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OZET

ATIKSU ON ARITIMI iCiN KO-IMMOBILIZE ENZiM TASARIMI

SINEM DIKEN GUR
Doktora, Biyoloji Bolumu
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Niliifer AKSOZ
Aralik 2016, 90 Sayfa

Belirli bir bolgeye katalitik aktivitesini koruyarak yerlestirilmis, siirekli kullanilabilir ve uzun siire
saklanabilir enzimler olarak tanimlanan immobilize enzimler, atiksu aritim islemlerinde sert

kimyasal ajanlarin ve uzun siiren biyolojik islemlerin yerini almaktadir.

Bu calismada proteaz, pektinaz ve o amilaz enzimlerinin ko-immobilizasyonu amaciyla Na aljinat,
Na aljinat-k karragenan hidrojel, glutaraldehit ile aktive edilen Na aljinat, ekleme yapilmig Na
aljinat ve glutaraldehit ile aktive edilen kitosan boncuklar kullanildi. U¢ enzimin de basarili bir
sekilde ko-immobilize edilebildigi Na aljinat boncuklar ve glutaraldehit ile aktive edilen kitosan

boncuklar kullanilarak ¢alismaya devam edildi.

Enzimler, Na aljinat boncuklara hapsedilirken glutaraldehit kullanilarak aktive edilen kitosan
boncuklarin ylizeyine kovalent olarak baglandilar. Karakterizasyon ¢alismalari taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve Fourier déniisiimlii kiziltesi spektroskopisi (FTIR) ile gerceklestirildi. Tki
farkli destek materyal ve metot kullanilarak ko-immobilize edilen enzimler sicaklik ve pH
stabilitesi, tekrarlanabilirlik ve saklama stabilitesi gibi 0Ozellikleri bakimindan birbirleriyle

karsilastirildilar.

Immobilizasyon verimi ve bagil aktivitesi daha yiiksek olan, tekrarlanabilirlik ve saklama

stabilitesi bakimindan daha uygun olan enzim ko-immobilize kitosan boncuklar kullanilarak atiksu



on aritim iglemi gerceklestirildi. Bu amagla sentetik evsel atiksu, gercek bir atiksu 6rnegi ve deniz
suyu icerisine atik maddeler eklenerek kullanildi. Deniz suyunda pektinaz enzimi inhibe olurken,
a amilaz ve proteazda maksimum giderim miktarlar1 saptandi. Sentetik ve gergcek evsel atiksu
orneklerinde ise, ko-immobilize a amilaz ve proteaz enzimlerinin giderim oranlar1 birbirlerine
yakin sonuglar gosterirken, pektinaz i¢in gergek evsel atiksudaki iiriin olusumu daha yiiksek olarak

saptandi.

Bu ¢alismada atiksu 6n aritimi i¢in glutaraldehit ile aktive kitosan boncuklar kullanilarak o amilaz,
proteaz ve pektinaz enzimleri ko-immobilize edildi. Gelistirilen bu materyalin ¢oklu enzim ko-
immobilizasyon c¢aligmalarinin tasarlanmasi i¢in bir model olacagina ve gelecekte bu konuda

yapilacak ¢alismalara 151k tutacagina inanmaktayiz.

Anahtar Kelimeler: ko-immobilizasyon, atiksu, n aritim, aljinat boncuk, glutaraldehit ile aktive

edilen kitosan boncuk, pektinaz, proteaz, o amilaz.



ABSTRACT

CO-IMMOBILISED ENZYME DESIGNING FOR WASTEWATER
PRETREATMENT

SINEM DIKEN GUR
Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Niliifer AKSOZ
December 2016, 90 Pages

Immobilized enzymes are defined as enzymes physically confined or localized in a particular
region with retention of their catalytic activities, and which can be used continuously and stored
for a long period; take the place of harsh chemical agents and long-lasting biological processes in

the wastewater treatment process.

In this study Na alginate, Na alginate-x carrageenan hydrogels, Na alginate activated with
glutaraldehyde, grafted Na alginate and chitosan activated with glutaraldenyde were used with
intent to co-immobilization of protease, pectinase and o amylase enzymes. The study was
continued by using Na alginate beads and glutaraldehyde-activated chitosan beads in which three
enzymes could be successfully co-immobilized. The enzymes were covalently bond to the surface
of chitosan beads activated by glutaraldehyde while entrapped into the Na alginate beads.
Characterization studies were performed with scanning electron microscopy and Fourier transform

infrared spectroscopy.

Enzymes, co-immobilized using two different support materials and methods, were compared with
each other in terms of temperature and pH stability, reusability and storage stability characteristics.
Wastewater pretreatment process was performed by using glutaraldehyde-activated chitosan beads
which have a higher immobilization yield and relative activity and are more appropriate in respect



to reproducibility and storage stability. For this purpose, synthetic manucipial wastewater, real
wastewater sample and sea water were used in which waste materials were added. In sea water,
while pectinase enzyme was inhibited, the maximum removal quantity was determined by
amylase and protease. In terms of synthetic and municipal wastewater, while the removal rates of
co-immobilized o amylase and protease enzymes showed very close results, it was determined that

the product formation of pectinase in manucipal wastewater was higher.

In this study, pectinase, protease and o amylase enzymes were co-immobilized using
glutaraldehyde activated chitosan beads for pre-treatment of wastewater. We believe that this
developed material will be a model for the design of multi enzyme co-immobilization studies and

will shed light on future researches on this topic.

Key words: co-immobilization, wastewater, pretreatment, alginate bead, glutaraldehyde activated

chitosan bead, pectinase, protease, o amylase.
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1. GIRIS

Ekosistemlerin tiimiinde yer alan canlilarin yasamlarini siirdiirebilmeleri tatli su kaynaklarinin
yeterliligine baghidir. Diinya’ da ki su rezervlerinin % 97’ si tuzlu su, % 2.6’ s1 kutuplarda buzullar
seklinde ve sadece % 0.4 kadar kullanilabilir tatli su kaynagi halinde bulunmaktadir. Bu tath
suyun bir kismi dogadaki su dongiisiine katilmaz, kalan kisim ise canlilar arasinda
paylasilmaktadir. Insan gereksinimi igin harcanan su ise tarimsal, yasamsal ve endiistriyel amaglar
i¢in tiiketilmektedir. Tuzlu su ve tatli su kaynaklarinda olusan kirliligin en 6nemli sebebi yetersiz
artilmis endiistriyel ve kentsel atiksularin bu ortamlara desarjidir. Bu atiksularda yer alan
kirleticilerin biiyiik bir kism1 biyobozunabilir olmakla birlikte iglerindeki toplam kati miktari,
biyolojik oksijen ihtiyac1 (BOI) ya da kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI) gibi degerlerin artisi

bakimindan ¢ok ciddi ¢evresel etkilere neden olurlar [1].

Kentlerdeki genel kullanim sonucunda agiga ¢ikan atiksularin, % 99’ u su olup igerisinde organik
ve inorganik bilesenlerin yer aldigi kompleks bir karisim halindedir. Organik bilesenlerinin % 90°
m1 ise karbonhidratlar ve proteinler olusturmaktadir [2],[3]. Endiistriyel atiksu kompozisyonlari
ise endiistrinin ve islenen materyalin tipine baghh olarak ¢ok biliyik degisimler
gosterebilmektedirler [4]. Bu atiksulardan bazilari organik olarak ¢ok yiiklii ve biyobozunurlugu
yiiksek iken bazilart inorganik ya da biyolojik {iremeyi inhibe edici karakterdedir.
Biyobozunurlugu yiiksek olan organik maddeler i¢eren atiksularin sucul ekosistemlere karigmast
canlilarin direkt 6liimiine yol agmasa da sucul yasam iizerinde olumsuz etkilere sahiptir. Bu
maddeler su igerisine 1518in girisine engel olarak fotosentez mekanizmasina ve fotosentetik
organizmalarin iiremesine engel olurlar. Bu durum ise besin piramidinin en alt basamaginin
kiiciilmesine neden olarak bolgedeki besin zincirini etkiler. Su kaynaklarinda havadan ¢6ziinmiis
olarak aliman ve fotosentetik faaliyet sonucunda olusan oksijenin bileskesi olan bir ¢6ziinmiis
oksijen degeri vardir. Normal durumlarda bu deger korunabilir ancak atiksu desarj1 neticesinde
¢ozlinmiis oksijen seviyesi bir kez diistiigiinde ayn1 degerlerin tekrar yakalanmasi zordur. Bunun

sonucu olarak anaerobik aktivite ve dolayisi ile kotii koku olusumu artar [3],[4],[5].

Atiksulari sucul ekosistemlere bosalmadan dnce fiziksel, kimyasal ve bakteriyolojik 6zelliklerini
tekrar kazanmalarimin saglanmasi icin siklikla fiziksel, kimyasal ve biyolojik aritim
yontemlerinden faydalanilmaktadir. Bircok ise uygun katalizorler olan ve biyoteknolojide giderek
artan sayida uygulama alanina sahip enzimler, geleneksel aritim yontemlerinden daha avantajli

olduklari i¢in aritim proseslerinde giderek daha ¢ok kullanilmaya baslanmistir [6]. Enzimlerden,



tarimsal sanayi, yag, deterjan, hayvan yemi, tekstil, petrol, kagit endiistrisi, kimyasal ve
biyokimyasal endiistri gibi ¢ok sayida farkli endiistride c¢evrenin korunmasi amaciyla
yararlanilmaktadir. Ayrica enzimler atik yonetiminde de kullanilmalar1 sayesinde c¢evrenin
korunmasina yardimci olmaktadir. Enzimler atik aritim islemlerinde kullanilan biyolojik ve
kimyasal yontemlere gore cesitli avantajlara da sahiptir. Biyolojik aritim islemlerinde sinirlayici
birtakim faktorler bulunmaktadir. Bazen mikrobiyal remediyasyon sirasinda ortama inokiile edilen
mikroorganizmalar ortamda var olan popiilasyonla rekabette zayif kalmaktadir. Ayrica
mikroorganizmalarin kiiltiirasyonu hem zaman almakta hem de maliyeti arttirmaktadir. Ekstrem
pH, sicaklik degerleri, toksinlerin, predatorlerin, ya da kirleticilerin konsantrasyonlarinin yiiksek
olmasi gibi durumlarda mikroorganizmalar geridoniisiimsiiz olarak zarar gorebilir ya da metabolik
faaliyetleri inaktif hale gelebilmektedir. Enzimler ise ekstrem kosullarda da galisabilmektedirler.
Enzimler aritim islemlerinde sert kosullarin ve sert kimyasallarin yerini almaktadir. Bu durum
kimyasal ajanlara gore daha ilimli kosullarda fonksiyonel olmalarindan kaynaklanmaktadir.
Ayrica yiiksek spesifiklige sahip olmalari nedeniyle biyoyikim sirasinda istenmeyen toksik yan
tirtinlerin olusumu en aza inmektedir. Aritimdan sonra ise enzimler ortamda dogal olarak bulunan
mikrobiyal popiilasyon tarafindan degrede edilebilirken, canli hiicrelerin kullanildigi biyolojik
artitim proseslerinde canli kiitlenin olusturdugu ¢amurun uzaklastirilmasi igin ek bir prosediiriin
uygulanmasi gerekmektedir. Aritim proseslerinde enzimlerin kullanimlarinin diger bir avantaji ise
aritimin gergeklestirilecegi ortama ve atik maddeye bagli olarak istenilen stabiliteyi ve yiiksek
aktiviteyi gosteren enzimlerin rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak diisiik maliyetlerle
yiiksek oranda firetilebiliyor olmasidir [7],[8]. Ancak serbest enzimlerin biyoremediyasyon ve
biyodegredasyon islemlerinde kullanimi, aritim sirasinda maliyeti arttiran en 6nemli faktor
enzimler oldugu i¢in miimkiin degildir. Bu nedenle atiksu aritim proseslerinde, fiziksel olarak
hapsedilmis veya kesin olarak tanimlanmis bir bdlgeye, sahip olduklari katalitik aktiviteyi
koruyarak yerlestirilmis, tekrarli ve siirekli olarak kullanilabilen enzimler olarak tanimlanabilen
immobilize enzimlerin kullanimi tercih edilmektedir. Immobilizasyon, enzimlerin canlilarda
cogunlukla hiicre membranlarina tutunarak sagladiklar1 dogal enzim modunu taklit ederek, enzim
yapisini dolayisiyla da aktivitesini kararli hale getirir. Bu durum, immobilize enzimlerin, serbest
enzimlerle kiyaslandiginda ¢evre kosullarina karsi daha gii¢lii ve direngli olmasina olanak saglar.
Ayrica immobilize enzimler yiliksek konsantrasyonlarda kullanilabilirler, reaksiyon siiresini
azaltirlar ve ¢oklu enzim reaksiyonlarinin gergeklestirilmesine olanak saglarlar. Birden fazla

enzimin bir arada tutuklanmasi da miimkiin olabilmektedir. Farkli subsratlara etki eden enzimlerin



bir arada immobilize edilerek kullanilmasi, cesitli basamaklarla gerceklestirilen proseslerin
kisalmasini sagladig1 ve istenmeyen bir liriiniin olusumunu engelledigi i¢in 6neme sahiptir. Ayrica
enzimlerin tek tek immobilize edildiklerindeki etkinlikleriyle ikili immobilize haldeki etkinlikleri
karsilastirildiginda, ortalama partikiil boyutunun azaltilmasinda ko-immobilize enzimlerin daha

etkili olduklari saptanmistir [9].

Bu calismada literatiirde kullanilan bazi destek materyallere proteaz, pektinaz ve o amilaz
enzimlerinin ilk kez bir arada immobilize edilmesiyle bir ko-immobilize enzim tasariminin
gerceklestirilmesi amaglanmaktadir. Buna ek olarak segilen uygun materyalde ko-immobilize
edilen bu tglii enzim sistemi kullanilarak protein, nisasta ve pektin igeren bir atiksu ortaminda 6n
arittmin gerceklestirilmesi hedeflenmektedir. Atiksu 6n aritimi amaciyla ko-immobilize enzim
tasariminin yapilmasi, immobilize edilen enzim kombinasyonlar1 degistirilerek atik aritimi ya da

endiistriyel amagli yapilabilecek farkli galismalar i¢in de yol gosterici olacaktir.



2. GENEL BILGI

2.1. Enzimler

2.1.1. Atiksu Arittiminda Enzimler

Atiklarin aritiminda enzimlerin kullanimi ilk kez 1930 lu yillarda 6nerilmesine ragmen [10],
Kirletici bir maddenin enzim kullanilarak yikimi ilk olarak 1970 lerde denenmistir [11].
Enzimlerle gerceklestirilen biyoremediyasyon islemleri gilinlimiizde rutin olarak uygulanan
kimyasal ve biyolojik aritima alternatif olarak kullanilabilmektedir. Enzimlerin aritim islemlerinde

kullanim1 mikroorganizmalarin ya da kimyasallarin kullanimindan daha avantajli oldugu i¢in

tercih edilmektedir [7].

Atiksularin 6n aritimi amaciyla ¢ok ¢esitli enzim sistemleri kullanilabilmektedir. Bunlar arasinda
en yaygin olan {i¢ enzim sistemi oksidorediiktazlar EC 1, liyazlar EC 4 ve hidrolazlardir EC 3 [12].
Oksidorediiktazlar bir subsrattan digerine elektron transferini katalizleyen enzimlerdir. Yaygin
atik aritim stratejilerinde oksidasyon reaksiyonlar1 énemli yer tutmaktadir. Bunlarin ¢ogunlugu
fizikokimyasal prensiplere dayanmakta ve nonspesifik olmalari, fazla enerji tiiketmeleri gibi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ayrica oksidasyon reaksiyonlarinin kimyasal islemlerle
gerceklestirilmesi sirasinda hem galisanlara hem de ¢evreye zararli kimyasallar kullanilmaktadir.
Oksidorediiktazlar ise kirlilik kontrolii amaciyla organik kontaminantlarin oksidasyonunda zararl
kimyasallarin alternatifi olarak yer alabilmektedir. Cesitli ¢aligmalarda bu grupta yer alan
peroksidazlardan yararlanilarak, atiksulardan fenol, kloroform, mikro Kirleticiler, aromatik
aminler, hidrokarbonlar ve petrokimyasallar gibi atiklarin giderimi gerceklestirilmistir
[13],[14],[15],[16]. Oksidorediiktaz grubu enzimlerden lakkazlar ve tirozinazlar da fenollerin
gideriminde kullanilabilmektedir [17]. Ayrica hem peroksidaz enzimi hem de lakkaz enzimi ¢esitli

renkli endiistriyel atiksularin dekolorizasyonunda rol almaktadir [18],[19].

Liyazlar kimyasal baglarin kirilmasmi katalizleyen enzimlerdir. Bu grupta nitril atiklarinin
degredasyonunda rol alan nitril hidrataz, atiksulardan siyaniir gideriminde rol alan siyaniir hidrataz
ve pektinaz grubu enzimler igerisinde sayilan pektin liyaz gibi enzimler yer almaktadir
[6],[20],[21]. Hidrolaz grubu enzimler ise hidroliz ettikleri baglarin tipine gore alt gruplara
ayrilmaktadir. Bu grupta yer alan enzimler ekmek, un, tahilli gidalar, tatlandiricilar, balik, sebze,
meyve, yumurta, et, jelatin, siit lirlinleri, alkol, yaglar, deri ve kagit gibi maddelerin {iretiminin ya
da islenmesinin gergeklestirildigi endiistrilerin atiklarinin aritiminda rol almaktadir. Bu atiklar

kentsel atiksularda da organik atik grubunu olusturmaktadir. Tiim bu atiklar nisastalar, diger



karbonhidratlar (pektin, seliiloz ve digerleri), proteinler ve yaglar olmak tizere dort kategoride
gruplandirilmaktadir. Bu atiklarin 6n aritimlari amaciyla kullanilan enzimlerin baginda amilaz,
proteaz, lipaz, seliilaz ve pektinaz enzimleri yer almaktadir [6],[8]. Giiniimiizde atiksu aritim
sistemlerinde kullanilmak {iizere, bu enzimlerle birlikte mikroorganizmalarin ve inorganik

nutrientlerin de i¢inde bulundugu kombine {irlinlerin satis1 gergeklestirilmektedir [22].

Cesitli caligmalarda atik maddelerin gideriminde, uygulanan immobilizasyon teknigine de bagl
olarak immobilize enzimlerin serbest enzimlerden daha etkili olduklari tespit edilmistir. Wada ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir ¢alismada katyon degistirici bir rezine immobilize edilmis olan
tirozinaz enziminin fenol gideriminde serbest haldeki enzimle kiyaslandiginda daha basarili
oldugu saptanmistir [23]. Tekstil endiistrisi atiksularinda yer alan antrakinon ve azo boyalarinin
renk giderimi amaciyla immobilize ve serbest peroksidaz enziminin kullanildigi bir ¢aligmada
immobilize enzimin sicaklik stabilitesinin daha yiliksek oldugu tespit edilmistir. Ancak enzim
kovalent baglanma metoduyla immobilize edildigi i¢in enzim aktivitesinde bir miktar diisiis
meydana geldigi goriilmiistiir [19]. Peroksidaz enziminin immobilizasyonunda CNBr Sefaroz 4B
destek materyalinin kullanildig: bir diger ¢alismada ise ambalaj atiklarinda renk gideriminde
immobilize enzimlerle elde edilen giderim oraninin serbest enzimle elde edilenden 2.7 kat daha
fazla oldugu belirlenmistir [24]. immobilize lakkaz enziminin atiksulardaki renk gideriminde
kullanildig1 bir bagka ¢aligmada da, reaktif tekstil boyalarinin dekolarizasyonunda immobilize

haldeki enzimin yiiksek etkinlik gosterdigi tespit edilmistir [25].

2.1.2. 0. amilaz Enziminin Ozellikleri ve Atiksu Aritiminda Kullanimlar1

Biyoteknolojide genis bir kullanim alanina sahip olan o amilaz, endiistriyel agidan 6nemli bir
hidrolaz grubu enzimdir. Amilazlar nisasta molekiiliiniin igerisindeki glikozidik baglarini rasgele
yerlerden keserek dekstrin ve oligosakkaritlere hidrolizini gergeklestirmektedir. Bu enzim
grubunda o amilaz, B amilaz ve glukoamilazlar yer almaktadir. Ayrica ekstraseliiler olan bu
enzimler endo ve ekzoamilazlar olarak da siniflandirilmaktadir. Bunlardan endoamilazlar nisasta
molekiiliinlin i¢ kismini hidroliz ederek farkli uzunluklarda diiz ya da dallanmis oligosakkkarit
zincirleri olustururlar. Ekzoamilazlar ise indirgen olmayan ug¢ kisimlara dogru etki ederek kisa son
iriinler olustururlar. Bir endoamilaz olan a amilazin etki ettigi substrat nisastadir. Nisasta amiloz
ve amilopektin polimerlerinden olusan bir polisakkarittir. o amilaz nisastadaki glukoz birimleri
arasindaki a 1, 4-glikozidik baglarina etki etmektedir. pH 7 en iyi ¢alisabildikleri pH degeridir

[26]. o amilaz bitkilerden, hayvanlardan veya mikroorganizmalardan izole edilebilmesine ragmen



mikrobiyal kaynaklara olan ilgi daha ytiksektir. Ciinkli mikroorganizmalar hizl1 gelisirler, kiiciik
alanlar kaplarlar, bu sayede kontrollii kosullarda kisa siirede iriin elde edilmesi miimkiin
olmaktadir. Ayrica genetik miihendisligi sayesinde mikrobiyal kaynaklarda amaca yonelik olarak
istenilen karakterler degistirilebilmektedir. Buna ornek olarak 1siya direngli o amilaz tiretimi
verilebilmektedir. o amilaz  bakteriyal tiirler arasindan en sik Bacillus spp., Bacillus
amyloliqueafaciens ve Bacillus licheniformis tiirlerinden elde edilmektedir [27]. Onemli

endiistriyel faaliyetlerde o amilaz kullanimi s6z konusudur (Cizelge 2.1).

Cizelge 2. 1. o amilazin endiistriyel uygulamalari ve elde edildikleri kaynaklar [26]

Endiistriyel Mikrobiyal Kaynaklar Enzimin rolii Referanslar

Uygulamalar
Nisasta Doniistimii

B. amyloliquefaciens ve Nisastay1 dekstrinlere [26]
B. licheniformis hidroliz ederek daha az
yogun bir nisasta
soliisyonunun eldesi
Firincilik Endiistrisi B. stearothermophilus Hamur i¢indeki nisastay1 [26][28]
daha kii¢iik fermente
edilebilir sekerlere
doniistiirdir.
Deterjan Endiistrisi B. licheniformis Nisasta igeren [28]
yiyeceklerin suda
¢Oziinebilir dekstrinlere
yikimi
Tekstil Endiistrisi Bacillus sp. Nisasta hagillama ajaninin [26][28]
dokuma kumaslardan
uzaklastirilmasinda
Biyoetanol Uretimi E. coli, B. subtilis Nisastanin mayalar [26][28]
tarafindan alkole
gevriminin
gergeklestirildigi kiigiik
fermente edilebilir
sekerlere doniisiimii
Kagit Endiistrisi Bacillus sp, Geobacillus Kagidin kaplanabilmesi [29]
i¢in nisastanin
viskozitesinin
azaltilmasinda
Atik Aritimi Bacillus sp. Nisasta igeren gida atik [30]
sularinin 6n aritimi

Nigasta bitkisel kaynakli besinlerin islenmesi sonucunda olusan atiksularda yaygin olarak
bulunmaktadir. Bu atiksularin 6n aritiminin gergeklestirildigi durumlarda enzimlerin kullanimi s6z
konusu olmaktadir. Ayrica Shoemaker tarafindan yapilan bir ¢alismada, amilazin aktif ¢amur
yontemiyle gerceklestirilen atiksu artimimi ilerleterek aritim siiresinin kisalmasina etki ettigi
gosterilmistir [30]. Atiksu aritim tesislerinde aritim igin aktif gamurun kullanildigr durumlarda da

ekstraseliiler o amilaz enziminin atiksudaki nisastali atiklarin gideriminde rol oynadigi



saptanmigtir [31].

2.1.3. Pektinaz Enziminin Ozellikleri ve Atiksu Aritiminda Kullanimlar

Dogada ¢ok yaygin olarak bulunan pektinolitik enzimler yiiksek yapili bitkiler, bakteriler, kiifler,
mayalar, bocekler, nematodlar ve protozoalar tarafindan tiretilmektedir. Bitkilerde hiicre duvariin
genislemesinde, ya da maturasyon ve depolama sirasinda bazi bitki dokularmin yumusamasinda

rol almaktadir [32].

Mikrobiyal pektoliziz ise ozellikle bitki patogenezinde, simbiyozizde ve bitki artiklarinin
ayrismasinda onemli rol oynamaktadir. Ayrica pektolitik enzimler indiiklenebilir 6zelliktedir,
sadece gerektiginde iiretilmektedir ve dogadaki karbon dongiisiine katki saglamaktadirlar.
Pektolitik enzimler veya pektinazlar olarak da adlandirilan enzim grubu ana poligalakturanon
zinciri tizerindeki aktivitelerine gére 3 grupta siniflandirihirlar [33]. (1) Poligalakturonazi (EC
3.2.1.15) igeren hidrolazlar, (2) pektin liyaz (EC 4.2.2.10) ve pektat liyaz (EC 4.2.2.2) enzimlerinin
yer aldig1 liyazlar/transeliminazlar, (3) pektin esteraz (EC 3.1.1.11). Pektinolitik etkiye sahip bu
enzimler endiistriyel dnemi oldukg¢a yiiksek olan pektinlerin degredasyonunu katalizlemektedirler.
Pektin ¢ok yonlii ve galakturonik asit¢e zengin bir homopolisakkarittir. Bitkilerin birincil hiicre
duvarlarinin ana bilesenlerinden biridir ve orta lamel yapisinda da yer almaktadir. Pektin, karboksil
gruplarin rezidiilerini ve metil esterlerin degisen derecelerini igeren uzun galakturonik asit
zincirlerinden olugmaktadir. Ayrica pektin jel benzeri bir matriks olmasi nedeniyle ticari olarak

narenciyelerden ekstrakte edilerek gidalarda jellestirici ajan olarak kullanilmaktadir [32],[34].

Pektinaz grubu enzimler asidik ve alkali pektinazlar olarak da siniflandirilmaktadir. Genellikle
fungal kaynaklardan elde edilen asidik pektinazlar meyve suyu endiistrisinde ve sarap yapiminda
kullanilmaktadir. En 6nemli endiistriyel enzimlerden biri olan alkali pektinazlar ise tekstil
proseslerinde, bitki liflerinin zamklarinin giderilmesinde, yag ekstraksiyonunda, pektik atiksularin
on aritiminda, kagit yapiminda, ¢ay ve kahve fermentasyonlarinda olmak {izere genis kullanima

sahip olmalariyla biyoteknolojik alanda biiyiik 6neme sahiptirler [33],[34],[35].

Turunggillerin islenmesi sirasinda agiga ¢ikan ve pektik maddeler igeren atiksularin aritimi pek
cok aritim isleminin bir araya gelmesiyle gerceklestirilebilmektedir. Bu islemler; metan olusumu
ile sonuglanan, fiziksel olarak suyunun alinmasi, spreyle yikama, kimyasal koagiilasyon, dogrudan
aktif camur aritimi1 ve kimyasal hidroliz islemleridir. Ancak bu islemlerin maliyetinin yiliksek

olmast, aritim siirecinin uzun olmast, ayrica kullanilan kimyasallarin ¢evre kirliligine neden olmasi



gibi ¢esitli dezavantajlart bulunmaktadir. Bu wuygulamalara alternatif olarak mikrobiyal
kaynaklardan elde edilen enzimlerle atik giderimi, uygun maliyetli ve ¢evre dostu olmasi
nedeniyle kullanilmaktadir. Bitkisel gida isleme endiistrisinden gelen pektik atiksular, on

aritimlar enzimler ile gerceklestirilerek aktif camur islemine hazirlanmaktadirlar [33],[34],[36].

2.1.4. Proteaz Enziminin Ozellikleri ve Atiksu Aritiminda Kullanimlari

Proteazlar, proteinler i¢indeki peptit baglarinin kirilmasini katalizleyen enzimlerdir. Hidrolazlar
grubunda yer alan bu enzimler ekzopeptidazlar ve endopeptidazlar olarak siniflandirilmaktadirlar.
Ekzopeptidazlar direkt proteinlerin amino ve karboksil terminallerine etki ederken,
endopeptidazlar i¢ peptit baglarinin kirilmasinda rol oynarlar. Proteazlarin siniflandirilmasindaki
daha rasyonel bir yaklasim ise aktif bolgelerinin karsilastirilmasina, etki mekanizmalarina ve 3
boyutlu yapilarina dayanmaktadir. Aktif bolgelerinde yer alan fonksiyonel gruplarina gore, serin
proteazlar, aspartik proteazlar, sistein proteazlar ve metallo proteazlar olarak 4 gruba
ayrilmaktadirlar. Bunlardan serin proteazlar proteolitik enzimlerin en yaygin olarak bulunan
grubunu olusturmaktadir. Aktif bolgelerinde reaktif bir serin grubu tasiyan proteazlardir.
Genellikle notral ve alkali pH degerlerinde aktif olan diisiik molekiil agirlikli enzimlerdir. Aspartik
proteazlar asidik proteazlar olarak da bilinirler, katalitik aktiviteleri tasidiklari aspartik asit
rezidiilerine baglhdir. Sistein proteazlar indirgeyici ajanlarla stimiile olmaktadir ve pH 5-8 arasi
degerlerde aktiftirler. Metallo proteazlar ise protein yapilarinin stabilizasyonu ve aktiviteleri i¢in
¢inko ve kalsiyum iyonlarina ihtiya¢ duymaktadir. EDTA gibi selatlama ajanlarina kars
duyarlidirlar. Proteazlar ayrica optimum aktivite gosterdikleri pH’lara gore asidik, ndtral ve

alkalen proteazlar olarak da siniflandirilmaktadirlar [37].

Proteazlar hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalardan elde edilebilmektedir. Ancak sahip
olduklar1 bazi avantajlar1 nedeniyle, proteaz eldesinde siklikla mikrobiyal kaynaklar tercih
edilmektedir. Mikroorganizmalarin iiretim siiresinin kisa olmasi, iiretimi sirasinda genis alanlara
ithtiya¢ duyulmamasi ve istenilen 6zellikleri tasiyan enzimlerin iiretilebilmesi i¢in genetik olarak

degistirilebilir olmalar1 avantajlar1 arasinda sayilabilmektedir [38].

Proteazlar endiistriyel enzimler arasinda biiyiik 6neme sahip bir gruptur. Tiim enzim marketinin
% 60’ 1n1 olusturmaktadirlar. Siit iirlinleri, gida, deri ve ila¢ endiistrisinde, firincilikta, deterjanlarin
icerisinde, soya lirlinlerinin liretiminde, peynir ve et iiriinlerinin igslenmesinde [39], evsel ve gida

endiistrisi atiklarinin 6n aritimi [37] gibi ¢ok ¢esitli alanlarda kullanim1 s6z konusudur.



Proteazlar igerisinden alkali kosullarda katalitik aktivite gosterenler, cesitli yiyecek endiistrisi
atiklarinin aritimi i¢in kullanilabilmektedirler [30]. Lagim sulari igerisindeki organik maddelerin
% 40-60 kadar proteinlerden olugsmaktadir. Yapilan ¢alismalarda ekstraseliiler proteaz enziminin
lagim sulan igerisine eklendiginde kati madde miktarini azalttigi ayrica ortamdaki patojen
mikrooganizma sayisinda da azalmaya sebep oldugu ve lagim suyundaki deflokiilasyonun

artmasini sagladig1 goriilmistiir [40],[41].

2.2. Enzim Immobilizasyonu

Enzimler canlilardaki metabolik reaksiyonlarin katatlizlenmesinde rol oynamaktadir. Hiicre
kiiltirleri ve mikrobiyal kaynaklardan elde edilen enzimler, ¢esitli kimyasal reaksiyonlarda
substratin ¢evrimini gergeklestirmektedir. Enzimler, ilimli sicaklikta, basingta ve pH’ da
calisabilen, uygun reaksiyon kosullarinda substrat spesifikligi gosteren ve kontamine edici ara
tiriinler olusturmadan istenilen iiriiniin olugsmasini saglayan potansiyel katalizorlerdir. Tiim bu
ozellikleri nedeniyle endiistride ¢ok ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadirlar. Ancak enzimlerin
biyoteknolojik metodlar ile tiretimi son derece pahali oldugu igin yeni metotlarin gelistirilmesi ile
bu durum agilmaya calisilmistir. Enzimlerin stabilitelerinin diisiik olmasi, operasyon
kosullarindaki degisimlere karsi cok duyarli olmalari gibi kullanimlarini sinirlayan ¢esitli sorunlari
ortadan kaldirmak i¢in immobilizasyon teknikleri kullanilmaktadir [42]. Immobilize enzim terimi
ilk kez 1971 yilinda, 1. Enzim Miihendisligi Kongresi’ nde ortaya atilmigtir. Bu tanim ile fiziksel
olarak smirlanmis enzimler veya katalitik aktivitelerini koruyarak, tekrar ve siirekli
kullanilabilecek sekilde belirli bir bolgeye baglanarak sinirlandirilmis enzimler anlatilmaktadir
[43]. Serbest ya da ¢ozlinmiis enzimler ¢esitli destek materyallere baglanarak suda ¢éziinmeyen
hareketsiz hale getirilirler. Segilen immobilizasyon metodu ve destek materyal biyokatalizdriin
ozelliklerini yliksek oranda etkiler. Kullanilan destek materyalin 6zelligine bagli olarak
immobilizasyon sirasinda aktivite ve diflizyonda birtakim smirlamalar meydana gelmektedir.
Destek materyal segilirken, enzimatik reaksiyon sirasinda substratin ve iirlinlerin diflizyonunu en
az etkileyen, genis ylizey alanina sahip olmasma dikkat edilmelidir [44]. Ayni zamanda
maliyetinin uygun olmasma da dikkat edilmelidir aksi takdirde enzimden bile daha yiiksek

maliyetli olacagi i¢in immobilizasyon islemi ile hedeflenen verim elde edilemeyecektir [45].



2.2.1. Enzim immobilizasyonunun Avantajlar

Serbest enzimlerin kullanimi ile immobilize formlari kiyaslandiginda immobilize enzimlerin 1s1ya
direnglerinin yiiksek olmasi, reaksiyon sonunda reaksiyon karisimindan kolaylikla ayrilabilmeleri
ve tekrar tekrar kullanilabilmeleri gibi avantajlar gozlenmektedir. immobilize enzimlerle
gerceklestirilen siireglerin tekrarlanabilir olmasi Ozellikle enzim iiretimi sirasindaki yliksek
maliyet dezavantajin1 ortadan kaldirmaktadir [46]. Ayni zamanda immobilizasyon islemi
reaksiyon {iriinlerinin katalizor ile kontaminasyonunu engeller. Immobilize enzimler gesitli
denatiire edici ajanlara (ekstrem pH degerleri, sicaklik ve organik ¢oziiciiler) karsi gelismis bir
Ozgiinliik, secicilik, saklama ve operasyon stabilitesi gostermektedir ve immobilizasyon
inhibisyonu miimkiin oldugunca engellemektedir. Son olarak ancak immobilizasyon ile ¢oklu

enzimlerle ardarda siireglerin gergeklestirilmesi miimkiin olabilmektedir [47].

2.2.2. Enzim immobilizasyon Metotlar

Immobilizasyon metotlar1 immobilizasyon sirasindaki etkilesimin yapisina bagh olarak fiziksel ve
kimyasal metotlar olarak smiflandirilmaktadir. Baska bir yaklasima goére metotlar tersine
cevrilebilmesine ya da ¢evrilememesine gore ikiye ayrilir. En yaygin siniflandirma sistemine gore
ise tagtyiciya baglanma, tutuklanma ve capraz baglanma olmak tizere ii¢ gruba ayrilmaktadir (Sekil
2.1). Ancak yapilan tiim immobilizasyon g¢aligmalarina ragmen enzim immobilizasyonu igin

evrensel olarak kabul edilen ya da her enzime uygulanabilen bir metot bulunmamaktadir [45].
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2.2.2.1. Tasiyiciya Baglanma

Enzimler tasiyict olarak kullanilan destek materyallerin yiizeylerine konformasyonel ve
fonksiyonel 6zellikleri degismeden baglanmalidir. Tasiyiciya baglanma hidrofobik ve van der
Waals etkilesimleri gibi fiziksel olabilir ya da iyonik veya kovalent yapida olabilir (Sekil 2.1.)
[49].

2.2.2.1.1. Fiziksel Adsorbsiyon

Bu metot hem basit hem de ucuz bir metottur. Bir enzim soliisyonu ile suda ¢oziinmeyen solvent
bir yiizey karsilastirilir ve daha sonra adsorbe olmayan enzimler yikama ile uzaklastirilir (Sekil
2.1.). Adsorbsiyon olaymin meydana gelmesi destek materyalin yapisi, pH, sicaklik, zaman ve
enzim konsantrasyonu gibi bazi faktorlere baglidir. Adsorbsiyon olay1 geri doniistimlii bir olaydir
ve kolay bir yontem olmasinin yani sira bir diger avantaji iliml bir sistem oldugu i¢in enzimin
konformasyonunu ve aktivitesini ¢ok diisiik oranda etkilemektedir [44]. Ancak fiziksel baglanma
genellikle, yiiksek reaktan ve iiriin konsantrasyonun oldugu endiistriyel kosullarda ve yiiksek
iyonik gii¢ altinda enzimin tastyica bagl kalmasini saglamakta ¢cok zayiftir [50]. Adsorban olarak
allimina, bentonit, kalsiyum karbonat, kalsiyum fosfat, karbon, diyatomlu toprak, seliiloz, komiir,
kil, kollajen, cam, iyon degistirici rezinler, sefadeks ve silika jel gibi materyaller kullanilmaktadir

[44].

Iyonik baglanma sirasinda destek materyalin bir &n aktivasyon basamagindan gegmesine gerek
yoktur. Enzimle destek materyal arasindaki etkilesim destek materyalin yiizey kimyasi ile enzim
molekiillerinin ylizeyinde yer alan aminoasitlerin ¢esidine baglidir. Destek materyal ile enzim
arasindaki zayif etkilesimler, iyonik veya hidrojen bagi ve van der Waals kuvvetleri gibi
hidrofobik etkilesimlerdir. islem sirasinda pH ve iyonik giiciin siki bir sekilde kontrol edilmesi
gerekmektedir ¢linkii bunlar enzimin ya da destek materyalin ylikiinii etkileyerek adsorbsiyon
miktarma etki etmektedir [43]. Bu nedenle adsorbsiyon metodu ile hazirlanan immobilize enzim

operasyon stabilitesi bakimindan zayiftir [51].

2.2.2.1.2. Kovalent Baglanma

Destekler ile enzimler arasinda ¢ok sayida baglanmanin miimkiin olmasi bakimindan kovalent
baglanma en kompleks immobilizasyon metodudur (Sekil 2.1). Enzimlerin kati destek
materyallere kovalent baglanmasi enzimlerin yilizeyindeki aminoasit rezidiileri ile destek yiizeyi
tizerindeki reaktif gruplar arasinda kovalent baglarin olusumu ile meydana gelmektedir [45].

Kovalent baglanmalarda lizin veya arjininin amino gruplar1 (NH>), aspartik asit veya glutamik
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asidin karboksil gruplar1 (COOH), serin veya treoninin hidroksil gruplari (OH) ve sisteinin
stilfidril gruplar1 (SH) yer almaktadir. Enzimin destek materyale kovalent baglarla tutunmasinda
diazotasyon, amino bagi, Schiff bazlarmin olusumu, amidasyon reaksiyonlari, tiyol siilfid, peptit
bag1 ve alkilasyon reaksiyonlar1 gibi cok sayida reaksiyon prosediirii rol almaktadir. Enzim ve
destek materyal arasindaki baglar direkt kurulabildigi gibi destege eklenen ve uzatici kol olarak
adlandirllan farkli uzunluklardaki baglantilar araciligiyla da kurulabilmektedir. Ara baglanti
molekiillerinin kullanim1 enzime hareket kabiliyeti katmasi nedeniyle son derece avantajlidir. Bu
sayede ayni kosullar altinda, enzimin direkt destege bagli oldugunda elde edilen aktivitesinden
daha yiiksek bir aktivite saptanmaktadir. Enzimin direkt olarak destege baglanmasi
konformasyonunda degisikliklere sebep olarak ya da aktif merkezin ulasilabilirligini azaltarak
enzimin aktivitesini etkilemektedir. Uzatic1 kolun uzunlugu ne kadar fazla olursa enzim o kadar
fazla serbest enzim gibi yliksek aktivite gosterir. Bu islemde en 6nemli kisim ise se¢ilen uzatici
kolun enzimin aktif merkezinde yer alan aminoasitlerle reaksiyona girmeyecek 6zellikte olmasidir

[43],[52].

Etkili bir kovalent baglanmanin meydana gelmesi i¢in enzimin ya da destek materyalin aktive
edilmesi gerekmektedir. Enzim aktive edildiginde enzimin tersiyer yapisinda degisiklige sebep
olmasi nedeniyle siklikla destek materyaller aktive edilmektedir. Kovalent immobilizasyonda
enzimle destek materyaller arasinda ¢ok giiclii baglarin kurulmasi enzimin diger metotlardakinden
daha stabil yapida olmasmi saglamaktadir. Ancak kovalent immobilizasyonun da bazi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Kovalent immobilizasyon sirasinda ortam kosullarinin zorlu
olmasina bagli olarak enzimin konformasyonunda degisiklikler meydana gelerek enzim inaktif
olabilmektedir. Bazi durumlarda ise kurulan bag enzimin aktif merkezine denk gelmekte ve enzim

inaktif hale gelmektedir [45].

2.2.2.1.3. Iyonik Baglanma

Iyonik bag ile immobilizasyon metodu iyonik yiiklii bir destek materyale, enzim molekiiliiniin
Iyonik olarak baglanmasina dayanmaktadir (Sekil 2.1). Bu metotta immobilizasyon ile tasiyiciya
ne kadar enzim baglanacag ve aktivitesi tastyicinin dogasina baglidir. Fiziksel adsorbsiyon ile
iyonik baglanma arasindaki en temel fark etkilesimin giiciidiir, bu gii¢ iyonik baglanma i¢in daha
yiiksektir. Ancak kovalent baglanmanin giiciinden daha zayiftir. Bu metotta enzimle destek
arasindaki baglanma kuvvetinin iyonik dogas1 pH degisimlerine, destek materyalin yiikiine, enzim

konsantrasyonuna ve sicakliga baghdir [43]. Iyonizasyonu etkileyen pH, hidrofobisite, iyonik gii¢
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ve karsit yiikiin benzerligi gibi faktorlerin optimum kosullarda olmasi durumunda enzimin yapmis
oldugu bag etkili ve giicliidiir. Enzim molekiilii, u¢ zincirlerinde yer alan aspartat, glutamat ya da
lizin gibi aminoasitlerin destek materyal iizerindeki ters yiiklii gruplarla etkilesimi sayesinde
destege baglanmaktadir. Destek ile enzim arasindaki baglar tuz zincirleridir. Ancak tiim bunlara
ragmen yliksek iyonik giic ve pH degisiklikleri durumunda kopmalar goriilmektedir [45]. Bu
baglanma islemi sicaklik, polar ve iyonik gii¢ kosullart degistirilerek geri dondiiriilebilmektedir
[42]. Iyonik baglanma igin destek materyal olarak, dietilaminoetilseliiloz, dekstran, kitosan,
karboksimetilseliiloz gibi polisakkarit tiirevleri, polistiren tiirevleri, polietilen vinil alkol gibi
sentetik polimerler ya da aliimina, silika ve bentonit gibi inorganik materyaller kullanilmaktadir.
Iyonik baglanmanin en 6nemli avantaji enzimin konformasyonunda kiiciik degisikliklere sebep
olmasi nedeniyle yiiksek enzim aktivitesi elde edilmesidir. Ayrica uygulamasi kolay ve ucuz

yontemlerdir. En 6nemli dezavantaji ise diger iyonlarla etkilesimlerin miimkiin olmasidir [43].

2.2.2.2. Capraz Baglanma

Capraz baglanma metodu ikili ya da ¢oklu fonksiyona sahip ajanlar araciligiyla enzim molekiilleri
arasinda kovalent baglarin olusumuna dayanmaktadir. Bu sayede bir destek materyal olmaksizin
makropartikiiller hazirlanabilmektedir. Enzimlerin ¢apraz baglanmasinda bag olusumunda
genellikle lizinin amino grubu, bazi durumlarda ise sisteinin siilfidril gruplari, tirozinin fenolik OH
gruplar ya da histidinin imidazol gruplari rol almaktadir. Siklikla kullanilan ikili fonksiyona sahip
ajanlar ise glutardialdehit, glutaraldehit, glioksal, diizosiyanat, hekzemetilen diizosiyanat ve

toluen diizosiyanattir.

Enzimlerin tasiyicilara immobilizasyonu sirasinda dogal aktivitelerinin % 50 kadari
kaybedilmektedir. Oysaki ¢apraz bagli enzim kristalleri ya da agregatlarinin olusumu ile aktivite

kayb1 engellenebilmektedir.

Enzim immobilizasyonunda ¢apraz baglanma metodu kullanilirken avantaj ve dezavantajlar1 goz
oniinde bulundurulmalidir. Yontemin temel avantajlari, kolay uygulanabilir olmas1 ve pahal1 bir
destek materyale ihtiya¢ duyulmamasidir. Bir diger avantaji ise enzimlerin yiiksek stabiliteye sahip
olmasidir. En 6nemli dezavantajlari ise olusan yapilarin kirilgan olmasi ve diflizyonda meydana

gelen engellerdir. Ayrica enzim agregatlarinin boyutlar1 kontrol edilememektedir [43],[45].
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2.2.2.3. Tutuklama ve Kapsiilleme

Enzimlerin tutuklanmasi sirasinda enzim ile destek materyal arasinda herhangi bir reaksiyon
ger¢eklesmez. Enzimin etrafi capraz bagli sentetik veya organik bir polimer ag ile sarilir ya da
enzim polimerik bir madde igerisine koyulur ve polimerik zincirler ¢capraz baglanir. Polimerik ag
substratin ve tiriinlerin gegisini miimkiin kilan gegirgen bir yapidir ancak enzimin agin igerisinde
kalmasini saglar. Yontemin avantajlart hizli, ucuz ve reaksiyon kosullarinin hafif olmasidir.
Dezavantaj1 ise kiitle transferini smirlandirmasidir. Bununla birlikte bu destek matriksler,
enzimleri mikrobiyal kontaminasyona karsi da korumaktadir. Mikro kapsiilleme metodunda ise
enzim molekiilleri secici yar1 gecgirgen 6zellikte kiiresel bir membran i¢erisinde kapsiillenmektedir.
Bu metot enzim ile membran arasinda genis bir yiizey alaninin olusmasini saglar. Ancak
kapsiillenme sirasinda enzimin inaktif hale gelmesi yontemin dezavantajidir [42]. Yontemle ilgili
diger bir sorun ise diger immobilizasyon metotlarina gore yontemin yiikleme etkinliginin diisiik
olmasidir. Matrikse tutuklama metodunda anahtar nokta destek materyalin se¢imidir. Bu baglamda
immobilize edilecek enzimin biiyilikligii ile destek materyalin por biiyiikliiklerinin orant 6nemli
bir parametredir. Kiigiik porlar substratin gecisini engellerken, biiyiik por boyutlar1 ise enzimin

kaybina yol agmaktadir.

Membran yapilar igerisinde mikro kapsiilasyonun temel ozelligi biyokatalizoriin membran
duvarlariyla smirlanmasidir, ancak kapsiiliin ¢ekirdek kismina dogru hareket serbesttir. Bu
kapsiilleme metodunda da temel faktdr membran porlarmin biiyiikliigiidiir. Mikro kapsiiliin i¢
kismina erisimin sinirlandirilmasi, enzimin zor cevre sartlarindan korunmasini sagladigi icin
yontemin en 6nemli avantajidir. Enzimin s1zintist miimkiin olmadig i¢in kullanildig: siire boyunca
enzim aktivitesinde azalma gozlenmez. Ancak bu yontem biiylik molekiil agirligina sahip

substratlarin kullanildig1 durumlarda uygun degildir [45].

2.2.3. Enzim immobilizasyonunda Destek Materyal Olarak Kullanilan Baz1 Dogal
Polimerler

Cesitli dogal polimerler, 6zellikle de polisakkarit yapidaki seliiloz, nisasta, agaroz, aljinat,
karragenan, kitosan ya da protein yapidaki alblimin ve jelatin enzim immobilizasyonunda tasiyici
yiizey olarak genis kullanima sahiptir [50],[53]. Dogal polimerler kolay modifiye olabilen, toksik
olmayan, kirletici igermeyen, gesitli fonksiyonel gruplar tagiyan ve biyo uyumlulugu yiiksek olan

materyallerdir [51].
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2.2.3.1. Aljinat

Aljinat ilk kez 1881 yilinda Ingiliz bilim adami E.C.C Stanford tarafindan tanimlanmustir. Anyonik
ve hidrofobik bir polisakkarit olan aljinat, deniz bitkileri ve bakterilerden elde edilen, dogal olarak
sentezlenen materyaller arasinda ilk sirada yer almaktadir. Ozellikle Laminaria hyperborea,
Ascophyllum nodosum ve Macrocystis pyrifera gibi kahverengi alglerden elde edilmektedir.
Ekonomik olarak ¢ok kullanisli olmasa da Azotobacter ve Pseudomonas tiirleri gibi bakterilerden
de izole edilebilmektedir [54]. 1,4 bagli p-D mannuronat ve onun C-5 epimeri a-L gluronik asit
rezidiilerinin homopolimerik bloklarini tasiyan bir dogrusal kopolimerdir (Sekil 2.2.). Aljinatin
sahip oldugu ozellikler onun biyo katalitik siireclerde matriks olarak genis kullanima sahip
olmasini saglamaktadir. En 6nemli avantajlari ucuz, kolay ulagilabilir olmalari, suya yiiksek afinite
gostermeleri, toksik olmamalar1 ve i1limli kosullarda jel olusturma kapasitelerinin yiiksek
olmasidir. Aljinat destekler iki degerlikli katyonlarn (Ca*?, Ba*?, Co*?) varliginda gluronik
asitlerin mannuronik asit rezidiileri ile capraz baglanmasi ile hazirlanmaktadir [55]. Aljinat tuzlari
arasinda en yaygin olarak kullanilani kalsiyum aljinattir. Kalsiyum aljinat hidrofilik karakterinden
dolay1 hidrofobik molekiiller igin etkili bir bariyerdir [56]. Ca varligina bagli olarak ¢6ziinebilirligi
degisen, ¢oziinebilen ve ¢oziinemeyen seklinde tersine ¢evrilebilir bir polimerdir. Bu ¢6ziinmeyen
jel yapisi, Ca gibi c¢ok degerlikli katyonlara karsi gosterdigi iyon baglama ozelliginden
kaynaklanmaktadir. Ayrica Ca aljinat jelin stabil hale getirilebilmesi icin Ti*® ve Al*3 gibi diger
¢ok degerlikli katyonlarda kullanilabilmektedir. Makromolekiillerin hizli diftizyonuna izin veren
gbzenekli jel yapisi ve matriks icerisinde duragan sivi bir ¢evre olusturmasi nedeniyle ¢apraz
baglanan Na aljinat ¢esitli biyomolekiillerin kapsiillenmesinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir
[57]. Kalsiyum aljinat jel boncuk yapisinda ya da kapsiil olarak enzim tutuklanmasinda rol
almaktadir. Enzim ve Na aljinatin CaCl; icerisine damlatilmasiyla boncuk, enzim ve CaClz’ iin Na
aljinat igerisine damlatilmasiyla kapsiil yapisi elde edilmektedir [58]. Ayrica aljinat boncuklarin
lizerine de yiizey adsorpsiyonu sayesinde enzim tutuklamak miimkiin olmaktadir. Protein
adsorpsiyonunu etkileyen parametrelerin basinda ise pH gelmektedir. En yiiksek adsorpsiyon
enzimin izoelektrik noktasinin altindaki pH degerlerinde goriilmektedir [59]. Na aljinat i¢erisinde
ya da tizerinde tutuklanmasi enzimin, pH, sicaklik, oksijen, organik ¢oziiciiler ve selatorler gibi
cesitli cevresel faktorlere karst korunmasini saglar. Diger yandan Na aljinat jel kullaniminin,
transferin siirli olmasi, az enzim yiliklenmesi, ¢ok iinitli immobilize enzimlerin alt iinitelerine

ayrilmasina neden olarak inaktif hale gelmesi gibi dezavantajlar1 da s6z konusudur [60].
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Sekil 2.2. Na aljinatin yapisi [61]

2.2.3.2. Karragenan

k-Karragenan en yaygin olarak kullanilan immobilizasyon matrikslerinden biridir. Dogrusal
yapida, kirmizi alglerden ekstrakte edilen siilfatlanmis bir polisakkarittir. Primer yapisi birbirini
takip eden a (1,3)-D-galaktoz-4-siilfat ve B (1,4)-3,6-anhidro-D-galaktoz rezidiilerinden olusan,
yiiksek molekiil agirlikl bir biyopolimerdir (Sekil 2.3.). k-Karragenan, sicakligin ytikseltilmesiyle
ya da metal iyonlari, aminler, aminoasit tiirevleri ve suda ¢oOziinebilen organik ¢oziiciilerin
varliginda kolayca jel formuna doniistiiriilebilmektedir. Bu 6zelligi ve toksik olmamasi nedeniyle
k-Karragenan enzim immobilizasyonu ¢alismalarinda siklikla kullanilan bir dogal polimerdir
[62],[63],[64]. x-Karragenan ile jel olusumu termal olarak doniisiimliidiir bu yiizden karragenan
kullaninmi ¢ok yiiksek sicakliklarda gerceklestirilecek uygulamalara uygun degildir. Jellesme
stirecini baglatan ajanlarin konsantrasyonu, islemin basarili olmasi tizerinde 6neme sahiptir. Diisiik
miktarlarda ajan kullaniminda olusan jel stabil degildir ancak fazla kullanimi da enzimin
aktivitesinin kaybina neden olabilmektedir. Damlatma metodu ile bir siringa ya da dar bir kanalin
u¢ kismindan piiskiirtiilerek ya da bir sivi veya hava igerisine yayilma yoluyla da kiibik, boncuk
ya da membran yapisinda iiretilebilmektedirler [58]. x-Karragenan jelin mekanik ve sicaklik
stabilitesini arttirmak igin polimere 3,6-anhidro-D-galaktoz 2 siilfat eklenmesinin arttirilmasi
gerekmektedir. K* ve AI** iyonlar1 da jelin 6zelliklerinin iyilestirilmesi amaciyla kullanilmaktadir.
Enzim ya da hiicrelerin tutuklama metoduyla immobilizasyonunda kullanilan bu biyopolimerin en

onemli dezavantaji1 ise fonksiyonel gruplarinin olmamasi nedeniyle immobilizasyonun kovalent
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olmayan baglar araciliftyla gergeklestirilmesidir. Ayrica 300 kDa’ dan daha diisiik molekiil

agirligina sahip enzimlerin bu matriks icerisinden difiizyonu s6z konusu olabilmektedir.

Karragenan jellerin diisikk olan termal kararliliklarinin arttirilmas: amaciyla, polielektrolit
kompleks olusturan poliaminlerle muamele edilmeleri gerekmektedir. Bu amagla dogal
poliaminlerden kitosanin ya da polietileniminler (PEI) gibi sentetik olanlarin kullanimi jelin termal

kararliligini arttirmaktadir [65].

0805~ o

Sekil 2.3. k-Karragenanin molekiiler yapisi [66]

2.2.3.3. Kitosan

En yaygin olarak kullanilan organik destek materyaller polisakkaritlerdir. Ancak polisakkarit
destek materyaller arasindan kitinin gesitli derecelerdeki (% 40-98) alkali deasetilasyonu ile elde
edilen dontistiiriilmiis bir oligosakkarit olan kitosan immobilizasyondaki avantajlart nedeni ile 6n
plana ¢ikmaktadir (Sekil 2.4).

CHyOH
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Sekil 2.4. Kitin ve kitosanin molekiiler yapis1 [9]
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Bu avantajlar1 arasinda 6zellikle ucuz olmalari, toksik olmamalari, biyo uyumlu olmalari, dogada
¢oziinebilme ozellikleri, dayanikliliklarinin yiiksek olmasi, gesitli proteinlere karsi affinitelerinin
yiiksek olmasi ve farkli fiziksel oOzelliklerde matrikslerin hazirlanmasina uygun olmalari
sayilabilmektedir [67]. Kitosan yengeg, karides, istakoz gibi kabuklu deniz hayvanlarinin
kabuklarindan ya da islenen deniz mahsullerinin atiklarindan elde edilmektedir. Son yillarda
mantar ve bocek larvalari da kitin-kitosan liretimi i¢in alternatif kaynaklar olarak kullanilmaktadir.
Kitosan organik asitler igerisinde ¢6ziinebilmesi ve poli iyonik bilesiklerle birlesme 6zelligi
sayesinde membran, boncuk, kapsiil ya da farkli formlarda miikemmel jeller olusturabilmektedir.
Kitosan jellerin olusturulmasinda 4 farkli yontem kullanilmaktadir. Bunlar ¢oziicii ugurma
metodu, nétralizasyon metodu, ¢apraz baglama metodu ve iyonotropik jellesme metodudur. Bu
yontemlerden nétralizasyon metodu farkli biiyiikliiklerde ve por o6zelliklerinde kiiresel kitosan
boncuklarin hazirlanmasinda kullanilan ana metottur, kitosan soliisyonunun damla damla NaOH
ve etanol sollisyonu icerisine damlatilmasi ile gergeklestirilir. Kitosan yiiksek pH degerlerinde
¢ozlinebilir dzellikte olmadigindan polimer presipitasyonundan dolayr damlalar katilasir [68].
Sahip oldugu tiim bu o6zellikler sayesinde Kkitosan, atiksu sistemlerinden agir metallerin
uzaklastirllmasinda, gida endiistrisinde, yavas ya da zamanla salinmasi gereken ilaclarin
kapsiillenmesinde, kozmetikte, ziraatte, hamur ve kagit endiistrisinde genis kullanim alanlarina
sahip bir polimerdir. Bir poli N asetil glukozamin olan kitosan tasidig1 glukozamin zincirine bagli,
kimyasal reaktif gruplar olan katyonik amino ve polar hidroksil gruplarini icermektedir. Tasidig1
bu gruplar adsorpsiyon ve kovalent baglanma gibi immobilizasyon yontemlerini desteklemektedir.
Boylece ylizeyleri cesitli birlesme egilimi yliksek ligantlarla baglanabilmektedir. Ancak
enzimlerle baglanabilmeye uygun olan hidroksil gruplarinin immobilizasyondan 6nce aktive

edilmeye ihtiyaglari vardir [9].
2.2.4. Destek Materyallerin Aktive Edilmesinde Kullanilan Baz1 Ajanlar

2.2.4.1. Glutaraldehit

Gilinlimiizde ¢ok sayida aktive edici ajan ve yeni gelistirilen metot bulunmasina ragmen
glutaraldehit ucuz olmasi ve ¢ok etkili bir ¢apraz baglayici olmasi nedeniyle, immobilizasyon
caligmalarinda ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir [65]. Kovalent immobilizasyon protokolleri
daima ya tastyicinin yiizey 6zelliklerinin degistirilmesi ya da aktivasyon basamagi ile baslar.
Enzimlerin kitosan desteklere kovalent immobilizasyonunda en sik kullanilan ¢apraz baglayici ve

aktive edici ajan da glutaraldehittir. Dogrusal, 5 karbonlu bir dialdehit olan glutaraldehit seffaf ve
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renksizdir, her oranda su, alkol ve organik ¢oziicliler igerisinde ¢oziinebilen keskin kokulu yagsi
bir stvidir [69]. Hem enzimler hem de kitosan yiizeyler lizerinde, baglanmay1 ger¢eklestiren uygun
amino gruplarmin bulunmasi glutaraldehitin en énemli avantajidir [70]. ilk olarak glutaraldehit
kitosanin serbest amino gruplarina baglandiginda Schiff bazi yapisit olusur. Olusan bu yapi,
glutaraldehitin serbest aldehit gruplarina sahip olan kitosan boncuklarin enzimlerle reaksiyonunu
kolaylastirmaktadir. Glutaraldehitin aldehit gruplari, asidik ve nétral pH kosullart altinda bu
baglarin kurulmasiyla proteinlerle reaksiyona girerler. Schiff bazi yapisinin ardindan protein
yiizeyler lizerindeki Lys rezidularinin €-amino grubu glutaraldehitin serbest aldehit gruplar ile
bag yapabilir. Bu sayede glutaraldehit ile aktive edilen kitosan yiizeylere enzimin kovalent
immobilizasyonu gergeklestirilebilmektedir [71]. Glutaraldehit ile destek arasinda olusan baglarin
etkisiyle destek materyalde renk degisikligi meydana gelmektedir. Bu renk olusumu ayn1 zamanda
aktivasyonun derecesi ile ilgili bir 6n bilgi vermektedir. Sar1 renk diisiik, portakal rengi orta
kararlilikta ve kahverengi ise yiiksek aktivasyon varligini isaret etmektedir. Aktive edilmis destek
materyal pH 6-8 araliginda protein baglamaya uygun hale gelmektedir. Bu pH degerlerinde en
reaktif fonksiyon lizin yerine protein terminalindedir. Bu aktivasyon islemi hafif asidik pH’ da
fosfat tamponu kullanilarak gergeklestirilen bir prosediirdiir. Bu metodun en 6nemli avantaji
destek ile enzim arasina uzun bir uzatici kol eklenerek sterik engel durumunun en aza
indirilmesidir. Ayrica glutaraldehit ile aktive edilen destek materyaller ¢coklu fonksiyona sahip
tastyicilardir. Kovalent baglanmaya ek olarak iyonik degisim ya da hidrofobik adsorpsiyon gibi
en az iki etkilesimi daha gergeklestirmektedirler [47]. Glutaraldehit ile enzim immobilizasyonunun

4 saat icinde ya da daha az siirede meydana gelmesinde sicaklik olarak 25°C tercih edilmektedir
[69].

Glutaraldehit ¢ok reaktif bir madde oldugu i¢in destek materyallerin aktivasyonunda yiiksek
miktarda kullanilmasi farkli bir i¢ yapiya sahip matrikslerin olusmasina neden olmakta, hatta

matrikslerin yiizeyini de etkilemektedir [65].

Glutaraldehit bu kullanimlarinin disinda protein ¢apraz baglayicisi, enzim ve destek materyal
capraz baglayicisi olarak da kullanilmaktadir. Glutaraldehit ile ¢capraz baglanmasi enzimin farkl
sicakliklara, kimyasallara ve mekanik etkilere karsi stabilitesinin artmasini da saglamaktadir.
Bunun sebebi molekiil i¢ci ve molekiiller aras1 ¢apraz baglarin olugmasi ile enzimin
konformasyonel degisimlere direngli, daha saglam bir molekiil haline gelmesidir. Glutaraldehit

polimerizasyon ozelligine sahip bi fonksiyonel bir ajan olup proteinlerin amino gruplartyla
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reaksiyona girmesine ragmen thiol, fenol ve imidazol gibi farkli enzim kisimlariyla da reaksiyona

girmektedir [69],[70].

2.2.4.2. Polietilenimin

Polietilenimin (PEI), iskeletinde primer, sekonder ve tersiyer amin gruplari igeren sentetik ve
katyonik bir polimerdir. PEI genellikle enzimlerin destek materyal yiizeyinden ayrilmalarini
engellemek icin, enzimlerle reaksiyon gerceklestirmeden once jel yiizeylerin ¢apraz baglanmasi
amaciyla kullanilmaktadir. PEI hem destek materyal aktivatorii olarak hem de enzimlerin destek
materyalden uzaklasarak substratiyla daha serbest iligski kurmasini saglayan bir uzatici kol olarak
rol almaktadir. Ayrica sahip oldugu pozitif yiikler destek materyal yiizeyinin negatif yiikleriyle
reaksiyona girerek iyonik bag olusumunu saglamaktadir [65]. Karragenan ve aljinat jeller
polikatyonlar ile muamele edildiginde termal stabiliteleri yiliksek biyopolimerler elde
edilmektedirler. Termal stabilitelerinin yani1 sira enzimler polikatyonlar sayesinde modifiye edilen
jellere kovalent olarak immobilize olmaktadir [72]. Aljinat jelin yiizeyinin PEI ile kaplandig: bir
calismada, protonlanmis amino gruplari (-NHs") tagiyan PEI aljinat jelin -COO- lar1 ile birlikte
polielektrolit kompleks olusturmustur. Bu sayede aljinata serbest amino grubu eklenmistir. Daha
sonra aljinat ylizeyine eklenen amino gruplarina glutaraldehit araciligi ile enzim kovalent
immobilizasyonu gergeklestirilmigtir. Olusan polielektrolit yapinin termal kararliligin da
gelismesini sagladig1 saptanmustir [73]. Cesitli calismalarda PEI, manyetik mikro kiireler ve silika
partikiilleri gibi destek materyallerin yiizeylerinin kaplanmasinda kullanilmaktadir. Bu sayede

enzimler PEI iizerindeki uygun gruplarla bag yaparak destek materyale immobilize olmaktadir

[45].

2.2.5. Enzim Ko-immobilizasyonu

Ko-immobilize ¢oklu enzim sistemlerinin gelistirilmesi geleneksel c¢ok basamakli sentetik
metotlara alternatif olmalari bakimindan 6nemlidir. Dogada enzimler hiicrede istenilen {irliniin
olusturulmasini saglamak igin is birligi i¢inde ¢alismaktadirlar. Biyolojideki bu sistemlerin taklit
edilmesi amactyla ardisik veya birarada calisan biyokatalizorlerin katalitik i miktarini optimize
ederek, reaksiyon kinetiklerini ve stabilitelerini arttirmak ig¢in ayni materyale immobilize
edilmeleri amaciyla ko-immobilizasyon islemi gerceklestirilmektedir. Ko-immobilize
enzimlerden yararlanmak i¢in 3 neden ileri siiriilmektedir. Bu nedenler, enzimlerden birinin
substratinin  doniisiimiine olan etkisinin arttirilmasi, c¢esitli basamaklarda gerceklestirilen

geleneksel islemlerin basitlestirilmesi ve enzimatik reaksiyonlarda agiga ¢ikan istenmeyen
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tiriinlerin ortadan kaldirilmasidir. Giiniimiizde bilim yiiksek etkinlik, secicilik ve spesifiklik
gosteren enzim sistemlerinden, tanimlama, teshis veya endiistriyel 6dneme sahip {iirlinlerin elde
edilmesi amaciyla faydalanmaktadir [74]. Immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore yiiksek
sicaklik, ekstrem pH gibi agir ¢evre kosullarina daha dayanikli olmalar1 ve tekrar kullanim
olanagina sahip olmalari ile coklu enzim sistemlerinin yararlari birlikte degerlendirildiginde destek
materyal iizerinde ¢ok sayida enzimin bir arada immobilize edilmesi i¢in uygun tekniklerin
gelistirilmesi de onem gostermektedir. Coklu enzim ko-immobilizasyonu i¢in tek bir enzimin
immobilizasyonunda kullanilan metotlardan yararlanilmaktadir. Ancak ¢ok sayida enzimin bir
arada immobilizasyonu sirasinda segilen yonteme enzimlerden her birinin farkli tolerans
gosterebilmesi ve her bir enzimin yapist ve fonksiyonunun farkli oldugu gz Oniinde
bulundurularak uygun metot se¢ilmelidir. Ko immobilizasyonun temel zorlugu ¢oklu enzimlerin
destek iizerindeki bagmtili pozisyonlarimin etkili bir sekilde kontrol altinda tutulmasidir [75].
Coklu enzim immobilizasyonuna en uygun olan metot kovalent immobilizasyondur [47]. Uygun
metodun se¢iminin ardindan ko-immobilizasyonu ger¢eklesecek olan tiim enzimlere uygun bir
destek materyalin se¢imi de 6nemlidir. Ancak son 20 yildir bu konuda yapilan ¢alismalara ragmen
ko-immobilize enzimlerin tekrarlayan sayida kullanimlarina ve stabilitelerinin arttirilmasina dair

caligmalara gereksinim duyulmaktadir [75].

Enzimlerin ko-immobilizasyonunda her bir enzimin ayr1 olarak immobilizasyonuna goére daha az
miktarda destek materyal ve kimyasal kullanilmaktadir. Bu nedenle ko-immobilize enzimlerin
kullanim1 ekonomiktir, ayrica daha az zaman harcanarak istenilen enzimatik siireg
tamamlanabilmektedir. Serbest enzimlere gore ko-immobilize enzimler, olusan reaktif ve kisa
Omiirlii ara iriinler, reaksiyonun etkinligini hizlandirmak ve reaksiyonu istenilen {iriine
yonlendirmek igin daha hizli bir sekilde diger aktif bolgeyi bulurlar. Ozellikle gok basamakli
ardisik reaksiyonlarda ara iirlinlerin aktif bolgeler arasindaki hizli iletimi 6nemli rol oynamaktadir

[76].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Enzimler

Calismada kullanilan a amilaz ve proteaz enzimleri Sigma’ dan, pektinaz enzimi Ultrazyme’ den
temin edilmistir.

3.2. Enzimatik Aktivite Tayini
3.2.1. o amilaz Aktivite Tayini

a amilaz enzim aktivitesinin tayini amaciyla iyodimetrik metot kullanildi [77]. Reaksiyon tiipii
500 pl enzim soliisyonuna 500 pl substrat soliisyonu (% 0.5 w/v nisasta, 0.1 M, pH 7 sodyum
fosfat tamponunda) ilave edilerek hazirlandi ve 30 dk 25°C’ de inkiibasyon gerceklestirildi.
Ardindan tiiplere 3 ml HCI ilave edildi ve reaksiyon durduruldu. Reaksiyon tiipiinde kalan
nisastanin tesbiti amaciyla iyot ¢ozeltisi eklenerek olusan rengin spektrofotometrik (Shimadzu-
UV 1700) olarak &lgiimii gerceklestirildi. Olgiimler 620 nm’ de yapildi. Immobilize enzim
aktivitesinin tayini amaciyla serbest enzimle esit miktarda enzim igeren 3 adet boncuk kullanildi.
Sonuglar nisasta standart egrisi ile karsilagtirildi. 1 unit aktivite, sabit reaksiyon kosullar1 altinda

1 dakikada 1 pmol nisasta yikimina neden olan enzim miktar1 olarak belirlendi.

3.2.2. Pektinaz Aktivite Tayini

Pektinaz enziminin aktivitesinin tayininde Miller’ mn kolorimetrik metodu kullanild: [78]. Bu
metotta 500 pl enzim 1000 pl substrat (% 0.5 w/v pektin, 0.1 M, pH 7 sodyum fosfat tamponunda)
ile 25°C’ de 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan tiiplere 1.5 ml DNS (Dinitro salisilik asit)
soliisyonu eklenip 5 dk boyunca kaynayan su igerisinde bekletildiler. Reaksiyon sonrasinda olusan
rengin absorbansi spektrofotometrede, 540 nm’ de 6lciildii. Iimmobilize enzim aktivitesinin tayini
amactyla serbest enzimle esit miktarda enzim iceren 3 adet boncuk kullanildi. Sonuglar glukoz
egrisi ile karsilastirildi. 1 unit aktivite, sabit reaksiyon kosullar altinda 1 dakikada 1 pmol rediikte

seker olusumunu saglayan enzim miktar1 olarak belirlendi.

3.2.3. Proteaz Aktivite Tayini
Proteaz enziminin aktivitesi modifiye Kunitz metodu kullanilarak gerceklestirildi [79]. Reaksiyon
karisimi, 100 pl enzim ve 400 pl kazein soliisyonu (% 0.5 w/v kazein, 0.1 M, pH 7 sodyum fosfat

tamponunda) koyularak hazirlandi. 25 °C’ de 30 dk’ lik inkiibasyonun ardindan reaksiyonu
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durdurmak i¢in trikloro asetik asitten (%10 v/v) 500 ul ilave edildi. Ardindan oda sicakliginda 10
dk inkiibe edildi. Daha sonra reaksiyon karigimi 10.000 rpm’ de 10 dk santrifiij edildikten sonra
stipernatan kismindaki protein miktar1 Lowry metodu ile tayin edildi [80]. Spektrofotometrede 660
nm’ de absorbans degerleri dlgiildii. Immobilize enzim aktivitesinin tayini amaciyla serbest
enzimle esit miktarda enzim iceren 3 adet boncuk kullanildi. Sonuglar tirozin egrisi ile
karsilastirildi. 1 unit proteolitik aktivite, sabit reaksiyon kosullari altinda 1 dakikada 1 pg tirozin

olusumunu saglayan enzim miktari olarak belirlendi.

3.3. immobilizasyon Verimi ve Yiikleme Etkinligi Degerlerinin Hesaplanmasi
-Yiikleme etkinligi Es. 3.1° e gore hesaplanda.

SVitCVe L 100 Es. 3.1

iVi
Ci= Baslangi¢ protein konsantrasyonu (mg/ml)
C¢= Filtratin protein konsantrasyonu (mg/ml)
Vi= Baslangis hacim
V= Filtratin hacmi
-Immobilizasyon Verimi Es. 3.2 ye gére hesapland.

ImmobilizeEnzim
AKktivitesi
Serbest Enzim * 100 Es. 3.2.
Aktivitesi

3.4. o amilaz, Pektinaz ve Proteaz Enzimlerinin Ko-immobilizasyonu i¢in Uygun Destek

Materyal ve Immobilizasyon Metodunun Secimi

3.4.1. Enzimlerin Aljinat-k Karragenan Hidrojel ile Tutuklama Yontemiyle Ko-

immobilizasyonu

Enzimlerin ko-immobilizasyonu igin Sahin ve arkadaslari ile Hung ve arkadaslarinin
immobilizasyon metodlar: kullanildi [57],[81]. Esit miktarlarda Na aljinat (Sigma) (% 1 w/v) ve
Karragenan (Sigma) (% 1 wi/v) distile su igerisinde ¢oziildii ve ardindan o amilaz (0.1 mg/ml),
pektinaz (7mg/ml) ve proteaz (5mg/ml) enzimlerinin soliisyonlar1 ilave edildi. Manyetik
karistiricida karistirilmasinin ardindan karisim peristaltik pompa (Watson Marlow SCI 400, USA)
kullanilarak damla damla 0.2 M CaCl; igerisine ilave edildi (Sekil 3.1). Igerisine tutuklama

metoduyla {i¢ enzimin immobilize edildigi Na aljinat ve « Karragenan hidrojelden olusan
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boncuklar elde edildi. Daha sonra boncuklar distile su ile yikanarak baglanmamis enzim
fraksiyonu ayrildi. CaCl> ¢ozeltisi ve yikama suyunun protein igerikleri Lowry metodu
kullanilarak saptandi. Boncuklar kullanilincaya kadar 0.2 M CaCl; igerisinde +4°C’ de saklandilar.
Enzimlerin ko-immobilize olup olmadiklarinin arastirilmasi i¢in hazirlanan boncuklar kullanilarak

a amilaz, pektinaz ve proteaz enzimlerinin aktivite tayinleri yapildi.

3.4.2. Enzimlerin Glutaraldehit ile Aktive Edilen Na Aljinat Boncuklarda Kovalent

Baglanma ile Ko-immobilizasyonu

Bu yontemde Na aljinat (% 2.5 w/v) 0.1 M sodyum fosfat tamponu (pH 7) igerisinde ¢6ziildii. Na
aljinatin peristaltik pompa (Watson Marlow SCI 400, USA) araciligiyla 0.2 M CaCl; soliisyonuna
damlatilmasiyla aljinat boncuklar elde edildi. Boncuklarin aktive edilmesi igin sodyum fosfat
tamponu igerisinde % 2.5 v/v konsantrasyonda hazirlanan glutaraldehit soliisyonunda ve oda
sicakliginda, 2 saat 150 rpm’ de karistirma (Heidolph Rotamax 120, Germany) islemi
gerceklestirildi. Daha sonra aktive boncuklar 3 kez distile su ile yikandilar. Kovalent enzim
immobilizasyonu asamasinda a amilaz (0.1 mg/ml), pektinaz (7 mg/ml) ve proteaz (5 mg/ml)
enzimlerinin soliisyonlari ilave edildi ve her bir enzim igin 60 dk’ lik baglanma siiresinin ardindan
elde edilen enzim immobilize boncuklar filtrasyon ile ortamdan uzaklastirildi. Boncuklar enzim
aktivitesi saptanmayincaya kadar 3 kez distile suyla yikand1 ve kullanilincaya kadar 0.2 M CaCl;
icerisinde, +4°C’ de saklandilar. [82][83]. Enzimlerin Kko-immobilize olup olmadiklarinin
arastirilmasi i¢in hazirlanan boncuklar kullanilarak o amilaz, pektinaz ve proteaz enzimlerinin

aktivite tayinleri yapildi.
3.4.3. Enzimlerin Ekleme Yapilmus Na Aljinat Boncuklar ile Ko-immobilizasyonu

% 2’ lik CaClz igerisinde % 4’ liik olarak poli etilen imin (PEI) hazirlandi. % 2.5’ luk olarak
sodyum fosfat tamponu igerisinde hazirlanan Na aljinat soliisyonu, bu karisim icerisine peristaltik
pompa (Watson Marlow SCI 400, USA) araciligiyla damlatilarak boncuklar hazirlandi. Islenmis
Na aljinat boncuklarin % 2.5 v/v glutaraldehit konsantrasyonunda 2 saat karistirilmasi (Heidolph
Rotamax 120, Germany) ile yeni fonksiyonel aldehit gruplar1 tagiyan makro kiireler elde edildi.
Kovalent enzim immobilizasyonu asamasinda a amilaz (0.1 mg/ml), pektinaz (7mg/ml) ve proteaz
(5mg/ml) enzimlerinin soliisyonlar1 ilave edildi ve her bir enzim i¢in 60 dk’lik baglanma siiresinin
ardindan elde edilen enzim immobilize kiireler filtrasyon ile ortamdan ayrildi. Kiireler 3 kez distile
suyla yikandi ve kullanilincaya kadar 0.2 M CaCl; igerisinde, +4°C’ de saklandilar [53],[73],[84]
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CaCl; ¢ozeltisi ve yikama suyunun protein igerikleri Lowry metodu kullanilarak saptandi [80].
Enzimlerin ko-immobilize olup olmadiklarinin arastirilmasi i¢in hazirlanan boncuklar kullanilarak

a amilaz, pektinaz ve proteaz enzimlerinin aktivite tayinleri yapildu.
3.4.4. Enzimlerin Na aljinat Jelde Tutuklama Yontemiyle Ko-immobilizasyonu

Enzimlerin ko-immobilizasyonlar1 amaciyla, 0.1 M sodyum fosfat tamponunda (pH 7) hazirlanan
Na aljinat (% 2.5 w/v) ile ii¢ farkli enzim soliisyonu sirasiyla 1.5:0.5:0.5:0.5 oraninda karigtirildi.
Elde edilen karigimin peristaltik pompa (Watson Marlow SCIi 400, USA) kullanilarak, icerisinde
0.2 M CaCl; bulunan soliisyona 10 cm yiikseklikten damlatilmasiyla her biri birbiriyle ayni
biiytikliikte, enzim ko-immobilize edilmis boncuklar olusturuldu (Sekil 3.1). Boncuklar distile su
ile yikanarak baglanmamis enzim fraksiyonu ayrildi ve kullanilincaya kadar 0.2 M CaCl;
icerisinde, +4°C’ de saklandilar [60]. CaCl. ¢ozeltisi ve yikama suyunun protein igerikleri Lowry
metodu kullanilarak saptandi [80]. Enzimlerin ko-immobilize olup olmadiklarinin arastiriimasi
i¢in hazirlanan boncuklar kullanilarak a amilaz, pektinaz ve proteaz enzimlerinin aktivite tayinleri

yapildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.1. Aljinat ile tutuklama metotlarinda kullanilan diizenek
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Sekil 3.2. Ug enzim ko-immobilize Na aljinat boncuklar

3.4.5. Na Aljinat Jelde Tutuklama Yéntemiyle Ko-immobilizasyon Kosullarinin
Optimizasyonu

3.4.5.1. Na aljinat Konsantrasyonu

Ucg enzimin Na aljinat jel ile kapsiilleme metodu kullanilarak ko-immobilizasyonu igin, farkli
konsantrasyonlarda Na aljinat (% 2.5-% 3-% 3.5) soliisyonlar1 sodyum fosfat tamponu (0.1 M, pH
7) kullanilarak hazirlandi. Enzim eklenen Na aljinat soliisyonlariin peristaltik pompa araciligiyla
0.2 M’ lik CaClz ¢ozeltisine damlatilmasiyla boncuklar elde edildi. Boncuklar yikama igleminin
ardindan 0.2 M CaCl; igerisinde, +4°C’ de 24 saat bekletildi. CaCl, ¢6zeltilerinin ve yikama
soliisyonlarinin igerisindeki protein miktarlar1 Lowry metodu ile tayin edildi. Hazirlanan
boncuklar kullanilarak ko-immobilize olan pektinaz, proteaz ve o amilaz enzimlerinin bagil

aktiviteleri saptandi.

3.4.5.2. CaCl2 Konsantrasyonu

Ug enzimin Na aljinat jel ile kapsiilleme metodu kullanilarak ko-immobilizasyonu igin, % 2.5’ luk
Na aljinat soliisyonu hazirlandi. Daha sonra enzimlerle homojen bir sekilde karistirilan Na aljinat
sollisyonlarmin peristaltik pompa araciligiyla, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan CaCl,
cozeltilerine (0.1M-0.2M-0.3M) damlatilmasiyla boncuklar elde edildi. Boncuklar yikama
isleminin ardindan 0.2 M CaCl; igerisinde, +4°C’ de 24 saat bekletildi. CaClz ¢ozeltilerinin ve

yikama sollisyonlarinin igerisindeki protein miktarlari Lowry metodu ile tayin edildi. Hazirlanan
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boncuklar kullanilarak ko-immobilize olan pektinaz, proteaz ve o amilaz enzimlerinin bagil

aktiviteleri saptandi.

3.4.5.3. Enzim Konsantrasyonlari

Ug enzimin Na aljinat jel ile kapsiilleme metodu kullanilarak ko-immobilizasyonu igin, ii¢ enzimin
farkli konsantrasyonlardaki kombinasyonlar1 kullanildi. Pektinaz, proteaz ve o amilaz enzimleri
strastyla 1.5:1:0.02, 2:1:0.02 ve 1.5:1.5:0.02 seklindeki oranlarda her birinden 500° er pl olmak
tizere Na aljinat soliisyonu icerisine ilave edildiler. o amilaz enzimi i¢in kullanilan miktardan daha
fazlas1 tampon igerisinde ¢ozlinemedigi i¢in ¢oziinebilen en yiiksek miktar her seferinde sabit
tutuldu. Na aljinat konsantrasyonu % 2.5 olacak sekilde hazirlanan enzim ve Na aljinat soliisyonu
peristaltik pompa araciligiyla 0.1 M’ lik CaCl ¢ozeltisi icerisine damlatilarak boncuklar elde
edildi. Boncuklar yikama isleminin ardindan +4°C’ de 24 saat bekletildi. CaCl, ¢ozeltilerinin ve
yikama soliisyonlarinin icerisindeki protein miktarlar1 Lowry metodu ile tayin edildi. Hazirlanan
boncuklar kullanilarak ko-immobilize olan pektinaz, proteaz ve o amilaz enzimlerinin bagil

aktiviteleri saptandi.

3.4.6. Enzimlerin Glutaraldehit Aracihigiyla Kitosan Boncuk Yiizeyine Kovalent Baglanma
Yontemiyle Ko-immobilizasyonu

Kitosan boncuklarin hazirlanmast ve bu boncuklara enzim immobilizasyonunda Singh ve
arkadaslari ile Kamburov ve Lalov’ un kullanmis olduklar1 metodlar modifiye edilerek kullanildi

[68],[85]. Boncuklar presipitasyon metodu kullanilarak hazirlandi.

3.4.6.1. Kitosan Boncuklarin Hazirlanmasi

% 3 oraninda toz kitosan tartilip asetik asit (% 2 v/v) gozeltisi igerisine eklendi ve 45°C” de
karistirilarak kitosan soliisyonu hazirlandi. Daha sonra hazirlanan bu soliisyon siringa yardimiyla,
1 M NaOH (% 26’ lik etanol igeren) icerisine damlatildi ve boncuklar sertlesmeleri i¢in 3 saat
boyunca karistirilarak NaOH igerisinde bekletildiler. Elde edilen boncuklar 24 saat boyunca
sodyum fosfat tamponunda (0.1 M, pH 7) +4°C’ de saklandi.

3.4.6.2. Kitosan Boncuklarin Glutaraldehit ile Aktivasyonu
Hazirlanan 1.5 g kitosan boncuk 15 ml glutaraldehit soliisyonunda 3 saat 150 rpm’ de ¢alkalama
yoluyla (Heidolph Rotamax 120, Germany) aktive edildi (Sekil 3.3). Bu islemden sonra ortamdaki

baglanmayan glutaraldehitin uzaklastirilmas: amaciyla distile su ile boncuklar 3 kez yikandi.
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3.4.6.3. o amilaz, Pektinaz ve Proteaz Enzimlerinin Aktive Kitosan Boncuklara Ko-
Immobilizasyonu

Immobilizasyon icin aktive edilen boncuklar ve sirayla o amilaz (0.1 mg/ml), pektinaz (7mg/ml)
ve proteaz (5mg/ml) enzimlerinin soliisyonlari, oda sicakliginda pH 7° de 150 rpm’ de
karistirilarak (Heidolph Rotamax 120, Germany) 3 saat inkiibe edildi (Sekil 3.4). Her enzim igin
immobilizasyon isleminin ardindan baglanmayan enzimlerin uzaklastirilmasi amaciyla distile su
ile yikama islemi gergeklestirildi. Daha sonra baglanmayan enzim miktarlarinin saptanabilmesi

amaciyla yikama soliisyonlarindaki protein miktarlari Lowry metodu ile tespit edildi [80].

Sekil 3.3. Kitosan boncuklarin glutaraldehit ile aktivasyonu sirasinda calkalama amaciyla

kullanilan cihaz

Sekil 3.4. Uc enzim ko-immobilize glutaraldehit ile aktive kitosan boncuklar

28



NH2 NH2 aYAYA N

NH2 0 N VMo
- NH2 T ‘ g "YW NA NG
NH2 KITOSAN N RTINS 1 ANA i
NH2 ) 0 mmmm O - SHTOSAN O
NH2 _— GLUTARALDEHIT AAA
o N % o
NH2 NH2 NH2 X | N
0 MV
Aktive Kitosan
VA K \gwj
\ o v\ o \_{‘5 v " N ]_l, &
0 N > s N7 Y
VAVAVAN N \/ *:N -
L{:;. Pektinaz 0] N N2V o “ N AN \\{':
u
@ aAmiaz +O W KITOSAN - K\ e
A %) i — N N/",;' \/
¢ Proteaz AN\/ \:N ANA 5 AR . *

0 h /NN Ny Nv L

Enzim Ko-immobilize Kitosan

Sekil 3.5. Kitosan boncuklarin glutaraldehit ile aktivasyonu ve enzim ko-immobilizasyonu

3.4.7. Ko-immobilizasyon Kosullarin Optimizasyonu
Immobilizasyon kosullarinin optimizasyonunun gerceklestirilmesi amaciyla kullanilan metotta

kovalent immobilizasyon iizerine etkisi olan parametreler incelendi.

3.4.7.1. Kitosan Konsantrasyonu

Kitosan boncuklarin hazirlanmas1 sirasinda, kitosan konsantrasyonunun immobilizasyona
etkisinin arastirilmas: amaciyla farkli konsantrasyonlarda (% 2.5- 3.5 w/v) % 2’ lik asetik asit
icerisinde hazirlanan kitosan soliisyonlarindan boncuklar elde edildi. Daha sonra glutaraldehit ile
gerceklestirilen aktivasyon isleminin ardindan boncuklar kovalent immobilizasyon amaciyla

kullanildilar.

3.4.7.2. Glutaraldehit Konsantrasyonu
Glutaraldehit konsantrasyonunun kovalent immobilizasyona etkisinin arastirilmasi amaciyla
hazirlanan kitosan boncuklar farkli glutaraldehit (% 0.25- 3 v/v) konsantrasyonlarinda aktive

edildiler ve ardindan bu boncuklara kovalent immobilizasyon islemi gerceklestirildi.
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3.4.7.3. Aktivasyon siiresi

Kitosan boncuklarin  glutaraldehit ile aktivasyon siiresinin  enzimlerin  kovalent
immobilizasyonuna etkilerinin arastirilmasi amaciyla kitosan boncuklar sabit konsantrasyondaki
glutaraldehit soliisyonunda, farkli siirelerde (1-4 saat) bekletildiler ve ardindan bu boncuklara

kovalent immobilizasyon islemi gergeklestirildi.

3.4.7.4. immobilizasyon Siiresi
Immobilizasyon siiresinin, enzimlerin glutaraldehit ile aktive kitosan boncuklara kovalent
immobilizasyonuna etkilerinin arastirilmasi amaciyla aktive edilen boncuklar ile enzimlerin her

biri farkli siirelerde (3-6 saat) inkiibe edilerek kovalent immobilizasyon islemi gerceklestirildi.
3.4.8. Kitosan Boncuklarin Karakterizasyonu

3.4.8.1. Kitosan Boncuklarin Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Normal kitosan boncuklarin, gluteraldehit ile aktive edilmis boncuklarin ve enzimlerin ko-
immobilize edildigi boncuklarin detayli yiizey morfolojileri taramali elektron mikroskobu (Quanta
400F Field Emission SEM, USA) kullanilarak ODTU Merkez Laboratuvarinda analiz edildi. SEM
oncesi kitosan boncuklar kurutuldu. Daha sonra iletken bir yapistirict kullanilarak SEM 6rnek
plakasi tizerine boncuklar tutturuldu. Yiizeyleri altin ile kaplanarak iletken hale getirildiler.

Orneklerin farkli bilyiitme oranlarinda resimleri cekildi [86].

3.4.8.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Kitosan boncuklarin glutaraldehit ile aktive edildiklerini dogrulamak i¢in normal kitosan
boncuklar, aktive edilmis olanlar, enzim immobilize ve enzim ko-immobilize boncuklarin
kimyasal yapist ve kompozisyonlart FTIR (Thermo Scientific IS50 NIR, USA) analizi ile
belirlendi. Analiz islemleri Hacettepe Universitesi ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma

Merkezi tarafindan gerceklestirildi.

3.5. Serbest ve ki Farkh Destek Materyal Kullamlarak Ko-immobilize Edilen Enzimlerin

Bazi Ozelliklerinin Saptanmasi

3.5.1. Optimum Cahsma Sicakhiklarinin Belirlenmesi
Serbest pektinaz, o amilaz ve proteaz enzimleri ile hem Na aljinat ile hem de aktive edilmis kitosan
boncuklara ko-immobilize edilen pektinaz, o amilaz ve proteaz enzimlerinin maksimum aktivite

gosterdikleri sicakligin saptanmasi igin 10-35°C arasindaki farkli sicakliklarda 30 dakikalik
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inkiibasyonun ardindan enzim aktivitesi tayin edildi. Serbest enzimlerin aktivitesi saptanirken ko-
immobilize boncuklardaki ile ayn1 miktarda enzim kullanildi. Enzim aktivitesi spesifik aktivite

olarak hesaplandi.

3.5.2. Optimum Calisma pH’ larinin Belirlenmesi

Serbest pektinaz, a. amilaz ve proteaz enzimleri ile hem Na aljinat ile hem de aktive edilmis kitosan
boncuklara ko-immobilize edilen pektinaz, o amilaz ve proteaz enzimlerinin maksimum aktivite
gosterdikleri pH degerlerinin belirlenmesi i¢in pH 6-8 arasinda degisen farkli pH’ larda hazirlanan
sodyum fosfat tamponu (0.1 M) kullanildi. Substrat soliisyonlar1 bu tamponlarla hazirlandi. 30
dakika her enzim igin optimum sicakliklardaki inkiibasyonun ardindan enzim aktiviteleri tayin

edildi ve spesifik aktivite olarak hesaplandi.

3.5.3. Termal Kararhhiklarinin Saptanmasi

Enzim ko-immobilize edilen Na aljinat ve aktive edilmis kitosan boncuklar 2 saat boyunca 4°C,
25°C ve 50°C olmak tizere farkli sicakliklarda bekletildiler. Bekletme islemi Na aljinat boncuklar
icin 0.2 M CaCl; igerisinde, kitosan boncuklar i¢in ise sodyum fosfat tamponu (0.1 M, pH 7)
icerisinde gergeklestirildi. Daha sonra farkli sicakliklarin enzimlerin aktivitelerine etkisini

arastirmak i¢in aktivite tayini yapildi ve kalan aktivite (%) olarak hesaplandi.Sa

3.5.4. pH Kararhliklarinin Saptanmasi

Ko-immobilize enzimlerin pH stabilitelerinin saptanmasi amaciyla enzim ko-immobilize Na
aljinat ve aktive kitosan boncuklar 20 saat siireyle pH 6, 7 ve 8 olmak tizere farkli pH degerlerinde
hazirlanan sodyum fosfat tamponu (0.1 M, pH 7) icerisinde bekletildiler. Ardindan pH’ nin enzim
aktivitesi lizerindeki etkisinin arastirilmasi amaciyla aktivite tayini yapildi ve kalan aktivite (%)

olarak hesaplandi.

3.5.5. Depolama Karakhliklarimin Saptanmasi

Enzimlerin saklanma siirelerinin enzim aktivitesine etkisinin belirlenmesi amaciyla enzim ko-
immobilize Na aljinat boncuklar ve aktive edilmis kitosan boncuklar 6 hafta siireyle 4°C ve 25°C
sicakliklarda saklandilar. Saklama islemi Na aljinat boncuklar i¢in 0.2 M CaCl: igerisinde, kitosan
boncuklar i¢in sodyum fosfst tamponunda (0.1 M, pH 7) gerceklestirildi. Her hafta, her iki sicaklik
degerinde de tutulan ko-immobilize enzimlerin aktivitelerindeki degisimler saptandi ve kalan

aktivite (%) olarak hesaplandi.
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3.5.6. Operasyon Kararhhklarimin Saptanmasi

Hem Na aljinat hem de aktive edilmis kitosan boncuklara ko-immobilize edilen pektinaz, o amilaz
ve proteaz enzimlerinin operasyon kararliliklarinin saptanmasi amaciyla boncuklar tekrarlayan
reaksiyonlarda kullanilarak test edildiler. Her bir reaksiyonun ardindan ko-immobilize enzim
tastyan boncuklar reaksiyon ortamindan uzaklastirilip distile su ile yikandilar ve +4°C* de 0.2 M

CaCl> ve sodyum fosfat tamponu (0.1 M, pH 7) igerisinde saklandilar.
3.6. Aktive Edilmis Kitosan Boncuklara Ko-immobilize Enzimlerle Atiksu On Aritimi

Aktive edilmis kitosan boncuklara ko-immobilize edilen proteaz, pektinaz ve o amilaz
enzimlerinin atiksu ortamindaki organik kirleticilerin giderimine olan etkilerinin saptanmasi
amaciyla sentetik evsel atiksu ortam1 hazirlandi ve enzim ko-immobilize boncuklar bu su igerisine
atildi. Sentetik atiksu olarak Antoniadis ve arkadaslarinin hazirlamis oldugu evsel atiksu modifiye
edilerek kullanildi (Cizelge 3.1) [87]. Sentetik atik suyun igerisine ko-immobilize enzimlerin
aktivitelerinin karsilastirmali analizi amaciyla ¢alismanin 6nceki kisimlarinda kullanilan miktarda
nigasta (% 0.05 w/v), kazein (% 0.5 w/v) ve pektin (% 0.5 w/v) ilave edildi. Daha sonra enzim ko-
immobilize boncuklar bu atiksu ortamina atilarak 1 saat uygun sicaklikta inkiibe edildiler. Ko-
immobilize a amilaz enziminin nisasta yikimina etkisinin tespiti i¢in iyodimetrik yontemle kalan
nisasta tayin edildi. Ko-immobilize proteaz enziminin kazein yikimina etkisinin arastirilmasi i¢in
Bradford yontemi kullanilarak kalan kazein miktar1 belirlendi [88]. Ko-immobilize pektinaz
enziminin pektin yikimina etkisinin belirlenmesi igin ise DNS metodu kullanilarak yikim iiriini

olan rediikte seker tayini yapildi.

Calismada farkli atiksu ortamlarinin enzimlerin aktivitelerine etkisinin arastirilmasi amaciyla
deniz suyu igerisine atik madde olarak nisasta (% 0.05 w/v), kazein (% 0.5 w/v) ve pektin (% 0.5
w/v) ilave edilerek bir atiksu ortam1 daha hazirlandi. Son olarak gercek bir drnekle de calismanin
On aritim agamasinin arastirilmasi amaciyla, Biosis firmasindan alinan gercek evsel atiksu
kullanildi. Bu atiksuya atik madde olarak nisasta (% 0.05 w/v), kazein (% 0.5 w/v) ve pektin (%
0.5 w/v) ilave edilerek modifiye edildi. Ko-immobilize enzimlerin farkli atiksulardaki yikim

miktarlart degerlendirildi.
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Cizelge 3.1. Atiksu olarak kullanilan modifiye sentetik evsel atiksuyun kimyasal kompozisyonu

Kimyasallar Konsantrasyonlar: (gl ™)
Kazein 5

Nisasta 5

Pektin 0.5

Ure 0.012

K2HPO4 0.011

NacCl 0.0028

CaCl2.2H20 0.0016

MgSOa4.7H20 0.0008
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4. SONUC ve TARTISMA

Cok yonlii katalizorler olan enzimler giiniimiizde biyoteknoloji alaninda giderek artan sayida
uygulamada kullanilmaktadirlar. Sahip olduklar1 6zellikler onlarin atik ve kirleticilerin aritimi
islemlerinde de kullanimlarini cazip hale getirmektedir. Ayrica geleneksel aritim metodlart yerine
kullanilmalar1 avantajli olabilmektedir ¢ilinkii ¢oziicliler gibi pek ¢ok agir kimyasal maddenin
islevini yerine getirebilmektedirler. Kimyasal doniisiim islemleri yiliksek sicakliklar ya da ekstrem
pH degerleri gibi agir sartlarda gergeklestirilirken, enzimlerin rol aldig1 doniisiim islemleri notral
pH’larda, normal sicaklik derecelerinde ve gevreye zarar vermeden ger¢eklesmektedirler. Atik bir
su ortamindaki kirleticilerden istenilen maddenin spesifik olarak giderimi de enzimler sayesinde
miimkiin olabilmektedir. Ayn1 zamanda enzimlerin spesifik olmasi aritim proseslerinin maliyetini
arttiran, istenmeyen yan reaksiyonlarin gerceklesmesini de engellemesi bakimindan oldukca
avantajlidir. Ancak iiretimi ve saflastirilmasi son derece maliyetli olan enzimlerin serbest halde
biyoremediyasyon ve biyodegredasyon islemlerinde kullanimi aritim islemlerinin de giderini
arttiracagl i¢in miimkiin degildir [6]. Bu nedenle atiksu aritim proseslerinde immobilize enzimler
kullanilmaktadir [9]. Buna ek olarak ¢ok basamakli reaksiyonlarin yer aldigi islemlerde
kullanilmak iizere ¢oklu enzim immobilizasyonu gerceklestirilerek dogadaki enzim sistemleri
taklit edilebilmektedir. Ko-immobilizasyon amaciyla tek bir enzimin immobilizasyonunda
kullanilan metotlardan yararlanilabilmektedir. Ancak ko-immobilizasyon islemlerinde karsilasilan
en dnemli zorluk tek bir destek materyal lizerinde ¢ok sayidaki enzimin bagil pozisyonlarinin etkili
bir sekilde kontrol edilebilmesidir. Bu nedenle materyal se¢imi ve uygun immobilizasyon
metodunun se¢imi 6nem tagimaktadir [75]. Sunulan bu ¢alismada atiksu 6n aritiminda kullanilmak
lizere o amilaz, proteaz ve pektinaz olmak tlizere {i¢ farkli enzimin bir arada immobilize edildigi
bir ko-immobilize enzim sisteminin modellemesi hedeflendi. Bu amagla farkli destek materyaller
arasindan segilen iki destek materyalin ko-immobilizasyon islemindeki etkinliklerinin
karsilastirilmasi neticesinde uygun destek materyalin ve yontemin se¢imi, ko-immobilizasyon
kosullarinin ~ optimizasyonu ve  koimmobilize enzimlerin atitksu 6n  aritiminda

kullanilabilirliklerinin arastirilmasi gerceklestirildi.

4.1. a amilaz, Pektinaz ve Proteaz Enzimlerinin Ko-immobilizasyonu I¢in Uygun Destek
Materyal ve Immobilizasyon Metodunun Secimi

Ug enzimin birarada immobilizasyonunun gerceklestirilmesi amaciyla 3 farkli materyal, 5 farkli

metot kullanilarak ko-immobilizasyon ¢aligmalar1 yapildi. Yapilan 6n denemeler sonucunda Na
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aljinat-k karragenan hidrojel, glutaraldehit ile aktive edilmis Na aljinat boncuklar ve ekleme
yapilmis Na aljinat boncuklar kullanildiginda proteaz ve o amilaz enzimleri icin aktivite
saptanamadi. Na aljinat ile tutuklama metodu ve glutaraldehit ile aktive edilen kitosan boncuklara
kovalent immobilizasyon metodu ile ko-immobilizasyon gergeklestirildiginde ise ti¢ enzimde de
aktivite saptandi. Bu nedenle ¢aligmanin devaminda bu iki materyal ve yontem kullanilarak ko-
immobilizasyon islemleri gerceklestirildi. Calismada yer alan tiim deney sonuglart {i¢ paralel

¢alismanin sonucunda elde edilmislerdir. Grafikler {izerinde standart sapmalar gosterilmektedir.

4.2. o amilaz, Pektinaz ve Proteaz Enzimlerinin Na aljinat Jelde Tutuklama Ydntemiyle
Ko-immobilizasyonu

Immobilizasyon yontemlerinden biri olan tutuklama, enzimin kimyasal yapisinda bir
modifikasyona neden olmamasi nedeniyle oldukg¢a avantajlidir. Ayrica immobilizasyon teknikleri
arasinda ozellikle kalsiyum aljinat jel igerisinde tutuklama, yontemin kolay olmasi ve toksik
olmamasi gibi 6zelliklerinden dolay1 tercih edilmektedir [89]. Bu 6zelliklerinin yani sira aljinat
ucuz olmasi, mekanik giiciiniin iyi olmasi, substrat ve iirlin diflizyonuna uygun porlu bir yapiya
sahip olmasindan dolay1 da farkli enzimlerin immobilizasyonunda siklikla kullanilan bir destek

materyaldir [90].

Calismamizda da avantajli 6zellikleri nedeni ile pektinaz, o amilaz ve proteaz enzimlerinin ko-
immobilizasyonu amaciyla Na aljinat boncuklar hazirlandi. Na aljinat ve 3 enzimin yer aldig1
soliisyonun peristaltik pompa araciligiyla CaCly igerisine damlatilmasiyla 3 mm ¢apinda olan esit
biiyiikliikte boncuklar elde edildi. Literatiirde bu ¢alismada kullanilan ii¢c enzimin Na aljinat jel
igerisinde ko-immobilize edildigi baska bir ¢alismaya rastlanmamuistir. Farkli enzimlerin ikili ko-
immobilizasyonunda Na aljinatin kullanildigi birka¢ ¢alisma bulunmaktadir. Blandino ve
arkadaslarinin ¢alismasinda glukoz oksidaz ve katalaz enzimlerinin ko-immobilizasyonu igin Na
aljinat boncuk ve kapsiil kullanilmigtir [91]. Siikrozdan izomaltozoligosakkaritlerin tretildigi
baska bir ¢alismada ise dekstranaz ve dekstranatsiikraz enzimleri Na aljinattan olusan boncuklar,
fiberler ve kapsiiller ile ko-immobilize edilmistir [92]. Park ve arkadaslarinin galismasinda da
amilaz ve glukoamilaz enzimleri yiizeyi modifiye edilmis tasiyicilara baglanip daha sonra da Na
aljinat boncuklart igerisinde ko-immobilize edilmislerdir [93]. Calismamizda literatiirdeki
calismalardan farkli olarak ii¢ enzimin, enzim aktiviteleri korunarak Na aljinat igerisine ko-
immobilizasyonunun gergeklestirilmis olmasinin yapilacak bundan sonraki ko-immobilizasyon

caligmalar1 bakimindan yol gosterici olacagi diisliniilmektedir.
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4.2.1. immobilizasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Na aljinatin jellesme kosullar1 degistirilerek elde edilen boncuklarin 6zellikleri istenilen sekilde
degistirilebilmektedir. Cesitli substratlara kars1 gegirgenligi ya da kalinlig1 gibi 6zellikleri farklilik
gosterebilmektedir. Aljinat ve CaCl, konsantrasyonlari enzim tutuklama i¢in baslica
parametrelerdir ¢iinkii aljinat ve Ca™ iyonlar1 arasindaki ¢apraz baglanma jel olusumunu

saglamaktadir [94].

4.2.1.1. Na Aljinat Konsantrasyonu
Na aljinat konsantrasyonunun enzim ko-immobilizasyonuna olan etkisi incelendiginde ti¢ enzim

icin de bagil aktivitenin en yiiksek oldugu konsantrasyon % 2.5 olarak tespit edildi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Na aljinat ile pektinaz, proteaz ve o amilaz enzimlerinin ko-immobilizasyonunda

enzimlerin bagil aktivitesine farkli Na aljinat konsantrasyonlarinin etkisi
* Uclii enzim immobilizasyonu Boliim 3.2° de anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir.

Ayn1 zamanda % 2.5 Na aljinat konsantrasyonunda immobilizasyon verimi degerleri pektinaz i¢in
% 46.15, proteaz i¢in % 17.28 ve o amilaz igin % 67.08” dir (Cizelge 4.1). Calismamizla paralel
olarak Olger ve arkadaslarmin ikili enzim immobilizasyonunu gerceklestirdikleri calismalarinda
preimmobilize haldeki dekstranaz ve dekstransiikraz enzimleri % 2’ lik Na aljinat soliisyonu
kullanilarak ko-immobilize edilmislerdir [92]. Na aljinat ile o amilaz enziminin tekli
immobilizasyonunun optimizasyonunun gerc¢eklestirildigi diger bir ¢alismada ise en yiiksek enzim

aktivitesi % 3 Na aljinat konsantrasyonunda gozlenmistir [94].
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Calismamizda saptanan Na aljinat konsantrasyonu degerini bu c¢alismalardaki sonuglarla

karsilagtirmamiz kullanilan enzimlerin farkli olmasi nedeniyle tam olarak miimkiin olmamaktadir.

Cizelge 4.1. Na aljinat boncuklara pektinaz, proteaz ve o amilaz enzimlerinin Ko-
immobilizasyonunda farkli Na aljinat konsantrasyonlarinin immobilizasyon verimi iizerindeki

etkisi

Immobilizasyon Verimi (%)

Na aljinat Pektinaz Proteaz o amilaz

konsantrasyonu (%o)

2.5 46.15 17.28 67.08
3 39.5 7.69 51.34
3.5 32.04 3.04 24.01

*Enzimlerin immobilizasyon verimi Boliim 3.3 de gosterilen esitlik kullanilarak hesaplanmustir.

Calismalarda kullanilan enzimlerin ve bu enzimlerin substratlarinin 6zellikle biiytikliiklerinden
kaynaklanacak farkliliklar g6z Oniinde bulundurulmalidir. Calismamizda Na aljinat
konsantrasyonu arttirildiginda enzimlerin aktivitesinde diisiis meydana gelmesinin, olusan siki jel
yapist nedeniyle daralan porlardan substrat transferinin kisitlaniyor olmasindan kaynaklandigi
diigiiniilmektedir. Na aljinat konsantrasyonunun artmasiyla daralan porlar nedeniyle substratlarin

enzimlerin aktif bolgelerine ulagimi olumsuz etkilenmis olabilir.

4.2.1.2. CaCl2 Konsantrasyonu

Enzim ko-immobilizasyonuna CaCl»’ iin etkisi incelendiginde optimum konsantrasyonun o amilaz
ve proteaz enzimleri i¢in 0.1 M, pektinaz enzimi i¢in ise 0.2 M oldugu saptandi (Sekil 4.2.).
Pektinazin 0.1 M CaClz konsantrasyonundaki bagil aktivitesinin % 80’ in iizerinde olmasi
nedeniyle caligmaya diger iki enzimin aktivitesinin en yiiksek olarak bulundugu 0.1 M CaCl2
degeri ile devam edildi. Ayn1 zamanda 0.1 M CaCl, konsantrasyonunda immobilizasyon verimi

degerleri pektinaz igin % 40.34, proteaz i¢in % 26.04 ve o amilaz igin % 83.8” dir (Cizelge 4.2).

Literatiirde yer alan caligmalara baktigimizda iki farkli enzimin aljinat boncuklar igerisinde ko-
immobilize edildigi bir calismada aljinat boncuklarin olusturulmasi sirasinda % 0.2 M CaClz

konsantrasyonu kullanildig1 goriilmektedir [92]. Park ve arkadaslarinin glukoamilaz ve amilaz
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enzimlerinin ko-immobilizasyonunu gergeklestirdikleri ¢alismalarinda ise ¢alismamizla benzer

olarak CaCl; konsantrasyonu 0.1 M olarak bulunmustur [93].
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Sekil 4.2. Na aljinat ile pektinaz, proteaz ve o amilaz enzimlerinin ko-immobilizasyonunda

enzimlerin bagil aktivitesine farkli CaCl, konsantrasyonlarinin etkisi
*Uclii enzim immobilizasyonu Boliim 3.2 de anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.2. Na aljinat boncuklara pektinaz, proteaz ve o amilaz enzimlerinin Ko-

immobilizasyonunda farkli CaCl, konsantrasyonlarinin immobilizasyon verimi {izerindeki etkisi

Immobilizasyon Verimi (%)

CaCl2 Pektinaz Proteaz o amilaz
konsantrasyonu (M)
0.1 40.34 26.04 83.8
0.2 46.15 17.28 67.08
0.3 36.6 3.04 66.87

*Enzimlerin immobilizasyon verimi Boliim 3.3” de gosterilen esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

Tek bir enzimin immobilizasyonunun gerceklestirildigi bir diger calismada da CaCl
konsantrasyonunun 0.1 M oldugu saptanmistir [95]. Na aljinat jel olusumu Ca iyonlar1 gibi

katyonlarin varliginda iyonik bir ag yapisinin olusturulmasi ile ger¢eklesmektedir. Bu sebeple Ca
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konsantrasyonunun az olmasi durumunda jelin kompakt yapisi saglanamayip jel disina enzim
sizintis1 meydana gelirken konsantrasyonun gereginden fazla olmasi ise jel yiizeyindeki porlarin
¢ok kii¢iik olmasina sebebiyet vermektedir. Porlarin kii¢iik olmasi ise nisasta ve kazein gibi biiyiik
molekiil agirlikli substratlarin jelden gegisini engellemektedir. Bu nedenle ¢alismamizda CaCl;
konsantrasyonu arttik¢a enzimlerin bagil aktivitesinde azalma meydana gelmesi beklenen bir

sonug olmaktadir.

4.2.1.3. Yiiklenen Enzim Konsantrasyonu

Na aljinat jel ile enzim immobilizasyonunu etkileyen parametrelerden bir digeri de yiiklenen
enzimin miktaridir. o amilaz enzimi igin tampon igerisinde ¢oziinebilen en yiliksek miktar
kullanildig1 icin enzim miktarinda bir degisiklik yapilamamistir. Diger iki enzim igin
konsantrasyon oranlart degistirilerek enzim aktivitesi saptanmistir. Denenen tiim enzim
konsantrasyonlarindan sadece Sekil 4.3” de goriilen 3 farkli kombinasyonda ko-immobilizasyon

islemi basarili olmustur.
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Sekil 4.3. Na aljinat ile pektinaz, proteaz ve o amilaz enzimlerinin Ko-immobilizasyonunda

enzimlerin bagil aktivitesine farkli enzim konsantrasyonlarinin etkisi

*Uglii enzim immobilizasyonu Boliim 3.2” de anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir.
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Bu durumun farkli konsantrasyonlardaki enzimlerin aralarinda, baglanma sirasinda bir yaris
olusmas1 nedeniyle olabilecegi sdylenebilir. Pektinaz, proteaz ve a amilaz enzimleri igin bagil
aktivitenin en yiiksek oldugu oran sirastyla 2:1:0.02 olarak saptanmistir (Sekil 4.3). Ayn1 zamanda
2:1:0.02 enzim konsantrasyonunda immobilizasyon verimi degerleri pektinaz i¢in % 83.04,
proteaz i¢in % 30.07 ve a.amilaz igin % 67.7 dir (Cizelge 4.3). Proteaz enziminin konsantrasyonu
arttikca aktivitesinin diistiigii saptanmistir. Aktivitede meydana gelen bu diisiisiin uygun olmayan
non kovalent baglanmalardan kaynaklandig diistiniilmektedir. Literatiirde bu ti¢ enzimin bir arada

kullanildig1 baska bir ¢alismaya rastlanmamasi nedeniyle karsilastirma yapilamamaistir.

Cizelge 4.3. Na aljinat boncuklara pektinaz, proteaz ve o amilaz enzimlerinin Ko-

immobilizasyonunda farkli enzim konsantrasyonlarinin immobilizasyon verimi iizerindeki etkisi

Enzim
konsantrasyonu Pektinaz Proteaz o amilaz
(mg/ml)
1.5:1:0.02 47.58 18.10 67.7
2:1:0.02 83.04 30.7 67.7
1.5:1.5:0.02 47.58 18.10 67.7

*Enzimlerin immobilizasyon verimi B6liim 3.3” de gosterilen esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

4.3. Enzimlerin Glutaraldehit Aracihigiyla Kitosan Boncuk Yiizeyine Kovalent Baglanma

Yontemiyle Ko-immobilizasyonu

4.3.1. Kitosan Boncuklarin Hazirlanmasi

Kitosan kitinin deasetilasyonu ile elde edilen dogal bir polisakkarittir. Farkli boyutlardaki kitosan
destek partikiilleri presipitasyon, emiilsiyon ¢apraz baglama, spray kurutma, iyonotropik jellesme,
emiilsiyon damlatma, ters misel metodu gibi ¢esitli metotlar kullanilarak hazirlanmaktadir.
Kitosan biyouyumlu bir materyal olmasi, toksik olmamasi ve maliyetinin diisiik olmasi nedeniyle

cesitli caligmalarda enzim immobilizasyonu amaciyla siklikla kullanilmaktadir [67],[96].

Calismamizda kitosan boncuklarin hazirlanmasinda baslica metot olan presipitasyon yontemi

kullanilmistir. Kitosanin asidik pH’ larda ¢6ziinme 6zelliginden faydalanarak asetik asit i¢erisinde
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kitosan soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyon damla damla NaOH ve etanolden olusan bir karisimin
icerisine eklendi. Alkali pH’ larda kitosan polimerlesmeye basladig1 icin damlaciklardan 4 mm
boyutunda ve birbirleriyle esit biiyiikliikte olan sert boncuklar elde edildi [68]. Calismamizla
benzer olarak lignin peroksidaz ve mangan peroksidazin ko-immobilize edildigi bir ¢alismada
kitosan boncuklar ndtralizasyon yontemiyle hazirlanmistir, farkli olarak ise boncuklarin
presipitasyonunda etanol yerine metanol kullanilmistir [96]. Yang ve arkadaslarinin yapmis
olduklar1 ko-immobilizasyon ¢alismasinda ise calismamizdan farkli olarak emiilsiyon/capraz
baglama yontemi kullanilmistir. Emiilsifikasyon asamasinda sivi olarak hazirlanan kitosan
sollisyonu yag fazindan olusan bir ayirma ortamina damlatilmistir ve daha sonra da bir ¢apraz

baglayici olan glutaraldehit ortama eklenerek polimerlesme siireci saglanmistir [97].

4.3.2. Kitosan Boncuklarin Glutaraldehit ile Aktivasyonu

Kitosanin kimyasal modifikasyonlar sonucunda reaktif hale gelen amino ve hidroksil gruplari
enzim baglayabilme kapasitesindedir. Kitosan bu aktivasyon neticesinde tasidigi kisa uzatici kollar
araciligiyla enzimlerle pek c¢ok noktadan kovalent baglanma gergeklestirebilecek hale
gelmektedir. Bu amagla kullanilan glutaraldehit bi fonksiyonel bir ajandir. Glutaraldehit
enzimlerin ozellikle amino gruplariyla reaksiyona girmektedir, ayrica imidazoller, fenoller ve
tiyollerle de baglanabilme 6zelligindedir. Glutaraldehitin aldehit gruplar1 hem asidik hem de nétral
pH degerlerinde proteinlerle Schiff bazi denilen yapilar olusturarak reaksiyona girmektedir.
Destek materyal ile glutaraldehit arasinda Schiff bazi yapisinin olugmasi ile boncuklarda
kahverengimsi bir renk degisimi gozlenmektedir [70]. Destegin glutaraldehit ile aktive edilmesi
baglanmak istenen enzimin geri doniigiimsiiz olarak bir amino-destek bagiyla baglanmasini

saglamaktadir [71].

Caligmamizda kitosan boncuklarin pH 5.4’ de glutaraldehit ile aktivasyonu gergeklestirildi. Bu
aktivasyonun ardindan boncuklar kahverengi-yesil hale geldiler ve kovalent enzim
immobilizasyonu ic¢in kullanildilar. Caligmamizla benzer olarak Ran ve arkadaslarinin
calismasinda kitosan mikrokiirelerin aktivasyonu glutaraldehit ile gergeklestirilmis ve ikili enzim
ko-immobilizasyonu i¢in kullanilmistir [96]. Ancak literatiirde aktive kitosan makrokiirelerin tiglii

enzim ko-immobilizasyonu i¢in kullanildig1 bir bagka ¢alismaya rastlanmamustir.
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4.3.3. a amilaz, Pektinaz ve Proteaz Enzimlerinin Aktive Kitosan Boncuklara Ko-

immobilizasyonunun Optimizasyonu

4.3.3.1 Kitosan Konsantrasyonu

Enzim immobilizasyonunun verimi boncuklardaki kitosan konsantrasyonu ile dogrudan iligkilidir
[68]. Sekil 4.4’ de goriildiigii gibi, bagil aktivitelerin iki enzim i¢in en yiiksek oldugu
konsantrasyon % 3 kitosan konsantrasyonudur. % 3 oraninda kitosan konsantrasyonu ile
hazirlanan boncuklarda pektinaz, a amilaz ve proteaz enzimlerinin immobilizasyon verimlerinin
sirast ile % 380, % 116 ve % 40 oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.4). Elde edilen bu
immobilizasyon verimi degerleri Na aljinat boncukta ko-immobilize proteaz, pektinaz ve a amilaz
enzimleri ile karsilastirildiginda destek materyal olarak kitosanin kullaniminin daha uygun oldugu
saptanmaktadir (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2, Cizelge 4.3). Boncuklarin hazirlanmasi sirasinda
kullanilan farkli kitosan konsantrasyonlarinin bagil aktivitesi tizerinde en fazla etkisinin saptandigi
enzimin proteaz enzimi oldugu belirlenmistir. Bu enzim igin en iyi yiikkleme etkinligi degeri % 3

kitosan konsantrasyonu ile hazirlanan kitosan boncuklarin kullanimi sonucunda goriilmektedir.

120 - # Koimmobilize
o amilaz
100 A I = I @ Koimmobilize
2 pektinaz
X
: 80 - 1 Koimmobilize
= roteaz
= . "
h+ 60 -
<
o 40 A
L’g I I
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O n
25 3 35
Kitosan Konsantrasyonlari (%)

Sekil 4.4. Glutaraldehit ile aktive edilmis kitosan boncuklara pektinaz, proteaz ve o amilaz
enzimlerinin ~ ko-immobilizasyonunda  enzimlerin  bagil  aktivitesine farkli  Kkitosan

konsantrasyonlarinin etkisi

*Uglii enzim immobilizasyonu Béliim 3.3.6” da anlatildig: sekilde gerceklestirilmistir.
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Caligmamizla benzer olarak Nusratun ve arkadaglarinin yapmis olduklari lipaz enzimini kitosan
boncuklara immobilize ettikleri c¢alismada % 3’ liik olarak hazirlanan kitosan soliisyonu
kullanilmistir [98]. Glutaraldehit ile aktive edilmis kitosan kiirelere keratinolitik metalloproteazin
immobilize edildigi baska bir calismada ise kitosan kiire {iretimi i¢in optimum kitosan
konsantrasyonu % 2 olarak bulunmustur [99]. Calismalarda elde edilen optimal kitosan
konsantrasyonlarinin degisik olmasinin, kullanilan kitosanlarin molekiiler agirliklarinin farkli

olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Cizelge 4.4. Glutaraldehit ile aktive edilmis kitosan boncuklara pektinaz, proteaz ve o amilaz
enzimlerinin ko-immobilizasyonunda farkli kitosan konsantrasyonlarinin immobilizasyon verimi

ve yiikleme etkinligi degerleri tizerindeki etkisi

Immobilizasyon Verimi (%) Yiikleme Etkinligi (%)

Kitosan

konsantrasyonu Pektinaz a amilaz Proteaz Pektinaz o amilaz Proteaz

(%)
261.57 106 16 91.96 86 44.5
380 116 40 96 68 81.25
384 99.79 14 91 78 57.7

*Enzimlerin immobilizasyon verimi ve yiikleme etkinligi Bolim 3.3’ de gosterilen esitlikler kullanilarak

hesaplanmustir.

Calismamizda % 3 kitosan konsantrasyonunda elde edilen kitosan makrokiireler olduk¢a saglam
yapidadir. Bu konsantrasyonun tistiindeki degerlerde hazirlanan Kitosan soliisyonu ¢ok yogun
oldugundan, altindaki degerlerde ise akiskan yapi gostermesinden dolayr damlatma sonucunda
elde edilen makrokiirelerin sekillerinde bozukluklar goriilmiistir. Ayn1 zamanda % 3 kitosan
konsantrasyonun altindaki ve tistiindeki degerlerde ytlikleme etkinliginde diisiis meydana geldigi
belirlenmistir (Cizelge 4.4). Bu durumun makrokiirelerin sekillerinde meydana gelen bozukluklar
nedeniyle, enzimlerin baglanacag yiizey alaninda meydana gelen azalmadan kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.
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4.3.3.2. Glutaraldehit Konsantrasyonu

Enzim molekiillerinin amino gruplari tasiyan kati destek materyallere kovalent immobilizasyonu,
protein immobilizasyonlarinda siklikla kullanilan glutaraldehit varliginda basarili bir sekilde
gerceklesmektedir [100]. Glutaraldehit kitosanin serbest amino gruplarina baglanir ve Schiff bazi
yapist meydana gelir. Bu yapi sayesinde glutaraldehitin serbest aldehit gruplarimi kazanan
kitosanin enzimle reaksiyonu kolaylagmaktadir. Bu baglanmadan sonra proteinlerin yiizeyindeki
Lys rezidularinin €- amino gruplar1 glutaraldehitin serbest aldehit gruplarina baglanabilir hale
gelmektedir [71]. Bu ¢alismada % 0.25 glutaraldehit kullaniminda pektinaz ve a amilaz igin en
yiiksek aktiviteler elde edilmistir (Sekil 4.5). Bu konsantrasyondaki immobilizasyon verimleri de

pektinaz igin % 310, a amilaz igin % 122 ve proteaz i¢in % 51 olarak saptanmistir (Cizelde 4.5).
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Sekil 4.5. Glutaraldehit ile aktive edilmis kitosan boncuklara pektinaz, proteaz ve o amilaz

enzimlerinin  ko-immobilizasyonunda enzimlerin bagil aktivitesine farkli glutaraldehit

konsantrasyonlarinin etkisi
*Uglii enzim immobilizasyonu Béliim 3.3.6” da anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir.

Literatiirdeki calismalara baktigimizda Altun ve Cetinus’ un glutaraldehit ile aktive edilmis
kitosan boncuklara pepsin immobilize ettikleri arastirmada, calismamizda kullanilan glutaraldehit
konsantrasyonundan daha diisiik olmak tizere % 0,05 lik bir konsantrasyonun kullanildig:
goriilmektedir [101]. Ureaz enziminin aktive kitosan boncuklara immobilize edildigi bir ¢alismada

ise optimum enzim immobilizasyonu % 1 glutaraldehit aktivasyonu sonucunda gerceklestirilmistir
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[100]. Lignin peroksidaz ve manganaz peroksidaz enzimlerinin kitosan mikrokiirelere ko-
immobilize edildigi diger bir ¢aligmada ise enzimlerin ikisi i¢in de en iyi enzim aktivitesi % 0.75

glutaraldehit ile aktive edilmis kiirelerle elde edilmistir [96].

Calismamizda literatiirde yer alan ¢alismalardan farkli sonuglar gdzlenmesinin kullanilan enzim
konsantrasyonlarinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Calismamiza
baktigimizda glutaraldehit konsantrasyonu arttikca enzimlerin yiikleme etkinliginde de artis
meydana geldigi goriilmektedir (Cizelge 4.5). Bu durumun enzim molekiillerinin baglanmasi i¢in
cok sayida aldehit gruplarinin varligindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Ancak enzimlerin bagil
aktivitelerine bakildiginda diisiik glutaraldehit konsantrasyonunda daha yiiksek enzim

aktivitesinin saptandigi goriilmektedir (Sekil 4.5).

Cizelge 4.5. Glutaraldehit ile aktive edilmis kitosan boncuklara pektinaz, proteaz ve o amilaz
enzimlerinin ko-immobilizasyonunda farkli glutaraldehit konsantrasyonlarinin immobilizasyon

verimi ve yiikleme etkinligi degerleri tizerindeki etkisi

immobilizasyon Verimi (%) Yiikleme Etkinligi (%)

Glutaraldehit

konsantrasyonu Pektinaz a amilaz Proteaz Pektinaz a amilaz Proteaz
(%)
0.25 310 122 51 93.75 70 66.5
0.5 170 120 36 97 90 73
0.75 304 119 51.4 96 68 81
1 259 117 36 99 68 81
2 185 27 45 97 94 82
3 200 0 51 94 82 67

*Enzimlerin immobilizasyon verimi ve yiikleme etkinligi Bolim 3.3’ de gosterilen esitlikler kullanilarak

hesaplanmustir.

Capraz baglanma reaksiyonlar1 enzimlerin konformasyonel yapisinda degisimlere sebep olarak
enzimin aktif merkezinde hasar olusturabilmektedir. Bu durum da immobilizasyon veriminin

diismesine sebep olmaktadir [102].

Boncuklar {izerinde ¢ok sayida bulunan aldehit gruplarina enzim molekiillerinin birden g¢ok

noktadan baglanmasinin enzim aktivitesini olumsuz etkiledigi diisiiniilmektedir [100]. Buna ek
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olarak aldehit gruplariin sayisinin ¢ok fazla olmasi substratin enzime baglanmasini sinirlamast
bakimindan da etki gostermektedir [103]. Ayrica yiiksek konsantrasyonlarda glutaraldehit

kullanimi boncuklarda kirilgan bir yap1 olusmasina neden olmaktadir [85].

4.3.3.3. Aktivasyon Siiresi

Hazirlanan kitosan destek materyallerin glutaraldehit ile aktivasyon siiresine bakildiginda pektinaz
ve o amilaz enzimlerinin bagil aktivitelerinin ve immobilizasyon verimlerinin en yiiksek oldugu
aktivasyon siiresi 3 saat olarak bulundu (Cizelge 4.6). Proteaz enzimi i¢in de bu siirede aktive
edilen boncuklarla elde edilen aktivitenin 2 saatlik aktivasyondaki degerine yakin oldugu g6z

oniinde bulundurularak caligmaya 3 saatlik aktivasyon siiresi ile devam edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Glutaraldehit ile aktive edilmis kitosan boncuklara pektinaz, proteaz ve o amilaz
enzimlerinin ko-immobilizasyonunda enzimlerin bagil aktivitesine glutaraldehit ile aktivasyon

stirelerinin etkisi
*{glii enzim immobilizasyonu Béliim 3.3.6” da anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir.

Kitosan boncuklara tek bir enzimin immobilize edildigi bir c¢aligmada kitosan destegin
glutaraldehitle aktivasyonu i¢in 0.5-4 saat arasindaki siireler incelendiginde ¢alismamizla da

uyumlu olarak 3 saat aktivasyon sonrasinda maksimum aktivite gozlenmistir [85]. Boncuklarin
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kirilgan dogalar1 nedeniyle uzun aktivasyon siireleri neticesinde boncuklarda kirilmalar meydana

gelebilmektedir.

Cizelge 4.6. Glutaraldehit ile aktive edilmis kitosan boncuklara pektinaz, proteaz ve o amilaz
enzimlerinin ko-immobilizasyonunda farkli aktivasyon siirelerinin immobilizasyon verimi ve

yiikleme etkinligi degerleri lizerindeki etkisi

Pektinaz o amilaz Proteaz Pektinaz a amilaz Proteaz
275 116 41 93 56 36
291 102 53.9 93 66 34
375 120 40.3 96 66 79
272 116 41.2 97 62 56

*Enzimlerin immobilizasyon verimi ve yikleme etkinligi Bolim 3.3° de gosterilen esitlikler kullanilarak

hesaplanmistir.

Altun ve Cetinus’ un yapmis olduklar1 calismada ise kitosan boncuklarin glutaraldehitle
aktivasyonu 1 saatlik siirede gergeklestirilmistir [101]. Calismamizla bu ¢alismalar
karsilagtirdigimizda aktivasyon siirelerinin farkli olmasinin kullanilan enzim konsantrasyonlarmin

farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diistintilmektedir.

4.3.3.4. immobilizasyon Siiresi

Immobilizasyon siiresi glutaraldehitin aldehit gruplari ile enzimlerin terminal amino gruplari ya
da ylizeyindeki lizin yan zincirlerdeki amino gruplarin arasinda bag olusumu igin gegen siiredir
[85]. Sekil 4.7 ve Cizelge 4.7° ye baktigimizda ii¢ enzim i¢in de bagil aktivitelerinin ve

immobilizasyon verimlerinin en yiiksek oldugu immobilizasyon siiresi 3 saat olarak bulunmustur.

Cetinus ve arkadaslarmin kitosan boncuklara katalaz immobilize ettikleri c¢alismada
immobilizasyon 5 saatte gergeklestirilmistir [71]. Kitosan boncuklara pepsinin immobilize edildigi

diger bir ¢calismada da immobilizasyon siiresi 5 saat olarak saptanmistir [101].
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Sekil 4.7. Glutaraldehit ile aktive edilmis kitosan boncuklara pektinaz, proteaz ve o amilaz

enzimlerinin ko-immobilizasyonunda enzimlerin bagil aktivitesine farkli enzim baglanma

stirelerinin etkisi
*Uclii enzim immobilizasyonu Boliim 3.3.6° da anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.7. Glutaraldehit ile aktive edilmis kitosan boncuklara pektinaz, proteaz ve o amilaz
enzimlerinin ko-immobilizasyonunda farkli immobilizasyon siirelerinin immobilizasyon verimi ve

yiikleme etkinligi degerleri tizerindeki etkisi

Immobilizasyon Verimi (%) Yiikleme Etkinligi (%)

Immobilizasyon Pektinaz o amilaz Proteaz Pektinaz o amilaz Proteaz

Siiresi (saat)

3 381 116 51,2 93 56 36
4 256 79 40 93 66 34
5 375 70 40 96 66 79
6 272 117 46,8 97 62 56

*Enzimlerin immobilizasyon verimi ve yilikleme etkinligi Bolim 3.3° de gosterilen esitlikler kullanilarak

hesaplanmustir.
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Bu iki ¢alismada elde edilen siirelerin arastirmamiz kapsamindan farkli olmasinin nedenlerini
tartisirken, immobilizasyon i¢in kullanilan enzimlerin ¢aligmamizda kullanilanlardan degisik
olmasinin yanisira, konsantrasyonlarinin da ayni1 olmadig1 ayrica yukaridaki arastirmalarda tekli

enzimlerle ¢alisildigi1 goz 6niinde bulundurulmalidir.
4.3.4. Glutaraldehit ile Aktive Edilmis Kitosan boncuklarin karakterizasyonu

4.3.4.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Calismamizda elde edilen kitosan, glutaraldehit ile aktive kitosan ve enzim ko-immobilize kitosan
boncuklarin morfolojileri ve yapisal olarak birbirinden farkliliklart SEM kullanilarak analiz
edilmistir. Sekil 4.8 a ve b normal kitosan boncuklarin, ¢ ve d ise glutaraldehit ile aktive edilmis
kitosan boncuklarin 130x ve 10000x biiyiitmedeki sekillerini gostermektedir. Glutaraldehit ile
aktive edilmis olan kitosan boncuklarin yiizeyi kitosan boncuklar ile kiyaslandiginda daha fazla
engebeli olduklari ve bag olusumu nedeni ile daha yogun porlu bir yapiya donistiikleri
goriilmektedir. Boncuklarin yilizeylerini 40000x biiyiitmede inceledigimizde ise glutaraldehitle
aktivasyonun yiizeydeki ¢ikintilar1 bir miktar arttirdigi ve immobilizasyon islemi ile ise bu artigin
daha da fazlalastig1 tespit edilmistir (Sekil 4.9) Ayrica glutaraldehit ile aktive edilen boncuklarda
yiizey yapisinin daha diizenli oldugu goriilmektedir. Literatiirde yer alan ¢aligmalara baktigimizda
Gilani ve arkadaslarimin yapmis olduklar1 ¢alismada arastirmamiz sonuglarina benzer olarak
glutardehit kullaniminin yiizeydeki porlu yapinin artmasini sagladigi goriilmektedir [103]. Normal
kitosan, glutaraldehit ile aktive, ve enzim immobilize kitosan boncuklarin SEM analizinin
gergeklestirildigi  bir diger c¢alismada da glutaraldehitle aktivasyonun ve enzim
immobilizasyonunun kitosan boncuklarin yiizeyindeki porlu yapiyr arttirdigi goriilmiistiir [85].
Hem ¢alismamizda hem de diger calismalarda gézlenen bu porlu yapinin, kitosan boncuklarin
ylizeylerine baglanan aldehit gruplari sayesinde destek lizerinde olusan uzatici kol yapisi nedeniyle
gorildiigl distiniilmektedir. Enzim immobilizasyonu durumunda da enzimlerin destek iizerindeki
kollara tutunmasi neticesinde porlu yapida bir miktar daha artisin meydana geldigi

goriilebilmektedir.
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det [m spot| WD —m™ —m— — 1 mm — 6 | det HV mag |spot| WD I 10 ym
ETD | 20.0 1.0 [9.7 mm METU CENTRAL LAB M | ETD [20.00 kV|10 000 x| 3.0 | 9.9 mm METU CENTRAL LAB

16 det HV mag | spot| WD }-—Wmm—' 6 | det HV mag |spot| WD 10 pm

PM ETD[20.00 kV|130x| 1.0 |9.8 mm METU CENTRAL LAB M |ETD|20.00 kV 10 000x| 1.0 ‘ 9.9 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.8. Elektron mikroskobu goriintiileri a) kitosan boncuk 130x biiyiitmede b) kitosan boncuk
10000x biiyiitmede c) glutaraldehit ile aktive kitosan boncuk 130x biiylitmede d) glutaraldehit ile
aktive kitosan boncuk 10000x biiylitmede

Por boyutlar1 6nemlidir, zira porlarin ¢ok kii¢iilk olmasi durumunda enzimlerin baglanmasi
zorlagirken biiylik olmasi durumunda da baglandiktan sonra enzim kayiplarinin meydana gelme
olasiligr bulunmaktadir. Calismamizda ko-immobilize enzimler ile elde edilen en iyi verim
degerlerinin, % 0.25 glutaraldehit konsantrasyonu ile 3 saatlik aktivasyon siireci sonucunda elde

edilmis olmas1 nedeniyle bu kosullarda uygun por biiyiikliiklerinin saglandigi diigiiniilmektedir.
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6/22/2016 | det HV mag spot| WD 3um 6 2016 | det HV mag spot| WD 3 pm
3:29:12 PM | ETD [20.00 kV|40 000 x| 1.0 {9.9 mm METU CENTRAL LAB 3:32:27 PM | ETD |20.00 kV|40 000 x| 1.0 | 9.9 mm METU CENTRAL LAB

A

V| ETD|20.00 kV|40 000 x| 1.0 [10.1 mm| METU CENTRAL LAB

2 >
6 | det | HV mag |spot| WD 2 pm

Sekil 4.9. Taramali elektron mikroskobu goriintiileri a) kitosan boncuk 40000x biiyiitmede b)
glutaraldehit ile aktive kitosan boncuk 40000x biiylitmede ¢) enzim immobilize kitosan boncuk

40000x biiylitmede
4.3.4.2. FTIR Analizi

Kitosan boncuklarin glutaraldehit ile aktivasyonunu dogrulamak i¢in normal kitosan boncuklar
(A) ve glutaraldehitle aktive boncuklarin (B ve C) FTIR spektrumlari belirlendi. Sekil 4.10° da
goriildiigii gibi B ve C bantlar1 nisbeten benzer pikler verirken A bantinin piklerinin daha farkli
oldugu saptanmaktadir. Her iiciinde de 900 ve 1100 cm™ civarinda gériilen piklerin sakkarit
yapinin kanit1 olabilecegi disiiniilmektedir. Glutaraldehit ile aktive boncuklarda (B ve C) 1472
cm™ civarinda bir pik gozlenmistir. Bu pikin kitosanin amino grubu ile glutaraldehitin aldehit

grubu arasinda Schiff bazi olusumuyla kurulan C=N bagindan kaynaklandig1 sanilmaktadir. Enzim
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immobilize 6rnekte (C) digerlerinden farkli olarak 1730 cm™ civarinda bir pik tespit edildi. Bu
pikin enzimin amino grubu ile glutaraldehitin aldehit grubu arasindaki imin reaksiyonundan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

160 A

2887.25

1147.30

140

1642.77

1038.91

%T

4000 ' 3000 ' 2000 ' 1000
Wav enumbers (cm-1)
Sekil 4.10. Normal kitosan, glutaraldehit ile aktive ve enzim ko-immobilize kitosan boncuklarin

FTIR analizi sonuglari

*A: Normal kitosan boncuga ait bant B: Glutaraldehit ile aktive kitosan boncuga ait bant C: Enzim immobilize aktive

kitosan boncuga ait bant

Altun ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise 1574 cm™’de glutaraldehit ile kitosan arasindaki ¢apraz
baglanmada olusan C-N bag olusumundan kaynaklandigi diisiiniilen ve 1600 cm™ de
glutaraldehitin aldehiti ile enzimin amino grubu arasinda olusan imin reaksiyonu nedeniyle olusan
C=N bagini isaret ettigi kabul edilen iki pik gozlenmistir [101]. Kitosan boncuklara FTIR
analizinin gerceklestirildigi farkli bir calismada 800-1150 cm™ arasindaki bantlarin disakkarit
yapinin kanit1 oldugu, 1410 cm™’deki bantin ise kitosan ile glutaraldehit arasinda olusan Schiff

bazi baglantisindan kaynaklandigi ileri stiriilmistiir [104].
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4.4. Serbest ve Iki Farkh Destek Materyal Kullamilarak Ko-immobilize Edilen Enzimlerin

Bazi Ozelliklerinin Saptanmasi

4.4.1. Optimum Cahsma Sicakliklarinin Belirlenmesi

Serbest ve iki farkli destek materyal kullanilarak ko-immobilize edilen enzimlerin optimum
calisma sicakliklarinin belirlenmesi ile ilgili olarak yapilan bu ¢alismada ortak olarak serbest ve
ko-immobilize proteaz, pektinaz ve a amilaz aktivitelerine sicakligin etkisinin arastirtlmasi pH 7’
de 0.1 M sodyum fosfat tamponunda gergeklestirilmistir. Calismamizda giderimi
gerceklestirilmek istenen organik maddelerin igerisinde bulundugu atiksu ortami olarak evsel bir
atiksu kullanilmistir. Evsel atiksularin sicaklik derecelerinin kisin hava sicakligindan daha diisiik,
yazin ise daha yiiksek olmadigi géz oniinde bulundurularak optimum c¢alisma sicakliklarinin
saptanmasinda 10-35°C arasindaki degerler taranmistir [105]. Calismamizda serbest ve aljinatla
ko-immobilize pektinazin optimum ¢alisma sicakligi 25°C olarak bulunurken kitosan boncukta

ko-immobilize pektinaz igin optimum sicaklik 35°C olarak saptanmustir (Sekil 4.11).

1,2 - —a—SPek
—eo—AljPek

== K jtPek

Spesifik Aktivite (U/mg)

10 15 20 25 30 35
Sicaklik °C

Sekil 4.11. Serbest, aljinat ile ko-immobilize ve kitosan ile ko-immobilize pektinaz enziminin

spesifik aktivitesine farkli sicaklik degerlerinin etkisi

*SPek: Serbest pektinaz AljPek: Aljinat ile ko-immobilize pektinaz KitPek: Kitosan ile ko-immobilize pektinaz

Enzim ve substrat farkli sicakliklarda inkiibe edildi. Enzim aktiviteleri Boliim 3.2° de anlatildig1 sekilde tayin edildi.
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Kitosan boncuklara ko-immobilize edilen pektinaz enziminin spesifik aktivitesinin hem aljinata
ko-immobilize edilen hem de serbest halde bulunan pektinazdan daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu durumun glutaraldehit ile baglanmasi sirasinda enzim konformasyonunda
meydana gelen degisim neticesinde enzimin aktif merkezine subtratin daha rahat

baglanabilmesinden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamiz sonucunda serbest proteaz enziminin optimum ¢alisma sicakligi 25°C, aljinatla ko-
immobilize enzimin 20°C ve kitosanla ko-immobilize proteazin ise 35°C olarak saptanmistir.
Caligmamizda proteaz enziminin spesifik aktivite degeri serbest formu i¢in en yiiksek olarak
saptanirken, Kitosanla ko-immobilize enzimin aktivitesinin aljinat ile ko-immobilize proteaza

kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Serbest, aljinat ile ko-immobilize ve kitosan ile ko-immobilize proteaz enzimlerinin

spesifik aktivitesine farkli sicaklik degerlerinin etkisi

*SP: Serbest proteaz AljP: Aljinat ile ko-immobilize proteaz KitP: Kitosan ile ko-immobilize proteaz

Enzim ve substrat farkli sicakliklarda inkiibe edildi. Enzim aktiviteleri Boliim 3.2° de anlatildig1 sekilde tayin edildi.

Sekil 4.13 de ise serbest a amilaz i¢in optimum sicaklik degerinin 25°C, aljinat ve kitosanla ko-

immobilize olan a amilaz enzimi i¢in ise 35°C olarak saptandig1 goriilmektedir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde serbest enzimlerin optimum sicakliklar1 25°C, kitosanla

ko-immobilize enzimlerin optimum calisma sicakliklari ise 35°C olarak belirlenmistir. Kitosan
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boncuk yiizeyine kovalent ko-immobilizasyonu ger¢eklestirilen her ii¢ enzimin de optimal ¢aligma
sicakliklarinin serbest formlarina kiyasla 10°C daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Na aljinat ile
ko-immobilize enzimlerin optimal ¢alisma sicakliklari ile ilgili ¢alismalar neticesinde ortak bir
veriye ulagilmamustir. Bu nedenle optimal verilerin ortalamasi alinmis ve 25°C’ lik bir sicaklik
derecesinde calismalarin gerceklestirilmesinin uygun olacagi sonucuna varilmistir (Sekil 4.11,
Sekil 4.12 ve Sekil 4.13). Pundir ve Chauan’in o amilaz, proteaz, seliilaz ve lipaz1i PVC
materyallere ko-immobilize ettikleri ¢alismalarinda optimum sicaklik degerleri serbest hallerine

gore o amilaz ve seliilaz enzimi i¢in diiserken, proteaz ve lipaz i¢in arttig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.13. Serbest, aljinat ile ko-immobilize ve kitosan ile ko-immobilize o amilaz enzimlerinin

spesifik aktivitesine farkli sicaklik degerlerinin etkisi
*SA: Serbest a amilaz AljA: Aljinat ile ko-immobilize o amilaz KitA: Kitosan ile ko-immobilize o amilaz

Enzim ve substrat farkli sicakliklarda inkiibe edildi. Enzim aktiviteleri Boliim 3.2” de anlatildig: sekilde tayin edildi.

Aragtiricilar  immobilizasyon ~ sonrasinda  optimum  sicaklik  degerlerindeki  artigin
immobilizasyonda destek materyalin bariyer gérevi gérmesi nedeniyle katalitik sisteme disardan
gelen sicakligin girisinin yavaslamasi nedeniyle olabilecegini belirtmektedirler. Bu sebeple
sistemin sicaklig1 ile ¢evre sicakligi arasinda fark meydana gelmektedir ve sistemde optimum
katalitik sicakligr stirdiirebilmek i¢in katalitik sistem disaridan biraz daha yiiksek sicakliga ihtiyag

duymaktadir [106]. Park ve arkadaslarinin nisasta doniistiiriicii enzimleri, yiizeyi modifiye

55



tasiyicilara ko-immobilize ettikleri diger bir calismada da serbest enzimler i¢in optimum sicaklik

50°C olarak tespit edilirken ko-immobilize enzimler i¢in 60°C olarak bulunmustur [93].

Pepsin enziminin kitosan boncuklara immobilize edildigi tekli enzim ¢aligmasinda da immobilize
enzimin optimum sicaklik degeri serbest enziminkinden 10 °C daha yiiksek olarak bulunmustur
[101]. Calismamizda ve literatiirde yer alan diger ¢alismalar1 degerlendirdigimizde, serbest
enzimlerle immobilize enzimlerin ¢aligsma sicakliklarinda meydana gelen farkin, immobilizasyon
sirasinda  destek materyalle kovalent bag olusumunun enzimlerin konformasyonel
fleksibilitelerinin azalmasina neden oldugunu ileri siirebiliriz [93]. Bunun sonucunda enzimlerin
yapisinda meydana gelen sertlesmenin daha yiiksek sicakliklara dayanikli hale gelmelerini

sagladig diistiniilmektedir.

Bunlara ek olarak ¢alismamizda Sekil 4.11 ve Sekil 4.13” de gortildiigii gibi pektinaz ve o amilaz
enzimlerinin kitosan ile ko-immobilize edildiginde serbest enzim ve Na aljinatla ko-immobilize
hallerinden daha yiiksek aktivite tespit edilmistir. Pektinaz enziminde Na aljinat ile ko-immobilize
enzim aktivitesiyle enzimin serbest hali arasinda fark bulunmazken o amilaz enzimi Na aljinat
boncuklar igerisinde tutuklandiginda aktivitesinde bir miktar azalma meydana gelmistir. Proteaz
enziminde ise digerlerinden farkli olarak her iki materyalle de immobilizasyon enzimin
aktivitesinde bir miktar diisiise sebep olmaktadir. Ancak enzimlerin kitosan boncuklarin yiizeyine
kovalent ko-immobilizasyonu ile Na aljinat boncuk igerisinde tutuklayarak ko-immobilizasyonu
karsilastirildiginda  kovalent ko-immobilizasyonda daha yiiksek spesifik aktivite degerleri
kaydedilmistir (Sekil 4.12). Enzimlerin immobilize olduklarinda aktivitelerini kaybetmeleri
enzimlerin denatiirasyonundan kaynaklanabilmektedir ya da substrat1 biiyiik olan molekiillerde
Ozellikle tutuklama metoduyla immobilizasyon gerceklestirildiginde substratin  enzime
ulagsamamasi1 da nedenler arasinda sdylenebilmektedir. Ayn1 zamanda enzimlerin kat1 desteklere
immobilizasyonu ikincil yapilarinda degisime neden olabilmektedir. Enzim o helikal yapisini
kaybederken [ tabaka yapist kazanmaktadir. Enzimin 6zelliklerinde meydana gelen baskalasim bu
yapisal degisikliklerden kaynaklanabilmektedir [107]. Calismamizla benzer olarak tek bir enzimin
glioksil agaroza immobilize edildigi bir caligmada immobilize enzimin aktivitesi serbest enzimden
daha ytiksek olarak bulunmustur. Bu durumun enzimle destek arasindaki kovalent baglanmanin
enzimin sertligini arttirmasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir [108]. Calismamizda da
immobilize enzimin serbest enzimden daha yiiksek aktivite gosterdigi durumlar kovalent

immobilizasyon gergeklestirildiginde goriilmektedir. (Sekil 4.11 ve Sekil 4.13). Pektinaz ve o
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amilaz enzimlerinin aktiviteleri bakimindan ¢alismamiz ve literatiirde yer alan arastirmalar
degerlendirildiginde, serbest enzimlere gore avantajli 6zelliklere sahip olan immobilize enzimlerin
immobilize olduklarinda aktivitelerinde de artisin meydana gelmesinin elde edilmis 6nemli bir

veri oldugu soylenebilir.

4.4.2. Optimum Calisma pH’ larinin Belirlenmesi

Calismamizda giderimi gerceklestirilmek istenen organik maddelerin igerisinde bulundugu atiksu
ortami1 olarak evsel bir atiksu kullanilmasi planlanmistir. Evsel atiksu pH’ simin 7-8 arasinda
olmas1 goz oniinde bulundurularak optimum ¢aligsma pH’ larinin saptanmasinda 6-8 arasindaki pH
degerleri taranmigtir [109]. Serbest ve ko-immobilize pektinaz, proteaz ve a amilazin aktivitesine
farkli pH degerlerinin etkilerinin arastirilmasi 0.1 M sodyum fosfat tamponunda serbest enzimler
ve aljinat ile ko-immobilize enzimler i¢in 25°C’ de, kitosan ile ko-immobilize enzimler i¢in 35°C’
de gerceklestirildi. Sekil 4.14” de goriildiigii gibi hem serbest pektinaz i¢in hem de iki farkli

materyalle ko-immobilize pektinaz i¢in optimum c¢alisma pH’ s1 7 olarak saptanmustir.

== SPek

0,7 -
AljPek

0,6 A1 = s

05 1 =g KtPek
. //\ 1

0,2 - 2 \-

0,1 -

Spesifik Aktivite (U/mg)
=

6 6,5 7 7,5 8

pH Degerleri

Sekil 4.14. Serbest, aljinat ile ko-immobilize ve kitosan ile ko-immobilize pektinaz enzimlerinin

spesifik aktivitesine farkli pH degerlerinin etkisi
*SPek: Serbest pektinaz AljPek: Aljinat ile ko-immobilize pektinaz KitPek: Kitosan ile ko-immobilize pektinaz

Enzim ve substrat 25°C” de inkiibe edildi. Enzim aktiviteleri Boliim 3.2” de anlatildig1 sekilde tayin edildi.
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a amilaz enzimine baktigimizda enzimin hem serbest hali hem de ko-immobilize hali i¢in optimum

pH degerinin 7 oldugu gorildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Serbest, aljinat ile ko-immobilize ve kitosan ile ko-immobilize o amilaz enzimlerinin

spesifik aktivitesine farkli pH degerlerinin etkisi

*SA: Serbest a amilaz AljA: Aljinat ile ko-immobilize o amilaz KitA: Kitosan ile ko-immobilize o amilaz

Enzim ve substrat 25°C” de inkiibe edildi. Enzim aktiviteleri Boliim 3.2” de anlatildigr sekilde tayin edildi.

Proteaz enziminde ise serbest enzim igin optimum pH degeri 7,5-8 olarak bulunurken ko-
immobilize proteazin pH degeri 7 olarak bulundu (Sekil 4.16). Calismamizla benzer olarak CO2’
in metanole doniistiiriilmesi i¢in protamin kapl titanyum destek materyale ko-immobilize 3
dehidrogenazin kullanildig1 bir ¢alismada enzimlerin hem serbest halleri hem de ko-immobilize
halleri i¢in optimum pH degeri 7 olarak bulunmustur [110]. Calismamizdan farkli olarak Pundir
ve Chauhan’ n 4 farkli enzimi plastik bir kova ile fircaya kovalent bagh olarak ko-immobilize
ettikleri ¢alismalarinda immobilizasyondan sonra enzimlerin optimum pH’ sinda, immobilizasyon
sirasinda enzim yilizeyindeki NH2 gruplarinin kaybedilmesi nedeniyle mikrocevrede meydana

gelen H* konsantrasyonundaki artisa bagli olarak bir miktar artis meydana gelmistir [106].

Demir ve arkadaslarinin o amilaz enzimini glutaraldehit ile aktive kalsiyum karbonat
nanopartikiillerine kovalent olarak immobilize ettikleri calismada, calismamizla benzer olarak

immobilizasyondan sonra enzimin optimum pH’ sinda bir degisiklik meydana gelmemistir [111].

58



Anyonik destek materyaller optimum pH’ y1 alkali yone dogru degistirirken katyonik olanlar
asidik yone yonlendirirler. Kitosan boncuklar ise nétral pH” da her hangi bir yiik tagimazlar [101].
Bu sayede serbest enzimler ile immobilize enzimlerin optimum pH degerlerinde bir degisim

gbozlenmemistir.
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Sekil 4.16. Serbest, aljinat ile ko-immobilize ve kitosan ile ko-immobilize proteaz enzimlerinin

spesifik aktivitesine farkli pH degerlerinin etkisi

*SA: Serbest proteaz AljA: Aljinat ile ko-immobilize proteaz KitA: Kitosan ile ko-immobilize proteaz

Enzim ve substrat 25°C’ de inkiibe edildi. Enzim aktiviteleri Boliim 3.2” de anlatildig1 sekilde tayin edildi.

4.4.3. Termal Kararhhklarinin Saptanmasi

Enzimlerin genellikle kati desteklere immobilize edilmelerinin en temel nedeni termal ve
operasyon stabilitelerinin artmasini saglamaktir [101]. Calismamizda enzimlerin termal
stabilitelerini 6lgmek amaciyla enzimler pH 7’ de sodyum fosfat tamponunda (0,1 M) 4, 25 ve
50°C’ lerde 2 saat tutuldu, ardindan enzim aktiviteleri tayin edildi. Kitosana ko-immobilize
pektinazin aktivitesi 25°C” de sabit kalirken 50°C’ de aktivitesinin % 68’ ini korumustur. Na
aljinata ko-immobilize halinde ise tiim sicaklik degerlerinde aktivitesi sabit kalmistir ancak

aktivitesi kitosanda ko-immaobilize haline gore oldukea diisiik bulunmustur (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Na aljinat ve kitosana ko-immobilize pektinaz enziminin farkli sicaklik degerlerinde

tutulduklarinda kalan aktiviteleri
*Alj Pektinaz: Aljinat ile ko-immobilize pektinaz Kit Pektinaz: Kitosan ile ko-immobilize pektinaz

Enzim 4, 25 ve 50°C’lerde 2 saat tutuldu. Enzim aktiviteleri Boliim 3.2” de anlatildigi sekilde tayin edildi.

Kitosana ko-immobilize haldeki proteazin 25°C” deki kalan aktivitesi % 96 iken 50°C’ deki kalan
aktivite degeri % 62.5° dur. Aktivite olarak degerlendirdigimizde kitosan materyalde ko-
immobilize proteazin aktivitesi daha yliksek bulunurken sicaklik stabilitesi degerlendirildiginde
sahip oldugu aktiviteyi Na aljinatin daha kararl bir sekilde korudugu goriilmektedir. Bu iki enzim
icin sicaklik stabilitesi bakimindan degerlendirildiginde Na aljinata ko-immobilize enzimlerin

sicaklik stabilitesi daha yiiksek olarak goriildii (Sekil 4.18).

Calismamizda proteaz ve pektinaz enzimleri i¢in elde etti§imiz sonugclar ile benzer olarak Toscano
ve arkadaslarinin 4 farkli polimer destek materyali karsilastirdiklar1 ¢aligmalarinda da termal
kararlilik, aljinat ile immobilize enzim i¢in kitosanla immobilize halinden daha yiiksek
bulunmustur [112]. Oysa 25°C” de Na aljinat ile ko-immobilize o amilaz aktivitesinin tamaminin
korundugu, kitosana ko-immobilize halinde ise % 6’ lik bir aktivite kaybinin meydana geldigi

saptanmustir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.18. Na aljinat ve kitosana ko-immobilize proteaz enziminin farkli sicaklik degerlerinde

tutulduklarinda kalan aktiviteleri

*Alj Proteaz: Aljinat ile ko-immobilize proteaz Kit Proteaz: Kitosan ile ko-immobilize proteaz

Enzimler 4, 25 ve 50°C’lerde 2 saat tutuldu. Enzim aktiviteleri B6liim 3.2 de anlatildig1 sekilde tayin edildi.

Sekil 4.19” da goriildiigii gibi 50°C° de kitosana ko-immobilize a amilaz aktivitesinde % 36’ lik
bir kayip s6z konusu olurken Na aljinat ile ko-immobilize o amilaz enziminde kayip % 100 olarak
saptanmaktadir. Termal stabilite en 1yi olarak kitosan ile ko-immobilize o amilazda korunmustur.
Bu sonucumuza benzer olarak Vaillant ve arkadaslarinin endoseliilaz ve pektin liyazi naylon ve
Kitine ko-immobilize ettikleri ¢alismalarinda ko-immobilize enzimler 50°C” de 30 dk

tutulduklarinda aktivitelerinin yalnizca % 30’ unu kaybettikleri saptanmigtir [113].

Aragtiricilara gore ¢ok noktadan baglanmanin meydana gelmedigi immobilizasyon metodlarinda
termal stabilite de her zaman bir artis meydana gelmeyebilmektedir. Immobilize enzimin termal
stabilitesinde belirgin bir artis ancak enzimin destek materyale ¢ok noktadan baglanmasiyla

gerceklesen immobilizasyonlarda beklenmelidir.

Cok noktadan kovalent immobilizasyonun gerceklesmesi i¢in ayni enzim molekiiliiniin ¢esitli

rezidiileri ile destegin aktif gruplari arasinda etkilesimin meydana gelmesi gerekmektedir [114].
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Sekil 4.19. Na aljinat ve kitosana ko-immobilize o amilaz enziminin farkli sicaklik degerlerinde

tutulduklarinda kalan aktiviteleri

*Alj Amilaz: Aljinat ile ko-immobilize o. amilaz Kit Amilaz: Kitosan ile ko-immobilize o amilaz

Enzimler 4, 25 ve 50°C’lerde 2 saat tutuldu. Enzim aktiviteleri Boliim 3.2° de anlatildig: sekilde tayin edildi.

Bir diger goriise gore ise Kitosan ylizeye kovalent olarak immobilize edilmesi enzimin
konformasyonel degisimini azaltabilmektedir. Bu da termal stabilitenin artmasini saglamaktadir

[103].

4.4.4. pH Kararhhklarinin Saptanmasi

Enzim ko-immobilize Na aljinat boncuklar 20 saat siireyle pH 6 ve pH 8 fosfat tamponunda (0.1
M) tutulduklarinda boncuklarda deformasyon meydana gelmistir. Bu nedenle enzim aktivitesi
tayini yaptlamamustir. Ote yandan kitosanla gerceklestirilen ko-immobilizasyon sonucunda her iki
pH degerinde de %70’ in iizerinde bagil aktivite saptanmustir (Sekil 4.20). Glutaraldehit ile capraz
baglanma kitosan boncugun sertligini ve dayanikliligini arttirict bir etkiye sebep olmaktadir [67].
Bu nedenle farkli pH degerlerinde tutulduklarinda boncuklarin zarar gérmemesinin glutaraldehit

kaynakl1 olabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.20. Kitosana ko-immobilize o amilaz, proteaz ve pektinaz enzimlerinin farkli pH’ larda
bekletildiklerinde bagil aktiviteleri

*Kit Pektinaz: Kitosan ile ko-immobilize pektinaz Kit Proteaz: Kitosan ile ko-immobilize proteaz Kit o amilaz:
Kitosan ile ko-immobilize a amilaz

Enzimler pH 6,7 ve 8” de 20 saat tutuldu. Enzim aktiviteleri B6liim 3.2” de anlatildig1 sekilde tayin edildi.

4.4.5. Depolama Kararhliklarimin Saptanmasi

Immobilize enzimler tekrar kullanilabilmeleri ve uzun siireler boyunca saklanabilmeleri nedeniyle
serbest enzimlerden daha verimli ve ekonomiktir [103]. Depolama stabilitesi enzim performansini
etkileyen en 6nemli parametrelerden biridir [102]. Calismamizda iki farkli destek materyale ko-
immobilize haldeki enzimlerin 4 ve 25°C derecelerde 42 giinliik siirecteki depolanabilirlikleri
arastirilmistir. Ko-immobilize enzimlerde 42 giin sonunda diisiik enzim aktiviteleri gozlendigi i¢in
yari siiresi olan 21. giindeki aktiviteleri bakiminda birbirleriyle kiyaslandilar. Kitosana ko-
immobilize enzimlerin depolanmalar1 neticesinde enzim aktivitesinde bir miktar kayip meydana
gelmistir. Aktivite kayb1 4 ve 25°C” de depolanan ko-immobilize o amilaz enzimi igin sirasiyla %
16 ve 18, ko-immobilize proteaz igin %16 ve 21, ko-immobilize pektinaz igin ise % 43 ve 29
olarak saptanmistir (Sekil 4.21-4.26). Na aljinata ko-immobilize enzimler yukardaki sicaklik
dereceleri ve siirede depolanmalarinin ardindan, enzim aktivitesi bakimindan degerlendirildiginde
ise aktivite kaybinin o amilaz ig¢in % 65 ve 58 oldugu saptanmis, ancak proteaz enzimi i¢in kaybin

her iki sicaklikta da % 92, pektinaz i¢in ise % 76 olarak gerceklestigi goriilmiistiir (Sekil 4.21-

63



4.26). Bu veriler neticesinde kitosana ko-immobilizasyon isleminin ii¢ enzim i¢in de depolanma

stabilitesini arttirdigini sdyleyebiliriz.
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Sekil 4.21. Na aljinata ve kitosana ko-immobilize o amilaz enziminin +4°C’ deki depolanma

stirelerine gore bagil aktiviteleri

*Kit Amilaz: Kitosan ile ko-immobilize o amilaz Alj Amilaz: Aljinat ile ko-immobilize o amilaz

Enzimler 4 ve 25°C’ de 42 giin saklandi. Enzim aktiviteleri Boliim 3.2” de anlatildig1 sekilde tayin edildi.

Altun ve arkadaslarinin pepsini kitosan boncuklara immobilize ettikleri ¢alismalarinda ilk 30
giinde enzimde aktivite kayb1 goriilmemis, daha sonra depolanma siiresinin artigiyla azalma
meydana gelmistir [101]. Domuz pankreas enziminin kitosan boncuklara immobilize edildigi diger
bir calismada ise kitosan boncuklar ile glutaraldehit ile aktive kitosan boncuklarin stabiliteleri
karsilastirilmistir. Glutaraldehit ile aktive kitosan boncuklarin depolanma stabilitelerinin kitosan

boncuklardan daha iyi oldugu belirlenmistir.

Serbest enzimlerdeki aktivite kaybi zamana bagli dogal bir siire¢ olarak ifade edilmektedir,
immobilizasyon ile bu durum 6nemli oranda engellenebilmektedir [71]. Destek materyal ve
immobilizasyon metoduna bagli olarak immobilize enzimlerin raf émrii artmaktadir. Bu durum
enzimin aktif merkezindeki konformasyonel degisimlere onciiliik eden 3 boyutlu yapisindaki

modifikasyonlarla agiklanabilmektedir [103]
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Sekil 4.22. Na aljinata ve kitosana ko-immobilize a amilaz enziminin 25°C” deki depolanma

stirelerine gore bagil aktiviteleri

*Kit Amilaz: Kitosan ile ko-immobilize o amilaz Alj Amilaz: Aljinat ile ko-immobilize o amilaz

Enzimler 4 ve 25°C” de 42 giin saklandi. Enzim aktiviteleri B6liim 3.2’ de anlatildig: sekilde tayin edildi.
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Depolanma Siiresi

Sekil 4.23. Na aljinata ve kitosana ko-immobilize proteaz enziminin +4°C’ deki depolanma

stirelerine gore bagil aktiviteleri

*Kit Proteaz: Kitosan ile ko-immobilize proteaz Alj Proteaz: Aljinat ile ko-immobilize proteaz

Enzimler 4 ve 25°C’ de 42 giin saklandi. Enzim aktiviteleri B6liim 3.2” de anlatildig1 sekilde tayin edildi.
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Bu fark 6zellikle proteaz enziminde daha fazla gozler oniine serilmistir. Glutaraldehit ile aktive
kitosan boncuklarla {i¢ enzimin depolanmasinda elde edilen bu depolanma siirelerinin yaptigimiz
ko-immobilize enzim tasariminin kullanilabilirligi bakimindan olduk¢a 6nemli bir sonug oldugu
diisiiniilmektedir. Singh ve arkadaglarinin nohut a galaktozidazini kitosan ve amberlit olmak iizere
iki farkli materyale immobilize ettikleri ¢alismalarinda kitosana immobilize edildiginde +4°C’ de
aktivitesinin % 54’ i korunurken amberlite immobilize edildiginde kalan aktivite % 32 olarak
saptanmustir. 25°C’ de ise aktivitelerinde bir miktar daha diisme meydana gelmistir [85].. Eupergit
C’ ye immobilize dekstranaz ve dekstransiikraz enzimlerinin Na aljinat boncuk, kapsiil ve
ipliklerde ko-immobilize edildikleri diger bir ¢alismada depolanma stabilitesinin kapsiilde ko-

immobilize edilen enzimler i¢in daha yiiksek olduklari tespit edilmistir.
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Depolanma Siiresi

Sekil 4.24. Na aljinata ve kitosana ko-immobilize proteaz enziminin 25°C’ deki depolanma

stirelerine gore bagil aktiviteleri

*Kit Proteaz: Kitosan ile ko-immobilize proteaz Alj Proteaz: Aljinat ile ko-immobilize proteaz

Enzimler 4 ve 25°C’ de 42 giin saklandi. Enzim aktiviteleri Boliim 3.2” de anlatildig1 sekilde tayin edildi.

4 farkli hidrofilik polimerden elde edilen hidrojellerin destek materyal olarak kullanildiklar1 bir
calismada ise c¢aligmamizla benzer olarak materyallere gore depolanma stabiliteleri
karsilastirildiginda kitosanla immobilize edildigindeki depolama stabilitesi aljinatla immobilize

halinden yiiksek bulunmustur [112].
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Sekil 4.25. Na aljinata ve kitosana ko-immobilize pektinaz enziminin +4°C’ deki depolanma

stirelerine gore bagil aktiviteleri

*Kit Pektinaz: Kitosan ile ko-immobilize pektinaz Alj Pektinaz: Aljinat ile ko-immobilize pektinaz

Enzimler 4 ve 25°C’ de 42 giin saklandi. Enzim aktiviteleri Boliim 3.2” de anlatildigi sekilde tayin edildi.
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Sekil 4.26. Na aljinata ve kitosana ko-immobilize pektinaz enziminin 25°C’* deki depolanma

stirelerine gore bagil aktiviteleri

*Kit Pektinaz: Kitosan ile ko-immobilize pektinaz Alj Pektinaz: Aljinat ile ko-immobilize pektinaz

Enzimler 4 ve 25°C’ de 42 giin saklandi. Enzim aktiviteleri Boliim 3.2” de anlatildig1 sekilde tayin edildi.
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Calismamizdan farkli olarak fosfolipaz ve kolin oksidaz enzimlerinin ko-immobilize edilerek
lesitin tayininde kullanildigi bir c¢alismada enzimler iki hafta depolandiginda enzimlerin

aktivitesinde yiiksek oranda diisiis meydana gelmistir [115].

Serbest dekstranaz ve dekstran siikraz Na aljinat kapsiile ko-immobilize edildiginde ise 11 giin
+4°C’ de depolandiklarinda baslangi¢ aktivitelerinin yalniz % 35’ ini koruduklari saptanmistir
[92]. Calismamizda kitosan materyale ko-immobilizasyonla elde edilen depolanma siireleri Na

aljinat boncuklardakinden oldukca yiliksek bulunmustur.

4.4.6. Tekrar Kullanim Kararhliklarinin Saptanmasi

Serbest enzimler sadece bir kez kullanilabilirken immobilize enzimlerin tekrar kullanim1 miimkiin
olmaktadir [71]. Biyoteknolojik agidan bir katalizoriin tekrar kullanilabilirligi onun ekonomik
degerini belirledigi i¢in 6nemlidir [17]. Proteaz enzimi igin tekrar kullamim kararliliklarin
degerlendirdigimiz de kitosana ko-immobilize proteazin 3 kullanim sonunda aktivitesinin % 69’
unu, Na aljinata ko-immobilize proteazin ise % 30’ unu korudugu tespit edildi. 6 kullanimin
ardindan ise kitosana ko-immobilize proteazin aktivitesinin % 65’ini korudugu goriildii. Aljinata
ko-immobilize proteaz enzimi ise 6 kullanim sonucunda aktivitesinin tamamina yakinini

kaybetmistir (Sekil 4.27).

Kitosana ve Na aljinata ko-immobilize o amilaz enzimine baktigimizda baslangi¢ aktivite degerleri
kitosan i¢in daha yiiksek iken 3 kullanim sonucunda aktivitelerini sirastyla % 72 ve % 68 oraninda
korumakta olduklari, 6 kullaniom sonucunda ise bu korunmanin % 34 ve % 48’ e dustiigi
goriilmektedir. Bir baska ifadeyle kitosana immobilizasyon tekrar kullanim kararliliklarini

diisiirmektedir (Sekil 4.28).

Pektinaz enziminde ise hem kitosana hem de Na aljinata ko-immobilize halinde kalan aktivite
miktarlarinin birbirine ¢ok yakin olduklar1 goriildii. 3 kullanim sonucunda kitosana ko-immaobilize
pektinazin aktivitesini % 76 korudugu Na aljinata ko-immobilize halinin ise % 36 korudugu
belirlendi. Ancak baslangi¢ aktivitesi daha yiiksek olan kitosana ko-immobilize pektinazda her
kullanim sonucunda diisiis gozlenirken Na aljinata ko-immobilize halinde sadece % 7’ lik bir

aktivite kayb1 yasanmustir (Sekil 4.29).

Calismada pektinaz ve o amilaz enzimleri i¢in Na aljinatla ko-immobilizasyon, tekrarlanabilme

Ozelligi bakimindan avantajli olarak goriilse de gerek baslangi¢ aktiviteleri gerekse depolama
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kararliliklar1 Kitosana ko-immobilize halinden daha diisiik olmasi nedeniyle ¢alismaya kitosana

ko-immobilize enzimlerle devam edilmistir.
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Sekil 4.27. Na aljinata ve kitosana ko-immobilize proteaz enziminin tekrar kullanim sayisina gore

bagil aktiviteleri

*Kit Proteaz: Kitosan ile ko-immobilize proteaz Alj Proteaz: Aljinat ile ko-immobilize proteaz

Enzimler 6 kez tekrarlayan reaksiyonlarda kullanildilar. Enzim aktiviteleri Bolim 3.2° de anlatildig1 sekilde tayin
edildi.

Bunun yanisira 6 kullanim sonucunda proteaz enziminin aktivitesi kitosana ko-immobilize halde

korunurken Na aljinat materyalde tamamen aktivite kaybi tespit edilmistir.

Calismamizla benzer olarak Altun ve arkadaslarinin pepsin enzimini kitosan boncuklara
immobilize ettikleri caligmalarinda 3 kullanim sonucunda enzimin aktivitesinin % 95’ ini
korudugu ancak sonraki kullanimlarda asamali olarak diistiigii saptanmistir. Ancak bu diisiise
ragmen serbest enzime kiyasla immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirlik 6zelliginin bir
avantaj oldugu diistiniilmektedir [101].Kitosan boncuklara lipaz enziminin immobilize edildigi bir
calismada ise boncuklarin glutaraldehit ile muamele edilmesinin enzimin tekrar kullanilabilirligini
arttirdigr tespit edilmistir [103]. Damasio ve arkadaslarinin glioksil agaroza fungal endo ksilanaz
ve arabinofuronidaz enzimlerini ko-immobilize ettikleri ¢alismalarinda 6 kez kullanimi

neticesinde kalan aktivite % 45 olarak bulunmustur [116].
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Sekil 4.28. Na aljinata ve kitosana ko-immobilize o amilaz enziminin tekrar kullanim sayisina

gore bagil aktiviteleri

*Kit o amilaz: Kitosan ile ko-immobilize o amilaz Alj o amilaz: Aljinat ile ko-immobilize o amilaz

Enzimler 6 kez tekrarlayan reaksiyonlarda kullanildilar. Enzim aktiviteleri Boliim 3.2° de anlatildig1 sekilde tayin
edildi.
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Sekil 4.29. Na aljinata ve kitosana ko-immobilize pektinaz enziminin tekrar kullanim sayisina gore
bagil aktiviteleri

*Kit Pektinaz: Kitosan ile ko-immobilize pektinaz Alj Pektinaz: Aljinat ile ko-immobilize pektinaz

Enzimler 6 kez tekrarlayan reaksiyonlarda kullanildilar. Enzim aktiviteleri Boliim 3.2° de anlatildig: sekilde tayin
edildi.
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Kagit iiretim endiistrisi atiksuyunun ko-immobilize enzimlerle aritiminin gergeklestirildigi bir
caligmada makroporlu rezin iizerine ko-immobilize edilen pektinaz ve lipaz enzimlerinin
tekrarlayan 4 kullanim sonucunda sirasiyla aktivitelerinin % 90 ve % 85 civarinda korundugu

belirlenmistir [117].

Calismamizda ii¢ enzimin bir arada immobilize edildigi enzim sisteminin, tekrarlayan
reaksiyonlarda aktivitesinin % 50’ sinden fazlasini koruyarak calisabiliyor olmasinin énemli bir

bulgu oldugu diisiiniilmektedir.

Literatiirdeki calismalara baktigimizda ko-immobilizasyon ig¢in ¢esitli destek materyallerin

kullaniminin s6z konusu oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Literatiirde yer alan baz1 ko-immobilizasyon ¢aligmalari

Enzimler Destek materyal Ko-immobilizasyon Referans

metodu

Format dehydrogenaz
Formaldehit Protamin kaph Enkapsiilasyon [110]
dehidrogenaz titanyum

Alkol dehidrogenaz

Glukoz oksidaz Kalsiyum aljinat jel Enkapsiilasyon [91]
Katalaz
Pektin liyaz Kitin ve naylon Kovalent baglanma [113]
Endoseliilaz
Endoksilanaz Gliokslil agaroz Kovalent baglanma [116]

o- L arabinofuronozidaz

Pektinaz Kitosanla kaph Kovalent baglanma [117]
Lipaz makroporlu rezin
a Glukozidaz Kitosan Kovalent baglanma [118]
Piranoz oksidaz Karbon nanotiip
0, amilaz Na aljinat boncuk Tutuklama Bu ¢alisma
Proteaz
Pektinaz
o amilaz
Proteaz Aktive kitosan boncuk Kovalent baglanma Bu ¢alisma
Pektinaz
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Caligmamizdaki tiim bulgular neticesinde glutaraldehit ile aktive kitosanin enzim ko-

immobilizasyonu i¢in uygun bir destek materyal oldugunu sdyleyebiliriz.

4.4.7. Atiksuda Ko-immobilize Enzimlerle On Aritim

Enzimler atik yonetimindeki kullanimlar1 sayesinde temiz c¢evrenin korunmasina yardimci
olmaktadir. Giinlimiizde enzimlerle yapilan arastirmalar ve wuygulamalar, enzimlerin
biyoremediyasyon caligsmalarindaki basarili kullanimlar1 nedeniyle giderek artmaktadir. Cevre
uygulamalarinda enzimlerin kullanimlarinin ¢esitli yararlar1 vardir. Sert kosullar ve sert
kimyasallar ya da ekstrem kosullar yerine iliml1 kosullarda fonksiyoneldirler, yiiksek spesifiteye
sahiptirler, istenmeyen yan friinlerin olusumu s6z konusu degildir. Enzimler biyolojik
materyallerin oldugu atiklarin aritiminda kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak enzimler
biyoyikilabilir 6zelliktedir [8]. Calismada evsel atiksu on aritiminda kullanilmak iizere ko-
immobilize enzimlerin elde edilmesi hedeflenmistir. Farkli iki materyale proteaz, pektinaz ve o
amilaz enzimleri ko-immobilize edilmistir. Calismanin atiksu 6n aritimi kisminda, enzim ko-
immobilize Na aljinat ve kitosan boncuklar karsilagtirildiginda immobilizasyon verimleri, pH ve
sicaklik kararliliklart ve depolanabilme kararliliklar1 daha yiliksek olan kitosan boncuklar
kullanildi. Hem laboratuvarda hazirlanan sentetik bir evsel atiksu hem de Biyosis firmasindan
temin edilen gergek bir evsel atiksu numunesi kullanilarak ¢aligmalar gerceklestirildi. Ayrica
hazirlanan enzim ko-immobilize kitosan boncuklarin tuzlu sudaki etkinliklerinin belirlenmesi
amaciyla deniz suyu icerisine atik madde olarak nisasta, pektin ve kazeinden ¢alismada kullanilan
miktarlarda eklendi. Cizelge 4.9° da 6n aritim sonuglart yer almaktadir. Bu sonuglar
degerlendirildiginde hazirlanan ko-immobilize enzim sisteminin atiksular igerisinde ¢alistigi

belirlenmistir.

Calismamizda o amilaz ve proteaz enzimleri igin en yiiksek yikim yiizdeleri deniz suyunda
hazirlanan atiksu ortaminda saptanmistir. Bu duruma deniz suyu igerisinde bulunan bir iyonun
enzimlerin aktivitesi tizerinde arttirict bir etki gostererek neden oldugu diistintilmektedir.
Literatiirde yer alan proteolitik enzim aktivitesini arttiran etkenlerin arastirildig: bir ¢aligmada,
Ca*? ve Fe' iyonlarinin proteaz enzimini 6nemli derecede aktive ettigi belirlenmistir [119].
Benzer olarak Ghorbel ve arkadaslarmin yapmis oldugu calismaya baktigimizda Ca*?, Mg*2, Mn*?

gibi iki degerlikli iyonlarin proteaz aktivitesini arttirici etkisi oldugu goriilmektedir [120].
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Cizelge 4.9. Kitosan boncuklara ko-immobilize o amilaz, proteaz ve pektinaz enzimlerinin 3 farkli

atiksu ortamindaki giderim miktarlar1 (%) ya da yikim sonucu olusan iiriin miktarlar1 (mg)

Sentetik Evsel Evsel Atiksu
Atiksu

m % 49.26 % 46.85 %75.68
% 43.47 % 41.05 %78.76

*Giderim calismalar1 Bolim 3.6” da anlatildig: sekilde yapilmistir.

Tuzlu Atiksu

Penicillium sp’ den izole edilen proteaz enzimiyle gergeklestirilen baska bir calismada ise Na*? ve
Ca*? varliginda enzim aktivitesinde yiikselme goriilmiistiir [121]. Ca*? deniz suyu igerisinde
bulunan temel iyonlarin basinda gelmektedir [122]. Ca*? iyonlarinin proteaz aktivitesini arttirict
etki gdstermesi nedeniyle proteazin deniz suyundaki giderim oraninin yiiksek olmasmin Ca*?

iyonlarinin varlig ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Amilaz enzimleri genellikle aktiviteleri, stabiliteleri ve yapisal biitiinliiklerinin korunmasi igin
Ca*? iyonlarina ihtiya¢ duyan metalloenzim yapisindadirlar [123],[124]. Bu nedenle ¢alismanizda
o amilaz aktivitesinde meydana gelen artisin da deniz suyu igerisinde bulunan Ca*? iyonlarindan

kaynaklanabilecegi goriisii iizerinde durulmaktadir.

Pektinaz enzimi tuzlu atiksu ortaminda inhibe olurken en iyi sonug¢ gercek evsel atiksu igin
saptandi. Gashe ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada Mg*?, Zn*2, Co*?, Mn*? ve Na*
iyonlarmin pektinaz iizerinde inhibitorik etkiye sebep oldugu belirlenmistir [125]. Deniz suyunda
da NaCl miktarmimn yiiksek olmasi nedeniyle bu ortamda pektinaz enziminin Na* iyonlarinin
etkisiyle inhibe olabilecegi diisiiniilmektedir. o amilaz ve proteaz enzimlerinin sentetik evsel
atiksu ve gergek evsel atiksudaki yikim yiizdelerine baktigimizda her iki degerin birbirine oldukga

yakin oldugu goriilmektedir.

Literatiirde ¢alismamizla benzer olarak ¢esitli atiksu aritim siireglerinde immobilize enzimlerin
kullanildig1 calismalar yer almaktadir. Wada ve arkadaslarinin ¢alismasinda, katyon degistirici bir
rezine immobilize edilmis olan tirozinaz enziminin fenol gideriminde serbest haldeki enzimden
daha basarili oldugu saptanmistir [23]. Tekstil endiistrisi atiksularinda yer alan antrakinon ve azo

boyalarinin renk giderimi amaciyla immobilize ve serbest peroksidaz enziminin kullanildig1 bir
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calismada immobilize enzimin sicaklik stabilitesinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ancak
enzim kovalent baglanma metoduyla immobilize edildigi i¢in enzim aktivitesinde bir miktar disiis
meydana geldigi goriilmiistiir [19]. Immobilize lakkaz enziminin atiksulardaki renk gideriminde
kullanildig1 bir baska ¢alismada da, reaktif tekstil boyalarinin dekolarizasyonunda immobilize

haldeki enzimin yiiksek etkinlik gosterdigi tespit edilmistir [25].

Literatiirde yer alan c¢aligmalara baktigimizda biyoremediyasyon amaciyla ko-immobilize
enzimlerden yararlanilan ancak birkag ¢alismaya rastlanmistir. Bir galismada farkli fenolleri igeren
atiksu ortamindan fenollerin uzaklastirilmasinda ko-immobilize edilen lakkaz ve tirozinaz
enzimleri kullanilmigtir [17]. Liu ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 diger bir ¢alismada ise kagit
tiretim enddistrisine ait beyaz atik suyun aritimi kitosan ile kapli makroporlu rezine ko-immobilize

edilen pektinaz ve lipaz enzimleri ile gergeklestirilmistir [117].

Calismamiz kapsaminda proteaz, pektinaz ve o amilaz enzimlerinin ilk kez ko-immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. iki farkli destek materyalin ve farkli immobilizasyon metotlarinin ko-
immobilizasyona etkisi arastirtlmis ve ko-immobilizasyonun verimini etkiledigi saptanmustir.
Glutaraldehit ile aktive kitosan boncuklara immobilize enzimlerin, atiksu aritimi1 amaciyla
kullanildig1 bir ¢aligmaya literatiirde rastlanmamistir. Enzimlerin kovalent baglanma metoduyla
destege baglandiklarindaki depolanabilirlik ve tekrarlanabilirlik kararliliklar1 tutuklama
metoduyla ko-immobilizasyonlarina gore daha yiiksek olarak bulunmustur. Kitosana ko-
immobilize enzimlerle yapilan atiksu 6n aritimi ¢aligmalari neticesinde elde edilen ko-immobilize

enzim sisteminin 6n aritim amaciyla kullanilabilirligi de saptanmustir.
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5.YORUM

Yeryiiziindeki yasam kalitesi ¢evrenin genel kalitesine ayrilmaz bir sekilde baghdir. Iginde
yasadigimiz cevre ile ilgili farkindaligimizdaki artis ¢evre temizliginde alternatif teknolojilerin
gelistirilmesi gerekliligini de beraberinde getiriyor. Gliniimiizde kirlilikle ilgili iki temel problem
vardir. Bunlar siirekli iiretilen biiylik miktardaki atigin ortadan kaldirilmasi ve toprakta, ¢op
alanlarinda ve su sistemlerinde biriken toksik bilesiklerin uzaklastirilmasidir. Biyoteknoloji bu
sorunlarla basa ¢ikmak i¢in en gerekli aractir. Ciinkii ¢cevreyi anlamak, yonetmek, korumak ve eski
haline getirmek, Kkirleticileri zararsiz {riinlere doniistiirmek, yenilenebilir kaynaklardan
biyobozunur malzemeler iiretmek, {liretim ve bertaraf islemlerini ¢evresel olarak giivenli hale
getirmek konusunda yeni yaklagimlar saglayabilmektedir. Bunlarin basinda dogadaki
stirdiriilebilirligin saglanmasi i¢in zararli atik maddelerin aritimi1 ve ¢evre kirliliginin Oniine
gecilmesi amaciyla canli organizmalarin ya da onlarin irettikleri enzimlerin kullanimi
gelmektedir. Ancak mikroorganizmalarin atik aritiminda kullanimlarini sinirlayan bazi etkenler
bulunmaktadir. Ozellikle mikroorganizmalarin gevrelerinde meydana gelen pH, sicaklik ve
tuzluluk degisimlerine duyarli olmalar1 ve toksik ya da inhibitoérik madde varliginda tiremelerinin
smirlanmast s6z konusudur. Ayni zamanda mikroorganizmalarin gelisimleri i¢in makro ve mikro
niitrientlere ihtiyaglar1 vardir. Aritim siireglerinin ardindan ortamdan mikroorganizmalarin
uzaklastirilmas1 da sorun haline gelebilmektedir. Ayrica biyolojik sistemlerin kullanimi ile
atiksularin desarj edilebilecek kadar temizlenmesi de miimkiin olmamaktadir. Son yillarda
enzimlerin biyoremediyasyon islemlerindeki basarisi nedeniyle enzimler ile ilgili arastirma ve
caligmalarin sayis1 giderek artmaktadir. Ozellikle enzimler iizerinde bir takim modifikasyonlar
yapilarak enzimlerin pH kararliliklarinin  genigletilmesi, termostabilitelerinin, depolama
stirelerinin ve tekrar kullanilabilirliklerinin arttirllmasiyla enzimlerin endiistriyel ve atik aritim
islemlerinde kullanimlarinin yayginlastirilmasi1 hedeflenmektedir [8],[126]. Literatiirde enzimlerin
kullanildigr atik aritim islemleriyle ilgili calismalar olduk¢a sinirlidir. Bu baglamda ¢alismamizin
atiksu aritim islemlerinde enzimlerin kullanim1 hakkinda genis bilgi i¢erigiyle yol gosterici olacagi
distiniilmektedir. Bu ¢alisma ii¢ farkli enzimin tek bir destek materyale baglanmasi igin Na aljinat
ve kitosan olmak iizere iki farkli destek materyalin kullanilmasi ve bu materyallerin 6zelliklerinin
karsilastirilmast bakimindan olduk¢a oOnemlidir. Literatiirde bu iki materyalin enzim ko-

immobilizasyonundaki etkinliklerinin karsilagtirilmasina dair bir ¢alismaya rastlanmamustir.
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Calismamizda tutuklama ve kovalent immobilizasyon olmak tizere iki farkli metot karsilastirilarak
i¢c enzimin bir arada immobilizasyonunun gergeklestirildigi boncuklar elde edildi. Bu boncuklarda
ko-immobilize enzimlerin termal, pH, depolanabilme ve tekrarlanabilme stabiliteleri gibi bazi
Ozellikleri incelendi. Kullanilan enzimlerin 6zelliklerinin, enzimler glutaraldehitle aktive edilen
kitosan boncuklara kovalent olarak ko-immobilize edildiklerinde daha iyi durumda olduklari
belirlendi. Daha once proteaz, pektinaz ve o amilaz enzimlerinin bir arada immobilize edildigi
baska bir ¢alismayla karsilagilmamistir. Ayrica glutaraldehitle aktive edilmis kitosan boncuklarin
ko-immobilizasyon amaciyla kullanildigi baska bir ¢alisma da saptanmamustir. Bu nedenle
¢alismamiz ko-immobilizasyon konusunda sahip oldugu ilkler neticesinde bundan sonra yapilacak
ko-immobilizasyon ¢alismalar1 igin yol gosterici olacaktir. Calismada kullanilan enzimler
degistirilerek evsel ya da endiistriyel olmak tizere farkl atiklarin da 6n aritimu ile ilgili caligmalarin
yapilabilmesi s6z konusudur. Calismada kullanilan enzimler model enzim olarak segilmislerdir
yerlerine farkli enzimler konularak gesitli amaglar i¢in kullanilacak ko-immobilize enzimlerin

tasarlanabilmesi yeni arastirma konularina da 1s1k tutacaktir.
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