T.C.
SIIRT UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

PROTEIN ALERJiISINE NEDEN OLMAYAN INEK SUTU URETIMI iCIN
Bacillus licheniformis PROTEAZ ENZIMININ IMMOBILIZASYONU

YUKSEK LiSANS TEZIi

Derya OMEROSMANOGLU
(153108003)

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Tez Damsmani: Yrd. Dog. Dr. Yakup ASLAN
Ortak Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Eda ONDUL

Nisan-2017
SIiRT



TEZ KABUL VE ONAYI

Siirt Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii 6grencisi Derya OMEROSMANOGLU
tarafindan hazirlanan “PROTEIN ALERJISINE NEDEN OLMAYAN iINEK SUTU URETIMI
iCIN Bacillus licheniformis PROTEAZ ENZIMININ IMMOBILIiZASYONU” adl tez ¢aligmasi
28/04/2017 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oybirligi ile Siirt Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisi Gida Mihendisligi Anabilim Dali’'nda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul
edilmistir.

Jiiri Uyeleri

Baskan
Yrd. Dog. Dr. Leyla EREN KARAHAN

Danisman
Yrd. Dog. Dr. Yakup ASLAN

Uye
Yrd. Dog Dr. Mustafa Oguzhan KAYA

Yukaridaki sonucu onaylarim.

r. Koray O/
Fer oriFnstitiisii Midirii

Bu tez ¢aligmasi Siirt Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Bagkanlig: tarafindan
2016-SIUFEB-03 nolu proje ile desteklenmistir.



TEZ BiLDIRiMIi

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda, bilimsel ahlak
kurallarma uyuldugunu, bagkalarinin eserlerinden yararlanilmas: durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin icerdigi yenilik ve sonuglarin baska bir
yerden almmadigini, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, tezin herhangi
bir kismunin bu {iniversite veya baska bir iiniversitedeki baska bir tez caligmasi olarak
sunulmadigini beyan ederim.

imza

Derya @mW

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve bagka kaynaktan yapilan bildirislerin, ¢izelge, sekil
ve fotograflarin kaynak gdsterilmeden kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri
Kanunundaki hiikiimlere tabidir.









ON SOz

Bu tez c¢alismasinda, Bacillus licheniformis proteaz enzimi ilk olarak ticari
immobilizasyon matrisi olan Eupergit CM iizerine kovalent baglama yontemiyle immobilize
edildikten sonra karakterize edilmis ve yarim yagli UHT inek siitiindeki proteinlerinin
hidrolizinde kullanilmustir.

Oncelikle, bu tez calismami 2016-SIUFEB-03 nolu proje ile destekleyen Siirt
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigiine sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ikinci olarak, tez calismalarim boyunca kiymetli bilgi, birikim ve tecriibeleri ile bana
yol gosterici ve destek olan degerli danisman hocam Sayin Yrd. Dog. Dr. Yakup ASLAN ve
Siirt'te kaldigim siire igerisinde beni defalarca evinde agirlayan degerli esine ve ailesine
tesekkiir ederim.

Ayrica, tez Onerisi hazirlama asamasindan tez ¢alismalarimin tamamlanmasina kadar
destegini esirgemeyen ortak damismanim Saym Yrd. Dog. Dr. Eda ONDUL'E tesekkiir
ederim.

Ote yandan, lisans ve yiiksek lisans 6grenimim boyunca her tiirlii ilgisini, destegini ve
onerilerini gostermekten kacinmayan Fen Bilimleri Enstitiisit Miidiirii Sayin Dog¢. Dr. Koray
OZRENK'E sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

Ayni zamanda tiim ¢aligmalarim boyunca maddi ve manevi destekleriyle beni hicbir
zaman yalniz birakmayan sevgili aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim boyunca yardimlarini hi¢ esirgemeyen degerli gerek boliim hocalarimin
gerekse diger boliimlerden hocalarimin destekleri ve yardimlarindan Gtiirti kendilerine
tesekkiirii bir borg bilirim.

Derya OMEROSMANOGLU
SIIRT-2017






ICINDEKILER

Sayfa
(001510 V./28 OO iii
ICINDEKILER............coooiiieeeeee ettt v
TABLOLAR LISTESI ...ttt vii
SEKILLER LISTESI ........cooiiioieeee e e ettt iX
KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI ........coooooooiiiiiiieecece e Xi
OZET ... s X1l
ABSTRACT Lttt E e bR Re et et et et e reereereere e eneens XV
| O 3 0 20 £ TP 1
2. LITERATUR ARASTIRMASLI .........cooiiiiiiieiieeiirsieeineesesess s ssenee s tes s asne s senensnens 3
2.1. Inek Siitii Proteinleri AIBTJISi.........cccoceveviiiiciieieriiiecee ettt 3
2.2. Inek Siitiinde Bulunan Alerjen Proteinler ............occoeveuerriererseeererceesseiesesee e 3
2.3. Siit Proteinlerinin HIATOIZI .....c.vviiivie i 4
2.4. Bacillus licheniformis PrOtEAZ...........cccoiveiiiiieiieie et 4
2.5. Enzim IMmObIliZaSYOnU ..........c.cceviuruereiiiiiceieeiescsescee et esesae et es sttt es e, 4
2.6. Enzim Immobilizasyon MetOtlari...........c.coc.cuevcueiiieeueieeeississesseseiesesse e sesee s 6
2.6.1. AASOIDSIYON ... et nre s 6
2.6.2. Entrapment (HapSEIME).......coui ittt 8
2.6.2.1. Enzimlerin kalsiyumlarin aljinat ile enzim immobilizasyonu ........................ 8
2.6.3 Capraz Daglama ..........cocoiiiiiiiii e 9
2.6.4. KOValent Daglanmma.............ccoeiiiinieieieiese e 9
2.6.4.1. Eupergit CM ile enzim immobilizasyonu ...........c.ccooveiinineniinice 10
2.7. Bacillus licheniformis Proteazin immobilizasyonu Ile Ilgili Calismalar .................... 12
3. MATERYAL VE METOT ..ottt 15
3 L IMALEIYAIIET ... e 15
BT |V 1= (o)1 - 1 OSSR S 15
3.2.1. ProteiN tAYINT ...ccuveieeic ettt 15
3.2.1.1. Protein miKtarinin taYINT .......ccoeeieierieneie e 15
3.2.1.2. Proteinlerin sodyum dodesil siilfat-poli akrilamid gel elektroforez
Kullanilarak gorintlilenmesi.........cooeiiriiiiiiiiieeie e 16
O B I T (0 V4| (18 -\ 1 1 SRS 16
3.2.3. Proteaz aktiviteSININ tAYINT .....ccvoeiiiieieieie e 16
3.2.4. Immobilizasyon sartlarmnin OPtIMIZASYONU ........c.ccvevcreevererieceeieereeeeeeeiee e, 17
3.2.4.1. Matris miktarinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etkisi................. 17
3.2.4.2. Immobilizasyon tamponu pH’smin immobilizasyon ve aktivite verimlerine
] PSSR 17
3.2.4.3. immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon ve aktivite verimlerine
L] PSS 18



3.2.4.4. Immobilizasyon siiresinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etkisi... 18

3.2.5. Serbest ve immobilize Bacillus licheniformis Proteazin karakterizasyonu ......... 18
3.2.5. 1. OPtIMUM PH .o 18
3.2.5.2. OptimMUM SICAKIIK ..c.vveiiiiieciice e 18
3.2.5.3. PH KararliliZl ......cc.ooviiiiiiiiiciccee e 19
3.2.5.4. IS11 KararliliK ........coooiviiiiiiii et 19
3.2.5.5. KiINetik SADIIEr .......ccueie e 19
3.2.5.6. Kullanim Kararlili@l........c.ccoveiiiiiiiieiiiic e 20
3.2.5.7. SaKIama Kararliligl ...........cooiriiieiiieec s 20

3.2.6. Siit Proteinlerinin hidroliZi...........cocooviiiiiiiiiice e 20

4. BULGULAR VE TARTISMA ...ttt 21
I o 0] (=1 O I\ Y/ 1o SO SUT PP PRPRPR PR 21

4.1.1. Protein mMiKtarinin tYINT........cuoieereiieiieie s 21

4.1.2. Proteinlerin sodyum dodesil siilfat-poli akrilamid gel elektroforez kullanilarak

GOTUNTIICTIMEST ...ttt b et e sttt e e nbe e sbe et e e e nbe e nneeenees 22

4.2. ENZim AKEVITESININ TAYINT .ovitiiiiiiiiiieieieiee et 23
4.3. immobilizasyon Sartlarinin OptimiZaSyOnU.............ceeeerevererereeirrereresesisieseessssesesesesens 24

4.3.1. Matris miktarinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etkisi........................ 24

4.3.2. immobilizasyon tamponu pH’sinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etkisi

........................................................................................................................................ 24

4.3.3. immobilizasyon tamponu molaritesinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine

] ] SO PR PRSPPI 25

4.3.4. immobilizasyon siiresinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etKisi........... 26

4.4. Stv1 ve Immobilize Bacillus licheniformis Proteazlarin Karakterizasyonu................. 27

A.4. 1. OPLIMUM PH oo bbbt bbb 27

4.4.2. OptimUM SICAKIIK ....veivviiieie ettt re e 28

4.4.3. PH KararliliZ1 ......cooveiiiiiii s 29

4,44, TSI KArarliliK .......coeiiiiiiie ittt st ere e be e sre e re e 29

4.4.5. KiNetiK SADIIEr ......c.eeie e 30

4.4.6. Kullanim Kararlili@l........ccccooiiiiiiiiiiicccee e 31

4.4.7. SAKIAMA KArarlilil .....cooiviiviiiiiiiiiiiiieeiee e 31

4.4.8. Siit Proteinlerinin NArOlZi........ccooivviiiiiiiiicec e 32

5.SONUC VE ONERILER ...........c.coooiiiiiiiieeeeeeeeeee oo 35
oI RS0 11 o] 1 PSSR 35
5.2 OMCIILRT ...ttt e e et et ee et ettt et et ettt e 35

B. KAYNAKLAR ...ttt bbbt et et sbe st s beabeeneeneenee s 37

[0 .Z€] 005\ 1 £ 3O 41

Vi



TABLOLAR LISTESI

Sayfa

Tablo 2.1. Adsorbsiyonla immobilizasyonda kullanilan adsorbentler .............cc.coovvvineinnee. 7
Tablo 4.1. Eupergit CM miktarinin immobilizasyon Ve aktivite verimlerine etkisi.............. 25
Tablo 4.2. Immobilizasyon tamponu pH’smin immobilizasyon ve aktivite verimlerine

BEKIST e 25
Tablo 4.3. Iimmobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon ve aktivite verimlerine

BEKIST e 26
Tablo 4.4. Immobilizasyon siiresinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etkisi........... 26

vii






SEKILLER LISTESI

Sayfa
Sekil 2.1. Enzim immobilizasyon metotlart..........c.cooiiviiiiiiiiiiici e 7
Sekil 2.2. Aljinat polimerlerinin molekiil yapisi. G: Gluronik asit,
M MaNNUIONTK @SIT.......ceiiiiiiiiiicee s 9
Sekil 2.3. Eupergit CM ile enzim immobilizasyonu ..........c.ccccoovieiieiicie e 11
Sekil 4.1. BSA standart Srafifi .......c.ccooveiiiiiiieiiiiee e 21
Sekil 4.2. Immobilizasyon dncesi ve sonrasi enzimin SDS-PAGE elektroforez goriintiisii. (1)
Isaretgi proteinler (molekiil kiitlesi birimi kDA'dir), (2) Immobilizasyon siiziintiisii,
(3) IMMODIliZASYON COZEILIST, cv.vvevverererererererererere et te ettt 22
Sekil 4.3. L-Tirozin standart @rafii..........ccoceriiiiiiiiiiiiiee e 23
Sekil 4.4. Serbest ve immobilize Bacillus licheniformis proteazin optimum pH'SI............... 27
Sekil 4.5. Serbest ve immobilize Bacillus licheniformis proteazin optimum sicakligi.......... 28
Sekil 4.6. Serbest ve immobilize Bacillus licheniformis proteazin pH kararliligi................. 29
Sekil 4.7. Serbest ve immobilize Bacillus licheniformis proteazin 1sil kararliligi................. 30
Sekil 4.8. Serbest ve immobilize Bacillus licheniformis proteazin Linewaver Burk grafigi.31
Sekil 4.9. Iimmobilize Bacillus licheniformis proteazin kullanim kararliligi........................ 32
Sekil 4.10. iImmobilize Bacillus licheniformis proteazin saklama kararliligi ........................ 32

Sekil 4.11. immobilize Bacillus licheniformis proteaz kullanilarak yarim yaglhh UHT inek siitii

proteinlerinin NIArolZi..........ccooviii i 33

Sekil 4.12. Hidroliz 6ncesi ve sonrasinda yarim yagli UHT inek siitiindeki proteinlerin SDS-

PAGE elektroforez goriintiisii. (1) Isaretci proteinler (molekiil kiitlesi birimi
kDA'd1r), (2) Proteinleri hidrolize yarim yagli UHT inek siitii, (3) Yarim yagh
UHT I0EK ST 1..vveivveeieieeie sttt 33






KISALTMALAR VE SIMGELER LiSTESI

Kisaltma Aciklama

ng : Mikrogram

pL : Mikrolitre

pmol : Mikromol

°c - Celsius

BSA : Bovine Serum Albumin

g : Gram

U : Uluslararas1 Enzim Birimi
L . Litre

M : Molarite

mg : Miligram

mL : Mililitre

pH - -log[H"]

rpm : Dakikadaki donme sayis1
SDS : Sodyum Dodesil Siilfat
PAGE : Poli Akrilamid Gel Elektroforez
SDS-PAGE : Sodyum Dodesil Siilfat-Poli Akrilamid Gel Elektroforez
UHT : Ultra Yiksek Sicaklik

uv - Ultraviyole

Y, : Hacim

w : Kiitle

Xi






OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

PROTEIN ALERJiISINE NEDEN OLMAYAN INEK SUTU URETIMI iCiN
Bacillus licheniformis PROTEAZ ENZIMININ iIMMOBILIZASYONU

Derya OMEROSMANOGLU

Siirt Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Damisman  : Yrd. Do¢. Dr. Yakup ASLAN
I1. Damisman : Yrd. Do¢. Dr. Eda ONDUL

2017, 42 Sayfa

Bebekler arasindaki en yaygin alerji inek siitli proteini alerjidir ve tiim bebeklerin% 2-5'inde goriiliir.
Proteinsiz inek siitii tiiketimiyle, bu yaygin problem biiyiik 6l¢lide azaltilabilir. Bu tez ¢alismasinda, Bacillus
licheniformis proteazinin immobilizasyonu, ticari immobilizasyon matrisi Eupergit CM {izerine kovalent
baglama ile gerceklestirildi. Hareketsizlestirme kosullarin1 optimize ederek, % 100 immobilizasyon ve % 107,7
aktivite verimleri elde edildi. Enzim optimum pH araliklar1 (7-8) ve enzimin optimum sicakligi (70 °C)
immobilizasyon sonrasinda degismemistir. Serbest ve immobilize enzimin kinetik sabitleri ayrica Lineweaver-
Burk grafigi kullanilarak belirlendi. Serbest ve immobilize enzimin substrat olarak kazein i¢in Ky, degerleri
0,0387 ve 0,0269 g/L iken, Vi degerleri sirasiyla 2,95 ve 3,38 g L-Tirozin/L.dk'dir. immobilize enzim,
tekrarlanan yirmi kullanim sirasinda ve yirmi giinliik depolama sirasinda baslangi¢ aktivitesini kaybetmemistir.
Immobilize enzim kullanilarak, yagsiz inek siitii proteinleri, 200 rpm ¢alkalama hizindaki orbital galkalayicili ve
1sitmal bir inkiibatérde optimum sicaklikta, iki saat boyunca hidrolize edilmistir. Proteinlerin hidrolizinin 120
dakikada tamamlandig1 gosterilmistir. Ayrica, proteinleri hidrolize yagsiz siitiin rengi, proteinlerin hidrolizinden
dolayi, islenmemis siitten daha berrak iken, pH'in 6,89'dan 6,53'e diistiigii de gosterilmistir. Sonug olarak,
immobilize Bacillus licheniformis proteazin, protein alerjisine neden olmayan inek siitiiniin endiistriyel
iretiminde kullanilabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Eupergit CM, Iimmobilizasyon, Inek Siitii, Proteaz, Protein, Protein Alerjisi
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ABSTRACT

MS THESIS

IMMOBILIZATION OF Bacillus licheniformis PROTEASE ENZYME FOR THE
PRODUCTION OF COW’S MILK NOT CAUSE TO PROTEIN ALLERGY

Derya OMEROSMANOGLU

The Graduate School of Natural and Applied Science of Siirt University
The Degree of Master of Science Philosophy
Food Engineering

Supervisior . Asst. Prof. Dr. Yakup ASLAN
Co-Supervisior : Asst. Prof. Dr. Eda ONDUL

2017, 42 Pages

The most common allergy among infants is the cow's milk protein allergy and occurs in 2-5 % of all
infants. With the consumption of the protein-free cow's milk, this widespread problem can be greatly reduced. In
this thesis study, immobilization of Bacillus licheniformis protease was performed by covalent binding on the
commercial immobilization matrix Eupergit CM. By optimizing the immobilization conditions, 100 %
immobilization and 107,7 % activity yields were achieved. The optimum pH ranges (7-8) and optimum
temperature (70 °C) of the enzyme has not changed after immobilization. Kinetic constants of the free and
immobilized enzyme were also determined using the Lineweaver-Burk plot. The K., values for casein as
substrates for free and immobilized enzyme were 0,0387 and 0,0269 g / L, while the V. values were 2,95 and
3,38 g L-Tyrosine / L.min respectively. The immobilized enzyme has not lost its initial activity during repeated
twenty uses and twenty days of storage. Using the immobilized enzyme, semi-skimmed cow's milk proteins were
hydrolyzed for two hours at the optimum temperature in an orbital shaked and heated incubator at 200 rpm
shaking speed. Protein hydrolysis has been shown to be complete within 120 minutes. It has also been shown
that the pH of the hydrolyzed semi-skimmed cow's milk is clearer than the unprocessed milk due to the
hydrolysis of proteins, while the pH drops from 6,89 to 6,53. As a result, immobilized Bacillus licheniformis
protease has been suggested to be used in the industrial production of cow's milk which does not cause protein
allergy.

Keywords: Allergy, Eupergit CM, immobilization, milk, protease, protein
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1. GIRIS

Immobilize enzimler gida biyoteknolojisinde onlarca yildan beri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Immobilizasyon, enzimlerin suda ¢dziinmeyen bir polimerin iizerine
veya igerisine kimyasal baglanma ile baglanarak ¢6ziinmez hale getirilmesidir. Capraz
baglama, adsorpsiyon, entrapment ve kovalent baglama yontemleri ile giiniimiize kadar
cok sayida endiistriyel enzim immobilize edilerek kullanilmaktadir. Immobilize enzim
kullanmanin, siizerek reaksiyon ortamindan ayrilmasiyla yiizlerce defa kullanilmasi,

diisiik Uirtin maliyeti, daha saf iiriin {iretimi gibi avantajlar1 bulunmaktadir.

Inek siitii proteini alerjisi, anne siitii alamayan bebeklerde sik gériilen alerjidir.
Genellikle, 5 yasina kadar olan ¢ocuklardan sadece anne siitii ile beslenenlerin % 0,51

ve mamalarla beslenenlerin ise % 2-5'inde goriilmektedir.

Proteazlar, proteinleri hidroliz ederek peptit ve amino asit olusturan enzimlerdir.
Bu tez galismasimin en biiyiik varsayimi, bir alkalin proteaz olan Bacillus licheniformis
proteaz enziminin inek siitii proteinlerinin hidroliz edilerek protein alerjisine neden
olmayan inek siitli iiretiminde kullanilabilecegi tezidir. Ancak, suda ¢dziinmiis haldeki
enzimlerin kullanilmasinin dezavantajlari nedeniyle, bu tez calismasinda Bacillus
licheniformis proteaz enziminin ticari immobilizasyon matrisi Eupergit CM {iizerine
kovalent baglama yontemiyle immobilizasyon kosullar1 optimize edilerek, miimkiin
olan en yiiksek baglanma ve aktivite verimleriyle immobilize edilecek ve yarim yagh

UHT inek siitli proteinlerinin hidrolizinde kullanilmistir.






2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Inek Siitii Proteinleri Alerjisi

Inek siitii protein alerjisi (ISPA), inek siitii proteinlerine karsi viicutta
olusturulan immiinolojik reaksiyonlardir (Koca ve Akgam, 2015). Bebeklerde goriilen
en sik alerji, inek siitii alerjisidir. Inek siitii alerjisinin neden gelistigi tam olarak
bilinmemekle birlikte, bebegin inek siitii proteini tiilketmemesinin, belirtileri engelledigi
bilinmektedir.

Inek siitii alerjisinin belirtileri degiskendir. Cilt, solunum yollar1 ve sindirim
sistemi gibi birkac¢ sistemi etkileyebilir. Alerji belirtileri arasinda deri dokiintiileri
(kurdesen), egzama, hiriltili solunum, kusma, ishal, kolik veya agir1 aglama sayilabilir.
Alerjik tepkiler birka¢ dakika igerisinde ¢ok hizli ortaya cikabilecegi gibi (6r. siddetli
solunum sorunlari, kusma) ge¢ de olusabilirler veya ortaya ¢ikmalari icin biiylik bir
porsiyon tiikketilmesi gerekebilir (6r. bir bardak siit). Ortaya ¢ikmast 3-5 giin alabilen
deri dokiintiisii veya ishal gecikmis tepki 6rnekleridir. Inek siitii alerjisi nedeniyle daha
gec olusan reaksiyonlar arasinda, atopik dermatit, kronik ishal, diskida kan, demir
eksikligi anemisi, gastrodzofageal reflii hastaligi, kabizlik, kronik kusma, kolik, zayif
biiyiime (gida reddi), enterokolit sendromu yer almaktadir (Caffarelli ve ark., 2010).

Inek siitii proteini alerjisi 100 bebekten 2-5’inde bulunmakta ve genellikle 2-3
yas alti bebekleri etkilemektedir (Anonim, 2016). 2012 yilinda Diinya genelinde
138.314.000 bebegin dogdugu (Anonim, 2014) gbz Oniine alindiginda, inek siitii
proteinleri alerjisinin boyutlar1 daha iyi anlagilacaktir. Protein hidrolizatlar1 i¢eren inek
stitiiniin tiikketilmesinin, bu yaygin problemin ¢6ziimiine biiyiikk katki saglayacagi

sOylenebilir.

2.2. Inek Siitiinde Bulunan Alerjen Proteinler

Inek siitiiniin en az 20 protein bileseni bebeklerde alerjiye neden olmaktadir
(Wal, 1998). Inek siitii proteinleri % 80 kazein ve % 20 peynir alt1 suyu proteinlerinden
olusmaktadir. Kazein proteinleri o-s, o-sl, a-s2, B-, k, k-kazein ve y-kazein
fraksiyonlarindan olusmaktadir. Peynir alti suyu proteinleri ise p-laktoglobulin, a-
laktalbumin, sigir serum albumini, immiinglabulinler, proteaz-peptonlar, mineral
maddeler, vitaminler, enzimler ve kiigiikk miktarlarda gesitli proteinler (laktoferin,

transferin, lipaz, esteraz) fraksiyonlarimi igermektedir. Bebekte genellikle birden fazla
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proteine kars1 duyarlilik gelismektedir; en yaygin goriilen protein alerjileri kazein, p-
laktoglobulin, a-laktaloumin fraksiyonlarindan kaynaklanmaktadir (Chatchatee ve ark.,
2001). Kaynatma, pastorizasyon sicakliklarina ve evoporasyon islemine dayanikli olan
siit alerjen proteinleri, bu islemler sonrasinda da biyolojik aktivitelerini korumaktadirlar
(Chatchatee ve ark., 2001; Fiocchi ve ark., 2010).

2.3. Siit Proteinlerinin Hidrolizi

Literatiirde, ¢6ziiniir veya immobilize formda proteaz enzimi kullanilarak serum
proteinlerinin hidrolizi ile ilgili bir ka¢ ¢aligma (Kaminogawa ve Yamauchi, 1972;
Kaminogawa ve ark., 1980; Tavaria ve ark., 1997; Trujillo ve ark., 1998; Eigel ve ark.,
1979; Coskun ve Sienkiewicz, 2009; Elfahri, 2012; Behbahani ve ark., 2013; Szélpal ve
ark., 2013) bulunmasina karsin, inek siitii i¢erisindeki proteinlerin proteaz kullanilarak
stit igerisinde hidrolizi ile ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu amagla bu
tez ¢alismasinda, Bacillus licheniformis proteaz enzimi 6nce immobilize edilmis, sonra
da immobilize enzim kullanilarak optimum kosullarda yarim yagli UHT inek siitii

proteinleri tamamen hidroliz edilmeye calisilacaktir.

2.4. Bacillus licheniformis Proteaz

Bacillus licheniformis proteaz (E.C.3.4.21.14), tarihsel olarak bazi endiistriyel
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmasi nedeniyle ¢ok degerli bir enzimdir. Aktif
bolgeleri aspartik asit, histidin ve serin amino asitlerinden olusur. Yiiksek sicaklik ve
alkalin pH'lardaki yiiksek kararliligi, diger proteazlar iizerinde istiinliik kazanmasina
neden olmustur (Gupta ve ark., 2002; Kumar ve ark., 2008). Diyet takviyeleri {iretimi,
yiyecek igecek lretim prosesleri, gida bilesenlerinin  gelistirilmesi ve proteinlerin

islenmesi gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir (Nazari ve ark., 2016).

2.5. Enzim Immobilizasyonu

Enzimler biyolojik katalizorlerdir ve kimyasal katalizorlerin aksine dogaldirlar.
Bunlar, kompleks bilesiklerin hizli sentezi, yiiksek molekiiler agirliklt yapilarin
bozunmasi ve biyomolekiillerin aktif durumuna doniistiiriilmesini igeren, yasam igin
temel kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen polimerlerdir. Enzimler, ¢ok daha biiyiik

katalitik giice sahip olup, diger kimyasal katalizorlerden daha tistiindiir ve kiral olmayan
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substratlari kiral tirlinlere doniistiirme 6zelligi ile stereo 6zelliklidir ve bu 6zellikler gida
endiistrisinde kullanilmaktadir. Dahasi, enzimler son derece 6zgiildiir ve bazilarinda
mutlak 6zgiilliik bile goriiliir. Birkag katalitik RNA molekiilii hari¢, enzimlerin ¢ogu
protein yapisindadirlar. Gida endiistrisinde kullanilan biitiin enzimler dogada protein
olup, gida teknolojisi uzmanlar1 normal olarak onlar1 yiyecek tiretiminde, islenmesinde
ve hazirlamasinda kullanilmaktadirlar (Raghul Subin ve Bhat, 2016). Gida isleme
endiistrisinde enzimlerin kullanimi1 bira, ekmek pisirme, peynir ve sarap yapma ve sirke
tiretimi ile M.O. 6000 yilma kadar uzanmaktadir. (Poulsen ve Buchholz, 2003).
Biyoteknolojideki gelismeler sonucu giiniimiizde ilag ve kimya endiistrisinde de
uygulama alanlar1 bulmuslardir.

Endiistride enzimlerin dogal formlartyla kullanilmasinin 6énemli dezavantajlari
vardir. Ornegin, ayn1 enzim drnegi ya bir kere kullanilmakta ve {iriinle birlikte tiiketime
sunulmakta veya tekrar kullanilmasi i¢in pahali teknikler kullanilarak iiriinden
ayrilabildiginden, iiriiniin maliyeti yiikselmektedir. Bir diger dezavantaji ise, pH ve
sicakliktaki degismelere, kullanim sartlarina ve saklama sartlarina bagh olarak,
aktivitelerinde 6nemli kayiplarin meydana gelmesidir.

Bu dezavantajlarin giderilmesi igin ilk yaklasim, suda ¢oziinen stabilizatorler
ilave etmek olmustur. Metaller, surfaktanlar, polioller, polietilenglikoller, proteinler,
aminoasitler ve baz1 sekerler ilave edilerek enzimlerin aktiviteleri kararli hale
getirilmistir. Bu kararlilik katkisi, enzim ve ¢0ziicii arasinda non-kovalent etkilesimlerin
bir sonucudur (Drevon, 2002). Ancak bu yontem, ayn1 enzim Orneginin ¢ok defa fazla

kullanilmasi yoniinde herhangi bir katkida bulunmaz.

Diger bir yaklasim ise enzim immobilizasyonudur. Immobilizasyon, enzim
aktivitesini uzun siire korumak igin, suda ¢oziinmeyen bir matrise adsorbsiyon, kovalent
baglanma veya matris i¢ine hapsederek enzimin hareketinin sinirlanmasidir. Enzim
immobilizasyonunda organik ve inorganik yapida ¢ok sayida dogal veya yapay matris
kullanilmaktadir. Eupergit CM ve kalsiyum aljinat (CgH;OsCa)n, yaygin olarak

kullanilan matrislerdendir.

Immobilize enzimler, kullanilan matrisin yapisma ve kullanilan immobilizasyon
metoduna bagli olarak, serbest enzimlere gore farkli dzellikler gosterirler. immobilize
enzimin optimum sartlari, kinetik sabitleri ve iirlin bilesimleri serbest enzime gore

farklilik gosterebilir.



Immobilize enzim kullaniminin faydalari asagida gosterilmistir:

\

Reaksiyon ortamindan basit yontemlerle ayrilabilir,

Yiiksek sicaklik ve ekstrem pH’lara karsi daha dayaniklidir,
Stiirekli proseslerin uygulanmasini miimkiin kilar,

Defalarca kullanilabilir,

Optimum saklama kosullarinda aktivitelerini aylarca koruyabilir,
Uriin maliyetini diisiriir,

Saf iiriin eldesini miimkiin kilar,

Enantiyomerlerin secici olarak sentezi miimkiin olur,

AN N N N Y N N N

Uriin inhibisyonu 6nlenebilir.

Immobilizasyon ¢alismalar1 1960’larin ilk yarilarinda baslamis ve giiniimiize
kadar konu ile ilgili olarak, 10.000’in {izerinde makale ve patent yayinlanmistir. Tosa ve
arkadaslar1 (1966), tarafindan Japonya’da Immobilize Aspergillus oryzae aminoagilaz
kolonlarinin  gelistirilmesi ve sentetik rasemik D- ve L- aminoasitlerin aktif
enantiyomerlere doniistiiriilmesinde kullanilmasi, immobilize enzimlerle ilgili ilk

endiistriyel uygulamadir.

2.6. Enzim immobilizasyon Metotlar

Immobilizasyon metotlar1 genellikle, baglanma reaksiyonunun tipine gore
simiflandirilir. Buna gore, enzim immobilizasyon metotlar1 baslica dort ana grupta
toplanir: Adsorbsiyon, entrapment (bir polimerik jel veya kapsiil i¢ine hapsetme),

capraz baglama ve kovalent baglamadir (Sekil 2.1).

2.6.1. Adsorbsiyon

Adsorbsiyon metodu, enzimin en zayif ¢ekim kuvvetleriyle inert bir matrise
fiziksel veya iyonik olarak baglanmasidir (Messing, 1976; Woodward, 1985).
Adsorbsiyon oldukg¢a basit ve ekonomik bir immobilizasyon ydntemidir.
Immobilizasyon, enzim ¢dzeltisinin uygun pH ve sicaklikta matrisle karistirilmasiyla
gerceklestirilir. Enzimle matris arasinda zayif baglar (Van der Waals ve Hidrojen
Baglar1) olusur ve enzimler matristen kolaylikla ayrilirlar. Iyon degistiriciler kolaylikla
proteinleri adsorbe ederler ve enzim immobilizasyonu i¢in endistride yaygin olarak

kullanilirlar. Tablo 2.1°de, adsorbsiyon i¢in kullanilan adsorbentler yer almaktadir.
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‘g e

Capraz Baglama

Entrapment (Bead)

Adsorpsivon

Entrapment (Kapsiil) Kovalent Baglama

Sekil 2.1. Enzim immobilizasyon metotlari.

Tablo 2.1. Adsorbsiyonla immobilizasyonda kullanilan adsorbentler

Etkilesme

Adsorbentler

Fiziksel Adsorbsiyon

Dogal Matrisler

Aktif Karbon
Silika Jel
Alumina
Cam

Nisasta

Modifiye Matrisler

Concanavalin A
Sepharose

Tannin

Amino hekzil seliiloz

Fenoksiasetil seliiloz

Iyonik Baglanma

Katyon Degistiriciler

CM-seliiloz
Dowex 50
Amberlite CG-50

Anyon Degistiriciler

DEAE-seliiloz
DEAE-sepadex
Amberlite




2.6.2. Entrapment (Hapsetme)
Bir polimerin olusumu sirasinda, enzimin olusan polimer i¢inde hapsedilmesine
entrapment denir (O’Driscoll, 1976). Bu metot i¢in en yaygin olarak kullanilan

polimerlerden birisi aljinik asittir.

2.6.2.1. Enzimlerin kalsiyumlarin aljinat ile immobilizasyonu

Aljinatlar, kahverengi deniz yosunlarindan (Phaeophyceae, baslica Laminaria
hyperborea) elde edilen, a-(1 —4)-L-gluronik asit (G) ve B-(1 - 4)-D-mannuronik asit
(M) birimlerinden olusmus anyonik, lineer bir polisakkarittir (Smidsrod ve Skjak-Braek,
1990; Blandino ve ark., 2000). Aljinat molekiiliiniin kimyasal yapist Sekil 2.2’de
goriilmektedir. Aljinat molekiillerinde bulunan G ve M monomerlerinin orani ve
dizilisi, aljinatin elde edildigi kaynaga gore degismektedir. Aljinatlar sulu
¢ozeltilerinde, Ca™ gibi iki degerlikli katyonlarla iyonik baglanma yaparak jel
olustururlar. Jel olusumu, farkl aljinat zincirlerindeki G’lerin karboksil gruplari ile Ca*?

iyonlar1 arasindaki kooperatif baglanma sonucu gergeklesir.

Aljinat kullanilarak enzimler degisik metotlarla immobilize edilebilir. Enzim,
aljinat ¢ozeltisiyle karistirilarak kalsiyum kloriir ¢ozeltisine damlatildiginda kalsiyum
aljinat beadleri olusur. Enzim, kalsiyum kloriir ile karistirilarak aljinat ¢ozeltisine
damlatildiginda ise kalsiyum aljinat kapsiilleri olusur. Enzim-Aljinat-gliserol karigima,
kalsiyum kloriir ¢ozeltisine siringa ile iplik seklinde enjekte edildiginde, kalsiyum
aljinat fiberleri olugur. Olusan bead, fiber veya kapsiiliin gdzenek biiyiikligii, kullanilan
aljinat ve kalsiyum kloriir ¢6zeltisinin derisimine baglidir. Molekiil kiitlesi 300 kDA'dan
kiiglik olan enzimler aljinat jellerinden kagabilmektedir. Bu nedenle, kalsiyum aljinat ile
immobilizasyon genellikle hiicrelerin immobilizasyonunda kullanilir. Aljinat ve
kalsiyum kloriir derigimleri optimize edilerek, enzimler de aljinat igerisinde bu ig
yontemden birisi ile immobilize edilmistir. (Blandino ve ark., 2000; Hayashi ve ark.,
1994).

Aljinatlar, toksik olmayan dogal polimerlerdir ve ekonomik olarak elde
edilmektedir. Aljinat jellerinin (bead, kapsiil, fiber) gdzeneklerinin biiyiik olmasi, fosfat
gibi bazi anyonlar iceren reaksiyon ortamlarinda kararliligmin diigiik olmasi,

kullanilmalarini sinirlayan faktorlerdir.



Sekil 2.2. Aljinat polimerlerinin molekiil yapisi. G: Gluronik asit, M: Mannuronik asit

2.6.3. Capraz baglama

Sulu ¢ozeltilerde ¢oziinebilen enzimler, bifonksiyonel ¢apraz-baglayici reaktifler
kullanilarak birbirine kovalent olarak baglandiklarinda ¢6ziinmez hale gelirler. (Chui ve
Wan, 1997). Glutaraldehit bu amag¢ i¢in kullanilan capraz-baglayici reaktiflerdendir
(Klibanov, 1979). Bifonksiyonel glutaraldehit molekiilindeki aldehit gruplari,
enzimlerin amino gruplariyla reaksiyona girerek enzimleri c¢apraz baglar. Capraz
baglanma molekiiller aras1 veya molekiil i¢i olusabilir ve protein ¢oker. Capraz bagh

protein santrifiij ile kolaylikla ayrilabilir.

E{-NH, + OCH(CH2)3CHO + E,-NH, — El-N:HC(CH2)3CH:N-E2 (21)

2.6.4. Kovalent baglama

Proteinlerin kovalent baglarin olusumuna dayanan yontemlerle immobilizasyonu
en ¢ok kullanilan maddeler arasindadir. Bu yontemlerin bir avantaji, enzim ve matris
arasinda olusan baglarin istikrarli dogasi nedeniyle, enzim kullanim tizerine ¢ozeltiye
salinmaz. Bununla birlikte, yiiksek diizeyde baglanmis etkinlik elde etmek i¢in, katalitik
aktivite i¢in gerekli olan amino asit kalintilari, matrise kovalent baglantiya dahil
edilmemelidir. Bu, bazi durumlarda yerine getirilmesi zor bir gereklilik oldugunu
kanitlayabilir. Bazen aktivite verimi gelistiren basit bir prosediir substrat analoglari
(Mattiasson, 1991) varliginda birlestirme reaksiyonu yapmaktir. Immobilizasyon igin
kovalent yontemler, iiriinde enzim bulunmamasi i¢in siki bir gereklilik oldugunda

kullanilir.



Matris iizerinde bulunan fonksiyonel gruplara bagli olarak c¢ok cesitli reaksiyonlar
gelistirilmistir (Scouten, 1987). Birlestirme yoOntemleri genel olarak iki ana simifa
ayrilabilir: (1) bir polimere reaktif bir fonksiyon eklenerek matrisin aktivasyonu ve (2)

aktive edilmig bir grup iiretmek i¢in polimer omurgasinin degistirilmesi.

2.6.4.1. Eupergit CM ile enzim immobilizasyonu

Eupergit C, iizerinde reaktif epoksi gruplari bulunan ve biyomolekiillerin
immobilizasyonunda yaygin olarak kullanilan matristir. Gézenekli beadlerden ibaret bir
matris olan Eupergit C, metakrilamid, allilglisidil eter ve N,N’-metilen-bis-akrilamidin
ko-polimerizasyonuyla olusturulur. Eupergit C kimyasal ve mekanik olarak, 1-12 pH
araliginda kararhidir. Mikrobiyal bozunmalara karst da oldukca dayanaklidir. Tim
reaktorlerde kullanilabilmektedir (Katchalski-Katzir ve Kraemer, 2000; Roehm, 05/95).

Eupergit C’nin epoksi gruplart (600 umol/g kuru Eupergit C), nétral ve bazik
pH’larda enzimlerin amino, siilfidril ve karboksil gruplar1 ile kovalent olarak
baglanabilmektedir. Eupergit C, asidik, notral ve bazik pH’larda, enzimlerin siilfidril ve
karboksil gruplarina da baglanabilmektedir. Sekil 2.3.’de, enzimlerin amino gruplari ile
Eupergit C‘nin epoksi gruplart arasindaki kovalent baglanma goriilmektedir. Eupergit
C’ye baglanan ¢ok sayida enzimin pH ve termal kararliligi artmakta ve uzun siire
aktivitesini korumaktadir. Eupergit C ile immobilizasyon sonucunda enzimlerin
optimum pH ve sicakliklar ile kinetik sabitleri degisebilmektedir (Katchalski-Katzir ve
Kramer, 2000). Eupergit CM de benzer kimyasal yapiya sahip oldugu i¢in Eupergit C'ye

benzer Ozellikler tasimaktadir.
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Sekil 2.3. Eupergit CM ile enzim immobilizasyonu

Immobilizasyonda, matrise baglanan enzim miktarmin baslangigta kullanilan
enzim miktarina orani immobiizasyon verimi olarak tanimlanir. Aktivite verimi ise,
immobilizasyon siizlintlisiinde kalan enzimin aktivitesi arasindaki farka orani olarak
tanimlanir.

Eupergit C ve enzim miktar, immobilizasyon ¢ozeltisinin  pH’si,
immobilizasyon ¢6zeltisinin molaritesi ve baglanma siiresi, baglanma verimi ve aktivite
verimini oldukca etkilemektedir. Yapilacak bir immobilizasyon ¢alismasinda bu
sartlarin optimize edilmesi gerekmektedir. Endiistriyel potansiyele sahip ¢ok sayida
enzim, genellikle % 80’in iizerinde bir verimle Eupergit C {izerine kovalent olarak
immobilize edilmistir (Roehm, 05/95). Epoksi grubu tasiyan matrisler ile yapilan bazi
immobilizasyon calismalarinda, immobilizasyondan sonra enzimin aktivitesinde anlamli
derecede artislar elde edilmistir. Yapilan bir calismada, Streptomyces levandulea ATCC
13664 penisilin V agilaz enzimi Eupergit C ilizerine % 144 aktivite verimi ile

immobilize edilmistir (Torres-Bacete ve ark., 2000). Yapilan diger bir g¢alismada,
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Aspergillus aculeatus B-Galaktozidazi Eupergit C iizerine % 124 verimle immobilize
edilmistir (Aslan ve Tanriseven, 2007). Baska bir caligmada, Aslan ve ark. (2014)
Pseudomonas fluorescens lipaz enzimini Eupergit CM iizerine % 170 verimle

immobilize etmislerdir.

2.7. Bacillus licheniformis Proteazin Immobilizasyonu ile Tlgili Cahsmalar
Literatiirde, Bacillus licheniformis proteaz enziminin immobilizasyonuyla ilgili

bir ka¢ calisma bulunmaktadir.

Ferreira ve ark., (2003)'nin yaptig1 ¢alismada, Bacillus licheniformis proteaz
(Subtilisin Carlsberg), 3-aminopropiltrietoksisilan ile silanlastirilan ve glutaraldehit ile
aktiflestirilen silis jelleri tizerine % 31.1 immobilizasyon ve % 31,6 aktivite verimi ile
immobilize edilmistir. Immobilize enzimin optimum pH (8,0) ve sicakligi (60 °C)
immobilizasyondan etkilenmezken, K, sabitinin degeri serbest enzime gore azalmistir.
Ayrica immobilize enzimin aktivitesi tekrarlanan bes kullanim sonunda % 15-25

azalirken, optimum saklama kosullarinda aktivitesinin % 86'sin1 korumustur.

Silva ve ark. (2006) ise, Bacillus licheniformis'ten elde edilen Alkaline Proteaz
Esperazi karbodiimid ile kaplanmig Eudragit S-100 iizerine kovalent baglama metodunu
kullanarak % 83 aktivite verimi ile immobilize etmislerdir. Immobilizasyon enzimin
optimum pH'sin1 9,5'ten 10,5'e yiikseltirken optimum sicakhigi ise 60 °C'den 70 °C'ye
yiikselmistir. Ayrica, immobilizasyon enzimin Ky, degerini ylikseltirken, Vmax degerini
diistirmiistiir. Ote yandan, immobilize enzimin aktivitesi bes kullanim sonunda % 72'ye
diiserken, optimum saklama kosullarinda aktivitesinin yarilanma siiresinin 770 giin

oldugu tespit edilmistir.

Diger bir ¢alismada (Ahmed ve ark., 2007), Bacillus Licheniformis ATCC 21415
alkaline proteaz, sodyum periyodat ile aktive edilmis amilopektin {izerine kovalent
baglama metodu kullanilarak % 70,5 immobilizasyon ve % 78,3 aktivite verimi ile
immobilize edilmistir. Immobilizasyondan sonra enzimin optimum pH's1 10,0'dan 10,5
yiikselirken, optimum sicakhgi 70 °C'den 80 °C'ye yiikselmistir. Ayrica,
immobilizasyon enzimin K, degerini yiikseltirken, Vmax degerini disiirmiistiir. Diger
taraftan, immobilize enzimin aktivitesinin 60 °C'de 60 dakika sonra % 78,3'{inii

korurken, 115 dakika sonra aktivitenin yariya indigi de gosterilmistir.

12



Dragomirescu ve ark. (2008)'nin yaptigi ¢calismada, Bacillus licheniformis CMIT
1.33 proteaz, silis jelleri ve seramik matris ile entrapment metodu kullanilarak
immobilize edilmistir, elde edilen immobilizasyon verimleri sirastyla % 7,4 ve % 45,27
iken, aktivite verimleri % 47 ve % 39 olarak gerceklesmistir. Immobilizasyon, enzimin

optimum pH'si1 9'dan 8'e, optimum sicakligini ise 65 °C'den 55 °C'ye diisiirmiistiir.

Dragomirescu ve ark. (2012) Bacillus licheniformis B 40'tan elde edilen
proteazin immobilizasyonunda, en yiiksek immobilizasyon verimini (% 74,9) granular
seramik iizerine adsorbsiyonunda elde etmislerdir. Enzimin optimum pH's1 (7,0) ve
sicaklign (55 °C) immobilizasyondan etkilenmemistir. ~ Ayrica immobilize enzim
aktivitesi, optimum saklama kosullarinda 1 ay sonunda % 59,5'e ve 2 ay sonunda ise %

11,4'e diismiistiir.

Literatiirdeki en yeni c¢alismada (Nazari ve ark., 2016), Bacillus licheniformis
proteaz (Subtilisin Carlsberg), 3-aminopropiltrietoksisilan ile modifiye edilmis silis
jelleri lizerine glutaraldehit ile aktiflestirdikten sonra kovalent baglama metodu ile
immobilize edilmis ancak, elde edilen immobilizasyon ve aktivite verimleri
verilmemistir. immobilize enzimin optimum pH ve sicakligmin sirasiyla 9,0 ve 50 °C
oldugu belirtilmistir. immobilize enzim aktivitesi, optimum saklama kosullarinda 10
giinde % 50'ye diistiikten sonra % 50 aktivite otuzuncu giine kadar korunmus ve daha

sonra kademeli olarak azalip kirk giin sonunda % 25'e diismiistiir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

Bacillus licheniformis proteaz (Alkaline Protease L), Bio-Cat firmasindan (Troy,
Amerika Birlesik Devletleri), Eupergit CM ise Rohm firmasindan (Darmstadt,
Almanya) hediye olarak temin edilmistir. UV-VIS Spektrometresi (UV-6300PC), VWR
firmasindan (Radnor, USA); pH metre (Hanna HI 2020 edge), Hanna Instruments Ltd.
firmasindan (Bedfordshire, Ingiltere), manyetik karistiric1 (Heidolph MR Hei-Standard),
Heidolph UK - Radleys firmasindan (Shire Hill, ingiltere), saf su cihaz1 (Mini Pure 1,
MDM-0170), MDM Co. Ltd. firmasindan (Suwon-si, Giiney Kore), hassas terazi
(Shimadzu-ATX224), Shimadzu Corporation firmasindan (Kyoto, Japonya), orbital
calkalamali 1sitmali inkiibator (Mipro-MCI), Protek Lab Grup Profesyonel Laboratuar
Cozimleri firmasindan (Ankara, Tirkiye), vakum pompasi (Biobase, GM-0.50A),
Biobase Biodustry Co., Ltd. firmasindan (Shandong, Cin), elektroforez sistemi (Mini-
Protean Tetra Cell), Bio-Rad Laboratories firmasindan (Hercules, ABD) satin alindu.
Bovine Serum Albumin, Sodyum Hidroksit, Sodyum Dihidrojen Fosfat, Hidro Klorik
Asit, L-Tirozin, Folin & Ciocalteu’s Reagent, Kazein ve Bradford Reagent ise Sigma-
Aldrich firmasindan (Taufkirchen, Germany) ve Sodyum Azid, Merck Millipore
firmasindan (Darmstad, Almanya) satin alinmistir. Yarim yagli UHT inek siitii lokal

marketlerden satin alinmastir.

3.2. Metotlar
3.2.1. Protein tayini

3.2.1.1. Protein miktarinin tayini

Protein miktarmin tayini, Bradford (1976) metoduna gore, 0,2-1,4 mg/mL
araligindaki derisimlerde hazirlanan Bovine Serum Albiimin Standart ¢ozeltilerinin ¢ift
151tk yollu UV spektrometresinde 595 nm dalga boyunda &lgiilen absorbanslari

kullanilarak olusturulan standart grafigine ait dogru denklemine gére yapilmustir.
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3.2.1.2. Proteinlerin sodyum dodesil siilfat-poli akrilamid gel elektroforez
kullanilarak goriintiilenmesi

Proteinler on kat seyreltildikten sonra, indirgeyici olmayan kosullar altinda %
0,1 (w/v) sodyum dodesil siilfat (SDS) igeren poliakrilamid gel elektroforezi (PAGE) ile
ayrilmigtir. Elektroforez deneyleri, dikey plakalarda jeller bulunan bir elektroforez
cihaz1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Her O6rnek i¢in % 12 akrilamid ¢oziici jel
tizerine 20 pL protein ¢ozeltisi yliklenmistir. Protein Ornekleri, Laemmli (1970)
tarafindan tarif edildigi gibi, renk isaretcisi olarak bromofenol mavisi kullanilarak,
elektroforez blokun anot ucundan 0.5 cm kadar 120 V / 20 mA'de yiiriitilmiistir
(yaklasik 3 saat). Farkli protein fraksiyonlarmin molekiil kiitlesi, elektroforetik
hareketlilikleri, bilinen molekiil kiitlelerine (8,5-13,5-18,0-28,0-40,0-57,0-70,0 kDA)

sahip isaretgi proteinlerin hareketlilikleri ile karsilastirilarak tahmin edilmistir.

3.2.2. L-Tirozin tayini

L-Tirozin tayini, 25-1000 pg/mL derisim araliginda hazirlanan L-Tirozin
standart cozeltilerinin ¢ift 151k yollu UV spektrometresinde 274 nm'de dlgiilen
absorbanslar1 kullanilarak olusturulan L-Tirozin standart grafigine ait dogru denklemine

gore yapilmstir.

3.2.3. Proteaz aktivitesinin tayini

Proteaz aktivitesi, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde 200%er puL (77,2
IU) serbest ve 0,286'sar g (83,1 1U) immobilize enzimlerin, 5'er mL 25 mM'lik fosfat
tamponu (pH 7,5) ile hazirlanmis % 1 (w/v)'lik kazein ¢ozeltileri ile 200 rpm hizla
calkalayan 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatorde 70 °C'de 1 saat siireyle
gerceklestirilen reaksiyonlar: sonunda, karisimlardan alinan 400'er uL numuneler saf su
ile 4'er mL'ye tamamlanip kaynayan suda 10 dakika bekletilerek enzim inaktive
edildikten sonra, olusan L-Tirozinin UV spektrometresiyle 274 nm'de Oolgiilen
absorbanslar1 kullanilarak L-Tirozin derisimleri tayin edilmistir. Proteaz aktivitesi, L-
Tirozin derisimleri kullanilarak hesaplanmistir. 1 U Bacillus licheniformis proteaz
aktivitesi, standart kosullarda (pH 7,5; sicaklik 70 °C; siire 1 saat; ve ¢alkalama hiz1 200
rpm), 5 mL % 1 (w/v)'lik kazein ¢ozeltisinde 1 dakikada 1 pmol L-Tirozin olusturan

enzim miktar1 (mg) olarak tanimlanmustir.

16



3.2.4. Iimmobilizasyon sartlarinin optimizasyonu

Immobilizasyonda kullanilan matris miktari, immobilizasyon ¢dzeltisinin pH's1
ve molaritesi ile immobilizasyon siliresi immobilizasyon ve aktivite verimini
etkilediginden (Katchalski-Katzir ve Kraemer, 2000), bu faktorlerden her birinin etkisi

sirayla incelenerek immobilizasyon kosullart optimize edilmistir.

3.2.4.1. Matris miktarimin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etkisi

Immobilizasyon, 10 mL'lik vida kapakl1 tipal1 cam siselerdeki 5'er mL 0,5 M'lik
dort ayr1 fosfat tampon ¢ozeltilerine (pH 7,5) sirasiyla 100, 200, 300 ve 400 mg
Eupergit CM ve 200'er uL (77,2 1U) enzim ilave edilerek, 25 °C'de 200 rpm hizla
calkalayan 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatorde 12 saat siireyle gergeklestirilmistir.

Immobilizasyon sonunda, immobilize enzimler, por biiyiikliigii 2 olan sinterli
cam siizgecler kullanilarak vakum altinda siiziilerek 3 defa 5'er mL 0,1 M'lik fosfat
tamponu ile ve 3 defa da 5er mL saf su ile yikandiktan sonra immobilizasyon
tamponunda ve siiziintiilerde UV spektrometresi ile 595 nm'de absorbanslar olgiilerek
protein miktari hesaplanmis ve protein miktarlari kullanilarak Denklem (3.1)'e gore
immobilizasyon verimleri hesaplanmustir.

Standart aktivite tayin metoduna gore tayin edilen serbest ve immobilize
enzimlerin bagil aktiviteleri kullanilarak da Denklem (3.2)'ye gore aktivite verimleri

hesaplanmustir.

. . Tmmobilizasyon tamponundzis protein-SEzintidaki pratain )
Immobilizasyon verimi (¢ =L - = x100 .
{/5’} Immobilizcpon tamponundaks protain (3 1)

L. ) ) I Eili T -
!- '[)]'fﬁl verimi {r%j: Mo oiIEe enZImiin TIW:ESIXIG{, (32)

vy enzimin aktivitesi

3.2.4.2. immobilizasyon tamponu pH’sinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine
etkisi

Immobilizasyon, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerdeki pH'lar1 farkl (5,0-
6,0-7,0-7,5-8,0-9,0-10,0) olan 5'er mL fosfat tamponu ¢ozeltilerine 100’er mg Eupergit
CM ve 200%er uL (77,2 IU) serbest enzim ilave ederek 25 °C'de 200 rpm hizla
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calkalanan inkiibatorde 12 saat siireyle gerceklestirildikten sonra immobilizasyon ve

aktivite verimleri hesaplanmustir.

3.2.4.3. Immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon ve aktivite
verimlerine etkisi

Immobilizasyon, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerdeki derisimleri farkli
(0,5-1,0-1,5-2,0 M) 5'er mL fosfat tamponu ¢ozeltilerine (pH 7,5) 100'er mg Eupergit
CM ve 200%er yL (77,2 1U) siv1 enzim ilave ederek 25 °C sicaklikta 150 rpm hizla
calkalayan 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatdrde, 12 saat siireyle gerceklestirildikten

sonra immobilizasyon ve aktivite verimleri hesaplanmustir.

3.2.4.4. immobilizasyon siiresinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etkisi
Immobilizasyon, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerdeki 5'er mL fosfat
tamponu ¢ozeltilerine (pH 7,5) 100'er mg Eupergit CM ve 200'er uL (77,2 1U) siv1
enzim ilave edilerek 25 °C sicaklikta 150 rpm hizla c¢alkalayan isitmali orbital
calkalamali inkiibatorde, farkli siirelerde (24-48-72-96-120 saat) gergeklestirildikten

sonra immobilizasyon ve aktivite verimleri hesaplanmustir.

3.2.5. Serbest ve immobilize Bacillus licheniformis proteazlarin karakterizasyonu

3.2.5.1. Optimum pH

Bagil aktiviteler, 10 mL'lik vida kapakli tipalt cam siselerde 200'er pL (77,2 1U)
serbest ve 0,286'sar g (83,1 IU) immobilize enzimlerin 5'er mL 25 mM'lik farkli
pH'lardaki (6,0-6,5-7,0-7,5-8,0-9,0-10,0-11,0-12,0) fosfat tamponu ile hazirlanmis % 1
(wiv)'lik kazein g¢ozeltileri ile 200 rpm hizla galkalayan 1sitmali orbital calkalamali
inkiibatérde 70 °C'de 1 saat siireyle gergeklestirilen reaksiyonlar: sonunda tayin edildi.

Optimum pH aralig1, Bagil aktivite (%) - pH grafiginden belirlenmistir.

3.2.5.2. Optimum sicakhk

Bagil aktiviteler, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde 200%er pL (77,2 1U)
serbest ve 0,286'sar g (83,1 IU) immobilize enzimlerin 25mM fosfat tamponu (pH 7,5)
ile hazirlanmis S'er mL % 1 (w/v)'lik kazein ¢ozeltileri ile 200 rpm hizla ¢alkalayan
1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatorde farkli sicakliklarda (20-30-40-50-60-70-80-90
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°C) 1 saat siireyle gergeklestirilen reaksiyonlari sonunda bagil aktiviteler tayin edilerek,

Bagil aktivite (%) - Sicaklik (°C) grafiginden optimum sicaklik aralig: belirlenmistir.

3.2.5.3. pH kararhhg:

200%er puL (77,2 1U) serbest ve 0,286'sar g (83,1 IU) immobilize Bacillus
licheniformis proteazlar 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde, pH'lar1 farkli (5,0-
6,0-6,5-7,0-7,5-8,0-9,0-10,0-11,0-12,0) olan 2,5'er mL 25 mM'lik fosfat tamponu
cozeltilerinde, 200 rpm hizla ¢alkalayan 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatorde oda
sicakliginda (25 °C), 1 saat siireyle inkiibe edildikten sonra, iizerlerine 25 mM'lik fosfat
tamponu (pH 7,5) ile hazirlanmis 2,5'er mL % 2 (w/v)'lik kazein ¢ozeltileri eklenerek 70
°C'de, 1 saat siireyle gergeklestirilen reaksiyonlar: sonunda, bagil aktiviteler tayin

edilerek, sivi ve immobilize enzimin kararli oldugu pH aralig1 belirlenmistir.

3.2.5.4. Is1l kararhhk

200'er puL serbest (77,2 IU) ve 0,286'sar g (83,1 IU) immobilize Bacillus
licheniformis proteazlar, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde pH'lart 7,5 olan
2,5’ser ml 25 mM'lik fosfat tamponu ¢ozeltilerinde, 200 rpm hizla calkalayan isitmali
orbital ¢alkalamali inkiibatdrde farkli sicakliklarda (20-30-40-50-60-70-80-90 °C) 1 saat
stireyle inkiibe edildikten sonra, iizerlerine 25 mM'lik fosfat tamponu (pH 7,5) ile
hazirlanmis 2,5’er mL % 2 (wW/v)'lik kazein ¢ozeltileri eklenerek 70 °C'de 1 saat siireyle
gerceklestirilen reaksiyonlari sonunda bagil aktiviteler tayin edilerek, sivi ve

immobilize enzimin kararli oldugu sicaklik (°C) aralig1 belirlenmistir.

3.2.5.5. Kinetik sabitler

200'er pL serbest (77,2 IU) ve 0,286'sar g (83,1 IU) immobilize Bacillus
licheniformis proteazlarin baslangi¢ aktiviteleri, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam
siselerde, pH's1 7,5 olan 25 mM'lik fosfat tamponu ile hazirlanmis farkli derisimlerdeki
(5-10-15-20-25 g/L) 5'er mL kazein ¢ozeltileri ile 200 rpm hizla calkalayan isitmali
orbital ¢alkalamali inkiibatérde 15 dakika siireyle gergeklestirilen reaksiyonlart sonunda
basglangic hizlart tayin edilerek, c¢izilen Lineweaver-Burk Grafigine ait dogru

denkleminden Vpax Ve Ky, sabitleri hesaplanmustir.
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3.2.5.6. Kullanim kararhhgi

Immobilize enzimin kullanim kararlilig1, standart kosullarda tekrarlanan 20 kez
kullamim1 sonunda tayin edilen bagil aktiviteleri kullanilarak ¢izilen grafik ile
belirlenmistir. Immobilize enzim her kullanimdan sonra por biiyiikliigii 2 olan sinterli

cam siizge¢ kullanilarak vakum altinda bol miktarda saf su ile yikanmistir.

3.2.5.7. Saklama kararhhg:

Immobilize enzimin saklama kararlilig1, 20 giin boyunca iki giinde bir, standart
metoda gore tayin edilen bagil aktiviteleri kullanilarak ¢izilen grafik ile belirlendi.
Immobilize enzim, her kullanimdan sonra bol miktarda saf su ile yikanarak 5 mL 0,1

M'lik fosfat tamponu ¢ozeltisi igerisinde buzdolabinda +4 °C'de saklanmustir.

3.2.6. Siit proteinlerinin hidrolizi

0,286 g (83,1 IU) immobilize Bacillus licheniformis proteazin 10 mL'lik vida
kapakli tipali cam sisede 5 mL homojenize yarim yagli UHT inek siitii ile 2 saatlik
reaksiyonlar1 siiresince protein derisimindeki degisim, 30 dakika araliklarla alinan
orneklerde tayin edilen protein derisimlerinin zamana karsi ¢izilen grafigi ile

belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Protein Tayini

4.1.1. Protein miktarimn tayini

Bradford (1976) metoduna gore elde edilen BSA standart grafigi Sekil 4.1'de
goriilmektedir. Grafikten elde edilen dogru denklemine (Denklem 4.1) ait belirleme
katsayisi (R?) 0.99427'dir.

¥ = 0.00367 + 0.29567X 4.1)

Denklem (4.1) kullanilarak, immobilizasyon ¢dzeltisinde, immobilizasyon
siiziintlisinde ve yarim yagli UHT inek siitiindeki proteinlerinin miktarlar
hesaplanmistir. Buna gore, 200 uL (77,2 1U) serbest Bacillus licheniformis proteaz
iceren 5,2 mL immobilizasyon ¢ozeltisindeki enzim derisimi 1,87 mg/mL olarak
hesaplanmistir. Stvi Bacillus licheniformis proteaz preparasyonundaki enzim derisimi
de, immobilizasyon ¢ozeltisindeki protein miktariin diliisyon faktoriiniin (26) ile
carpilmasiyla, 48,6 mg/mL olarak hesaplanmigtir. Ayrica, yarim yagli UHT inek

stittindeki protein miktar1 da 3,1 % olarak hesaplanmistir.

g
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Y=0.00367 + 0.29567X
R2 =0.9994
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Sekil 4.1. BSA standart grafigi
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4.1.2. Proteinlerin sodyum dodesil siilfat-poli akrilamid gel elektroforez
kullanmlarak goriintiilenmesi

Sekil 4.2 dikkatle incelendiginde, immobilizasyon ¢ozeltisinde (3) yaklagik 27
kDA civarinda bir protein bandi acik¢a goriilmektedir. Ancak immobilizasyon
stiziintiistinde (1 nolu hat) bu seviyede herhangi bir bant bulunmamaktadir. Biitiin
alkalin proteazlarin molekiil agirliklart ortalama 27 kDA oldugundan (Sellami-Kamoun
ve ark., 2008), immobilizasyon kosullarinin optimizasyonu sonucunda % 100
immobilizasyon veriminin elde edildigi anlagilmaktadr.

Sekil 4.2'de ayrica, islenmemis siit 6rneginde bulunan proteinlerin (5 nolu hat)
yaklagik 27 kDA seviyesinde belirgin iki, yaklasik 14 kDA seviyelerinde ise belli
belirsiz bantlar olusturduklar1 goriilmektedir. Siitteki kazein fraksiyonlar1 yaklagik 19-
29 kDA, laktoglobulin fraksiyonlar1 ise 14 ve 19 kDA seviyelerinde bant
olusturmaktadir (Wréblewska ve Kaliszewska, 2012). immobilize proteaz ile hidroliz
edilmis siit drneginde (2 nolu hat) bu bantlarin gériinmemesi, hidrolizin % 100 oraninda

gerceklestigi anlasilmaktadir.

Sekil 4.2. immobilizasyon éncesi ve sonras1 enzimin SDS-PAGE elektroforez goriintiisii.
(1) Isaretci proteinler (molekiil kiitlesi birimi KDA'dur), (2) immobilizasyon siiziintiisii,

(3) immobilizasyon ¢dzeltisi,
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4.2. Enzim Aktivitesinin Tayini
L-Tirozin standart grafigi Sekil 4.3'de goriilmektedir. Grafikten elde edilen
dogru denkleminin (Denklem 4.2) belirleme katsayisi (RZ) 0.9994'tiir.

¥ = 0.0033 + 0.00081X (4.2)

Denklem (4.2) kullanilarak, optimum aktivite tayin kosullarinda, 200 pL serbest
Bacillus licheniformis proteaz ile kazeinin reaksiyonu sonucunda olusan L-Tirozin
miktar1 4370,4 ug olarak hesaplanmistir. 1 mL Serbest Bacillus licheniformis proteazin
standart kosullardaki aktivitesi de, Denklem (4.3) kullanilarak 386 IU/mL olarak
hesaplanmistir. 1 mL Bacillus licheniformis proteaz ¢6zeltisi igerisinde 48,6 mg enzim
bulundugundan, Bacillus licheniformis proteazin spesifik aktivitesi 7,94 1U/mg proteaz
olarak hesaplanmistir. 1 IU aktiviteye sahip proteaz miktar1 ise, 0,126 mg olarak

hesaplanmustir.

: glusan L—Tirozin (pmol}
IU/mL enzim = : ; 4.3
'f kullamlan enzimhacmi (mL) x Resksivon siresi {dl) ( )

0,750 -
0,625 4
0,500 4

0,375 1

0,250 4 Y=0.0033 + 0.00081X

R2 =0.9994

Absorbans (274 nm)

0,125

0,000 b T T T T T
0 200 400 600 800 1000

L-Tirozin Derisimi (ug/L)

Sekil 4.3. L-Tirozin standart grafigi
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4.3. immobilizasyon Sartlarinin Optimizasyonu

4.3.1. Matris miktarimin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etkisi

Enzimlerin kovalent immobilizasyonu, enzim molekiillerinin yapisini olusturan
amino asitlerin yan zincirlerinde bulunan amino (-NH>), hidroksil (-OH) ve siilfidril (-
SH) gruplar1 ile Eupergit CM iizerinde yer alan epoksi gruplarmin reaksiyonu ile
gerceklesmektedir. Tablo 4.1'de goriildiigii gibi, en diisiik immobilizasyon verimi 100
mg Eupergit CM kullanildiginda elde edilmistir ve kullanilan matris miktarina bagh
olarak immobilizasyon verimi de artmaktadir. Bunun nedeni, matris miktar1 arttikga,
matris iizerindeki epoksi gruplarmin da artmasidir. Ote yandan, en yiiksek aktivite
verimi de 100 mg Eupergit CM kullanildiginda elde edilmistir. Yani, en yiiksek
immobilizasyon etkinligi, yani birim kiitledeki immobilize enzimden elde edilen en
yiiksek aktivite 100 mg Eupergit CM ile elde edilmis olmaktadir. Tablo 4.1'de dikkat
ceken diger bir sonu¢ da, artan Eupergit CM miktarina karsin aktivite veriminin
azalmasidir. Bunun nedeni, matris miktar1 artirildiginda, enzim molekiillerinin matrise
coklu noktalardan baglanmasi sonucu, enzim molekiillerinin optimum aktivite i¢in
zorunlu olan {i¢ boyutlu yapisinin bozulmasidir. Bu sonuglar birlikte
degerlendirildiginde, bundan sonraki immobilizasyon basamaklarinda 100 mg Eupergit

CM kullanilmasinin daha uygun oldugu sonucuna varilmaistir.

4.3.2. immobilizasyon tamponu pH’sinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine
etkisi

Tablo 4.2 incelendiginde, immobilizasyon veriminin artan pH'ya karsilik
azalarak pH 7,5'ten diisiik degere indigi ve sonra tekrar arttigi goriilmektedir. Buna
karsilik tam tersine, artan pH’ya karsilik aktivite verimin artarak pH 7,5'te en yiiksek
degere c¢ikip daha sonra tekrar azaldig1 goriilmektedir. Ayrica, en diisiik immobilizasyon
ve en yliksek aktivite verimi pH's1 7,5 olan tamponda elde edildiginden, yani en ytiksek
immobilizasyon etkinligi pH 7,5'te elde edildiginden, daha sonraki immobilizasyon
basamaklarinda en uygun pH'nin 7,5 oldugu goriillmektedir. Bu sonuglar literatiirde yer
alan bilgilerle de ortiismektedir. Ciinkii, Eupergit C ile enzim immobilizasyonunda, en
yiiksek aktivite verimi genellikle enzimin optimum pH araliginda elde edilmektedir

(Katchalski-Katzir ve Kraemer, 2000). Eupergit CM de Eupergit C ile ayn1 kimyasal

24



Tablo 4.1. Eupergit CM miktarinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etkisi

Eupergit (mg) immobilizasyon Verimi (%) Aktivite verimi (%)
100 21,0 98,2
200 24,4 96,9
300 27,4 96,1
400 35,1 95,6

Tablo 4.2. immobilizasyon tamponu pH’sinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etkisi

Immobilizasyon tamponu pH’s1 immobilizasyon verimi (%) Aktivite verimi (%)
5,0 31,6 95,3
6,0 25,0 96,6
7,0 22,6 97,3
7,5 21,0 98,2
8,0 32,5 97,1
9,0 37,9 94,5
10,0 449 91,8

yaptya sahip olup, aralarindaki farklar taneciklerin ve gozeneklerin cap1 ile {izerlerinde

bulunan epoksi gruplarinin miktarindan kaynaklanmaktadir.

4.3.3. Immobilizasyon tamponu molaritesinin immobilizasyon ve aktivite
verimlerine etkisi

Tablo 4.3'e bakildiginda, en diisiik immobilizasyon veriminin 0,5 M’lik tampon
kullanildiginda elde edildigi ve immobilizasyon i¢in kullanilan tampon ¢ozeltisinin
derisimi arttikca immobilizasyon veriminin arttig1 goriilmektedir. Bunun nedeni, artan
derisime bagli olarak alkalin pH'ya sahip tampondaki hidroksil gruplariin derisiminin
artmasiyla enzim molekiiliindeki amino asitlerin yan zincirlerinde bulunan ve
immobilizasyonda kovalent baglanmayi saglayan amino (-NH2) gruplarmin daha
yiksek oranda (-NH2) formuna ge¢mesidir. Ciinkii Eupergit CM {izerindeki epoksi
gruplari, enzim molekiiliindeki amino gruplari ile -NH2 formunda reaksiyon
vermektedir. Tablo 4.3'e gore, en yiiksek aktivite veriminin de 0,5 M’lik tampon
kullanildiginda elde edildigi ve immobilizasyon i¢in kullanilan tampon ¢o6zeltisinin
derisimi artmasiyla aktivite veriminin diistiigii de goriilmektedir. Immobilizasyon
verimi artarken aktivite veriminin diismesinin nedeni, baglanan enzim miktar1 artmasina
ragmen, tampondaki iyon derisimlerinin artmasi, enzim molekiillerinin yapisinda yer
alan glutamat ve aspartat amino asitlerinin yan zincirlerinde bulunan karboksil

(-COOH/-COO-) gruplarmin yiiksiiz formdan yiiklii forma gegmelerine neden
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Tablo 4.3. immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etkisi

Tampon Derisimi (M) immobilizasyon Verimi (%) Aktivite verimi (%)
0,5 21,0 98,2
1,0 31,5 96,0
1,5 36,6 95,4
2,0 42,4 94,6

oldugundan, enzim molekiillerinin {i¢ boyutlu yapilarindan sorumlu baglanma
tiirlerinden biri olan iyonik bagin zayiflamasi sonucu optimum aktivite i¢in zorunlu olan
ic boyutlu yapmin bozulmasindan kaynaklanmaktadir (Katchalski-Katzir ve Kramer,
2000). Bu sonuglara gore optimum tampon derisiminin 0,5 M oldugu anlasildigindan,

bundan sonraki immobilizasyon basamaklarinda 0,5 M'lik tampon kullanilmistir.

4.3.4. Immobilizasyon siiresinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etkisi
Tablo 4.4'e gore, denenen tiim siirelerde immobilizasyon veriminin % 100
oldugu ve en yiiksek aktivite veriminin 24 saatlik immobilizasyonda elde edildigi,
ayrica siire attikca aktivite veriminin azaldigi gortilmektedir. Bunun nedeni genellikle,
immobilizasyondan sonra matris {izerindeki bosta kalan epoksi gruplarinin enzim
molekiillerini matrise ¢oklu noktalardan baglamasi sonucu ii¢ boyutlu yapmnin
bozulmasidir. Bu nedenle, Bacillus licheniformis proteazin Eupergit CM ile
immobilizasyon ¢alismalarinda 24 saatlik siirenin optimum siire oldugu anlagilmustir.
Immobilizasyon ve aktivite verimlerine etki eden faktorlerin optimizasyonu
sonucunda, % 100 immobilizasyon ve % 107,7 aktivite verimi elde edilmistir. Bu
sonuglar, Bacillus licheniformis proteazin immobilizasyonu ile ilgili literatiirde yer alan

calismalarda elde edilenler arasinda en 1yi oldugu gézlenmistir.

Tablo 4.4. immobilizasyon siiresinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etkisi

immobilizasyon Siiresi (Saat)  immobilizasyon Verimi (%) Aktivite Verimi (%)
24 100,0 107,7
48 100,0 102,1
72 100,0 97,3
96 100,0 94,4
120 100,0 92,7
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4.4. Stv1 ve immobilize Bacillus licheniformis Proteazlarin Karakterizasyonu

4.4.1. Optimum pH

Sekil 4.4'e gore, Bacillus licheniformis proteazin optimum pH araligi (7,0-8,0)
immobilizasyondan etkilenmemistir. Elde edilen bu sonug, Bacillus licheniformis
proteazin immobilizasyonuyla ilgili literatiirde yer alan baz1 ¢aligmalardaki bulgularla
kismen oOrtiismektedir. Ferreira ve ark. (2003), 3-aminopropiltrietoksisilan ile
silanlastirilmis ve glutaraldehit ile aktiflestirilmis silika iizerine immobilize Bacillus
licheniformis proteaz (Subtilisin Carlsberg)'in optimum pH'sinin 8,0 oldugunu
bildirmislerdir. Bacillus licheniformis CMIT 1.33 proteazin silis jelleri ve seramik
matris ile entrapment metodu kullanilarak immobilizasyonunda optimum pH, 9,0'dan
8,0'a dismiistiir (Dragomirescu ve ark., 2008). Bacillus licheniformis B 40'tan elde
edilen proteazin granular seramik tizerine adsorbsiyonunda, enzimin optimum pH'si
(7,0) degismemistir (Dragomirescu ve ark., 2012). Sekil 4.4’te dikkat ¢eken diger bir
sonug ise, immobilize Bacillus licheniformis proteazin denenen biitiin pH araliginda

suda ¢ozlinmiis Bacillus licheniformis proteazdan daha yiiksek aktivite gosterdigidir.

100 1

Bagil Aktivite (%)
o o
[—) wn

L
(V)]
1

80

Sekil 4.4. Serbest (O) ve immobilize (@) Bacillus licheniformis proteazin optimum pH'si
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4.4.2. Optimum sicakhk

Sekil 4.5 incelendiginde, optimum sicakhigin (70 °C) immobilizasyondan
etkilenmedigi goriilmektedir. Silva ve ark. (2006) da, Bacillus licheniformis'ten elde
edilen alkalin proteaz Esperazin karbodiimid ile kaplanmis Eudragit S-100 {izerine
kovalent baglama ile immobilizasyonunda, optimum sicakliginin 60 °C'den 70 °C'ye
yiikseldigini etmislerdir. Diger bir ¢alismada (Ahmed ve ark., 2007), Bacillus
Licheniformis ATCC 21415 alkalin proteaz, sodyum periyodat ile aktive edilmis
amilopektin {izerine kovalent baglama ile immobilizasyonunda, optimum sicaklik 70
°C'den 80 °C'ye yiikselmistir. Sekil 4.5'e gore ayrica, immobilize enzimin denenen
biitin sicaklik araliginda serbest enzimden daha yiiksek aktivite gosterdigi agikga
goriilmektedir. Genellikle, immobilizasyon enzimin 1s1l kararliligini artirdigindan
yiiksek sicakliklarda immobilize enzimler serbest enzimlere gore yiiksek aktivite

gosterirler.

100 -
95 1

90 4

Bagl Aktivite (%)
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Sekil 4.5. Serbest (O) ve immobilize (@) Bacillus licheniformis proteazin optimum sicakligi
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4.4.3. pH kararhhg

Sekil 4.6'da, serbest ve immobilize enzimin alkalin pH'larda, asidik pH'lardakine
gore ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bacillus licheniformis alkalin proteazin
aktif bolgesinde katalitik rol alan aspartik asidin karboksil grubu ve histidinin €-amino
grubu kataliz sirasinda alkalin pH araliginda daha ¢ok protonsuz haldedirler.
Muhtemelen, bu gruplarin asidik pH araliginda protonlanmis halde olmasi aktivitenin
diisik olmasma yol ac¢maktadir. Sekil 4.6'ya gore ayrica, denenen biitin pH
degerlerinde immobilize enzimin serbest enzimden daha kararli oldugu gériilmektedir.
Bu da, muhtemelen enzim molekiillerinin matrise en giiglii kimyasal bag olan kovalent
bag ile baglanmasinin enzimin ¢ boyutlu yapisim1 kuvvetlendirmesinden

kaynaklanmaktadir.

4.4.4. Isil kararhhk

Sekil 4.7 sicakligin serbest ve immobilize enzimin kararliligmna etkisini
gostermektedir. Sekilde, serbest ve immobilize enzim denenen biitiin sicakliklarda,
kararliligmi ~ biiyiikk  olglide  korudugu  agikga  goriilmektedir.  Genellikle
immobilizasyonun enzimlerin 1s1l kararliligini artirdigi bilinmektedir. Ayrica, Bacillus

licheniformis'in termofil karakteri de buna katk1 saglamis olabilir.

100

\o
=
1

80 1

70 4

60 -

Kalan Aktivite (%)

50+
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Sekil 4.6. Serbest (O) ve immobilize (@) Bacillus licheniformis proteazin pH kararlilig
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Sekil 4.7. Serbest (%) ve immobilize (@) Bacillus licheniformis proteazin 1s1l kararlilig:

4.4.5. Kinetik sabitler

Serbest ve immobilize enzimin Michaelis-Menten (K,) ve maksimum hiz (Vmax)
sabitleri Lineweaver-Burk Grafigi (Sekil 4.8) kullanilarak hesaplandi. immobilizasyon,
Km sabitinin degerini 0,0387 g/L'den 0,0269 g/L'ye diisiiriirken, Vmax degerini 2,95
g/L.dk'dan 3,38 g/L.dK'ya yiikseltmistir. Ky, degeri, bir enzimin substrata olan ilgisini
gostermektedir. Ky, kiigiildiikge enzimin substrata olan ilgisi artar. immobilize Bacillus
licheniformis proteazin Ky, degerinin serbest enziminkinden kiigiik, Vimax degerinin ise
bliylik olmasi, immobilize enzimin serbest enzimden % 7,7 daha yiiksek aktiviteye
sahip olmasi ile birbirini desteklemektedir. Benzer sonuglara literatiirde de
rastlanmaktadir. Ornegin, Bacillus licheniformis proteazin (Subtilisin Carlsberg), 3-
aminopropiltrietoksisilan ile silanlastirilan ve glutaraldehit ile aktiflestirilen silis jelleri
tizerine kovalent baglama metodu ile immobilizasyonunda da immobilizasyon enzimin

Km degerini azaltmistir (Nazari ve ark., 2016).
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Sekil 4.8: Serbest (O) ve immobilize (@) Bacillus licheniformis proteazin Linewaver Burk Grafigi

4.4.6. Kullanim kararhhg:

Sekil 4.9'da gorildigi gibi, immobilize enzim kesikli iretim prosesinde
optimum kosullarda tekrarlanan yirmi kullanim siiresince aktivitesini kaybetmemistir.

4.4.7. Saklama kararhihig

Sekil 4.10'a gore, immobilize enzim kesikli iiretim prosesinde optimum saklama
kosullarinda yirmi giin boyunca aktivitesini kaybetmemistir.
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Sekil 4.9. immobilize Bacillus licheniformis proteazin kullanim kararliligi
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Sekil 4.10. immobilize Bacillus licheniformis proteazin saklama kararlilig

4.4.8. Siit proteinlerinin hidrolizi

Optimum aktivite kosullarinda 0,286 g (83,1 1U) immobilize enzim ile 5 mL
yarim yagli UHT inek siitlinliin iki saat siireyle reaksiyonu sirasinda 30 dakika
araliklarla alman Orneklerde protein tayini yapilarak zaman karsit protein derisimi

grafigi olusturulmustur (Sekil 4.11). Sekilde agik¢a goriildiigli iizere baslangicta %
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(w/v) 3,1 olan protein derigsimi 120 dakika sonunda tamamen hidrolize olmustur. Bu
sonug, Sekil 4.12'deki veriler ile de agikc¢a desteklenmektedir. Bu sonug literatiirde elde
edilen en yiiksek hidroliz derecesidir. Hidrolizden 6nce siit proteinlerinin olusturdugu
elektroforez bandinin hidroliz sonrasinda olugmadigi goriilmektedir. Ayrica hidroliz
sonucunda siitteki pH degisimi de incelenmistir. Hidroliz 6ncesinde 6,89 olan pH'nin,
hidroliz sonunda 6,53'e diistiigli gozlenmistir. Ayrica, hidrolizden sonra siitiin renginin
biraz berraklastign da gdzlenmistir. Ote yandan, hidroliz sonunda siitiin tadinda ve

kokusunda herhangi bir degisiklik saptanmamustir.

1,51

Siit Proteinleri (% w/v)

0,51 .\.

0,0 T T T
0 30 60 90 120

Zaman (Dakika)

Sekil 4.11. immobilize Bacillus licheniformis proteaz kullanarak yarim yaglt UHT inek siitii
proteinlerinin hidrolizi.
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28
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Sekil 4.12. Hidroliz 6ncesi ve sonrasinda yarim yagli UHT inek siitiindeki proteinlerin SDS-PAGE
elektroforez goriintiisii. (1) Isaretgi proteinler (molekiil kiitlesi birimi KDA'dur),
(2) Proteinleri hidroliz edilmis yarim yagli UHT inek siitii, (3) Yarim yagli UHT inek siitil.
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonugclar

Bacillus licheniformis proteazi immobilizasyon kosullarini optimize ederek en
yiikksek immobilizasyon (% 100) ve aktivite (% 107.7) verimleri ile immobilize
edilmistir.

Immobilizasyon, enzimin optimum pH araligmni (7,0-8,0) ve optimum sicaklig
(70 °C) degistirmemistir.

Immobilizasyon, Ky,'yi 0,0387 g kazein/ L'den 0,0269 g kazein / L'ye diisiiriirken
ve Vinax degerini 2.95 g L-Tirozin / L.dk’dan 3.38 g L-Tirozin / L.dK’ya yiikseltmistir.

Immobilize enzim, optimum kosullarda yirmi kez tekrarlanan kullanim ve yirmi
giin depolama periyodu boyunca (bir buzdolabinda +4 °C'de 5 ml 0,1 M sodyum
dihidrojen fosfat tamponunda) aktivitesini kaybetmemistir.

Yarim yaglhh UHT inek siitiinde bulunan proteinler iki saat icinde tamamen

hidrolize edilmistir.

5.2. Oneriler

Oncelikle, bu tezde ulasilan sonuglar kamuoyuna duyurulabilir.

Ayrica, Bacillus licheniformis proteaz i¢in gelistirilen immobilizasyon metodu
ve immobilize Bacillus licheniformis proteaz kullanarak protein alerjisine neden
olmayan inek siitii liretimi i¢in patent bagvurusu yapilabilir.

Son olarak, iilkemizdeki biiyiik siit firmalariyla goriisiilerek, yeni doganlar igin,
protein  alerjisine neden olmayan inek siitiiniin  endistriyel iiretiminin

gergeklestirilmesine caligilabilir.
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