0,0652 uimg . .
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M Serbest Enzim

W (2:8)PEG igeren Kitosan
Boncuklara Hapsolmus
Enzim

Sekil 5. 8 (2:8) PEG 6000 igeren kitosan boncuklara hapsolmus ve serbest pullulanazin
aktivite karsilastirma grafigi

0,5
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0.4
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0,3
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0,1
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M Serbest Enzim

W (3:7)PEG iceren Kitosan
Boncuklara Hapsolmus
Enzim

Sekil 5. 9 (3:7) PEG 6000 igeren kitosan boncuklara hapsolmus ve serbest pullulanazin
aktivite kargilagtirma grafigi
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Sekil 5. 10 (4:6) PEG 6000 igeren kitosan boncuklara hapsolmus ve serbest pullulanazin
aktivite karsilastirma grafigi

PEG 6000 igeren kitosan boncuklara pullulanaz hapsetme islemi, Sekil 5.8, Sekil 5.9 ve
Sekil 5.10 incelendigi zaman; pullulanaz immobilizasyonu agisindan olduk¢a uygun bir
metod oldugu gozlendi. Gerek total iinite degerleri gerekse spesifik aktivite degerleri
incelendiginde enzimin polimer kapsiiliiniin i¢erisinde aktivitesini korudugu ve yiiksek
verim gosterdigi goriildii. Yine kitosan ve PEG polimerlesmesinin serbest enzimi
katalitik etki goOsterecegi ortamda denatiirasyondan korudugu ve aktivitesini

gosterebilmesine olanak sagladig: diistintildii.

5.3 Capraz Baglama Metodu ile Pullulanaz immobilizasyonlar

5.3.1 Kitosan Boncuklara Capraz Baglama ile Pullulanaz Immobilizasyonu

Kitosan boncuklar farkli glutaraldehit konsantrasyonlarinda aktive edilerek pullulanaz
immobilizasyonu ger¢eklestirildikten sonra immobilize enzimin protein ve aktivite
tayinleri yapildi, serbest enzim ile karsilastirilmak {izere Sekil 5.11°deki grafik
hazirlandi. Immobilizasyon verimleri hesaplandi. Degerlere bakildiginda, Kitosan
boncuklar1 c¢apraz baglamak icin aktive ederken kullanilan glutaraldehitin
konsantrasyonunun arttirilmas1 ya da azaltilmasi1 baglanma yilizdesinde belirgin bir

degisime sebep olmadigi goriildii. Enzimin kitosan boncuklara baglanmasinin g¢apraz
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baglayici soliisyonun konsantrasyonundan bagimsiz oldugunu sdylenebilir. Spesifik
aktivite ve total {nite degerlerinin serbest enzimden oldukc¢a diisilk olmasi

immobilizasyon igin tercih edilen bir metod olmadigin1 géstermektedir.

Bunun yaninda boncuklarin aktive edilmesi amaciyla i¢inde bekletildigi glutaraldehit
cozeltisi konsantrasyonu arttik¢a, boncuk yiizeylerinde korozyonlar gézlendi. Bu durum
tasiyicl materyalin dayanikliligint diislirdiigiinden immobilizasyon verimi i¢in negatif

bir 6zellik oldugu sdylenebilir.

Cizelge 5.8 Kitosan boncuklara ¢capraz baglanmis pullulanazin immobilize yiizdeleri

Imm. Imm. Jmm. % Verim % Veri
, . e o L - o Verim
Immobilizasyon Enzimin Enzimin Enzimin (Spesifik (Protein
Yontemi :I'otal Protein Spesifik Akt. Cinsinden)
Unitesi Miktart Aktivitesi Cinsinden)
Kitosan
Boncuklara |4 o124 o | 0,0437 mgmi | 0,3991umg | %4047 | %1602
Capraz Baglama
(%25 Glu.)
Kitosan
Boncuklara | ¢ 1175 o | 00517 mgmi | 03337 umg | %3384 | %18,96
Capraz Baglama
(%5 Glu.)
Kitosan
Boncuklara
Capraz Baglama | 0,0175 uml | 0,0523 mgimi | 0,3336 uimg 0033,83 0019,18
(%7,5 Glu.)
Kitosan
Boncuklara |4 129 o | 0,0622mgmi | 02752umg | %27.91 | %2281
Capraz Baglama
(%10 Glu.)
Serbest Enzim 0,2689 umi | 0,2727 mg/ml | 0,9862 u/mg - -

Cizelge 5.8’de goriildiigii gibi kitosan boncuklara c¢apraz baglanmis pullulanazin
spesifik aktivite cinsinden immobilizasyon verimleri ¢izelge sirasina gore; % 40,47;
% 33,84; % 33,83; % 27,91 bulunurken protein cinsinden immobilizasyon verimleri;
% 16,92; % 18,96; % 19,18 ve % 22,81 bulundu.
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1,2

1
0,8
g,6 ) .
M Protein Miktari(mgpro./ml)
H Total Unite(U/ml)
0,4 Spesifik Aktivite(U/mg)
0,2 - —
O -

Serbest %2.5 %5 %7.5 %10
Enzim Glu.Capraz Glu.Capraz Glu.Capraz Glu.Capraz
Baglama Baglama Baglama Baglama

Sekil 5.11 Kitosan boncuklara ¢apraz bagli ve serbest pullulanazin aktivite karsilastirma
grafigi

5.3.2 Amberlit-XAD16 Uzerine Capraz Baglama ile Pullulanaz immobilizasyonu

Amberlit-XAD16 {izerine ¢apraz baglama enzim immobilizasyonu ger¢eklestikten sonra
immobilize enzimin ¢Ozeltisinde protein ve aktivite tayinleri  yapildi.
Amberlit-XAD16’nin pullulanazi ¢apraz baglama igin uygulanabilir bir materyal oldugu
diistintildii. Fakat protein ve aktivite tayin degerlerine gore Sekil 5.12 incelendigi
zaman, materyal {lizerine ¢apraz baglanan protein miktarinin azligr yontemin yogun
protein konsantrasyonlarinda yetersiz kalacagini gosterdi. Serbest enzimin olduk¢a az
bir kismi1 ¢apraz baglama yapabildigi diisiildii. Yine grafikten de goriilecegi gibi
immobilize enzimin total iinitesinin degeri serbest enzimin total linite degerinden daha
yiiksek olmasina ragmen; spesifik aktivitesinin serbest enzime gore diisiik oldugu
goriildi. Bu durum enzimin aktif substrat baglama yeteneginin serbest enzim

formundayken daha iyi oldugunu gosterir.

Capraz baglamada tasiyict materyali baglanma i¢in aktive eden glutaraldehit
konsantrasyonunun etkisini incelemek igin ayni denemeler % 2,5; % 7,5 ve % 10
glutaraldehit konsantrasyonlari i¢in de denendi. Denemeler sonucunda, % 2,5; % 7,5 ve

% 10 konsantrasyonlarinda baglanma ytizdesi ¢ok diisiik oldugundan dikkate alinmadi.

71



Cizelge 5. 9 Amberlit-XAD16 iizerine ¢apraz bagli pullulanazin immobilize verim

yiizdeleri
Imm. Imm. Imm. % Verim % Veri
, . . . _— - o Verim
Immobilizasyon Enzimin Enzimin Enzimin (Spesifik (Protein
Yontemi :I'otal Protein Spesifik Akt. Cinsinden)
Unitesi Miktart Aktivitesi Cinsinden)
Amberlit-XAD16
Capraz Baglama | 0,0066 u/mi | 0,1169 mg/mi | 0,0565 u/mg %86,6 %026,52
(%5 Glu.)
SerbestEnzim |4 5587 mi | 0,4407 mgmi | 0,0652 uimg i .

Cizelge 5.9°de goruldiigi gibi amberlit-XAD16 {iizerine ¢apraz bagli pullulanazin
spesifik aktivite cinsinden % immobilizasyon verimi 86,6 bulunurken; protein cinsinden

% immobilizasyon verimi 26,25 bulundu.
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Sekil 5.12 Amberlit-XAD16 iizerine ¢apraz bagli ve serbest pullulanazin aktivite
karsilastirma grafigi

5.4 Pullulanaz icin En Uygun Immobilizasyon Metodununun Belirlenmesi

Yapilan pullulanaz immobilizasyonu denemelerinden elde edilen protein ve aktivite
tayini sonuglari ve immobilizasyon verimi hesaplamalarinin degerleri incelendiginde;
yiiksek oranda protein baglama kapasitesi, total iinite ve spesifik aktivite degerinin
yiiksek olmasi, protein cinsinden ve total {inite cinsinden % verim degerinin yliksek
olmasi sebebiyle (2:8) PEG 6000 iceren kitosan boncuklara pullulanaz immobilizasyonu
ve (2:8) PEG 6000 kapl kitosan boncuklara pullulanaz immobilizasyonu metodlarinin

uygun olduguna karar verildi. Aym1 zamanda uygun bulunan metodlardan farkl
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oranlarda PEG 6000 igeren kitosan boncuklara hapsolmus enzim metodunda (2:8)
oraninda hazirlanan uygulamasi, boncuk dayanikliligi yiiksek oldugu icin secilme
sebebidir. 8 birim kitosana kars1 2 birim PEG 6000 igeren boncuklarin diger boncuklara
gore daha az sert ve kimyasal korozyona karsi daha dayanikli oldugu goriildii. Bu
durum endiistriyel agidan 6nemli olan pullulanazin, proseslerde daha uzun siireli
kimyasal korozyonla karsilasilacagi disiiniildiiglinde, 6nemli bir etmendir. Yine
boncuklarin olusturulmasi esnasinda bazik soliisyon igerisine damlatilan polimerizasyon
malzemesi (PEG 6000 iceren kitosan c¢ozeltisi) kitosan miktarinin yogun oldugu
denemelerde daha hizli olusum gosterdi. Ayrica PEG 6000 igeren boncuklar, PEG 6000
icermeyen boncuklara gore daha elastiktir. Stizme ve yikama siireclerinde daha az
kirilma ve pargalanmaya ugramistir. Tim bu ozellikler ve sayisal degerler dikkate
alindiginda pullulanaz immobilizasyonu i¢in en uygun olan metodlarin (2:8) PEG 6000
iceren kitosan boncuklar ve (2:8) PEG 6000 kapli kitosan boncuklar olduklarina karar

verildi.

5.5 (2:8) PEG 6000 iceren Kitosan Boncuklara Pullulanaz immobilizasyonu ve
PEG 6000 Kaph Kitosan Boncuklara Pullulanaz Adsorbsiyonu Metodlarinin
Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

5.5.1 immobilize Enzim Uzerine pH Etkisi

Enzimlerin aktivitesini etkileyen faktorlerden en onemlisi pH etkisidir. Bir enzimin
optimum pH’1, reaksiyon siiresi, sicaklik, substrat yapisi ve konsantrasyonu, ortamin
iyonik siddeti, enzimin saflifi gibi bir seri deneysel parametreye bagimli bir
degiskendir. Biyokimyasal reaksiyonlar sulu ortamda gerceklestiginden, pH enzimin

yiik durumunu dolayist ile aktivitesini ¢ok etkiler.

H. jecorina pullulanazinin optimum pH’s1 6,5 olarak bulunmustur [29]. Asagida Sekil
5.13, Sekil 5.14, Sekil 5.15 ve Sekil 5.16’de gosterilen grafiklerde pH’ nin immobilize

H. jecorina pullulanazi {izerinde etkisi gosterilmistir.
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pH

Sekil 5.13 (2:8) PEG 6000 igeren kitosan boncuklara immobilize pullulanazin optimum
pH grafigi-total {inite

(2.8) PEG 6000 igeren kitosan boncuklara pullulanaz immobilizasyonunun optimum

pH’s1 8 olarak belirlendi (Sekil 5.13 ve Sekil 5.14). Bu pH degerinde total tinite 0,0381

U/ml, spesifik aktivite ise 0,0759 U/mg olarak belirlendi.
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Sekil 5.14 (2:8) PEG 6000 igeren kitosan boncuklara immobilize pullulanazin optimum
pH grafigi-spesifik aktivite
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Sekil 5.15 (2:8) PEG 6000 kapli kitosan boncuklara adsorbe pullulanazin optimum pH
grafigi-total linite
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(2:8) PEG 6000 kapli kitosan boncuklara pullulanaz adsorbsiyonunun optimum pH’s1 7
olarak belirlendi (Sekil 5.15 ve Sekil 5.16). Optimum pH degerinde total {inite 0,0363
U/ml, spesifik aktivite 0,0752 U/mg bulundu.
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Sekil 5.16 (2:8) PEG 6000 kapli kitosan boncuklara adsorbe pullulanazin optimum pH
grafigi-spesifik aktivite

5.5.2 Immobilize Enzim Uzerine Sicaklik Etkisi

Protein yapisinda olan enzimler, sicaklikla denatiirasyona ugramakta ve {i¢ boyutlu
yapist bozulmaktadir. Bu da enzimatik aktivitenin azalmasi ve giderek kaybolmasi
sonucunu dogurmaktadir. Bu nedenle sicaklik-aktivite iliskisinin incelenmesi, enzim ve
kimyasal katalizorlerin  karsilastirilmast  icin  faydali  bilgiler saglayabilir.
Immobilizasyon sonrasinda enzimin optimum sicaklif1 genellikle degisir [47]. Serbest
pullulanazin optimum sicaklik araligi 35-65°C arasindadir [29]. Asagidaki grafiklerde

sicakligin immobilize pullulanaz iizerindeki etkisi gosterildi.
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Sekil 5.17 (2:8) PEG 6000 igeren kitosan boncuklara immobilize pullulanazin optimum
sicakligi-total iinite
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(2:8) PEG 6000 igeren kitosan boncuklara pullulanaz immobilizasyonunun optimum
sicakligi 50°C bulundu (Sekil 5.17 ve Sekil 5.18). Yine ayn1 zamanda 40-50°C arasinda
artan bir aktivite gozlendi. Optimum sicaklikta 60°C’den sonra aktivitede diisme
goriildii. Immobilize enzimin total iinitesi 0,0350 U/ml, spesifik aktivitesi 0,0993 U/mg
belirlendi.
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Sekil 5.18 (2:8) PEG 6000 igeren kitosan boncuklara immobilize pullulanazin optimum
sicakligi-spesifik aktivite
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Sekil 5.19 (2:8) PEG 6000 kapli kitosan boncuklara adsorbe pullulanazin optimum
sicaklik grafigi-total linite

(2:8) PEG 6000 kapl1 kitosan boncuklara pullulanaz adsorbsiyonunun optimum sicakligi
70°C olarak belirlendi (Sekil 5.19 ve Sekil 5.20). Grafik incelendiginde 60-70°C

arasinda aktivitenin arttigr goriildii. Optimum sicaklikta immobilize enzimin total
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tinitesi 0,0377 U/ml, spesifik aktivitesi 0,0790 U/mg bulundu. Serbest enzimin optimum
sicaklik araligi géz oniinde bulunduruldugunda; pullulanazin PEG 6000 kapli kitosan
boncuklara adsorbsiyonu sonucunda optimum sicakligin arttigi goézlendi. Pullulanaz
immobilize halinde serbest halindekinden daha yiiksek sicakliklarda bile aktivitesini

kaybetmemektedir.
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Sekil 5.20 (2:8) PEG 6000 kapli kitosan boncuklara adsorbe pullulanazin optimum
sicaklik grafigi-spesifik aktivite

5.5.3 Immobilize Enzim Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Immobilizasyon sirasinda enzim proteinindeki degisiklikler, sterik etkiler, mikrogevre
etkileri ve diflizyon etkileri, immobilize enzimlerin serbest enzimden farkli kinetik
davraniglar gostermesine neden olurlar. O nedenle immobilize enzimlerin kinetik
davraniglarinin incelenmesi, kinetik sabitlerinin tayini olduk¢a Onemlidir. Substrat
konsantrasyonunun etkisi de immobilize enzim kinetigini etkileyen Onemli

paremetrelerden biridir.
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Sekil 5.21 PEG 6000 igeren kitosan boncuklara immobilize pullulanazin Ky, V& Viax
grafigi
Sekil 5.21 ve Sekil 5.22°deki grafiklerde substrat konsantrasyonunun immobilize
pullulanaz tizerine etkisi gosterildi. (2:8) PEG 6000- kitosan boncuklara hapsolmus
pullulanazin 1/S ye kars1 1/Vy grafiginden Km degeri 0,0184 mg glu./ml , Vinax degeri
ise 0,2499 U/ml bulundu. Yine aym sekilde (2:8) PEG 6000-kitosan boncuklara
adsorbe pullulanazin 1/S’ye kars1 1/ Vo grafiginden Ky, degeri 0,0595 mg glu./ml,
Vmax degeri 0,2160 U/ml bulundu. Literatiirde serbest haldeki H. jecorina pullulanazinin

Km degeri 0,0129 mg glu/ml, Vmax degeri 0,512 U/ml olarak belirtilmistir.

35
30 y=0,129x+ 3,546
R*=0,984
25
=
=
=
-50 0 50 100 150 200 250

175

Sekil 5.22 PEG 6000 kapli kitosan boncuklara adsorbe pullulanazin Ky, ve Vmax grafigi
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5.5.4 Immobilize Enzimin Termal Kararhhg

(2:8) PEG 6000 igeren kitosan boncuklar ile (2:8) PEG kaph kitosan boncuklara
immobilize pullulanazin termal kararliliginin incelenmesi i¢in immobilize boncuklarin,
her metod i¢in ayr1 ayri, 20-90°C arasindaki sicakliklarda inkiibe edilen rneklerinin
spesifik aktivite degerlerine bakildi. En yiiksek ¢ikan deger % 100 kabul edilerek bu
degere gore bagil aktiviteleri hesaplandi. Serbest pullulanazin termal kararlilig

40-70°C aralig1 arasinda bulunmustur. Yine 90°C’de aktivitesinin % 43’linli kaybettigi

gOriilmistiir. [29].
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Sekil 5.23 ve Sekil 5.24’te goriildiigii gibi (2:8) PEG iceren kitosan boncuklara
hapsolmus pullulanazin termal kararlilig1 artan sicaklikla fazla aktivite kaybetmemekle
birlikte en iyi kararliligi 70 ve 90°C’de, (2:8) PEG kapli kitosan boncuklara adsorbe
pullulanazin ise 70°C’de gosterdigi goriildii. Grafik incelendiginde; PEG 6000 kapli
kitosan boncuklara adsorbe enzimin 70°C’de stabilitesi izlenirken 10. dakikadaki
aktivitenin % 95,06’sm1 korudugu, 30. dakikaya gelindiginde ise aktivitenin % 80,29’a
distigii goriildi. PEG 6000 iceren kitosan boncuklara hapsolmus enzimin 70°C’de
inkiibasyonda 10. dakikada aktivitesinin % 98,81’ni korudugu, 30. dakikaya
gelindiginde aktivitenin % 73,23’e diistiigli gozlendi. Yine her iki metod dikkate
alindiginda; adsorbe pullulanazin 90°C’da aktivitesinin % 19,71’ini kaybederken,
hapsolmus pullulanaz ayni sicaklikta aktivitesinin % 22,98’ini kaybetmistir. Serbest
pullulanazin ayni sicakliktaki aktivite kaybindan, immobilize enzimin daha az aktivite
kayb1 gbzlendiginden immobilize pullulanazin serbest olana nazaran daha termostabil

oldugu soylenebilir.

5.5.5 (2:8) PEG 6000 iceren Kitosan Boncuklar ve (2:8) PEG Kaph Kitosan
Boncuklarin Boyutlarimin Hesaplanmasi

Hazirladigimiz pullulanaz tutuklanmis (2:8) PEG 6000 igeren kitosan boncuklar ile
pullulanaz adsorbsiyonu yapilmis PEG kapli kitosan boncuklarin bilinen belirli sayilar
su konulmus 5 ml’lik meziiriin igerisine atildi. Hacimde olusan farkliliktan
yararlanilarak yarigaplar1 hesaplandi. Bir tane boncugun hacimde yaptigi degisiklik
0,02 ml olarak 6lgiildii. Metod kisminda verilen denklemde (4.2) yerine konularak bir
boncugun yarigapt (r) 0,168 cm, c¢apt da 0,336 cm olarak hesaplandi. Yine bir tane
boncugun yaklasik agirligi 30,1 mg olarak tartildi. (n= 3,14)

5.5.6 Immobilize Enzimin Depo Kararlihg

Immobilize boncuklarm her ikisinin de enzim aktiviteleri baz alinarak yapilan calisma
sonunda ne siirede aktif kalabildikleri incelendi. Sonug olarak; elde edilen verilerden
yararlanilarak kararlilik grafikleri (Sekil 5.25 ve Sekil 5.26) cizildi.
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Sekil 5.26 (2:8) PEG kapli kitosan boncuklara adsorbe pullulanazin depo kararlilig

Haftalar sonunda yapilan degerlendirmeye gore; pullulanazin hapsetme metoduna gore
immobilize edildigi yontemde, enzimin aktif olarak daha uzun siire calistig1 ve aktivite
kaybiin dogrusal bir azalma gosterdigi goriildii. Bunun yaninda adsorbe pullulanazin
ise; daha az aktif olarak kaldigi ve ikinci haftadan sonra hizla aktivitesinin kayboldugu

gozlendi.
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5.6 Tartisma
Pullulanaz, nisasta ve pullulan gibi maddelerin a-1,6 glikozidik baglarina etki eden bir
enzimdir; nisastay1 hidroliz ederek nisastadan glukoz ve maltoz eldesi verimini arttirir;

bu ylizden nisasta endiistrisinde kullanilan 6nemli bir enzimdir [2].

Hypocrea jecorina kiif mantarindan kismi saflagtirilmis pullulanazin literatiirde
immobilizasyonu ile ilgili hi¢bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Daha 6nceki ¢alismalarda

farkli kaynaklardan elde edilen pullulanazin immobilizasyonu ¢alismalar1 yapilmastir.

Bu ¢alismada H. jecorina pullulanazinin farkli materyallere immobilizasyonu denendi
ve en uygun yontem belirlendi. Belirlenen iki immobilizasyon yontemi; PEG 6000
iceren kitosan boncuklara tutuklama (hapsetme) ve PEG 6000 kapli kitosan boncuklara

pulluanaz adsorbsiyonudur.

PEG 6000 igeren kitosan boncuklara hapsolmus pullulanazin optimum pH’s1 8 bulundu.
Optimum pH’sindaki total iinite degeri 0,0381 U/ml; spesifik aktivite degeri 0,0759
U/mg olarak hesaplandi. PEG 6000 kapli kitosan boncuklara adsorbe pullulanazin
optimum pH’s1 ise 7 bulundu. Optimum pH’sindaki total tinite degeri 0,0363 U/ml;
spesifik aktivite degeri 0,0732 U/mg olarak hesaplandi. Serbest Hypocrea jecorina
pullulanazin optimum pH’sinin 6,5 oldugu literatiirde belirtilmistir. Bu sonuca gore
immobilize Hypocrea jecorina pullulanazinin optimum pH’sinin serbest formuna goére
daha bazik oldugu belirlendi.

Optimum sicakliklarin belirlenmesi ¢alismasinda; PEG 6000 iceren kitosan boncuklara
hapsolmus pullulanazin opt. sicakligi 50°C bulundu. Bu sicakliktaki total {inite degeri
0,0350 U/ml, spesifik aktivite degeri 0,0993 U/mg olarak hesaplandi. Adsorbe
pullulanazin ise optimum sicakligi 70°C bulundu. Optimum sicaklikta total {inite degeri
0,0377 U/ml; spesifik aktivite degeri 0,0790 U/mg olarak hesaplandi. Serbest enzimin
optimum sicaklik aralig: literatiirde 35-65°C olarak belirtilmistir. Adsorbe pullulanazin
optimum sicakligi, serbest pullulanazin optimum sicaklik araligindan daha yiiksek
bulundu. Bu durum immobilize Hypocrea jecorina pullulanazinin sicaklikla

denatiirasyona daha dayanikli oldugunu gdsterdi.

PEG 6000 igeren kitosan boncuklara hapsolmus H. jecorina pullulanazinin amilopektin
konsantrasyonuna ilgisi incelendiginde; Ky, degeri 0,0184 mg glukoz/ml bulunurken,
Vmax degeri 0,2499 U/ml olarak hesaplandi. PEG 6000 kapli kitosan boncuklara adsorbe
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enzimin amilopektin konsantrasyonuna ilgisi ise, K;=0,0595 mg glukoz/ml;
Vmax= 0,2160 U/ml olarak belirlendi.

Immobilizasyon sonunda pullulanazin 30 dakikalik inkiibasyon siiresince
aktivitesindeki degisimi incelendiginde; hapsolmus enzimin termal kararliliginin 70°C
ve 90°C’de yiiksek oldugu bulundu. Adsorbe pullulanazin termal kararliligi 70°C olarak
belirlendi. Serbest pullulanazin termal kararliligi literatiirde 40-80°C araliginda
belirtilmistir. [29]. 90°C’de serbest pullulanaz aktivitesinin % 43’ilinii kaybederken;
hapsolmus pullulanaz ayni sicaklikta aktivitesinin % 22,99’unu, adsorbe pullulanaz ise
% 19,71’ini kaybetmistir. Bu sonuglar goz 6niinde bulunduruldugunda; pullulanazin

immobilize formunun serbest enzim formuna gore daha termostabil oldugu gozlendi.

PEG 6000 igeren kitosan boncuklar ve PEG 6000 kapli kitosan boncuklarin boyutlarina
bakildiginda; bir boncugun yaklasik 0,336 cm ¢apinda ve 30,1 mg agirliginda oldugu

belirlendi.

Cizelge 5.10°de; poli (akrilamid-akrilik asit) reginesi, agaroz, manyetik kitosan boncuk
ve aktif agar jel gibi materyaller {lizerine immobilize edilmis ve kinetik 6zellikleri
belirlenmis pullulanaz ile ilgili calismalar da bulunmaktadir. Immobilize pullulanazin
bu caligmalarda optimum sicakliginin 30-50 °C, optimum pH’sinin 4-6 degerleri

arasinda belirlendigi goriilmustiir [10,20,34,50].

Tim sonuglar degerlendirildiginde; Hypocrea jecorina’dan kismi saflastirilan
pullulanazin immobilizasyonunun enzimin termal kararliligi bakimindan serbest enzime
gore ylksek sicakliklarda aktivitesini daha uzun siire korudugu goriildii. Endiistride
nisasta sakarifikasyonunda H. jecorina termostabil pullulanazi kullanilarak uygulama
stiresi kisalacaktir. Bunun sonucunda da islem maliyeti en aza indirilecektir. Hypocrea

jecorina pullulanazinin immobilize formu endiistri igin yeni bir enzim kaynagidir.
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Cizelge 5.10 Pullulanaz immobilizasyonu ile ilgili ¢alismalar

CALISMANIN ADI | TASIYICI VE ENZIM SONUCLAR REF.
Pullulanaz ve
B-amilaz 2,39 mg/ml protein
ko-immobilizasyonu | Poli (akrilamid-akrilik asit) baglanmig; spesifik
kullanilarak re¢inesi tizerine pullulanaz aktivitesi 6,7 mmol [50]
Sakarifikasyon ve B-amilaz (10:0,75) maltoz/min. bulunmus;
zamaninin azaltimasi immobilizasyonu optimum pH 4 ve optimum
ve matoz veriminin sic. 30°C
arttirilmast
Agaroz- epiklorohidrin:
Epiklorohidrin ve 1’91.6 mg/g;_ .
. L . agaroz- triklorotriazin:
triklorotriazin ile aktive I
. edilmis agaroz 11921 maig,
Dogal ve sentetik epiklorohidrin ile ai<tive kazein-epiklorohidrin:
polimerlere pullulanaz dl'ol ‘< kazein i biitil 1,872 mg/g protein [20]
immobilzasyonu edilmis kazein igeren butt baglanmis; hepsinin
akrilat-akrilik asit ey R
L spesifik aktivitesi
kopolimerine pullulanaz o <
. - 8 U/g; opimum sicakligi
immobilizasyonu R
35°C;
opt. pH 4.
Pullulanaz Fe;O,4 yardimiyla UV 3,89 mg/ml protein
immobilizasyonu igin varliginda olusturulan baglanmis: spesifik
manyetik Kitosan manyetik Kitosan aktivitesi [34]
boncuklarinin boncuklarin pullulanaz 180 ug/ml, optimum pH 5
fotokimyasal lizerine ¢apraz baglama ile | (serbest enzim pH 5,5) ve
hazirlanmasi immobilizasyonu optimum sicaklik 50°C
Coklu baglama
metodu ile aktive
edilmis agar jel
kullan_llarak Aktlf: agar jel ylizeyindeki Spesifik aktivite 5,61 U/g,
Klepsiealla aldehit gruplarina kovalent . .
; b . optimum sicaklik 50°C [10]
pneumoniae den baglama ile .
o . . L optimum pH 6
indiiklenmis immobilizasyon
pullulanazin
immobilizasyonu ve
stabilizasyonu
Hapsolmus pullulanaz:
Pullulanazin farkli H. jecorina’dan sp- akt. 0,0432 UO/mg,
. . opt. sicaklik 50°C,
tastyicilarda indiiklenmis pullulanazin obt. bH 8
immobilizasyonu ve PEG 6000-Kitosan pL. pr= ©, Tez

baz1 6zelliklerinin
incelenmesi

boncuklara adsorbsiyonu ve
hapsedilmesi

Adsorbe pullulanaz:
sp. akt. 0,0488 U/mg
opt. Sicaklik 70°C,
opt. pH 7
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