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Bu calismada, Trichoderma reesei (Trichoderma viride) selllazinin
Resindion Sepabeads EC-EP/M ve Resindion ReliZyme HA403/M destekleri
Uzerine kovalent immobilizasyonu arastirilmistir.  Enzimin  bu desteklere
immobilizasyonunun optimal  sartlari1  yamt yizey metodu kullamlarak
arastirilmigtir. Ayrica serbest ve immobilize sellilazin optimum calisma kosullar
ve kinetik parametreleri de belirlenmistir.

Immobilizasyon calismalarinda 3 faktor ve 3 seviyeli Box-Behnken
deneysel dizaynmt uygulanmistir. Secilen faktorler ve bunlarin minimum, orta ve
maksimum noktalar1 immobilizasyon pH’st icin (5.0, 6.5 and 8.0),
immobilizasyon siresi (6, 15 ve 24 saat) ve baslangi¢ enzim derisimi icin (0,2-1,0
ve 1,8 mg/mL)’'dir. Immobilize selllazlar icin yanit olarakta spesifik aktivite
secilmistir. Seltlazin Sepabeads EC-EP/M destege en uygun immobilizasyon
kosullarimin 25 °C’'de pH 6,5, 6 saat immobilizasyon sliresinde ve enzim
derisiminin 1,8 mg/mL, ReliZyme HA403/M destege en uygun immobilizasyon
kosullarimin 25 °C’'de pH 6,5, 2 saat immobilizasyon sliresinde ve enzim
derisiminin 1,8 mg/mL oldugu belirlenmistir.

Optimal pH, tampon konsatrasyonu ve sicaklik serbest enzim icin 4.0, 100
mM ve 45 °C olarak, Sepabeads EC-EP/M destege immobilize seliilaz icin pH 4,0
50 mM, 50 °C olarak, ReliZzyme HA403/M destege immobilize seltilaz igin pH
35 25 mM, 60 °C olarak belirlenmistir. Serbest, Sepabeads EC-EP/M ve
Relizyme HA403/M destege immobilize selllazlarin Viax ve Ky, degerleri
sirastyla 1,05 U/mg prot ve % 0,47, 1,1 U/mg prot ve % 1,5, 3,78 U/mg prot ve
% 0,27 dir. 70 °Cdeki yar1 ©Omirleride sirasiyla 8,19-7,8-17,8 olarak
belirlenmistir.

Anahtar K elimeler: RSM, Seliilaz, Immobilizasyon, Sepabeads, ReliZyme.
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In this study, the covalent immobilizations of cellulase from Trichoderma
reesel onto Sepabeads EC-EP/M and ReliZyme HA403/M commercial supports
were studied. The optimal immobilization conditions of the cellulase onto the
mentioned supports were investigated using response surface methodology. The
optimal working conditions and kinetic parameters of free and immobilized
cellulase preparations were also determined.

A 3-factor and 3-level Box-Behnken design was applied for the
immobilization studies. The selected factors and their minimum, center and
maximum investigation points were the immobilization pH (5.0, 6.5 and 8.0),
immobilization time (6, 15 and 24 hours) and initial enzyme concentration (0.2,
1.0 and 1.8 mg/mL). The response was specific activity of each immobilized
cellulase preparation. The optimal immobilization pH, immobilization time and
cellulase concentration onto Sepabeads EC-EP/M were determined as 6.5, 6 h and
1.8 mg/mL, respectively. The corresponding immobilization values onto
ReliZyme HA403/M were 6.5, 2 hand 1.8 mg/mL.

The optimal pH, buffer concentration and temperature were determined as
4.0, 100 mM and 45 °C, respectively for the free cellulase; 4.0, 50 mM and 50 °C,
respectively for the cellulase immobilized onto Sepabeads EC-EP/M and 3.5, 25
mM and 60 °C, respectively for the cellulase immobilized onto ReliZyme
HA403/M. K- Vimax Values were estimated as 0.47%- 1.05 U/mg prot. for the free
cellulase, 1.5%- 1.1 U/mg prot. for the cellulase immobilized onto Sepabeads EC-
EP/M and 0.27%- 3.78U/mg prot. for the cellulase immobilized onto ReliZzyme
HA403/M.

Keywords: RSM, Cellulase, Immobilization, Sepabeads, ReliZyme.
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1.GIRIS

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki en basitinden en kompleksine kadar birgok
kimyasal reaksiyonu, canliliga ve cevreye zarar vermeyecek 1limli kosullar altinda
katalizleme yetenegine sahip ¢cogu protein yapisinda olan spesifik biyokatalizorlerdir.
Yeterli in vitro kosullarin saglanmasi durumunda etkilerini gosterebiliyor olmalari,
substratlarina karst yuksek segicilik gostermeleri, ilimli reaksiyon kosullarinda
yiksek aktivite gosterebilmeleri ve yiksek geri donisim sayilarina sahip olmalari
nedeniyle enzimlerden dogal ortamlarinin disindaki pek cok alanda yararlanabilme
imkanim ortaya ¢gikarmaktadir. Buna ragmen enzimler temel kimya, gida kimyasi,
analiz, tedavi amacli gibi biyolojik olmayan uygulamalarda kullanilirken sartlar
uygun degilse distik aktivite gostermeleri, stabil olmamalari, sentetik stibstratlarina
kars1 zayif segicilige sahip olmalari gibi sinirlayici faktorlere sahiptir. Bu nedenle
endustriyel amacli kimyasal proseslerin, enzimler tarafindan kataliz edilmesi
amaciyla laboratuvardan endistriye olan donisiim biyoteknolojinin en kompleks ve
bir o kadar da heyecan verici yonudir. Bu hedefe ulasmak amaciyla da enzimlerin
daha ekonomik ve kullanisli hale getirilmes calismalari  hizlanmistir (Guisan,
2006).

Enzimler canlilar tarafindan Uretildiklerinden endlistriyel veya analitik amagli
kullammmlart igin doku, kan, mikroorganizma gibi canli veya canli kokenli
kaynaklardan saflastirilirlar. Enzim tretiminde hammadde olarak canlilarin kullanimi
ekonomik agidan sinirlayict bir durum olsa da bu sorun mikrobiyal kaynaklar
sayesinde blylk olcide c¢ozilmis gorinmektedir. Bununla birlikte enzimlerin
mikrobiyal kaynaklardan saflastiriimasi oldukga masrafli bir istir. Endustriyel
uygulamalarda serbest enzimin aktivitesini kaybetmeden geri kazamlmasi ¢ok
zordur. Serbest enzim, reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirilamadigindan
reaksiyonun kontroli cok guctir. Reaksiyonun istenilen anda durdurulmast igin
inhibitor kullamlmas: distinulebilir. Ancak serbest enzim tarafindan kirletilmis olan
reaksiyon Urtinlerine bdylece yeni bir kirlilik unsuru eklenmis olacaktir. Uriin veya

dranlerin bu Kirlilik unsurlarindan aritilmasi maliyeti gok arttirmaktadir. Katalizor



1.GIRIS Mustafa.Serkan YALCIN

olarak kullanilan serbest enzimi reaksiyon ortamindan aktivitesini yitirmeden
cikarabilmek olanaksiz oldugundan enzimin yeniden kullanilmasi da sbz konusu
degildir. Bu durum enzimlerin spesifik ama o 0Olgide pahali katalizor olmalart
nedeniyle maliyeti yikselten énemli bir etmendir. Ayrica serbest enzimler sirekli
Uretim sistemlerine de uygulanamazlar. Bu nedenle endistriyel uygulamalar igin
enzimlerin basit ve uygun maliyetli protokoller ile uzun sireli ve tekrar tekrar
kullanilabilmeleri amaciyla immobilize etme gerekliligi dogmaktadir (Katchalski-
Katzir,1993; Bickerstaff, 1995). Bu nedenlerle bilimsel literatiire girmis ¢ok sayida
enzim immobilizasyon teknigi bulunmaktadir. Fakat kullamlacak enzimin
seciciliginin, aktivitesinin ve dabilitesinin en yiksek olacagi sartlari saglayan
yontemlerin secilmesi en uygundur. Enzim immobilizasyonu, enzimin suda
¢ozinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak baglanmasi, suda
¢Ozunmeyen Urtin veren bir kopolimerizasyona enzim molekulinin monomer olarak
katilmasi ve suda c¢Ozinmeyen mikrokapsillerde tutuklanmas: islemidir
(Klibanov,1983).

Immobilize enzimin serbest enzime gore bazi Ustinlikleri asagida

siralanmustir.

Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (sizme ve
santrifijleme v.b.) ve Ortnlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir
problem yaratmaz.

Cevre kosullarina (pH, sicaklik v.b.) kars1 daha dayanaklidir.

Birgok kez ve uzun siire kullanilabilir.

Sirekli islemlere uygulanabilir.

Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.

Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

Birbirini izleyen cok adimli reaksiyonlar icin uygundur.

Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiksek bir aktivite gosterebilir.

Enzimin kendi kendini parcalamasi olasilig1 azalir.
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ENDUSTRIVEL ENZIMLERIN GELISTIRILMESI

MIKROBIYOLOJI MOLEKULER BivOLOJi

MDEEEASYPN YVE
SONRASI TEENIKLER

REAKSIVON VE REAKTOR MUHENDISLIGE

ENZIMLER TARAFINDAN KATALIZLENMI§ SURDURULEBILIR
ENDUSTRIYEL KIMYASAL PROSESLER

Sekil 1.1. Enzimlerin 6zelliklerini gelistirmek icin kullamlan biyolojik ve kimyasal
teknikler (Guisan, 2006).

1.1. Enzim Immobilizasyon Y éntemleri

Enzim immobilizasyonu yontemleri igin gok farkli simflandirmalar olmakla

beraber Sekil 1.2'de oldugu gibi bir simiflandirma yapmak mimkanddr.
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1 ENZIM
IMMOBILIZASYONU

'

(Capraz Baglama l Tutuklama

Tasiyicr Baglama

Dogrudan
capraz
haglama

Capraz bagh
Cnzim
kristalletd

Adsorbsiyon

Capraz bagh
erziim

agregatlan

Enzim
kopolimerizasyonu

Membran
yontemleri

Metal
baglama

Sekil 1.2. Enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandirilmast (Tischer ve
Wedekind., 1998).
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1.1.1. Tastyictya Baglama Y ontemleri

Tasiyictya baglama yontemleri kovalent baglama, adsorpsiyon, iyonik

baglama, affinite ve metal baglama olmak tzere bes gruba ayrilir.
Kovalent Baglama: Kovalent enzim immobilizasyonu kovalent bagin dogas: geregi
enzim molekult ve destek arasindaki bagin kararli olmasi ve bu yizden enzimin
destek ylzeyinden kolaylikla ayrilmasinin mimkin olmamasi sebebiyle enzim
immobilizasyonunda ¢ok yaygin olarak kullamilan metodlardan birisidir. Bu
baglanma Sekil 1.3'de gosterilmistir. Ancak, kovalent enzim immobilizasyonunda
dikkat edilecek 6nemli nokta baglanmamn enzimin aktif bolgesinden olmamasi ve
baglanma srasindaki sterik engellemeler nedeni ile bu gruplarin rahatsiz
edilmemesidir (Guisan, 2006).

Kovalent enzim immobilizasyonunda kullanmilan destegin yizeyindeki aktif
fonksiyonel gruplara bagli olarak c¢ok farkli baglanma turleri meydana
gelebilmektedir. Destek yuzeyinde aktif fonksiyonel gruplarin hazirlanmasinda
monomerlerin uygun kosullarda polimerlestirilmesi ¢esitli aktivasyon yontemleri ile
gerceklestirilmektedir (Cao, 2005).

Sekil 1.3. Enzimin destege kovalent kovalent baglanmasi.

Adsorpsiyon:  Enzim  immobilizasyonunda  ilk  kullanllan  enzim
immobilizasyon metodlarindan birisidir. Fiziksel adsorbsiyonda enzim destege
hidrojen baglari, Vander Waals ve hidrofobik etkilesimler gibi zayif etkilesimlerle
baglanmaktadir (Sekil 1.4) (Woodward, 1985).
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T

Sekil 1.4. Enzimin destege adsorbsiyon yontemi ile baglanmasi.

Iyonik Baglama: Bu yontem, suda c¢Oziinmeyen ve net bir yike sahip
tasiyicilara enzim molekilinin iyonik etkilesimlerle baglanmasi temeline dayanir
(Solasve ark., 1994).

Sekil 1.5. Enzimin destege iyonik baglanmasi.

Affinitec Enzimler ile antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik
etkilesimden yararlanarak enzim immobilize edilebilir (Hermanson ve ark., 1992).

Sekil 1.6. Enzimin destege affinite yontemi ile baglanmasi.

Metal Baglama: Bu immobilizasyon yonteminde gecis metallerinin 6zellikle
titanyum ve zirkonyumun tuzlar: veya hidroksitleri kullanilir (Kennedy ve Cabral.,
1985; Cabral ve ark., 1986). Metain tuzu veya hidroksit formu destek ylizeyine
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(seltloz, kitin, alginik asit, silikat gibi) 1sitma veya notralizasyon yontemi ile

coktralr.
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Sekil 1.7. Enzimin destege gegis metalleri kullanmlarak baglanmast.

cl

1.1.2. Capraz Baglama Y ontemleri

Capraz baglama ile immobilizasyon yonteminde kigik molekulli bi- veya
multi fonksiyonel reaktifler enzim molekilleri arasinda baglar yaparak suda
¢ozinmeyen kompleksler olusturmaktadir (Sheldon ve ark., 2005; Shah ve ark.,
2006). En cok kullarnilan gapraz baglama reaktifleri; glutaraldehit, kloroformat ve
karbonildiimidazol, heterosklik halojentrler, bioksranlar ve epiklorohidrinlerdir.
Genellikle pahal1 olmadig: ve ticari olarak kolay bulundugu igin glutaraldehit capraz
baglama reaktifi yaygin olarak kullanilmaktadir. Capraz baglama yontemleri
dogrudan ¢apraz baglama, capraz bagli enzim kristalleri (CLEC), capraz bagli enzim
agregatlari (CLEA) ve enzim kopolimerizasyonu olmak Uizere 4 alt simifa ayrilabilir.

Sekil 1.8. Destek ve enzim arasi ¢capraz baglama.
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1.1.3. Tutuklama Y ontemleri

Tutuklama yonteminde enzim molekullerin, substrat ve reaksiyon Urinlerinin
gegisine izin veren ancak enzim molekillerinin disariya ¢ikmasim onleyen bir
matriks igerisinde tutuklanmasi esasina dayanmaktadir (Sekil 1.9) (O'Driscoll,
1976). Polimerik matriks olusumu kimyasal (¢apraz baglama) ve fiziksel yontemlerle
gerceklestirilmektedir.

Polimer matrikste tutuklama yontemi, monomer, ko-monomer ve enzim
iceren ¢Ozeltide monomer ve ko-monomerin polimerlestirilmesi sonucu enzimin
polimer icerisinde tutuklanmasi esasina dayanir. Bu yontemde cok siklikla kullanilan
monomerlerin - bazilar1  akrilamid, akrilik asid ve (glisidilakrilat, 2-
hidroksietilmetilakrilat, N-vinilpirolidon, 2-hidroksi propilamid ve polietilen glikol
metilakrilat’ dir.

Sekil 1.9. Enzimin matriks i¢inde tutuklanmasi.

1.2. Selilaz (EC 3.2.1.4)

Selllazlar, seltlozu glikoza parcalayabilme kapasitesindeki hidrolitik enzim
grubudurlar. Memeliler hari¢ mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar tarafindan
Uretilen selilaz sistemi  birden fazla farkli enzimden olusur (Emert ve ark.,1974;
Whitaker, 1971).

Dunya Uzerinde en bol bulunan dogal organik kaynak olan seltiloz bitkisel
kaynakli olup, glukoz rezidilerinin b-1,4-glikozidik baglar ile lineer bir sekilde
baglanmasi ile olusan bir polisakkarittir (Sekil 1.10). Seltloz fibroz yapida sert bir
madde olup bitkilerin hiicre duvarinda yer almakta ve bitki biyokutlesinin yaklasik %
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40’ 1m olusturmaktadir. Mikrokristalin seltiloz suda ¢oziinmeyen fakat suda hidrojen
baglar ile stk paketlenmis fiberler meydana getiren 15 ile 10.000 glukoz Unitesinden
olusan susuz glukoz zincirlerinden olusmustur. Y ogun ve kompleks bir yapist olmast
nedeniyle eger dnceden kimyasal veya mekanik sisme veya bozunma islemine tabi
tutulmazsa hidrolize kars1 oldukga direnclidir. Dogal seltiloz genel olarak diger
polisakkaritler ile oOzellikle de xylan ve lignin ile baglantilidir. Bitki hicre
duvarlarimin iskelet yapisini olustururlar. Spano ve ark.(1975) a gore seliloz
yiyecek, yakit ve kimyasallarin en bol bulunan organik kaynagidir. Seliloz,
endoglukanaz, ekzoglukanaz ve b-glukosidaz enzimleri ile monomeri olan glikoza
hidroliz olabilmektedir.
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o o]
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H £ H
H OO HO,  OH
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Sekil 1.10. Seliloz, B-D glukoz polimeri.

Selulaz enzim sistemi bilesenleri, baslangicta katalitik etki sekillerine gore
siniflandirilirken, giniimizde siniflandirma yapisal Ozellikler dikkate alinarak
yapilmaktadir. Ug ana enzimatik aktivite tipi sdz konusudur. Bunlar:
a)Endoglukanazlar (endo-1,4-B-glucanases, yada 1,4-B-D-glucan-4-
glucanohydrolases, EC 3.2.1.4).

b) Ekzoglukanazlar (Sellodekstrinazlar, 1,4- B -D-glucan glucanohydrolases) (EC
3.2.1.74) ve Sellobiyohidrolazlar (exo-1,4- B -glucanases, ya da 1,4- B -D-glucan
cellobiohydrolases, EC 3.2.1.91).

c¢) Sellobiyazlar (b-glucosidases, yada 3 -D-glucoside glucohydrolases, EC 3.2.1.21).
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Endoglukanazlar, sellilozu meydana getiren polisakkarit zincirinin ig
bolgelerinde rastgele hidroliz yaparlar ve degisik uzunlukta oligosakkaritler meydana
getirirler. Ekzoglukanazlar ise seliloz zincirinin indirgenen ve indirgenmeyen
ucundan itibaren sirasal olarak hidroliz yaparlar ve son Urin olarak glukoz
(glukanohidrolaz) ya da sellobioz (Sellobiohidrolaz) agiga cikarirlar.
Ekzoglukanazlar aym zamanda mikrokristalin seltilozu da hidrolize etmektedirler. b-
Glikozidazlar  sellodekstrin - ve sellobiozu  glukoza pargalayan enzimlerdir.
Selulazlarin cogunlugunun genel 6zelligi, hem katalitik hem de karbohidrat baglayan
yapilart iceren moduler bir sekilde olmalaridir. Seliloz baglayan modil (CBM:
Cellulose Binding Module) ¢oziinmeyen selllozda muhtemelen katalitik bolgeyi
substrata yaklastirip selilozun hidrolizini  kolaylastirmaktadir. CBM 0zellikle
ekzoglukanazlarin hidroliz islevinin baslangicinda 6nemlidir (Aygan, 2008 ).

1.2.1. Selilazlarin Uygulama Alanlari

Selilozu hidrolize eden selilaz enzimleri blytk Olgide fungus ve
bakterilerden elde edilmekte ve cgesitli  biyoteknolojik  uygulamalarda
kullamimaktadir. Seltlolitik enzimler, alkol Uretiminde sivi kazancinm arttirmak ve
iyi bir renk elde etmek icin kullamlmaktadir. Selulazin diger kullamm alanlari,
selulozik biyokditlenin ve yemlerin besin degerini ve sindirilebilirligini arttirmak,
ziral ve endustriyel atiklarin enzimatik olarak daha basit bilesenlere parcalanmasini
saglamaktadir (Niehaus ve ark., 1999). Kagit ve kagit hamuru endustrisinde atik
materyallerinin geriye donusiumini arttrmada kagitlarla muamele edilen farkli
selulaz sistemleri kullamimaktadir (Yu, 1996) . Seltlazlarin diger uygulama alanlart
gida, tekdtil, biyo yakit, kimya, tibbi ve farmasttik endustrisi, protoplast Uretimi,
genetik muhendisligi ve kirlilik giderimidir (Bhat ve Bhat, 1997).

1.3.Yant Yiizey Metodu (Response Surface M etodology, RSM)

Yanit yuzey yontemi (RSM) sahip oldugu avantajlardan dolay: gliniimtizde
uygulamal1 bilim ve mihendislik dallarinda kullanilan matematiksel ve istatistiksel

10
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bir yontemdir (Box ve Wilson, 1951). Bu yontem teknolojik proseslerin
matematiksel modellemelerinde ve optimizasyonunda sikc¢a kullaniimaktadir. Box ve
Wilson en az sayida gozlem degeri ile yamt ylzeyi Uzerinde yanit degiskeninin
maksimum degerini aldigi noktaya erisilmesi amaglanan deneme diuizenlerini ortaya
koymuslardir. Bu yontem bir ¢cok deney tirl icin ortaya ¢ikan problemleri es zamanli
olarak ¢dzmek ve cevaplari da es zamanl: olarak optimize etmekte faydalamlan
kullanisl1 ve etkili bir metoddur (Chen, 1994). Y anit yizey yontemi model regresyon
analizi yardimiyla olusturulur. Bir faktorin temel etkisinin veya diger faktorlerle
etkilesiminin yanit degiskeninin degerinde ne derece 6nemli etkiye sahip olduguna
regresyon katsayilari yardimiyla karar verilir. Yamt yuzey yontemi kullanilarak
birden fazla degiskenin 6rnegin pH, konsantrasyon, zaman, sicaklik gibi yant
Uzerindeki etkileri arastirilip optimum degerleri tespit edilebilir. Sonuglar t¢ boyutlu
grafik ve kontur haritasi olarak verilebilir. Az sayida deneysel kombinasyon
kullanlarak test edilmeyen faktér degeri ve bunlarin kombinasyonlar1 hakkinda
tahmin yapilabilir (Joglekar ve May, 1987).

Y anit yuizey olusturmadaki amag deneysel bir ¢alismada sonug Uzerinde etkili
olan cok sayidaki parametreden olusan bir tasarim dizleminde belirli 6zellikleri
saglayan bir bolgeyi ve bu bolgeye ait optimum noktay: tahmin etmektir. Elde edilen
fonksiyon deneysel verileri temsil etmekle birlikte, model uyumunun fazla olmasi
blylk 6nem tasimaktadir. Bu amacli calismalarda;

Y=Ff(X1,X2, e Xn)+€
esitligi esas alinir. Burada Y bagimli yanit degiskeni, f bagimsiz degiskenler olarak
bilinen kantitatif degiskenler olan X1,X5,...,Xy in fonksiyonu ve e ise tesadiifi hata
terimidir.
1.3.1. Deneysdl Tasarim

Deneysel tasarim yani istatistiksel tasarim en az sayida deneyle maksimum
bilgiyi elde etmek icin deneylerin nasil planlanacag: ve yapilacaginin metodudur.

11
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Tasarim uygulanmadan once literatirler taranarak ve 6n deneyler yapilarak yaniti
etkileyen bagimsiz degiskenlerin minimum ve maksimum degerleri belirlenmelidir
(Tark, 2008). Deneysel tasarim secimi yapilmadan 6nce ise asagidaki asamalar tespit
edilmelidir (Montgomery, 1996).

Problemin durumu ve tammlanmasi,
Faktorler, seviye ve araliklarimin segilmesi,
Cevap degiskeninin segilmesi,

Deneysel tasarim matrisi olusturulmast,
Deneylerin gergeklestirilmesi,

Verilerin igtatistiksel analizinin yapilmasi,

Sonuglarin degerlendirilmesi

Deneysel tasarim birkag faktoriin es zamanli degistirilebilmesi ve her bir
faktorin bagimsizca degerlendirilmesini mumkin hale getirdiginden geleneksel
deney yontemlerini gore daha az deney yapilarak daha kisa siirede daha dogru sonug
alinmasini saglar. Deneysel tasarimda 6n gorilen stratgji Sekil 1.11" de goruldugi
gibi Ozetlenebilir (Anderson ve Whitkomb, 2005).

12
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Bilinen
Faktorler

Asama:Fikir

Bilinmeyen
Faktorler

Eleme L
Onemsiz

Asama: Paramatrelerin
Belirlenmesi

Asama:Degerlendirme

Onemli
_‘ ___________________________

Etkileri ve
Etkilesimleri
Tahmin Et

Hayir
Uyumsuzluk?

Yuzey

Sekil 1.11. Deneysel strateji

Evet

Basarih

Deneysel calismalarin tasarlanmas: ve optimizasyonunda kullanilan tasarim

turleri uygun yazilima sahip paket programlar yardimiyla anlasilir ve kolay hale

gelmistir. Bazi tasarim yonteml

eri sunlardir; merkez kompozit tasarim (Central

Composite Design, CCD), Box-Behnken tasarimi, hibrid tasarim, bir faktor tasarimu,

U¢ dizeyli tasarim, pentagonal

tasarim, hegzagonal tasarim, D-optimal tasarim,

kullanict tamml: tasarimdir (Turan ve Altundogan, 2011).
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1.4. Destek M ateryallerinin Segimi

Immobilizasyon icin secilecek destegin ozellikleri immobilize enzim
sisteminin performansimin  belirlenmesinde bilyik 6nem tasimaktacir. ideal bir
destekte bulunmasi gereken Ozellikler soyle siralanabilir; basing ve sikistirma
durumlarina kars fiziksel direngli, hidrofilik karakterli, enzimle baglanmanin diginda
herhangi bir reaksiyon vermeyecek oOzellikte, biyouyumlu, mikrobiyal tehlikeye
direncli ve dustik maliyetli olmalidir (Guisan, 2006).

Destekler kimyasal kompozisyonlarina gére organik ve inorganik olarak
siniflandirilabilirler (Cizelge 1.1). Organik desteklerde dogal ve sentetik polimerler
olarak alt gruplara ayrilirlar (Cabral ve Kennedy, 1991).

Cizelge 1.1. Desteklerin siniflandiriimast
Organik

Dogal polimerler
Polisakkaritler: selliloz, dekstran, agar, agaros, kitin, aljinat
Proteinler: kollojen, albiimin
Karbon
Sentetik polimerler
Diger polimerler: Polisitiren, poliakrilat polimetakrilat, poliakrilamit,
poliamit, vinil ve alil polimerler

Inorganik

Doga mineraller: bentonit, silika
Islenmis materyaller: cam (gozeneksiz ve kontrollii gozenekli), metaller, kontroll
gbzenekli metal oksitler

14
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1.4.1. ReliZyme ve Sepabeads Destek M ateryalleri

Amino ve epoksid fonksiyonel gruplar bagli destekler, proteinlerin ve
enzimlerin immobilizasyonu amaci ile hem laboratuvar hem de sanayi alanlarinda
kullanilan oldukga ideal matrislerdir. Bu destekler hem depolama hem de notral sivi
ortamlarda bekletilme esnasinda oldukca stabildirler. Bundan dolay: immobilizasyon
amacli kullammlar: oldukga caziptir. Dahast 1limli deneysel kosullarda bu destekler
farkl: protein gruplar: ile (amino, tiyol, fenolik v.b.) oldukga kararli kovalent bagli
formlar olusturabilirler. Bu destekler ile enzimler arasi immobilizasyon islemi iki
adimda olusmaktadir. lki destek ve protein arasinda olusan fiziksel adsorbsiyon ve
sonrasinda da adsorbe olmus protein ve amino veya epoksi grup arasinda olusan
kovalent baglanmadir. Bu avantgjlarina ragmen epoksi grubu bagli desteklere
immobilizasyon bazi problemleri de beraberinde getirebilir (Guisan, 2006). Bunlar:

Y Uksek iyonik siddet iceren ortamlarda, bazi enzimlerin kararlilig:
etkilenebilir.

Immobilizasyonun olabilmesi icin  enzime hidrofobik alan gerekir.
Enzimin hidrofobik alamindan immobilizasyonu, enzimin kararliligi
acisindan uygun olmayabilir.

Bu immobilizasyon igin hidrofobik destekler gereklidir ama bu durum
enzim kararliliginda negatif bir etkiye neden olabilir.

Hegzametildiamino foksiyonel grubuna sahip destek olan ReliZyme
HA403/M  ve epoksid fonksiyonel grubuna sahip destek olan Sepabeads EC-EP/M
farkli gbzenek biytklugine sahip metakrilik polimer matriks materyallerdir. Fiziksel
ve kimyasal olarak oldukga stabil, gOzenek oram yuksek, hidrofilik aktive
adsorbentlerdir ve distik sisme oranina sahiptirler. Partikil boyutlarr 100-300 ( S
Grade) ve 200-500 (M Grade) um ve ortalama gbzenek capi ReliZyme HA403/M
icin 40-60, Sepabeads EC-EP/M icin 10-20 nm dir. Fonksiyonel grup olarak epoksid
(oksiran), amino v.b. gruplar igerir (Sekil 1.12).

15
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Sekil 1.12. ReliZyme ve Sepabeads destegin tanecik goruntisi.

16



2.ONCEKI CALISMALAR Mustafa SerkanY ALCIN

2.ONCEKI CALISMALAR

Mishraa ve ark., (1983), penicillium funiculosumdan Uretilen 3 selllaz
komponentini karbodiimid kullanarak ¢ozinir, yiuksek molekdl agirlikli polimer
(polivinil alkol) tizerine immobilize etmislerdir. immobilize enzimler sellilaz, exo-p-
d-glukanaz ve pB-d-glulozidaz baglangica gore % 90 oraninda aktivitelerini
korumuslardir. immobilize enzimler serbestlerine gore seker kamusi, seker pancar: ve
Uzm posasindan olusan karisimi daha yuksek verimle hidroliz etmiglerdir.
Immobilize sistemin tekrar kullamm potansiyelini membran filtre kullanarak
arastirmis ve sistemin 3 kat daha aktif oldugunu bildirmiglerdir.

Shimizu ve Ishihara, (1987), ticari amagli olarak Trichoderma viride ve
Aspergillus niger kaynakli selilaz enzimini gozenekli cam boncuklar ve seramik
Uzerine titanyum tetraklorid ve gluteraldehit ara kolu Uzerinden immobilize
etmislerdir. immobilize enzimin miktar1 metoda ve tasiyicinin tiriine bagl: olarak 10-
50 mg/g'dir. Aktiviteleri slibstrat olarak CMC, xylan, aryl-p-glulozid ve aryl-p-
xyloside kullanildiginda serbest enzimin % 3-53' U oramndadir. Optimum pH asidik
tarafa kayarken, optimum sicaklik neredeyse degismemistir. Immobilize enzimin
aktivitesi 60 gunlik sirekli CMC siibstati ile kullammda degismemistir. Sonucta
xylan immobilize enzim ile hidrolize edilmis ve seker icerigi arastirilmstir.

Ge ve ark., (1997), molekiler depozisyon teknigi kullanarak p-trimetilamin
polistiren boncuklar Uzerine sadece selilazi ve de glukoz izomeraz ile birlikte
seltilazi immobilize etmislerdir. Co-immobilize enzim sistemi selulozu direkt olarak
glukoz ve fruktoza 60:40 oranda donuUstUrmistir ve sistem 50°C'de 4 tekrar
kullanmmda baslangig aktivitesinin % 50’ sini korumustur.

Murai ve ark., (1997), yaptiklari calismada Saccharomyces cerevisiae
mayasinin hiicre duvar: Gzerine seliilaz1 genetik olarak immobilize etmislerdir.

Yuan ve ak., (1999), selilazi gluteraldehit Gzerinden akrilamid graft
akilonitril  kopolimer membrana immobilize etmislerdir. Baglanmay:1 X-ray
fotoelektron spektroskopisi kullanarak kontrol ettikten sonra serbest ve immobilize
enzimin aktivitesini CMC slibsratindan agiga ¢ikan glukoz miktarini 6lgerek tespit
etmislerdir. Immobilizasyon sartlarimin immobilize seliilaz (izerine baz: etkilerinin

17



2.ONCEKI CALISMALAR Mustafa SerkanY ALCIN

oldugunu bildirmislerdir. immobilize selilaz serbeste gore daha yiksek Km
degerine sahiptir; pH ve sicaklik degisimlerinde ise immobilize enzim daha stabildir.

Dincer ve Telefoncu., (2007), cssitli endistri alanlarinda seltilaz enziminin
ekstrem pH ve sicaklik degerlerindeki kullamminda stabilitesinin etkilenmemesi
gerekmektedir. Bu amagla bu calismada noétral pH degerinde asit selllazin
stabilitesinin gelistirilmesi amaglanmustir. Bunun igin polivinil alkol (PVA), maleik
anhidrit ile modifiye edilmistir. Kitosan boncuklar polianyonik modifiye PVA ile
kaplanmis ve seltilaz bu destek (izerine immobilize edilmistir. Bu modifikasyonun
sonucu olarak enzimin optimum pH s1 4.0 den 7.0 ye kaymustir ve immobilize seltlaz
notral pH’da serbest olandan daha stabildir. Selilaz immobilizasyon sonrasinda
baglangic aktivitesinin % 87 sini korumustur, optimum sicaklikta ise degisim
gbzlenmemistir.

Hilterhaus ve ark., (2008), endoglukanaz, Pseudomonas putida kaynakli
benzilformat dekarboksilaz, Candida antarctica kaynakli lipaz  enzimlerini
Sepabeads EC-EP, Sepabeads EC-EA ve Sepabeads EC-BU destekleri Uzerine
immobilize etmislerdir. Oncelikle enzimler icin hangi destegin kullamlacagin
belirlemek amaciyla sirayla her enzimi desteklere ayr1 ayr1 immobilize etmisler ve o
enzim icin baglanmamn maksimum oldugu destegi belirlemiglerdir. Lipaz igin
maksimum baglanma Sepabeads EC-EP, benzilformat dekarboksilaz enzimi igin
Sepabeads EC-EA, endoglukanaz enzimim icin ise Sepabeads EC-BU desteklerinde
gerceklesmistir. Daha sonraki deneyler bu enzim-destek eslesmesine gore
yapilmistir. Bu immobilize biyokataliz proseslerin gesitli kimyasallarin sentezinde
kullanilabilecegini onermislerdir. Farkli resktorler kullanarak enzimlerin  tekrar
kullammm kararliliklarint incelemislerdir. Lipazin Sepabeads EC-EP destegine
immobilizasyonuda sekiz kez tekrar kullamminda, benzilformat dekarboksilazin
Sepabeads EC-EA destegine immobilizasyonuda alt1 kez tekrar kullammda basarili
sonuglar elde edilmistir. Endoglukanazin  Sepabeads EC-BU  desteginin
immobilizasyonunda tekrar kullammina baktiklarinda ikinci kullanmmda aktivite
tespit edemediklerini rapor etmislerdir. Buna neden olarak ta ilk kullanimdan sonra
yapilan yikama isleminde; enzimin destege zayif bir baglanma tipi olan hidrofobik

baglanma ile baglandigindan dolay: yikama ile tutundugu yerden kopup yikama suyu
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ile atildigi veya yikama sonrasi enzimin inaktive oldugu yonunde gorus
bildirmislerdir.

De Bari ve ark., (2008) bu calismada biyoetanol Uretimi Gzerine selllazin
enzimatik hidrolizinin optimizasyonunu incelenmistir. Ticari olarak saglanmus iki tir
selilazi (celluclast 1.5, novozyme 188) epoks Sepabeads destege immobilize
etmislerdir. Enzimler destege % 60 oramnda baglanmis ve tekrarl yikamalarda % 90
oraninda stabil kaldig: tespit edilmistir.

El-Ghaffar ve ark., (2010), selilaz1 kitosan Uzerine kovalent ve capraz
baglama metodlar: kullanarak immobilize etmislerdir, pH 7.0 ve 25 °C de % 1'lik
gluteraldehit (GDA) capraz bagli kitosamin Uzerine immobilize edilmis seltlazin
aktivitesi serbest enzime gére % 65.52 korunmustur. Tekrar kullammm durumunda
immobilize selilaz 6. kez kullammdan sonrada aktivitesini % 60 oraninda
korumustur.

Khoshnevisan ve ark., (2011), selilaz1 stperparamanyetik nanopartikiller
Uzerine immobilize etmisler ve dynamic light scattering (DLS) ve transmission
electron microscopy (TEM) metodlarint kullanarak enzimin ve baglandigi destek
materyali ile olan iliskisinin boyutsal ve yapisal 6zeliklerini karakterize etmislerdir.
Selulaz destege fiziksel adsorbsiyon yontemi ile baglanmustir (iyonik etkilesimler).
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) kullanarak baglanma basarisina
bakilmis Bradford yontemi kullamlarak baglanma oramt % 95 olarak verilmistir.
Maksimum enzim aktivitesi slbstrat olarak karboksi metil seliloz (CMC)
kullanildiginda 0.1 unit/mL (umol/min mL) tespit edilmistir. Adsorpsiyon kapasitesi
31 mg/g'dir. Sonu¢ olarak selilazin, aktivite ve dstabilitesinin manyetik
nanopartikuller Gzerine fiziksel adsorpsiyon metoduyla immobilize edildiginde arttig:
bildirilmistir.

Hung ve ark., (2011), yaptiklar: calismada destek olarak poliakilonitril (PAN)
nanofibréz membran kullanarak selilazi immobilize etmislerdir. YUksek hidrolitik
aktiviteye sahip immobilize selllaz igin aktivasyon slresi, enzim konsantrasyonu,
immobilizasyon sirresi, sicaklik gibi sartlart optimize etmislerdir. Bu sartlar altinda
selilazi 30 mg/g destek olarak baglanmiglar ve spesifik aktiviteyi 3.2 U/mg protein
olarak belirlemislerdir. Hidroliz reaksiyon sartlarinin optimizasyonunda yanit yizey
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yontemi (RSM) kullanilmistir, Box-Behnken deneysel dizaymna gore deneyler
yapilmustir. Immobilize seliilaz tespit edilen sicaklik ve pH sartlarinda indirgen seker
tretmek icin mikroalg hticre duvarim hidrolize etme amaciyla kullamlmustir.
Prlainovic ve ark., (2011), Candida rugosa lipazini immobilize etmek igin en
uygun Sepabeads destek tlriini tespit etmek amaciyla bu ¢calismay1 yapmuslardir. Bu
calisgmada U¢ farkli destek kullanmuglar, bu desteklerden ikisi sirasi ile iki ve alt1
karbonlu zincire amino grubu bagli (Sepabeads EC-EA ve Sepabeads EC-HA) digeri
ise epoksi grubu bagli (Sepabeads EC-EP) desteklerdir. Lipazin bu desteklere
immobilizasyonunu iki farkli geleneksel yontemle gerceklestirmislerdir. ilki epoksi
grubu Uzerinden immobilizasyon ve glutaraldehit aktiflesirilmesi  yapilarak
immobizasyon ikincisi ise periyodat kullanilan metod ile lipazin aktiflestirilmesi
yontemleridir. Immobilizasyon sonrasi aktivitelere bakildiginda epoksi grubu
Uzerinden yapilan immobilizasyonda aktivite % 94.8, periyodatla aktiflestirme
sonrasinda % 87.6 oraminda korunurken glutaraldehit ile aktiflestirilerek yapilan
immobilizasyon sonucunda sadece % 12.7 oranminda aktivitenin korundugunu tespit
etmislerdir. Bu sonuglar sonrasinda lipazin immobilizasyonu icin 6nceden periyodat
oksidasyonu ile lipazin modifikasyonu sonrasi amino grubu Uzerinden
immobilizasyonun bdyle bir modifikasyon olmadan epoksi grubu Uzerinden olana
gore cok daha yararli oldugunu kamtlamislardir. Clnki daha ytksek reaksiyon
sicakliklarinda ve daha yuksek termal stabilitede daha yiksek aktivite gostermistir.
Bu ¢aligmanin amac;

1. Ticari olarak kullanilan seltilazlar, endistriyel olarak kagit endustrisi,
hayvansal gida Uretimi, zirai ve endustriyel atiklarin enzimatik olarak
parcalanmasi, biyoyakit, kimya, tekstil v.b. bir ¢ok aanda
kullanmlmaktadir.  Bundan  dolayr enzim  immobilizasyon
calisgmalarinda yaygin olarak kullamlan Sepabeads EC-EP/M ve ilk
kez bu calismada kullamlan ReliZyme HA403/M destekler tzerine
immobilizasyonunun gerceklestirilmesi ve en uygun immobilizasyon
kosullarin yanit yizey metodunu (RSM) kullanilarak belirlenmesidir.

2. Serbest ve immobilize selilazin maksimum aktivite gosterdigi
kosullarin ve Kinetik parametrelerinin (Km, Vmax, termal ve
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depolama kararliliklari) ve tekrar kullamm  Kkararliliklarinin
arastirilmas: amaclanmustir.
Boylece selilaz enziminin endustriyel olarak kullanilabilme imkanlar:

dolayisiyla da ulke endustrisine katki ve daha sonra yapilacak calismalara veri
saglamast hedeflenmistir.
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3.MATERYAL VEMETOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Trichoderma reesei  (Trichoderma viride) selilazi 130 U/mgDW,
immobilizasyon destegi olarak Resindion Sepabeads EC-EP/M (partikil blydklGga
200-500 um) ve Resindion Relizyme HA403/M (partiktl biytkltgt 200-500 pum)
destekleri, glutaraldehit, karboksimetilseltiloz (CMC), glukoz monohidrat, sodyum
karbonat, sodyum hidroksit, sodyum potasyum tartarat, 3,5-dinitrosalisilik asit, fenol,
sodyum silfit, sodyum fosfat, nitrik asit, aseton, bakir (Il) silfat, folin-ciocalteu
¢Ozeltisi, sodyum Kklorir, fosforik asit (% 85,v/v), hidroklorik asit (% 37,v/v),
glasiyel asetik asit, sitrik asit, borik asit, sigir serum albumin (BSA).

3.1.2. Kullanilan Cihaz, Arac ve Gerecler
Design Expert 8.0.6 hilgisayar programi, UV-Vis spektrofotometre (ATI
UNICAM), pH metre (HANNA 8417), magnetik karstirici, inkiibator (ES 500),

santrifj, girdap karistirici, analitik terazi, otomatik pipet, termostatl calkalayici su
banyosu.

3.2. Metod
3.2.1. Protein Tayini

Serbest ve immobilize enzimin protein igeriklerini tespit etmek amaciyla
protein tayini yapilmistir.

Protein tayini icin Lowry ve ark. (1951) tarafindan Onerilen yontem
kullanilmigtir. Bunun icin icerikleri bildirilen A, B ve C ¢Ozeltileri hazirlanmustur.
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1) Cozelti A: Bu ¢ozelti 20 g Na,COs, 4 g NaOH saf suda birlikte ¢ozllerek
son hacim 1 L’ye tamamlanarak hazirlanmustir.

2) Cozdlti B: 0,5 g CuS04.5H,0, % 1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢ozllerek
son hacim ayni ¢ozelti ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmustir.

3) Cozelti C: 50 mL A c¢oOzeltis ile 1 mL B c¢ozeltisi karistirilarak
hazirlanmistir. (Kullamlacagi zaman taze olarak hazirlanmustir.)

4) Folin-Ciocalteu c¢ozeltisi: Folin-Ciocalteu saf su ile 1:2 oramnda
seyreltilerek hazirlanmustir.

5) Standart protein ¢ozeltisi: 100 mL’de 3,95 mg sigir albimini olacak
sekilde % 0,9'luk NaCl ¢ozeltisi ile hazirlanmustir.

6) Standart protein egrisinin c¢izimi: 8 adet deney tlpl alinarak tlplere
srastyla 0,0 50,0, 100,0, 125,0, 250,0, 500,0, 750,0 ve 1000,0 L olacak
sekilde standart protein ¢ozeltisinden konulmustur. Her tlp igeriginin
hacmi serum fizyolojik ile 1 mL’ye tamamlanmis, her tipe 5 mL C
¢Ozeltisi ilave edilmistir. 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra
her tUpe 1:2 oraminda seyreltilmis Folin-Ciocalteu ¢ozeltisinden 0,5 mL
eklenmistir. 30 dakika oda sicakliginda bekletilip tlp igeriklerinin
absorbanslar1 kore kars1 750 nm’ de okunmustur, bu degerler derisime karsi
grafige gecirilmistir. Orneklerin protein icerikleri aym yontemle standart
protein grafigi kullamlarak degerlendirilmistir.

3.22. ReiZzyme HA403/M Desteginin Sedlillaz immobilizasyonu 1Igin

Haarlanmas

Relizyme HA403/M desteginin fonksiyonel grubu amino grubu oldugundan
enzim immobilizasyonundan once glutaraldehitle aktiflestirme islemi yapilmistir.
Glutaraldehitin baglanmasinda Cho ve Rhee (1993) tarafindan ©nerilen yontem
kullanlmistir. 1 g destek tzerine 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda % 2,5 (w/v)
olacak sekilde hazirlanmis glutaraldehit cozeltisinin 25 mL’si eklenerek oda
sicakliginda 2 saat boyunca karistirilmistir (Sekil 3.1). Destek saf su ile siiziintlide
glutaraldehit gozlenmeyinceye kadar iyice yikanmis ve 50 °C'de 1 gece
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kurutulmustur. Stiztinttide glutaraldehit olup olmadigim kontrol etmek icin literatiirde
Boratynski ve Zal'in (1990) onerdigi yontem kullandlmistir. Alkilamin tirevine
glutaraldehitin baglanmasi sonrasinda arta kalan serbest amino grubu miktarinin
tayini Alptekin ve ark., (2009) tarafindan tnerilen yonteme gore yapilmistir. Bu
islemden sonra destegimiz enzim immobilizasyonuna hazir hale gelmistir.

NH,

Glutaraldehit

Cy\/\/v\/\/\/’

Sekil 3.1. Relizyme HA403/M destegin glutaraldehit ile aktiflestirilmesi.

3.2.3. Sepabeads EC-EP/M Desteginin Sdiillaz Immobilizasyonu 1icin

Haarlanmas

Sepabeads EC-EP/M esteginin fonksiyonel grubu epoksid grubu oldugundan
enzim immobilizasyonundan ©Once herhangi bir aktiflestirme islemine gerek
duyulmamuistir. Destek immobilizasyona hazir halde bulunmaktadr.

O/\&
Sekil 3.2. Sepabeads EC-EP/IM destesi.

3.2.4. Seliilazin ReliZzyme HA403/M Destegi Uzerine K ovalent immobilizasyonu

Selulazin ReliZzyme HA403/M destegi Uzerine kovalent immobilizasyonunda
Alptekin ve ark. (2010) Onerdigi yontem kullandmigtir. 0,05 g destek Uzerine
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derisimi 1 mg/mL olacak sekilde 50 mM pH 6,5 fosfat tamponunda hazirlanmis
selilaz ¢ozeltisinin 1 mL’si ilave edilmis ve oda sicakliginda 2 saat karigtirilmistir.
Immobilizasyon siiresi sonunda immobilize sellilaz drnekleri tampon ile yikanarak
destege baglanmayan serbest selllaz enzimlerinin uzaklastiriimas: saglanmustir.
Slzintulerde protein miktar: tayini Lowry ve ark. (1951) onerdigi yontemine gore
yapilmis ve baslangicta ortama ilave edilen protein miktarindan siizinttide bulunan
baglanmayan protein miktar1 cikartilarak destege baglanan protein  miktari
hesaplanmustir.

QT s AN

Glutaraldehit

O/\/\/V\/\/\/O

O/\/\/V\/\/VN

Sekil 3.3. Glutaraldehit ile aktiflestirilmis ReliZzyme HA403/M destege seltlazin
immobilizasyonu.

3.25. Sdilazin  Sepabeads EC-EP/IM  Destegi  Uzerine Kovalent

Immobilizasyonu

Selllazin Sepabeads EC-EP/M destegi tizerine kovalent immobilizasyonunda
Alptekin ve ark. (2010) onerdigi yontem kullanilmistir. 0,1 g destek Uzerine derisimi

26



3.MATERYAL VE METOD Mustafa Serkan YALCIN

1 mg/mL olacak sekilde 50 mM pH 6,5 fosfat tamponunda hazirlanmus sellilaz
cozeltisinin 1 mL’s ilave edilmis ve oda sicakhiginda 6 saat Kkaristirilmustir.
Immobilizasyon siiresi sonunda immobilize sellilaz drnekleri tampon ile yikanarak
destege baglanmayan serbest selllaz enzimlerinin uzaklastiriimas: saglanmustir.
Slzintulerde protein miktar1 tayini Lowry ve ark. (1951) onerdigi yonteme gore
yapilmis ve baslangicta ortama ilave edilen protein miktarindan siizinttide bulunan
baglanmayan protein miktar1 cikartilarak destege baglanan protein  miktari
hesaplanmustir.

O/\/\ > WHN

Sekil 3.4. Sepabeads EC-EP/M destege seltilazin immobilizasyonu.

3.2.6. Serbest veya immobilize Seliilaz Aktivitesinin Belirlenmes

Selulazin aktivite tayini icin, sellilozun hidrolizi sonucu agiga ¢ikan B-D
gluloz miktar1 dinitrosalisilik asit (DNSA) yontemi ile belirlenmistir.

DNSA yontemi ilk kez Sumner (1921) tarafindan uygulanmstir. Y 6ntem bir
indirgen sekerin 3,5-Dinitrosalisilik asit ile yiukseltgenmesi esasina dayanmaktadir.
Bu calismada kullamlan DNSA reaktifinin bilesimi (w/v) olarak asagida verilmistir
(Wang ve ark., 1997).

% 1 DNSA

% 0,2 Fenol

% 0,05 Sodyum Siilfit

% 1 Sodyum Hidroksit

% 30 Sodyum-Potasyum Tartarat

Serbest enzimin DNSA metodu ile aktivite tayini yapilirken, derisimi
Img/mL olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltiden 0,5 mL, kor icinse sadece 0,5 mL saf
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su alimip Uzerine stibstrat olarak karboksimetilselilaz (CMC) 0,5 mL (%1 w/v olacak
sekilde 100 mM pH 4 asetat tamponda hazirlanmis) eklenmistir. Hafifce
karistirildiktan sonra 45°C de 15 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyonu durdurmak
icin Uzerine 1 mL DNSA reaktifi eklenip kaynar su banyosunda 15 dakika
bekletilmistir. Tim tdpler aynt anda su banyosundan alinarak buz igerisinde 2-3
dakika sogutulup santriftijlenmis Ustteki sivi kissmdan 0,6 mL alinip Gzerine 4,4 mL
saf su ilave edilip spektrofotometrede 530 nm'de okunmustur. Agiga cikan -D
glukoz miktar1 standart glukoz egrisinden faydalamlarak bulunmustur. Enzimin
aktivitesi pmol dk™*mg™ protein olarak hesaplanmustir.

Sepabeads EC-EP/M destege immobilize edilen enzimin DNSA metodu ile
aktivite tayini yapilirken, 0,05 g immobilize enzim tzerine 0,5 mL 50 mM pH 4
asetat tamponu ilave edilmis, kor icinse 0,5 mL saf su ve 0,5 mL 50 mM pH 4 asetat
tampon kullamlmistir. Uzerine silbstratimiz olan karboksimetilseliilaz (CMC) 0,5 mL
(% 1 w/v olacak sekilde 50 mM pH 4 asetat tamponda hazirlanmig) eklenmistir.
Hafifce karistirildiktan sonra 50°C de 120 dakika inkibe edilmistir. Reaksiyonu
durdurmak icin Uzerine 1 mL DNSA reaktifi eklenip kaynar su banyosunda 15
dakika bekletilmistir. TUm tipler aym anda su banyosundan alinarak buz igerisinde
2-3 dakika sogutulup santriftijlenmis ve Gstteki sivi kissmdan 0,6 mL alinip Uzerine
44 mL saf su ilave edilip spektrofotometrede 530 nm'de okunmustur. Enzimin
aktivitesi pmol dk™*mg™ protein olarak hesaplanmustir.

ReliZzyme HA403/M destege immobilize edilen enzimin DNSA metodu ile
aktivite tayini yapilirken, 0,04 g immobilize enzim tzerine 0,5 mL 25 mM pH 3,5
sitrat tamponu ilave edilmis, kor icinse sadece 0,5 mL saf su ve 0,5 mL 25 mM pH
3,5 sitrat tamponu kullaniimustir. Uzerine siibstrat karboksimetilselilaz (CMC) 0,5
mL (%1 w/v olacak sekilde 25 mM pH 3,5 sitrat tamponda hazirlanmis) eklenmistir.
Hafifce karistirildiktan sonra 60°C’ de 120 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyonu
durdurmak icin Uzerine 1 mL DNSA reaktifi eklenip kaynar su banyosunda 15
dakika bekletilmistir. TUm tipler aym anda su banyosundan alinarak buz igerisinde
2-3 dakika sogutulup santrifijlenmis ve Gstteki sivi kissmdan 0,6 mL alinip Uzerine
44 mL saf su ilave edilip spektrofotometrede 530 nm'de okunmustur. Enzimin
aktivitesi pmol dk™*mg™ protein olarak hesaplanmustir
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3.2.7. Standart Glukoz Egris Cizimi

Standart glukoz egrisinin gizimi icin glukoz monohidrattan derisimi 5 mM
olacak sekilde ¢ozelti hazirladiktan sonra seyreltme yapilarak 4-3-2-1-0,5 mM olacak
sekilde 6 farkl1 tip hazirlanmistir. 300 puL son hacimli bu tiplere sirasiyla 300 pL de
DNSA reaktifi eklenip 15 dakika kaynar su banyosunda bekletilen tipler aym anda
su banyosundan alinarak buz igerisinde 2-3 dakika sogutulup santrifijlenmis ve
Uzerine 4,4 mL saf su ilave edilip spektrofotometrede 530 nm'de okunmustur.
Okunan absorbanslar derisime kars: grafige gegirilmistir. Orneklerin indirgen seker

icerikleri ayni yontemle bu egri kullanilarak degerlendirilmistir.

3.28. Sdillaan Immobilizasyonu icin  Immobilizasyon  Kosullarimn
Optimizasyonu

Selulazin immobilizasyon kosullarinin optimizasyonu amaciyla Response
Surface Metodology (RSM) yani yanmit ylzey modelinin olusturulmas: icin  bir
istatiksel bilgisayar programi olan Design Expert 8.0.6 kullanilmistir. Bu yontemden
yararlanmak igin oncelikle enzimi immobilize ettigimiz her destek igin 3 farkli
bagimsiz degisken bir de sabit bagimsiz degisken belirlenmistir. Bu bagimsiz
degiskenler pH, siire ve enzim derisimi parametreleridir ve sicaklik parametresi de
sabit bagimsiz degisken olarak belirlenmistir. iImmobilizasyon sicakhiginin tespiti
amaciyla 15, 25 ve 35 °C’de 6n calismalar yapilmis ve en uygun sicaklik degeri 25
°C olarak tespit edilmistir. Belirledigimiz bu parametreler belli araliklar icinde
programa uygulanmis ve Box-Behnken deneysel dizayni secilmistir. Design Expert

bilgisayar program kullanilarak olusturulan Box-Behnken dizaymmn matematiksel ifadesi
Esitlik 3.1’ de verilmistir.

k k k
y:bk0+ébkici+ébkiici2+ é.bkijcicj (3.1

i=1 i=1 ipj=2
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Bu ssitlikte y spesifik aktivite verimi, X; ,X;, X, swrasiylapH , sire, enzim derisimi dir. Sio,
P, Pxi ise programdan bulunan Katsayilari gostermektedir. Incelenen her bir
parametrenin en distk, orta ve en yuksek degerleri -1, 0, +1 olarak kodlanmistir ve
Cizelge 3.1'de verilmistir. Secilen bu deneysel program bize 15 tane farkli deneyden
olusan deney setlerini vermistir (Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3). Cizelgelerden
goruldugti gibi farkl: pH, siire ve enzim derisimlerinde ve sabit 25°C sicaklikta ve bu
deneyler uygulanmis ve her bir destegimize maksimum baglanmanin oldugu ve
enzimin maksimum aktivite gosterdigi sartlar bu yontemle tespit edilmistir. Bu deney
setlerinden maksimum aktivitenin tespit edildigi deneydeki pH, sire ve enzim
derisimi bundan sonraki deneylerimizde kullandigimiz immobilizasyon denemeleri
icin optimum kosullar olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Degiskenlerin kodlar

Degiskenler Degiskenlerin kodlar:
En disuk Orta En yuksek
semboller -1 0 +1
pH A 5 6,5 8
Sire (sa) B 6 15 24
Enzim Derisimi C 0,2 1 1,8
(mg/mL)
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Cizelge 3. 2. Sepabeads EC-EP/M  destege immobilizasyon icin RSM programi
tarafindan Onerilen deney setleri

Deneme pH Sire Enzim Derisimi | Sicaklik
say1st (saat) (mg/mL) (°C)
1 6,5 15 1,0 25
2 8,0 15 1,8 25
3 6,5 6 1,8 25
4 5,0 24 1,0 25
5 6,5 24 0,2 25
6 50 15 0,2 25
7 8,0 24 1,0 25
8 6,5 15 1,0 25
9 50 6 1,0 25
10 8,0 15 0,2 25
11 6,5 24 1,8 25
12 8,0 6 1,0 25
13 6,5 6 0,2 25
14 50 15 1,8 25
15 6,5 15 1,0 25
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Cizelge 3. 3. ReliZzyme HA403/M destege immobilizasyon icin RSM programi
tarafindan Onerilen deney setleri

Deneme pH Sire Enzim Derisimi | Sicaklik
sayist (saat) (mg/mL) (°C)
1 8,0 5 0,2 25
2 6,5 5 1,0 25
3 50 5 0,2 25
4 8,0 2 1,0 25
5 6,5 2 1,8 25
6 50 2 1,0 25
7 6,5 8 1,8 25
8 6,5 5 1,0 25
9 50 8 1,0 25
10 6,5 2 0,2 25
11 8,0 5 1,8 25
12 8,0 8 1,0 25
13 50 5 1,8 25
14 6,5 5 1,0 25
15 6,5 8 0,2 25

3.2.9. Serbest ve immobilize Seliilazin K arakterizasyonu

Selulazin  desteklerimize en iyi baglandigi immobilizasyon kosullari
belirlendikten sonra immobilize sellilazin maksimum aktivite gosterdigi kosullar ve
bu kosullardaki kinetik parametreleri belirlenmistir.
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Serbest ve immobilize seltilaz igin optimum pH’ min belirlenmesinde pH 3,5,
4,0,45,50,5,5, 6,0, 6,5 ve7,0' de aktiviteler dlcllmistr.

Serbest, ve immobilize sellilaz drnekleri igin en uygun tampon derisiminin
belirlenmesinde optimum pH’da 25, 50, 75, 100 ve 200 mM tampon
derisiminde selllaz aktivitesi 6lculmistar.

Serbest ve immobilize selilaz 6rnekleri igin optimum sicakligin belirlenmesi
amaciyla 25, 30, 37, 45, 50 ve 60 °C'de selilaz aktivitesi olculmustir.
Asagida verilen Arrhenius esitligi kullamlarak serbest ve immobilize
seltlazin aktivasyon enerjileri hesaplanmustur.

V=k.e®R" (Arrhenius esitligi)

V; reaksiyon hizi, E; aktivasyon enerjisi;R gaz sabiti, k bir katsayisidir. Bu
denklem;

InV=Ink-Ea/RT

seklinde ifade edilirse, InV ile /T arasinda gizilen grafikten aktivasyon enerjisi
hesaplanmustir.

Belirlenmis olan optimum kosullarda, % 0,01, 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1, 1,5
CMC (Karboksimetilseltiloz) derisimleri icin serbest ve immobilize sellilaz
aktiviteleri olcilmustir. Maksimum aktivite (Vmax) Ve Michaelis-Menten
sabitinin  (Kp), grafiksel degerlendirilmesinde, 1/V'ye karsi 1/[S]
degerlerinin cizilmesi ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi kullamlmustir.
Ayrica serbest ve immobilize selllazlar igin  geri  donisum
say1Si(Kea=V max/[ E] 1) Ve katdlitik etkinlik (kcat/Km) hesaplanmustir.

Serbest ve immobilize selilaz orneklerinin termal  kararliliginin
belirlenebilmesi igin, serbest ve immobilize selilazin maksimum aktivite
gogerdikleri sicaklikta ve 70 °C’ de belirli sirelerde bekletildikten sonra kalan
aktiviteleri olculmustur. Serbest ve immobilize sellilaz 6rneklerinin yart dmru
(t12), asagidaki matematiksel esitlik kullanilarak hesaplanmustir.

InV=1nVy - kit
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Vo : Baslangigtaki enzim aktivitesi
V: t siire sonunda 6l¢llen aktivite
ki: 1. dereceden inaktivasyon sabiti.

Serbest ve immobilize seltlazlarin depolama kararliliginin belirlenmesinde
sellilaz drnekleri 5 °C ve oda sicakliginda bekletilerek belirli araliklarla belirli
gunlerde kalan aktiviteleri olculmustir.

3.2.10. immobilize Selulazin Hidrolitik Aktivitess Agsindan Tekrar Kullamm

Kararhhklarinin Belirlenmes

Sepabeads EC-EP/M  ve ReliZyme HA403/M  destege immobilize edilmis
selilazin CMC hidrolizi igin tekrar kullanim kararliligim tespit etmek amaciyla
immobilize enzimin aktivite tayini yapilmis ve baslangigc aktivitesi belirlenmistir.
Ikinci kullanimda aktivite tayinini yapmak icin immobilize enzim preparat: saf su ile
yikanmis ve tekrar siibstrat yuklenerek ayni sekilde tekrar kullamm icgin aktivite

tayini yapilmstur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Bu calismada Trichoderma reesei (Trichoderma viride) sellilazinin Sepabeads
EC-EP/M ve Relizyme HA403/M ticari desteklerine immobilizasyonu arastiril mistir.
Immobilizasyon icin gerekli optimum kosullarin (pH, tampon derisimi, sicaklik,
immobilizasyon siresi ve enzim derisimi) belirlenmesi amaciyla RSM yontemi
kullanmlmstir. Belirlenen optimum kosullar diger asamalarda kullanmilmistir. Serbest
ve immobilize sellilaz drneklerinin karakterizasyonu (optimum pH, tampon derisimi,
sicaklik, kinetik parametreler, termal ve depolama kararliliklari) selilaz 6rneklerinin
belirlenen optimum kosullarda hidrolitik aktiviteleri 6lgtlerek yapilmustr.

4.1.1. Selilazin Sepabeads EC-EP/M  ve RdiZyme HA403/M Desteklere
Immobilizasyonu igin immobilizasyon K osullarimn Optimizasyonu

41.1.1. Sdillazn Sepabeads EC-EP/M  Destege Immobilizasyonu igin

Immobilizasyon K osullarinin Optimizasyonu

Selulazin Sepabeads EC-EP/M  destege immobilizasyonu igin optimizasyon
sartlarimin RSM metodu kullanarak belirlenmesi amaciyla Design Expert programina
Onceden belirledigimiz farkli bagimsiz degisken parametrelerimiz olan pH (5-8),
immobilizasyon siiresi (6-24 saat), enzim derisimi (0,2-1,8 mg/ml) ve sabit bagimsiz
degisken olan sicaklik (25 °C ) seklinde uygulanmustir. Burada sabit bagimsiz
degisken olan sicakhigin tespiti amaciyla 15, 25, 35'°C'de 6n immobilizasyon
calismalar1 yapilmis olup en uygun sicaklik 25 °C olarak tespit edilmistir (Cizelge
4.1).
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Cizelge 4.1.Selulazin Sepabeads EC-EP/M  destege immobilizasyonda,
immobilizasyon sicakligina bagli olarak aktivite degerleri.

Immobilizasyon pH Sire Enzim Spesifik
Sicakligt (saat) Derigimi Aktivite
€0) (mg/m) (U mg prot™)
15 6,5 6 1,8 45,7
25 6,5 6 1,8 54,0
35 6,5 6 1,8 33,2

Degiskenlerin programa uygulanmasimn sonrasinda Box-Behnken deneysel
dizaynina gore Cizelge 4.2 de gosterilen deney setlerine ulasilmistir. Bu 15 deney
setinde verilen sartlarda ayr1 ayri immobilizasyonlar yapilmis ve spesifik aktivite
sonuglar: Cizelge 4.2 de gosterilmistir. Elde edilen spesifik aktivite degerleri Design
Expert bilgisayar program kullanilarak analiz edilmis Esitlik 3.1'de verilen fio, S
Pui katsayilar asagidaki sekilde hesaplanmustir.

Y=18-3,075.A+2,25.B+11,025.C+3,15.AB+1,2.AC-14,55.BC-5,25.A% +8,1.B%+
14,85.C?
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Cizelge 4.2. Selulazin Sepabeads EC-EP/M  destege immobilizasyonda RSM
kullanilarak elde edilen deney setlerinin aktivite degerleri.

Deneme | pH Zaman | Enzim Derigimi Sicaklik Spesifik
say1st (saat) (mg/mL) (°C) Aktivite
U mg prot™
1 6,5 15 1,0 25 17,4
2 8,0 15 1,8 25 38,4
3 6,5 6 1,8 25 54,0
4 5,0 24 1,0 25 14,4
5 6,5 24 0,2 25 57,0
6 50 15 0,2 25 19,2
7 8,0 24 1,0 25 15,6
8 6,5 15 1,0 25 18,0
9 50 6 1,0 25 32,4
10 8,0 15 0,2 25 9,6
11 6,5 24 1,8 25 45,6
12 8,0 6 1,0 25 21,0
13 6,5 6 0,2 25 7,2
14 50 15 1,8 25 43,2
15 6,5 15 1,0 25 18,6

Esitlik 3.1’ de 6nerilen matematiksel modelin selilazin  Sepabeads EC-EP/M
destege immobilizasyonu sonunda elde edilen spesifik aktivite degerleri icin
uygunlugu en kicik kareler yonteminin kullanildigi varyans analizi (ANOVA) ve
model uygunsuzlugu testi (Lack of fit) ile incelenmis ve sonuglar Cizelge 4.3'de

verilmistir.
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Cizelge 4.3. Selulazin Sepabeads EC-EP/M  destege immobilizasyonda yanit ylizey
yontemi icin ANOV A degerleri

Kaynak Kareler df Ortalama F p degeri
toplam kareler degeri Prob>F
Model 3152.05 9 350.23 3.10 0.1131 | anlamsiz
A-pH 75.64 1 75.64 0.67 0.4507
B-Zaman 40.50 1 40.50 0.36 0.5757
C-Enzim 972.41 1 972.41 8.6 0.0326 anlamli
Derismi
AB 39.69 1 39.69 0.35 0.5794
AC 5.76 1 5.76 0.051 0.8304
BC 846.81 1 846.81 7.49 0.0410 anlaml1
A® 101.77 1 101.77 0.90 0.3864
B* 242.25 1 242.25 2.14 0.2032
c’ 814.24 1 814.24 7.20 0.0437 | anlamh
kalint 565.65 5 113.13
Regresyon 564.93 3 188.31 523.08 0.0019 anlamli
Katsayisinin
uyumlulugu

Onerilen matematiksel model icin F degeri 3,10 ve Prob>F degeri 0,1131
olarak hesaplanmis ve yamima payr % 11,3 verilmistir. Regresyon modelinin
belirleyicilik katsayisi (R?) 0.85 bulunmustur. Bu sonuc onerilen matematiksel
modelin toplam degisimin % 85'ini agiklachigini gostermektedir. Prob>F degeri
0,0500 den daha kucgtk olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
Model uygunsuzlugu testinde Prob>F 0,0019 bulundugu icin anlamlidir. Seltlazin
Sepabeads EC-EP/M  destege immobilizasyonunda elde edilen deneysel spesifik
aktivite sonuclarinin,
Y=18-3,075.A+2,25.B+11,025.C+3,15.AB+1,2.AC-14,55.BC-5,25.A% +8,1.B*+
14,85.C
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esitligi kullamilarak elde edilen tahmini spesifik aktivite sonuglari ile karsilastirilmast
Cizelge 4.4 ve Sekil 4.1'de verilmistir. Deneysel spesifik aktivite sonuclart ile
tahmini spesifik aktivite sonuglari birbirlerine ne kadar yakin ise Sekil 4.1'de
gogerilen renkli kutucuklar o oranda birbirlerine yakin olacaklar ve orta gizgi
Uzerinde toplanacaklardr.

Cizelge 4.4. Deneysel sonuclar ile tahminlenen sonuclarin karsilastirilmasi

Deneme Spesifik Tahminlenen
Say1si Aktivite Aktivite
(U mg prot™) (U mg prot™)
1 17,4 18,00
2 38,4 36,75
3 54,0 64,28
4 14,4 23,03
5 57,0 46,73
6 19,2 20,85
7 15,6 23,18
8 18,0 18,00
9 32,4 24,83
10 9,6 12,30
11 45,6 39,68
12 21,0 12,38
13 7,2 13,13
14 43,2 40,50
15 18,6 18,00
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Deneysel Spesifikc Alctivite
Sekil 4.1. Deneysel ve tahmini spesifik aktivite sonuclarimn karsilastirilmasi.

Design Expert programi kullanilarak olusturulan t¢ boyutlu yanit yiizey
grafikleri Sekil 4.2- 4.4 de gosterilmektedir.
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Spesifik Aktivite (U mg prot.')
[a
[}

8.00
7.40
pH G.80

6.20

9.60 0.20

5.00  1.80 1.40 1.00

Enzim derisimi (mg mLY)
Sekil 4.2. Enzim derisimi ve pH’ min bir fonksiyonu olarak spesifik aktivitenin ¢
boyutlu grafigi.

Sekil 4.2 de enzim derisimi ve pH' min bir fonksiyonu olarak sabit
immobilizasyon siiresinde spesifik aktivitenin ¢ boyutlu grafigi verilmistir. Sekilde
gorildugi gibi enzim derisiminin 0,20 mg/mL oldugu kosullarda pH’ mn 5,0 den
8,0'e yiikkselmesi ile spesifik aktivite 19,2 U mg prot* den 9,6 U mg prot™ e
azalmstir. Dolayisiyla pH artis1 spesifik aktiviteye negatif yonde etki etmistir. Enzim
derisimi ise pH’ nin 5,0 oldugu kosullarda 0,2 mg/ml den 1,8 mg/mL’ ye ciktikgca
spesifik aktivite 19,2 U mg prot™den 43,2 U mg prot™e yikselmistir. Enzim
derisiminin artmasinin spesifik aktiviteye pozitif yonde etki ettigi belirlenmistir.
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Sekil 4.3. immobilizasyon siresi ve pH’ min bir fonksiyonu olarak spesifik
aktivitenin U¢ boyutlu grafigi.

Sekil 4.3 de immobilizasyon siresi ve pH' nin bir fonksiyonu olarak sabit
enzim derisiminde spesifik aktivitenin G¢ boyutlu grafigi verilmistir. Sekilde
goruldigu gibi 6. saatte pH’ nin 5,0 den 8,0'e dogru ¢ikmasi ile spesifik aktivite 32,4
U mg prot™den 21,0 U mg prot™e azalmistir. pH artis1 spesifik aktiviteye negatif
yonde etki etmistir. pH’ min 5,0 oldugu kosullarda siirenin etkisi incelendiginde 6.
saatten 24. saate gidildiginde spesifik aktivite 32,4 U mg prot™den 14,4 U mg prot™e
azalmistir. Immobilizasyon siiresinin artmasimin spesifik aktiviteye negatif yonde
etki ettigi belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Enzim derisimi ve immobilizasyon siiresinin bir fonksiyonu olarak spesifik
aktivitenin U¢ boyutlu grafigi.

Sekil 4.4 de enzim derisimi ve immobilizasyon siiresinin bir fonksiyonu
olarak sabit pH da spesifik aktivitenin U¢ boyutlu grafigi verilmistir. Sekilde
gorildugi gibi enzim derisiminin 0,20 mg/mL oldugu kosullarda siirenin 6. saatten
24. saate dogru cikmas: spesifik aktiviteyi 7,2 U mg prot™den 57 U mg prot™e
arttirmistir. Dolayistyla zamanin artis1 spesifik aktiviteye pozitif yonde etki etmistir.
Enzim derisimi ise sirenin 6. saatinde 0,2 mg/mL den 1.8 mg/ml’ ye c¢iktikca
spesifik aktivite 7,2 U mg prot™den 54 U mg prot e yiiksel mistir. Enzim derisiminin
artmasimin spesifik aktiviteye pozitif yonde etki ettigi belirlenmistir.

Bu sonuclara gore selllazin Sepabeads EC-EP/M destek (zerine
immobilizasyonu icin en uygun sartlar Cizelge 4.2’ de deneme sayisi 3 olan deneyin
sartlaridir yani pH 6,5, 50 mM fosfat tamponunda, 6 saat immobilizasyon siiresinde,
25 °C sicaklikta ve enzim derisiminin 1,8 mg/mL oldugu sartlardir. Cizelge 4.2 deki
deneme sayist 5 olan deneyin aktivitesi en yiksek gorinse de bu yiksek sonucun
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nedeninin enzimin destege baglanmasimin ¢ok az olmasindan kaynaklandigi ve bu
nedenle spesifik aktivite degerinin yiksek ¢iktigi disundlebilir..

4.1.12. Sdilazin ReliZzyme HA403/M
Immobilizasyon K osullarinin Optimizasyonu

Destege Immobilizasyonu 1Icin

Selulazin Relizyme HA403/M  destege immobilizasyonu igin optimizasyon
sartlarimin RSM metodu kullanarak belirlenmesi amaciyla Design Expert programina
Onceden belirledigimiz farkli bagimsiz degisken parametrelerimiz olan pH (5-8),
immobilizasyon siiresi (2-8 saat), enzim derisimi (0,2-1,8 mg/mL) ve sabit bagimsiz
degisken olan sicaklik (25 °C ) seklinde uygulanmustir. Burada sabit bagimsiz
degisken olan sicakhgin tespiti amaciyla 15, 25, 35 °C'de 6n immobilizasyon
calismalar1 yapilmis olup en uygun sicaklik 15 ve 25 °C olarak tespit edilmistir. Bu
iki sicaklik degerinde yapilan immobilizasyon sonucunda belirlenen aktivite
sonuclari birbirine yakin oldugundan 25 °C tercih edilmistir. (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Selulazin ReliZyme HA403/M  destege immobilizasyonda,
immobilizasyon sicakligina bagli olarak aktivite degerleri.

Immobilizasyon pH Sire Enzim Spesifik
Sicakligt (saat) Derigimi Aktivite
€c) (mgmyy | (Umaprot)
15 6,5 2 1,8 42,8
25 6,5 2 18 41,4
35 6,5 2 1,8 37,7

Degiskenlerin programa uygulanmasimn sonrasinda Box-Behnken deneysel

dizayn: secildiginde Cizelge 4.6' da gosterilen deney setlerine ulasilmistir. Bu 15
deney setinde verilen sartlarda ayr1 ayri immobilizasyonlar yapilmis ve spesifik
aktivite sonuglart Cizelge 4.6° da goderilmistir. Elde edilen spesifik aktivite
degerleri Design Expert bilgisayar program kullanilarak analiz edilmis Esitlik 3.1'de
verilen Sy, Pui, Puii katsayilar: asagidaki sekilde hesaplanmustir.
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Y =16,6+0,2625.A-1,09.B+9,15.C-0,325.AB-1,6.AC-4,85.BC+1,66.A% +5,76.B*+
7,29.C?

Cizelge 4.6. Selulazin Relizyme HA403/M  destege immobilizasyonunda RSM
kullanilarak elde edilen deney setlerinin aktivite degerleri.

Deneme pH Sire Enzim Derisimi | Sicaklik Spesifik
say1st (saat) (mg/mL) (°C) Aktivite
(U mg prot™)
1 8,0 5 0,2 25 16,2
2 6,5 5 1,0 25 16,2
3 50 5 0,2 25 12,6
4 8,0 2 1,0 25 27,1
5 6,5 2 1,8 25 41,4
6 50 2 1,0 25 25,8
7 6,5 8 1,8 25 32,2
8 6,5 5 1,0 25 16,5
9 50 8 1,0 25 21,6
10 6,5 2 0,2 25 17,4
11 8,0 5 1,8 25 35,3
12 8,0 8 1,0 25 21,6
13 50 5 1,8 25 38,1
14 6,5 5 1,0 25 17,1
15 6,5 8 0,2 25 27,6

Esitlik 3.1'de 6nerilen matematiksel modelin selilazin ReliZyme HA403/M
destege immobilizasyonu sonunda elde edilen spesifik aktivite degerleri icin
uygunlugu en kicik kareler yonteminin kullanildigi varyans analizi (ANOVA) ve
model uygunsuzlugu testi (Lack of fit) ile incelenmis ve sonuglar Cizelge 4.7’ de

verilmistir.
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Cizelge 4.7.Selulazin ReliZzyme HA403/M  destege immobilizasyonda yanit yizey
yontemi icin ANOV A degerleri

kaynak Kareler df Ortalama F p degeri
toplam kareler degeri Prob>F
Model 1083,13 9 120,35 12,87 0.0058 anlamli
A-pH 0,55 1 0,55 0,059 0.8178
B-Zaman 9,46 1 9,46 1,01 0.3607
C-Enzim 669,78 1 669,78 71,62 0.0004 anlamli
Derisimi
AB 0,42 1 0,42 0,045 0.8401
AC 10,24 1 10,24 1,09 0.3433
BC 94,09 1 94,09 10,06 0.0248 anlamli
A? 10,21 1 10,21 1,09 0.3441
B* 122,61 1 122,61 13,11 0.0152 | anlamli
c’ 166,09 1 166,09 20,97 0.0060 anlamli
kalinti 46,76 5 9,35
Regresyon 46,34 3 15,45 73,56 0.0134 anlamli
Katsayisinin
uyumlulugu

Onerilen matematiksel model icin F degeri 12,87 ve Prob>F degeri 0,0058
olarak hesaplanmis ve yanmilma payr % 0,58 verilmistir. Regresyon modelinin
belirleyicilik katsayisi (R?) 0.96 bulunmustur. Bu sonuc onerilen matematiksel
modelin toplam degisimin % 96" sim agikladigini gostermektedir. Prob>F degeri
0,0500 den daha kucgtk olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
Model uygunsuzlugu testinde Prob>F 0,0134 bulundugu icin anlamlidir. Seltlazin
Relizyme HA403/M destege immobilizasyonunda elde edilen deneysel spesifik

aktivite sonuclarinin,

Y =16,6+0,2625.A-1,09.B+9,15.C-0,325.AB-1,6.AC-4,85.BC+1,66.A% +5,76.B%+
7.29.C2
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esitligi kullamilarak elde edilen tahmini spesifik aktivite sonuglari ile karsilastirilmast
Cizelge 4.8 ve Sekil 4.5de verilmistir. Deneysel spesifik aktivite sonuclart ile
tahmini spesifik aktivite sonuglari birbirlerine ne kadar yakin ise Sekil 4.5de
gogerilen renkli kutucuklar o oranda birbirlerine yakin olacaklar ve orta gizgi
Uzerinde toplanacaklardr.

Cizelge 4.8. Deneysel sonuclar ile tahminlenen sonuclarin karsilastirilmasi

Deneme Spesifik Tahminlenen
say1si Aktivite Aktivite
(U mg prot™) (U mg prot™)
1 16,2 18,26
2 16,2 16,60
3 12,6 14,54
Z 271 25,70
5 41,4 44,74
6 25,8 24,53
7 32,2 32,86
8 16,5 16,60
9 21,6 23,00
10 17,4 16,74
11 35,3 33,36
12 21,6 22,87
13 38,1 36,04
14 17,1 16,60
15 27,6 24,26
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Sekil 4.5. Deneysel ve tahmini spesifik aktivite sonuclarimin karsilastirilmasi.

Design Expert programi kullanlarak olusturulan ¢ boyutlu yamt ytzey
grafikleri Sekil 4.6- 4.8 de gosterilmektedir.

Spesifik Aktivite (U mg prot. 1]

0.60

0.20 500
Enzim derisimi (mg mLY)
Sekil 4.6. Enzim derisimi ve pH’ min bir fonksiyonu olarak spesifik aktivitenin ti¢
boyutlu grafigi.
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Sekil 4.6 de enzim derisimi ve pH' min bir fonksiyonu olarak sabit
immobilizasyon siiresinde spesifik aktivitenin ¢ boyutlu grafigi verilmistir. Sekilde
gorildugt gibi enzim derisiminin 0,20 mg/ml oldugu kosullarda pH’ nin 5,0 den
8,0'e yilkselmesi ile spesifik aktivite 12,6 U mg prot™den 16,2 U mg prot e artrmustir.
Dolayisiyla pH artis1 spesifik aktiviteye pozitif yonde etki etmistir. Enzim derisimi
ise pH' nin 5,0 oldugu kosullarda 0,2 mg/mL den 1.8 mg/mL’" ye yukseltildiginde
spesifik aktivite 12,6 U mg prot™'den 38,1 U mg prot™e cikmustir. Enzim derisiminin
artmasinin spesifik aktiviteye pozitif yonde etki ettigi belirlenmistir.

o
o

20

R
s

5

i

i
0
i

o
o

Spesifik Aktivite (U mg prot.’)

o 4.00 sp0 M V60
. : 200 500
Immobilizasyon

Siiresi (saat)

Sekil 4.7. immobilizasyon siresi ve pH’ min bir fonksiyonu olarak spesifik
aktivitenin U¢ boyutlu grafigi.

Sekil 4.7 de immobilizasyon siresi ve pH' nin bir fonksiyonu olarak sabit
enzim derisiminde spesifik aktivitenin G¢ boyutlu grafigi verilmistir. Sekilde
goruldigu gibi zamamin 2,0 saat oldugu kosullarda pH' nin 5,0 den 8,0'e dogru
yikselmesi ile spesifik aktivite 25,8 U mg prot™'den 27,1 U mg prot™e artrmstir. pH
artig1 spesifik aktiviteye pozitif yonde etki etmistir. pH’ nin 5,0 oldugu kosullarda
zamanin etkisi incelendiginde 2. saatten 8. saate gidildiginde spesifik aktivite 25,8 U
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mg prot*den 21,6 U mg prot™e azalmustir. immobilizasyon siiresinin artmasinin
spesifik aktiviteye negatif yonde etki ettigi belirlenmistir.

Spesifik Aktivite (U mg prot.’)

ok 5.00
1.00 400 Immobilizasyon

Enzim derisimi (mg mI-") &0 300 Siiresi (saat)

020 200

Sekil 4.8. Enzim derisimi ve immobilizasyon siiresinin bir fonksiyonu olarak spesifik
aktivitenin U¢ boyutlu grafigi.

Sekil 4.8 de enzim derisimi ve immobilizasyon siiresinin bir fonksiyonu
olarak sabit pH da spesifik aktivitenin U¢ boyutlu grafigi verilmistir. Sekilde
goruldigu gibi enzim derisiminin 0,20 mg/mL oldugu kosullarda siirenin 2. saatten
8. saate yikselmesi spesifik aktiviteyi 17,4 U mg prot’den 27,6 U mg prot™e
arttirmistir. Dolayisiyla sirenin artigt spesifik aktiviteye pozitif yonde etki etmistir.
Enzim derisimi ise sirenin 2 oldugu kosullarda 0,2 mg/mL’ den 1.8 mg/mL’ ye
yikseldikce spesifik aktivite 17,4 U mg prot™den 41,4 U mg prot™e yikselmistir.
Enzim derisiminin artmas spesifik aktiviteye pozitif yonde etki etmektedir.

Bu sonuclara gore selilazin Relizyme HA403/M destek Uzerine
immobilizasyonu icin en uygun sartlar Cizelge 4.6’ da deneme sayisi 5 olan deneyin
sartlaridir yani pH 6,5, 50 mM fosfat tamponunda, 2,0 saat immobilizasyon
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zamaninda, 25 °C sicaklikta ve enzim derisiminin 1,8 mg/mL oldugu kosullarda

gerceklestirilmistir.

4.1.2. Serbest, Sepabeads EC-EP/M  ve ReiZzyme HA403/M  Desteklere
Immobilize Edilmis Olan Seliilazlarin K arakterizasyonu

Serbest, Sepabeads EC-EP/M ve ReliZzyme HA403/M  destege immobilize
edilmis selllazlarin optimum pH’sinin belirlenmesinde serbest seliilaz icin pH’ s1 3,5-
6,5, Sepabeads EC-EP/M destege immobilize sellilaz i¢in pH’si 3,5-6,5, ReliZyme
HA403/M destege immobilize selilaz icin pH’s1 3,0-6,0 arasinda degisen 50 mM
farkli tampon c¢ozeltileri (3,0 sitrat-NaHPO,, 3,5 sitrat, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 asetat, 6,0
sitrat, 6,5 fosfat ) kullamlmstir ve sonuclar Sekil 4.9’ da gosterilmistir.

—o— serbest
120 —a— sepabeads
—A—relizyme
100 +
= 80
S
g
>
g 60 -
<
@ 40 -
20
0 T T T T T T T T 1
2,5 3 35 4 4,5 5 55 6 6,5 7
pH

Sekil 4.9. Serbest, Sepabeads EC-EP/M ve ReliZyme HA403/M  destege
immobilize selllazlarin aktivitelerinin pH’ya baglh degisimi.

Sekil 4.9'dan gorulecegi gibi serbest seltilaz icin optimum pH 4,0 olarak
belirlenmistir. Serbest seltilazin genis bir pH araliginda (pH 4,0-6,0) yiksek aktivite
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goserdigi gortlmektedir. Sepabeads EC-EP/M  destege immobilize selllazinda
optimum aktivitesi pH 4,0'da gosterdigi ReliZzyme HA403/M destege immobilize
selilazin ise pH 3,5 de optimum aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Belirlenen optimum pH’ larda farkli derisimlerde (25,50,75,100 ve 200 mM)
tampon cozeltileri hazirlanarak serbest ve immobilize sellilazlarin  aktiviteleri
Olculmustdr. Sekil 4.10'den goruldigu gibi serbest selllaz icin optimum tampon
derisimi 100 mM, Sepabeads EC-EP/M destege immobilize sellilazin optimum
tampon derisimi 50 mM, ReliZzyme HA403/M destege immobilize seltilazin ise 25

mM olarak belirlenmistir.

120 - —a— serbest
—m— sepabeads
100 +rE|E']" me
= &b+
= |
=z
5 .
E L=
=X
g«
20 4
I:I T T T T T T T il
0 25 =0 fik= 100 125 150 175 200
Tampon Derigimi (mM)

Sekil 4.10. Serbest, Sepabeads EC-EP/M ve ReliZyme HA403/M  destege
immobilize selllazlarin aktivitelerinin tampon derisimine bagli olarak
degisimi.

Serbest ve immobilize selllazlarin belirlenen optimum pH ve tampon
derisimlerinde farkl1 sicakliklardaki (25,30,37,45,50,60 ve 65 °C) aktiviteleri Sekil

4.11' de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Serbest, Sepabeads EC-EP/M ve ReliZyme HA403/M destege
immobilize selllazlarin aktivitelerinin sicakliga bagli olarak degisimi.

Serbest seltilazin optimum calisma sicakligr 45 °C olarak belirlenmistir. Bu
sicaklik degerlerinin altindaki sicakliklarda aktivitede keskin bir diisme gézlenmistir.
60 °C'de serbest sellilazin aktivitesi baslangic aktivitesinin % 79 unu korudugu
gozlenmistir. Sepabeads EC-EP/IM  destege immobilize selllazin  maksimum
aktivitesini 50 °C’ de, Relizyme HA403/M destege immobilize seliilaz ise 60 °C’ de
gogerdigi belirlenmistir.

Belirlenen optimum kosullarda farkli karboksimetilseltloz derisimlerinde
serbest ve immobilize selllazlarin aktiviteleri olgllerek Lineweaver-Burk grafikleri
cGizilmis ve sonuglar 4.12-4.14' de gosterilmistir.
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Sekil 4. 12. Serbest sellilaz igin Lineweaver-Burk grafigi.

Serbest selllaz icin Vimax=1,05 U/mg prot., K=0,47 %, geri donisim
katsayisi (Kca=4,06 dk™) olarak bulunmustur (Sekil 4.12).

Sepabeads EC-EP/M  destege immobilize selilaz igin Vimax=1,1 U/mg prot.,
Km=1,5 %, geri déniisim katsayisi (ka=4,25 dk™) olarak bulunmustur (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Sepabeads EC-EP/M  destege immobilize selilaz igin Lineweaver-Burk
grafigi.

Relizyme HA403/M destege immobilize sellilaz igin V max=3,78 U/mg prot.,
Km=0,27 %, geri donusim katsayisi (kca=14,62 dk™) olarak bulunmustur (Sekil
4.14).
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Sekil 4.14. Relizyme HA403/M  destege immobilize seliilaz igin Lineweaver-Burk
grafigi.

Serbest selilazin termal kararliligimin belirlenmesi igin derisimi 1 mg/mL
olacak sekilde hazirlanmis seltilaz 45 ve 70 °C’de 24 saat inklibe edilmistir. Belirli
zaman araliklarinda (1,2,4,8,16 ve 24 saat) Ornekler alinarak belirlenen optimum
kosullarda, kalan aktiviteleri 6lgilmustir (Sekil 4.15). 24 saatlik inklibasyon stresi
sonunda serbest seltilazin 45 ve 70 °C’de baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla % 75 ve
17'sini korudugu belirlenmistir. Serbest selllazin 45 ve 70 °C'deki termal
inaktivasyon sabitleri (k;) sirastyla 0,0132 ve 0,0846 saat ™* ve yar1 6miirleri (ty) ise
52,5 ve 8,19 saat olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.15. Serbest seliilazin 45 ve 70 °C’de aktivitesinin inkiibasyon siiresine bagl

olarak degisimi.

Sepabeads EC-EP/M destege immobilize edilmis selilazin  termal
kararliligimin belirlenmesinde 50 ve 70 °C’'de 24 saat boyunca inkiibe edilen

immobilize enzimden belirli zaman araliklarinda esit miktarlarda érnekler alinarak
kalan aktiviteleri dlgllmustir (Sekil 4.16).

Bagil Aktivite (%)

120

100 —e—50°C
—a—70°C
80
60

40

20 — g

0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 4.16. Sepabeads EC-EP/M  destege immobilize seltilazin bagil aktivitesinin 50

ve 70 °C’ de inkUibasyon siiresine bagli olarak degisimi.

57



4.BULGULAR VE TARTISMA Mustafa Serkan Yalgin

Sepabeads EC-EP/M  destege immobilize seltilazin 50 ve 70 °C’'de 24 saat
inkiibasyon siiresi sonunda baslangigc aktivitesinin sirasiyla % 15 ve % 17'sini
korudugu ve aktivitede 6nemli bir distsin oldugu belirlenmistir. 50 ve 70 °C’ deki
termal inaktivasyon sabitleri (ki) ise sirastyla 0,092 ve 0,089 saat ™ ve yar1 dmirleri
(ty2) ise 7,5 ve 7,8 saat olarak belirlenmistir.

Relizyme HA403/M destege immobilize edilmis selilazin termal
kararliligimin belirlenmesinde 60 ve 70 °C'de 24 saat boyunca inkiibe edilen
immobilize enzimden belirli zaman araliklarinda esit miktarlarda érnekler alinarak
kalan aktiviteleri dlgllmustir (Sekil 4.17).

120

100 —e—60°C
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Sekil 4.17. Relizyme HA403/M  destege immobilize seltilazin bagil aktivitesinin 60
ve 70 °C’ de inkUibasyon siiresine bagli olarak degisimi.

Relizyme HA403/M  destege immobilize seltilazin 60 ve 70 °C'de 24 saat
inkUbasyon sliresi sonunda baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla % 60 ve 42’ sini korudugu
belirlenmistir. 60 ve 70 °C’deki termal inaktivasyon sabitleri (ki) ise sirasiyla 0,024
ve 0,039 saat ! ve yar1 dmiirleri (ty) ise 28,9 ve 17,8 saat olarak belirlenmistir.

Serbest seltilazin depolama kararliligimin belirlenmesi igin derisimi 1 mg/mL
olacak sekilde hazirlanmus sellilaz 5 °C  ve oda sicakliginda (25 °C ) inklbe edilmis
ve belirli zaman araliklarinda esit miktarlarda ornekler alinarak selilazin kalan
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aktivitesi olcllmistir. 30 gin depolama sliresi sonunda sellilazin 5 °C ve oda
sicakhiginda (25 °C ) baslangic aktivitesinin srasiyla % 88'ini  koruduklar:
belirlenmistir (Sekil 4.18).

102
100
98 +

——5°C
—a—25°C
96 -
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92 -
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90 -

88 -

86 T T T T T T 1
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Sekil 4.18. Serbest seliilazin bagil aktivitesinin 5 °C ve oda sicakhiginda (25 °C)
depolama siiresine bagl1 olarak degisimi.

Sepabeads EC-EP/M  destege immobilize seltilazin depolama kararliliginin
belirlenmesi icin ise 5 °C ve oda sicakliginda (25 °C ) inklbe edilmis ve belirli
zaman araliklarinda esit miktarlarda ornekler alinarak immobilize selilazin kalan
aktivitesi olcllmistir. 30 gin depolama siresi sonunda 5 °C'de depolanan
immobilize selilazin  baglangig aktivitesinin % 740nu, oda sicakliginda
depolananin ise baslangic aktivitesinin sadece % 6’ sim korudugu belirlenmistir
(Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Sepabeads EC-EP/M  destege immobilize selilazin bagil aktivitesinin 5
°C ve oda sicakliginda (25 °C) depolama stiresine bagl: olarak degisimi.

ReliZzyme HA403/M destege immobilize selilazin depolama kararliliginin
belirlenmesi icin ise 5 °C ve oda sicakliginda (25 °C ) inkilbe edilmis ve belirli
zaman araliklarinda esit miktarlarda ornekler alinarak immobilize selilazin kalan
aktivitesi Olclilmistir. 30 giin depolama siresi sonunda 5 °C'de depolanan
immobilize selilazin  baglangig aktivitesinin % 30unu, oda sicakliginda
depolananin ise baslangic aktivitesinin sadece % 19 unu korudugu belirlenmistir
(Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Relizyme HA403/M  destege immobilize sellilazin bagil aktivitesinin 5
°C ve oda sicakliginda (25 °C) depolama stiresine bagl: olarak degisimi.

Sepabeads EC-EP/M ve Relizyme HA403/M desteklere immobilize sellilaz
enziminin karboksimetilselloz hidrolizi igin tekrar kullamm kararlilig1 Sekil 4.21 ve
Sekil 4.22'de verilmistir. Sepabeads EC-EP/M  destege immobilize sellilaz 3.
kullamm sonunda baslangi¢ aktivitesinin % 8'ini korurken ReliZyme HA403/M

destege immobilize sellilazin % 10" unu korudugu belirlenmistir.
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Sekil 4.21. Sepabeads EC-EP/M destege immobilize selllazin tekrar kullamm
kararliliklarinin belirlenmesi.
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Sekil 4.22. Relizyme HA403/M destege immobilize seltlazin tekrar kullamm
kararliliklarinin belirlenmesi.
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4.2. Tartisma

Enzimler ¢esitli kosullar altinda 6rnegin sicaklik, pH, iyonik siddet, denatiire
edici gjanlar, basing veya mekanik giicler gibi etkilerle inaktive olabilirler (Dinger ve
Telefoncu., 2007). Bu olumsuzluklarin giderilmesi igin enzimleri immobilize etme
ihtiyaci ortaya ¢ikmustir. Dogru immobilizasyon metodunun segimi, yuksek aktivite
elde edilmesi ve uzun siire kullamlabilecek bir biyokatalizlenmenin saglanabilmesi
onemli zorunluluktur (Hilterhaus ve ark., 2008). Bu calismada sanayide birgok
kullamm alanina sahip olan selilaz enziminin  ticari olarak satilan epoksid
fonksiyonel grubu iceren Sepabeads EC-EP/M  destege ve ilk kez olarakta
hegzametildiamino foksiyonel grubu iceren ReliZyme HA403/M  desteklere
immobilizasyon sartlar1 incelenmis ve optimum aktivitenin alindig1 kosullar tespit
edilmistir.

Immobilizasyon islemine baslamadan énce amin fonksiyonel grubu iceren
desteklerin glutaraldehit ile aktiflestirilmesi ve sonrasinda enzimin immobilizasyonu
cogu arastirmaci tarafindan yaygin olarak kullamlan bir yontemdir (Tukel ve
Alptekin, 2004;Taylor ve ark., 2005; Betancor ve ark., 2006; Alptekin ve ark., 2010).
Bu amacla hegzametildiamino foksiyonel grubu iceren ReliZyme HA403/M  destege
glutaraldehit ile aktiflestirme islemi uygulanmistir. Epoksid fonksiyonel grubu iceren
Sepabeads EC-EP/M destek ise  herhangi bir on islem uygulanmadan
immobilizasyon yapilmstir.

Her iki destege selilazin immobilizasyonunun  optimum kosullarin
belirlemek amaciyla yanit yiizey metodu kullamlmustir. Yaptigimiz 6n ¢alismalarda
ve literatirlerde, kullandigimiz desteklere enzimin immobilizasyonu igin uygun
inktibasyon sicakliginin 25 °C oldugu belirlenmistir (Mateo ve ark.,2006). Sicaklik
sabit tutulup yanit yiizey metodu kullanarak elde ettigimiz deney sartlarina uygun
olarak denemeler yapildiginda Sepabeads EC-EP/M  destege sellilaz enziminin
immobilizasyonu igin en uygun baglanma pH’s1 6,5, immobilizasyon siiresi 6 saat ve
selilaz enzim derisimi ise 1,8 mg/ml olarak bulunmustur. ReliZyme HA403/M
destege selilaz enziminin  immobilizasyonu igin en uygun baglanma pH’'st 6,5
immobilizasyon siresi 2 saat ve selilaz enzim derisimi ise 1,8 mg/ml olarak
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bulunmustur. Bu sonuglar heriki destek igcin immobilizasyon siiresi haricinde diger
parametrelerin benzer oldugunu géstermektedir.

Enzim immobilizasyon calismalarinin en dnemli basamagi olan pH secimi
icin Sekil 4.10'da gorilecegi gibi serbest ve immobilize sellilazin genis bir pH (3,5-
6.5) araliginda aktivitesinin ¢ok diusise ugramamasi bazik bolgelere gore asidik
bolgelerde aktivitenin daha yiksek oldugunu gostermektedir. Asidik pH da
immobilizasyonun  verimli  olmast uzun sireli calismalardaki  mikrobiyal
kontaminasyonlarin engellenmesi agisindan avantgjli bir durum olarak karsimiza
cikmaktadir (Dinger ve Telefoncu., 2007; Kubitzki ve ark., 2008;Okutucu ve
ark.,2010; Bayraktar ve ark.,2011).

Serbest ve immobilize seltilazin aktivitelerinin tampon derisimine bagl
degisimleri incelendiginde aktivitelerinin denenen araliklardaki tampon derisiminden
etkilendigi gbzlenmistir. Serbest enzimin maksimum aktivite gosterdigi tampon
derisiminin immobilize enzime oranla daha yiksek oldugu belirlenmistir. Immobilize
selllazin maksimum aktivite gosterdigi  reaksiyon ortaminin iyonik siddetinin distk
olmasi enzimin destege daha hizli ve verimli sekilde baglandigim gostermektedir
(Kubitzki ve ark., 2008; Bayraktar ve ark.,2011)

Y Uksek sicaklik degerleri reaksiyon sistemine fazladan eneji saglayabilir ve
immobilizasyon prosesini hizlandirabilir fakat aym zamanda proteini denatire
edebilir ve sellilaz enziminin aktivitesini distrtr (Hung ve ark.,2011). 25-65 °C arasi
deneysel calismalarimiz sonunda serbest sellilaz icin optimum sicaklik 45 °C,
Sepabeads EC-EP/M  destege immobilize seltilaz icin 50 °C, ReliZzyme HA403/M
destege immobilize seltilaz icin ise 60 °C oldugu belirlenmistir. Sekil 4.12'de
gorildugt gibi 45 °C’den yuksek sicakliklarda serbest enzimin aktivitesi azal mustir.
Bu sonug 45 °C’ nin Ustindeki sicakliklarda enzimin denattire olmaya basladigini
distundirmektedir. (Yigitoglu ve Temogin.,2010). Immobilizasyondan sonra ise
selilaz enziminin maksimum aktivitesinin belirlendigi sicakhik 50-60 °C araligi
oldugu sonucglarimiza gore sdylenebilir. Immobilizasyon sonucunda yiiksek
sicakliliklarda enzimin stabil kalabilmesinin nedeni enzim ve destek arasinda rijit bir

yapinin olusmast nedeni ile agiklanabilir (Bayramoglu ve ark.,2002).
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Serbest selilaz icin Vmax=1,05 U/mg prot., Kn=0,47 %, geri donisim
katsayisi (kca=4,06 dk™) olarak bulunmustur.

Sepabeads EC-EP/M  destege immobilize seltilaz igin Vma=1,1 U/mg prot.
Km=1,5 %, geri donisim katsayist (kkx=4,25 dk™) olarak bulunmustur. Sepabeads
EC-EP/M destege immobilize sellilazin serbest enzime gore K, degerinin yaklasik 3
kat artmis olmasi slibstrataolan ilgisinin azalmis oldugunu gostermektedir.

ReliZzyme HA403/M destege immobilize selilaz enzimi igin Vuax=3,78
U/mg prot.,Kn=0,27 %, geri doniisiim katsayisi (kxa=14,62 dk ™) olarak bulunmustur.
ReliZzyme HA403/M destege immobilize sellilazin serbest enzime gore K, degerinin
yaklagik yarisi kadar azalmis olmasi slbstrata olan ilgisinin artrms olmasin
gostermektedir.

Serbest, Sepabeads EC-EP/M ve ReliZyme HA403/M desteklere immobilize
selllazlarin 70 °C’deki yari 6émirleri sirasiyla 8,19, 7,8 ve 17,8 saat olarak
belirlenmistir. Bu sonuclara gore serbest seliilaz ile Sepabeads EC-EP/M  destege
immobilize selilazin termal kararliliklar1 arasinda ©6nemli  bir fark tespit
edilememisken ReliZzyme HA403/M destege immobilize selilazin  termal
kararliliginin arttigi belirlenmistir. Literatlrde gesitli enzimlerin gesitli desteklere
immobilize edilmesi sonucunda termal kararliligin arttigim gosteren calismalar
mevcuttur (Prlainovic ve ark., 2011; Bayraktar ve ark.,2011; ince ve ark., 2012).
Immobilizasyon amacl: kullamlan desteklerin enzimleri termoinaktivasyona kars:
korudugu literatiirden ve bizim sonuclarimizdan da anlasilmaktadir.

Serbest ve immobilize enzimleri 30 glin stireyle 5 ve 25 °C’ de depo edip belli
sirelerde kalan aktivitelerini inceledigimizde serbest enzimin aktivitesinin 6nemli bir
distse ugramachgi, Sepabeads EC-EP/M  destege immobilize enzimin ise 5 °C’ de
depo edilmis olanin % 74 oraninda baslangi¢ aktivitesini korudugu ancak oda
sicakliginda depo edilen ve diger destegimiz olan ReliZyme HA403/M destegimize
immobilize olmus enziminde hem 5 °C hem de 25 °C’ de baslagic aktivitesini 6nemli
bir sekilde kaybettigi belirlenmistir.

Immobilize seliilaz drnekleri tekrar kullamm kararliliklarinin tespit edilmesi
amaciyla kesikli reaktor sisteminde incelenmis 3 kullamm sonunda Sepabeads EC-
EP/M  destege immobilize selilaz baslangigc aktivitesinin % 8'ini, ReliZyme
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HA403/M  destege immobilize selilaz ise yine 3 kullamm sonunda baglangic
aktivitesinin % 10’ unu koruyabilmistir. Bu aktivite kaybinin nedeni birkag faktorden
kaynaklanabilir bunlar; enzimin ilk kullammm sonucunda baglandig: yerden kopmasi,
protein denatlrasyonu, son Urtn inhibisyonu veya bir enzim sistemi olan selllaz
kompleksini olusturan bir veya daha fazla enzimin kayb: olabilir. Ayri enzimlerin
olusturdugu selilaz enzim kompleksi ayni zamanda ¢ok sayida fonksiyonel grup
icermektedir ve bu fonksiyonel gruplar enzimin aktif bdlgesinde yer alirlar ve her
birisi selilozu olusturan glukoz monomerlerini  farkli yerlerden parcalarlar.
Immobilizasyon sirasinda enzimin aktif bolgesinde yer alan bu fonksiyonel
gruplardan birinin etkinligini kaybetmesi enzimin stabilitesinin kaybolmas: ile
sonuclanmus olabilir (Hilterhaus ve ark., 2008; Jordan ve ark., 2011).

Sonug olarak, ReliZzyme HA403/M ve Sepabeads EC-EP/M  desteklere
optimum kosullarda selilaz enzimi immobilize edildiginde enzimin destege
baglanma kapasitesi agisindan ReliZyme HA403/M  desteginin, Sepabeads EC-EP/M
destege oranla daha yiksek enzim baglama kapasitesi oldugu tespit edilmistir.
ReliZzyme HA403/M destege immobilize sellilazin Sepabeads EC-EP/M  destege
immobilize olana gére daha yuksek kya/Kn oramna sahip oldugu dolayisiyla da
katalitik etkinliginin daha yuksek oldugu belirlenmistir. Termal kararlilik agisindan
incelendiginde ReliZyme HA403/M destege immobilize edilen seliilaz enziminin
Sepabeads EC-EP/M destege immobilize edilene gore daha yuksek yari 6mre sahip
oldugu bulunmustur. Her iki immobilize enzim tekrar kullamm kararliliklar
yoninden incelendiginde yine ReliZzyme HA403/M lzerine immobilize edilen
enzimin ¢cok az da olsa tekrar kullamm kararliliginin daha iyi oldugu, depolama
kararliligi yonu ile incelendiginde ise ReliZyme HA403/M  destegin daha az
kullanslt oldugu belirlenmistir. Bu yonler toplu bir sekilde ele alindiginda ReliZzyme
HA403/M  destegimizin Sepabeads EC-EP/M  destege oranla seliilaz enziminin
immobilizasyonu icin daha elverisli oldugu gorulmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

1. Trichoderma reesel (Trichoderma viride) selilazi i¢in optimum pH,
tampon derisimi, sicaklik, Ky, ve V max degerleri sirasiyla 4,0, 100 mM, 45
°C, % 0,47 ve 1,05 U/mg prot., olarak belirlenmistir.

2. Trichoderma reesei selUlazimin  Sepabeads EC-EP/M  destege
immobilizasyonunda en uygun immobilizasyon pH’si, tampon derisimi,
sicaklik, immobilizasyon siiresi ve sellilaz derisimi sirasiyla 6,5, 50 mM,
25°C, 6 saat ve 1,8 mg/mL olarak belirlenmistir.

3. Trichoderma reesei  selilazinin  ReliZzyme HA403/M  destege
immobilizasyonunda en uygun immobilizasyon pH’si, tampon derisimi,
sicaklik, immobilizasyon siiresi ve selllaz derisimi sirasiyla 6,5, 50 mM,
25°C, 2 saat ve 1,8 mg/mL olarak belirlenmistir.

4. Sepabeads EC-EP/M destege immobilize edilen Trichoderma reesei
selllaz: icin optimum pH, tampon derisimi, sicaklik, Kn, ve V ma degerleri
sirastyla 4,0, 50 mM, 50 °C, % 1,5 ve 1,1 U/mg prot., olarak belirlenmistir.

5. Relizyme HA403/M destege immobilize edilen Trichoderma reesei
selllaz: icin optimum pH, tampon derisimi, sicaklik, Kn, ve V ma degerleri
srastyla 3,5, 25 mM, 60 °C, % 0,27 mM ve 3,78 U/mg prot., olarak
belirlenmistir.

6. Immobilize enzimler kesikli resktorde 3 tekrar kullammdan sonra
baglangic aktivitelerinin yaklasik %10 unu korumuslardir.

5.2. Oneriler
1. Farkli destekler ve farkli kaynakli sellilaz enzimleri kullanilarak
immobilizasyon galismalar: yapilabilir.

2. Yant yizey yontemi serbest ve immobilize enzimlerin optimum c¢alisma
kosullarini belirlemek amaciyla kullanlabilir.
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3. Immobilize selilaz enzimlerinin farkli reaktorlerde tekrar kullamm
kararliligina bakilabilir.
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