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OZET

Bu calismada, B-galaktosidaz enzimi (EC.3.2.1.23), poli(vinil alkol)-
kalsiyum aljinat (CaAlj-PVA), poli(N-izopropilakrilamit)-kalsiyum aljinat
(CaAlj-P(NIPA)) kurelerine hapsetme yontemi ve karbodimit (CDI), N-
hidroksisuksinimit (NHS), karbodimit ve N-hidroksistiksinimit (CDI-NHS)
ile aktiflestirilerek kovalent baglanma yodntemiyle immobilize edildi.
Serbest enzim igin Michaelis-Menten sabiti (K.) ve maksimum
reaksiyon hizi (Vmax) degerleri sirasi ile 0,343mM, 0,0259mM.dak™ olarak
bulundu. Kovalent baglanma ve hapsetme yontemleriyle immobilize
edilen enzimler igin ise K, degerleri 0,746 mM - 497mM arasinda
degisirken V. degerleri 0,0049mM.dak™ - 0,7997 mM.dak™ araliginda
bulundu. Serbest enzim, kovalent baglanma ve hapsetme yontemleriyle
immobilize edilen enzimler icin optimum pH degerleri sirasiyla 5,0; 4,5;
5,0 olarak bulundu. Serbest enzim, kovalent baglanma ve hapsetme
yontemleriyle immobilize edilen enzimler igin optimum sicaklik
degerleri sirasiyla 30 °C, 35 °C, 35 °C olarak bulundu. 45 °C’de
inaktivasyon sabitleri (ki) serbest enzim igin 0,0289 dak™ iken hapsetme
yontemiyle immobilize edilen enzimler igin 0,0005dak™- 0,0135dak™
arahginda; kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen enzimler
icin 0,0100dak™-0,0216dak™ araliginda bulundu. Serbest enzim 30 giun



sonunda aktifliginin % 10’ unu korurken hapsetme yontemiyle
immobilize edilen enzimler 70 glin sonunda aktifliginin yaklagik %45’ini;
kovalent baglanma yodntemiyle immobilize edilen enzimler ise
aktifliginin yaklagik %49’unu korudugu goriildii. Hapsetme yontemiyle
immobilize edilen enzimlerin tekrar kullanim sayilari 5 ve 10 arasinda
degisirken kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen enzimlerin
ise tekrar kullanim sayilari 56- 60 arasinda oldugu ve enzim aktifliklerini
%20 - %62,5 araliginda korudugu bulundu. Enzimin tekrar kullanim

sayisli, depolama ve termal kararlihigi immobilizasyon iglemi ile arttirild1.
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ABSTRACT

In this study, B-galactosidase (E.C 3.2.1.23) was immobilized using
entrapment method in poly(vinyl alcohol)-calcium alginate (CaAlj-PVA),
poly(N-isopropylacrylamide)-calcium alginate (CaAlj-P(NIPA)), beads
and also covalently immobilized by activating the beads with
carbodiimide (CDI), N-hydroxysuccinimide (NHS), carbodiimide and N-
hydroxysuccinimide (CDI-NHS). Michaelis-Menten constant (K.) and
maximum reaction rate (Vmax) values were found as 0.343 mM and
0.0259 mM.min™, for free enzyme respectively. Ky, and Vmax values were
changed between 0.746 mM - 4.97mM and 0.0049mM.min"-0.7997
mM.min™, for covalently bonded and entraped enzymes respectively.
Optimum pH was determined as 5.0, 4.5 and 5.0 and optimum
temprature was determined as 30°C, 35°C, 35°C for free -
galactosidase, entrapment and covalently bonded enzymes
respectively. At 45°C, inaktivation contstants were calculated as 0,0289
min™ for free enzyme, 0,0100 min™ - 0,0216 min™ for covalently bounded
enzymes and 0,0005 min™ - 0,0135 min™ for entrapped enzymes. After
30 days of storage at 4 °C free B-galactosidase retained 10 % of its
original activity. Also after 70 days of storage at 4 °C, entraped and
covalently bonded enzymes were retained 45 % and 49 % of their
original activities, respectively. It was observed that 20 — 62.5 % of



Vi

original activity were preserved when entraped B-galactosidase were
used repeatedly 5 to 10 times while covalently bonded enzymes were
56 to 60 times. Reuseability, storage stability and thermal stability of

free enzyme were increased by immobilization.

Science code : 405.1.117

Key Words : B-Galactosidase, poly (vinyl alcohol), calcium
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SIMGELER VE KISALTMALAR

XiX

Bu calismada kullaniimig simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.
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Poli(N-izopropilakrilamit)

Poli (vinil alkol)

N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin



1. GIRIS

Enzimler ¢cok eski yillardan beri ekmek, peynir, sarap gibi maddelerin yapimi
yani sira ilag gibi pek ¢ok endustri alanlarinda da kullaniimaktadir. Enzimlerin
izolasyonu, saflastiriimasi ve yapilarinin tayini ile ilgili yapilan g¢alismalarla
katalitik potansiyeli ve tabiati daha iyi anlasiimistir.

Enzimlerin kimya ve biyoteknolojide c¢esitli amaclarda kullaniimaya
baslanmasi bilim c¢evrelerini bu katalizorlerin daha ekonomik ve kullanisli
hale getirilme olanaklarinin aragtiriimasina yoneltmistir. Bilindigi gibi enzimler
suda ¢Ozunen spesifik katalizorlerdir. Endustriyel uygulamalarin ¢ogu sulu
cOzeltilerde gerceklestirildiginden katalizor olarak kullanilan serbest enzimin
geri kazanimi ekonomik dedildir. Buda enzimlerin ¢ok spesifik ama o o6lgude
pahali katalizorler olmalari nedeniyle maliyeti arttiran 6nemli bir etmendir.
Diger bir dezavantaj ise serbest enzimin reaksiyon ortamindan istenildigi an
uzaklastirlamamasi nedeniyle reaksiyon kontrolude gugtur. TUm bu sorunlari
olumlu yonde c¢ozumleyebilmek, enzimleri endustri i¢cin daha gekici hale
getirmek icin Ozellikle son otuz yilda enzim immobilizasyonu arastirmalari

yogunluk kazanmigtir.



2. ENZIMLER VE ENZiM iMMOBILiZASYONU

2.1. Enzimler

2.1.1. Enzimlerin genel ozellikleri

Enzimler, canli organizmada biyokimyasal olaylarin iliman kogullarda
gerceklesmesini saglayan, belirli kimyasal reaksiyonlari hizlandiran protein
yapisinda bilesiklerdir.

Enzimlerin etkinlikleri kimyasal katalizérlerden 10 ® — 10 ® kat daha fazladr.
Enzimler sadece bir substrata veya ayni fonksiyonlu grubu olan substrat
serisine karsi etkindirler. Hatta ayni maddenin izomerlerinden sadece biriyle
reaksiyon verebilen c¢ok spesifik enzimlerde vardir. Bu segicilik
Ozelliklerinden dolayi, en basit hucrede bile ayni anda ¢ok sayida

biyokimyasal reaksiyon meydana gelebilir.

Hucredeki reaksiyonlar yan drin olusturmazlar, reaksiyonlar %100 verimle
sonuglanir. Enzimatik reaksiyonlar fizyolojik pH'da, canlinin vucut
sicakliginda ve az enerji ile gergeklesir. Normal laboratuvar kosullarinda
yuksek sicaklik ve fazla enerji gerektiren pek c¢ok reaksiyon, enzimlerin
kullanilmasiyla daha dusuk sicaklikta ve daha dusuk enerji ile
gerceklestirilebilir [1].

Enzimler spesifik oluslari ve ¢ok dusuk derisimlerde bile substrat
reaksiyonlarini katalizlemelerinden dolayi sanayide onemli kullanim alanina

sahiptirler.



2.1.2. Enzimlerin adlandirilmasi ve siniflandiriimasi

Uluslararasi Biyokimya Birliginin (IUB) duzenlemesine gore enzimler
katalizledigi kimyasal reaksiyon tipine ve reaksiyon metabolizmasina
dayanilarak adlandirma ve siniflandirma yapiimaktadir.

IUB sisteminin ozellikleri sunlardir:

1- Reaksiyonlar ve onlari katalizleyen enzimler 6 sinifa bolunurler; bunlarin
her birinin 4-13 alt sinifi vardr.

2- Enzim adinin iki kismi vardir. ilki substrat veya substratlarin adidir; “-az” ile
sonlanan ikincisi katalize olunan reaksiyon tipini gosterir.

3- So6z konusu reaksiyonun dogasini aydinlatmak icin eger ek bilgi gerekli
ise, parantez iginde verilebilir.

4- Her enzimin bir kod numarasi (EC) vardir; bu numarada reaksiyon tipini 1.
say!, vericinin etkiledi grubu 2. sayi, alici olarak yararlanilan grubu 3. sayi ve
adlandirilan enzimi 4. sayi belirlemektedir [2].

2.1.3. Enzimlerin uygulama alanlari

Enzimlerin endustriyel analitik ve tibbi uygulamalari gun gectikge
yayginlagmaktadir. Enzimlerin katalitik potansiyelleri yalniz analitik amaglar
icin degil ayni zamanda sentetik amaclar ve modifikasyonlar igin de
degerlendiriimektedir. Bu g¢ercevede basta gida sektoru olmak Uzere, ilag
sanayi, kimya sanayi, deri ve tekstil sanayi gibi bircok sanayi dalinda

enzimler genig uygulama alanlari bulmusglardir.

Endustride kullanilan enzimlerin yaklasik % 30-35'i deterjan sanayinde, %
20-25'i nigasta ile ilgili alanlarda, % 20’si sut ve sut Grunleri sanayinde
kullanilmaktadir. %1-5 arasinda degisen oranlarda bira, meyve ve sarap,

unlu mamuller, tekstil, kagit, deri ve yem sanayinde kullaniimaktadirlar.



2.2. B-Galaktosidaz Enzimi ve Ozellikleri

Gunumulzde enzimlerin U¢ boyutlu yapilari, X-i1sinlari kristalografisi ile ayrintili
bir sekilde goruntulenebilmektedir. B-galaktosidazin U¢ boyutlu yapisi Sekil
2.1’ de gosterilmistir. Arthrobacter sp.C2-2 B-galaktosidaz enzimi igin sari
renk ile TIM alanlari, kirmizi renk ile F zincirinin 829-839 kalintilari
gOsterilmigtir. E.coli B-galaktosidaz enzimi igin ise TIM alanlari mavi ile D
274-287 zincirinin kalintilarida yesil ile gosterilmistir. Glu 442 ve C221-3-
Gal'in Glu 521 katalitik kalintilari ise kavun igi renk ile gésterilmistir. iki farkli
kaynaklardan elde edilen B-galaktosidaz enziminin TIM alanina ylUklenmistir.
Her iki B-galaktosidazdaki farkli hekzamerik ve tetramerik oligomerizasyon,
TIM alanina ve (B-galaktosidazin aktif merkezine yakin olacak sekilde, komsu

monomerlerin farkli bélimlerini meydana getirir [3].

274-287 829-839
E. coli Arthrobacter

Sekil 2.1. B-Galaktosidazin U¢ boyutlu yapisi
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B-Galaktosidaz Na* ve Mg*? iyonlari igeren bir metalo enzimdir. Sekil 2.2 de
B-galaktosidaz enziminin ¢ boyutlu yapisinda Na* ve Mg* iyonlari
gOsterilmistir. Sodyum iyonlari agik gri renkteki daire ile gosterilmigtir. Aktif
merkezde tanimlanan magnezyum iyonu ise (a ile gosterilen) koyu renkteki

daire ile gosterilmigtir [4].

Sekil 2.2. B-Galaktosidaz enziminin (i¢ boyutlu yapisinda Na* ve Mg*?
iyonlarinin gosterimi

B-Galaktosidaz, B-glikozidik bag igeren oligo ve polisakkaritlerin hidrolizinden
gorevlidir. B-Galaktosidaz enzimi bir disakkarit olan laktozu onun bilesenleri
olan monosakkaritlere glukoz ve galaktoza hidroliz eder. Yani, baska bir
deyisle sut sekerini Uzum sekerine cgeviren bagirsak enzimi olarak da
tanimlanabilir. Laktozun glukoz ve galaktoza parcalanmasi, gida teknolojisi
ve beslenme agisindan buyuk éneme sahiptir. Cunkua hidrolizin temel Grunleri
daha tatli, daha ¢o6zunebilir, daha kolay fermente edilebilir ve ince bagirsak

tarafindan dogrudan absorbe edilebilir niteliktedir [5,6].



B-Galaktosidaz, substrat olarak p-nitrofenil-B-galaktosid kullandiginda

ortamdan su ayrilarak urun olarak galaktoz ve p-nitrofenoll olusturur.

0]
O/Qi NO2 g galaktosidaz
» Galaktoz + HO NO;

—H0

p-nitrofenol
p-nitrofenil- B -galaktosit

B-Galaktosidaz enziminin katalizledigi reaksiyon

di veya oligosakkarit

(b)

Sekil 2.3. Notral pH'da B-galaktosidaz enziminin bilinen mekanizmasi
a) Galaktosil-enzim kompleksi ve glukozun ( ROH ) olusumu
b) Serbest galaktoz formunun olusumu igin bir akseptore (ROH)
galaktosil transferi



Cizelge 2.1.Substrat spesifikligi

Substrat K (Mol / L) Vmai (u molidalk
mg enzim)
a-Nibropenil-p-D—galaktosik 1,61x10* 178
P—Nitropenil-p-D—galaktosid 5,31x107° 224
Metilsalisilik-B-D—galaktosid 2,50x107 4,2
Fenil-B-D—galaktosit 1,47x10°° 10,4
o-Laktoz 1,90 x 10° 6,55
B-Laktoz 8,32x107° 12,8
(o—nitropenil) -p -D — galaktosit 1,20x10* 0,00

3-Galaktosidazin Dogada Bulunusu

B-galaktosidaz bitkilerde, hayvan dokularinda ve mikroorganizmalarda yaygin
olarak bulunmaktadir. Cizelge 2.2 'de B-galaktosidaz enziminin kaynaklari

verilmektedir.



Cizelge 2.2. B-galaktosidaz enziminin bulundugu kaynaklar

Bitkiler

Seftali, kayisi, badem, kefir taneleri, yaban

gulu ve kahve

Hayvan organlari

ince bagirsak, beyin ve deri dokusu

Mayalar Kluyveromyces ( Saccharomyces ) lactis
Kluyveromyces ( Saccharomyces ) fragilis
Candida pseudotropical
Brettanomyces anomolus
Wingea robersii

Bakteri Escherichia coli, Thermus aquaticis, acillus
sp.
Bacillusmegaterium  streptococus lactis,
Streptococus thermophilus,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
helvenous,
Bacillus circulans, Bacillus steorotherrphilus
Lactobacillus sporogenes

Kuf Neurospora crassa, Mucur pucillus, Alternaria

palmi

Asperigillus  foetudut, Mucur  miehiei,
Curvularia inoegualli

Asperigillus niger, Fusorium moniliforme
Asperigillus flovus, Alternaria alternara
Asperigillus oryzeae

Asperigillus phoenicis




B-Galaktosidazin uygulama alanlari

Laktaz
Sut
C D
A
B Peynir
Peynir alti suyu
A2 ¥
niu Sekerleme]|Dondurma ||;
A1 artnler §| riinleri Tatli (soduk) igecekler VS
i Y
| Tiiketici

Sekil 2.4. Endustride B-galaktosidaz ( laktazin ) enziminin uygulanmasi

A; (Farmasotik uygulamalar) : Laktazin agiz yoluyla alinmasi; asitli laktaz
direkt olarak sindirilirken, noétral laktaz ise direkt olarak sindirilemez.

Az, B : Tuketici tarafindan direkt olarak sute laktazin uygulanmasi; noétral
laktaz tUketici tarafindan sute eklenmektedir. Buzdolabinda bir gece
bekletildikten sonra kullanilan laktaz miktarina bagl olarak sut kismen veya
tamamen hidrolizlenir.

C, D : Gida endustrisinde uygulamalari

B-galaktosidaz kullanilarak gelistiriimis bazi sut UrUnlerini su sekilde

siralayabiliriz:

e Dusuk laktozlu sut
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e Laktozu hidrolizlenmig sutten yogurt Gretimi
e Laktozu hidrolizlenmig sutten peynir Gretimi
e Dusuk laktozlu konsantre dondurma

e Peynir alti suyu laktozundan tatli surup tretimi

2.3. Enzimlerin immobilizasyonu

Enzimlerin, reaksiyonlari spesifik ve yuksek bir hizla kataliziemelerinden
faydalanmak amaciyla onlari canli organizma disinda kullanabilmek
disiincesi bilim adamlarini harekete gegirmistir. ilk olarak 1926 yilinda
Sumner tarafindan ureaz enzimi kristal halde elde edilmistir. Daha
sonralari ¢ok sayida enzim cesitli kaynaklardan izole edilmis ve oldukga

saf preparatlar seklinde ve ¢ogu kristalize halde piyasaya surtlmustur.

Enzim saflastirilmasi 6zel teknikler gerektirdiginden maliyetide oldukca
yuksektir. Bunun vyani sira, serbest enzimin akitifligini kaybetmeden
istenildigi anda reaksiyon ortamindan uzaklastirlmasi ¢ok gugtur. Bu
durum pahali olan enzimlerin tekrar tekrar kullanilmasina engel olur.
Reaksiyonun istenilen anda durdurulmasi ig¢in inhibitdr katiimasi
durumunda ise zaten enzim tarafindan kirletimis olan reaksiyon
urinlerine yeni bir kirlilik unsuru eklenmis olacaktir. Uriinlerin bu kirlilikten
aritiilmasi igin kompleks ayirma islemlerine gerek vardir ki bu da
maliyeti bir kat daha artirir. Yukari da sayilan teknik ve ekonomik
problemlerden  dolayr serbest enzim vyerine tutuklanmis  enzim
kullanilmasinin daha uygun olabilecegi dusunulmis ve bu amagla
tutuklanmis enzim sistemlerinin hazirlanmasi ve teknolojide kullanimi

son senelerde buyuk onem kazanmstir [7].

immobilizasyon kelime anlami olarak, " tutuklanmis, hareketi sinirlandiriimis,
¢bzunmez hale getirilmis " demektir. Enzimlerin ya da mikroorganizmalarin

fiziksel ve / veya kimyasal yontemlerle katalitik aktifligini koruyarak, tekrar
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ve surekli kullanimini saglamak amaciyla organik veya inorganik tasiyicilara
tutturulmasidir [8,37].

2.3.1. Enzimlerin immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyon yontemleri ¢ok farkli kaynaklarda degisik sekillerde
siniflandinimalarina kargin kimyasal ve fiziksel olmak Uzere iki ana baslik
altinda toplanabilir.

1) Kimyasal yontemler
a) Kovalent baglama

b) Capraz baglama

2) Fiziksel yontemler

a) Adsorpsiyon ile immobilizasyon
b) Hapsetme ile immobilizasyon
-Mikrokapsul ile hapsetme yontemi
-Kafes tipi hapsetme yontemi

Kovalent Baglanmayla immobilizasyon

Kovalent baglama, genellikle enzim yapisinin ve fonksiyonel gruplarinin
bilindigi durumlarda kullanilir. Enzim immobilizasyonunda, enzimin 6zellikleri,
aktif ucun yapisi, pH, sicaklik ve organik ¢ozuculer gibi faktorlerden dolayi
sinirli sayida yontem kullanilabilir.

Kovalent baglama ile immobilizasyon iki basamakta gergeklesir. Birinci
basamak destek maddesinin aktiflestiriimesi, ikinci basmak enzimin kovalent
baglanmasi seklindedir. Destek maddesi; karboksil, hidroksil, amino gibi
fonksiyonel gruplar tagsimalidir. Bu fonksiyonel gruplarin yapisina bagl olarak
epiklorhidrin, karbodiimit, gibi gesitli aktifleyici maddeler kullanilabilir.
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Kovalent baglama yonteminin en buyuk avantaji, baglarin ¢ok kuvvetli olmasi
nedeniyle her turli ortamda kullanilabilir. Enzim destek materyali Uzerinde
yer aldigindan substrat ile temasi kolaydir. Ayrica enzim molekulu ve destek
materyali birlikte genellikle 1sil kararlilik gosterirler. Yontemin dezavantaji,
destek materyali ile enzim arasinda siki etkilesim enzimin dogal

konformasyonunu bozar [9].

Hapsetme ile immobilizasyon

Bu yontemde enzimler, suda ¢Ozunmeyen polimerik matriks veya yari
gecirgen membranlarda hapsedilirler. Bu amacla kalsiyum aljinat, k-karojen
gibi polimerler kullanilir. Degisik cesitleri vardir. Polimer matriks iginde
immobilizasyon igin, enzim ¢ozeltisi polimer ¢ozeltisiyle polimerlesmeden
once karistirihr. Polimerlesme esnasinda enzim molekdlleri polimere
baglanmaz ama fiziksel olarak polimerin i¢inde kalir. Kimyasal bir baglanma
olmamasi yOntemin Onemli avantajidir. Yontemin dezavantaji substratin
polimer kilifi gegerek polimerin bosluklarina yerlesmis enzim molekuline
ulasmasindaki (difuzlenmesindeki) gugluktur, dolayisiyla difuzyon problemi
vardir.  Anlagilabilece@i gibi substratin blyuk molekulli olmasi halinde
yontem sonug¢ vermez. Yontem kuguk molekilli substratlar igin uygundur
[10-12].



Enzim

immobilizasyon

13

Ydntemleri
Baglama Tutuklama
Capraz Enzim Tasiyic Jelde Mikro Lipozom
Baglama kopolime- Baglama tutuklama kapsulleme Teknigi
Rizasyonu

Fiziksel
adsorp-

Siyon

Adsorpsi
yon ve
gapraz

baglama

N

Tyonik Selat [Kovalent Biyo
baglama baglama baglama spesifik
baglama

Sekil 2.5. Enzim immobilizasyonunda kullanilan immobilizasyon yontemleri

2.3.2. immobilize edilen enzimden beklenen 6zellikler

e Yuksek kararlilik

e Sdurekli tUretime olanak vermesi

e Tekrar kullanilabilirlik
e Yuksek saflik
e Ekonomiklik
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2.3.3. Enzim immobilizasyon yontemlerinin karsgilagtiriimasi

GUnumuze kadar birgok enzim igin birgok farkli immobilizasyon yontemi
uygulanmig ve Onerilmistir. Ancak enzimlerin birbirlerinden ¢ok farkli kimyasal
karakteristikleri ve bilesenleri olmasi, ayrica kullanilan substrat ve drinin
farkl kimyasal Ozellikleri olmasi nedeniyle butin enzimler igin ve butin
sartlarda uygulanabilecek kesin bir yontem belirlemek mumkun degildir.
Ayrica her immobilizasyon yonteminin uygulama sartlarina gore avantajlari
ve dezavantajlari vardir [13]. Bu nedenle immobilizasyon iglemi sirasinda
veya immobilizasyondan sonra aktif merkezin zarar gormeyecegi bir yontem
segilmelidir. Boyle bir se¢imin saglikli olabilmesi i¢in enzimin yapisinin ¢ok iyi
bilinmesi gerekir [13,14]. Cizelge 2.3'de immobilizasyon yontemlerinin
kiyaslanmasi gosterilmistir.



Cizelge 2.3. immobilizasyon ydntemlerinin kiyaslanmasi

15

Karakteristik Kovalent Adsorbsiyon | Capraz Tutuklama
Baglama Baglama
Destek Agaroz iyon Fonksiyonel Aljinat
Maddesi Sellloz degistirici olarak inert | Karageenan
PVC regine proteinler Kolojen
iyon  degistirici | Aktif kdmiir Poliakrilamit
regine Slika jel Jelatin
Gozenekli cam Kil Silikon kauguk
Gozenekli politretan
cam
Baglanmanin Kimyasal Tersinir, Gluteraldehit Fiziksel
Dogasi baglanma pHa  gore | Bisizosiyanat hapsetme
degisken, Bisdiazobenzidin
iyonik ile capraz
siddetin baglanma
yuksek
olmasi ile
enzim
ayrilabilir
Hazirlama Zor Kolay Orta Zor
Enzim Aktivitesi Yuksek Orta Dusuk Dusuk
Substrat Degisebilir Degismez Degisebilir Degismez
Spesifikligi
Rejenerasyon MUmkdin degil MUmkdn MUmkdin degil MUmkdin degil
Destegin Tekrar | Nadiren MUmkan imkansiz imkansiz
Kullanilabilirligi
immobilizasyon Yuksek Dusuk Orta Orta
Maliyeti
Kararlilik Yuksek Dusuk Yuksek Yuksek
Genel Orta Dusik Dusik Yiksek

Uygulanabilirlik
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2.3.4. Enzim immobilizasyon yonteminin se¢imi

Yapilan immobilizasyonun basarili olabilmesi i¢in agagidaki faktorlere dikkat
edilmelidir [15].

1- Enzim, immobilizasyon reaksiyonun gercgeklestirilecegi kosullarda kararl
olmalidir.

2- Enzimin aktif uclari, gapraz baglayici reaktiflerle reaksiyona girmemelidir.
Capraz baglayici reaktif, enzimin aktif ucuna nufuz etmemesi igin
olabildigince buyuk olmalidir.

3- Mumkun olabildigince enzimin aktif ucu korunmalidir. Sulfidril enzimleri
gibi, glutatiyon veya sistein ile reaksiyona sokularak korunabilir ve daha
sonra tekrar aktiflegtirilebilir.

4- immobilizasyon sonunda baglanmamis enzimi uzaklastirmak igin
uygulanan yikama iglemi enzimi etkilememelidir.

5- immobilize enzim, bazi kimyasal reaksiyonlarda katalizér olarak
kullanilacak ise immobilizasyon metodu segilmeden 6nce reaksiyon dogasi
g0z onunde bulundurulmalidir.

6- Destek materyalinin mekanik ozellikleri, 6zellikle fiziksel formu ve mekanik

kararliligina dikkat edilmelidir.

2.3.5. Enzim destek materyali

Enzim immobilizasyonunda destek olarak dogal ve sentetik birgok organik ve
anorganik materyal kullaniimaktadir. Cizelge 24'de enzim

immobilizasyonunda kullanilan bazi destek materyalleri verilmistir.
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Cizelge 2.4. Enzim immobilizasyonun da kullanilan bazi destek materyalleri

Dogal Polimer Sentetik Polimer Anorganik
Sellloz Stiren esasli polimerler Kil

Nigasta Akrilamit esasli polimerler | Cam

Aljinat Naylon Silikajel
Karragenan Vinil ve allil polimerler Ponza tasi
Kollagen Akrilat esasli polimerler Aktif karbon
Jelatin iyon degistirici regineler Metaller
Albumin Maleik anhidrit polimerleri | Metal oksitler
ipek Bentonit

Enzim destek materyalinde aranan nitelikler

e Hidrofilik karakter,
e Suda ¢ozunmeme,

o (GoOzenekli yapl,

e Mekanik 1sil kararliligi ve uygun partikdl formu,

e Kimyasal ve termal isil kararhhgi,

e Kovalent baglamada kullanilacak destekler yumusak kosullarda reaksiyon

verebilen fonksiyonel gruplar tagimali,

e Mikroorganizmalara karsi direnglilik,

e Ucuzluk,

e Zehirsizlik.
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2.3.6. Sodyum aljinat

Aljinik asit kahverengi alglerin hucre duvarlarinda bulunan lineer asidik bir

polisakkarittir. Aljinik asidin elde edildigi belli bagh algler asagida verilmigtir;

. Laminariales,

. Fucales,

. Eisenia bicyclis,
o Ecklonia,

. Ascophyllum,
o L. Digitata,

° L. Cloustoni,
. Macrocysistis pyrifera,
° Lessonia,

Bu yosunlardaki aljinik asit icerigi %20-40 arasinda degismekle birlikte, hlcre

zarinin temel bilesenini olusturur [16].

Aljinik asit 1881 yilinda, Stanford tarafindan kahverengi su yosunlarindan
(ilanda yosunu) ekstraksiyonla elde edilmistir [13]. Aljinik asit; ronik asidin
iki turanun birlegmesiyle meydana gelen heteroblok bir kopolimerdir. 3-1,4-D-
Mannuronik Asit (M) ve a-1,4-L-Gluronik Asit (G)'nin geligiguzel birlesmesi ile
meydana gelir [17]. Farkh seviyelerde de olsa, butun aljinat molekullerinde
her iki homopolimerik sira birlikte bulunur [18]. Mannuronik asit-gluronik asit
orani (M/G) ture, mevsime ve algin yetistigi bolgeye gore degismektedir [19].
Genelde G blogu orani yuksek olan aljinatlar basinca dayanikh fakat kirilgan
iken G blogu dusuk aljinatlar basinca az dayanikli ama esnek
karakterdedirler.

Aljinik asit genellikle sodyum, potasyum, amonyum tuzlari ve propilen glikol

esteri seklinde bulunur. Aljinik asit ve kalsiyum aljinatin sudaki ¢ozunurlugu
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son derece sinirli iken sodyum, potasyum, amonyum tuzlari ile propilen glikol
esteri suda kolaylikla ¢ozunebilirler. Sodyum Aljinat, kokusuz tatsiz bir toz
olup suda ¢6zindugunde viskoz kolloidal bir ¢ozelti olusturur. Sekil 2.6.'de B-
1,4-D-Mannuronik Asit, a-1,4-L-Gluronik Asit ve sodyum aljinat’'in kimyasal

formull gorulmektedir.

H

HOOC O

nooc—7—, Bl

OH
(a) (b)
NaOOC
o
NaOOC 0/ o u,,
HO
Naooc~ H

(c)

Sekil 2.6. (a) B-1,4-D-Mannuronik Asit

(b) a-1,4-L-Gluronik Asit

(c) sodyum aljinat’in kimyasal yapisi
Aljinat yuksek molekul agirligi, suda ¢ozunurlugundn iyi olmasi ve
biyouyumlulugu nedeniyle birgok uygulama alani vardir. Gida endustrisinde
stabilizator ve koyulastirici olarak kullanildigr gibi, kozmetik, kagit, plastik ve
ila¢c endustrisinde sikga kullaniimaktadir [19]. Ayrica aljinatin iki degerlikli
metal ¢ozeltileri icerisine damlatilmasiyla meydana getirilen aljinat bilyeleri,
agir metal igeren atik sularin aritiimasi galismalarinda kullaniimaktadir
[20,21].

Genellikle hucrelerin immobilizasyonunda kullanilan bu metod enzimler igin

kullanildiginda bazi 6zel tekniklerin kullaniimasi gerekir. Aljinat ile enzimlerin
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immobilizasyonunda; Sodyum aljinat ¢ozeltisine enzim ilave edildikten sonra,
bu ¢ozelti 0,2 M CaCl, ¢bzeltisine damla damla ilave edilir. Sodyum
aljinat CaCl, ile temas ettiginde Na - Ca degisimi nedeniyle suda
¢ozinmeyen kalsiyum aljinat kurecikleri meydana gelir. Enzim molekulleri
serbest halde bu kurecikler iginde bulunur. Zamanla enzim molekulleri bu
kurelerden digari sizarlar. Bu durumu onlemek igin c¢apraz baglayicilar

(glutaraldehit, hekzametilen diamin gibi) kullaniimaktadir [23-25].
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3. PB-GALAKTOSIDAZIN iMMOBILIZASYONU iLE iLGILi YAPILAN
CALISMALAR

Hernaiz ve Crount (2000) tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus circulans
B-galaktosidazi N-asetilglukoz amin Uzerine kovalent baglanma yontemi ile
immobilize edildiginde 2.kez kullanimindan sonra enzim aktifliginin % 90’nini
korudugu, 30.kez kullanimindan sonra ise aktifliginin % 80'ini kaybettigi rapor
edilmistir [26].

GOktug ve arkadaslarinin (2005) yaptidi bagka bir ¢alismada, Aspergillus
niger mantarindan elde edilen [(-galaktosidaz aljinat Uzerine kovalent
baglanma yontemi ile immobilize edildiginde serbest ve immobilize enzim igin
optimum pH degeri degismemis ve 4,5 olarak bulunmustur. Serbest ve
immobilize enzim igin optimum sicaklik degeri degismemis ve 50°C olarak
bulunmustur. Ayni galismada serbest enzim igin Ky= 42 mM, Vnya= 1,30
mg.dak™, immobilize enzim igin Kn= 51 mM, Vma= 0,7 mg.dak” olarak
bulunmustur. immobilize enzimin 35 gun sonra enzim aktifliginin %56’sini

korudugu rapor edilmistir [27].

Quinn ve arkadaslarinin  (2001) vyaptigi diger bir c¢alhigmada ise
Kluyveramyces lactis (3-galaktosidazi grafit Uzerine gluteraldehit yardimiyla
capraz baglanma yontemi ile immobilize edildiginde serbest enzim igin K=
1,74 mM, Vna = 77,45 dak'mg™’, immobilize enzim igin ise bu degerler K=
9,34 MM, Vimak = 8,77.10° dak'mg™" olarak bulunmustur. Serbest enzim icin
optimum sicaklik degeri 35°C iken immobilize enzim igin bu deger 55°C
olarak bulunmustur. Ayni ¢alismada serbest enzim i¢in optimum pH degeri
5,5 iken immobilize enzim igin optimum pH degeri 7,7 olarak bulunmustur
[28].

Tanriseven ve arkadaslarinin (2002) yaptigi diger bir calismada ise
Aspergillus oryzae (-galaktosidazi jelatin-glutaraldehit Gzerine ¢apraz
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baglanma yontemi ile immobilize edildiginde serbest ve immobilize enzim igin
optimum sicaklik degeri degismemis ve 50°C olarak bulunmustur. Serbest ve
immobilize enzim ig¢in optimum pH degeri degismemis ve 4,5 olarak

bulunmustur [29].

Ladero ve arkadaslarinin (2001) yaptig1 baska bir calismada, Escherichia coli
B-galaktosidazi silika alimina Uzerine kovalent baglanma yontemiyle
immobilize edildiginde optimum pH degeri serbest enzim icin 7,5; bu deger

immobilize enzim icin 8,0 olarak bulunmustur [30].

Weixia ve arkadaslarinin (1999) yaptigi calismada Cicer arietinum (-
galaktosidazi seluloz Uzerine immobilize edildiginde serbest enzimin 50°C’nin
izerinde yiiksek aktivite gésterdigi bulunmustur. immobilize B-galaktosidaz
igin ise 60°C de aktivitesinin % 70’ini, serbest B-galaktosidazin ise aktifliginin
% 30’unu korudugu gozlenmistir. Bu calismada B-galaktosidazi glutaraldehit
Uzerine immobilize edildiginde optimum sicaklik degeri serbest enzim igin
55°C, immobilize enzim igin ise 60°C olarak bulunmustur ve optimum pH
degeri serbest enzim icin 5,0 bu deger immobilize enzim igin 6 olarak

bulunmustur [31].

Ates ve Metmetoglu’'nun (1997) bir calismasinda Aspergillus oryzae -
galaktosidazi kobalt aljinat kureleri icerisinde hapsetme yontemiyle
immobilize edildiginde optimum pH degeri serbest enzim igin 4,0; immobilize
enzim igin ise bu deger 4,9 olarak bulunmustur. imobilize enzim 4.kez

kullanimindan sonra enzim aktifliginin %50’sini korudugu rapor edilmistir [32].

Carpio ve arkadaslarinin (2000) bir ¢calismasinda ise, Kluyveramyces lactis
mayasindan elde edilen [-galaktosidaz selluloz jelatin Uzerine ¢apraz
baglanma yontemi ile immobilize edildiginde serbest ve immobilize enzim igin

optimum sicaklik degeri 40°C olarak bulunmustur [33].
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El-Masry ve arkadaslarinin (2001) calismasinda ise; Aspergillus oryzae
B-galaktosidazi poli(glisidiimetakrilat) Uzerine kovalent baglanma yontemi ile
immobilize edildiginde serbest enzim igin K,=21,4 mM,Va=3,20 pmol.dak'1,
immobilize enzim igin ise bu degerler Ky= 72 mM Vpa= 2,00 umol.dak™
olarak bulunmustur. immobilize enzim 17. kez kullanimindan sonra enzim
aktifliginin %80’ini korudugu; optimum sicaklik serbest enzim igin 50°C,

immobilize enzim igin 60°C olarak bulunmustur [34].

Benevides ve arkadaglarinin (2003) ¢alismasinda ise; Thermus acillus sp. 3-

galaktosidazi kovalent baglanma yontemi ile immobilize edildiginde serbest
B-galaktosidaz icin Kn= 3,1 mM, Vmna= 48 IU/mg, immobilize enzimler igin
Km=7,7-6,6 mM, Vna= 45-47 1U/mg olarak bulunmustur [35].

Shinoda ve Goto ‘nun (1998) calismasinda ise Escherichia coli [3-
galaktosidazi perflurokarbon Uzerine gapraz baglanma yontemiyle immobilize
edildiginde serbest enzim igin Kn= 0,69 mol.m>, Vima= 5,48.10° mol.m®.s™,
immobilize enzim igin ise bu degerler Ki- 1,12 mol.m™ Vya= 1,87.10* mol.m®

3.5 olarak bulunmustur [36].
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4. DENEYSEL KISIM

4.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

B-galaktosidaz: (EC.3.2.1.23 9.4 U/mg E.Coli bakterisinden elde edilen)

Sigma (Almanya) firmasindan temin edildi.

p-nitrofenil- B-D-galaktopironosit: Sigma (Almanya) firmasindan temin edildi.

N-hidroksistiksinimit : (C4HsNO3;, MA:115,09 g/mol), Fluka (Almanya)

firmasindan temin edildi.

Sodyum aljinat : Sigma (Almanya) firmasindan temin edildi.

OH /
q NaOOC_ 4 0O
Na0OC_ ¢ 0 o~ O O,
woan 0y 0 b HO
HO H



Amonyum persiilfat : ((NH4)2S20s , MA:228,19 g/mol) Sigma (Almanya)
firmasindan temin edildi.

ﬁ’ T\’

"NH, O —ﬁ—o — 0 — S— O'NH;'
|
0 0

N,N,N’N’-Tetrametiletilendiamin (TEMED) : (CeéH1sN2, MA:116,21 g/mol)
Merck (Almanya) firmasindan temin edildi.

1-etil (3-3 dimetilaminopropil) karbodiimit hidroklortir:

(MA:191,7 g/mol) Merck (Almanya) firmasindan temin edilmigtir.

/ CH3
CH, —CH,—CH,N HCl

Polivinilalkol (PVA): Aldrich (Almanya) firmasindan temin edildi.
MA:85,000-124,000 g/mol araliginda
d= 1,269 g/ml
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N-izopropil akrilamit : (CeH11NO, MA:113,16 g/mol) Aldrich (Almanya)
firmasindan temin edildi.

Ho C—=CH
c=—0
-
—
o

3

Fosforik asit : (HsPO4, MA: 60 g/mol)

Borik asit : (HsBO4, MA: 61,83 g/mol)

Sodyum karbonat : (Na,CO3, MA: 118 g/mol) Merck firmasindan elde edildi.

Kalsiyum klortir : (CaCl,, MA: 74 g/mol)

Sodyum hidroksit : (NaOH, MA: 40 g/mol)

Asetik asit: (CH;COOH, MA: 97,99 g/mol)
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4.2. Kullanilan Aletler

Spektrofotometre : UNICAM U.V / Vis Spektrofotometre

pH metre : Orion pH metre 420 A

Calkalamali su banyosu : ST 402 NUVE marka sicaklik kontrollii su banyosu

4.3. Kullanilan Cozeltiler

1. NaOH ¢ozeltisi: 2 M 50 mL NaOH ¢dzeltisi hazirlamak igin 3,84 g NaOH
bir miktar suda ¢ozuldukten sonra hacmi saf su ile 50 mL ye tamamlandi.

2. NayCOs3 ¢ozeltisi: 0,1 M 50 mL NayCO; ¢ozeltisi hazirlamak igin 0,53 g
Na,CO; bir miktar suda ¢o6zildikten sonra hacmi saf su ile 50 mL ye

tamamland..

3. Britton-Robinson (B-R) tamponu: 2,3 mL buzlu asetik asit, 2,7 mL fosforik
asit, 2,4720 g borik asit, U¢ kati saf suyla sulandirildiktan sonra hacmi saf su
ile 1,0 L ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 50 mL alinarak 2,0 M NaOH ile pH
2,0-9,0 arasinda ayarlandi.

4. P-Nitrofenil-3-D-galaktosid substrat c¢ozeltisi: 5 mM p-nitrofenil-B-D-
galaktopironosit substrat ¢ozeltisi hazirlamak igin 0,0015 g p-nitrofenil-3-D-
galaktopironosit bir miktar BR tamponunda ¢ozuldukten sonra hacmi tampon
cOzeltisi ile 10 mL ye tamamlandi.

5. Kalsiyum klorur ¢ozeltisi: 0,3 M 500 mL CaCl, ¢ozeltisi hazirlamak igin
11,1 g CaCl; bir miktar saf suda ¢ozuldukten sonra hacmi saf suyla 500 mL

ye tamamlandi.



28

6. Kalsiyum klorur ¢ozeltisi: 0,03 M 500 mL CaCl, ¢ozeltisi hazirlamak igin
1,11 g CaCl;, bir miktar saf suda ¢ozuldukten sonra hacmi saf suyla 500 mL

ye tamamlandi.

7. Sodyum aljinat ¢ozeltisi: (kitlece %1 lik) 0,25 g sodyum aljinat 25 mg saf

suda ¢ozuldu.

8. Poli(vinil alkol) ¢ozeltisi: 1g poli (vinil alkol) tartilarak 50 mL saf suda

cdzUldu.

9. N-izopropil akrilamit ¢dzeltisi: 0,7 g N-izopropil akrilamid 10 mL saf suda

cdzldu.

10. Poli(N-izopropil akrilamit ) eldesi ve g¢ozeltisi: 0,7 g N-izopropil akrilamid
10 mL saf suda g¢ozulerek Uzerine 10 mg amonyum persulfat ve 10 damla
N,N,N' N'-tetraetilendiamin  (TEMED) ilave edilip iyice karigmasi
saglandiktan sonra saf sicak 10 ml suya yavasca dokulerek kati ¢cOkelek
olusturuldu. Olusan ¢okelek alinarak 25 mL saf soguk suda ¢ézinmesiyle

hazirlandi.
11. Karbodiimit ¢ozeltisi: 100 mg karbodiimit 100 mL saf suda ¢ozulda.

12. N-hidroksisuksinimid ¢ozeltisi: 100 mL N-hidroksistuksinimid 100 mg saf
suda ¢ozuldu.

13. Karbodiimit ve N-hidroksisuksinimid ¢ozeltisi: 50 mg karbodiimit ve 50 mg
N-hidroksistksinimid 100 mL saf suda ¢ozuldu.
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4.4. P-Nitrofenil-B-D-Galaktosid Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafigi hazirlamak amaciyla cesitli derisimlerde (2,00-0,031 mM)
p-nitrofenil-B-D-galaktosid ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu ¢o6zeltilerin
398 nm de U.V spektrofotometresi kullanilarak absorbans degerleri ol¢uldu.
P-Nitrofenil-B-D-galaktosid derigimlerine karsi gelen absorbans degerleri

grafige gecirilerek kalibrasyon grafigi cizildi (Sekil 4.1).

0,8
0,7 -
0,6 -
0,5 -

04 -

Absorbans

0,3 -

0,2 -

0,1 -

0 I T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Derigim (mM)
Sekil 4.1. P-Nitrofenil B-D-galaktosid kalibrasyon grafigi
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4.5. Enzim immobilizasyonu

4.5.1. Hapsetme yontemiyle enzim immobilizasyonu

Kalsiyum aljinat-Poli(vinil alkol) kurelerine hapsetme yontemiyle enzim

immobilizasyonu

Sodyum aljinat ( kitlece % 1 lik ,0,5 g ) 50 mg saf suda ¢6zildi. Her biri ayni
miktarda sodyum aljinat ¢dzeltisi ( 10 mL ) ve farkli miktarlarda poli(vinil alkol)
¢Ozeltileri (1g PVA/50 mL saf su); (10, 5, 3, 1, 0 mL) iceren beg farkli 6rnege
esit miktarlarda 3 mL enzim ¢ozeltisi (0,0015g / 10 mL BRT’ de ¢6zuldi )
ilave edilerek iyice karigsmasi saglandi ve her bir ¢egidin toplam hacmi BR
tamponuyla 23mL’ye tamamlandi. Ardindan olusturulan homojen karigsimlar
0,3 M CaCl; ¢ozeltisine damlatilarak ilave edildi (Sekil 4.2 ). Na-aljinat, CaCl;
ile temas ettiginde sodyum-kalsiyum degisimi nedeniyle suda ¢ozinmeyen
Ca-aljinat poli(vinil alkol) kureleri igerisinde, enzim molekdlleri hapsedilerek
immobilize edildi. Olusan polimerik kireler daha sonra kullaniimak tzere 4°C
de saf su icinde bekletildi.

Ma-aljinat+Enzim

CaCl, Cozeltisi

Sekil 4.2. Enzimlerin Ca-aljinat ile immobilizasyonu
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Cizelge 4.1. Farkli bilegsimlerde CaAlj-PVA kurelerinin hazirlanmasi

Kalsiyum-
Ornek Aljinat Enzim PVA BRT Miktari
Miktari Miktari Miktari (mL)
(mL) (mL) (mL)
CaAlj-PVA1 10 3 10 0
CaAlj-PVA2 10 3 5 5
CaAlj-PVA3 10 3 3 7
CaAlj-PVA4 10 3 1 9
CaAlj 10 3 0 10

Kalsiyum aljinat-Poli(N-izopropilakrilamit) kirelerine hapsetme yontemiyle

enzim immobilizasyonu

Sodyum aljinat ( katlece % 1 lik ,0,5 g ) 50 mg saf suda ¢6zildi. Her biri ayni
miktarda sodyum aljinat ¢ozeltisi ( 10 mL ) ve farkh miktarlarda poli(N-
izopropilakrilamit) ¢ézeltileri (10, 5, 3, 1, 0 mL) iceren bes farkli érnege esit
miktarlarda 3 mL enzim ¢o6zeltisi (0,0015g / 10 mL BRT’ de ¢dzulda ) ilave
edilerek iyice karismasi saglandi ve her bir c¢egidin toplam hacmi BR
tamponuyla 23mL’ ye tamamlandi. Ardindan olusturulan homojen karigimlar
0,3 M CaCl; ¢odzeltisine damlatilarak ilave edildi (Sekil 4.2.). Na-aljinat, CaCl;
ile temas ettiginde sodyum-kalsiyum degisimi nedeniyle suda ¢ozinmeyen
Ca-aljinat poli(N-izopropilakrilamit) kiireleri igerisinde enzim molekiilleri
hapsedilerek immobilize edildi. Olusan polimerik kireler daha sonra
kullanilmak tzere 4°C de saf su iginde bekletildi.



Cizelge 4.2. Farkh bilesimlerde CaAlj-P(NIPA) kurelerinin hazirlanmasi
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Kalsiyum-
Aljinat Enzim P(NIPA) | BRT
Ornek Miktari Miktari Miktari Miktari

(mL) (mL) (mL) (mL)

CaAlj-P(NIPA)1 10 3 10 0
CaAlj-P(NIPA)2 10 3 5 5
CaAlj-P(NIPA)3 10 3 3 7
CaAlj-P(NIPA)4 10 3 1 9
CaAlj 10 3 0 10

4.5.2. Kovalent baglanma yontemiyle enzim immobilizasyonu

Karbodiimit kullanarak enzim immobilizasyonu

Sodyum aljinat ( kitlece % 1’ lik ,0,5 g ) 50 mg saf suda ¢dzlldi ve olusan
cozeltiden 10 mL alinarak Gzerine 5 mL PVA ¢6zeltisi eklenip iyice karistirildi.
Daha sonra 0,3 M CaCl, ¢Ozeltisine damlatilarak ilave edildi ( Sekil 4.2). Na-
aljinat, CaCl, ile temas ettiginde soydum-kalsiyum degisimi nedeniyle suda
¢ozinmeyen Ca-aljinat polimerik kureleri elde edildi. Yuzey aktiflestirme
islemi karbodiimit ile su sekilde gergeklestirildi. Ca-aljinat polimerik kureleri
karbodiimit ¢dzeltisi (0,5 mM) icine ilave edildi ve oda sicakliginda manyetik
karigtirici ile 4 saat sureyle karigtirilarak bir gece aktiflesme isleminin
tamamlanmasi igin bekletildi. Daha sonra karbodiimit baglanmig kureler
Uzerine enzim gozeltisi ilave edilerek dort saat sureyle manyetik karistirici ile
karigtirilarak enzim immobilizasyonu gercgeklestirildi. YUzey Uzerine adsorbe
olan enzimler deiyonize su ile yikanarak ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra
kullanilmak Uzere 4°C de saf su iginde bekletildi. Ayni islemler 5 ml PVA
yerine 1 mL P(NIPA) ¢dzeltisi konularak tekrarlandi.
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Karboksil grubu tasiyan matriksler karbodiimitler kullanilarak aktif hale
getirilip enzimlerin immobilizasyonunda kullanilabilirler. Bu immobilizasyon
Sekil 4.3 de gosterilmektedir [37].

E—NH,

I |
O o b

Enzim N—R,

Sekil 4.3. Polimerik destegin karbodiimit ile aktiflestiriimesi ve polimerik
destege enzim baglanmasi

Hidroksisuksinimit kullanarak enzim immobilizasyonu

Sodyum aljinat ( kutlece % 1 lik ,0,5 g ) 50 mg saf suda ¢6zildi ve olusan
cozeltiden 10 mL alinarak tzerine 5 mL PVA ¢6zeltisi eklenip iyice karistirildi.
Daha sonra 0,3 M CaCl, c¢ozeltisine damlatilarak ilave edildi ( Sekil 4.2).
Na-aljinat, CaCl, ile temas ettiginde sodyum-kalsiyum degisimi nedeniyle
suda ¢ozunmeyen Ca-aljinat polimerik kureleri elde edildi. YUzey aktiflestirme
islemi N-hidroksisuksinimit ile su sekilde gergeklestirildi. Ca-aljinat polimerik

kureleri N-hidroksisuksinimit ¢ozeltisi icine ilave edildi ve oda sicakliginda
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manyetik karigtirici ile 4 saat sureyle karistirilarak bir gece aktiflestirme
isleminin tamamlanmasi igin bekletildi. Daha sonra hidroksisuksinimit
baglanmis kureler Uzerine enzim ¢ozeltisi ilave edilerek 4 saat sureyle
manyetik karistirici ile karigtirilarak enzim immobilizasyonu gergeklestirildi.
Yuzey Uzerine adsorbe olan enzimler deiyonize su ile yikanarak ortamdan
uzaklastirildi. Daha sonra kullanilmak tzere 4°C de saf su iginde bekletildi.
Ayni iglemler 5 ml PVA yerine 1 mL P(NIPA) ¢Ozeltisi konularak tekrarlandi.
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Sekil 4.4. Polimerik destegin N-hidroksisuksinimit ile aktiflestiriimesi ve
polimerik destege enzim baglanmasi

Karbodiimit ve N-hidroksisuksinimit kullanarak enzim immobilizasyonu

Sodyum aljinat ( kitlece % 1’ lik ,0,5 g ) 50 mg saf suda ¢dzlldi ve olusan
cozeltiden 10 mL alinarak tzerine 5 mL PVA ¢ozeltisi eklenip iyice karistirildi.
Daha sonra 0,3 M CaCl, ¢dzeltisine damlatilarak ilave edildi ( Sekil 4.2 ). Na-
aljinat, CaCl, ile temas ettiginde sodyum-kalsiyum degisimi nedeniyle suda

¢ozinmeyen Ca-aljinat polimerik kureleri elde edildi. Yuzey aktiflestirme
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islemi karbodiimit ve N-hidroksisuksinimit ile su sekilde gergeklestirildi. Ca-
aljinat polimerik kureleri karbodiimit ve N-hidroksisuksinimit (1:1) c¢ozeltisi
icine ilave edildi ve oda sicakliginda manyetik karistirici ile 4 saat sureyle
karigtirilarak bir gece aktiflestirme isleminin tamamlanmasi igin bekletildi.
Daha sonra karbodiimit ve hidroksisuksinimit baglanmis kureler Uzerine
enzim ¢oOzeltisi ilave edilerek dort saat sureyle manyetik karistirici ile
karigtirilarak enzim immobilizasyonu gercgeklestirildi. YUzey Uzerine adsorbe
olan enzimler deiyonize su ile yikanarak ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra
kullanilmak Uzere 4°C de saf su iginde bekletildi. Ayni islemler 5 ml PVA
yerine 1 mL P(NIPA) ¢dzeltisi konularak tekrarlandi.
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Sekil 4.5. Polimerik desteg@in karbodiimit ve N-hidroksisuksinimit ile
aktiflestiriimesi ve polimerik destege enzim baglanmasi
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4.6. B-Galaktosidazin Aktiflik Tayini
4.6.1. Serbest B-galaktosidaz enziminin aktiflik tayini

B-Galaktosidazin aktifligi Hernaiz ve Crout tarafindan tanimlanan metoda
gOre tayin edildi [26]. Bunun igin reaksiyon balonuna 20 pyL enzim ¢ozeltisi
(0,0015 mM) ve 200 pL P-nitrofenil-p-D-galaktosid (substrat ¢ozeltisi, 5mM )
eklendi ardindan 30 °C de 10 dakika calkalamali su banyosunda bekletildi.
Su banyosundan alinarak balon igerisine 3,9 mL Na,COs; ¢ozeltisi ilave edildi.
Ardindan U.V. spektrofotometresi yardimi ile 398 nm de BR tamponuna (
pH:5 ) karsl absorbansi degeri 6lglldl. Tepkime hizi, dlglilen absorbans
degerleri ve kalibrasyon egrisinin egiminden faydalanarak asagidaki
bagintiya gore hesaplandi.

Hin(y AC  AAzgs  AC
iz(V)=—= *
V) At At AAsgs

Bu esitlikte AC, g/ mL olarak P-nitrofenil-B-D-Galaktosid derigimindeki
degisimi gOsterir, AAsgs (Ao-A:;) absorbanstaki, At zamandaki degisimi

gosterir.

B-Galaktosidaz igin 1 Unite enzim veya birim aktiflik, pH 5 de 10 dakikada ve
30 °C de 1 ymol p-nitrofenil-B-D-galaktosidi par¢alayan enzim miktari olarak

tanimlanmaktadir.

4.6.2. Immobilize B-galaktosidaz enziminin aktiflik tayini

immobilize B-galaktosidaz enziminin aktifligi Bélim 4.6.1 de belirtilen
islemler serbest enzim yerine U¢ adet immobilize enzimden olusan kure

kullanilarak ayni sekilde tayin edildi.
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4.7. Enzim Aktifligine pH Etkisi
4.7.1. Serbest B-galaktosidazin aktifligine pH etkisi

Serbest (3-galaktosidaz enziminin aktifligine pH etkisini incelemek amaci ile
cesitli pH degerlerinde (3,5 - 7,0) BR tamponunda ¢6zinen enzim ve p-
nitrofenil-B-D-galaktosid (200 pL, 5 mM) c¢ozeltileriyle Bolum 4.6.1'de

belirtilen reaksiyonlar gergeklestiriimek suretiyle enzim aktifligi tayin edildi.

4.7.2. Hapsetme yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin
aktifligine pH etkisi

immobilize enzimin aktifligine pH nin etkisini incelemek amaci ile cesitli pH
larda (3,5-7,0) Bolum 4.6.1°de belirtilen reaksiyonlar gerceklestirilerek aktiflik
tayinleri yapildi.

4.7.3. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin
aktifligine pH etkisi

immobilize enzimin aktifligine pH etkisini incelemek amaci ile gesitli pH larda
(3,5-7,0) Bolum 4.6.1'de belirtilen reaksiyonlar gerceklestirilerek aktiflik
tayinleri yapildi.

4.8. Enzim Aktifligine Sicakligin Etkisi

4.8.1. Serbest B-galaktosidazin aktifligine sicakhgin etkisi

Serbest B-galaktosidazin aktifligine sicakhigin etkisini incelemek amaci ile
cesitli sicaklik degerlerinde (25°C-45°C) Bolum 4.6.1°de belirtilen reaksiyonlar
gerceklestirilerek aktiflik tayinleri yapildi.
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4.8.2. Hapsetme yontemiyle immobilize edilen p-galaktosidazin
aktifligine sicakhgin etkisi

immobilize edilen B-galaktosidaz enziminin aktifligine sicakhigin etkisini
incelemek amaci ile cesgitli sicaklik degerlerinde (25 °C- 45°C) Bolum
4.6.1°de belirtilen reaksiyonlar gerceklestirilerek aktiflik tayinleri yapildi.

4.8.3. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen
B-galaktosidazin aktifligine sicakligin etkisi

immobilize edilen B-galaktosidaz enziminin aktifligine sicakhigin etkisini
incelemek amaci ile cesgitli sicaklik degerlerinde (25 °C- 45°C) Bolum
4.6.1°de belirtilen reaksiyonlar gerceklestirilerek aktiflik tayinleri yapildi.

4.9. Enzim Aktifligine Substrat Derigiminin Etkisi

4.9.1. Serbest B-galaktosidazin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Serbest [-galaktosidaz enziminin aktifligine substrat derisiminin etkisini
incelemek amaci ile farkli derisimlerde (2,000-0,031 mM) hazirlanan substrat
coOzeltileri ile Bolum 4.6.1°de belirtilen reaksiyonlar gergeklestirilerek aktiflikleri
tayin edildi.

4.9.2. Hapsetme yontemiyle immobilize edilen p-galaktosidazin
aktifligine substrat derigiminin etkisi

immobilize B-galaktosidazin aktiflijine substrat derigiminin etkisini incelemek
amaci ile farkl derisimlerde (2,000-0,031 mM) hazirlanan substrat ¢ozeltileri
ile Bolum 4.6.1'de belirtilen reaksiyonlar gerceklestirilerek aktiflikleri tayin
edildi.
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4.9.3. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin
aktifligine substrat derigiminin etkisi

immobilize B-galaktosidazin aktiflijine substrat derigiminin etkisini incelemek
amaci ile farkl derisimlerde (2,000-0,031 mM) hazirlanan substrat ¢ozeltileri
ile Bolim 4.6.1°de belirtilen reaksiyonlar gergeklestirilerek aktiflik tayin edildi.

4.10. Depolama Kararlihgi

4.10.1. Serbest B-galaktosidaz enziminin depolanma kararliligi

Serbest [3-galaktosidaz enziminin depolama kararliligi incelemek amaci ile
BR tamponunda (pH:5) hazirlanan enzim ¢ozeltisi buzdolabinda 4°C de
saklandi. Enzim c¢ozeltisinden belirli araliklarda alinan orneklerle Bolum

4.6.1°de belirtilen reaksiyonlar gergeklestirilerek aktiflikleri tayin edildi.

410.2. Hapsetme yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin

depolama kararliligi

Hapsetme yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidaz enziminin depolama
kararlihgini incelemek amaci ile buzdolabinda 4 °C de saf suda (islak) bir
steril petri kabinda saklandi. Belirli araliklarda alinan o6rneklerden yola
citkarak Bolum 4.6.1°de belirtilen yontem uygulanmak suretiyle aktiflikleri tayin
edildi.

4.10.3. Kovalent baglanma  yontemiyle immobilize  edilen
B-galaktosidazin depolama kararlihgi

Karbodiimit kullanilarak immobilize edilen B-galaktosidaz enziminin depolama
kararlihgini incelemek amaci ile buzdolabinda 4 °C de saf suda (islak) steril
petri kabinda saklandi. Belirli araliklarda alinan orneklerden yola ¢ikarak
B6lim 4.6.1°de belirtilen yontem uygulanmak suretiyle aktiflikleri tayin edildi.
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4.11. Tekrar Kullanilabilirlik

4.11.1. Hapsetme yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin tekrar
kullanilabilirligi

immobilize  B-galaktosidaz enziminin tekrar kullanilabilirligini incelemek
amaciyla belli araliklarla Bolum 4.6.1’de verilen yontem ile enzim aktiflikleri
tayin edildi.

4.11.2. Kovalent baglanma  yontemiyle immobilize  edilen
B-galaktosidazin tekrar kullanilabilirligi

immobilize  B-galaktosidaz enziminin tekrar kullanilabilirligini incelemek
amaciyla belli araliklarla Bolum 4.6.1’de verilen yontem ile enzim aktiflikleri
tayin edildi.

4.12. Termal inaktivasyon

4.12.1.Serbest B-galaktosidaz enziminin termal inaktivasyonu

Serbest B-galaktosidaz enziminin termal inaktivasyonunu degerlendirmek
amaci ile 45°C sicaklikta farkli zaman araliklarinda (10-20-30-40-50-60
dakika) tutulan enzim c¢ozeltilerinin aktiflikleri Bolum 4.6.1°de belirtilen

reaksiyonlar gergeklestirilerek enzim aktiflikleri tayin edildi.

4.12.2. Hapsetme yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin termal

inaktivasyonu

Hapsetme yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidaz enziminin termal
inaktivasyonunu incelemek amaci ile 45°C sicaklikta farkli zaman
araliklarinda (10-20-30-40-50-60 dakika) tutulan o6rnekler kullanilarak Bolim
4.6.1'de belirtilen yontem yardimiyla aktiflikleri tayin edildi.
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4.12.3. Kovalent baglanma  yontemiyle immobilize edilen

B-galaktosidazin termal inaktivasyonu

Karbodiimit ve  N-hidroksisuksinimit  kullanilarak immobilize edilen
B-galaktosidaz enziminin termal inaktivasyonunu incelemek amaci ile 45°C
sicaklikta farkli zaman araliklarinda (10-20-30-40-50-60 dakika) tutulan
ornekler kullanilarak Bolim 4.6.1'de belirtlen yontem yardimiyla aktiflikleri

tayin edildi.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA
5.1. Aktiflige pH Etkisi

5.1.1. Hapsetme yontemiyle immobilize edilen p-galaktosidazin
aktifligine pH etkisi

Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kurelerine hapsetme yontemiyle immobilize edilen
B-galaktosidaz enziminin maksimum aktifliginin pH ile degisim grafigi Sekil
5.1 verildi. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kurelerine hapsetme yontemiyle
immobilize edilen B-galaktosidaz enzimi igin optimum pH degeri degismedi
ve 5,0 olarak bulundu.

100 7 —e— 3-Galaktosidaz
—e— CaAlj-P(NIPA)1
\ —a— CaAlj-P(NIPA)2
80 | —=— CaAlj-P(NIPA)3
c —=— CaAlj-P(NIPA)4
< ’ —— CaAlj
=
é 60 | Vi
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E
0
x 40 A
=
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3 3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 7.5
pH

Sekil 5.1. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kirelerine hapsetme yontemiyle
immobilize edilen B-galaktosidazin maksimum aktifliginin pH ile
degigimi
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Serbest ve CaAlj-PVA kurelerine hapsetme yontemiyle immobilize edilen 3-
galaktosidaz enziminin maksimum aktifliginin pH ile degisim grafigi Sekil 5.2’
de verildi. Serbest ve CaAlj-PVA kurelerine hapsetme yontemiyle immobilize

edilen B-galaktosidaz enzimi igin optimum pH dedgeri degismedi ve 5,0 olarak

bulundu.
100 .
—=— 3-Galaktosidaz
—&— CaAlj-PVA1
80 - —— CaAlj-PVA2
—— CaAlj-PVA3
e —— CaAlj-PVA4
Xx —o—CaAjj
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Sekil 5.2. Serbest ve CaAlj-PVA kurelerine hapsetme yontemiyle immobilize
edilen 3- galaktosidazin maksimum aktifliginin pH ile degisimi

Enzimler protein yapisindaki molekuller olduklari igin katalitik aktiflikleri gevre
kosullarindan onemli o6l¢lide etkilenmektedir. Bunlardan biriside ortamin
pH’sidir. Bir enzimin optimum pH, reaksiyon suresi, sicaklik, substrat yapisi
ve derigim, kullanilan tampon tird ve derisim ortamin iyonik siddeti, enzimin
safligi gibi bir seri deneysel parametreye bagimli bir degiskendir.
Biyokimyasal tepkimeler invivo kosullarda gergeklestiginden pH enzimin yik

durumunu dolayisiyla da aktivitesini etkiler.
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pH etkisi Ozellikle su sonuglara neden olmaktadir: enzimin tersinir olmayan
denaturasyonu ve optimum pH bdlgesi diginda koenzim veya prostetik
gruplarin aktif merkezden ayrilmasidir. H* iyonu derisimindeki degisme
ozellikle aktif merkezinde asidik veya bazik gruplar tagiyan enzimler, hidrolaz
icin ¢ok etkindir ve enzimin aktiflik gosterdigi pH skalasi oldukga dardir. Pek
¢ok enzimin optimum pH degeri 7,0 civarindadir. Cok asidik veya ¢ok bazik
ortamlarda enzim denatlre olacagindan reaksiyon hizi tersinmez olarak
azalir ve sifira kadar dusebilir. Sekillerden de goéruldugu gibi serbest
B-galaktosidazin  aktifliginde asidik ve bazik bolgelerde azalmalar
gOzlenmistir. pH daki kayma ayni zamanda enzim tepkimesinin tipine ve
matriksin yapisina da baglidir. Diffizyonel sinirlamalar nedeniyle de ana
¢Ozeltinin pH si tepkimenin meydana geldigi matriks c¢evresinin pH
degerinden oldukga farkli olabilir [38]. Diger taraftan, enzim ile polimerik
destek maddesi arasinda olusabilecek farkli etkilesim kuvvetlerininde
(hidrojen bagi olugsumu, dipol-dipol etkilesimi gibi) pH degerini etkiledigi
bilinmektedir [39].

5.1.2. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin
aktifligine pH etkisi

Serbest ve farkli polimerler kullanilarak kovalent baglanma yontemiyle
immobilize edilen B-galaktosidazin aktifligine pH etkisini incelemek amaci ile
Bolum 4.6.1 de anlatilan reaksiyon kosullarinda gergeklestirilen reaksiyonlara
ait maksimum aktiflik degerlerinin pH ile degisimi Sekil 5.3 ve Sekil 5.4’ de
verildi. Serbest 3-galaktosidaz enzimi igin optimum pH degerleri 5,0 olarak
bulundu. CaAl]-PVA ve CaAlj-P(NIPA) kurelerine kovalent baglanma
yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidaz enzimi igin optimum pH
degerleri 4,5 olarak bulundu. immobilize edilen enzimin pH degerlerinin 4,5’ a
kaymasinin nedeni ise immobilize edilen sistemlerinde matriks ile enzim
arasindaki ikincil etkilesimler (hidrojen bagi,iyonik polar etkilesimler) sonucu

olabilir.
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Sekil 5.3. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kurelerine kovalent baglanma yontemiyle
immobilize edilen B-galaktosidazin maksimum aktifliginin pH ile

degigimi
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Sekil 5.4. Serbest ve CaAlj-PVA kurelerine kovalent baglanma yontemiyle
immobilize edilen B-galaktosidazin maksimum aktifliginin pH ile
degigimi

5.2. Enzim Aktifligine Sicakhgin Etkisi

Enzimlerin katalitik aktifligi sicakliga baglidir. Enzimlerde katalitik aktiflik limit
sicakliklarinin Uzerindeki degerlerde enzim protein yapisinda meydana gelen
denaturasyondan dolay! aktiflikte dusme gozlenir. Sicakhigin artmasi,
molekullerin kinetik enerjisini artirdigindan dolayi tum kimyasal tepkimelerin
ve biyokimyasal tepkimelerin hizlarini artinr. Genelde sicakhdin 10 °C
artmasiyla, tepkime hizlari da yaklagik olarak iki kat artar. Sicaklik arttikga
enzim molekulinin Once tersiyer yapisi, sonra sekonder yapisi (alfa sarmal
yapisi) bozulur. Bu olaylardan enzimin aktif merkezi de etkilenir ve enzim
aktifligini yitirir [39].
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Serbest ve immobilize enzimlerin aktifliklerine sicakligin etkisi genellikle
optimum egrileri gizilerek izlenmektedir. Maksimum aktifligin sicaklikla
degisimini gosteren bu grafikten enzim ig¢in optimum sicaklik degeri belirlenir.

Genellikle inkubasyon suresi arttikga termal denaturasyon nedeniyle
optimum sicaklik degeri diiser. immobilizasyon sonrasinda enzimin optimum

sicakligr genellikle degisir.

Enzimler protein yapisinda buylik ve olduk¢a komplike molekullerdir.
Aktifligin korunmasi igin U¢ boyutlu yapisi korunmalidir. Aktiviteye etki eden
onemli parametrelerden biride sicakliktir. Reaksiyon hizi sicaklik arttikca
artar. Fakat belirli sicakliktan sonra enzim proteinin denatlrasyonundan
dolay! aktiflikte disme olur. Enzimin maksimum aktiflik gosterdigi sicaklik
(optimum sicaklik) Ozellikle operasyonel bir parametre olmasi agisindan

onemlidir.

5.2.1. Hapsetme yontemiyle immobilize edilen p-galaktosidazin
aktifligine sicakligin etkisi

Serbest hapsetme yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidaz enziminin
aktifligine sicakligin etkisini incelemek amaci ile Bolum 4.6.1° de anlatilan
reaksiyon kosullarinda gergeklestirilen reaksiyonlara ait maksimum aktiflik
degerlerinin sicaklik ile degisiminden elde edilen sonuglar Sekil 5.5 - 5.6’ da
verildi. Serbest [(-galaktosidaz igin optimum sicaklik degeri 30°C olarak
bulundu. CaAlj-PVA ve CaAlj-P(NIPA) kurelerine hapsetme yontemiyle
immobilize edilen B-galaktosidaz enziminin ise optimum sicaklik degerleri
35°C olarak bulundu.
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Sekil 5.5. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kirelerine hapsetme yontemiyle
immobilize edilen B-galaktosidazin maksimum aktifliginin sicaklikla
degigimi
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Sekil 5.6. Serbest ve CaAlj-PVA kurelerine hapsetme yontemiyle immobilize
edilen B-galaktosidazin maksimum aktifliginin sicaklikla degigimi
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5.2.2. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin
aktifligine sicakhgin etkisi

Serbest ve kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen 3-galaktosidazin
aktifligine sicakligin etkisini incelemek amaci ile Bolum 4.6.1° de anlatilan
reaksiyon kosullarinda gergeklestirilen reaksiyonlara ait maksimum aktiflik
degerlerinin sicaklik ile degisiminden elde edilen sonuglar Sekil 5.7 - 5.8’ de
verildi. Serbest [(-galaktosidaz igin optimum sicaklik degeri 30°C olarak
bulundu. CaAlj-PVA ve CaAlj-P(NIPA) kurelerine kovalent baglanma
yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidaz enziminin ise optimum sicaklik
degerleri 35°C olarak bulundu.
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Sekil 5.7. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kurelerine kovalent baglanma yontemiyle
immobilize edilen B-galaktosidazin maksimum aktifliginin sicaklikla
degigimi
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Sekil 5.8. Serbest ve CaAlj-PVA kurelerine kovalent baglanma yontemiyle
immobilize edilen B-galaktosidaz enziminin maksimum aktifliginin
sicaklikla degisimi

Serbest (B-galaktosidaz enziminin optimum sicaklik degeri 30°C iken CaAlj-
PVA ve CaAlj-P(NIPA) kurelerine hapsetme ve kovalent baglanma
yontemleriyle immobilize edilen [(-galaktosidaz enzimlerinin optimum pH
degeri 35°C ye yukseldi. Dolayisiyla serbest enzime gore immobilize enzim
sicakliga karsi daha dayanikli hale geldi. Enzim ile polimerik destek arasinda
kovalent baglarin olusmasi enzim hareketlerinde konformasyonel
sinirlamalarin dogmasina neden olabilir ve optimum sicaklikta artis
gozlenebilir. Dolayisiyla enzim katalitik aktifligini gosterebilmek i¢in daha

blayuk aktiflesme enerjisine sahip olabilir.
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5.3. Aktiflige Substrat Derigiminin Etkisi

Serbest (3-galaktosidazin aktifligine substrat derigiminin etkisi incelenmis ve
cesitli substrat derisimlerinde (2,000-0,0312 mM) hesaplanan K, ve Vmak

degerleri gizelgelerde verilmistir.

Enzim-substrat (ES) reaksiyonu asagida gosterildigi gibidir.

K 4 Ko

E+S *—— ES——> E+U

k1

Bu esitlikte E= Enzim, S= Substrat, ES= Enzim-substrat kompleksi, U= Uriini

gosterir.

Enzim reaksiyon hizi Michaelis-Menten Esitligi ile verilir.

Vmak . S
Vs — Michaelis-Menten Esitligi (5.1)
Kn+$S

Michaelis-Menten Esitliginin duzenlenmesi ile Lineweaver-Burk bagintisi elde

edilir.

1 Km 1 1

. s — (5.2)
V Vmak S Vmak

Bu esitliklerde; V= Baslangi¢ hizi, Vya= Maksimum hizi, Kn,=Michaelis sabiti,
S=substrat derisimi olarak belirtilir.

immobilizasyon sirasinda enzim proteinindeki konformasyonel degisiklikler,
sterik etkiler, mikrogevre etkileri ve difuzyon etkileri immobilize enzimlerin

serbest enziminkinden farkli kinetik davraniglar gostermesine neden olurlar.
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O nedenle immobilize enzimlerin kinetik davranislarinin incelenmesi, kinetik

sabitlerin tayini ve serbest enzimle kiyaslanmasi oldukga onemlidir.

Bu degerlerin Uzerindeki derisimlerde aktiflikte belirgin degisiklikler

gOzlenmemektedir.

immobilize enzimin Km degeri serbest enzimine gére daha yiiksektir.
Km'deki bu artisin nedeni, uygulanan immobilizasyon igleminde enzimin
yapisal bir degisiklige ugramasinin dogal bir sonucu olabilecegi ya da
substratin immobilize enzimin aktif merkezine yaklagmasinin zor oldugu

seklinde agiklanabilir.

5.3.1. Hapsetme yontemiyle immobilize edilen p-galaktosidazin
aktifligine substrat derisiminin etkisi.

Serbest ve hapsetme yontemiyle immobilize edilen [(-galaktosidazin
aktifligine substrat derigiminin etkisini arastirmak amaciyla 2,000-0,031 mM
p-nitrofenil-B-D-galaktosid derigsim araligi kullanilarak hazirlanan substrat
cOzeltileriyle BolUm 4.6.1° de anlatilan reaksiyon kosullarinda gergeklestirilen
reaksiyonlar sonucunda elde edilen absorbans degerlerinden ve kalibrasyon
grafiklerinin yardimiyla hesaplanan reaksiyon hizlarindan yararlanilarak
gizilen Linewear- Burk dogrulari Sekil 5.9-5.10" da verildi. Grafikten
immobilize enzimlerin kinetik parametreleri yani K, ve Vma degerleri
hesaplandi ve Cizelge 5.1-5.2’ de verildi. Hapsetme ydntemiyle immobilize
edilen sistemlerde diflUzyonel etkiler sebebiyle K, ve Vna degerlerinde
degisiklikler gozlendi.
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1/V (Dak.mM™)

500 - ¢ [-Galaktosidaz

= CaAl-P(NIPA)1

0. | CaAP(NIPAY

x CaAl-P(NIPA)3

x CaAlj-P(NIPA)4
300 -

o CaAl
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A
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Sekil 5.9. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kirelerine hapsetme ydntemiyle
immobilize edilen B-galaktosidaza ait Linewear- Burk grafigi

Cizelge 5.1. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kurelerine hapsetme yéntemiyle
immobilize edilen B-galaktosidazin kinetik parametreleri

Destek Km (MmM) Vimak (MM.dak™)
Serbest B-Galaktosidaz 0,343 0,0259
CaAlj-P(NIPA)1 2,401 0,059
CaAlj-P(NIPA)2 1,543 0,077
CaAlj-P(NIPA)3 1,467 0,055
CaAlj-P(NIPA)4 1,210 0,091
CaAlj 1,088 0,088
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Sekil 5.10. Serbest ve CaAlj-PVA kurelerine hapsetme yontemiyle
immobilize edilen B-galaktosidaza ait Linewear- Burk grafigi

Cizelge 5.2. Serbest ve CaAlj-PVA kurelerine hapsetme yontemiyle
immobilize edilen B-galaktosidazin kinetik parametreleri

Destek Km (MM) Vmak (MM.dak™)
Serbest B-Galaktosidaz 0,343 0,0259
CaAlj-PVA1 1,367 0,1212
CaAlj-PVA2 1,882 0,1448
CaAlj-PVA3 1,884 0,1436
CaAlj-PVA4 0,9627 0,2328
CaAlj 0,746 0,4371
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5.3.2. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen
B-galaktosidazin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Serbest ve kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin
aktifligine substrat derigiminin etkisini arastirmak amaciyla gesitli derisimlerde
hazirlanan substrat c¢ozeltileriyle Bolum 4.6.1° de anlatilan reaksiyon
kosullarinda gercgeklestirilen reaksiyonlardan ve kalibrasyon grafiginden elde
edilen egimler yardimiyla hesaplanan reaksiyon hizlarindan yararlanilarak
Linewear- Burk grafigi Sekil 5.11 - 5.12’ de verildi. Grafikten yararlanarak K,
ve Vma deg@erleri hesaplandi ve Cizelge 5.3 - 5.4° de verildi. Kovalent
baglanma yontemiyle immobilize edilen sistemlerde difizyonel etkiler

sebebiyle K, ve Vnacdegerlerinde degisiklikler gozlendi.

300 +
+ [(-Galaktosidaz
250 1 - CaAl-P(NIPA)-CDI
s+ CaAlj-P(NIPA)-NHS
200 -
= « CaAlj-P(NIPA)-CDI-NHS
=
£
X 150 ~
o
(=}
=
- 100 ~
50 -
T %0 T T T T T T ]
-10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35
1/S (mM™)

Sekil 5.11. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kirelerine kovalent baglanma
yontemiyle immobilize edilen (3-galaktosidaza ait Linewear- Burk
grafigi
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Cizelge 5.3. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kurelerine kovalent baglanma

yontemiyle immobilize edilen [(-galaktosidazin kinetik
parametreleri
Destek Km (MmM) Vimak (MM.dak™)
Serbest B-Galaktosidaz 0,343 0,0259
CaAlj-(NIPA)-CDI 1,296 0,0103
CaAlj-(PNIPA)-NHS 0,957 0,0058
CaAlj-(PNIPA)-CDI-NHS 0,846 0,0049

300 -
250
¢ [-Galaktosidaz
= CaAlj-PVA-CDI
200 -
< s CaAlj-PVA-NHS
%
ﬁ: 150 | e CaAlj-PVA-CDI-NHS
o
=
T 100
50 -
T %0 T T ]
-15 -5 15 25 35
1/S (mM™)

Sekil 5.12. Serbest ve CaAlj-PVA kirelerine kovalent baglanma yontemiyle
immobilize edilen B-galaktosidaza ait Linewear- Burk grafigi
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Cizelge 5.4. Serbest ve CaAlj-PVA kurelerine kovalent baglanma ydntemiyle
immobilize edilen B-Galaktosidazin kinetik parametreleri

Destek Km (MmM) Vimak (MM.dak™)
Serbest B-Galaktosidaz 0,343 0,0259
CaAlj-PVA-CDI 0,905 0,056
CaAlj-PVA-NHS 4,971 0,7908
CaAlj-PVA-CDI+NHS 3,364 0,7997

Serbest ve immobilize B-Galaktosidaz enzimlerinin 1/S nin 1/V ye karsi
grafige gegiriimesiyle kinetik parametreleri hesaplandi. Serbest f3-
Galaktosidaz enzimi igin K, degeri 0,343 mM ve V. degeri0,0259 mM.dak™
olarak bulundu. immobilizasyonla K, degerlerinde bir artma gézlendi.
Substrat ve polimerik destek arasindaki etkilesmeyle, substrat-enzim
kompleks olusum ihtimalini dugtren enzimdeki yapisal degisikliklerle, sterik
etkilerle, diffizyonel sinirlamalarla K., degisebilr ve genellikle

immobilizasyonla Km degerlerinde artma gozlenebilir.

5.4. Serbest ve immobilize B-Galaktosidazin Depolama Kararlilig

5.41. Hapsetme yontemiyle immobilize edilen p-galaktosidazin
depolama kararlihigi

Serbest ve hapsetme yontemiyle immobilize edilen [(-galaktosidazin
depolama kararhligi Bolim 4.6.1° de aciklandigi gibi gerceklestirildi ve
sonuglar Sekil 5.13 - 5.14’ de verildi. Serbest (-Galaktosidazin depolama
kararliligi oldukga iyi olup 30. glin sonunda hala aktifliginin yaklagik %15’ini
korudugu goruldu. CaAlj-P(NIPA) kirelerine hapsetme ydntemiyle immobilize
edilen (B-galaktosidaz enzimlerinin ise 30. glin sonunda hala aktifliklerinin
%62 - %82 arasinda degdisen oranlarda korudugu belirlendi.




60

120
—=— (3-Galaktosidaz
—0— CaAlj-P(NIPA)1
100 £} —A— CaAlj-P(NIPA)2

(NIPA)
—A—CaAlj-P(NIPA)3
—%— CaAlj-P(NIPA)4

801 ~0— CaAlj

60

40 -

Maksimum Aktiflik (%)

20

0 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Depolama (giin)

Sekil 5.13. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kirelerine hapsetme ydntemiyle
immobilize edilen B-galaktosidazin depolama kararliligi
CaAlj-P(NIPA) kurelerine hapsetme ydntemiyle immobilize edilen [-
galaktosidaz enzimlerinin ise 60. gun sonunda hala aktifliklerinin %50 - %60

arasinda degisen oranlarda korudugu belirlenmigtir.
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Sekil 5.14. Serbest ve CaAlj-PVA kurelerine hapsetme yontemiyle
immobilize edilen B-galaktosidazin depolama kararlihgi

CaAlj-PVA kurelerine hapsetme yontemiyle immobilize edilen (B-galaktosidaz
enzimlerinin ise 30. gun sonunda hala aktifliklerinin %61 - %80 arasinda

degisen oranlarda korudugu belirlendi.

CaAlj-PVA kurelerine hapsetme yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidaz
enzimlerinin ise 60. gun sonunda hala aktifliginin %45 - %55 arasinda

degdisen oranlarda korudugu gozlend..
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5.4.2. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin
depolama kararlihigi

Serbest ve kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen 3-galaktosidazin
depolama kararhligi Bolim 4.6.1° de aciklandigi gibi gerceklestirildi ve
sonuglar Sekil 5.15 - 5.16’ da verildi.

120
—&— 3-Galaktosidaz
100 € — CaAlj-P(NIPA)-CDI
= —A— CaAlj-P(NIPA)-NHS
— 80 1
= —— CaAlj-P(NIPA)-CDI-NHS
=
c 60 -
=
£
z
< 40 |
=
20
0 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Depolama siiresi (Giin)

Sekil 5.15. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kirelerine kovalent baglanma

yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin depolama
kararlihgi

CaAlj-P(NIPA) kurelerine kovalent baglanma ydntemiyle immobilize edilip
farkli aktiflestiricilerle aktiflegtirilen [-galaktosidaz enzimlerin 60. gun
sonunda hala aktifliklerini yaklasik %60 oraninda korudugu belirlendi.
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Sekil 5.16. Serbest ve CaAlj-PVA kurelerine kovalent baglanma yontemiyle
immobilize edilen B-galaktosidazin depolama kararliligi

CaAlj-PVA kurelerine kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilip farkli
aktiflegtiricilerle aktiflestirilen [-galaktosidaz enzimlerinin 60. gun sonunda
hala aktifliklerini yaklasik %60 oraninda korudugu belirlendi.

Depolama kararlligi enzimin saklama kosullarina bagli bir parametredir.
Genellikle suda ¢d6zinmez enzim preparatlari ya da kuru olarak steril petri
kaplarinda ya da tampon c¢ozeltilerin i¢cinde suspansiyon seklinde 4°C de
saklanabilir. Kovalent baglanma ve hapsetme yontemleriyle immobilize edilen
B-Galaktosidaz enzimi 4°C de deiyonize su igerisinde saklandiginda enzimin

aktifligini uzun sure korudugu gozlenmisgtir.
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Genellikle enzimlerin immobilizasyonu sonunda enzimatik aktifliginin
artmasinin normal bir durum oldugu belirtiimektedir. Bu durum enzimin o

kosullarda sahip oldugu yapisal formundan kaynaklandigi dusunulebilir.
5.5. Enzim Aktifliginin Tekrar Kullanim ile Degigimi

immobilize enzimlerin aktifliklerini etkileyen bir parametrede bunlarin bir gok
kez ve uzun sure kullanilabilmeleridir. Bu amagcla Bolim 4.6.1’de agiklandigi
gibi yapilan denemelerle, immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi
arastirildi. Bir gun icinde ayni immobilize enzim ile en fazla 30 kez
calisilabildi.

5.5.1. Hapsetme yontemiyle immobilize edilen p-galaktosidazin
aktifliginin tekrar kullanim ile degigimi

Serbest B-Galaktosidaz bir kez, immobilize enzim ise aktifligini korudugu
surece pek ¢ok kez kullanilabilir. Calismamizin birinci kisminda; hapsetme
yontemiyle immobilize edilen enzimlerin tekrar kullanilabilirligini incelemek
amaci ile pH 5,0'da ve 30°C de Béliim 4.6.1° de verilen ydntem ile aktiflikler
tayin edildi. CaAlj-PVA ve CaAlj-P(NIPA) kirelerine immobilize edilen B-
galaktosidaz enzimlerinin maksimum aktiflik ile tekrar kullanim sayilari Sekil
5.17 - 5.18'de, tekrar kullanim sayilari ise Cizelge 5.5 - 5.6'da verildi.
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Sekil 5.17. CaAlj-PVA kurelerine hapsetme yontemiyle immobilize edilen
enzimlerin tekrar kullanimi

Cizelge 5.5. Serbest ve CaAlj-PVA kurelerine hapsetme yontemiyle
immobilize edilen B-Galaktosidazin tekrar kullanim sayilari

Ornek Tekrar Kullanim Sayisi
CaAlj-PVA1 9
CaAlj-PVA2 13
CaAlj-PVA3 9
CaAlj-PVA4 7
CaAlj 9

Cizelge 5.5°de gorulugu gibi, immobilize B-Galaktosidazin p-nitrofenil-3-D-
galaktosid substrat oldugu kosullarda CaAlj-PVA kurelerine hapsetme
yontemiyle immobilize edildiginde tekrar kullanim sayilari farkli bilegimler igin
5 ile 10 arasinda degistigi en fazla 13 oldugu belirlendi.
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Sekil 5.18. CaAlj-P(NIPA) kirelerine hapsetme ydntemiyle immobilize edilen
enzimlerin tekrar kullanimi

Cizelge 5.6. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kirelerine hapsetme ydntemiyle
immobilize edilen B-Galaktosidazin tekrar kullanim sayilari

Ornek Tekrar Kullanim Sayisi
CaAl-P(NIPA)1 7
CaAl-P(NIPA)2 5
CaAl-P(NIPA)3 5
CaAl-P(NIPA)4 10
CaAlj 9
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Cizelge 5.6’da goralugu gibi, immobilize B-Galaktosidazin P-nitrofenil-3-D-
galaktosid substrat oldugu kosullarda CaAlj-P(NIPA) kulrelerine hapsetme
yontemiyle immobilize edilen B-Galaktosidazin tekrar kullanim sayilari farkh
bilesimler icin 9-13 arasinda degistigi ve en fazla 10 oldugu belirlendi. Bu
tekrar kullanilabilirlik sonuglari, enzimin birgok defada ¢ok fazla aktiflik kaybi

olmadan kullanilabilecegini gostermektedir.

5.5.2. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin
aktifliginin tekrar kullanim ile degigimi

Calismamizin bu kisminda; karbodiimit, N-hidroksisiksinimit, karbodiimit ve
N-hidroksisuksinimitin bir arada aktiflestirici olarak kullaniimasiyla immobilize
edilen enzimlerin tekrar kullanilabilirligini incelemek amaci ile pH 5’ de ve
30°C da B&liim 4.6.1° de verilen yéntem ile aktiflikler tayin edilmek suretiyle
belirlendi. immobilize enzimlerin maksimum aktifligi ile tekrar kullanim
sayilarinin degisimi Sekil 5.19 -5.20' de verildi. immobilize enzimlerin tekrar

kullanim sayilari Cizelge 5.7 - 5.8’ de verildi.
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Sekil 5.19. CaAlj-P(NIPA) kurelerine kovalent baglanma ydntemiyle
immobilize edilen enzimlerin tekrar kullanimi

Cizelge 5.7. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kurelerine kovalent baglanma
yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin tekrar kullanim

sayilari
Ornek Tekrar Kullanim Sayisi
CaAl-P(NIPA)-CDI 50
CaAl-P(NIPA)-NHS 56
CaAlj-P(NIPA)-CDI-NHS 60

Cizelge 5.8'de goruligu gibi, immobilize B-galaktosidazin p-nitrofenil-3-D-
galaktosid substrat oldugu kosullarda CaAlj-P(NIPA) kirelerine kovalent
baglanma yontemiyle immobilize edildiginde tekrar kullanim sayilari farkli
aktiflegtiriciler igin 60 civarinda oldugu belirlendi. Bu tekrar kullanilabilirlik
sonuglari, enzimin birgok defada c¢ok fazla aktiflik kaybi olmadan

kullanilabilecegini gostermektedir.
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Sekil 5.20. CaAlj-PVA kurelerine kovalent baglanma yontemiyle immobilize
edilen enzimlerin tekrar kullanim sayilari

Cizelge 5.8. Serbest ve CaAlj-PVA kurelerine kovalent baglanma yontemiyle
immobilize edilen B-galaktosidaz enziminin tekrar kullanim

sayilari
Ornek Tekrar Kullanim Sayisi
CaAlj-PVA-CDI 58
CaAlj-PVA-NHS 57
CaAlj-PVA-CDI-NHS 60
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Cizelge 5.7°’de goéruligu gibi, immobilize B-galaktosidazin P-nitrofenil-3-D-
galaktosid substrat oldugu kosullarda CaAlj-PVA kurelerine kovalent
baglanma yontemiyle immobilize edildiginde tekrar kullanim sayilari farkli
aktiflestiriciler igin 60 civarinda oldugu belirlendi.

5.6. Termal inaktivasyon

Serbest ve immobilize (-galaktosidazin termal inaktivasyonunu incelemek
amaci ile 45° C sicaklikda farkli zaman araliklarinda (10-60 dakika) inkibe
edilen enzim ¢ozeltilerinin Bolum 4.6.1" deki reaksiyonlar gercgeklestirilerek

aktiflikleri tayin edildi.

Birinci dereceden inaktivasyon sabitleri, ki asagidaki esitlikler yardimiyla

hesaplandi.
dAo

- =kj x Ao (5.3)
dk

INnAi=InAp-kix t (5.4)

Bu esitlikte, Ao baglangi¢ aktifligi, A: t slre sonraki aktifligi belirtir.

5.6.1. Hapsetme yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin termal

inaktivasyonu

45° C sicaklikda farkli zaman araliklarinda serbest ve immobilize enzimlerin
maksimum aktifliginin zamanla degisimi $Sekil 5.21 - 5.22" de gosterildi.
Cizilen InA-t grafigi yardimiyla hesaplanan inaktivasyon sabitleri Cizelge 5.9 -
5.10°da verildi.
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Sekil 5.21. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kurelerine hapsetme ydntemiyle
immobilize edilen B-galaktosidazin maksimum aktifliginin
zamanla degigimi

B-galaktosidaz enziminin 45°C de 60 dakikalik inkibasyon sonunda

baslangi¢ aktifliginin %20 sini korudugu goruldi. CaAlj-P(NIPA) kirelerine

hapsetme yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidaz enzimlerinin 45°C de

60 dakikalik inkibasyon sonunda sonra baslangi¢c aktifliklerinin farkl

bilesimlerine bagli alarak %45 - %70 arasinda korudugu goézlendi. Bu

grafikten yaralanilarak cizilen InA-t grafigi yardimiyla hesaplanan

inaktivasyon hiz sabitleri (ki ) Cizelge 5.9’ da verildi.
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Cizelge 5.9. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kirelerine hapsetme ydntemiyle
immobilize edilen B-galaktosidazin 45°C daki inaktivasyon hiz

sabitleri
Ornek ki (dakika™)
Serbest B-galaktosidaz 0,0289
CaAlj-P(NIPA)1 0,0100
CaAlj-P(NIPA)2 0,0103
CaAlj-P(NIPA)3 0,0110
CaAlj-P(NIPA)4 0,0112
CaAlj 0,0135

120
100
=
~— 80 |
X
E
g 60
=
E —— B-Galaktosidaz
(72}
% 40 { | -0~ CaAlj-PVA1
= —&— CaAlj-PVA2
o0 | | 75 CaAl-PVA3
—X— CaAlj-PVA4
—O— CaAlj
0 I I I I I I
0 10 20 30 40 50 60 70
Zaman (Dakika)

Sekil 5.22. Serbest ve CaAlj-PVA kurelerine hapsetme yontemiyle immobilize
edilen B-galaktosidazin maksimum aktifliginin zamanla degisimi
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CaAlj-PVA kurelerine hapsetme yontemiyle immobilize edilen (3-galaktosidaz
enzimlerinin 45°C de 60 dakikalik inkubasyon sonunda sonra baslangi¢
aktifliklerinin farkh bilesimlerine bagli olarak %53 - %65 arasinda degisen
oranlarda korudugu go6zlendi. Bu grafikten yaralanilarak cizilen InA-t grafigi
yardimiyla hesaplanan 45°C da hesaplanan inaktivasyon hiz sabitleri (ki )
Cizelge 5.10’ da verildi.

Cizelge 5.10. Serbest ve CaAlj-PVA kurelerine hapsetme yontemiyle
immobilize edilen (B-galaktosidazin 45°C deki inaktivasyon

hiz sabitleri
Ornek ki (dakika™)
Serbest B-galaktosidaz | 0,0289
CaAlj-PVA1 0,0050
CaAlj-PVA2 0,0080
CaAlj-PVA3 0,0111
CaAlj-PVA4 0,0126
CaAlj 0,0135

5.6.2. Kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin

termal inaktivasyonu

45° C sicaklikda ve farkli zaman araliklarinda serbest ve immobilize
enzimlerin maksimum aktifliginin zamanla degisimi Sekil 5.23 - 5.24’ de
gosterildi. Cizilen InA-t grafigi yardimiyla hesaplanan inaktivasyon sabitleri
Cizelge 5.11 - 5.12’ de verildi.
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Sekil 5.23. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kirelerine kovalent baglanma
yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin maksimum
aktifliginin zamanla degigimi

CaAlj-P(NIPA) kirelerine kovalent baglanma yéntemiyle immobilize edilen 3-
galaktosidaz enzimlerinin 45°C de 60 dakikalik inkibasyon sonunda
baslangi¢ aktifliklerinin karbodiimitle aktiflestirildiginde %48,
N-hidroksisuksinimitle aktiflestirildiginde %40, karbodiimitle ve
N-hidroksisuksinimitle aktiflestirildiginde %20 oraninda korudugu gdzlendi.
Bu grafiklerden yaralanilarak cizilen InA-t grafigi yardimiyla hesaplanan 45°C
deki inaktivasyon hiz sabitleri (k; ) Cizelge 5.11’ de verildi.



75

Cizelge 5.11. Serbest ve CaAlj-P(NIPA) kirelerine kovalent baglanma
yontemiyle immobilize edilen (-galaktosidazin 45° C deki
inaktivasyon hiz sabitleri

Ornek ki (dakika™)
Serbest B-galaktosidaz 0,0289
CaAlj-P(NIPA)-CDI 0,0192
CaAlj-P(NIPA)-NHS 0,0165
CaAlj-P(NIPA)-CDI-NHS 0,0119
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100 1 —a— CaAl-PVA-CDI-NHS
—+— CaAl-PVA-NHS
=00 | —o- CaAlj-PVA-CDI
=
E
= 60
=
£
£
© 40 ]
=
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0 10 20 30 40 50 60 70

Zaman (Dakika)

Sekil 5.24. Serbest ve CaAlj-PVA kirelerine kovalent baglanma yontemiyle
immobilize edilen B-galaktosidazin maksimum aktifliginin
zamanla degigimi

CaAlj-PVA kurelerine kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilen [3-

galaktosidaz enzimlerinin 45°C de 60 dakikalik inklibasyon sonunda sonra

baslangic  aktifliklerinin  karbodiimitle  aktiflestiriidiginde %51, N-
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hidroksisuksinimitle  aktiflegtirildiginde %44, karbodiimitte ve  N-
hidroksisiksinimitle aktiflestirildiginde %35 oraninda korudugu gézlendi. Bu
grafiklerden yaralanilarak cizilen InA-t grafigi yardimiyla hesaplanan 45°C
deki inaktivasyon hiz sabitleri (k; ) Cizelge 5.12’ da verildi.

Cizelge 5.12. Serbest ve CaAlj-PVA kirelerine kovalent baglanma
yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidazin 45° C deki
inaktivasyon hiz sabitleri

Ornek ki (dakika™)
Serbest B-galaktosidaz | 0,0289
CaAlj-PVA-CDI 0,0216
CaAlj-PVA-NHS 0,0165
CaAlj-PVA-CDI-NHS 0,0100

Hapsetme yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidaz enziminin kj degerinin
serbest B-galaktosidaz enziminin ayni sicaklikta ki degerinden buyuk oldugu
goruldu. Buda immobilize enzimlerin serbest enzime gobre denatirasyona

karsi daha direncli oldugu soylenebilir.
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6. SONUGLARIN DEGERLENDIRILMESI

Serbest ve immobilize (B-galaktosidaz enziminin aktivitesine etki eden cesitli

parametreler incelenmigtir. Elde edilen sonugclar asagidaki gibi 6zetlenebilir.

1. Serbest B-galaktosidaz igin optimum pH degeri 5,0 olarak bulundu.
Kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilen (-galaktosidaz i¢in optimum
pH degeri 4,5 olarak odlgulirken hapsetme yontemiyle immobilize edilen [3-
galaktosidaz enzimleri igin optimum pH degeri degismedi.

2. Serbest B-galaktosidaz igin optimum sicaklik 30° C olarak bulunmustur.
Kovalent baglanma ve hapsetme yontemleriyle immobilize edilen [-
galaktosidaz enzimleri igin optimum sicaklik degeri 35° C kaydi.

3. Serbest [(-galaktosidaz igin K, degeri 0,343 mM olarak bulundu.
Hapsetme ve kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilen [-
galaktosidaz enzimleri icin K, degerleri 0,746 mM -0,497 mM arasinda

o

degistigi goruldu.

4. Serbest B-galaktosidaz igin Vima degeri 0,0259 mM.dak™, hapsetme ve
kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilen B-galaktosidaz enzimleri
icin ise Vmak degerleri 0,0049mM.dak '-0,7997mM.dak™” arasinda degistigi
goraldu.

6. Hapsetme yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidaz enziminin tekrar
kullanim sayisinin en fazla 13 olarak bulunurken kovalent baglanma
yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidaz enzimlerinin tekrar kullanim

sayisinin en fazla 60 olarak bulundu.

7. Serbest B-galaktosidaz 60 dakikada aktifliginin (45°C) yaklasik % 20 sini
korudu. Hapsetme yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidaz enzimleri 60
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dakikada aktifliklerini yaklagik %45 - %70 arasinda korurken, kovalent
baglanma yontemiyle immobilize edilen B-galaktosidaz enzimleri 60 dakikada
aktifliklerini yaklagik %20 - %51 arasinda korudugu gézlendi.
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