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OZET

Amilazlar endiistride nisastadaki glikozid baglarimin hidrolizinde yaygin olarak kullanilan
enzimlerdir. Alfa amilazlar (1,4-0-D-glukan glukanohidrolaz; EC 3.2.1.1) nisastadaki amiloz
ve amilopektinin a-1,4 baglarinin hidrolizinden sorumlu endohidrolazlardir. B-Amilaz
nigastanin sadece indirgenmeyen uglarindaki o-1,4 baglarina saldirabilir. Alfa amilazlar
yapilarinda 5 alt {inite bulundururlar ve 478 amino asit artigr icermektedirler. Molekiil
agirliklart 50 000 dolayindadir.

Ozellikle Aspergillus oryzae’den elde edilen alfa amilaz (TAKA-amilaz), baslica gida, tekstil,
deterjan endistrilerinde kullanilmaktadir. Bu gibi endiistriyel uygulamalarda c¢alisma
ortamlarinin sicaklik, pH v.b. degerleri ya da mevcut kimyasallar enzimin aktivitesini
olumsuz etkileyebilir. Endiistriyel proseslerde enzimlerin ¢alisma ortaminin olumsuzluklarina
kars1 direncli kilinmasi1 6nemli arastirma alanlarini olusturmaktadir. Bu maksatla uygulanan
genetik caligmalar ve kimyasal modifikasyonlar enzimlerin stabilitelerini arttirmaktadir.

Bu ¢alismada, Aspergillus oryzae alfa amilaz (TAKA) “Sephadex G 50” kolon dolgu maddesi
kullanilarak jel filtrasyon yontemi ile saflastirildi. 75 000 ve 188 000 mol agirlikli dekstranlar
sodyum periyodat ile aldehit tiirevlerine yiikseltgendikten sonra saf enzime kovalent olarak
baglandi. Sentezlenen konjugatlar ultrafiltrasyon sisteminde konsantre edildi ve yikandi. Elde
edilen konjugatlar HPLC ve GPC cihazlarinda incelendi. Enzim ve konjugatlarin pH 7 ve
farkli sicakliklarda aktiviteleri tayin edildi ve alinan sonuglar kiyaslandi.

Sonug olarak, pH 7°de konjugatlar saf enzime kiyasla daha genis bir sicaklik aralig1 ve yiiksek
termal stabilite gosterdiler.

Anahtar kelimeler: Aspergillus oryzae a-Amilaz, Dekstran, a-Amilaz-Dekstran konjugatlari,
aktivite, enzim stabilitesi, GPC, HPLC.



ABSTRACT

Amylases are extensively applied enzymes in industry which can hydrolyze the glycosidic
bonds in starch. Alpha amylases (1,4-a-D-glucan glucanohydrolases; EC 3.2.1.1) are endo-
enzymes responsible for the hydrolysis of internal a-1,4 linkages of amylose and amylopectin
in starch. B-amylase can attack starch a-1,4 bonds only on nonreducing ends of polymer.
Alpha amylases are composed of about 478 amino acid residues and contained five subunits.
Their molecular weights are about 50 000.

Especially alpha amylase from Aspergillus oryzae (TAKA-amylase), is widely used in food,
textile and detergent industries. It is known that many factors in industrial processes can
influence the catalytic activity of enzymes negatively by affecting the enzyme’s structural
state. Thus, chemical and genetic modification of enzymes has been used to improve their
stability.

In this study, a-Amylase from Aspergillus oryzae (TAKA) is purified by gel filtration
chromatography using “Sephadex G-50”. Dextrans which molecular weights are 75 000 and
188 000, are oxidated to their aldehyde derivatives with NalO4 and attached to the purified
enzyme covalently. Conjugates are concentrated and washed by ultrafiltration system. The
obtained conjugates were examined using GPC and HPLC. Activities of enzyme and
conjugates are determined at different temperatures, at pH 7 and results are compared.

It was observed that conjugates showed larger temperature range and higher thermal stability
than purified enzyme at pH 7.

Key words: Aspergillus Oryzae o-Amylase, Dextran, o-Amylase-Dextran conjugates,
activity, enzyme stability, GPC, HPLC.



1. GIRIS

Amilazlar nisastada bulunan glikozid baglarini hidroliz yoluyla parcalayan enzimlerdir.
Bunlar nisastada a-1,4 glikozid baglarini kiran alfa amilazlar ve indirgenmeyen uclarindaki o-
1,4 baglarmi kiran B-amilazlar olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Alfa amilaz ve
glukoamilazin nisastaya ardarda etkisiyle veya bu enzimlerin karisimi kullanilarak glukoz
surubu elde edilmektedir. Cok kullanilan bu islem, belirtilen enzimleri ticari anlamda 6nemli
bir yere getirmektedir. (Gupta vd., 2003) Amilazlar glinlimiizde biyoteknolojide, gida, tekstil
ve kagit endiistrilerindeki uygulamalarda biiyiik 6nem tagimaktadirlar. Amilazlar bitkiler,
hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi ¢ok cesitli kaynaklardan elde edilmekle birlikte

endiistride genellikle mikrobiyal kaynakli enzimler talep edilmektedir (Bailey ve Ollis, 1986).

Amilazlar, ilk defa Kirschhoff’un nigastay1 pargalayan bu enzimleri kesfetmesi ile 1811°de
kullanilmaya baslanmislardir. Bunu, nisasta parcalayici amilazlar ve malt amilazlar takip etti.
1930’un sonlarina dogru, Ohlsson, nisasta pargalayict enzimleri, enzim reaksiyonlar: ile
tiretilen sekerlerin anomerik tiplerine gore, malttaki o- ve f-amilazlar olarak siiflandirmay1
onermistir. a-Amilaz (1,4- a-D-glukan-glukanhidrolaz, EC. 3.2.1.1) dogada yaygin olarak
bulunan bir salgi enzimidir (Kadziola vd., 1998; Gupta vd., 2003).

Bu galismada, Aspergillus oryzae a-amilaza aldehid tiirevine yiikseltgenmis 75 000 ve 188
000 mol agirlikli dekstranlar kovalent olarak baglandi. Sentezlenen konjugatlar dort
dedektorlii GPC ve UV dedektorlii HPLC sistemlerinde incelendi. Farkli sicakliklarda pH

7°de konjugatlarin ve enzimin aktiviteleri tayin edildi ve alinan sonuglar kiyaslandi.



2. 0-AMILAZ

2.1 o-Amilazin Ozellikleri

Endo-amilazlar ailesinden olan a-amilazlar (1,4-a-D-glukan glukanohidrolaz; EC 3.2.1.1)
hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunan monomerik enzimlerdir.
Nisasta (amiloz ve amilopektin), glikojen ve buna bagli oligo ve polisakkaridlerdeki o-D-
(1,4)-glukozidik baglarinin hidrolizlerini maltodekstrin, malto-oligosakkaridler ve glukoz
tiretmek i¢in katalizlerler (Machius vd., 1996; Brzozowski vd., 2000; Robert vd., 2003).
Birgok mantar tiirlinden a-amilaz iiretilmekle birlikte en ¢ok incelenen ve genellikle ticari
olarak kullanilan Aspergillus oryzae o-amilaz (TAKA)’dir. Bu enzim nisastanin o-(1,4)
baglarina saldiran fakat a-(1,6) baglarina saldirmayan bir endohidrolazdir. Belirtilen enzim ile
nisasta %60 oraninda maltoza doniistiiriilebilmektedir(Gary vd., 1995).

o-Amilazin molekiil agirligi 55200 Da dolayindadir ve sicakliga karst 6nemli 6l¢iide direng
gostermektedir. Bu enzimin dikkate deger termostabilite 6zelligi, artan iyonik etkilesimler,
azalan yiizey alani ve i¢ kisimdaki artan paketlenme saglayici etkilesimlerden ileri gelebilir.
a-Amilaz molekiili 478 amino asit artigr (9 adet triptofan) ve 294 su molekiili
bulundurmaktadir (Swift vd.,1991). Ayrica a-amilazin Ca®" ve CI iyonlarmi baglama
ozelligi vardir. a-Amilazlarin aktif formda olmalar1 i¢in mutlaka kalsiyum iyonu gereklidir.
a-Amilaz, en az bir Ca®" igeren bir metaloenzimdir. Ca®" iyonunun afinitesi, diger iyonlardan
daha kuvvetlidir. Kalsiyum baglarinin sayis1 1-10 arasinda degisir. Taka-Amilaz (TAA) 10
Ca®" iyonu igerir ancak Taka-amilazda sadece bir siki bag vardir. Diger sistemlerde Ca®'
iyonunun enzimi stabilize edici etkisi vardir. Ca*" iyonu amilazlardan diyaliz yontemi ile
uzaklastirilabilir. Kalsiyumun uzaklastirildigi enzimler Ca®" iyonunun ilavesi ile tekrar aktif
hale getirilebilir. Ca’" nin varliginda, a-amilazlar Ca’" nin bulunmadigi o-amilazlara gore
daha termostabildir. (Quian vd., 1994; Declerck vd., 2000; Gupta vd., 2003). a-Amilazlar, bir
enzim molekiilii basina en az bir atom kalsiyuma sahip metaloenzimlerdir. Ca®* iyonlarinimn
aktivite {izerine etkisi incelenmis ve Ca®" iyonunun mikromolar seviyelerinin, a-amilazin

yapisini stabilize etmeye yaradig1 goriilmiistiir (Bush vd.,1989).



Sekil 2.1 Alfa amilaz molekiiliiniin sematik diyagrama.

Amilazdaki glutamat 233, aspartat 197 ve aspartat 300 birlikte ¢alisarak iki seker molekiili
arasindaki glikozid bagin1 kirmaktadir. Kalsiyum iyonu enzimde protein yapimin yakininda
saptanmigtir ve enzimin yapisini stabilize etmektedir. Klor iyonu ise, cogu amilazda aktif

bolgenin altindan baglanmistir ve bu iyon reaksiyonun olusmasina yardimci olmaktadir.



Sekil 2.2 Alfa amilazin aktif bolgesi.

(Uglii asidik grup (kirmizi), bes seker biriminden olusan zincir (sar1 ve turuncu), kalsiyum

tyonu (gri kiire), klor iyonu (yesil kiire)).

o-Amilazlarin optimum pH degerleri genellikle 4-7 arasinda bulunmaktadir. Optimum pH
aralig1 enzimin kaynagina gore degismektedir. Saflastirilmis o-amilazlar 50°C’nin tizerinde

aktivitelerini hizla kaybetmektedirler. Bu inaktivasyon islemi kalsiyum ve substrat etkisiyle

azaltilabilir. Etkili olduklari sicaklik araligi ise 2040 °C'dir.

o-Amilazin 5 alt {initesi yani substrat baglama bolgesi vardir. a-Amilazin bu bdlgelerine
substratin yerlesmesi isleminde maksimum katalitik aktivitenin, notralden daha ¢ok asidik

pH’da oldugu goriilmiistiir (Ishikava vd.,1990; Kazuhiko vd., 1993).



a-Amilazin amino asit bilesim yiizdesi asagidaki gibidir:

Ala (A) 7.85
Arg (R) 5.42
Asn (N) 4.13
Asp (D) 5.34
Cys (C) 1.50

Asx (B) 0.00
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|
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o - |

Gln (Q) 3.96
Glu (E) 6.66
Gly (G) 6.94
His (H) 2.29
Tle (T) 5.89

Glx (Z) 0.00

Leu (L) 9.66
Lys (K) 5.93
Met (M) 2.39
Phe (F) 3.95
Pro (P) 4.84

Xaa (X) 0.00

Arning asid biegim

Leu Al Gl Ser Val Glu L=

2.2 o-Amilazin Sanayide Kullanim Alanlar

Ser (S) 6.87

Thr (T) 5.40
Trp (W) 1.13
Tyr (Y) 3.01

Val (V) 6.72

|D|

lle A3 Thr

Sekil 2.3 a-Amilazin amino asit bilesimi.

fep P Asn GIn Fhe Tyr Met HE Sy Tip

Enzimatik hidroliz, kimyasal hidrolizden daha etkili ve daha spesifik oldugu i¢in

uygulamalarda tercih edilmektedir. a-Amilazin kapsamli kullanim alanlarindan biri, nigasta



endiistrisidir.  Nisastayr hidroliz yoluyla pargalayan amilazlar, eczacilikta siklo
dekstrinlerinlerden ¢esitli uygulamalarda yer alan glukoz suruplarina kadar bircok iiretim

dalinda yer almaktadir (Nielsen ve Borchert, 2000).

Nisasta enzimatik hidroliz ile glukoz suruplarina doniistiiriilebilir ve bu suruplar gida
endiistrisinde tatlandirict olarak kullanilirlar. Baz1 bira tiirlerinin liretiminde, (light bira gibi)
daha diisiik karbonhidrat ve daha yiiksek alkol igerigine sahip bir iiriin elde etmek ig¢in
enzimatik hidroliz tercih edilmektedir. a-Amilazlar kagit, tekstil, deterjan sanayilerinde ve

meyva suyu iiretiminde kapsamli boyutta kullanilmaktadirlar (Brzozowski ve Davies, 1997).

2.3 o-Amilazin Etkiledigi Substratlar

2.3.1 Nisasta

Nisasta daha c¢ok patates gibi yumrulu bitkilerde ve musir, fasulye, bugday, piring gibi
tahillarda bulunmakla birlikte, biitiin bitki hiicreleri nisasta yapma yetenegine sahiptirler.
Nisasta a-1,4 baglari igeren lineer glukoz polimeri olan amiloz (Sekil 2.3), ve a-1,6 baglar ile

a-1,4 glukoz kalintilarinin birbirine baglandigi dallanmis yapida polimer amilopektinden

(Sekil 2.4) olusmaktadir (Muralikrishna ve Nirmala, 2005).

Amiloz, nigastanin lineer fraksiyonu olup a-(1,4) glikozid baglar1 ile baglanmig durumda
1100 ile 4400 glukoz iinitesi icermektedir. Nisastanin dallanmig fraksyonu olan amilopektin
ise; a-(1,4) baglar1 yaninda dallanma yerlerinde a(1,6) baglar1 da bulundurmaktadir.(Beazell,

1941).

0 CH,OH
HO 0

H 0 CH,OH

HO O

H(
OH PRl

Sekil 2.4 Amilozun agik formiilii.
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Sekil 2.5 Amilopektinin agik formiilii.

Ekmek yapimi1 ve un sanayisi gibi ¢esitli endiistriyel gida proseslerinde amilolitik enzimler ile
nisastanin (amiloz ve amilopektin) depolimerizasyonu anahtar rol oynamaktadir. Bunun gibi
islemlerde nisasta; amilolitik aktiviteler ile dekstrin, maltoz ve glukoza pargalanmaktadir

(Battle vd., 2000).

2.3.2 Glikojen

Glikojen hayvanlarda ve insanlarda bitkilerdeki nisastanin analogu olan glukoz seklinde
bulunmaktadir. Glikojen baslica karaciger ve kaslarda sentezlenip depolanmaktadir. Yapi
olarak glikojen amilopektine benzemekle birlikte daha sik dallanma goriilmektedir. Cesitli
glikojen orneklerinde 1700-600 000 arasi glukoz birimi 6lgiilmiistiir. Glikojenin yapisinda
glukoz tniteleri diiz zincirlerde a-(1,4) baglar1 ile, dallanma noktalarinda ise a-(1,6) baglar

ile baglanmis durumdadir (Buryan, 1991; Dordick vd., 1991).



Sekil 2.6 Glikojen

2.4 Dekstran

Dekstran mikrobiyal sentez ile elde edilen polisakkaridlerin genel adidir. Dogada bol
miktarda bulunan biyobozunur, inert ve toksik olmayan bir polimerdir. Dekstran molekiilii
anhidro-D-glukopiranoz birimlerinin baslica a-1,6-glikozid bagi ile baglanmasi sonucu
meydana gelmistir. Her glukoz halkasinda {i¢ adet hidroksil grubu bulunmaktadir. Dekstran
tibbi uygulamalarda uzun zamandan beri yer almaktadir (Taylor, 1991; Collen vd., 2001;
Gladysheva vd., 2001; Zhang, vd., 2004).



HO

CH
oH

OH

Delestran

Sekil 2.7 Dekstranin agik formiilii.

2.4.1 Dekstranin Kullanim Alanlar

Dekstran biyouyumlu ve biyobozunur bir polimerdir. Bu 6zelliginden dolay1 dekstran ve
tiirevleri yapay kan ve ilag tasiyicilar1 olarak kullanilmaktadir. Polimerik ilag¢ tasiyicilart ve
hidrojeller gibi spesifik uygulama alanlarinda, cesitli kimyasal modifikasyonlardan da
faydalanarak dekstrandan yararlanilmaktadir Capraz-bagli dekstrandan gelistirilerek elde
edilen ¢ozliinmeyen ve pordz destekler (Sephadex vb.) ticari olarak satilmaktadir. Bu
ozelliklerinden dolay1 dekstranlar enzim ve protein immobilizasyonunda 6nemli bir yere

sahiptir. (Taylor, 1991; Zhang, 2005).

Hidrofilik polimer ile enzim yiizeyinin minimum modifikasyonu, enzim yiizeyi etrafinda kilif
olusturmak i¢in ve hidrofobik arayiizeylerle etkilesime karsi korumak icin oldukea iyi bir
stratejidir. Modifikasyon sonrasi, bu polimer sadece kiicilik substratlarla enzimin etkilesimine
izin vermekle kalmaz, ayni zamanda hidrofobik arayiizeylerle enzimin etkilesiminden
kaginmak icin hidrofilik 6zellik kazanir. Ek olarak, secilen polimer enzim yiizeyindeki

gruplarla etkilesim olusturmalidir.

Dekstran aldehid esnek bir polimerdir ve ¢apraz bagli immobilize enzimlerde, hidrofilik
ortamlarin olusturulmasinda, ve makromolekiillerle desteklerin etkilesimlerini azaltmada
kullanilmaktadir (Betancor vd., 2004). Ayrica a-1,6 glikozidik baglar ile bagh glukoz
birimlerinin tekrarlanmasi ile olusmus olmasi dekstranin birgok uygulamada kullanilmasinin

nedenlerinin basinda gelmektedir (Srisawat, vd., 2001).
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2.4.2 Dekstran-Protein, Dekstran-Enzim Kovalent Konjugatlar:
Endiistriyel enzimlerin uygulamalardaki stabilitesi biyoteknolojide kritik bir sorundur. Protein
stabilizasyonunda, protein miihendisliginden, immobilizasyon tekniklerinden veya kimyasal

modifikasyondan yararlanilmaktadir.

Endiistriyel uygulamalar sirasinda enzimler c¢esitli inaktivasyon faktorlerinden olumsuz
etkilenmektedir. Bunlardan iki fazli sistemlerde c¢oOziinebilen enzim ve organik c¢oziicii
damlalarinin arayiizeyleri veya karismis sistemlerdeki ¢oziinebilen enzim ile gaz kabarciklari
arasindaki etkilesimler olduk¢a Onemli olabilir. Bu arayiizeyler, proteinin elektrostatik,
hidrofobik ve hidrojen baglar1 etkilesimlerini destabilize ederek enzimin geri doniisiimsiiz

denatiirasyonuna neden olurlar.

Tasiyict olarak ¢oziinmeyen materyaller kullanilarak elde edilen immobilize enzimlerin ise
serbest enzimlere gore g¢esitli avantajlart vardir. Bu avantajlar stabiliteyi arttirmak, kolayca
tekrar kullanilir durumda olmak ve siirekliligi olan islemler i¢in uygun olmak seklinde
siralanabilir. Belirtilen sistemler endiistriyel islemlerde genis bir uygulama alanina sahiptir.
Ancak substratin kat1 ylizey iizerinde diffiizyona ugramasi, biiyiik bir sorun olusturmakta ve
enzim aktivitesinin diigmesine neden olmaktadir. Bu problemleri ortadan kaldirmak igin
¢Oziinen polimer-enzim konjugatlar1 hazirlanmaktadir. Kitinaz, seliilaz ve amilaz gibi
enzimler immobilize edilmekte ve bu yolla etkili olarak kullanilmaktadir (Chen vd., 1997;

Betancor vd., 2004).

Birgok peptid ve proteinlerin klinik etkileri, preteolitik enzimlerle parcalanmalari, termal
kararsizlik veya immiinojen Ozelliklerinden dolayr smnirlanmigtir. Son birkag yildir,
proteinlerin polivinil alkol, karboksimetilseliiloz, dekstran gibi ¢oziinen polimerlere kovalent
baglanmasi yoluyla yeni protein tasiyict sistemlerinin gelistirilmesi 6nem kazanmustir

(Herman vd., 1993).

Polimerlerin proteinlere kovalent baglanmasi i¢in birgcok metod mevcuttur, ancak amino
gruplarindaki lizin artiklarinin akrilasyonu bu tiim metodlarin temelini olusturmaktadir.
Protein-polimer konjugatlarinin hazirlanmasi konusunda farkli stratejiler arastirilmaktadir.
Modifikasyon islemlerinde proteinin aktif bdlgesinin etkilenmesi, dolayisiyla aktivitesinin

azalmasi da miimkiindiir (Herman vd., 1993).

Yiiksek basing altinda, yiisek veya diisiik sicaklikta fizyolojik pH disinda pH degerine sahip

ortamlarda, yiiksek tuz konsantrasyonunda sonu¢ olarak normal disi1 kosullarda yasayan
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organizmalar ve bulundurduklar proteinlerin bu kosullarda stabil olmasi insanlarin dikkatini
cekmistir. Ozellikle termofilik proteinler, bu proteinlerde katlanma ve buna dayal
fizikokimyasal Ozellikler, stabilite ve yiiksek sicaklikta calisan enzimleri dizayn etmede
onemli olmustur. Yiiksek sicaklikta ¢alisan enzimler deterjan, gida v.b., endiistrinin g¢esitli
alanlarinda ¢ok yararli olmaktadir. Termofilik enzimlerin mezofilik homologlarina goére
proteolize daha dayanikli oldugu da belirlenmistir (Balabuchevich vd., 2004; Kamalakkannan
vd., 2004; Roy vd., 2005).

Suda c¢oziinen globular proteinler sikica paketlenmis gibi bir yap1 gostermektedirler ve
bunlarin i¢ kismi ¢ogunlukla katiya benzer bir hal almistir. Proteinlerde sikistirilmis gibi bir
yap1 bulunmasi stabilite agisindan 6nemlidir. Bu nedenle, dogal olarak amino asit dizilimi ile
protein li¢ boyutlu yapist arasindaki baglanti énem tasimaktadir. Genetik miihendisligi
tekniklerinden faydalanarak amino asit dizilimi degistirilmis, dolayisiyla fizikokimyasal
ozellikleri farkli modifiye enzimler elde edilmektedir (Vogt vd., 1997; Collen vd., 2001;
Hakamada vd., 2001; Balabuchevich vd, 2004; Kamalakkannan vd., 2004; Roy vd., 2005).

Ufak molekiilli kimyasal maddeler veya suda ¢ozlinen polimerler kullanilarak yapilan
kimyasal modifikasyon islemleri ile 6zellikleri degistirilmis enzimler elde edilebilmektedir
(Abian vd., 2002; Fuentes vd., 2004). Bu sekilde iiretilen, optimum sicaklig1 ve pH araligi
farkli, ortamda bulunan kimyasal maddelere direngli enzimler ¢esitli uygulamalar i¢in yararh
olmaktadir. Enzimlerin immobilizasyonu da genel olarak stabilitelerinde artma saglamaktadir.
Dogal ve sentetik makromolekiillerin antijenler, antikorlar, ila¢ aktif maddeleri ve enzimler ile
olusturdugu konjugatlar tipta ve biyoteknolojinin ¢esitli dallarinda kapsamli uygulama
alanlar1 bulmaktadir. Ancak o-Amilazlarin kimyasal modifikasyonu, substrat spesifikliginin
degismesine neden olabilir (Ueyama vd., 1995; Mustafaev vd., 1996, Mustafaev vd., 1996;
Karsilayan vd., 1997; Mustafaev vd., 1998; Dilgimen, 2001).
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DENEYSEL CALISMA

3.1 Materyaller

3.1.1 Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Precisa BJ 6100D, Kaba terazi

Precisa XB 220A, Hassas terazi

Millipore F4SN77678, Saf su cihazi

Heidoloph MR 3001, Manyetik karistirict

Inolab, pH metre cihazi

BioRad, Protein saflastirma cihazi

JASCO V-530, UV-Visible Spektrofotometre
Millipore Stirred Ultrafiltration Cell Model 8010, Ultrafiltrasyon Sistemi
GFL 1086, Calkalamal1 su banyosu

Telstar Cryodos, Liyofilizator

Schimadzu Program Class VP, HPLC sistemi
Viscotek 4 detektorli SEC-HPLC-GPC, GPC sistemi
Scotssman AF-100, Kar makinesi

Perkin Elmer, FTIR

Perkin Elmer, Universal ATR Sampling Accessory

Kullanilan malzemeler:

e Otomatik pipet: Finnpipette 0—50 pl, 100—1000 pl, 1-10 ml
e Beher: 50ml, 100 ml, 500 ml, 1 L
e Schlifli erlen: 50 ml

e Penisilin siseleri
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3.1.1.1 Kullamlan HPLC Sisteminin Techizat ve Calisma Parametreleri

Yiiksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC) yonteminde sabit faz olarak belli
biiyiikliikte gozenekleri olan capraz baglh polimerler kullanilir. Polimerler farkli boylardaki
molekiillerin bir karisimidir. Ufak molekiiller gozeneklerde daha uzun siire kalacaklari i¢in
kolonu ge¢ terk edeceklerdir. Molekiil ¢ap1 biiyiidiikge kolonda kalma siiresi kisalacak ve
sistemden daha cabuk ayrilacaklardir. Detektor de farkli zamanlarda ¢ikan molekiilleri
saptayip kromatograma doniistiirecektir. Bu yontemin en dnemli 6zelligi ayirmanin tamamen

fiziksel olarak yapilmasidir

Kolon: Silika jel kolon ( LC column Shim Pack Diol-300)

Boyut: 7,9mm x 50cm

Akis hizi: 1 ml/dak

Dedektor: UV-VIS detektor (SPD-10AV)

Mobil faz: PBS; pH= 7,0; %0,05 NaNj3

Kolon sicakligi: 25 °C

Dalga boyu: 280 nm

3.1.1.2 Kullamlan Viscotek Marka GPC sisteminin Techizat ve Calisma Parametreleri
Viscotek cihazi dolgulu kolon kullanilan bir kolon sivi kromatografisi yontemidir. Viscotek

cihazinda sivi hareketli faz yiliksek basingta ufak tanecikli hareketli faz iizerinde hareket

ettirilmektedir. Bu teknige yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ad1 verilmektedir.
Viscotek cihazi ti¢ boliimden olusur:

1. Numune hazirlama ve pompa boliimii

Viscotek GPCmax VE2001 GPC SOLVENT / SAMPLE MODULE

2. Kolon ve dedektor kismi

Viscotek TDA 302 Triple Detector Array (RI, LS, VIS), UV.

3. Bilgisayar kism1

Yazilim adi: Omnisec 3.1 programu.
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Viscotek cihazinda pordz tipli kolon dolgu maddesi kullanilmaktadir. Por6z kolonlar i¢cindeki

dolgu maddesinin taneciklerinin ¢ap1 3—10 um arasinda degigsmektedir.

Kolon 1: Shim-Pack Diol 300 (Silika dolgulu kolon)

Akis hizi: 1ml/dak

Boyut: 7,9mm x 50 cm

Kolon 2: TOSOH G 3000 SWXL (Silika dolgulu kolon)

Akis hizi: 0,8ml/dak

Boyut: 7,8 mm x 30cm

Mobil faz: PBS; pH= 7,0; %0,05 NaN;

Kolon sicaklig: 25 °C

Dalga boyu: 280 nm

3.1.1.3 Kullanilan UV-Vis Spektrofotometrenin Techizat ve Calisma Parametreleri

Protein ve niikleik asitlerin konsantrasyonlarinin hesaplanmasinda UV-VIS spektroskopisinin

kullanimi oldukga bilinen bir yontemdir.

Tek renkli ve Iy siddetindeki 151k demeti kalinli§i 1 cm olan bir tiipte bulunan ¢oézeltideki
molekiiller tarafindan absorplandiginda siddeti azalir ve tlipii I siddetinde terk eder. Bu

azalma Lambert-Beer esitligi ile ifade edilir.
log I,/ I=ebc =A 2.1

Burada ¢ mol/lt cinsinden derigimi, ¢ It/mol.cm cinsinden molar soniimlenme katsayisini ve b

de cm cinsinden 6rnek kabinin kalinligini temsil etmektedir. A’ya ise absorbans denir.
Optik Sistem: Monokromator

Dedektor: Silikon fotodiod (S1337)

Isik kaynagi: Doteryum lamba: 190-390 nm

Halojen lamba: 390-1100 nm.
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3.1.1.4 Kullamlan Protein Saflastirma Sisteminin Techizat ve Calisma Parametreleri
Proteinler “fraksiyonlara ayirma” prosediirleriyle saflastirilmaktadirlar. Bir dizi bagimsiz

basamaklarla, proteinlerin cesitli fizikokimyasal Ozelliklerinden yararlanilarak, proteinler
diger maddelerden ayrilabilmektedir. Burda 6nemli olan ayrilmasi istenen protein kaybini

minimuma indirmekten ¢ok, karigimin diger bilesenlerinden segici olarak ayirmaktir.

Maddeyi tamamen saf olarak elde etmek miimkiin olmayabilir. Bununla beraber, safligin
kanitlanmasi i¢in bazi metotlar gerekir: biitiin uygun yontemlerle, sadece bir bilesen iceren
ornegin aciklanmasi. Ancak yeni ayrima tekniklerinin tasarlanmastyla, saflik standartlarinin
degistirilmesi gerekebilir. Bir maddenin 6rnegi saflastirilip yeni ayrima teknigi olarak
diisiiniildiiglinde, bunun bir¢ok bileseninin karisimi1 oldugu bulunabilir. Proteinler ve diger
biyomolekiillerin karakteristikleri, cesitli ayirma tekniklerinin varolmasini saglamaktadir.

Bunlar: ¢oziiniirliik, iyonik yiik, molekiil boyutu, adsorpsiyon 6zellikleri ve afinitedir.

UV monitor: Biorad Econo (model EM-1)
Fraksiyon toplayici: Biorad model 2110 fraction collector
Yazict: Biorad chart recorder model 1327

Pompa: Biorad Econo pump (model EP-1)
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3.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Maddeler Uretici Firma Lot No.
Aspergillus oryzae a- Fluka 10065

Amilaz

Nisasta Fluka 85643
3,5-DNS Fluka 42260

Na-K Tartarat Fluka 60413
NaH,P04.2H,0 Riedel-de Haen 04269
Na,HPO,4.7H,0 Fluka 71647

NaCl Riedel-de Haen 13423
Dekstran (Leuconostoc | Sigma D3759
mesenteroides’ den elde

edilen)

My~60.000-90.000

Dekstran M,,=188.000 Sigma D-4876
“Sephadex G-50” Fluka 84946

NaOH Riedel-de Haen 06203

NalO4 Fluka 71862

NaBH4 Merck S3912873 403
Diyaliz Tiipii Sigma D9777-BULK

Selilozik Membran
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3.2 Satin Alinan o-Amilazin Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Saflastirilmasi

Satin alinan a-Amilaz enzimi (protein icerigi % 16,5) jel filtrasyon kromatografisi ile BioRad
marka protein saflastirma sisteminde saflastirildi. Safsizlik igeren 1.2 g a-Amilaz 10 ml 0.01
M, pH 7 tuzsuz fosfat tamponunda ¢oziindii. a-Amilaz boyutlart 2,5 cm x 40 cm olan
Sephadex G-50 dolgu maddesi iceren jel filtrasyon kolonuna verildi ve UV monitdr ile 280
nm’de izlenerek fraksiyonlara ayrildi (Sekil 4.1). Saf a-amilaz bulunduran fraksiyonlardan

elde edilen havuz ultrafiltrasyon sistemi ile konsantre edildi.

3.3 a-Amilazin izoelektrik Noktasimin Tayini

Satin alinan a-amilaz enziminden 5 mg tartildi ve 5 ml PBS tamponunda ¢6ziildii. Bu enzim
cozeltisine HCI ilave ederek pH 2’ye ayarlandi. 0,1N NaOH ¢o6zeltisinden 25°er pl eklenerek
titre edildi. Damlatilan her NaOH sarfiyatinda ¢ozeltinin pH degeri okundu. pH ile ilave

edilen NaOH sarfiyat1 arasinda ¢izilen grafikten a-amilazin izoelektrik noktasi belirlendi

(Sekil 4.2).

3.4 Dekstranin Aldehid Tiirevinin Eldesi
Kullanilan Cozeltiler
1) Dekstran ¢ozeltisi: 3,33 g Dekstran 30ml destile suda ¢oziilerek hazirlandi.
2) Sodyum periyodat ¢ozeltisi: 8.00 g NalO4 70ml destile suda ¢oziilerek hazirlandi.
Deneyin Yapihisi
1) Dekstran ¢dzeltisinin iizerine NalOy4 ¢ozeltisi yavas olarak ve karigtirilarak eklendi.
2) Elde edilen bu ¢ozelti karanlikta, oda sicakliginda 24 saat siireyle karigtirildi.

3) Olusan dekstranin aldehit tiirevi ile birlikte ortamda bulunan iyonlar1 uzaklastirmak

icin reaksiyon ¢ozeltisi 24 saat oda sicakliginda, karanlikta destile suya kars1 diyalize

birakaldi.

4) Sogutarak kurutma ile (liyofilizatorde) kat1 dekstran aldehit tiirevi elde edildi (Sacco,
1988; Betancor, 2004; Dobrechenko, 1993).
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Sekil 3.1 Dekstranin sodyum periyodat ile aldehit tiirevine ylikseltgenmesi.

3.5 o-Amilazin Aktivite Tayini

3.5.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi

A) Tampon Cozeltiler:
1) 0,1N Sitrat tamponu (pH 2).

2) 0,05N Asetat tamponu (pH 3; pH 4 ve pH 5 olan tampon ¢dzeltiler hazirlandi).
3) 0,05N Fosfat tamponu (pH 6; pH 7 ve pH 8 olan ¢dzeltiler hazirlandi).
B) 1.0%(W/V) Nisasta cozeltisi:

0.25 g/ 25 ml nisasta yukarida verilen tampon ¢ozeltilerde, bir beherde karistirilarak kaynama

noktasina kadar 1sitildi. Kaynama noktasinda 15 dakika siireyle 1sitmaya devam edildi.
C) 5.3 M Sodyum-Potasyum Tartarat:

11,965 g Na-K tartarat, 8 ml 2M NaOH’de yavas olarak siirekli karistirma ve hafifce 1sitarak
¢oOziildii. Literatiirde bu c¢oOzeltinin kaynama noktasina kadar kesinlikle 1sitilmamasi

konusunda uyar1 bulunmaktadir (Gonzalez vd., 2002).
D) 9.6mM 3,5-Dinitrosalisilikasid:

0.4379 g 3,5-dinitrosalisilikasid 20ml destile suda ¢oziildii. Céziinmeyi kolaylastirmak igin
yavas ve siirekli karistirma ile birlikte 1sitma yapildi. Literatiirde bu ¢ozeltinin kaynama

noktasina kadar kesinlikle 1sitilmamasi konusunda uyar1 bulunmaktadir (Gonzalez vd., 2002).
E) Renk Reaktif Cozeltisi:

20ml D ¢ozeltisine 8ml C ¢ozeltisinin yavag olarak ve karistirilarak eklenmesi ile hazirlandi.

Bu ¢ozelti renkli sisede saklanmalidir. Cozeltinin kullanilma siiresi 6 aydir.
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F) 0.2% (W/V) Maltoz Standard Cozeltisi:
0.02 g Maltoz 10ml destile suda ¢oziinerek hazirlandi.
G) a-Amilaz Cozeltisi:

1 {inite(0,00025g) amilaz 100ml destile suda ¢oziildii.

3.5.2 o-Amilaz Aktivitesinin Tayini

Deneyin Yapihisi
TEST BLANK
1.A) Nisasta ¢ozeltisi Iml. Iml.

25°C’deki banyonun igine yerlestirilmis 50ml’lik iki erlene alindi.

B) a-Amilaz enzim ¢ozeltisi Iml. L

A’ da belirtilen erlenlere ilave edildi, karistirildi ve tam 3 dakika siireyle 25°C’lik su

banyosunda bekletildi.

C) Daha sonra renk reaktif ¢ozeltisinden Iml. Iml.
eklendi.

D) a -Amilaz enzim ¢0zeltisinden de ayn1 erlenlere ... Iml.

Eklendi, ¢ozeltilerin bulundugu erlenler kapaklariyla kapatildi ve tam 15 dakika kaynama
noktasindaki su  banyosunda  bekletildi. Bu stire sonunda cozeltiler

oda sicakligina kadar sogutuldu.

E) Islemin devaminda erlenlere destile su 9ml. 9ml.

eklendi. Bu islemler tamamlandiktan sonra UV-VIS Spektorofotometre ile test ¢ozeltisinin
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540 nm’deki absorbansi kore(blank’e) kars1 okundu (Gonzalez, vd., 2002).

2.A) Asagidaki tabloda verilen ¢ozeltiler ve kor(blank) uygun erlenlere alindi.

Cizelge 3.1 Maltoz standartlarinin hazirlanmasi

Std 1 Std 2 Std 3 Std 4
Maltoz ¢6z F 0,2 ml. 0,4 ml. 0,6 ml. 0,8 ml.
Deiyonize su 1,8 ml. 1,6 ml. 1,4 ml. 1,2 ml.
Renk reak. E 1 ml. 1 ml. 1 ml. 1 ml.
Std 5 Std Blank
Maltoz ¢6z F 1 ml. 0
Deiyonize su 1 ml. 2 ml.
Renk reak. E I ml. 1 ml.

B) Bu ¢ozeltiler tam 15 dakika kaynama noktasindaki su banyosunda bekletildi. Bu siire

sonunda ¢ozeltiler buz banyosu kullanilarak oda sicakligina kadar hizla sogutuldu.

C) Cozeltiler sogutulduktan sonra her birine 9 ml. destile su ilave edildi.

D) Her bir ¢ozeltinin blank’e karsi absorbans1 okundu ve gerekli hesaplamalar yapildi.
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Hesaplamalar:
Cozelti F:

0,2 gr. 100 ml.

X 1 ml

X=0,002 g/ml maltoz

Std. 1

1 ml’de 0,002 gr maltoz

0,2 ml’de y

y =0,0004 g
Std.2 y=0,0008 g —0,8 mg.
Std.3 y=0,0012g —1,2mg.
Std. 4 y=0,0016 g —1,6 mg.

Std. 5 y=0,002g —2,0 mg.

Uygulanan yontem ile ilgili literatiirde verildigine gore, 1 mg maltozu agiga ¢ikaracak amilaz

miktari 1 iinite’dir (1 tinite/ml). Ayrica bu islemde,

1 mg maltozu agi8a ¢ikaracak oi-amilaz miktari std 2 ile std 3 arasinda olmalidir.
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Cizelge 3.2 Maltoz standartlari.

STANDARTLAR ABSORBANS
Std. 1 0,1339

Std. 2 0,3177

Std. 3 0,4991

Std. 4 0,666

Std. 5 0,8383

0,9 -
0,8 -
0,7 1
0,6 1
0,5
0,4 4
0,3
0,2 4
0,1

Absorbans

Maltoz Kalibrasyon Egrisi vy = 0,4264x - 0,0172

R? = 0,9985

-0,1 0

0,5

1 1,5 2

Konsantrasyon(mg/ml)

2,5

Sekil 3.2 Maltoz kalibrasyon egrisi

Regresyon Katsayisi: 0,9985

Egri denklemi:

y=0,4264 x - 0,0172

x = 1 mg maltoz i¢in; y = 0.4092=A (liinite enzimin absorbansi)
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Islem gérmemis ve saflastrilmis enzimin aktivitesi pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 degerlerinde ve her bir

pH igin 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80 °C’de zamana kars1 tayin edildi.

pH 2 olan 0,IN Sitrik asit tamponu i¢inde hazirlanan 0,00025 g/25 ml amilaz enzim ¢ozeltisi
ve %]1’lik nisasta ¢Ozeltisi ile yapilan denemede, 540nm’deki absorbans 0.1367 olarak

okundu.
1 Uinite enzim absorbanst  0,4092

X 0,1367

x =0, 334 {inite

Denemelerde 0,00025g/25 ml enzim ¢ozeltisi kullanildi.

0,25mg enzim 25 ml

X 1 ml

x = 0,01 mg enzim

0,01 mg 0,334 unite

x = 33,4 linite/mg

Aktivite: 33,4 U/mg olarak hesaplandi
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3.6 Alfa Amilaz-Dekstran Kovalent Konjugatlarinin Sentezi

Gerekli miktarda dekstranin aldehid tlirevini bulunduran ¢ozeltiye yeterli miktar saflagtirilip
konsantre edilen alfa-amilaz ¢ozeltisi eklendi ve 25 °C’deki su banyosunda 16 saat siireyle
bekletildi. Bu siire sonunda olugan Schiff baz1t NaBH, eklenerek indirgendi. Calismada My~
75000 ve My= 188 000 olan dekstranlar kullanilarak farkli mol oranlarinda konjugatlarin

sentezi gerceklestirildi.
Bu islemler i¢in gerekli polimer miktar1 agsagidaki gibi hesaplandi.

Nprotein Cprot X MA pol

Npolimer Cpol X MA prot

Cprot = (10/5) mg/mL
My, ot~ 75000

My prot= 51000
Oran 1/1 igin;

1 (10/5) x 75000

1 Cpot X 51000

Chpolimer= 2,94 mg/ml
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Cizelge 3.8 Cprotein: 2 mg/ml konsantrasyonu sabit alinarak hesaplanan polimer
(Dekstran)(M,,~75000) konsantrasyonlari

Ng-amilaz/NDCHO | Cpolimer (Dekstran) (mg/ml)
11 2,94
1/10 29,4
1/20 58,8
1/30 88,2
10/1 0,294
20/1 0,147
30/1 0,098

Cizelge 3.9 Cproein: 2 mg/ml konsantrasyonu sabit alinarak hesaplanan polimer
(Dekstran)(M,,=188000) konsanrasyonlari

Ng-amila/NDCHO | Cpolimer (Dekstran) (mg/ml)
1/1 7,37
1/10 73,7
1/20 147,45
1/30 221,18
10/1 0,737
20/1 0,37
30/1 0,246
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Alfa Amilaz-Dekstran Konjugatlar1 Elde Edilmesi icin Uygulanan Calisma Semasi:

2 mL (Omgiml Alfa amilaz, 0.1 M Fostat Tamponu, pH )

+
Aml DCHO pézeltist

l [25 °C. 16 saat ]

7 mL (4 °C), 100 mM NaHCO . pH 7

l

1 mgfml NaBH .
15 dk kangtirma (4°%C)
¥

| mgfnl MaBH,

15 dk karigtrma (4°%C)

¥

pH ¥ ve ayatlamr

Eonsantre etine, su ve fosfat tamponu e yicama

¥

Absorbans Slpimi

l

Aletivite Tayin

3.7 Alfa Amilaz-Dekstran Konjugatlarinin Aktivitelerinin Tayini

Farkli oranli Alfa Amilaz-Dekstran kovalent konjugatlarinin, daha 6nce satin alinan enzim
icin uygulanan yontemde oldugu gibi, pH 7°de sicakliga gére zamana bagh olarak aktiviteleri

tayin edildi (Cizelge 4.4, 4.6, 4.8, 4.10, 4.12, 4.14, 4.16, 4.18).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Satin Alinan Alfa Amilazin saflagtirilmasi

Satin alinan a-amilaz, 5 cm x 40 cm boyutlarindaki kolona Sephadex G—50 dolgu maddesi
doldurularak, jel filtrasyon kromatografisi yontemine gére UV monitorlii protein saflastirma

sisteminde saflastirildi (Sekil 4.1).

e g 2
—s04—s0-
fes a3 -
1 T T
= i |
g T -
b I i
[aa] I |
el | B
g I | =
pla- -,
)
a !
L4r]
pa] '} 30
=

Fraksiyon no

Sekil 4.1 a-Amilaz enziminin protein saflastirma sisteminde fraksiyonlara ayrilmast
sirasinda UV dedektor ile alinan kromatogram
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4.2 Alfa-Amilazin izoelektrik Noktasimin Tayini
Satin alinan ve saflastirilan Aspergillus oryzae a-amilazinin izoelektrik noktasi tayin edildi.
Bunun i¢in enzim ¢ozeltileri 0,1 N NaOH ile titre edilirken pH degerleri okundu. Cizilen

grafikten enzim O6rneklerinin pl degeri yaklasik 4.5 olarak belirlendi (Sekil 4.2).

—m— saf enzim
—e— ham enzim

14 -
12 4
o {‘/——'—
] ® ]
® u
8 - .
T
5 . / pl=4.5
] /' "
| |
4 i /
° u
2}..
+——
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
ul NaOH

Sekil 4.2 Satin alinan ve saflastirilan a-Amilaz ¢ozeltilerinin pH degerlerinin NaOH
sarfiyatina gore degismesi.
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4.3 Satin Alinan ve Saf Alfa-Amilazin HPLC ve GPC Kromatogramlari

Satin alinan enzimin HPLC ve GPC kromatogramlarinda safsizliklar gozlendi. Saflastirma
isleminden sonra alinan kromatogram daha oncekinden farkli olarak dar bir pik seklinde elde
edildi. Kolondan farkli stirelerde gelen ve pikler olusturan diger maddeler olmamasi enzimin

uygulanan islem ile saflastirildigini gosterdi (Sekil 4.3, 4.4a, 4.4b, 4.4c.4.4d).

4.3.1 HPLC Sonuclan

1

a0
404

304

mvyolts

204

10 12 14 16 18 20 22 24 26
Minutes

Sekil 4.3 Saflastirilan ve satin alinan a-amilazin HPLC kromatogramlari

Satn alman Alfa Armilaz | e——Saf Alfa Armlaz
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4.3.2 GPC Sonuclan

Overlay Plot: Refractive Index (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA-RI-0001.vcm
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I I I I | ] | | I ] | | | | | [ | | ]

50 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0 14,0 15,0 16,0 17,0 18,0 19,0 20,0 21,0 22,0 23,0 24,0 250
Retention Volume (mL)

Sekil 4.4a Satin alinan ve saflastirilan a-amilazin Viscotek cihazinda RI dedektoriinden alinan
kromatogramlari.

= Saf Alfa Amilaz, Satin alinan Alfa Amilaz
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Overlay Plot: Ultra Violet (mV) Vs. Retention Volume (mL)

Method: BSA-RI-0001.vcm

I I
14,0 15,0 16,0 17,0 18,0 19,0 20,0 21,0 22,0 23,0 24,0 250
Retention Volume (mL)

Sekil 4.4b Satin alinan ve saflagtirilan a-amilazin Viscotek cihazinda UV dedektoriinden
alinan kromatogramlari.

— Saf Alfa Amilaz,

Satin alinan Alfa Amilaz
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Overlay Plot: Right Angle Light Scattering (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA-RI-0001.vcm
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Retention Volume (mL)

Sekil 4.4¢ Satin alinan ve saflastirilan a-amilazin Viscotek cihazinda LS dedektoriinden
alinan kromatogramlari

— Saf Alfa Amilaz, Satin alinan Alfa Amilaz
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Overlay Plot: Viscometer DP (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA-RI-0001.vcm
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Sekil 4.4d Saflagtirilan ve satin alinan a-amilazin Viscotek cihazinda viskozite dedektorii ile
alinan kromatogramlari

— Saf Alfa Amilaz,

Satin alinan Alfa Amilaz
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4.4 Alfa Amilaz-Dekstran Konjugatlarinin ve Saf enzimin HPLC Yontemi ile
Incelenmesi

Mw~75000 olan dekstran ile Farkli mol oranlarinda sentezlenen alfa amilaz-dekstran

konjugatlart HPLC yontemi ile alinmig ve kiyaslanmistir (Sekil 4.5a ve 4.5b).

504
403

304

my/olts

204

10 12 14 16 18 20 22 24 25
Minutes

Sekil 4.5a a-Amilaz ve farkli mol oranlarindaki a-Amilaz-Dekstran konjugatlarinin HPLC
kromatogramlari

Saf a-Amilaz, = a-Amilaz-DCHO n 4-amilaz/ Dpcuo = 1/1, = a-Amilaz-DCHO
N g-Amilaz / Dpcuo = 1/10, o-Amilaz-DCHO n g.Amilaz / Npcuo = 1/20, o-Amilaz-

DCHO n Q_Amilaz/ NpcHO = 1/30, = DCHO



m\y/olts
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Sekil 4.5b a-Amilaz ve farkli mol oranlarindaki a-Amilaz-Dekstran konjugatlarinin HPLC
kromatogramlari

= Saf o-Amilaz, = o-Amilaz-DCHO n gAmitaz / Docuo = 1/1, o-Amilaz-
DCHO n (x—Amilaz/ NpcHO = 10/1, o-Amilaz-DCHO n a—Amilaz/ NpcHO = 20/1, o-

Amilaz-DCHO n a—Amilaz/ NpcHgo = 30/1, == DCHO.
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4.5 Mw~75 000 olan Dekstranla Sentezlenen Alfa Amilaz Dekstran Konjugatlarinin

Dort Dedektorlit GPC Sistemi ile incelenmesi

Farkli mol oranlarinda sentezlenen konjugatlarin ve saf enzimin kromatogramlar1 alinip

kiyaslanmistir (Sekil 4.6a, 4.6b, 4.6¢, 4.6d, 4.6¢, 4.6f, 4.6g, 4.6h).

Overlay Plot: Refractive Index (mV) Vs. Retention Volume (mL)

_ Method: BSA-RI-0001.vcm
75850 |2006-10-13_13;55;24_A-Amilaz-DCHO_n1-10_pH7_1_mg-ml_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
2006-10-19_15;48;38_A-Amilaz_DCHO_n1_20_pH7_1_mg-mI_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2006-10-30_15;01;58_A-Amilaz_DSHO_n1_30_1mg-ml_pH7_01.vdt: BSA-RI-0001.vxcm
72007-04-19_15;00;31_A-Amilaz_n1-1_pH7_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
S 2006-10-05_15;16;24_Saf_A-Amilaz_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
865,00 42006.10-04_13;28;12_1 DSCHO_0L.vdt : BSA-RI-0001.vcm
] 2006-10-04_14;50;10_1_Dextran_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm

525,00

10,0 11,0 12,0 13,0 14,0 15,0 16,0 17,0 18,0 190 20,0 21,0

Retention Volume (mL)

Sekil 4.6a a-Amilaz ve farkli mol oranlarindaki a-Amilaz-Dekstran konjugatlarinin Viscotek

cihazinda RI dedektoriinden alinan kromatogramlari.

= Saf a-Amilaz,

n a.AmilaZ/ NpcHO — 1/10, o-Amilaz-DCHO n Q_Amﬂaz/ NpcHO — 1/20,

DCHO n ¢-amilaz/ Dpcuo = 1/30, DCHO, == Dekstran.

o-Amilaz-DCHO n g-Amilaz / Docuo = 1/1, === o-Amilaz-DCHO

o-Amilaz-
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Overlay Plot: Ultra Violet (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA-RI-0001.vcm

401,23 |2006-10-13_13;55;24_A-Amilaz-DCHO_n1-10_pH7_1_mg-ml_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
2006-10-19_15;48;38_A-Amilaz_ DCHO_n1_20_pH7_1_mg-ml_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
7] 2006-10-30_15;01;58_A-Amilaz_ DSHO_n1_30_1mg-m|_pH7_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2007-04-19_15;00;31_A-Amilaz_n1-1_pH7_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2006-10-05_15;16;24_Saf_A-Amilaz_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2006-10-04_13;28;12_1_DSCHO_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
2006-10-04_14;50;10_1_Dextran_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm

6.23 == S
I I I I I I | I I I I I I I
100 110 12,0 13,0 14,0 15,0 16,0 17,0 18,0 19,0 200 210 220 230 24,0

Retention Volume (mL)

Sekil 4.6b a-Amilaz ve farkli mol oranlarindaki a-Amilaz-Dekstran konjugatlarinin Viscotek
cihazinda UV dedektortii ile alinan kromatogramlari.

Saf a-Amilaz, o-Amilaz-DCHO n 4-Amilaz / Docuo = 1/1, === o-Amilaz-DCHO

n (x—Amilaz/ NpcHO = 1/ 10, a—AmilaZ-DCHO n a—Amilaz/ NpcHO = 1/20, a-AmilaZ-

DCHO n 4-amilaz/ Dpcho = 1/30, DCHO, == De¢kstran.
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Overlay Plot: Right Angle Light Scattering (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA-RI-0001.vcm

69,33 | 2006-10-13_13;55:24_A-AmilazDCHO_n1-10_pH7_1_mg-m|_0L.vdt : BSARI-0001.vem
2006-10-19_15;48;38_A-Amilaz_ DCHO_n1_20_pH7_1_mg-m|_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm

66.00 2006-10-30_15;01;58_A-Amilaz_DSHO_n1_30_1mg-ml_pH7_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm

0" | 2007-04-19_15;00;31_A-Amilaz_n1-1_pH7_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm

B 2006-10-05_15;16;24_Saf_A-Amilaz_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm

863 0072006—10704 13;28;12_1_DSCHO_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm

S 2006-10-04_14;50;10_1_Dextran_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
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Sekil 4.6¢ a-Amilaz ve farklt mol oranlarindaki a-Amilaz-Dekstran konjugatlarinin Viscotek
cihazinda LS dedektort ile alinan kromatogramlari

Saf a-Amilaz, o-Amilaz-Dekstran n g-Amitaz/ Docuo = 1/1, === a-Amilaz-DCHO

n (x—Amilaz/ NpcHO = 1/ 10, a—AmilaZ-DCHO n a—Amilaz/ NpcHO = 1/20, a-AmilaZ-

DCHO n a—Amilaz/ NpcHO = 1/30, DCHO, w— Dekstran.
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Overlay Plot: Viscometer DP (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA-RI-0001.vcm

436.33 | 2006-10-13_13;55;24_A-AmilazDCHO_n1-10_pH7_1_mg-ml_0L.vdt : BSARI-0001.vem
2006-10-19_15;48;38_A-Amilaz_ DCHO_n1_20_pH7_1_mg-m|_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm

432,00 42006-10-30_15;01;58_A-Amilaz_DSHO_n1_30_1mg-m|_pH7_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm

2007-04-19:15:00;31 A-Amilaz_n1-1_pH7_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
$28,00 -| 2006-10-05_15;16;24_Saf_A-Amilaz_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2006-10-04_13;28;12_1_DSCHO_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm

2006-10-04_14;50;10_1_Dextran_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm

Ri0001xcm

24,00 +
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10,0 11,0 12,0 13,0 14,0 150 16,0 17,0 18,0 19,0 20,0 21,0 22,0 23,0 24,0

Retention Volume (mL)

Sekil 4.6d a-Amilaz ve farkli mol oranlarindaki a-Amilaz-DCHO konjugatlarinin Viscotek
cithazinda viskozite dedektorii ile alinan kromatogramlari.

Saf a-Amilaz, o-Amilaz-DCHO n 4-Amilaz / Docuo = 1/1, === o-Amilaz-DCHO

n (x—Amilaz/ NpcHO = 1/ 10, a—AmilaZ-DCHO n a—Amilaz/ NpcHO = 1/20, a-AmilaZ-

DCHO n 4-amilaz/ Dpcho = 1/30, DCHO, == De¢kstran.



vdt/ M
N

@

g-ml_pH7-01

az_DCHO_n10_1_1m

522,00 -
11,00

0,00+

2006-11-13_15;0

11,00

| 2006-11-13_15;05:43_A-Amilaz_ DCHO_n10_1_1mg-ml_pH7_01.dt : BSARI-0001.vem
| 2007-04-19_16;42;58_A-Amilaz_n20-1_pH7_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm

40

Overlay Plot: Refractive Index (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA-RI-0001.vcm

2007-04-20_11;38;15_A-Amilaz_n30-1_pH7_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2007-04-19_15;00;31_A-Amilaz_n1-1_pH7_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
2006-10-05_15;16;24_Saf_A-Amilaz_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2006-10-04_14;50;10_1_Dextran_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm

2006-10-03_14;28;31_DSCHO_Mithat_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm

-22,00
-32,03

I I I I I I I I | I I I I I I I
9,0 14,0 150 16,0 17,0

Retention Volume (mL)

8,0

Sekil 4.6e a-Amilaz ve farklit mol oranlarindaki a-Amilaz-Dekstran konjugatlarinin Viscotek

DCHO n a-Amilaz/ NpcHO = 10/1,
Amilaz-DCHO n a-AmilaZ/ NpcHO = 30/1,

cihazinda RI dedektorii ile alinan kromatogramlari

o-Amilaz-DCHO n g-Amilaz / Docuo = 1/1, == o-Amilaz-
o-Amilaz-DCHO n ¢-amilaz/ Nocuo = 20/1,
DCHO, === De¢kstran.

Saf a-Amilaz,

a_




41

Overlay Plot: Ultra Violet (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA-RI-0001.vcm

400,62 | 2006-11-13_15;05;43_A-Amilaz_ DCHO_n10_1_1mg-mI_pH7_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
2007-04-19_16;42;58_A-Amilaz_n20-1_pH7_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2007-04-20_11;38;15_A-Amilaz_n30-1_pH7_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
2007-04-19_15;00;31_A-Amilaz_n1-1_pH7_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2006-10-05_15;16;24_Saf_A-Amilaz_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2006-10-04_14;50;10_1_Dextran_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
2006-10-03_14;28;31_DSCHO_Mithat_01.vdt : BSA-RI-0001.vem

5,62

I I I I I I I I | I I I I I I I
8,0 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0 14,0 150 16,0 17,0 18,0 19,0 20,0 21,0 22,0 230 240

Retention Volume (mL)

Sekil 4.6f a-Amilaz ve farkli mol oranlarindaki a-Amilaz-Dekstran konjugatlarinin Viscotek
cihazinda UV dedektortii ile alinan kromatogramlari.

o-Amilaz-DCHO n g-Amilaz / Docuo = 1/1, == o-Amilaz-
o-Amilaz-DCHO n ¢-amilaz/ Nocuo = 20/1,
DCHO, === De¢kstran.

Saf a-Amilaz,
DCHO n a-Amilaz/ NpcHO = 10/1,
Amilaz-DCHO n a—Amilaz/ NpcHO = 30/1,

a_
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Overlay Plot: Right Angle Light Scattering (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA-RI-0001.vcm

68,99 |2006-11-13_15;05:43_A-Amilaz_ DCHO_n10_1_1mg-m|_pH7_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2007-04-19_16;42;58_A-Amilaz_n20-1_pH7_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm

66,00 - 2007-04-20_11;38;15_A-Amilaz_n30-1_pH7_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2007-04-19_15;00;31_A-Amilaz_n1-1_pH7_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm

2006-10-05_15;16;24_Saf_A-Amilaz_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm

3,00 | 2006-10-04_14;50;10_1_Dextran_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm

2006-10-03_14;28;31_DSCHO_Mithat_01.vdt : BSA-RI-0001.vem

vcm

o

=

0,00

57,00

vdt/ Method: BSA-RI-0001
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Sekil 4.6g a-Amilaz ve farkli mol oranlarindaki a-Amilaz-Dekstran konjugatlarinin Viscotek
cihazinda LS dedektortii ile alinan kromatogramlari.

o-Amilaz-DCHO n g-Amilaz / Docuo = 1/1, == o-Amilaz-
o-Amilaz-DCHO n ¢-amilaz/ Nocuo = 20/1,
DCHO, === De¢kstran.

Saf a-Amilaz,
DCHO n a-Amilaz/ NpcHO = 10/1,
Amilaz-DCHO n a—Amilaz/ NpcHO = 30/1,

a_
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Overlay Plot: Viscometer DP (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA-RI-0001.vcm
248,55 | 2006-10-05_15;16;24_Saf_A-Amilaz_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
2006-10-04_14;50;10_1_Dextran_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
2006-10-04_13;28;12_1_DSCHO_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
247,00 | 2006-11-13_15:05:43_A-Amilaz DCHO_n10_1_1mg-m|_pH7_0l.vdt: BSA-RI-0001.vcm

2007-04-19_16;42;58_A-Amilaz_n20-1_pH7_01.vdt: PEO-RI-0001.vcm
2007-04-20_11;38;15_A-Amilaz_n30-1_pH7_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm

6-10005_15516;24_Kaf_A
w w

I I [ I I I I I | I I
8,0 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0 14,0 150 16,0 17,0 18,0 19,0

Retention Volume (mL)

Sekil 4.6h a-Amilaz ve farkli mol oranlarindaki a-Amilaz-Dekstran konjugatlarinin Viscotek
cihazinda viskozite dedektorii ile alinan kromatogramlari

o-Amilaz-DCHO ™™ n o Amilaz/
DCHO,

n a-AmilaZ/ NpcHoO = 10/ 1,
a-Amilaz-DCHO Ng-Amilaz /nDCHo = 30/ 1,

= Saf a-Amilaz,

npcho = 20/1,

Dekstran.



4.6 Satin Alinan ve Saf Alfa Amilazin Aktivite Degerleri
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Satin alinan ve saflagtirilan alfa amilaz enziminin farkli pH ve sicakliklarda aktiviteleri tayin

edildi (Sekil 4.7 ve 4.8). Buna gore; pH 4-7 araliginda saf alfa amilaz satin alinan enzime

oranla 25-60°C sicaklik degerleri arasinda daha yiiksek aktivite gosterdi. Saf enzimin

optimum pH degeri 7 olarak belirlendi.

Cizelge 4.1 Satin alinan enzimin pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 degerlerinde ve her bir pH igin 25, 30,
40, 50, 60, 70, 80°C sicakliklarda tayin edilen aktivite degerleri.

Sicaklik | pH 2 pH3 pH 4 pHS pH6 pH7 pH 8
25 29,62U/mg | 40,63U/mg | 230,5U/mg | 246,3U/mg | 233,32U/mg | 225,29U/mg | 0
30 17,49U/mg | 41,59U/mg | 250,5U/mg | 280,27U/mg | 250,3 U/mg | 263,47U/mg | 0
40 7,78 U/mg | 50,77U/mg | 278,6U/mg | 263,30U/mg | 278,37U/mg | 296,35U/mg | 0
50 0 30,75U/mg | 219,52U/mg | 220,4 U/mg | 275,4 U/mg | 279,32U/mg | 0
60 0 0 10,63 U/mg | 0 110,36U/mg | 99,3 U/mg | 0
70 0 0 0 0 0,3 U/mg 0 0
80 0 0 0 0 0 0 0
—m—pH2
—o—pH3
pH 4
300 - —v—pH5
pH 6
250 SopHY
pH 8
S 2004
E
2
o 150+
=
kv
< 100+
50
0~ + ;
0 80 100

Sicaklik (°C)

Sekil 4.7 Satin alinan alfa amilazin pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 degerlerinde ve her bir pH i¢in 25, 30,
40, 50, 60, 70, 80°C sicakliklardaki aktivite degerleri.
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Cizelge 4.2 Saflastirilan enzimin pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 degerlerinde ve her bir pH i¢in 25, 30,
40, 50, 60, 70, 80°C sicakliklarda tayin edilen aktivite degerleri.

Sicaklik | pH 2 pH 3 pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8
25 33,41U/mg | 48,19U/mg | 240,05U/mg | 264,29U/mg | 234,43U/mg | 235,89U/mg | 0
30 25,46U/mg | 49,34U/mg | 268,16U/mg | 294,94U/mg | 263,8 U/mg | 275,73U/mg | 0
40 8,35 U/mg | 62,51U/mg | 287,2 U/mg | 273,34U/mg | 292,38U/mg | 318,79U/mg | 0
50 0 37,58U/mg | 233,63U/mg | 243,15U/mg | 280,45U/mg | 284,38U/mg | 0
60 0 0 11,58 U/mg | 0 140,86U/mg | 105,08U/mg | 0
70 0 0 0 0 1,98 U/mg |0 0
80 0 0 0 0 0 0 0
—m—pH 2
350 - ~® pH3
pH 4
< —v—pHS5
4y —<4—pH7
250 y \v pH 38
2 200-
2
[}
E 150
=
<
100 4 <
50 o
m_ 4
4 / l\. \
0 T T T T o T T f
0 20 40 60 80 100
Sicaklik (°C)

Sekil 4.8 Saflastirilan alfa amilazin pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 degerlerinde ve her bir pH i¢in 25,

30, 40, 50, 60, 70, 80°C sicakliklardaki aktivite degerleri.
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4.7 Mw~T75 000 olan Dekstran ile Sentezlenen Alfa Amilaz-Dekstran Konjugatlarinin
Aktivite Degerleri

4.7.1 Alfa Amilaz-Dekstran Konjugatlarinin 0 Dakika Bekleme Siiresi Sonunda pH
7’de Tayin Edilen Aktiviteleri

Saf alfa amilaza kovalent olarak dekstranin baglanmasi ile elde edilen farkli mol oranlarindaki

konjugatlarin zamana bagli olarak aktiviteleri tayin edildi. 0. dakikada yapilan aktivite

tayinlerinin grafigi Sekil 4.9’da verilmistir. 10/1, 20/1, 30/1 ve 1/10 oranlarinin aktivite

degerlerine bakildiginda saf enzime kiyasla 80°C’ ye kadar stabilitelerini koruduklar1 goriildii.

Cizelge 4.3 Saflastirilan enzimin pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 degerlerinde ve her bir pH icin 25, 30,
40, 50, 60, 70, 80°C sicakliklarda 0 dakika bekleme siiresi ile tayin edilen aktivite degerleri.

Sicaklik | pH 2 pH3 pH 4 pHS5 pH 6 pH 7 pH 8
25 33,41U/mg | 48,19U/mg | 240,05U/mg | 264,29U/mg | 234,43U/mg | 235,89U/mg | 0
30 25,46U/mg | 49,34U/mg | 268,16U/mg | 294,94U/mg | 263,8 U/mg | 275,73U/mg | 0
40 8,35 U/mg | 62,51U/mg | 287,2 U/mg | 273,34U/mg | 292,38U/mg | 318,79U/mg | 0
50 0 37,58U/mg | 233,63U/mg | 243,15U/mg | 280,45U/mg | 284,38U/mg | 0
60 0 0 11,58 U/mg | 0 140,86U/mg | 105,08U/mg | 0
70 0 0 0 0 1,98 U/mg |0 0
80 0 0 0 0 0 0 0

Cizelge 4.4 M,,~75000 olan Dekstran ile sentezlenen konjugatlarin aktivite degerleri (0.

dakika)

Sicaklik | n=1/1 | n=1/10 | n=1/20 | n=1/30 | n=10/1 | n=20/1 n=30/1

C) | (Umg) | (Umg) | (Umg) | (Umg) | (Umg) | (Umg) |(U/mg)
25 221,16 | 184,46 | 136,12 |0 68,28 202,1 235,89
30 246,82 |220,65 |163,73 |0 146,63 | 219,94 275,73
40 271,02 | 242,74 | 149,56 |0 208,21 | 295,69 318,79
50 223,85 1209,34 | 95,55 0 237,05 | 32991 284,38
60 197,21 | 211,85 |32,99 0 278,59 | 251,22 105,08
70 25,65 95,31 26,15 0 183,28 | 211,63 59,87
80 0 0 0 0 0 30,06 0
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—m— saf Alfa amilaz

—®— Alfa amilaz-DCHO n=1/1, pH7
Alfa amilaz-DCHO n=1/10, pH 7

—v— Alfa amilaz-DCHO n=1/20, pH 7
Alfa amilaz-DCHO n=10/1, pH 7

B /.X
300+ « ™ —<— Alfa amilaz-DCHO n=20/1, pH 7
] o \a Alfa amilaz-DCHO n=30/1, pH 7
250 e \
] é o
4

350

B .
S 200+ e
o 1 v-
= 150+ ST,
X v
< : \
100 -

0 T T T T T T
0 20 40 60

Sicaklik (°C)

100

N \'\\r 4
80

Sekil 4.9 Saf alfa amilazin ve farkli mol oranlarindaki Alfa Amilaz-Dekstran konjugatlarinin
0 dakika bekleme siiresi sonunda pH 7’de tayin edilen aktiviteleri.
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4.7.2 Alfa Amilaz-Dekstran Konjugatlarimin 15 Dakika Bekleme Siiresi Sonunda pH
7’de Tayin Edilen Aktiviteleri

Sekil 4.10°a gore 15 dakika bekleme siiresi sonunda aktiviteleri tayin edilen farkli mol

oranlarindaki konjugatlarda;

1/1,

1/10,

10/1, 20/1, 30/1 oranlarinin 75°C’ye kadar

aktivitelerini koruduklar1 ve saf enzime gore daha yiiksek aktivite degerlerine sahip olduklar

gozlendi.

Cizelge 4.5 Saflastirilan enzimin pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 degerlerinde ve her bir pH igin 25, 30,
40, 50, 60, 70, 80°C sicakliklarda 15 dakika bekleme siiresi ile tayin edilen aktivite degerleri.

Sicaklik | pH 2 pH3 pH 4 pHS pH6 pH7 pH 8
25 20,33U/mg | 25,67U/mg | 189,98U/mg | 211,33U/mg | 214,43U/mg | 228,75U/mg | 0
30 10,09U/mg | 16,78U/mg | 244,34U/mg | 259,09U/mg | 232,56U/mg | 260,1 U/mg | 0
40 0 8,77 U/mg | 245,66U/mg | 277,24U/mg | 278,77U/mg | 316,88U/mg | 0
50 0 0 85,43 U/mg | 198,08U/mg | 221,1 U/mg | 255,72U/mg | 0
60 0 0 0,44 U/mg |0 122,67U/mg | 282,89U/mg | 0
70 0 0 0 0 0 191,17U/mg | 0
80 0 0 0 0 0 0 0

Cizelge 4.6 M;,~75000 olan Dekstran ile sentezlenen konjugatlarin aktivite degerleri (15.

dakika)

Sicaklik | n=1/1 n=1/10 | n=1/20 | n=1/30 | n=10/1 | n=20/1 |n=30/1

(°0) (Umg) | (Umg) | (Umg) | (Umg) | (Umg) |(U/mg) |(U/mg)
25 200,49 |156,35 9628 |0 63,54 196,73 | 228,75
30 259,04 | 212,54 |160,56 |0 109,97 | 195,5 260,1
40 283,48 232,16 | 147,36 |0 193,06 | 251,71 | 316,88
50 121994 | 14641 [91,64 |0 207,72 | 31525 | 255,72
60 |7,33 66,95 |0 0 210,17 | 246,82 | 282,89
70 |0 66,72 |0 0 176,05 | 187,93 | 191,17
80 |0 0 0 0 0 0 0
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—u— saf Alfa amilaz, pH7

350 - —o— Alfa amilaz-DCHO rv=1/1, pH7
Alfa amilaz-DCHO n=1/10, pH 7

—v— Alfa amilaz-DCHO r=1/20, pH7
Alfa amilaz-DCHO n=10/1, pH 7

—<— Alfa amilaz-DCHO n=20/1, pH 7
Alfa amilaz-DCHO n=30/1, pH 7

Aktivite (U/mg)

Sicakiik (°C)

Sekil 4.10 Saf alfa amilazin ve farkli mol oranlarindaki Alfa Amilaz-Dekstran konjugatlarinin
15 dakika bekleme siiresi sonunda pH 7’de tayin edilen aktiviteleri.
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4.7.3 Alfa Amilaz-Dekstran Konjugatlarimn 30 Dakika Bekleme Siiresi Sonunda pH
7’de Tayin Edilen Aktiviteleri

pH 7°de enzimin farkli sicakliklarda 30 dakika beklemesi sonucunda yapilan aktivite

tayinlerine gore; 1/1, 1/10, 10/1, 20/1 ve 30/1 oranlarinda sentezlenen konjugatlarin

stabilitelerini saf alfa amilaza kiyasla 25-60°C sicaklik araliginda koruduklari; saf enzimin ise

40°C’ den sonra aktivitesini kaybetmeye basladig1 gézlendi (Sekil 4.11).

Cizelge 4.7 Saflastirilan enzimin pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 degerlerinde ve her bir pH i¢in 25, 30,
40, 50, 60, 70, 80°C sicakliklarda 30 dakika bekleme siiresi ile tayin edilen aktivite degerleri.

Sicaklik | pH 2 pH3 pH4 pHS pH6 pH7 pH 8
25 7,44U/mg | 18,19U/mg | 165,63U/mg | 139,76U/mg | 175,43U/mg | 180,90U/mg | 0
30 6,13U/mg | 9,59U/mg | 169,98U/mg | 156 U/mg 186,32U/mg | 195,12U/mg | 0
40 0,78U/mg | 6,77 U/mg | 199,21U/mg | 194,30U/mg | 207,21U/mg | 230,36U/mg | 0
50 0 0 2242U/mg | 188,36U/mg | 211,28U/mg | 251,18U/mg | 0
60 0 0 0,11U/mg |0 26,58 U/mg | 32,33 U/mg | 0
70 0 0 0 0 0 20,01 U/mg | 0
80 0 0 0 0 0 0 0

Cizelge 4.8 M,,~75000 olan Dekstran ile sentezlenen konjugatlarin aktivite degerleri (30.

dakika)

Sicaklik | n=1/1 | n=1/10 | n=1/20 | n=1/30 | n=10/1 | n=20/1 | n=30/1

°C) (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (Umg) | (U/mg) | (Umg) | (U/mg)
25 178,89 | 198,63 | 141,52 |0 67,94 53,62 177,17
30 148,09 |223,09 |210,66 |0 113,64 | 95,31 188,17
40 137,34 278,59 |179,84 |0 125,37 | 146,63 | 229,72
50 118,28 |201,12 | 131,23 |0 85,28 65,00 290,81
60 37,63 0 0 0 0 12,22 273,70
70 0 0 0 0 0 0 19,55
80 0 0 0 0 0 0 0
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—um— saf Alfa amilaz

320 ] —eo— Alfa amilaz-DCHO n=1/1, pH 7
300 Alfa amilaz-DCHO n=1/10, pH 7
. h —v— Alfa amilaz-DCHO n=1/20, pH 7
\ Alfa amilaz-DCHO n=10/1, pH 7

—<— Alfa amilaz-DCHO n=20/1, pH 7
Alfa amilaz-DCHO n=30/1, pH 7

a [ ]
E
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@
= .
% v\l
< \
AN
1 T T 1
40 60 80 100
Sicaklik (°C)

Sekil 4.11 Saf alfa amilazin ve farkli mol oranlarindaki Alfa Amilaz-Dekstran konjugatlarinin
30 dakika bekleme siiresi sonunda pH 7’de tayin edilen aktiviteleri.
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4.7.4 Alfa Amilaz-Dekstran Konjugatlarimin 60 Dakika Bekleme Siiresi Sonunda pH
7’de Tayin Edilen Aktiviteleri

1/1, 1/10, 20/1, 30/1 oranlarindaki konjugatlarin aktiviteleri saf alfa amilazin aktivite

sonugclari

ile

karsilastirilirsa;

bu oranlarin aktivitelerinin 60°C’ye kadar dayandig:

goriilmiistiir. Saf enzim ise 30°C’de aktivitesini kaybetmeye baslamistir (Sekil 4.12).

Cizelge 4.9 Saflagtirilan enzimin pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 degerlerinde ve her bir pH icin 25, 30,
40, 50, 60, 70, 80°C sicakliklarda 60 dakika bekleme siiresi ile tayin edilen aktivite degerleri.

Sicaklik | pH 2 pH3 pH 4 pH S5 pH 6 pH 7 pH 8
25 0,47U/mg | 8,17U/mg | 110,77U/mg | 120,29U/mg | 147,76U/mg | 150,08U/mg | O
30 0,34U/mg | 0,59U/mg | 148,76U/mg | 149,97U/mg | 173,66U/mg | 174,55U/mg | 0
40 0 0,77 U/mg | 179,88U/mg | 176,44U/mg | 187,67U/mg | 200 U/mg 0
50 0 0 181,24U/mg | 182,23U/mg | 199,09U/mg | 218,37U/mg | 0
60 0 0 0,63U/mg |0 9,36 Umg |[22,14U/mg | 0
70 0 0 0 0 0 0 0
80 0 0 0 0 0 0 0

Cizelge 4.10 M,,~75000 olan Dekstran ile sentezlenen konjugatlarin aktivite degerleri (60.

dakika)
Sicaklik | n=1/1 | n=1/10 | n=1/20 | n=1/30 | n=10/1 | n=20/1 | n=30/1
(°C) (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (Umg) | (U/mg)
25 200,39 | 105,76 | 51,56 0 26,88 119,75 | 150,08
30 212,85 | 184,28 | 86,51 0 48,88 173,51 | 174,55
40 214,32 | 142,01 | 100,19 |0 94,57 199,17 | 200
50 147,36 | 4,88 38,62 0 52,98 240,71 | 268,37
60 0 0 0 0 12,22 0 0
70 0 0 0 0 0 0 0
80 0 0 0 0 0 0 0
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—u— saf Alfa amilaz, pH 7
. —eo— Alfa amilaz-DCHO n=1/1, pH7
280 § Alfa amilaz-DCHO n=1/10, pH 7
260 § —v— Alfa amilaz-DCHO n=1/20, pH 7
240 < Alfa amilaz-DCHO n=10/1, pH 7
220 —<— Alfa amilaz-DCHO n=20/1, pH 7
o—O
i / ) Alfa amilaz-DCHO n=30/1, pH 7
200 o b
~ 180 /
(o)) J "
£ 1604 \
= 140 :
9 4
'S 1204
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Sekil 4.12 Saf alfa amilazin ve farkli mol oranlarindaki Alfa Amilaz-Dekstran konjugatlarinin
60 dakika bekleme siiresi sonunda pH 7’de tayin edilen aktiviteleri.
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4.8 Mw=188 000 olan Dekstran ile Sentezlenen Alfa Amilaz-Dekstran Konjugatlarinin
Aktivite Degerleri

4.8.1 Alfa Amilaz-Dekstran Konjugatlarinin 0 Dakika Bekleme Siiresi Sonunda pH
7’de Tayin Edilen Aktiviteleri

My = 188 000 olan dekstran ile sentezlenen farkli mol oranlarindaki konjugatlar, Mw~75 000

olan dekstran ile kovalent baglanarak elde edilen konjugatlardan daha yiiksek sicaklikta

aktivite gosterdi ve elde edilen konjugatlarin daha kararli olduklar1 goriildii. Zamana baglh

olarak Olgiilen aktivite tayinlerinde 0 dakika bekleme siiresi ile yapilan denemelere

bakildiginda 10/1, 20/1 ve 30/1 oranlar1 saf enzime kiyasla 25-90°C araliginda ytiksek

aktivite gosterdi. Saf alfa amilaz 60°C’de aktivitesini kaybetmeye baslad1 (Sekil 4.13).

Cizelge 4.11 Saflastirilan enzimin pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 degerlerinde ve her bir pH i¢in 25, 30,
40, 50, 60, 70, 80°C sicakliklarda 0 dakika bekleme siiresi ile tayin edilen aktivite degerleri.

Sicaklik | pH 2 pH3 pH 4 pHS5 pH6 pH7 pH 8
25 33,41U/mg | 48,19U/mg | 240,05U/mg | 264,29U/mg | 234,43U/mg | 235,89U/mg | 0
30 25,46U/mg | 49,34U/mg | 268,16U/mg | 294,94U/mg | 263,8 U/mg | 275,73U/mg | 0
40 8,35 U/mg | 62,51U/mg | 287,2 U/mg | 273,34U/mg | 292,38U/mg | 318,79U/mg | 0
50 0 37,58U/mg | 233,63U/mg | 243,15U/mg | 280,45U/mg | 284,38U/mg | 0
60 0 0 11,58 U/mg | 0 140,86U/mg | 105,08U/mg | 0
70 0 0 0 0 1,98U/mg |0 0
80 0 0 0 0 0 0 0
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Cizelge 4.12 M,,=188000 olan Dekstran ile sentezlenen konjugatlarin aktivite degerleri (0.

dakika)

Sicaklik | n=1/1 |n=1/10 | n=1/20 | n=1/30 | n=10/1 | n=20/1 | n=30/1
(°0) (U/mg) | (Umg) | (Umg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg)
25 5826 67,99 190,66 |0 150,54 | 156,5 | 235,89
30 | 12585 [59,72 | 71,61 |0 169,21 | 162,51 |275,73
40 107,53 |59,26 |149,66 |0 239,74 | 220,43 | 318,79
50 | 175,46 |55.83 |200,88 |0 295,69 | 260,26 | 284,38
60 20039 |71,14 |184,26 |0 311,09 |220,18 | 105,08
70 | 126,83 |6295 |1239 |0 262,95 |210,29 | 59,87
80 9,28 0 7722 |0 2444 19799 |0

340
320
300
280
260
240
220
200}
180}
160
140
120}
100

Aktivite (U/mg)

—u— saf Alfa amilaz

—o— Alfa amilaz-DCHO n=1/1, pH7
Alfa amilaz-DCHO n=1/10, pH 7

—v— Alfa amilaz-DCHO n=1/20, pH 7
Alfa amilaz-DCHO n=10/1, pH 7

—<— Alfa amilaz-DCHO n=20/1, pH 7
Alfa amilaz-DCHO n=30/1, pH 7

Sicaklik (°C)

Sekil 4.13 Saf alfa amilazin ve farkli mol oranlarindaki Alfa Amilaz-Dekstran konjugatlarinin
0 dakika bekleme siiresi sonunda pH 7’de tayin edilen aktiviteleri.
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4.8.2 Alfa Amilaz-Dekstran Konjugatlarimin 15 Dakika Bekleme Siiresi Sonunda pH
7’de Tayin Edilen Aktiviteleri

Konjugatlarin 15 dakika farkli sicakliklarda bekletilmesi ile yapilan aktivite tayinlerinin

grafigi Sekil 4.14°de verilmistir. Sekilden de agikca goriildiigli gibi tiim oranlar saf enzimden

daha stabildirler ve 80°C sicakliga kadar aktivitelerini korumaktadirlar.

Cizelge 4.13 Saflagtirilan enzimin pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 degerlerinde ve her bir pH i¢in 25, 30,
40, 50, 60, 70, 80°C sicakliklarda 15 dakika bekleme siiresi ile tayin edilen aktivite degerleri.

Sicaklik | pH 2 pH3 pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8
25 20,33U/mg | 25,67U/mg | 189,98U/mg | 211,33U/mg | 214,43U/mg | 228,75U/mg | 0
30 10,09U/mg | 16,78U/mg | 244,34U/mg | 259,09U/mg | 232,56U/mg | 260,1 U/mg | 0
40 0 8,77 U/mg | 245,66U/mg | 277,24U/mg | 278,77U/mg | 316,88U/mg | 0
50 0 0 85,43 U/mg | 198,08U/mg | 221,1 U/mg | 255,72U/mg | 0
60 0 0 0,44 U/mg |0 122,67U/mg | 282,89U/mg | 0
70 0 0 0 0 0 191,17U/mg | 0
80 0 0 0 0 0 0 0

Cizelge 4.14 M,,=188000 olan Dekstran ile sentezlenen konjugatlarin aktivite degerleri (15.

dakika)

Sicaklik | n=1/1 | n=1/10 | n=1/20 | n=1/30 | n=10/1 | n=20/1 | n=30/1

°C) (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (Umg) | (U/mg)
25 50,34 47,62 72,8 0 139,29 | 149,26 | 228,75
30 100,68 | 56,92 61,53 0 160,56 | 155,18 |260,1
40 81,62 45,21 117,55 |0 203,08 | 192,33 | 316,88
50 113,64 | 55,39 139,57 |0 241,2 255,99 | 255,72
60 111,93 | 53,73 169,84 |0 40,32 145,41 | 282,89
70 87,98 28,01 120,23 |0 32,26 49,36 191,17
80 0 0 0 0 0 0 0




57

—u— saf Alfa amilaz, pH7
) —eo— Alfa amilazzDCHOn=1/1, pH7
340+ Alfa amilaz-DCHO n=1/10, pH 7
320+ —v— Alfa amilaz-DCHO n=1/20, pH 7
300+ Alfa amilaz-DCHO n=10/1, pH 7
2804 —<— Alfa amilaz-DCHO n=20/1, pH 7
g%-_ Alfa amilaz-DCHO n=30/1, pH 7
— 220
£ 200
S 1801 /
g 160- A y
2 1401 2
é 1(2)8' o q Y
- 0.
(]
80 v]<7§./
60 ] 0 <
‘218 : / .\./ \
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0 20 40 60 80 100

Sicaklik (°C)

Sekil 4.14 Saf alfa amilazin ve farkli mol oranlarindaki Alfa Amilaz-Dekstran konjugatlarinin

15 dakika bekleme siiresi sonunda pH 7°de tayin edilen aktiviteleri.
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4.8.3 Alfa Amilaz-Dekstran Konjugatlarimin 30 Dakika Bekleme Siiresi Sonunda pH
7’de Tayin Edilen Aktiviteleri

30 dakika bekleme siiresi sonunda tayin edilen aktivite degerlerinin grafigi Sekil 4.15° de

verilmistir. 1/20, 10/1, 20/1 ve 30/1 oranlari, saf enzimin aktivite degerlerinden ¢ok yiiksek

sicaklik degerlerinde aktivite gdsterdi ve sicaklik araliklar1 80°C’ ye kadar genisledi.

Cizelge 4.15 Saflastirilan enzimin pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 degerlerinde ve her bir pH i¢in 25, 30,
40, 50, 60, 70, 80°C sicakliklarda 30 dakika bekleme siiresi ile tayin edilen aktivite degerleri.

Sicaklik | pH 2 pH3 pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8
25 7,44U/mg | 18,19U/mg | 165,63U/mg | 139,76U/mg | 175,43U/mg | 180,90U/mg | 0
30 6,13U/mg | 9,59U/mg | 169,98U/mg | 156 U/mg 186,32U/mg | 195,12U/mg | 0
40 0,78U/mg | 6,77 U/mg | 199,21U/mg | 194,30U/mg | 207,21U/mg | 230,36U/mg | 0
50 0 0 2242U/mg | 188,36U/mg | 211,28U/mg | 251,18U/mg | 0
60 0 0 0,11 U/mg |0 26,58 U/mg | 32,33 U/mg | 0
70 0 0 0 0 0 20,01 U/mg | 0
80 0 0 0 0 0 0 0

Cizelge 4.16 M, =188000 olan Dekstran ile sentezlenen konjugatlarin aktivite degerleri (30.

dakika)

Sicaklik | n=1/1 | n=1/10 | n=1/20 | n=1/30 | n=10/1 | n=20/1 | n=30/1
°C) (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (Umg) | (U/mg)
25 14,66 42,05 35,92 0 129,76 | 105,33 | 180,9
30 65,98 45,45 36,41 0 150,54 | 158,6 195,12
40 40,81 15,33 118,77 |0 198,44 | 182,55 | 230,36
50 109,97 | 31,01 138,81 |0 207,23 | 92,13 301,18
60 0 37,83 24,44 0 27,61 27,13 32,33

70 0 22,31 0 0 25,17 20,31 20,01
80 0 0 0 0 0 0 0
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—n— saf Alfa amilaz, pH7
) —o— Alfa amilaz-DCHOr=1/1, pH7
320+ Alfa amilaz-DCHO n=1/10, pH 7
300+ —v— Alfa amilaz-DCHO n=1/20, pH7
280 Alfa amilaz-DCHO r=10/1, pH7
260 —<4— Alfa amilaz-DCHO n=20/1, pH 7
240 Alfa amilaz-DCHO r=30/1, pH 7
220
g 200
£ 1804
% 160 — 4/
S 1407 A
X 120+
< 100
80- 2
60 — /.
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Sicaklik (°C)

Sekil 4.15 Saf alfa amilazin ve farkli mol oranlarindaki Alfa Amilaz-Dekstran konjugatlarinin
30 dakika bekleme siiresi sonunda pH 7’°de tayin edilen aktiviteleri.
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4.8.4 Alfa Amilaz-Dekstran Konjugatlarimin 60 Dakika Bekleme Siiresi Sonunda pH
7’de Tayin Edilen Aktiviteleri

Mw=188 000 olan dekstran ile sentezlenen alfa amilaz-dekstran konjugatlarinin 60 dakika
bekleme siiresi sonunda tayin edilen aktivite degerlerine gore; 1/10, 1/20, 10/1, 20/1 ve 30/1
oranlari, saf enzimden ¢ok daha yiiksek sicaklikta aktivite gosterdi (Sekil 4.16).

Cizelge 4.17 Saflastirilan enzimin pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 degerlerinde ve her bir pH i¢in 25, 30,
40, 50, 60, 70, 80°C sicakliklarda 60 dakika bekleme siiresi ile tayin edilen aktivite degerleri.

Sicaklik | pH 2 pH3 pH 4 pH S5 pH 6 pH 7 pH 8
25 0,47U/mg | 8,17U/mg | 110,77U/mg | 120,29U/mg | 147,76U/mg | 150,08U/mg | O
30 0,34U/mg | 0,59U/mg | 148,76U/mg | 149,97U/mg | 173,66U/mg | 174,55U/mg | 0
40 0 0,77 U/mg | 179,88U/mg | 176,44U/mg | 187,67U/mg | 200 U/mg 0
50 0 0 181,24U/mg | 182,23U/mg | 199,09U/mg | 218,37U/mg | 0
60 0 0 0,63U/mg |0 9,36 Umg |[22,14U/mg | 0
70 0 0 0 0 0 0 0
80 0 0 0 0 0 0 0

Cizelge 4.18 M, =188000 olan Dekstran ile sentezlenen konjugatlarin aktivite degerleri (60.
dakika)

Sicaklik | n=1/1 n=1/10 | n=1/20 | n=1/30 | n=10/1 | n=20/1 | n=30/1

(°C) (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (Umg) | (U/mg)

25 23,70 32,46 38,11 0 4,9 122,43 | 92,62
30 0 33,24 41,69 0 19,97 123,66 | 147,85
40 84,06 31,28 11,73 0 75,46 165,20 | 155,91
50 102,88 |0 16,86 0 76,25 104,35 | 60,36
60 0 0 4,15 0 0 0 10,44
70 0 0 0 0 0 0 0

80 0 0 0 0 0 0 0
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—u— saf Alfa amilaz
1 —eo— Alfa amilaz-DCHO n=1/1, pH7
2801 Alfa amilaz-DCHO n=1/10, pH 7
260 —v— Alfa amilaz-DCHO n=1/20, pH 7
240 ] Alfa amilaz-DCHO n=10/1, pH 7
220 —<— Alfa amilaz-DCHO n=20/1, pH 7
200 4 Alfa amilaz-DCHO n=30/1, pH 7
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Sekil 4.16 Saf alfa amilazin ve farkli mol oranlarindaki Alfa Amilaz-Dekstran konjugatlarinin
60 dakika bekleme siiresi sonunda pH 7’de tayin edilen aktiviteleri
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4.9 Mw~75 000 ve My = 188 000 olan Dekstran ve Aldehid Tiirevlerinin FTIR

Sonuclarimin Degerlendirilmesi

FTIR spektrumunda 1630 cm ' civarinda olusan pikler iki farkli molekiil agirlikli Dekstranda

C=0 bag1 olustugunu, dolayis1 ile Dekstran aldehid tiirevinin sentezlendigini gosterdi (Sekil
4.17 ve 4.18).

998 _
a8 |
a5 |
94 |
92 |
a0 |
a8 |
&8 |
&4
&2
&0 |

%T 78 |
7% |
74
72
70
&8 |
&6 |
&4 |
62 |
&0 |
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4000,0

134443

332408

293413 163100 145309

100140

134053
127852
330144

3800 3200 2800 2400 2000 1200 1600 1400 1200 1000 200 50,0
cm-1

Sekil 4.17 My ~ 75 000 olan Dekstran ve aldehid tlirevinin FTIR spektrumu.

(------ Dekstran, ------ Dekstran aldehid tiirevi)
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110067 981,34

7.0 ]

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1200 1600 1400 1200 1000 200
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Dekstran (185000

Diekstran-aldehid (183.000)

Sekil 4.18 My = 188 000 olan Dekstran ve aldehid tiirevinin FTIR spektrumu.

(------ Dekstran, ------ Dekstran aldehid tiirevi)
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Sonuclarin Degerlendirilmesi;

e Satin alinan enzimin safsizlik igerdigi HPLC ve Viscotek cihazlari ile belirlendi. Bu enzim
“Sephadex G-50" dolgu maddesi iceren 2,5 cm x 40 cm boyutlardaki jel filtrasyon
kolonundan gegirilerek, protein saflastirma sisteminde saflastirildi.

e Satin alinan ve saflastirilan alfa amilazin izoelektrik noktalar1 tayin edildi.

e Satin alinan ve saflagtirilan alfa amilazin farkli pH ve sicakliklarda aktiviteleri tayin edildi
ve kiyaslandi.

e Saflastirilan alfa amilaz ile Mw~75 000 ve My = 188 000 olan dekstranin farkli mol
oranlarinda kovalent konjugatlar1 sentezlendi. Satin alinan, saflagtirilan alfa amilaz ve
farkli mol oranlarindaki alfa amilaz-dekstran konjugatlar1t HPLC ve GPC cihazlarinda
incelendi.

e Mw~75 000 ve My = 188 000 olan dekstran ile sentezlenen alfa amilaz-dekstran
konjugatlarinin pH 7°de 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90°C sicakliklarda ve 0, 15, 30, 60
dakika siireler beklenerek tayin edilen aktivite sonuglari degerlendirildi. Ozellikle polimer
orani diigsiik olan konjugatlarin saf enzime kiyasla ¢cok daha yiiksek degerde ve genis
sicaklik araliginda aktivite verdigi belirlendi. Mw~75 000 ve My = 188 000 olan dekstran
ile sentezlenen 1/30 oranli konjugatlarda aktivite gézlenmedi.

e My = 188 000 olan dekstran ile sentezlenen konjugatlar, Mw ~ 75 000 olan dekstran ile
sentezlenen konjugatlara kiyasla ¢ok daha yiiksek sicakliklarda stabilitesini korudu, ve
dolayisiyla aktivite degerleri daha yiiksek elde edildi.

o Dekstran aldehid tiirevlerinin sentezlendigi FTIR spektrumlarindaki 1630 cm™' civarinda

olusan C=0 pikinden anlasildi.
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