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OZET
YUKSEK LiSANS TEZi

SACCHAROMYCES CEREVISIAE INVERTAZIN KARBOKSILLENMIS COK
DUVARLI KARBON NANOTUPLER UZERINE IMMOBILIiZASYONU

Merve AKALAN

Siirt Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Yakup ASLAN
2019, 36+x sayfa

Endiistriyel bir enzim olan invertaz, siikrozun hidrolizini katalize eden bir glikoproteindir ve gida
sanayisinde invert seker tiretiminde kullanilmaktadir. 1:1 oraninda glukoz ve fruktoz karisimindan olusan
invert seker, graniiler silkrozdan daha tatl ve daha ¢dziiniir olmasindan dolay1 gida sanayisinde 6nemli bir
bilesendir. Ozellikle seker iireticilerinin yiiksek viskoziteli soliisyonlarda sekerin kristallesmesini
geciktirmek amaciyla kullanilmaktadir.

Bu tez calismasinda, Saccharomyces cerevisiae invertazin immobilizasyonu, ticari
immobilizasyon martiksi olan karboksillenmis c¢ok duvarli karbon nanotlip {iizerine adsorpsiyon
yontemiyle gerceklestirildi. Immobilizasyon kosullar1 optimize edilerek, % 100 immobilizasyon verimi
ve % 177.69 aktivite verimi elde edildi. Enzimin optimum pH’1 (4.5) ve optimum sicakligi (55°C)
immobilizasyon sonrasinda degismemistir. Ayrica serbest ve immobilize enzim i¢in kinetik sabitleri
Linereaver-Burk grafigi kullanilarak belirlendi. Substrat olarak siikroz kullanildiginda serbest ve
immobilize enzim i¢in K, degerleri sirasiyla 215.5 mM ve 140.9 mM olarak hesaplanirken, V.
degerleri ise sirastyla 0.0339 pumol/mg.dk ve 0.0481 pmol/mg.dk olarak hesaplandi. Immobilize enzim,
pes pese tekrarlanan yirmi kullanim sirasinda ve yirmi gilinliik depolama sirasinda, baslangic aktivitesini
kaybetmemistir. 150 rpm c¢alkalama hizindaki bir orbital g¢alkalayicili ve 1sitmali bir inkiibatorde,
optimum kosullarda (pH 4.5 and 55 °C), immobilize enzim kullanilarak siikrozun hidrolizi 6 saat boyunca
izlendiginde, hidrolizin 4 saatte tamamlandig1 anlasild.

Sonug olarak, bu tez calismasinda elde edilen karboksillenmis ¢ok duvarli karbon nanotiip
iizerine immobilize Saccharomyces cerevisiae invertazin, invert sekerin endiistriyel iiretiminde

kullanilabilecegi sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: Adsorpsiyon, Immobilizasyon, Invert Seker, Invertaz, Karbon Nanotiip, Sukroz.
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The invertase, an industrial enzyme, is a glycoprotein that catalyzes the hydrolysis of sucrose
and is used in the production of invert sugar in the food industry. Invert sugar, consisting of 1: 1 mixture
of glucose and fructose, is more sweet and soluble than sucrose and is an important component in the
food industry. It is especially used for the purpose inhibite the crystallization of sugar in high viscosity
solutions of sugar based products.

In this study, the immobilization of Saccharomyces cerevisiae invertase was carried out by
adsorption method on the carboxylated multi-walled carbon nanotube, which is a commercial
immobilization matrix. By optimizing the immobilization conditions, 100% immobilization efficiency
and 177.69% efficiency were obtained. The optimum pH (4.5) and optimum temperature (55 ° C) of the
enzyme did not change after immobilization. In addition, kinetic constants for free and immobilized
enzyme were determined using Linercaver-Burk graph. When sucrose was used as the substrate, the K,
values for the free and immobilized enzyme were calculated as 215.5 mM and 140.9 mM, respectively,
while the V.« values were 0.0339 umol / mg.min. and 0.0481 pmol / mg.min. The immobilized enzyme
did not lose its initial activity during repeated use and also during twenty days of storage. When the
hydrolysis of sucrose was monitored for 6 hours using the immobilized enzyme at optimum conditions
(pH 4.5 and 55 ° C) with an orbital shaker and heated incubator at a shaking rate of 150 rpm, the
hydrolysis was completed in 4 hours.

In conclusion, it can be said that Saccharomyces cerevisiae invertase immobilized on the
carboxylated multilevel carbon nanotube obtained in this thesis study can be used in the industrial

production of invert sugar.

Keywords: Adsorption, Carbon Nanotube, Immobilization, Invert Sugar, Invertase, Sucrose



1. GIRIS

Invert seker, es molar glukoz ve fruktozdan olusan, siikrozun enzim veya asitle
hidrolizi sonucu elde edilen, siikrozdan daha tatl ve daha ¢oziinlir olmasindan dolay1
gida endiistrisinde tercih edilen bir bilesendir. Yapay bal iiretimi, tatlilarin doldurulmasi
ve yumusaklifin korunmasi gibi uygulamalarda kristallesmeyi oOnlemede etkili
oldugundan sekerleme endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Invertazlar,
siikrozun hidrolizinden sorumlu olan, endiistriyel uygulamalar i¢in genel olarak maya
suslarindan elde edilen enzimlerdir. Endiistride en yaygin olarak kullanilan invertaz,

yiiksek aktivitesi nedeniyle Saccharomyces cerevisiae invertaz (SCI)'dur.

Immobilizasyon, enzimlerin suda ¢dziinmeyen bir polimerin iizerine veya
igerisine kimyasal baglanma veya fiziksel adsorpsiyon ile baglanarak ¢oziinmez hale
getirilmesidir. Immobilize enzimler gida biyoteknolojisinde gecmisten giiniimiize
yaygin olarak kullanilmaktadir. Capraz baglama, entrapment, kovalent baglama ve
adsorpsiyon yontemleri ile giiniimiize kadar ¢ok sayida endiistriyel enzim immobilize
edilerek kullanilmaktadir. Immobilize enzim kullanmanm, siizerek reaksiyon
ortamindan ayrilmasiyla tekrar tekrar kullanilmasi, diisiik iirtin maliyeti, daha saf iiriin
elde edilmesi gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Literatiirde SCI'nin immobilizasyonu ile
ilgili ¢ok c¢esitli martikslerin ve metotlarin kullanildig1 ¢alismalar yer almasina ragmen,
elde edilen aktivite verimleri genellikle yiizde yiiziin altindadir. Karbon nanotiipler
yiiksek enzim baglama kapasiteleri, kararliliklar1 ve enzimlere karsi dogal afiniteleri
nedeniyle ilk icat edildikleri 1993 yilindan beri enzim immobilizasyonunda yaygin
olarak kullanim alani bulmustur. Karboksile edilmis ¢ok duvarli karbon nanotiip (c-
MWCNT) iizerine immobilize edilen enzimlerin aktivitelerinde serbest enzimlere gore

bes ile on iki kat aktivite artis1 elde edildigi bildirilmistir.

Dolayisiyla, bu tez calismasimin en biliylik varsayimi, c-MWCNT iizerine
immobilize edilecek olan SCI enziminin invert seker Tlretiminde daha verimli
kullanilabilecegi ihtimalidir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda SCI enziminin c-MWCNT
lizerine adsorpsiyon yontemiyle yiizde yiiz baglanma verimi ve miimkiin olan en yiiksek
aktivite verimi elde etmek i¢in immobilizasyon kosullarinin ve immobilize SCI

kullanilarak siikrozdan invert seker iiretimi kosullarinin optimizasyonu amaclandi.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. invertaz Enzimi

Enzimler hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1i gergeklestiren, cogunlukla
protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Hiicrelerde ¢ok 6nemli metabolik gorevleri
olan enzimler giiniimiizde ¢esitli endiistriyel amagclar i¢in kullanilmaktadir. Serbest
enzimlerin katalizledikleri reaksiyon sonunda {iriinden ayrilarak geri kazanilmalar1 ve
tekrar kullanilmalar1 ¢ok pahali bir dizi karmasik teknikleri gerektirmektedir. Bu da
iriin maliyetini artirdig1 i¢in {iriinden ayrilmayip genellikle iirlinle beraber
tiiketilmektedirler. Ancak, bazi enzimlerin {iriinle beraber tiiketilmeleri saglik agisindan
sakincalar dogurabilmektedir. Ayrica, enzimlerin sadece bir kez kullanilmalari, pahali
olmalar1 nedeni ile prosesleri ekonomik olmaktan ¢ikmaktadir. Bu nedenle, enzimlerin
immobilize edilerek defalarca kullanilmalari, siirekli proseslerin olusturulmasi agisindan
onem arz etmektedir. Giiniimiizde ¢ok sayida immobilize enzim endiistriyel islemlerde

kullanilmaktadir.

Endiistriyel olarak dneme sahip enzimlerden biri invertaz enzimidir. Invertaz (B-
D-fruktofuranosidaz, sakarraz, invertin, siikkraz; EC 3.2.1.26), hidrolaz grubuna aittir ve
siikrozun, indirgen sekerler olarak bilinen es molar glukoz ve fruktoz karisimina
hidrolizinden sorumludur. Gida ve icecek endiistrisinde yaygin olarak kullanilan,
genellikle mayalardan elde edilen bir enzimdir. Siikrozun invertaz ile enzimatik
hidrolizi, siikrozun a-(1,4) glikozid baglarinin pargalanmasi, invert seker olarak bilinen
bir es molar glukoz ve fruktoz karisiminin olusumu ile sonug¢lanir (Milovanovic ve ark.,
2007).

Invertaz enzimi memeliler, sebzeler, bocekler, bakteriler ve mantarlarda da
bulumaktadir ancak, endiistriyel invertazlar genellikle mayalardan elde edilmektedir
(David, 2006). Endistriyel invertaz, Saccharomyces cerevisiae tarafindan Tretilir
(Rashad ve ark., 2006). Siikroz hidrolizi i¢in major 6zgiinliige sahip olan SCI, siikrozun
hidrolizini katalize eden bir glikoproteindir ve gida endiistrisinde invert seker
tiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir (Tanriseven ve Dogan, 2001). Bu reaksiyon
sonucunda, a-D-glukoz ve a-D-fruktoz elde edilirr. Fruktoz siikrozdan daha tatli oldugu
icin, invert sekerin tatlilik derecesi daha yiiksektir. Kristallesmenin 6nlenmesi, tatlilarin

doldurulmasinda, yumusakligin korunmasinda onemli rol oynar. Ayrica, invertaz,



siikrozun substrat oldugu zaman suni bal {iretimi, seker iiretimi i¢in nemlendirici madde
tiretimi, kozmetik, kagit ve ila¢ liretimi gibi cesitli endiistriyel uygulamalarda da

kullanilmaktadir (Kotwal ve Shankar, 2009).

Maya invertazlar1 diger bir¢ok enzimin aksine, glikoprotein olmasi nedeniyle,
genis bir pH ve sicaklik araliginda nispeten yiiksek aktivite sergilerler ve asidik pH
aralig1 (3.5-5.5) ile 55-70 °C sicaklik araliginda daha aktiftirler. Bu enzimler, siikroz
inversiyonu i¢in immobilize formda da biiyiik 6l¢ekte kullanilabilmektedir (Vitolo ve

ark., 1999).
2.2. Siikroz

Siikroz, bir glukozun a-(1,2) glikozidik bagi ile bir fruktoza baglanmasi sonucu
olusan bir disakkarittir (Sekil 2.1). Siikroz dogal bir tatlandirict olup ¢ogu sebze ve
meyvelerde bulunur. Endiistriyel {iretiminde gseker kamisi ve seker pancari
kullanilmaktadir. Sofra sekeri olarak kullanilmasmin yaninda, gida iiretiminde
tatlandiric1 ve koruyucu olarak da kullanilir (Aslan, 2005). Siikrozun invertaz ile

hidrolizinden invert seker karigimi elde edilir. Molekiil agirligi 342.3 tiir (Dogan, 2000).

Enzimatik siikroz hidrolizinde, serbest invertazlarinin yaninda immobilize
formda invertazlar da kullanilmaktadir. Serbest ve immobilize edilmis formlardaki
invertaz katalizli hidroliz ile, asit hidroliziyle elde edilen renkli versiyona kiyasla, diigiik
konsantrasyonlarda 5-hidroksimetil-2-furfural (HMF) ve renk gelisimi olmaksizin

yiiksek kalitede surup tiretilmektedir (Kang, 2000).

OH
HO
H O H 0
H H
oH H H HO
HO 0
H OH OH H OH
Siikroz

Sekil 2.1. Siikrozun molekiil yapisi



2.3. Invert Seker

Bir disakkarit olan siikroz, invert seker olarak bilinen 1:1°lik es molar glikoz ve
fruktoz karisimina ayrilabilmektedir. Invert seker, graniiler siikrozdan daha tatli ve daha
¢dziiniir olmasindan dolay1 sekerleme endiistrisinde cok dnemli bir bilesendir. Ozellikle
seker Treticilerinin yliksek viskoziteli soliisyonlarda sekerin kristallesmesini
geciktirmek amaciyla kullanilmaktadir (Toppare ve ark., 2003).

Enzim katalizorliigiinde elde edilen invert seker karisimi, asit hidroliziyle elde
edilen renkli {riinlerin aksine, renksiz olma avantajina sahiptir ve kullanilan yiiksek
konsantrasyonlarda siikrozdan daha diisiik bir kristallige sahiptir. Bu baglamda,
immobilize invertaz kullanimi cazip bir segenektir ¢iinkii enzimin yeniden kullanim1 ve
katalizoriin stabilitesi ve aktivitesindeki artis maliyet diismesine yol acgabilmektedir
(Mazi ve ark., 2006).

Invertaz enzimi Sekil 2.2°de goriilen, siikrozun invert seker adi verilen es molar
glukoz ve fruktoza parcalanma reaksiyonunu katalizler. Ayni reaksiyon, ortamda
invertaz bulunmamasit durumunda da gerceklesir, ancak invertazin katalizor etkisi
sonucu reaksiyon hizi ¢ok biiyiik oranda artar. Bu 6zelliginden dolay1 gida endiistrisinde
yaygin olarak kullanilmasimin yaninda, sekerleme {irlinlerinin raf Omriinii uzatmak
amactyla katki maddesi olarak da kullanilir (Dogan, 2000).

2.4. Glukoz

Sekil 2.3'te goriildiigii gibi D-Glukoz (D-glukopiranoz), (CsH,06; MA=180.159
g/mol) alt1 karbondan olusmus bir sekerdir. Nisasta ve seliilloz sirasiyla,
anhidroglukopiranoz {initelerinin o- ve - baglar ile baglanarak uzun zincirli polimer
olusturmasi ile meydana gelir. Insan diyetinin biiyiik boliimiinii glukozun serbest veya

polimerlesmis hali olusturur.
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Sekil 2.2. invertaz enzimi katalizérliigiinde siikrozun glukoz ve fruktoza pargalanmasi
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Sekil 2.3. Glukozun molekiil yapis1

Glukoz ve glukoz igeren iiriinler, endiistriyel olarak nisastadan iiretilmektedir. Bu islem
icin genelde musir kullanilir. Misir nisastasit haricinde arpa, bugday, piring, patates
nisastasi veya diger nisastalar da kullanilmaktadir. Diinyada {iiretilen misir nigastasinin

% 70’1 glukoz iceren tatlandiricilara doniistiiriiliir (Dogan, 2000).

2.5. Fruktoz

Molekiil yapisi Sekil 2.4'te goriilen D - fruktoz, D - glukozdan sonra en 6nemli
monosakkarittir. Fruktoz dogada o6zellikle meyvelerde (elma ve armut) serbest
monosakkarit halinde bulunmaktadir. Serbest kristal B-D fruktopiranoz’un erime noktasi
105 °C’dir. Fruktoz c¢ozeltisinin tatliligi sicaklik, konsantrasyon ve asit miktarina
baghdir. % 10’luk fruktoz ¢ozeltisinin tathiligi oda sicaklifinda siikrozdan 1.3 kat daha
fazladir.

Fruktoz, endiistriyel olarak siikroz, nisasta ve iniilinden elde edilmektedir.
Fruktoz diisiik kaloride ve diyabetik olarak {iretilen pek c¢ok gida {irliniinde
kullanilmaktadir. Diger yapay tatlandiricilara kiyasla acimst bir tadi yoktur. Ayrica,
fruktoz pismis gidalardaki su kaybini engelleyerek raf Omriiniin de uzatmaktadir.
Stikrozdan daha tatli olmasi, diisiik sicakliktaki yliksek ¢oziintirliigii, yiiksek donma

noktasi sayesinde dondurma tiretiminde de rahatlikla kullanilmaktadir (Dogan, 2000).
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Sekil 2.4. Fruktozun molekiil yapisi



2.6. Enzim Immobilizasyonu

Immobilizasyon, enzim aktivitesini uzun siire korumak igin, suda ¢dziinmeyen
bir martikse adsorpsiyon, kovalent baglama, capraz baglama veya martiks igine
hapsederek enzimin hareketinin sinirlanmasi iglemidir. Bir enzimin immobilizasyonu,
hareketliligini kimyasal veya fiziksel yontemlerle kisitlayarak elde edilir. Kontrollii
salim sistemleri, cevresel kirleticilerin belirlenmesi ve biyosensor tasarimi gibi
alanlarda uygulamalar i¢in enzim oOzelliklerinin arttirllmasinda kullanilir. Enzimin
aktivitesi immobilizasyon islemi sirasinda diisebilse de, basitlestirilmis ayirma,
immobilize edilmis enzimlerin reaksiyon ortamindan kolay geri kazanilmasi gibi bircok
avantaja sahiptir ve bunlar igletme maliyetini azaltmak icin tekrar tekrar kullanilabilir.
Ayrica enzimler immobilizasyon ile kararli hale getirilebilirler. Enzim
immobilizasyonunda organik ve inorganik yapida ¢ok sayida dogal veya yapay martiks
kullanmaktadir (Eupergitler, karbon nanotiip, v.b.). Destek malzemeleri, optimum pH

ve sicaklik gibi parametreleri degistirebilir (Birnbaum ve ark., 1993).
Immobilize enzim kullanmanin avantajlari;

— Reaksiyon ortamindan basit yontemlerle ayrilabilir.

— Yiiksek sicaklik ve pH’ya kars1 daha dayaniklidir.

— Siirekli proseslerin uygulanmasini miimkiin kilar.

— Defalarca kullanilabilir.

— Saklama sartlarinda aktivitelerini aylarca koruyabilir.
— Uriin maliyetini diisiiriir.

— Safiiriin eldesini miimkiin kilar.

— Segici olarak bazi malzemelerin sentezi miimkiin olur.

— Uriin inhibisyonu dnlenebilir.

Ik enzim immobilizasyonu 1916 yilinda Nelson ve ark. tarafindan invertaz
enzimi ile yapilmistir. Giinlimiize kadar, konu ile ilgili, on binlerce makale ve patent

yayinlanmustir.



2.6.1. Enzim immobilizasyon Metotlari

Immobilizasyon metotlarnnda farkli smiflandirmalar yapilabilmesine ragmen
genellikle baglanma reaksiyonun tipine gore siiflandirma yapilmaktadir. Adsorpsiyon,
entrapment (bir polimerik jel veya kapsiil i¢ine hapsetme), bifonksiyonel reaktiflerle
capraz baglanma ve kovalent baglanma olmak iizere dort ana gruba ayrilir (Sekil 2.5).
Immobilizasyon metodunnun sec¢imi, enzimin ve martiksin yapilari, kullanilacaklari
prosesler gibi parametrelere baglidir. Immobilize enzimler, kullanilan martiksin
yapisina ve immobilizasyon metoduna bagl olarak, serbest enzimlere gore optimum

sartlari, kinetik sabitleri ve iirlin bilesimleri bakimindan farkli 6zellikler gosterebilirler.

2.6.1.1. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon metodu, enzimin en zayif ¢ekim kuvvetleriyle inert bir martikse
baglanmasini esas alan, olduk¢a basit ve ekonomik bir immobilizasyon yontemidir.
Immobilizasyon, enzim ¢dzeltisinin uygun pH ve sicaklikta martiksle karistirilmasiyla
gerceklestirilir. Enzimle martiks arasinda van der Waals ve hidrojen baglar gibi zayif
baglar olusur ve bdylece enzimler martiksten kolaylikla ayrilirlar. Iyon degistiriciler
kolaylikla proteinleri adsorbe ederler ve enzim immobilizasyonu i¢in endiistride yaygin
olarak kullanilirlar (Aslan, 2005). Immobilizasyon teknikleri arasinda, adsorpsiyon
diger yontemlerden daha yiiksek bir ticari potansiyele sahiptir, ¢iinkii adsorpsiyon islemi
daha basit ve daha ucuz bir yontemdir. Ayrica aktiviteyi korur ve en oOnemlisi,
immobilizasyondan sonra destek materyali de tekrar tekrar kullanilabilir (Marquez ve
ark., 2008). Adsorpsiyon yontemi ile immobilizasyonda yaygin olarak kullanilan

adsorbentler Tablo 2.1'de goriilmektedir.
2.6.1.2. Capraz baglama

Sulu ¢ozeltilerde ¢oziinebilen enzimler, bifonksiyonel capraz-baglayici reaktifler
kullanilarak birbirlerine kovalent olarak baglandiklarinda ¢6ziinmez hale gelirler (Chui
ve Wan, 1997). Glutaraldehit bu amac icin kullanilan capraz-baglayic1 reaktiflerden
biridir (Klibanov, 1983). Bifonksiyonel glutaraldehit molekiiliindeki aldehit gruplari,
enzimlerin amino gruplariyla reaksiyona girerek enzimleri capraz baglar. Capraz
baglanma molekiiller aras1 veya molekiil i¢i olusabilir ve protein ¢oker. Capraz bagl

protein santrifiij ile kolaylikla ayrilabilir.



Kovalent Baglama
Adsorpsiyon

N

immoblllzasyon metotlari

4

Capraz Badlama

Entrapment

Enkapsiilasyon

Sekil 2.5. Enzim immobilizasyon metotlar1 (Dutra, 2015)

.Tablo 2.1. Adsorpsiyonla immobilizasyonda kullanilan adsorbentler

Etkilesme Adsorbentler

Fiziksel Adsorpsiyon Dogal Martiksler
Aktif Karbon
Silika jel
Aluminyum
Cam
Nisasta
Modifiye Martiksler
Konkanavalin A
Sefaroz
Tannin
Amino hekzil seliiloz
Fenoksiasetil seliiloz

Iyonik Baglanma Katyon Degistiriciler
CM-seliiloz
Doveks 50
Amberlit CG-50
Anyon Degistiriciler
DEAE-seliiloz
DEAE-sefadeks
Amberlit

2.6.1.3. Entrapment (Hapsetme)

Bir polimerin olusumu sirasinda, enzimin olusan polimer igerisine
hapsedilmesine entrapment denir (O’Driscoll, 1976). Bu metot i¢in en yaygin olarak
kullanilan polimerlerden birisi aljinik asittir. Aljinatlar, toksik olmayan dogal ve
ekonomik polimerlerdir. Aljinat jellerinin (bead, kapsiil, fiber) gozeneklerinin biiyiik
olmasi, fosfat gibi bazi anyonlar igeren reaksiyon ortamlarinda kararliliginin diisiik
olmasi, kullanilmalarini siirlayan faktorlerdendir. Aljinat kullanilarak enzimler degisik
metotlarla immobilize edilebilir. Enzim, aljinat ¢ozeltisiyle karigtirilarak kalsiyum

kloriir ¢ozeltisine damlatildiginda kalsiyum aljinat beadleri olusur. Enzim, kalsiyum



kloriir ile karigtirilarak aljinat ¢ozeltisine damlatildiginda ise kalsiyum aljinat kapsiilleri
olusur. Enzim-Aljinat-gliserol karisimi, kalsiyum klorilir ¢dzeltisine siringa ile iplik
seklinde enjekte edildiginde, kalsiyum aljinat fiberleri olusur. Olusan bead, fiber veya
kapsiilin gozenek bilyiikliigli, kullanilan aljinat ve kalsiyum kloriir c¢ozeltisinin
derisimine baghidir. Molekiil kiitlesi 300 kDA'dan kiiciik olan enzimler aljinat
jellerinden kagabilmektedir. Bu nedenle, kalsiyum aljinat ile immobilizasyon genellikle
hiicrelerin immobilizasyonunda kullanilir (Blandino ve ark., 2000; Hayashi ve ark.,

1994).

2.6.1.4. Kovalent baglama

Enzimler genellikle amino, siilfidril, karboksil, hidroksil veya imidazol
gruplariyla, dogal ve yapay cok sayida kat1 martikse kovalent baglanmayla immobilize
edilebilirler. Uzerinde aktif gruplar bulunduran martiksler, uygun tampon cozeltide
enzimlerle muamele edilerek enzim immobilizasyonu gerceklestirilir (Katchalski-Katzir
ve Kraemer, 2000).

Uretan prepolimerler kovalent immolizasyonda yaygin olarak kullanilan
martikslerindendir. Prepolimerler, diizosiyanat tiirevlerinin, aktif hidrojen bulunduran
cesitli bilesiklerle (glikol, poliglikol, poliol) reaksiyonlarindan elde edilirler ve
yapilarinda izosiyanatlar bulunur. Prepolimerler su ile muamele edildiginde siingerimsi
yapida polimerler meydana gelir. Ortamda enzim bulundugunda, enzimin aktif hidrojen

bulunduran gruplariyla, izosiyanat gruplari kovalent baglar olustururlar.

2.7. -MWCNT'ler ile Enzim immobilizasyonu

Immobilizasyon prosediirleri, temel olarak biyokatalizorlerin ayrilmasi, tekrar
kullanilmas1 ve siirekli islemlerin gelistirilmesi amaciyla kararliliklarinin iyilestirilmesi
icin gelistirilmistir. Son yillarda, enzim immobilizasyon teknolojisinin odagi nanoyapili
malzemelerin kullanimina yonelmistir. Nanomalzemeler enzim immobilizasyonu i¢in
destek olarak yogun ilgi kazanmistir, ¢iinkii yliksek yiizey alani enzim yikiini ve
immobilize edilmis enzimin katalitik davranigini olumlu yonde etkilemektedir (Stamatis

ve ark., 2010).

Enzimlerin yapis1 geregi denatiirasyonunun gerceklesebilmesine ragmen,
CNT'ler yiiksek sicakliklarda ve organik ¢oziiciilerde geleneksel diiz desteklerden ¢ok
daha fazla kararlilik saglayabilirler (Asuri ve ark., 2006).



Karbon nanotiipler, tek duvarli veya ¢ok duvarli grafen levhalarin kesintisiz
silindirlere yuvarlanmasiyla olusturulmus iki tiire ayrilmaktadir. Sekil 2.6'da goriilecegi
tizere, bu silindirik yapilar tek duvarli karbon nanotiip (SWCNT) ve ¢ok duvarli karbon
nanotiip (MWCNT) olarak adlandirilmaktadir (Yellampalli, 2011). Tek duvarli karbon
nanotiip, yaklasik 1-2 nm c¢apinda, tek bir grafen tabakasinin fulleren uclar ile kendi
etrafinda dondiiriilmiis halidir. Cok duvarli karbon nanotiipler ise, farkli ¢aplara sahip
tek duvarli karbon nanotiiplerin i¢ ige geg¢mesi ile olusan formdur. Tek duvarli
nanotiipiin avantaji, yiiksek spesifik yilizey alanina sahip olmasi iken ¢ok duvarli
nanotiiplerin avantaj1 kolay ayristirilmasidir (Weiser D., 2015). c-MWCNT’lerin enzim

immobilizasyonunda avantajlari asagida gosterilmistir.

— Genis spesifik ylizey alani

— Daha yiiksek miktarda enzim baglama kapasitesi
— Yiiksek spesifik aktivite

— Yiiksek kullanim ve saklama kararlilig

— Yiiksek iletkenlik kararlilig

Nanopartikiiller yiiksek yiizey alanina ve immobilizasyon islemi i¢in 6nemli
ozelliklere ve mekanik kararliliga sahip olduklarindan enzim immobilizasyonu ig¢in
miikemmel martikslerdir (Prlainovic ve ark., 2013). Literatiirde enzim immobilizasyonu
icin adsorpsiyon ve kovalent baglanma yontemlerinde tek duvarli karbon nanotiiplerin
(SWCNT) ve cok duvarli karbon nanotiiplerin (MWCNT') kullanimi hakkinda ¢ok
sayida calisma bulunmaktadir. Sekil 2.7'de goriildiigli gibi, adsorpsiyonla
immobilizasyon, enzim ile martiksin tampon ¢ozeltide inkiibe edilmesiyle

gergeklestirilir (Garlet ve ark., 2014).

SCI son 90 yi1l boyunca her tiirlii immobilizasyon teknigi ile ¢ok sayida farkli
destekler ile immobilize edilmesine ragmen c-MWCNT iizerine immobilizasyonu ile

ilgili bir ¢caligma literatiirde bulunamad.
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Sekil 2.6. Karbon nanotiipler. a. Tek duvarli karbon nanotiip (SWCNT), b. Cok duvarli karbon
nanotiipler (MWCNT).

c-MWCNT ENZiM c-MWCNT=-ENZIiM

Sekil 2.7. Adsorpsiyon yontemi ile c-MWCNT iizerine enzim immobilizasyonu.
2.8. c-MWCNT ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Wang ve ark. (2011)’in calismalarinda ¢c-MWNT {izerine genview kaynakl
papain immobilizasyonu sonucu % 18.8 baglanma verimi, % 78.9 aktivite verimi elde
etmisler ve 7 kullanim sonrasinda baglangic aktivitesinin % 61'ini korudugunu

gostermislerdir.

Rastian ve ark. (2013) yaptiklar1 calismada c-MWCNT {izerine Candida rugosa
lipaz enzimi immobilize etmisler ve calisma sonunda % 52 baglanma verimi alirken %

48 aktivite verimi elde etmisglerdir.

Garlet ve ark. (2014) yaptiklar1 calismada Aspergillus niger inulinazi c-
MWCNT {izerine immobilize ederek % 90 baglanma verimi saglamislardir ve
immobilize enzimin 5 hafta sonunda dahi baglangic aktivitesini korudugu sonucuna

varmiglardir.
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Rastian ve ark. (2014) yaptiklar1 bir baska ¢alismada ise c-MWCNT iizerine
Candida rugosa lipaz enzimini immobilize ederek % 86.7 baglanma verimi ve % 492.5
aktivite verimi elde etmislerdir. Calismanin devaminda immobilize enzim 7 kullanim

sonrasinda baslangictaki aktivitesinin % 123.7'e indigini bildirmislerdir.

Azevedo (2014), c-MWCNT tiizerine fungal peroxidase enzimini immobilize
ettigi calismanin sonucunda % 100 baglanma verimi elde etmistir. immobilize enzimin
9 kullanim sonunda aktivitesini tamamen kaybettigi, 40 giin sonrasinda ise aktivitenin

% 34'e diistiigiinii bildirmislerdir.

Feng ve ark. (2015), c-MWCNT iizeine a-Amylase ve glucoamylase enzimini
immobilize ederek % 95.1 aktivite verimi elde etmislerdir. Immobilize enzimin 8

kullanim sonrasinda aktivitesini kaynetmedigini gostermislerdir.

Jamie ve ark. (2016), c-MWCNT iizerine Candida rugosa lipaz enzimini

immobilize etmisler ve % 85.6 baglanma verimi, % 500 aktivite verimi elde etmislerdir.

Zniszczol ve ark. (2016), yaptiklalari calismada c-MWCNT iizerine
Pseudomonas fluorescens lipaz enzimini immobilize etmiglerdir. Immobilizasyon
sonunda % 59 baglanma verimi elde ederken % 1200 aktivite verimi elde etmislerdir.
Immobilize enzimin 8 kullanim sonrasinda baglangi¢ aktivitesinin % 60'a diistiiglinii

gostermislerdir.

c-MWCNT genis spesifik yiizey alan1 nedeniyle daha yiliksek miktarda enzim
baglama kapasitesine, yiiksek spesifik aktiviteye ve yiiksek kullanim ve depolama
kararliligina sahip oldugundan diger martikslerle yapilan immobilizasyon ¢aligsmalardan
daha yiiksek aktiviteye ve kararliliga sahip immobilize SCI elde edilmesi miimkiindiir.
Bu 6zellik ise immobilize enzimlerin endiistriyel uygulamalarinda aktivitenin uzun siire

korunabilmesi ve enzim maliyetinin diistiriilmesi agisindan ¢cok onemlidir.
2.9. SCI'min Immobilizasyonu ile ilgili Literatiirde Yer Alan Cahsmalar

Tarihte ilk SCI immobilizasyonu bilim insanlar1 Nelson ve Grift (1916)
tarafindan yapilmistir. Bu immobilizasyonda adsorpsiyon yontemi kullanilmistir.

Calismanin sonucunda mayadan elde edilen invertazin aktivitesinin enzimin odun

12



komiiriine veya bir kolloide adsorbe olup olmamasindan etkilenmeyecegini

kanitlamiglardir.

Tanriseven ve Dogan (2001), yaptiklar1 ¢calismada SCI'1 aljinat kapsiiller i¢ine
immobilize ederek, immobilizasyon veriminin yliksek (% 87) ve enzim aktivitesinde de

azalma olmaksizin 36 giin aktif oldugu sonucuna varmiglardir.

Tanriseven ve ark. (2001), invert seker iiretmek icin poli (3-metiltienil
metakrilat)/poli (3-tiofenasetik) (PMTM-PTAA) immobilizasyon martiksini SCI'in
kovalent immmobilizasyonunda kullanmis ve calisma % 87 immobilizasyon verimliligi
ile sonuclanmigtir. Ayrica aktivite i¢in optimum kosullarin immobilizasyondan
etkilenmedigini ancak immobilize enzimin daha yiiksek pH ve sicaklik degerlerinde

daha kararli oldugunu tespit etmislerdir.

Akgol ve ark. (2001), yaptiklar ¢alismalarinda, yeni gelistirilen manyetik poli
(vinilalkol) (PVAL) mikrokiirecikler iizerine siikrozun hidrolizi i¢in SCI enzimini
kovalent baglanma ile ve % 74 aktivite verimiyle immobilize etmislerdir. Optimum
sicakligin ise immobilize enzim icin serbest enzimden 5 °C daha biyiik oldugu
saptanirken, optimum pH degeri ise serbest enzim icin 5.0 iken immobilize enzim ig¢in
5.5 olarak bulunmustur. Ayrica, 1s1l kararlilik ve depolama kararliliginin

immobilizasyon ile arttig1 belirtilmistir.

Mansour ve Dawoud (2003), SCI1 celite ve poliakrilamid iizerine immobilize
ederek aktivite veriminin sirasiyla % 92 ve % 81 oldugunu, hem serbest hem de
immobilize enzim i¢in optimum pH ve sicakliin sirastyla 4.6 ve 60 °C oldugunu ve
immobilize edilen enzimin 90 giin boyunca oda sicakliginda saklandiginda ve pes pese

20 kez kullanildiginda bagslangi¢ aktivitesini kaybetmedigini bildirmislerdir.

Bayramoglu ve ark. (2003), calismalarinda SCI enzimini kovalent baglanma ile
poli(hidroksietil metakrilat-co-glisidil metakrilat) poli (HEMA-GMA) film {izerine
immobilize etmislerdir. Iimmobilize enzimin optimum sicaklig1 serbest enzime gére 5
°C artis gosterirken optimum pH degerinin ayni kaldigi saptanmistir. Immobilize
enzimin aktivitesinin serbest emsallerine gore daha kararli oldugu tespit edilmistir.
Depolanma kararliligi olarak 28 giliniin sonunda immobilize enzimin baslangic
aktivitesinin % 32’sini kaybettigi belirlenmistir. Kolay immobilizasyon protokolii,

epoksi gruplarinin  yogunlugundan dolayr ve bunun kolaylikla degistirilerek
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monomer/komonomer oranin ayarlanabilir olmasi, daha oOnce yapilan caligmalarla
karsilagtirildiginda yiiksek immobilizasyon kapasitesine sahip olmasi, biyoteknolojik
caligmalar icin iyl bir mekanik dayaniklilik gostermesi gibi 6zelliklerin uygulama

avantajlar1 gosterilebilecegi kanitlanmustir.

Milovanovic ve ark. (2006), yaptiklar1 ¢alismada, kalsiyum aljinat boncuklar
icine SCI''lmn immobilizasyonunu ger¢eklestirmislerdir. Calismanin sonucunda 40 ardisik

dongiiden sonra bile invertaz aktivitesinin % 90’11 korudugunu gdstermislerdir.

Hertz ve ark. (2013), yaptiklarn caligmada, SCI'y1 iyonotropik jelasyon
yontemiyle hazirlanan ve glutaraldehit ile aktive edilen kitosan nanopartikiiller tizerinde
kovalent olarak immobilize etmis ve immobilizasyon sonunda termal ve depolama
stabiliteleri, enzimin optimum pH ve sicakliginin degismedigini, K,,’nin 3 kat arttigini

Viax 10 ise degismedigini gostermislerdir.

Tanriseven ve ark. (2013), yaptiklar1 bir baska calismada ise, SCI'n
supermacroporous poliakrilamid kriyojel i¢inde immobilizasyonu i¢in yeni bir yontem
gelistirilmis  ve invert seker TUretmek icin kullanilmistir. Yontemin % 100
immobilizasyon ve % 74 aktivite verimiyle sonuclandigi, immobilize invertazin,
baslangi¢ aktivitesini 30 giin boyunca ve pes pese 30 kullanim sonunda korudugu fakat
immobilizasyonun optimum sicaklik iizerinde etkisi olmadigr ve hem serbest hem de

immobilize enzim i¢in 60 °C oldugu sonucuna varmislardir.

Tanriseven ve ark. (2008)min, yaptiklar1 bir bagka calismada SCI'nin poli (3-
metiltiyenil metakrilat) - poli (3-tiofenasetik asit) (PMTM-PTAA) iizerine kovalent
immobilizasyonu % 87 immobilizasyon verimi ile sonug¢lanmis ve enzimin optimum pH
(4.5) ve sicaklik (55 °C) degerlerinin immobilizasyondan etkilenmemistir. Ancak
immobilize SCI'nin yiiksek pH ve sicakliklarda daha aktif oldugu goriilmiistiir. Serbest
ve SCI i¢in kinetik parametreler Linewear-Burk grafigi kullanilarak belirlenmis ve K,
degerleri serbest ve immobilize enzim ig¢in sirasiyla 35 ve 38 mM olarak belirlenmistir.
Vmax degerleri ise serbest ve immobilize enzim i¢in sirasiyla 29 ve 24 mg glukoz/mg
enzim olarak belirlenmistir. Calismanin sonunda, siikrozdan glukoz ve fruktoz iiretimi
icin immobilize enzim kullanilabilecegi kanisini varilmistir. 50 kez pes pese tekrarlanan
reaksiyonlarda ve bir ay boyunca depolanma sonucunda da tiim aktivitesini korudugu

gosterilmistir.
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Sugunan ve Sanjay (2006), yaptiklari ¢calismada invertazi mikro gozenekli asitle
aktive edilmis montmorillonit kil (K-10) iizerine hem adsorpsiyon hem de kovalent
baglama yontemi ile immobilize etmisler ve daha sonrasinda immobilize enzim ile
siikroz hidrolizini gergeklestirmiglerdir. Calisma sonucunda immobilize edilmis
enzimlerin daha yiiksek pH ve sicaklikta da kararli olduklarini ve optimum pH ve
sicakligin yiikseldigini belirtmislerdir. immobilize edilen enzimin 20 giin boyunca
aktivitesinde 6nemli bir kayip olmaksizin 5 °C’de pH 5 ve 6 tamponunda depolanabilir

oldugunu ileri stirmiislerdir.

Literatiir arastirmamizin bir sonucu olarak, SCI enzimi bir ¢ok farkli martiks ve
metot kullanilarak immobilize edildigi, ancak aktivite verimlerinin % 100'in altinda
oldugu goriilmektedir. Ayrica, SCI enziminin bu zamana kadar c-MWCNT f{izerine
immobilizasyonu ile 1ilgili herhangi bir caligmaya rastlanilamadi. Dahasi, c-
MWCNT'lerin genis ylizey alanlar1 dolayisiyla daha fazla enzim baglama kapasitesine
sahip olmasi, yliksek kararlilik nedeniyle mekanik darbelere dayanikli olmasi, sulu
cozeltilerde ¢ok iyi dagilmalart ve ¢oOzeltinin her tarafina dogru Brown Hareketi
yapmasi, substrat ve irlinler i¢in kiitle transferi problemi gostermemesi gibi
nedenlerden &tiirii baz1 enzimlerin aktivitesinin immobilizasyon sonucu 5-12 kat arttig
bildirildiginden, bu tez calismasinda SCI'nin c-MWCNT f{izerine immobilizasyonunda
da serbest enzime gore daha yiiksek aktivite verimi elde edilebilme ihtimalinin varlig
bizi bu tez calismasia yonlendirdi. Yaptigimiz tez ¢alismasinda SCI'nin c-MWCNT
izerine immobilizasyon kosullar1 ve immobilize SCI kullanilarak siikrozdan invert

seker iiretimi kosullarinin optimizasyonu amaglanda.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyaller

Saccharomyces cerevisiae invertaz Bio-Cat firmasindan hediye olarak temin
edildi. UV-VIS Spektrometresi (VWR, UV-6300PC), pH metre Hanna Intruments
(HI11310) Woonsocket, Rhode Island, saf su cihazit (MDM, Mini Pure 1, MDM-0170),
MDM Co. Ltd. (Suwon-si, South Korea) firmasindan, USAfirmasindan, magnetik
kanigtirict (Heidolph MR Hei-Standard) Heidolph UK-Radleys (Shire Hill, UK)
firmasindan, hassas terazi (Shimadzu-ATX224) Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan)
firmasindan, orbital calkalayicili 1sitmali inkiibatér (Mipro-MCI) Protek Lab Group;
professional laboratory solutions company (Ankara, Turkey) firmasindan, vakum
pompasi (Biobase, GM-0.50A) Biobase Biodustry Co. Ltd. (Shandong, China)
firmasindan, Bovin Serum Albumin (BSA), sodium dihidrojen fosfat, hidrokilorik asit,
sodyum hidroksit, sodyum siilfit, fenol ve D-glukoz Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
Germany) firmasindan, 3.5-dinitrosalisilik asit (DNS) Alfa Aesar (Kandel, Germany)
firmasindan, sodyum potasyum tartarat (Rochelle salt) VWR Prolabo Chemicals
(Leuven Belgium) firmasindan. Sodyum azid ve siikroz Merck Millipore (Darmstadt,
Germany) firmasindan, karbon nanotiipler (i¢ ¢ap1 5-15 nm, dis ¢ap1 28-48 nm, uzunluk

10-25 um) Nanografi Co. Ltd. (Ankara, Tiirkiye) sirketinden temin edildi.
3.2. Metotlar
3.2.1. SCI'nin ¢-MWCNT’ler ile immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonunda baglanma verimini ve aktivite verimini etkileyen
kosullar (immobilizasyon c¢ozeltisinin pH’s1 ve molaritesi, Martiks miktar1 ve

immobilizasyon siiresi) sirasiyla degistirilerek optimize edildi.
3.2.2. Protein (enzim) tayini

Protein derisimleri, Bradford (1976) metoduna gore, 0.25-1.4 mg/mL
araligindaki derisimlerde hazirlanan Bovine Serum Alblimin standart ¢ozeltilerinin ¢ift
151k yollu UV spektrometresinde 595 nm dalga boyunda o6lgiilen absorbanslar
kullanilarak olusturulan standart grafigine (Sekil 3.1) ait dogru denklemine (3.1) gore
hesaplandi.
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3.2.3. SCI aktivitesinin tayini

Invertaz aktivitesi, 200 uL serbest SCI ve 5 mL % 1 (w/v)’lik siikrozun standart
kosullarda (pH 4.5; sicaklik 55°C; siire 30 dakika ve c¢alkalama hizi 150 rpm) yapilan
reaksiyonu ile tayin edildi. Olusan indirgen seker derisimleri Sekil 3.2'de goriilmekte
olan D-Glukoz derisimi Miller'in (1959) metoduna gore standart grafigine ait dogru
denkleminden (3.2) hesaplandi. Bir IU SCI aktivitesi, standart kosullarda, 5 mL % 1
(w/v)'lik siikroz ¢ozeltisinde 1 dakikada 1 umol D-Glukoz olusturan enzim miktari (mg)

olarak tanimlandi. SCI aktivitesi 3.3 esitligine gore hesaplandi.

Y =0.00104X (3.2)

Indirgen seker (umol)

Aktivite ( umol/mg.dk) = (3.3)

Kullanilan enzim (mg) x reaksiyon siiresi (dk)

3.2.4. immobilizasyon ve aktivite verimlerinin hesaplanmasi

Immobilizasyon immobilizasyon ¢ozeltileri ve siiziintiilerdeki enzim miktarlar:
kullanilarak baglanma ve aktivite verimleri Aslan ve Omerosmanoglu (2018)'nun

metoduna gore sirasiyla Denklem (3.4) ve Denklem (3.5) kullanilarak hesaplandi.

17



1,0
g 0,8
= 9
rll;;
0, 0,6 4
= J
=)
2 0,44
g Y": 0,00104X
- 0,24 R =0,99997
0.0 T T T d T T T d T d
200 400 600 800 1000

Glukoz (pg/mL)

Sekil 3.2. Glukoz standart grafigi

Immobilizasyonda kullanilan enzim — Siiziintiideki enzim) 100 (G4
X .

Immobilizasyon verimi (%) = (
Y ( 0) Immobilizasyonda kullanilan enzim

Aktivite verimi ( %) _ ‘mmobilize enzimin aktivitesi <100 (3.5)

Swvi enzimin aktivitesi

3.2.5. immobilizasyon kosullarinin optimizasyonu

3.2.5.1. Immobilizasyon tamponu pH’simin immobilizasyon etkinligine etkisi

Immobilizasyon, 200’er uL SCI ¢ozeltileri ile 25’er mg c-MWCNTlerin farkls
pH’lardaki (4.0-4.5-5.0-5.5-6.0) 5 mL fosfat tamponlart (25 mM) iginde, bir
inkiibatorde 150 rpm hizda ¢alkalanarak oda sicakliginda 30 dakika siireyle yiiriitiilen
reaksiyonlar1 ile gerceklestirildi.

Aktiviteler, 200 pL serbest ve 0.235 g immobilize SCI’lerin 5 mL %(w/v) 1’lik
siikroz ¢ozeltileri (pH 4.5) ile bir inkiibatorde 150 rpm’de calkalanarak 55 °C’de 20
dakika siireyle yiiriitiilen reaksiyonlar sonucu olusan glukoz miktarlar1 kullanilarak

hesaplandi.
3.2.5.2. Immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon etkinligine etkisi

Immobilizasyon, 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis 200'er pL
SCI ¢ozeltileri ile 25'er mg c-MWCNT'lerin, farkli derisimdeki 5 mL fosfat tamponlari
(pH 4.5) 1icinde, bir inkiibatérde 150 rpm hizda calkalanarak oda sicakliginda 30

dakika stireyle yiiriitiilen reaksiyonlari ile gerceklestirildi.
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Aktiviteler, 200 pL serbest ve 235 mg immobilize SCI'lerin 5 mL % (w/v) 1'lik
siikroz ¢ozeltileri (pH 4.5) ile bir inkiibatorde 150 rpm'de c¢alkalanarak 55 °C'de
20 dakika siireyle ylriitiilen reaksiyonlar sonucu olusan indirgen seker miktarlar

kullanilarak hesaplandi.
3.2.5.3. Martiks miktarinin immobilizasyon etkinligine etkisi

Immobilizasyon, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerdeki S'er mL 0.25
M'lik dort ayn fosfat tampon ¢ozeltilerine (pH 4,5) sirasiyla 25, 50, 75 ve 100 mg c-
MWCNT ve 200'er uL (10.31 IU) enzim ilave edilerek, oda sicakliginda 150 rpm hizla
calkalayan 1sitmali orbital calkalamali inkiibatérde 30 dakika siireyle yiiriitiilen
reaksiyonla gerceklestirildi.

Immobilizasyon sonunda, immobilize enzimler, por biiyiikliigii 2 olan sinterli
cam siizgegler kullanilarak vakum altinda siiziilerek 3 defa S'er mL 0.1 M'lik fosfat
tamponu ile ve 3 defa da S'er mL saf su ile yikandiktan sonra immobilizasyon
tamponunda ve siiziintiilerde UV spektrometresi ile 595 nm'de absorbanslar olgiilerek
protein miktar1 tayin edildi. Protein miktarlar1 kullanilarak Denklem (3.4)’e gore

immobilizasyon verimleri hesaplandi.

Standart aktivite tayin metoduna gore tayin edilen serbest ve immobilize
enzimlerin bagil aktiviteleri kullanilarak da Denklem (3.5)'e gore aktivite verimleri

hesaplandi.
3.2.6. Serbest ve Immobilize SCI’nin karakterizasyonu

Immobilize enzimin optimum pH ve sicaklii, Vm. ve K, sabitleri, pH
kararlilig1, termal kararliligi, kullanim kararliligt ve saklama kararliligi gibi kinetik

Ozellikleri belirlenerek immobilize enzimin karakterizasyonu saglandi.
3.2.6.1. Optimum pH

Bagil aktiviteler, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde 200'er pL (10.31
IU) serbest ve 0.235 g (18.33 IU) immobilize enzimlerin 5'er mL 25 mM'lik farkh
pH'lardaki (4.0-4.5-5.0-5.5-6.0-6.5-7.0-8.0) fosfat tamponu ile hazirlanmis % 1 (w/v)'lik

siikroz c¢ozeltileri ile 150 rpm hizla ¢alkalayan 1sitmali orbital calkalamali inkiibatorde
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oda sicakliginda 20 dakika siireyle gerceklestirilen reaksiyonlar1 sonunda tayin edildi.

Optimum pH aralig1, bagil aktivite (%) - pH grafiginden belirlendi.
3.2.6.2. Optimum sicakhk

Bagil aktiviteler, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde 200'er pL (10.31
IU) serbest ve 0.235 g (18.33 IU) immobilize enzimlerin 25mM fosfat tamponu (pH
4,5) ile hazirlanmis S'er mL % 1 (w/v)'lik siikroz ¢ozeltileri ile 150 rpm hizla
calkalayan 1sitmal1 orbital ¢alkalamali inkiibatorde farkli sicakliklarda (30-40-45-50-55-
60-65-70-80°C) 20 dakika siireyle gerceklestirilen reaksiyonlart1 sonunda bagil
aktiviteler tayin edilerek, bagil aktivite (%) - sicaklik (°C) grafiginden optimum sicaklik

aralig1 belirlendi.
3.2.6.3. pH kararhhg

200'er uL (10.31 IU) serbest ve 0.235 g (18.33 IU) immobilize SCI’ler 10 mL'lik
vida kapakli tipali cam siselerde, pH'lar1 farkli (3.0-3.5-4.0-4.5-5.0-5.5-6.0-7.0-8.0) olan
I’er mL mL 25 mM'lik fosfat tamponu ¢ozeltilerinde, 150 rpm hizla ¢alkalayan 1sitmali
orbital c¢alkalamali inkiibatorde oda sicakliginda (25°C), 20 dakika siireyle inkiibe
edildikten sonra, {izerlerine 100 mM'lik fosfat tamponu (pH 4.5) ile hazirlanmis 4 mL %
1.25 (w/v)'lik siikroz ¢ozeltileri eklenerek 25°C'de 20 dakika siireyle gergeklestirilen
reaksiyonlart sonunda, bagil aktiviteler tayin edilerek, sivi ve immobilize enzimin

kararli oldugu pH aralig1 belirlendi.
3.2.6.4. Isil kararhhk

200'er puL serbest (10.31 IU) ve 0.235 g (18.33 IU) immobilize SCI, 10 mL'lik
vida kapakli tipali cam siselerde pH'lar1 4.5 olan 1 mL 25 mM'lik fosfat tamponu
cozeltilerinde, 150 rpm hizla calkalayan 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatérde farkli
sicakliklarda (30-40-45-50-55-60-65-70-80°C 20 dakika siireyle inkiibe edildikten
sonra, iizerlerine 100 mM'lik fosfat tamponu (pH 4.5) ile hazirlanmis 4’er mL % 1.25
(w/v)'lik stikroz ¢ozeltileri eklenerek 55°C'de 20 dakika siireyle gergeklestirilen
reaksiyonlart sonunda bagil aktiviteler tayin edilerek, sivi ve immobilize enzimin kararli

oldugu sicaklik (°C) aralig: belirlendi.
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3.2.6.5. Kinetik sabitler

200'er pL serbest (10.31 IU) ve 0.235 g (18.33 IU) immobilize SCI baslangi¢
aktiviteleri, 10 mL'lik vida kapakl1 tipali cam siselerde, pH's1 4.5 olan 25 mM'lik fosfat
tamponu ile hazirlanmig farkli derisimlerdeki (30-60-90-120-180-240-300 mM) S'er mL
siikroz ¢ozeltileri ile 150 rpm hizla calkalayan 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatérde
10 dakika siireyle gerceklestirilen reaksiyonlari sonunda baslangi¢ hizlar tayin edilerek,
cizilen Lineweaver-Burk Grafigine ait dogru denkleminden V., ve K, sabitleri

hesaplandi.
3.2.7. immobilize SCI'min kullanim kararhhig

Immobilize enzimin kullanim kararliligi, standart kosullarda pespese 20 kez
kullanimi sonunda tayin edilen bagil aktiviteleri kullanilarak ¢izilen grafik ile belirlendi.
Immobilize enzim her kullanimdan sonra sinterli cam siizge¢ ve nitroseliiloz membran

filtreler kullanilarak vakum altinda tampon ve saf su ile yikandi.
3.2.8. Iimmobilize SCI'min depolama kararlihig

Immobilize enzimin depolama kararliligi, 20 giin boyunca iki giinde bir, standart
metoda gore tayin edilen bagil aktiviteleri kullanilarak ¢izilen grafik ile saptandi.
Immobilize enzim, her kullanimdan sonra saf su ile yikanarak 5 mL 0.25 M'lik fosfat

tamponu ¢6zeltisi igerisinde buzdolabinda +4 °C'de muhafaza edildi.
3.2.9. iImmobilize SCI kullanarak siikrozdan invert seker iiretimi

Siikroz derisimi, immobilize SCI miktar1 ve hidroliz siiresi invert seker
tiretiminde verimi etkilediginden, bu parametreler sirayla degistirilerek etkileri

belirlendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Protein Tayini

Denklem (3.1)'e gore, 200 uL serbest SCI iceren 5.2 mL immobilizasyon
cozeltisi igindeki SCI kiitlesi 2.16 mg olarak hesaplandi. 1 g toz haldeki ticari enzim

preparasyonundaki enzim miktar1 ise 539.40 mg olarak hesaplandi.
4.2. Enzim Aktivitesinin Tayini

Optimum aktivite analizi kosullarinda 200 pL serbest SCI reaksiyonunun
sonunda olusan indirgen seker miktar1 D-glukoz standart grafigine ait dogru denklemine
(4.2) gore 9.028 pumol olarak bulunmustur. Serbest SCI aktivitesi, denklem (3.3)'ten
10.31 IU/mg olarak hesaplandi. Aktivite verimimiz % 177.69 oldugundan 235 mg 1slak
SCI’nin igerdigi aktivite ise 18.33 IU olarak hesaplandi. Ayrica 1 g ticari toz SCI
preparasyonu 539.40 mg SCI icerdiginden, toz halinde SCI aktivitesinin substrat olarak
siikroz i¢in 2578.29 IU/g oldugu hesaplandi. 1 TU aktivitesine sahip olan serbest SCI
miktar1 da 4.78 IU/ mg olarak hesaplandi.

4.3. Immobilizasyon Kosullarinin Optimizasyonu
4.3.1. immobilizasyon tamponu pH’sinin immobilizasyon etkinligine etkisi

Immobilizasyon tamponu pH’sinmn immobilizasyon verimi iizerindeki etkisi
Tablo 4.1°de gosterilmigstir. Tabloya gore immobilizasyon tamponunun pH’s1 4.0 iken
% 29.45 olan immobilizasyon veriminin pH 4.5’e ¢ikarildiginda % 94.77°e yiikseldigi

ve pH 6.0’a kadar kademeli olarak azaldig1 goriilmektedir.

Aktivite verimi pH 4.0’da % 98.31 iken pH 4.5’e¢ cikarildiginda % 141.85
oldugu goriilmektedir. Daha yliksek pH degerlerinde ise aktivite veriminin kademeli
olarak azaldig1 goriilmektedir. Genellikle immobilizasyon ve aktivite verimi enzimin
optimum pH’sinda daha yiiksek c¢ikar. Dolayisiyla Tablo 4.1 sonuglarimizin
literatiirdeki genel bilgiyle uyusmakta oldugunu gdstermektedir (Mansour ve ark.,

2003).
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Tablo 4.1. immobilizasyon tamponu pH'siin immobilizasyon etkinligine etkisi

immobilizasyon Tamponu pH"1 immobilizasyon Verimi*(%) Aktivite Verimi**(%)
4.0 29.45+0.02 98.31 £ 0.02
4.5 94.77 + 0.04 141.85 +0.04
5.0 84.92+0.03 84.92 +0.02
5.5 71.04 = 0.04 51.69 £ 0.02
6.0 55.11+0.05 35.38 +£0.05

*Immobilizasyon, pH's1 4.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis 200'er pL SCI
cozeltileri ve 25'er mg c-MWCNT'lerin farkli pH'lardaki 5 mL sodyum fosfat tamponlar1 (25 mM)
icinde, bir inkiibatorde 150 rpm hizda calkalanarak oda sicaklifinda 30 dakika siireyle yiiriitiilen
reaksiyonlart ile gergeklestirildi.

**Aktiviteler, pH's1 4.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmig 200 pL serbest ve 235
mg immobilize SCI'lerin 5 mL % (w/v) 1'lik siikroz c¢ozeltileri (pH 4.5) ile bir inkiibatérde 150 rpm'de
calkalanarak 55 °C'de 20 dakika siireyle yiiriitiilen reaksiyonlar sonucu olusan indirgen seker miktarlari
kullanilarak hesaplandi.

4.3.2. Immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon etkinligine etkisi

Tablo 4.2'ye gore, immobilizasyon derisimi ile immobilizasyon veriminin dogru
orantili olarak arttig1 goriilmektedir. 25 mM’lik tampon derisiminde % 94.77
immobilizasyon verim alinirken 100 mM’lik tampon derisiminde % 100
immobilizasyon verimine ulasilmistir. Bunun nedeni Martiks miktar1 arttikca Martiks

enzim baglama kapasitesinin artmasidir.

Aktivite verimi, yani birim kiitledeki immobilize enzimden elde edilen en
yiiksek aktivite ise tampon derisimi ile ters orantili olarak degismektedir. 25 mM’da %
141.85 olan aktivite verimi 100 mM’da % 89.54’e diismiistlir. Bunun nedeni, tampon
cozeltiler zayif asit ve tuzdan olustugu icin tuz derisimi arttikga enzimin icerisindeki
iyonik baglarin koparak enzimin ii¢ boyutlu yapisini degistirmesi ve bu durumun da
aktivite kaybina neden olmasidir (Smalla ve ark., 1988). 25 mM’da enzimin tamami
immobilize olmamasina ragmen aktivite verimi en yliksek oldugundan optimum tampon

derisiminin 25 mM oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4.2. Immobilizasyon tamponu derigiminin immobilizasyon etkinligine etkisi

Tampon Derisimi (mM) immobilizasyon Verimi*(%) Aktivite Verimi**(%)
25 94.77 + 0.04 141.85 +0.04
50 96.45 +0.03 105.85+0.01
75 98.39+0.01 99.38 £ 0.04
100 100.00 + 0.04 89.54 £ 0.02

*Immobilizasyon, 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis 200'er uL SCI ¢dzeltileri ile 25'er
mg c-MWCNT"lerin, farkli derisimdeki 5 mL fosfat tamponlar1 (pH 4.5) icinde, bir inkiibatérde 150
rpm hizda calkalanarak oda sicakliginda 30 dakikastireyle yiiriitiilen reaksiyonlari ile gerceklestirildi

**Aktiviteler, 200 pL serbest ve 235 mg immobilize SCI'lerin 5 mL % (w/v) 1'lik siikroz
cozeltileri (pH 4.5) ile bir inkiibatérde 150 rpm'de calkalanarak 55 °C'de 20 dakika siireyle yiiriitiilen
reaksiyonlar sonucu olusan indirgen seker miktarlar1 kullanilarak hesaplandi.

4.3.3. Martiks miktarimin immobilizasyon etkinligine etkisi

c-MWCNT miktarinin immobilizasyon verimi iizerindeki etkisi Tablo 4.3'te
gosterilmistir. 25 mg c-MWCNT kullanildiginda % 94.77 olan immobilizasyon verimi
50 mg’a ¢ikarildiginda %100 olmustur ve artan miktarlarda da degismeden %100 verim
alindigr goriilmiistiir. Bu durum kullanilan enzimin tamaminin immobilize oldugunun
kanitidir. Aktivite verimine bakildiginda 25 mg ¢c-MWCNT kullanildiginda %141.85
olan verimin, 50 mg c-MWCNT kullanildiginda % 177.69’a yiikseldigi fakat artan
miktarda c-MWCNT kullanildiginda ise aktivite veriminin diistiigii goriilmektedir. Bu

durum c-MWCNT miktarinin artmasiyla enzimin martiks tizerindeki fonksiyonel

Tablo 4.3. c-MWCNT miktarinin immobilizasyon etkinligine etkisi

¢-MWCNT (mg) Immobilizasyon Verimi*(%) Aktivite Verimi**(%)
25 94.77 + 0.04 141.85 +0.04
50 100.00 + 0.03 177.69 +0.03
75 100.00 +0.01 161.38 +0.04
100 100.00 + 0.02 105.23 £0.01

*Immobilizasyon, 200 uL SCI'ler ile farkli miktardaki ¢c-MWCNT'lerin, 5 mL 0.250 M'lik sodyum fosfat
tamponlar1 (pH 4.5) i¢inde bir inkiibatérde 150 rpm hizda calkalanarak oda sicakliginda 30 dakika
siireyle yiiriitiilen reaksiyonlari ile gergeklestirildi.

**Aktiviteler, pH's1 4.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis 200 pL serbest ve 235
mg immobilize SCI'lerin 5 mL % (w/v) 1'lik siikroz ¢ozeltileri (pH 4.5) ile bir inkiibatdrde 55 °C'de 150
rpm'de ¢alkalanarak 55 °C'de 20 dakika siireyle yiiriitiilen reaksiyonlar1 sonucu olusan indirgen seker
miktarlar1 kullanilarak hesaplandi.
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karboksil gruplarina daha siki baglandigi ve dolayisiyla enzimin {i¢ boyutlu yapisin

degistirmesi ve aktivitesini diislirmesi ile aciklanabilir.

Immobilizasyon etkinligine etki eden kosullarin optimizasyonu sonucunda %
100 immobilizasyon ve % 177.69 aktivite verimi elde dildi. SCI'nin immobilizasyonu
ile ilgili literatlirde yer alan caligmalar arasinda elde edilen en yiiksek aktivite verimi,
Mansour ve Dawoud (2003)'un, SCI'y1 celite iizerine immobilizasyonunda elde ettikleri
% 92'lik verimdir. Diger calismalarda elde edilen aktivite verimleri ise daha diisiiktiir.
Dolayisiyla, bu tez calismasinda elde ettigimiz % 177.69 aktivite verimi bugiline kadar

elde edilen en iyi sonugtur.
4.4. Serbest ve Immobilize SCI'min Karakterizasyonu
4.4.1. Optimum pH

Sekil 4.3’e gore SCI'min optimum pH’1 immobilizasyondan etkilenmemistir.
Elde edilen bu sonucun, SCI'nin immobilizasyonu ile ilgili literatiirde yer alan bazi
caligmalardaki bulgularla kismen ortiistiigli goriilmektedir. Tanriseven ve ark., (2013),
poliakrilamid kriyogel icerisine immobilize ettikleri SCI'nin optimum pH’sinin serbest
halde 4.5 iken immobilize hale getirildiginde 5.0 oldugunu belirtmislerdir. Buna karsin
Hertz ve ark. (2013) ise kitosan nanopartikiilleri {izerine immobilize ettikleri SCI'nin
serbest ve immobilize haldeki optimum pH’nin degismedigini belirtmislerdir. Ayrica
sekil 4.3’te dikkat ¢ceken bir diger sonug ise SCI'nin denenen biitiin pH aralifinda suda
¢Ozlinmiis SCI'dan daha yiiksek aktivite gosterdigidir.

4.4.2. Optimum sicakhk

Sekil 4.2°de optimum sicakligin (55 °C) immobilizasyondan etkilenmedigi
goriilmektedir. Arica ve ark. (2003), 2-hidroksietilden olusan reaktif bir filme invertazin
kovalent immobilizasyonu sonucunda immobilize edilmis invertazin optimum
sicakligimin 5 °C arttigimi belirtirtmislerdir. Bir baska ¢alismada Mahmoud (2007),
ahsap talag atiklarini kullanarak adsorpsiyon yontemiyle immobilize ettigi invertazin

optimum sicakligini (60 °C) korudugunu belirtmistir. Sekil 4.2°ye gore ayrica
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Sekil 4.2. SCI'nin aktivitesine sicakligin etkisi

immobilize enzimin denenen biitiin sicaklik araliginda serbest enzimden daha yiiksek
aktivite gosterdigi goriilmektedir. Literatiirde, immobilizasyonun enzimin 1s1l
kararlihigim arttirdigindan dolay1 yiiksek sicakliklarda immobilize enzimlerin serbest
enzimlere gore yiiksek aktivite gosterdigi bilgisi de grafikteki sonucu pekistirmektedir

(Mansour ve ark., 2003).
4.4.3. pH kararhhgi

Sekil 4.3’te, incelenen tiim pH degerlerinde (3.0-8.0) immobilize enzimin
serbest enzimden daha kararli oldugu ve optimum pH’da (4.5) en yiiksek kararliliga
sahip oldugu goriilmektedir. Mansour ve Dawoud (2003), celite ve poliakrilamid

lizerine adsorpsiyon yontemiyle SCI enzimini immobilize ettikleri caligmalarinda,
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serbest enzimin 4.0 ila 5.5 pH degerinde kararlilik gdsterirken, immobilize enzimin ise
4.0 ile 6.5 pH degerleri arasinda kararlilik gosterdigini ileri stirmiiglerdir. Bir baska
caligmada, kalsiyum alginat jel kapsiiller icerisine immobilize edilen SCI'nin pH
kararliligi, elde ettigimiz sonuca paralel olarak bulunmustur. Tanriseven ve ark (2001),
serbest ve immobilize enzimin optimum pH’da (4.5) en yiiksek kararhilifa ulastigini,
incelenen tiim pH degerlerinde immobilize enzimin serbest enzimden daha kararl
oldugu sonucuna varmiglardir. Ayrica sekil 4.5’te serbest ve immobilize enzimin asidik

pH’larda alkalin pH’lara oranla daha yiiksek kararliliga sahip oldugu goriilmektedir.

4.4.4. Isil kararhhgi

Sekil 4.4 sicakligin serbest ve immobilize SCI'nn kararliligina etkisini
gostermektedir. Sekilde, 60 °C’nin {izerindeki sicakliklarda immobilize enzimin serbest
enzime gore daha kararli yapida oldugu goriilmektedir. 80 °C’de serbest enzim
aktivitesinin % 65’ini kaybetmisken immobilize enzim aktivitesinin % 60°dan fazlasim
korumakta oldugu goriilmektedir.

4.4.5. Kinetik sabitler

Serbest ve immobilize enzimin Michaelis-Menten (K,) ve maksimum hiz (Vax)

sabitleri Lineweaver-Burk Grafigi (Sekil 4.5) kullanilarak hesaplandi. immobilizasyon,

K, sabitinin degerini 215.5 mM'dan 140.9 mM'a diisiirlirken, V¢ degerini 0.0339
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Sekil 4.5. Serbest ve immobilize SCI'nin Lineweaver-Burk grafigi

umol/mg.dk'dan 0.0481 pmol/mg.dk'ya yiikseltmistir. K, degeri, bir enzimin substrata
olan ilgisini gostermektedir. K, kiigiildilkce enzimin substratina olan ilgisi artar.
Immobilize SCI'nin K, degerinin serbest enziminkinden kiigiik, Vi,.x degerinin ise
biiylik olmasi, immobilize enzimin serbest enzimden % 77.69 daha yiiksek aktiviteye
sahip olmasi ile birbirini desteklemektedir. Benzer sonuglara literatiirde de
rastlanmaktadir. Tanriseven ve ark. (2008), invert seker liretmek i¢in SCI enzimini poli
(3-metiltienil metakrilat)/poli (3-tiofenasetik) Martiksine kovalent olarak immobilize

ettikleri calismada da immobilizasyon enzimin K, degerini azaltmistir.
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4.5. immobilize SCI'min Kullamim Kararhhig

Sekil 4.6’da, immobilize enzimin optimum kosullarda pes pese tekrarlanan yirmi
kullanim stiresince aktivitesini kaybetmedigi goriilmektedir. Literatiirde yer alan
Mansour ve ark. (2003) da yaptiklar1 ¢alismada poliakrilamid {izerine adsorpsiyon
yontemi ile immobilize ettikleri SCI enziminin 20 kez kullanimda hala aktivitesini

yitirmedigini belirtmislerdir.
4.6. Immobilize SCI'nin Depolama Kararhihg

Sekil 4.7'de goriildiigii gibi, immobilize enzim optimum depolama kosullarinda yirmi
giin boyunca aktivitesini kaybetmediginden, immobilize SCI'nin yiiksek bir depolama
kararlihigina sahip oldugu sdylenebilir. Immobilize enzimlerin endiistride teknolojik
faydalarimin degerlenmesinde en onemli parametrelerden biri depolama kararliligidir.
Benzer sonuglara literatiirde de rastlanmaktadir (Boncel ve ark., 2016; Garlet ve ark.,
2014). Immobilizasyon sirasinda enzimlerin veya proteinlerin denatiirasyonunun
gerceklesmesine ragmen, CNT'ler enzimleri yiiksek sicakliklarda ve organik
coziiciilerde konvansiyonel diiz ylizeyli desteklerden daha fazla stabilize edebilirler
(Asuri ve ark., 2006a; Asuri ve ark., 2006b). CNT'lerin yiiksek kivrimli yiizeylerinin
sert kosullarda enzim denatilirasyonu icin elverisli olmadig1 ve bitisik adsorbe edilmis
enzimler arasindaki yanal etkilesimleri bastirdigt varsayilmigtir. CNT'lerin artan
kivrimli yiizeyleri, muhtemelen hareketsizlestirilmis protein molekiilleri arasindaki
zararl1 etkilesimlerin azalmasina katkida bulunabilir, bu da CNT'lerde diiz

yiizeylerdekine kiyasla artan enzim stabilitesine yol acar.
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Sekil 4.6. immobilize SCI'nin kullanim kararlilig1
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4.7. Siikrozdan Invert Seker Uretimi

Sekil 4.8’e gore siikroz derigimi arttikca olusan indirgen seker derisimi de
artmaktadir. En yiiksek indirgen seker tiretimi 300 mM’da elde edildiginden bir sonraki

asamada siikroz derisimi 300 mM olarak kullanilmistir.

Sekil 4.9°da ise, 300 mM’lik siikroz ¢ozeltisinde immobilize SCI miktar1 arttikca
iiretilen indirgen seker miktarinin da dogrusal olarak arttigi goriilmektedir. Olusan
siikroz derisimi, immobilize SCI miktar1 ile 2350 mg’a kadar dogrusal olarak artarak

sabitlendiginden bir sonraki agsamada optimum immobilize SCI miktar1 2350 mg olarak

kullanildi.

Sekil 4.10°da indirgen seker iiretimi tizerine hidroliz siiresinin etkisi
gorilmektedir. 2350 mg immobilize enzim kullanarak 300 mM’lik siikroz ile
reaksiyona koyarak 6 saat boyunca belirli araliklarla indirgen seker miktari tayin edildi.
Sekilde goriildiigii gibi, baslangicta 300 mM olan sukroz derigimi, 4 saat sonra sifira
inmistir. Ayni siire igerisinde siikrozun tamaminin indirgen seker olan invert sekere
(glukoz ve fruktoz) dontstiigii goriilmektedir. 1mol siikrozdan 1 mol glikoz ve 1 mol
fruktoz olustugundan, indirgen sekerin molaritesi siikrozun molaritesinin iki kati
olacaktir. Dolayisiyla 300 mM sukrozdan 600 mM indirgen seker elde edilmistir. Yani
300 mM glukoz ve 300 mM fruktoz elde edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuglar

SCI immobilizasyon kosullarini optimize ederek en yiiksek immobilizasyon
verimi (% 100) ve aktivite (% 177.69) verimi ile immobilize edilmistir.

Immobilizasyon, enzimin optimum pH’1 (4.5) ve optimum sicakligi (55 °C)
degistirmemistir.

Immobilizasyon, K, sabitinin degerini 215.5 mM'dan 140.9 mM'a diisiiriirken,
Viax degerini 0.0339 pmol / mg.dk'dan 0.0481 pumol / mg.dk 'ya yiikseltmistir.

Immobilize enzim, optimum kosullarda yirmi kez tekrarlanan kullanim siiresince
ve yirmi giin depolama siiresince aktivitesini kaybetmemis, yiiksek bir kullanim ve
depolama kararlilig1 gostermistir.

Stikroz, 4 saat sonunda tamamen hidrolize olarak invert sekere doniismiistiir.
5.2. Oneriler

Oncelikle, bu tez ¢calismasinda elde edilen sonuglar kamuoyu ile paylasilabilir.

Ayrica, SCI i¢in gelistirilen immobilizasyon metoduna ve c-MWCNT iizerine
immobilize SCI kullanarak siikrozdan invert seker iiretimi i¢in gelistirilen metoda, ayri
ayr1 patent basvurusu yapilabilir.

Son olarak, iilkemizde seker iireten biiylik firmalarla goriisiilerek, invert sekerin

endiistriyel liretiminin gergeklestirilmesine ¢aligilabilir.
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