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OZET

IMMOBILIZE EDILMiS HALOFILIK ARKELERDE LiPAZ, PROTEAZ VE
AMILAZ AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Tuz goli, Act gol, Tuzla golii ve Samandag tuzlu kiyr batakligindan izole
edilmis halofilik arke koleksiyonuna ait A138, A235, B45, D83A ve SD23 izolatlar
yedi farkli destek materyali kullanilarak {i¢ degisik yontemle immobilize edilmistir.
Immobilize edilmis ve serbest halofilik arke hiicrelerinin 192 saat boyunca lipaz (B45
ve Al138), amilaz (B45 ve D83A) ve proteaz (A235 ve SD23) aktivitesi belirlenmistir.
En yiiksek enzim aktivitesinin gozlendigi immobilizasyon yontemi optimize edilerek,
her bir enzim aktivitesi lizerine pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonlarinin etkisi
belirlenmistir.

Bu c¢alismada, yapilan immobilizasyon denemelerinde en verimli destek
materyali, B45 ve A138 izolatlar1 i¢in kitosan, D83A ve A235 izolatlar i¢in Celite, ve
SD23 izolat1 i¢in kalsiyum aljinat olarak belirlenmistir. Yapilan tiim denemelerde
immobilize edilen hiicrelerde serbest hiicrelere gore daha yiiksek enzim aktivitesi
oldugu saptanmigtir. Buna gore, lipaz aktivitesine sahip B45 ve A138 izolatlarinda
strastyla 10 ve 9 kat, proteaz aktivitesine sahip D83 A ve B45 izolatlarinda sirasiyla 8 ve
3 kat, amilaz aktivitesine sahip A235 ve SD23 izolatlarinda ise 2 kat enzim aktivitesi
artis1 gézlenmistir. immobilize edilen arke izolatlarinin her {i¢ enzim yéniinden de, 3-4
M NaCl, pH 7.5-8 ve 40 °C kosullarinda en yiiksek aktiviteyi gosterdikleri saptanmustir.

Bu calisma ile immobilize edilen halofilik arke hiicrelerinin yiiksek tuz
konsantrasyonunda yiiksek lipaz, proteaz ve amilaz aktivitesine sahip olduklar1 ve
dolayistyla biyoteknolojik potansiyellerinin olabilecegi gosterilmistir.

2012, 96 sayfa

Anahtar kelimeler: Halofilik arke, Hiicre immobilizasyonu, Lipaz, Proteaz, Amilaz



ABSTRACT

THE DETERMINATION OF LIPASE, PROTEASE AND AMYLASE
ACTIVITIES IN IMMOBILIZED HALOPHILIC ARCHAEA

The isolates named as A138, A235, B45, D83A and SD23 were chosen from a
collection of halophilic archaea isolates which were collected from various saline
environments in Turkey (Tuz Lake, Aci Lake, Tuzla Lake and coastal saline marsh of
Samandag) based on their high lipase (B45 and A138), protease (A235 and SD23) and
amylase (B45 and D83A) activity. These isolates were immobilized with three different
methods on seven different matrices and their related enzymatic activities were
determined for 192 hours. Among the tested immobilization methods the one retaining
the highest enzymatic activities was optimized and then the effects of temperatures, pH
and salt concentrations on each of enzymatic activities were determined.

In this study, the most effective matrices for immobilization were found to be
chitosan for B45 and A138 isolates, Celite for D83A and A235 isolates, and calcium
alginate for SD23 isolate. In all attempts, the immobilized cells were shown to have
higher enzymatic activities comparing to free cells. For example, B45 and A138 were
found to have 10 and 9 times, respectively, higher lipase activity, D83A and B45 were
found to have 8 and 3 times, respectively, higher protease activity, and A235 and SD23
were found to have 2 times higher amylase activity comparing to free cells. It was found
that the immobilized halophilic archaea cells maintained at conditions with 40 °C, pH:
7.5-8 and 3-4 M NaCl have the highest amylase, lipase and protease activity.

With the current study it was shown that the immobilized halophilic archaea
cells maintained under high salt conditions had high lipase, amylase and protease
activity comparing to free cells and this result may have some biotechnological
importance for future applications.

2012, 96 pages

Key words: Halophilic archaea, Cell immobilization, Lipase, Protease, Amylase



SIMGELER VE KISALTMALAR DizINi

Dk Dakika

DNA Deoksiriboniikleik Asit
DNS Dinitrosalsalik Asit

L Litre

ml Mililitre

M Molar

mM Milimolar

RNA Ribontikleik Asit

Rpm Dakikadaki Doniis Sayis1
SG Sehgal-Gibbons Besiyeri
G Gram

ul Mikrolitre

umol Mikromol

pNPB p-nitrofenilbiitirat

pNP p-nitrofenol

TCA Trikloroasetik asit

Tris-HCL Trizma Tamponu
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1. GIRIS

Tiim yasam formlar1 arasindaki sistematik iliskiyi belirlemek amaciyla protein
sentezinin evrensel molekiiler araclari olan ribozomlarin kiiciik alt iinite RNA (rRNA)
gen dizileri karsilagtirilmis ve tiim yasamin domain adi verilen ii¢ temel soy lizerinde
evrimlestigi agiga ¢ikarilmistir: Eukarya, Bacteria ve Archaea (Woese ve Fox, 1977;
Woese ve ark., 1990). Archaea, kesfedilmesinden bu yana modern mikrobiyolojinin en

ilgi ¢geken konularindan birini olusturmustur.

Archaea domaini iiyeleri bazi genetik, biyokimyasal ve yapisal 6zellikleri
yoniinden Bacteria ve Eukarya’dan farklidir ve biiyiik bir kismi sicak su kaynaklari, tuz
golleri, volkanik habitatlar gibi ekstrem c¢evrelerde yasamaktadir. Yasamin tiglincii
domaini olan Archaea domaini, Euryarchaeota ve Crenrachaeota olmak iizere iki

filuma ayrilmistir.

Halofilik arkeler (haloarkeler) Euryarchaeota filumu altinda toplanmuistir.
Solar tuzlalar, hipertuzlu géller, Oliideniz, yer alt1 tuz yataklar1 haloarkelerin en yogun
ve dominant bulundugu hipertuzlu c¢evrelerdir (Oren, 2002). Haloarkeler aerobik ve
obligat halofilik arkelerin olusturdugu monofiletik bir gruptur, gram negatif boyanir,
ikiye boliinerek cogalir, spor veya dinlenme evreleri olusturmazlar. Kiiltlirii yapilmis
cesitli cinslerin hiicreleri ¢ubuk, kok, fincan ya da kare sekillidir. Kemoorganotrof olup
karbonhidratlar1 ya da organik asitleri kullanirlar ve optimum % 20-% 26 arasindaki tuz
konsantrasyonlarinda geligirler. Halofilik arkelerin biiyiilk bir kismu notrofilik
karakterdedir. Bazi tiirleri ise alkalifilik ozellikte olup, 8.5 ve fiizerindeki pH
derecelerinde tiremektedir (Grant ve ark., 2001).

Halofilik arkelerin identifikasyonu, fenotipik o6zellikleri ile birlikte kimyasal
(polar lipit kompozisyonu gibi) ve molekiiler verilerin (16S rRNA gen dizileri ve DNA-
DNA hibridizasyonu gibi) birlikte ele alindig1 polifazik bir yaklasimla yapilmaktadir
(Oren ve ark., 1997; Grant ve ark., 2001; Gutierrez ve ark., 2007). Diinyanin farkli tuzlu
alanlarindan halofilik arke izolasyonu ve karakterizasyonlar1 hizla devam etmekte olup,
tilkemizde de bu tiir ¢calismalar yapilmaktadir (Ozcan ve ark., 2006; Mutlu ve ark.,
2008; Yildiz ve ark. 2012).



Ekstrem halofilik arkelerin yasadig1 ortamlarin tuz konsantrasyonunun yiiksek
olmasi, hatta bazen doygunluga ulasabilmesinden dolayi, ozmotik dengeyi saglamak
icin sitoplazmalarinda yiliksek miktarda KCI biriktiririler. Dolayisiyla hiicre i¢i ve
disinda ekstrem tuzlu kosullara maruz kalan haloarkelerin proteinleri de hipertuzlu
kosullara adapte olmustur. Haloarkeal proteinler stabilitelerini saglamak ve aktivite
gostermek icin yiiksek tuz konsantrasyonuna ihtiya¢ duyarlar (en az 1-2 M NaCl veya
KCl). Diisiik tuz konsantrasyonlarinda katlanma o6zellikleri degisir ve aktivitelerini
kaybederler. Halofilik arkelerin enzimleri 0.75 aw kadar diislik su aktivitesinde dahi
stabil ve aktif kalabilmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay:1 halofilik enzimler, yiiksek
iyonik siddete sahip ya da organik solventler gibi susuz ortamlardaki reaksiyonlarin
katalizi i¢in ideal adaylar olmaktadir (Madern ve ark., 2000; Mevarech ve ark., 2000;
Marhuenda-Egea ve Bonete; 2002; Hutcheon ve ark., 2005).

Proteaz, lipaz ve amilaz, yiiksek miktarda ticari liretimleri yapilan endiistriyel
oneme sahip enzimlerdir ve baslica, gidadan deri, deterjan, kagit, tekstil ve ilaca kadar
farkli endiistriyel alanlarda kullanilmaktadirlar (Vidyasagar ve ark. 2006; Monteiro de
Souza ve Magalhaes, 2010; Kashmiri ve ark., 2006). Endiistriyel islem kosullar1 gibi
ekstrem Ozelliklere sahip ortamlarda islevsel olmalar1 nedeniyle ekstremofil 6zellikteki
arkelerin {rettigi enzimler oldukca ilgi c¢ekmektedir. Arke kaynakli enzimlerin
izolasyonu ve karakterizasyonu ile ilgili ¢ok sayida calisma (Margesin ve Schinner,
2001; Gomes ve Steiner, 2004; Ozcan ve ark., 2012) yapilmistir ve yapilmaya devam

etmektedir.

Enzimler veya hiicreler, subtrat ve iiriin molekiillerini igeren hareketli sivi
fazdan immobilazyon yontemiyle ayrilabilmektedir. Immobilize edilen hiicreler,
biyolojik donilisim sonrasinda ortamdan kolayca ayrilabilirler ve tekrar tekrar
kullanilabilirler. Immobilize hiicreler fermantasyon ortamim kirletmedikleri ve alt akim
islemini kolaylastirdiklar1 icin siirekli sistemlerde calismaya ¢ok uygundurlar. Ayrica
immobilizasyonda substrat, biyokiitle sentezi i¢in harcanmaz ve serbest hiicrelere gore
immobilize hiicreler kontaminasyona daha az duyarlidir (Rosevear, 1984; Kierstan ve

Coughlan, 1985; Goksungur ve ark., 2005).



Bu calisma ile,

Tiirkiyenin farkli bolgelerinden (Tuz Goli Sereflikoghisar-Ankara, Acigdl-
Denizli, Tuzla Goli-Kayseri ve Samandag tuzlu kiyr batakligi-Hatay)
toplanmig tuzlu toprak ve su oOrneklerinden izole edilmis olan halofilik arke
izolatlariin farkli yontemlerle immobillizasyonu,

Immobilize edilmis ve serbest halofilik arke hiicrelerinin lipaz, amilaz ve
proteaz aktivitelerinin belirlenmesi,

En yiiksek enzim aktivitesinin gozlendigi immobilizasyon yontemi saptanarak,
bu yontemin optimizasyonu,

Optimum kosullarin uygulandigi immobilizasyon sonrasi her bir enzim
aktivitesi lzerine pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonlarinin etkisinin

belirlenmesi amaglanmustir.



2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1. Arkeler

Evrimsel agacin ii¢ temel kolundan birini olusturan arkelerin 6karyotlardan
oldugu kadar bakterilerden de farkli oldugu gdsterilmistir (Garrett ve ark., 2007).
Arke’nin bu farklt durumu 1970’li yillarin sonlarinda ortaya ¢ikartilmistir. Carl Woese
ve Fox (1977), prokaryot taksonomisindeki problemleri, niikleik asit dizi belirleme
teknolojisiyle biiyiik oranda ¢oziime ulastirmistir. Bu amagla biitiin organizmalarda
ortak molekiil olan 16s rRNA molekiiler kronometre olarak se¢ilmistir. 16s rRNA
analizleri sonucunda bazi prokaryotik mikroorganizmalarin bakteri olmadig1 ve ayr bir
canli grubu oldugu gosterilmis ve daha sonra Woese bu organizmalara “arkebakteri”
adin1 vermistir. (Woes ve Fox, 1977; Woese ve ark., 1990).

Arke domaini 16srRNA dizi analizleri sonucunda Euryarchaeota ve
Crenarchaeota olarak iki temel filuma ayrilmistir. Crenarchaeota filumu,
Thermoproteales, Sulfolobales ve Desulfurococcales ordolarin1 Euryarchaeota filumu
Halobacteriales, Methanomicrobiales, Methanocellales,  Methanosarcinales,
Methanobacteriales, Thermoplasmatales, Methanococcales, Thermococcales,

Archaeoglobales, Methanopyrales ordolarini igermektedir (Leigh ve ark., 2011).

2.2. Halofilik Arkeler

Halobacteriales ordosuna ait halofilik arkeler ¢esitli yiiksek tuzlu
ekosistemlerde bulunabilmektedir. Halobacteriaceae familyasi iiyeleri, tuz golleri
(Franzmann ve ark., 1988; Oren ve ark., 1995; Ozcan ve ark., 2006), sodal1 goller
(Soliman ve Triiper, 1982: Tindall ve ark., 1984), tuzlalar (Nuttall ve Dyall-Smith,
1993: Juez ve ark., 1986: Ihara ve ark., 1997), tuzlu topraklar (Kobayashi ve ark., 1992 )
ya da tuz madenleri (Dener ve ark., 1994; Norton ve ark., 1993; Yildiz ve ark., 2012)
gibi ¢esitli yiiksek tuzlu ortamlardan izole edilmislerdir.

Halofilik arkelerin dogadaki dagilimini belirleyen en 6nemli faktorler; toplam
tuz konsantrasyonu, tuzlarin iyonik kompozisyonu ve mevcut besinlerdir. Halofilik
arkelerin ¢ogu tiirleri, 2.5-3 M’1n altindaki tuz konsantrasyonlarinda gelisememektedir.
1-2 M tuzlu su igerisinde hiicreler zarar gormekte ve tiirlerin ¢ogu lizize ugramaktadir.
Bu nedenle, yeterli miktarda tuz konsantrasyonunun bulunmasi, halofilik arkelerin

gelisebilmeleri i¢in bir 6n kosuldur. Diinya {izerinde halofilik arkeler, evoporasyonla



denizden kaynaklanan ve baskin iyon kompozisyonu Na® ve CI” olan deniz kokenli
(thalassohaline) ve oldukca farkli iyonik kompozisyona sahip deniz kdkenli olmayan
(athalassohaline) ortamlarda yasamaktadirlar. Dogal ortamlarin yam1 sira bu
organizmalar yiiksek tuz igeren tuzlanmis et, deri, sos gibi yapay ortamlardan da izole
edilmistir (Oren, 2001).

Yiiksek tuzlu ortamlarda yasayan diger halofilik bakteri ve dkaryotlarin aksine,
halofilik arkeler yasadiklar1 ortam ile sitoplazmalarindaki osmotik dengeyi saglamak
igin, genellikle sitoplazmalarinda yiiksek miktarda KCI biriktirirler (salt-in stratejisi).
“Salt-out” stratejisiyle stoplazmalarindaki tuzu disar1 atan halotolerant bakterilere gore
enerjik yonden daha avantajli olan halofilik arkeler yiiksek tuzlu ortamlarin baskin
organizmalaridir (Oren, 1999). Halofiliklerin proteinleri de “salt-in” stratejisi sonucu
hiicrede biriktirilen molar diizeydeki tuz konsantrasyonlarinda islev gorecek sekilde
adapte olmustur ve diisiik tuz ¢ozeltilerinde gogunlukla denatiire olurlar.

Halofilik arkeler genellikle yiiksek miktarda karotenoid igerdiklerinden notral
veya alkali, asir1 tuzlu ortamlarda yiiksek yogunluga ulastiklarinda, bulunduklari
ortamin kirmizi renk tonlarinda goriinmelerine neden olmaktadirlar (Arahal ve ark.,
1996; Castillo ve ark., 2007). Halofilik arkelerin biiyikk bir kismi nétral pH
derecelerinde gelismektedir ve asidofilik karakterde halofilik arkeler heniiz rapor
edilmemistir. pH 6.0 civarinda olan Oliideniz halofilik arkelerin yogun olarak
gelisebildikleri en asidik ortamdir (Oren ve Gurevich, 1993). Halofilik arkeler genellikle
aerobik heteretrof olup bazilar1 anaerobik biiylime potansiyeline sahiptir (Falb ve ark.,
2008). Karbon kaynaklarinin aerobik yikimi, glioksilat donglisii ve sitokrom zinciri
iceren elektron transport sistemi ile trikarboksilikasit dongiisii temelinde
gerceklesmektedir.  Yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip ortamlarda oksijen
¢ozlinlirliigliniin az olmasindan dolay1 halofilik arkelerin ¢ogu fumarat, trimetilamin N-
oksit (TMAO), dimetilsiilfoksit (DMSO), arjinin varliginda veya 1sik varlifinda
bakteriyorodopsin araciligiyla anaerobik olarak tireme yetenegine sahiptirler (Hartmann
ve ark., 1980; Mancinelli ve Hochstein, 1986; Oren ve Triiper, 1990; Oren ve
Litchfield, 1999). Halofilik arkeler genellikle optimum gelisme sicakliklar1 40-50 °C
olup hafif termofilik 6zellik gosterirler (Robinson ve ark., 2005).

Bazi halofilik arke tiirleri bakteriyorodopsin aracilifiyla 1s1ik varliginda ATP

sentezleyebilmektedir. Bakteriyorodopsin retinal igeren ve hiicre disina protonlari



birakan bir proton pompasidir. Halobacterium salinarum da bakteriyorodopsin
haricinde li¢ protein daha kesfedilmistir; kloriir pompasi olarak ¢alisan halorodopsin,
fototaksiste gorev alan alici rodopsin I ve II. Halobacteriaceae familyasi tiirlerinin
biiyiikk kisminda bu retinal proteinler bulunmamaktadir. Halobacterium salinarium’un
yan1 sira Haloquadratum walsbyi’ninde iki adet bakteriyorodopsin ve bir adet
halorodopsin igerdigi saptanmistir (Bolhouis ve ark., 2006; Oren, 2009).

Halobacteriaceae familyasinin ilk iiyesinin yaklasik yiiz yil kadar once
kesfinden bu yana (Nisan 2012), familya {iyesi olan 38 cins ve yiizlin iizerinde tiir
tanimlanmistir (www.bacterio.cict.fr). Bugiine kadar oniki tiirlin tim genom dizisi
cikartilmig ve diger tiirlerin dizi ¢alismalari devam etmektedir (Pfeiffer ve ark., 2008;
Soppa ve ark., 2008). Genelde bu grubun taksonomisi, numerik taksonomi,
kemotaksonomi, molekiiler filogeni, multilokus dizi analizi (MLSA) ve genomik
karsilastirma metotlarina dayali olarak yapilmaktadir (Oren, 2012).

Ekstrem tuz konsantrasyonu ckolojik nisinde yasamak iizere adapte olmus
halofilik arkeler cesitli biyoteknolojik uygulama potansiyellerin sahiptir. Bu alanlar;
bakteriorodopsinin holografi, optik bellekler, iic boyutlu 151k modulatorleri ve optik
programlama gibi teknik uygulama alanlarinda, uyumlu ¢6ziiniir maddelerinin
biyomolekiilleri ile hiicrelerin stabilizasyonunda ve tuz antagonistleri ya da stres-
koruyucu ajan olarak, ekzopolisakkarit ve biyosurfektan gibi biyopolimerlerinin
mikrobiyal kaynakli petrol eldesinde, fermente gida ve gida katkilarinin iiretilmesinde,
cesitli organik kirleticilerin yikimi ve doniisiimii ¢alismalarinda, alternatif enerji tiretimi
alanlarinda, yiiksek tuz konsantrasyonunda aktif ve stabil kalan endiistriyel 6neme sahip
hidrolazlar ve yeni izomerazlarin elde edilmesidir ( Litchfield, 2011; Oren, 2010;
Margesin ve Schiner, 2001; Schiraldi ve ark., 2002).

2.3. Halofilik Enzimler

Halofilik enzimler, halofilik organizmalarin enzimleri olup aktiviteleri,
stabiliteleri veya solubiliteleri i¢in tuza ihtiya¢ duyarlar. 2.5 M ve lizerindeki tuz
konsantrasyonlarinda optimum iireyen halofilik arkelerin enzimlerinin aktif ya da stabil
kalmasi i¢in yiiksek miktarda tuz gereklidir.

Halofilik arkeler osmoregiilasyon i¢in intraseliiler olarak K" biriktirdikleri i¢in

intraseliiler enzimleri yiiksek K konsantrasyonuna, ekstraseliiler enzimleri ise yiiksek
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Na" konsantrasyonuna adapte olmustur. Dolayisiyla intraseliiler enzimler 4 M KCI’de,
ekstraseliiler enzimler 5 M < NaCl’de aktif ve stabil kalmaktadir (Dason ve Hough,
1998). Halofilik arkeler protein yapisinda, diger canlilara gore %20 daha fazla negatif
yiiklii amino asit icermektedir. Ayrica ortamin “salt-out” etkisini engellemek amaciyla
halofilik proteinlerde polar olmayan amino asit miktar1 azaltilmistir. Ornegin
Halobacterium sp. NRC-1’in biyoinformatik ¢alismalar1 sonucunda glutamik asit, ve bir
dereceye kadar, aspartik asit sayisindaki artisin halofilik mikroorganizmalarin
proteinlerinin genel bir 6zelligi oldugu anlasilmistir (Paul ve ark. 2008). Glutamik asitin
diger tim amino asitlerden daha fazla su baglama kapasitesine sahiptir ve genellikle
halofilik proteinlerin yiizeyinde ¢ok sayida bulundugu bildirilmistir (Britton ve ark.,
2006). Dolayisiyla halofilik arkelerin enzimleri 1 M’in altindaki NaCl ve KCI
konsantrasyonlarinda hizla denatiire ve disosiye olurlar, hatta bazen bu denatiirasyon
geriye doniisiimsiiz olabilmektedir (Marhuenda-Egea ve Bonete, 2002).

Yiiksek tuz konsantrasyonlart genellikle halofilik proteinlerde konformasyon ve
islevselligi artirir (Rao ve ark., 2009). Tuz konsantrasyonlari, anlamli bigcimde katlama,
konformasyon, alt birim yapis1 ve tuzcul proteinlerin kinetigini etkileyebilir. Tuzun geri
cekilmesi, genellikle protein yapisinin kademeli kaybiyla ve halofilik proteinlerin
katlanmamasiyla sonuglanir.

Su molekiillerinin, protein molekiilleri i¢ine ve ylizeyine baglanarak
proteinlerin biyolojik fonksiyonlarinda kritik bir rol oynadigi bilinmektedir. Su,
proteinlerin yiizeyindeki hidrofobik gruplar ¢evresinde diizenli kafes yapilar1 olusturma
egilimindedir. Tuz iyonlari, molekiiller arasi hidrojen baglarinin sayisin1 azaltarak,
suyun kafes yapisini bozmaktadir. Yiiksek tuz konsantrasyonu; ¢Oziintirliigi,
baglanmay1 ve stabiliteyi etkiler. Ayrica proteinler ve protein alt birimleri arasindaki
etkilesimler de tuzlardan tarafindan etkilenir uzaklastirilir (Paul ve ark., 2008).

Yiiksek tuz su aktivitesini azalttigi i¢in halofilik arkelerin ekstrem tuz
kosullarina adapte olmus enzimler, sulu/organik ve susuz/organik ortamlarda
biyokatalizor olarak kullanim potansiyelleri yiiksektir. Ayrica endiistiriyel organik
sentezlerdeki yiiksek ozgiilliikleri, stero 6zgiilliikleri ve etkinliklerinden dolay1 6nemleri
bir kat daha artmaktadir (Hough ve Danson, 1997; Sellek ve Chaudhuri, 1999; Gomes
ve Steiner, 2004).



Halofilik arkeler, ekstrem halofilik karakterdeki enzimlerin baslica kaynagidir.
Halofilik arkelerden amilaz, ksilanaz, proteaz ve lipaz gibi halofilik enzimlerin iiretimi,
izolasyonu ve karakterizasyonu ile ilgili sinirli sayida ¢alisma mevcuttur (Waino ve
Ingvorsen, 2003; Gomes ve Steiner, 2004; Vidyasagar ve ark., 2006; Perez-Pomares ve
ark., 2009; Ozcan ve ark., 2009)

Uretim ya da iiretimle ilgili endiistiriyel proseslerde tuza toleransli enzim
ihtiyaci sinirh oldugu i¢in genellikle ¢ok az sayida haloarkeal enzim uygulama amaci
benimsenerek c¢alisilmistir. Haloarke kaynakli ticari enzimlerle ilgili ¢alismalardan
ornek biri, Halococcus tiiriinden 6zel spesifiteye sahip yeni bir restiriksiyon enziminin
tiretimi ile ilgili olarak patent basvurusunun yapilmis olmasidir. Yine bagka bir
calismada haloalkafilik bir arke olan Natronomonas pharaonis’ten izole edilen bir
kimotripsinojen - benzeri proteazin diger halofilik arke enzimlerinde goriilen diisiik tuz
konsantrasyonlarinda aktivitesini kaybetmedigi belirtilmistir.Bu proteaz 3 mM gibi ¢ok
diisiik tuz konsantrasyonlarinda dahi aktivitesini korudugu i¢in deterjan katkist olarak

kullanilabilme 6zelligine sahiptir (Eichler, 2001).

2.3.1. Proteazlar

Halofilik arkelerden c¢ogu proteolitik aktiviteye sahiptir. Bazi halofilik
arkelerin  ekstraseliiler proteazi izole edilerek karekterizasyonu yapilmistir.
Haloarkelerde ekstraseliiler proteazi ilk defa Norberg ve Hofsten tarafindan 1969°da
tanimlanmistir (Norberg ve Hofsten, 1969). 14 yil sonar Izotova ve arkadaslar1 (1983),
Halobacterium Salinarum’dan 41 kDa molekiil agirliginda, azokazeine yiiksek spesifite
gosteren proteazi karakterize edmistir. Bu enzim diger halofilik arkelerin proteazindan
farkli olarak sadece %5 dimetilformamid’de inhibe olmaktadir. Studdert ve arkadaslari
(1997), Natronococcus occultus’un ekstraseliiler proteolitik aktivitesini incelemis ve
maksimum aktivitenin 60°C’de 1-2 M NaCl ya da KCIl’de, gozlendigini belirtmistir
(Studdert ve ark., 1997). Seitz ve arkadaglar1 (1997), halofilik arke olan Natronococcus
occultus sugunun duragan fazinda intraseliiler proteolitik aktivitesini biiylime ortamina
karbon ve azot kaynagi eklemeden incelemisler ve organizmanin 60 °C’de 2 M tuz
derisiminde kazein ve jelatini pargaladigini belirtmistir. Ayrica c¢alisma sonucunda
intraseliiler proteolitik aktivite ile ekstraseliiler proteolitik aktivitenin benzer oldugu

sonucuna varilmis ve intraseliiler proteazin 1sil islemlere ve iyonik kuvvete daha



direncli oldugunu gozlemislerdir (Seitz ve ark., 1997). Thai balik sosundan izole edilen
Halobacterium sp. PB407 susu protezinin pH 8’de, 40°C ve 2-3 M NaCl’de optimum
aktivite gosterdigi belirtilmistir ( Kanlayakrit ve ark., 2004).

Halobacterium sp. SP1 susunun ekstraseliiler proteaz aktivitesi iizerine ortam
bilesenlerinin etkisinin incelendigi ¢calismada FeCls ve soya ununun Halobacterium sp.
SP1 susunda ekstraseliller proteaz aktivitesini arttirdigit ve maksimum enzim
aktivitesinin 0,811 U ml™oldugu bildirilmistir (Akolkar ve ark., 2008). Haloferax
lucentensis’in ekstraseliiler proteazinin 57.8 kDa agirliginda tek zincirli bir polipeptitten
olustugu ve en yiliksek aktiviteyi 60°C’de 4.3 M NaCl’de ve pH 8’de gosterdigi
saptanmigtir. Haloferax lucentensis’in proteazi incelendiginde proteolitik etkinligi,
ethanol, biitanol, aseton, DMSO ve ksilen gibi suyla karigmayan ¢oziiciiler haricinde
aktivitenin degismedigi belirtilmistir (Manikandan ve ark., 2009). Akolkar ve Desai
(2010) yilinda Halobacterium sp. SP1 susunda NaCl yoklugunda, farkli
konsantrasyonlarda KCIl, gliserol, mannitol, trehaloz, siikroz, betain, prolin ve Na-
glutamat’in proteaz aktivitesi ilizerine etkilerini incelemisler ve maksimum enzim
aktivitesini % 30’luk Na-glutamat varliginda gozlemislerdir (Akolkar ve Desai, 2010).
Buna benzer diger bir ¢alisma da ayni1 ozmolitlerin ayni enzim iizerindeki katalitik ve
termodinamik etkileri incelenmis ve %30 Na-glutamat varliginda enzimin 80°C’de
termal stabilitesini korudugu belirtilmistir. Enzimin Na-glutamat varliginda termal
stabilitesini korumasiin, NaCl’lin sinirladigi endiistiriyel ve biyoteknolojik alanlarda
kullanilabilme potansiyeli olabilecegi bildirilmistir ( Aparha ve ark., 2010).

Notrofilik haloarkelerin yan1 sira Halogeometricum borinquense TSS101
susunda termostabil, haloalkafilik bir serin proteaz izole edilerek saflastirilmistir.
Enzimin en yiiksek aktivtesi pH 10, 60 °C ve %20 NaCl’de gozlendigi bildirilmistir
(Vidyasagar ve ark., 2006). Natrialba magadii’den izole edilen 45 kDa molekiil
agirhigindaki ekstraseliiler proteazin pH 6-12 arasinda stabil kaldig1 bildirilmistir. Enzim
aktivitesi i¢in 1.5 M NaCl gerektigi ve kimotripsin tipi enzimin 60 "C’de aktivitesini
korudugu belirlenmistir (Gimenez ve ark., 2000).

Diinya capinda ticari Olgekte {lretilen proteazin miktari, biyoteknolojide
uygulanabilirligi acisindan diger enzimlerden daha fazladir. Proteazlar, toplam
endiistriyel enzim ticaretinin yaklasik % 60’11 olusturmaktadir. Proteazlar camasir

deterjanlari, deri, et, siit, ilag, bira, fotograf ile organik sentezlerde ve atiklarin
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muamelesinde kullanilmaktadir. Proteazlar arasinda bakteriyel proteazlarin hayvansal
ve fungal proteazlar ile karsilastirildigi zaman daha etkin oldugu goriilmektedir
(Banerjee ve ark., 1999).

Nonhalofilik  proteazlarla kiyaslandiginda  halobakteriyel proteazlarin
biyokimyada, enzimoloji, biyoteknolojik ve endiistiriyel acidan yeteri kadar ele

alinmadigi goriilmektedir.

2.3.2. Amilazlar

Amilaz gibi nisasta parcalayan enzimler her ii¢ domeinde (Eukarya, Bacteria
ve Archaea) yaygin bir sekilde bulunmaktadir ve bu enzimler karbonhidrat
metabolizmasinda anahtar role sahiptir. Ancak arkeal amilazla ilgili ¢alismalar ¢ok
sinirh diizeydedir.

Nisasta hidrolizine katilan genis bir enzim genis bir enzim ¢esitliligi vardir ve
bunlarin biiyiik bir kismi enddistiriyel proseslerde kullanilmaktadir (Kadziola ve ark.,
1998). Ozellikle amilazlar gida ve nisasta isleme sanayiinde kullanilan biyoteknolojik
yonden degerli enzimlerdir (Vihinen ve Mentsala, 1989). ilk ticari olarak kullanilan
enzim o-amilazdir. Giliniimiizde bakteri ve kiiflerden elde edilen amilazlar endiistiriyel
enzim pazarinda %25°’lik bir paya sahiptir (Aira ve ark., 1983; Rao ve ark., 1998).

Halofilik arkelerle ilgili ilk amilaz calismast 1969’da yayinlanmistir. Bu
caligmada Halobacterium sp. amilazinin aktivite igin yiiksek miktarda NaCl’e
gereksinimi oldugu ve % 25 NaCl’de, 55 °C’de stabil kaldig: belirtilmistir (Litchfield,
2011). Takip eden yilda Halobacterium halobium olarak adlandirilan susun amilazinin
diisiik NaCl konsantrasyonunda ( % 0.05) aktivite gosterdigi belirtilmistir ( Good ve
Hertman, 1970).

Ik detayli halofilik arke amilazi Natronococcus amylolyticus Ah-36’da
yapilmistir. Enzim izole edilerek saflastirilmis ve karekterize edilmistir. Ekstraseliiler
amilaz, nisastadan maltotrioz {initelerini kopartmakta ve molekil agirligi 74 kDa olup
maksimum aktivitesini pH 8.7, 55 °C ve 2.5 M NaCl’de gostermektedir. Enzim, 2.5 M
NaCl’de pH 6-8 arasinda ve 50 °C’ye kadar stabil kalmaktadir (Kobayashi ve ark.,
1992). Calismanin devaminda organizmanin o-amilaz geni Haloferax volcanii’de
klonlanarak ekspresyonu saglanmis ve dizisi ¢ikartilmistir. Enzimin 43 amino asitlik bir

sinyal peptit icerdigi saptanmistir (Kobayashi ve ark., 1994).
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Amonyum asetat iceren minimal ortamda gelistirilmis Haloferax
mediterranei’nin, otama nisasta eklendikten sonra amilaz aktivitesi gosterdigi
belirtilmistir (Pomeres ve ark., 2003). izole edilerek saflastirilan enzim 8 kDa
agirh@inda monomeric bir yapiya sahiptir. Haloferax mediterranei’nin amilazi stabilite
ve aktivitesi i¢in 2-4 M NaCl’ye ihtiya¢ duymakta ve maksimum aktivitesini 3 M NacCl,
pH 7-8 ve 50 — 60 °C arasinda gostermektedir. Ayrica enzim 80 °C’de maksimum
aktivitesinin % 65’ini korumakta ve EDTA bir metalloenzim olan amilazin aktivitesini
inhibe etmektedir (Pomares ve ark., 2003). Ayni ekibin ger¢eklestirdigi ¢alismanin
devaminda Haloferax mediterranei’de {i¢ farkli intraseliiler amilaz enzimi saflastirilmis
ve karakterize edilmistir. Intraseliiler enzimlerden birinin eyn1 zamanda ekstraseliiler
oldugu ve 1-3 M NaCl’de optimum aktivite gosterdigi belirlenmistir (Pomares ve ark.,
2009). Haloarcula hispanica’dan izole edilerek saflastirilan a-amilaz enziminin
optimum pH’s1 6.5 sicakligi 50 °C ve NaCl konsantrasyonu 4-5 M’dir. Enzim % 30’un
altindaki NaCl konsantrasyonlarinda aktivitesini kaybetmektedir. Yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda diger enzimlerin denatiire oldugu 6 M iire varliginda aktivite
gostermektedir. NaCl yoklugunda iire denatiirasyona sebep olmakta bu durum enzimin
tuza bagimli oldugunu acik bir sekilde ortaya koymaktadir. Haloarcula hispanica
amilaz1 twin-arginine translokaz yoluyla tasmimini saglayan bir sinyal peptit
igcermektedir (Hutcheon ve ark., 2005).

Halofilik arkeler diisiik su aktivitesine sahip ortamlarda yasadiklari igin
enzimlerinin organic hidrofobik solventlerde islevsel olabilecegi beklenen bir
durumdur. Haloarcula sp. S-1 susundan izole edilerek saflagtirilan 70 kDa agirligindaki
ekstraseliiler a-amilaz enzimi benzen, toluen kloroform gibi solventlerde aktif ve stabil
kalabilmektedir. Enzim maksimum aktivitesini 50 ‘C’de, 4-3 M NaCl ve pH 7’de
gostermektedir. Diisiik iyonik siddet varlifinda aktivite gostermemesine ragmen diisiik
tuz konsantrasyonunda kloroform varliginda aktivite gostermistir (Fukushima ve ark.,
2005).

Ekstaseliiler  halofilik enzimler organik solvent toleransina  sahip
olabilmektedir. Bu nedenle halofilik enzimler hidrofobik organik solvent ve yiiksek tuz

iceren endiistiriyel proseslerde kullanilabilme potansiyeline de sahip olabilmektedir.
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2.3.3. Lipazlar

Karboksil ester hidrolazlardan esterazlar ve lipazlar biyoteknolojik uygulama
alanina sahip enzimlerdir. Lipazlar uzun zincirli yag asitli trigliseritleri substrat olarak
kullanirken esterazlar, suda ¢oziinen ve daha kisa yag asitli trigliseeritleri kullanir.
Karboksil ester hidrolazlar, gidalarin fonksiyonel 0Ozellikleri ya da tatlarinin
gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Jaeger ve Eggert, 2002). Ayrica
organik solvent varliginda esterifikasyon, polimerizasyon gibi reaksiyonlar1 da
katalizleyebilmektedir (Shama ve ark., 2001).

Termofilik ve psikrofilik ekstremofillerden yeni lipaz ve esteraz izole
edilmesine ragmen, proteaz ve amilazda oldugu gibi halofilik arke kaynakli lipaz ile
ilgili olarak da ¢ok fazla calisma yapilmamistir. Eilat’daki bir tuzladan izole edilen
halofilik arkelerin % 5-15’inde zeytinyagi yikimina bagli gergek lipaz aktivitesine
rastlanmistir (Lifhfield, 2011).

Miiller-Santos ve arkadaslart (2009), Haloarcula marismortui esteraz genini
E.coli’de klonlamis ve recombinant proteini biyokimyasal olarak karakterize
etmislerdir. Enzim 3 M KCI’de maksimum aktivitesini gostermekte ve tuz yoklugunda
aktivitesini kaybetmektedir. Protein substrat olarak kisa zincirli yag asitleri ve
monogliseridleri kullanmaktadir. Inhibitérlerinden yola ¢ikilarak yapilan ¢alismada,
hormon duyarl lipaz ailesi tiyeleri gibi bir serin karboksilesteraz oldugu belirlenmistir.
Proteinin 3D modelinde halofilik proteinlere ait bir 6zellik olan asidik amino asit
miktarinin daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bhatnagar ve arkadaslar1 (2005), Cezayir
kiiltiir kolleksiyonunda bulunan halofilik arkelerde esteraz ve lipaz enzim aktivite
taramast sonucunda 35 izolatin aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu izolatlardan
alkafilik karakterli Natronococcus sp.’nin 3 M NaCl ve 40 °C de lipaz ve esteraz
aktivitesini gosterdigi belirlenmistir. Caligmanin devaminda lipaz enzimi kismen
saflagtirillmis ve enzimin zeytinyag: hidrolizinden dolay1 gergek lipaz aktivitesine sahip
oldugu belirtilmistir. Ayrica enzimin termostabil oldugu ve 4 M NaCl’de optimum
aktivite gosterdigi bildirilmistir (Boutaiba ve ark., 2006).

Tiirkiyeden izole edilen farkli halofilik suslarin lipolitik aktivitesi Ozcan ve
arkadaglar1 (2009) tarafindan belirlenmistir. Lipaz aktivitesine sahip izolatlar lipolitik
aktivitelerini pH 8-9, 3-4 M NaCl ve 60-65 °C’de gostermistir.  Haloarcula

marismortu’nin hem intraseliiler hem de ekstraseliiler lipaz ve esteraz aktivitesine sahip
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oldugu, iliremenin 60. saatinde enzim aktivitesinin maksimum diizeyde oldugu
belirtilmistir. Calismada 0.5 ve 5 M NaCl’de aktivite gosteren iki farkli enzim
saptanmistir (Camacho ve ark., 2009). Halobacterium sp. NRC-1 susunun 3.5-5 M
NaCl ve 30-46 °C’de inkiibe edildiginde 40. saatte maksimum diizeyde lipaz irettigi
belirlenmistir (Camacho ve ark., 2010).

2.4. Hiicre immobilizasyonu

Mikroorganizma veya enzimlerin, Ozelliklerini gelistirme ve endistride
kullanilabilme olanaklarin1 artirmak amaciyla inorganik ya da organik tasiyicilarda
cesitli yontemlerle hapsedilmesi ve baglanmasi islemine tutuklama (immobilizasyon)
denir (Cetin, 1983). Enzimlerin farkli yontemlerle immobilize edilmeleri ve tekrar
kullanilmalariyla ilgili cok sayida ¢alisma yapilmistir. Immobilize edilen bazi enzimler
endistriyel islemlerde kullanilmaktadirlar. Ancak daha kararli ve ucuz olmalarindan
dolay1 enzim ayirma ve saflastirma islemlerine gerek kalmadigi i¢in cogu kez
immobilize hiicreler immobilize enzimlere tercih edilmektedir (Goksungur ve Giiveng,
2002).

Immobilize hiicreler kullanilarak gergeklestirilen islemler yiiksek hiicre
yogunlugundan dolay1r daha verimli olabilmektedir. Immobilize enzimlere gore
immobilize hiicre kullaniminin baglica avantajlar1 sunlardir; Cok asamali bir enzim
reaksiyonuna uygulanmasi miimkiindiir, Immobilizasyonda enzim aktivite verimliligi
yiiksektir, Islevsel kararlilik genellikle yiiksektir, Enzim ekstraksiyonu ve/veya
saflagtirmas1 gerekli degildir, Yiiksek hiicre yogunlugu saglanabilir, Hiicre yogunlugu
ve enzim aktivitesi uzun siireli islev saglayabilir, Uriinler, immobilize hiicrelerden
kolaylikla yeniden elde edilebilir, Immobilize hiicrelerin, mikrobiyal kontaminasyona
daha az duyarli oldugu goriiliir. Bu avantajlarin yanm1 sira immobilize hiicrelerin bazi
dezavantajlar1 da mevcuttur. Bunlar; tutuklama sirasinda zamanla hiicrelerin katalitik
aktiviteleri azalabilir, tutuklanmis tanecik igerisinde mikroorganizmanin biiylimesi
aktiviteyi disiirlir, yasayan hiicrelerin iiremesi ve gaz c¢ikisi bazi tutuklanmis matriks
sistemlerinde mekanik pargalanma gibi &nemli problemler dogurur, tutuklanmis
yasayan mikroorganizmalarda farklt metabolik sistemler sebebiyle, istenen metabolik

reaksiyonlarin yaninda istenmeyenler de olusabilir (Gonen, 2006).
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2.4.1. Hiicre Immobilizasyon Yoéntemleri

Hiicreleri immobilize etmek i¢in ¢ok sayida immobilizasyon metodu ve
materyali mevcuttur. Yapilan detayli caligmalar sonucunda yontem ya da destek
materyalinin herhangi bir immobilizasyon g¢alismasinda belirli bir standarti olmadigi
belirlenmistir  (Swalsgood, 1985). Biyoteknolojik islemlerde, amaca yonelik
immobilizasyon yontemi ve destek maddesinin belirlenmesi gerekmektedir.

Cogu hiicre bir bicimde dogal olarak immobilize edilmistir, bodylece
immobilizasyon, hiicreler i¢in fiziksel bir destek saglar. Hiicre immobilizasyonunda ilk
asama destek maddesine karar vermektir, sonra temel immobilizasyon metodu
uygulama i¢in goz Oniinde bulundurulmalidir. Hiicre immobilizasyonunda kullanilacak
destek maddesinde bulunmasi gereken toplam yedi temel 6zellik dikkate alinmalidir.
Bunlar:

1. Fiziksel ozellik: Dayanaklilik, parcaciklarin sikistirilabilir olmasi, gdzenek
derecesi, yilizey alani, gecirgenlik ve gozenek hacmi g6z Oniinde
bulundurulmalidir.

2. Kimyasal ozellik: Hiicre modifikasyonu i¢in uygun fonksiyonel grup
icermesi ve destegin yenilenebilir olmas1 gereklidir.

3. Dayaniklilik: Destegin depolama durumu ve stabilitesini korumasi,
hiicrelerin canliliginin devam ettirilebilmesi gereklidir.

4. Diren¢: Fungal ve bakteriyel saldirilara karsi, kimyasal bozulma, pH,
sicaklik, organik solventler, proteazlar ve hiicre savunma proteinlerine kars1
direngli olmalidir.

5. @Givenlik: Biyolojik yonden calisanlar i¢in saglikli ve giivenilir olmasi
gereklidir.

6. Ekonomik 6zellik: Kullanilabilir ve diigiik maliyetli olmasi, biiyiitiilebilir
Olcekli olmasi ve serbest hiicre iirlinlerine karsi sifir kirlenmenin olmasi
gereklidir.

7. Reaksiyon oOzelligi: Hiicre yiikleme ve katalitik verimlilik, reaksiyon
kinetigi ve yan reaksiyon oOzellikleri, ylizey ve iirlinlerin kiitle transferi

dikkate alinmalidir (Bickerstaff, 1997).
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2.4.1.1. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon hiicre immobilizasyonunun en basit metodudur. Adsorpsiyon
yonteminde hiicre ile destek materyali arasinda tersine cevrilebilir yiizey etkilesimleri
kullanilir (Woodward, 1985). Yiizey etkilesimleri, van der-Walls giigleri gibi
elektrostatik- iyonik etkilesimler ve hidrojen baglariyla saglanir. Bunun yani sira
hidrofobik etkilesimler de ger¢eklesebilmektedir. Bu zayif giicler ¢ok sayida kuruldugu
icin etkin bir baglanma gerceklesmektedir. Ornegin maya hiicreleri yiizeylerinde yiiksek
miktarda negatif gii¢ igerdiklerinden, pozitif yiikli bir destek materyali ile maya
hiicreleri basarili bir sekilde immobilize edilebilir. Destek, hiicre ylizeyindeki mevcut
kimyasal gruplar ile etkilesime girdigi icin, ayrica bir kimyasal aktivasyon ve
modifikasyona gerek kalmaz. Dolayisiyla bu metotta hiicreler ¢ok az zarar gérmektedir.

Adsorpsiyon yonteminin ilk asamasinda uygun pH ve iyonik giicler varliginda
destek materyali ve hiicre karsilastirilarak inkiibe edilir. Daha sonra ise baglanmayan
hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in yitkama iglemi gergeklestirilir.

Adsorpsiyon yontemiyle hiicre immobilizasyonun avantajlart;

e Hiicrelere hasar vermez

e Basit, hizli ve ucuz bir immobilizasyon seklidir

e Hiicre ya da destek mataryalinde kimyasal degisiklige neden olmaz

e Temiz hiicre yenilenmesine izin vererek tersine ¢evirebilir.
Adsorpsiyon yontemiyle hiicre immobilizasyonun dezavantajlari ise;

e Destekten ayrilan hiicre iirlinli kontamine edebilir

e Nonspesifik baglanmadir

e Destek asirt yiiklenebilir

e Destek tarafindan sterik olarak engellenebilir.

Adsorpsiyon yonteminin en Onemli dezavantaji hiicrelerin destekten
ayrilmasidir. Hiicrelerin destek materyaline baglanmamasi durumunda, iyonik siddet
orant pH ve sicaklik gibi cevresel parametreler degistirilerek baslanma miktart
arttirilabilir. Bazen kararli bir sekilde adsorbe olmus hiicreler substrat kaynaklh
kontaminantlarin destege baglanmasindan dolay1 reaksiyon esnasinda destekten kolayca
ayrilabilirler. Kontrollii bir sekilde adsorpsiyon metodu uygulanmadigi zaman destegin

asir1 yiiklenmesi diigiik katalitik aktiviteye neden olabilir.
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Sekil 2.1. Adsorpsiyon yontemi

Celite

Celite olarak bilinen diatomeler yillardir kimya endiistrisinde katalitik tagiyici
olarak kullanilmaktadir. Bugiin biyolojik tasiyici olarak da kullanilan Celite, enzim ve
mikrobiyal hiicre immobilizasyonu i¢in uygun bir tasiyici olarak kullanilmaktadir.
Celite, diatomlarin fosil tortularindan iiretilen ucuz ve dogal bir iiriinii olup diinyada bol
miktarda bulunmaktadir. ilag ve gida sanayiinde ve boya iiretiminde kivam arttirici
olarak kullanilir. Celit kimyasal olarak %90 SiO,’dan ve az miktarda diger inorganik
oksitlerden Al,O3 (%3), Fe;SO4 (%1.7) ve CaO (%0.5) den olusmaktadir. Celitin bu
kimyasal kompozisyonu, mikroorganizmalar icin toksik degildir, ayrica kiiltiir
ortaminda ¢6ziinmedigi i¢in biyolojik ataklardan hi¢ etkilenmemektedir. Ayrica
birbiriyle baglantili ¢ok 06zel bir por yapisina sahip oldugu igin adsorpsiyonla

immobilizasyonda kullanigh bir destek maddesi olmaktadir.

Kitosan

Kitosan; yengec, karides, 1stakoz gibi eklembacaklilarin kabuklarindan, bazi
bakteri ve mantarlarin hiicre duvarlarindan ve dogada seliilozdan sonra en yaygin olarak
bulunan kitinden elde edilen bir polimerdir. Herhangi bir toksitesinin bulunmamasi,
alerji ve iritasyon yapict olmamasi nedeniyle, ilag, yiyecek, biyoteknoloji, tarim ve
kozmetik gibi sektorlerde genis kullanim alania sahiptir (Aranaz ve ark., 2009),
Kitosan, kitinin alkali ortamda deasetilasyonu sonucu elde edilen (1-4) bagh D-
glukozamin tinitelerinden olusan lineer bir polisakkarittir. Kitosan farkli viskozite,
molekiil agirhigi (50000-2000000 kDa) ve deasetilasyon derecelerine (% 40-98) sahiptir.
Kitosanin molekiil agirligi ve deasetilasyon derecesi; kitinin kaynagina, izolasyon
yontemine, sodyum hidroksit ile islem gorme siiresine, konsantrasyonuna ve islem

sirasindaki sicakliga baghidir (Guo ve ark., 2002). Kitosan, nétral ve alkali pH’da
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¢coziinmez; fakat glutamik asit, hidroklorik asit, laktik asit ve asetik asit gibi
inorganik ve organik asitlerle suda ¢oziinebilen formlara doniismektedir. Asidik
ortamda ise, ¢Ozlinmeyi takiben polimerin amino gruplar1 protonlanir ve bdylece
molekiil pozitif yiiklenir. Her glukozamin iinitesinde bir ylik oldugundan kitosan yiiksek
yiikk dansitesine sahip olup, negatif ylizeylerle giiglii bir sekilde etkilesir ve bir ¢ok
metal iyonu ile kompleks olusturur (Singla ve Chawla, 2001).

Kitosan bu 06zel kimyasal yapisindan kaynakli  adsorpsiyonla

immobilizasyonda kullanigh bir destek maddesi olmaktadir.

2.4.1.2. Kovalent Baglama

Kovalent baglama yontemi ile immobilizasyon, hiicre ile destek maddesi
arasinda kovalent baglarin olusumu ile gergeklestirilir. Kovalent baglama yontemi
genellikle enzim immobilizasyonunda kullanilmaktadir. Kovalent baglar destek
maddesinin yiizeyinde bulunan fonkiyonel gruplarla, hiicre yilizeyinde bulunan amino
asitlere ait fonksiyonel guruplar arasinda olusmaktadir. Hiicre yiizeyinde bulunan, lizin
ya da arjininin amino asit grubu (NH,), aspartik asit ya da glutamik asitin karboksil
grubu (CO;H), serin ya da tironinin hidroksil grubu (OH) ve sisteyinin siilfidril grubunu
(SH)’nun sayist kovalent baglama yontemi ile immobilizasyon i¢in yeterli olmaktadir
(Cabral ve Kennedy, 1991).

Kovalent baglanma ile hiicre immobilizasyonu ideal deste§in mevcut
olmadigin1 gostermektedir. Bu nedenle hiicre immobilizasyonunda kullanilacak
destegin avantajlar1 ve dezavantajlari 1yi belirlenmelidir. Bir¢ok faktor hiicrenin destege

baglanmasin etkileyebilmektedir (Bickerstaft, 1997).

Sekil 2.2. Kovalent baglama yontemi
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2.4.1.3. Hapsetme

Hapsetme yontemi ile hiicre immobilizasyonu yapay ya da dogal polimerlerde
kafesler olusturularak gerceklestirilmektedir. Polimerik tanecikler, substratin ve {iriiniin
tanecigin ic¢ine girip ¢ikabilecegi sekilde, substrat ve iiriin molekiiliinden biiyiik, hiicre
boyutundan kiigiik gézenek boyutuna sahip olmalidir. Boylece substrat ve iiriinler
gozenekli polimer ag igerisinde rahat hareket edebilmekte ve hiicrelerin reaksiyon
ortamina karismasit engellenmis olmaktadir. Hapsetme yontemi ile hiicre
immobilizasyonunun en 6nemli avantaji zararli hiicreler ve proteinlerin, immobilize
edilmis hiicreyle etkilesimini engellemesidir.

Hapsetme yoOntemiyle hiicre immobilizasyonunda yaygin olarak kullanilan
birka¢ yontem vardir. Bunlar: Multivalent katyonlarla iyonotropik jelasyon (alginat),
sicaklik azaltan jelasyon (agaroz ve jelatin), kimyasal/fotokimyasal reaksiyonla organik
polimerizasyon (poliakrilamit), immiscible solventten ¢ozelti (polystryene)’dir.

Sonu¢ olarak hapsetme yoOntemiyle immobilizasyonda, etkin tutuklama
maddesinin se¢imindeki en 6nemli faktor, materyalin molekiiler boyutu ve yapisi ile

destek i¢ine ve digina difiizlenen substrat ile {iriiniin boyutudur (Bickerstaff, 1997).

o
e
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Sekil 2.3. Hapsetme yontemi

Agar

Agar agar (veya agar) bazi kirmizi deniz yosunlarindan (Gelidiacae,
Sphaeroccaceae ve Rhodophyceae) elde edilen 6ziit olup, agaroz (%70) ve agaropektin

polisakkaritlerini igermektedir. Bir Japon efsanesine gore agarin orijinal {iretim yontemi
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tahminen 1658 yilinda, 17. ylizyilin ortalarinda kesfedilmistir. Bir¢cok bilim adami
tarafindan agarin kimyasal yapisi, 1859 ile 1938 yillar1 arasinda analiz edilmistir ve D-
galaktoz, 3,6-anhydro-L-galaktoz, siilfat’tan olustugu bulunmustur. Agaropektin asidik
bir polimer iken agaroz, hemen hemen nétr bir polimerdir. Agaroz, agarin yiiksek
polimerlestirme 6zelliginden sorumlu iken, agaropektin vizikoz 6zellik verir. Agar 30 —
40 C° arasinda jellesirken, 90 — 95 C° sicakliklarda erir. Erime ve jellesme sicakliginda
pH etkilidir. Agar bir poligalaktozit olup bazi hidroksil gruplar1 silfirik asitle
esterlestirilmistir.  Agarin  katilastirma  Ozelligini,  bilesimindeki ~ D-galakton
saglamaktadir. Bilesiminde ayrica inorganik tuzlar, ¢ok az miktarda protein benzeri
maddeler ve eser miktarda yag bulunmaktadir. Mikrobiyolojide kullanilan agarlar 6zel
olarak saflastirilarak, antimikrobiyal maddeler ve pigmentlerden arindirilir. Uzun ve
dallanmis zincir yapis1 nedeniyle, birkag istisna disinda, mikro organizmalar tarafindan
kullanilmaz.

Agarin kullanim alanlarinda genis bir ¢esitlilik vardir. Agar firincilikta,
sekerleme, siit endiistrisi ve et paketlemede, ilag, biyomedikal, biyoteknolojik alanlarda
yaygin olarak kullanilmaktadir.
(http://www.fao.org/docrep/field/003/AB730E/AB730E03.htm).

Aljinat

Sodyum, kalsiyum ve magnezyum tuzlar1 seklinde bulunan aljinatlar, aljinik
asitin tuzlaridir ve Phaeophycea kahverengi algden iiretilmektedir. Aljinik asit, (1-4)
glikozidik baglartyla bagli D-manuronik asit ve L-gluronik asitin bir kopolimeridir.
Aljinat jellerin sertligi molekiil agirligi, polimer degisimi ve manuronat/gluronat
oranina baglidir. Manuronat orani yliksek polimerler ¢ok zayif ve bulanik jeller
olustururken, gluronat orani yliksek polimerler kararli ve saydam jeller olusturmaktadir.
Sodyum alginatin suda c¢oziinmesi, su tutma kapasitesi ve jellesme hizi oldukca
yiiksektir. Sodyum alginat +2 degerlikli katyonlarla (Ca*?, Mg" Sr* gibi) mekanik
olarak dayanikl jeller olusturur.

Mikroorganizmalarin  aljinata  tutuklanmasinda sodyum aljinat ve
mikroorganizma ¢ozeltisi ile yapilan polimer ag1 i¢in Ca*? gibi iki degerlikli katyonlar
kullamilir. Na* ile Ca* tyonlariin yer degistirmesi sonucu kalsiyum aljinat polimer

tanecikleri olusur. Bunun i¢in Ca* iyonlart igeren inorganik tuzlar sodyum aljinat ile


http://www.fao.org/docrep/field/003/AB730E/AB730E03.htm
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temas ettirilir. Aljinatin Ca*? ile jellesmesi kalsiyum iyonlarnin gluronat bloklarina
baglanmasi ile gerceklesir. Jellerin kararli, direncinin fazla olmasi i¢in aljinatin yiiksek
miktarda gluronat blok igermesi gerekmektedir. Yiiksek molekiil agirlikli sodyum

aljinat, diisiik derisimlerde kullanildiginda basarili sonuglar elde edilmektedir.

2.4.1.4. Capraz Baglama

Capraz baglama yontemiyle hiicre immobilizasyonu serbest desteklidir ve
bliyiik, ic boyutlu karmasik yapilar olusturmak i¢in birbirine baglanan hiicrelerden
olusmaktadir. Capraz baglama yontemiyle hiicreler, bis-diazobenzidin-2,2 distilfonik
asit, diizotiyosiyanatlar, gluteralddehit ve toliien gibi biyofonksiyonel ajanlarla fiziksel
ve kimyasal baglanarak polimerize edilir. Kimyasal capraz baglama yonteminde
hiicrelerin ¢ift ya da c¢ok fonksiyonlu bir ajan yardimiyla ii¢ boyutlu bir orgii
olusturmasi saglanir. Fiziksel capraz baglama ydntemiyle hiicre immobilizasyonunda
ise hiicrelerin karsilikli yapisma o6zelliginden yararlanilarak hiicre kitlesi olusturma
ilkesine dayanmaktadir. Bu yontem biyoteknolojide yiiksek hiicre yogunluguna ulagmak
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak capraz baglamada kullanilan ajanlarin
toksikligi yiizinden hiicre immobilizasyonunda bu yontemin kullanilmas1 sinirlidir.

Capraz baglama diger immobilizasyon yontemleri i¢in bir ara¢ olarak farkli
immobilizasyon metotlarinda hiicre sizmalarini1 6nlemek ve bu metotlar1 gelistirmek icin

kullanilmaktadir (Bickerstaft, 1997).

Sekil 2.4. Capraz baglama yontemi
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2.4.1.5. Kapsiilleme

Kapsiilleme yontemiyle hiicre immobilizasuonunda hiicrelerin ¢evresinde ¢ap1
lp ya da daha biiylik polimer yapili zarlar olusturulur. Kapsiil zar1 proteinler ve
enzimlerin kapsiil i¢ine ya da disina gegmesini 6nlerken kiiclik substratlar ve iiriinler
yarl gec¢irgen membrandan kolayaca gecebilmesini saglar. Kapsiilleme yontemiyle
biyolojik hiicrelerin kullanimi da miimkiin olmaktadir. Ornegin, eritrosit membrani yar1
gecirgen Ozelliktedir ve sadece kiigiik molekiillerin gecisine izin vermektedir. Bir ¢ok
polimer kapsiil zar1 olarak kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari: polisitiren, naylon,
akrilat ve poliester membranlardir.

Kapsiilleme yontemiyle immobilizasyonda difiizyon ile ilgili herhangi bir
problem sonucunda kapsiil parcalanabilmektedir. Bu da kapsiilleme yontemiyle hiicre

immobilizasyonunun en dnemli dezavantaj1 olmaktadir.

Sekil 2.5. Kapsiilleme yontemi

2.4.2. Halofilik Arkelerde Hiicre immobilizasyonu

Halofilik arkelerde hiicre immobilizasyonu ile ilgili olarak literatiirde sinirh
sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Bagal ve Madamwar (1996) Halobacterium salinarium hiicrelerini kalsiyum
alginat ve polivinil alkol filimlerine immobilize ederek o-amilaz enzim aktivitesini
incelemislerdir. % 3.5 aljinata hapsedilen hiicrelerin, PH7.2 de 40 °C’de en yiiksek
enzim aktivitesi gosterdigini belirlemiglerdir.

Halogeometricum sp. TSS101 hapsetme yontemiyle % 2’lik agara immobilize
edilerek proteaz aktivitesi belirlenmistir (Vidyasagar ve ark., 2006). Serbest

Halogeometricum sp. TSS101°de maksimum proteaz aktivitesi 84. saatte gdzlenirken
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immobilize edilen hiicrelerde ise 10 tekrar boyunca 60. saatte gdzlenmistir (Vidyasagar
ve ark., 2006).

Tapingkae ve arkadaglar1 (2010) hapsetme, adsorpsiyon ve ¢apraz baglama
yontemlerini kullanarak Natrinema gari BCC 24369 susunu immobilize etmisler ve
histamin degredasyonunu incelemislerdir. Natrinema gari BCC 24369 hiicreleri igin en
yiiksek histamin degredasyonunun Celite 545’e adsorpsiyon yontemiyle immobilize
edilen hiicrelerde saptandig1 belirtilmistir. Ikinci yiiksek histamin degredasyonu
hapsetme ile agara immobilizasyonda belirlenmistir. Capraz baglama ile
immobilizasyonda ise histamin degredasyonu goériilmemistir (Tapingkae ve ark., 2010).

Halobacterium sp. JS hiicrelerinin  kalsiyum alginat, k-karragenan
poliakrilamid ve jelatine immobilize edildigi diger bir ¢alismada, halofilik proteaz
iiretimi incelenmistir. Buna gore en yiiksek proteaz aktivitesi ve en az hiicre kaybi
kalsiyum aljinat kullanilarak yapilan immobilizasyonda saptanmistir (Vijayanand ve

ark., 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Sodyum kloriir (NaCl), Magnezyum siilfat (MgSQ,), Potasyum kloriir (KCl),
Sodyum sitrat (NasCgHsO7), yeast ekstrakt, Agar, Celite 281, Glutaraldehit (%50),
Kalsiyum Kkloriir (CaCly), Nitrik asit (CHNQO3), p-nitrofenilbiitrat, paranitrofenol, gum
Arabic, Folin-ciocalteu’s, Nisasta, Sodyum potasyum tartarat, Sodyum hidroksit
(NaOH), Sodyum karbonat (Na,COg), Fenol, Glukoz, Sodyum trifosfat, Hekzan, Etanol,
Asetik asit, TCA, Tirozin, Kitosan, Sodyum aljinat, Dinitro Salisilik Asit (DNSA),

Kazein, Trizma Base, Sigma ve Merck firmasindan temin edilmistir.

Kullanilan cihazlar ve markalar1 Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz Marka

Hassas Terazi Ohaus EP 214C
Otoklav Alp CL32S

Manyetik Karistirict Are

Sicaklik Ayarli Sabit inkiibator Niive EN 500

Sicaklik Ayarli Calkalamali Inkiibator Edmund Biihler GmbH

Santrifiij
Spektrofotometre
Laminer kabin
Su Banyosu
Vorteks

Etiiv

pH metre

Hettich zentrifugen EBA 12R
Shimadzu UV-1208

Kojair KR-130 Golden Line
Niive BM 402

IKA

Heraeus

Inilab wtw series

3.1.2. Halofilik Arkeler

Calisma kapsaminda Mustafa Kemal Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,

Molekiiler Biyoloji laboratuarinda bulunan ve Samandag (Hatay) dahil olmak iizere
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Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanarak izole edilmis halofilik arke koleksiyonuna

ait A138, A235, B45, D83A ve SD23 izolatlar1 kullanilmastir.

3.1.3. Besiyeri

Halofilik arke izolatlarinin aktiflestirilmesi ve gelistirilmesi amaciyla Sehgal-
Gibbons (SG) besiyeri (250 g/L NaCl, 20 g/L MgS04.7H20, 2 g/L KCI, 3 g/L Sodyum
sitrat, 0.023 g/L FeSO4.7H20, 7.5 g/L casamino asit, 1 g/L yeast ekstrakt, pH 7.3)
kullanilmistir (Ozcan ve ark., 2007).

3.1.4. Halofilik Arke izolatlarimn Immobilizasyonunda Kullanilan Destek

Materyalleri

Adsorpsiyon yontemi ile immobilizasyonda Celite 281 ve kitosana, hapsetme
yontemi ile immobilizasyonda agar ve sodyum aljinat, ¢apraz baglama yontemi ile

immobilizasyonda ise sodyum aljinat ve kitosan kullanilmstir.

3.2. Yontem
3.2.1. Halofilik Arke izolatlarimin Uretilmesi

Calisma kapsaminda kullanilan her bir izolat SG sivi besiyerine eKilerek,
37°C’de 125 rpm’de c¢alkalamali olarak ge¢ logaritmik faz (Agso ~ 3.5-4) asamasina
kadar tretilmistir. S1vi SG besiyerinde {iretilen izolatlar 5000 rpm’de 30 dakika santrifiij

edilmis ve hiicre peletleri elde edilmistir.

3.2.2. Hiicre Immobilizasyonu
3.2.2.1. Adsorpsiyon Yéntemi ile Immobilizasyon
Celite 281 ile Immobilizasyon

Halofilik arke hiicrelerinin Celite 281 ile immobilizasyonu Khare ve Nakajima
(2000) ve Mansour ve Dawoud (2003)’e gore yapilmistir. Celite 281 etanolle
yikandiktan sonra %10 nitrik asit ¢ozeltisinde bir gece bekletilmis, ardindan yikanarak
80 °C’de kurutulmus ve immobilizasyona hazir hale getirilmistir. Arke kiiltiirlerinden
santrifiijle toplanan hiicre peleti standart tamponla (3.5 M NaCl, 50 mM Tris-HCI, PH

7.4) iki kez yikanarak immobilizasyona hazir hale getirilmistir.
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5g Celite, igersinde 0.5 g hiicre bulunan 10 ml standart tampon ile karistirilarak
+4 °C’de bir saat bekletilmis, sonra standart tampon ile yikanarak siizilmiistiir. Celite
281’e immobilize edilen hiicreler, enzim aktivitesi belirleme calismalarina kadar +4

°C’de saklanmustir.

Kitosan ile immobilizasyon

Kitosan ile arke hiicrelerinin immobilizasyonu Pereira ve arkadaslari (2003)’e
gore yapilmistir. Kitosan destegi oda 1sisinda 1 saat siireyle hekzanla muamele edilerek
immobilizasyona hazir hale getirilmistir. Arke kiiltiirlerinden santrifiijle toplanan hiicre
peleti standart tamponla iki kez yikanarak immobilizasyona hazir hale getirilmistir. 0,5
g hiicre, 10 ml standart tampon ve 5 g kitosan destegi ile karistirilarak oda sicakliginda
3 saat bekletilmis, ve daha sonra +4 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
karisim, standart tamponla yikanarak siiziilmiistiir. Kitosan destegine immobilize edilen

hiicreler, enzim aktivitesi belirleme ¢aligmalarina kadar +4 °C’de saklanmustir.

3.2.2.2. Hapsetme Yontemi ile Immobilizasyon
Kalsiyum Aijinat ile Immobilizasyon

Halofilik arke hiicrelerinin sodyum aijinat ile immobilizasyonu Takeno ve ark.
(2005)’a gore yapilmistir. Sodyum-aljinat (%3.5) ¢ozeltisiyle, santrifiijle toplandiktan
sonra 2.5 ml standart tamponda siispanse edilmis 0.5 g hiicre peleti karistirilmistir.
Aljinat hiicre karistmi 100 ml 0.55 M CaCl; ¢ozeltisine damlatilarak kalsiyum aljinat
kiireleri elde edilmistir. Kalsiyum aljinat kiireleri +4 °C’de bekletilmis ve siiziilerek
standart tamponla yikanmistir. Sodyum-aljinata hapsedilmis hiicreler enzim aktivite

caligmalarina kadar +4 °C’de bekletilmistir.

Agar ile Immobilizasyon

Agar ile immobilizasyon ¢aligmasi Takeno ve ark. (2005)’a goére yapilmustir.
Halofilik arke izolatlarin1 agara hapsetmek amaciyla %@4’liikk agar hazirlanmastir.
Hazirlanan agar otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 50 °C’ye kadar sogutulmus ve santrifiijle
toplandiktan sonra 2.5 ml standart tamponda siispanse edilen 0.5 g hiicre peleti ile
karistirilmistir. Hiicre, agar karisimi, steril edilerek sogutulmus sivi yag igerisine kiit

uclu igne yardimiyla damlatilarak agar kiireleri elde dilmis ve agar kiireleri +4 °C’de
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bekletildikten sonra siiziilerek standart tamponla yikanmistir. Agara hapsedilmis

hiicreler enzim aktivite ¢alismalarina kadar +4 °C’de bekletilmistir.

3.2.2.3. Capraz Baglama Yontemi ile immobilizasyon
Aljinat Kitosan ile Immobilizasyon

Halofilik arke hiicrelerinin aijinat-kitosana immobilizasyonu Vidyasagar ve ark.
(2006)’a gore yapilmistir. Hiicreleri aljinat-kitosana capraz baglayarak immobilize
etmek icin, % 3.5 aljinat ¢ozeltisi, santrifiijle toplanmis ve icerisinde 0.5 g hiicre peleti
bulunan 2.5 ml standart tampon ile karistirilmistir. Aljinat hiicre karisimi, igerisinde
%2’lik asetik asitte ¢Oziinmiis % 0.5 kitosan bulunan %0.5’lik CaCl, ¢oOzeltisine
damlatilmis ve kiirelerin olugmasi saglanmistir. +4 °C’de bir saat inkiibe edilmis hiicre
iceren kiireler siiziilerek standart tamponla yikanmis ve enzim aktivite ¢alismalarina

kadar +4 °C’de bekletilmistir.

Capraz Bagli-Aljinat ile Immobilizasyon

Capraz bagl aijinat ile immobilizasyon ¢alismas1 Vidyasagar ve ark. (2006)’a
gore yapilmistir. Arke hiicrelerini aljinata ¢apraz baglamak amaciyla % 3.5 aljinat
cozeltisi, santrifiijle toplanmis ve 0.5 g hiicre peleti iceren 2 ml standart tampon ile
karigtirllmistir. Hiicre aljinat karistmina 1 ml % 0.5’lik glutaraldehit eklendikten sonra
karisim oda 1sisinda bekletilmis, 0.5 M’lik 100 ml CaCl; ¢ozeltisine damlatilarak
kiirelerin olusmas1 saglanmistir. +4 °C’de inkiibe edilmis hiicre igeren kiireler siiziilerek
standart tamponla yikanmis ve enzim aktivite ¢aligmalarina kadar +4 °C’de

bekletilmistir.

Capraz Bagh-Kitosan ile Immobilizasyon

Arke hiicrelerinin ¢apraz bagh kitosan ile immobilizasyonu Carrara ve Rubialo
(1994)’a gore yapilmistir. Hiicreleri aljinata ¢apraz baglayarak immobilize etmek icin:
% 2’lik asetik asitte coziilen kitosan ¢ozeltisi % 15°lik 150 ml sodyum trifosfat
¢oOzeltisine damlatilarak kiirelerin olusmasi1 saglanmistir. Kitosan kiireleri standart
tamponla yikandiktan sonra %0.1 glutaraldehit ¢ozeltisi ile karistirllip oda 1sisinda
bekletilerek aktif hale getirilmistir. 5 g kitosan kiiresi, igerisinde 0.5 g hiicre peleti

bulunan 10 ml standart tamponla karistirilarak 24 saat oda 1sisinda 100 rpm’de inkiibe
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edilmis ve standart tamponla yikandiktan sonra enzim aktivite ¢aligmalarina kadar +4

°C’de bekletilmistir.

3.2.3. Enzim Aktivitesi Tayin Yontemleri
3.2.3.1. Lipaz Aktivitesi

Serbest ve immobilize hiicrelerin lipaz aktivitesi tayini Ozcan ve ark. (2009)’a
gore yapilmistir. Inkiibasyon zamanina bagl lipaz aktivitesini belirlemek amaciyla
immobilize ve serbest hiicreler, igerisinde % 0.5 siviyag ve gum arabik iceren 40 ml
standart tamponla karistirllmis ve 37 °C’de, 125 rpm de inkiibasyona kaldirilmistir. 8
giin (192 saat) boyunca her 24 saatte bir immobilize ve serbest hiicrelerin lipaz
aktivitesi belirlenmistir. Lipaz aktivitesini belirlemek amaciyla ekstraseliiller ortam
15000 g’de santrifiijlenmis ve siipernatant enzim kaynagi olarak kullanilmistir.

Hiicrelerin lipaz aktivitesi substrat olarak p-nitrofenilbiitirat (pNPB) kullanilarak
belirlenmistir. pNPB final konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde NaCl igeren standart
tamponda hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi 40 °C’de, 5 dakika statik kosullarda
inkiibe edildikten sonra 0.25 M Na,COgj ilave edilerek reaksiyon durdurulmustur.
Reaksiyon ortaminda agiga ¢ikan p-nitrofenol (pNP) derisimi 410 nm’de absorbans
Olciilerek tayin edilmis ve aktivite pmol pNP/dk.ml olarak hesaplanmustir.

Bir iinite (enzim aktivitesi) 1 dakikada 1umol pNP a¢iga ¢ikaran enzim miktari

olarak tanimlanmigtir

Enzim aktivitesi (U/ml) = serbest kalan pNP (umol)/enzim kaynagi (ml)x inkiibasyon

suiresi

3.2.3.2. Proteaz Aktivitesi

Proteaz aktivitesi tayini Vidyasagar ve ark. (2006)’a goére yapilmistir.
Inkiibasyon zamanma bagl proteaz aktivitesini belirlemek amaciyla immobilize ve
serbest hiicreler, igerisinde % 0.5 kazein, gum arabik ve NaCl igeren 40 ml standart
tamponla karistirilmis ve 37 °C’de, 125 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. 8 giin (192
saat) boyunca her 24 saatte bir immobilize ve serbest hiicrelerin proteaz aktivitesi
belirlenmistir. Proteaz aktivitesini belirlemek amaciyla ekstraseliiler ortam 15000

rpm’de santrifiijlenmis ve siipernatant enzim kaynag olarak kullanilmistir.
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Hiicrelerin proteaz aktivitesi substrat olarak standart tamponda hazirlanmis %
0.6 kazein ¢ozeltisi kullanilarak belirlenmistir. Reaksiyon karisimi 40 °C’de, 30 dakika
statik kosullarda inkiibe edildikten sonra, ortama % 5 trikloroasetik asit (TCA) ilave
edilerek reaksiyon durdurulmustur. TCA ilave edilen 6rnekler santrifiijlendikten sonra
alian siipernatan iizerine 0.5 M Na,COj3 ardindan ii¢ kat sulandirilmig Folin-ciocalteu’s
coOzeltisi eklenmistir. Reaksiyon ortaminda agiga cikan tirozin derisimi 660 nm’de
absorbans 0l¢iilerek tayin edilmis ve aktivite umol tirozin/dk.ml olarak hesaplanmaistir.

Bir iinite (enzim aktivitesi) 1 dakikada lumol tirozin aciga ¢ikaran enzim

miktar1 olarak tanimlanmustir.

Enzim aktivitesi (U/ml) = serbest kalan tirozin (umol)/enzim kaynagi (ml)x inkiibasyon

suresi

3.2.3.3. Amilaz Aktivitesi

Amilaz aktivitesi Hasseltine ve ark. (2005)’e gore yapilmustir. Inkiibasyon
zamanina bagl amilaz aktivitesini belirlemek amaciyla immobilize ve serbest hiicreler,
icerisinde %0.5 nigasta igceren 40 ml standart tamponla karigtirilmisg ve 37 °C’de, 125
rpm’de inkiibasyona birakilmistir. 8 giin (192 saat) boyunca her 24 saatte bir serbest ve
immobilize hiicrelerin amilaz aktivitesi belirlenmistir. Amilaz aktivitesini belirlemek
amaciyla ekstraseliiler ortam 15000 rpm’de santrifiijlenmis ve siipernatant enzim
kaynag olarak kullanilmistir.

Immobilize edilmis hiicrelerin amilaz aktivitesi substrat olarak % 1 nisasta ve
tuz igeren standart tampon (pH 7.4) kullanilarak belirlenmistir. Reaksiyon karigimi 40
°C’de, 30 dakika statik kosullarda inkiibe edildikten sonra dinitrosalisilik asit (DNSA)
ilave edilerek 10 dakika kaynar suda bekletilmistir. Ornekler sogutulduktan sonra 5 ml
distile su ile seyreltme yapilmistir. Reaksiyon ortaminda agiga cikan indirgen seker
miktar1 olarak glukoz derisimi 575 nm’de absorbans 6l¢limiiyle tayin edilmis ve aktivite
pmol glukoz/dk.ml olarak hesaplanmustir.

Bir amilaz enzim {initesi 1 dakikada bir umol indirgen seker (glukoz) olusturan

enzim miktar1 olarak tanimlanmig ve enzim aktivitesi agsagidaki gibi hesaplanmugtir.
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Enzim aktivitesi (U/ml) = serbest kalan glukoz (umol)/enzim kaynagi (ml)x inkiibasyon

siiresi

3.2.4. immobilizasyon Yontemlerinin Optimizasyonu

Her bir hidrolitik enzim yoniinden en yiiksek aktiviteyi gosterdigi belirlenen
immobilize arke izolati i¢in, immobilizasyon yontemi basamaklar1 degistirilerek

optimizasyon c¢aligmalar1 yapilmaistir.

3.2.4.1. Celite 281’e adsorpsiyon Yonteminin Optimizasyonu

Halofilik arke hiicrelerinin Celite 281’¢ immobilizasyonunda, yukarida verilen
standart yoOntemin basamaklar1 degistirilerek 5 farkli sekilde immobilizasyon
yapilmistir. Buna gore,

1. Yikama islemi yapilmamig Celite 281 kullanilarak,

2. Etanolle yikanmis ve 48 saat % 10’luk nitrik asitte bekletilmis Celite 281

kullanilarak,

3. Etanolle yikanmis ve 24 saat % 20’lik nitrik asitte bekletilmis Celite 281

kullanilarak,

4. Etanolle yikanmis ve 48 saat 1 M hidroflorik asitte bekletilmis Celite 281

kullanilarak,

5. Hiicre peleti ve Celite 281 karisimi +4 °C’de 24 saat bekletilerek,

halofilik arke hiicreleri immobilize edilmistir.

3.2.4.2. Kitosana Adsorpsiyon Yonteminin Optimizasyonu

Halofilik arke hiicrelerinin kitosan destegine immobilizasyonunda, yukarida
verilen standart yontemin basamaklar1 degistirilerek 6 farkli sekilde immobilizasyon
yapilmigtir. Immobilizasyon basamaklarindaki degisiklikler, Preira ve ark. (2003) ve
Shen ve ark. (2010)’a gore modifiye edilerek yapilmistir. Buna gore;

1. Hekzanla muamele edilmis kitosan destegi ile hiicre siispansiyonu karigimi +4

°C’de inkiibe edilmeden,

2. % 2’lik asetik asitte doksan dakika ¢ozdiiriildiikten sonra % 5’lik NaOH ile

pH 6-6,5’a ayarlanmis kitosan kullanilarak,

3. Hekzanla mamele edilmemis kitosan kullanilarak,
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4. Hekzanla muamele edilmis ve % 2’lik asetik asitte 90 dk ¢ozdiiriildiikten
sonra % 5’lik NaOH ile pH 6- 6.5’a ayarlanmis kitosan kullanilarak,

5. Hekzanla muamele edilmis ve 20 mM H;0, ile oda 1sisinda inkiibe edilmis
kitosan kullanilarak,

6. 20 mM H;,0; ile oda sisinda inkiibe edilmis kitosan kullanilarak,

halofilik arke hiicreleri immobilize edilmistir.

3.2.4.3. Kalsiyum Aljinata Hapsetme Yontemiyle Immobilizasyonun

Optimizasyonu

Halofilik arke hiicrelerinin sodyum aljinat’a immobilizasyonunda, yukarida
verilen standart yontemin basamaklar1 degistirilerek 6 farkli sekilde immobilizasyon
yapilmigtir.  Oncelikle yiiksek enzim aktivitesinin goriildiigii sodyum aljinat
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla % 2, 3, 4 sodyum aljinat ¢ozeltileri kullanilmas;
sonra en yiliksek enzim aktivitesinin saglandig1 aljinat ¢ozeltisi ile birlikte, 0.15; 0.3;
0.55 ve 0.6 M olmak iizere farkli derisimlerde hazirlanan CaCl, c¢ozeltisi ile

immobilizasyon yapilmistir.

3.2.5. Immobilize Edilmis Hiicrelerin Inkiibe Edildigi Ortam Kosullarinin
Optimizasyonu

Ortam kosullarinin optimizasyonu c¢alismalari, optimum immobilizasyon

kosullarina gore immobilize edilmis arke hiicreleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.5.1. Optimum NaCl Konsantrasyonunun Saptanmasi

Immobilize edilmis arke hiicrelerinin maksimum hidrolitik enzim iiretimini
gerceklestirdikleri NaCl konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla, 1,0, 1.5, 2,0, 2.5,

3,0, 3.5,4,0 ve 4.5 M NaCl igeren standart tampon ¢ozeltileri kullanilmistir.

3.2.5.2. Optimum pH Degerinin Saptanmasi

Immobilize edilmis arke hiicrelerinin maksimum hidrolitik enzim {iretimini
gerceklestirdikleri pH degerinin belirlenmesi amaciyla, pH 5.0, 6.0, 6.5 ve 7.0 igin 50
mM asetat tamponu, pH 7.5, 8.0, 8.5 ve 9 i¢in 50 mM Tris-HCI tamponu ile hazirlanmis

optimum NaCl i¢eren ¢ozeltiler kullanilmstir.
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3.2.5.3. Optimum Sicaklik Degerinin Saptanmasi

Immobilize edilmis arke hiicrelerinin maksimum hidrolitik enzim {iretimini
gerceklestirdikleri sicaklik degerinin belirlenmesi amaciyla, optimum pH degerinde ve
optimum NaCl igeren ¢ozelti ortaminda 10, 20, 30, 40, 50 °C olmak iizere bes farkli

sicaklik derecesinde inkiibasyon yapilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Arastirma Bulgular

4.1.1. Standart Grafikler

Immobilize edilmis ve serbest halofilik arke hiicrelerinde lipaz, proteaz ve

amilaz aktivitelerinin tayini i¢in hazirlanan standart grafikler sirasiyla Sekil 4.6. -

4.8.’de verilmistir.

y =0,6075x
R? =0,9997

Absorbans (410)
o
(&)}

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
PNP [mM]

Sekil 4.6. pNP standart grafigi

1,2 7

0,8 | y =0,4899x

R? =0,9987
0,6 A

Absorbans (660)

0,4 ~

0,2 +

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Tirozin [mM]

Sekil 4.7. Tirozin standart grafigi
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0,9 -
0,8 A
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2 |
0,1

y = 0,1405x
R? = 0,997

Absorbans (575)

0 1 2 3 4 5 6 7
Glukoz [mM]

Sekil 4.8. Glukoz standart grafigi (DNSA yontemi)

4.1.2. Immobilize Edilmis Hiicrelerde Inkiibasyon Zamanma Bagh Enzim

Aktiviteleri

Daha oOnceki calismalarla lipaz, amilaz ve proteaz aktivitesi gosterdigi
belirlenmis toplam 50 izolat arasindan en yiiksek enzim aktivitesine sahip olanlar
calisma kapsamina dahil edilmistir. Tez kapsaminda lipaz iireticisi olarak B45 ve A138,
proteaz iireticisi olarak B45, D83A ve amilaz iireticisi olarak A235, SD23 izolatlar

kullanilmastir.

4.1.2.1. Adsorpsiyon Yéntemiyle iImmobilize Edilmis Hiicrelerde Lipaz Aktivitesi

Sonuclarn

B45 ve A138 izolatlarinin kitosan ve Celite 281°¢ immobilize edilmis
hiicrelerinin zamana bagli lipaz aktivitesi sonuglart Sekil 4.9. - 4.12.”de verilmistir.

Kitosan destegine adsorpsiyonla immobilize edilmis B45 izolatinin en yiiksek
lipaz aktivitesi immobilizasyon periyodunun 96. saatinde 0.3372 pmol pNP/dk.ml
olarak, A138 izolat1 i¢in immobilizasyon periyodunun 120. saatinde 0.3289 pmol
pNP/dk.ml olarak belirlenmistir.
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0.4 -
0.35 A
0.3 A
0.25 ~
0.2 +

0.15 A

Aktivite (U/ml)

0.1 4

0.05 ~

10 50 90 130 170 210

Zaman (Saat)

Sekil 4.9. Kitosan destegine immobilize edilmis B45 izolatinin pNPB hidrolizine gore
belirlenen zamana bagli lipaz aktivitesi

0.4

0,3 A
E
2

£ 021
=
X
<

0,1

0 T T T T T
10 50 90 130 170 210
Zaman (Saat)

Sekil 4.10. Kitosan destegine immobilize edilmis A138 izolatinin pNPB hidrolizine
gore belirlenen zamana bagh lipaz aktivitesi

Celite 281’e adsorpsiyonla immobilize edilmis B45 izolatinin en yiiksek lipaz
aktivitesi immobilizasyon periyodunun 72. saatinde 0.0356 pmol pNP/dk.ml olarak,

A138 izolat1 i¢in immobilizasyon periyodunun 96. saatinde 0.0826 umol pNP/dk.ml

olarak belirlenmistir.
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0,04 -
0,035 +
0,03 1
0,025 -
0,02 1

0,015 A

Aktivite (U/ml)

0,01 A

0,005 -

O T T T T T
10 50 90 130 170 210

Zaman (Saat)

Sekil 4.11. Celite 281°e immobilize edilmis B45 izolatinin pNPB hidrolizine gore
belirlenen zamana bagh lipaz aktivitesi

0,09 -
0,08 -
0,07 1
0,06 -
0,05 1
0,04 -

Aktivite (U/ml)

0,03 A
0,02 1
0,01 1

10 50 90 130 170 210

Zaman (Saat)

Sekil 4.12. Celite 281°’e¢ immobilize edilmis A138 izolatinin pNPB hidrolizine gore
belirlenen zamana bagli lipaz aktivitesi
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4.1.2.2. Adsorpsiyon Yontemiyle Immobilize Edilmis Hiicrelerde Proteaz Aktivitesi
Sonuclari

D83A ve B45 izolatlarmin kitosan ve Celite 281’e immobilize edilmis

hiicrelerinin zamana bagli proteaz aktivitesi sonuglar1 Sekil 4.13. - 4.16.”da verilmistir.

0,07 -
0,06 -
0,05 H
0,04 -

0,03

Aktivite (U/ml)

0,02 -

0,01 A

10 50 90 130 170 210

Zaman (Saat)

Sekil 4.13. Kitosan destegine immobilize edilmis D83A izolatinin kazein hidrolizine
gore belirlenen zamana bagli proteaz aktivitesi

0,07 -
0,06 -
0,05 H
0,04 -

0,03 ~

Aktivite (U/ml)

0,02

0,01 A

10 50 90 130 170 210

Zaman (Saat)

Sekil 4.14. Kitosan destegine immobilize edilmis B45 izolatinin kazein hidrolizine gére
belirlenen zamana bagli proteaz aktivitesi
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Kitosan destegine adsorpsiyonla immobilize edilmis D83A ve B45 izolatlart
icin en yiiksek proteaz aktivitesi immobilizasyon periyodunun 168. saatinde sirasiyla

0.0478 ve 0.0646 pmol tirozin/dk.ml olarak belirlenmistir.

0,07 -
0,06 -
0,05
0,04 -

0,03

Aktivite (U/ml)

0,02 A

0,01

10 50 90 130 170 210

Zaman (Saat)

Sekil 4.15. Celite 281°e immobilize edilmis D83A izolatinin kazein hidrolizine gore
belirlenen zamana baglh proteaz aktivitesi

0,03 -
= 0,02 -
E
2
3
>
X 001
<

O : T T T T T
10 50 90 130 170 210
Zaman (Saat)

Sekil 4.16. Celite 281’e immobilize edilmis B45 izolatinin kazein hidrolizine gore
belirlenen zamana bagli proteaz aktivitesi
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Celite 281°e adsorpsiyonla immobilize edilmis D83A ve B45 izolatlar i¢in en
yiiksek proteaz aktivitesi immobilizasyon periyodunun 168. saatinde sirasiyla 0.059 ve

0.0249 umol tirozin/dk.ml olarak belirlenmistir.

4.1.2.3. Adsorpsiyon Yontemiyle Iimmobilize Edilmis Hiicrelerde Amilaz Aktivitesi

Sonuclari

A235 ve SD23 izolatlarinin kitosan ve Celite 281°¢ immobilize edilmis
hiicrelerinin zamana bagli amilaz aktivitesi sonuglar1 Sekil 4.18. - 4.21.’de verilmistir.

Kitosan destegine adsorpsiyonla immobilize edilmis A235 (Sekil 4.17.b ) ve
SD23 izolatlarinin en yiikksek amilaz aktivitesi immobilizasyon periyodunun sirasiyla

48. saatinde 0,0831 ve 168. saatinde 0,0162 pumol glukoz/dk.ml olarak belirlenmistir.

(@) (b)

Sekil 4.17. Celite 281 (a) ve kitosan destegine (b) adsorpsiyon yontemiyle immobilize
edilmis A235 izolati
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0,2
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10 50 90 130 170 210
Zaman (Saat)

Sekil 4.18. Kitosan destegine immobilize edilmis A235 izolatinin nisasta hidrolizine
gore belirlenen zamana bagl amilaz aktivitesi

0,02 -

0,015
E
2
L 0,01
=2
kv
<

0,005 -

0 * . . . .
10 50 90 130 170 210
Zaman (Saat)

Sekil 4.19. Kitosan destegine immobilize edilmis SD23 izolatinin nisasta hidrolizine
gore belirlenen zamana bagl amilaz aktivitesi
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Celite 281°e adsorpsiyonla immobilize edilmis A235 izolat1 i¢in (Sekil 4.17.a)
immobilizasyon periyodunun 120. saatinde 0,1542 ve SD23 izolat1 i¢cin 144. saatte
0,0518 pumol glukoz/dk.ml olarak belirlenmistir.

0,3 ~
~ 02
£
2
2
>
£ 01
<
0 T T T T T
10 50 90 130 170 210
Zaman (Saat)

Sekil 4.20. Celite 281’e immobilize edilmis A235 izolatinin nisasta hidrolizine gore
belirlenen zamana bagli amilaz aktivitesi

0,06 -

0,05 1

0,04 -

0,03 1

Aktivite (U/ml)

0,02 1

0,01

10 50 90 130 170 210

Zaman (Saat)

Sekil 4.21. Celite 281’e immobilize edilmis SD23 izolatinin nisasta hidrolizine gore
belirlenen zamana bagli amilaz aktivitesi
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4.1.2.4. Hapsetme Yontemiyle immobilize Edilmis Hiicrelerde Lipaz Aktivitesi

Sonuclari

B45 ve A138 izolatlarinin agar ve kalsiyum aljinata immobilize edilmis
hiicrelerinin zamana bagli lipaz aktivitesi sonuglar1 Sekil 4.23. - 4.26.”da verilmistir.

Agara hapsetme yontemiyle immobilize edilmis B45 (Sekil 4.22.) izolatinin en
yiiksek lipaz aktivitesi immobilizasyon periyodunun 168. saatinde 0.0824 pmol
pNP/dk.ml olarak belirlenmistir.

Sekil 4.22. Agara hapsetme yontemiyle immobilize edilmis B45 izolati

0,1 ~
0,09 A
0,08 -
0,07 A
0,06 A
0,05 A
0,04 A

Ak tivite (U/ml)

0,03 A
0,02 -
0,01 1

10 50 90 130 170 210
Zaman (Saat)

Sekil 4.23. Agara immobilize edilmis B45 izolatinin pNPB hidrolizine gore belirlenen
zamana bagl lipaz aktivitesi
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A138 izolat1 i¢in immobilizasyon periyodunun 192. saatinde 0,0033 pumol pNP/dk.ml
olarak belirlenmistir.

0,006 -

0,005 +

0,004 -

0,003 ~

Aktivite (U/ml)

0,002 +

0,001 ~

10 50 90 130 170 210

Zaman (Saat)

Sekil 4.24. Agara immobilize edilmis A138 izolatinin pNPB hidrolizine gore belirlenen
zamana bagl lipaz aktivitesi

Kalsiyum aljinata immobilize edilmis B45 izolat1 i¢in immobilizasyon
periyodunun 144. saatinde 0.0273 ve A138 izolati i¢inl168. saatte 0.1468 umol
pNP/dk.ml olarak belirlenmistir.

0.4 -

0.35 4

0.3 1

0.25

0.2 +

0.15 A

Aktivite (U/ml)

0.1 4

0.05

10 50 90 130 170 210

Zaman (Saat)

Sekil 4.25. Kalsiyum aljinata immobilize edilmis B45 izolatinin pNPB hidrolizine gore
belirlenen zamana bagli lipaz aktivitesi



43

0,2 -

0,15 -
E
2
P 0,1 -
>
$

0,05 -

0 * T T T r T
10 50 90 130 170 210
Zaman (Saat)

Sekil 4.26. Kalsiyum aljinata immobilize edilmis A138 izolatinin pNPB hidrolizine
gore belirlenen zamana bagli lipaz aktivitesi

4.1.2.5. Hapsetme Yontemiyle Iimmobilize Edilmis Hiicrelerde Proteaz Aktivitesi

Sonuclan

D83A ve B45 izolatlarinin agar ve kalsiyum aljinata immobilize edilmis
hiicrelerinin zamana bagli proteaz aktivitesi sonuglar1 Sekil 4.27. - 4.30.’da verilmistir.
Agara hapsetme yontemiyle immobilize edilmis D83A izolatinin en yiiksek proteaz
aktivitesi immobilizasyon periyodunun 168. saatinde 0.0341 umol tirozin/dk.ml olarak,

B45 izolat1 i¢in immobilizasyon periyodunun 144. saatinde 0.0252 pmol tirozin/dk.ml

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.27. Agara immobilize edilmis D83A izolatinin kazein hidrolizine gore
belirlenen zamana bagli lipaz aktivitesi
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Sekil 4.28. Agara immobilize edilmis B45 izolatinin kazein hidrolizine goére belirlenen
zamana bagl lipaz aktivitesi
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Kalsiyum aljinata immobilize edilmis D83A izolati i¢in immobilizasyon
periyodunun 144. saatinde 0.0145 ve B45 izolati i¢in 168. saatte 0.0089 pmol

tirozin/dk.ml olarak belirlenmistir.

0,02 -

0,015 -
E
=

) 0,01 A
2
<
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0,005 A

0 T T T r r
10 50 90 130 170 210
Zaman (Saat)

Sekil 4.29. Kalsiyum aljinata immobilize edilmis D83A izolatinin kazein hidrolizine
gore belirlenen zamana bagli proteaz aktivitesi
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0,002 -
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Sekil 4.30. Kalsiyum aljinata immobilize edilmis B45 izolatinin kazein hidrolizine gore
belirlenen zamana bagli proteaz aktivitesi
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4.1.2.6. Hapsetme Yontemiyle immobilize Edilmis Hiicrelerde Amilaz Aktivitesi
Sonuc¢lan

A235 ve SD23 izolatlarinin agar ve kalsiyum aljinata immobilize edilmis
hiicrelerinin zamana bagli proteaz aktivitesi sonuglart Sekil 4.31. - 4.35.’da verilmistir.
Agara hapsetme yoOntemiyle immobilize edilmis A235 izolatinin en yiiksek amilaz
aktivitesi immobilizasyon periyodunun 168. saatinde 0,1048 pmol glukoz/dk.ml olarak,

SD23 izolat1 i¢in immobilizasyon periyodunun 168. saatinde 0,1056 umol glukoz/dk.ml

olarak belirlenmistir.

0,2 -
0,15 A
E
% 0,1 1
B
=
3
0,05 A
0 T T T T T
10 50 90 130 170 210
Zaman (saat)

Sekil 4.31. Agara immobilize edilmis A235 izolatinin nisasta hidrolizine gore belirlenen
zamana bagli amilaz aktivitesi
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Sekil 4.32. Agara immobilize edilmis SD23 izolatinin nisasta hidrolizine gore
belirlenen zamana bagli amilaz aktivitesi

Kalsiyum aljinata immobilize edilmis A235 izolat1 (Sekil 4.34.) i¢in
immobilizasyon periyodunun 168. saatinde 0,1302 ve SD23 izolat1 i¢in 168. saatte

0,1819 umol glukoz/dk.ml olarak belirlenmistir.

b

Sekil 4.33. Kalsiyum alginata hapsetme yontemiyle immobilize edilmis A235 izolatt
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Sekil 4.34. Kalsiyum-aljinata immobilize edilmis A235 izolatinin nisasta hidrolizine
gore belirlenen zamana bagl amilaz aktivitesi
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Sekil 4.35. Kalsiyum aljinata immobilize edilmis SD23 izolatinin nisasta hidrolizine
gore belirlenen zamana bagl amilaz aktivitesi



49

4.1.2.7. Capraz Baglama Yontemiyle Immobilize Edilmis Hiicrelerde Lipaz

Aktivitesi Sonuclar

B45 ve A138 izolatlarinin aljinat-kitosan, ¢apraz bagli-aljinat ve ¢apraz bagli-
kitosana immobilize edilmis hiicrelerinin zamana bagli lipaz aktivitesi sonuglar1 Sekil
4.37. - 4.42.°de verilmistir. Alginat-kitosana ¢apraz baglama yontemiyle immobilize
edilmis B45 izolatinin (Sekil 4.36.) en yiiksek lipaz aktivitesi immobilizasyon
periyodunun 72. saatinde 0.0024 pmol pNP/dk.ml olarak, A138 izolat1 i¢in
immobilizasyon periyodunun 192. saatinde 0.0046 pmol pNP/dk.ml olarak

belirlenmistir.

Sekil 4.36. Alginat-kitosana ¢apraz baglama yontemiyle immobilize edilmis B45 izolati
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Sekil 4.37. Aljinat-kitosana immobilize edilmis B45 izolatinin pNPB hidrolizine gore
belirlenen zamana bagli lipaz aktivitesi
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Sekil 4.38. Aljinat-kitosana immobilize edilmis A138 izolatinin pNPB hidrolizine gore
belirlenen zamana bagl lipaz aktivitesi
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Alginata capraz baglama yontemiyle immobilize edilmis B45 izolat1 ig¢in
immobilizasyon periyodunun en yliksek lipaz aktivitesi 96. Saatinde 0.0105 pumol
pNP/dk.ml ve A138 izolat1 i¢in 72. Saatte 0.0305 umol pNP/dk.ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.39. Alginata ¢apraz baglanarak immobilize edilmis B45 izolatinin pNPB
hidrolizine gore belirlenen zamana bagl lipaz aktivitesi
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Sekil 4.40. Alginata ¢apraz baglanarak immobilize edilmis A138 izolatinin pNPB
hidrolizine gore belirlenen zamana bagl lipaz aktivitesi
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Kitosana capraz baglama yontemiyle immobilize edilmis B45 izolatinin en
yiiksek lipaz aktivitesi immobilizasyon periyodunun 72. saatinde 0.0162 pmol

pNP/dk.ml olarak, A138 izolat1 i¢in immobilizasyon periyodunun 24. Saatinde 0.0219
umol pNP/dk.ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.41. Kitosana ¢apraz baglanarak immobilize edilmis B45 izolatinin pNPB
hidrolizine gore belirlenen zamana bagl lipaz aktivitesi
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Sekil 4.42. Kitosana c¢apraz baglanarak immobilize edilmis A138 izolatinin pNPB
hidrolizine gore belirlenen zamana bagl lipaz aktivitesi
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4.1.2.8. Capraz Baglama Yoéntemiyle Immobilize Edilmis Hiicrelerde Proteaz

Aktivitesi Sonuclar

D83A ve B45 izolatlarinin aljinat-kitosan, ¢apraz bagli-aljinat ve capraz bagli-
kitosana immobilize edilmis hiicrelerinin zamana bagl proteaz aktivitesi sonuglart Sekil
4.43. - 4.48.’da verilmistir.

Alginat-kitosana ve alginata ¢apraz baglama yontemiyle immobilize edilmis
D83A izolatinin en yiiksek proteaz aktivitesi sirasiyla immobilizasyon periyodunun
120. saatinde 0.0006 ve 0.0006 pmol tirozin/dk.ml, kitosana ¢apraz baglama
yonteminde ise 144. saatte 0.0009 pmol tirozin/dk.ml olarak belirlenmistir.

Alginat-kitosan, alginata ve kitosana ¢apraz baglama yontemleriyle immobilize
edilmig B45 izolatinin en yiiksek proteaz aktivitesi sirayla immobilizasyon periyodunun

168. Saatinde 0.0005, 0.0014, 0.0016 umol tirozin/dk.ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.43. Aljinat-kitosana immobilize edilmis D83A izolatinin kazein hidrolizine gére
belirlenen zamana bagli proteaz aktivitesi
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Sekil 4.44. Aljinat-kitosana immobilize edilmis B45 izolatinin kazein hidrolizine gore
belirlenen zamana bagli proteaz aktivitesi
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Sekil 4.45. Alginata capraz baglanarak immobilize edilmis D83A izolatinin kazein
hidrolizine gore belirlenen zamana bagl proteaz aktivitesi
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Sekil 4.46. Alginata capraz baglanarak immobilize edilmis B45 izolatinin kazein
hidrolizine gore belirlenen zamana bagli proteaz aktivitesi
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Sekil 4.47. Kitosana capraz baglanarak immobilize edilmis D83A izolatinin kazein
hidrolizine gore belirlenen zamana bagl proteaz aktivitesi
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Sekil 4.48. Kitosana c¢apraz baglanarak immobilize edilmis B45 izolatinin kazein

hidrolizine gore belirlenen zamana bagli proteaz aktivitesi

4.1.2.9. Capraz Baglama Yontemiyle immobilize Edilmis Hiicrelerde Amilaz

Aktivitesi Sonuclari

A235 ve SD23 izolatlarinin aljinat-kitosan, ¢apraz bagli-aljinat ve ¢apraz bagli-
kitosana immobilize edilmis hiicrelerinin zamana bagli amilaz aktivitesi sonuglar1 Sekil
4.49. - 4.54.°de verilmistir. Alginat-kitosana ¢apraz baglama yontemiyle immobilize
edilmis A235 izolatinin en yiiksek amilaz aktivitesi immobilizasyon periyodunun 72.
saatinde 0,0119 pmol glukoz/dk.ml olarak, SD23 izolat1 i¢in immobilizasyon
periyodunun 144. saatinde 0,0059 pmol glukoz/dk.ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.49. Aljinat-kitosana immobilize edilmis A235 izolatinin nisasta hidrolizine gore
belirlenen zamana bagli amilaz aktivitesi
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Sekil 4.50. Aljinat-kitosana immobilize edilmis SD23 izolatinin nisasta hidrolizine gore
belirlenen zamana bagli amilaz aktivitesi

Alginata ¢apraz baglama yontemiyle immobilize edilmis A235 izolat1 igin
immobilizasyon periyodunun en yliksek amilaz aktivitesi 144. saatinde 0,0310 umol

glukoz/dk.ml ve SD23 izolati i¢in 120. saatte 0,0088 pmol glukoz/dk.ml olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.51. Alginata ¢apraz baglanarak immobilize edilmis A235 izolatinin nisasta
hidrolizine gore belirlenen zamana bagli amilaz aktivitesi
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Sekil 4.52. Alginata ¢apraz baglanarak immobilize edilmis SD23 izolatinin nisasta
hidrolizine gore belirlenen zamana bagli amilaz aktivitesi

Kitosana ¢apraz baglama yontemiyle immobilize edilmis A235 izolatinin en
yiiksek amilaz aktivitesi immobilizasyon periyodunun 48. saatinde 0,0075 pmol
glukoz/dk.ml olarak, SD23 izolat1 i¢in immobilizasyon periyodunun 144. saatinde

0,0145 pmol pNP/dk.ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.53. Kitosana ¢apraz baglanarak immobilize edilmis A235 izolatinin nisasta
hidrolizine gore belirlenen zamana bagli amilaz aktivitesi
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Sekil 4.54. Kitosana capraz baglanarak immobilize edilmis SD23 izolatinin nisasta
hidrolizine gore belirlenen zamana bagli amilaz aktivitesi
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4.1.3. Immobilizasyon Yéntemlerine Bagh Olarak Halofilik Arke Izolatlarinin

Enzim Aktivite Oranlari

Ug farkli immobilizasyon yontemi ve yedi farkli destek materyali kullanilarak
immobilize edilen halofilik arke hiicrelerinin immobilizasyon yontemlerine bagli enzim

aktivite oranlar1 Sekil 4.55.- 4.57.’de verilmistir.
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Sekil 4.55. B45 ve A138 izolatlarinin farkli destek materyallerine immobilizasyonu
sonucu belirlenmis lipaz aktivitesi oranlar1 (O, B45; [, A138)
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Sekil 4.56. D83A ve B45 izolatlarinin farkli destek materyallerine immobilizasyonu
sonucu belirlenmis proteaz aktivitesi oranlar1 (O, D83A; [, B45)
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Sekil 4.57. A235 ve SD23 izolatlarinin farkli destek materyallerine immobilizasyonu
sonucu belirlenmis amilaz aktivitesi oranlar1 (O, A235; £, SD23)

B45 ve A138 izolatlari igin en yiiksek lipaz aktivitesi kitosana adsorpsiyonla

immobilizasyon yonteminde elde edilmistir. En yiiksek proteaz aktivitelerinin elde
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edildigi immobilizasyon yontemi D83 izolat1 icin celite 281’¢ adsorpsiyon ve B45
izolat1 i¢in kitosana adsorpsiyon olmustur. A235 izolati i¢in en yiiksek amilaz
aktivitesini celite 281’e adsorpsiyon ile gozlenirken SD23 izolatinda ise kalsiyum

alginata hapsetmeyle yapilan immobilizasyon yonteminde gozlenmistir.

4.1.4. Serbest Hiicrelerde Inkiibasyon Zamanma Bagh Enzim Aktiviteleri

Immobilize edilmemis halofilik arke hiicrelerinin zamana bagl lipaz, proteaz
ve amilaz aktivitesi sonuclar1 Sekil 4.58. - 4.63.’de verilmistir.

Serbest B45 izolatinin en yiiksek lipaz aktivitesi inkiibasyon periyodunun 144,
saatinde 0.038 umol pNP/dk.ml olarak, A138 izolati igin inkiibasyon periyodunun 96.
saatinde 0.0316 pumol pNP/dk.ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.58. Serbest B45 izolatinin pNPB hidrolizine gore belirlenen zamana bagl lipaz
aktivitesi
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Sekil 4.59. Serbest A138 izolatinin pNPB hidrolizine gore belirlenen zamana bagl
lipaz aktivitesi

Serbest D83 A izolatinin en yiliksek proteaz aktivitesi inkiibasyon periyodunun
168. saatinde 0.0063 umol tirozin/dk.ml olarak, B45 izolati igin inkiibasyon

periyodunun 168. saatinde 0.0233 umol tirozin/dk.ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.60. Serbest D83A izolatinin kazein hidrolizine gore belirlenen zamana baglh
proteaz aktivitesi
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Sekil 4.61. Serbest B45 izolatinin kazein hidrolizine gore belirlenen zamana baglh
proteaz aktivitesi

Serbest A235 izolatinin en yiiksek amilaz aktivitesi inkiibasyon periyodunun
120. saatinde 0,0692 pmol glukoz/dk.ml olarak, SD23 izolat1 i¢in inkiibasyon
periyodunun 120. saatinde 0,1175 umol glukoz/dk.ml olarak belirlenmistir.

0,1 1

0,08 1

0,06 -

0,04 -

Aktivite (U/ml)

0,02 1

10 50 90 130 170 210

Zaman (Saat)

Sekil 4.62. Serbest A235 izolatinin nisasta hidrolizine gore belirlenen zamana bagl
amilaz aktivitesi
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Sekil 4.63. Serbest SD23 izolatinin nisasta hidrolizine gore belirlenen zamana bagl

amilaz aktivitesi

4.1.5. immobilize ve Serbest Hiicrelerde Hidrolitik Enzim Aktivitelerinin

Karsilastirilmasi

Hiicre immobilizasyonu ile serbest hiicrelerin hidrolitik enzim aktivitelerinin
karsilastirilmas1 sonucunda, immobilize hiicrelerde Olglilen amilaz, proteaz ve lipaz

enzim aktivitelerinin serbest hiicrelere oranla oldukca yiiksek oldugu gozlemlenmistir

(Sekil 4.64.).
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Sekil 4.64. Immobilize ve serbest hiicrelerin hidrolitik enzim aktivitesi y&niinden
karsilastirilmasi (O, Immobilize edilmis hiicre; E], Serbest hiicre)

4.1.6. Iimmobilizasyon Yontemlerinin Optimizasyon Sonugclar

Alt1 halofilik arke izolati i¢cin en yiliksek enzim aktivitesinin saglandig
immobilizasyon yontemi ve immobilizasyon periyodu belirlendikten sonra, her bir
izolat i¢in en yiiksek enzim aktivitesinin belirlendigi optimum immobilizasyon yontemi
kosullar1 saptanmistir (Sekil 4.65. — 4.67.). Standart yontem ve modifiye yontemlerle
Celite 281°e immobilize edilmis D83A ve A235 izolatlar1 i¢in en yiiksek proteaz ve
amilaz aktivitesi sonuglar1 sirastyla 0.0458 pmol tirozin/dk.ml, 0,154 pmol

glukoz/dk.ml olmak iizere standart yontemde gozlenmistir.
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Sekil 4.65. Celite 281°¢ farkli yontemlerle immobilize edilmis D83 A izolatinin proteaz
ve A235 izolatinin amilaz aktivitesi (O, A235; N, D83A)

C-1: yikama islemi yapilmamis Celite 281°le immobilizasyon; C-2: etanolle yikanmis ve 48 saat %10’luk
nitrik asitte bekletilmis Celite 281’le immobilizasyon; C-3: etanolle yikanmis ve 24 saat %20’luk nitrik
asitte bekletilmis Celite 281’le immobilizasyon; C-4: etanolle yikanmis ve 48 saatlM hidroflorik asitte

bekletilmig Celite 281°le immobilizasyon; C-5: hiicre peleti ve Celite 281 karigimi +4 °C’de 24 saat
bekletilerek immobilizasyon; C-6: standart yontem

Standart ve modifiye yontemlerle kitosana immobilize edilmis B45 izolat: i¢in
en yiiksek lipaz aktivitesi 0.462 pmol pNP/dk.ml olarak hekzanla muamele edilmis
%2’lik asetik asitli kitosanda, A138 izolatinda en yiiksek lipaz aktivitesi 0.329 pumol
pNP/dk.ml olarak standart yontemde belirlenmistir. B45 izolatinda en yiiksek proteaz

aktivitesi ise 0.0647 pmol tirozin/dk.ml olarak standart yontemde belirlenmistir.
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Sekil 4.66. Kitosana farkli yontemlerle immobilize edilmis A138 izolatinin lipaz, B45

izolatinin lipaz ve B45 izolatinin proteaz aktivitesi (E, A138 lipaz; O, B45 lipaz; B,
B45 proteaz)

K-1: Hekzanla muamele edilmis kitosan ile hiicre siispansiyonu karisimi +4 °C’de inkiibe edilmeden; K-
2: %2’lik asetik asitte doksan dakika ¢6zdiiriildiikten sonra %5’lik NaOH ile PH 6-6,5’a ayarlanmis
kitosan; K-3: hekzanla mamele edilmemis kitosan; K-4: hekzanla muamele edilmis ve %2’lik asetik asitte
doksan dakika ¢ozdiriildiikten sonra %5°lik NaOH ile PH 6- 6.5’a ayarlanmis kitosan; K-5: hekzanla

muamele edilmis ve 20 mM H,0, ile oda 1sisinda inkiibe edilmis kitosan; K-6: 20 mM H,0, ile oda
sisinda inkiibe edilmis kitosan; K-7: standart yontem
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Sekil 4.67. Kalsiyum alginata farkli yontemlerle immobilize edilmis SD23 izolatinin
amilaz aktivitesi

KA-1: % 2’lik alginat; KA-2: % 3’liik alginat; KA-3: % 4’lik alginat; KA-4: 0,15 M CaCl,; KA-5: 0,3 M
CaCl,; KA-6: 0,6 M CaCl,; KA-7:standart yontem

Standart ve modifiye yontemlerle kalsiyum alginata immobilize edilmis SD23
izolat1 icin en yiiksek amilaz aktivitesi 0.3495 pmol glukoz/dk.ml olarak standart

yontemde gozlenmistir.

4.1.7. Ortam Kosullarinin Optimizasyon Sonug¢lari

Alt1 halofilik arke izolat1 i¢in en yliksek enzim aktivitesinin saglandig1 optimum
immobilizasyon kosullar1 belirlendikten sonra, her bir izolat i¢in en yiiksek enzim

aktivitesinin belirlendigi ortam kosullarinin optimizasyonu gerceklestirilmistir.

4.1.7.1. Lipaz, Proteaz ve Amilaz Aktivitesinin NaCl Konsantrasyonuna Bagh

Degisimi

Optimum immobilizasyon yOntemiyle immobilize edilmis hiicrelerin 9 farklh

NaCl derisimi iceren ortamda inkiibe edilmesiyle belirlenen enzim aktivite sonuglari
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Sekil 4.68.- 4.73.’de verilmistir. Buna gore, B45 ve A138 izolat1 i¢in en yiiksek lipaz
aktivitesi sirastyla 3,5M tuz derisiminde 0.4619 pmol pNP/dk.ml, 3M tuz derisiminde
0.5439 pmol pNP/dk.ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.68. A138 izolatinin kitosan destegine immobilizasyonuyla tuz derisimine bagli

lipaz aktivitesi degisimi
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Sekil 4.69. B45 izolatinin kitosan destegine immobilizasyonuyla tuz derisimine bagl

lipaz aktivitesi degisimi
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D83A ve B45 izolati i¢in en yiiksek proteaz aktivitesi 3M tuz derigiminde
strastyla 0.0451 pmol tirozin/dk.ml, 0.0647 pmol tirozin/dk.ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.70. B45 izolatinin kitosan destegine immobilizasyonuyla tuz derisimine bagl

proteaz aktivitesi degisimi
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Sekil 4.71. D83A izolatinin Celite 281’e immobilizasyonuyla tuz derisimine bagl

proteaz aktivitesi degisimi
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A235 ve SD23 izolati ig¢in en yiiksek amilaz aktivitesi sirasiyla 4M tuz
derisiminde 0.2631 pmol glukoz/dk.ml 3,5 M tuz derisiminde 0,1819 pmol

glukoz/dk.ml olarak bulunmustur.
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Sekil 4.72. A235 izolatinin Celite 281’e immobilizasyonuyla tuz derisimine bagl
amilaz aktivitesi degisimi
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Sekil 4.73. SD23 izolatinin kalsiyum aljinata immobilizasyonuyla tuz derisimine baglh

amilaz aktivitesi degisimi
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4.1.7.2. Lipaz, Proteaz ve Amilaz Aktivitesinin PH’ya Bagh Degisimi

Optimum immobilizasyon yontemiyle immobilize edilmis ve optimum NaCl
konsantrasyonu belirlenmis 9 farkli pH degeri iceren ortamda inkiibe edilmesiyle
belirlenen enzim aktivite sonuglart Sekil 4.74.- 4.79.’da verilmistir. Buna gore, B45 ve

A138 izolat1 i¢in en yiiksek lipaz aktivitesi sirastyla pH 7.5’da 0.4619 pmol pNP/dk.ml,
0.5439 umol pNP/dk.ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.74. B45 izolatinin kitosan destegine immobilizasyonuyla pH degisimine bagl
lipaz aktivitesi degisimi
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Sekil 4.75. A138 izolatinin kitosan destegine immobilizasyonuyla pH degisimine bagl
lipaz aktivitesi degisimi
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D83A ve B45 izolat1 i¢in en yiiksek proteaz aktivitesi pH 8’de sirasiyla 0.0451
umol tirozin/dk.ml, 0.0647 pmol tirozin/dk.ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.76. B45 izolatinin kitosan destegine immobilizasyonuyla pH degisimine bagl

proteaz aktivitesi degisimi
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Sekil 4.77. D83A izolatimin Celite 281’e immobilizasyonuyla pH degisimine bagl

proteaz aktivitesi degisimi
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A235 ve SD23 izolat1 i¢in en yiiksek amilaz aktivitesi pH 7,5°da sirasiyla
0,2631 pmol glukoz/dk.ml 0,1819 umol glukoz/dk.ml olarak bulunmustur.
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Sekil 4.78. A235 izolatinin Celite 281°e immobilizasyonuyla pH degisimine bagl

amilaz aktivitesi degisimi
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Sekil 4.79. SD23 izolatinin kalsiyum aljinata immobilizasyonuyla pH degisimine bagli
amilaz aktivitesi degisimi
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4.1.7.3. Lipaz, Proteaz ve Amilaz Aktivitesinin Sicakhiga Bagh Degisimi

Optimum immobilizasyon ydntemiyle immobilize edilmis, optimum NaCl
konsantrasyonu ve pH degeri belirlenmis bes farkli sicaklik degerinde inkiibe
edilmesiyle belirlenen enzim aktivite sonuglar1 Sekil 4.80.- 4.85.’de verilmistir. Buna

gore, B45 ve A138 izolat1 i¢in en yiiksek lipaz aktivitesi sirasiyla 40°C’de 0.4619 umol
pNP/dk.ml, 0.5439 umol pNP/dk.ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.80. B45 izolatinin kitosan destegine immobilizasyonuyla sicaklik degisimine
bagli lipaz aktivitesi degisimi
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Sekil 4.81. A138 izolatinin kitosan destegine immobilizasyonuyla sicaklik degisimine
bagli lipaz aktivitesi degisimi
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D83A ve B45 izolati icin en yiiksek proteaz aktivitesi 40°C’de sirasiyla 0.0451
umol tirozin/dk.ml, 0.0647 umol tirozin/dk.ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.82. B45 izolatinin kitosan destegine immobilizasyonuyla sicaklik degisimine

bagli proteaz aktivitesi degisimi
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Sekil 4.83. DS83A izolatinin celite 281’°e immobilizasyonuyla sicaklik degisimine bagli

proteaz aktivitesi degisimi
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A235 ve SD23 izolatt i¢in en yiiksek amilaz aktivitesi pH 40°C’de sirasiyla
0,2631 pmol glukoz/dk.ml 0,1819 umol glukoz/dk.ml olarak bulunmustur.
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Sekil 4.84. A235 izolatinin celite 281°e immobilizasyonuyla sicaklik degisimine bagl

amilaz aktivitesi degisimi
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Sekil 4.85. SD23 izolatinin kalsiyum aljinata immobilizasyonuyla sicaklik degisimine

bagli amilaz aktivitesi degisimi
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4.2. Tartisma

Mikroorganizmalar en 6nemli enzim kaynaklaridir ve biyoteknolojide kullanilan
enzimlerin biiyiik bir kismi1 mezofilik mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Ancak,
endiistriyel islemler sirasinda gerekli olan yiiksek iyonik siddet, pH ve sicaklik gibi
kosullar mezofilik enzimlerin stabilitelerini sinirladig i¢in, ekstremofil arkelerin tirettigi
ekstremozimlere ilgi artmistir (Hough ve Danson, 1999; Eichler, 2001). Ekstremofil
organizmalardan, yliksek tuz konsantrasyonlarinda gelisen halofilik arkeler, en 6nemli
ekstrem halofilik enzim kaynaklaridir. Endistriyel islemler sert kosullarda
gerceklestirildiginden dolayi, sicak ve yiikksek tuz derisimi, organik solventler gibi
diisiik su aktivitesine sahip olan ekstrem kosullarda optimum aktivite gosterebilen
halofilik arkelerin enzimleri endiistriyel anlamda biiyiik 6nem kazanmaktadir (Gomes

ve Steiner 2004).

Lipaz, proteaz ve amilaz endiistriyel oneme sahip enzimlerdir ve kiiresel enzim
pazarinin 6nemli bir kismini olustururlar (Sangeetha ve ark. 2010). Mikroorganizma
kaynakli lipaz, proteaz ve amilaz enzimleri gida, tekstil, deterjan, ilag sanayi gibi ¢esitli
endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir (Karbalaei-Heidari ve ark. 2009; Shafiefi ve ark.
2011; Gupta ve ark., 2004). Bu ¢alismada, lipaz, proteaz ve amilaz aktivitesine sahip 6
farkli halofilik arke izolati, hiicre immobilizasyonu ve enzim aktivitelerinin belirlenmesi
amactyla arastirilmistir. Calismanin ilk kisminda, halofilik arke hiicreleri 7 farkli destek
materyaline 3 farkli yontemle immobilize edilmis ve immobilize edilen hiicrelerin lipaz,
proteaz ve amilaz aktiviteleri ve en yiiksek enzim aktivitesinin gozlendigi inkiibasyon
zamanlar1 belirlenmistir (Cizelge 4.2.). izolatlarin immobilizasyon ydntemlerine gore
enzim aktiviteleri dikkate alindiginda en yiiksek aktivite B45, A138, D83A, A235,

izolatlar1 i¢in adsorpsiyon ve SD23 izolat1 i¢in hapsetme yonteminde bulunmustur.

Adsorpsiyon yonteminde B45 izolat:1 i¢in en yiiksek lipaz ve proteaz aktivitesi
ve A138 izolat1 i¢in en yiiksek lipaz aktivitesi kitosan destegi ile immobilizasyon
yonteminde saptanmistir. D83 A izolat1 i¢in en yiiksek proteaz ve A235 izolati i¢in en
yiiksek amilaz aktivitesi Celite 281 ile immobilizasyon yonteminde bulunmustur.
Adsorpsiyon yonteminde hiicreler zayif fizikokimyasal giiclerle-van der Waals yada
elektrostatik etkilesim- destek materyaline tutunmaktadir (Krekeler ve ark. 1991). Zayif

etkilesimlerin yani sira, por iceren, hidrofilik ve toksik olmayan, piiriizlii ve diizensiz



Cizelge 4.2. Halofilik arke hiicrelerinin immobilizasyon yontemi, enzim aktivitesi ve inkiibasyon periyodu

Immobilizasyon Yéntemi
ENZIM Adsorpsiyon Hapsetme Capraz baglama
Folat Celite 281 Kitosan Agar Kalsiyum aljinat | Aljinat-kitosan Cap. bag. aljinat | Cap. bag. kitosan
S* U/mi S U/mi S U/mi S U/mi S U/mi S U/ml S U/ml

LIPAZ

B45 72 0.0356 96 0.3372 168 0.0824 144 0.273 72 0.0024 96 0.0105 72 0.0162

Al138 96 0.0826 120 0.3289 192 0.0259 168 0.1468 192 0.0046 72 0.0305 24 0.0219
PROTEAZ

D83A 168 | 0.0478 | 168 | 0.059 | 168 | 0.0341 | 144 | 0.0145 | 120 | 0.0006 | 120 | 0.0006 | 144 | 0.0009

B45 168 0.0646 168 0.0249 144 0.0252 168 0.0089 168 0.0005 120 0.0014 144 0.0016
AMILAZ

A235 120 0.154 48 0.0831 168 0.1048 168 0.1302 72 0.0119 144 0.031 48 0.0075

SD23 144 0.0518 168 0.0162 168 0.1056 168 0.1819 144 0.0193 120 0.0088 144 0.0145

S*: saat




81

yiizeye sahip maddelerin, mikroorganizmalarin adsorpsiyonla immobilizasyonu i¢in
ideal destek materyali oldugu belirtilmistir (Durham ve ark., 1994). Calismamizda
kullandigimiz Celite ve kitosan bu 6zelliklere sahip destek yapilaridir (Durham ve ark.,

1994, Aranaz ve ark., 2009).

Helander ve ark. (2001), kitin tiirevli bir f-1,4-N-asetilglukozamin polimeri olan
kitosanin bakteri hiicrelerini adsorplayabildigini bildirmislerdir. Kitosan iizerindeki
pozitif yiiklerden dolayi, elektrostatik olarak negatif yiiklii molekiillerle etkilesime giren
bir polimerdir (Masotti ve ark. 2007). Calisma kapsaminda kullanilan halofilik arke
hiicrelerinin kitosan destegine adsorpsiyonunun gergeklesmesinde, kitosanin pozitif
yiiklii amino gruplar ile halofilik arke hiicre duvarinin dis yiizeyindeki negatif yiiklii
glikoprotein ve siilfat molekiilleri (Litchfiel ve ark. 1999; Kubata ve ark., 2005)

arasindaki etkilesimin rolii oldugu diisiiniilmektedir.

Celite, SiOy’den (silika) olugsan gozenekli yapiya sahip diatome partikiilleridir.
Kimyasal olarak inert olmasi ve birbiriyle baglantili por yapisina sahip olmasi, Celite’i,
hiicrelerin fiziksel adsorpsiyonu i¢in uygun bir molekiil haline getirmektedir (Chang ve
ark. 2007). Calismamizda, toksik olmayan Celite’in 6zel por yapisina bagli olarak,
halofilik arke hiicrelerinin yiiksek oranda destek materyaline immobilize oldugu

sonucuna varilmistir.

Tez kapsaminda en yiiksek enzim aktivitesinin gozlendigi immobilizasyon
yontemleri arasinda 2. sirada kalsiyum aljinata hapsetme yontemi gelmektedir. SD23
izolatinda en yiikksek amilaz aktivitesi, hiicreler kalsiyum aljinat kiirelerine
hapsedildiginde saptanmistir. Kalsiyum aljinat kiiresi yapiminda kullanilan sodyum
aljinat, B-D Mannuronik asit ve a-L Gluronik asitten meydana gelmis non-toksik bir
polisakkarit olup, biyomolekiillerin ve hiicrelerin immobilizasyonu i¢in uygun bir

molekiildiir (Mattiasson, 1983).

Literatlirde halofilik arke hiicrelerinin immobilizasyonu ile ilgili sinirli sayida
calisma bulunmaktadir. Tapingkae ve ark. (2010), Natrinema gari BCC 24369 susunu
farkli destek materyallerine adsorpsiyon, hapsetme ve capraz baglama yontemiyle
immobilize ederek, histamin yikimini belirledikleri ¢aligmada en yiiksek histamin

yikiminin Celite 545’e adsorpsiyonla immobilize edilen hiicrelerde saptandigini
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belirtmislerdir. Vidyasagar ve ark. (2006) Halogeometricum sp. TSS101 susunu
kalsiyum aljinata hapsederek proteaz aktivitesini belirledikleri ¢alismada, immobilize
arke hiicrelerinin 10 tekrar boyunca yiiksek diizeyde protaeaz iirettigini rapor
etmislerdir. Halobacterium sp. JS hiicrelerinin farkli destek materyallerine hapsetme
yoluyla immobilize edilmesiyle, proteaz iiretiminin incelendigi diger bir ¢alismada, en
yilksek aktivitenin kalsiyum aljinata immobilizasyonda alindig1 belirtilmistir

(Vijayanand ve ark. 2012).

Calismamizda agar ortamina hapsedilen halofilik arke izolatlarinda yiiksek lipaz,
proteaz ve amilaz aktivitesi gozlenmemistir. Agar ¢ozeltisine yiiksek miktarda tuz
eklenmesi agarin donma derecesini yiikselttigi icin immobilizasyon c¢alismasinda
sicakligr 50 °C olan agar ¢ozeltisi kullanilmistir. Sicak agarin, arke hiicrelerini termal
soka sokarak hasar gérmelerine neden oldugu diisiiniilmektedir. Ralstonia pickettii ile
yapilan agara hapsetme ¢alismasinda da benzer sonu¢ alindigi bildirilmistir

(Hemachander ve ark., 2001).

Bu ¢alismada, izolatlarin immobilizasyon yontemlerine gore enzim aktiviteleri
dikkate alindiginda, adsorpsiyon ve hapsetme yoOntemine gore ¢apraz baglama
yonteminde enzim aktivitelerinde yiliksek miktarda azalma gozlenmistir. Aktivite
miktarindaki diislislin, ¢apraz baglama yontemlerinde kullanilan glutaraldehitin arke
hiicreleri tizerindeki toksik etkisine bagli olarak gergeklestigi diistiniilmektedir. Benzer
sonuglarin Natrinema gari ile yapilan ¢apraz baglama ile hiicre immobilizasyon
caligmalarinda da ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Tapingkae ve ark., 2010). Ayrica, arke
hiicrelerinin yani sira bakteri hiicrelerinin immobilizasyonu ¢aligsmalarinda da benzer
sonuglar bildirilmistir. Teredinobacter turnirae hiicrelerinin immobilizasyonunda
capraz baglayici ajan olarak kullanilan glutaraldehidin proteaz aktivitesinde diisiise
neden oldugu bildirilmistir (Elibol ve Moreira 2003). Immobilize edilmis Erwinia sp.
D12 hiicrelerinde izomaltoz {iretiminin azalmasinin nedeni olarak glutaraldehitin toksik

etkisine isaret edilmistir (Kawaguti ve ark., 2006).

Tez c¢alismasinin ikinci asamasinda, immobilize edilmis hiicrelerle serbest
hiicrelerin enzim aktiviteleri karsilastirilmistir (Cizelge 4.3.). Immobilize edilmis
hiicrelerde serbest hiicrelere gore enzim aktivitesinde minimum 2 maksimum 10 kat

olacak sekilde bir artig saptanmistir.
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Cizelge 4.3. Immobilize ve serbest hiicrelerde enzim aktivite degerleri

izolat-enzim Immobilize hiicre Serbest hiicre Immobilzasyon
verimi (kat)

Al138-lipaz 0.3289 U/ml 0.0316 U/ml 10
B45-lipaz 0.3371 U/ml 0.038 U/mi 9
D83A-proteaz 0.0451 U/ml 0.0063 U/ml 8
B45-proteaz 0.0646 U/ml 0.0233 U/ml 3
A235-amilaz 0.1543 U/ml 0.0692 U/ml 2
SD23-amilaz 0.1819 U/ml 0.1176 U/ml 2

Immobilize edilmis hiicrelerde serbest hiicrelere gore enzim aktivitesinin arttig1
cesitli arastirmacilarin yaptigi c¢aligmalarla da ortaya konmustur (Scannell ve ark.
(2000), Angelova ve ark. (2000), Elibol ve Moreira (2003), Saude ve Junter (2002),
Pereira ve ark. (2003), Adinarayana ve ark.(2004), Anisha ve Prema (2008), Kumaravel
ve Gopal (2010), Beshay ve arkadaslar1 (2011), Vijayanand ve ark. (2012)). Halofilik
arke Natrinema gari ile yapilan immobilizasyon g¢alismasinda serbest hiicrelere gore
celite’e immobilize edilmis hiicrelerde histamin degredasyonunun %94 oraninda arttig1
belirtilmistir (Tapingkae ve ark. 2010). Mikrobiyal hiicreler bir destege immobilize
edildiginde pH, sicaklik, organik solvent veya toksik maddeler gibi c¢evrenin zararli
etkilerinden korunabilmekte ve enzim aktivitesinde artis meydana gelmektedir (Park ve
Chang 2000). Ayrica immobilize hiicrelerin korunakli mikro ¢evrelerinde substrata daha

etkili ulastiklar1 diistiniilmektedir.

Calismanin {i¢iincii asamasinda her bir izolatin en yiiksek enzim aktivitesi
gosterdigi immobilizasyon ydntemi i¢in optimizasyon c¢aligmalari yapilmistir.
Optimizasyon c¢alismalart sonucunda B45 izolatt hari¢ diger 5 izolatin standart
yontemde en yiiksek enzim aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. B45 izolatinda ise, lipaz
aktivitesi yoniinden asetik asitle muamele edilen kitosanda standart yonteme gore daha
yiksek sonu¢ elde edilmistir. Kitosan, pKa (6.4) degerinin altindaki diisiik pH
derecelerinde pozitif yiiklenir (Aranaz ve ark. 2009). Pozitif yiik oranindaki artisa baglh
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olarak arke hiicrelerinin daha fazla kitosan ylizeyine tutundugu diisiiniilmektedir. Strand
ve ark. (2003) kitosan yiizeyine E. coli hiicrelerinin adsoprsiyonunun pH’ya bagli olarak

arttigini belirtilmistir.

Tez caligmasinin son asamasinda immobilize edilen hiicrelerin lipaz, proteaz ve
amilaz enzim aktiviteleri lizerine NaCl, pH ve sicakligin etkisi incelenmistir (Cizelge
4.4.). immobilize edilmis arke hiicrelerinin her {i¢c enzim ydniinden genel olarak 3-4 M
NaCl, pH 7.5-8 ve 40 °C’de en yiiksek aktiviteyi gosterdikleri saptanmigtir. Farkli
notrofilik halofilik arke suslarindan izole edilerek karakterize edilen lipaz, proteaz ve
amilaz enzimlerinin nétr pH, 2.5 M’in iizerinde NaCl ve 40 °C iizerindeki sicaklik

derecelerinde optimum aktivite gosterdikleri rapor edilmistir (Litchfield, 2011).

Cizelge 4.4. Immobilize hiicrelerde enzim aktivitesi i¢in optimum NaCl, pH

ve sicaklik

izolat-enzim NaCl [M] pH Sicaklik ("C)
Al138-lipaz 3 7.5 40
B45-lipaz 3.5 7.5 40
D83A-proteaz 3 8 40
B45-proteaz 3 8 40
A235-amilaz 4 7.5 40
SD23-amilaz 3.5 7.5 40

Sonug olarak; hiicre immobilizasyonu, ekstraseliiler enzimlerin iiretilmesi,
biyokiitlenin ortamdan kolayca ayrilmasi ve tekrar kullanilabilmesi, siirekli sistemlerde
kullanilabilmesi gibi biiyiik avantajlar sunmaktadir (Zhang ve ark., 1989; Galazzo ve
Bailey, 1990). Ancak, immobilizasyondaki dezavantajlarin minimize edilmesi i¢in
uygun 1imobilizasyon yoOntemlerinin ve destek materyallerinin  belirlenmesi

gerekmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Ekstremozimler ekstrem kosullarda yiiriitiilen endiistriyel islemler i¢in uygun
katalizorlerdir. Ekstrem halofilik organizmalarin enzimleri tuzla zenginlestirilmis
koruma kalkanina sahiptir. Tuzlar, su aktivitesini azalttig1 i¢in halofilik organizmalarin
enzimleri, diisiik su aktivitesine sahip organik ¢dziiclilerin bulundugu ortamlarda dahi
aktivitelerini siirdiirebilmektedirler. Haloarkeal enzimler halofilik 6zelliklerinin yani
sira termofilik 6zellik de gdstermektedirler. Bu enzimlerle ilgili stabilite, aktivite ve
coziinlirliige yonelik calismalarin yogun olmasina karsi, potansiyel kullanimlarina dair
caligmalar1 heniiz yeterli diizeye ulasmamistir. Arkelerden elde edilen enzimler
endiistriyel kosullara benzerlik gosteren ekstrem cevre sartlarinda yiiksek aktivite
gosterebilmektedirler. Ancak hiicrelerin ¢ogalma hizlarinin diisilk olmasi ve enzim
saflastirilmasinda yasanan zorluklar arkelerden enzim {retimini kisitlamaktadir.
Arastirmalar, farkli mikroorganizmalar i¢in hiicre immobilizasyon teknigi ile enzim
tiretim verimliliginin bilyiik ol¢lide arttigini ortaya koymaktadir. Gliniimiizde, enzim
tiretimi i¢in hiicre immobilizasyon yontemleri endiistriyel olarak da kullanilmaya
baslanmigtir. Farkli mikroorganizmalardan elde edilen sonuglara paralel olarak, arke
enzimlerinin aktivitesi i¢in de, immobilize hiicrelerin kullanilmasinin serbest hiicrelerin
kullanilmasindan daha verimli oldugu belirtilmistir. Immobilize hiicrelerin baslica
avantaji, bu hiicrelerin biyodoniisiim sonucunda ortamdan kolayca ayrilabilmeleri ve
tekrar tekrar kullanilabilmeleridir. Ayrica, immobilize hiicreler ortamdan ayrildiklar:
igin reaksiyon ortami kirlenmemektedir. Immobilize hiicreler siirekli sistemde
calismaya cok uygundur ve substrat, biyokiitle olusumu i¢in harcanmayacagindan daha

yiiksek hacimsel verimlilik degerleri elde edilebilmektedir.

Yapmis oldugumuz calismada alt1 farkli halofilik arke izolat1 yedi farkli destek
materyaline ii¢ farkli immobilizasyon yontemi kullanilarak immobilize edilmistir.
Immobilize edilen arke izolatlarinin en yiiksek lipaz, proteaz ve amilaz aktivitesi
gosterdigi immobilizasyon yontemleri belirlenmistir. En yliksek enzim aktivitesi, 5
izolat i¢in adsorpsiyonla immobilizasyon yonteminde, 1 izolat i¢in ise kalsiyum aljinata
hapsetme yonteminde saptanmistir. Adsorpsiyonla immobilize edilen hiicrelerde enzim

aktivitesinin serbest hiicreye gore 10 kat arttig1 belirlenmistir.



86

Bu calismada, arke izolatlarin ¢esitli yontemlerle immobilizasyonlar1 yapilmis,
ancak hiicrelerin immobilizasyon verimliligi yapilmamistir. Capraz baglama yontemiyle
immobilizasyonda glutaraldehitin toksik etkisinden dolay1 enzim aktivite sonuglar1 ¢cok
diisiik alinmis, ancak glutaraldehitin uygun konsatrasyonunun belirlenmesi ¢alismalari
yapilmamustir. immobilize edilen hiicrelerin siirekli reaktor kosullarinda kullanimi ve
tekrar kullanilabilirligi ile ilgili caligmalar yapilmamistir. Endiistriyel 6neme sahip
haloarke hiicrelerinin immobilize edilerek enzim aktivite yeteneklerinin arttirilmasi igin

yukarida belirtilen ¢alismalarin yapilmasi 6nerilir.
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manevi destegini esirgemeyen kardesim ve arkadasim Dog. Dr. Serpil EROGLU’na ve

aileme tesekkiirli borg bilirim.
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