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Tez calismasinda, Bacillus methlylotrophicus 37 seliilaz enziminin kat1 bir destek
materyali olan vermikiilit lizerine immobilizasyonu ger¢eklestirilmistir. Immobilize
enzimin optimizasyon, kinetik ve termodinamik ¢aligmalar1 incelenmistir.

Tez ¢alismam boyunca bana biiyiik emegi gegen, engin bilgi ve tecriibeleriyle bana
yol gosteren, sabrini ve yardimlarini esirgemeyen degerli danisman hocam Dog. Dr.
Yonca DUMAN’a sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

XRD ve SEM analiz ¢alismalarima yardimei olan saymn hocam Dr. Ogr. Uyesi"Ahmet
Ugur Kaya’ya (Kocaeli Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Fizik Boliimii Ogretim
Uyesi) tesekkiir ederim.
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Bacillus methlylotrophicus Y37 SELULAZININ VERMIKULIT UZERINE
IMMOBILIiZASYONU

OZET

Bu ¢alismada Bacillus methlylotrophicus Y37 susundan elde edilen seliilaz enziminin
ucuz bir destek materyali olan vermikiilit lizerine immobilizasyonu gergeklestirildi.
Vermikiilit miktari, enzim ve gluteraldehit muamele siiresi, gluteraldehit miktar
optimize edilerek immobilizasyon verimi incelendi. En iyi verimin 0,1 g immobilize
enzim ile 2 saat enzim muamelesi ve 1 saat gluteraldehit muamelesi, %3 gluteraldehit
varliginda %34,8 oldugu goriildii. Serbest ve immobilize enzim i¢in optimum pH 5,0
ve 7,0 olarak belirlendi. immobilizasyonun optimum sicaklik degerini degistirmedigi
gozlendi. Serbest ve immobilize enzim i¢in optimum sicaklik 45 °C olarak belirlendi.
Immobilize seliilazin 15 kullanimda aktivitesinin %61 ini korudugu goriildii. Bununla
birlikte operasyonel stabilitesine bakildiginda 8. Dongiide baslangig aktivitesinin
%54’{inii kaybettigi gdzlendi. Immobilize ve serbest enzim icin kinetik ve
termodinamik parametreleri incelendi. Serbest ve immobilize enzim i¢in Km degerleri
srastyla, 0,19 mg mL™* ve 0,028 mg mL™; Vin degerleri sirasiyla, 7,42 U mL™? ve 12,15
U mL olarak belirlendi. keai/ Km degeri serbest enzim igin 4,78x10%, immobilize enzim
i¢in 5,42x10° olarak bulundu. Serbest ve immobilize enzim i¢in Ea degerleri, 9,973
kJ/mol ve 8,729 kJ/mol; AG* degerleri, 65,782 kJ/mol ve 64,457 kJ/mol olarak
belirlendi. AG*e.1 ve AG*e.s degerleri serbest ve immobilize enzim igin sirasiyla,
28,935 kJ/mol ve -35,456 kJ/mol, -4,404 kJ/mol ve -9,602 kJ/mol olarak bulundu.
Sonug olarak, immobilize seliilazin katalitik performansinin arttigi gortildii. Bu
sonuglar, immobilizasyonun, termodinamik olarak CMC hidrolizinde daha etkili
oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: immobilizasyon, Kinetik, Seliilaz, Termodinamik, Vermikiilit.
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IMMOBILIZATION OF Bacillus methlylotrophicus Y37 CELLULASE ON
VERMICULITE

ABSTRACT

In this study, immobilization of cellulase enzyme on vermiculite was studied. The
amount of vermiculite, enzyme and gluteraldehyde treatment time, the amount of
gluteraldehyde was optimized. It was found that the best yield was 34.8% with the 0.1
g immobilized enzyme for 2 hours enzyme treatment and one hour gluteraldehyde
treatment in the presence of 3% gluteraldehyde. The optimum pH for free and
immobilized enzyme were determineted as 5.0 and 7.0. It was observed that
immobilization did not change the optimum temperature value. The optimum
temperature for the free and immobilized enzyme was determined as 45 ° C. It was
observed that immobilized cellulase retained 61% of its activity in 15 use. On the other
hand, when the operating cycle was analyzed, it showed 54% of the initial activity was
lost in the 8th cycle. Kinetic and thermodynamic parameters were investigated for
immobilized and free enzyme. Km and Vm values for the free and immobilized enzyme
were found as 0.19 mg mL™, 0.028 mg mL*, and 7.42 U mL?, 12.15 U mL*,
respectively. The kea/Km Was found to be 4.78x10* for the free enzyme, 5.21x10° for
the immobilized enzyme. The Eaand AG# values for the free and immobilized enzyme
were found 9.973 kJ/mol, 8.729 kJ/mol and 65.782 kJ/mol, 64.457 kJ/mol,
respectively. The other thermodynamic parameters AG*e.t and AG¥e.s values fort he
free and immobilized enzyme were found to be 28.935 kJ/mol and -35.456 kJ/mol; -
4.404 kJ/mol and -9.602 kJ/mol, respectively. These results show that immobilization
Is more effective thermodynamically in CMC hydrolysis.

Keywords: Immobilization, Kinetic, Cellulase, Thermodynamic, Vermiculite.
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GIRIS

Enzimler katalitik reaksiyonlarin diizenlenmesinde gorev alan biyolojik katalizorlerdir
[1]. Bu reaksiyonlar tiim canli organizmalarin metabolizmasinin temelini olusturmakla
birlikte, endiistrinin verimli ve ekonomik biyokatalitik doniisimler yapmasi i¢in
olanaklar saglar [2]. Giderek gelisen enzim teknolojisi sayesinde giiniimiizde enzimler
yaygin olarak bir¢cok endiistriyel uygulamada kullanilmaktadir. Endiistriyel enzimlerin
yaklasik olarak %75’ini hidrolitik enzimler olusturmaktadir [3, 4]. Hidrolazlar sinifina
ait olan seliilaz enzimi ile ilgili arastirmalara, 1950'lerin baslarinda, diinyadaki en bol
ve yenilenebilir enerji kaynagi olan lignoseliilozu ¢6ziinebilir sekerlere ve glikoza
dontistiirebilme potansiyeli sebebiyle baslandi. Bununla birlikte, seliilazlar ve
hemiseliilazlar iizerine devam eden arastirmalar, gida, bira ve sarap, hayvan yemi,
tekstil ve deterjan, kagit hamuru ve kagit, tarim enddistrisi gibi ¢esitli alanlarda

seliilazlarin biyoteknolojik potansiyellerini ortaya koydu [4].

Endistride kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir.
Bunun nedeni; mikroorganizma kaynakli enzimlerin {iretim agamasindaki kolayliklart,
bitkisel veya hayvan kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek
olmasi, istenmeyen yan iirlin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, fazla

miktarda elde edilebilmeleri gibi avantajlara sahip olmalaridir [5].

Endiistriyel uygulamalarda genis bir alana sahip olan enzimlerin katalitik aktivitesinin
diistikliigli ve diisiik stabilitesi biiyiik 6l¢ekli uygulamalarin gelistirilmesi icin engel
olarak disiiniiliir. Fakat, enzimin immobilize edilerek kullanilmasiyla bu sorunlarin

tistesinden gelinebilir [6].

Tez ¢alismamizda Bacillus Methlylotrophicus Y37 seliilaz enziminin vermikiilit
tizerine immobilizasyonunu gergeklestirmek ve endiistriyel alanda kullanimina katki

saglamak amaglandi.



1.GENEL BILGILER

1.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Biyokimyasal katalizor olan protein yapili enzimler tiim canli hiicrelerde bulunur.
Enzimlerin katalitik etkisi, enzim reaksiyonunun enerjetik olarak uygun oldugu
ortamlarda gerceklesir. Enzim reaksiyonunun enerjetik olarak daha elverisli oldugu
bolgeye aktif bolge denir. Enzimatik tepkimeler substratin baglandigi enzimin aktif
bolgesinde gerceklesir. Aktif bolgeye baglanarak enzimlerle reaksiyon veren
molekiillere substrat denir. Enzimler substratin baglanabilmesi i¢in uygun spesifik
baglanma bolgeleri igerir. Olusan enzim-substrat kompleksi enzim aktivitesinde
onemli bir role sahiptir. Enzimler, tepkimenin aktivasyon enerjisini diisiirerek tepkime
hizlarmi  10°-10Y  kat arttirirlar - [7-9].  Enzim reaksiyonlari; tepkenlerin
konsantrasyonu, pH, sicaklik, enzim ve substrat konsantrasyonu gibi faktorlerden
etkilenirler [10].

Enzimler katalizledikleri tepkimelere gore alt1 temel sinifta toplanirlar (Tablo 1.1) [9].

Tablo 1.1. Enzimlerin siniflandirilmasi [9]

No. Simif Katalizlenen tepkimenin tiirii
1 Oksidorediiktazlar Elektron transfer tepkimeleri (hidrit iyonlari ya da H
atomlart)
2 Transferazlar Atom ya da grup transfer tepkimeleri

Hidroliz tepkimeleri (fonksiyonel gruplarin suya

3 Hidrolazlar
aktarimi)
4 Liyazlar Cift baglara gruplarin katilmasi veya gruplarin
cikarilmastyla cift baglarin olusum tepkimeleri
5 izomerazlar Izomerik yapilarm olusumu igin molekiil igi
gruplarin transfer tepkimeleri
C-C, C-S, C-O, C-N baglarinin olusumu igin
6 Ligazlar ATP’ye  baghh  gerceklesen  kondenzasyon

tepkimeleri




1.2. Seliiloz

Bitki hiicre duvarlarinin ana bileseni olan seliiloz, diinyada en bol bulunan ve
yenilenebilir bir biyopolimerdir. Seliiloz, B-1,4 glikozidik baglarla baglanmis glikoz
birimlerinden olusan stabil bir homopolimerdir. [11, 12]. Seliilloz molekiilleri, f-1,4
glikozidik baglarla baglanirken seliiloz zincirleri sert, ¢6ziinmeyen mikro-iplik¢iklerin

olusumunu saglayan ¢ok sayida molekiil i¢i hidrojen baglari ile baglanirlar (Sekil 1.1.).

-0 - Temaa
. H N H
~.H H H
0 ] .-===0 H 0
o (o] O e 0 0 Ol
§\o HOM\D/ Hoﬁ\ﬁ‘\o/ \ HO 0/3
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Sekil 1.1. Seliilozda molekiiler arasi hidrojen baglar1 [14].

Tek basina hidrojen bagi oldukea zayiftir fakat toplu bir sekilde giiglii bir birlestirici
kuvvet haline gelir. Bu gii¢lii hidrojen baglari seliilozun ¢oztniirliik, 1s1l kararlilik,
reaktivite ve mekanik gibi 6zelliklerini etkilemektedir. Seliiloz polimerinin tekrar eden

birimi sellobiyoz olarak adlandirilir (Sekil 1.2.).

Sellobivoz
HO H
OH
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H(h OH ==~ __-0 0
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indirgeyici olmayan ug indirgeyici ug

Sekil 1.2. Seliiloz ve sellobiyoz yapisi [14].

Seliiloz, etanol ve organik asitler gibi kimyasallarin iiretiminde kullanilan glikozun
eldesi i¢in en 6nemli karbon kaynagidir. Ayn1 zamanda yiiksek enerjili hayvan yemi

tiretimi i¢in de kullanilmaktadir. Kristal bir yap1 olusturabilen seliiloz, suda



¢oziinmedigi gibi kimyasal ve biyolojik bozunmaya kars1 dogal bir direng saglar [11,
13-16].

Mekanik bir 6n islem lignoseliillozun par¢alanmasinda ilk adimdir (Sekil 1.3.). Daha
sonra seliilozu kimyasal veya enzimatik ile par¢alamak miimkiindiir. HoSO4ve HCl ile
kimyasal hidroliz ile seliiloz sellobiyoza indirgenebilir. Sellobiyozun pargalanmasi ise
fenton reaksiyonu ile gergeklestirilebilir. Fenton reaksiyonu ileri bir oksidasyon
prosesi olup, asidik kosullar altinda Fe*? iyonunun hidrojen peroksit ile reaksiyonuna
dayanmaktadir. Ancak biitliin bunlar zararli kimyasallar ve zaman gerektiren
proseslerdir. Oysa ki, enzimatik hidroliz ile seliiloz dogrudan glikoza doniistiiriilebilir
[17, 18]. Cok ¢esitli mantar ve bakteri, seliilozlar1 hidrolitik enzimler kullanarak

pargalayabilir [19].

kristal bolge

amorf bélge

= = = =+ Lignin
= = = =+ Seliiloz

Al = - - + Hemiseliiloz

Sekil 1.3. Lignoseliilozik kiitlenin mekanik pargalanmasi [20].

Lignoseliilozik kiitlenin ana bileseni olan seliillozun glikoza kadar hidrolizi seliilaz
enzimleriyle gerceklestirilebilir. Seliilozik biyokiitle meyve ve sebze atiklari, tarimsal
kalintilar, odunlar, kagit hamuru ve kagit endiistrisinden elde edilen atiklar ve kentsel

kat1 atiklar gibi ¢esitli malzemeler igermektedir.

Seliilozik malzemenin yikimi, alternatif yakitlara ve kimyasal ham maddelere
doniisiim potansiyeli nedeniyle 6nem tasimaktadir. Ozellikle, biyoyakit iiretimi i¢in

baslangic malzemesi olarak kullanilabilmesinden dolay1 biiyiik ilgi cekmektedir [21].



Son yillarda ¢evre dostu, biyouyumlu {iriinlerin ve yakitlarin gelistirilmesi i¢in dogal
polimerlere ilgi artmistir. Bu nedenle, seliiloz diisiik maliyet, biyouyumlulugu,
biyobozunurlulugu ve yenilenebilirligi gibi ozellikleriyle ilgi gormektedir [22].
Seliilozun ¢evresel sartlarda pargalanmasi zor oldugu icin, seliilozik atiklar birikerek
gevreye zarar verir. Atik sulardan, tarim ve orman atiklarindan elde edilen
lignoseliilozik biyokiitlenin kullanilmasi atiklarin azaltilmasinin yani sira yakit ve

diger Uriinlerin iiretiminde tasarruf saglayabilir [7].

Seliiloz kristal bir yap1 olusturmasina ragmen, dogadaki seliiloz liflerinin hepsi kristal
yapida degildir. Kristal bolgelerin yani sira seliiloz lifleri mikro iplikgiklerin
biikiilmeleri ya da mikro gozeneklerdeki biiyiik cukurlar ve kilcal damarlar gibi
bosluklar sebebiyle diizensizlikler igerir. Hidroliz ¢calismalari i¢in kullanilan saf halde
bulunan seliilozlar yapisal 6zelliklerde ciddi degisiklikler gosterir ve bu tiir ¢aligmalar
icin substrat secimi Onemlidir. Saf seliillozun degisken yapisal karmasikligindan ve
¢Oziinmeyen substratlarla ¢alisma zorlugundan dolayi substrat olarak karboksimetil

seliilaz (CMC) kullanim1 yayginlagmistir [23].
1.3. Seliilazlar

Seliilotik mikroorganizmalar seliillozu pargalayabilmek igin seliilaz adi verilen

kompleks bir enzim iiretir [7].

Hidrolazlar grubuna ait sinerjik bir enzim olan seliilaz, seliilozun B-1,4 glikozidik

baglarin hidrolizini gercgeklestirerek glikoz veya diger oligosakkarit bilesiklerine

parcalanmasini saglar (Sekil 1.3) [19, 24, 25].

Seliilaz, seliilozu glikoza kadar par¢alamasindan dolay1 biyosferde dnemli bir karbon
kaynagidir. Bununla birlikte, etanol ve yenilenebilir seliillozik malzemelerden elde

edilen diger kimyasallarin ekonomik tiretiminde en 6nemli kriterdir [26].
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Sekil 1.4. Seliiloz ve glukozun yapisi [25]

Seliilazlar diinya endiistriyel talebin %8’ini olustururlar [27]. Tekstil endiistrisi, gida
endiistrisi, deterjan endiistrisi, kagit ve kagit hamuru endiistrisi, tarim endiistrisi,
lignoseliilozik atiklarin alkole doniistiiriilmesi ve katki maddesi olarak hayvansal yem
tiretimi gibi birgok endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Endiistride
seliilazin genis bir alana sahip olmasiyla enzim iiretim maliyeti 6nem kazanmaktadir.
Bu nedenle de, arastirmacilar, yliksek miktar seliilaz iiretebilen suslarin izolasyonuna
ve enzim iretim maliyetini azaltmayr amaglayan protokollerin gelistirilmesine

odaklanmaktadirlar.

Seliilazin ticari 6nemi géz Oniine alindiginda seliilaz aktivitesini arttirmak icin etkili
bir yontem bulmak 6nemlidir. Mantar, bakteri ve seliilozu hidrolize edebilen protozoa
gibi mikroorganizmalar seliilaz enzimi iiretiminde kullanilir. Bakteriler, mantarlardan
daha fazla biiylime oranma sahiptir. Seliilotik aktiviteleri i¢in bildirilen cesitli
bakteriyel cinsler arasinda Bacillus, Clostridium, cellulomonas, Rummminococcus,

Alteromonas, Acetivibrio gibi bakteriler bulunmaktadir [26 ,28, 29].

Seliilazlar ayrica, bitki izolasyonu, bitki viriis arastirmalari, genetik ve metabolik

modifikasyon ¢aligmalari i¢in faydali bir enzimdir [30].

Seliilazlar kimyasal olarak tek bir bag tiiriinii hidrolizleseler bile, seliilozun molekiiller
aras1 genis baglanma modeli etkileyici bir kristalimsi substrat iiretir. Bu substrat

Ozellikle mikrobiyal bozunmalara kars1 direnclidir.



Seliilozu etkin bir sekilde indirgemek i¢in ¢coklu enzim sistemleri gerekir. Seliilazlar

da seliilozu parcalayabilen ¢oklu enzim sistemine sahiptirler [24].
1.3.1. Seliilazlarin simiflandirilmasi

Seliilazlar ti¢ enzimatik enzim icermektedirler. Endoglukanaz (endo-B-1,4
glukanazlar,  p-1,4-D-glukan-4-glukanohidrolaz), ekzoglukanaz  (ekzo-p-1,4-
glukanaz, sellobiyohidrolaz, B-1,4-D-glukan sellobiyohidrolazlar) ve B-glikosizdaz
(sellobiyaz, B-D-glukozid glukohidrolaz) bilesenlerinden olusan seliilaz sistemi,
kristal seliilozu glikoza doniistiirmek igin sinerjistik olarak etki eder. Endoglukanazlar
ve ekzoglukanazlar birlikte hareket ederek seliillozu oligosakkaritlere hidrolize ederler.
Daha sonra B-glukosidazlar bu oligosakkaritleri glikoza hidrolize ederler [31]. Sekil

1.5.’te seliilaz enziminin sinerjistik etkisi sematik olarak gosterilmistir [32].
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Sekil 1.5. Kompleks seliilaz enziminin etki sekli [32]



Endoseliilazlar: Endoseliilazlar, endo-B-1,4 glukanaz ve karboksi metilseliilaz olarak
da bilinirler. Seliilozun B-1,4 glikozidik baglarimin rastgele hidrolizini katalizler ve
cesitli uzunlukta oligosakkaritler olusmasini saglarlar. Dolayisiyla yeni zincir uglari
meydana gelir. Seliilozun amorf bolgelerinde hareket ederler ve seliiloz zinciri

uzunlugu kisaldikea etkinlikleri azalir.

Ekzoseliilazlar: Seliiloz zincirlerinin indirgen ve indirgen olmayan uglarina etki ederek
glukozu veya sellobiyozu serbest birakirlar. Ayrica mikrokristalli seliilloza da etki

edebilirler ve boylece polisakkarit zincirini kisaltirlar [7, 19, 31].

B-glikosizdazlar: Sellobiyazlar ve B-D-glukozid hidrolazlar olarak da adlandirilirlar.
Kisa zincirli oligosakkaritleri ve sellobiyozu glikoza hidrolize ederler. Seliiloz

zincirinin uzunlugu arttikca aktivitesini kaybederler [7].
1.3.2. Seliilazlarin kullanim alanlar:

Seliilazlarin endiistride kullanilmalar1 1980’lerin baglarinda baslamis olup ilk
uygulama hayvan yeminde gergeklestirilmistir. Glinlimiizde seliilazlar endiistride ¢ok

genis bir uygulama alanina sahiptirler [4].
1.3.2.1. Gida endiistrisi

Enzimler gidalarin doku ve lezzet gibi Ozelliklerini degistirebilme potansiyeline
sahiptirler. Meyve ve sebze sularinin liretimi ticari agidan ve insan saglig1 acisindan
onemlidir. Kolay bozulabilen meyvelerin kullaniminda meyvelerin iiretimi ve

saklanmas1 hem tiiketiciler hem de iireticiler bakimindan 6nem tasimaktadir [4].

Seliilazlar, meyve sularmin filtrasyonunda ve aritilmasinda 6nemli rol oynarlar.
Genellikle, hemiseliilazlar ve pektinlerle birlikte yagli tohumlarin ekstraksiyonunda
kullanilirlar. Yiyecek ve igecek endiistrisinde alternatif tatlandirici olarak kullanilan

glikoz surubu tiretiminde biiyiik nem tasimaktadirlar [7].

Seliilazlar, soya fasulyesi ve hindistan cevizi proteinlerinin izole edilmesinde
kullanildig1 gibi, nisastanin patates ve misirdan izole edilmesi i¢in de kullanilirlar.
Ayrica, sindirilebilirligi arttirmak i¢in deniz yosunlarinin jelatinlestirilmesinde,

fermente gidalarin besleyici kalitesinin gelistirilmesinde, kurutulmus sebze ve
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corbalarin dayanikliliginin arttirilmasinda, tahillarda su emiliminin arttirilmasinda

kullanilirlar [12].
1.3.2.2. Hayvan yemi endiistrisi

Hayvan yemi endiistrisi yillik 50 milyar dolarin {izerinde bir pazar payina sahiptir.
Uretilen yemin en biiyiik pay1 kiimes hayvanlari, gevis getirenler ve domuzlara (%90°a
kadar) aitken, evcil hayvan gidalari ve balik yetistiriciligi %10’luk kisminm

icermektedir.

Seliilazlar, yem bitkilerinin sindirimini arttirirlar ve bdylece yemin kalitesinin ve
sindirilebilirliginin artmasimi saglarlar. Yiksek kaliteli yemlerin {iretimine ve
korunmasina katki saglamasinin yani sira, gevis getiren hayvanlarin yem ihtiyacini
karsilayan, yiiksek nem iceren silajin iglenmesinde kullanilir. Bunlara ek olarak,

transgenik hayvanlar tiretmek igin seliilaz genleri klonlanabilir [4, 7, 12].
1.3.2.3. Deterjan endiistrisi

Seliilazlar, deterjan endiistrisinde kullanilan {igiincii biiyiik enzim gruplaridir. Seliiloz
fibrillerinin yapilarmi degistirebilmelerinden dolay1 deterjan endiistrisinde oldukca
onemli bir yere sahiptirler. Mikrofibrilleri kumas yiizeyinden uzaklastirarak giysilerin
renklerinin parlakliginin artmasin1 saglarlar. Renk kaybmin azaltilmasi amaciyla
selillazlar yikama tozlarima ve camasir deterjanlarina eklenmektedirler. Ayrica
pamuklu giysilerden kirlerin ¢ikarilmasinda kullanilirlar. Pamuklu giysiler yikandikca
yiizeyindeki kismen ayrilmis olan mikro lifler yiiziinden kabariklagsmaktadir. Seliilaz
tarafindan mikrofibrillerin parcalanmas1 giysiye yumusaklar saglar ve mikrofibrilde
tutunan kir parcaciklarini uzaklastirir. Ayn1 zamanda kumastaki piiriizlerin meydana
getirdigi eskimis goriintii seliilazlar sayesinde iyilestirilerek kumasin yeni goriintiistinii

korumasini saglarlar [4, 31].
1.3.2.4. Bira ve sarap endiistrisi

Bira ve sarap yapimi ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. Basitge; bira, arpanin malt
edilerek mayalanmasiyla, sarap ise tziimlerden elde edilen meyve suyunun
fermentasyonu ile elde edilir. Bu iki islemde de enzim teknolojisi dnemli bir rol

oynamaktadir.



Sarap aromasmi arttirdiklar1 i¢in seliilazlar sarap endiistrisinde biiyiik ilgi
gormektedirler. Sarap ve biranin filtrasyonunda kullanilan seliilazlar, sarabin
berrakliginin ve kalitesinin artmasini saglarlar. Diisiik kaliteli arpadan yiiksek kaliteli
bira lretimi saglarlar ve boylece sadece bira ve sarap kalitelerini degil liretim

verimlerini de arttirirlar [4, 12].
1.3.2.5. Tekstil endiistrisi

Tekstil endiistrisinde yiiksek enerji, fazla su tiiketimi ve ¢evre kirliligi nedeniyle
enzimatik aktivite ¢ok biiyiilk 6nem tagimaktadir. Pamugun islenmesinde yikama
asamasinda ¢ok yiiksek enerji ve su tiiketimi olmaktadir. Bu asamada, yiiksek sicaklik
ve giiclii alkali kosullarda seliiloz elyaflar1 ilizerinde kalan c¢esitli hiicre duvari
bilesenleri ¢ikarilmaktadir. Enzim kullanilarak bu islem cok diisiik sicakliklarda ve
daha az su kullanilarak gerceklestirilebilmektedir. Boylelikle hem c¢evreye hem de

tekstil endiistrisine yarar saglanir [33].

Seliilazlar, biyotaglama isleminde, pamuklu kumaslara yapisan mikrofibrillerin
cikarilmasinda, kumaslarin yumusakligmin ver parlakliginin geri kazanilmasinda
kullanilirlar [12]. En 6nemlisi, kot kumaslarinda fazla boyalarin ¢ikarilmasinda biyo-
tas denilen yikama isleminde kullanilmasidir. Seliiloz lifi {izerine etki ederek kumasin
renklendirilmesinde kullanilan boyay1r serbest birakirlar ve kotlarin taglanmis

goriinmesini saglarlar [31].
1.3.2.6. Biyoyakit endiistrisi

Lignoseliilozik atiklar diinyada en bol bulunan ve yenilenebilir bir kaynaktir. Son
yillarda ¢evre kirliligi ve yiiksek ham petrol fiyatlar1 nedeniyle biyo-etanol fosil
yakitlardan daha cok tercih edilir hale gelmistir. Bdylece, biyokiitleyi alkole
dontistiirebilen seliilaz enzimi 6nem kazanmistir. Biyoyakit endiistrisinde seliilazlar,
etanoliin iiretimi i¢in seliillozik biyokiitleyi glikoza ve diger fermente edilebilir

sekerlere doniistiirmek igin kullanilirlar [31, 33].
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1.3.2.7. Kagit ve kagit hamuru endiistrisi

Kagit ve kagit hamuru endiistrisi enzim kullanimi i¢in en biiyiik pazarlardan birini
olusturmaktadir. Kagidin geri kazanimi, daha az islem uygulanabilmesi, yiiksek
sicaklik ve zararl asitlere gerek duyulmadigindan ¢evre dostu olmasi, lif 6zelliklerini
ve hamurun Kkalitesini arttirmasi gibi avantajlart bakimindan kagit endiistrisinde

seliilaz enzimi kullanim1 olduk¢a 6nem tagimaktadir [34].

Kagit endiistrisinde odunsu hammaddenin rafine edilmesi ve 6giitiilmesi gibi mekanik
hamurlagtirma islemleri sonucunda yiiksek miktarda sertlik igeren hamurlar
olusmaktadir. Bu lifler kagit tiretimi i¢in faydali olsa bile yiliksek enerji tiiketimi
dezavantajdir. Seliilaz enzimleri kullanilarak yapilan biyo mekanik hamurlama iglemi

ile biiyiik dl¢lide enerji tasarrufu saglanir [4].

Kagit hamuru iiretiminde seliilaz enzimi sayesinde hamurun kalitesine zarar veren
odunsu malzemeler uzaklastirilir. Bu islemde seliilazlarin kullanimi %20 ile %40
arasinda bir enerji tasarrufu saglar. Seliilaz kullanimiyla liflerin modifikasyonu

gerceklestirilir ve kagit tiretimi hizi artar [7].

Seliilazlar kullanilmig kagittan miirekkeplerin giderilmesinde kullanilir. Boylece atik
kagitlarin geri donilisimiinde Onemli bir rol oynarlar. Ayrica biyolojik olarak

pargalanabilen kartonlar1 hazirlamak i¢in de kullanilmaktadirlar [31].

Seliilazlar bu yaygin kullanim alanlarinin  disinda, protoplast iiretimi i¢in
aragtirmalarda, antibakteriyel kitooligosakkaritlerin iiretiminde, endiistriyel ¢amurun

uzaklastirilmasinda ve fitobezonlarin tedavisinde de kullanilmaktadir [30, 31].
1.4. Bacillus Cinsinin Ozellikleri

Bacillus cinsi, iyi bir spor tiretme kabiliyetlerine sahiptir ve ¢ubuk sekilli gram pozitif
bakteri grubunu olusturur. Bazi Bacillus tiirlerinde hareket etmelerini saglayan
esnekligi az, ince, uzun ve sarmal yapida flagellum organeli bulunur. Bacillus‘lar
mezofilik, termofilik ve psikrofillik cinslerde olabilirler. Cok yiiksek sicakliklarda

canli kalabilme 6zelligine sahiptirler ve genellikle 30-40°C araliginda iirerler.
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Giivenli mikroorganizmalar olarak kabul edilen bu bakteri tiirii tarimsal ve endiistriyel
amaclt kullanilan enzimlerin {iretiminde kullanildiklart ig¢in Onemlidirler. Aym
zamanda kolay tretilebildikleri i¢in de dikkat ¢eken mikroorganizmalardir. Bacillus
bakterileri tarafindan iiretilen enzimler deterjan, eczacilik, ilag ve gida gibi endiistriyel
alanlarda kullanilmaktadir. Ayrica bulasict hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan

antibiyotiklerin iiretiminde de Bacillus lardan yararlanilir.

Bacillus ‘larin ¢ogu toprakta yasayan bakterilerdir ve bitkileri patojen saldirilarina
kars1 koruyabilirler. Spor olusturabildikleri i¢in topraktan izole edilmeleri disinda,
gida, deniz, balik ve su lrtinleri, inek gilibresi, bazi canlilarin bagirsak sistemleri ve

bazi boceklerin larvalarindan da izole edilebilmektedirler.

Bacillus sp.’lardan firetilen enzimler c¢esitli karbonatlari, lipitleri ve proteinleri
parcalamada oldukga etkilidir. Bacillus tiirleri diisiik maliyetli azot ve karbon kaynakli
besiyerlerinde verimli bir sekilde biiyiime gosterir. Uremeleri sivi ve kati
besiyerlerinin iist kisimlarinda olur. Kat1 besiyerlerinde koloniler meydana getirirler

[35-37].
1.5. immobilizasyon

Enzimler, bir¢ok biyokimyasal ve kimyasal reaksiyonu kataliz ederler. Biyokatalizor
olarak bilinen enzimler, liretim kolayligi, substrat 6zgiilliigii ve cevre dostu olmasi gibi
ozellikleriyle endiistride ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir. Firmcilik, siit ve siit
iirlinleri, yiyecek ve icecek, tekstil, ilag, kagit, biyoyakat, atik su aritimi ve saglik gibi
cok cesitli endiistrilerde uygulama alanina sahiptirler [38]. Endiistriyel uygulamada
enzimin disiik stabilitesi, diisiik katalitik aktivitesi, operasyonel stabilitesinin
diisiikliigii, islem kosullarina olan hassasiyeti, geri kazanim ve tekrar kullanilabilirlik
eksikligi biiyiik 6l¢ekli operasyonlarin gelistirilmesi i¢in engel olarak goriiliir. Kataliz
sistemlerinde ¢ogu enzim suda erimis halde ¢alistigindan {riinii kirletir ve yeniden
kullanim i¢in reaksiyon karigimindan geri kazanilamaz. Enzimin immobilize edilerek

kullanilmasiyla bu problemler asilabilir [6, 38-40].

Immobilize enzim 1916 yilinda Nelson ve Griffin’in invertaz enziminin odun

komiiriine adsorbe edildiginde, sakrozu hidrolize edebildigini gdzlemlemeleri

sonucunda  kesfedilmistir. Daha sonra  Grubhofer ve Schelth enzim
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immobilizasyonunun, enzimin tekrar kullanimi ve stabilitesi i¢in olanak sagladigini

bildirmisler [38, 39].

Immobilizasyon, ¢dziinmeyen bir destek iizerine enzimin kovalent olarak baglanmasi

veya adsorbe edilmesi olarak tanimlanir [6].

Immobilize enzimlerin kullammi islem verimliliginin artmas: ile sonugclanabilir.
Cesitli immobilizasyon yoOntemleri iiretim maliyetlerini dugiirerek endiistri
teknolojisinin gelistirilmesini saglar [41]. Giiniimiizde immobilize enzimler oldukga
verimli olduklar1 i¢in ticari uygulamalar1 gelistirilmistir [38]. Ciinkii, enzim
immobilizasyonu ile enzimlerin pH, sicaklik, termal stabilite gibi ozellikleri ve
cevresel degisimlere kars1 direnci bilyiik 6lgiide gelisir [38, 42]. Enzimin immobilize
edilmesiyle yiiksek sicakliklarda ve organik c¢oziiciiler varliginda operasyonel

stabilitesinde oldukga gelisme goriiliir [43].

Enzim immobilizasyonunda temel amag, diisiik sentez maliyeti ve uygun yiiksek
baglama kapasitesi igeren destek kullanilarak enzimin katalizini miimkiin olan

maksimum seviyeye ulastirmaktir [38].

Su anda kullanilmakta olan birgok fiziksel ve kimyasal immobilizasyon y&netimi
vardir [41]. Fiziksel yontemlerde destek ve enzim arasinda zayif etkilesimler
olusurken, kimyasal yontemlerde destek ve enzim arasinda kovalent baglanma
gerceklesir [38]. Immobilizasyon cesitlerinden enzim adsorpsiyonu, basit olmast,
diisiik maliyeti ve enzim {iizerinde en az tahrip edici etkilerinden dolay1 en yaygin

kullanilan yontemdir [44].

Serbest enzimin stabilitesi kendi yapisal durumuna bagli olmakla birlikte; immobilize
edilmis olan enzimin stabilitesi, tasiyict ile enzimin etkilesimi, baglanma konumu ve
konformasyonel degisimi gibi faktorlere baglidir [38]. Genel olarak, immobilizasyon
islemi ile protein yapisi degisebilir ve bdylece enzimin Ozellikleri degisir. Bu
degisimin derecesi, immobilizasyon yontemine, destek ve baglayict ajanin 6zelligine
ve reaktif gruplara baglhdir. Dolayisiyla immobilizasyon enzim aktivitesini bir
dereceye kadar etkiler [45]. Immobilize enzimin bulundugu mikro-ortam, tasiyicinin

fiziksel ve kimyasal yapisi, enzimi tasiyiciya baglayan ajanin 6zellikleri ve enzimin
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immobilize edildigi kosullar enzimin aktivite ve stabilitesinde azalma ya da artmaya

yol agabilmektedir [38].

Enzim immobilizasyonu ile enzimin 6zellikleri gelistirilebilir ancak uygun olmayan
immobilizasyon ile bu 6zellikler azalabilmektedir [42]. Segilen destek malzemesinin,
diisitk maliyette olmasi ve enzimatik reaksiyonlar i¢in iiriinlin ve substratin gegisinde
minimum diflizyon smirlamasiyla birlikte yeterli biiyilk yiizey alani saglamasi

onemlidir [6].

Sonu¢ olarak, enzim i¢in immobilizasyon kosullari, deneysel olarak, enzimin
aktivitesinin miimkiin olan en yiiksek diizeyde olmasini, operasyonel stabilitesini ve

dayanikliligin1 saglayacak sekilde deneysel olarak bulunur [40].
1.5.1. immobilizasyonun avantajlar

Enzim immobilizasyonu, spesifik bir substrata karsi enzim aktivitesinde iyilestirmeler
meydana getirebilir ve dahasi, enzim konformasyonundaki iyilestirilmis stabilitesi

enzim spesifikligi ve seciciligini arttirabilir [46].

Immobilizasyon, iiriin ve substratin neden oldugu enzim inhibisyonunu azaltir, enzimi
diger kirleticilerden armndirir ve {irlin kontaminasyonunu engeller [47]. Enzim
immobilizasyonu, enzimin {iriinden kolay ayrilmasini ve kontrollii iiriin olusumunu
saglar. Boylece enzim uygulamalarini basitlestirerek giivenilir ve verimli reaksiyon
teknolojisine olanak tanir [44, 48]. Immobilizasyonun sagladigi en Onemli
avantajlardan birisi enzimin tekrar kullanilabilmesidir. Endiistriyel uygulamalarda
enzimin yeniden kullanilmasi ve stabilitesindeki gelismeler ekonomik agidan oldukca
onem tasir [49, 50]. Enzimin kolay geri kazanimi, tekrar kullanimu, {irtin olusumunun
kontrol edilebilmesi, enzim stabilitesinin gelistirilmesi, dolayisiyla daha yiiksek
biyokatalizor {iretkenligi ve cesitli tepkimelerin uygulanabilmesi i¢in olanak saglar

[44].
1.5.2. immobilizasyon yontemleri

Enim immobilizasyonu, geri doniisiimlii ve geri doniisiimsliz immobilizasyon

yontemleri olarak siniflandirilmistir.
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Geri

doniislimsiiz  enzim immobilizasyonu, kovalent baglanma,

tutuklama,

mikroenkapsiilasyon ve ¢apraz baglama yontemlerini igerir (Sekil 1.6.) [39, 43].

(ES
<+ Kovalent baglanma (&

¢+ Tutuklama E(

++ Mikroenkapsiilasyon (E(

¢+ Capraz baglanma (E( (E

Sekil 1.6. Geri doniisiimsiiz immobilizasyon yontemleri [43]

Geri donlisimlii enzim immobilizasyonu, adsorpsiyon, iyonik baglanma, afinite

baglanma, metal baglanma ve disiilfiir baglanma yontemlerini icerir (Sekil 1.7.) [39,

43].

.

«}+ Adsorpsivon

2

+% Iyonik baglanma

++ Afinite baglanma

SONOUNNNINNNNN

+%+ Metal baglanma

« Disiilfiir baglan ile baglanma j:“ —-s—(&(

Sekil 1.7. Geri doniistimlii immobilizasyon yontemleri [43]
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1.5.2.1. Kovalent baglanma

Kovalent immobilizasyonda enzim ve destek materyali arasinda kovalent baglar
olusur. Kovalent baglanma yontemi giiglii ve stabildir. Enzim ve matrisin arasinda
olusan gii¢lii baglar sayesinde enzim ¢6zeltiye sizmaz. Dolayisiyla, lirlinde enzimin

olmamasi gereken proseslerde bu yontem kullanilir.

Enzimlerin destege kovalent olarak baglanmasi lizin (amino grubu), sistein (tiyol
grubu), glutamik asit ve aspartik asit (karboksilik grubu) gibi amino asitler sayesinde
gerceklesir. Bu yontemde destek malzemesi olarak poliakrilamid, agaroz, gdzenekli

cam ve silika kullanilir.

Destek materyaline enzimin baglanmasi ya dogrudan gerceklestirilir ya da aralayici
kol adi wverilen farkli uzunluklarda birlestirilmis bir baglanti araciligiyla
gerceklestirilebilir. Aralayici kol kullanilarak gergeklestirilen kovalent baglanmada ilk
olarak destek malzemesindeki fonksiyonel gruplar bazi reaktifler tarafindan
aktiflestirilir ve daha sonra enzim destek malzemesine kovalent olarak baglanir. Bu
islem i¢in en cok kullanilan reaktif gluteraldehittir. Aralayict kol kullanilarak
gerceklestirilen kovalent baglanma enzimler i¢in daha fazla esneklik saglar ve
dolayisiyla dogrudan kovalent baglanma yontemiyle karsilastirildiginda enzimlerin

etkinligini arttirabilir [38, 39, 43].
1.5.2.2. Tutuklama ve enkapsiilasyon

Tutuklama yonteminde enzimler, substrat ve {irliniin ge¢isine izin veren polimerik bir
yap1 igeresine hapsedilir. Tutuklama, jel, lif ve mikrokapsiilleme ile elde edilebilir. Bu
yontemde agar, agaroz, jelatin, aljinat ve polivinilalkol ve poliakrilamid gibi
polimerler matris olarak kullanilmaktadir. Diger yontemlerden farkli olarak enzim

matris veya membrana bagli bulunmaz.

Tutuklama islemi fiziksel bir kafes olabilir ya da kovalent baglanma igerebilir.
Enzimlerin jel ya da liflere tutulmasi diisiik molekiil agirlikli substratlar ve {riinler
iceren prosesler i¢in uygundur. Biiylik molekiil agirlikli substratlarin enzimlerin aktif
bolgesine ulagmasi zor olur dolayisiyla yiiksek molekiil agirlikli substratlara sahip olan

enzimler i¢in pek uygun bir yontem degildir.
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Tutuklama yontemiyle enzim immobilizasyonu reaksiyon i¢in gereken hizli, ucuz ve
iliml1 kosullart saglamasi bakimindan avantajlidir [38, 39, 43]. Dezavantaji ise, enzim
sizintis1 ihtimali, immobilizasyon esnasinda enzim deaktivasyonu, diisiik yilikleme

kapasitesine sahip olmasi ve kullanim sirasinda destek malzemesinin asinmasidir [51].

Mikro kapsiilleme yontemi, enzim molekiillerinin, kiiresel yar1 gegirgen membranlar
icinde secici bir kontrollii gecirgenlige sahip olarak kapsiillenmesine dayanir. Bu
yontem polimerik malzeme ve enzim arasinda genis ylizey alanini saglar. Bu yontemin

dezavantaji, kapsiilleme sirasinda enzimin inaktive olmasidir [39].
1.5.2.3. Capraz baglama

Capraz baglama yontemi, iki veya daha fazla reaktiflerle ya da ligandlarla enzimlerin
birbirine baglanmasina dayanir. Dolayisiyla ¢ok yiiksek molekiil agirlikli agregatlar
olusur. Herhangi bir destek metaryaline ihtiya¢ duyulmaz.

Capraz baglama yontemi kovalent bir baglanma igerdiginden bu yontemle immobilize
edilen enzimde aktivite kaybinin yani sira konformasyonel degisiklik meydana gelir.
Fakat, adsorpsiyonla immobilize edilmis enzimlerin sizmasini en aza indirmek icin
destek bagimli immobilizasyon teknikleriyle birlikte iyi bir kullanim alani
bulunmaktadir. Adsorpsiyon yoluyla edilmis enzimlerin ¢apraz baglayici ile muamele
edilmesi enzim stabilitesini arttirmak i¢in popiiler bir yoldur. En ¢ok kullanilan yontem

enzimlerin adsorbe edildikten sonra gluteraldehit ile muamelesidir.

Diisiik maliyeti, yliksek etkinligi ve stabilitesi bakimindan ¢apraz baglama i¢in en
yaygin kullanilan baglama ajan1 gluteraldehittir. Gluteraldehitin iki ucundaki aldehit
gruplart bir baz reaksiyonu yoluyla serbset enzimin amino gruplari ile reaksiyon

verirler. Gluteraldehit agregat olusturmak i¢in enzimin lizin (Lys) gruplarini kullanir.

Capraz bagli enzim agregatlari (CLEA’lar), enzimin protein molekiillerinin fiziksel
olarak olusturdugu agretgatlardir ve bu fiziksel agregatlar proteinin ii¢ilinciil yapilarin
bozmadan non-kovalent baglarla bir arada tutulur. Bu agregatlar enzimin katalitik
aktivitelerini korur ve enzimleri ¢dzlinmez hale getirir. Bu tiir bir immobilize enzimler

ucuz ve etkili bir yontemle tiretilebilmelerinden dolay1 ¢ok etkili biyokatalizorlerdir.

17



CLEA’lar kolayca yeniden kullanilabilirler ve uygulamalarda tatmin edici bir

performans gosterirler [38, 46].
1.5.2.4. Adsorpsiyon

Enzimlerin ¢oziinmeyen desteklere immobilize edilmesi, diger immobilizasyon
tekniklerine gore genis uygulama alanina sahip c¢ok eski ve basit bir yontemdir.
Enzimler, uygun pH ve iyonik kuvvet kosullarinda, uygun bir destek materyali ile
muamele edilerek immobilize edilebilir. Bu yontem ucuz, kolay ve genellikle enzimin
katalitik aktivitesinin korunmasini saglayan bir yontemdir. Adsorpsiyon genellikle

proteinin mikrogevresinde biiyiik degisikliklere yol acar.

Adsorpsiyon i¢in kullanilan materyaller aktif komiir, aliimina ve iyon degistirme
recineleridir. Adsorpsiyon islemi enzim ile matris arasinda Van der Waals kuvvetleri,
hidrofobik etkilesimler, iyonik ve hidrojen baglar1 gibi etkilesimlerle meydana gelir.
Bu yontem ucuz, kolay ve genellikle enzimin katalitik aktivitesinin korunmasini
saglayan bir yontemdir. Adsorpsiyon yontemi ekonomik olarak caziptir fakat zayif
etkilesimler olustugundan dolayr matristen enzim sizintisi gibi sorunlarla
karsilagilabilir. Enzim sizintisinin en aza indirgenmesi adsorban se¢imine baglidir.
Kimyasal modifikasyonu ve enzimin zarar gérmesini engellemek i¢in enzimlerin ve

destegin yiizey 6zellikleri g6z 6niinde bulundurulmalidir [38, 39, 43].
1.5.2.5. iyonik baglanma

Iyonik baglanma ydntemi kromatografide kullanilan protein-ligand etkilesimlerine
dayanmaktadir. Enzimlerin geri doniisiimlii immobilizasyonunda ilk kromatografik
prensip uygulamalarindan biri iyon degistiricilerin kullanilmasiydi. Immobilizasyon
destegi olarak dekstran, agaroz ve kitosan gibi polisakkarit biyopolimerler
kullanilabilir. Bu polimerler amonyum, dietilaminoetil ve karboksimetil tiirevleri dahil
olmak iizere iyonik etkilesimi saglamak ic¢in g¢esitli kimyasal gruplarla

islevsellestirilebilir.

Bu yontem basit ve geri doniisiimliidiir fakat genel olarak enzimin hem gii¢lii bir
sekilde baglanacagi hem de tamamen aktif olacagi kosullar1 bulmak zordur. Iyonik

baglama yontemi ile immobilize edilmis enzimlerin optimum pH veya pH stabilitesi
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gibi Ozellikleri degisebilir. Bu durum problem teskil etmesine ragmen, bazen belirli
bir enzim i¢in optimal kosullarinin alkali veya asidik pH’ya kaymas1 faydali olabilir

[39, 43, 50].
1.5.2.6. Afinite baglanma

Afinite yontemi ile immobilizasyonda enzim belirli etkilesimlerle matrise baglanir.
Genellikle pahali bir afinite ligandinin (antikor veya lektinin gibi) matrise kovalent
olarak baglanmasina dayanan bir yontemdir. Afinite ile enzim immobilizasyonu iki
yontem igerir. Birinci yontem, afinite ligandim1 igeren destek materyalinin
aktivasyonudur ve boylece enzim eklenir. Enzimin sert kosullara maruz kalmamasi bu
yontemin avantajidir. Ikinci yontem ise, enzimin bir matrise baglanma yetenegine

sahip olan bagka bir molekiile modifiye edilmesidir [39, 43].
1.5.2.7. Metal baglanma

Metal baglanma yonteminde organik tasiyicilarin yiizeyinde biriken gecis metal tuzlari
veya hidroksitleri matris tizerinde bulunan niikleofilik gruplarla koordinasyon yoluyla
baglanir. Bu yontem genel olarak titanyum ve zirkonyum tuzlari kullanimiyla
gerceklesir ve metal baglantt immobilizasyonu olarak da bilinir. Metal tuzlar destek
materyali lizerinde 1sitma veya nétrlestirme yoluyla ¢okeltilir. Seliiloz, kitin, aljinik

asit ve silika bazli tagiyicilar destek materyali olarak kullanilmaktadir.

Bu yontem oldukga basittir ve bu yontemle elde edilen immobilize enzimlerin spesifik
aktiviteleri ytiiksektir. Tasiyict ve enzim pH’nin diisiiriilmesiyle ayrilabildiginden
dolay1 geri doniisiimlii bir immobilizasyon yontemidir. Dezavantaji, bu yontemle elde
edilen immobilize enzimlerin operasyonel stabilitelerinin olduk¢a degisken olup,
tekrar kullanim icin elverisli olmamasidir. Bu durum, muhtemelen destekten 6nemli

bir metal sizintis1 olmasiyla ilgilidir [39, 43].

1.5.2.8. Disiilfiir baglari ile baglanma

Bu yontem, tiyol-siilfit degisim reaksiyonlarina dayanan, disiilfit (S-S) tipinde stabil
bir bag olusturan ve geri doniisiimlii bir yontemdir. Matris ve enzim arasinda stabil bir
kovalent bag olusmasina ragmen, 1limli kosullar altinda ditiyotreitol (DTT) gibi uygun

bir madde ile reaksiyonu sokularak bu bagin kirilabilmesinden dolay1 essiz bir
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immobilizasyon teknigidir. A¢iga ¢ikmamus tiyol (SH) gruplari tasiyan enzimler, iliml
kosullar altinda (oda sicakliginda pH 7-9 ve diisiik iyonik kuvvetli tampon) tiyol

reaktif destek materyalleri tizerine immobilize edilebilir.

Tiyol gruplarinin reaktivitesi pH degisikligi ile degisebilir. Dolayisiyla, yliksek
spesifiklige sahip uygun bir tiyol reaktifinin adsorban olarak kullanilmasiyla disiilfit

bag olusumunu i¢eren metotlarin aktivite verimi genellikle yiiksek olur [43, 52].

1.6. Enzim iImmobilizasyonunda Killerin Kullanimi

Enzim imobilizasyonu i¢in ¢esitli organik ya da inorganik maddeler kullanilmaktadir.
Enzimlerle organik destek malzemelerinin iizerine yapilan immobilizasyon
caligmalarinda enzimlerin yiiksek bir aktivite sergiledigi goriilmiistiir. Fakat organik
malzemelerle immobilizasyonda yetersiz termal ve kimyasal stabilite oldugu
gozlenmistir. Ayrica bazi organik maddeler enzimler icin oldukca yiiksek toksiteye
sahiptir. Bu sebeplerden dolay1 iki boyutlu katmanli kil mineralleri inorganik kati
destek materyalleri organik malzemelere kiyasla avantaja sahiptir. Ayrica kil
mineralleri enzimleri denatlirasyona karsi koruyabilir ve aktivilerini muhafaza
etmelerini saglar [53, 54]. Son yillarda enzim immobilizasyonu i¢in inorganik kati
maddeler alaninda kil mineralleri dikkat ¢ekmektedir. Kil mineralleri gesitli fiziksel

ve kimyasal ozelliklere sahiptir.

Kil mineralleri, dogada bol bulunan sulu aliiminyum veya magnezyum filosilikat
grubudur ve katmanli bir yapiya sahiptir [53]. Killerin katmanli yapilart bir SiO4
tetrahedral tabakasindan ve bir AlOs Oktahedral tabakasindan (1:1 tabakali) veya bir
Al-oktahedral tabaka iki Si-tetrahedral tabakadan (2:1 tabakali) olugsmaktadir (Sekil
1.8). Katmanlarin yiik eksikligi ara tabakaya baglanan degistirilebilir katyonlarla
dengelenir [53, 55].

Genellikle, tetrahedral tabakalarda Si*4, oktahedral tabakalarda Al*® ya da Mg
iyonlart bulunur. Demir gibi diger katyonlar da ya tetrahedral ya da oktahedral
tabakalarda bulunabilirler [56].
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Tetrahedral tabaka Oktahedral tabaka

Oksijen diizlemi Oksijen diizlemi

Hidroksil diizlemi
@
2:1 tabakah kil minerah 1:1 tabakah kil minerak
Q-0 ® - OH D -AlyadaMsz Q-8

Sekil 1.8. Killerin yapisi1 [53]

Kil minerallerinin biiyiik yiizeyi -Si-O-Si-, -Si-O-OH ve Al (M)-OH gibi fonksiyonel
gruplar saglar. Tetrahedral silikat (Si-O) tabakalarindaki hidrofobik —Si-O-Si- gruplari
enzim molekiilleri ve kil mineralleri arasinda hidrofobik etkilesimleri saglayabilir.
Ayrica, kil minerallerindeki tetrahedral ve oktahedral tabakalarin kenarlarindaki

hidroksil gruplar1 sayesinde enzim molekiilleri ile hidrojen bag1 olusturulabilir.

Kil mineralleri genis ylizey alani, sisme ve iyon degisimi gibi 6zelliklere sahiptir. Kil
minerallerinin ara tabakalarina yerlestirilen degistirilebilir katyonlar enzim
molekiilleri 1ile degistirilebilir. Bu 06zelligi sayesinde kil mineralleri enzim
immobilizasyonunda miikemmel bir destek gorevi goriir [53]. Yiiksek katyon degisim
kapasiteleri ve yiiksek spesifik ylizey alanlar1 nedeniyle killer kirletici maddelerin sulu

¢ozeltilerden uzaklastirilmasini saglayabilir [57].
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Tabakal1 kil mineralleri, organik, polimerik ya da biyolojik molekiiller tarafindan kil
minerallerinde ¢esitli modifikasyonlara izin verir. Boylelikle modifiye edilmis kil
mineralleri fonksiyonel gruplara, artmis hidrofobik yapiya, azaltilmis sterik engele
sahip olur. Dolayistyla kil mineralleri, pH dayanikligi, 1s1l kararlilik ve immobilize
edilen enzimlerin biyouyumlulugu gibi Ozelliklere sahiptir. Ayrica tabakali kil

mineralleri enzimlerin mikrobiyal kontaminasyonlardan korunmasini saglar [53].

Kil mineralleri diislik veya sifir toksitite, iyi biyouyumluluk ve kontrollii salinim gibi
ozelliklere sahiptir. Bu 6zellikleri sayesinde farmasotik, kozmetik, tarim ve ilag gibi

cesitli alanlarda kullanilabilmelerinden dolayi ilgi gormektedirler [58].
1.6.1. Killer iizerine enzimlerin baglanmasi

Enzimlerin kil mineralleri iizerine immobilizasyonu, kovalent ve kovalent olmayan
(non-kovalent) immobilizasyon olmak iizere iki kategoriye ayrilabilir. Kovalent
immobilizasyon, enzimlerin kil minerallerine ¢ok saglam bir sekilde baglanmasina yol
acabilir, non-kovalent immobilizasyon ise enzimlerin konformasyonel yapisinin iyi

korunmasina izin verir.

Enzim immobilizasyonunda yaygin olarak 2:1 tabakali killer kullanilmaktadir.
Tabakalar tizerindeki elektriksel ytikler, kil ve enzim arasinda elektrostatik ¢cekimde
biiyiik bir rol oynar. Ayrica, kil minerallerinin ylizeyindeki hidroksil gruplarinin
protonlarinin ayrilmalar1 kil minerallerinin kenarlarinda Si-O-Al-O™ gibi degisken
negatif yiikli bolgelerin olusmasina sebep olur. Pozitif enzimler bu bdlgelere
elektrostatik etkilesimler sayesinde kolayca adsorbe edilebilir. Baz1 arastirmacilar

iyonik baglanmanin enzimler ve kil mineralleri arasinda olustugunu ifade etmektedir.

1:1 tabakali kil minerallerinde ara tabaka i¢ alaninda degistirilebilir katyonlar
bulunmamaktadir. Ayrica, bitisik katmanlarinin H ve OH gruplar1 arasinda hidrojen
baglar1 icermektedir. Sonu¢ olarak, enzim molekiillerinin ara katman bosluklarina
sokmak zordur. Fakat, bu tiir killere enzimleri immobilize etmek miimkiindiir. Ciinkii,
enzimlerin adsorpsiyonu killerin kenarlarinda ve yilizeylerinde meydana gelebilir.
Elektrostatik etkilesimlerinin yani sira hidrofobik etkilesimler de enzimlerin kil
minerallerinin yiizeylerine adsorpsiyonuna yol agabilir. Her bir tetrahedral kil

tabakasmnin dig Si-O-Si diizlemi biiyiik bir hidrofobik yilizey saglar. Bu nedenle
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hidrofobik etkilesimler yoluyla enzimlerin kil mineralleri {izerine adsorpsiyonu
killerin baslica ozelliklerindendir. Bu tiir yiizey immobilizasyonu enzimin
konfiglirasyonunun korunmasi i¢in uygundur ve bodylece enzimler biyolojik

aktivitelerini korur.

Elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlere ek olarak hidrojen baglar1 ve tuz kopriilerinin
olusumu ile de enzimler kil minerallerine baglanabilir. Ayrica enzimler Van der Waals

kuvvetleri ile de kil minerallerinin yiizeylerine iyi bir sekilde baglanabilir.

Non-kovalent adsorpsiyon ile enzimlerin killer lizerine immobilizasyonu basit ve
gevreci bir yontem olmasina ragmen; elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglari, Van
der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimler kovalent baglara kiyasla zayif
etkilesimlerdir. Non-kovalent enzim immobilizasyonun enzimler kil minerallerinden
ayrigabilir. Enzimlerin kil yiizeyinden sizmasi immobilize enzimlerin aktivitesinde

kayip meydana getirir.

Kil mineralleri ve enzimler arasinda giiclii bir etkilesim gerektiginde kovalent
baglanma ile enzim immobilizasyonu tercih edilen bir se¢imdir. Enzimlerin kil
mineralleri lizerine kovalent immobilizasyonu, kil minerallerinin ylizeyi iizerindeki
fonksiyonel gruplar ile enzim molekiilleri tizerindeki fonksiyonel gruplar arasinda
kovalent baglarin olusturulmasiyla gerceklesebilir. Kovalent baglar ayrica kil
minerallerine baska molekiillerin baglanmasiyla olusturulabilir. Kil minerallerinin
yiizeyi spesifik konformasyonel gruplarla etkinlestirildiginde, bu gruplar kil
mineralleri ile enzimler arasinda kovalent bag olusturarak enzimleri baglayabilir. Bu
proses igin gluteraldehit, kitosan ve 1-etil-3-karbodiimid hidrokloriir (EDC) gibi
fonksiyonel ajanlarin etkili oldugu belirlenmistir [53].

1.6.2. Vermikiilit

Vermikiilit kristalli silika igeren, mikay1 andiran ucuz ve ¢evre dostu bir kildir [59].
2:1 tabakali kristal bir yapiya sahip olan vermikiilitin kristal yapis1 ilk olarak 1934
yilinda c¢alisilmis ve mika tabakalari arasinda su molekiillerinin varligi ortaya
konmustur. Daha sonra 1938 yilinda vermikiilitin kristal yapisinin tabakalar arasi

iyonlar1 sayesinde notr oldugu belirlenmistir.
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1980’11 yillarda vermikiilit; 2:1 tabakalari arasinda Mg, Fe veya Al igeren, yiiksek yiike
sahip ve genlesebilen fillosilikat mineral olarak tanimlanmistir [60]. Kimyasal formiilii

Mgo.3(MgFe)s3(Al,Si)s010(OH)4 8H20 seklindedir [61].
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Sekil 1.9. Vermikiilitin tetrahedral ve oktahedral tabakali yapisi [62]

Vermikiilit iki tetrahedral ve bir oktahedral tabakadan olusmaktadir (Sekil 1.9) [61]
Tetrahedral tabakalarda Si** ve Al*3, oktahedral tabakalarda Mg*?, Fe*? veya Al*3
iyonlart bulunur [59, 60]. Tetrahedral tabakadaki silisyum yerine aliiminyum
gectiginde yiik dengesizligi ortaya cikar. Olusan bu yiik dengesizligi genellikle Mg*?
katyonlar1 ile dengelenir [61]. Bu iyonlar sayesinde ¢ok yiiksek katyon degisim
kapasitesine sahiptir. Ayrica, tetrahedral tabakadaki yiiksek ytikleri nedeniyle yiliksek
elastikiyet ve plastiteye sahiptir [57].

Diinyadaki 6nemli vermikiilit yataklar1 Giliney Afrika, Amerika Birlesik Devletleri,
Rusya ve Avustralya’dadir [63]. Vermikiilitlerin iilkemizde bilinen yataklar ise,
Sivas-Yildizeli, Eskisehir-Saricakaya, Elazig-Harput ve Malatya bolgelerindedir [62,
63].

Ticari vermikiilitlerin ¢ogu ara katmandaki suyu ugurmak ve genisletilmis (pullu) bir
yapt elde etmek icin 1s1l islem gorir. Sekil 1.10°da vermikiilitin pullu yapisi

gosterilmistir [64].

Cok hizl bir sekilde yiiksek sicakliga 1sitildiginda, tabakalar arasindaki su buharlagir

ve boylelikle genlesme meydana gelir.
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Sekil 1.10. Vermikiilitin yapis1 [64]

Genlesmis vermikiilit, diigiik yogunluk, inertlik, diistik 1s1 iletkenligi, iyi iyon degisimi,
yiiksek gozeneklilik ve yiiksek su tutma kapasitesi gibi 6zelliklere sahip oldugundan
endiistriyel uygulamalar i¢in ilgi uyandirmaktadir [62, 65]
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Mikroorganizma

Yapilan calismada bakteri izolati Kocaeli ili ve g¢evresinden ve Umuttepe
Kampiisiinden izole edilip, Kocaeli Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Boliimii Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda stoklanan kiiltiirlerden temin edildi.

Bir seliilaz iireticisi bakteri susu Bacillus methlylotrophicus Y37 ‘den sagland1 [66].

2.2. Kimyasallar

Deneysel ¢alismada kullanilan vermikiilit Fluka’dan temin edildi. Diger kullanilan
tim kimyasallar analitik saflikta olup Sigma Chemical Ltd. (ABD), Fluka AG
(Isvigre), Riedel AG (Almanya) ve Merck AG (Almanya)’dan temin edildi.

2.3. Seliilaz Enziminin Uretimi

Seliilaz enziminin liretimi i¢in uygun besiyeri 500 mL i¢in; 0,5g pepton, 2,5g yeast
ekstrakt, 0,59 KoHPO4, 0,1g MgS04.7H20, 2,5g NaCl ve 5g CMC olarak hazirlandi.
Hazirlanan bu CMC’li kiiltiir ortami ¢alkalamali inkiibatorde boyunca (New
Brunswick Scientific-Excella E24 Incubator Shaker Series) 37°C 160 rpm’de 18 saat
boyunca gelistirildi. 18 saatin sonunda elde edilen bakteri kiiltiirii +4°C’de 100000

rpm’de 30 dakika santrifiij edildi ve s1vi kismi seliilaz enzimi olarak kullanildi [66].
2.3.1. Serbest seliillaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Seliilaz enziminin aktivitesini belirlemek igin, 200 pl enzim 50mM pH 7 tris-HCI
tamponunda hazirlanan %1’lik CMC substratinin 800 pl’si ile su banyosunda 50 °C’de
3 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda reaksiyon ortamina 1 mL dinitrosalisilik
asit (DNS) ilave edilerek 5 dakika kaynatildi. Kaynatma isleminden sonra sogumasi
icin 10 dakika buz banyosunda bekletildi. Siire sonunda UV-spektrofotometrede 540

nm’de absorbans1 okundu [66];
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OD54-0
Egim
Enzim hacmi (mL)* Reaksiyon siiresi (dk)

X Reaksiyon hacmi (mL)
Enzim Aktivitesi (U/mL/dk )=

2.1)

formiilii ile enzimin aktivitesi hesaplandi. Bir {inite enzim, belirlenen kosullarda 1 pM
iriin olusumunu saglayan enzim miktar1 olarak ifade edilmistir. Formiilde kullanilan

egim, Sekil 2.1°de gosterilen glukoz standart grafiginden elde edilen egimdir.
2.3.2. Glukoz standart grafiginin hazirlanmasi

1 g 3,5 dinitro salisilik asit (DNS) 20 mL 2 N sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisinde
¢oziildii ve 50 mL saf su ilave edildi. Hazirlanan ¢ozeltinin iizerine 30 g sodyum
potasyum tartarat tetrahidrat (KNaC4H4O¢ 4H20) ilave edilerek ¢oziildiikten sonra saf

su ile 100 mL’ye tamamlandi.

0,09 g glukoz 100 mL suda ¢ozildi ve 0,25, 0,5, 0,625, 0,75 ve 1 pmol/mL’ye
seyreltildi. Hazirlanan bu glukoz ¢6zeltsinin 1 mL’sine 3mL DNS ¢ozeltisi eklenerek
5 dakika kaynatildi ve 10 dakika buz banyosunda bekletilerek sogumasi saglandi.
Hazirlanan 6rneklerin spektrofotometre cihazi ile 540 nm’deki absorbanslar 6l¢iildii.
Denemeler cift 6rnek olarak calisildi ve hesaplamalarda ortalamalari1 kullanildi.
Glukoz miktarina karsi okunan absorbans degerlerinin grafiginden elde edilen

egimden yararlanilarak aktivite hesaplandi.

o

-

[op}
1

o

[N

N
1

o

o

S
1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
glukoz konsantrasyonu (umol/mL)

Sekil 2.1. Glukoz standart grafigi
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2.3.3. Protein miktarinin belirlenmesi

Enzimin protein miktari, standart olarak sigir serum albiimin (BSA) ve reaktif olarak
Coomassie Blue G-250 boyasi1 kullanilan Bradford metodu [67] ile 25°C’de 595 nm’de
absorbans 6l¢limii yapilarak belirlendi. Bu yontemle protein miktar1 belirlemek igin, 1
mL enzim iizerine 1 mL Coomassie Blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilerek 595 nm’de

spektrofotometrik olarak dl¢timii yapildi;

OD:sys
Egim

1000

Protein Miktar1 (mg/ml) = X seyreltme faktorii (2.2)

formiilii kullanilarak protein miktar: belirlendi.

Boyama ¢ozeltisi, 1 L %2’lik perklorik asit i¢erisinde 0,6 g Coomassie Brillant Blue
G-250 ¢oziinerek hazirlandi. Coziinmeyen taneciklerin giderilmesi igin ¢ozelti kaba

slizgeg kagidi ile siiziilerek karanlik sisede muhafaza edildi.

Formiilde yer alan egimin elde edilmesi icin farkli konsantrasyonlarda BSA

hazirlanarak 595 nm’deki absorbansi Olciildii ve Sekil 2.2°deki standart grafigi

olusturuldu.
0,6 1
y =0,0204x
0,5 A1 R>=0,9518 *
0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Sigir serum albiimin konsantrasyonu, (ng/ml)

Sekil 2.2. Sigir serum albiimin standart grafigi
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2.4. immobilizasyon Destegi Olan Vermikiilitin Hazirlanmasi

Ticari vermikiilit ilk olarak 1 M pH 5 sodyum asetat-asetik asit tamponu ile oda
sicakliginda 200 rpm’de karistirilarak gece boyu muamele edildi ve fazla tampon 3
defa saf su ile yikanarak uzaklastirildi. Tampon ile muamele olmus vermikiilit organik
maddeleri uzaklastirmak igin %30’luk H20; ile oda sicakliginda 200rpm’de 15 dk
karistirilarak muamele edildi ve 3 defa saf su ile yikandi. Daha sonra serbest amorf
silika ve aliminyumu uzaklastirmak igin %?2’lik Na>COg ile 3 dakika kaynatildi.
Islenmis vermikiilit 3 defa saf su ile yikandi. Hazirlanan vermikiilit oda sicakliginda
gece boyu 200 rpm’de karigtirilarak 1 M sodyum kloriir ile islendi ve katyonik
vermikiilit elde edildi. Siipernatant serbest kloriir igermeyene kadar fazla kloriir saf su
ile yikanarak uzaklastirildi. Cl testi (Merck Cl2-1 klor belirteci) sonucunda negatif
cevap veren Na-vermikiilit etiivde kurumaya birakildi. Her yikamadan sonra
vermikiilit dekantasyon yontemi ile ayrildi ve her muamelenin ardindan etiivde

kurutuldu.

2.5. immobilize Enzimin Hazirlanmasi ve Aktivitesinin Belirlenmesi

Hazirlanan Na-vermikiilitin 1 g’1 5 mL enzim ¢dzeltisi ile +4°C’de 2 saat boyunca 100
rpm’de muamele edildi. Baglanmayan proteinleri uzaklastirmak icin 3 defa saf su ile
yikandi ve vakumda siiziildi. Olusturulan vermikiilit-enzim karisim1 5 mL %3’liik
gluteraldehit ile +4°C’de 100 rpm’de karistirmali olarak 1 saat muameleye birakildi.
Son olarak fazla gluteraldehiti uzaklastirmak i¢in immobilize enzim saf su ile

yikanarak vakumda siiziildii.

Immobilize enzimin aktivitesi belirlenirken, 0,1 g immobilize enzim 50 mM pH 7 tris-
HCI tamponunda hazirlanan %1°lik CMC substratinin 800 pl’si ile muamele edildi ve
su banyosunda 50 °C’de 3 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda reaksiyon
ortamima 1 mL DNS ilave edildi ve karisim 5 dakika kaynatildi. Daha sonra sogumasi
icin 10 dakika buz banyosunda bekletildi. Siire sonunda karisim santrifiij yoluyla
ayrildi ve UV spektrofotometre cihaziyla siipernatantin 540 nm’deki absorbansi

okundu;

ODsyq

Ffm X Reaksiyon hacmi(mL)

Enzim Aktivitesi(U/g) = -
z vitesi(Ulg) Immobilize enzim miktari(g)*Reaksiyon siiresi(dk)
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formiilii ile immobilize enzimin aktivitesi hesaplandi.
Immobilize enzimin verimi ise;

) Immobilize enzim aktivitesi
Verim = - — X 100 (2.4)
Serbest enzim aktivitesi

formiilu kullanilarak belirlendi.

2.6. Destek Materyelinin Yapisal Karakterizasyonu

2.6.1. XRD (X 151m1 kKirinim) yontemi

Ham vermikiilit, Na-vermikiilit ve protein ile muamele edilmis Na-vermikiilitin XRD
analizleri gergeklestirildi. Her bir 6rnegin XRD analizi 20 tarama ekseninde ve 1°/dk
tarama hizinda, 2-60° araliginda filtrelenmis Cu radyasyonu kullanilarak 40 kV’de
gerceklestirildi.

2.6.2. SEM (taramal elektron mikroskobu) analizi

Vermikiilit kilinin ylizey morfolojisi 15 kV’de ¢alisan taramal1 elektron mikroskobu

(SEM) ile karakterize edildi. Her bir 6rnek x1000 biiylitme boyutunda incelendi.

2.7. immobilize Enzimin Optimizasyon Cahsmalari

2.7.1. immobilize enzim miktar1 optimizasyonu

En iyi immobilize enzim miktarinin belirlenmesi i¢in, bolim 2.5’te belirtildigi gibi
hazirlanan immobilize enzimden 0,1g, 0,2¢g, 0,3g, 0,5g, 0,7g, 0,9¢ ve 1 g alindi.
Belirlenen miktarlardaki immobilize enzim ile boliim 2.4’te belirtildigi gibi aktivite
tayini yapilarak verimi hesaplandi. Deneysel calisma 5 kez tekrarlandi ve her
denemede cift 6rnek kullanildi. Sonuglar standart sapmalar ile birlikte grafik iizerinde

gosterildi.
2.7.2. Gluteraldehit yiizdesi optimizasyonu

Boliim 2.5°te belirtildigi gibi immobilize enzim hazirlandi. Immobilizasyon iglemi igin
en iyi gluteraldehit yiizdesini belirlemek igin olusturulan vermikiilit-enzim karisimi

farkli konsantrasyonlarda (%0,5-1-3-5-7-9-10) gluteraldehit ile +4°C’de 1 saat
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muamele edildi ve (2.3) ile (2.4) no’lu denklemlerden yararlanilarak verim hesabi
yapildi. Denemeler ¢ift 6rnek olarak gerceklestirildi ve her bir deneme 5 kez
tekrarlanarak hesaplanan ortalama degerler kullanildi. Standart sapmalari

hesaplanarak sonuglar grafik iizerinde gosterildi.
2.7.3. Gluteraldehit muamele siiresi optimizasyonu

Gluteraldehitin muamele siiresinin immobilizasyon iizerine etkisini incelemek igin
enzimin adsorbe edildigi vermikiilit, 15, 30, 45, 60, 120, 240, 360, 1440 dakika
stirelerle, en yiiksek verimi saglayan %3’liik gluteraldehit konsantrasyonu ile +4°C’de
muamele edildi. Muamele sonunda (2.3) ile (2.4) no’lu denklemlerden yararlanilarak
aktivite ve verim hesaplandi. Deneysel ¢alisma 5 kez tekrarlandi ve her denemede ¢ift

ornek kullanildi. Sonuglar standart sapmalar ile birlikte grafik tizerinde gosterildi.
2.7.4. Enzim muamele siiresi optimizasyonu

Immobilizasyon verimi i¢in en 1yi enzim muamele siiresini belirlerken, 1/2, 1, 2, 4, 6,
8 ve 24 saat stire ile Na-vermikiilit seliilaz enzimi ile +4°C’de muamele edildi. Daha
sonra belirlenen en iyi gluteraldehit konsantrasyonu ve siiresi ile muamele edilip (2.4)
no’lu denklemden yararlanilarak verim hesaplandi. Denemeler ¢ift 6rnek olarak
gergeklestirildi ve her bir deneme 5 kez tekrarlanarak hesaplanan ortalama degerler

kullanildi. Standart sapmalar1 hesaplanarak sonuclar grafik iizerinde gosterildi.
2.7.5. immobilize enzimde tekrar kullanim

Immobilize seliilazin tekrar kullanilabilirligi belirlenirken bdliim 2.5’te anlatilan
aktivite tayini uygulandi. Boliim 2.5’te belirtilen aktivite tayininden farkli olarak,
inkiibasyon isleminden sonra reaksiyon ¢ozeltisinden immobilize seliilaz santrifiij ile
ayrild1 ve siipernatant ile aktivite tayinine devam edildi. Yapilan bu islem arka arkaya
tekrarlandi. Her tekrardan sonra immobilize enzim 50mM pH 7 Tris-HCI tamponu ile
yikand1 ve bir sonraki dongiide tekrar kullanildi. Her bir kullanimdan sonra (2.3) no’lu
denklem ile immobilize enzimin aktivitesi hesaplandi ve (2.4) no’lu denklem ile verimi
belirlendi. Immobilize enzimin kalan aktivitesi, baslangic enzim aktivitesi %100

olarak kabul edilerek hesaplandi ve grafik lizerinde gosterildi.

31



2.7.6. immobilize enzimin operasyonel stabilitesi

Immobilize enzimin biyotransformasyonu icin boliim 2.5’te anlatildig1  gibi
immobilize enzim hazirlandi. Hazirlanan immobilize enzimin tamami 20 mL %1 lik
CMC (50 mM pH 7 Tris-HCI tamponunda) ile 50°C’de reaksiyona sokuldu. 10’ar
dakika araliklarla béliim 2.5°te belirtildigi gibi aktivite tayini yapildi. Immobilize
enzimin aktivitesi sifirlanana kadar bu isleme devam edildi. Islem sonunda immobilize

seliilaz tampon ve saf su ile yikanarak operasyonel stabilite i¢in saklandi.

Immobilize enzimin operasyonel stabilitesi, 50 mM pH 7 Tris-HCI tamponunda
hazirlanan %1’lik CMC ile 100 dk boyunca 50°C’de reaksiyona sokuldu. Siire
sonunda aktivite tayini yapildi. Immobilize enzim tampon ve saf su ile yikanarak tekrar
CMC ile reaksiyona sokuldu. Aktivitesi sifirlanana kadar bu islemler tekrarlandi.

Sonuglar grafik iizerinde gosterildi.

2.8. Immobilize Enzimin Karakterizasyonu

2.8.1. immobilize enzim iizerine pH etkisi

Immobilize enzim iizerine pH etkisini belirlemek igin, farkli pH’lara sahip 50 mM
tampon c¢ozeltiler igerisinde %1°lik CMC substrati hazirlandi. Kullanilan tampon

cozeltiler asagidaki gibidir:

pH 3 i¢in 50 mM glisin-HCI tamponu: 50 mM’lik glisin ve HCI ¢ozeltileri
hazirlandiktan sonra, ¢ozeltiler birbirine eklenerek pH metre yardimi ile tampon

¢ozeltisinin pH’s1 3’e ayarland.

pH 4, pH 5 ve pH 6 i¢in 50 mM asetat tamponu: 50mM sodyum asetat ve asetik asit
¢ozeltileri hazirlandiktan sonra, ¢ozeltiler birbirlerine eklenerek pH’s1 4, 5 ve 6 olan

tampon ¢ozeltiler hazirlandi.

pH 7 ve pH 8 i¢in 50 mM Tris-HCI tamponu: 50 mM Tris ve HCI hazirlandiktan sonra,

bu ¢ozeltiler birbirlerine karistirilarak pH 7 ve pH 8 tampon ¢6zeltileri hazirlandi.

pH 9 ve 10 i¢in 50 mM tris-NaOH tamponu: 50 mM Tris ve NaOH c¢ozeltileri
hazirlandiktan sonra bu iki ¢ozelti birbirlerine karistirilarak belirtilen pH’larda tampon

¢Ozeltiler hazirlandi.
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Farkli pH’lardaki tampon ¢ozeltilerde hazirlanan CMC substrati ile aktivite tayini

yapildi ve sonuglar bagil aktivite (%) olarak grafik lizerinde gosterildi.
2.8.2. immobilize enzim iizerine sicaklik etkKisi

En yiiksek enzim aktivitesini gosteren sicakligi belirlemek i¢in, 50mM pH 7 Tris-HCI
tamponun hazirlanan %1’lik CMC substrat1 ile farkl sicakliklarda (25°C,30°C, 35°C,
40°C,45°C, 50°C, 55°C, 65°C ve 75°C) daha onceki bolimlerde belirtildigi gibi
aktivite tayinleri yapildi. Sonuglar bagil aktivite (%) olarak hesaplandi ve grafik
tizerinde gosterildi. Maksimum aktivite gosteren sicaklik degeri %100 olarak kabul

edildi.

2.8.3. immobilize enzimin kinetik parametrelerinin (Km, Vm, Kkeat, Kcat/Km)

belirlenmesi

Serbest ve immobilize seliilaz enziminin kinetigi, 50 mM pH 7 Tris-HCI tamponunda
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan (%0,01 ile %5 arasinda) CMC substrati ile boliim

2.3.1 ve 2.5°te belirtildigi gibi aktivite tayini yapilarak ¢aligildi.

Serbest ve immobilize seliilaz enziminin CMC hidrolizi ig¢in Ky ve Vi degerlerinin
belirlenmesi i¢in baslangi¢ hiz1 kosullarinda yatiskin hal yaklagimina gore Michaelis-

Menten denklemi ve resiprokal formu kullanilds;

Vo = b 2.5
0 =K 18] (2.5)
1K, e
v—\/—m+V—mXE (2.6)

Formiillerdeki parametreler;
V, 50°C’de pH 7’de CMC hidrolizinin baslangi¢ hizin1 (U/mL/dk),
[S], 50 mM pH 7 Tris-HCI tamponunda hazirlanmig CMC konsantrasyonunu (mM),

Km, CMC hidrolizi igin belirlenen kosullarda enzimin Michaelis-Menten sabitini
(mM),
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Vm, CMC hidrolizi ile ulasilabilecek maksimum baslangi¢ hizin1 (U/mL/dk) ifade
etmektedir.

Michaelis-Menten model parametreleri Lineweaver-Burk diyagrami kullanilarak
belirlendi. Denklem (2.6) yardimiyla 1/V-1/[S] grafigi ¢izilerek elde edilen dogrunun
egiminden Km/Vm ve interseptinde (y eksenini kestigi noktadan) 1/Vm degerleri

bulunarak, serbest ve immobilize enzimin kinetik parametreleri hesaplandi [68].
Enzim konsantrasyonu ile Vi iliskisi;

Vin = Keat [E], (2.7)
formiilii ile ifade edilir. Burada;

Keat, turnover Kkatsayisidir ve enzimin substratina doygun oldugu zaman, birim

zamanda bir molekiil enzimin tiriine doniistiiriilen substrat molekiillerini ifade eder.

[E]:, toplam enzim konsantrasyonudur (umol/ml) [69, 70]. Bunlara ek olarak bir de

enzimin katalitik performansini gosteren kcat/Km degeri hesaplandi.

2.8.4. Arrhenius aktivasyon enerjisinin hesaplanmasi

Sicaklik ile reaksiyon hizi iligkisini ifade eden Arrhenius denklemi;

k= A.eFa/RT (2.8)

seklindedir. Burada; A frekans faktorii veya Arrhenius faktorii, Ea aktivasyon enerjisi
(J/mol), T mutlak sicaklik ve R evrensel gaz sabitidir (8,314 (J/mol K).

Denklemin her iki tarafinin logaritmasi alinarak;

Eq
Inky, = InA — (ﬁ) (2.9)

formiilii elde edilmistir.

V= Keat [E]t oldugundan, kca=V/ [E]: olur. [E]t deney boyunca sabit oldugu igin,

Inkcat = InV alinabilir.
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Boylece ¢izilen InV ye kars1 1/T grafiginin (ayn1 zamanda Arrhenius grafigi olarak da
bilinir) egimi, -Ea/R’ye esittir. Boylelikle, aktivasyon enerjisi (Ea) hesaplanir [71].

Serbest ve immobilize seliillazin aktivasyon enerjilerinin belirlenmesi igin farkli
sicakliklarda (25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 65°C, 75°C) aktivite
Olgtimleri (50mM Tris-HCI pH 7 tamponunda %]1’lik CMC ile) yapildi. In k-1/T

grafigi ¢izilerek Arrhenius formiilii ile aktivasyon enerjileri hesaplandi.

2.8.5. Serbest ve immobilize enzimin termodinamik parametrelerinin

belirlenmesi

Serbest ve immobilize enzimin termodinamik parametreleri;

AG" = — RT In(ke,h/ky T) (kJ/ mol) (2.10)
AG*: CMC hidrolizine iliskin serbest aktivasyon enerjisi,

AG*er = —RT In (ko /K, ) (kJ/mol) (2.11)
AG"e1: Gegis (tranzisyon) hali baglanma serbest enerjisi,

AG'ss = —RTIn (1/K,,)  (kJ/mol) (2.12)
AG¥es: Substrat baglanma enerjisi,

AH" = E, —RT (kJ/mol) (2.13)
AH*: Entalpi degisimi,

AS" = (AH" — AG")/ T (kJ/mol.K) (2.14)
AS*: Entropi degisimi,

formiilleri kullanilarak hesaplandi. Formiillerde,

R, gaz sabitini (8,314 J K'mol™?)

T, mutlak sicaklig1 (K),
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h, Plank sabitini (6,63x103 ] s),
Kb, Boltzman sabitini (1,38x102 J K1),
Keat, turnover katsayisii (dk™) ifade etmektedir [70, 72].

Selillaz enzimi ile katalizlenen CMC hidrolizi reaksiyonunun termodinamik

parametrelerini igeren serbest enerji diizey diyagrami Sekil 2.3°te gdsterilmistir.

Eeaksivon Koordinat

Sekil 2.3. Seliilaz ile CMC hidroliz reaksiyonunda serbest enerji diizeyi
diyagrami [72]
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Destek Materyerlinin karakterizasyonu

3.1.1. XRD (X Istm1 Kirinim) Analizi

Sekil 3.1’de ham vermikiilit, sodyum vermikiilit ve immobilize vermikiilit XRD

sonuglar1 verilmistir (2-60°, 0,02°arama aralig1).
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Sekil 3.1. Ham vermikilit, sodyum vermikiilit ve
immobilize vermikiilitin X 1s1n1 difraksiyonu (1-60°)

3,40° gozlenen yayvan pik, (001) diizlemini temsil eder ve bu diizlem i¢in doo1 aralig
2,6 nm olarak hesaplanir. Bu pikin yayvanligi, yapida biotit, talk ve klorit gibi
safsizliklarin varligini destekler [73, 74]. Safsizliklarin varligi i¢in, 54,8°’de gozlenen
(060) diizleminden kirilmalar 6nemlidir. Bu pik vermikiilitin, trioktohedral yapida

oldugunu gosterir [75].
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Boylece kilde biotit varligint bu diizlem tescil eder (doso=0,16nm). Ayni zamanda,
kilin toprak vermikiilit ya da hidroksil ara tabakali vermikiilit olup olmadigini
belirlemek i¢in kilin magnezyum vermikiilit veya potasyum vermikiilit olup olmadigi
belirlenmelidir. Bunun i¢in 9,03°’de g6zlenen pik vermikiilitin hidroksil ara tabakali
vermikiilit yani potasyum vermikiilit oldugunu gosterir [76]. (006), (008) ve (0010)
diizlemini temsil eden pikler, tipik vermikiilit pikleridir [77]. 6,3 °’de gozlenen pik
(1,40 nm), tek basina vermikiiliti temsil etmez. Bu pik yapidaki biotit varliginin diger
bir delilidir [78, 79].
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Sekil 3.2. Ham vermikiilit, sodyum vermikiilit ve
immobilize vermikiilitin X 1s1m1 difraksiyonu (1-11°).

Sodyum vermikiilit elde igin gergeklestirilen saflastirma, sodyum asetat-asetik asit
muamelesi ve daha sonra serbest amorf silika ve aliiminyumu uzaklagtirmak igin
%?2’lik Na2COg ile kaynatma islemleriyle, 3,40° de gozlenen safsizlik piki ile 6,3°°de
gozlenen biotit pik siddetlerini olduk¢a azaldigi gozlenmistir. Kilin sodyum
zenginlestirme islemi sonucunda sodyum iyonlarinin katkisi ile uzay yiik degisimi

neticesinde, piklerin yiiksek a¢1 degerlerine kaydigi ve diizlemler arasi mesafelerin
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distiigi gozlenmistir (Sekil 3.2). Ayrica 3,40°°de goézlenen (001) diizleminin
zayiflamasi, vermikiilitin delaminasyona ugradigi ve pargacik boyutunun da olduk¢a

diistiigii soylenebilir [76].

Immobilize vermikiilitte enzimin sodyum vermikiilit ile etkilesmesi sonucunda baskin
(002) diizleminin hakimiyeti s6z konusudur. Diger pikler olduk¢a varligini yitirmistir.

Bu da enzimin sodyum vermikiilitte tiim diizlemlerde etkilesimini gosterir.
3.1.2. SEM (Taramal Elektron Mikroskobu) Analizi

Destek materyali olan vermikiilitin yiizey morfolojisi SEM analizi ile incelenmistir.
Ham vermikiilitin SEM goriintiileri Sekil 3.3’te, Na-vermikiilitin SEM goriintiileri
Sekil 3.4’te ve protein yiikli Na-vermikiilitin SEM goriintiileri Sekil 3.5te

gosterilmigtir.

Vermikiilit partikiilleri, filosilikatlarin karakteristik 6zelligi olan st {iste istiflenmis
tabakalar gibi iyi tanimlanmuis bir yapi sergilerler [80]. Sekil 3.3’te goriildiigii gibi ham
vermikiilitte genislikleri yaklasik 20um civarinda uzun siitunsal g¢okgen tabakalar

goriilmektedir. Tabakalarin pullanmasi siitunlar tizerinde goriilmektedir

Na zenginlestirme islemiyle vermikiilit ylizeyinde pullanmanin azaldig1 ve ylizeyin

plirtizsiizlestigi goriilmektedir (Sekil 3.4)

Sekil 3.5’te Na-vermikiilit {izerine enzim immobilizasyonu ile vermikiilit yiizeyinde
morfoloji degismistir. Agik tonlarda goriilen topaklanmalar immobilizasyon sonucu
enzimlerin kil yiizeyinde adsorpsiyonunu teyit eder. Benzer kil {izerine enzim
immobilizasyonu c¢aligmalarinda da enzim adsorpsiyonu vurgulanmistir. Enzim
polimerik bir madde oldugundan dolayi, enzimin kati bir matris {izerine immobilize
edilmesi matrisin morfolojisini degistirebilir. Enzim immobilizasyonundan sonra,
gozeneklilikte cok fazla degisiklik gozlemlenmez. Kil mineral tabakalarinda pullu bir
yap1 gorliliir ve ayn1 zamanda enzimin varhigir da goriilmektedir. Kaya pargalarina
benzer yapilarin ortaya ¢ikmasi enzimlerin adsorpsiyonunun bir sonucu olabilir. [81].

Boylece, bu calismada da topaklanan enzimlerin kil ylizeyinde varlig1 gosterilmistir.
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Sekil 3.3. Ham vermikiilit SEM goriintiisii (x1000
biiyilitme)

‘k‘V‘ L lkxul ¢ s 20;‘].1m
Sekil 3.4. Na-vermikiilit SEM goriintiisii (x1000
biiyilitme)
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Sekil 3.5. Protein muameleli Na-vermikiilit SEM
goriintiisii (x1000 biiyiitme)

3.2. immobilize Enzimin Optimizasyonu

Enzim immobilizasyonunda optimum kosullar1 belirlemek igin, immobilize enzim
miktari, gluteraldehit konsantrasyonu ve muamele siiresi, enzim muamele stiresi

calismalar gerceklestirildi.
3.2.1. immobilize enzim miktar1 optimizasyonu

Enzimatik aktivite tayininde en iyi immobilize enzim miktar1 belirlenmistir. Na-
vermikiilit ile +4°C’de 2 saat muamele edilen enzim 3 kere saf su ile yikanarak
vakumda siiziildii. Daha sonra +4°C’de 1 saat gluteraldehit ile muamele edilip 3 defa
saf su ile yikanip vakumda siiziildii. Elde edilen immobilize enzimden, 0,1-0,2-0,3-
0,5-0,7-0,9 ve 1 g alinarak (2.3) no’lu esitlik yardimiyla aktivite, (2.4) no’lu esitlik ile
immobilize enzimin verim hesaplar1 yapildi. Serbest enzim aktivitesi %100 kabul
edilerek hesaplanan immobilize enzimin verimine ait sonuglar Sekil 3.6’da
gosterilmistir. Grafikte de goriildiigii gibi en iyi verim 0,1 g immobilize enzim

kullanildiginda %23 olarak bulunmustur.
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Sekil 3.6.Immobilize edilen selillaz enzim miktarinin enzimatik
aktivite lizerine etkisi

Sekil 3.6’da goriildiigii gibi aktivite tayini yaparken kullanilan immobilize enzim

miktari arttik¢a verimde azalma olmustur.
3.2.2. Gluteraldehit yiizdesi optimizasyonu

Adsorbe edilmis enzimlerin capraz baglayicilarla muamele edilmesi, immobilize
enzimlerin stabilitesini artttrmanin popiiler bir yoludur. En ¢ok kullanilan &rnegi,
desteklere adsorbe edilen enzimlerin gluteraldehit ile muamele edilmesidir. Standart
bir protokol enzim ve destegin aktivasyonunu igerir ve ayni zamanda molekiiller arasi
capraz baglanma meydana gelebilir. Gluteraldehit kullanmadaki ana hedef, enzim
molekiiliniin  baglanmasin1  saglayarak destekten enzimin desorpsiyonunu

zorlastirmaktir [46].

Enzim agregatlari olusturmak i¢in kullanilan gluteraldehit konsantrasyonu immobilize
enzimin verimi i¢in énemli bir etkendir. immobilizasyon isleminde eger gereginden
az gluteraldehit kullanilirsa enzim molekiilii hala ¢ok esnek olabilir. Bununla birlikte
eger gereginden cok fazla gluteraldehit kullanilirsa enzim aktivitesi i¢in gereken
minimum esneklik kaybina neden olabilir. Bu nedenle enzim immobilizasyonunda

kullanilan gluteraldehit ajaninin konsantrasyonu optimize edilmelidir [82].

Gluteraldehit miktar1 optimizasyonu i¢in; Na-vermikiilit ile 2saat +4°C’de muamele
edilen immobilize enzim, %0,5, 1, 3, 5, 7 ve 10’luk gluteraldehit miktarlari ile +4°C’de
1 saat muamele edilmis ve immobilizasyon verimi (2.4) no’lu esitlik yardimiyla

hesaplanmistir. En iyi verim %3’liik gluteraldehit varliginda %29 olarak bulunmustur
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ve sonuglar Sekil 3.7’de gosterilmistir. Serbest enzim aktivitesi %100 olarak kabul

edilmistir.
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Sekil 3.7. Farkli gluteraldehit yilizdelerinin immobilize enzim iizerine
etkisi

Sekil 3.7°de goriildiigii gibi immobilize enzim veriminin %3’lik gluteraldehit
konsantrasyonuna kadar arttigi ve bu konsantrasyondan sonra verimin azalmaya

basladig1 gézlenmistir.

%3’k gluteraldehit aldehit konsantrasyonun altindaki daha az aktivitenin sebebi,
capraz baglama sirasinda yetersiz gluteraldehit mevcudiyetinden kaynaklandigi
diigiiniilmektedir. Yiksek gluteraldehit konsantrasyonunda azalan enzim verimi,
enzim aktivitesi i¢in gerekli olan enzim esnekliginin kaybina neden olan asir1 ¢apraz
baglanma nedeniyle olusan enzim molekiillerinin sertlesmesinden kaynaklaniyor
olabilir [83]. immobilizasyon isleminde kullanilan gluteraldehit gapraz baglanma
sirasinda Schiff bazlart olusmasini saglar ve boylece enzim agregatlari meydana gelir
[84, 85]. Olusan bu enzim agregatlari artan gluteraldehit konsantrasyonu ile daha gii¢lii
ve biiyiik bir hale gelip enzimin esnekliginin azalmasina sebep olabilmektedir. Yumak
haline gelmis bu biiyiilk enzim agregatlar1 substratin enzimin aktif bdlgesine
ulagsmasini zorlastirabilir. Dolayistyla enzimin kataliz yeteneginin azalmasina sebep
olabilir. Sonug¢ olarak artan gluteraldehit konsantrasyonlari, enzim aktivitesini

olumsuz etkileyen sertligin artmasina neden olabilmektedir.
3.2.3. Gluteraldehit muamele siiresi optimizasyonu

Immobilize isleminde kullanilan gluteraldehit ajaninin muamele siiresi immobilize

enzimin aktivitesi i¢in bir baska 6nemli faktordiir [83].
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Gluteraldehit muamele siiresi optimizasyonunda, enzim ile Na-vermikiilit +4°C’de 2
saat muamele edildikten sonra %3’likk gluteraldehit ile artan zaman araliklarinda
+4°C’de muamele edildi. Enzimatik aktivite tayini yapilarak (2.4) no’lu esitlik
yardimiyla verim hesaplandi. En iyi immobilizasyon verimi, 1saatlik gluteraldehit
muamele siiresi ile %32,2 olarak bulunmustur. Gluteraldehit muamele siiresine ait
immobilize enzim verim sonuglar1 Sekil 3.8’de gosterilmistir. Serbest enzim aktivitesi
%100 olarak kabul edilmistir.
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Sekil 3.8. Gluteraldehit muamele siiresinin immobilize enzim lizerine
etkisi

Sekil 3.8’de goriildiigi gibi, 60 dk’dan az gluteraldehit muamele siiresinde daha az
verim gozlemlenmistir. Gluteraldehitin 60 dakikadan daha fazla muamele siirelerinde
immobilize enzimin veriminde azalma oldugu goriilmektedir. Enzim agregatlari
olusturmak i¢in kullanilan gluteraldehitin daha fazla muamele siiresinde daha yogun
capraz baglanma olusmasi sebebiyle enzim aktivitesini azaltan enzim sertlesmesi
meydana gelebilmektedir. Enzim aktivitesi i¢in gerekli olan enzim esnekliginin

kisitlanmasindan dolayr immobilize enzimin veriminde azalma meydana gelmistir

[83].
3.2.4. Enzim muamele siiresi optimizasyonu

Immobilize enzimin verimini arttirmak amaci ile son optimizasyon basamagi olarak
enzim muamele siiresi incelenmistir. Bu optimizasyon basamaginda Na-vermikiilit ile

enzim +4°C’de farkli siirelerle (1/2, 1, 2, 4, 6, 8, 24 saat) muamele edilmistir. Daha
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sonra +4°C’de 1 saat %3’liikk gluteraldehit ile muamele edilerek aktivite tayini

yapilmis ve (2.4) no’lu esitlik yardimryla verim hesaplanmaistir.

Enzim muamele siiresi optimizasyonunda, en iyi verim 2 saat enzim muamelesi
sonucunda %34,8 olarak bulunmustur. Enzim muamele siiresine ait sonuglar Sekil

3.9’da gosterilmistir. Serbest enzim aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir.
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Sekil 3.9. Enzim muamele siiresinin immobilize enzim tizerine etkisi

Sekil 3.9°da goriildiigii gibi 30dk ile 2 saat arasinda enzim muamele siiresinde verim
artmistir. 2 saatlik muamele siiresinden sonra ise verimde diisiis gozlenmekle birlikte
bu siirelerde hemen hemen ayni1 verim sonuglari elde edilmistir. Seliilaz enziminin bir
baska immobilizasyon ¢alismasinda Fe3Os nanopartikiilii ile immobilizasonu
gerceklestirilmis ve enzim ile muamele siiresi 4 saat olarak bulunmustur [86].
Calismamizda en iyi verimin daha kisa enzim muamele siiresinde elde edilmis olmasi

zaman bakimindan avantaj saglayabilmektedir.

3.3. immobilize Enzimin Tekrar Kullanim

Endiistriyel alanda maliyeti azaltmak i¢in enzimlerin tekrar kullanilabilmesi 6nemli
bir rol oynamaktadir. Enzim immobilizasyonunun faydalarindan biri, enzimin
kolaylikla geri kazanilabilmesi veya reaksiyon ortamindan kolaylikla ayrilabilmesi

nedeniyle enzimlerin tekrar kullanilabilir hale getirilmesidir [6].

Bu c¢alismada immobilize selillazin 18 dongiide tekrar kullanilabilirligi incelendi.

Immobilize enzime ait tekrar kullanim sonuglar1 Sekil 3.10°da bagil aktivite olarak
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grafik iizerinde gdsterilmistir. immobilize enzimin baslangi¢ aktivitesi %100 kabul

edilerek enzimin kalan aktivitesi hesaplanmistir.
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Sekil 3.10. immobilize enzimde tekrar kullanim

Sekil 3.10’da goriildiigii gibi immobilize enzim 15. kullanimdan sonra baslangic
aktivitesinin %61 ini korumustur. Tekrar kullanim arttik¢a enzimin bagil aktivitesinin
kademeli olarak azalmasina ragmen, 5 tekrar kullanim sonunda immobilize seliilaz
aktivitesinin hala %91’ini korumustur. Bu sonug, immobilize edilmis seliilazin iyi bir

tekrar kullanilabilirligini agik¢a gostermektedir.

Qi ve ark., ¢ekirdek kabuk yapili metal organik kompozitler iizerine immobilize edilen
selillaz enziminin tekrar kullanimini incelemisler. Bu calismada 5 tekrar kullanima
bakilmis ve 5 tekrar kullanim dongiisiinden sonra enzimin aktivitesinin %70’inden
fazlasin1 korudugunu bildirmislerdir. Enzimin bagil aktivitesinin kademeli olarak
azalmasinin, her ayrilma ve yikama sirasinda protein denatiirasyonunun yani sira

immobilize seliilazin marjinal kaybina bagli olabilecegi belirtilmistir [87].

Bagka bir ¢alismada kitosan tlizerine seliilaz enzimi immobilizasyonu gerceklestirilmis
ve 6 tekrar kullanim sonucunda enzim aktivitesinin %70’inin korundugu bulunmustur
[88]. Bir baska ¢alismada selillaz enziminin MnO2 nanopargaciklari {izerine
immobilizasyon1 gerceklestirilmis ve bu calismada immobilize enzimin 5 dongii tekrar
kullanimina bakilmistir. Besinci dongliden sonra immobilize enzimin baslangi¢
aktivitesinin yaklasik %60’m1 korudugu bildirilmistir. Enzim aktivitesindeki bu

azalmaya; protein denatiirasyonu, seliilaz kompleksinden bir veya daha fazla bilesenin
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kayb1 veya enzimin yapisal modifikasyonu gibi etkenlerin neden olabilecegini

belirtmislerdir [89].

Wu ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, glukoamilazin bakteriyal seliiloz topaklari
ile immobilizasyonu gerceklestirilmis ve 14 tekrar kullanim sonucunda enzimin
aktivitesinin %60’1n1 korudugu rapor edilmistir [90]. Seliilaz enziminin zeolitik
imidazolat yapist (ZIF-8)/poliviniliden floriir hibrit membranlart {izerine
gergeklestirilen enzim immobilizasyonu ¢alismasinda, 7 tekrar kullanim sonucunda

enzim aktivitesinin %42,8 oldugu goézlenmistir [91].

Mubarak ve ark., seliilaz enzimini fonksiyonel ¢ok duvarli karbon nanatiipleri tizerine
immobilize etmisler ve 8. Kkullanimdan sonra aktivitesinin %26’sinin kaldigini
belirtmislerdir. Enzim molekiillerinin fonksiyonel ¢ok duvarli karbon nanotiiplerinin
duvarina etkin bir sekilde baglanmadigini ve bu zayif baglanmis enzim molekiillerinin
aktivite Ol¢iimii sirasinda kaybedildigi i¢in tekrar kullanimda ki diisiise neden
oldugunu bildirmisler [6]. Bizim ¢alismamizda ise 7 tekrar kullanimdan sonra enzim
aktivitesinin hala %80’in {izerinde, 14 kullanimdan sonra ise %065,8 oldugu
bulunmustur. Daha 6nce bildirilen tekrar kullanim bulgularina kiyasla bu ¢aligmada
elde edilen sonuglar, tekrar kullanimda immobilize enzimin baslangi¢ aktivitesini

koruma oraninin daha yiiksek oldugunu gostermektedir.
3.4. immobilize Enzimin Operasyonel Stabilitesi

Operasyonel stabilite, islem maliyetlerini azaltmak i¢in endiistriyel uygulamalarda
onemli bir prosestir [92]. Bu nedenle, immobilize enzimin operasyonel stabilitesi
incelendi. Immobilize enzimin biyotransformasyon c¢alismasma ait sonuglar Sekil
3.11°de gosterilmistir. Sonuglar, immobilize enzimin aktivitesi ve iiriin olarak olusan

glukoz konsantrasyonu olarak verilmistir.

Immobilize seliilaz biyotransformasyon galigmasi 180 dakika boyunca incelendi. 100.
dakikadan sonra immobilize seliilazin aktivitesi onemli 6l¢iide aktivite kayb1 gosterdi
ve neredeyse sifira yakin bir degere ulasti. Bu nedenle, operasyonel stabilitedeki her
bir dongii 100 dakikada gergeklestirildi. Operasyonel stabilite 9 dongili boyunca

incelendi. Sonuglar Sekil 3.12°de gosterilmistir.
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Sekil 3.12. Immobilize enzimin operasyonel déngiisii

Sekil 3.12°de de goriildiigli gibi operasyonel stabilitenin 3. dongiisiinde immobilize
enzimin aktivitesinin %82’sini ve 6. dongii sonrasi ise aktivitesinin hala %56’sim1

korudugu goriilmektedir.

Li ve ark. tarafindan yapilan kitosan {izerine seliilaz enzimi immobilizasyonu
calismasinda operasyonel stabilitenin 5. dongiisiinde enzimin aktivitesinin %50’sini
korudugu rapor edilmistir [88]. Wen ve ark. lakkaz enziminin bentonit kaynakl kiigiik
gozenekli madde {iizerine immobilizasyonunu gerceklestirmisler ve operasyonel
stabilitesi incelendiginde 5. dongiide aktivitesinin %36’sim1 korudugu bildirilmistir.
Fiziksel adsorpsiyondaki zay1f etkilesimlerin yikama sirasinda enzim sizmasina neden
oldugunu ve aktivite kaybinin bu enzim sizmalarindan kaynaklanmis olabilecegini
belirtmislerdir [93]. Baska bir ¢alismada magnetik kitosan tizerine seliilaz enziminin

immobilizasyonunda 5. dongiiden sonra enzimin aktivitesinin %50’nin iizerinde
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oldugunu gozlemlemigler. Elde edilen bu aktivite kaybina, kompleks seliilaz enzimi
bilesenlerinin kaybi, son iiriin inhibisyonu ve protein denatiirasyonu gibi faktorlerin

neden olabilecegini rapor etmislerdir [94].

Bu c¢alismalara kiyasla, bizim ¢alismamizda immobilize enzimin operasyonel
stabilitesinde 5. dongiiden sonra aktivitesinin hala %70’in {izerinde oldugu
belirlenmistir. Endiistriyel anlamda bu stabilitesinin fayda saglayabilecegi

distintiilmektedir.

3.5. Immobilize Enzimin Karakterizasyonu

3.5.1.Immobilize enzim iizerine pH etkisi

Amino asitlerin bir enzimdeki iyonlagsma durumu, enzimin konformasyonel yapisinin
korunmasi i¢in 6nemlidir. Bu nedenle, pH, enzimin katalitik aktivitesi ile iliskili
anahtar bir faktordiir [95]. pH, reaksiyondaki enzim aktivitelerini degistirebilen ana
parametrelerden biridir. Immobilizasyon, genellikle enzimlerde konformasyonel
degisikliklerden dolayr optimum pH degisimi ile sonuglanmaktadir [96]. Enzim
immobilizasyonu ile enzimin mikro ¢evresinin degismesi nedeniyle meydana gelen bu
pH degisimini belirlemek i¢in immobilizasyon 6ncesinde ve sonrasinda farkli pH

degerlerinde enzimin aktivitesinin karsilastirilmasi yapilmalidir [97].

Farkli pH’lara sahip tamponlarda hazirlanan CMC substrati ile yapilan aktivite
tayinlerinin sonuglar1 bagil aktivite (%) olarak hesaplanmistir. En yiiksek aktiviteye

sahip pH degeri %100 olarak kabul edilmistir. Sonuglar Sekil 3.13.’de gosterilmistir.

Immobilize enzim {izerine pH etkisinin incelenmesi sonucunda, serbest enzim igin

optimum pH 5 iken immobilize enzim i¢in optimum pH 7 olarak bulunmustur.
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Sekil 3.13. CMC’nin farkli pH degerlerinde aktivite {izerine etkisi

Monier ve ark., kitosan iizerine peroksidaz immobilizasyonunda serbest enzimin
optimum pH’sinin 9, immobilize enzimin optimum pH’sinin ise 10 oldugunu
gozlemlemislerdir. Immobilize edilmis enzimin mikro ortammin katyonik olarak
degistirilmis kitosan matrisi ile elektrostatik etkilesimlerinden dolay1 H* ve OH
iyonlar1 konsantrasyonlarinin esit olmadigindan dolayr pH kaymasinin meydana
gelebilecegini belirtmisler [98]. Alemzadeh ve ark. pH’daki bu degisime immobilize

enzimin mikro-ortamindaki katyonik ¢evrenin sebep olabilecegini belirtmislerdir [99].

Invertaz enziminin montmorillonit iizerine immobilizasyon c¢alismasinda serbest
enzimin i¢in optimum pH 5, immobilize enzim i¢in optimum pH 6 olarak bulunmustur.
Kil matrisinin yiik etkileri sonucunda adsorbe edilmis invertazin optimum pH’sinda
artis goriildiigiinii ve negatif yiiklii desteklerin yiik etkilesimleri sayesinde optimum
pH’nin arttigini rapor etmislerdir [100]. Benzer sonuglar Kumari ve ark. tarafindan da
bildirilmistir. Kat1 matris lizerindeki yiiklerin ve matrise bagli enzimin yapisinin,
enzim molekiiliiniin mikro ¢evresinde degisime yol acabilecegini ve bunun sonucunda
enzim proteininin yapisinin degismesinden dolay1 pH kaymasina neden olabilecegini
belirtmislerdir [101]. Aytar ve Bakir immobilize enzimin optimum pH’sindaki
kaymanin, ¢apraz baglanma sirasinda bazik enzim kalintilar1 ve gluteraldehit arasinda
olusan etkilesimlerden kaynakli aktif bolge etrafindaki mikro-ortamda bulunan asidik
ve bazik amino asit yan zincir iyonlagmasindaki degisikliklerden kaynaklanabilecegini

bildirmislerdir [102].

Enzim immobilizasyonunda optimum pH’daki degisim enzim veya matrisin yiikiine

baghdir. Immobilizasyon isleminde gluteraldehitin kullamlmasiyla, enzimin
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yiizeyindeki tiim amino gruplari birbirine baglanabilmektedir. Dolayisiyla enzim
yiizeyindeki tim asidik gruplar enzim proteinine negatif bir yiik vererek optimum
pH’nin alkali degere dogru kaymasina sebep olabilmektedir [103]. Bu nedenle,
caligmamizda gozlemlenen pH kaymasmnin immobilizasyon sirasinda olusan

elektrostatik etkilesimlerden ve gluteraldehitten kaynaklandig: diistintilmektedir.
3.5.2. Immobilize enzim iizerine sicaklik etkisi

Immobilize seliilaz iizerine sicaklik etkisi S0mM pH 7 Tris-HCI tamponunda 25°C ile
75°C arasindaki sicakliklarda incelenmistir. En yiiksek aktiviteyi gosteren sicaklik
degeri %100 olarak kabul edilerek diger sicaklik degerleri % bagil aktivite olarak
hesaplanmistir. Iimmobilize ve serbest enzimine ait optimum sicaklik degerleri Sekil

3.14°te gosterilmistir.

Serbest ve immobilize enzim i¢in optimum sicaklik degerleri 45°C olarak

bulunmustur.
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Sekil 3.14. CMC’nin farkli sicaklik degerlerinde aktiviteye etkisi

Genel olarak sicakliktaki artigla birlikte, enzim aktivitesi maksimum seviyeye ¢ikar ve
daha sonra sicaklifin protein denatiirasyonuna neden olmasiyla aktivitede diisiis
gozlenir [45, 104]. Seliilaz enziminin aktivitesi 45°C’ye kadar artig gostermis ve bu

degerden sonra aktivitesinde azalma olmustur.

Yapilan bagka ¢alismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir [45, 92, 95, 104, 105].

Vermikiilit izerine alkalin proteaz immobilizasyonunda serbest ve immobilize enzim
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i¢in optimum sicaklik degeri 60°C olarak bulunmustur [45]. Cengiz ve ark. tarafindan
yapilan bentonit ve sepiyolit {izerine katalaz enzimi immobilizasyonu ¢aligmasinda
serbest ve immobilize enzim i¢in aym optimum sicaklik degeri (35°C)
gozlemlenmistir [105]. Seliilaz enziminin stiren/maleik anhidrid kopolimer
nanopartikiilleri tizerine immobilizasyon ¢alismasinda serbest ve immobilize enzim
icin optimum sicaklik degerleri 50°C olarak belirlenmistir [95]. Lakkazin manyetik
kiiciik gozenekli karbonda immobilizasyonunda immobilize serbest enzim igin
optimum sicaklik degeri 45°C olarak [92], islevsellestirilmis aktif karbon pargaciklari
lizerine asit proteaz immobilizasyonunda da her iki enzim i¢in optimum sicaklik degeri

50°C olarak bulunmustur [104].

Calismamizda serbest ve immobilize enzim ic¢in ayni optimum sicaklik degeri
bulunmustur. Sicakligin immobilize enzimin aktivitesi iizerinde bir degisiklige neden
olmadig1 goriilmiistiir. Dolayisiyla sicaklik etkisi ile enzimin aktivitesini etkileyecek

sekilde konformasyonel degisikligin olmadigi distliniilmektedir.

3.5.3. Serbest ve immobilize enzimin Kinetik (Km-Vm) parametrelerinin

belirlenmesi

Serbest ve immobilize seliillazin reaksiyon kinetigi farkli CMC substrati
konsantrasyonlar1 kullanilarak incelenmistir. Lineweaver-Burk grafigi c¢izilerek
Michealis sabiti (Km) ve maksimum reaksiyon hizi (Vm) hesaplanmistir. Lineweaver-

Burk diyagrami Sekil 3.15’te gosterilmistir.

Immobilize edilmis enzimlerin kinetik davranisi, bircok agidan serbest enzimin kinetik
davranigindan farklilik gosterir. Bu farkliliklar, substratin enzimatik hidrolizi ile

iretilen ¢esitli mikro ortamlarla iligkilidir [106].

Calismamizda serbest enzim ile immobilize enzimin kinetik parametreleri onemli
olgiide degisiklik gdstermistir. Immobilize enzimin Km degeri serbest enzimin K
degerinden daha diisiik bulunmus olup, bu degerler sirasiyla, 0,028 mg mL™? ve 0,19

mg mL Y dir.
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Sekil 3.15. Serbest ve immobilize enzim i¢in Lineweaver-Burk diyagrami

Immobilizasyon sonrasinda enzimin Vi degerinde ise artis gézlemlenmistir. Serbest
enzimin Vimdegeri 7,42 U/mL/dk iken, immobilize enzimin Vi degeri 12,15 U/mL/dk
olarak bulunmustur. Enzimin kataliz yetenegini gosteren Kcat degeri serbest ve
immobilize enzim icin sirasiyla, 9275 dk?, 15187,5 dk*! olarak, enzimin katalitik
performansini gdsteren keat/ Km degerleri ise 4,78x10% ve 5,42x10° olarak bulunmustur.

Serbest ve immobilize enzime ait kinetik parametreleri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Serbest ve immobilize enzimin kinetik parametreleri

Kinetik parametreleri Serbest Enzim  Immobilize Enzim
Km (M) 0,194 0,028

Vi (U/mL/dK) 7.42 12,15

Kear (dk1) 9275 15187,5
Keat/Km (dk? M) 4,78x10* 5,42x10°

Genellikle, kat1 destekler iizerine immobilize edilmis enzimlerin Michealis-Menten
sabiti (Km) substrat i¢in diisiik afinite nedeniyle artar. Bununla birlikte, bu duruma
kars literatiirde bazi istisnalar kanitlanmustir. Cesitli killerle a-amilaz, proteaz, alkalin
fosfataz ve lireaz immobilizasyonunda serbest enzimlerle karsilagtirildiginda daha

diisiik Km degeri belirlenmistir [107].
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Hossesini ve ark. tarafindan yapilan manyetik poli (iyonik siv1) destegi ile seliillazin
immobilizasyonu ¢alismasindan immobilize enzimin Km degeri serbest enzimin Kn,
degerinden diisiik bulunmustur. immobilize edilmis enzimin daha diisiik Km degerine
sahip oldugundan dolayr immobilize seliilazin daha yiliksek substrat afinitesi
sergiledigini belirtmislerdir. Diisiik Km degeri sonucunun destegin iyonik yilizeyinin

CMC afinitesinde bir artisa yol agtigini rapor etmislerdir [108].

Baska bir calismada alfa amilazin manyetik c¢apraz bagli enzim agregatlar
olusturularak immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada manyetik
CLEA’nin K, degeri serbest alfa amilaz enziminin Km degerinden daha diisiik oldugu
bulunmustur. immobilize enzimin Km degerindeki bu diisiisiin substrat1 i¢in daha fazla
enzim afinitesini isaret ettigini belirterek, immobilizasyona bagli konformasyonel
degisikliklerin enzimin aktif bolgesini substrata dogru yonlendirmesine yardimeci
oldugunu ifade etmislerdir [109]. Modifiye bentonit {izerine gergeklestiren alkalen
fosfataz immobilizasyonu ¢alismasinda da benzer sekilde immobilize enzimde serbest
enziminkine gore daha diisiik Km degeri gézlemlenmistir. Km degerindeki diisiisiin,
Km’in destek materyalinin elektrostatik alanindan etkilenmesinden kaynaklandigini

rapor etmiglerdir [110].

Km degeri substrat i¢in enzim afinitesi hakkinda bilgi verir. Calismamizda serbest
enzimin K degeri 0,19 mg mL? iken, immobilizasyondan sonra Km degerinin 0,028
mg mL%’e diismesi enzim ve substrat arasindaki iliskinin arttiginin gstergesidir. Bu
sonug, seliilazin vermikiilit tizerine immobilizasyonunun azaltilmig sterik engel veya
substrat diflizyon direnci agisindan olumlu etkisi ile agiklanabilir [47]. Buna ek olarak,
enzimin immobilize edilmesinden sonra K degerindeki diisiis, aktif bolgenin sterik
olarak diizenlenmesinden veya substrat baglanmasi i¢in gerekli olan enzim esnekligi

regililasyonundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir [105].

Calismamizda immobilize enzimin Vi degeri serbest enzimin Vi degerine gore 1,6
kat artmistir. Vi degerinin yiiksek olmasi, daha iyi bir reaksiyon hizini ve katalizor
verimini gdstermektedir [111]. Immobilize enzimin substrat icin daha yiiksek afinite

gostermis olmasindan dolayr Vm’deki bu artigin olagan olabilecegi diistintilmektedir.
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Ramirez ve ark. yaptigi caligmada kitosan kapli manyetik nanopartikiiller {izerine
seliilaz immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada, immobilize edilmis
enzimin Vm degerinin serbest enzimin Vm degerinden 1,5 kat fazla oldugu ve
immobilize enzimin daha yiiksek reaksiyon hizi gosterdigi rapor edilmistir [111].
Ladole ve ark. tarafindan manyetik nanopartikiiller iizerine gerceklestirilen seliilaz
enzimi immobilizasyonunda, immobilize enzimin sonikasyondan 6nce ve sonraki Vi
degerinin serbest enziminkinden yiiksek oldugu rapor edilmistir. Immobilize seliilazin
sonikasyondan sonraki Vm artisinin, immobilizasyondan sonra enzimin aktif
bolgesinin daha kolay ulasilabilir bir forma dontisebildiginden kaynaklandigini rapor
etmislerdir [83].

Yapilan baska bir c¢alismada ksilinaz enziminin Eudragit L-100 {izerine
immobilizasyonu gerceklestirilmis ve immobilize enzimin Vm degerinin 1,2 kat arttig
gdzlemlenmis. immobilize enzimin Vm degerindeki bu artisin Eudragit L-100’iin
hidrofobik yapisindan dolayi polar iiriin olan ksilan fragmanlarinin mikro gevreden
itilmesinden kaynaklanabilecegini bildirmislerdir [112]. Seliilazin amin modifiyeli
manyetik ve silika nanopartikiiller iizerine gerceklestirilen immobilizasyon
caligmasinda da benzer sonuglar bulunmustur. Bu ¢alismada immobilize seliilazin Vi

degerinin 1,4 kat arttig1 rapor edilmistir [113].

Immobilizasyon ¢alismamizda, enzimin kataliz yetenegini gosteren kca degeri ve
katalitik performansini ifade eden kcat/Km degeri serbest enzime kiyasla 6nemli dl¢iide
artmigtir (Tablo 3.1). Enzimin immobilize edildikten sonraki kca Ve Keat/Km

degerlerinin sirasiyla, 1,6 ve 11,3 kat artti§1 gézlemlenmistir.

Saleem ve ark. tarafindan gergeklestirilen enzim immobilizasyonu c¢alismasinda
benzer sonuclar elde edilmistir. Bu c¢alismada poliakrilamid jel {izerine
endoglukanazin immobilizasyonu ger¢eklestirilerek kinetik 6zellikleri incelenmistir.
Immobilize endeoglukanazin kcar degerinin serbest endoglukanaza gore daha yiiksek
bulunmasinin, aktif bolge ¢evresindeki karboksil gruplarinin yiikii tersine gevirmesiyle
CMC’nin enzim ile afinitesini arttirmis olmasindan kaynaklandigini bildirmislerdir.
Ayrica bu durumun nedeninin substratin aktif bolgeye, substratin ge¢is durumundan
daha giiclii bir sekilde baglanabileceginden kaynaklandigini rapor etmislerdir. Bu

durumun, enzim-substrat kompleksinin baglanma enerjisinin, tranzisyon durumundan
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daha biiyiik oldugu sonucuna tekabiil ettigini bildirmislerdir. Ayni zamanda
immobilize enzimin Kcat/Km degerinin serbest enzimin keat/ Km degerine gore 1,5 kat
artmis oldugunu ve dolayisiyla immobilize enzimin katalitik etkinliginin serbest

enziminkine gore daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir [114].

Pal ve Khanum tarafindan gergeklestirilen aljinat boncuklarina ksilanaz enzimi
immobilizasyonunda serbest enzimin Kear degeri 8,06x10* dk*, immobilize enzimin
Keat degeri 9,09%10* olarak bulunmustur. Enzim immobilize edilmesiyle kcat degerinin
1,12 kat arttig1 gézlemlemis ve immobilize ksilanazin daha iyi enzimatik aktiviteye
sahip oldugu rapor etmislerdir [115]. Yaban turpu peroksidazin polianilin iizerine
immobilizasyonu ¢alismasinda serbest ve immobilize enzimin keat degerleri sirasiyla,
6,5x10% dk ve 7,37x10* dk!; Kea/Km degerleri ise 6,74x10? mmoltdk? ve 1,42x10*
mmol~dk? olarak belirlenmistir. Bu degerler dikkate alindiginda immobilize enzimin

daha yiiksek bir performans sergiledigini belirtmislerdir [116].

Lipaz enziminin polipropilen iizerine immobilize edildigi bagka bir calismada benzer
bulgular elde edilmistir. Bu ¢alismada, immobilize enzimin kcat degerinin 3 kat, Keat/ Km
degerinin ise 1,2 kat artti§1 gézlemlenmistir. Immobilizasyon isleminden sonra kcat
degerindeki bu artisin, immobilize enzimin katalitik verimini arttiracak yonde yapisal

konformasyonel degisiminden meydana gelebilecegini bildirmislerdir [117].

Literatiirdeki ¢alismalarda elde edilen bulgulara benzer olarak, ¢alismamizda Bacillus
methlylotrophicus Y37 seliilazinin immobilize edilmesinden sonra keat ve Keat/Km
degerlerinin artmasi, immobilize enzimin substrat afinitesinin ve katalitik etkinliginin

serbest enzime gore daha yiiksek oldugunun gostergesidir.

3.5.4. Serbest ve immobilize enzimin arrhenius aktivasyon enerjilerinin

belirlenmesi

Aktivasyon enerjisi (Ea), tiriin olusumunda bir enerji engeli Ve sicakliga karsi enzim
duyarliligin1 gostermektedir [118]. Serbest ve immobilize enzimin, reaksiyonun
baglamasi i¢in gerekli olan aktivasyon enerjileri (Ea) InV’ye kars1 1/T grafigi ¢izilerek
belirlenmistir. Serbest ve immobilize enzimin Arrhenius grafikleri (InV-1/T) Sekil
3.16 ve Sekil 3.17 de verilmistir. Serbest enzim i¢in aktivasyon enerjisi 9,973 kJ/mol,

immobilize enzim igin 8,729 kJ/mol olarak bulunmustur.
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Sekil 3.16. Serbest enzim i¢in Arrhenius grafigi
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Sekil 3.17. Immobilize enzim igin Arrhenius grafigi

Dong ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen organobentonit {izerine lipaz enzimi
immobilizasyonunda, serbest lipazin aktivasyon enerjisi 29,25 kJ/mol, immobilize
lipazin aktivasyon enerjisi 16,31 kJ/mol olarak belirlenmistir. Enzimin immobilize
edilmesinden sonra aktivasyon enerjisindeki bu diisiisiin, substratin ¢ozeltiden
biyokatalizor ylizeyine kiitle transferine bagli oldugunu bildirmislerdir [97]. Bagka bir
calismada proteaz enziminin poliakrilamid, aljinat, kitosan ve nitroseliilloz membran
destekleri iizerine immobilizasyonunda immobilize edilmis proteazlarin aktivasyon
enerjilerinin serbest proteazin aktivasyon enerjisinden daha diisiik oldugu
bulunmustur. immobilize edilmis proteazlarin serbest enzime kiyasla daha diisiik
aktivasyon enerjilerine sahip olmalarmin kiitle transfer sinirlamalarina

baglanabilecegini rapor etmislerdir [118].
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Arrhenius aktivasyon enerjisi, difiizyon kontrolliidiir. 1ki farkli difiizyon
sinirlamasindan bahsedilebilir: harici ve dahili siirlamalar. Harici sinirlama,
reaksiyon ¢ozeltisindeki substratin tagiyicinin yiizeyini asarak enzimin aktif bolgesine
ulagmasidir. Dahili sinirlama, gozenek igerisinde bulunan substratin yine gozenek
icerisinde bulunan enzimin aktif bolgesine ulasmasidir. Immobilize enzim s6z konusu
oldugunda dahili ve harici diflizyon bariyerleri enzimin kinetik parametreleri
degisiminde onem arz etmektedir. Serbest enzimde immobilize enzime kiyasla daha
fazla serbest alanlar-bosluklar bulunmaktadir. Immobilize enzimde ise substrat ve
triiniin smirlt miktardaki serbest alan-bolge varligindan dolayr enzim ile temasi
siirhidir. Bu ylizden, reaksiyon karisiminda daha fazla enerji saglanmasina ragmen
aktivasyon enerjisi yiikselmez [117, 119]. Immobilize enzimin aktivasyon
enerjisindeki bu azalis, kinetik parametrelerle uyumlu bir sonugtur. Immobilize
enzimin katalitik yeteneginin artmis olmasiyla aktivasyon enerjisinin de azalmis

olmasi olagan bir durumdur.

3.5.,5. Serbest ve immobilize enzimin termodinamik parametrelerinin

belirlenmesi

Termodinamik parametreler, enzimin reaktivitesini anlamak i¢in 6nemlidir [118].
Serbest ve immobilize selillaz enziminin termodinamik parametreleri (2.10-2.14)

no’lu esitlikler kullanilarak hesaplanmistir ve sonuglar Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.1. Serbest ve immobilize enzimin 50°C’deki termodinamik
parametreleri

Termodinamik ) )
) Serbest Enzim Immobilize Enzim

parametreleri
AG* (kJ/mol) 65,782 64,457
AH* (kJ/mol) 7,284 6,043
AS* (kd/mol K) -0,181 -0,181
AG"e.1 (kd/mol) 28,935 -35,456
AG*es (kJ/mol) -4,404 -9,602
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Mohapatra ve ark. tarafindan gerceklestirilen siilfat oksidazin dietilaminoetil (DEAE)-
seliiloz matrisine immobilizasyon ¢alismasinda termodinamik 6zellikler incelenmistir.
Bu ¢alismada 50°C’deki AG*, AH* ve AS* degerleri serbest enzim icin sirasiyla, 83,12
kJ/mol, 84,80 kJ/mol ve 5,20 J/K/mol; immobilize enzim i¢in sirasiyla, 81,31 kJ/mol,
82,02 kJ/mol ve 2,07 J/K/mol olarak bulunmustur. Immobilizasyon isleminden sonra
AG*, AH* ve AS* degerlerinde diisiis goriilmiistiir. Bu sonuglarin, immobilizasyonun,
enzim-substrati aktif hale getirebilmek i¢in gereken enerjiyi azaltarak stlfiir oksidazin
kalitesini iyilestirdigi anlamina geldigini ifade etmislerdir. Diger bir termodinamik
parametre olan AG*e.r, AG¥es degerleri serbest ve immobilize enzim i¢in 50°C’de
sirasiyla, -3,03 kJ/mol, 15,16 kJ/mol ve -4,84 kJ/mol, 15,12 kJ/mol olarak
belirlenmistir. Enzimin immobilize edildikten sonra AG*&.t degerinin diismesiyle gecis
halini olusturmak i¢in daha az serbest enerjiye ihtiya¢ duyuldugunu oysa serbest enzim
tarafindan daha fazla enerji gerekli oldugunu rapor etmislerdir. Serbest enzimin AG*es
degerinin daha yiiksek olmasiyla, siilfit kalintilarinin, serbest enzimin aktif alanina

daha gevsek bir sekilde tutturuldugunun gostergesi oldugunu bildirmislerdir [120].

Benzer sekilde bizim calismamizda da immobilize enzimin AG* ve AH* degerleri
serbest enziminkinden daha diisiik bulunmustur (Tablo 3.1). AG* gecis halinde iiriin
olusumunun kolayligmin gdstergesidir ve immobilize enzimin AG* degerinin serbest
enzimle kiyaslandiginda diisiik ¢ikmasi, {iriin olusumu i¢in daha az enerji gerektiginin
termodinamik olarak ifadesidir. Bu durum immobilize enzimin Kcat degerinin artmasi
ve aktivasyon enerjisinin diismesi ile de uyumlu bir sonuctur. AH* parametresinin
immobilizasyon ile azalmasi enzim-substrat kompleksi olusum veriminin arttig
anlamina gelmektedir. Bu veriler, Mohapatra ve ark. belirttigi gibi, immobilizasyonun,
enzim-substrat kompleksini aktif hale getirmek icin gereken enerjiyi azaltarak seliilaz
kalitesini iyilestirdigini gostermektedir [120]. Gegis hali baglanma serbest enerjisi
olan AG"e.t degeri ve substrat baglanma enerjisi olan AG"es degerinde enzim
immobilizasyonundan sonra azalma gdzlemlenmistir (Tablo 3.1.). AG"e.r degerinin
azalmasi, immobilize enzimin gecis halinde daha diisiik enerji ile baglanma
gerceklestigini  gosterir. Bu durumda, immobilize enzimin yiiksek katalitik
verimliliginin, immobilize edilmis enzimin daha yiikksek ge¢is durumu
stabilizasyonuna baglandigi anlamina gelir [120]. Benzer sekilde substrat baglanma

enerjisini ifade eden AG"gs degerinin azalmasiyla substrat daha diisiik enerji ile
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baglanir ve immobilize edilmis enzimin yiiksek katalitik verimliliginin ge¢is durumu
stabilizasyonundan kaynaklandigin1 gosterir. Bu durum, immobilize enzimin aktif
bolgesi konformasyonunun gecis durumunda substrati daha etkili bir sekilde

baglayacaginin gostergesi olabilir [120].

Amilaz enziminin sodyum aljinat boncuklarina immobilizasyonu c¢alismasinda
termodinamik parametreler incelenmistir. immobilize edilmis enzimin AH* degerinde
serbest enziminkine gore artis gdzlemlenirken, AS* degerinde azalma gézlemlenmistir.
Calisma 50°C, 60°C, 70°C ve 80°C’deki sicakliklarda gerceklestirilmis ve her bir
sicaklik degerinde ayn1 sonuglar rapor edilmistir. Immobilize enzimin AH* degerinde
gozlemlenen artigin, immobilize enzimin denatiirasyon i¢in daha fazla enerjiye ihtiyag
duydugundan kaynaklandigini bildirmislerdir. Bu durumun, immobilizasyon isleminin
konformasyonel degisime yol agtigini, dolayisiyla immobilize enzimin serbest
enzimden daha sert ve kararli hale gelmis oldugunu rapor etmislerdir. Bu ¢alismada,
serbest enzimin 50°C’deki AS* degeri -249,7 kJ/mol, immobilize enzimin AS* degeri
-253,7 olarak bulunmustur. Hem serbest enzim hem immobilize amilazlarin negatif
entropiye sahip olduklarimi gdzlemlemislerdir. Immobilize edilmis amilaz enziminin
serbest formuna kiyasla daha diizenli oldugunu bildirmislerdir [121]. Tavares ve ark.
tarafindan  gercgeklestirilen  karbon  nanotiipler iizerine lakkaz  enzimi
immobilizasyonunda termodinamik parametreler incelenmistir. Bu ¢alismada,
50°C°de serbest enzimin AS* degeri 210 J/mol, immobilize enzimin AS* degeri 63
J/mol olarak belirlenmistir. immobilizasyon isleminin, reaksiyonun diizensizligini
azalttigim belirterek immobilize lakkazin AS* degerinde belirgin bir azalma
gozlemlendigini ifade etmislerdir [122]. Bizim ¢alismamizda immobilizasyondan
sonra enzimin AS* degerinde bir degisiklik gézlemlenmemistir. AS* degeri diizensizlik
hakkinda bilgi verir. Immobilizasyon isleminden sonra enzimin AS* degeri
degismediginden dolayr immobilize enzimin diizensizliginin arttigini1 ya da azaldigini

s0yleyememekteyiz.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada Bacillus methlylotrophicus Y37 seliilaz enziminin vermikiilit tizerine
immobilizasyonu gerceklestirildi. Immobilize enzimin optimizasyon, karakterizasyon,

kinetik ve termodinamik ¢aligsmalar1 gerceklestirildi.

Immobilizasyon isleminin optimizasyon ¢alismalarinda en iyi verim, 0,1 g immobilize
enzim miktari, 2 saat enzim ve 1 saat %3’lik gluteraldehit varliginda %34,8 olarak

bulundu.

Serbest enzim i¢in optimum pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 5,0 ve 45 °C iken,
immobilize enzim i¢in optimum pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 7,0 ve 45 °C olarak
belirlendi. immobilize enzimin optimum pH’s1 daha yiiksek bir degere kayd: fakat

optimum sicaklik degerinde bir degisiklik gozlemlenmedi.

Immobilize seliilazin 15 kullanimda aktivitesinin %61’ini korudugu gdzlemlendi.
Bununla birlikte operasyonel stabilitesi incelendiginde 8. dongiide %46 aktivite
gdsterdigi bulundu. Immobilize enzimde tekrar kullanilabilirlik ve operasyonel

stabilite endiistriyel uygulamalar i¢in olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Serbest ve immobilize enzim i¢in Km degerleri sirasiyla, 0,19 mg mL? ve 0,028 mg
mLY; Vi degerleri sirasiyla, 7,42 U mL* ve 12,15 U mL™ olarak belirlendi. Serbest
enzim icin keat Ve Kea/ Km degeri sirastyla, 9275 dk* ve 4,78x10* dk* M, immobilize
enzim igin Kear Ve Keat/Km degeri sirasiyla, 15187,5 dk™ ve 5,42x10° dk* M olarak

bulundu. Immobilize enzimin diisiik Km degeri substratina karsi afinitesinin daha

yiiksek oldugunu gostermektedir.

Serbest enzimin termodinamik parametreleri; AG#:65,782 kJ/mol, AH#:7,284 kJ/mol,
AS*: 0,181 kJ/mol K, AG”E.T: -28,935 kJ/mol, AG*Es: -4,404 kd/mol ve immobilize
enzimin termodinamik parametreleri AG#:64,457 kJ/mol, AH#:6,043 kJ/mol, AS#:-

0,181 kJ/mol.K, AG"E-T: -35.456 ki/mol, AGEs: -9,602 kJ/mol olarak bulundu.
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Elde edilen termodinamik ve kinetik sonuglar immobilize enzimin Kkatalitik
ozelliklerinin serbest enzime kiyasla daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Bu
bulgular ile immobilize enzimde olumlu yonde konformasyonel degisiklikler oldugu
diisiiniilebilir. Immobilize seliilaz yiiksek katalitik 6zelligi, tekrar kullanilabilirligi ve
maliyeti azaltmasi agisindan endiistriyel proseslerde tercih edilebilir. Sonug olarak,
immobilize seliilazin tekrar kullanim olanag1, operasyonel stabilitesi, daha iyi katalitik
aktivite degerleri serbest seliilaza gore daha {istiin oldugunu gostermektedir. Destek
materyali olarak kullanilan vermikiilit, ucuz olmasi, kolay elde edilebilirligi, yiiksek
gozeneklilik ve iyi iyon degisimi gibi ozellikleriyle tercih edilebilir. Fakat

immobilizasyon veriminin arttirilmasi lizerine ¢aligmalar gelistirilebilir.

TUBITAK 116Z455 no’lu proje kapsaminda; diacil piperazinler ve alkil-agil
piperazinlerin antibakteriyel aktivite calismalar1 yapilmistir. Fakat bu molekiiller

yeterli derecede aktivite gostermemislerdir.
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