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Farkh Tasiyicilar Uzerine Serin Proteaz Subtilisin Carlsberg immobilizasyonu,
Karakterizasyonu, Hidroliz ve Transesterifikasyon Reaksiyonlarindaki Kinetik
Ozelliklerinin incelenmesi
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Subtilisin Carslberg (SC) Bacillus licheniformis 'ten fermantasyonla elde edilen
alkali serin endoproteaz ailesine ait bir enzim olup alkali kosullar altinda dogal veya
denatiire proteinleri hidroliz etmektedir. Subtilisin Carslberg disiilfit bag1 icermeyen
tek bir polipeptid zincirinden olugmaktadir. Ayrica izolelektrik noktasi 9,4 olup bazi
organik ¢oziiclilerde aktivitesini siirdiirebilmektedir. Proteolitik aktivitesinin yaninda
esteraz aktivitesine de sahiptir. Bu ¢alismada Subtilisin Carlsberg iki farkli gapraz
baglayici: glutaraldehit ve genipin kullanilarak manyetik kitosan (MK), perlit ve -
siklodekstrin ile modifiye edilmis perlit (Perlit-CD) iizerine immobilize edildi.
Immobilize Subtilisin Carlsberg in hidroliz aktivitesi ve kinetik dzellikleri ¢alisildi.
Hazirlanan tastyicilarin yapisi ve yilizey morfolojisi SEM, TGA ve EDX ile karakterize
edildi. Serbest Subtilisin Carlsberg aktivitesinin optimum sicaklik ve pH degeri
sirastyla 50°C ve pH 8,0 olarak belirlendi. Genipin ve glutaraldehit ile aktive edilmis
tastyicilar tizerine immobilize edilmis Subtilisin Carlsberg in aktivitesi i¢in optimum
pH ve sicaklikta serbest enzime benzerlik gosterdi. Subtilisin Carlsberg in hidroliz
aktivitesinin bir uygulamasi olarak yapilan enzimatik kil giderimi caligmalarinda
enzimatik ve kimyasal yontemle gergeklestirilen kil giderimi ¢aligsmalari karsilastirildi.
Enzimatik kil giderimi ile daha yumusak ve piiriizsiiz bir deri yiizeyi elde edildi.
Subtilisin Carlsberg in organik ¢oziicii ortamindaki transesterifkasyon aktivitesi ve
kinetik Ozellikleri arastirildi Ayrica liyofilizasyon ortamina metal iyonu ve tuz
ilavesinin transesterifikasyon aktivitesi lizerine etkisi incelendi.

Anahtar Kelimler: Subtilisin Carlsberg, Immobilizasyon, Transesterifikasyon, Peptit
Hidrolizi

2023, 131 Sayfa



ABSTRACT
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Immobilization of Serine Protease Subtilisin Carlsberg on Different Carriers,
Characterization and Kinetic Properties in Hydrolysis and Transesterification
Reactions of Serine Protease Subtilisin Carlsberg
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Supervisor: Prof. Dr. Tiilin AYDEMIR

Subtilisin Carslberg (SC) is an enzyme belonging to the alkali serine
endoprotease family obtained by fermentation from Bacillus licheniformis and
hydrolyzes natural or denatured proteins under alkaline conditions. Subtilisin
Carslberg consists of a single polypeptide chain that does not contain disulfide bonds.
In addition, the isoelectric point is 9.4 and it can show its activity in some organic
solvents. Besides its proteolytic activity, it also has esterase activity. In this study,
Subtilisin Carlsberg was immobilized on magnetic chitosan (MK), perlite and -
cyclodextrin modified perlite (Perlit-CD) wusing two different crosslinkers:
glutaraldehyde and genipin. The hydrolysis and transesterification activity of
immobilized Subtilisin Carlsberg has been extensively investigated. The structure and
surface morphology of prepared carriers were characterized by SEM, TGA and EDX.
The optimum temperature and pH value of free and immobilized Subtilisin Carlsberg
activity were found to be 50°C and pH 8.0, respectively. It was similar to the free
enzyme at optimum pH and temperature for the activity of Subtilisin Carlsberg
immobilized on genipin and glutaraldehyde activated carriers. With enzymatic hair
removal as an application of the hydrolysis activity of Subtilisin Carlsberg, a softer
and smoother skin surface was obtained compared to the chemical method. In studies
on the transesterification activity of Subtilisin Carlsberg, the optimum temperature was
determined as 50 °C. In addition, the effect of metal ion and salt addition on the
transesterification activity was investigated.

Key Words: Subtilisin Carlsberg, Immobilization, Transesterification, Peptide
Hydrolysis

2023, 131 Pages
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1. GIRIS

Enzimler, organik katalizorlerdir ve canli hiicreler tarafindan hiicre iginde
genetik kontrol altinda sentez edilirler. Enzimler, biyolojik olaylarda katalizor olma
ozelliginde olan maddelere verilen isimdir. Enzimler, kimyasal reaksiyonlari
hizlandiran ve kolaylastiran maddelerdir ve belirli maddeler arasindaki belirli
reaksiyonlar1 katalize ederler. Enzimler, ¢esitli biyolojik islevleri olan proteinlerdir.
Enzimler, ¢aligmalar1 sirasinda bir kofaktor gibi yardimci1 maddelere ihtiyag duyabilir
ve bunlar reaksiyonlar1 hizlandirmak i¢in kullanilir. Enzimler, genellikle ¢ok yiiksek
bir segicilige sahiptirler ve sadece belirli reaksiyonlari katalize ederler. Enzimler,
genellikle bir enzim-substrat iligkisi gostererek c¢alisir ve substrat yapisi reaksiyonun
hizin1 etkiler. Enzimler, genellikle pH, sicaklik ve diger ¢cevre kosullarina hassastir ve
bu kosullar reaksiyonun hizimi etkileyebilir. Enzimler, genellikle ¢ok yiiksek bir
verimlilige sahiptirler [1]. Biitiin proteinler gibi enzimlerin de monomeri, amino
asitlerdir. Canli organizmalarin hayatsal faaliyetlerini gerceklestirmeleri i¢in gerekli
pek ¢ok biyokimyasal reaksiyonlardan sorumludurlar [2]. One ¢ikan avantajlari
yiiksek Kkatalitik etkinlikleri ve sahip olduklar1 6zgulliikleridir. Enzimler sadece
reaksiyonlara karsi degil substratlarina kars1 da yiliksek 6zgiilliik sergilediklerinden
istenilen tek bir son irilinlin olusumunu saglamakta ve gereksiz yan iirlinlerin
olusmasin1 engellemektedirler. Bunlara ek olarak enzimler, katalizlenmemis
reaksiyonlara kiyasla reaksiyon hizim 107-10'® kez arttirirlar. Katalizledikleri
reaksiyonlar arasinda, mevcut organik kimya metotlarla ulagilamayan, kompleks
kimyasal transformasyon reaksiyonlar1 da vardir. Bu durum enzimleri biyoteknolojik
kullanimlar i¢in son derece onemli kilmistir [3]. Tim bu O6zelliklerinden dolay1
1960’lardan bu yana enzimlerin endiistriyel katalizor olarak kullanimlari artan bir
ivmeyle yayginlasmakta olup endiistriyel alanla birlikte tipta teshis, tedavi ve ilag

tasarimi amaglh kullanimlar1 da genis uygulama alani bulmaktadirlar [1-5].

Diinyadaki enzim talebi, bir iilkenin veya bolgenin gida, tarim, tekstil, deterjan,
yap1 malzemesi gibi sektorlerdeki isletmelerin enzimleri satin alma ihtiyacini gosterir.
Enzimlerin endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilmasi, diinyadaki enzim
talebini dogrudan etkiler ve bu nedenle diinyadaki enzim talebi de siirekli olarak

artmaktadir [6-7].



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler

Enzimler, canli sistemlerde kimyasal tiirlerin donilisiimiinii destekleyen
biyolojik katalizorlerdir. Kesin diizenlemelerde binlerce atomdan olusan bu
molekiiller, biyolojik hiicrelerde meydana gelen ¢ok sayida farkli kimyasal reaksiyonu
katalize edebilir. Biyolojik siireclerdeki, saglik ve hastaliktaki rolleri kapsamli bir
sekilde arastirllmistir. Ayrica, dogalari veya islevleri bilinmeden ¢ok dnce, bir¢ok eski
insan faaliyetinde, 6zellikle gida islemede 6nemli bir bilesen olmuslardir [1,2,8-10].
Enzimler, ¢ok yiiksek derecede substrat spesifikligi ile ¢ok 1limli kosullar altinda
reaksiyonlar1 katalize etme yetenegine sahiptir. Boylece yan {irlinlerin olusumunu
azaltir. Katalize edilen reaksiyonlar arasinda, siradan organik kimya yontemleriyle
erisilemeyen biyolojik makromolekiiller ile bir dizi karmasik kimyasal doniisiim
reaksiyonlar1 vardir. Bu onlar1 biyoteknolojik kullanim i¢in ¢ok ilging kiliyor.
Yirminci ylizyilin baglarinda enzimlerin fermantasyon siire¢lerinden sorumlu oldugu
gosterilmis ve yapilart ve kimyasal bilesimleri incelenmeye baglanmistir [12]. Elde
edilen bilgi, tekstil, ilag ve kimya endiistrileri gibi ¢esitli diger alanlarda biyolojik

katalizorlerin yaygin teknolojik kullanimina yol agmustir [13].

Enzim terminolojisi ve siniflandirilmasina gore enzimler, katalizorliik yapilan
tepkimenin tipine gore 6 ana sinifa ayrilmistir. Bu simflar, Oksidorediiktaz,
Transferazlar, Hidrolazlar, Liyazlar, izomerazlarve ligazlardir. Bununla birlikte, bu
siiflardan higbirinin, iyonlar1 veya molekiilleri zarlar boyunca hareket ettiren veya
zarlar icinde ayrilmalarini saglayan Onemli bir enzim grubunu agik bir sekilde
tanimlamamaktadir. Giiniimiizde, bu enzimler yeni bir translokaz sinifi (EC 7) altinda
siniflandirilmastir.

Oksidorediiktazlar: Bu smif, oksidoreduksiyon reaksiyonlarini katalize eden tiim
enzimleri igerir. Okside edilen substrat, hidrojen donorii olarak kabul edilir. Sistematik
ad, donor:akseptor oksidorediiktaz {izerine kurulmustur. Genel ad, miimkiinse
dehidrojenaz olmalidir; alternatif olarak, rediiktaz kullanilabilir. Oksidaz, sadece

O2'nin akseptor oldugu durumlarda kullanilir [14].

Transferazlar: Transferazlar, bir bilesikten (genellikle donor olarak kabul edilen) bir

grubu (6rnegin, metil grubu veya glikozil grubu) diger bir bilesige (genellikle akseptor
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olarak kabul edilen) transfer eden enzimlerdir. Sistematik adlar, donor:akseptor grup
transferaz semasina gore olusturulur. Genel adlar, genellikle akseptor grup transferaz
veya dondr grup transferaz seklinde olusturulur. Cok sayida durumda, donor bir ko-

faktordiir (ko-enzim) ve transfer edilecek grubu tasir [14-15].

Hidrolazlar: Bu enzimler, C-O, C-N, C-C ve bazi diger baglarin, fosforik anhidrit
baglar1 dahil, hidrolitik par¢alama reaksiyonlarini katalize eder. Sistematik ad, her
zaman hidrolaz igersede, genel ad, ¢ogu durumda, substratin adinin sonuna -az eki
getirilerek olusturulur. Substratin bu ek ile birlikte adinin, bir hidrolitik enzim oldugu
anlagilmaktadir. Ester, glikozil, peptit, amid veya diger baglar {izerinde etkin
hidrolazlarin bir¢ogu, sadece substratlarindan belirli bir grubun hidrolitik
cikartilmasini degil, ayn1 zamanda bu grubun uygun akseptér molekiillerine transfer
edilmesini de katalize ettigi bilinmektedir. Kural olarak, tiim hidrolitik enzimler
transferaz olarak siniflandirilabilir. Ciinkii hidroliz kendisi de belirli bir grubun suya
akseptor olarak transfer edilmesi olarak goriilebilir. Ancak, ¢ogu durumda, suyun
akseptor olarak kullanildig1 reaksiyon daha 6nce kesfedilmis ve enzimin ana fizyolojik
fonksiyonu olarak kabul edilmistir. Bu nedenle, bu tiir enzimler transferazlar degil

hidrolazlar olarak siniflandirilir [15].

Liyazlar: hidroliz ve yiikseltgenme (oksidasyon) harici yollarla C-C, C-O, C-N gibi
cesitli kimyasal baglari kirabilen, ¢ogu zaman bunu yeni bir ¢ift bag veya halka yapisi
olusturarak gergeklestiren bir enzimdir. Sistematik ad, substrate group-lyase
sablonuna gore olusturulur. Tire, adin 6nemli bir parcasidir ve karisikligi 6nlemek icin
cikarilmamalidir. Genel adlarda, dekarboksilaz, aldolaz, dehidrataz gibi ifadeler
kullanilir. Tersine reaksiyonun ¢ok daha dnemli oldugu veya sadece bir tanesinin

gosterildigi durumlarda, sentaz adi kullanilabilir [15].

Izomerazlar: izomerazlar, rasemizasyon ve epimerizasyon gibi izomerizasyon
reaksiyonlarim1 katalize eder. Pek c¢ok endiistriyel uygulamada kullanilmamistir.
Bununla birlikte, en basarili enzim bazli biyokatalitik islemlerden biri bir izomeraz
icerir: yliksek fruktozlu misir surubu (HFC'ler) iretimi igin glikoz izomeraz kullanimi.
HFCS, yiyecek ve igecek endiistrisinde sakaroza alternatif bir tatlandirici olarak
kullanilir. Glikozun endiistriyel 6lgekte hfc'lere izomerizasyonu, hareketsiz glikoz

izomerazlar1 kullanilarak siirekli sabit yatakli reaktorlerde gerceklestirilir. Glikoz
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izomeraz tarafindan iiretilen toplam HFC miktar1 yilda bir milyon tonu agmaktadir.

[14-15].

Ligazlar: Ligazlar, iki molekiiliin birbirlerine baglanmasini ATP veya benzeri bir
trifosfat icinde bir difosfat bagmin hidroliziyle birlikte katalize eden enzimlerdir.
Baglar olusturmak icin ATP kullanan bir enzim olan ligaz, rekombinant DNA
klonlamasinda kullanilir. Yaygin olarak kullanilan ligaz, ilk olarak bakteriyofaj T4 ile
enfekte olan E. coli'den izole edilen T4 DNA ligazidir. Gen, T4 genomu tarafindan
kodlanir ve fajin enfeksiyon dongiisiinde rol oynar. T4 DNA ligazi, ¢ift sarmalli
DNA'da bitigik 3'-hidroksil ve 5'-fosfataz ucu arasinda fosfodiester baglarinin
olusumunu katalize eder. Ticari olarak temin edilebilen ligaz artik rekombinant DNA
araclari ile iiretilmektedir. Enzim, tek sarmalli niikleik asitler tizerinde etkili degildir.
T4 DNA ligaz ¢ift sarmalli DNA'daki ¢entikleri onarabilir. T4 DNA ligaz1 bir 5'fosfat
gerektirdiginden, bakteriyel alkalin fosfataz veya bagirsak alkalin fosfataz kullanilarak
fosfat grubunu vektorden cikararak bir vektor DNA'sinin yeniden birlesmesini

onlemek miimkiindiir. [14-16].

Translokazlar: Translokaz, genellikle bir hiicre zar1 boyunca baska bir molekiiliin
hareket etmesine yardimci olan bir protein i¢in genel bir terimdir. Bu enzimler,
iyonlarin veya molekiillerin zarlar boyunca hareketini veya bunlarin zarlar i¢inde
ayrilmasini katalize eder. Reaksiyon, "1. Taraf"tan "2. Taraf'a transfer olarak
tanimlanir, ¢iinkii daha once kullanilmis olan "igeri" ve "disar1" tanimlamalari belirsiz
olabilir. Translokazlar, gram pozitif bakterilerde en yaygin salgi sistemidir.
Translokazlar, kritik islevleri nedeniyle biyolojik aktivitelerde dnemli bir rol oynar.
Ornegin, mitokondriyal fonksiyon igin gerekli proteinlerin ¢ogu, hiicrenin c¢ekirdegi
tarafindan kodlanir. Dis zarin translokazi (TOM), proteinleri mitokondriye tasimak
icin i¢ zarin translokazi (TIM) ile birlikte calisabilir. Preproteinler s6z konusu
oldugunda, mitokondriyal matrise tasinmasi, i¢ zarin (TIM23 kompleksi) ve
translokazla iligkili motorun (PAM) 6n sira translokazimi gerektirir. Karnitin-
acilkarnitin translokazi, hem karnitin-yag asidi komplekslerinin hem de karnitinin i¢
mitokondriyal zar boyunca taginmasindan sorumludur, bu, yag asitleri yardim almadan
mitokondriyal zarlar1 gecemediginden gereklidir. ADP / ATP translokazlari, i
mitokondriyal zar boyunca sitozolik adenozin difosfat (ADP) ve mitokondriyal

adenozin trifosfat (ATP) degisimini saglayan tasiyicit proteinlerdir. Serbest ADP
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sitoplazmadan mitokondriyal matrise tasinirken, oksidatif fosforilasyondan {iretilen
ATP mitokondriyal matristen sitoplazmaya tasinir ve bdylece hiicrelere ana enerji para
birimini saglar. DNA translokazlari, ATP hidrolizinin kimyasal enerjisini DNA
boyunca yonlii harekete doniistiirebilen motor proteinlerdir. Farkli tasima enzimleri
organizmalarda farkli islevler oynar ve yasam aktiviteleri i¢in biiylik 6nem tasiyan i¢

ortamin stabilitesini korur.

2.2. Proteazlar

Proteazlar, peptid baglarini hidrolize eden enzimlerdir. Bu enzimler, proteinleri
hiicreler tarafindan absorblanabilir daha kiiclik molekiillere parcalar. Proteazlar,
Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi tarafindan gelistirilen EC
numaralart sistemine gore hidrolazlar (Sinif 3) ve peptidazlar (alt sinif 3.4) olarak
smiflandirilir ve EC 3.4. baslig1 altinda toplanir. [15].

Bir proteolitik enzim, bir proteinden veya daha biiytiik bir peptitten bir amino asit
veya bir peptit agiga ¢ikarir. Proteoliz, birgok protein i¢in translasyon sonrasi iglemin
son agamalarindan biridir ve tek yonlidiir. Biyosentezden hemen sonra veya proteinin
calismasi gereken yere yonlendirildigi bir siire sonra ortaya ¢ikabilir [16]. Cok az
protein proteolize direnclidir. Baglatici metiyonini yeni sentezlenen sitoplazmik
proteinlerden uzaklastirmak, sinyal peptidlerini hiicrenin salgi yolunu hedef alan
proteinlerden uzaklastirmak, mitokondriyon veya kloroplast gibi spesifik organelleri
hedef alan proteinlerden hedefleme sinyallerini uzaklastirmak, onciiler olarak
sentezlenen enzimlerden, hormonlardan ve reseptorlerden propeptitleri uzaklastirmak
icin proteoliz gereklidir. Patojenler ve parazitler ayrica konakgilarini istila etmek ve
onlara zarar verebilecek veya liremelerine miidahale edebilecek herhangi bir konakg¢1
proteini etkisiz hale getirmek i¢in proteolitik enzimler kullanirlar. Bir protein
metabolizmasi bozulmasinin tiimor istilasi, romatoid artrit veya Alzheimer hastaligi
gibi hastaliklara yol agtig1 bir¢ok patolojik durum vardir [17].

Hemen hemen tiim organizmalarin ¢aligmasi i¢in proteolitik enzimlere ihtiyaci
vardir. Genomlarinda proteolitik enzimleri kodlamayan bazi viriisler vardir. Ancak
bunlar bile onlar i¢in islemi yapmak i¢in konak¢1 enzimleri kagirir. Bir bakterideki
proteolitik enzimlerin sayisi, bakteriyofajlardan ve plazmidlerden tiiretilen dizilere
baghdir. Bakteriyofajlar ve plazmitler kendi benzersiz proteolitik enzimlerini

kodladiklarindan, bir bakterinin ne kadar ¢ok susu dizilirse, toplam proteolitik enzim
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say1st o kadar fazla olacaktir. [18]. Proteazlar, birgok farkli endiistriyel uygulamada
kullanildiklarindan dolay1 enzim ticaretinde dnemli bir yere sahip olup, et ve siit
tirlinlerinin islenmesinde, camasir deterjanlarinda, deri islemede, ilag¢ iiretiminde,
organik sentezlerde ve atik aritiminda kullanilirlar. Proteazlar endiistriyel enzim
ticaretinde kullanilan enzimlerin %59"unu olusturduklarindan diger enzimlerden daha
yaygin olarak kullanilirlar ve ¢evre dostu bir segenek olarak da degerlendirilebilirler

[8-10].

2.2.1. Proteazlarin Smiflandirilmasi

The International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB)
tarafindan kullanilan genel enzim adlandirma sistemi (EC sistemi) proteazlar
hidrolazlar olarak adlandirilan 3. grubun 4. alt grubunda siniflandirmaktadir. EC
sistemi, enzimleri kimyasal etki mekanizmalarina gore siiflandiran bir sistemdir. Bu
sistemde, hidrolazlar katalizordiir ve hidrolik olarak su molekiilleri kullanarak bir
molekiilii digerine parcalar. Proteazlar ise amino asitlerin peptidler ve proteinlerin
peptid baglarint hidrolik olarak pargalayan enzimlerdir, bu nedenle EC 3.4 altinda
siniflandirilirlar. Ancak proteazlarin etki mekanizmalar1 ve yapisal cesitlilikleri
nedeniyle, EC sisteminde diger enzim simniflar1 gibi tam olarak siniflandirilamazlar.
Ornegin, proteazlarin bir kismu proteinleri hidrolitik olarak pargalamak igin peptid
baglarin1 keserken, digerleri ise amino asitleri hidrolik olarak pargalamak igin
proteinlerin ic¢indeki peptid baglarini koparir. Bu nedenle, proteazlarin cesitli alt
gruplar vardir, bunlarin arasinda peptidazlar, proteazlar ve proteinazlar yer alir [18].

Peptidazlar, “ekzopeptidazlar” olarak bilinen serbest bir N- veya C-terminaline
bagli olan ve bunlara etki eden ve bir veya her iki ucunun bloke edilip edilmedigine
bakilmaksizin i¢ peptid baglarina etki eden endopeptidazlar” olarak iki genis gruba
ayrilmistir. Proteazlar genellikle aktif bolgelerindeki fonksiyonel amino asit koklerine
gore siniflandirilirlar. Dort ana grup vardir: serin proteazlar (EC 3.4.21), aspartik
proteazlar (EC 3.4.23), metalloproteazlar (EC 3.4.24) ve Sistein/tiol proteazlar (EC
3.4.22) [17-18].



Endopeptidazlar

Endopeptidazlar, ekzopeptidazlarla ayni sekilde kolayca gruplandirilmaz. Tek
bliyiik ayrim, herhangi bir boyuttaki peptitler ve proteinler iizerinde etkili olanlar ile
kisa peptitler lizerinde etkili olanlar arasindadir. "Omega-peptidazlar” olarak bilinen
baska bir peptidaz grubu daha vardir. Bunlar standart peptit baglar lizerinde degil,
amino asitlerden birinin modifiye edildigi peptit baglar1 veya alfa karbon tarafindan
yapilmayan peptit baglar1 iizerinde etki eder. Sekil 1, bu tiir omega-peptidazlarin
cesitliligini gostermektedir. izopeptit baglari, bir proteinin bir karboksi ucu ile baska
bir protein iizerindeki bir amino asidin (genellikle lisin) yan zincirindeki amino grubu
arasinda olusur. Ubikuitin ve sumo gibi kiigiik proteinlerin eklenmesiyle bozunma
veya translokasyon igin birkag protein hedeflenir. Bu hedefleme proteinlerini yeniden
kullanilabilmeleri i¢in uzaklastiran peptidazlar vardir ve bu peptidazlar izopeptit
baglarini parcalamaktadir [19]. Genellikle bu peptidazlar, normal bir peptit bagi olan
N-terminal amino grubuna bagli hedef proteinleri de ¢ikarabilir. Bu nedenle, 6zellikle

izopeptidazlar i¢in EC kategorisi yoktur.

st oot S OO SOV S0 000 0-

peptidase scetyt COOH
'

. " 0000000000000000

amidase o NH2

ot SOSSO OSSO 0900 0-coon

peptidase G

Sekil 1. Omega-peptidazlar. Sekil, omega peptidazlarin katalitik aktivitesinin bazi
orneklerini gostermektedir. Her bir polipeptid zinciri substrati, her bir boncuk ise bir

amino asidi temsil etmektedir. Oklar boliinme pozisyonlarini gosterir.

Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar, N- veya C-terminalinde hareket edip etmediklerine ve bir
boliinme sirasinda salinan amino asit sayisina gore daha da boliinebilir. Bir N-terminal
amino asidi serbest birakan bir ekzopeptidaz, bir aminopeptidazdir (EC alt smifi
3.4.11). N terminalinden bir dipeptid saliyorsa, bir dipeptidil peptidazdir (EC alt alt
smift 3.4.14) ve bir tripeptid salmirsa bir tripeptidilpeptidazdir (EC alt alt sifi
3.4.14'e de dahildir). C terminalinden tek bir amino asit salan bir ekzopeptidaz, bir

karboksipeptidazdir (EC alt siniflar1 3.4.16, 3.4.17 ve 3.4.18); ve e8er bir dipeptit
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saliirsa, bir peptidil dipeptidazdir (EC alt sinift 3.4.15). Sadece bir dipeptidi
pargalayan bir ekzopeptidaz, dipeptidaz olarak bilinir (EC alt alt sinifi 3.4.13). Bu
faaliyetler Sekil 2 de gosterilmistir [20].

dipeptidase H:N “COON

P A VIV IVYeS
aminopeptidase  MaN COOH

RP. P PV
dipepndy My COOM
peptidase N3 —

oot 900900 0000000009-wo
peptidase

artonpestdase 1n- 0000000000000 80E oo
peptidyl G 36 “ ;
dipeptidase M2 COOM
wipetine 9000000000000 000-
T 00000000000000

Sekil 2. Ozgiilliige gore siiflandirma. Enzim Isimlendirme alt alt simiflarina gore
farkli peptidazlarin katalitik aktivitesini gostermektedir. Her bir polipeptid zinciri
substrati, her bir boncuk ise bir amino asidi temsil etmektedir. Oklar béliinme

pozisyonlarini gosterir.

Ekzopeptidazlar, proteinlerin peptid baglarini keserek pargalayan enzimlerdir ve
sadece proteinlerin sonunda bulunan peptid zincirlerine etki etmektedir.
Ekzopeptidazlar, peptidlerin N ucuna (aminopeptidaz) veya C ucuna
(karboksipeptidaz) etki ederek, proteinleri pargalar ve boylece proteinlerin yikimini
saglar [20-21].

Aminopeptidazlar

Aminopeptidazlar, proteinlerin ve polipeptidlerin N uglarindaki peptid baglarini
hidroliz ederken, karboksipeptidazlar ise proteinlerin ve polipeptidlerin C uglarindaki
peptid Dbaglarmi  hidroliz ederler. Omega peptidaz, aminopeptidazlarin ve
karboksipeptidazlarin 6zel tiirlerini ifade eden bir ek terimdir ve bu enzimler, serbest
-amin veya -karboksil grubu olmayan terminal kalintilar1 veya -peptid tipi digindaki
baglara etki ederler. Aminopeptidazlar, ii¢ gruba ayrilir: polipeptit zincirinde bir amino

asit kalintisinin salinimi ile ilk peptid bagini hidroliz eden (aminoagil- ve iminoagil
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peptidazlar [EC 3.4.11]) aminopeptidazlar; polipeptit zincirlerinden dipeptit veya
tripeptitleri uzaklastiran (dipeptidil- ve tripeptidil peptidazlar [EC 3.4.14])
aminopeptidazlar ve yalnizca dipeptit veya tripeptitleri hidroliz eden (dipeptidazlar
[EC 3.4.15] ve tripeptidazlar [EC 3.4.14.4]) aminopeptidazlar [22]. Aminopeptidazlar,
bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve memelilerde yaygindir. Bu enzimler,
sitoplazmada, lizozomlarda ve zarflarda bulunan farkli alt hiicre bosluklarinda yer alir
ve aynmi zamanda ekstraselliiler ortama da salgilanabilir. Katalitik mekanizma
acisindan, aminopeptidazlarin ¢ogu metallo-enzimdir ancak sistin ve sistein
peptidazlar da bu gruba dahil edilir. Bazi aminopeptidazlar monomerik olmasina
ragmen, Ozellikle dkaryotik organizmalardan gelenler ¢ogunlukla polimerik yapilara

sahiptir [21-22].

Karboksipeptidazlar

Karboksipeptidazlar, yiyeceklerin sindiriminden baglayarak hiicreler arasi
iletisimde gorev alan peptitlerin biyosentezine kadar genis bir fizyolojik siireg
yelpazesinde yer alir. Karboksipeptidazlarin iki ana grubu vardir; bir tanesi aktif bolge
kalintist olarak serin kullanir ve digeri ise aktif bolgede ¢inko kullanir [23]. Serin ve
metalkarboksipeptidazlar, hi¢cbir amino asit dizilimi benzerligi paylasmaz.
Metalokarboksipeptidaz ailesi, amino asit dizilimi benzerliklerine gore iki alt gruba
ayrilabilir. Her grubun kendi grubunun diger iiyeleriyle yaklagik %40-60 amino asit
dizilimi benzerligi vardir, ancak diger grubun iiyeleriyle sadece %15-25 amino asit
dizilimi benzerligi vardir. Metalkarboksipeptidaz ailesinin her {iyesi ayrica, substrat
Ozeliklerine gore C-terminal aromatik veya alifatik kalint1 se¢ici enzimler, C-terminal

temel kalint1 segici enzimler olarak siniflandirilabilir [24].

Serin Proteazlar (EC 3.4.21)

Siiflandirma sistemi, proteazlari katalitik mekanizmaya dayali olarak klanlara
ve ortak soy temelinde ailelere ayirir. Bilinen tiim proteolitik enzimlerin tigte birinden
fazlasi, 13 klan ve 40 familya halinde gruplandirilmis serin proteazlardir. Aile adi, bir
acil enzim ara maddesi olusturmak {izere substrat peptid baginin karbonil kismina
saldiran enzim aktif bolgesindeki niikleofilik Serin amino asidinden (Ser)
kaynaklanmaktadir [25].



Katalitik Ser'in niikleofilikligi tipik olarak, Asp, His ve Ser kalintilarinin olusturdugu
katalitik ticlitye baglidir. Tripsin, subtilisin, prolil oligopeptidaz ve ClpP peptidaz
tarafindan gosterildigi gibi en az dort farkli protein kivrimi, peptit baglarmin
hidrolizini katalize etmek igin Asp-His-Ser katalitik tg¢liistinii ayn1 konfigiirasyonda
kullanir [25]. Bu, tg¢liiniin dort farkli evrimsel yolda katalitik bir makine olarak
basarisinin kanitidir. Birgok serin proteaz, Lys veya His'in katalitik Ser ile eslestirildigi
daha basit bir ikili mekanizma kullanir. Diger serin proteazlar, niikleofilik Ser ile
birlestirilmis bir ¢ift kalintis1 gibi yeni kalint1 Gi¢liileri aracilifiyla katalize aracilik
eder. Serin proteazlar dogada yaygin olarak dagilir ve bir¢ok viral genomun yani sira
hiicresel yasamin tiim evrelerinde bulunur. Bununla birlikte, her klanin tiirler
arasindaki dagilimmda &nemli farkliliklar vardir. Ornegin, klan PA proteazlari
okaryotlarda yiiksek oranda temsil edilir, ancak prokaryotik ve bitki genomlarinin
nadir bilesenleridir. Omurgalilar, ¢esitli hiicre dis1 siireglerden sorumlu bir dizi Klan
PA proteazina sahiptir. SB ve SC klanlar1 en ¢ok diger organizmalarda temsil edilir.
Serin proteazlar genellikle endoproteazlardir ve bir polipeptit zincirinin ortasinda bag
hidrolizini katalize eder [26]. Bununla birlikte, hedef polipeptit zincirlerinin ucundan
bir veya daha fazla amino asidi uzaklastiran birka¢ ekzoproteaz ailesi tanimlanmastir.
Aslinda dort proteaz ailesi kendi baslarina insanlardaki tiim proteolitik enzimlerin %40
dan fazlasini olusturur. Bunlar, diizenlenmis hiicre i¢i protein dongiisiinden sorumlu
ubikuitine 6zgii proteazlar [27], biiyiime faktorlerini ve integrin fonksiyonunu kontrol
eden oligopeptidazlar ve ayn1 zamanda en biiylik homolog protein grubu olan tripsin
benzeri serin proteazlardir [28]. Insandaki 699 proteazdan 178'i serin proteazdir ve
138'1 S1 proteaz ailesine aittir. S1 proteazlarinin bollugu, protein katinin diger
proteazlara gore secici bir avantaj sagladigini gosterir. S1 proteaz ailesinin tripsin
kivrimi, katalitik verimliligi, substrat segiciligini ve diger yardimcr protein
modiilleriyle kolayca iliskilendirilen ¢oklu diizenleme seviyelerini barindirir [28-30].
Hemen hemen tiim klan PA proteazlar katalitik t¢liiyli kullanir ve peptit bagini iki
dort yiizlii ara madde yoluyla hidrolize eder. Baglangicta, katalitik S195'in hidroksil O
atomu, genel bir baz olarak H57 kullanilarak substrat peptid baginin karboniline
saldirir. Oksianyon tetrahedral ara maddesi, omurga tarafindan stabilize edilir. G193
ve 5195 birlikte oksianyon deligi olarak bilinen aktif bolge i¢cinde pozitif yiiklii bir cep
olusturur. Oksianyon deligindeki H baglanma etkilesimleri, zemin ve ge¢is durumu
stabilizasyonuna 1.5-3.0 kcal / mol liik katkida bulunur. Tetrahedral ara maddenin

¢Okmesi acil enzim ara maddesini olusturur ve yeni olusturulan N terminalinin
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stabilizasyonuna H57 aracilik eder. Bir su molekiilli, serbest polipeptit pargasinin
yerini alir ve agil-enzim ara maddesine saldirir. Oksianyon deligi, yolun ikinci dort
ylizlii ara maddesini stabilize eder ve bu ara maddenin ¢okmesi, substratta yeni bir C-

terminali olusturur [31].

Subtilisinler

Bacillus orijinli subtilisinler serin proteazlarin ikinci biiyiik ailesine dahildirler.
Subtilisinlerin tiim alt aileleri biyoteknoloji i¢in umut vaat etmektedir. Yaygin
kullanim ilk alkali serin proteaz, Bacillus subtilis'ten bir alkali serin proteaz olan
subtilisin A (EC 3.4.21.62) dir. Subtilisinlerin kesfi ve incelenmesi tarihi, Carlsberg
adl1 bir bira bira sirketinin arastirma merkezinde baslad1 ve tarif edilecek ilk enzime

“Subtilisin Carlsberg” adi verildi [32].

Sekil 3. Subtilisin Carlsberg (A) ve Tripsin (B) enzimlerinin aktif bolgesi [32].

Serin proteazlarin katalitik merkezi Asp-32, His-64 ve Ser-221 olmak {izere {i¢
amino asit kalintisindan olusur. Niikleofilik saldiriy1 gergeklestiren amino asit kalintisi
Ser-221 oldugu i¢in subtilisinler ve ilgili proteolitik enzimlere serin proteinazlar denir
[31]. Yiiksek alkali proteazlar arasinda, Bacillus sp susundan izole edilen bir enzim

vardir. Optimum aktivitesi 55 © C ve pH 12.3'tlir. Bu enzim, ilgili yiiksek alkali
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proteazlar endiistride bir deterjanla kompleks halinde kullanilir. Ara subtilisinler,
gercek subtilizinler ile yiiksek alkali proteazlar arasinda bir yerdedir ve bazi umut
verici enzimler icerir. Ornegin, Alkaliphilus transvaalensis'ten izole edilen ALTP
enzimi [32] c¢ok yiiksek sicakliklarda ve pH'ta, yani 70 ° C'de ve pH> 12.6'da
maksimum aktivite gosterir. Bununla birlikte, ALTP daha diisiik sicakliklarda ve

pH'da katalitik bir islev de gerceklestirebilir.

Aspartik proteazlar

Aspartik proteazlarin tiimii endoproteazlardir. Su, bilinen ailelerin ¢ogu
tiyesinde iki aspartatla baglanir, ancak bazi ailelerde aktif proteaz, her monomerin
aspartatlardan birini sagladigi bir homodimerdir. Klan AA, pepsin (Al) ve HIV-1
retropepsin (A2) ailelerini igerir. Pepsinin yapisi, eski bir gen c¢ogaltma / fiizyon
olaymi agik¢a gostermektedir [32]. Kimopapain ve metionil aminoproteazda
gbzlemlendigi gibi, her bir alt alan aktif bolge aspartatlarindan birini tagir. Bununla
birlikte, retropepsinin yapisi tek bir pepsin alt alanini temsil eder ve bu nedenle proteaz
yalnizca bir homodimer olarak aktiftir [33]. Retropepsin benzeri tek alan veya pepsin
benzeri iki alandan hangisini mimarinin atalarin durumunu temsil ettigi konusunda
onemli tartismalar olmustur. Yakin zamana kadar A1 ailesindeki bakteri homologlar
bilinmiyordu, ancak artik durum boyle degil; ayrica, 6karyotlardan ve bakterilerden
retropepsin tek alanli mimarisine benzer birkag proteaz ailesi, 6zellikle A28 aileleri
(DNA hasarina neden olabilir protein DDI) kesfedilmistir [34]. Retropepsin benzeri
proteazlar, yalnizca dimer olarak aktif olan tek aspartik proteazlar degildir.
Plasmodium falciparum'dan gelen histoaspartik proteaz, aspartik ¢iftlerinden birinin
korunmamas1 ve yerine bir histidin konmasi bakimindan istisnai bir durumdur.
Alisilmadik bir sekilde, bu histidin katalitik aktivite i¢in gerekli degildir [35].
Apoenzimde bir ¢inko iyonunu baglar ve aktif olmasi i¢in proteazin dimerlesmesi
gerekir. Aspartik proteazlar agirlikli olarak asidik bir pH optimumuna sahiptir, ancak
Al ailesindeki renin ve A2 ailesindeki retropepsinler ve presenilinler (A22 ailesi A alt
ailesi), sinyal peptidi proteazlari (A22 ailesi B alt ailesi) ve omptin (A26 ailesi) gibi

zara bagli proteazlar gibi istisnalar vardir [36].

Sistein/Tiol Proteazlar
Sistein peptidaz familyasi, sisteinin niikleofilik tiyolii tasidigir ve histidinin

genel bir baz gorevi gordiigii temel bir Cys / His ikilisine sahiptir. CD klanindaki
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peptidazlar sadece katalitik ikiliye sahiptir. Histidin halkasinin konumlandirilmasi i¢in
yine 6nemli oldugu diisiiniilen i¢iincii bir kalint1 s6z konusu olabilir. Bu {igiincii kalinti
asparajin (papain ve kalpainde oldugu gibi), aspartat (adenain ve bazi ubikuitinlestirici
enzimlerde oldugu gibi) veya glutamat (piroglutamil-peptidaz I'de oldugu gibi)
olabilir. Oksianyon deliginin olugsmasina yardimeci olarak acil ara maddesini stabilize
etmek icin dordiincii bir kalint1 da 6nemli olabilir. Bu dordiincii kalinti, bir glutamin
(papain ve kalpainde oldugu gibi), bir asparajin (baz1 deubikuitinlestirici enzimlerde
ve ayak ve agiz hastalig1 viriisiinden L-peptidazda oldugu gibi) veya bir tirozin
(otofajinler ve UfSP1 peptidaz) olabilir. CA, CF, CN ve CO klanlarinin iiyelerinde
katalitik diad siras1 Cys, His, CD, CE, CL ve CM klanlarinda ise His, Cys dir [34-35].

Metalloproteazlar

Bir metallopeptidazdaki metal iyonu genellikle ¢inkodur, ancak metiyonil
aminopeptidaz 1 (M24 ailesi) kobalt1 baglar, aminopeptidaz P (M24 ailesi) manganezi
baglar ve VMP3 peptidaz1 bakir1 baglar. Baz1 metallopeptidazlar, her ikisi de kataliz
icin 6nemli olan iki metal iyonunu baglar (“ko-katalitik”). iki metal iyonuna sahip
peptidazlar MF, MG, MH, MN ve MQ klanlartyla sinirlidir [34-35]. Her metal iyonu,
lic amino asit yan zincir ligandi ve bir su molekiilii tarafindan tetrahedral olarak
koordine edilir. Ko-katalitik metal iyonlarina sahip peptidazlarda, bir amino asit her
iki metali de baglar, bu nedenle bes amino asit ligand1 vardir. Ligandlar genellikle
histidinler, glutamatlar veya aspartatlardir, ancak bir lisin, 16s aminopeptidazdaki bir
metal liganddir. Daha 6nce sadece yapisal metal iyonlari i¢in bir ligand olarak bilinen
ve Staphylococcus aureus'tan (M20 ailesi) elde edilen HmrA peptidazin ¢inko ligand

olarak sistein kullandig1 gosterilmistir [37].

2.3. Alkalen Proteazlar

Alkali proteazlar (EC.3.4.21-24, 99), 9 ila 11 arasinda optimum pH degerine
sahip alkali pH'da aktif olan enzimlerdir [39]. "Bacillus" cinsi, endiistriyel alkali
proteazlarin 6nemli bir kaynagidir ve muhtemelen alkali proteaz {iretimi igin
ticarilestirilen tek cinslerdir [40-41]. Toprakta ve suda yaygin olarak dagilirlar ve bazi
suslar, yliksek alkali kosullar dahil olmak iizere asir1 ¢evresel kosullari tolere eder.
Alkali proteaz iireten Bacillus spp izolasyonu, yiikksek pH ve/veya deterjan

kontaminasyonunun varlig1 ile karakterize edilen topraklar dahil olmak iizere
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kurutulmus balik [42], kum topragi, siit isleme tesisi, mezbahalar [43] gibi ¢esitli
kaynaklardan bildirilmistir [42-45]. Enzim pazarmnin en biiyiik payini, ¢ogunlukla
alkali serin proteaz olan ve notr ila alkali pH araliginda aktif olan deterjan proteazlar
olusturur. Alkali serin proteazlar, aktif bolgelerinde katalitik bir ii¢lii olusturan Serin
(Ser) ile birlikte Aspartat (Asp) ve Histidin (His) kalintilarina sahiptir [46]. Serin
proteazlar, enzim pazarindaki payin ligte birine katkida bulunur ve Fenil Metan
Siilfonil Floriir (PMSF) ile kolayca inaktive edilir [47].

Farkli asidik, notr ve alkali proteaz tiirleri arasinda alkali proteaz, alkali pH'daki
aktiviteleri ve stabiliteleri agisindan en yaygin kullanilan endiistriyel enzim olarak ¢ok

onemli bir rol oynar.

2.3.1. Alkalen Proteazlarin Kullanim Alanlar:

Mikrobiyal proteazlar en Onemli hidrolitik enzimler arasindadir ve
enzimolojinin ortaya ¢ikisindan bu yana kapsamli bir sekilde incelenmistir. Alkali
proteazlarin uygulamalari enzim pazarlari arasinda en on siray1 almaktadir [50].
Sadece dnemli miktarda hiicre dis1 enzim iireten mikroplar endiistriyel 6neme sahiptir.
Bakteriyel alkali proteazlara dayali ¢esitli iirtinler son birkag¢ yilda piyasada basariyla
piyasaya siiriilmiistiir [51-52]. Mikrobiyal proteazlar genel olarak ¢esitli endiistrilerde
cok cesitli uygulamalara sahiptir [23, 25-26].

Proteazlar, bir¢ok farkli endiistriyel uygulamada kullanildiklarindan dolay1
enzim ticaretinde Onemli bir yere sahip olup, et ve siit lriinlerinin islenmesinde,
camasir deterjanlarinda, deri islemede, ilag liretiminde, organik sentezlerde ve atik
artiminda kullanilirlar. Proteazlar endiistriyel enzim ticaretinde kullanilan enzimlerin
%359'unu olusturduklarindan diger enzimlerden daha yaygin olarak kullanilirlar ve

cevre dostu bir segenek olarak da degerlendirilebilirler [8-10].

Deterjan Endiistrisinde Proteaz Kullanimi

Proteazlar, deterjan endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Proteazlar her
tirlii deterjanin standart maddelerinden biri olup, ayni zamanda gozlik ve dis
protezlerinin temizlenmesi i¢in kullanilan reaktiflerde de bulunur. Ozellikle camasir
deterjanlarinda proteazlarin kullanimi, enzimlerin toplam diinya satiglarinin yaklasik

yiizde 25'ini olusturur. ilk enzimatik deterjan olan "Burnus"un hazirlams1 1913'e
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dayanmaktadir ve sodyum karbonat ve kaba pankreas ekstresinden olusur. 1956'da ilk
bakteriyel enzim igeren deterjan piyasaya siriilmiistiir ve 1960'ta Novo Industry A/S,
Bacillus licheniformis tarafindan iiretilen alkalaz'i piyasaya siirdii. Bunu, Gist-
Brocades tarafindan iiretilen Maxatase adli bir deterjan1 takip etmistir. Daha yeni
olarak, Bacillus cereus BM1 proteazinin deterjanlarla uyumlu oldugu rapor edilmistir.
Bu enzim, Fabs Perfect adl1 bir deterjanin %10'a kadar w/v ¢ozeltisinde aktivitesini
koruyabilmistir [53]. Bu durum enzimin ticari endiistride uygulanabilecegi anlamina
gelebilir. Deterjan proteazlarinin se¢imi i¢in dnemli parametrelerden biri pI degeridir.
Deterjan ¢ozeltisinde calisan proteazlarin pH degerinin enzimlerin pl degeriyle ayni
olmasi durumunda en iyi sekilde ¢alistigi bilinmektedir. Ancak, iyi bir deterjan
proteazi seciminde bir¢ok parametre daha vardir, drnegin deterjan bilesenleriyle
uyumluluk, ylizey agarticilar, parfiimler ve agicilar gibi, uygun camasir pH ve
sicakliklarinda iyi aktivite, deterjan ¢ozeltisinin iymeonik kuvvetiyle uyumluluk, leke
parcalama ve kaldirma potansiyeli, kararlilik ve raf dmrii gibi. Geleneksel olarak,
deterjanlar yiiksek camasir sicakliklarinda kullanilmistir, ancak su anda genis bir
sicaklik araliginda etkili alkalin proteazlarin tanimlanmasi konusunda biiytik ilgi
vardir. Genel olarak, piyasada bulunan c¢ogu enzim, agici/oksitleyici ajanlarin
varliginda stabil degillerdir. Bu nedenle, enzim bazli deterjanlardaki son trend, daha
iyi stabiliteye sahip biyo-miihendislik enzimleri iiretmek i¢in rekombinant DNA
teknolojisinin kullanimidir. [54-55].

Guda Endiistrisinde Kullanimi

Siit endiistrisinde mikrobiyal proteazlar peynir olusum siirecinde faydali
olmustur. Peynir iretiminde siite proteaz enzimleri eklenir, boylece kaseinleri
(6zellikle kappa kasein) hidrolize eder, bu da micellerin olusumunu stabil hale getirir
ve koagililasyonu onler [56]. Proteazlar ayrica un endiistrisinde de kullanilir. Eger
gluteninin kismen hidrolize edilmigse, hamur daha hizli hazirlanabilir [57]. Daha
sonraki pisirmede erken inaktive olacak sekilde 1s1 duyarl bir fungal proteaz kullanilir.
Mikrobiyal alkalin proteazlar, yiiksek besin degeri olan protein hidrolizatlarinin
hazirlanmasinda kullanilmistir [29]. Protein hidrolizatlari, kan basinci diizenlemesinde
onemli bir rol oynar ve bebek mamalarmin formiilasyonunda, 6zel terapotik diyet
tiriinlerinde ve meyve sularmin ve hafif iceceklerin besin ¢gelerinin artirilmasinda

kullanilir [30-32].
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Atk Aritimi ve Doniisiimiinde Proteazlar

Cevreyi ve ¢evresini ¢ok tehlikeli hale getirebilecek atiklarin kimyasal igslemine,
atik yonetiminin ekolojik bir yolla islenmesi i¢in alternatif bir yol bulmaya yonelik
calismalar yapilmistir. Atik tiiyler, deri agirliginin yaklasik %5'ini olusturur ve saglam
keratin yapilari tamamen yok edildiginde yiiksek protein kaynag1 olarak gortiliirler.
Gida ve yem enddistrisi atiklari i¢in keratinolitik proteazlarin, deri atiklarindan gelen
atik keratin materyallerinin par¢alanmasinda [56] ve borulari tikanan sa¢ deposu igeren
atiklar1 temizlemeye yardimci olan tiiy ¢ikarmada [57] kullanimi rapor edilmistir.
Piyasada su anda mevcut olan bir formiilasyon, B. subtilis, B. amyloliquefaciens ve
Streptomyces sp. tarafindan iiretilen proteolitik enzimler ve sacin parcalanmasini
artiran bir disiilfit azaltici ajan (tiyoglikolat) igerir. Bu formiilasyon, Genex tarafindan

hazirlanmis ve patentlenmistir [58].

Fotgrafcilikta Proteaz Kullanimi

Fotografik endiistride, kimyasal yontemler yerine enzimatik islemlerin
kullanimi, ¢evre dostu olmasi agisindan avantajlidir. Bacillus subtilis, Conidiobolus
coronatus ve Streptomyces avermectinus gibi alkalin proteazlarin X 1sinli filmlerden
gilimiigiin basaril1 bir sekilde geri kazanimi rapor edilmistir [58-59]. Ayrica, baski i¢in
kullanilmig serit filmlerden polietilen teraftalat ve giimiisiin geri kazanimmin da
alkalofilik Bacillus sp. B21-2'den alkalin proteazin termo stabil mutant enziminin

kullanimiyla gergeklestirildigi rapor edilmistir [59]

Tekstil Sanayiinde Proteaz Kullanimi

Ham ipeklerin liflerini kaplayan serisin, proteinlerden olusan bir madde oldugu
i¢in, lifleri acik hale getirilmelidir. Geleneksel olarak, bu islem siklikla sabun igeren
bir alkali ¢ozeltide yapilir. Bu yontem, lifleri de etkileyerek sert bir islemdir. Ancak,
secili alkalin proteolitik enzimlerin kullanimi, lifleri etkilemeden serisini ¢ikararak
daha iyi bir yontemdir. Yiiksek enzim konsantrasyonlartyla yapilan deneyler, liflerin
zarar gormedigini ve geleneksel isleme gore daha giiglii ipek ipliklerinin elde

edildigini gostermistir [60].

16



Medikal Kullanimi

Proteazlar tip alaninda, yumusak jel tabanli ilag formiillerinde, merhem
kompozisyonlarinda ve yeni bandaj malzemeleri gelistirilmesinde kullaniimistir [60].
Aspergillus oryzae'den elde edilen proteazlarin agiz yoluyla verilmesi, enzim eksiklik
sendromlarini diizeltmek i¢in tanisal yardim olarak kullanilmistir. Alkalin fibrinolitik
proteazin, fibrini dncelikli olarak parcaladigi rapor edilmis, bu da trombolik terapi ve
antikanser ilaglarinda gelecekteki uygulamalarini 6ngérmektedir. Alkalin proteaz
aktivitesine sahip kollagenazlar, yavas salim doz formlarmin hazirlanmasinda
terapotik uygulamalar i¢in giderek daha sik kullanilmaktadir. Aspergillus niger LCF9
tarafindan iiretilen yeni yar1 alkalin proteaz, yiiksek kollagenolitik aktiviteye sahiptir.
Enzimin, amino asit salimi olmaksizin ¢esitli kollagen tiirlerini hidrolize ederek
potansiyel terapotik kullanim ic¢in diisiik molekiil agirlikli peptitler liretmek igin
kullanildig1 rapor edilmistir. Benzer sekilde, Bacillus subtilis 316M'den elde edilen
elastoraz n, yanik ve yaralarin tedavisinde terapotik uygulamalar i¢in bandaj tizerine

immobilize edilerek kullanildig: belirtilmistir [61].

Diger Kullanim Alanlar

Endiistriyel ve medikal uygulamalarinin yani sira, proteazlar temel arastirmada
da 6nemli bir rol oynar. Segici peptit bag1 koparici etkileri, proteinlerin yapi-fonksiyon
iliskisinin  belirlenmesinde, peptitlerin sentezinde ve proteinlerin diziliminde
kullanilir. Ozet olarak, proteazlarin hidrolitik etkisinin genis 6zellestiriciligi, gida,
deterjan, deri ve ilag endiistrisinde yaygin bir uygulama bulurken, sentetik kapasiteleri

ise proteinlerin sentezinde kullanilir [63-64].

Deri Endiistrisinde Proteaz Kullanimi

Canli hayvanin dis etkenlerden korunmasini saglayan deri, onun dis diinya ile
iletisim kurmasina yardime1 olan ve hayvanin bir takim fizyolojik fonksiyonlarim
yerine getiren karmagik yapili organik bir madde olup ayni zamanda ¢ok biiyiik bir
ekonomik degere sahiptir. Bdyle biiyiik bir ekonomik dneme sahip olan ham derinin
mamul hale getirilmesinde ¢ok ¢esitli yontemler kullanilmaktadir [61]. Deri imalati
sektorii diinya ¢apindaki tiretimin %2,87 lik, lilkemizin toplam imalat sanayii iiretimi
icinde %1 lik, imalat sanayii istthdami iginde ise %1,5’ik oranla 6nemli bir sanayi
koludur. Sektére yonelik biiyiik isletmelerin Tuzla (Istanbul), Corlu (Tekirdag),

Menemen (Izmir), Usak, Bursa, Manisa ve Gonen (Balikesir) yerleskelerinde
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bulunmakta olup bunun yani sira, Canakkale, Isparta, Denizli, Nigde ve Bolu’da da
kiigiiklii  biiytiklii isletmeler bulunmaktadir. Sosyal Giivenlik Kurumu 2012
istatistiklerine gore ililkemizde bulunan 6425 deri imalati yapan igyerinin %99,9 u

kiiciik orta biiyiik isletme statiisiindedir [61]. Tlgili dagilim Sekil 4’te belirtilmistir
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Sekil 4. Deri Imalat: Isyeri Biiyiikliikleri

Deri imalat1 iglemleri dort ana grupta toplanabilir;
-Post ve Deri Depolama

-Kire¢leme ve Kaveleta

-Kire¢ Giderme ve Sepileme

-Ikinci Sepileme ve Son Islemler

Post ve Deri Depolama

Post ve deriler, kesimhanelerde hayvanin govdesinden elde edildikten sonra
dogrudan tabakhanelere getirilirler. Once biiyiikliiklerine gore smiflandirilip tras
edilirler.  Gerekli  goriillen durumlarda kokusmay:r onlemek icin  deri
sertlestirilmektedir. Hazirlama asamasina kadar post ve deriler boyutlarina gore
siralanip, sertlestirilip Sekil 5°teki gibi depolanmaktadir. Boylece derinin tabaklama
islemine alinana kadar bozulmadan depolanmasini saglanmaktadir. Bu islem tuzlama,
tuzlu suya yatirma, kurutma ve tuzlu kurutma asamalarini icermektedir. Bu sayede

ham deri depolarda 6 aya kadar saklanabilmektedir [65].
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Sekil 5. Deri imalati Siirecinde Depolama

Kirecleme ve Kaveleta

Post ve deri depolama igleminin ardindan deriler tiiylerinden arindirilma,
icerigindeki sudan arindirilma ve temizlenme amaciyla kire¢cleme odalarina alinirlar.
Burada depolama kisminda, tuzlanan derinin tuzdan arindirilma islemi gergeklestirilir.
Bir sonraki temizlik asamasi ise Kaveleta denilen sistemdir. Burada kire¢lenmis olan
derinin yag benzeri atiklardan detayli bir sekilde arindirilmasi amaglanmaktadir.
Ozellikle derisi yiinle kapli koyun, keci oglak derisi gibi hammaddelere, yiin yapimin
deriye hasar vermeden uzaklastirilmasi igin kire¢ ve genel olarak sodyum siilfat

icerikli boyalar uygulanmaktadir [65].
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Sekil 6. Deri Islemede Kirecleme

Kire¢ Giderme ve Sepileme (Tabaklama)

Artiklarindan tamamen temizlenen deri, isleme alinmadan Once temizlik
sirasinda uygulanan kirecten arindirilir. Ardindan derinin yapisina gore hazirlama
stirecinde yapildig1 gibi deri eser miktarda kalan yagdan armndirilir. Derinin boyay1
tutmas1 amaciyla pH degeri diistiriiliir. Kiregten ve yagdan arindirilan, pH’1 diistiriilen
deri, krom tuzu, mineral ya da bitkisel 6ziitlerle sepilenerek ara iiriin olan ‘wet blue’

adimi alir [65-66].
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Sekil 7. Tabaklama islemi sonras1 derinin Wet-Blue hali

Deriye kazandirdigi mukavemetin bitkisel tanenlere gore daha yiiksek olmasi
misteri taleplerinin daha kisa zamanda ve ihtiyaglar dogrultusunda en iyi sekilde
karsilanabilmesi, mamul derinin daha iyi fiziksel 6zellikler kazanmas1 ve ekonomik
yonden daha verimli olmasi gibi nedenlerden dolay1 olumsuz gevresel etkilerine
ragmen sepileme islemlerinde %90 oraninda krom tuzu kullanilmaktadir [64-65].
Kiigiikbas hayvanlarin deri yiizeyinde, yiinlerin bulunmasi nedeniyle kiiciikbas
derilerinin islendigi isyerlerinde sepileme dncesi apreleme islemlerinden zimparalama
ve traglama yapilmaktadir. Biiyiikbas derilerinin islenmesi sirasinda ise tiim apreleme

islemleri sepileme islemlerinin ardindan yapilmaktadir [66].

ikinci Sepileme ve Son Islemler

Sepileme sonrasi islemler temel olarak nétralizasyon, ikinci sepileme ve yikama
islemlerinden olusmaktadir. Notrleme islemi tekrar tabaklama islemine zemin
hazirlamak i¢in pH degerinin ayarlanmasi islemlerini kapsamaktadir [67].
Islenecek derinin kalitesinin yiikseltilmesi amaciyla derinin alkalitesinin artirilmas,
ilk sepileme sirasinda igleme almmamayan kisimlarin onarilmasi amaciyla ikinci
sepileme son iglemlerin ikincisidir. Burada sepileme siirecinde kullanilan kimyasallar

kullanilmaktadir [66].
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Derinin son {iirlin 6zelligine gére boyanmasi bu kategoriye giren diger bir
siregtir. Burada genel olarak su bazli asidik boyalar kullanilmaktadir. Boyamanin
ardindan kurutma islemi ile son iiriine doniisecek deri ara mamulii elde edilir. Burada
vakumlu kurutma, asarak kurutma, santrifiijlii kurutma yontemleri ile kurutulan

ozellikle biiyiikbas derileri deri apreleme isleminden geger [67-68].

Sekil 8. Deri imalat1 siirecinde renk verme islemi

Apreleme son iiriiniin renk, parlaklik, kavrama, esneklik, kirilganlik, su buhari
gecirgenligi ve su gegirgenligine gére mekanik apreleme ve yiizey kaplamast olmak
tizere iki sekilde uygulanir. Mekanik apreleme islemi sayesinde deriye istenen nem,
yumusaklik, piirtizsiizlik kosullar1 saglanirken yiizey kaplama islemi ile deri dig
etkenlerden etkilenmeyecek sekilde yapilandirilarak miisterinin istedigi forma getirilir
[68].

Kirecleme ve kaveleta, kire¢ giderme, birinci ve ikinci sepileme islemlerinin
tiimii tabakhane islemleri olarak adlandirilir ve bu agsama deri teknolojisinde en 6nemli
asamalardan biridir. Tabakhane islemleri diger bir deyisle ham derilerin teknik
siireglerde mamul deriye doniistiiriilmesidir. Genel anlamda ham derinin bozulmaz
hale getirilmesi olan sepileme isleminde kullanilan kimyasallar; mineral, sentetik,

bitkisel, aldehit ve yaglar olarak gesitlendirilmektedir. Bitkisel kimyasallar bugiin
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kosele, ayakkabi ylizliik, astarlik, saraciyelik gibi siki ve bi¢cimini kolay kaybetmeyen
derilerin tiretiminde kullanilirken, krom 6zl kimyasallar basta giysilik deri tiretimi
olmak iizere hemen her tip mamul derinin {retiminde yaygm bir sekilde

kullanilmaktadir [68-69].

Deri isleme esnasinda agiga ¢ikan atigin miktar1 ve tiirii ¢esitli faktorlere ve
kullanilan teknolojiye baglidir. Sufitler mevcut diger teknolojilerden daha etkili ve

ucuz olduklar i¢in kil gideriminde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Son yillarda gercek giderim prosesleri lizerine yapilan ¢aligmalar artan ¢evresel
farkindaliklardan dolay1 dikkat ¢ekmektedir. Enzimatik kil giderim teknolojileri
organik atik salinimini azaltmalar1 sebebiyle ilgi ¢cekmektedir. Enzimatik prosesler

sufiler ve aminler gibi zararli kimyasallarin kullanimini azaltmaktadir [70].

2.4. Enzim Immobilizasyonu

Enzimler, miikemmel fonksiyonel oOzellikleri (aktivite, segicilik, Ozgiilliik)
nedeniyle, en iyi deneysel ve ¢evresel kosullar altinda en karmasik kimyasal siirecleri
katalize edebilirler [71]. Enzimler, ¢ok hafif kosullar altinda, diger ¢ok benzer
molekiillerin varliginda yalnizca bir substratta bulunan benzersiz bir fonksiyonel
grubun (birka¢ benzer grup arasinda) cok hizli modifiye katyonlarini katalize
edebilirler. Bu nedenle enzimler, kimya endiistrisinin ¢esitli alanlarinda miikemmel
endiistriyel katalizorler olabilir. Bununla birlikte enzimler endiistriyel reaktdrlerin
icinde ¢alismak i¢in optimize edilmemistir. Bu sekilde enzimler, miikemmel katalitik
ozelliklerine ek olarak, ¢oziiniir katalizor olmalari, genellikle ¢ok kararsiz olmalart,
substratlar ve Uriinler tarafindan gii¢lii bir sekilde inhibe edilebilmeleri, sadece dogal
substratlarda ve fizyolojik kosullar altinda 1yi ¢aligmalar1 gibi endiistriyel uygulamalar
icin pek uygun olmayan bazi dzelliklere de sahiptir [72-73]. Bu nedenle enzimler, suda
¢ozlinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak baglanarak, suda ¢éziinmeyen
iirlin veren bir kopolimerizasyona enzim molekiiliiniin monomer olarak katilmasiyla

veya suda ¢oziinmeyen mikrokapsiillerde tutuklamakla immobilize edilirler [73-75].

Immobilize enzimlerin 6zellikleri, tastyici malzemenin dzelliklerinin yani sira

enzim ile destek arasindaki etkilesimlerin dogasi ve sayist ile belirlenir. Enzim
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immobilizasyonunun bir sonucu olarak, enzimlerin stabilitesi ve kinetik 6zellikleri,
cogunlukla destekleyici matris tarafindan uygulanan mikro ¢evre ve modifikasyonlar
nedeniyle genellikle degistirilir [76]. Ozelliklerdeki bu modifikasyona ya immobilize
enzimin igsel aktivitesindeki degisiklikler ya da immobilize enzim ile substrat
arasindaki etkilesimin, dokme c¢ozeltiden farkli bir mikro ortamda gerceklesmesi
neden olabilir. Bu nedenle, immobilize enzimlerin kullanimiyla ilgili temel
sorunlardan biri, 6zellikle enzimler makromolekiiler substratlar lizerinde -etkili
oldugunda katalitik aktivite kaybidir. Substratin enzimin aktif bolgesine sinirli erigimi
nedeniyle, aktivite yalnizca substratin erisilebilir yiizey gruplarina indirgenebilir. Bu
sterik kisitlama, makromolekiiler substrattan tiiretilen tirtinlerin karakteristik modelini
degistirebilir [77]. Bu sterik problemlerden kaginmak i¢in izole makromolekiiler zincir
aglarindan olusan desteklerin se¢imi, immobilizasyonda yer alan enzim kalintilarinin
dikkatli se¢cimi ve hidrofilik ve inert ara kollarin kullanimi1 gibi birkag strateji vardir
[78].

Immobilizasyon iizerine katalitik 6zelliklerde gozlenen degisiklikler, enzimin
matrise baglanmasiyla tetiklenen proteinin ii¢ boyutlu konformasyonundaki
degisikliklerden de kaynaklanabilir. Bu etkiler gosterilmistir ve sinirli sayida enzim
sistemi i¢in daha az ol¢lide kullanilmistir. Cogu zaman, bir enzim hareketsiz hale
getirildiginde, daha yiiksek sicaklikta ve organik ¢oziiciilerin varliginda operasyonel
stabilitesi oldukc¢a iyilestirilir [79]. Bu nedenle stabilizasyon kavrami, enzimleri
hareketsiz hale getirmek igin 6nemli bir itici gli¢ olmustur. Cok noktali kovalent
baglanma yoluyla hareketsiz hale getirilen proteinler gibi molekiiler diizeyde gercek
stabilizasyon gosterilmistir [80]. Birkac yazar tarafindan farkli yontemler kullanilarak
yapilan caligmalar, stabilizasyon ile matrise kovalent bag sayisi1 arasinda bir iligki

oldugunu gostermistir [81-83].
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2.4.1. Enzim immobilizasyon Yontemleri

2.4.1.2. Tasiyiciya Baglama Yontemleri

Son yillarda literatiirde immobilizasyon i¢in binlerce protokol rapor edilmis ve
cesitli immobilizasyon stratejileri ongoriilmiistiir [26-30]. Enzimler, geri dontlisiimlii
fiziksel adsorpsiyon ve iyonik baglantilardan kararli kovalent baglara kadar degisen
etkilesimlerle destege baglanabilir. Enzimleri hareketsiz hale getirmeye yonelik ¢esitli

yaklasimlar1 geri dondiiriilemez ve geri dondiiriilebilir olarak iki genis kategoridedir.

Enzim immobilizasyonu

I
| l

Tersinmez Tersinir

l l
l '
b

- | 5
Kovalent baglama Tutuklama Capraz Baglam1 Adsorpsivon
-Styanojen bromid aktivasyonu -Jel teknolojisi -St.at:ik Pl:jses
-Peptid bag: olusumu -Mikrokapstilleme 'Dmaﬂ}}k proses: .
-Diazo olusumu -Reaktor yiklemesi
-Polifonksivonel
ajanlar ile aktivasyon
L/ £
Destek Materyali Enzim Yuzey modifiyve ajam

Sekil 9. Enzimin Tastyic1 Uzerine baglanmasinda Kullanilan Yéntemler [50].

2.4.1.3. Kovalent Baglama Metodu

Enzimlerin kovalent bag olusumuna dayali yontemlerle immobilizasyonu en
yaygin kullanilanlar arasindadir. Bu yontemlerin bir avantaji, enzim ve matris arasinda
olusan baglarin kararli yapist nedeniyle, enzimin kullanim {izerine c¢ozeltiye
salinmamasidir. Bununla birlikte, yiiksek diizeyde bagl aktivite elde etmek igin,

katalitik aktivite i¢cin gerekli olan amino asit kalintilari, destege kovalent baglantiya
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dahil edilmemelidir ve bu, bazi durumlarda yerine getirilmesi zor bir gereklilik
olabilir. Bazen aktivite verimini artirmak igin baglama reaksiyonunu substrat
analoglarmin varliginda gergeklestirmek basit bir prosediirdiir [84]. Immobilizasyon
icin kovalent yontemler, tiriinde enzimin bulunmamasi ig¢in kesin bir gereklilik

oldugunda kullanilir.

Matriste bulunan fonksiyonel gruplara bagli olarak ¢ok ¢esitli reaksiyonlar
gelistirilmistir [84]. Genel olarak baglama yontemleri iki ana sinifa ayrilabilir: (1) bir
polimere reaktif bir fonksiyon eklenerek matrisin aktivasyonu; (2) aktive edilmis bir
grup tUretmek igin polimer omurgasinin modifikasyonu. Aktivasyon siirecleri
genellikle, destek iizerinde, birlestirme asamasinda proteinler iizerindeki giicli
niikleofillerle reaksiyona giren elektrofilik gruplar olusturmak {izere tasarlanmistir.
Matrislere kovalent baglanmanin seyrini kontrol eden temel ilkeler, proteinlerin
kimyasal modifikasyonu i¢in kullanilanlara benzer. En sik kullanilan reaksiyonlar,
amino asitlerin asagidaki yan zincirlerini igerir: lisin (g-amino grubu), sistein (tiyol

grubu), aspartik ve glutamik asitler (karboksilik grup) [85].

Immobilizasyon igin piyasada satilan bircok destek materyali vardir. Her
durumda en iyi se¢im, katalizoriin bazi ilgili 6zelliklerinin ve kullanim amacinin
dikkate alinmasini gerektirir. Bununla birlikte, genellikle birden fazla yaklasim
denemek ve ardindan bir yontemi belirli kosullara uyarlamak gerekir [84]. Yaygin
olarak kullanilan kovalent reaksiyonlar ile, 6rnegin amid, eter, tiyoeter veya karbamat
baglar1 yoluyla destege kovalent bagli enzimler elde edilir. Bu nedenle, enzim matrise
giiclii bir sekilde baglanir ve ¢ogu durumda da stabilize edilir. Bununla birlikte, bagin
kovalent dogas1 nedeniyle, enzimatik aktivite bozuldugunda matrisin enzimle birlikte
atilmasi gerekir. Bu reaksiyonlardan kaynaklanan enzim ve matris arasinda sizdirmaz
bir baglanma elde etmenin yarari, genellikle diisiik hareketsiz aktivite verimi ve bu
baglanmanin geri donilisii olmayan karakteri acgisindan maliyet ile kismen
dengelenebilir. Kat1 desteklere disulfit baglari ile kovalent olarak baglanan enzimler,

bu sorunu 6nlemenin bir yolunu temsil eder [84]
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2.4.1.4. Tyonik Baglama Metodu

Enzimlerin geri doOniisimlii immobilizasyonu yaklasimi, protein-ligand
etkilesimlerini kromatografide kullanilan prensiplere dayandirmaktir. Ornegin,
enzimlerin  tersinir  immobilizasyonunda  kromatografik  prensiplerin  ilk
uygulamalarindan biri iyon degistiricilerin kullanilmastydi [83-85]. Yontem basit ve
geri doniisiimliidiir, ancak genel olarak enzimin hem giiclii bir sekilde bagli hem de
tamamen aktif kaldigi kosullardan farklidir. Daha yakin zamanlarda, hareketsiz
polimerik iyonik ligandlarin kullanimi, protein ve matris arasindaki etkilesimleri
modiile etmeye ve boylece tiirevin 6zelliklerini optimize etmeye izin vermistir. Zengin
cesitlilikteki enzimleri ve tiim hiicreleri baglamak i¢in polietileneimin kullanimina
ilisgkin bir dizi patent alinmistir [86]. Bununla birlikte, substratlar veya iiriinler
kendileri yiiklendiginde ytiksek yiiklii bir destegin kullanilmasindan kinetik, bolme
veya diflizyon olaylari nedeniyle bozulmalar gibi sorunlar ortaya ¢ikabilir. Bu nedenle,
optimum pH'1 veya pH stabilite araligi gibi enzim 6zellikleri degisebilir [87]. Bu bir
sorun olsada, uygulamaya bagli olarak belirli bir enzimin optimal kosullarinin daha

alkali veya asidik kosullara kaydirilmasi da faydali olabilir [88].

2.4.1.5. Fiziksel Adsorpsiyon Metodu

En basit immobilizasyon yontemi, esas olarak fiziksel adsorpsiyona veya iyonik
baglanmaya dayanan spesifik olmayan adsorpsiyondur [85-86]. Fiziksel
adsorpsiyonda enzimler matrise hidrojen bagi, Van Der Waals kuvvetleri veya
hidrofobik etkilesimler yoluyla baglanirken, iyonik bagda enzimler tuz baglantilar
yoluyla baglanir. Kovalent olmayan immobilizasyonda yer alan kuvvetlerin dogasi,
etkilesimin giiclinii (¢oziiciiniin pH'1l, iyonik kuvveti, sicaklifi veya polaritesi)
etkileyen kosullar degistirilerek tersine ¢evrilebilen bir islemle sonuglanir.
Adsorpsiyon ile immobilizasyon hafif, gerceklestirilmesi kolay bir islemdir ve
genellikle enzimin katalitik aktivitesini korur. Bu nedenle bu tiir yontemler ekonomik
olarak caziptir, ancak etkilesimler nispeten zayif oldugunda matristen enzim sizintis1

gibi sorunlar olusabilir.
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2.4.1.6. Capraz Baglama Metodu

Capraz baglama, enzimlerin birbirlerine ko-valent baglar araciligiyla ¢apraz
baglama yoluyla baglanmalarini saglayan kimyasal immobilizasyon yontemlerinden
biridir. Glutaraldehit gibi bir baglayici reaktif olarak kullanilan ortak ¢oziictilerdir. Bu
enzimleri suda ¢oziinmez hale getirirler ve ii¢c boyutlu capraz bagli agregatlar
olustururlar [87]. Immobilize edilmis enzimler genelde 1-100 um arasinda boyutludur
ve yuksek verimlilik, isletme kararliligi ve katalizoriin kolay geri doniisiimiine
sahiptir. Tuzlarin, su ile ¢dzilinebilir organik ¢oziiciilerin veya noniyonik polimerlerin
eklenmesi de sulu reaksiyon karisimindaki enzimlerin ¢okmesine neden olmustur [88].
Kovalent olmayan baglama yoluyla ¢apraz bagl bu fiziksel agregatlar kalic1 sekilde
suda ¢Oziinmez ve yap1 ve katalitik aktivite korunmus sekilde bulunur. Bu tiir
immobilize edilmis enzimler {retim maliyeti, katalitik aktivite ve tekrar
kullanilabilirlik agisindan oldukga etkilidir [89]. Bu immobilizasyon teknigi, kofaktor
bagimli oksidoreduktazlarin [90] ve penisilin asilazin baglanmasina uygulanmis ve

aktivitelerinde 6nemli bir iyilesme gozlenmistir [91].

2.4.1.7. Tutuklama Metodu

Tutuklama, hiicre veya enzimlerin immobilizasyonu i¢in en yaygin olarak
kullanilan yontemdir. Bu yontem, hiicreleri veya enzimleri yiliksek molekiiler
bilesiklerin 3-D matrisine immobilize eder. Entrapment'in ii¢ tirii vardir: jel
entrapment (kapsiilleme), mikrokapsiil entrapment (mikrokapsiilleme) ve fiber

entrapment (fiber kapsiilleme) [87-88].

Jel tutuklama, hiicrelerin veya enzimlerin, aljinat veya poliakrilamid gibi bir
hidrojelin 3 boyutlu bir ag1 i¢cinde hareketsiz hale getirildigi en yaygin tuzak tiirtidiir.
Hiicreler veya enzimler hidrojel nciileri ile karistirilir ve daha sonra hidrojel matrisini
olusturmak i¢in ¢apraz baglanir. Bu yontem basit ve kullanimi kolaydir, ancak
substratlarin ve tiriinlerin hidrojel matrisi boyunca kiitle transferi sinirlandirilabilir, bu

da hareketsiz hiicrelerin veya enzimlerin performansini etkileyebilir [87-88]

Mikrokapsiil tutuklama, poliiiretan veya polisakkarit membran gibi ince bir zar

icindeki hiicrelerin veya enzimlerin kaplanmasini icerir. Hiicreler veya enzimler bir
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¢ozelti i¢inde siispanse edilir ve daha sonra membran malzemesi ile kaplanmis kiigiik
damlaciklar olusturmak tizere emiilsifiye edilir. Bu yontem 1iyi kiitle transferine izin
verir, ancak mikrokapsiillerin olusumu zor olabilir ve mikrokapsiillerin stabilitesi bir

sorun olabilir.

Fiber tutuklama, hiicrelerin veya enzimlerin, seliiloz veya polyester elyaf gibi
bir lif matrisi i¢ine gOmiilmesini igerir. Hiicreler veya enzimler, lif Onciileri ile
karistirilir ve daha sonra lif matrisini olusturmak i¢in biikiiliir veya ekstriide edilir. Bu

yontem iyi kiitle transferine izin verir, ancak lif matrisi kirilgan ve islenmesi zor

olabilir. [82].

2.5. Enzim immobilizasyonunda Kullanilan Tasiyicilar ve Tasiyic1 Secimi

Cok c¢esitli  malzemeler, farkli kaynaklardan olusan, enzimlerin
immobilizasyonunda kullanilabilir. Bu malzemeler, genellikle organik, inorganik ve
hibrit veya kompozit olarak boéliinebilir. Destek, enzim yapisin1 agir reaksiyon
kosullarina karsi koruyarak, immobilize edilmis enzimin yiiksek katalitik aktivite
koruyabilmesine yardimc1 olmalidir [89]. Ayrica, uygun bir malzemenin kullanilmasi,
Ornegin lipaz sabitlenmesinde hidrofobik tasiyicilarin kullanimi, biokatalistin
aktivitesini artirabilir [90,91]. Bununla birlikte, bu alanda bazi kisitlamalar vardir,
clinkii matriksin enzim yapisint olumsuz etkilememesi ve enzimin yapisin
gerektiginden daha fazla bozmamasi gerekir. Ayrica, iki malzemenin fonksiyonel
gruplar1 arasinda afinite olmasi1 gerekir, bu sayede enzim-matriks etkilesimlerinin
olugsmasina ve enzimin destege etkin bir sekilde baglanmasina izin verir. Bu, 6zellikle
kovalent sabitlenme i¢in dnemlidir [92]. Tastyici, katalizoriin aktif sitelerini siv1 hale
getirmeli ve substrat molekiillerinin eklenmesine yardimci olmali ve substrat ve

tirtinlerin diflizyon sinirlamalarint azaltmalidir.
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2.5.1. Kitosan

Dogada mevcut ikinci en énemli biyopolimer olarak Kitin gosterilebilir. Kitin
pazari hizla genislemektedir ve 2027 yilina kadar 2,9 milyar dolara ulasmasi
beklenmektedir (Future Market Insights 2017). Kitin, teknik olarak olarak karides ve
yengegler gibi kabuklu deniz hayvanlarinin dis eskeletlerinden elde edilir. Kitin 'in en
onemli tiirevlerinden biri de deasetilasyon siireciyle elde edilen kitosandir. Kitosan,
rasgele dagilmis deasetile birimlerden (B-(1-4) baglantili d-glukozamin) ve asetile
birimlerden (N-asetil-d-glukozamin) olusur. D-glukozamin birimlerinde bulunan

amino gruplari nedeniyle asidik bir ortamda ¢oziiniirliige sahiptir [51-52].

Kitosan 6zel fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir. Genis ¢apli kullanima, biyolojik
cozlnlrliigl, toksisitesi olmamasi ve biyo-yapiskan o6zellikleri nedeniyle kitosan,
kimyasal c¢apraz baglanma, iyonik capraz baglanma ve iyonik komplekslesme
mekanizmalari ile tutuklanabilir. Kitosanin 6zel uygulamalari, ilag teslimati, doku
miihendisligi, fonksiyonel gidalar, gida koruyuculari, biyokatalizoér immobilizasyonu,
atik su aritma, molekiiler kaplama ve metal azaltimi igerir. Bu nedenle, kitosan, ¢ok

yonlii ve ucuz bir biyomateryaldir [91-95]

Cok yonlii immobilizasyon biomateryalleri olarak, kitosan ¢esitli fonksiyonel
gruplari, 6rnegin poliamin, amino ve hidroksil icerir. Bu kimyasal gruplar, tasiyici
desteklerin stabilize edilmesine yardimci olur. Coklu fonksiyonel gruplar, kitosan ve
enzim arasida etkin biyokatalizor baglanmasini saglar. Ornegin, kitosanm amino
gruplari, protein ile kovalent baglar olusturmak icin glutation aldehit capraz
baglayicis1 ile baglanmaya yardimci olabilir. Kitin, c¢ok sayida enzimin
immobilizasyonunda kullanilmistir, Ornegin asit fosfataz, kimotripsin, glukoz
isomeraz, galaktozidaz, glukoz oksidaz ve laktaz [90-93]. Boylece, biyokatalizorlerin
immobilizasyonu, kitin/kitosan destekleri kullanilarak gergeklestirilir ve bu,

biyoteknolojik uygulamalarin ¢alisma alanini genisletir.
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2.5.2. Manyetik Partikiiller

Son yillarda manyetitin kimyasal inertlik, biyouyumluluk, toksik olmama, iyi
termal stabilite ve yiiksek ylizey alan1 dahil olmak tizere cesitli degerli 6zellikleriyle
ve bir karisimdan harici bir manyetik alanin uygulanmasi ile basit bir sekilde
ayrilmasini  kolaylagtiran ferromanyetik Ozellikleriyle ilgili birgok ¢alisma
bildirilmigtir. [96-98]. Ek olarak, manyetik melezler olusturmak i¢in manyetit
yiizeyine bircok farkli malzeme eklenebilir. Inorganik ve organik bilesiklerin
kombinasyonu ile olusan melezler, homojenlik, termal diren¢ ve mekanik, kimyasal
ve elektrokinetik stabilite ile karakterize edilir. Ozellikle, Fe3O4'iin manyetik
nanopargaciklari, kitosan ve seliilloz gibi biyopolimerlerle ve karbon nanoyapilar
(grafen, cok ve tek duvarli karbon nanotiipler) ve biyomolekiiller gibi diger
bilesenlerle arastirilmistir. Manyetik nanopartikiillerin hibritlere dahil edilmesi, bu
malzemelere, 6rnegin boyalarin, pigmentlerin veya zararl iyonlarin adsorbanlar1 gibi
birgok endiistri ve bilim alanindaki pratik uygulamalarini biiyiik 6l¢iide gelistiren
benzersiz 6zellikler verir. Bununla birlikte, son yillarda, hibrit malzemeler i¢in bir baz

olarak kullanilan manyetit, esas olarak manyetik nanopartikiillerin, hareketsiz
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biyomolekiillerin harici bir manyetik alan kullanilarak hizli ve basit bir sekilde izole
edilmesini kolaylastirmasi nedeniyle, bir enzim tasiyicisi olarak da yogun bir sekilde
incelenmistir. Sonug olarak, biyokatalitik sistemin yeniden kullanilabilirligi biiyiik

ol¢tide iyilestirilir ve daha yiiksek saflikta tirtinler elde edilebilir [96-99].

2.5.3. Perlit

Perlit, silika igerigi %70'in iizerinde olan amorf aliiminyum silikatidir.
Organiklerle karsilastirildiginda, mekanik stabilitenin ve mikrobiyal saldiriya ve
organik c¢oziiciilere karsit direncin daha yiiksek oldugu gibi, perlit, silika jelleri,
alumina ve zeolitler gibi diger rapor edilen inorganik desteklerle karsilastirildiginda
daha ucuz bir alternatif olmaktadir [91]. Bu tiirden inert bir destek se¢imi, protein
baglama i¢in fonksiyonel gruplar sunan bir yiizeye sahip olmasi gerektigi anlamina

gelir [92].

Perlite, dogal olarak meydana gelen volkanik camdir ve enzim immobilizasyonu
icin destek malzemesi olarak kullanilmistir. Agirlig1 hafif ve ylizeyi piiriizlii olan bu
malzeme yliksek ylizey alanina sahiptir ve bu 6zelligi enzim immobilizasyonu igin
uygun bir se¢cim yapilmasimi saglar. Bir c¢alismada perlite, biyoteknoloji
uygulamalarinda kullanim potansiyeli olan lakkaz enzimini perlite parcaciklarinin
ylizeyine fiziksel adsorpsiyon yoluyla immobilize edilmistir. Bu sekilde immobilize
edilen lakkaz enziminin aktivitesi ve stabilitesi ¢oklu kullanim dongiilerinde iyi
seviyede korunmustur. Diger bir ¢alismada ise perlite, gida ve ila¢ endiistrisinde
potansiyel uygulamalar1 olan lipaz enzimini perlit pargaciklarinin piiriizleri i¢inde
hapsetme yoluyla immobilize edilmistir. Bu sekilde immobilize edilen enzim iyi bir
stabilite ve yeniden kullanilabilirlik gdstermistir ve perlit enzim immobilizasyonu i¢in

umut verici bir destek malzemesi olmustur. [97].
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2.5.4. Siklodekstrinler

Siklodekstrinler, a-1,4-glikozidik baglarla birlestirilen glikoz birimlerinin siklik
oligomerleridir. En yaygin siklodekstrinler, sirasiyla 6, 7 ve 8 tekrar eden birime sahip
a, B ve v siklodekstrinlerdir. Bosluklarinin hidrofobikligi nedeniyle suda hidrofobik
konuk molekiilleri ile inkliizyon kompleksleri yapabilirler. Makrosiklik yapiya sahip
siklodekstrinler, enzim aktivitesini iyilestirmek ve organik ¢oziiclilerdeki enzim
katalizli reaksiyonlarda reaksiyon hizin1 arttirmak i¢in basariyla kullanilmistir [23,24].
Kimyasal olarak modifiye edilmis siklodekstrinlerin i¢ hidrofobik boslugu ve dis
hidrofilik kenari, onlar1 enzim substrat baglanmasini modellemek i¢in ideal kilar [25].
Torik boglugun her iki tarafindaki hidroksil gruplarinin yukaridaki yonelimi nedeniyle,
Siklodekstrin ¢evresi hidrofiliktir, bu da sulu ¢6zeltilerde hidrasyonu ve ¢oziintirligii
destekler. Ote yandan, Siklodekstrin boslugunun i¢i daha hidrofobik olabilir ¢iinkii
glikozidik oksijenin baglanmayan elektron giftleri, yiiksek elektron yogunlugu ve
Lewis-baz 6zellikleriyle birlikte bulunur. Siklodekstrinlerin fizikokimyasal 6zellikleri
ve dahil etme kapasitesi dogrudan OH gruplarinin bu 6zel topolojisinden

kaynaklanmaktadir.

2.6. Capraz Baglama ve Capraz Baglayic1 Secimi

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicinin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri immobilize enzimin performansini (6rnegin aktivitesini, seciciligini,
kararliligin1) dogrudan etkilemektedir. Secilen tasiyicilar reaktif degillerse yardimci
bir reaktif ile aktiflestirilmesi gerekir. Aktiflestirilmis desteklere enzimlerin
immobilizasyonunda diisiik immobilizasyon etkinligi ve enzim kararliliginda artis
veya azalis meydana gelebilmektedir [48].

Baglanmada yer alabilecek fonksiyonel gruplar asagida listelenmistir [99]:
e Amino grubu
e Karboksil grubu
e Siilfidril grubu
e Hidroksil grubu

e Imidazol grubu
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e Fenolik grup
e Tiyol grubu
e Treonin grubu
e Indol grubu
Ardindan c¢apraz baglayici bir ajan, enzimin fonksiyonel bir grubuyla aktivite
edilmis tasiyiciyr baglamak i¢in kullanilir. Tastyict lizerindeki fonksiyonel grubun
tanitilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in fonksiyonel monomerlerle kopolimerizasyon ya

da polimer tipi reaksiyon kullanilir.

2.6.1. Genipin

Genipin, geniposidin hidrolitik bir {irlinii olan ve geleneksel olarak alisilmis Cin
tibbinda tip 2 diyabet semptomlarini hafifletmek i¢in kullanilan Gardenia jasminoides
Ellis bitkisinin meyvelerinden ekstrakte edilen bir aglikon tiirevidir. Dogu Asya gida
endistrilerinde renklendirici (mavi renk) olarakta kullanilir [100-101]. Anti-
inflamatuar ve anti-anjiyogenez ozelliklerinin yani sira lipid peroksidasyonunu ve
nitrik oksit liretimini engeller. Buna ek olarak hipokampal noéronlar1 Alzheimer
amiloid beta proteininin toksisitesinden korur. Genipin, kollajen, jelatin, proteinler ve
kitosan ¢apraz baglanmasi i¢in kullanilan dogal olarak elde edilen harika bir ¢apraz
baglayicidir. Son zamanlarda, genipin (Sekil 11) biyouyumlulugu ve kararli ve
biyouyumlu ¢apraz bagl triinleri gergeklestirme kabiliyeti nedeniyle, enzim
immobilizasyonu igin bir ¢apraz baglama maddesi olarak kabul edilmistir [102].
Genipin, lizin, hidroksilizin ve arginin ile birlikte serbest amino gruplarinin c¢apraz
baglanmasini tetikler, ayrica kolajen ile molekiiler capraz baglar olusturur. Genipin ile
capraz baglanan biyomolekiillerin, glutaraldehit veya diger epoksi bilesikleri ile

capraz baglanan molekiillere gore gelismis biyouyumluluk sagladig: bildirilmistir
[103].
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Sekil 11. Genipinin Kimyasal Yapisi

2.6.2. Glutaraldehit

Glutaraldehit, polimerlesme yetenegine sahip iki-fonksiyonel bir reaktandir.
Glutaraldehit, 6zellikle proteinlerin birincil amino gruplariyla reaksiyona girer, ancak
diger gruplarla da (tiyoller, fenoller ve imidazoller) reaksiyona girebilir. Bununla
birlikte, proteinlerin kesisimi veya enzimlerin immobilizasyonu ile ilgili ana yapilarin
tam olarak agiklanmis olmadigi da bir gergektir. Sekil 12, bu Onerilen yapilarin
bazilarin1 gostermektedir. Glutaraldehitin, enzimleri ve destekleri degistirmeyi
amaclayan yapisinin dogrudan bir lineer yap1 olmadigi, ancak bir tiir dengeli dongiiler
seklinde oldugu aciktir. Glutaraldehit ilk olarak bazi durumlarda formaldehit ile
birlikte doku koruma amaciyla kullanilmigtir. Bu, molekiiller aras1 ¢apraz baglama
olusturularak gerceklestirilir. Glinlimiizde, glutaraldehit hala en gii¢lii ¢apraz baglama
reaktantlarindan biridir ve klinik uygulamalarda da kullanilir. Bu reaktifin ¢ok iyi
capraz baglama Ozelliklerinin bir nedeni, glutaraldehitin kendisiyle veya zaten bir
glutaraldehit molekiilii ile modifiye edilmis protein gruplartyla reaksiyona girmesiyle
ilgilidir. Proteinlerin ¢apraz baglanmalari, farkli protein molekiillerinde bulunan
gruplar arasinda molekiiller arasi) ya da ayni molekiilde bulunan gruplar arasinda

(molekiil i¢i) olabilir [105-106].
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2.7. Literatiir Ozeti

Demirci ve arkadaslar1 (2021) bildirilen bir ¢alismada halotolerant alkalifilik
bakteri olan bacillus agaradhaerens susu AKR'den serin alkali proteaz saflastirilmistir
ve cift mezopor cekirdek kabuklu silika (DMCSS) nano kiirelerine immobilize
edilmistir. AKR proteazinin aktive edilmis DMCSS-NH nano kiirelerine kovalent
immobilizasyonu, fiziksel adsorpsiyondan daha etkili olmustur ve ileri ¢aligmalarda
uygulanmistir. Serbest AKR proteazina gore, immobilize enzim optimum sicaklik ve
pH'ta sirastyla 60 ila 65 © C ve pH 10,0 ila 10,5 arasinda kaymalar sergiledi. Coziiniir
enzim, 50 ve 60 ° C'de 1 saat islemden sonra aktivitesinin % 47,2'sini ve % 9,1'in1

korurken, immobilize proteaz sirasiyla% 87.7 ve% 48.3'iinli korumustur.

Kumar ve arkadaglar1 (2018) tarafindan rapor edilen bir ¢alismada Tunus
patateslerinden izole edilen ve giiglii bir proteaz aktivitesi (protect 2) sergileyen
proteaz iireten bir sus CT2, 16S ribozomal DNA sekans analizine gore Bacillus
halotolerans olarak tanimlanmistir. Fasulye tohumu proteinleri ile desteklenmis
ortamda maksimum prot CT2 iiretimi elde edilmistir. Proteolitik aktivite, amonyum

siilfat ¢okeltmesi, Sefakril S200 jel filtrasyonu ve SP-sefaroz katyon degisim
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kromatografisi ile saflagtirildi. Optimal enzim aktivitesine pH 9 ve 50 ° C sicaklikta
ulasilmistir. Proteolitik aktivite, Ca®" ve Mn?" iyonlan ile arttirilmis ve PMSF
tarafindan tamamen inhibe edilmistir. Ayrica ticari deterjanlarin varhiinda yiiksek

stabilite sergilemistir.

Lakshmi ve arkadaglar1 (2018) tarafindan yapilan bir ¢aligmada Karnataka'daki
Murudeshwar'in deniz suyu orneklerinden izole edilen bakteriler, yagsiz siit agar
ortamma kiiltiirlenerek alkali proteaz iiretimi agisindan taranmustir. izole edilen
bakterilerden Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa ve Alcaligenes faecalis
enzim iretimi nedeniyle farkli hidroliz bolgeleri gostermistir. Alkali proteazin kismi
saflastirilmast izoelektrik ¢okeltme ile gerceklestirilmistir. Enzim aktivitesi degisen
pH kosullari, inkiibasyon sicakligi, farkli substratlar, karbon ve azot kaynaklar1 ve tuz
konsantrasyonlar1 kosullar altinda sigma'nin evrensel proteaz aktivite Ol¢limil
kullanilarak belirlenmistir. Enzim immobilizasyonu %2 Sodyum aljinat ve 0.1 M
soguk CaCly kullanilarak gerceklestirilmis ve degisen pH, sicaklik kosullar1 ve
deterjan uyumlulugu altindaki aktivitesi analiz edilmistir. Enzimin leke ¢ikarmadaki

etkinligi test edilmistir.

Bashir ve arkadaslar1 (2020) tarafindan bildirilen bir ¢aligmada Streptomyces sp
susu treten alkali bir proteaz. GS-1, Munanbam ve Valapad, Kerala, Hindistan'in
durgun sularindan izole edilmistir. Biiylime 6zellikleri ve proteaz iiretimi, dort farkh
substratla desteklenmis 10 farkli bazal ortamda (BM) arastirilmistir. Ekstrakte edilen
proteazin aktivitesi 341 U / ml olarak bulunmustur. Serbest enzim, 45 ° C'de ve pH
8.5'te maksimum aktivite sergilemistir. Enzimin Km ve Vmax degerleri substrat olarak
%1 kazein kullanilarak sirasiyla %5.29 ve 32.25 umol 1' dk* mg™ olarak
belirlenmistir. Enzim, aktivitesini yiiksek sicaklikta (8 saat boyunca 50 ° C), alkali
pH'ta (8-10) ve metal iyonlar1 ve organik ¢oziiciilerin varliginda siirdiirmiistiir. Enzim
kil giderme 6zelligi gosterdi ve kegi postunda test edildigi gibi kil kdklerini basariyla

¢ikarmustir.

Sanchez-Ramirez ve arkadaslar1 (2016) nin bildirdigine gore Tunus'taki Chott
Eldjerid Hipersalin Golii'nden izole edilen orta derecede halofilik bir sus (CJ4), agar
plakasinda en yiiksek aktiviteyi gdstermistir. Izolatin biyokimyasal ve fizyolojik
karakterizasyonu, 16S rRNA dizi analizi ile birlikte onu Halobacillus cinsine

37



yerlestirmistir. Proteaz iiretimi 120 g / L NaCl'de (2 M) en yiiksek bulunmustur ve
iistel fazdan baglayarak bakteri iiremesinin erken gerileme fazinda maksimum
seviyeye ulasmustir. Proteaz aktivitesi 0.4 M NaCl, pH 9 ve 45 ° C'de optimum olarak
belirlenmistir. Genis sicaklik araliklarinda (30-60 ° C), NaCl konsantrasyonlarinda (0-
5 M) ve pH degerlerinde (5-10) miikemmel bir stabilite gostermistir. Proteaz aktivitesi,
cesitli organik coziiciiler ve deterjan katki maddelerinin varliginda yiiksek stabilite
sergilemistir.

Kumar ve arkadaslar1 (1999) tarafindan yapilan ¢alismada liyofilize edilmis
Subtilisin Carlsberg’in aktivite ve enantiyo seciciligi lizerine metil-p-siklodekstrin
ilavesini etkisi incelenmistir. Bu amagla model bir transesterifikasyon reaksiyonu
secilmistir. Sonug olarak liyofilizasyon esnasinda ilave edilen metil-B-siklodekstrin
Subtilisin Carlsber’in THF ortamindaki bu transesterifikasyon reaksiyonun {izerine

aktivitesi 4 kat artirdig1 belirlenmistir.

Patel ve arkadaslari (2005) tarafindan gergeklestirien bir ¢alismada liyofilize
edilmis Subtilisin Carlsberg ile hekzan ortaminda gergeklestirilen N-asetil-fenilalanin
etil ester ve propanol arasindaki transesterifikasyon reaksiyonunda liyofilizasyon

esnasinda ilave edilen silikanin enzimin aktivitesini 130 kat artirdig1 bildirilmistir.

Tasso ve arkadaslar (2009) maleik anhidrit kopolimeri tizerine Subtilisin A’ nin
kovalent olarak immobilize edildigini bildirmislerdir. Immobilize enzimin sulu

ortamdaki aktivitesini sentetik peptid hidrolizi ile belirlemislerdir.

Zhang ve arkadaslar1 (2015) tarafindan bildirilen bir ¢alismada lipaz ve proteaz
ile olusturulan multi-gcapraz bagl enzim agregati elde edilmis ve birbirinden bagimsiz
reaksiyonlarin tek bir uygulamada beraber gerceklestirildigi gosterilmistir. Bu multi-
enzim agragati %43 proteaz ve %89 lipaz aktivitesi gostermistir. Multi enzim agregati
olusturulmasinda glutaraldehit, amonyum siilfat ve bovine serum albiimin

kullanilmistir.

Ozbek ve arkadaslar1 (2001) organik ¢dziicii ortamindaki Subtilisin Carlsberg
aktivitesi tlizerine su varliginin etkisini gosteren bir ¢alisma rapor etmislerdir. Buna
gore su aktivitesinin enzimin toluen ortamindaki transesterifikasyon aktivitesi lizerine

anlamli bir etkisi olmadigin1 bildirilmistir.

Mukherjee ve arkadaslari (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada Subtilisin

Carlsberg’in sulu tampon ortaminda substrat analogu ile ¢oziildiigii ve substrat alkolii
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ile ¢oktirildiigi ve bdylece damgali enzim elde edildigi bildirilmistir. Ayrica
coktiirerek damgalamanin dondurarak kurutmaya gore daha iyi bir teknik oldugu
belirtilmistir. Damgali enzimin damgali olmayan enzime gore aktivitesinin 60 kat

arttig1 belirlenmistir.

Yust ve arkadasglart (2010) Subtilisin Carlsberg ile gergeklestirilen bir
transesterifikasyon reaksiyonunda enzimin enantiyo segciciligi iizerine bir ¢alisma
yapmislardir. Elde ettikleri sonuglara gére daha kisa zincirli alkoller ile daha diisiin
enantiyo secicilik goriiliirken daha genis ve kalabalik alkoller ile daha yiiksek bir

enantiyo segicilik oldugu ortaya konmustur.

Martinez ve arkadaslari (2013) tarafindan rapor edilen bir ¢alismada Serine
proteaz subtilisinin deterjan ve EDTA varligindaki aktivitesi arastirtlmistir. Sonuglar
subtilisinin non iyonik siirfaktan ve EDTA varliginda proteolitik aktivitesini %80

oraninda korudugunu gdstermistir.

Briki ve arkadaslarinin (2016)’nin yaptig1 bir ¢alismada Bacillus tiiriinden elde
edilen bir serine proteaz kimyasal islemlerle yapilan deri tabaklamasinda
kullanilmistir. Serine proteaz kullaniminin deri yiizeyinin fizikokimyasal 6zelliklerini
tyilestirdigi ortaya konulurken daha az kimyasal atik ve kirlilik olusturdugu
bildirilmistir.

Ferreira ve arkadaslar1 (2003) tarafindan yapilan bir ¢alisma Subtilisin
Carlsberg’in farkl por biiyiikliigline sahip silika iizerine kovalen immobilizasyonunda
daha biiyiik por capina sahip silika lizerine immobilize edilen enzimin kazein iizerine

proteolitik aktivitesinin daha fazla oldugunu gostermistir.

Roy ve arkadaglar1 (2004) tarafindan bildirilen ¢aligmaya gore Subtilisin
Carlsberg’in liyofilizasyonu esnasinda kullanilan farkli aktivasyon ajanlarinin enzimin
aktivitesini anlamlhi diizeyde degistigi belirlenmistir. Aktivator olarak kullanilan
trehaloz ile birlikte PEG kullanimi aktivite artisini daha da ileri diizeye tasidigi
belirtilmistir.

Jiangling ve arkadaslari (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada subtilisin PVA-
kriyojel boncuklar1 iizerine immobilize edilerek organik ¢oziicii ortaminda peptit

sentezi gerceklestirilmistir.
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Shah ve arkadaslar1 (2008) tarafindan rapor edilen bir ¢alismada Subtilisin
amonyum siilfat ve PEG kullanilarak ¢oktiiriilerek triton X-100 ve tween-20 ile
agregatlastirilmistir. Enzim agregati glutaraldehit kullanilarak ¢apraz baglama ile suda
¢Oziinmez forma getirilmistir. Elde edilen ¢6ziinmez formdaki enzim agregati organik

¢Oziicli ortaminda ¢esitli hidroliz reaksiyonlarinda kullanilmigtir

Thakrar ve arkadaslar1 (2019) tarafindan bildirilen bir raporda bir haloalkalifilik
aktinobakteriden yiiksek derecede termostabil bir proteaz, 24 tasiyici lizerinde 5 farkli
yaklasim kullanilarak immobilize edilmistir. immobilizasyon ile aktivasyon enerjisi
ve deaktivasyon hizi sabitinin azaldigi, bu da immobilize proteazi uygulamalar i¢in
uygun hale getirdigi bildirilmistir. Benzer sekilde, pH ve sicaklik stabilitesi artarken,

Vmax ve Km degistigi bulunmustur. Immobilize enzimin, cesitli metal iyonlarinda ve

deterjanlarda daha fazla stabiliteye sahip oldugu da bildirilmistir.

Zhou ve arkadaslari (2021) tarafindan polivinil alkol / sodyum aljinat @ Fe3O4
(PVA/SA@Fe304) manyetik immobilize enzim hidrojel boncuklari hazirlandigi rapor
edilmistir. Yapilar1 ve morfolojileri taramali elektron mikroskobu, yiizey alani ve
gozeneklilik analizleri, Fourier donisimii kizilotesi spektroskopisi, X-151n1
fotoelektron spektroskopisi ve titresimli numune manyetometresi ile karakterize
edilmistir. PVA/SA@Fes04 iin notr proteazi adsorbe etme kabiliyeti, bilesim, sicaklik,
pH, karistirma hizi, enzim konsantrasyonu ve ¢apraz baglama konsantrasyonundaki
degisikliklerle arastirilmistir. Immobilize enzimin termal stabilitesi, asit-baz stabilitesi
ve yeniden kullanilabilirligi 6nemli 6lciide iyilestirildigi bildirilmistir. 7 dongiiden
sonra, immobilizez enzim aktivitesi, baglangi¢ enzim aktivitesinin %30,8'inde

kalmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasallar

Kitosan (Orta Molekiil Agirlikli) Sigma-Aldrich'ten satin alindi. Bacillus
licheniformis'ten (7-15 U/mg kat1) tiretilen Subtilisin Carlsberg enzimi ve teknik
dereceli kazein Sigma-Aldrich'ten temin edildi. Coziiciiler ticari olarak mevcut en
yiiksek saflikta kullanildi. Kil giderimi c¢alismalarinda kullanilan deriler Manisa
Dericiler Sanayiinde faaliyet gosteren Ardako Deri’den temin edildi. Genipin %98
saflikta Auova’dan alinmistir. Kimyasal kil gideriminde kullanilan CaO Acros’tan,
Na.S ise VWR Chemicals’tan alindi. Folin Ciocalteu reaktifi Merck’ten ve f-
siklodekstrin ise TCI’ den satin alinmistir. Demir (II) kloriir ve demir (I1I) kloriir Carlo
Erba dan temin edildi. Diger tiim kimyasallar kullanim amaglarina uygun analitik
saflikta temin edilmistir. Tim sulu ¢6zeltiler, Milipore Milli-Q Plus su aritma cihaziyla

saflastirilan saf su ile hazirlandi.

Elde edilen verilerin islenmesi ve ilgili grafiklerin olusturulmasinda Origin Pro

22 ve Sigma Plot 12 programlari kullanilmistir.

3.2. Yontemler
3.2.1. Manyetit (FesOs) Hazirlanmasi

Manyetit sentezi i¢in, 1,7 gr FeClz.6H-0O, 0,63 gr FeCl,.4H,O 250 mL 1,5 M
amonyak (NHs) ¢ozeltisine eklendi. Karisim, bir su banyosu iginde 95 °C'de 2 saat
karistirildi. Karigim filtre kagidindan stiziildiikten sonra etanol ve saf su ile pH notral
oluncaya kadar birkag¢ kez yikandi. Yikama isleminden sonra sonra, numune 70° C'de
15 saat boyunca kurutuldu. Kurutulmus koyu kahverengi manyetit partikiilleri

havanda ince bir toz haline getirildi ve ependorf i¢cinde muhafaza edildi.
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Sekil 13. Manyetit (Fe3Oa) partikiillerin hazirlanmasi

3.2.2. Kitosan Boncuk Hazirlanmasi

%2 (w/v)’lik kitosan ¢ozeltisi hazirlamak igin 2 mL asetik asit deiyonize su ile
100 mL’ye tamamlandi 2 gr kitosan tartilarak hazirlanan hazirlanan %2 (v/v)’lik asetik
asit ¢cozeltisine eklenmis ve iyice ¢oziinene kadar karistirildi. Yogun bir jel kivami alan
kitosan ¢ozeltisinin bir kism1 enjektor yardimiyla hazirlanan soguk tripolifosfat (TPP)
cozeltisi (pH 8,2) igerisine damlatilarak boncuklar olusturuldu. Boncuklar 4 saat
boyunca karistiktan sonra TPP’den ayrilarak saf su ile yikandi. Uzerinde bir miktar saf
su konularak daha sonra kullanilmak {izere buzdolabinda 4°C’de muhafaza edildi.
Kalan kitosan ¢ozeltisi daha sonra manyetik kitosan boncuklari olusturmak igin

kullanilmak tizere buzdolabinda 4°C’de muhafaza edildi.

3.2.3. Manyetik Kitosan (MK) Kompozit Boncuklarin Hazirlanmasi

MK boncuklarmin olusturulmasi ig¢in %2 (w/v)’lik kitosan ¢o6zeltisi ve
sentezlenen manyetit belirli 6lgiide karistirildi. Manyetik kitosan boncuklarin sentezi
icin hazirlanan 100 mL %2 (w/v)’lik kitosan ¢ozeltisi igerisine kurutulmus olan
manyetitten 0,5 gr eklendi. Karisim ultrasonik banyoda 15 dakika boyunca karigsmaya
birakildi. Manyetit kitosan igerisinde homojen bir dagilim gosterdikten sonra manyetik
karistirict iizerindeki hazirlanmig TPP ¢ozeltisi (pH 8,2) igerisine siringa yardimiyla
damlatilarak manyetik kitosan bocuklar olusturuldu. Boncuklar TPP c¢ozeltisi

igerisinde 4 saat boyunca karigtiktan sonra TPP’den ayrilarak saf su ile yikand.
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Uzerinde bir miktar saf su konularak daha sonra kullanilmak iizere buzdolabinda

4°C’de sakland1 (Sekil 14).

Kitosan
f
m \:ﬁ: m \}x___..‘l
‘ \ ’.__
Kensimma -
TPP

Manyetit

%1 Asetilc Asit

Sekil 14. MK kompozit boncuk hazirlanmasi

3.2.4. Perlit Aktivasyonu

Elenmis ve kuru perlit bir gece metanol de bekletilerek organik kirleticiler
uzaklastirildi. Ardindan 5 N NaOH eklenerek su banyosunda bekletilerek organik
olmayan Kkirleticiler uzaklastirildi. Sonrasinda Siizme ve yikama yapildi. Perlit
partikiilleri pH 4,0 50 mM asetat tamponunda hazirlanmis %10 (w/v) luk 3-amino
propil trietoksi silan (3-APTS) ile 4 saat inkiibe edildi. Sonrasinda Siizme ve yikama
yapildi (Sekil 15).
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Sekil 15. Perlitin 3-APTS ile silanlanmasi

3.2.5. p-siklodekstrin ile Perlit Modifikasyonu (Perlit-CD)

B-siklodekstrin (B-CD) etiivde 6 saat kurutuldu. 4g B-CD {iizerine 25 mL 0,4 M

NaOH c¢ozeltisi eklendi. 4 mL asetonitrilde ¢éziinmiis 1 g p-toluen siilfonil klorit

eklendi. 0 °C de 5 saat karistirilidi, siiziildii ve HCl ile pH 2,0 ye getirildi. 12 saat +4°C

de bekletildi ve olusan ¢okelek siiziilerek kurutuldu.

2 g aktif perlit asetonitril ile stispanse edildi. Ardindan {izerine 0,2 g 6-0-toliien

stilfonil klorit-B-CD ilave edilerek 60 °C de 1 giin bekletildi. Sonrasinda kat1 faz

stiziilerek asetonitril ile yikand1 ve kurutuldu.
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Sekil 16. Perlitin B-siklodekstrin ile modifikasyonu

3.2.6. MK ve Perlit-CD in Glutaraldehit (GA) ile Aktivasyonu

Hazirlanmis olan tastyicilardan 1 g alinarak %4 (v/v)’likk 50 mL glutaraldehit ile
4 saat boyunca 40°C ‘de muamele edilerek ¢apraz baglama gerceklestirildi. Capraz
baglama sonrasi tagtyict materyaller distile su ile defalarca yikanarak glutaraldehitten
tyice arindirildi. GA ile aktiflestirilmis tasiyicilarin bir kismi immobilizasyon islemi
icin kullanilmak tizere ayrilirken kalan kisim bir miktar distile su ilave edilerek daha

sonra kullanilmak tizere buzdolabinda (4°C) muhafaza edildi.
3.2.7. MK ve Perlit-CD in Genipin (GE) ile Aktivasyonu
Bir g tasiyici, % 0,6 lik genipin ile 15 saat boyunca 150 rpm'de inkiibe edildi.

Sonrasinda genipinin fazlaligini gidermek i¢in 0,05 M asetat tamponu (pH 5,0), 1 M

NaCl ve saf su ile yikand1 ve deiyonize su i¢inde 4 °C’ de depolandi.
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3.2.8. Aktive Edilmis MK ve Perlit-CD Uzerine Subtilisin Carlsberg

Immobilizasyonu

1 mg/mL Subtilisin Carlsberg ¢ozeltisi 0,05 M pH 8,0 Tris-HCI tamponu
kullanilarak hazirlandi. Aktive edilmis tasiyicilardan 0,5 g tartilarak {izerine 2 mL
enzim c¢ozeltisi konuldu. 4 saat boyunca oda sicaklifinda ortamda inkiibasyona
birakildi. Immobilizasyon islemi sonras1 ¢dzelti ve immobilize enzim birbirinden
ayrildi ve 0,05 M pH 8,0 Tris-HCI tamponu ile yikanarak serbest enzim ¢ozeltisinden

arindirildi. Kalan filtratin ve immobilize enzimin aktivite dl¢timleri yapildi (Sekil 18).

S'l'l]J]JG-]'l_ matrix  Enzyme

Sekil 17. Tasiyicilarin GA ve GE ile aktiflestirilmesi ve Subtilisin Carlsberg

immobilizasyonu

3.2.9. MK ve Perlit-CD in Karakterizasyonu

Termogravimetrik analiz yontemiyle, kontrol edilen bir atmosferde, sicakligin
programli olarak arttirilmasi ya da azaltilmasiyla maddenin kiitlesinde meydana gelen
degisiklik sicakligin ya da zamanin fonksiyonu olarak incelenmektedir. Ornegin,
sicakliga karsi maddenin kiitlesinde meydana gelen azalmayr gosteren
termogramlardan, maddenin yapisal 6zellikleri ve i¢erdigi su miktar1 konusunda bilgi

edinilebilmektedir. Kompozit boncuklarin termal analizleri, N2 atmosferinde, 10 °C
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dk! 1sitma hizinda, oda sicakligindan 800 °C sicakliga kadar Perkin Elmer SII 7300

termogravimetrik analizor ile gergeklestirildi.

Taramali elektron mikroskopta, kat1 numune yiizeyi yiiksek enerjili bir elektron
demetiyle taranir. Bu teknikte yilizeyden ¢esitli tlir sinyaller olusturulur. Bunlar geri
sacilmig elektronlar, ikincil elektronlar, Auger elektronlari, X-1s1n1 fliloresans fotonlari
ve degisik enerjili diger fotonlardir. Biitiin bu sinyaller yiizey calismalarinda
kullanilmis olmakla beraber, bunlarin i¢inde en yaygin olan iki tanesi taramali elektron
mikroskopunun temelini olusturan geri sagilmis ve ikincil elektronlar ve elektron
mikroprob analizde kullanilan X-151m1 emisyonudur. Bir veya daha ¢ok sayida
mercekten olusan kondensor mercek sistemi, elektron demetinin objektif merceklere
ulastirilmak {izere yonlendirilmesini saglar, objektif mercekler ise numune yiizeyine
carpan elektron demetinin boyutlarindan sorumludur. Ayrica, elektrikge iyi iletken
numuneler genellikle 1sty1 iyi ilettiklerinden 1sisal bozunma olasiligi da en azdir.
Ancak, ne yazik ki cogu biyolojik ve mineralojik numuneler iletken degildir. Iletken
olmayan numunelerin SEM goriintiilerini elde etmek icin cesitli teknikler
gelistirilmistir. Fakat en ¢ok uygulanan tekniklerde numune yiizeyine tozlasma veya
vakum da buharlastirma uygulanarak ince bir metalik film tabakasiyla kaplanir.
Kaplama islemlerinde dikkat edilecek nokta, agir1 kalin kaplamanin yiizey ayrintilarini
ortmesidir. Bu nedenle optimum bir kalinligin se¢ilmesi gerekir. Taramali elektron
mikroskoplarda elektron i¢in en yaygin transduser tipi X 1sinlart sintilasyon
transduserlerine  (doniistiiriiciilerinde) benzer fonksiyona sahip simiilasyon
diizenekleridir. Bunlarda katkilanmis bir cam veya plastik hedef {izerine bir elektron
carptiginda goriiniir bolgede asir1 miktarda foton yayinlanir. Fotonlar, cihazin yiiksek
vakum bdlgesi disinda yer alan bir foto ¢ogalticr tiipe bir 151k borusu vasitasiyla iletilir.

Sintilasyon déniistiiriiciilerinde ortalama 10° ile 10° katlik bir cogaltma saglanr.
Tastyicilarin SEM goriintiilerinin alinabilmesi i¢in igerisinde su kalmayacak

sekilde iyice kurutuldu. Tasiyici yilizey morfolojisi, taramali elektron mikroskobu

(SEM) (XL30-SFEG, FEI/ Philips) kullanilarak incelendi.
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3.2.10. Tasiyic1 Uzerine Baglanan Protein Miktarimin Belirlenmesi

Serbest enzim, filtrat ve yikama sularindaki protein miktari, Bradford (1976)
tarafindan gelistirilen yonteme gore, sigir serum albumin (BSA) kullanilarak 595
nm’de spektrofotometrik olarak tayin edildi. Deney tiiplerine sirasiyla 0,02-0,05-0,1-
0,125-0,15-0,2 mg mL™ olan BSA standart ¢ozeltilerinden 0,1 mL eklendi ve her
birinin tizerine 2 mL Bradford reaktifi eklenerek 10 dk oda sicakliginda bekletildi.
Sonrasinda 595 nm’deki absorbanslar1 olgiilerek elde edilen degerler ile BSA

derisimine kars1 olusturulan standart protein egrisi protein tayininde kullanildi (Sekil
18).

0,5
4
04 -
0,3 - y = 2,2935x
R?=0,9968
S
n 0,2 4
<
0,1 -
O T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2

BSA (mg/ml)

Sekil 18. Protein standart egrisi

Subtilisin  Carlsberg enziminin yiikleme etkinligini hesaplamak i¢in
baslangictaki enzim c¢ozeltisi, immobilizasyon sonras1 kalan siipernatant ve
immobilizasyonda kullanilan tasiyicilarin yikama sivilarinda Bradford yontemiyle

protein tayini yapildi.
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3.2.11. Tirozin Standart Egrisinin Olusturulmasi, Serbest ve immobilize

Subtilisin Carlsberg in Hidroliz Aktivitesinin Hesaplanmasi

Subtilisin Carlsberg aktivitesi kazeinin enzimatik hidrolizi sonucunda agiga

¢ikan tirozin miktarinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi ile hesaplandi. Bu

amagla 660 nm de alinan absorbans degerleri ile tirozin konsantrasyonlar1 (0,05-01-

0,2-0,4-0,5 umol) arasinda standart grafigi ¢izildi (Sekil 19-20, Tablo 1).

Subtilisin
O
Carlsberg
I OH
NH,
HO
Tirozin
Sekil 19. Subtilisin Carlsberg ile kazein hidroliz reaksiyonu
Tablo 1. Tirozin standart egrisi i¢in deneysel islemler
Standart 1 | Standart 2 | Standart 3 | Standart 4 | Standart5
I ——
Standart 2 mL 2 mL 2 mL 2 mL 2mL
Cozelti
Na2COs 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL
(500 mM)
Folin Reaktifi 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
(%25)
10 dk inkiibasyon (37 °C) ve 660 nm de absorbans 6l¢ciimii

49



AB60 Nm

o
~

o
)}

o
&)

o
~

| = a0 B0

1 - r /r v =1,248x +0,0288
R?=0,9948

| é

0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6

pmol Tirozin

Sekil 20. Tirozin standart egrisi

Aktivite 0lglimii i¢in cam tiip igerisindeki reaksiyon ortamima 1 mL Subtilisin
Carlsberg enzimi (0,5 mg/mL) ve 5 mL kazein substrat ¢ozeltisi (%0,65°1ik) eklenerek
37 °C de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tiiplerin icerisine 5 mL trikloro
asetik asit (TCA) ¢ozeltisi eklendi reaksiyon durduruldu. Daha sonra 37 °C de 30 dk
inkiibe edildikten sonra 5000 rpm de santrifiijlenerek filtrattan 2 mL alind1 ve ilizerine
5 mL Na,COs ve 1 mL Folin Ciocalteu reaktifi eklenerek 30 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda 660 nm de absorbans okundu.

Folin Ciocalteu reaktifi, fenolik ve polifenolik bilesiklerin kolorimetrik

tayininde kullanilan fosfomolibdat ve fosfotungstat i¢eren reaktiftir.
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Tablo 2. Subtilisin Carlsberg aktivite 6l¢iim islemleri

ORNEK KOR
Enzim 1 mL (50 mg) -
10 dk inkiibasyon Inkiibasyon
TCA (110 mM) 5mL 5mL
Enzim - 1mL

30 dk Inkiibasyon (37 °C) ve Filtrasyon

‘ Renklendirme ‘

Ornek Filtrat 2 mL -

Test Filtrat - 2mL
Na2COs (500 mM) 5mL 5mL
Folin Reaktifi (%025) 1mL 1mL

10 dk inkiibasyon (37 °C) ve 660 nm de absorbans o6l¢iimii

Immobilize Subtilisin Carlsberg enziminin aktivitesi, mg tasiyici basina diisen aktivite

olarak hesaplandi.

Hacimsel Aktivite:

umol tirozinxreaksiyon hacmi(ml)

U/mL=

enzim hacmi(ml)xsire(dk)xkivet hacmi(ml)

Immobilize Enzim Aktivitesi:

umol tirozinxreaksiyon hacmi(ml)

U/mg tagtyici=;

mmobilize enzim(mg)xsire(dk)xkiivet hacmi(ml)
Spesifik Aktivite:

U/ml)
mg protein

U/mg protein=
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3.2.12. Serbest ve Iimmobilize Enzim Karakterizasyonu
3.2.12.1. Optimum pH

pH 1n bir fonksiyonu olarak serbest ve immobilize Subtilisin Carlsberg
enziminin aktivitesi pH 7,0-10,0 (7,0-7,5-8,0-8,5-9,0-9,5-10,0) araliginda substrat
olarak kazein kullanilarak tayin edildi. Deneyler sirasinda kullanilan belirli pH
araligindaki tiim tamponlar 50 mM Tris-HCI ile hazirlandi. Subtilisin Carlsberg
enziminin aktivitesi standart analiz kosullarinda Olgiildii ve en yliksek aktivite
degerinin elde edildigi pH degeri baz alinarak % bagil aktivite hesaplandi. Olgiimler

en az li¢ kez tekrarlandi.
3.2.12.2. Optimum Sicaklik ve Sicaklik Stabilite

Optimum sicaklig1r belirlemek {izere, serbest enzim ve immobilize enzim
aktivitesi 25 ile 70 °C arasinda degisen sicakliklardaki inkiibasyon sicakliklarinda
Olgiildii. Sicaklik stabilitesini belirlemek igin iSe serbest ve tasiyicilar iizerine
immobilize enzim 70 °C de dort saat bekletildi ve 30 dakika araliklarla aktiviteleri

olgtildii.

Serbest ve immobilize Subtilisin Carlsberg i¢in aktivasyon enerjisi (Ea),
Arrhenius denklemi kullamilarak log v (yiizde aktivitenin logatitmasi) ve T (K)
(Kelvin cinsinden sicakligin tersi) arasindaki egiminden ortaya c¢ikan esitlik

kullanilarak belirlendi:

.
Egim = R

Subtilisin Carlsberg aktivitesi ile ilgili termodinamik parametreler, termal
stabilite profilinden elde edilen verilerden belirlendi. Subtilisin Carlsberg aktivitesinin
termal inaktivasyon sabiti(k¢) ve yari Omiirleri (ti2) 40-70 °C de araligindaki
sicakliklarda arastirildi. Geri kazanilan aktivite 0. Dakikadaki aktivitenin %100 kabul
edilmesiyle belirlendi. Elde edilen sonuglar birinci dereceden termal deaktivasyon
sabiti(kq) ve yar1 omiir siireleri (tu2) ayn1 zamanda da D degerleri (sabit bir sicakliktaki

Subtilisin Carlsberg aktivitesinin %90’ 11 inaktive etmek i¢in gereken siire) arastirilan
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her bir sicaklik i¢in hesaplandi. Bu deneysel noktalar asagidaki denklemlere gore

hesaplandi:
Ins=kgxt
A0

A 1s1l iglem sonrasi t (dk) siire sonundaki kalan aktivite, Ao ise baslangic

aktivitesi ve kg termal inaktivasyon hiz1 sabiti (dk™)’dir.

Subtilisin Carlsberg nin yar1 dmrii agagidaki esitlikten hesaplandi:

_in2
iz ==

D degeri asagidaki esitlikten hesaplandi:
D = 710

kd

3.2.13. Enzim Kinetigi

Serbest ve immobilize Subtilisin Carlsberg i¢in Michealis-Menten (Kwm) sabiti
ve maksimum reaksiyon hizi (Vmax) optimum sartlar altinda farkli substrat derisimleri

kullanilarak (0,1-5,0 mM) elde edilen Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla belirlendi.

3.2.14. Serbest ve iImmobilize Subtilisin Carlsberg ile Deri Yiizeyinden Kil
Giderimi (Dehairing)

Serbest ve immobilize Subtilisin Carlsberg enzimi ile deri yiizeyinden kil
giderimi i¢in 60 g ham keg¢i derisi kullanildi. Deri tuzun uzaklastirilmasi i¢in 4 saat
suda bekletildi ve {i¢ esit pargaya kesildi. Deriler ayr1 ayr1 %30 su ile birlikte 2,5 mg
serbest Subtilisin Carlsberg ve serbest Subtilisin Carlsberg aktivitesine esdeger
miktarda immobilize Subtilisin Carlsberg ile 24 saat muamele edildi. Ayrica kontrol
deneyi olarak, derinin 3. kismi, geleneksel kil gideriminde kullanilan %3,5 NazS ve

%6 CaO ile muamele edildi. Sonrasinda killarin deriden uzaklastirilmasi kuvvet
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uygulamadan el ile yapildi ve deriler iyice yikandi. Elde edilen deri yiizeyleri

morfolojik olarak incelenerek sonuclar karsilastirildi.

3.2.14.2. Enzimatik Kil Giderimi Uzerine inkiibasyon Siiresinin EtKkisi

Enzimatik kil giderimi iizerine inkiibasyon siiresinin etkisini belirlemek i¢in 8
ila 24 (8-16-24 saat) saat arasinda degisen inkiibasyon siireleri incelendi (reaksiyon
kosullari: pH 8,0; 30 °C, reaksiyon ortami1: %30 su ve 2,5 mg serbest SC).

3.2.14.3. Kimyasal ve Enzimatik Kil Giderimi Yapilmis Derilerin
Fabrika Olceginde islenmesi

Kimyasal ve enzimatik olarak kil giderimi yapilan derilere, kirishane tabaklama
prosesi, tabaklama sonrasi proses ve bitirme asamalar1 bir deri fabrikasinda (Ardako

Deri, Manisa, Tiirkiye) uygulandi.

3.2.15. Subtilisin Carlsberg Enziminin Transesterifkasyon Aktivitesinin

Belirlenmesi

SC enziminin organik ortamda transesterifikasyon aktivitesi i¢in N-asetil-L-fenil
alanin etil ester (APEE) ve 1-propanol arasindaki transesterifikasyon reaksiyonu
kullanildi. 10 mL THF igerisinde 1 mmol APEE ve 10 mmol alkol olacak sekilde
hazirlanan reaksiyon ortamima 50 mg immobilize SC eklendi ve optimum sicaklikta
24 saat siirekli karistirildi. Islemler ayn1 kosullarda 2,5 mg liyofilize serbest Subtilisin
Carlsberg ile tekrarlandi. Gaz kromatografisi (30 m x 250 pm x 25 pm ile DB5 kolonu,
FID dedektorii, He tastyici gazi) ile belirli zaman araliklarinda reaksiyon ortamindan

alman numune analiz edilerek reaksiyon ilerlemesi izlendi.

Transesterifikasyon  reaksiyonunun  verimi,  1l-propanol igin  GC
kromatogramindan  hesaplandi.  Kantitatif analiz i¢in, farkli  1-propanol
konsantrasyonlar1 (0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 08 M) kullanilarak konsantrasyon ve pik alani ile
standart egri cizildi.
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Sekil 21. Immobilize enzim ile transesterifikasyon reaksiyonu

3.2.15.1. Serbest ve immobilize Subtilisin Carlsberg'in Organik Céziicii

Ortamindaki Transesterifikasyon Aktivitesi Uzerindeki Sicakhgin EtKisi

N-asetil-L-fenil alanin etil ester (APEE) ve 1-propanol arasindaki enzimatik
transesterifikasyon reaksiyonu i¢in optimum sicakligi belirlemek iizere, serbest enzim
ve immobilize enzim aktivitesi 20 ile 60 °C (20-40-50-60 °C) arasinda degisen

sicakliklardaki inkiibasyon sicakliklarinda ol¢iildii.
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3.2.15.2. Serbest ve Immobilize Subtilisin Carlsberg'nin Organik Céziicii

Ortamindaki Transesterifikasyon Aktivitesi Uzerindeki Metal Iyonlarinin Etkisi

Ca?*, Mg?*, Zn?* and Fe?* iyonlarmin serbest ve immobilize Subtilisin Carlsberg

aktivitesi lizerindeki etkisini incelemek i¢in liyofilizasyon ortamina 5 mM
CaCl,.2H,0, MgS04.7H20, ZnS04.7HO ve FeS047H.O ilave edildi.

Transesterifikasyon yiizdesi belirlendi.

3.2.15.3. Serbest ve immobilize Subtilisin Carlsberg'in Organik Céziicii

Ortamindaki Transesterifikasyon Aktivitesi Uzerindeki Tuz Etkisi

CI, Br, SO42 ve NO3 iyonlarinin serbest ve immobilize Subtilisin Carlsberg
aktivitesi iizerindeki etkisini incelemek i¢in liyofilizasyon ortamina 5 mM NacCl, KBr,

Na,SO4 ve KNOsilave edildi. Transesterifikasyon yiizdesi belirlendi.
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4. BULGULAR
4.1. MK ve Perlit-CD in Karakterizasyonu

Enzim immobilizasyonu igin segilen organik yapidaki kitosan (CS) ile inorganik
yapidaki perlit (PE) in ¢esitli modifikasyonlar1 sonucu elde edilen magnetit kitosan
(MK) ve perlit-B-siklodekstrin (Perlit-CD) ile onlarin glutaraldehit (GA) ve genipin
(GE) ile gapraz baglanmasi sonucu elde edilen MK-GA, MK-GE, Perlit-CD-GA,
Perlit-CD-GE nin yiizey morfolojileri SEM analizi ile irdelendi (Sekil 22-23-24).

Sekil 22. MK vyiizey yapist
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Sekil 23. Kitosan temelli tasiyicilarin SEM goriintiileri: CS (a:250x, b: 5000x), MK
(c:250x, d: 5000x), MK-GA (e:250x, f: 5000x), MK-GE (g:250x, h: 5000x).
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Sekil 24. Perlit temelli tasiyicilarin SEM goriintiileri: Perlit (a:300x, b:2000x), Perlit-
CD (c:300x, d:2000x), PE-CD-GA (e:300x, f:2000x), Perlit-CD-GE (g:300x, h:2000x)
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Ekde edilen goriintiiler incelendiginde CS yiizeyinin agst polimerik bir yapiya
sahip oldugu goriilmektedir. MK ylizeyinde ise magnetit partikiillerinin dagilimi
goriilmektedir. Inorganik temelli tastyic1 goriintiilerine bakildiginda ise petlit yapisinin
kirik tabakali heterojen bir yap1 goriilmektedir. Modifikasyon ve g¢aptaz baglama

sonrasinda ise kirik tabakalar {izerinde polimerik yapilar goriilmektedir.

EDX teknigi ile analiz edilen malzemenin elementel bilesimini karakterize
etmek icin, elektron demeti tarafindan bombardiman edilen numuneden yayilan X-
1isinlar1 kullanilarak yaklasik 1um kadar kiiciik yiizeyler ya da fazlar yari-kantitatif
olarak analiz edilebilir. EDS ile nokta, ¢izgi analizleri yani sira elementel haritalama
miimkiindiir. Bu amagla immobilizasyonda kullanilan tagyicilarin elementel bilesimi

hakkinda bilgi edinmek i¢in EDX analiz haritalar1 sekil 25 ve sekil 26 da verilmistir.
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Sekil 25. Kitosan temelli tasiyicilarin EDX grafikleri: CS (a), MK (b), MK-GA (c),

MK-GE (d)
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Sekil 26. Perlit temelli tasiyicilarin EDX grafikleri: Perlit (a), Perlit-CD (b), Perlit-
CD-GA (c), Perlit-CD-GE (d)

EDX sonuglari magnetit kullanilarak elde edilen MK yapisinda azot atomlarinin
varligint gostermektedir. Ayrica perlit yapisinda bulunan silisyum atomlar1 da

goriilmektedir.

63




Kitosan ve perlit esasli tastyicilarin termal ayrigmasi termogravimetrik analiz

kullanilarak incelendi ve sonuglar Sekil 27-28'de gosterildi.
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Sekil 27. Kitosan temelli tasiyicilarin TGA egrileri: CS (a), MK (b), MK-GA (c), MK-

GE (d)

Kitosan temelli tasiyicinin termal ayrisma profili incelendiginde 800 °C de kiitle

kaybinin %57 civarinda oldugu goriilmektedir. MK da ise kiitle kayb1 %45 olarak

bulundu. Ayrica 100 ve 230 °C de iki temel ayrigma profili vardir.
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Sekil 28. Perlit temelli tagtyicilarin TGA egrileri:
GA (c), Perlit-CD-GE (d)

Perlit esasli tagicilarin 800 °C deki kiitle kayiplari yaklasik %6 olarak bulundu. Ham
perlitte 230 °C de bir ayrisma profili goriiliirken modifiye perlitlerde 230 ve 600 °C

civarinda iki ayrisma profili goriilmektedir.
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4.2. Tastyiciya Baglanan Protein Miktar1 ve immobilizasyon Verimi

Subtilisin Carlsberg enziminin kitosan ve perlit esasli tastyicilar {izerine
kovalent baglanma yontemiyle immobilizasyonunda, iki farkli capraz baglama ajanm
kullanild1 ve immobilizasyon verimleri karsilastirildi. Immobilizasyon verimlerinin ve
yiikleme etkinliginin belirlenmesi i¢in serbest enzim, immobilizasyon islemi sonrasi
kalan filtrat ve immobilize enzimin aktivite ve protein tayinleri ilgili prosediirlere gére

yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil 29 ve Tablo 3’te gosteridi.

100
90 A
80 A
70
60 -
50 -
40 A
30 -
20 -
10 A

Perlit-CD-GA MK-GA Perlit-CD-GE MK-GE

B immobilizasyon verimi (%) B Yukleme etkinligi (%)

Sekil 29. Farkli tasiyicilar tizerine GA ve GE ile immobilize edilmis Subtilisin
Carlsberg enziminin immobilizasyon verimi (Reaksiyon ortami: 250 mg tasiyici, 2 mL
Subtilisin Carlsberg (0,5 mg/mL); reaksiyon kosullari: pH 8,0; 25 °C; reaksiyon siiresi:
2 saat)
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Tablo 3. Farkli tastyicilara immobilize edilen Subtilisin Carlsberg’in protein miktari
ve yiikleme etkinligi

Protein Aktivite Spesifik Yiikleme

miktari (U/mL-U/mg) Aktivite Etkinligi (%0)

(mg) (U/mg

protein)

Serbest SC 0,83+0,038 6,4+0,41 7,71 -
Perlit-CD-GA-SC | 0,62+0,022 | 0,032+0,0012 0,051 62+2.3
MK-GA-SC 0,70+0,018 | 0,038+0,0014 0,054 71+1,86
Perlit-CD-GE-SC | 0,63+0,019 | 0,033+0,0015 0,052 64+1,95
MK-GE-SC 0,75+0,022 | 0,04+0,0017 0,053 76+2,21

4.3. Serbest ve immobilize Subtilisin Carlsberg in Karakterizasyonu

4.3.1. pH ve Sicakh@in Etkisinin Belirlenmesi

Enzim 6zellikleri immobilizasyon sonrasi degisebilecegi i¢in enzimin katalitik
aktivitesini etkileyebilecek parametrelerin incelenmesi biiyiilk 6nem arz eder. Capraz
baglayici1 olarak genipin ve glutaraldehit kullanilarak farkli tasiyicilar {izerine
immobilize edilmis Subtilisin Carlsberg in aktivitesi degisen pH ve sicaklik kosullari
altinda substrat olarak kazein kullanilarak 6l¢iildii ve yiizde bagil aktivite degerleri
hesaplandi. Sekil 30'da gosterildigi gibi, serbest ve farkli tasiyicilarda immobilize
edilmis Subtilisin Carlsberg nin optimum pH' benzer bulundu.

Enzimatik reaksiyonlarin hizlar1 sicaklikla artmakla birlikte, yiiksek
sicakliklarda enzimlerin protein yapilarindaki bozulmalardan dolay: aktiviteleri
azalmaktadir. Reaksiyon hizinin maksimuma eristigi noktadaki sicaklik derecesi
optimum sicaklik olarak ifade edilir. Enzimlerin optimum c¢alisma sicakliginin
tizerinde denatiirasyon baglar. Calismada serbest ve immobilize Subtilisin Carlsberg
icin optimum sicaklik degeri 50 °C olarak belirlendi (Sekil 31-33).
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Sekil 30. Farkli tasiyicilar tizerine GA ve GE ile immobilize edilmis ve Serbest
Subtilisin Carlsberg in aktivitesi tizerine pH etkisi (Serbest enzim igin reaksiyon
ortami: 5 mL kazein (%0,65), 1 mL Subtilisin Carlsberg (1 mg/mL); immobilize enzim
i¢in reaksiyon ortami: 50 mg immobilize Subtilisin Carlsberg, 5 mL kazein (%0,65);
serbest ve immobilize enzim igin reaksiyon kosullari: 37 °C, inkiibasyon siiresi: 10 dk)
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Sekil 31. Farkli tasiyicilar tizerine GA ve GE ile immobilize edilmis ve Serbest
Subtilisin Carlsberg nin aktivitesi tizerine sicaklik etkisi (Serbest enzim i¢in reaksiyon
ortami: 5 mL kazein (%0,65), 1 mL Subtilisin Carlsberg (0,5 mg/mL); immobilize
enzim icin reaksiyon ortami: 50 mg immobilize Subtilisin Carlsberg, 5 mL kazein
(%0,65); serbest ve immobilize enzim aktivetsi i¢in O6l¢iim kosullari: pH 8,0;
inkiibasyon siiresi: 10 dk)
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Sekil 32. Serbest SC (a), MK-GA-SC(b) ve MK-GE-SC (c)’nin Response Surface ve

Contour grafikleri
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Sekil 33. Serbest SC (a), Perlit-CD-GA-SC (b) ve Perlit-CD-GE-SC (c) nin Response
Surface and Contour grafikleri

4.3.2. Sicakhik Stabilitesi

Sicaklik kararliligi immobilize enzimlerin uygulamalarinda Onemli bir kriter
oldugundan bu konu iizerinde ¢alismalar artmaktadir. Yiiksek sicakliklarda serbest
enzimler deaktive olurken, immobilize enzimlerde tasiyici genellikle enzim i¢in termal
bir kalkan olusturmaktadir. Serbest ve immobilize Subtilisin Carlsberg nin sicaklik
stabilitesinin incelenmesi amaciyla 70 °C de 4 saat bekletilen serbest ve immobilize

Subtilisin Carlsberg aktivitesi 30 dakika araliklarla 6lgiilerek bagil aktivite olarak
hesaplandi (Sekil 34).
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Sekil 34. GA ve GE ile farkli tasiyicilar tizerine immobilize edilmis ve serbest
Subtilisin Carlsberg in 70 °C deki sicaklik stabilitesi (inkiibasyon siiresi :240 dk)

Tablo 4 de verilen bu sonuglar degerlendirildiginde Subtilisin Carlsberg
enziminin yar1 Omiir siirelerinde ve D degerlerinin kovalent immobilizasyon
sonrasinda tiim sicakliklarda arttig1 gortilmiistiir. Bu sonuglar, farkli tastyicilar tizerine

immobilize edilen Subtilisin Carlsberg in termal stabilitesinin serbest Subtilisin

Carlsberg den daha yiiksek oldugunu gostermektedir.

Tablo 4. Serbest ve farkli tastyicilar lizerine immobilize edilen Subtilisin Carlsberg

250

in termal inaktivasyon parametreleri (Stabilite kosullar1: 70 °C; 240 dk)

ko (dk? t12 (dk
Serbest SC 0,0072 95,8 319
Perlit-CD-GA-SC 0,0030 231 767
MK-GA-SC 0,0042 165 548
Perlit-CD-GE-SC 0,0033 210 697
MK-GE-SC 0,0044 165 523
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4.3.3. Enzim Kinetigi

Serbest Subtilisin Carlsberg enziminin Km ve Vmax degerlerini belirlemek igin
kazein substratin farkli derisimleri kullanilarak elde edilen Lineweaver- Burk grafigi

Sekil 35 de gosterilmistir.
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Sekil 35. Serbest Subtilisin Carlsberg enziminin kazein substrati ile elde edilen
Lineweaver- Burk grafigi

(Reaksiyon ortami: 0,5 mg/mL Subtilisin Carlsberg, kazein; reaksiyon kosullari:
pH:8.0, 50 °C)

Immobilize Subtilisin Carlsberg enzimi i¢in 0,05 M, pH 8,0 Tris-HCI tamponu
igerisinde hazirlanan Kazein substratin belirli derisimleri (0,97-1,94-2,91-3,88-4,85-
6,06-7,28 mM) kullanilarak 6lgiilen aktivite degerleri ile olusturulan Lineweaver-

Burk grafigi Sekil 36°te gosterilmistir.
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Sekil 36. Farkli tagiyicilar iizerine immobilize edilmis Subtilisin Carlsberg enziminin
Lineweaver- Burk grafigi (Reaksiyon ortami: 50 mg immobilize Subtilisin Carlsberg;
5 mL Kazein. Reaksiyon kosullari: pH:8,0 ;50 °C; reaksiyon siiresi:10 dk)
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Tablo 5. Serbest ve Immobilize SC nin hidroliz aktivitesine iliskin Km Ve Vmax

degerleri

Vmax (umol/mL)

Serbest SC 5,29

Vmax (umol/g tasiyici)
Perlit-GA-SC

Perlit-CD-GA-SC 2,38
MK-GA-SC 3,03
Perlit-GE-SC 2,76
Perlit-CD-GE-SC 2,88
MK-GE-SC 3,84

4.4. Serbest ve Immobilize Subtilisin Carlsberg ile Deri yiizeyinden Kil
Giderimi (Dehairing)

4.4.1. Inkiibasyon Siiresinin Enzimatik Kil Giderimi Uzerine Etkisi

Enzimatik kil giderimi prosesinde enzimin deri yiizeyindeki fibril paketleriyle ve kil
kokii etrafindaki yapisal olmayan proteinlerle etkilesimi kil gideriminin temel
prensibidir. Bu nedenle bu etkilesimin siiresi kil gideriminin etkinligini etkilemektedir.
Deri pargast 3 esit parcaya boliinerek ayni reaksiyon sartlarinda fakat farklh

inkiibasyon siireleri (8,16,24 saat) ile enzimatik kil giderimine tabi tutuldu (Sekil 37).
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Kil Giderim Oncesi

8 Saat Sonra 16 Saat Sonra 24 Saat Sonra

Kil Giderim Sonrasi

Sekil 37. Enzimatik kil giderimine inkiibasyon siiresinin etkisi (enzimatik islem

ortami: %30 su, 2,5 mg Subtilisin Carlsberg; enzimatik islem kosullar1: pH 8,0; 30 °C)

Elde edilen sonuglar 8 ve 16 saatlik inkiibasyon siirelerinin enzimin yiizeydeki
fibril paketlerini agarak kil folikiilleri etrafindaki yapisal olmayan proteinleri hidroliz
etmek icin yeterli olmadigim1 gostermektedir. Deri ylizeyinin tamamen killardan

aridirilmasi i¢in en az 24 saat inkiibasyon gerekli oldugu goriildii.

4.4.2. Serbest Enzim, Iimmobilize Enzim ve Kimyasal Yontem ile Kil

Giderimi

Deri islemede kirletici olusturan temel siire¢ deri ylizeyinden fibriler proteinlerin

uzaklastirilmasidir. Bu siirecte kullanilan kimyasal yontemler esnasinda kullanilan
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stilfitler bu kirleticilerin basinda gelmektedir. Kimyasal yontemlere alternatif olarak
enzimlerin kullanilmastyla bu fibriler proteinlerin uzaklastirilmasi kimyasal kirletici
olusturmayan c¢evre dostu bir yontem olarak 6nem kazanmaktadir. Bu amagla ham keg¢i
derisinden kesilen iki 6zdes parcadan birisi kimyasal kil giderimine digeri ise

enzimatik kil giderimine tabi tutulmustur (Sekil 38).

Pargalar oncelikle agirliklarinin %300 i kadar suda bekletilerek yiizeylerindeki
tuz ve kirliliklerin temizlenmesi saglandi. Kimyasal islem ortami deri agirhiginin %30
u kadar su, %3,5 i kadar sodyum siilfit ve %6 s1 kadar kalsiyum oksitten olusurken
enzimatik iglem ortami deri agirhiginin %30 ukadar su ve 2,5 mg enzim katisindan
olugsmaktadir. Kimyasal islem ortam kosullari pH 12,57; 30 °C ve 24 saat inkiibasyon
iken enzimatik islem ortam kosullar1 pH 8,0 ;30 °C ve 24 saat inkiibasyon olarak
gergeklesti.
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Ham Deri

Kil Giderim Oncesi

Kil Giderim Sonrasi

Sekil 38. Serbest Subtilisin Carlsberg (A), immobilize Subtilisin Carlsberg (B) ve
geleneksel (kimyasal) yontem (C) ile kil giderim akis semasi (kimyasal giderim
ortamt: %30 (w/v) su, %3,5 Na.S, %6 CaO; kimyasal giderim kosullari: pH 12,57, 30
°C, 24 saat; serbest enzim ile giderim ortami: %30 su, 2,5 mg Subtilisin Carlsberg
katisi; immobilize enzim ile giderim ortami: %30 (w/v) su, 2,5 mg Subtilisin Carlsberg
aktivitesine esdeger miktarda immobilize enzim, enzimatik giderim kosullari: pH

8,0;30 °C; inkiibasyon siiresi: 24 saat)
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Elde edilen sonuglar enzimatik kil gideriminde deride daha piiriizsiiz ve
yumusak bir yilizey olustugunu gostermektedir. Kimyasal kil gideriminde ise daha sert

ve fibriler bir ylizey oldugu goriilmektedir.

Ayrica hem enzimatik hemde kimyasal islem ile kil giderimi sonrasi derilerin
nihai kullanima gelene kadar yapilan tiim islemler deri fabrikasinda gerceklestirilmis

olup elde edilen yiizeyler asagidaki gibidir (Sekil 39).

Sekil 39. Serbest Subtilisin Carlsberg (A), immobilize Subtilisin Carlsberg (B) ve geleneksel

(kimyasal) yontem (C) ile kil giderimi sonrasi diger deri isleme siireglerinden gegirilen deri

ylizeyleri

4.4.3. Deri Yiizey Morfolojisinin Karakterizasyonu

Kimyasal ve enzimatik kil gideriminin molekiiler mekanizmasi birbirinden farkl
oldugundan yiizey morfolojisindeki degisimlerde farkli olmaktadir. Bu nedenle her iki
yontemle gerceklestirilen kil gideriminin deri yiizeyinde olusturdugu morfolojik etki,
derinin islenmeside sonraki asamalar1 etkilemekle birlikte endiistriyel kullanima hazir
hale gelecek olan nihai formunu da farkli olarak etkileyecektir. Sekil 40 da kimyasal
ve enzimatik kil giderimi sonrasinda deri yiizeylerinin SEM ile ¢ekilmis goriintiileri

goriilmektedir.
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Kimyasal kil giderimi

1mi

Enzimatik kil gider

Sekil 40. Kimyasal ve enzimatik kil giderimi sonrasi elde edilen deri ylizeyine ait SEM
gortintiileri (A: 250X, B:1000X, C:2000X)

4.5. Propanol Standart Egrisinin Olusturulmasi ve Subtilisin Carlsberg in
Transesterifikasyon Aktivitesinin Hesaplanmasi

Subtilisin Carlsberg in transesterifikasyon aktivitesi THF ortaminda N-asetil-L-
fenil alanin etil ester (AFEE) ve l-propanol arasinda gergeklesen enzimatik
transesterifikasyon reaksiyonu ile kromatografik olarak belirlendi. Reaksiyon
ortamindan 24 saat sonra 6rnek alindi ve igerisine i¢ standart (dodekan) eklenerek GC
ne verildi. Enzimatik transesterifikasyon aktivitesi 1 dakikada harcanan umol alkol (1-

propanol) miktar1 olarak belirlendi.

Oncelikle 1-propanol, THF ve dodekan ayr1 ayr1 GC ye verilerek her birinin

kromatogramdaki pik yerleri (alikonma zamani) belirlendi.
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Sekil 41. Transesterifikasyon reaksiyon ortaminda bulunan THF (¢6zgen), 1-propanol

(substrat) ve dodekana (i¢ standart) ait GC Kromatogramlari.

Kromatogramlar incelendiginde THF e ait pik in 1,59 dk da, propanol e ait pikin
1,43 dk dave dodekan (i¢ standart) a ait pikin 5.01 dk civarinda oldugu goriilmektedir.

Standart grafigi olusturmak i¢in 0,1-0,2-0,4-0,6-0,8 M propanol ¢ozeltileri

hazirlanarak igerisine i¢ standart (0,025 M) eklenerek GC ye verildi. Propanol iin her

bir konsantrasyonu i¢in kromatogramlardan elde edilen propanol ve i¢ standart alanlari

belirlendi. Propanol konsantrasyonuna karsilik propanol pik alani/i¢ standart pik alani
grafigi ¢izildi (Sekil 42-43).
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Sekil 42. Farkli konsantrasyonlardaki 1-propanol standart ¢ozeltilerine (0,1-0,2-0,4-0,6-0,8
M) ait GC Kromatogramlart.
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Sekil 43. 1-Propanol standart grafigi.

83



Subtilisin Carlsberg enziminin aktivitesi kromatografik olarak tayin edildi.
Aktivite 6lglimii igin cam tiip i¢erisinde 5 mL THF ortamui igerisinde 2,5 mg liyofilize
Subtilisin Carlsberg enzimi, 20 mM AFEE ve 0,8 M 1-propanol olacak sekilde
reaksiyon ortami olusturuldu. 90 dakika sonunda reaksiyon ortaminda numune
alinarak transesterifikasyon aktivitesinin belirlenmesi i¢in GC de analiz edildi. 24 saat

sonra alinan numune ise transesterifikasyon yilizdesinin belirlenmesi i¢in GC de analiz

edildi.

harcanan pymol propanol/dk

Serbest Enzim Aktivitesi (U/mg) =

liyofilize enzim miktari(mg)

harcanan pmol propanol/dk

Immobilize Enzim Aktivitesi (U/g tastyic1)=

immobilize enzim miktari(g)

Harcanan 1—propanol (mol)
Baslangi¢ 1—propanol (mol)

Transesterifikasyon Yiizdesi= x100

4.5.1. Transesterifkasyon Aktivitesi Uzerine Sicakhk Etkisi

Enzimlerle katalizlenen reaksiyonlarin hizlar1 sicaklikla artmakla birlikte,
yiiksek sicakliklarda enzimlerin protein yapilarindan dolay1 aktiviteleri azaldik¢a bu
reaksiyonlarin hizlar1 azalmaktadir. Reaksiyon hizinin maksimuma eristigi noktadaki
sicaklik derecesine optimum sicaklik denir. Enzimlerin optimum calisma sicakliginin
tizerinde denatiirasyon baglar. Calismada serbest ve immobilize Subtilisin Carlsberg
in transesterifikasyon yiizdesi i¢in optimum sicaklik degeri 50 °C olarak belirlendi
(Sekil 44).
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Sekil 44. Sicakligin Subtilisin Carlsberg nin transesterifikasyon yiizdesi tizerine etkisi
(reaksiyon ortami: 2,5 mg liyofilize Subtilisin Carlsberg veya 50 mg immobilize
enzim; 20 mM AFEE; 0,8 M propanol. Reaksiyon siiresi: 24 saat

45.2. Transesterifkasyon

Konsantrasyonunun EtkKisi

Aktivitesi Uzerine Substrat

Serbest ve immobilize Subtilisin Carlsberg enzimi ile farkli substrat derisimleri
(5-10-20-30-40 mM AFEE) kullanilarak olgiilen aktivite degerleri ile olusturulan

Lineweaver-Burk grafigi Sekil 45 ve 46 da gosterilmistir.
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Sekil 45. Serbest Subtilisin Carlsberg’in transesterifikasyon aktivitesine iliskin
Lineweaver- Burk grafigi (Reaksiyon ortami: 5SmL THF igerisinde 2,5 mg liyofilize
Subtilisin Carlsberg, 5-40 mM AFEE ve 0,8 M 1-propanol; reaksiyon kosullar:
pH:8,0;50 °C; inkiibasyon siiresi: 90 dk)
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Sekil 46. Immobilize Subtilisin Carlsberg’in transesterifikasyon aktivitesine iligkin
Lineweaver- Burk grafigi (Reaksiyon ortami: SmL THF igerisinde 50 mg immobilize
Subtilisin Carlsberg, 5-40 mM AFEE ve 0,8 M 1-propanol; reaksiyon kosullar::
pH:8,0;50 °C; inkiibasyon siiresi: 90 dk)

Bir enzim i¢in Km degeri, maksimumum hizin yarisina erisildigi andaki substrat
konsantrasyonunu ifade eder. Bunun yan1 sira Km degeri ne kadar kiigiikse enzimin

substrata ilgisi o kadar yiiksek olmaktadir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde
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Subtilisin Carlsberg enziminin AFEE ve 1-propanol arasindaki transesterifikasyon
reaksiyonu katalizledigi reaksiyona iliskin serbest ve immobilize enzimin Km ve Vmax

degerleri Tablo 6 da gosterilmistir.

Tablo 6. Serbest ve Immobilize Subtilisin Carlsberg nin transesterifikasyon
aktivitesine iliskin Km ve Vmax degerleri

Vmax (umol/mL)

3,95
Vmax (umol/g tasiyicn)

32,2

Serbest SC

Perlit-GA-SC

Perlit-CD-GA-SC 19,7
MK-GA-SC 19,63
Perlit-GE-SC 18,68
Perlit-CD-GE-SC 20,9
MK-GE-SC 19,89

453.  Liyofilizasyon ~ Ortamma  Metal Iyonu  Tlavesinin
Transesterifkasyon Aktivitesi Uzerine Etkisi

Ca2*, Mg?*, Zn?* ve Fe?* iyonlarm Subtilisin Carlsberg aktivitesi iizerine etkisini
incelenmek amaciyla liyofilizasyon ortamina 5 mM olacak sekilde CaCl..2H>0,
MgS04.7H20, ZnS04.7H20 ve FeSO4.7H.O katis1 ilave edilerek metal iyonu

ilavesinin transesterifikasyon ytiizdesine etkisi de belirlendi (Sekil 47).
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Sekil 47. Liyofilizasyon ortamima metal iyonu ilavesinin Subtilisin Carlsberg nin
transesterifikasyon yiizdesi tizerine etkisi (reaksiyon ortami: 2,5 mg Subtilisin
Carlsberg veya 50 mg immobilize enzim, 20 mM AFEE, 0,8 M propanol; reaksiyon
kosullari: 50 C, reaksiyon siiresi: 24 saat)

45.4. Liyofilizasyon Ortamma Tuz ilavesinin Transesterifkasyon
Aktivitesi Uzerine EtKisi

Cl, Br, SO42 ve NOz iyonlarin Subtilisin Carlsberg aktivitesi iizerine etkisini
incelenmek amaciyla liyofilizasyon ortamina 5 mM olacak sekilde NaCl, KBr, Na2SO4

ve KNOs katisi ilave edilerek tuz iyonu ilavesinin transesterifikasyon yiizdesine etkisi

de belirlendi (Sekil 48).
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Sekil 48. Liyofilizasyon ortamina tuz ilavesinin Subtilisin Carlsberg aktivitesi ve
transesterifikasyon yiizdesi tizerine etkisi (Reaksiyon ortami: 2,5 mg liyofilize
Subtilisin Carlsberg veya 50 mg immobilize enzim, 20 mM AFEE, 0,8 M propanol;
reaksiyon kosullari: 50 °C, reaksiyon siiresi: 24 saat)
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Subtilisin Carlsberg immobilizasyonu igin hazirlanan tasiyicilarin  SEM
goriintiileri incelendiginde, CS yiizeyinde ags1 bir yiizey goriiliirken MK yiizeyinde
ise ags1 yap1 iizerinde kompozit olusturan magnetit partikiilleri goriilmektedir. MK-
GA ve MK-GE yiizeyleri incelendiginde ise ¢apraz baglayicilarin yiizeyde daha siki
bir ag 6rgiisii olusturdugu goriilmektedir. Yagar ve Balkan [106], Zhang ve arkadaslar1
[107] ve Wang ve arkadaglari [108] tarafindan yapilan ¢alismalarda da kitosan
ylizeyindeki agsi polimerik yapilar oldugu ve manyetit partikiillerinin ylizey
tizerindeki varligit SEM ile gosterilmistir. PE yiizeyi incelendiginde kirik tabakali
heterojen bir yap1 goriilmektedir. Perlit-CD-GA ve Perlit-CD-GE yiizeyleri
incelendiginde ise capraz baglayicilarin tabaka yiizeylerinde polimerik bir yapi
olusturdugu goriilmektedir. Tashnizi ve arkadaslar1 [109] yaptiklar1 ¢alismada SEM
analizi ile asetilkolin esteraz immobilizasyonu i¢in kullanilan perlitin yiizeyinin kirik
tabakali yapiya sahip oldugunu bildirmislerdir. Torabi ve arkadaslar1 [110] da
kolesterol oksidaz immobilizasyonu i¢in kullanilan perlit yiizeyinin heterojen dagilmis
tabakalardan olustugunu yaptiklart SEM analizi ile rapor etmislerdir. Ozmen ve
arkadsalar1 [111] bildirilen bir diger caligmada glutaraldehit ile lipaz immobilizasyonu
i¢in kullanilan perlit yiizeyindeki polimerik yapilar SEM ile gosterilmistir. Belyakova
ve arkadaslar1 [112] adsorban olarak kullanmak tizere hazirladiklar1 B-siklodekstrin
modifiyeli perlitin yiizey morfolojisini SEM ile karakterize ederek perlit yiizeyinde 3-

siklodekstrine ait polimerik yapilarin varligindan bahsetmislerdir.

Immobilizasyon igin hazirlanan tasiyicilarin termal ayrisma profilleri incelendi.
CS temelli tasiyicilar igin tiim termal ayrisma profilleri, biri 100°C’den baglayip digeri
230°C’de olmak iizere iki ana agama gostermektedir. 100°C'deki kiitle kaybinin nedeni
fiziksel bagli suyun oldugu soylenebilir. 230°C'deki kiitle kaybi ise hidroksil
gruplarinin  kopmasindan kaynaklanabilir. 800°C'deki toplam kiitle kayiplar
incelendiginde CS da %57°lik kiitle kayb1 gozlenirken MK-GA ve MK-GE i¢in kiitle
kaybinin ise %45 civarinda oldugu goriildii. PE temelli tasiyicilarin termal ayrisma
profilleri incelendiginde 800 °C deki kiitle kayiplari %6 civarinda oldugu
gortilmektedir. Perlit-CD i¢in 250 °C civarinda bir ayrisma oldugu goriiliirken Perlit-
CD-GA ve Perlit-CD-GE i¢in ise 250 °C ile birlikte 600 °C civarinda da bir ayrigsma
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profili goriilmektedir. 250 °C civarindaki kiitle kaybi hidroksil gruplarmin
kopmasindan kaynaklanabilir. 600 °C deki kiitle kaybina ise ¢apraz baglamadan ve
siklodekstrin modifikasyonundan kaynaklanan polimerik yapilarin bozunmasi neden
olabilir. Acharyulu ve arkadaslar1 [113] kitosanin TGA spektrumunun %65’ nin 840°C
civarinda bozundugunu ve calisma sonucunda kalan kitosanin %35,07’sinin tortu
benzeri formda geri kaldigini rapor etmislerdir. Shouman ve arkadaslari [114]
yaptiklar1 ¢alismada kitosanin 100°C’ye kadar olan sicaklik araliginda kiitle kaybinin
%5,26 gibi diisiik oranda olmasini nemin uzaklastirilmasi nedeniyle oldugunu, 216-
316 °C civarindaki ikinci asamada %24,5’luk kiitle kaybmin depolimerizasyon
reaksiyonlarindan kaynaklandigini bildirmiglerdir. Ayrica 316-600°C arasindaki
sicaklikta ise %10,08’lik bir kiitle kayb1 oldugunu tespit etmislerdir. El-Hefian ve
arkadaglar1 [115] yaptiklart ¢alismada TGA egrisinde kitosanin 2 basamakta kiitle
kayb1 gosterdigini, birinci basamakta 30 ile 145°C arasinda nemin buharlagmasi
nedeniyle %5°lik kiitle kaybinin oldugunu, ikinci basamagin ise yaklasik 150°C
civarinda bagladigina ve %47 kiitle kaybinin oldugunu belirtmiglerdir ve bu kaybin
kitosanin dekompozisyonundan kaynaklandigini rapor etmislerdir. Mohammadi ve
arkadasglar1 [116] tarafindan FesO4’lin TGA egrisinde goriilen ilk kiitle kaybinin, 250
°C’den az bir sicaklikta fiziksel olarak absorbe edilen suyun uzaklagmasi nedeniyle,
ikinci kiitle kaybinin ise sentezi sirasinda Fe3Os nanopatikiiliiniin ylizeyine absorbe

olan hidroksil gruplarindan kaynaklandigi rapor edilmistir.

GA ve GE ile kitosan ve perlit esasl tasiyicilar lizerine Subtilisin Carlsberg
immobilizasyonu incelendiginde kitosan esasli tasiyicilara immobilizasyon verimi
yaklasik %60 iken perlit esasli tagiyicilarin immobilizasyon verimi ise yaklasik %40
tir. Thakrar ve arkadaslari [117] tarafindan yapilan ¢alismada proteaz enzimi organik
yapili kitosan ve inorganik yapili silika iizerine immobilize edilmis ve immobilizasyon
verimi kitosan i¢in %81 ve silika i¢in %37 olarak bulunmustur. Bu durum organik bir
yapiya sahip kitosanin dogal yapisinda serbest amino gruplar1 bulunurken inorganik
bir yapiya sahip perlit yapisinda amino grubu bulunmayip silanlama ile amino gruplari
olusturulmaktadir. Bu nedenle enzimin baglanmasinda rol oynayacak amino grubu
yiizdesi kitosanda daha fazla oldugundan immobilizasyon verimininde daha ytiksek

olmasit beklenen bir durumdur.
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Serbest ve immobilize Subtilisin Carlsberg in aktivitesi tizerine pH ve sicakligin
etkisi sonuglar1 incelendiginde termofilik ve alkalifik bir bakteriden izole edilen bu
enzim aktivitesinin optimum pH ve sicakligmmin sirasiyla 8,0 ve 50 °C oldugu
goriilmektedir. Farkli tastyicilar iizerine immobilize edilmis Subtilisin Carlsberg
aktvitesinin de optimum pH ve sicakligi benzer olarak bulundu. Liu ve arkadaslar
[118] tarafindan yapilan bir ¢aligmada seliilloz bazli fonksiyonellestirilmis bir
tastyictya immobilize edilen subtilisin aktivitesinin optimum pH ve sicakliginin
sirasiyla 8,0 ve 50 °C oldugu belirtilmistir. Ayrica Ferreira ve arkadaslar1 [119]
tarafindan yapilan calismada serbest ve silika tiirevleri {lizerine immobilize edilen
Subtilisin Carlsberg aktivitesinin optimum pH ve sicakliginin sirasiyla 8,0 ve 60 °C
oldugu bildirilmistir. Bir diger c¢alismada Yang ve arkadaslar1 [120] Subtilisin
Carlsberg in maksiumu aktivite gosterdgi pH ve sicakligi sirasiyla 8,0 ve 60 °C olarak
bildirmislerdir. Yust ve arkadaglar1 [121] ile birlikte Mahmod ve arkadaslarininda
[122] yaptigi caligmalarda serbest ve bazi tastyicilar iizerine immobilize edilmis
Subtilisinlerin optmimum aktivite gosterdigi pH ve sicaklik yine sirasiyla 8,0 ve 50 °C
olarak belirtilmistir. Calismamizda gerceklestirilen optimizasyon calismasi sonucu
elde edilen pH ve sicaklik grafigi incelendiginde optimum pH ve Sicakligin altinda
serbest enzimin immobilize enzime goére aktivitesi daha yiiksektir. Bu duruma
immobilizasyon esnasinda enzimin tasiyiciya kovalent baglanmasi ile meydana gelen
aktivite kayb1 neden olabilmektedir. Fakat optimum pH ve sicaklifin iizerinde ise
immobilize enzimin aktivitesini daha etkin ve genis bir aralikta siirdiirdiigiini
sOyleyebiliriz. Clinkli enzimin bir tasiyici iizerinde bulunmasi onu sert ¢evresel
kosullara karsi daha dayanikli hale getirmektedir. Yang ve arkadaglar1 [123] tarafindan
yapilan bir ¢alismada karboksil fonksiyonlu manyetik boncuklar iizerine immobilize
edilen Alkalaz enzimi aktivitesinin optimizasyonu ¢alismasinda da optimum pH ve
sicakligin alt bolgelerinde serbest enzim (%60-70) immobilize enzimden (%50-60)
daha iyi bir aktive gostermistir. Bir diger serbest ve immobilize Subtilisin Carlsberg
aktivitesinin optimizasyonu calismasinda Ozbek ve Unal [124] da optimum pH ve
sicakliktan diisiik pH ve sicaklikta serbest enzim (%65) immobilize enzimden (%40)
daha iyi aktivite gdstermistir. Immobilizasyon islemi Subtilisin Carlsberg in
endiistriyel uygulamalarda kullanimini kolaylastirmaktadir. Ayrica bir¢cok endiistriyel
uygulamadaki alkalen pH ve yiiksek sicaklik gerektiren proseslerde yiiksek endiistriyel

potansiyelini daha da artirmaktadir.
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Her ne kadar enzimin tasiyictya kovalent olarak immobilizasyonu enzim
aktivitesinde kayiplara sebep olsada enzimin termal karaliligini, ¢ozelti ortaminda
serbest olarak bulunan enzime gore ciddi oranda artirmaktadir. Serbest ve immobilize
Subtilisin Carlsberg in termal stabilite grafikleri incelendiginde her ne kadar termal
dayanimi yliksek bir enzim olsa da 4 saatin sonunda enzimin aktivitesini %20
civarinda siirdiirebildigi goriilmektedir. Enzim immobilizasyonu ise aktivitenin %60 a
kadar korunmasini saglamaktadir. Ayrica inorganik yapisi sebebiyle perlit esash
tagtyicinin aktivitenin korunmasinda daha etkili oldugu soOylenebilir. Yang ve
arkadaglar1 [123] tarafindan ¢alismamiza benzer sartlarda serbest ve immobilize
Alkalaz (Subtilisin Carlsberg) ile gergeklestirilen termal stabilite caligmasinda 240 dk
sonunda serbest enzimi aktivitesinin %20 sini siirdiiriirken immobilize enzim ise %40
mi1 sirdiirdiigiini rapor etmistir. Ayrica Mahmod ve arkadaglar1 [122] tarafindan
yapilan serbest ve immobilize proteaz enzimine iliskin termal stabilite calismasinda da
serbest enzimin aktivitesi %35 e diiserken immobilize enzimin aktivitesi %50 distigi
bildirilmistir.

Sicaklik kararliligt immobilize enzimlerin uygulamalarinda 6nemli bir kriter
oldugundan bu konu iizerinde fazla sayida c¢alismalar bulunmaktadir. Yiiksek
sicakliklarda serbest enzimler deaktive olurken, immobilize enzimlerde tasiyict
genellikle enzim agisindan yiiksek sicakliga karsi koruyucu bir durum sergilemektedir.
Immobilizasyon islemi ile enzimlerin bicimsel esnekligi degisime ugramaktadir. Bu
sonuglar, tasiyicilar iizerine immobilize edilen Subtilisin Carlsberg in termal
stabilitesinin serbest olandan daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Enzimin
tastyictya immobilizasyonu enzimin dayanikliligini arttirir ve bu durum genellikle
enzimin artan sicakliga karsi kararliligimmin artmasimi saglamaktadir. Termal
inaktivasyon parametreleri incelendiginde perlit esash tasiyici ilizerine immobilize
edilen Subtilisin Carlsberg in yar1 omrii, serbest Subtilisin Carlsberg ile
karsilagtirildiginda yaklasik 2,5 kat artken kitosan esasl tasiyici iizerine immobilize
edilen Subtilisin Carlsberg in yar1 6mrii serbest Subtilisin Carlsberg e gore yaklasik
1,5 kat artmistir. Bu yar1 6mriiniin artmasi, yapinin denatiirasyona kars1 dayanikliligim
desteklemis olabilecek organik ve inorganik tasiyiciya kovalent enzim baglanmasina
bagl olabilir [112-113]. Ayrica TG egrilerinde de gosterilmis olan perlit in kitosan
gore daha yiiksek termal dayanima sahip olmasi tasiyici iizerindeki enzimin yari

Omriine de yansimis oldugu goriilmektedir.
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Enzim kinetigi ¢alismalarinda farkli substrat konsantrasyonlar1 kullanilarak
elde edilen Lineweaver-Burk grafikleri incelendiginde Subtilisin Carlsberg in
maksimum aktivitesinin yarisina ulagsmasi i¢in gereken substrat konsantrasyonunun
immobilizasyon sonrasi arttigi goriilmektedir. Bu durumun sebebi enzimin peptit
baglarina ulasarak hidroliz etme siireci immobilizasyondan sonra degiskenlik
gostermesi olarak sOylenebilir. Riggers ve arkadaslart [125] tarafindan yapilan,
Bacillus lentus tan izole edilmis bir proteazin sentetik substrat hidroliz etmesine iligskin
kKinetik calismada Km degerinin immobilizasyon sonrasi arttigi bildirilmistir. Ayrica
Ferreira ve arkadaslar1 [66] tarafindan yapilan dogal substrat kazein in serbest
Subtilisin Carlsberg ile hidrolizine iliskin kinetik ¢alismada Km degeri 2,5 mM olarak

bulunurken immobilize Subtilisin Carlsberg i¢in 4,3 mM olarak bulunmustur.

Subtilisin Carslberg in hidroliz aktivitesinin endiistriyel bir uygulamasi olarak
ham deri ylizeyinden kil giderimi g¢alismasi yapildi. Bu ¢aligmalar serbest enzim,
immobilize enzim ve geleneksel kimyasallar kullanilarak 3 grupta gergeklestirildi.
Enzimatik ve kimyasal yontem ile gergeklestirilen kil giderimi sonrasi elde edilen deri
yiizeylerinin morfolojisi SEM ile incelendiginde enzimatik yontemle kil giderimi
yapilmis deri yiizeyinde ayrilmis ve yonlenmis fibril paketler goriiliirken kimyasal
yontem ile kil giderimi yapilmis deri yilizeyinde ise siki fibril paketlerin varligi
goriilmektedir. Sonug olarak enzimatik kil giderimi ile elde edilen yiizeyin daha
piiriizsiiz ve yumusak oldugu deri yiizeyi gorsellerinde de goriilmektedir. Souza ve
Gutterez [126], Paul ve arkadaslar1 [127], Christopher ve arkadaslar1 [128] tarafindan
yapilan enzimatik ve kimyasal kil giderimi ¢alismalar1 sonucunda da benzer deri
morfolojileri goriilmektedir. Bu durum enzimin yilizeydeki fibril paketlerinin
acilmasinda daha basarili olmasiyla agiklanabilir. Ciinkii enzim ile kil gideriminde
enzim kil folikiilleri etrsfindaki yapisal olmayan proteinleri hidroliz ederek kilin
serbest kalmasmi saglarken kimyasal kullanilan yontemde dogrudan kilin sert

kimyasallarla deformasyonu saglanir [128].

Islemeye uygun bir deri yiizeyi elde etmede kimyasal ydénteme gore daha
basaril1 bir sonu¢ veren enzimatik yontemin ayrica isleme siirecinde sert kimyasallar

kullanilmadig i¢in pH diisiirme gereksinimine ihtiya¢ duymamasi maliyet diigiirme
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acisindan da onu daha avantajli hale getirmektedir. Ayrica kimyasal yontemde
kullanilan CaO ve NaxS gibi sert kimyasal kullanimi s6z konusu olmadigindan daha

cevreci bir yontem olabilecegi de sOylenebilir.

Subtilisin Carslberg in hidroliz aktivitesi yani sira transesterifikasyon
aktivitesinin de oldugu bilinmektedir. Calismamizda THF ortaminda N-asetil-L-fenil
alanin etil ester (AFEE) ve 1-propanol arasinda gerceklesen transesterifikasyon
reaksiyonu model alinarak Subtilisin Carlsberg in transesterifikasyon aktivitesi
caligmalar1  gerceklestirildi. Aktivite tayini GC ile kromatografik olarak
gerceklestirildi. Enzimin transesterifkasyon aktivitesinin optimum sicakligi hidroliz
aktivitesinde oldugu gibi 50 °C olarak belirlendi. Shah ve arkadaslar1 [129] ve Prasad
ve Roy [130] tarafindan yapilan c¢alismalarda Subtilisin Carlsberg ile
transesterifikasyon reaksiyonu gerceklestirilmis olup optimum sicaklik 60 °C olarak
bildirilmistir.

Subtilisin Carlsberg diger proteazlardan farkli olarak organik ¢6ziicii ortaminda
da aktivitesini siirdiirebilmektedir. Bu sebeple organik ortamda gerceklesen
transesterifikasyon aktivitesinin karakterizasyonu i¢in organik ¢oziicli ortamina metal
Iyonu ve tuz ilavesinin enzim aktivitesi tizerine etkisi incelendi. Elde edilen sonuglar
metal iyonu ilavesinin tansesterifikasyon yiizdesini kontrol grubuna gore %10
civarinda azalttigi goriiliirken tuz ilavesi ile tansesterifikasyon yiizdesinde kontrol
grubuna gore % 60-80 arasinda belirgin bir azalma oldugu goriilmektedir. Benzer
sonuglar Tekin [131] tarafindan yapilan ¢alismada da bildirilmis olup tuz ilavesi ile
aktivite degerlerinin % 70 civarinda azaldig: belirtilmistir. Proteazlarin stabilitesini
korudugu bilinen, enzimin aktif bolgesinin konformasyonunun yiiksek sicakliklarda
korunmasinda énemli islevi olan ve termal denatiirasyona kars1 enzimi koruyan metal
iyonlarmin ¢6ziicti ortaminda bulunmasi aktiviteye negatif etkisi olmamaktadir. Tuz
ilavesinin ise enzimin ve substratin iyonizasyon durumunda degisiklige neden olmasi

sonucunda aktivetinin azalmasi agiklanabilir [132].
Sonug¢ olarak Subtilisin Carlsberg in alkali ve yiiksek sicaklikta gosterdigi
yiiksek aktivitesinin potansiyelini endiistriyel uygulamalara aktarabilmek igin

Subtilisin Carlsberg immobilizasyonu biiyiikk dnem arz etmektedir. Literatiirde bu
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enzimin immobilizasyonu ile yapilan ¢alismalar oldukg¢a kisithidir. Bu galismada
Subtilisin Carlsberg in farkli tagiyicilar tizerine immobilizasyonu, immobilize enzimin
karakterizasyonu, hidroliz ve transesterfikasyon aktiviteleri detayli bir sekilde
caligildi. Serbest ve immobilize enzimin deri endiistrisindeki uygulamasi bizzat deri
fabrikasinda kimyasal yontemlerle elde edilen derilerle kiyaslanarak isleme tabi
tutuldu. Sonuglar gosterdi ki Subtilisin Carlsberg enzimi deri islemede hem daha
uygun bir yiizey elde edilmesi ile hemde daha ¢evreci bir yontem potansiyeli ile etkin

bir alternatif olarak 6n plana ¢ikabilir.

97



KAYNAKLAR

[1]. Alagdz, D., (2007). B-galaktozidaz ve Glukoz izomeraz’in Eupergit Destege
Kovalent immobilizasyonu ve immobilize Enzimlerin Laktoz Hidrolizi ve Glukoz
Izomerizasyonunda Kullanilmasi, Cukurova Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Adana.

[2]. Siimengen, M., (2011). Laktik Asit Bakterilerinden Fitaz Uretimi Ve Endiistriyel

Kullanim Olanaklari, Cukurova Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Adana.

[3]. Berg, J.M., Tymoczko, J.L., Stryer, L., (2002). Biochemistry (5Th ed). New York:
W.H. Freeman and Co. LOC: Sci and Tech.

[4]. Oz¢omlekgi, E., (2006). Proteaz Enziminin Glutaraldehit Kullanarak Kovalent
Baglanma Ile Immobilizasyonunda Optimum Sartlarin Belirlenmesi, istanbul Teknik

Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Istanbul.

[5]. Alptekin, O., (2009). Katalazin Eupergit, Florisil Ve Cam Desteklere Kovalent
Olarak immobilizasyonu Ve Karakterizasyonu, Cukurova Universitesi, Fen Bilimleri

Enstitust, Adana.

[6]. Alpan, L.G., (2008). Baz1 ekstrem termofil anaerobik bakterilerin alkali
proteazlarmm &zelliklerinin belirlenmesi. Ankara Universitesi, Fen Bilimleri

Enstitiisii, Ankara.

[7]. Ahmetoglu, N., Bekler, F.M., Acer, O., Guven, R.G., Guven, K., (2015).
Production, purification and characterisation of thermostable metallo-protease from
newly isolated Bacillus sp. KG., EurAsian Journal of BioSciences, 9, 1-11.

[8]. Venugopal, M., Saramma, A.V., (2006). Characterization of Alkaline Protease
from Vibrio fluvialis Strain VM10 Isolated from a Mangrove Sediment Sample and its

Aplication as a Laundry Detergent Additive. Process Biochemistry, 41, 1239-1245.

[9]. Michael, G., (2010). Structure, Function and Folding of a Novel Subtilisin Serine
Protease. Cardiff University, England.

98



[10]. Nilegaonkar, S.S., Zambare, V.P., Kanekar, P.P., Dhakephalkar, P.K., Sarnaik,
S.S., (2007). Production and Partial Characterization of Dehairing Protease from
Bacillus cereus MCM B-326. Bioresource Technology, 98, 1238-1245.

[11]. Ozbek, B., and Unal, S., (2017). Preparation and characterization of polymer-
coated mesoporous silica nanoparticles and their application in Subtilisin

immobilization. Korean Jornal of Chemical Engineering, 34, 1992-2001.

[12]. Milena, G., Zuzal, N., Milasinovic, Z., Marko, M., Jonovic Jelena R., Jovanovic,
L., (2017) Design and characterization of alcalase—chitosan conjugates as potential

biocatalysts. Bioprocess Biosystem Engineering. 40, 1713-1723.

[13]. Kazan, M., (2008). Zorunlu Alkalifilik Bacillus marmariensis GMBE 72
Soyundan izole Edilen Alkalen Proteaz Enziminin Saflastirilmas:  ve

Karakterizasyonu. Kocaeli Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kocaeli.

[14]. Oz¢omlekei, E., (2006) Proteaz Enziminin Glutaraldehit Kullanarak Kovalent
Baglanmas ile Immobilizasyonunda Optimum sartlarin Belirlenmesi. Istanbul Teknik

Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Istanbul.

[15]. Gengkal, H., (2004). Studies On Alkaline Protease Production from Bacillus sp.

[zmir Teknoloji Enstitiisii, Biyomiihendislik ve Biyoteknoloji Béliimii, izmir.

[16]. Gupta, R., Beg, Q.K., Lorenz, P., (2002). Bacterial Alkaline Proteases: Molecular
Approaches and Industrial Applications. Applied Microbiology Biotechnology, 59, 15—
32.

[17]. Anshu, Y., Caiyun, L., Jiaheng, X., Ping, T., Youfei, C., Yan, W. and Hongbing,
C., (2017). Enzymatic characterisation of the immobilised Alcalase to hydrolyse egg
white protein for potential allergenicity reduction. Journal of Science of Food and
Agriculture, 97, 199-206.

99



[18]. Corici, N., August, E., Frissen, D., Carmen, G. B., (2011). Sol-gel
immobilization of Alcalase from Bacillus licheniformis for application in the synthesis
of C-terminal peptide amides. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 73, 90—
97.

[19]. Yust, M., Justo, P., Maria del Carmen, M., Juan Maria, H., Francisco, M., (2010).
Improvement of functional properties of chickpea proteins by hydrolysis with
immobilised Alcalase. Food Chemistry, 122, 1212-1217.

[20]. Ariel, W.J., Chana Isabelle, M., Todd, B., Ronald, J. N., (2006). Granulation of
subtilisin by internal gelation of alginate microspheres for application in detergent

formulation. Enzyme and Microbial Technology, 38, 265-272.

[21]. Gupta, R., Beg, Q.K., Khan, S., Chauhan, B., (2002b). An overview on
fermentation, downstream processing and properties of microbial alkaline proteases.
Applied Microbiology Biotechnology, 60, 381-395.

[22]. Hirata, A., Yuki, H., Yuichi, K., Jun, O., Akikazu, S., Kazuyoshi, I., Shigenori,
K. and Kazufumi, T., (2013). Enzymatic activity of a subtilisin homolog, Tk-SP, from
Thermococcus kodakarensis in detergents and its ability to degrade the abnormal prion
protein. BMC Biotechnology, 7, 13-19.

[23]. Kumar, C.G., Takagi, H., (1999). Microbial alkaline proteases: from a
bioindustrial viewpoint. Biotechnology Advances, 17, 61-594.

[24]. Gupta, R., Beg, Q.K., Lorenz, P., (2002a). Bacterial alkaline proteases: molecular

approaches and industrial applications. Applied Microbiology Biotechnology 59, 15-
32.

[25]. Fogarty, W.M., Kelly, C.T., (1990). Studies on the thermostability of the a-

amylase of Bacillus caldovelox. Microbial en. and biotec. , 9, 71-132.

100



[26]. Ezio, F., Betzaida, C., Angelica, S., Elsa, S., Amaris, F., Eduardo, R., Kai, G.,
Francesco, S., Gabriel, L.B., (2006). Activation of subtilisin Carlsberg in organic
solvents by methyl cyclodextrin: Lyoprotection versus substrate and product-complex

effect. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 42, 20-26.

[27]. Dagasan, L., (1997). Enzimlerin Gida ve Hayvan Yemi Uretimindeki
Uygulamalari-Enzim Miihendisliginde Temel Konular ve Uygulamalar, Marmara
Arastirma Merkezi, 14-15.

[28]. Maurer, K.H., (2004). Detergent proteases. Current Opinion in Biotechnology,
15, 1-5.

[29]. Linko, Y., Javanainen, P., Linko, S., (1999). Engineering baker’s yeast: room for
improvement. Trends in Food Science and Technology, 8, 339.

[30]. Puri. S., Beg. Q.K., Gupta. R., (2002). Optimization of alkaline protease
production from Bacillus sp. by Response Surface Methodology. Current
Microbiology, 44 ,286-290.

[31]. Ghorbel, B., Sellami-Kamoun, A., Nasri, M., (2003). Stability Studies of
Protease from Bacillus cereus BG1. Enzyme and Microbial Technology, 3,2 513-518.

[32]. Anwar, A., Saleemuddin, M., (1998). Alkaline Proteases: A review. Bioresource
Technology, 64, 175-183.

[33]. Claus, D., Berkeley, P.H.A., (1986). Genus Bacillus. Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology, 1105-1141.

[34]. Patel, R., Dodia, M., Singh, S.P., (2005). Extracellular alkaline protease from a
newly 1solated haloalkalophilic Bacillus sp. Production and optimization. Process
Biochemistry, 40, 3569-3575.

101



[35]. Jelinek, B., Antal, J., Venekei, I., and Graf, L. (2004). Ala226 to Gly and Ser189
to Asp mutations convert rat chymotrypsin B to a trypsinlike protease. Protein Eng.
Des. Sel. 17, 127-131.

[36]. Alptekin O., (2009). Katalazin Eupergit, Florisil ve Cam Desteklere Kovalent
Olarak Immobilizasyonu ve Karakterizasyonu, Cukurova Universitesi, Fen Bilimleri

Enstitiisii, Adana.

[37]. Coskun, G., (2007). Glutatiyon S Transferaz Enziminin Farkli Tasiyicilarda
Immobilizasyonu ve Bazi Ozelliklerinin Incelenmesi, Ege Universitesi, Fen Bilimleri

Enstitiisii, Izmir.

[38]. Klibanov, A.M., (1983). Immobilized Enzymes and Cells as Practical Catalysts.
Science, 219, 722-727.

[39]. Sheldon, RA., (2012). Fundamentals of green chemistry: efficiency in reaction
design. Chemical Social Review, 41(4), 1437-51.

[40]. Volesky, B., and Holan, Z.R., (1995). Biosorption of heavy metals.
Biotechnology Progress, 11, 235-250.

[41]. Inoue, K., Yshizuka, K. and Ohta, K., (1999). Adsorptive separation of some
metal ions by complexing agent types of chemically modified chitosan. Analytica
Chimica Acta ,338, 209-218.

[42]. Coma, V., Sebiti, I., Pardon, P., Pichavant, F. H. and Deschamps A., (2003). Film
properties from crosslinking of cellulosic derivatives with a polyfunctional carboxylic
acid. Carbohydrate Polymers, 51, 265-271.

[43]. Shahidi, F., Arachchi Jeon, J.K.V., (1999). Food Applications of chitin and
chitosans, Trends in Food Science &Technology, 10, 37-51.

[44]. Kirk, R.E. and Othmer, D.F., (1972). Encylopedia of Chemical Technology.
Wiley-Interscience Publishers, 6, 1- 24.

102


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22033698/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22033698/

[45]. Denizci, A.A., Kazan, D., Abeln, E.C.A,, Erarslan, A., (2004). Newly Isolated
Bacillus clausii GMBAE 42: an Alkaline Protease Producer Capable to Grow Under
Highly Alkaline Conditions. Journal of Applied Microbiology, 96, 320- 327.

[46]. Bhaskar, N., Sudeepa, E.S., Rashmi, H.N., Selvi, A.T., (2006). Partial
Purification and Characterization of Protease of Bacillus proteolyticus CFR3001
Isolated from Fish Processing Waste and Its Antibacterial Activities. Bioresource
Technology, 98, 2758-2764.

[47]. Salleh, A.B., (2006). Protease:Introduction. Editorler: Salleh, A.B., Rahman,
R.N.Z.R.A., Basri, M., New Lipases and Proteases. Nova Bimedical, 23-39, New
York.

[48]. Rao, M.B., Tanksale, A.M., Ghatge, M.S., Deshpande, V.V., (1998). Molecular
and Biotechnological Aspects of Microbial Proteases. Microbiology and Molecular
Biology Reviews, 67(3), 597-635.

[49]. Gupta, R., Ajay, S., (2011). Microbial Cellulases and Their Industrial
Applications Enzyme Research, 2011, 280-696.

[50]. Kim, S.J., Kim, J.K., Lee, D.U., Kwak, J.H. and Lee, S.M., (2010). European
Journal of Pharmacology, 635, 188-193.

[51]. Hayat, M.A., (2000). Principles and techniques of electron microscopy:
biological applications, Ed. By M. A. Hayat: 4th edition, 28-42p.

[52]. Mohammad, B., Shahin, A., Kaveh, N., Seyed-Fakhreddin, T. and Seyed-Omid,
R., (2009). Covalent immobilization of Drosophila acetylcholinesterase for biosensor

applications. Biotechnology and Applied Biochemistry, 52, 257—-264.

[53]. Hulya, Y., and Ugur, B., (2016). Entrapment Of Laurel Lipase in Chitosan
Hydrogel Beads. Artificial Cells, Nanomedicine And Biotechnology, 45, 864-870

103


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gupta%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21912738
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3168787/

[54]. Wei-Wei, Z., Xian-Ling, Y., Jun-Qi, J., Na, W., Cheng-Li, H., Xiao-Qi, Yu.,
(2015). Surfactant-activated magnetic cross-linked enzyme aggregates (magnetic
CLEAs) of Thermomyces lanuginosus lipase for biodieselproduction. Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic, 115, 83-89.

[55]. Rehman, R., Ahmed, M., Siddique, A., Hasan, F., Hameed, A., Jamal, A., (2017).
Catalytic role of thermostable metalloproteases from Bacillus subtilis KT004404 as
dehairing and destaining agent. Applied Biochemistry and Biotechnology, 181(1), 434-
450.

[56]. Mohammad, B., Shahin, A., Kaveh, N., Seyed-Fakhreddin, T. and Seyed-Omid,
R., (2009). Covalent immobilization of Drosophila acetylcholinesterase for biosensor

applications. Biotechnology Applied Biochemistry, 52, 257—-264.

[57]. Seyed-Fakhreddin, T., Khosro, K., Salehe, G., Nasser, G., Seyed-Omid Ranaei,
S., (2007). Covalent attachment of cholesterol oxidase and horseradish peroxidase on
perlite through silanization: Activity, stability and co immobilization. Journal of
Biotechnology, 131, 111-120.

[58]. Elif Yilmaz, O., Mehmet, S., Mustafa, Y., (2015). Synthesis, characterization and
sorption properties of silica modified with some derivatives of cyclodextrin. Journal
of Hazardous Materials, 283, 643-656.

[59]. Oleksandra, S. and Lyudmila, B., (2015). Synthesis, characterization and

sorption properties of silica modified with some derivatives of cyclodextrin. Journal
of Hazardous Materials, 283, 643-656.

104



[60]. Flores-Hernandez, CG., Colin-Cruz, A., Velasco
Santos, C., Castaiio, V.M., Rivera Armenta, J.L., Almendarez-Camarillo, A., (2014).
All green composites from fully renewable biopolymers: chitosan-starch reinforced

with keratin from feathers. Polymers, 6, 686—705.

[61]. Huang, J., Zhao, R. Wang, H. Zhao, W., Ding, L., (2010). Immobilization of
glucose oxidase on Fe304/SiO, magnetic nanoparticles. Biotechnology Letters, 32,
817-821.

[62]. Esam A., Elham S., Elgannoudi Azizah M., Abdul Haamid Y., (2010).
Characterization of Chitosan in Acetic Acid: Rheological And Thermal Studies.
Turkish Journal of Chemistry, 34, 47-56.

[63]. Mohammad Ali, G., Mina, A., Javad, S., Foram, J., (2016). Fe304@SiO>
nanoparticles: An efficient, green and magnetically reusable catalyst for the one-pot
synthesis of 14-aryl-14H-dibenzo[a,i]Jxanthene-8,13-dione derivatives. Iranian
Journal of Catalysis, 6(2), 758-767.

[64]. Thakrar, S., Singh, P., (2019). Highly thermostable alkaline protease from a
haloalkaliphilic actinobacteria, Nocardiopsis alba TATA-5. Bioresource Technology,
278, 150-158.

[65] Jiangling, L., Jianquan, W., Leonidas, G.B. and Dibakar, B., (2001). Activity
Studies of Immobilized Subtilisin on Functionalized Pure Cellulose-Based

Membranes. Biotechnology Progress, 17, 866-871.

[66]. Ferreira, L., Ramos, M.A, Dordick, J.S., Gil, M.H., (2003). Influence of different
silica derivatives in the immobilization and stabilization of a Bacillus licheniformis
protease (Subtilisin Carlsberg). Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 21,189-
199.

[67]. Zhen, Y., Michael, D., Robert, A., Fang Xiao, Y. And Alan, J. R., (1996).
Polyethylene glycol-induced stabilization of subtilisin. Enzyme and Microbial
Technology, I, 82-89.

105



[68]. Maria del, M., Justo, P., Maria del Carmen, M., Juan Maria, A., Francisco, M.,
(2010). Improvement of functional properties of chickpea proteins by hydrolysis ith
immobilised Alcalase. Food Chemistry, 122, 1212-1217.

[69]. Mahmod, S., Faridah, Y., Mohammed, S., Soofia, K., (2015). Development of an
immobilized biocatalyst with lipase and proteaseactivities as a multipurpose cross-
linked enzyme aggregate(multi-CLEA). Process Biochemistry, 50, 2144-2157.

[70]. Yang, A., Caiyun, L., Jiaheng, X., Ping, T., Youfei, C., Yan W., and Hongbing,
C., (2017). Enzymatic characterisation of the immobilised Alcalase to hydrolyse egg
white protein for potential allergenicity reduction. Journal Science Food Agriculture,
97, 199-206.

[71]. Lin, Y., Liu, X., Xing, Z., Geng, Y., Wilson, J., Wu, D. and Kong, H., (2017).
Preparation and characterization of magnetic FezOs—chitosan nanoparticles for
cellulase immobilization. Cellulose, 24(12), 5541-5550.

[72]. Sanchez-Ramirez, J., Martinez-Hernandez, J. L., Segura-Ceniceros, P., Lopez,
G., Saade, H., Medina-Morales, M. A, llyina, A., (2016). Cellulases immobilization
on chitosan-coated magnetic nanoparticles: application for Agave Atrovirens
lignocellulosic biomass hydrolysis. Bioprocess and Biosystems Engineering, 40(1), 9-
22.

[73]. De Souza, F.R., And Gutterres., M., (2012). Application Of Enzymes In Leather
Processing: A Comparison Between Chemical And Coenzymatic Processes. Brazilian
Journal of Chemical Engineering, 29, 473- 481.

[74]. Tanmay, P., Arijit, J., Amit, K.M., Arpita, M., Pradeep, K., Das, M., Keshab,

C.M,, (2016). Bacterial keratinolytic protease, imminent starter for NextGen leather

and detergent industries. Sustainable Chemistry and Pharmacy. 3, 8-22.

106



[75]. Jayakumar, G., Sivaraman, G., Saravanan, P., Mohan, R., Raghava Rao, J.,
(2014). Cohesive system for enzymatic unhairing and fibre opening: anarchitecture
towards eco-benign pretanning operation. Journal of Cleaner Production, 83, 428-
436.

[76]. Nadiya, K., Punitha, V., Amsamani, S., Rao Jonnalagadda, R., Chandrasekaran
B., Thanikaivelan P., (2012). Eco-benign enzymatic dehairing of goatskins utilizing a
protease from a Pseudomonas fluorescens species isolated from fish visceral waste.

Journal of Cleaner Production, 25, 27-33.

[77]. Shah, S., Sharma, A. and Gupta, M.N., (2008). Cross-linked protein-coated
microcrystals as biocatalysts in  non-aqueous solvents. Biocatalysis and
Biotransformation, 26, 266-271.

[78]. Prasad, S., Ipsita, R., (2017). Obtaining a high activity subtilisin preparation by

controlled thermal stress in n-octane. Analytical Biochemistry, 534, 86-90.

[79]. Nilgiin T., (2008). Tiirkiye Kaynakli Baci/lus Spp.’Lerin Alkalen Proteaz Uretim
Kapasiteleri ve Enzimlerin Kismen Karakterizasyonu. Ankara Universitesi, Fen

Bilimleri Enstitusii, Ankara.

[80]. Ashraf, N.M., Krishnagopal, A., Hussain, A., Kastner, D., Sayed, A.M.M., Mok,
Y.K., Swaminathan, K., Zeeshan, N., (2019). Engineering of serine protease for
improved thermostability and catalytic activity using rational design. International
Journal of Biological Macromolecules, 126, 229-237.

[81]. Hadjidj, R., Badis, A., Mechri, S., Eddouaouda, K., Khelouia, L., Annane, R.,
Hattab, M.E., Jaouadi, B., (2018). Purification, biochemical, and molecular
characterization of novel protease from Bacillus licheniformis strain K7A.

International Journal of Biological macromolecules, 114, 1033-1048.

107



[82]. Jeong, Y.J., Baek, S.C., Kim, H., (2018). Cloning and characterization of a novel
intracellular serine protease (IspK) from Bacillus megaterium with a potential additive

for detergents. International Journal of Biological macromolecules, 108, 808-816.

[83]. Gulmez, C., Atakisi, O., Dalginli, K.Y., Atakisi E., (2019). A novel detergent
additive: Organic solvent- and thermo-alkaline-stable recombinant subtilisin.

International Journal of Biological macromolecules, 108, 436-443.

[84]. Bacha, A.B., Al-Assaf, A., Moubayed, N.M.S. and Abid, 1., (2018). Evaluation
of a novel thermo-alkaline Staphylococcus aureus lipase for application in detergent

formulations, Saudi Journal of Biological Sciences, 25(3), 409-417.

[85]. Kumar, L., Jain, S.K. and Yadav, L., (2018). Proteases: a beneficial degradative
enzyme in therapeutic applications. International Journal of Scientific Research in
Biological Sciences, 5(4), 114-118.

[86]. Lakshmi, B.K.M., Muni Kumar, D. and Hemalatha, K.P.J., (2018). Purification
and characterization of alkaline protease with novel properties from Bacillus cereus
strain S8. Journal of Genetic Engineering and Biotechnology, 16(2), 295-304.

[87]. Lai, J.Y., (2012). Biocompatibility of genipin and glutaraldehyde cross- Linked
chitosan materials in the anterior chamber of the Eye. International Journal of.
Molecular Sciences, 13, 10970-10985.

[88]. Hakala, R., (2013). Crosslinked poly (ester anhydrides) for controlled drug

delivery. Aolto University publication series, Finland,

[89]. Zhang, Y., Ge, J., Liu, Z., (2015). Enhanced activity of immobilized or
chemically modified enzymes. ACS Catalaysis, 5, 4503-4513.

[90]. Guzik, U., Hupert-Kocurek, K., Wojcieszynska, D., (2014). Immobilization as a
strategy for improving enzyme properties-Application to oxidoreductases. Molecules
19, 8995-9018.

108



[91]. Sheldon, R.A., van Pelt S., (2013). Enzyme immobilisation in biocatalysis: Why,
what and how? Chemical Society Review, 42,6223-6235.

[92]. Kotodziejczak-Radzimska, A., Zdarta, J., Jesionowski, T., (2018).
Physicochemical and catalytic properties of acylase | from Aspergillus melleus
immobilized on amino- and carbonyl-grafted Stober silica. Biotechnology Progress
34, 767-777.

[93]. Maksim, P., Tarnacka, M., Dzienia, A., Matuszek, K., Chrobok, A., Kaminski,
K., Paluch, M., (2017). Enhanced polymerization rate and conductivity of ionic liquid-

based epoxy resin. Macromolecules, 50, 3262-3272.

[94]. Wang, W., Zhou, W., Li J., Hao, D., Su, Z., Ma, G., (2015). Comparison of
covalent and physical immobilization of lipase in gigaporous polymeric microspheres.

Bioprocess Biosystem Engineering, 38, 2107-2115.

[95]. Kim, H.J., Park, S., Kim, S. H., Kim, J. H., Hoot Kim, H.J., Yang, Y. H., Kan,
E., Kim, Y.H., Lee, S.H., (2015). Biocompatible cellulose nanocrystals as supports to
immobilize. Food and Agricultural Organization, 12, 170-178.

[96]. Abdeen, Z.1., El Farargy, A.F., Negm, N.A., (2018). Nano composite framework
of chitosan/ polyvinyl alcohol/ZnO: preparation, characterization, swelling and

antimicrobial evaluation. Journal of Molecular Liquids, 250, 335-343.

[97]. Barbosa, A.l., Castanheira, A.P., Reis, N.M., (2018). Sensitive optical detection
of clinically relevant biomarkers in affordable microfluidic devices: Overcoming

substrate diffusion limitations. Sensors and Actuators B: Cheimical, 258, 313—320.

[98]. Cooney, M.J., (2017). Kinetic measurements for enzyme immobilization. In:
Enzyme Stabilization and Immobilization. Humana Press, New York, NY, pp. 215-
232.

109



[99]. Elwakeel, K.Z., Al-Bogami, A.S., (2018). Influence of Mo (VI) immobilization
and temperature on As (V) sorption onto magnetic separable poly p-
phenylenediaminethiourea-formaldehyde polymer. Journal of Hazardous materials,
342, 335-346.

[100]. Asmat, S., Anwer, A.H, Husain, Q., (2019). Immobilization of lipase onto novel
constructed polydopamine grafted multiwalled carbon nanotube impregnated with
magnetic cobalt and its application in synthesis of fruit flavours, International Journal

of Biological macromolecules, 140, 484-495.

[101]. Atiroglu, V., (2020). Lipase immobilization on synthesized hyaluronic acid
coated magnetic nanoparticle-functionalized graphene oxide composites as new
biocatalysts: improved reusability, stability, and activity. International Journal of
Biological macromolecules, 145, 456—465.

[102]. Zhou, K., Wu, B., Chai, X., Dai, X., (2021). Co-immaobilization of clinoptilolite
and nanostructured hydrated ferric-zirconium binary oxide via polyvinyl
alcoholalginate covalent cross-linking for simultaneous deep removal of aqueous low-

level nitrogen and phosphorus. Arabian Journal of Chemistry, 14 (10), 103354.

[103]. Barzkar, N., (2020). Marine microbial alkaline protease: recent developments
in biofilm ideal choice for industrial application. International Journal of Biological
macromolecules,161,1216-1229.

[104]. Sharma, M., (2019). A review onmicrobial alkaline protease: an essential tool

for various industrial approaches. Industrial Biotechnology, 1 (15), 69-78.

[105]. Sittipol, D., Saelao, P., Lohnoo, T., Lerksuthirat, T., Kumsang, Y., Yingyong,
W., Khunrae, P., Rattanarojpong, T., Jongruja, N., (2019). Cloning, expression,
purification and characterization of a thermo- and surfactant- stable protease from
Thermomonospora curvata. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 19, 101111.

110



[106]. Ayalew, S., Murdock, B.K., Snider, T.A., Confer, AW., (2019). Mannheimia
haemolytica lga-specific proteases. Veterinary Microbiology, 239, 108487.

[107]. Beheshtirouy, S., Mirzaei, F., Eyvazi, S., Tarhriz, V., (2021). Recent advances
in therapeutic peptides for breast cancer treatment. Current Protein and Peptide
Science, 22, 74-88.

[108]. Bhandari, D., Rafiq, S., Gat, Y., Gat, P., Waghmare, R., Kumar, V., (2020). A
review on bioactive peptides: physiological functions, bioavailability and safety.
International Journal of Peptide Research and Therapeutics, 26, 139-150.

[109]. Bruno, S., Coppola, D., Di Prisco, G., Giordano, D., Verde, C., (2019). Enzymes
from marine polar regions and their biotechnological applications. Marine Drugs 17,
544.

[110]. Martinez, R., Jakob, F., Tu, R., Siegert, P., Maurer, K.H, Schwaneberg, U.,
(2013). Increasing activity and thermal resistance of Bacillus gibsonii alkaline protease
(BgAP) directed by evolution. Biotechnology and Bioengineering,110,711-20.

[111]. Zucca, P., Sanjust, E., (2014). Inorganic materials as supports for covalent

enzyme immobilization: Methods and mechanisms. Molecules, 19, 14139-14194.

[112]. Gustafsson, H., (2012). Enzyme Immobilization in Mesoporous Silica, Chalmes
University of Technology Department of Chemicl and Biological Engineering. Master

of science in Chemistry, pp.10-12, Gothenburg.

[113]. Nigam, S., Mehrotra, S., Vani, B., Mehrotra, R., (2014). Lipase immobilization
techniques for biodiesel production: An overview, International Journal of Renewable

Energy&Biofuels, 16.
[114]. Cardiel, J.J., Zhao, Y., Tonggu, L., Wang, L., Chung, J-H., Shen, A.Q., (2014).

Flowinduced immobilization of glucose oxidase in nonionic micellar nanogels for

glucose sensing. Royal Society of Chemistry, 14, 3912-3916.

111



[115]. Welch, M.E., Doublet, T., Bernard, C., Malliaras, G.G., Ober, C.K., (2015). A
glucose sensor via stable immobilization of the GOx enzyme on an organic transistor
using a polymer brush. Journal of Polymer Science, Part A: Polymer Chemistry,
53,372-377.

[116]. Barbosa, O., Torres, R., Ortiz, C., Berenguer-Murcia, A., Rodrigues, R.C.,
Fernandez-Lafuente, R., (2013). Heterofunctional supports in enzyme immobilization:
from traditional immobilization protocols to opportunities in tuning enzyme

properties. Biomacromolecules, 14, 2433-2462.

[117]. Carlsson, N., Gustafsson, H., Thorn, C., Olsson, L., Holmberg, K., Akerman,
B., (2013). Enzymes immobilized in mesoporous silica: a physical-chemical
perspective, Advanced Colloid Interface Science, 205, 339.

[118]. Pathak, S., Jain, K., Kumar, P., Wang, X., and Pant, R., (2019). Improved
thermal Performance of Annular Fin-Shell Tube Storage System Using Magnetic
Fluid. Appl. Energ. 239,1524-1535.

[119]. Ansari S., Ruffinatti E.F., Stura I., Argenziano M. and Abollino O., (2019)
Magnetic Iron Oxide Nanoparticles: Synthesis, Characterization and Functionalization

for Biomedical Applications in the central Nervous System. Materials, 12, 465.

[120]. Mohamed, A. E.-M., & Mohamed, M. (2019). Nanoparticles: Magnetism and

Applications. Magnetic Nanostructures, 1-12.

[121]. Ari B., Yetiskin B., Okay O., and Sahiner, N., (2020). Preparation of dextran
cryogels for separation processes of binary dye and pesticide mixtures from aqueous

solutions. Polymer Engineering & Science, 60(8), 1890-1901.
[122]. Askaripour H., Vossoughi M., Khajeh K., and Alemzadeh 1., (2020).

Examination of chondroitinase ABC | immobilization onto dextran-coated FesO4

nanoparticles and its invitro release. Journal of Biotechnology, 309, 131-141.

112



[123]. Bashir, N., Sood, M., & Bandral, J.D., (2020). Enzyme immobilization and its
applications in food processing: A review. International Journal of Chemical Studies,
8(2), 254-261.

[124]. Boudrant, J., Woodley, J. M., and Fernandez-Lafuente, R., (2020). Parameters
necessary to define an immobilized enzyme preparation. Process Biochemistry, 90,
66-80.

[125]. Demirci S., and Sahiner N., (2021). Superporous neutral, anionic, and cationic
cryogel reactors to improved enzymatic activity and stability of a-Glucosidase enzyme

via entrapment method. Chemical Engineering Journal, 409, 128233.

[126]. Dmitry B., (2020). Gold nanoparticles incorporated into cryogel walls for
efficient nitrophenol conversion. Journal of Cleaner Production, 247, 119089.

[127]. Girelli, A.M., Quattrocchi, L. and Scuto, F.R., (2020). Silica-chitosan hybrid

support for laccase immobilization. Journal of Biotechnology, 318, 45-50.

[128]. Qiu, B., Shi, Y., Yan, L., Wu, X., Zhu, J., Zhao, D., Khan, M.Z.H. and Liu, X.,
(2020). Development of an on-line immobilized a-glucosidase microreactor coupled
to liquid chromatography for screening of a-glucosidase inhibitors. Journal of

Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 180, 113047.

[129]. Saniner, N., Suner, S.S. and Tosunoglu, M., (2020). Preparation of
Macroporous Carboxymethyl Cellulose Cryogels and Its Blood Compatibility. MRS
Advances, 5(16), 825-833.

[130]. Falahati, M., (2020). Enzyme immobilization onto the nanomaterials:
Application in enzyme stability and prodrug-activated cancer therapy. International

Journal of Biological Macromolecules, 143, 665-676.

[131]. Cho, S.J., (2019). Primary structure and characterization of a protease from
Bacillus amyloliquefaciens isolated from meju, a traditional Korean soybean

fermentation starter. Process Biochemistry, 80,52-57.

113



[132]. Ashraf, N.M., Krishnagopal, A., Hussain, A., Kastner, D., Sayed, A.M.M.,
Mok, Y.K., Swaminathan, K., Zeeshan, N., (2019). Engineering of serine protease for
improved thermostability and catalytic activity using rational design. International.

Journal of Biological Macromolecules, 126, 229-237.

114



