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OZET

B-GALAKTOZIDAZIN FARKLI TASIYICILARDA iIMMOBILIZASYONU VE BAZI
OZELLIKLERININ iINCELENMESI

Fulya AYTAC

Biyokimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Aysegil PEKSEL

Galaktozidazlar, ekzoglikozidazlarin en iyi bilinen sinifidirlar. Glikozidik bagin a- veya -
cesidine etki etmelerine gore a-galaktozidazlar ve B-galaktozidazlar olmak Uzere iki alt
gruba ayrilirlar. B-galaktozidaz, B-D-galaktozil gruplari iceren oligosakkaritleri hidroliz
edebildigi gibi galaktozil kalintilarinin bir molekilden diger molekile aktariimasini
saglayarak transferaz aktivitesi de gosteren bir glikozidazdir. B-Galaktozidaz
endUstride; sutin hidrolizinde, laktozsuz sit Urlnlerinin eldesinde, dondurma
Uretiminde, peyniralti suyunun hidrolizinde, hayvansal besin uygulamalarinda kullanilir.

Bu c¢alismada B-galaktozidaz kiif mantari Hypocrea jecorina” dan kismi olarak
saflastirildi. H. jecorina B-galaktozidaz ilk defa cesitli tasiyici materyallere baglanarak
adsorbsiyon yontemiyle immobilize edildi. Calismada kullanilan tagiyicilar cam
buncuklar, kitosan boncuklar, PEG 6000 kapli kitosan boncuklar, amberlit XAD-16,
bentonit, deniz kumu, silika, hidroksi apatit, selit ve alliminadir. H. jecorina B-
galaktozidaz’ 1 icin uygun immobilizasyon metodu secildikten sonra immobilize enzimin
optimum pH, optimum sicaklik, termal stabilite, Km ve Vmax degerleri belirlendi.
Karakterizasyon calismasi icin secilen immobilizasyon yontemi kullanilarak, immobilize
B-galaktozidaz lizerine cesitli iyon ve bilesiklerin etkisi incelendi. immobilize enzimin
depo kararlihgi belirlendi.

Calismanin sonucunda, B-galaktozidazin immobilizasyonu igin uygun olan yontem
kitosan boncuklara adsorbsiyon olarak belirlendi. Kitosan boncuklara adsorbsiyon
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yontemine gore, immobilize B-galaktozidazin karakteristikleri; optimum pH’ 1 8,
optimum sicakligi 80°C, K, degeri 1,026.10° g/ml, Vmax degeri 0,1447 U/ml olarak
bulundu. Depo kararliligi 50 giin olarak bulundu. Co™, Cu*?, Ag* iyonlarinin ve tritonX-
100 yuzey aktif maddesinin immobilize B-galaktozidazin aktivitesini %100’ in lGzerinde
arttirdigi tespit edildi.

Anahtar Sozciikler: B-galaktozidaz, Hypocrea jecorina, enzim immobilizasyonu, kitosan,
adsorbsiyonu
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ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF B-GALAKTOSIDASE ON DIFFERANT CARRIERS AND
INVESTIGATION OF SOME PROPERTIES

AYTAC, Fulya

Department of Biochemistry

Master Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Aysegul PEKSEL

The galactosidases are well-known class of the exoglicosidases. According to the effect
to the kind of a- or B- of glycosidic bond the galactosidases divide in two subclass as B-
galactosidases and a- galactosidases. Not only the B-galactosidase hydrolase the oligo-
sacckarids which containe B-D galactosyl groups but also it is a glicosidase which
shows the activity of transferase by carrying the galactosyl moieties from a molecule
to another B- galactosidase is used in the industry for hydrolysis of milk, getting the
productions of lactose free milk, manufacturing the ice-cream, hydrolysis of whey and
the practises in animal nutrition.

In this study, the partial purification of B- galactosidase than the fungus of Hypocrea
jecorina was done. For the first time, the B- galactosidase of H. jecorina was
immobilized by the methods of adsorption by linking to various carriers. Carriers used
in this study; chitosan beads, chitosan beads which contains PEG 6000, amberlite-
XAD16, bentonite, sea sand, silica, hydoxy apatite, celite, alumina. The proper method
for the immobilization of the B-galactosidase of H. jecorina was chosen. Later on, the
optimum pH, the optimum temperature, thermal stability, of Km and Vmax values of
the immobilized enzyme were determined. It is examined the effect of various ions
and compounds on immobilized B-galactosidase by using the immobilization method
which was chosen for labour characterization. Storage stability of the immobilized
enzyme were determined.
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As a result of the study, the proper method for immobilization of the B-galactosidase
of H. jecorina were emerged as: the adsorption of chitosan beads. According to the
adsorption method, the characteristics of the immobilized B-galactosidase are found as
the following; the optimum pH is 8, the optimum temperature is 80°C, the Km value is
1,026.10°° g/ml, the Vmax value is 0,1447 U/ml. Storage stability was found to be 50
days. Co*™, Cu*?, Ag* ions and surface active-agent triton X-100 activity of immobilized
enzyme was found to increase by over 100%.

Key words: B-galaktosidase, Hypocrea jecorina, immobilization of enzyme, chitosan,
adsorption
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Enzimler canli hiicrelerde olusan ve organizmalardaki tiim reaksiyonlarin cok yumusak

kosullarda gerceklesmesini saglayan ve bunlari diizenleyen biyolojik katalizorlerdir [1].

Proteinlerin 6nemli bir grubu; biyolojik bakimdan eskiden ferment olarak isimlendirilen

enzimlerdir [2].

Endustride kullanilan kimyasal katalizorlerle kiyaslandiginda enzimlerin kullanimi pek
cok avantaj saglamaktadir. One cikan avantajlarin basinda, yiiksek katalitik etkinlikleri
ve sahip olduklari 6zgillikleridir. Enzimler sadece reaksiyonlara karsi degil substratlara
karsi da yuksek 6zgullik sergilediklerinden istenilen tek bir son Griniin olusumunu
saglamakta ve gereksiz yan Urinlerin olusmasini engellemektedirler. Bu da yuksek
reaksiyon verimini sagladigindan dolayr maliyeti disiirmektedir. Bunlara ek olarak
enzimler diger katalizérlere kiyasla daha iliman sartlarda calistiklarindan eneriji
sarfiyatini, dolayisiyla isletme maliyetini dlsirmektedirler. Cevre boyutu ele
alindiginda enzimlerin protein yapida olmalari biyolojik olarak bozundurulabilmelerine
olanak tanir ve atik yonetimini kolaylastirir. Tim bu 6zelliklerinden dolayr 1960’lardan
bu yana enzimlerin endustriyel kataliz olarak kullanimlari artan bir ivmeyle
yayginlasmaktadir. Onemli avantajlarinin yaninda enzimlerin pratik kullaniminda bazi
sorunlarla karsilasilmaktadir. izolasyon ve saflastirma islemlerinin yiiksek maliyete
neden olmasi, dogadaki ortamlarindan izole edildikleri takdirde proses kosullarina olan
duyarhliklari, enzimlerin katalitik aktiviteleri icin dnemli olan molekiler yapilarinin

ylksek sicaklik, diisiik ya da yliksek basing, organik ¢ozliclilerin varliginda hatta diger



katalizorler igin elverisli olan ortamlarda bozunmaya yatkinlik gdstermeleri, kisa
kullanim zamanlari, diger konvansiyonel heterojen katalizorlerin aksine ¢ogu enzimin
suda ¢6ziinmus olarak, homojen katalizor sistemlerinde islev gostermeleri dolayisiyla
UrGine kontamine olmalari ve reaksiyon karisimindan aktif formda yeniden kullanim igin
geri elde edilememeleri serbest enzimlerin endistriyel kullaniminda karsilagilan
problemlerdendir. Serbest enzimlerde gorilen bu dezavantajlari ortadan kaldirmak igin
pek cok metot denenmektedir. immobilizasyon bu amagla kullanilan en basaril
yontemlerden biridir. immobilize enzimler, “fiziksel olarak hapsedilmis veya kesin
olarak tanimlanmis bir bolgeye, sahip olduklari katalitik aktiviteyi koruyarak
yerlestirilmis, tekrarli ve sirekli olarak kullanilabilen enzimler” olarak tanimlanirlar [3].
Enzimler suda ¢oziinen, spesifik katalizorlerdir ve endistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu
cozeltilerde gergeklestirilir. Bu nedenle enzimler, suda ¢6ziinmeyen bir tasiyiciya
fiziksel veya kimyasal olarak baglanarak, suda ¢o6ziinmeyen (rin veren bir
kopolimerizasyona enzim molekllinin monomer olarak katilmasiyla ve suda
¢Oziinmeyen bir matriks veya suda ¢6zlinmeyen mikrokapsillerde tutuklamakla
immobilize edilirler [1]. Endustriyel alanda kullanilan enzimlerin %80’i polimerlerin
dogal vyapisini bozabilme yetenegine sahip olan hidrolazlardir. B-galaktozidaz,
laktozdaki B-glikozidik baginin enzimatik hidrolizini katalizleyerek, laktozdan daha tatli
ve ¢Oziinurligl laktoza gore daha fazla olan glukoz ve galaktozun olusmasini saglayan
hidrolaz sinifina ait bir enzimdir. B-galaktozidaz; laktoz intoleransi olan insanlar igin
endusturide sttteki laktozun uzaklastirilmasinda, ayrica peynir alti suyundaki laktozun
geri kazanilmasinda, oligasakkaritlerin sentezlenmesinde kullanilir [4]. Hypocrea
jecorinad kiuf mantarindan elde edilen B-galaktozidaz icin literatiirde immobilizasyon

¢alismasinin gézlenmemesi ¢alismamizi 6zel kilan nedenlerden biridir.

1.2 Tezin Amaci

immobilize enzimlerin kullaniminin yayginlasmasina ragmen heniiz evrensel olarak
kabul edilen enzim immobilizasyon metotlari yoktur. Ginimizde immobilizasyon
calismalarinda deneme vyanilma yontemiyle enzim i¢cin en uygun metot
belirlenmektedir. Bu c¢alismanin  amaci  B-galaktozidazin  yiliksek verimle
immobilizasyonu icin uygun kosullarin belirlenmesi, uygun immobilizasyon yontemi ve
uygun tastyicilarin saptanmasidir. Uygun immobilizasyon yontemi ile immobilize edilen
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enzimin bazi 6zelliklerinin, dayaniklihginin ve kararliiginin arttirilmasi calismanin temel
hedefidir. Farkl tasiyicilarla immobilizasyon gerceklestirilerek, avantaj veya dezavantaj
saglayacaklari disinilmustiir. Uygun yontem belirlendikten sonra immobilize enzimin
sicakhk ve pH kararhliklar, tekrar kullanilabilirligi ve saklama kararlihgl igin
karakterizasyon ¢alismalari ylritilmesi, bu ¢alismalarin sonuclarinin serbest enzim igin
ayni parametreler adina karsilastiriimasi hedef alinmistir. Ayni zamanda uygun
yontemin belirlendigi sartlardaki immobilize enzimin kinetik sabitlerinin belirlenmesi

amaglanmigtir.

1.3 Hipotez

Hypocrea jecorina B-galaktozidazi cam boncuk, deniz kumu, selit, bentonit, hidroksi
apatit, silika, alimina, amberlit, kitosan ve PEG 6000 kaph kitosan boncuk tasiyicilari
Uzerine adsorbe edilerek immobilizasyonu gergeklestirildi. En uygun immobilizasyon
metodu secilerek, immobilize B-galaktozidazin; sicaklik ve pH kararliliklari, tekrar
kullanilabilirligi, ve saklama kararlihg: icin karakterizasyonu belirlendi, kinetik sabitleri

saptandi.



BOLUM 2

ENZIMLER

Enzimler, biyolojik sistemdeki tepkimelerin canliiga zarar vermeyecek sekilde
gerceklesmesini saglayan protein vyapisindaki, spesifik biyokatalizorlerdir. Canli
organizmada gerceklesen cok sayida tepkime enzimlerle katalizlenir. Bununla beraber
yeterli kosullarin saglanmasi durumunda etkilerini gosterebiliyor olmalari, enzimlerden
dogal ortamlarindaki pek ¢cok alanda yararlanabilme imkanini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu
nedenle enzimlere iliskin tim nicelik ve 6zellikleri bir batln olarak inceleyen enzimoloji
basta olmak Ulzere, biyokimya ve molekiler biyoloji, fizikokimya, bakteriyoloji ve
mikrobiyoloji, genetik, botanik ve tarim, farmokoloji ve toksikoloji, patoloji, fizyoloji,
tip, mihendislik, biyomlhendislik gibi bilim dallari ile gesitli endistriyel alanlar igin

blyik bir 6nem tasimaktadir [5].

2.1 Enzimolojinin Tarihgesi

insanlar farkinda olmadan enzimlerden, ekmek, peynir, bira, sarap vb. maddelerin
yapiminda ve ayrica ila¢ olarak yararlanmislardir. Bu gibi islemler ilk biyoteknolojik

prosesler olarak tanimlanabilirler. Tarihsel slirece baktigimizda;

1783 yilinda Spallanzi tarafindan atmacanin mide suyunun eti eritebildigi gosterilerek

kanitlanmistir.

1811 yilinda Kirchoff bugday nisastasinin zamanla dekstrin ve sekerlere dontstigini

belirlemistir.

1830 vyilinda Robiquet, Boutron ve Chalan’in amigdalinin aci badem tarafindan
hidrolizlendigini kesfetmesi, enzimoloji konusundaki ilk calismalar olarak gosterilebilir.
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Payen ve Persoz’'un 1833 yilinda nisastayl sekere donustlren termobil bir maddeyi
alkol ¢oOktirmesiyle elde etmeleri enzimoloji alanindaki en onemli kilometre

taslarindan biri olmustur.

Enzimlerin kesfinin basladigi ilk yillarda pek ¢ok arastirmaci fermantasyon olaylarinda
mayalar ve etkilerini géz onlne aldiklari icin enzimleri tanimlamaya yonelik olarak
ferment terimini kullanmislardir. Enzimler icin “katalizor” s6zcigi ilk kez 1838 yilinda

Berzelius tarafindan, “enzim” s6zciigl ise 1878 yilinda Kiihne tarafindan kullaniimistir.

Yunanca’da en: icinde, zyme: birakmak anlamindadir. Cagdas enzim kimyasi
¢alismalari, enzimatik reaksiyonlarla ilgili, Michelis-Menten varsayimi ve James Sumner

tarafindan 1926 yilinda ireazin izolasyonu ile baglamistir.

1953’de insllinin aminoasit dizisinin saptanmasi, 1958’de 124 aminoasitten olusan
ribonlikleazin aminoasit dizisinin aydinlatiimasi ve 1969’da Merrifield ve calisma
arkadaslarinin biyolojik aktivite gosteren ribontikleazi kimyasal sentez yoluyla elde

etmeyi basarmalari enzimolojinin gelismesine bliylk katki saglamistir [6].

2.2 Enzimlerin Etkisi

Enzimlerin etki mekanizmasi iki farkli agidan ele alinabilir. Bunlardan birincisi tepkime
suresince gerceklesen enerji degisikliklerinin, digeri ise kataliz sirasindaki aktif

bolgedeki yapisal degisikliklerin incelenmesi ile ilgilidir.

2.2.1 Aktivasyon Enerjisi

Bltlin kimyasal tepkimelerde aktivasyon enerjisi denilen bir enerji engelinin asilmasi
gerekmektedir. Enerji engeli ne kadar bliyik olursa birim zamanda bu engeli asan
molakillerin sayisida o oranda az olacaktir. Tepkime hizini arttirabilmek icin sisteme
biyolojik ya da kimyasal bir katalizor ilave edilebilir. Bu durumda katalizér substrat ile

(ES) kompleksi yaparak aktivasyon enerjisini asagilara ¢ekebilir.

2.2.2 Aktif Bolgedeki Degisiklikler

Aktif merkez, bir enzimin substrata yapistigi bolge, bir de kataliz olayinin

gerceklestirildigi bolge (katalitik yer) olmak Uzere iki kissmdan olusur. Bir enzimin



yapisindaki amino asit artiklarin cogu substratla temas halinde degildir. Bircok enzimde

katalitik yerde serin, sistin, histidin, tirozin ve lizin bulunur [7].

mSUBSTRAT

Aldif Merkez

ES Kompleksi

A-JAnahtar Kilit
Modeli

ENZin Enzim-Substrat
Kompleksi

B-) indiklenmis
Uyma Modeli

Enzim-Substrat
Kompleksi

Sekil 2.1 Substratin enzime baglanmasinda anahtar-kilit ve indiiklenmis uyum
hipotezinin sematik modeli [7]

2.3 Biyoteknoloji

Biyoteknoloji; mikroorganizma, hiicre veya doku kiltlrlerinden veya mikrobiyal
metabolitlerden, mikrobiyoloji, biyokimya ve miuihendislik bilimlerinin kullanilarak

degerli Grlinlerin elde edildigi interdisipliner bir bilim daldir [8].

Biyoteknoloji, canl hicreler (mikroorganizmalar, bitki ve hayvan hiicreleri veya
dokulari) veya canli hiicrelerden elde edilen enzimler veya organeller araciligiyla besin,
kimyasal madde, antibiyotik, asi, hormon, ila¢ gibi bazi maddelerin daha temiz
teknoloji ile daha ekonomik, daha saf daha c¢ok olarak Gretimini, su, toprak, bitki,
hayvan slahi ve amaca uygun degisimini amaclar. Biyoteknoloji bunlari

gerceklestirirken su teknolojilerden yararlanmaktadir:
e Fermentasyon teknolojisi,
e Hiicre kiltlirleme teknolojisi,
e Genetik mihendisligi (Rekombinant DNA teknolojisi),

e Uriin analizi ve saflastirilmasinda kimyasal sentez ve analiz ydntemlerinin timd.



Biyolojik yontemlerin blylk ¢ogunlugunu olusturan fermentasyon teknolojisi,
substratin mikroorganizma hicreleri tarafindan Uriine donustirilmesi seklinde
gercgeklestirilir. Benzeri tepkimeleri serbest ve immobilize enzim preparatlari ile de

basarmak mimkuinddr.

Substrat + Mikroorganizma hiicreleri (miihendislik hizmetleri) Uriin

Biyoteknolojik uygulamalarda kullanilan mikroorganizma, familya ve tiir sayisi sinirli
olup genellikle istenilen suglarin (6zellikleri istenilen yénde degisime ugratiimis
mikroorganizma topluluklar) mikroorganizma koleksiyon merkezlerinden saglanmasi

gerekmektedir [8].

2.3.1 Enzimlerin Uretimi ve Biyoteknolojide Kullanimi

Enzimler bitki, hayvan ve mikroorganizmalar gibi farkli orijinlerden elde edilmektedir.
Fakat potansiyel endustriyel uygulamalarda mikrobiyal enzimler genis capta
kullanilmaktadir. Hayvansal kaynaklardan enzim lretimi, pahali olmasinin yaninda, arz
ve talep gibi pazar faktorleri tarafindan da etkilenmektedir. Buna karsilik bircok bitkisel
kaynakli enzim nispeten kolay elde edilebilir. Fakat, bitkisel kaynaklarin da endistriyel
hammadde olarak kullanilmalari, gida ihtiyaglarina baghidir. Mikrobiyal enzimler ise
blyik capta dretimi mimkin kilacak yontemlerle Uretilebilirler.  Ayrica,
mikroorganizmalarin Greme sireleri kolaylikla enzimlerin pazar ihtiyaglarina
uyarlanabilir. Glinimuzde azalan dogal kaynaklar nedeniyle mikroorganizmalar birgok
Uretim alani icin potansiyel olarak gorilmekte ve bu konuda yogun calismalar

yapilmaktadir [9].

OTekstl %olo
B Hububat o412
OGula 018

O Temuzhk 2e44

BBeslenme enzimlerr oqp4

ODiagnostilcilac opq

B Anlk su arttnm 044

Sekil 2.2 Enzim Uretiminin endistride kullanim alanlari ve yiizdelik dagilimlari
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2.4 Enzimlerin Siniflandirilmasi

Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan onerilen ve
benimsenen sistematik adlandirmada enzimler, alti blyik sinifa ayrilirlar, her sinifin da

katalizlenen reaksiyon tipine dayanan alt siniflari vardir.
1- Oksidorediiktazlar

Elektron ve hidrojen transfer ederek hicrelerdeki ylikseltgenme ve indirgenme

tepkimelerini katalizlerler.

2-Transferazlar

Fosfat, metil, acil, amino gibi grup transferini yapan enzimlerdir.

3-Hidrolazlar

Hidrolitik pargcalanmayi saglayan proteazlar, lipazlar, laktazlar gibi enzimlerdir.
4- Liyazlar

Birlestirici ve ayirici tepkimeleri katalizleyen enzimlerdir.

5- izomerazlar

izomerizasyonun oldugu, molekiil i¢i cevrimleri oksijenli ve oksijensiz ortamlarda

katalizleyen enzimlerdir.
6- Ligazlar (Sentetazlar)

ATP parcalanmasindan serbest kalan eneriji ile yeni baglarin, dolayisiyla yeni bilesiklerin

olusmasini saglayan enzimlerdir [11].

2.5 Tiirkiye’de Enzim Uretimi, Onemli Endiistriyel Enzimler

Ulkemizde enzim liretimi gerceklestiren bir kurulus vardir (ORBA Biyokimya San. ve Tic.
A.S. istanbul). Kurulus orta 6lcekli bir isletme olup arastirma ve gelistirme calismalari
sonucu tasarimlanmis ve faaliyete gecirilmistir. Gida ve tekstil sektori icin amilaz
enzimini Gretmektedir. Kurulusta, son zamanlarda deri ve deterjan sektori i¢in alkalen
fosfatazin da Uretimine baslanmistir. Enzim Uretimi yapan Orba'ya ek olarak immobilize
enzim teknolojisini kullanan iki kurulusumuz daha vardir (Fako A.S. ve Unifar A.S.) Bu

kuruluslar immobilize penisilin asilaz enzimini yurt disindan ithal etmekte yine ithal



ettikleri penisilini hidrolizleyerek 6-aminopenisillanik asit (6-APA) lretmektedirler ve
Urettikleri 6-APA'ya farkli yan zincir molekiller baglayarak semisentetik penisilinlerin

sentezinde kullanmaktadirlar [12].

2.5.1 Amilolitik Enzimler

Bakteriyal amilaz preparatlari yiiksek oranda a-amilaz icerir. Bu enzim termostabildir,
a-1,4-glikozid baglarini pargalayan bir endoenzimdir. Mantar amilazlari ise terbostabil
olmakla birlikte a-amilaz ve glukoamilazda icerir. Glukoamilaz nisastayr bir uctan
baslayarak hem a-1,4-glikozid baglarindan hem de a-1,6-glikozid baglarindan
parcalayabilen enzimdir. Amilazlar nisasta endustrisi basta olmak Uzere, ekmekgilikte,

tekstil sanayinde de kullanilirlar [13].

2.5.2 Glukoz izomeraz

Gl (Glukoz/Ksiloz izomeraz; EC 5.3.1.5) enzimi, biyimeleri icin ksilozu kullanan
bakterilerde bulunan intraselltler bir enzimdir. Gl, in vivo kosullarda D-ksilozun D-
ksiluloza ve in vitro kosullarda D-glukozun D- fruktoza donlisimiini katalizleyen bir
enzimdir. Gl enzimi Flavobacterium, Bacillus, Arthrobacter ve bazi Streptomyces tirleri
gibi c¢esitli mikroorganizmalardan saflagtirilmaktadir. Glukozun fruktoza enzimatik
izomerizasyonunun enddstriyel alanda ilk uygulamasi ABD'de 1967 yilinda yapilmistir.
immobilize Gl ise 1974 yilinda kullanilmaya baslanmustir. Gl, bugiin mesrubat, firincilik,
konserve yapimi ve sekerleme endistrisinde en biylik pazar payina sahip olan bir

enzimdir [4].

2.5.3 Galaktozidazlar

B-galaktozidazlar, mikroorganizmalarda, bitkilerde ve hayvan dokularinda yaygin olarak
bulunmaktadirlar. Bununla birlikte bakteriyal kaynakli B-galaktozidazlar daha ¢ok tercih
edilmektedirler. Clink( ylksek enzim aktivitesi gosterirler ve kararlidirlar. Mikrobiyal
kaynaklar olarak maya ve kiifler gosterilebilir. B-galaktozidazlar sitteki laktozun
uzaklastirilmasinda, oligosakkaritlerin sentezinde, peynir alti suyundaki laktozun

uzaklastirhmasinda gorev alirlar [4].



Biyoteknoloji ve tipta kullanilabilirliginin yiiksek olmasi sebebiyle a-galaktozidazlara
biyik ilgi duyulmaktadir. Endlstriyel alandaki en buylk uygulamalarn seker
pancarindan seker (Uretimi, kagit hamurunun islenmesi, kagit endustrisi, soya

Urlnlerinin Uretimi ile hayvan yemi tretimidir [5].

2.5.4 Pektolitik Enzimler

Galakturonik asidin dogal polimeri olan pektinleri pargalayan enzimlerdir. Pektini
parcalayan enzimler meyve sularinin berraklastiriimasinda, meyve suyu Uretiminde

filtrasyonu kolaylastirip verimin arttiriimasinda kullanilirlar [13].

2.5.5 Seliilazlar

Sellilaz Uretiminde daha ¢ok Trichoderma viride kullanilir. Enzim olusumu sellloz
tarafindan indiiklenir. Dogada en yaygin sekilde bulunan seliiloz, glukoz birimlerinin 8-
1,4-glikozid baglari ile baglanmasi sonucu olusan bir polimerdir ve sekonder yapisi ¢cok

sikidir.

Endistride selilaz enzimleri diyet gidalarin hazirlanmasinda ve teknik slrecgte
istenmeyen liflerin uzaklastirilmasinda, sebze, meyve pireleri hazirlanmasinda, bitkisel

gidalarin kurutulmasinda kullanihirlar [1].
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Cizelge 2.1 Endustride kullanilan bazi enzimler ve kullanim alanlari [5].

Enzim

Uygulama Alani

Lipazlar

Yaglarin parcalanmasi ve
interesterifikasyon

Rennin, pepsin

Peynir Gretimi

Cesitli proteazlar

Sindirime yardimci, dericilik

Papain

Etin gevreklestirilmesi

Papain, fisin, bromelain

Biranin soguga dayanikhhginin arttiriimasi

Tripsin, papain, fisin, pepsin

Balik pres suyu vizkozitesinin disirilmesi

Amilaz, pullulanaz

Nisasta hidrolizi

invertaz Sakkaroz inversiyonu

Pektinazlar Meyve suyu, sirke ve sarap
berraklastiriimasi

Nukleazlar Lezzet kontrolu

Diger hidrolitik enzimler

Besin maddesinden istenmeyen ve toksik
bilesiklerin uzaklastiriimasi

Oksidazlar

Oksidasyonun  6nlenmesi ve  besin
maddelerinde renk kontrolii

Pronoz, amino peptidaz

Amino asit Gretimi

Laktaz (B-galaktozidaz)

Peynir atik suyu ve siitteki laktozun
hidrolizi

Selulaz

Seltiloz hidrolizi

Amiloglukozidaz

Dekstroz Uretimi

Aminoacilaz

Aminoasit rasemik karisimlarinin ayrilmasi

Penisilin amidaz

Penisilin Gretimi
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2.6 Hypocrea Jecorina

H. jecorina, selllotik ve hemiselllotik enzimlerin Uretimi igin endistriyel olarak
kullanilan Trichoderma reesei anamorfu olarak bilinen filamentli, tropikal bir kiftir. H.
jecorina, ilk olarak 2. Dinya Savas! sirasinda Solomon adalarinda Amerikan Ordusu
tarafindan, cadir ve parasiut gibi pamuklu materyallerin yol actigi sorunlarin
sebeplerinin arastirilmasi sirasinda izole edilerek saflastirilmistir. Saflastirilan orjinal
QMe6a kultiirt T. viride olarak isimlendirilmis, ancak QM®6a kultiriniin morfolojik
olarak diger T. viride yapilarindan farkli oldugu bulununca isim T. reesei olarak
degistirilmistir [14]. Bu, bilim adamlari tarafindan yeni bir mantarsi yapi olarak kabul
edilmis ve kiltari ilk olarak saflastiran Elwyen T.reese’den esinlenilerek
isimlendirilmistir. ilerleyen calismalarda, QM6a kiiltiiriiniin baska bir Trichoderma tiirii
olan T. longibrachiatum’dan ayri tutulamayacagi belirtilmistir. Son yapilan calismalarla
T. reesei’ nin, iyi tanimlanmis bir Greme déngusiine sahip olan H. jecorina’ nin klonal bir

tirevi oldugu kanitlanmistir [5].

Sekil 2.3 Hypocrea jecorina [15]

2.7 Galaktozidazlar

Galaktozidazlar glikozidazlarin bir alt sinifi olan hidrolatik enzimlerdir. Glikozidazlarda
glikozil bilesikleri Uzerinde etikili olan olduk¢a genis, édnemli bir enzim grubudur.
Glikopiranozil gruplarn ile glikozidik baglarin anomerik konfiglirasyonlarina karsi
oldukca spesifik olan gilikozidazlar bitkilerde, hayvanlar ve mikroorganizmalarda
oldukca vyaygin olarak bulunur. Glikozidazlar genel olarak seker halkasinin
konfigiirasyonuna sahiptirler. Ornegin; a-galaktozidazlar monosakkarit, oligosakkarit,

glikopeptid ve fenole a-bagh terminal galaktoz artiklarini, B-galaktozidazlar ise; B-1,6-,
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B-1,4-, veya B-1,3-, bagh terminal galaktoz artiklarini hidrolizleyebilirler. Glikozidazlar
genel olarak endo ve ekzo glikozidazlar olarak iki gruba ayrilirlar. Ekzoglikozidazlar
sadece terminal artiklar Gzerinde etkilidir, bunlara; B-amilaz (EC 3.2.1.2), a-
galaktozidaz (EC 3.2.1.22), B-galaktozidaz (EC 3.2.1.23) oOrnek gosterilebilir.
Galaktozidazlar, ekzoglikozidazlarin en iyi bilinen sinifidirlar. Ekzoglikozidazlar,
gilkoprotein ve glikolipidlerdeki karbonhidrat yapisini modifiye ederler. Galaktozidazlar
o-gilkozil bilesiklerini hidrolizleyen enzimler olup a- ve B- galaktozidazlar olarak iki
gruptan olusurlar [64]. Galaktozidazlar, galaktoz ve galaktozdan farkh bir diger seker
molekllt  arasindaki glikozidik bagl koparan enzimlerin bir sinifini olustururlar.
Hidrolazlarin glikozilazlar alt sinifinin glikozidazlar grubunda yer alirlar. Glikozidik bagin
a- veya B- cesidine etki etmelerine gore a-galaktozidazlar ve B-galaktozidazlar olmak

Uzere iki alt gruba ayrilirlar [5].

2.7.1 a-Galaktozidazlar (E.C 3.2.1.22)

a-Galaktozidaz (a-D-galaktozid galaktohidrolaz, melibiyaz) a-D-galaktozil gruplari
iceren oligosakkaridlerdeki indirgen olmayan terminal ucgtaki a-(1->6) bagh a-D-
galaktozil kalintilarini katalizleyen bir ekzoglikozidazdir. Rafinoz ailesi sekerlerinden
rafinoz, stakiyoz, melibiyoz, verbaskoz gibi oligosakkaritler ile galaktomannan, deve
kemigi zamki ve B kan grubu polisakkaritleri gibi substratlar Gzerinde etki

gostermektedirler. Dogada oldukgca yaygin olarak bulunan hidrolaz sinifi bir enzimdir.

OH
HO OH
H
OH H
H OH
H OH

Sekil 2.4 a-D-Galaktoz

o-Galaktozidaz, bir lizozomal glikozidazdir. Epididimis, seminal kabarciklar, uterus,
mesane, nefes borusu, bronslar, tiroid bezi ve sinir hicrelerinde yiksek aktivite
gosterir.  a-Galaktozidaz, kompleks karbohidratlarin derecelerini diisirmede rol
oynamaktadir  [5]. a-Galaktozidaz = melibiyoz, rafinoz ve stakiyoz gibi
oligosakkaritlerden, polimerik galaktomannan ve galaktolipidlerden a-1,6 bagh

terminal a-galaktoz birimlerinin  hidrolizini  gerceklestirir.  Yiksek substrat
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konsantrasyonlarinda da transgalaktozilasyon reaksiyonunu katalizlemektedir [17],

[18].

2.7.2 a-Galaktozidazin Etki Mekanizmasi

a-Galaktozidazin etki tarzi ile ilgili farklh mekanizmalar ileri strilmistir. a-Galaktozidaz
substrat molekilinin glikozidik bagini hidroliz eder ve substratla ayni anomerik
konfiglirasyonu gosteren galaktozil kalintilarini meydana getirir. Farkli kaynaklardan
izole edilen a-galaktozidazlarin hidrolitik etkisinin ya aktif bdlgesindeki karboksil ve
imidazol gruplarindan ya da aktif bolgesinde bulunan iki karboksil, birer tirozin ve

triptofan gruplarinin bulunmasindan ileri geldigi aciklanmaktadir [5].

a-Galaktozidazin substrati olarak kullanilan melibiyoz Sekil 2.5’de gosterilmistir.

Sekil 2.5 Melibiyoz

o-Galaktozidaz melibiyozu a-D-galaktoz ve a-D-glukoz birimlerine hidrolizleyerek ayirir.

2.7.3 a-Galaktozidazin Kullanim Alanlarn

Biyoteknoloji ve tipta kullanilabilirliginin yiiksek olmasi sebebiyle a-galaktozidazlara
biylk ilgi duyulmaktadir. Endistriyel alandaki en blyldk uygulamalar seker
pancarindan seker Uretimi, kagit hamurunun islenmesi ve kagit endistrisi, soya

Urlinlerinin Gretimi ile hayvan yemi Gretimidir.

Seker pancarinin islenmesi siirecinde, kristalizasyon basamaginda meydana gelen
rafinoz inhibisyonunu dnlemek amaciyla a-galaktozidaz tarafindan katalizlenen rafinoz
degradasyonundan vyararlanilmaktadir [5]. o-Galaktozidaz melastaki rafinozu
hidrolizleyerek kristalize seker verimini arttirmak icin biyoteknolojik proseslerde
kullanilmaktadir. Biyoteknolojik uygulama alanlari nedeniyle a-galaktozidazlar oldukga

onemli bir enzim grubudur [64].
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En 6nemli endistriyel kullanim alani gida endistrisinde, seker yapimindadir. Stikrozun
kristallesmesi,  dislik  miktarda rafinoz ve  stakiyoz tarafindan  dahi
engellenebilmektedir. Rafinoz ve stakiyozun enzimatik hidroliz ile siikroza gevrilmesi
kristallesmeyi, dolayisiyla da {rlin verimini artirir. a-Galaktozidaz ayrica rafinoz ve
stakiyoz gibi galaktozidleri yapilarindan uzaklastirarak soya fasulyesi gibi baklagillerin
sindirimini kolaylastirabilir ve galaktomannanlarin jellesme kapasitelerini artirir [17],

[19].

Son yillarda a-galaktozidazlarla yapilan klonlama ¢alismalari da oldukca biylik 6nem ve
hiz kazanmistir. Saflastirilan enzimin oldukga biliylk miktarlarda tretilmesi ve enzimatik
Ozelliklerinin gelistirilmesi icin a-galaktozidazdan cDNA  klonunun izole edilerek
dizisinin aydinlatiimasi gerekmektedir. Bu amacla yapilan ¢alismalardan birinde kahve
cekirdegi a-galaktozidazini kodlayan cDNA o6nce klonlanmis ve ardindan dizisi
aydinlatiimistir. cDNA klonu 378 amino asitlik bir proteini kodlayan tek bir sistemi
icermektedir. Diger kaynaklardan elde edilen cDNA klonlari ile % 52-80 arasinda bir
dizi homologlugu gostermektedir. a-Galaktozidaz cDNA ‘si ¢ok cesitli kaynaklardan;
insan, Aspergillus niger, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Cyamopsis
tetragonolobus ve bitki tohumlarindan klonlanmistir. Bu kaynaklardan izole edilen
enzim kahve cekirdegi a-galaktozidazi ile kiyaslandiginda, fizyolojik kosullar altinda B-
grubu antijenlerinden terminal galaktoz artiklarinin uzaklastiriimasinda kahve a-

galaktozidazinin daha etkin oldugu tespit edilmistir [17].

Barsaklarda islev bozuklugu, siskinlik gibi sorunlara sebep olan, baklagillerde bulunan
rafinoz ve stakiyoz oligosakkaritlerinin hidrolizi a-galaktozidazin bir baska uygulama

alanidir.

o-Galaktozidaz, kagit hamuru ve kagit endistrisinde ksilanaz ile birlikte agartma

islemlerinde kullaniimaktadir.

Ucuz jellestirme ajani olarak kullanilan guar zamkin, deve kemigi zamki gibi daha etkin
bir jellestirici ajana donlisimu, guar polisakkaritinden a-galaktozidazin katalizledigi bir

reaksiyonla bazi galaktozil birimlerinin uzaklastirilmasiyla gerceklestirilmektedir [5].

Lizozomal glikozidaz olan a-galaktozidaz tip alaninda, matriks molekillerinin yikihmi ile

ilgili lizozomal enzimlerin eksikliginde ortaya cikan bir depo hastaligi olan Fabry
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hastaliginin  tedavisinde  kullanilmaktadir. Bu hastalikta  proteoglikanlardan
karbohidratlar kismi olarak yikilmakta, yikilamayan bilesenler hiicre icinde membranla
kaph vezikillerde birikmektedir. Biriken bilesenler organin genislemesine ve

fonksiyonunun azalmasina sebep olmaktadir.

Gangliozidoz grubunda yer alan Fabry hastaliginda baslica beyin, deri ve RES (karaciger
ve dalak) etkilenmektedir. Sentez hizi normal olan lipidin normal yikilimi icin gerekli
olan a-galaktozidazi kodlayan genin mutasyonu sonucu enzim yeterli olarak
sentezlenememekte veya enzimin aktivasyonu igin gerekli kritik protein

bulunmamaktadir [5].

Hipertermofilik kaynaklardan a-galaktozidazlar, hayvan yemlerinde mevcut olan
galaktoz oligosakkaritlerini hidroliz ederek, hayvan yemini muamele etmede faydalidir.
Thermotoga maritmadan a-galaktozidazlar; hayvan yemi komposizyonlarinda yaygin
olarak bulunan sindirilemeyen oligosakkaritler olan raffinoz stakiyoz ve verbaskozu
hidrolize etmede faydalidir. Bu enzimleri yilksek sicakliklarda ve yani tipik olarak
hayvan yemi formilasyonu veya islemesine eslik eden endistriyel proseslerde normal
olarak karsilasilan sicakliklarda kullanma yetenegi; hayvan yemine besin degeri katmak
ve islemede fleksibilite eklemek igin avantajlidir. Hipertermofilik a-galaktozidazlar,

ayrica insan gidasi i¢in gida katki maddeleri olarakta faydahdir [20].

2.8 B-Galaktozidazlar (EC 3.2.1.23)

B-galaktozidaz (B-D-galaktozid galaktohidrolaz, laktaz, B-laktozidaz) [B-D-galaktozil
gruplar iceren oligosakkaritleri hidroliz edebildigi gibi galaktozil kalintilarinin bir
molekilden diger molekile aktarilmasini saglayarak transferaz aktivitesi de gosteren

bir glikozidazdir.

Laktozim, trilaktaz, B-D-galaktanaz, orizatim, sumiklat, maksilat ve hidrolat PB-
galaktozidazin ticari isimleridir. B-Galaktozidaz birgok dogal (laktoz) ve sentetik (p-
nitrofenil-B-D-galaktopiranozid) substrat tGzerinde etki gosterir. Sekil 2.6 ve Sekil 2.7'de

laktoz ve p-nitrofenil- B-D-galaktopiranozidin molekil sekilleri gosterilmistir.

Bu enzim, glikolipidler, glikoproteinler, polisakkaritler ve laktoz gibi disakkaritlerdeki

B-galaktozil zincirinin koparilmasinda gorevlidir [5].
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B-Galaktozidazlar galakto-oligosakkaritlerin (GOS) Uretimini saglayan

transgalaktosilasyon tepkimesini de gerceklestirir [21].

Sekil 2.7 p-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid
Na* ve MgJ'2 iyonlari iceren bir metalo enzim olan B-galaktosidazin goérevi, bir
disakkarit olan laktozu onun monosakkarit bilesenleri olan glukoz ve galaktoza hidroliz
etmektir. Bir baska deyisle siit sekerini tiziim sekerine ¢eviren bagirsak enzimi olarak da
tanimlanabilir [22], [23].

274-287 829-839
E. coli Arthrobacter

Sekil 2.8 B-Galaktozidazin l¢ boyutlu yapisi [22]

Gida teknolojisi ve beslenme acgisindan, laktozun glukoz ve galaktoza parcalanmasi,
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blyik 6nem tasir. Clinkl yapilan hidrolizin temel Urinleri daha tatl, daha ¢ozinebilir,
fermente edilebilir ve ince barsak tarafindan dogrudan absorbe edilebilir niteliktedir

[22], [24], [25].

GUnumuzde enzimlerin ¢ boyutlu yapilari, X-isinlari kristalografisi ile ayrintili bir
sekilde goriintilenebilmektedir. B-galaktozidazin ¢ boyutlu yapisi Sekil 2.8'de
gosterilmistir. Arthrobacter sp.C2-2 B-galaktozidaz igin sari renk ile TIM alanlari, kirmizi
renk ile F zincirinin 829-839 kalintilari gosterilmistir. E.coli B-galaktozidaz enzimi icin ise
TIM alanlari mavi ile D 274-287 zincirinin kalintilarida yesil ile gosterilmistir. Glu 442 ve
C221-B- Gal'in Glu 521 katalitik kalintilari ise kavun ici renk ile gosterilmistir. iki farkh

kaynaklardan elde edilen B-galaktozidaz enziminin TIM alanina ytklenmistir.

Her iki B-galaktozidazdaki farkli hekzamerik ve tetramerik oligomerizasyon, TIM alanina
ve B-galaktozidazin aktif merkezine yakin olacak sekilde, komsu monomerlerin farkli

bolimlerini meydana getirir [26], [27].

Molekil agirhg yaklasik 540.000 olan B-galaktozidaz dort esdeger alt birimden olusan
tetramerik bir enzimdir. Her alt birim yaklasik 120-135 kDa molekil agirligindadir. B-
galaktozidaz agiklanan en uzun protein zincirine sahip enzimdir. Her alt birimi yaklagik

1021-1170 amino asit icermektedir [28], [29].

2.8.1 B-Galaktozidazin Etki Mekanizmasi

Laktozun glikozidik baginin enzimatik hidrolizi, iki dnemli kalintiya gereksinim oldugu
bilinen genel asit katalizi yolu ile gerceklesir. Bu iki &nemli kalinti, bir proton verici grup
ve akseptor olarak bir niikleofil ya da bir baz grubu gibi davranir. ilk olarak Wallenfels
tarafindan tanimlanan laktoz hidrolizinin 6nerilen mekanizmasinda, sistein kalintisi
proton vericisi olarak, histidin kalintisi ise niikleofil olarak etki eder. Fakat son yillarda
acikhk kazanan 6nemli bir gelisme, cok cesitli mikrobiyal kaynaklardan izole edilen B-
galaktozidazlarin iki glutamik asit kalintisina (Glu482 ve Glu551) sahip oldugunu
gosterir. Enzimatik reaksiyonda bu iki glutamik asit kalintisi proton verici ve nikleofilik
baz olarak ayni zamanda etki eder. Sekil 2.9°da B-galaktozidazin etki mekanizmasi

gosterilmistir.
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Sekil 2.9 B-Galaktozidazin etki mekanizmasi [5]

iki basamakli mekanizmanin, ilk basamaginda enzim-galaktozil kompleksi olusur ve
glukoz, glikozid baginin kopmast ile ayrilir. ikinci basamakta enzim-galaktozil kompleksi,
hidroksil grubu igeren bir aliciya transfer edilir. Seyreltik bir laktoz ¢ozeltisinde su veya
glukoz gibi diger sekerler alici molekil (R-OH) olarak reaksiyona girer ve son drin
olusur. Alici olarak laktoz, daha fazla rekabet halindedir. Boylece galaktoz olusturulur
ve aktif boélgeden serbest birakilir. Diger taraftan, derisik laktoz ¢ozeltilerinde, laktoz

molekilu alici olarak daha fazla etki etme hakkina sahiptir.

B-Galaktozidazin substrat olarak p-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid kullandigi tepkimesi

sekil 2.10’da gosterilmistir.
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Sekil 2.10 p-Nitrofenil-B-D-galaktopiranozidin hidroliz tepkimesi

B-Galaktozidaz, hiicrede lizozomun her yerinde bulunur. Optimum pH degeri organ,
substrat ve tampon ¢ozeltiye bagl olarak 3 ile 5 arasinda degisir. B-Galaktozidaz, D-
galaktoz, laktoz ve p-kloromerkiirbenzoat tarafindan inhibe edilir. Bobrek, karaciger,
dalak, epididimis ve uterus B-galaktozidaz bakimindan zengin organlardir. Enzimin
baglandigi lizozomlarda ise bu organlara oranla daha az miktarda bulunur. Dokulardaki
% 4 formaldehid veya % 2,5 oraninda glutaraldehid, B-galaktozidazin yaklasik % 75’ini
inhibe eder. Bu inhibisyon dokulardaki diisiik aktiviteye veya hiicrelerdeki yetersizlige
sebep olabilir. Biyokimyasal calismalarin sonucuna bakilarak doku kimyasinda B-
galaktozidazin aktivitesine karar verilir. Yetiskin hayvanlarin ince barsaklarinda
tepkimeye katilimi ya ¢ok zayiftir ya da hi¢ yoktur. Buna karsilik B-galaktozidaz, geng

memeli hayvanlarin ince barsaklarinda ¢ok hizli bir sekilde emilime ugrar [5].

2.8.2 B-Galaktozidazin Ozellikleri

B-Galaktozidazin muhtemel kaynaklari bitkiler, hayvan doku ve organlari, mayalar
(intraselliler enzim) ve mantar (ekstraseliler enzim) lardir. Enzimin 6zellikleri
kaynagina gore farkhlik gostermektedir. Farkh kaynaklardan izole edilmis pB-
galaktozidazlarin 6zellikleri Cizelge 2.2’ de gosterilmistir. En yliksek molekil agirligina
520000 ile 850000 Dalton arasinda degisen degerlerde E. coli B-galaktozidazi sahipken,
S. fragilis ve A. oryzae icin bu degerler sirasiyla 201000 ve 90000 Dalton’dur. Termofilik
organizma sinifina giren bazi B-galaktozidaz kaynagl mikroorganizmalar enzimin
termostabilitesini etkilemeleri acisindan ilgi cekicidirler. 60°C ve Ustlindeki ylksek
sicakliklarda dahi uzun sire aktivitelerini koruyabilen termostabil enzimlerin iki

avantaji bulunmaktadir:

» Daha yuksek donustirme kapasitesine sahiptirler.
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» Mikrobiyal kontaminasyona ugrama olasiliklari daha diistktur.

Cizelge 2.2 Farkli kaynaklardan izole edilmis B-galaktozidazlarin 6zellikleri

Kaynak Optimum pH Optimum Molekiil Aktiflegtirici
Sicaklik (°C) Agirhig (kD) iyonlar

A. niger 3.0-4.0 55-60 124 -

A. oryzae 5.0 50-55 90 -

S. fragilis 6.6 37 201 Mn**, K*

S.lactis 6.9-7.3 35 135 Mn**, Na*

E. coli 7.2 55-57 540 Na*, K

Streptococcus 6.5-7.5 55 500-600 -

thermophilus

B.stearothermophilus | 6.0-6.4 65 215 -

B. circulans 6.0 60-65 - -

Bacillus sp. 6.8 65 - -

L. bulgaricus 7.0 42-45 - -

Mucor pucillus 4.5-6.0 60 - -

Alternaria alternara 4.5-5.5 50-70 - -

Thermus aquaticus 4,5-55 80 570 -
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2.8.3 B-Galaktozidazin Endiistride Kullanimi

Situn hidrolizi,

e Laktozsuz sit trlinlerinin eldesi,

e Dondurma lretimi,

e Peynir alti suyunun hidrolizi,

e Hayvansal besin uygulamalari’dir [33].

Farkh kaynaklardan elde edilen [B-galaktozidaz; B-(1->4)-galaktozid bagi igeren
bilesiklerin yapi aydinlatilmasinda, laktoz intoleransi olan bebeklerin bu durumlarinin
giderilmesinde ve gida sanayiinde peynir lretimi basta olmak Uzere genis kullanim
alani olan bir enzimdir. Eger enzim gida sektori uygulamalari igin kullanilacaksa, tim B-

galaktozidaz kaynaklari kullanim agisindan kabul edilebilir ve glivenli degildir.

A. niger, A. oryzae ve K. sp (lactis ya da fragilis) glvenilir kabul edilir. Clnki bu
kaynaklar daha once pek ¢ok testlerden gegirilmis ve bu sektérde kullanimi mevcut

olan kaynaklardir.

B-Galaktozidazin, E.coli’den kolaylikla elde edilebilmesine, E. coli -galaktozidazinin, en
iyi sekilde karakterize edilen ve en yaygin olarak tanimlanmis galaktozidaz olmasina
karsilik, yiksek maliyeti ve koliform ekstraktlarinin sebep oldugu toksisite sorunlari

sebebiyle gida sektoériinde kullanimi bulunmamaktadir.

Endistride kullanilan B-galaktozidazlar baslica S. lactis, S. fragilis gibi mayalardan ve
A. niger gibi kiflerden Uretilir. Son yillarda B-galaktozidazlar, B. stereothermophilis,
B. bifidum ve B. infantis bakterilerinden de saflastirilmis ve karakterize edilmistir.
Degisik mikroorganizmalardan tirevlendirilen B-galaktozidazlar farkh 6zelliklere
sahiptir. Bu 6zellikler, molekil agirligi, protein zincirinin uzunlugu ve aktif bélgenin

pozisyonudur.

insan organizmasinda ince bagirsaklarda bulunan B-galaktozidaz, laktozdaki PB-
galaktozid baginin hidrolizini saglayarak sit ve st UGrlnlerinden organizmanin
yararlanmasina olanak verir. Bununla birlikte Diinya poptlasyonunun %70’inde

intestinal B-galaktozidaz eksikligi oldugu tahmin edilmektedir.
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Sadece st ve sut Urlinleriyle beslenen bebekler igin, intestinal B-galaktozidazin varlig
blylk 6nem tasir. Bu enzimin eksikliginde bebeklerde laktoz hidroliz edilemediginden
glukoz ve galaktozun emilmesi olanaksiz hale gelir. B-galaktozidaz eksikligi bulunan
bebeklerin beslenme bozuklugunu gidermek Uzere gesitli calismalar yapilmistir. Bu
amacla cesitli kaynaklardan elde edilen B-galaktozidaz sivi halde site katilmis ve kapsiil
veya enterik tablet halinde verilerek laktoz intoleransi 6nlenerek sutten yararlanim

saglanmistir [5].

Cesitli yontemlerle elde edilen B-galaktozidaz sadece laktoz intoleransi olan bebeklerin
sut Urlinlerinden yararlanmasini saglamak amaciyla kullanilmaz, peynir liretiminde de

Uretim hizini ve lezzet kalitesini arttirmak amaciyla kullanilir [5], [30].

Peynir yapimindaki en dnemli sorun, peynirlerin olgunlasma ve aromalarinin gelismesi
icin, depolanmasidir. Ornegin cheddar peynirlerinin olgunlasmasi 6-12 ay, parmesan’in
olgunlasmasi ise 12 ay sirmektedir. Bu sire zarfinda, istenmeyen aromalar ve acilik
gelisebilmektedir. Bu sorunu ¢dzmek igin, peynir yapimi kaynatilmis ve ilik hale
getirilmis slte baslatici kiltirin katilmasiyla baslatiimaktadir. Kilturler, gesitli bakteri
suslarini ihtiva ederler. Bunlar siitteki proteini pargalayarak hem peynirin aromasini
verirler hem de daha cabuk olgunlasmasina yardimci olurlar. Cogu zaman pB-
galaktozidaz kaynagi ilave kiltlr olarak Lactobacillus bulgaricus kullanilir. Bunun amaci
aciligl azaltarak aromayi zenginlestirmektir. Yapilan ¢alismalara gore, B-galaktozidazi
Ureten genler baslatici kiltlirdeki bakterinin bir par¢asi oldugundan, gelecekte

Ureticilerin ek kaltdr ilavesine gereksinim kalmayacaktir [5], [31].

Cizelge 2.3’ te yaygin olarak kullanilan B-galaktozidaz kaynaklari gésterilmistir.
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Cizelge 2.3 Yaygin olarak kullanilan B-galaktozidaz kaynaklari

BITKi ORGAN MAYA BAKTERI MANTAR

Seftali Bagirsak Kluyveromyces Escherichia coli Aspergillus
lactis aculeatus

Kayisi Beyin Dokusu Kluyveromyces Lactococcus lactis Aspergillus
fragilis niger

Yabani gil | Deri Dokusu Candida Lactobacillus Aspergillus
pseudotropicalis bulgaricus flavus

Kahve - Brettanomyces Lactobacillus Aspergillus

taneleri anomalus helveticus foetidus

Kefir - Wingea roberstsii | Lactobacillus Aspergillus

taneleri sporogenes oryzae

Badem - Sirobasidium Lactobacillus brevis | Aspergillus
magnum phoenicis

Kabayonca |- Sterigmalomyces Bacillus circulans Mucor pucillus

cekirdegi elviae

- - Rhodoiorulaminula | Bacillus Mucor miehei

stearothermophilus
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Cizelge 2.3 Yaygin olarak kullanilan B-galaktozidaz kaynaklari (Devami)

BiTKi ORGAN MAYA BAKTERI MANTAR

- - - Bacillus megaterium | Alternaria
palmi

- - - Bacillus sp. Curvularia
inaegualis

- - Streptococcus lactis | Fusarium

moniliforme
- - - Streptococcus Alternaria
thermophilus alternara

- - - Thermus aquaticus | Sulfolobus

shibatae
- - - Bifidobacterium Sulfolobus
bifidum solfataricus

Cizelge 2.3 te de gorildugl Uzere; bitkilerde; seftali, kayisi, badem, kefir taneleri,
yaban gill, kahvede bulunan B-galaktozidaz, hayvansal organizmalarda; beyin, ince
bagirsaklarda ve deri dokusunda bulunur. Mantar grubu olarak, Neurospora crassa,
Mucur pucillus, Alternaria palmi, Asperigillus foetudut, Mucur mieheri curvularia
inoegualis, Asperigillus niger, Fusorium moniliforme, Asperigillus flovus, Alternaria
alternara, Asperigillus oryzeae, Asperigillus phoenicis 6rnek gosterilir. B-Galaktozidazin
kaynagi olarak mayalarin yer aldigi kisimda ise; Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces
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fragilis, Candida pseudotropical, Brettanomyces anomolus, Wingea robersii yer alir. B-
Galaktozidazin bulundugu bakteriler arasinda Escherichia coli, Thermus aquaticis,
Bacillus sp., Bacillusmegaterium streptococus lactis, Streptococus thermophilus,
Lactobacillus  bulgaricus, Lactabacillus helvenous, Bacillus circulans, Bacillus

steorotherrphilus lactobacillus sporogenes siralanir [32].

2.8.4 B-Galaktozidazin Fizyolojik Onemi ve Eksikligi

B-Galaktozidaz, viicutta ince barsak duvar hicreleri tarafindan salgilanir, laktozun ince
barsakta bu enzimle hidrolizlenmesi sonucu olusan glikoz ve galaktoz yine ince
barsaktan absorplanarak kan dolasimina geger ve karacigerde metabolize edilir.
Enzimin ince barsakta Uretimi yeni dogan bir bebek igin ¢ok dnemlidir. Sindirilmemis
laktoz cocuklarda ve yetiskinlerde hicbir ise yaramadigi gibi ¢ocuklukta blylumeyi

engellemektedir.

GM1 Gangliozidozis hastaligi lizozomal bir enzim olan B-galaktozidaz eksikligi sonucu
meydana gelen otozomal resesif kalitim gosteren bir lipit depo hastaligidir. Cesitli klinik
bulgulari olan bir grup hastaliktir. infantil formunda hepatosplenomegali, 6dem,
dokintl, makiler kiraz kirmizi nokta, disostozis multipleks ve kardiyomegali bulgular
vardir. Geg ortaya ¢ikan formunda ataksi, disartri ve serebral palsi benzeri spastisite
bulgulari vardir. Tani beyaz kan hiicrelerinde ve kiltir cilt fibroblastlarinda enzim

eksikliginin saptanmasi ile konur [32].

2.8.5 Laktoz intoleransi ve Siit Alerjisi

Besin olarak yenen her madde alerjen olabilir. Bununla birlikte, bazi gida maddeleri
digerlerine gore daha sik alerji tepkimelere neden olabilmektedir. Ayrica, bu
tepkimelerin olusmasinda, besinlerin geleneksel yeme aliskanligi kadar, hazirlanis
sekillerinin de etkisi vardir. Stt alerjileri de genellikle kalitsal olup, bazi etnik gruplarda
daha siklikta olmakla beraber diinya nifusunun yiizde 18 kadarinda goriilen gida

alerjileri arasinda anilmaktadir.

Alerjen olarak sitten so6z edilirken, anne ve inek slitl alerjenlerinin ayri incelenmesi
gereklidir. Anne sitinde alerjen etmenleri, anne siitl ile gecen yabanci proteinler ve

ilaclar olarak sayilabilir. Yapilan c¢alismalarda, alerjik reaksiyondan sorumlu

26



tutulabilecek anne situ vakalarinin 6nemsenmeyecek kadar az oldugu saptanmistir.
inek sitl alerjenlerinin arastirildigi calismalarda ise, immiinolojik ve kimyasal olarak
birbirinden farkh bilesenlerin 0Ornegin kazein, laktalbumin, laktoglobulin (sit
proteinleri) ve laktozun (st sekeri) etkili oldugu belirlenmistir. Siit alerjisindeki en sik
rastlanan genellikle reaksiyonlar deri baglantilidir. Urtiker, anjiyoddem, ekzama ve
bireye gore degisen cilt sorunlaridir. Kusma, diyare, kanh gayta, refli gibi
gastrointestinal sorunlar yaninda az rastlanmakla beraber burun akintisina da
rastlanabilmektedir. Sit alerjileri, genel olarak laktoz ve protein duyarliligi olarak iki

ana baslikta incelenebilir.

Sit sekeri olarak tanimlanan laktoz, sitiin tek karbonhidrati olup, anne sitiindeki orani
ylzde 7 ve inek sutiindeki orani ise ylizde 4.8 kadardir. Laktoz diger sekerlerden farkli

degerlendirilmekte ve cocuk beslenmesindeki dnemi tartisilmaz kabul edilmektedir.

Sat ve Urinleri ile alinan laktoz, organizmada glikoz ve galaktoza yikilir. Ancak, bazi
kisilerin metabolizmalari bu gorevi yerine getiremez. Laktaz (B-Galaktozidaz) eksikligi
sonucunda olusan duyarhlik, laktozun bagirsak bakterileri tarafindan fermente
edilememesi ve ince bagirsak mukozasindaki laktaz enzimi aktivitesinin azalmasi veya
tamamen ortadan kalkmasi ile kramp ve diyarenin ortaya ¢ikmasi seklinde

tanimlanmaktadir.

Hidrolize olmayan laktozun konsantrasyonu artmakta ve sonucta bagirsakta yiliksek
osmatik basing olusmaktadir. Bu basing, bagirsak bosluklarina su akimina yol agmakta;
kiside siskinlik, bagirsakta gaz toplanmasi, kramp ve diyare gorilmektedir. Yetersiz
gorilen laktaz aktivitesinin dogustan, enfeksiyon ve beslenme bozukluguna bagl olarak
sonradan olusabilecegi ifade edilmektedir. Dogustan yetersiz laktaz aktivitesi kalitsal
olup, rastlanma sikligi cok diistiktiir. ikinci tip ise laktoz aktivitesinin dogustan normal
oldugu, ancak nedeni belirlemeyen sekilde sonradan azaldigi durumlar s6z konusudur.
Ayrica bagirsak mukozasinin zedelenerek (mide-bagirsak ameliyatlari, kolera yasanmasi

gibi) emilimin gliclestigi sorunlar da laktoz intéleransligina neden olabilir.

inek sutiinde alerjik etmenlerden bir digeri de siit bilesiminde bulunan proteinlerdir.
Sit proteinlerinden olan kazein ve laktoglobulin, bazi insanlarda olumsuz etkilere
neden olabilmektedir. inek siitii proteinlerine duyarli bireylerin, koyun ve keci sitiine

de duyarh olduklari saptanmistir. Bazi bireylerin ise inek siitli tliketme aliskanliklarina
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bagli olarak diger sitlere duyarlilik gosterebilecekleri de kaydedilmektedir.

10 000-20 000 bebekten birinde rastlanabilen siit proteini alerjisi, slitteki temel amino
asitlerden biri olan fenilalanin’in normal pargalanmasini katalizleyen enzimin yoklugu
ile kendini gosterir. Fenilalanin yikilmayinca, bu amino asidin kandaki miktari yukselir,
sonuc¢ olarak idrar ve ter kotl kokar. Ayrica, bu olayin merkezi sinir sisteminde
serotinin olusumunu azalttigl ve buna bagl olarak mental yetersizligin gozlenebildigini,
spazm, titreme ve sacta pigment azalmasi gibi bulgulara rastlanabildigi ifade
edilmektedir. Bu tip bir alerji gorilen bebeklerde st gibi degerli bir gidayi
beslenmeden tamamen ¢ikarmak yerine, tam olmasa bile baska seceneklerin dabhil
edilmesi yoluna gidilmelidir. Bu amagla, alerjik 6zelligi kontrol edildikten sonra soya

proteini katkili mamalar diyete alinabilir.

St alerjileri, laktoz ve sit proteinlerine bagh olarak ayri incelense bile, siit icen ve
istenilmeyen etkilerle karsilasan bireyler igin sitlin diyetlerden g¢ikarilmasi gibi bir

sonuc ortaya cikarilmamalidir.

Laktoz duyarliiginda slit az miktarda, sulandirilarak tiketilmeli ve diizenli olarak icilen
miktar artirilarak duyarlilik azaltilmalidir. Stit yerine peynir ve yogurt beslenmeye dahil

edilmeli veya laktozu indirgenmis sttler tiketilmelidir [32].

Laktoz intoleransi, siitlin baskin sekeri Ilaktozun vyeterli sindirilememesinden
kaynaklanir. Laktoz intoleransi olan kisilerde ince bagirsak duvarindan ¢ok az miktarda
laktoz molekili hiicre icerisine ve geride kalan blyldk miktardaki laktoz viicut
tarafindan kullanilamaz. Sindirilemeyen laktoz ince bagirsaklardan kalin bagirsaga
hareket eder. Burada iki olay meydana gelmektedir; bunlardan birincisi fiziksel digeri
ise biyokimyasal bir islemdir. Fiziksel islemde, ince bagirsak sivisindaki laktoz
molekillerinin tanecik sayisinin artmasi sonucunda olusan osmotik etki ile dokulardaki
sivi ince bagirsaga cekilir. Biyokimyasal islemde ise; laktoz, kolondaki bakteriler
tarafindan fermente edilerek organik asitler ve CO, ’'ye donusturilir. Bu maddeler
sislik hissi, mide bulantisi, karin bdlgesinde kramplar, gaz ve bir ¢ok ishal
semptomlarina yol agmaktadir [34], [37]. Bu semptomlar laktoz alindiktan yarim saat
ile iki saat arasinda bir slire sonra baslar. Semptomlarin siddeti kisinin laktozu tolere
edebilmesine gore degisir. Daha seyrek olarak cocuklarda laktaz Uretimi dogustan
dislik olabilir. Bircok insan icin ise laktaz eksikligi dogal olarak zamanla gelisen bir
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durumdur. Yaklasik 2 yasindan sonra, viicut laktazi daha az Gretmeye baslar. Bununla
birlikte bircok insan yaslanmadan once semptomlarla karsilasmayabilir. B-
galaktozidaz'in insan bagirsaginda bulunmasina ragmen bazi kisilerde yasam boyunca
hi¢ aktivite gostermedigi veya aktivitesinin zamanla kaybedebildigi rapor edilmektedir

[34], [35].

2.8.6 B-Galaktozidazin Biyoteknolojik Uygulamalari

Gunlimizde B-galaktozidaz siit endistrisinde bircok degisik amac icin artan oranlarda
kullanilmaktadir. Laktozu hidrolizlenmis sit ve sit Grlnlerinin avantaji laktozun
hidrolizini tevsik etmektedir. Glikoz ve galaktoz kolay ¢6ziinebilen, kristallenmeye
yatkinligi az olan ve tatlandirici olarak kullanilabilen sekerlerdir. Laktoza goére daha
kolay absorbe ve metabolize edilmektedir. Hidroliz Urinleri glikoz ve galaktozun
tatlihginin laktoza gore daha yiiksek olmasi, laktozun hidrolizlenmesinin kazandirdig

onemli bir ekonomik avantajdir.

Gizelge 2.4 Sekerlerin tathlik oranlari

Sekerin Adi Tathlik Orani
Sakkaroz 100

Laktoz 40

Glikoz 75

Galaktoz 70

Laktoz intoleransi rastlanan kisilerin tiketimine sunulacak olan sitteki laktozun
hidrolizi, laktozun kolay kristalize olabilmesi nedeniyle dondurma gibi donmus
yiyeceklerin kristallenmesini 6nlemek ve sekerleme {retiminde tatliik oranini
arttirmak icin B-galaktozidaz kullanilmaktadir. Ayrica fermente ve alkolsliz ickilerin

Uretiminde ve firincilikta mayanin gelismesi icin B-galaktozidazdan faydalaniimaktadir
[7].
B-Galaktozidaz kullanilarak gelistirilmis bazi stt Grinlerini su sekilde siralayabiliriz:

- Disuk laktozlu sit,

- Laktozu hidrolizlenmis siitten yogurt Gretimi,
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- Laktozu hidrolizlenmis sttten peynir tretimi,
- Disuk laktozlu konsantre dondurma,
- Peynir alti suyu laktozundan tath surup Gretimi,

Laktozu hidrolizlenen sitten Uretilen peynir, normal siitten yapilandan daha hizli bir
sekilde olgunlagmaktadir. Laktozu hidrolizlenmis sltten yapilan yogurt sadece tathlik
oraninin artmasindan dolayi geleneksel yogurda tercih edilmekle kalmaz ayni zamanda
yogurt yapiminda bu sitin kullanilmasi yogurt olusum pH’ ina ulasiimasi icin gereken
sureyi kisaltmaktadir. Laktozun enzimatik hidrolizi, peynir endistrisinde bir yan Urin
olan ve birikimi 6nemli bir ¢evre problemine neden olan peynir alti suyunun seker
iceriginden vyararlanmayi gelistiren bircok biyoteknolojik islemin temelini teskil
etmektedir. Peynir endustrisi bliyiik miktarda peynir alti suyu tGretmektedir (kullanilan
toplam suyun hacimce vyaklasitk % 83’0G). Bu urin orijinal sutin toplam besin
unsurlarinin yaklasik %50’sini igermektedir. B-Galaktozidaz sut enddstrisinde atik
madde olan peynir alti suyunun bircok degerlendirilebilir materyale donliismesinde
kullanilmaktadir. Laktazin peynir alti suyu ve Urinlerine uygulanmasi ile daha yogun
suruplar, alkollii icecekler, hayvan yemi ve tath yapiminda yararli sonuclar elde
edilmektedir. Peynir alti suyunda yiksek oranda bulunan laktozun geri kazanilmasiyla
biskivi, cikolata, dondurma, hazir corba ve sarkiteri Grlnlerinin imalatinda belirli
oranlarda kullanildiginda siit tozunun yerine kullanilabilen bir {iriin elde edilmekte ve

ayni zamanda ekonomiye katki saglanmaktadir.

B-Galaktozidaz sentezi icin genel olarak peynir alti suyu ve seker kamisi kiispesinden
yararlanilmaktadir. Peynir alti suyundaki ylksek st sekeri icerigi dolayisiyla bazi
tesisler bu sekerin bir kismini kristalize laktoz olarak elde ederler. Daha sonra

temizlenerek ilag ve sekerleme endustrisinde kullaniilmaktadir [7], [34].

2.9 Laktoz

Laktoz (1,4-o0-B-D-galaktopiranozil-D-glukoz), dogada vyalnizca sitte bulunan, 6
karbonlu monosakkaritler glukoz ve galaktozun B-1,4 glikozidik bagi ile baglanmasi
sonucu olusmus 12 karbonlu bir disakkarittir. Ticari ismi sut sekeridir ve yalnizca

memeli canlilar tarafindan sentezlenmektedir.
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2.9.1 Laktoz Hidrolizi

Karbon kaynagi olarak laktozu direkt kullanabilen ¢ok az sayidaki mikroorganizmaya
kiyasla galaktoz ve glukozu metabolize eden mikroorganizmalarin ticari 6nemi daha
fazladir. Bu sebeple, disakkaritlerin monosakkaritelere oncelikli hidrolizi, iceriginde
laktoz bulunduran peyniralti suyundan elde edilen biyoirinlerin sayisini 6nemli oranda
arttirmaktadir. Hidroliz isleminden sonra, laktozun tathhgl ve ¢ozunurluliginin

artmasi, peyniralti suyunun kullanimini desteklemektedir.
Laktoz hidrolizi igin iki metot bulunmaktadir:

1. Asidik (Katalitik) hidroliz

2. Enzimatik hidroliz

ilk metot, ihman olmayan pH (1-2) ve sicaklik (100-150°C) degerlerinde karakterize
edilmekteyken, ikinci metot kullanilan enzimin oOzelliklerine bagl olarak daha iiman

kosullarda gergeklestirilmektedir.

Asidik hidroliz; asidin ¢ozelti icinde serbest oldugu homojen reaksiyonla ya da katyon
degistirici recine icinde bulunan asitteki hidrojen iyonlari tarafindan katalizlenen
heterojen reaksiyonla gerceklestiriimektedir. Daha 6nce bahsedilmis olan iliman
olmayan pH ve sicaklik kosullarinda, kisa periyotlu reaksiyon siresinde, yiiksek dereceli
hidroliz elde edilmistir. Tipik bir 6rnek olarak tg dakikalik reaksiyon sonucunda pH 1.2,
150°C sicakhkta %80 oraninda gerceklesen hidroliz verilebilir. Asidik hidrolizin
uygulamasi kolaydir ve pahali enzimler kullanmayi gerektirmemektedir. Ancak bazi

dezavantajlari bulunmaktadir:

1. Yiksek sicaklik ve dustik pH kosullarinda proteinlerin denatiire olmasi sebebiyle, siit

ve peyniralti suyu gibi protein icerikli laktoz ¢ozeltilerinde uygulanamaz.
2. Peyniralti suyunda bulunan tuz, asidin inhibe olmasina sebep olur.

3. Reaksiyon siiresi icinde meydana gelen kahverengi renk olusumu, genellikle

karbonun aktive edilmesiyle gerceklestirilen renksizlestirme basamagini zorunlu kilar.
4. Asitler, proteinler ve yaglar arasinda istenmeyen ikincil reaksiyonlar meydana gelir.

Enzimatik hidroliz; hayvan, bitki, bakteri, maya ve mantarlarda bulunan B-galaktozidaz

ile gerceklestirilmektedir. Endlistride, sadece mikroorganizmalardan elde edilen
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enzimler kullanilmaktadir. Herhangi bir 6n isleme gerek duyulmaksizin elde edilen son
Urlnlerin bozulmadan kalmasi ve besin iceriginde herhangi bir kayip olmamasi nedeni
ile enzimatik hidroliz teknik acidan daha uygundur [5], [33]. Laktozun enzimatik yolla

hidrolizi sematik olarak Sekil 2.11’de gosterilmistir.

B{1-4)-galactoside hag

CH>OH
CH, OH H OH
HO
OH H
H H
H H Laktoz

Hz{}\‘

p-galactosidase

f-D- galaktoz p-D- glikez

Sekil 2.11 Laktozun enzimatik hidrolizi [33]

2.10 B-Galaktozidaz ile ilgili Onceki Calismalar

Yapilan literatir ¢calismasinda, B-galaktozidaz ile ilgili bazi calismalar asagida 6zetlenmis

halde verilmistir.
(Ansari ve Husain’ in 2010) yilinda yaptiklari galismada; Aspergillus kaynakh -
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galaktozidaz immobilize edilmistir. Cozlnur ve immobilize enzim ayni optimum pH’ |
gostermistir (pH 4.6). Dogal enzimin bir aylik saklama kosulu sonrasinda aktivitesinin
%63’ U kalirken, immobilize edilmis enzim ayni sartlar altinda aktivitesinin %93’ Gni
korumustur. immobilize edilmis enzim 60°C ‘de kesikli proseste laktoz hidrolizi icin

50°C’ ye kiyasla daha yliksek verim gostermistir [33], [38].

(Ansari ve Husain’ in 2009) yilinda yaptiklari ¢calismada; Aspergillus oryzae kaynaklh B-
galaktozidaz enzimi 06zellikle kazandirilmis kalsiyum aljinat ylizeyinde immobilize
edilmistir. immobilize edilmis B-galaktozidaz’ in maksimum aktivitesi 60°C’ de goriilmiis
olup yaklasik olarak serbest enzimden 10°C daha yiliksek oldugu tespit edilmistir.
Immobilize edilmis B-galaktozidaz isi, lire, MgCl, ve CaCl,’e karsi normal enzime gére
daha yiksek kararlilik gostermistir. Serbest enzimde MgCl,’ Gn %3’ Un U(zerinde
oldugunda enzim aktivitesinde disis gozlenirken, immobilize edilmis enzim
aktivitesinde MgCl,” Gin %5’ e arttirilmasiyla artis gézlenmistir. 37°C ‘deki bir saatlik
inkiibasyon sonucunda, %5’ lik CaCl,, %5 galaktoz ve 4 M Ure varliginda immobilize
edilmis B-galaktozidaz aktivitesi sirasiyla %61, %50, %43 olarak kalmistir. immobilize
edilmis B-galaktozidaz normal enzime gore sitten veye peynir alti suyundan kesikli
proseste laktozun hidrolizlenmesinde daha ¢ok Ustlinlik gostermistir; immobilize
enzim peynir alti suyunda laktozu 3 saatte %89 hidrolizlemis, sttte ise 4 saatte %79
hidrolizlemistir. 4°C’ lik saklama kosulu altinda 2 ay sonunda enzimin %61’ i orijinal
aktivitesinde kalmis, ¢ozlinebilir enzim ise ayni sartlar altinda sadece %37’sini baslangi¢

aktivitesinde gostermistir [28], [39].

(Ansari ve Husain’ in 2009) yilinda yaptiklari ¢calismada; kalsiyum aljinat ile tutuklanmis
B-galaktozidaz preparati, siit ve peynir alti suyundan laktozun hidrolizi icin kesikli
proseste ve dolgulu yatak kolonda kullanilmistir. 32°C" lik sicaklik ve degisik akis
oranlari altinda yapilan incelemelerde kalsiyum aljinat ile tutuklanmis B-galaktozidaz
enzimi serbest [B-galaktozidaz enzimi ile kiyaslandiginda kesikli proseste laktoz
hidrolizinin daha verimli oldugu gorilmastir; siitte %77, peynir alti suyunda %86 [28],

[40].

(Demirhan’ 1n 2007) yilinda vyaptigi c¢alismada; alternatif bir metot olarak
ultrasonikasyonun sitteki laktozun hidroliz kinetigine etkisi incelenmistir. Sonikatoriin

frekans araligi ve akustik glicli ile enzim stabilitesine etkisi ¢alisiimistir. Hidroliz
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reaksiyonlari  Kluyveromyces marxianus kaynakli ticari p-galaktozidaz enzimi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Optimum ¢alisma sartlari olan, 20 W akustik gu¢, %10
frekans araligi ve 1 ml/L enzim konsantrasyonunda, ultrasonik uygulama %90 hidroliz
derecesi ile sonuglanmistir. Enzim ise %25 oraninda aktivite kaybetmistir. Bu sonuglar,
sonikasyon uygulamasinin siatteki laktozun hidrolizi igin yararli oldugunu
gostermektedir. Kalan laktoz konsantrasyonu ve kalan enzim aktivitesi degerleri proses
degiskenlerine bagli olarak modellenmistir. Uygulanan modellerin deneysel sonuclar ile

uyum icinde oldugu gortlmustir [33].

(Kim vd. , 2004) yilinda yapilan ¢alismada; Kluyveromyces lactis kaynakl B-galaktozidaz
enzimi kullanilarak yapilan laktoz hidrolizinin, Michaelis-Menten kinetigine uymadig
gorilmastir. Yeni bir kinetik modeli olusturmak amaciyla, galaktoz ve glikozun B-
galaktozidaz aktivitesi Uzerindeki etkileri arastinlmigtir. Dugslik galaktoz ve laktoz
konsantrasyonlarinda galaktoz, inhibitor etkisi géstermistir. Buna karsilik, galaktozun
(50 mM’den yliksek) ve laktozun (100 mM’den yiiksek) yliksek konsantrasyonlarinda,
galaktoz [-galaktozidaz’'in aktivitesini inhibe etmistir. 50 mM’dan dusik glikoz
konsantrasyonlarinda reaksiyon hizinin artisi gézlenmistir ve optimum hidroliz degeri
yaklasik %87 olarak belirlenmistir. Hidroliz reaksiyonlarinda Kluyveromyces lactis
kaynakh B-galaktozidaz enzimi igin glikoz ve laktozun konsantrasyonuna bagli bir model
olusturulmustur. Kluyveromyces lactis kaynakli B-galaktozidaz enzimi kullanilarak
yapilan hidroliz isleminde zamana bagli reaksiyonlardan elde edilen laktoz
konsantrasyon degerlerinin, olusturulan yeni bir modelle aciklanabildigi ileri

sarlmustir [33], [41].

(Numanoglu ve Sungur’ un 2004) yilinda yaptigl calismada; hiicre disi enzim lreten
hiicrelerin direkt olarak immobilize edilebildigi, fakat hiicre ici enzim Ureten hicrelerin
oncelikle hicre gecirgenliklerinin arttirilmasi gerektigi belirtilmistir. Bu c¢alismada,
Kluyveromyces lactis (ATTC 8583) kaynakli B-galaktozidaz enzimi kullanilmistir. B-
Galaktozidaz enzimi hiicre ici bir enzim oldugundan; gecirgen hale getirilmis olQ
hiicreler, gluteraldehit kullanilarak jelatin icerisinde immobilize edilmistir. iki kimyasal,
bir fiziksel proses ile test edilmistir. Kimyasal metotlarda toksitlenme oranlari daha
yiksek oldugundan, fiziksel metodun daha uygun olduguna karar verilmistir. Bu

¢alismanin sonucunda, serbest hiicrelere oranla immobilize hiicrelerin aktivitesinin
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%30 oraninda daha fazla oldugu gozlenmistir [33], [42].

(Vasiljevic ve Jelen’ in 2002) yilinda yaptigl calismada; B-galaktozidaz kaynagi olarak
kullanilan Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842'nin lireme ortaminda
pH’1I ayarlamak icin NaOH, KOH ve NH4OH gibi (g farkl notrallestirici kullanilmistir. Stt
icin laktoz hidroliz kinetikleri ile enzimin aktivite degerleri incelenmistir. NH4;OH
kullaniminin NaOH, KOH kullanimina kiyasla enzim aktivitesini oldukga arttirdigi tespit
edilmistir. Sutteki laktoz hidrolizi icin Michaelis-Menten modeline ait Kcat ve Km
katsayilari %1 (hacim/hacim) enzim konsantrasyonu igin hesaplanmistir. Laktoz hidroliz
hizinin baslangictaki enzim aktivitesi ve sicakliga bagl olarak degistigi gdzlenmistir. En
ylksek laktoz hidroliz hizi 65°C icin elde edilmis; ancak, 1-1.5 saat sonunda enzimin
deaktive oldugu belirlenmistir. HPLC peptit haritalama yontemi kullanilarak tayin
edilen aktivitenin 20-37°C arasindaki sicakliklar igin daha yiiksek oldugu gozlenmistir

[33], [43].

(zarate vd. , 2000) vyilinda vyapilan calismada; st (UGrlinlerinde bulunan
Propionibacteria’da bulunan safranin bliyime, hiicre membran gecirgenligi ve B-
galaktozidaz aktivitesi Uzerine etkisi arastirilmigtir. Oksigal iceren ortamda farkh
davranis gosteren, safra tolereli ve safra toleresiz olarak adlandirilan iki grup kulttr
gozlenmistir. Safra tolereli kilturlerde %0.15 ve %0.30 oksigal igeren blylime
ortaminda, B-galaktozidaz aktivitesinin arttigi gézlemlenmistir. Oksigal iceren fosfat
tamponunda inklibe edilen tim kiltlrlerde B-galaktozidaz aktivitesinin arttigi tespit
edilmistir. Bu kultiirlerin membran gegirgenlikleri, daha fazla substratin hiicre igine
girerek, B-galaktozidaz tarafindan hidrolizlenmelerine olanak saglayan safra tarafinca
arttinlmistir. Safra varliginda artan enzim sentezi gosteren oksigalli ortam igindeki
kiltirlerden elde edilen, hiicre icermeyen ekstraktlarda daha yuksek spesifik aktiviteye
rastlanmistir. Ayrica enzim aktivitesi Na taurokolat ve NaCl ile arttirilmistir. Tim bu
calismalar 1siginda Propionibacteria’nin  safra tolereli kiltlrlerinin, membran
gecirgenligini arttirarak yliksek enzim aktivitesi gosterdigi ve blylime siiresince enzim
sentezini arttirdiklari gézlenmis, safra toleresiz kiltiirlerin ise safra iceren ortamda
bliyime gostermeyerek gecirgen olmadiklari sonucuna ulasilmistir. Safra toleresiz
kiltirler uzun sire safraya maruz kaldiklarinda ise B-galaktozidazin inhibe oldugu

tespit edilmistir [5], [44].
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(Szczodrak’in 2000) yilinda yaptigi ¢calismada; Kluyveromyces fragilis kaynakli, %90’dan
yuksek aktivitede tutuklanmis ve hidrojen baglari modifiye edilmis, dogal B-
galaktozidaz enzimi gozenekli cam (zerinde immobilize edilmistir. Yiksek katalitik
aktivite, genis pH araligindaki stabilite ve serbest kalan enzimlerin aktivitesini korudugu
sicakhk araligi incelenmistir. Ayni zamanda, sivi fazdaki enzimlerin, optimum pH
araligindaki (pH=6-7) ve optimum sicaklik arahgindaki (35-50°C) degisimleri
gozlemlenmistir. Hem kesikli proseste, hem de geri dongili dolgulu vyatak
biyoreaktorde; peynir alti suyunun icindeki yliksek verimlilikteki laktozun hidrolizi

gerceklestirilmistir [33], [45].
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BOLUM 3

ENZiM iMMOBILIZASYONU

Suda c¢6ziinen ve c¢ozeltide serbest hareket edebilen enzim molekillerinin; suda
¢O6zlinmeyen reaktif polimer tasiyiciya baglanarak, yine suda ¢6ziinmeyen ylzey aktif
tastyicilarda adsorblanarak bifonksiyonel reaktiflerle ¢apraz baglanarak ve polimer
matrikste, yari gecirgen membran veya mikrokapsillerde tutuklanarak hareketinin
sinirlandirilmasina “immobilizasyon” denir. Enzim immobilizasyonunda amag, yalnizca
enzimi istenilen anda reaksiyon ortamindan uzaklagtirmaylr saglamak degildir.
immobilizasyon sonucu enzimatik aktivitede ¢ok dnemli bir diisme de olmamalidir. Bu
nedenle immobilizasyon cok yumusak kosullarda gerceklestirilmeli ve islem sirasinda
enzim aktif merkezleri rahatsiz edilmemelidir. Bu durum &zellikle enzimin suda

¢Ozlinmeyen bir taslyiciya kovalent baglanmasi ile s6z konusu olur [1], [13].

3.1 immobilizasyonun Tarihgesi

1916 yilinda Nelsen ve Griffin, odun komiri Uzerine adsorbe edilmis maya invertaz
enziminin sukrozun hidrolizini katalizleyebildigini gézlemlemislerdir. Bu gelismenin
ardindan fizyolojik olarak aktif proteinlerin kovalent baglanma ile cesitli tasiyicilar
Uzerine immobilizasyonu konusunda c¢ok sayida rapor yayinlanmistir. Bitin bu
¢alismalara ragmen 1953 yilinda Grubhofer ve Schleith’in karboksipeptidaz, diastaz,
pepsin ve ribontkleaz gibi enzimleri kovalent baglanma metoduyla diazolanmis
poliaminostiren reginesi Gzerine immobilize etmelerine kadar immobilizasyon pratik
olarak kullanilmamistir. Daha sonra, 1956 yilinda katalaz enziminin DEAE-seliiloz

Uzerine iyonik baglanmayla immobilizasyonu, 1963 yilinda tripsin, papain, amilaz ve
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ribonikleazin, tutuklama yontemiyle poliakrilamit jel igerisine immobilizasyonu, 1964
yilinda karbosipeptidaz A enziminin gluteraldehitle ¢apraz baglanmasi ve karbonik
anhidraz enziminin mikrokapsillenmesi, 1971 yilinda ise amiloglukozidaz igeren

lipozomlarin hazirlanmasi ¢alismalari yapiimistir.

1969 yilinda fungal amino agilaz enzimini DEAE Sephadex (zerine iyonik baglanma
metodu ile immobilize eden Chibata ve arkadaslari, immobilize enzimlerin endustriyel
uygulamalarinda basarili olan ilk kisilerdir. 1973 yilinda da Chibata ve arkadaslari
mikrobiyel  hicrelerin  immobilizasyonunun ilk  endustriyel  uygulamalarini
gerceklestirmislerdir. Yiksek aktiviteye sahip aspartaz igeren Escherichia coli
hlcrelerinin poliakrilamit jel igine tutuklanmasini saglayarak, amonyum fumarattan L-

aspartat tUretmislerdir [46], [47].

3.2 immobilizasyonun Avantajlar

immobilizasyon islemiyle bir katiya tutundurulmus enzimin, c¢ézelti icerisindeki bir

enzime gore bir cok avantaji bulunmaktadir [16]:
1. Enzim bir ¢ok kere kullanilabilmekte ve bu da maliyeti disirmektedir.

2. Enzimin ortamdan uzaklastiriimasi sonucu reaksiyonun hizl bir sekilde durdurulmasi

saglanabilmektedir.

3. Olusan riinlerde enzim kalintilari bulunmamaktadir (Ozellikle gida ve ilag sektorleri

icin enzimin kirletici icermemesi gok dnemlidir).
4. Enzimin kararlihgl artmaktadir.

5. Enzimin ortamdan ayrilmasi kolaylasmaktadir.
6. Stirekli sistemde calisilabilmektedir.

7. Uriiniin kolayca ayrilmasi saglanmaktadir.

8. Atik sivi miktari azalmaktadir.

9. Bazi durumlarda enzimin aktivitesi artmaktadir.

10. Enzimin yarilanma 6mrii uzamaktadir [48], [49].
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Enzim immobilizasyonunun bitln avantajlarina ragmen endustriyel uygulamalari

asagidaki nedenlerden dolayi sinirlanmaktadir:

1. Cozulebilir enzimlerin maliyetinin daha disiik olmasi.

2. Geleneksel yontemlerin degistiriimek istenmemesi.

3. Kurulmus prosesleri degistirmek icin yeni yatirimlara gerek duyulmasi.
4. immobilizasyon isleminde kullanilacak tasiyicinin maliyeti.

5. Sistemin performansi [49].

3.3 immobilizasyon Parametreleri

Diger fiziksel ve kimyasal proseslerde oldugu gibi, immobilizasyonun hizi ve verimi
Ozellikle tasiyicinin cinsine, immobilizasyon yontemine, konsantrasyona, pH’a, sicakliga

ve reaksiyon stresine baglidir.

Cozinmez gozenekli tasiyicilar kullanilarak enzim baglanmasi yontemi, laboratuvar
¢alismalari ve endistriyel uygulamalar icin standart bir yontemdir. Enzim dis ylizeyinin
ve tasiyicinin  fonksiyonel gruplarinin 6zellikleri tastyicilara kimyasal baglanma
esnasinda ¢ok onemli rol oynar. Adsorpsiyon, ylzeyin hidrofilik ve hidrofobik olma
karakteristigine baghdir. Hakim olan iyonik gruplar ve bu gruplarin amino asitlerle olan
etkilesimleri ¢ozeltinin pH’iyla degisen ve tim ylizeyin karakteristigini belirleyen

elektriksel ylike ve iyonik gruplarin yogunluguna baghdir.

Kovalent baglanma metodunda, protein ylizeyine erisebilir olan ¢ok sayida fonksiyonel
grup kullanilabilir. Bununla beraber, 6zellikle lisin ve arjininin amino gruplari, aspartik
ve glutamik asitin karboksil gruplari gibi az sayida amino karboksil grup pratik olarak

kullanilabilir.

Enzim ile taslyici ylzeyi arasindaki iyonik, hidrofilik veya hidrofobik ve hidrojen
baglariyla olan glicli etkilesimler enzimin kararliigini etkiler. Cok sayidaki glgla
etkilesimler (ve bunlarin kooperatif etkileri) tasiyici ylzeyinde istenmeyen tersinmez
adsorpsiyona neden olabilir, bu da enzim aktivitesinde kayba neden olur. Bu ayrica
proteinin G¢lincul yapisinda da konformasyonel degisikliklere neden olabilir. Bu etkiler

ozellikle kati tasiyici ylizeylerindeki coklu etkilesimlerde gozlenebilir.
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Bazi durumlarda uygun bir miktarda bosluk yaratici ajan olarak bilinen kimyasallarin
kullanilmasi tastyiclyr immobilizasyona elverisli hale getirerek enzimi korur ve enzimin
inaktivasyonunu engeller. Enzime belli bir miktarda pasif ve ucuz bir proteinin adsorbe

edilmesi enzim immobilizasyonundaki koruyucu 6n asamalardan biridir [13], [50].

3.4 immobilizasyonda Kullanilan Tasiyicilar ve istenilen Ozellikleri

Enzim immobilizasyonun da dogal ve sentetik bircok organik ve inorganik materyal
kullanilmaktadir. Tasiyici membran, suda ¢6zlinmeyen kati veya polimer olabilir. Bir
tasiyicida hidrofilik karakter, suda c¢oziinmeme, gozenekli (pordz) yapi, mekanik
stabilite ve uygun partikiil formu, kimyasal ve termal stabilite, mikroorganizmalara

karsi direnclilik, ucuzluk, zehirsizlik, rejenere olabilme gibi 6zellikler aranir.
Enzim immobilizasyonun da kullanilan tasiyicilar sunlardir:
Anorganik Tasiyicilar

Kil, cam, silikajel, bentonit, hidroksiapatit, titandioksit, zirkonyumdioksit, nikeloksit,

pomza tasi, aktif karbon, metaller, metal oksitler.
Dogal polimerler

Seliiloz, nisasta, dekstran, agar ve agaroz, karagenan, kollajen, kitin ve kitosan, jelatin,

alblimin ve ipek.
Sentetik Polimerler

Polistren tlirevleri, poliakrilamid, naylon, vinil ve alil polimerler, iyon degistirici

recineler, maleik anhidrit polimerleri [51].
Canli tastyici olarak proteinler, biyokiitle (bakteriler) gosterilebilir [13].

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak olan tasiyicilarda aranan 6zellikler maddeler

halinde gosterilebilir:
1. Proteinlere karsi ylksek ilgi,

2. Kimyasal modifikasyonlar ve enzimle direkt olarak reaksiyona girebilmesi icin gerekli

fonksiyonel gruplarin varligi,

3. Hidrofiliklik ( suya karsi hidrofobik, proteine karsi hidrofilik olmak),
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4. Yenilenebilirlik,
5. Mekanik kararlilik,

6. Secilen biyotransformasyon igin farkli geometrik sekillerde ve istenilen ylzey

alanlarinda hazirlanabilme kolayligl,

7. Genis ylizey alani,

8. Kimyasal kararhliginin yiksek olmasi,

9. Uygun tanecik ¢api / boyutu (0.2-1 mm / 30-60 nm),
10. iyon degistirebilme kapasitesinin yiiksek olmasi,
11. Sisme kabiliyetinin distk olmasi

12. Mikrobiyel kararliliginin yiiksek olmasi,

13. insan ve gevre sagligina zarar vermemesi,

14. Elastikiyetinin yeterli olmasi,

15. Maliyetinin diisik olmasi,

16. Dogal ortamlara zarar vermeyecek maddelere indirgenebilmesidir [13], [50], [52].

3.4.1 Bentonit

Smektit gruptan bir kil mineralidir ve esas olarak montmorillonitten olusmustur.
Smektit kil minerali suyu veya organik molekiilleri emdiginden siser ve ayni zamanda
onemli bir iyon degistiricidir. Bentonit 1000 Urilndn Uretiminde kullanihir, baglayici
olarak refrakter Uretiminde kullaniimakta malzemenin mukavemetini, yogrulma ve

bicimlenme 6zelligini arttirmaktadir [53].

Volkanik kil veya tiuf gibi camsi volkanik malzemenin kimyasal ayrismasi ve bozusmasi
ile ortaya cikan yaklasik 2 mikron boyutunda oldukc¢a kiglk kristaller halindeki kil
minerallerinden (baslica montmorillonit) olusan ve biylk oranda kolloidal silisten

meydana gelen bentonit yumusak, sekillenebilir, gozenekli ve acik renkli bir kildir.

Bentonitler, icerdikleri degisebilir nitelikteki sodyum ve kalsiyum iyonlarina gore;

yiksek sisme oOzelligine sahip sodyum bentonit, karisik bentonit (sodyum ve
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kalsiyumlu) ve dusik sisme kapasiteli kalsiyum bentonit olmak Uzere (g ana gruba

ayrilmaktadir.

Sahip olduklari dogal 6zelliklerine bagli olarak yukaridaki gibi siniflandirilan bentonitler
niteliklerini artirmak icin asit, soda, organik ve inorganik bilesikler gibi katki maddeleri
ile iyon degistirme reaksiyonlarina sokularak “katkili bentonit” veya “aktif bentonit”
olarak adlandirilirlar. Kalsiyum bentoniti su ile temasta kendi hacminin 2—-3 kati kadar

siser ancak bu oran sodyum bentonitinde 8—10 kata kadar ulasmaktadir [51].

3.4.1.1 Bentonitin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Spesifik 6zgll agirhgr kuru bazda 1.7-2.8 g/cm3 arasinda degisen bentonitlerin
ogutulmis sikistirlmis yigin yogunluklari 0.8-1.1 g/cm*e kadar inmektedir. Bentonitin
su icerisine kondugunda sismesi ve jellesme gostermesi suyu absorbe etmesinden
kaynaklanmakta olup, bentonitler sisen bentonit (Na-bentonit), sismeyen bentonit (Ca-

bentonit), karisik bentonit olarak tice ayrilmaktadir.
Kullanim alanlari ise baslica;

Dokim kumu ve paketleme, sondajlarda, gida sanayisinde;
¢ Berraklastirma (bira, sarap, meyve sulari)

e Agartma islemlerinde (yag sektorinde)

kagit, lastik, glibre sanayisinde, yangin sondiricilerde, boya, ilag ve seramik

sanayisinde ve katalizor olarak kullanihr.

Kil minerallerinin  bir c¢esidi olan bentonitin genel kimyasal formil(;

(Na,Ca)(AI,Mg)6(5i40)3(OH)6.H20 ‘dur.

Birim kristal yapida meydana gelen bazi yer almalar nedeni ile montmorillonit
icerisindeki farkli degerli atomlar yer degistirmektedir. Tetrahedral katmandaki
silisyum alliminyum tarafindan yer degistirebilir. Yer degistirme arti yik eksikligine
neden olur ki bu eksiklik birimler arasina girmis degisebilir iyonlarla giderilmektedir
(genellikle Na* ve Ca*®). Birim tabakalar arasindaki baglarin zayif olmasi nedeniyle
tabaka aralarina degisik iyonlar, organik molekiller ve su girerek bentonitlere

adsorpsiyon 6zelligi kazandirir [51].
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3.4.2 Kitosan (Citosan)

Kitosan, kitinden tiretilen modifiye bir polisakkarittir, kitinin deasetilizasyonu ile
Uretilmektedir. Kitosan  a-(1-4)-2-amino-2-deoksi-D-glukopiranoz ve a-(1-4)-2-
asetamino-2-deoksi-D-glukopiranoz ~ birimlerinden  olusan  ikili  lineer  bir
heteropolisakkarittir. Kitosan yapi olarak seliiloza ¢cok benzemektedir; sellilozun ikinci
karbonundaki hidroksil grubunun amin grubuyla yer degistirmis seklidir, yani kitosan

kitinde oldugu gibi cift bagli karbon atomlarina sahip degildir.

Asagidaki sekillerde sellloz ve kitosanin kimyasal yapisi gortilmektedir.

OH oH OH
b
0 0
‘ Hmmm
NHa2 NHa2

Sekil 3.1 Kitosanin kimyasal yapisi [16]

OH OH
e
0 0
Hm%m/
OH OH

Sekil 3.2 Seltlozun kimyasal yapisi [16]

Kitosan, biyoteknolojide enzim immobilizasyonunun yaninda, hicre
immobilizasyonunda, protein ayirmada, hiicre geri kazaniminda ve kromotografik
uygulamalarda da kullaniimaktadir. Ayrica, gida sanayinde boya maddelerinin
ayrilmasinda, renk stabilizasyonunda ve hayvan yemi katkisi olarak kullaniimaktadir.
Atik su aritmada metal iyonlarinin ayrilmasini saglamakta, tarimda gilibrelemede
kullanilmaktadir. Medikal uygulamalarda bandajlarda, kontak lenslerde, cilt
yaniklarinda, kanda kolesterol diizeyinin belirlenmesinde genis bir kullanim alanina
sahiptir. Ek olarak, kozmetik sektoriinde, nemlendiricilerde, el, yiz, vicut krem ve

losyonlarinda kitosandan yararlaniimaktadir [16], [54].

Kabuklu deniz hayvanlarinin atiklarindan ¢itosan tGretmek icin 6ncelikle seyreltik sulu

HCl c¢ozeltisi kullanilarak dekalsifikasyon islemi gerceklestirilmektedir. Ardindan
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seyreltik NaOH c¢ozeltisiyle deproteinizasyon yapilarak citin (kitin) elde edilmektedir,
ancak elde edilen gitinin renginin giderilebilmesi i¢in % 0.5’lik KMnO, sulu ¢ozeltisi ve
oksalik asit sulu ¢ozeltisi ya da glnes 15181 kullanilarak renksizlestirme islemi
yapilmaktadir. Boylece citin Uretimi gergeklestirilmektedir. Kitinin % 40-50" lik NaOH
¢Ozeltisi kullanilarak sicak ortamda deasetilasyonu ile de kitosan (retilmektedir.
Kabuklu deniz hayvanlarindan ¢itin ve c¢itosan Uretim prosesi asagidaki sekilde

gorilmektedir.

Kabuklu Deniz Hayvanlan

....... e

Diekalsifik asyon
Deproteiizasyon

Renksizlestiime
CITIN
OH LOH

H HO HO
HHAG HAG MNHAC HAC

v

Deasetilasvon

CITOSAN

OH

OH OH
Hi, MH, HH,

i)

Sekil 3.3 Kabuklu deniz hayvanlarindan kitin ve kitosan tretimi [16]
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Sekil 3.4 Deneysel calismada olusturulan kitosan boncuklar

3.4.3 Cam Boncuk
Gozenekleri kontrolli cam boncuklar (CPG) % 96 SiO,, % 3 B,0s % 1 Na,O ve eser

miktarda Al,O3 ve diger metal oksitlerini icermektedir. CPG mekanik etkilere ve yliksek
basinca karsi cok dayanikli, termal kararlihg yiksek, organik ¢ozliclilere, asidik ve bazik
kosullara karsi dayanikl, farkh goézenek buyikliklerinde bulunabilen inorganik bir
destek materyalidir [3]. Sekil 3.5 de cam boncuklarin mikroskop goriintileri

gorilmektedir.
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Sekil 3.5 Cam boncuk mikroskop gorintisi [56]

3.4.4 Amberlit

Organik esasl sentetik amberlit regineleri elde edilisleri ve kullanilislari bakimindan,
iyon degistirici ve adsorban olarak iki ana grupta toplanirlar. iyon degistirici dzellige
sahip olanlar arasinda amberlit C6-400, IRA-900, IRC-718 gibi recineler sayilabilir.
Adsorban o6zellige sahip regineler arasinda ise amberlit XAD-2,-4,-7,-8,-11,-16 ve XAD-
1180 gibi polimerik recineler sayilabilir [13], [57].

Sekil 3.6’da goruldiugi gibi, amberlit XAD recineleri genis ylizey alanh, blyik ve
homojen dagilimli gézenege sahip, ¢capraz bagh kopolimerlerdir. Organik ¢oziiclilere,
asidik ve bazik ortamlara karsi kararli olmalari nedeniyle adsorban olarak kullanilan
silikajelle karsilastirilabilir. Ayrica eluent olarak, organik maddelerin yani sira asidik

veya bazik ¢ozeltilerin kullanilabilmesi gibi Gstinltkleri vardir [13], [57].
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Sekil 3.6 Amberlit-XAD reginelerinin mikroskop goriintiisi [56]

3.4.5 Silika

Silisyum, yerylziinde en ¢ok bulunan elementlerden biridir. Dogada siliksat asidi
(mSiO,.nH,0) ve tuzlari halinde bulunur. Silisyum dioksit (SiO,) ise dogada kum ve
kuartz seklinde bulunur. Silika 3 ana kristal formundadir. En ¢ok mineral kuartz
formunda bulunur. Fakat bu cevher ayni zamanda kristobolit ve tridimit halindedir. Bu

cevherler sicakhga ve kimyasal etkilere karsi cok dayaniklidir [58].

3.4.5.1 Silika Jel

Silika jel genis gbzenek capinda, amorf yiksek kismi basing altinda yiliksek nem
adsorbsiyon kapasitesine sahip silisyumdioksittir. Agirlikca % 35’inden ve % 42'sinden

fazla nem tutma 6zelligine sahiptir. Madde nemle beraber renk degistirir.
Silika jelin kullanim alanlari:

e Renk degistiren ( indikatorli ) silika jeller 6zellikle trafolarda, yag tanklarinda ve
kimyasal tanklarin nefesliklerinde kullanilmaktadir.

e Endistriyel hava kurutma sistemleri,

e istenmeyen gazlarin uzaklastiriimasinda,

e Rutubet istenmeyen her tiir ortamda,

e ilaglarda,

e @Gida Urinlerinin korunmasinda,

e Elektronik malzemelerin korunmasinda,

e Hassas bircok malzemenin kuru ve glivenli saklanmasinda,

e Tank depolama sahalarinda,

a7



e Laboratuvarlarda ( Desikatorler, U borulari, kurutma kolonlari) [58].

3.4.6 Hidroksiapatit

Hidroksiapatit dislerin mine ve dentin tabakasinda, kemiklerde bulunan kimyasal
formili Cap(PO4)e(OH); olan kalsiyum tuzudur. Dogada elmastan sonra bilinen en sert
molekildir. Biyoaktif yapida bir biyomateryaldir. Tatsiz ve kokusuzdur. Organik

¢Ozliclilerde ¢ozlinmez, asit ¢ozlicller harigc inorganik ¢oziiclilerde de ¢o6ziinmez [59].

Dis kemige sertligini kazandiran maddedir. Hidroksiapatit molekillerinin mikroskopik

parcalari formlarina birlikte kristalize olabilirler [60].

Na,HPO,; konsantrasyonu kullanilarak hidroksiapatit bilesiminin ve olusumunun
kinetikleri dGnemli Olclide artar. Hidroksiapatitin su icinde ve Na,HPO, ¢ozeltisi icindeki
olusum hizlari incelendiginde; Na,HPO, ¢0zeltisi icindeki olusum hizinin daha yiksek

verimle gerceklestigi bilinmektedir [61].

3.5 immobilizasyon Yontemleri

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak yontemi segerken, immobilizasyon sirasinda ve
immobilizasyondan sonra enzimin aktif merkezinin zarar gérmeyecegi bir yontem
olmasina dikkat edilmelidir. Boyle bir secim yaparken enzimin yapisi ¢ok iyi bilinmelidir.
Enzim ile tasiyici arasinda herhangi bir baglanma s6z konusu ise; ya bu baglanmanin
aktif merkez Uzerinden gergeklesmeyecegi tasiyicilar secilmeli ya da immobilizasyon
islemi sirasinda aktif merkez korunmalidir. Uygun immobilizasyon ydnteminin

seciminde dort ana kriter gz 6niine alinmahdir:

o Guvenilirlilik,
e Maliyet,
e Aktivitenin korunmasi

e Kararhlik.

Enzim immobilizasyonunda enzimatik aktivitenin en yiiksek diizeyde korundugu
yontemin secilmesi onemlidir [63]. Asagidaki tabloda immobilizasyon yontemleri

sematize edilmistir ( Sekil 3.7).
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l Enzim Immeobilizasyon Yéntemleri l

LCﬁzn.nmez formda immobilizasyon ]

lCﬁzﬂncn formda {mmobilizuyoij

| ]

| Bagilama Tutuklama‘ Uluslilirasyon Hollow-fiber

._.___[. e . membrantan membranlar

Cozuinen-¢ozinmeyen
l enzimler
Capraz Enzim Tagiyica Jelde Mikio Lipozom
Bajglama Kopolime-| | Bagtama| jmunklama| [kapsQlleme Teknifli
rizasyonu
Fiziksel Adsorpsiyon Tyonik Sela Kovalent Biyospesifik
Adsorpsiyon | {ve Capraz Baj. Baglama! Baglama Bajlama Baglama

Sekil 3.7 immobilizasyon yéntemleri [1]
1) Kimyasal yontemler
a) Kovalent baglama
b) Capraz baglama
2) Fiziksel yontemler
a) Adsorpsiyon ile immobilizasyon
b) Hapsetme ile immobilizasyon
-Mikrokapsiil ile hapsetme yontemi

-Kafes tipi hapsetme yontemi

3.5.1 Kimyasal immobilizasyon Yétemleri

Kimyasal baglama yonteminde suda ¢oziinmeyen fonksiyonlu polimer ile enzim
molekilli arasinda kovalent bag olusumuna dayanir. Bu yontemler c¢ogunlukla

tersinmezdir yani serbest enzimin yeniden geri kazanilmasi mimkan degildir.
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Kimyasal yontemle immobilize edilen enzimin, serbest haline gore farkh aktiviteye

sahip olmasinda, enzim ve destek maddesinden baska reaksiyon sartlarina da baghdir.

Elde edilen enzim destek sistemi, serbest enzime goére daha dusik katalitik etkinlik
gosterebilir. Bu durumun biliyik molekdl agirlikh substratlarin ve makro molekdillerin

sterik etkisinden ileri geldigi 6ne strilmustir.

3.5.1.1 Kovalent Baglama

Kovalent baglama, genellikle enzim yapisinin ve fonksiyonel gruplarinin bilindigi
durumlarda kullanilir. Enzim immobilizasyonunda, enzimin ozellikleri, aktif ucunun
yapisi, pH, sicaklik ve organik ¢ozicller gibi faktorlerden dolayi sinirli sayida yontem

kullanilabilir.

Kovalent baglama ile immobilizasyon iki basamakta gercgeklesir. Birinci basamak destek
maddesinin aktiflestirilmesi, ikinci basamak enzimin kovalent baglanmasi seklindedir.
Destek maddesi; karboksil, hidroksil, amino gibi fonksiyonel gruplar tasimaldir. Bu
fonsiyonel gruplarin yapisina bagh olarak epiklor hidrin, karbodiimit, gibi cesitli

aktifleyici maddeler kullanilabilir [64].
Kovalent baglama ile immobilizasyonun;
Avantaiji: Enzim kagisi yok, suirekli sistemlere uygulanabilir, optimizasyon var.

Dezavantaji: Rejenerasyon yok, enzim denatilirasyonu olabilir, yanlis baglanma olasilig

yuksektir [62].

3.5.1.2 Capraz Baglama

Kiguk molekilll iki veya ¢ok fonksiyonlu maddeler, enzim molekiilleriyle aralarinda
baglar yaparak suda c¢o6ziinmeyen komplekslerin olusmasini saglarlar. Molekdl igi
baglanmalar yaninda molekiiller arasi baglanmalarda s6z konusudur. Capraz baglanma
ile enzimlerin immobilizasyonu c¢ok basit olmasina ragmen enzimlerdeki 0zel
fonksiyonel gruplarin capraz baglayici olarak kullanilabilmesi icin gereken sartlarin
secimi ve olusturulmasi zordur. Enzim aktifligi; reaksiyon siresi, iyonik siddet, pH,
sicaklik, capraz baglayici madde ve enzim konsantrasyonu gibi faktérler ve bunlar

arasindaki dengeye baghdir. Bu yontemin en 6nemli avantaji; tek bir islemde enzimleri
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immobilize etmek igin ¢ok fonksiyonlu maddelerin kullanilabilmesidir. Yontemin
dezavantaji ise molekiiller arasi ¢capraz baglanma reaksiyonunun kontrol edilmesindeki
gugcliklerdir. Capraz baglanma reaksiyonu ¢ok ihmli sartlarda gergeklesmediginden bazi

durumlarda 6nemli 6l¢lide aktivite kaybi s6z konusudur [64].

Sekil 3.8 Capraz baglama [65]
Capraz baglamanin saglanmasi icin en ¢ok kullanilan maddeler:
e glutaraldehit
e toluen
e diizosiyanat'tir.

Capraz baglama ile immobilizasyon ydnteminin en blylk avantaji basit ve hizh
prosediirlerde immobilize enzimlerin sadece ajanin varliginda hazirlanabilmeleridir.

Ayrica bu yontemin iki 6nemli dezavantaji da asagida belirtilmistir.

1. Capraz baglama reaksiyonlari daha sert kosullarda gerceklesmektedir ve kolaylikla
kontrol edilememektedirler. Kosullar enzimin aktif bolgesinde konformasyonel

degisiklige yol acabilir ve bu da 6nemli miktarda aktivite kaybi ile sonuglanabilir.

2. immobilizasyon icin capraz baglama uygulanarak hazirlanan tasiyicinin jelatinimsi

yapisi bir cok uygulamaya sinirlama getirmektedir.

GCapraz baglama yontemiyle iyi bir immobilizasyon gergeklestirebilmek igin gerekli

optimum kosullar asagidaki 6zelliklere baghdir;
e Enzim konsantrasyonu ve yapisi,
e Capraz baglama icin kullanilan ajanin konsantrasyonu ve yapisi,
* pH,
e iyonik kuvvet,
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e Sicaklik,
e Reaksiyon siresi’dir.

Proteinlerin kaginilmaz olarak ana destek maddesi olarak davranmasindan dolayi,
enzimler kendi kendilerine capraz baglanabilirler, capraz baglanmis enzimler daha
sonra ¢o6zlinmeyen makro molekiller haline gelirler. Bu da verimin goéreceli olarak
dismesine dolayisiyla maliyetin artmasina neden olur. Bu dezavantajindan dolayi

¢apraz baglamanin baska bir yontemle beraber kullaniimasi en iyi se¢cimdir.

Tastyiclyl aktive etmekte en cok kullanilan yontem amid ya da birincil amin iceren
tasiyicinin glutaraldehit ile muamelesidir. Glutaraldehit direkt olarak tasiyiciya ilave
edilerek, aldehit son grubuyla reaksiyon elde edilir. Aldehit grubun birincil amin ile pH
3-10’da 4-12 saat ve 4-25 °C’de gerceklesen bu reaksiyonu schiff bazi formasyonuyla

devam eder. Schiff bazi formasyonu asagidaki gibidir;
e Schiff Bazi Reaksiyonu

Bu metot schiff bazi formasyonu yani aktive edilmis tasiyicinin karbonil grubuyla
enzimin serbest amino grubu arasinda gerceklesen aldimin bagla saglanir (sekil 3.9).
Birincil amino grubu iceren taslyici glutaraldehit ile aktive edilir ve bu sayede aktif
karbonil tirevi elde edilir. Bunun ardindan aldehit tlrevi proteinin serbest amino
grubu ile reaksiyona girerek schiff bazi bagi meydana gelir. Bu metodun bir dezavantaiji
sulu ortamda geri donisimli olmasidir (6zellikle disik pH’larda). Bu ise imin
baglarinin NaBH; ile hidrojenasyonu sonucu stabil alkil amino grubu eldesiyle

onlenebilir [13].

v

——NH; + OHC(CH;)sCHO —N=CH(CH,)3;CHO

— CHO + NH; — Protein —CH=N - Protein

v

Sekil 3.9 Schiff bazi tepkimesi [3]

3.5.2 Fiziksel immobilizasyon Yontemleri

Fiziksel yontemler kovalent bag olusmasina dayanmayan, enzimin belirli bir yere
tutturulmasini icerir. Enzim immobilizasyonu elektrostatik etkilesme, iyonik bag

olusumu, enzimler arasi etkilesme gibi belirli fiziksel kuvvetlere bagh kalmaktadir.
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immobilizasyon, enzimin destek maddesindeki mikro bélmeler icerisinde veya
gozenekli membranlara tutturulmasiyla saglanir. Bu yontemin kovalent baglama ve
gapraz baglama ile immobilizasyondan ayrilan en dnemli 6zelligi enzim molekllinin

kimyasal olarak herhangi bir tasiyiclya baglanmamis olmasidir.

3.5.2.1 Adsorbsiyon Yéntemiyle immobilizasyon

Enzim immobilizsyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir. Adsorpsiyonun asil
amaci enzim immobilizasyonu olmayip enzim saflagtirmaktir. Ancak son 20-25 yildan
beri suda ¢Ozlinmeyen tasiyicilarda adsorpsiyon yonteminin enzim

immobilizasyonunda oldukga sik kullanildigi gérilmektedir.

Bu yontem, suda ¢coziinmeyen kati matriksin (adsorban) enzim c¢ozeltisi ile karistiriimasi
ve enzimin asirisinin yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir. Fiziksel adsorpsiyonda
immobilizasyondan sorumlu kuvvetler; hidrojen baglari, Van der Waals kuvvetleri ve
hidrofobik etkilesmelerdir. iyonik baglanma ile immobilizasyon proteinin yiikli gruplari
ile destek materyalinin karsit yikleri arasindaki ¢cekim kuvvetlerine dayanir. Enzim ile
adsorban (destek maddesi) arasindaki zayif baglardan dolaylr adsorplanan enzimin
kullanim esnasinda taslyicidan uzaklasmasi bir dezavantajidir. Bu yontemde enzim
aktifligini bliyuk ol¢iide korur. Adsorpsiyon ile immobilizasyonun tersinir olmasi bu

destek maddesinin ve enzimin baska amaglar icin tekrar kullanimini saglar [64].

Yontem ylizey aktif suda ¢dzlinmeyen bir adsorbanin enzim ¢ozeltisi ile karistiriimasi ve
enzimin asirisinin iyice yikayarak uzaklastirilmasi temeline dayanir. islemin basit olmasi,
ihmh kosullarda gerceklesmesi, degisik bicim ve yikteki tasiyicilari secme olanagi
vermesi, bir yandan immobilizasyon gerceklesirken diger yandan enzim saflastirmasina
olanak vermesi agisindan adsorbsiyon yontemi oldukca avantajli bir yontemdir. Fakat
optimal kosullarin saglanmasi gli¢c oldugu ve desorbsiyon sonucu enzimin reaksiyon
ortamina serbest hale gecerek Urinleri kirlettigi icin sakincahdir [63]. Adsorbsiyon

yontemiyle immobilizasyon gosterimi sekil 3.10° da gosterilmistir.
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kati destek

Sekil 3.10 Adsorbsiyon yontemiyle immobilizasyon [65]

3.5.2.2 Hapsetme Yontemiyle immobilizasyon

Bu metot polimerik matriks yapisinda veya yari gegirgen membranlarda enzimin
hapsedilmesine dayanir. Polimerik matriks yapisinin, substrat ve trinlin difizyonuna
izin verirken proteinin diflizyonunu engellemesi icin yeterli derecede siki olmasi
gerekir. Bu metot her cesit enzimi, diger biyokatalizorleri, batlin hicreleri veya farkh
captaki mikroorganizmalari hapsetmek icin ¢ok genel kullanilabilir. Bu yéntemi,
kovalent baglama ve capraz baglama ile immobilizasyondan ayiran en dnemli 6zellik
enzim molekilinin fiziksel ve kimyasal olarak herhangi bir taslyiclya baglanmamis

olmasidir. Hapsetme metodu mikrokapsiil ve kafes tipi olmak tizere iki gruba ayrilir.
Mikrokapsiil ile Hapsetme Metodu

Mikrokapsul ile hapsetme metodu, gozenekleri 10-1000 pm c¢aph, yari gegirgen
membranlar icinde enzim molekillerinin hapsedilmesine dayanir. Yari gecirgen
membran, blylk protein ve enzimlerin mikrokapsil disina ¢ikmasina engel olurken,

kiicik substrat ve Urinlerin serbestce girip citkmasina izin verir.

Yari gecirgen mikrokapsiillerin hazirlanmasinda iki genel metot uygulanmaktadir.
Bunlardan birincisi koagtilasyona dayali olup kimyasal bir reaksiyon icermeyen basit bir
yontemdir. Faz ayrimi polimerizasyonu diye adlandirilir. Coziici icinde enzim ve
membran maddesi ¢ozilir ve bu c¢ozelti, mikro damlaciklar halinde ¢oktiriici
maddeye ilave edilir. Teknigin spesifik olmayisi ve basitliginden dolayr bu yontem

biitlin enzimlere uygulanabilmektedir.
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Diger mikrokapsulleme metodu, kimyasal Ozellik tasiyan ara ylzey polimerizasyon
metodudur. Bu metot da ¢oktliriici madde iginde enzim ¢ozeltisinin mikro damlaciklari
hazirlanir. iki sivinin birlesme noktalarinda polimerlesme goriliir. Yari gegirgen
mikrokapsul membrani iyi bilinen poliamid sistemi ile yapilir ve ¢ok ¢esitli diaminlerle,
diasit halojenirleri kullanilarak amid kopolimerleri elde edilir. Bu yari gegirgen mikro
kapsul membranin gézenek ¢aplari; substrat molekdillerinin kapsiil icine girisine ve Griin

molekillerinin disari ¢cikisina olanak verecek blyuklikte olmahdir.

Mikrokapsulleme ile hapsetme yonteminde herhangi bir modifikasyon olmadigindan
enzim aktifligi serbest enzim aktifligine ¢ok yakindir. Bu yontemin dezavantajlari;
mikrokapsul olusumu sirasinda yiliksek protein konsantrasyonuna gerek olmasi ve

yuksek molekil agirlikh substrat ve Griinler icin sinirli olmasidir [63].

(a

Sekil 3.11 Kafes tipi (a) ve mikrokapsiil ile hapsetme (b) [65]
Kafes Tipi Hapsetme Metodu

Bu yontem; ylksek derecede c¢apraz bagh bir polimerin enzim c¢o6zeltisi icinde
olusturulmasi temeline dayanir. Bu amagla en ¢ok kullanilan polimer N,N’-
metilenbisakrilamid ile ¢apraz baglanmis poliakrilamiddir. Polimerlesme sonucu enzim
molekilleri gapraz baglari arasinda tutuklanmakta ve boylece ¢ozeltiye gegmeleri
engellenmektedir. Kafes tipi immobilizasyonda; ¢apraz bag ylizdesi dyle ayarlanmalidir
ki, enzim molekilleri tutuklanabilsin ama substrat molekillerinin enzim molekdllerine
ulasmasina engel olmasin. Capraz bag yizdesinin asiri olmasi substratin enzim aktif
merkezlerine ulasmasini engellemekle kalmayip enzimin zincir yapisini da zorlayip
aktivite kaybina neden olabilir. Bu oran enzime ve tasiyiciya bagli olarak degisir. Bu

yontemle immobilize edilecek enzimin substratinin kiictik molekilli olmasi gerekir.

Bu yontemin avantajlari:
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- Cok kolay kullanilabiliyor olmasi,

- Gergek bir fiziksel yontem olmasi,

- Cok az miktar enzim ile gergeklesmesi,

- Capraz bag olusumunda kullanilan gama ve UV isinlarinin enzim yapisini ve aktifligini
kimyasal proseslerden daha az etkilemesi,

- Ortamdaki ¢capraz baglayici ve monomer derisimini degistirmek suretiyle farkh
blyiklikte gozenek iceren polimerik kafes (iretebilmesi,

- Polimerlesmenin genelde hem kolay hem de hizli bir sekilde gerceklesmesidir.

Yontemin dezavantajlari ise; immobilizasyon isleminde, jel olusumu sirasinda
ylrlyebilecek kimyasal olaylarin ve reaksiyon sicakhginin enzimi inaktif hale getirmesi
olasiliginin bulunmasidir. Ayrica ¢apraz bagh polimerin ag 6rgislinden enzimin sizma

ihtimali de vardir [63], [64].

3.5.2.3 iyonik Baglanma Yéntemiyle immobilizasyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilmakta olan bu yontem enzimin suda ¢6zlinmeyen
ve iyon degistirici kalintilari iceren bir tasiyictya iyonik baglanmasi esasina
dayanmaktadir. Uygulanmasinin kolay olmasi, tasiyicinin yenilenebilir olmasi ve
enzimin modifiye olmamasi yéntemin kullanimini arttiran ézelliklerdir. iyonik baglanma

metodunda kullanilan tasiyicilar;
e organik (sellloz, dekstran)
e inorganik (silika) destek maddeler
e iyon degistirici kalintilarindan tiireyen iyon degistiricilerdir.

Genellikle tastyici olarak iyon degistirici merkezleri bulunan polisakkaritler ve sentetik
polimerler kullaniimaktadir. Tasiyicilar, iyon degistirici kalintilarina bagli olarak anyonik

veya katyonik degistirici olarak isimlendirilirler.

Fiziksel adsorpsiyonda oldugu gibi iyonik baglanmada da immobilizasyon islemi
kolaylikla gerceklesmektedir. Enzim ile tasiyici arasindaki baglanma kuvvetleri fiziksel

adsorpsiyonda oldugundan daha kuvvetli ancak kovalent baglanmada oldugundan
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daha zayiftir. Bu nedenle de enzimin tastyicidan sizma olasiligi vardir. Bu durum
genelde iyonik kuvvetin ylksek oldugu substrat ¢ozeltilerine ya da pH degisimlerine
neden olmaktadir. iyonik baglanmada operasyon kosullari kovalent baglanmadakine
gore daha hafiftir, enzimin konformasyonunda ve aktif merkezindeki degisiklik azdir.

Bu nedenle genellikle immobilize edilen enzimin aktivitesi yliksek olmaktadir [13].

3.6 B-Galaktozidaz immobilizasyonu Uzerine Yapilan Son Yillardaki Calismalar

B-Galaktozidaz immobilizasyonu Uzerine yapilan son yillardaki ¢alismalar Cizelge 3.1’ de

Ozet halinde gosterilmistir.

Cizelge 3.1 B-Galaktozidaz immobilizasyonu Uzerine yapilan son yillardaki calismalar

CALISMANIN ADI ENZIM SONUC VERILERI KAYNAKLAR
KAYNAGI/TASIYICISI

Karisim bir matriks Kluyveromyces lactis | Km=195,4 mpu (Peter vd.),
membran Uzerine B- | B-galaktozidazi/ (2011) [66].
galaktozidazin
immobilizasyonunun
karakterizasyon ve
optimizasyonu

Vmax= 17928 umol
500 pm kalinliginda min'lg'1

polistlfan ve
zirkonyumdioksit
kaph membran

Optimum pH=7.0,
optimum sicaklik=25°C
iken; 14 glin
depolamanin sonunda
immobilize B-
galaktozidaz baslangig
aktivitesinin %41’ ini
devam ettirmistir.
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Cizelge 3.1 B-Galaktozidaz immobilizasyonu Uzerine yapilan son vyillardaki calismalar

(Devami)

CALISMANIN ADI ENZIM SONUC VERILERI KAYNAKLAR
KAYNAGI/TASIYICISI
Adsorbsiyon Aspergillus oryzae B- | 100 mg ZnO ve ZnO- (Quayyum

yontemiyle ZnO
nanopartikilleri
Uzerine B-
galaktozidazin
immobilizasyonu

galaktozidazi/

Zn0O ve ZnO
nanopartikilleri

nanopartikilleri Gzerine
adsorblanmis B-

galaktozidazin aktivitesi
sirasiyla 355U ve 480U.

ZnO Uzerine B-
galaktozidazin
immobilizasyon verimi
%60 iken, ZnO-NP
Uzerine ise %85 verim
bulunmustur.

Optimum pH=4.5,
optimum sicaklik 50°C.

vd.), (2011)
[67].

B-Galaktozidazin
immobilizasyonu igin
biyobenzetimli
jelatin kalip
kalsifikasyonu

Kluyveromyces lactis
B-galaktozidazi/

Aljinat kapsdilleri ve
aljinat-jelatin-
kalsiyum fosfat
(AGCaP) hibrid
kapsilleri

Optimum pH=6.8,
optimum sicaklik 42°C.

30 glin depolamanin
sonunda immobilize B-
galaktozidaz baslangig
aktivitesinin %90" nini
devam ettirmistir.

Aljinat Gizerine B-
galaktozidazin
immobilizasyon verimi
% 68,3 iken, AGCaP
Uzerine ise % 183,2
bulunmustur.

(Qiuyun
vd.), (2011)
[68].
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Cizelge 3.1 B-Galaktozidaz immobilizasyonu Uzerine yapilan son yillardaki ¢alismalar

(Devami)

CALISMANIN ADI ENZiM SONUC VERILERi KAYNAKLAR
KAYNAGI/TASIYICISI
Laktoz intoleransi Kluyveromyces lactis | Optimum pH=7.5, (Valentina

daha etkili tedavisi
icin silika jel
matrikslerine -
galaktozidazin
immobilizasyonu

B-galaktozidazi/
Silikajel

optimum sicaklik 50°C
bulunmustur. Protein
miktari cinsinden total
Unite degeri 273U iken,
Baslongig spesifik
aktivitesi 4097 U/ml
olarak tespit edilmistir.

vd.), (2010)
[69]

Bacillus circulans B-
galaktozidazinin
epoksi aktive edilmis
akrilik destekler
Uzerine
adsorbsiyonu

Bacillus circulans B-
galaktozidazi/ Epoksi
aktive edilmis
ayriboncuklar EC-EP
ve EC-HFA

pH 8,5 ortaminda 3-30
mg/g EC-EP jel Gizerine
enzim 48 saat
inkiibasyonun sonunda
immobilize edilmistir.
immobilizasyon verimi
protein cinsinden %98-
100, aktivite cinsinden
%85-98 bulunmustur.
pH 8,5 ortaminda 1,5-
15 mg/g EC-HFA jel
Uzerine enzim 24 saat
inkiibasyonun sonunda
immobilize edilerek
immobilizasyon verimi
%60’ larin asagisinda
bulundu. Yontem
adsorbsiyon ve
kovalent baglama
yontemleriyle
gelistirilerek protein
cinsinden
immobilizasyon verimi
%100, aktivite
cinsinden ise %85-98

(Pedro vd.)
(2012) [70].

59




Cizelge 3.1 B-Galaktozidaz immobilizasyonu Uzerine yapilan son yillardaki ¢alismalar

(Devami)

CALISMANIN ADI ENZiM SONUC VERILERI KAYNAKLAR
KAYNAGI/TASIYICISI
Galaktooligosakkarit | Kluyveromyces Manyetik polietilenimin | (Jian-Fu vd.)
sentezi icin manyetik | fragilis/ asih  nanokireler ile|(2012) [71].
polietilenimin asili | Polietilenimin ile | adsorbsiyon yontemiyle
nanokirelerin Uzerine |asilanmis  manyetik | immobilizasyonda, ticari
K. fragilis B- | poli (glisidil [iyon degistirici DEAE’
galaktozidazinin metakrilat-etilen den daha yuksek
tersinir glikol  dimetakrilat- | adsorbsiyon
immobilizasyonu hidroksietil kapasitesine
metakrilat) sahiptir.20.Adsorbsiyon-

nanokureler

desorbsiyon

doénglsiinlin  sonunda
orijinal adsorbsiyon
kapasitesinin ~ %93’Un{
korudu.
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BOLUM 4

MATERYAL VE YONTEMLER

4.1 Kullanilan Materyaller

4.1.1 Hypocrea Jecorina QM9414

Calismada kullanilan mikroorganizma Hypocrea jecorina QM9414, Viyana Teknik

Universitesi, Biyokimyasal Teknoloji ve Mikrobiyoloji Enstitiisii tarafindan temin edildi.

4.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasal maddeler asagidaki Cizelge 4.1’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Kullanilan kimyasal maddeler

KiIMYASAL FIRMA/ KATALOG NUMARASI
Laktoz Sigma/ L8783

Tween 20 Fluka/ 93780

Kazein pepton Sigma/ P6588

MgS0,. 7H,0 Sigma/ M1880

KH,PQOq4 Merck/ 104871

Ure Merck/ 108487

BSA (Sigir serum albiimin) Fluka/ 27815

BaCl, Aldrich/ 21756527815
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Cizelge 4.1 Kullanilan kimyasal maddeler (Devami)

KiMYASAL FIRMA/ KATALOG NUMARASI
(NH4),S04 Fluka/ 09978

NaOH Riedel/ 06203

o-Fosforik asit Riedel/ 4107

ONPG Sigma/ N1127-5G 015k5318
H,S04 Merck/ 100713

NaH,PO4. H,0 Riedel/ 04269

Na;HPO,4. 2H,0 Riedel/ 04272

Sitrik asit. H,O Riedel/ 27102

Etanol Merck/ 100986

Coomassie Blue G-250

Sigma/ B0770

Diyaliz kesesi Aldrich/ D9777-100FT
Metanol Riedel/ 24229

Aseton Merck/ 100014
Na,COs Riedel/ 13418

CaCly. 6H,0 Riedel/ 12022

Kitosan (duslik molekil agirlikh)

Fluka/ 50494

PEG 6000 Merck/ D85662
Amberlit XAD16 Sigma/ 115K0062
Cam boncuk (212-300 um) Sigma/ G9143
Cam boncuk (2mm) Merck/ 104014
Bentonit Sigma/ B3378
Selit Fluka/ 22141




Cizelge 4.1 Kullanilan kimyasal maddeler (Devami)

KiMYASAL

FIRMA/ KATALOG NUMARASI

Hidroksiapatit

Acros organics/ 371210

Silika Merck/ 107736
Deniz kumu Merck/ 107711
Kloroform Merck/ 102431
HCl Merck/ 100314
CuS0,. 5H,0 Merck/ 7758
FeCls. 6H,0 Fluka/ 44944
FeCl,. 4H,0 Fluka/ 44939

B-merkaptoetanol

Sigma/ M7154

AgNO; Merck/ 138591

Kl Fluka/ 60339

EDTA Merck/ 133546

NiCl, Sigma Aldrich/ 339350
TritonX-100 Fluka/ 93426

MgCl,. 6H,0 Fluka/ 63072

Asetik asit Merck/ 100063
Tween 80 Merck/ 1067657

4.1.3 Kullanilan Cihazlar

e Sterilizasyon islemi icin; Certoklav LV18 marka masadisti otoklav,
e Enzim indiksiyonunu saglamak icin;

calkalamali inklibator,

e Destile su eldesi icin; GFL marka 2001/4 destile su cihazi,

Sartorius marka Certomat

IS UHK

e Kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin pH kontroli icin; Sartorius marka pH metre,
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e Santrifiij icin; SIGMA marka 3K 30 santrifij,

e Enzim aktivite ve protein tayini i¢in; Perkin Elmer Lambda 25 UV/VIS
spektrometre,

e Karistirma islemleriigin; Chiltern Hotplate HS31 manyetik karistirici,

e Kullanilan tampon, c¢o6zelti ve kultirlerin saklanmasi igin; Bosch marka
buzdolabi,

e Kullanilan tastyicilarin enzimle muamalesinden sonra suyu uzaklastirmak
amaciyla, desikatorin icindeki havayi bosaltmak icin; KnF Laboport N820FT.18

vakum pompasi kullaniimistir.

4.2 Metotlar

4.2.1 Kultiir Ortami

4.2.1.1 Saf Kultiir Ortami

Hypocrea jecorina QM9414 %3,9 patates dekstroz-agar (PDA) iceren kati besiyeri
Uzerinde c¢ogaltildi. 3,9 g PDA 100 mL distile suda ¢o6zildi, 20 dakika 121°C’ de
serotoklavda steril edildi. Steril petri kaplarimin 3’ te 2sini kaplayacak sekilde petrilere
dokildli ve sogumaya birakildi. Kati besiyerlerine saf kiiltlirden alinan kiglik miktarlar
yerlestirildi. 30°C’ de 5-8 giin inklbasyonu saglandi. Bu sekilde cogaltilan
mikroorganizma, spor ¢ozeltisi hazirlamak ve enzim Uretim ortamina asilamak amaciyla
kullanildi. Bu sartlarda ¢ogaltilan mikroorganizmanin +4°C de 3 ay boyunca canliigini

korudugu bilinmektedir.

4.2.1.2 Spor Cozeltisinin Hazirlanmasi

Kati besiyerinin Uzerinde Ureyen mikroorganizmalari ¢Ozelti igine almak ve asilama
isleminde kullanmak icin, sporlar dikkatli bir sekilde, 5 mL distile su ilave edilerek, ince
uclu steril bir spatil yardimiyla ¢cézeltiye alindi. Bu sekilde mililitrede 5x102 spor iceren

slispansiyon hazirlandi.
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4.2.2 Enzim Uretim Ortami

4.2.2.1 Sivi Besiyerinin Bilesimi

Kati besiyerinde lireyen H. jecorina QM9414 suslarinin misel olusturmasi igin asilandigi
sivi besiyeri ortaminin bilesimi (g/L) : 2,8 g (NH4),SO4, 4,0 g KH,PO,4, 0,6 g MgS0,.7H,0,
0,3 g CaCl, 480 mL 100mM pH 5 olan sitrat tamponunda ¢ozlldi. Elde edilen ¢ozeltiye
(g/L) olacak sekilde, 0.3 g lire, 0,5 g TW20, 1-2 g pepton, 10 g laktoz 20 mL eser
element ¢ozeltisi ilave edildi. Beherdeki tim kimyasal maddeler ¢ozilip, 1000 mL
hacimdeki balon jojede tamamlandi. 1N NaOH ile 5’e ayarh pH’ si kontrol edildi. 250
mL hacimdeki genis boyunlu erlenlere 125’er mL olacak sekilde hazirlanan sivi besiyeri
aktarildi. Erlenlerin agizlari gazli bez ile kapatilarak 20 dakika 121°C’de sertoklavda
sterilizasyonu gergeklestirildi. Steril besiyerleri daha dnce hazirlanan spor ¢ozeltisi ile
asilandi. Asilama islemini yapar yapmaz erlenlerin agizlari gazli bezle tekrar kapatildi.
inkiibasyon icin; 25°C sicaklikta ve 160 rpm calkalama hizinda 96 saat inkiibasyonu

inklibatore yerlestirildi.

4.2.3 B-Galaktozidazin Kismi Saflagtirilmasi

4.2.3.1 H. jecorina’dan Ekstraselliiler B-Galaktozidazin Eldesi

H. jecorina 'dan ekstraselliler B-galaktozidaz lretimi icin 96 saat boyunca enzimin
Uretim ortaminda inkibasyon islemi gerceklestirilen H.jecorina miselleri, bu ortamla
birlikte 50 mL hacimdeki santrifij tiplerine dolduruldu. +4°C’de 10000 rpmde 1 saat
santrifijlendi, ve miseller vakum altinda siizlilerek ayirma islemi kolaylastirildi. Elde

edilen kaltur sivisinda B-galaktozidaz aktivite ve protein miktar tayinleri yapildi.
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Sekil 4.1 Deneysel calismada Hypocrea jecorina’ dan B-galaktozidazin ekstraselliler
dretimi

4.2.3.2 B-Galaktozidaz Aktivitesinin Tayini

B-galaktozidaz aktivitesi Fekete ve digerleri tarafindan (2002) kullanilan metoda gore,
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Bu yontemde substrat olarak o-nitrofenil-B-D-
galaktopiranozid (ONPG) kullanildi. ONPG’nin hidroliz reaksiyonu sekil 4.2" de

gosterilmistir.

B-galaktozidaz OH

o g o HO O0oH
+ s +
2 N\/ HoA* i
H -
N © 0 H OH
o’ \o
o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid o-nitrofenil ~ B-D-galaktopiranozid

Sekil 4.2 ONPG’nin hidroliz tepkimesi
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4.2.3.3 Gozeltiler

1. 0.1M Fosfat Tamponu ( pH 7.0 ): 0,889g Na,HPO4.2H,0 ve 0,78g NaH,P04.H,0
destile suda ¢ozilerek balon jojede 100 mL’ye tamamlandi. 1N NaOH ile pH 7.0’e

ayarlandu.

2. 0.01M ONPG (Cozeltisi: 0,03013g ONPG fosfat tamponu ( pH 7.0 ) icinde ¢ozilerek

balon jojede 10 mL’ye tamamlanarak her kullanimdan 6nce taze olarak hazirlandi.

3. 1M Na,CO; Cozeltisi: 10,59 g Na,COs distile suda ¢oziilerek balon jojede 100 mL’ye

tamamlandi.

Enizim aktivitesi “enzim Unitesi” (birimi) cinsinden verilir. Enzim Unitesi (IU) ; 25°C'de
ve optimal sartlarda 1 pmol (10~® mol) substrati bir dakikada triine dénustiiren enzim

miktarina denir. Bir dakikada 1 pumol ONP olusumunu saglayan enzim miktaridir.

Bu yontemde 0,5 mL 6rnek lizerine 0,3 mL substrat ¢ozeltisi ve 0,2 ml distile su ilave
edildi. Karisim 37°C’de 30 dakika inkiibasyon igin su banyosunda bekletildi. 2 mL
Na,CO; ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon sonlandirildi. Absorbans degerleri, 410 nm’de
1 mL kuvars kiivet icinde spektrofotometrik olarak kore karsi okundu. Kér; 0,7 mL
distile su icerisinde 0,3 mL ONPG c¢ozeltisinin ilave edilmesi ile hazirlandi. Bu
absorpsiyon degerinin o-nitrofenil (ONP) regresyon denklemine uygulanmasiyla enzim

tarafindan bir dakikada acgiga ¢ikarilan ONP miktari umol/dakika olarak belirlendi.

4.2.4 Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Bir linite B-galaktozidaz aktivitesi (U); Standart kosullar altinda bir dakikada 1 pumol
ONPG’den ONP olusmasini saglayan enzim miktaridir. Enzim aktivitesi total Unite

olarak U/mL cinsinden ifade edildi.

Sekil 4.3’ deki standart ONP egrisi grafigi kullanilarak bulunan ONP konsantrasyonlari

(4.1) esitliginde yerine yazilip hesaplandiginda total Gnite (U/mL) hesaplandi.

Total Unite (U/mL) = [( mg ONP / mL x 1000) / (t x Mg)] (4.1)

mg ONP / mL : 6rneklerin absorbanslarina karsilik gelen ONP miktari

t : inklibasyon zamani (30 dakika)

Mg : serbest birakilan ONP’nin ( 139,11 ) molekul agirhg (g/mol)
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4.2.4.1 Spesifik Aktivitenin Hesaplanmasi

Total lnite degerleri mL'deki protein miktarina boliinerek spesifik aktivite degerleri

hesaplandi. Spesifik aktivite U/mg protein olarak verildi.

4.2.4.2 ONP Standart Egri Grafiginin Cizilmesi

Stok ONP c¢ozeltisi mg/mL konsantrasyonda hazirlanarak bu stok ¢ozeltiden 0,1-0,5
mg/mL araliginda degisen konsantrasyonlarda calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Elde edilen
farkli konsantrasyonlardaki ONP c¢ozeltilerine enzim aktivite tayini igin uygulanan
yontem uygulandi. Bu yontemde 0,5 mL ONP ¢ozeltisine 0,3 mL fosfat tamponu (pH
7.0) ve 0,2 mL distile su eklendi. Kér olarak 0,7 mL distile suya 0,3 mL fosfat tamponu
(pH 7.0) eklenerek elde edilen ¢ozelti kullanildi. Yontem her konsantrasyon igin bes kez
tekrarlandi ve bes 6l¢timiin ortalamalari alindi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiigiik
kareler metodu uygulanarak regresyon denklemi hesaplandi ve standart egri grafigi

cizildi. Sekil 4.3’de ONP standart egri grafigi verilmistir.

1,4 -
y = 3,9766x

R =0,965 o

Absorbans(410nm)
oS o =
[e)] (o] [ N

o
>

o
N)

o

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Konsantrasyon(mg/mL)

Sekil 4.3 ONP standart egrisi

4.2.5 Protein Miktarinin Belirlenmesi

Sigir serum albumin ( BSA ) standart olarak kullanilarak Bradford (1976) yontemine

gore protein miktarinin tayini yapildi.
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Bradford yonteminin uygulanmasi igin renk reaktifi hazirlandi. Renk reaktifinin
hazirlanisi: 10 mg Coomassie Blue G- 250, 5 mL %96 (v/v) etanolde ¢ozildikten sonra
10 mL %85 (v/v) o-fosforik asit eklendi. Distile su ile balon jojede 100 mlL’ye
tamamlandi. Hazirlanan reaktif 1 numarali Whatman kagidindan sizildi. Bu renk

reaktifi koyu renkli cam bir sisede +4°C’de saklandi.

Protein miktarinin belirlenmesi igin; 2 mL renk reaktifi lizerine 20 uL proteini tayin
edilecek 6rnekten eklendi, homojen sekilde karisimi saglandi. Kér olarak 2 mL renk
reaktifi Gzerine 20 pL distile su eklendi. Elde edilen absorbans degerlerinin BSA ile

cizilen standart grafige uygulanmasiyla, protein miktari mg/mL olarak hesaplandi.

4.2.5.1 Protein Standart Egri Grafiginin Cizilmesi

mg/mL Konsantrasyonda stok BSA c¢ozeltisi hazirlanarak bu stok c¢ozeltiden uygun
seyreltmeler yapilarak 0,2-1 mg/mL konsantrasyon araliginda calisma c¢ozeltileri
hazirlandi. Elde edilen standart ¢ozeltilere Bradford deneyi uygulandi. Deney bes kez
tekrarlandi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiiciik kareler metodu uygulanarak
regresyon denklemi hesaplandi ve grafik c¢izildi. Sekil 4.4’de BSA standart egri grafigi

gosterilmistir.

Y41y =1,2304x
1,2 1 R2=0,9314
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Sekil 4.4 Protein standart egrisi

69



4.2.6 H. jecorina Hiicrelerinden Hiicre Disi B-Galaktozidaz Eldesi

4.2.3.1’de anlatildigi sekliyle elde edilen homojenatin enzim aktivitesi ve protein
miktari yine yukarida anlatilan tayin yodntemleri ile belirlendi. Homojenatin
derisiklendirilmesi icin, ortamdaki su veya daha kiicik molekillerin uzaklastiriimasi

amaciyla protein ¢oktiirmeleri ve diyaliz islemi uygulandi.

4.2.6.1 Etilalkol Coktiirmesi

10 mL ve 20 mL homojenata 5’er mL soguk etilalkol, yavas yavas ilave edilerek +4°C’de,
3-4 saat karistirildi. Karisim bir gece +4°C’de bekletildikten sonra +4°C’de 10000 rpm’de
1 saat santriflj edildi. Santrifiij isleminden sonra, etilalkol ¢éktiirmesi uygulanan her iki

homojenatta da ¢okelti olusumu gozlenmedi.

4.2.6.2 Aseton Coktiirmesi

10 mL homojenata 5 mL soguk aseton, yavas yavas ilave edilerek +4°C'de, 3-4 saat
karistinldi. Karisim bir gece +4°C’'de bekletildikten sonra +4°C’de 10000 rpm’de 1 saat
santriflij edildi. Santriflj isleminden sonra, aseton ¢oktirmesi uygulanan homojenatta

¢Okelti olusumu gozlenmedi.

4.2.6.3 Hypocrea Jecorina B-Galaktozidazini Coktiiren Uygun Amonyum Siilfat

Konsantrasyonunun Saptanmasi

Hypocrea jecorina B-galaktozidazini ¢oktlrecek uygun (NH4),SO4 konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla, 25 mL’lik 9 adet behere, 5’er mL homojenat konuldu. Beherler
+4°C’yi saglamak amaciyla, buz banyosuna oturtuldu. Ortamdaki konsantrasyonu % 10’
dan baslayarak %90’a kadar degisen konsantrasyonlarda toz amonyum siilfat azar azar
ilave edilerek, diisiik hizda manyetik karistiricida karistirildi. Homojenatlar igcindeki
(NH4),SO4 tamamen ¢oziindikten sonra 30 dakika daha karistirilarak, agizlar kapatildi
ve +4°C’'de bir gece bekletildi. Bir gece +4°C’'de bekletilen beherlerdeki homojenatlar
+4°C’de 10000 rpm’de, 1 saat santrifij edildi. Olusan ¢okelti ve siipernatantlar ayrildi.
En uygun konsantrasyonun saptanmasi amaciyla, elde edilen ¢okeltiler 0,1 M sodyum
fosfat tamponu pH 7.0 icerisine alindi, c¢okeltilerin protein miktarlari ve enzim

aktiviteleri tayin edildi. Elde edilen sonuglardan H. jecorina B-galaktozidazi icin en
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uygun amonyum silfat konsantrasyonunun % 60 oldugu saptandi.

4.2.6.4 Hypocrea Jecorina B-Galaktozidazinin %60 Amonyum  Silfat

Konsantrasyonunda Coktiiriilmesi

Hypocrea jecorina B-galaktozidazini ¢oktiren uygun (NH4),SO; konsantrasyonunun
%60 oldugu saptandiktan sonra, homojenata ortamdaki konsantrasyonu %60 olacak
sekilde, toz amonyum silfat azar azar ilave edilerek buz banyosu altinda (+4°C)
manyetik karistiricida karistirildi. Homojenatlar igindeki amonyum silfat tamamen
¢Ozlindikten sonra +4°C'de manyetik karistirici ile 30 dakika daha karistirilip, agizlar
kapatilarak bir gece +4°C'de bekletildi. Ertesi giin +4°C’de 10000 rpm’de, 1 saat
santrifiij edildi. Olusan cokelti ve slUpernatant ayrildiktan sonra slipernatant atildi.
Olusan ¢okelti 0,1 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) icerisine alinarak olusan ¢ozelti
%60 amonyum silfat kesiti olarak adlandirildi. Olusan ¢dzeltinin B-galaktozidaz
aktivitesi ve protein miktar tayinleri yapildi. Amonyum silfati uzaklastirmak amaciyla
%60 amonyum sulfat kesiti diyaliz kesesine (Sigma Aldrich/D-9777) alindi. Diyaliz
+4°C’'de distile suya karsi gerceklestirildi. Manyetik karistirici ile karistirildi ve ¢ozeltide
sulfat iyonu kalmayincaya kadar diyaliz islemine devam edildi. Bu amacla distile sudan
3-4 mL alinarak, ayni hacimde %1’lik BaCl, ¢ozeltisi eklendi, bulaniklik gérilmemesi
halinde diyaliz islemine son verildi. Diyaliz islemi tamamlandiktan sonra, diyaliz
kesesinde coken kisimlari uzaklastirmak amaciyla ¢ozelti, +4°C’'de 10000 rpm’de, 1
saat, santriflj edildi. Santriflij tiplinde Ustte kalan berrak ¢ozelti alindi ve diyalizat
olarak adlandirildi. Bu ¢Ozeltinin B-galaktozidaz aktivitesi ve protein miktari tayin edildi.

Bu islem sonrasinda uygun hacimlere ayrilarak -20 °C’de depolandi.

4.2.6 Kismi Saflastirllmis B-Galaktozidazin immobilizasyonu

H. jecorina’ dan kismi saflastirilan B-galaktozidaz cam boncuk, kitosan boncuk, PEG
6000 kaph kitosan bocuklar, amberlit, bentonit, alimina, selit, hidroksi apatit, silika,
deniz kumu tasiyicilari (izerine immobilize edildi. immobilize edilmis B-galaktozidazin
spesifik aktiviteleri ve total Unitelerinin korunmus olmasina dikkat edilerek, en uygun
yontem belirlendi. En uygun immobilizasyon yontemi belirlendikten sonra, bu
immobilize B-galaktozidazin karekterizasyon calismalari yapilarak, kinetik ozellikleri

saptandi.
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4.2.7.1 B-Galaktozidazin Adsorbsiyon Yontemiyle immobilizasyonu

Serbest B-galaktozidaz; cam boncuk, kitosan boncuk, PEG 6000 kaplh kitosan boncuklar,
amberlit, bentonit, alimina, selit, hidroksi apatit, silika, deniz kumu (izerine adsorbe

edildi.

Cam Boncuk (212-300 pum) Uzerine B-Galaktozidaz Adsorbsiyonu

212-300 pm c¢apinda olan cam boncuklardan 5 gram tartildi. Bu boncuklar
safsizliklarindan arindiriimak igin 20-25 ml 4 M HCl ile 15 dakika boyunca karigtirildi.
Karistirilan cam boncuklar asitten alinarak 2 L distile suda yikandi. Yikanan cam
boncuklar, 120° C sicakhga getirilmis olan etlivde 2 saat boyunca kurutuldu. Etivden
alinan cam boncuklar, 1:1 oraninda hazirlanmis olan kloroform:etanol ¢o6zlicu
sisteminden 25 ml hacminde kullanilarak, ikinci kez yikandi. ikinci kez yikanan cam
boncuklar sicakligi 150° C' ye getirilmis olan etlivde 40 dakika boyunca kurutuldu.
Kurutulan cam boncuklarin sicakhginin, oda sicakligi degerine inene kadar sogumasi

icin beklenildi.

Safsizliklarindan arindirilmis olan 1 gram cam boncuk 0,1779 mg/ml protein iceren 2 ml
enzim preparati ile karistiricinin en dislik ayarinda 4 saat boyunca oda sicakliginda
karistinldi. Karistirma islemi sonlandiktan sonra, cam boncuklar enzimli ¢dzeltiden
tamamen sizilerek, 10 ml 0,1 M Na-fosfat (pH 7.0) tamponunda yikandi. Yikama
suyunda spesifik aktivite ve protein miktar tayinleri yapildi. Yikama suyundan tekrar
stiztlen cam boncuklar, vakumlu desikatérde +4° C’ de bir gece boyunca kurutuldu. 24
saatin sonunda vakumlu desikatérden alinan immobilize cam boncuklarda protein ve

spesifik aktivite tayinleri yapildi, immobilizasyon verimleri hesaplandi.

Cam Boncuk (2 mm) Uzerine B-Galaktozidaz Adsorbsiyonu

2 mm c¢apinda olan cam boncuklardan 5 gram tartildi. Bu boncuklar safsizliklarindan
arindirilmak icin 20-25 ml 4 M HCl ile 15 dakika boyunca karistirildi. Karistirilan cam
boncuklar asitten alinarak 2 L distile suda yikandi. Yikanan cam boncuklar, 120° C
sicakliga getirilmis olan etlivde 2 saat boyunca kurutuldu. Etlivden alinan cam
boncuklar, 1:1 oraninda hazirlanmis olan kloroform:etanol ¢6ziicl sisteminden 25 ml

hacminde kullanilarak, ikinci kez yikandi. ikinci kez yikanan cam boncuklar sicakligi 150°
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C’ ye getirilmis olan etlivde 40 dakika boyunca kurutuldu. Kurutulan cam boncuklarin

sicakhginin, oda sicakligl degerine inene kadar sogumasi igin beklenildi.

Safsizliklarindan arindirilmis olan 1 gram cam boncuk 0,1779 mg/ml protein iceren 3 ml
enzim preparati ile karistiricinin en disik ayarinda 4 saat boyunca oda sicakliginda
karistinldi. Karistirma islemi sonlandiktan sonra, cam boncuklar enzimli ¢dzeltiden
tamamen suziilerek, 10 ml 0,1 M Na-fosfat (pH 7.0) tamponunda yikandi. Yikama
suyunda spesifik aktivite ve protein tayinleri yapildi. Yikama suyundan tekrar siizilen
cam boncuklar, vakumlu desikatorde +4° C’ de bir gece boyunca kurutuldu. 24 saatin
sonunda vakumlu desikatérden alinan immobilize cam boncuklarda protein ve spesifik

aktivite tayinleri yapildi, immobilizasyon verimleri hesaplandi.

Kitosan Boncuklar Uzerine B-Galaktozidaz Adsorbsiyonu

%1 (v/v) asetik asit ¢ozeltisinden 6 ml alinarak 0,2 gram kitosanin tamamen ¢ozlinmesi
saglandi. Tamamen ¢6zindligline emin olunan kitosan-asit ¢o6zeltisi karistiric
Uzerinden alindi. Hazirlanan metanol:NaOH:dH,0 (10:10:10 ml) ¢6zeltisinden 10 ml
alinarak, bu ¢ozeltiye asit-kitosan ¢ozeltisi damlalik yardimiyla damla damla eklendi.
Asit-kitosan c¢oOzeltisinin bulundugu beherin c¢oOzelti ylzeyini boncuklar tamamen
kapladiktan sonra, beher ara ara, 5-10 dakika hafif dairesel haraketlerle karistirildi.
Boncuklarin olusumu tamamlandiktan sonra, kitosan boncuklar 25-30 dakika ¢ozelti
icerisinde bekletildi. Bekleme siiresinden sonra, olusan kitosan boncuklar bu ¢6zeltiden
stzulerek 20 ml saf su ile yikandi, boylece kitosan boncuklar ¢ozeltiden gelebilecek
safsizliklardan arindirilmis olundu. Yikama suyundan tamamen siiziilen kitosan
boncuklardan 15 tanesi alinarak, 0,2187 mg/ml protein iceren 1,5 ml enzim preparati
ile 25-30 dakika muamele edildi. Enzimle muamele edilen kitosan boncuklarin
immobilize olmasi icin, bir gece boyunca 4° C' de bekletildi. 24 saatin sonunda bu
¢Ozeltiden alinarak protein ve spesifik aktivite tayinleri yapildi. Kitosan boncuklar 10-15
ml saf su ile yikandi. Yikama sularinda ve immobilize kitosan boncuklarda spesifik

aktivite ve protein tayinleri yapildi, immobilizasyon verimleri hesaplandi.

Immobilize kitosan boncuklarin aktivite dlciimi icin; iki adet boncuk, 1 ml ONPG
¢ozeltisinde 10 dakika kadar inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda substrat ¢ozeltisinden

alinan 6rnek ile enzim aktivite tayin yontemi uygulandi.
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immobilize kitosan boncuklarin protein miktarinin belirlemek icin bir adet boncuk, 1 ml
Bradford c¢ozeltisinde 10 dakika kadar inkibe edildikten sonra spektrofotometrik

Olgcima yapildi.

PEG 6000 Kapli Kitosan Boncuklarina B-Galaktozidaz Adsorbsiyonu

%1 (v/v) asetik asit ¢ozeltisinden 10 ml alinarak 0,8 gram kitosan ve 0,2 gram PEG 6000
(8:2) oranindaki tartimin tamamen ¢ozilmesi saglandi. Tamamen ¢6ziindiigliine emin
olunan kitosan-asit ¢dzeltisi karistirici Gzerinden alindi. Hazirlanan metanol:NaOH:dH,0
(10:10:10 ml) ¢ozeltisinden 10 ml alinarak, bu ¢ozeltiye asit-kitosan ¢ozeltisi damlahk
yardimiyla damla damla eklendi. Asit- PEG 6000 kapl kitosan ¢ozeltisinin bulundugu
beherin ¢ozelti ylzeyini boncuklar tamamen kapladiktan sonra, beher ara ara, 5-10
dakika hafif dairesel haraketlerle karistirildi. Boncuklarin olusumu tamamlandiktan
sonra, boncuklar 25-30 dakika ¢6zelti icerisinde bekletildi. Bekleme slresinden sonra,
olusan boncuklar bu ¢ozeltiden sitzilerek 20 ml saf su ile yikandi, boylece PEG 6000
kapli kitosan boncuklar c¢ozeltiden gelebilecek safsizliklardan arindiriimis olundu.
Yikama suyundan tamamen stzllen boncuklardan 15 tanesi alinarak, 0,4300 mg/ml
protein iceren 1,5 ml enzim preparati ile 25-30 dakika muamele edildi. Enzimle
muamele edilen boncuklarin immobilize olmasi icin, bir gece boyunca 4° C' de
bekletildi. 24 saatin sonunda bu ¢6zeltiden alinarak protein ve spesifik aktivite tayinleri
yapildi. Kitosan boncuklar 10-15 ml saf su ile yikandi. Yikama sularinda ve immobilize
kitosan boncuklarda spesifik aktivite ve protein tayinleri yapildi, immobilizasyon

verimleri hesaplandi.

immobilize kitosan boncuklarin aktivite 6lglimii icin; iki adet boncuk, 1 ml ONPG
¢ozeltisinde 10 dakika kadar inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda substrat ¢cdzeltisinden

alinan 6rnek ile enzim aktivite tayin yontemi uygulandi.

immobilize kitosan boncuklarin protein miktarlarini belirlemek icin bir adet boncuk, 1
ml Bradford c¢ozeltisinde 10 dakika kadar inkiibe edildikten sonra spektrofotometrik

Olglimi yapildi.

Kitosan ve PEG 6000 (8:2) orani disinda; (6:4) ve (7:3) oranlarida calisildi.
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Amberlit-XAD16 Uzerine B-Galaktozidaz Adsorbsiyonu

100 mg Amberlit-XAD16 0,2058 mg/ml protein iceren 1 ml enzim preparati ile
karistirici Gizerinde 2 saat boyunca muamele edildi. Amberlit-XAD16 ve enzim preparati
iceren bu karisim siiziildii. immobilize enzimi iceren amberlit +4° C’ de donduruldu.
Donmus olan amberlit kristallerine baglanmayan protein molekdllerini ortamdan

uzaklastirmak igin amberlit kristalleri su ile yikandi, stzuldi.

Suzilen, yikanan ve tekrar sizilen amberlit kristalleri bir gece boyunca vakumlu
desikatorde +4° C’'de buzdolabina yerlestirildi. Bu sekilde kurutulan, adsorbe enzim
iceren amberlit kristallerinden 24 saat sonunda 10 mg tartildi. Adsorbe enzim iceren 10
mg amberlit 1 ml substrat ¢ozeltisi ile 10 dakika kadar inkiibe edildikten sonra,
dekantasyonu saglandi. Enzim aktivite tayini ve protein tayini yontemleri yapilarak,

immobilizasyon verimleri hesaplandi.

Bentonit Uzerine B-Galaktozidazin Adsorbsiyonu

0,5 gram bentonit tartildi ve 1,5 ml 0,3013 mg/ml protein iceren enzim preparati ile 3
saat boyunca karistirici Gizerinde, karistiricinin en disik ayarinda muamale edildi. Bir
cesit kil olan bentonit enzim ¢ozeltisini emdi, dekantasyonu kolaylastirmak igin karisim
ependorflara bolinerek 10000 rpmde oda sicakliginda 20 dakika santrifij yapildi.
Dekantasyon saglanarak stizme islemi gerceklesti, immobilize enzim iceren alt faz saf
su ile yikandi, suzlldi. Sizdlen alt faz, bir gece boyunca +4°C’ de buzdolabinda
bekletildi. 24 saatin sonunda, alt fazdan alti adet ependorfa 10’ ar mg alinarak,
Uzerlerine 1 ml substrat ¢ozeltisi eklendi, 10 dakika kadar oda sicakliginda inkiibasyonu
saglandi. inkiibe edilen adsorbe enzim iceren bentonit ¢ézeltisinden %10, %20, %30,
%40 ve %50 seyreltmeler yapilarak 10000 rpm, 25° C'de 20 dakika santif(j
gerceklestirildi. Santriflij sonrasi elde edilen st fazdan, enzim aktivite ve protein
tayinleri yapildi. Spesifik aktivite ve protein miktar sonuglarindan immobilizasyon
verimleri hesaplandi. inkiibasyonu saglanan enzim iceren bentonit ¢ézeltisinden hic
seyreltme islemi gerceklestiriimeden de, enzim aktivite ve protein tayini yapilarak

immobilizasyon verimleri hesaplandi.
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Deniz Kumuna B-Galaktozidaz Adsorbsiyonu

5 gram deniz kumu tartildi. Deniz kumu safsizliklarindan arindiriimak igin 20-25 ml 4 M
HCl ile 15 dakika boyunca karistirildi, asitten alinarak 2 L distile suda yikandi. Yikanan
deniz kumu, 120° C sicakhga getirilmis olan etlivde 2 saat boyunca kurutuldu. Etlivden
alinan deniz kumu, 1:1 oraninda hazirlanmis olan kloroform:etanol ¢6ziici sisteminden
25 ml hacminde kullanilarak, ikinci kez yikandi, sicakligi 150° C’' ye getirilmis olan
etivde 40 dakika boyunca kurutuldu. Kurutulan deniz kumu sicakhginin, oda sicakligi

degerine inene kadar sogumasi igin beklenildi.

Safsizliklarindan arindirilmis olan 0,1 gram deniz kumu tartildi ve 0,3013 mg/ml protein
iceren 1 ml enzim preparati ile 3 saat boyunca karistiricinin en dislik ayarinda
muamele edildi. immobilize edilmis enzim ¢ézeltisi dekante edilerek, saf su ile yikandi,
suzlldli. Adsorbe enzim igeren deniz kumu, +4° C' de bir gece boyunca vakum
desikatoriinde buzdolabinda bekletildi. 24 saatin sonunda, immobilize deniz kumundan
10 mg alinarak 1 ml substrat ¢ozeltisinde 10 dakika kadar inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda spesifik aktivite ve protein tayin yontemleri uygulanarak, immobilizasyon

verimleri hesaplandi.

Silika Uzerine B-Galaktozidaz Adsorbsiyonu

0,1 gram silika tartildi ve 1,5 ml 0,3013 mg/ml protein iceren enzim preparati ile 3 saat
boyunca karistirici Gzerinde, karistiricinin en distk ayarinda muamale edildi. Silika
enzim ¢Ozeltisini emdi, dekantasyonu kolaylastirmak icin karisim ependorflara
bolinerek 10000 rpmde oda sicakliginda 20 dakika santrifiij yapildi. Dekantasyon
saglanarak stizme islemi gerceklesti, immobilize enzim iceren alt faz saf su ile yikandi,
stziuldi. Sazdlen alt faz, bir gece boyunca +4°C’ de buzdolabinda bekletildi. 24 saatin
sonunda, alt fazdan alti adet ependorfa 10’ ar mg alinarak, tzerlerine 1 ml substrat
¢ozeltisi eklendi, 10 dakika kadar oda sicakhiginda inkiibasyonu saglandi. inkiibe edilen
adsorbe enzim igeren silika ¢ozeltisinden %10, %20, %30, %40 ve %50 seyreltmeler
yapilarak 10000 rpm, 25° C'de 20 dakika santifiij gerceklestirildi. Santriflij sonrasi elde
edilen Ust fazdan, enzim aktivite ve protein tayinleri yapildi. Spesifik aktivite ve protein
miktar sonuclarindan immobilizasyon verimleri hesaplandi. inkiibasyonu saglanan

enzim iceren silika ¢Ozeltisinden hic seyreltme islemi gerceklestiriimeden de, enzim
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aktivite ve protein tayini yapilarak immobilizasyon verimleri hesaplandi.

Hidroksiapatit Uzerine B-Galaktozidaz Adsorbsiyonu

100 mg Hidroksiapatit 0,2987 mg/ml protein igceren 1 ml enzim preparati ile karistirici
Uzerinde 2 saat boyunca muamele edildi. Hidroksiapatit ve enzim preparati iceren bu
karisim siiziildi. immobilize enzimi iceren hidroksiapatit +4° C’ de donduruldu. Donmus
olan hidroksi apatite baglanmayan protein molekiillerini ortamdan uzaklastirmak igin

hidroksi apatit su ile yikandi, stizildi.

Sizilen, yikanan ve tekrar sizilen hidroksiapatit bir gece boyunca vakumlu
desikatorde +4° C’de buzdolabina yerlestirildi. Bu sekilde kurutulan, adsorbe enzim
iceren hidroksiapatit 24 saat sonunda 10 mg tartildi. Adsorbe enzim iceren 10 mg
adsorban 1 ml substrat ¢oOzeltisi ile 10 dakika kadar inkibe edildikten sonra,
dekantasyonu saglandi. Enzim aktivite tayini ve protein tayini yontemleri yapilarak,

immobilizasyon verimleri hesaplandi.

Aliimina Uzerine B-Galaktozidaz Adsorbsiyonu

Adsorban olarak kullanilan aliimina ile immobilizasyon islemi yapilmadan énce , nem
cekici 6zelliginden dolayi; 5 gram aliimina sicakligi 100° C’ ye getirilmis etlivde 2 saat
boyunca kurutuldu. Kurutulan alimina sicakhiginin, oda sicakhigi degerine inene kadar

sogumasi icin beklenildi.

100 mg alimina tartildi ve 0,2987 mg/ml protein iceren 1 ml enzim preparati ile 3 saat
boyunca muamele edildi. Karisimin i¢cine 3 saat tamamlandiktan sonra, soguk
asetondan 2-3 ml kadar ilave edildi, 1 saat daha karistirlmaya devam edildi. Sizme
islemi yapilarak, alimina soguk aseton ile yikandi. Stzulip yikanan alimina, bir gece
boyunca vakumlu desikatérde, +4°C ‘de buzdolabinda kurumasi icin bekletildi. 24
saatin sonunda, immobilize enzim iceren kurumus olan aliiminadan 10 mg tartilarak 1
ml substrat ¢dzeltisine alindi. immobilize enzim ¢ézeltisi ve yikama sularinda aktivite ve

protein tayinleri yapildi, immobillizasyon verimleri hesaplandi.
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Selit Uzerine B-Galaktozidaz Adsorbsiyonu

0,5 gram silika tartildi ve 1,5 ml 0,3317 mg/ml protein iceren enzim preparati ile 3 saat
boyunca karistirict Uzerinde, karistiricinin en dislik ayarinda muamale edildi.
Dekantasyonu kolaylastirmak i¢in karisim ependorflara boliinerek 10000 rpmde oda
sicakliginda 20 dakika santrifiij yapildi. Dekantasyon saglanarak sizme islemi
gerceklesti, immobilize enzim igceren alt faz saf su ile yikandi, stizildi. Stzllen alt faz,
bir gece boyunca +4°C’ de buzdolabinda bekletildi. 24 saatin sonunda, alt fazdan alti
adet ependorfa 10’ ar mg alinarak, tzerlerine 1 ml substrat ¢ozeltisi eklendi, 10 dakika
kadar oda sicakliginda inkiibasyonu saglandi. inkiibe edilen adsorbe enzim iceren
bentonit c¢ozeltisinden %10, %20, %30, %40 ve %50 seyreltmeler yapilarak ve
yapilmayarak 10000 rpm, 25° C'de 20 dakika santiflj gerceklestirildi. Santriflij sonrasi
elde edilen st fazdan, enzim aktivite ve protein tayinleri yapildi. Spesifik aktivite ve

protein miktar sonuglarindan immobilizasyon verimleri hesaplandi.

4.2.8 immobilize B-Galaktozidazin Kimyasal ve Fiziksel Karakterizasyonu

4.2.8.1 immobilize B-Galaktozidaz Aktivitesine pH Etkisi

Enzimatik reaksiyonun hizi ortamin pH’ ina da baghdir. Ortam pH’ si enzimlerin ylk
durumunu dolayisiyla aktif merkezide etkilemektedir. Belirli bir pH degerinde enzimin

katalitik etkisi maksimuma ulasir, bu pH’ a 0 enzimin “optimum pH’ 1” denir [2].

immobilize B-galaktozidazin optimum pH degerini belirleyebilmek icin; pH 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10 olmak lzere sekiz adet tampon hazirlandi. pH 3, 4 ve 5 icin 0,1 M Na-asetat
tamponu, pH 6 ve 7 igin 0,1 M Na-fosfat tamponu kullanilirken, pH 8, 9 ve 10 i¢in 0,1 M
Tris-HCI tamponu kullanildi. ONPG ¢o6zeltisi icin hazirlanilan tamponlardan kullanildi.
Olusturulan sekiz adet olciim tlpleri icin ayri ayri protein ve aktivite tayinleri yapildi,

total Unite ve spesifik aktivite degerleri hesaplandi.

4.2.8.2 immobilize B-Galaktozidaz Aktivitesine Sicaklik Etkisi

Bitiin reaksiyonlar gibi enzimatik reaksiyonlarin hizi da sicaklikla artar. in vitro enzim
tepkimeleri daha ¢ok 37-40°C arasinda yapilir. Bu sicaklikta oda sicakhigindakinden 4

kat fazla hizla cereyan eder. Ancak enzimlerde protein yapili olduklarindan ancak belirli
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sicakhga kadar dayanikhdirlar. Sicakligin fazla artmasi denatiirasyona neden olur. Her
enzim i¢in birim zamanda maksimum substratin degisime ugratildigi bir sicaklik degeri

vardir, buna; “optimum temperatir” denir [2].

immobilize B-galaktozidazin maksimum aktivite goésterdigi optimum pH degeri
kullanilarak, optimum sicakhgi belirlendi. Optimum pH degeri kullanilarak, 20°C den
100°C ‘ye kadar olan sicakliklarda olusturulan dokuz 6l¢lim tlipl icin ayri ayri aktivite

tayinlari yapildi. Total (inite ve spesifik aktivite degerleri hesaplandi.

4.2.8.3 immobilize B-Galaktozidaz Aktivitesine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Enzimatik tepkimelerin hizi enzim konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Ancak her
zaman lineer bir gidis elde etmek mimkiin olmayabilir. Clinkii enzimlerin ¢ogu
iyonlasabilen aktivatér ve inhibitor bulundurabilirler. Dlisiik konsantrasyonlarda
enzimde dayaniksizdir. Bazi enzimatik tepkimelerin Grlinleride tepkimeyi inhibe edici
Ozellik gosterebilirler. Bu nedenle enzim konsantrasyonunun artmasi bile tepkimeyi
hizlandiramaz. Substrast konsantrasyonu ise; enzimatik tepkimenin hizini belli bir

degere kadar arttirir, sonrasi doygunluga erisildiginden hiz genellikle artmaz [2].

5mg/5 ml den baslamak Uzere, 10, 15, 20, 25 mg ONPG tartilarak 5 er ml substrat
¢ozeltileri hazirlandi. S degerleri ONPG ¢o6zeltisinin  konsantrasyon degerlerini
gosterirken, V degerleri ait oldugu S degerlerindeki total (Unite degerlerini
gostermektedir. Grafigin kesim noktalarinin ters ifadesi alinarak K, ve Vnax degerleri

hesaplandi.

4.2.8.4 immobilize B-Galaktozidazin Termal Kararlihg

immobilize enzim icin en elzem karakterizasyonlardan biridir. immobilize enzimin

endustriye uygunlugu, bu calismayla yiksek oranda dogru orantihdir.

immobilize B-galaktozidazin termal kararliigini degerlendirmek icin, kismi saflastiriimis
enzim 20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C sicakliklarda yarim saat
inklibe edilip, optimum pH ta aktivite yontemi uygulandi. Yontem inklibe sicakligi olan
37°C de 30 dakikada, 5’ er dakikada bir Ol¢lim alinarak, her sicaklik icin ayni islemler

tekrarlandi, total Gnite degerleri hesaplandi.
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4.2.8.5 Hazirlanan Kitosan Boncuklarin Boyutlarinin Hesaplanmasi

Hazirlanan kitosan boncuklarin ¢aplarini 6lgmek icin 5 ml hacmindeki mezire bir miktar
su konuldu. Bilinen sayida boncuk mezire eklenerek, mezirin hacmindeki artis
Olculdu [13], [65]. Kitosan boncuklarin g¢aplarini hesaplamak igin, asagidaki formiil

kullanildi.
4/3.1.r*. Boncuk sayisi = Hacimdeki artis (4.2)

Bonucuklarin yaklasik agirliklarini 6lgmek igin ise, tampon ¢o6zeltisinde bekletilen
boncuklardan bir tanesi alinip, temiz bir kagit Ulzerinde Uzerindeki sulu faz

uzaklastirmak icin bekletidi, kuruduguna karar verildikten sonra tartimi gerceklestirildi.

4.2.8.6 immobilize B-Galaktozidazin Depo Kararlihg

Depo kararliligi immobilize enzimlerin uygulamalarini ilgilendiren énemli bir parametre
olup, enzimi uzun sire saklama durumunda aktivitesindeki kaybin bir 6lctstdiir. Depo
kararlihgini belirlemek amaciyla, 4°C’ de saklanan serbest ve immobilize enzimlerden
belirli zaman araliklarinda 6rnekler alindi ve aktivitelerine bakilarak karar verildi [13],

[66].

4.2.9 Cesitli iyon ve Bilesiklerin immobilize B-Galaktozidazin Aktivitesi Uzerine

Etkileri

Calismada yuzey aktif maddelerin, organik ve anorganik bilesiklerin kitosan boncuk
Uzerine adsorbsiyon yontemiyle immobilize edilmis B-galaktozidazin aktivitesi lzerine

etkileri incelendi.

Organik bilesiklerin immobilize B-galaktozidaz aktivitesine etkisini incelemek igin 20
mM’lik etilen-diamintetraasetikasit (EDTA), 2-iyodoasetamid, lre, B-merkaptoetanol,
formaldehit, Gre ve %1’lik sigir serum albimini (BSA) gibi organik bilesiklerin sudaki

¢Ozeltileri hazirland.

+1, +2 ve +3 degerlikli bazi anorganik bilesiklerin immobilize B-galaktozidaz aktivitesi
Uzerine etkileri incelendi. Bu nedenle +1 degerlikli Na, K, Ag iyonlarinin immobilize B-
galaktozidazin aktivitesi lizerine etkisini incelemek icin; NaCl, KI ve AgNOs bilesiklerinin

20 mM’ lik, +2 degerlikli Fe, Ca, Cu, Mg, Li, Ni, Co ve Pb iyonlarini immobilize B-
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galaktozidazin aktivitesi Uzerine etkisini incelemek icin; FeCl,, CaCl,, CuSO4, MgCl,,
NiCl,, CoCl,, Pb(CH3COO); ‘ in 20 mM’lik, +3 degerlikli Fe iyonunun immobilize B-
galaktozidazin aktivitesi Uzerine etkisini incelemek icin ise; FeCls’in 20 mM’hk

¢Ozeltileri hazirlandi.

Yiizey aktif maddelerin immobilize B-galaktozidaz aktivitesine etkisini incelemek igin;

Tween-80 ve Triton X-100 gibi deterjanlarin sudaki %1’lik ¢ozeltileri hazirlandi.

Bu bilesiklerin enzim aktivitesi lGizerine etkilerini tayin etmek icin 100 ul bilesiklerin sulu
cozeltilerinden alindi. Uzerine 400 pl enzim ¢ézeltisi, 300l substrat ve 100ul saf su
eklendi. Hazirlanan ¢ozeltinin manyetik karistiricinin en distik ayarinda inkibasyonu
saglandiktan sonra, 37°C'deki su banyosunda 30 dakika bekletildi. Yarim saatlik su
banyosundaki inkiibasyon sonunda 0rneklerin Uzerlerine belirli hacimde Na,CO;
¢ozeltisinden eklenerek 410 nm’ de koére karsi absorbanslari 6lglldl, spesifik

aktiviteleri hesaplandi.
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BOLUM 5

SONUCLAR VE ONERILER

H. jecorinadan kismi olarak saflastirilan B-galaktozidazin adsorbsiyon yontemi ile
immobilizasyonunun gergeklestirildigi bu c¢alismada; adsorban madde olarak cam
boncuk, kitosan boncuk, PEG 6000 kapli kitosan boncuk, deniz kumu, silika, amberlit,
bentonit, hidroksiapatit, selit, alimina kullanildi. immobilize olan B-galaktozidazin
degerlendirilmesi amaciyla, protein miktari, total inite ve spesifik aktivite degerleri
hesaplandi. Hesaplanan spesifik aktivite ve total Unite degerleri neticesinde

immobilizasyon verimleri hesaplandi.

Tum adsorbanlar ¢alisilip, son olarak immobilizasyon verimleri hesaplandiktan sonra
sonucun en iyi oldugu ¢alisma secildi. Sonucun en iyi oldugu ¢alismanin immobilize B-
galaktozidazi icin karakterizasyon ozellikleri incelendi, bu o6zellikler serbest [-

galaktozidaz ile karsilagtirildi.

5.1 B-Galaktozidazinin Adsorbsiyon Yontemiyle immobilizasyonu

Adsorbsiyonla enzim immobilizasyonu kolay olmakla birlikte optimum kosullarin
saptanmasi cok glictlir. Eger enzim ile tasiyici arasinda kuvvetli bir baglanma yoksa, bu
durumda desorbsiyon sonucu enzim serbest halde tepkime ortamina gecer ve
Urtinlerin  kirlenmesine neden olur. Enzim desorbsiyonu, 0zellikle substrat

konsantrasyonunun yiksek oldugu durumlarda hig istenmeyen bir durumdur [66], [12].

Enzim ile tasiyici arasinda tersinir bir yizey etkilesimi gerceklesmektedir. Adsorpsiyon,
en basit ve uygun tastyici kullanildigi durumlarda ucuz bir immobilizasyon yontemidir.

Adsorbsiyon yonteminde enzim veya taslyicida kimyasal degisim gerceklesmemektedir.
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Bu anlamda adsorpsiyon islemi dogal biyolojik membranlarda olusan duruma ¢ok

benzemekte ve bu tir sistemlerin modellenmesinde de kullaniimaktadir [16, 17, 18].

B-galaktozidaz 212-300 um ve 2 mm boyutlarindaki cam boncuk Uzerine, kitosan
boncuk, PEG 6000 kapli kitosan boncuk, amberlit, bentonit, deniz kumu, silika, hidroksi

apatit, alimina ve selit izerine immobilize edildi.

5.1.1 212-300 pm Boyutundaki Cam Boncuk Uzerine Hypocrea Jecorina B-

Galaktozidazinin immobilizasyonu

B-Galaktozidazin 212-300 um boyutundaki cam boncuk (izerine adsorbsiyonu
sonucunda elde edilen total Unite ve spesifik aktivite degerlerinin, serbest enzimin
spesifik aktivite ve total inite degerlerinden oldukga disiik oldugu belirlenmistir (Sekil
5.1). immobilize B-galaktozidaz ile serbest B-galaktozidazin protein miktarlari
karsilastirildiginda; immobilize enzimin % protein miktari cinsinden verimi, % spesifik
aktivite cinsinden immobilizasyon verimine yakin degerlerde oldugu gorilmustir. Elde
edilen sonuclar degerlendirildiginde 212-300 um boyutundaki cam boncuk Gzerine -
galaktozidazin immobilizasyon c¢alismasi, enzimin aktivitesinin distigund, istenilen

verimin saglanamadigini gdstermistir.

Adsorpsiyon isleminde baglanma hidrojen baglari ve Van der Waals kuvvetleriyle
gerceklestiginden; adsorpsiyonun enzim lizerindeki bozucu etkisi kimyasal baglanmaya
gore ¢ok daha azdir. Yani, enzim veya tasiyicida kimyasal degisim
gerceklesmemektedir. Bu durumda immobilize enzimin serbest enzime goére oldukca
disuk aktivite gosterme sebebi; islem sirasinda enzim ve taslyici arasindaki baglanma
kuvvetleri zayif oldugundan adsorplanmis enzim tastyicidan sizmis olabilir, ikinci bir
gerekcge olarak da cam boncuklarin boyutunun oldukg¢a kiiglik olmasi (212-300 um)

sebebiyle; ylizeye tutunma istenilen diizeyde saglanamamis olabilir.
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Cizelge 5.1 Cam boncuk lizerine (212-300 um) adsorbe edilmis B-galaktozidazin spesifik
aktivite ve protein cinsinden immobilizasyon verim ylzdeleri

immobilizasyon Enzimin Enzimin Enzimin % Verim % Verim

Yéntemi Pr.otem '.I"oiial . Spe.sl.flk . (Sp(.es.lflk (F.’rojcem
Miktari Unitesi Aktivitesi | Aktivite Cinsinden)
(mg/ml) (U/ml) (U/mg) Cinsinden)

Cam Boncuk (212- | 0,033 8,36.10° 0,0253 16,28 18,55

300 um

boyutunda)Uzerine

Adsorbsiyon

Serbest Enzim 0,1779 0,0276 0,1554 - -

212-300 um boyutundaki cam boncuk Uzerine B-galaktozidazin immobilizasyon

calismasi igin spesifik aktivite cinsinden immobilizasyon verimi %16,28 bulunurken,

protein cinsinden immobilizasyon verimi %18,55 olarak bulundugu cizelge 5.1° de

gosterilmistir.

0,2 -
0,18 -
0,16 -
0,14 -
0,12 -
0,1 -
0,08 ~
0,06 -
0,04 -

0,02 -

Protein
Miktari(mg/ml)

Total
Unite(U/ml)

Spesifik
Aktivite(U/mg)

M Serbest Enzim

i Cam Boncuk Uzerine

Adsorbe Enzim

Sekil 5.1 Cam boncuk (izerine (212-300 pm) immobilize edilen B-galaktozidazin ve
serbest B-galaktozidazin spesifik aktivite, protein ve total (inite degerlerinin
karsilastirilmasi
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5.1.2 2mm Boyutundaki Cam Boncuk Uzerine Hypocrea Jecorina B-Galaktozidazinin
Adsorbsiyonu

B-Galaktozidazin 2 mm boyutundaki cam boncuk lzerine adsorbsiyonu sonucunda elde
edilen total (nite degerinin, serbest enzimin total linite degerinden olduk¢a disik
oldugu belirlenmistir (Sekil 5.2) . Fakat immobilize B-galaktozidazin spesifik aktivite
degerinin serbest B-galaktozidazin spesifik aktivite degeri arasinda ¢ok buyulk bir fark
olmadigl gorildi. Protein miktarlarnt  karsilastirildiginda ise; spesifik aktivite
kiyaslamasinin tersi bir sekilde, immobilize B-galaktozidazin protein miktari ile serbest
B-galaktozidazin protein miktari birbirlerinden ¢ok farkli hesaplandi, bu durum
immobilizasyon veriminin olduk¢a diisik eldesine sebebiyet verdi (Cizelge 5.2).
Adsorpsiyon isleminde baglanma hidrojen baglari ve Van der Waals kuvvetleriyle
gerceklestiginden; adsorpsiyonun enzim (izerindeki bozucu etkisi kimyasal baglanmaya
gore ¢ok daha azdir. Yani, enzim veya taslyicida kimyasal degisim
gerceklesmemektedir, calismada da 2mm boyutundaki cam boncuk lizerine immobilize
olan B-galaktozidazin aktivitesini korudugu sdylenebilir. Total lnite degerinin oldukca
disik ¢ikmasi; substratin enzimin aktif merkezine baglanmasinin iyi bir sekilde

gerceklesmediginin kaniti olarak gosterilebilir.

Cizelge 5.2 Cam boncuk lizerine (2mm) adsorbe edilmis B-galaktozidazin spesifik
aktivite ve protein cinsinden immobilizasyon verim ylzdeleri

immobilizasyon Enzimin Enzimin Enzimin % Verim % Verim

Yontemi Protein Total Spesifik (Spesifik (Protein
Miktari Unitesi Aktivitesi | Aktivite Cinsinden)
(mg/ml) (U/ml) (U/mg) Cinsinden)

Cam Boncuk (2 mm | 1,83.10° 1,83.10™* 0,1011 65,05 1,028

boyutunda)Uzerine

Adsorbsiyon

Serbest Enzim 0,1779 0,0276 0,1554 - -

2 mm boyutundaki cam boncuk Uzerine B-galaktozidazin immobilizasyon ¢alismasi icin
spesifik aktivite cinsinden immobilizasyon verimi % 65,05bulunurken, protein cinsinden

immobilizasyon verimi %1,02 olarak bulundugu cizelge 5.2 de gosterilmistir.
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H Serbest Enzim
0,18 -

0,16 - i Cam Boncuk Uzerine
0,14 - Adsorbe Enzim

0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -

) L
0

Protein Total Spesifik
Miktari(mg/ml)  Unite(U/ml)  Aktivite(U/mg)

Sekil 5.2 Cam boncuk lzerine (2 mm) immobilize edilen B-galaktozidazin ve serbest B-
galaktozidazin spesifik aktivite, protein ve total inite degerlerinin karsilastiriimasi

5.1.3 Kitosan Boncuk Uzerine Hypocrea Jecorina B-Galaktozidazinin Adsorbsiyonu

B-Galaktozidazin kitosan boncuk (izerine adsorbsiyonu sonucunda elde edilen total
Unite ve spesifik aktivite degerleri, serbest enzimin spesifik aktivite ve total Unite
degerlerine yakin oldugu belirlenmistir (Sekil 5.2). immobilize B-galaktozidaz ile serbest
B-galaktozidazin protein miktarlari karsilastirildiginda; protein miktari degerlerinin
arasinda da cok blyik bir fark olmadigi gorilmuistir. Elde edilen immobilizasyon
verimleri sonucunda da B-galaktozidazin adsorbsiyonu icin kitosan iyi bir tasiyicidir
denilebilir. B-galaktozidaz ve kitosan arasinda baglanmanin saglandigi hidrojen baglari
ve van der Waals kuvvetleri gibi zayif kuvvetlere ragmen; immobilize enzimin
aktivitesinin serbest enzimin aktivitesine yakin bir degerde cikmasi, islem sirasinda
optimum adsorbsiyon kosullarinin saglanabildigini gostermektedir. Ayrica kitosanin

yapisinin, B-galaktozidazin yapisina biyouyumlu bir baglanma sagladigi anlasildi.
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Cizelge 5.3 Kitosan boncuk lizerine adsorbe edilmis B-galaktozidazin spesifik aktivite ve
protein cinsinden immobilizasyon verim yizdeleri

immobilizasyon | Enzimin | Enzimin | Enzimin | % Verim % Verim

Yontemi Protein | Total Spesifik | (Spesifik (Protein
Miktari | Unitesi | Aktivitesi | Aktivite Cinsinden)
(mg/ml) | (U/ml) | (U/mg) Cinsinden)

Kitosan Boncuk | 0,1404 | 0,0143 | 0,1018 80,03 64,19

Uzerine

Adsorbsiyon

Serbest Enzim | 0,2187 | 0,0278 | 0,1272 - -

Kitosan boncuk (izerine B-galaktozidazin immobilizasyon calismasi icin spesifik aktivite

cinsinden immobilizasyon verimi % 80,03 bulunurken, protein cinsinden
immobilizasyon verimi % 64,19 olarak bulundugu cizelge 5.3 de gosterilmistir. Cizelge
5.3 de de gorildigl Gzere immobilize enzimin total Unitesi yaklasik olarak serbest
enzimin total Gnitesinin yarisi degerindedir, bu kiyaslama ile B-galaktozidazin kitosana
tutunmasinin ne derecede iyi gerceklestigi ve enzimin aktif merkezinin bozunma
olasiliginin olmadigi soylenebilir. B-galaktozidazin kitosana tutunma derecesinin
saglamhgi, kitosan molekillerinin enzimlerin amin ve karboksil gruplarini baglama
kabiliyetinden dolayi oldugu ileri siirtilebilir. Kitinden Uretilen modifiye bir polisakkarit
olan kitosan selliloza benzeyen yapisi dolayisiyla saglamlik o6lclst yuksektir. B-
Galaktozidazin immobilizasyonu sirasinda ve sonrasinda elastiki ve dayanikli yapi
ozelligini kaybetmedigi icin, immobilize B-galaktozidaz icin kitosan adsorbani Uzerine

karakterizasyon galismasi gerceklestirildi.
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Sekil 5.3 Kitosan boncuk Uzerine immobilize edilen B-galaktozidazin ve serbest -
galaktozidazin spesifik aktivite, protein ve total linite degerlerinin karsilastiriimasi

5.1.4 PEG 6000 Kaph Kitosan Boncuklara Hypocrea Jecorina B-Galaktozidazinin

Adsorbsiyonu

Kitosan-PEG 6000 (8:2) boncuk (izerine B-galaktozidazin adsorbsiyonu sonucunda
spesifik aktivite degeri serbest enzimin spesifik aktivite degerine yakin bir degerde
bulundu. Serbest enzim ve immobilize enzimin total lnite ve protein miktari degerleri
arasinda belirgin bir fark gézlenmese de, ¢cok yakin degerler gézlenmedigi incelenmistir

(Cizelge 5.4).

Adsorpsiyon isleminde baglanma hidrojen baglari ve Van der Waals kuvvetleriyle
gerceklestiginden; adsorpsiyonun enzim lizerindeki bozucu etkisi kimyasal baglanmaya
gore cok daha azdir. Calismada da kitosan-PEG 6000 (8:2) boncuk {izerine immobilize
olan B-galaktozidazin aktivitesini korudugu soylenebilir. Kitosani PEG 6000 ile kaplayip,
elektrostatik kuvveti arttirmaya calisarak baglanmanin etkisinin arttirilmasi amaclandi.
Fakat total Unite degerinin oldukca diisiik ¢ikmasi; enzimin aktif merkezine substratin
baglanmasinin az oldugunu vyada istenilen dlizeyde gergeklestirilemedigini
duslindirebilir. Baglanma enzimin aktif merkezi disinda bir bolgeden gerceklesmis

olabilir.
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Cizelge 5.4 Kitosan-PEG 6000 (8:2) boncuk (izerine adsorbe edilmis B-galaktozidazin
spesifik aktivite ve protein cinsinden immobilizasyon verim yizdeleri

immobilizasyon | Enzimin Enzimin Enzimin % Verim % Verim

Yontemi Protein Total Spesifik (Spesifik (Protein
Miktari Unitesi Aktivitesi | Aktivite Cinsinden)
(mg/ml) (U/ml) (U/mg) Cinsinden)

Kitosan-PEG 0,1147 0,018 0,1567 77,38 26,67

6000 (8:2)

Boncuk Uzerine

Adsorbsiyon

Serbest Enzim 0,4300 0,0871 0,2025 - -

Kitosan-PEG 6000 (8:2) boncuk Uizerine B-galaktozidazin immobilizasyon ¢alismasi igin

spesifik aktivite cinsinden immobilizasyon verimi % 77,38 bulunurken, protein

de

cinsinden immobilizasyon verimi % 26,67 olarak bulundugu ¢izelge 5.4°
gosterilmistir.

0,5 1 M Serbest Enzim
0,45 -
04 -
0,35 -
0,3 - kd Kitosan-PEG 6000
0,25 - (8:2) Boncuk
02 - (Ffze'rineAdsorbe
0,15 - nzim
0,1 -
0,05 A
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Sekil 5.4 Kitosan-PEG 6000 (8:2) boncuk Gzerine immobilize edilen B-galaktozidazin ve
serbest B-galaktozidazin spesifik aktivite, protein ve total (inite degerlerinin
karsilastirilmasi
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Kitosan-PEG 6000 karisimi icin; (6:4) ve (7:3) oranlari da calisildi. Bu oranlarda
olusturulan boncuklara immobilize edilen B-galaktozidazin spesifik aktivite ve total

Unite degerleri serbest enzime kiyasla oldukga disiik bulundu (Cizelge 5.5 ve 5.6).

Cizelge 5.5 Kitosan-PEG 6000 (6:4) boncuk (izerine adsorbe edilmis B-galaktozidazin
spesifik aktivite ve protein cinsinden immobilizasyon verim yizdeleri

immobilizasyon | Enzimin | Enzimin | Enzimin | % Verim % Verim
Yontemi Protein | Total Spesifik | (Spesifik (Protein
Miktar | Unitesi | Aktivitesi | Aktivite Cinsinden)
(mg/ml) | (U/ml) | (U/mg) Cinsinden)

Kitosan-PEG 0,1666 |3,5.10° |2,1.10° |[4,0 70,0
6000 (6:4)

Boncuk Uzerine
Adsorbsiyon

Serbest Enzim 0,2369 | 0,0126 | 0,0535 - -

Kitosan-PEG 6000 (6:4) boncuk (zerine adsorbe edilmis B-galaktozidazin spesifik
aktivite cinsinden % verimi 4,0 iken, protein cinsinden % verimi 70,0 olarak bulundugu
cizelge 5.5 de gosterilmistir. % 4,0 kadar disik bir immobilizasyon verimi igin

baglanmanin gergeklesemedigi sdylenebilir.

0,25 - H Serbest Enzim
0,2 .
i Kitosan-PEG 6000 (6:4)
Boncuk Uzerine
0,15 - Adsorbe Enzim
0,1 -
0,05 - ‘ i
0 1 T = s T 1
Protein Total Unite(U/ml) Spesifik
Miktari(mg/ml) Aktivite(U/mg)

Sekil 5.5 Kitosan-PEG 6000 (6:4) boncuk Gzerine immobilize edilen B-galaktozidazin ve
serbest B-galaktozidazin spesifik aktivite, protein ve total (inite degerlerinin
karsilastirilmasi
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Cizelge 5.6 Kitosan-PEG 6000 (7:3) boncuk lizerine adsorbe edilmis B-galaktozidazin
spesifik aktivite ve protein cinsinden immobilizasyon verim ytzdeleri

immobilizasyon | Enzimin Enzimin Enzimin % Verim % Verim

Yontemi Protein Total Spesifik (Spesifik (Protein
Miktari Unitesi Aktivitesi | Aktivite Cinsinden)
(mg/ml) (U/ml) (U/mg) Cinsinden)

Kitosan-PEG 0,2100 1,05.10° |5,02.10° |9,3 88,6

6000 (7:3)

Boncuk Uzerine

Adsorbsiyon

Serbest Enzim 0,2369 0,0126 0,0535 - -

Kitosan-PEG 6000 (7:3) boncuk (izerine adsorbe edilmis B-galaktozidazin spesifik
aktivite cinsinden % verimi 9,3; kitosan-PEG 6000 (6:4) boncuk lizerine adsorbe edilmis
B-galaktozidazin spesifik aktivite cinsinden verimine kiyasla daha iyi sonug verdigi
bulundu (Cizelge 5.6). Bu % 9,3 spesifik aktivite cinsinden immobilizasyon verimi ve

oldukga duslik total Unite degerinden dolayr immobilizasyonun gergeklesemedigi

distnulda.
0,25 - H Serbest Enzim
0,2 -
i Kitosan-PEG 6000 (7:3)
Boncuk Uzerine Adsorbe
0,15 Enzim
0,1 -
0,05 - i
O i T = T . 1
Protein Total Spesifik
Miktari(mg/ml) Unite(U/ml) Aktivite(U/mg)

Sekil 5.6 Kitosan-PEG 6000 (7:3) boncuk Gzerine immobilize edilen B-galaktozidazin ve
serbest B-galaktozidazin spesifik aktivite, protein ve total (inite degerlerinin
karsilastirilmasi

Kitosan-PEG 6000 (6:4) ve (7:3) oranlarinin B-galaktozidazin adsorbsiyonu icin uygun
oranlar olmadigi kanisina varildi. Serbest B-galaktozidaz ile immobilize B-galaktozidazin
spesifik aktivite ve total Unite degerlerinin birbirlerinden ¢ok farkh oldugu gorildd,
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buna nazaran protein miktarlari birbirlerine ¢ok yakin degerler olarak bulundu.
Adsorbsiyonun gergeklesmedigi enzimin olusturulan boncuklara tutunmadan ortamda

serbest bir sekilde kaldig1 duslinilebilir.

5.1.5 Amberlit-XAD16 Uzerine Hypocrea Jecorina B-Galaktozidazinin Adsorbsiyonu

B-Galaktozidazin amberlit-XAD16 (izerine adsorbsiyonu sonucunda elde edilen total
Unite ve spesifik aktivite degerleri, serbest enzimin spesifik aktivite ve total Unite
degerlerine oldukg¢a yakin oldugu belirlenmistir (Sekil 5.7). immobilize B-galaktozidaz
ile serbest B-galaktozidazin protein miktarlari karsilastirildiginda; oranlarin dislik
oldugu gozlemlenmistir. Amberlit-XAD16 Uzerine B-galaktozidazin immobilizasyon
calismasinda enzimin aktivitesinin istenilen verime yaklastigi soylenebilir. Adsorpsiyon
isleminde baglanma hidrojen baglari ve Van der Waals kuvvetleriyle gergeklestiginden;
adsorpsiyonun enzim Uzerindeki bozucu etkisi kimyasal baglanmaya gore ¢ok daha
azdir. Yani, enzim veya taslyicida kimyasal degisim gerceklesmemektedir. Bu duruma
dayali olarak, pB-galaktozidazin amberlit-XAD16 (zerine varsayilan baglanma

kuvvetleriyle baglandigi distunalda.

Cizelge 5.7 Amberlit-XAD16 (izerine adsorbe edilmis B-galaktozidazin spesifik aktivite
ve protein cinsinden immobilizasyon verim ylzdeleri

immobilizasyon | Enzimin | Enzimin | Enzimin | % Verim % Verim
Yontemi Protein | Total Spesifik | (Spesifik (Protein
Miktar | Unitesi | Aktivitesi | Aktivite Cinsinden)
(mg/ml) | (U/ml) | (U/mg) Cinsinden)

Amberlit- 0,0275 | 0,0103 | 0,3745 92,7 13,3
XAD16 Uzerine
Adsorbsiyon

Serbest Enzim 0,2058 | 0,0830 | 0,4037 - -

Cizelge 5.7 de de gorildigl Gzere spesifik aktivite cinsinden % 92,7 verim saglanmistir.
Spesifik aktivitesini neredeyse koruyan [-galaktozidaz igin immobilizasyonun
gerceklestigi ortamin optimizasyon sartlarinin saglandigi ve bu en uygun kosullarin
immobilizasyon sonrasida korundugu kanitlandi. Genis ylizey alanli, blyik ve homojen
dagilimli gézenege sahip olan amberlit-XAD16’nin B-galaktozidazin immobilizasyonu

icin uygun bir adsorban oldugu soéylenebilir.

92



0,45 -
0,4 -
0,35 -
03 M Serbest Enzim

0,25 - .
i Amberlit Uzerine

0,2 4 Adsorbe Enzim
0,15 -

0,1 -

0,05 _ i
0 _ d

Protein Total Spesifik
Miktari(mg/ml)  Unite(U/ml)  Aktivite(U/mg)

Sekil 5.7 Amberlit-XAD16 Uizerine immobilize edilen B-galaktozidazin ve serbest B-
galaktozidazin spesifik aktivite, protein ve total inite degerlerinin karsilastiriimasi

5.1.6 Bentonit Uzerine Hypocrea Jecorina B-Galaktozidazinin Adsorbsiyonu

B-Galaktozidazin bentonit Uzerine adsorbsiyonu sonucunda tayin edilen spesifik
aktivite, total Unite ve protein miktari degerlerine bakildiginda; serbest B-galaktozidaz
icin ayni degerler arasinda c¢ok buylik bir fark oldugu gozlemlendi (Sekil 5.8). Bu
durumda bentonitin B-galaktozidazin adsorbsiyonu icin uygun bir adsorban olmadigi
anlasildi. Cizelge 5.8’ de gosterilen spesifik aktivite (% 31,17) ve protein miktarlari (%
7,06) cinsinden hesaplanan % verimler immobilizasyon islemi igin yeterli olmadig
gorildi. Bir gesit kil olan bentonitin biyouyumlu bir adsorban oldugu bilindigi icin,
dislik aktivite sebebi olarak, kilin kompoz yapisina zayif baglanma kuvvetlerinin Gstiin
gelemedigi duslintildi. Ayrica enzim ¢dzeltisini emme 6zelligine sahip olan bentonitten
immobilize B-galaktozidaz Grinlinl ayirmak kolay olmadigindan, saghkli bir

degerlendirme s6z konusu degildir kanisina varildi.
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Gizelge 5.8 Bentonit izerine adsorbe edilmis B-galaktozidazin spesifik aktivite ve

protein cinsinden immobilizasyon verim yuzdeleri

immobilizasyon | Enzimin | Enzimin | Enzimin | % Verim % Verim
Yontemi Protein | Total Spesifik | (Spesifik (Protein
Miktari | Unitesi | Aktivitesi | Aktivite Cinsinden)
(mg/ml) | (U/ml) | (U/mg) Cinsinden)
Bentonit 0,0213 | 1,14.10° | 0,0535 | 31,17 7,06
Uzerine
Adsorbsiyon
Serbest Enzim 0,3013 | 0,0517 |0,1716 - -
0,35 -~
H Serbest Enzim
0,3 -
i Bentonit Uzerine Adsorbe
0,25 - Enzim
0,2 -
0,15 -~
0,1 -
0,05 -
0 .
Protein Total Spesifik
Miktari(mg/ml) Unite(U/ml) Aktivite(U/mg)

Sekil 5.8 Bentonit lizerine immobilize edilen B-galaktozidazin ve serbest B-

galaktozidazin spesifik aktivite, protein ve total linite degerlerinin karsilastirilmasi

5.1.7 Deniz Kumu Uzerine Hypocrea Jecorina B-Galaktozidazinin Adsorbsiyonu

Deniz kumu Uzerine B-galaktozidazin adsorbsiyonu sonucunda spesifik aktivite degeri
serbest enzimin spesifik aktivite degerine yakin bir degerde bulundu. Serbest enzim ve
immobilize enzimin total Unite ve protein miktari degerleri arasinda belirgin bir fark
gozlemlendi (Cizelge 5.9). Cizelge 5.9’da da goriildigu tzere spesifik aktivite cinsinden

% verim 91,4 iken, protein cinsinden % verim 3,18 olarak bulundu.
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Gizelge 5.9 Deniz kumu lzerine adsorbe edilmis B-galaktozidazin spesifik aktivite ve
protein cinsinden immobilizasyon verim yizdeleri

immobilizasyon | Enzimin Enzimin Enzimin % Verim % Verim

Yontemi Protein Total Spesifik (Spesifik (Protein
Miktari Unitesi Aktivitesi | Aktivite Cinsinden)
(mg/ml) (U/ml) (U/mg) Cinsinden)

Deniz Kumu 9,6.10° 1,5.10° 0,1569 91,4 3,18

Uzerine

Adsorbsiyon

Serbest Enzim | 0,3013 0,0517 0,1716 - -

Adsorpsiyon isleminde baglanma hidrojen baglari ve Van der Waals kuvvetleriyle

gerceklestiginden; adsorpsiyonun enzim lzerindeki bozucu etkisi kimyasal baglanmaya

gore cok daha azdir. Calismada da yapi formiliinde SiO, iceren deniz kumu (izerine

immobilize olan B-galaktozidazin aktivitesini korudugu soéylenebilir. Ortamin optimum

kosullar

saglandigl, ve bu kosullari

deniz kumu Uzerine

immobil

ize olan B-

galaktozidazin korudugu gorildi. Serbest enzime kiyasla oldukga diisik degerde

hesaplanan total Unite degeri, B-galaktozidazin aktif merkezinin substrati ile dolu

olmadiginin gostergesi olabilecegi diistintldi.

0,35 ~

0,3 -

0,25 -

0,2 -

0,15 -

0,1 -

0,05 -

|

Protein
Miktari(mg/ml)

Total
Unite(U/ml)

Spesifik
Aktivite(U/mg)

M Serbest Enzim

i Deniz Kumu Uzerine

Adsorbe Enzim

Sekil 5.9 Deniz kumu Uzerine immobilize edilen B-galaktozidazin ve serbest -
galaktozidazin spesifik aktivite, protein ve total linite degerlerinin karsilastirilmasi
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5.1.8 Silika Uzerine Hypocrea Jecorina B-Galaktozidazinin Adsorbsiyonu

B-Galaktozidazin silika Uzerine adsorbsiyonu sonucunda elde edilen spesifik aktivite
degerinin serbest enzimin spesifik aktivite degerine oldukga yakin oldugu belirlenmistir
(Sekil 5.10). immobilize B-galaktozidaz ile serbest B-galaktozidazin protein miktarlari
karsilastirildiginda; oranlarin digsik oldugu gozlemlenmistir, total Unite degerleri
arasinda ise belirgin bir fark olmadigi hesaplandi. Silika (zerine B-galaktozidazin
enzimin aktivitesinin istenilen verime vyaklastigi

immobilizasyon c¢alismasinda

soylenebilir.

Cizelge 5.10 Silika Uzerine adsorbe edilmis B-galaktozidazin spesifik aktivite ve protein
cinsinden immobilizasyon verim ylzdeleri

immobilizasyon | Enzimin | Enzimin | Enzimin | % Verim % Verim

Yontemi Protein | Total Spesifik | (Spesifik (Protein
Miktar | Unitesi | Aktivitesi | Aktivite Cinsinden)
(mg/ml) | (U/ml) | (U/mg) Cinsinden)

Silika Uzerine 0,0596 | 0,0103 | 0,1446 84,2 19,7

Adsorbsiyon

Serbest Enzim 0,3013 | 0,0517 | 0,1716 - -

Sekil 5.10 da da gorildigi Uzere immobilize enzimin total UGnitesinin serbset enzimin
total Unitesinden ¢ok dislik olmasi B-galaktozidazin aktif merkezinin substrati ile tam
dolu olmadigi seklinde dislintldi. Ayrica silikanin yapisi itibariyle, enzim ¢6zeltisinin
icinde sisme kabiliyetinin fazla olmasi, immobilizasyon igin istenmeyen bir adsorban

oldugunu gbstermis oldu.

Spesifik aktivite cinsinden immobilizasyon verimi % 84,2 olarak hesaplanmasi, enzimin

aktivasyonunu gerceklestirmesi icin gerekli olan optimum ortam kosullarinin

saglandigini kanitlamistir.
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Sekil 5.10 Silika Gizerine immobilize edilen B-galaktozidazin ve serbest B-galaktozidazin
spesifik aktivite, protein ve total Gnite degerlerinin karsilagtiriimasi

5.1.9 Hidroksiapatit Uzerine Hypocrea Jecorina B-Galaktozidazinin Adsorbsiyonu

B-Galaktozidazin hidroksiapatit lizerine adsorbsiyonu sonucunda elde edilen total lnite
degerleri ve protein miktarlari degerlerinin serbest enzimin ayni degerlerine kiyasla

oldukea diisiik oldugu gozlemlenmistir (Sekil 5.11).

immobilize B-galaktozidazin % spesifik aktivite cinsinden immobilizasyon verimi % 88,0
bulundu. Bu veriler i1siginda serbest enzimin immobilize olduktan sonra da aktivitesini

korudugu disunalda.

Cizelge 5.11 Hidroksiapatit Gizerine adsorbe edilmis B-galaktozidazin spesifik aktivite ve
protein cinsinden immobilizasyon verim yizdeleri

immobilizasyon | Enzimin | Enzimin | Enzimin | % Verim % Verim

Yontemi Protein | Total Spesifik | (Spesifik (Protein
Miktar | Unitesi | Aktivitesi | Aktivite Cinsinden)
(mg/ml) | (U/ml) | (U/mg) Cinsinden)

Hidroksiapatit | 0,0558 | 8,5.10° | 0,1523 88,0 18,6

Uzerine

Adsorbsiyon

Serbest Enzim 0,2987 | 0,0516 | 0,1727 - -

Serbest enzime kiyasla total Uinite degerinin diisiik degerlerde ¢ikmasi biyoaktif yapida
bir biyomateryal olan hidroksiapatitin B-galaktozidaza baglanma kuvvetlerinin zayiflig

gosterilebilir. Dogada elmastan sonra bilinen en sert molekil olan hidroksiapatit
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bilesiminin olusumu icin gerekli olan kinetiklerinin, Na-fosfat tamponunun
konsantrasyonu kullanilarak énemli 6lgtide arttinldigi ¢alisilmistir [61]. Bu ¢alisma, B-
galaktozidazin aktivitesi igin 0,1 N Na-fosfat tamponunda hazirlanan substrat

¢Ozeltisinin, hidroksi apatit adsorbani icin uyumunu saglamis oldugunu kanitladi.

0,35 -
M Serbest Enzim

0,3 -

i Hidroksi Apatit Uzerine

0,25 - Adsorbe Enzim

0,2 -
0,15 -
0,1 -

0’05 _ i
O n |

Protein Total Spesifik
Miktari(mg/ml)  Unite(U/ml)  Aktivite(U/mg)

Sekil 5.11 Hidroksiapatit Gizerine immobilize edilen B-galaktozidazin ve serbest -
galaktozidazin spesifik aktivite, protein ve total linite degerlerinin karsilastiriimasi

5.1.10 Aliimina Uzerine Hypocrea Jecorina B-Galaktozidazinin Adsorbsiyonu

B-Galaktozidazin allimina Uzerine adsorbsiyonu sonucunda tayin edilen spesifik
aktivite, total (nite ve protein miktari degerlerine bakildiginda; serbest pB-
galaktozidazin ayni degerleri arasinda ¢ok biyilik bir fark oldugu gozlemlendi (Sekil
5.12). Bu durumda aliiminanin B-galaktozidazin adsorbsiyonu igin uygun bir adsorban

olmadigi anlasildi.

Cizelge 5.12" de gosterilen spesifik aktivite (% 36,8) ve protein miktarlari (%22,4)
cinsinden hesaplanan % verimlerin immobilizasyon islemi igin yeterli olmadigi,
immobilize B-galaktozidazin total Unite ve spesifik aktivite degerinin serbest enzimin
ayni degerlerinin cok altinda oldugu gozlemlendi. Bu durumun gerekgesi olarak; enzim
aliminaya adsorbe olurken, alliminanin enzimi inhibe ederek, aktivite gosterecegi

katalitik bolgelerini inaktif ettigi kanisina varildi.
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Cizelge 5.12 Alimina lizerine adsorbe edilmis B-galaktozidazin spesifik aktivite ve
protein cinsinden immobilizasyon verim yizdeleri

immobilizasyon | Enzimin Enzimin Enzimin % Verim % Verim

Yontemi Protein Total Spesifik (Spesifik (Protein
Miktari Unitesi Aktivitesi | Aktivite Cinsinden)
(mg/ml) (U/ml) (U/mg) Cinsinden)

Aliimina 0,0669 4,38.10° 0,0636 36,8 22,4

Uzerine

Adsorbisyon

Serbest Enzim 0,2987 0,0516 0,1727 - -

0,35 ~

0,3 -

0,25 -

0,15 -

0,1 -

0,05 -

Protein Miktari(mg/ml)

Total Unite(U/ml)

H serbest enzim

i aliimina
Uzerine
adsorbe enzim

Spesifik Aktivite(U/mg)

Sekil 5.12 Alimina Gzerine immobilize edilen B-galaktozidazin ve serbest B-
galaktozidazin spesifik aktivite, protein ve total linite degerlerinin karsilastirilmasi

5.1.11 Selit Uzerine Hypocrea Jecorina B-Galaktozidazinin Adsorbsiyonu

B-Galaktozidazin selit Gizerine adsorbsiyonu sonucunda tayin edilen total Unite ve
protein miktari degerlerine bakildiginda; serbest B-galaktozidaz icin ayni degerler
arasinda cok buyik bir fark oldugu gozlemlendi (Sekil 5.13). Serbest B-galaktozidaz ile

immobilize B-galaktozidazin spesifik aktivite degerleri kiyaslandiginda belirgin bir fark
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olmadigl, enzimin immobilizasyon islemi sirasinda aktivitesini kismende olsa korudugu

gosterildi.

Cizelge 5.13 Selit izerine adsorbe edilmis B-galaktozidazin spesifik aktivite ve protein

cinsinden immobilizasyon verim ylzdeleri

immobilizasyon | Enzimin | Enzimin | Enzimin | % Verim % Verim

Yontemi Protein | Total Spesifik | (Spesifik (Protein
Miktari | Unitesi | Aktivitesi | Aktivite Cinsinden)
(mg/ml) | (U/ml) | (U/mg) Cinsinden)

Selit Uzerine | 0,0348 |4,48.10° | 0,1287 | 65,1 10,5

Adsorbsiyon

Serbest Enzim 0,3317 | 0,0655 | 0,1977 - -

B-galaktozidazin spesifik aktivite cinsinden immobilizasyon verimi gizelge 5.13’de de
goruldigu tizere % 65,1 olarak hesaplandi. Kismende olsa spesifik aktivite cinsinden iyi
bir immobilizasyon verimi yakalandigi dustndilebilir. Enzim ¢o6zeltisiyle homojen
karisimi ¢ok kolay saglanamayan selitten immobilize B-galaktozidaz Grinini ayirmakta
kolay olmadigindan, selitin B-galaktozidazin immobilizasyonu igin ¢ok popiler bir

adsorban olamayacagi olasilig1 degerlendirildi.

0,35 -
M Serbest Enzim
0,3 -

i Selit Uzerine Adsorbe

0,25 A
Enzim

0,2 A
0,15 -
0,1 -

0,05 ~

O . T i a T

Total
Unite(U/ml)

Spesifik
Aktivite(U/mg)

Protein
Miktari(mg/ml)

Sekil 5.13 Selit Gzerine immobilize edilen B-galaktozidazin ve serbest B-galaktozidazin
spesifik aktivite, protein ve total linite degerlerinin karsilastiriimasi
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5.2 B-Galaktozidaz icin En Uygun Adsorbsiyon Yonteminin Belirlenmesi

B-Galaktozidazin farkli tasityicilar kullanilarak, adsorbsiyonun saglandigi immobilizasyon
calismalari; spesifik aktivite, total lnite ve protein degerleri agisindan degerlendirildi.
immobilize B-galaktozidaz icin elde edilen total Unite, spesifik aktivite ve protein
degerleri, kismi saflastiriimis serbest B-galaktozidazin ayni parametredeki degerleri ile
kiyaslanarak; immobilizasyon verimleri hesaplandi. Spesifik aktivite ve protein degerleri
acgisindan immobilizasyon verimleri gz 6niine alinarak, % verimlerin kitosan boncuk
Uzerine gergeklestirilen immobilizasyonda yiksek olmasi sebebiyle uygun bir yontem
olduguna karar verildi. Ayrica ylksek total (inite degeri, enzimin aktif merkezinde
substrati ile baglanma kuvvetlerini gerceklestirdigini gosterdi. Bazik ortamda
olusturulan kitosan boncuklarin immobilizasyon 6ncesinde, sirasinda ve sonrasinda
yapilarini  koruduklarinin goézlemlenmesi, immobilizasyonda kullanilan tasiyicilarda
aranilan mekanik kararlihk 6zelligini sagladigini kanitlar, yontemin uygunluguna karar
vermemize yardimci olan bu faktérde o©Onemlidir. Kitosanin elastikiyetinin B-
galaktozidazin adsorbsiyonu icin yeterli oldugu gorildi, elastikiyetinin yeterli olmasi ve
sisme kabiliyetinin dusik olmasi, yikama islemleri sirasinda daha az ¢atlamalara
ugramasini  saglamigtir. Bltin kiyaslamalar degerlendirildiginde [B-galaktozidazin
immobilizasyonu igin en uygun yontemin, kitosan boncuklar (zerine adsorbsiyon

olduguna karar verildi.

5.3 Kitosan Boncuklara immobilize Edilmis B-Galaktozidazin Kimyasal ve Fiziksel
Ozelliklerinin Belirlenip, Kararteristiginin Saptanmasi

5.3.1 immobilize B-Galaktozidazin Uzerine pH Etkisi
Biyokimyasal tepkimeler sulu ortamlarda gerceklesitigi icin, pH biyokimyasal
tepkimelerden sorumlu olan katalizériin iyon, yik durumunu etkileyen en 6nemli

faktordar.

Hypocrea jecorina B-galaktozidazinin optimum pH’ 1 7.0 olarak bulunmustur [5]. Sekil
5.14 ve Sekil 5.15’ te pH'In immobilize B-galaktozidaz (izerine olan etkisi, total linite ve
spesifik aktivite cinsinden gosterildi. Deneysel degerlendirmeyi teorik acidan
gozlemleyebilmek, serbest B-galaktozidaz ile immobilize B-galaktozidazi mukayese
edebilmek icin; Sekil 5.16 ve Sekil 5.17’ de de pH’ in serbest B-galaktozidaz {izerine olan
etkiside incelendi.
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0,014 -
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0,004 -
0,002 -

Total Unite (U/ml)

pH

Sekil 5.14 Kitosan boncuklara adsorbe edilmis immobilize B-galaktozidazin optimum
pH’ I ve total inite degerleri

0,25 ~

o
N
1

0,15 -
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Spesifik Aktivite (U/mg)

Sekil 5.15 Kitosan boncuklara adsorbe edilmis immobilize B-galaktozidazin optimum
pH’ 1 ve spesifik aktivite degerleri

Kitosan boncuklara immobilize edilen B-galaktozidazin optimum pH’ 1 8 olarak
incelendi. pH 8 degerinde immobilize enzimin total linite ve spesifik aktivite degerleri

sirasiyla; 0,0185 U/ml ve 0,2213 U/mg olarak hesaplandi.
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Sekil 5.16 Serbest B-galaktozidazin optimum pH’ I ve total Ginite degerleri
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Sekil 5.17 Serbest B-galaktozidazin optimum pH’ 1 ve spesifik aktivite degerleri

Sekil 5.16 ve sekil 5.17’ de de gorildigu gibi, serbest B-galaktozidaz optimum pH’ ini 7
ve 8 arasinda bir degerde yakaladi. Literatiir calismalari da optimum pH’ 1 7 olarak
dogrular niteliktedir [5]. pH 7 degerinde serbest B-galaktozidazin total Unite degeri
0,0610 U/ml, spesifik aktivite degeri 0,4805 U/mg olarak bulundu.
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5.3.2 immobilize B-Galaktozidazin Uzerine Sicakligin Etkisi

Enzim c¢alismalarinda birinci 6ncelik olan enzimin calisabilecegi en uygun pH olan
optimum pH’1 belirledikten sonra, enzim substrat iligskisini dolayisiyla enzimin
aktivasyonunu onemli derecede etkileyen sicaklik faktorl calisiir. Serbest [-
galaktozidazin optimum sicaklik araligi 20-45°C bulunmustur [5]. Sekil 5.18 ve 5.19’ da
sicakhgin immobilize B-galaktozidaz Uzerindeki etkisi gosterildi, bu etki total Gnite ve

spesifik aktivite cinsinden degerlendirildi.

Sekil 5.20 ve 5.21’ de ise serbest B-galaktozidaz lizerine sicakhgin etkisi incelendi.

0,008 -+
0,007
0,006
0,005

0,004

Total Unite (U/ml)

0,003
0,002

0,001

0

20 30 37 40 50 60 70 80 90 100
Sicaklik (°C)

Sekil 5.18 Kitosan boncuklara adsorbe edilmis immobilize B-galaktozidazin optimum
sicakhigi ve total inite degerleri
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Sekil 5.19 Kitosan boncuklara adsorbe edilmis immobilize B-galaktozidazin optimum
sicakhgi ve spesifik aktivite degerleri

Kitosan boncuklara immobilize edilen B-galaktozidazin optimum sicakhigi 80°C olarak
belirlendi. Bu sicakhk degerinde immobilize enzimin total Unite ve spesifik aktivite
degerleri sirasiyla; 0,0695 U/ml ve 0,0422 U/mg olarak hesaplandi. Sekillerde de
goruldugl lzere, 20°C de aktivite gbstermeyen immobilize enzim artan sicakliklarda
diizglin bir parabolik egri gostermistir. Artan parabolik egri grafigi, devam eden

optimum sicakligi olan 80°C de aktiviteyi en ylisek degerinde gostermistir.

0,03 -

0,025

0,02

0,015

0,01

Total Unite (U/ml)

0,005
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Sekil 5.20 Serbest B-galaktozidazin optimum sicakligi ve total tinite degerleri
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Sekil 5.21 Serbest B-galaktozidazin optimum sicakligi ve spesifik aktivite degerleri

Serbest B-galaktozidazin optimum sicakhk degeri 37°C olarak belirlendi. Bu sicaklik
degerinde serbest B-galaktozidazin total Unite degeri 0,0265 U/ml, spesifik aktivite
degeri 0,2754 U/mg olarak bulundu.

Sekil 5.18, 5.19 da yer alan sicakhgin immobilize B-galaktozidazin lzerine olan etkisi
grafikleri incelendiginde optimum sicakhgi 80°C oldugu gorildi. Sekil 5.20, 5.21 de
gosterilen grafiklerde; sicakhigin serbest enzim {izerindeki etkisi spesifik aktivite ve total
Unite cinsinden g6z 6niline alinarak optimum sicakligin 37°C de seyrettigi bulundu. Bu
durumda, bazik ortamda kitosan buncuklara adsorblanmis olan B-galaktozidazin
aktivasyonunu devam ettirdigi sicaklik serbest B-galaktozidaza gore ¢ok daha fazladir.
immobilize B-galaktozidaz yiiksek sicakliklarda bile aktivitesini korumustur. Bu ¢alisma
sonucundan vyola c¢ikarak immobilizasyonun avantajlarindan biri olan enzimin

kararhligini arttirma parametresi basarildi, bu sekilde yarilanma dmri uzatildi.

5.3.3 immobilize B-Galaktozidazin Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Enzimlerin substrat spesifikligi, aktif merkezin hacimsel boyutlarina, substrat baglayan
gruplarin (¢ boyut diizenlerine bliylk 6lctide baglidir. Enzimatik tepkimenin hizi enzim
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Ancak her zaman lineer bir gidis elde etmek
mumkiin olmayabilir. Clinkli enzimlerin bazilari iyonlasabilen aktivator (hizlandirici) ve
inhibitor (yavaslatict) bulundurabilirler. Distk konsantrasyonlarda enzim de

dayaniksizdir. Bazi enzim tepkimelerinin Grlinleri de tepkimeyi inhibe edici 6zellik

106



gosterebilirler. Bu nedenle enzim konsantrasyonunun artmasi bile tepkimeyi
hizlandirmaz. Substrat konsantrasyonu ise enzimatik tepkimenin hizini bir yere kadar
arttirir, sonra doygunluga erisildiginden hiz genellikle artmaz sabit kalir [2]. Substrat
konsantrasyonu immobilize enzimin farkli davranislar gosterip, kinetigini degistiren

onemli bir faktordar.
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14 - y =0,0071x + 6,9177
R?=0,9952
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Sekil 5.22 Kitosan boncuklara immobilize B-galaktozidazin K., ve V. degerlerini igeren
Linewear-Burk grafigi

immobilize B-galaktozidaz {izerine substrat konsantrasyonunun incelendigi Linewear-
Burk grafigi sekil 5.22’ de gosterildigi lizere 1/S’ e karsi 1/V olarak gizildi. Bu grafikten
elde edilen K, degeri 1,026.10'3 g/ml, Vinax degeri ise 0,1447 U/ml olarak hesaplandi.
[ES] kompleksinin saglamlik 6lclsi olarak distinilen K, degerinin kiiclik olmasi [ES]
kompleksinde enzim ve substratin birbirine ne derecede yiksek ilgi duydugunun bir

kanitidir.

Serbest enzim Uzerine substrat konsantrasyonun etkisini inceleyerek, immobilize enzim

Uzerine substrat konsantrasyonun etkisinin degerlendirilmesi mukayese edildi.
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Sekil 5.23 Kitosan boncuklara serbest B-galaktozidazin K., ve V.« degerlerini iceren
Linewear-Burk grafigi

Serbest B-galaktozidaz lizerine substrat konsantrasyonunun incelendigi Linewear-Burk
grafigi sekil 5.22" de gosterildigi lizere 1/S’ e karsi 1/V olarak gizildi. Bu grafikten elde
edilen K., degeri 5,12.10™ g/ml, V. degeri ise 0,1763 U/ml olarak hesaplandi.
Immobilize B-galaktozidazin Vmax degeri olan 0,1447 U/ml, serbest enzimin Vmax degeri
0,1763 U/ml degerinin % 82,07’ si olarak bulundu. Bu durumda serbest enzimin
kinetiginde, birim zamanda Urine doénustirilebilen substratin maksimum mol sayisi
daha yiksek miktarda bulundu. % 82,07 orani B-galaktozidazin kitosan boncuklara
adsrorbsiyonunun ylksek aktivite saglayarak gerceklestiginin bir kaniti olarak

disltintlda.

5.3.4 immobilize B-Galaktozidazin Termal Kararlilig

Kitosan boncuklara immobilize edilen B-galaktozidaz i¢in termal kararhlik calismasinda,
20°C - 100°C arasindaki sicakliklarda, sicakhik degerleri onar onar arttirilarak enzim
inkiibe edildi, her inkiibasyondan sonra yontem sicakliginda immobilize enzimin 5" er
dakika arayla tekrar inkiibasyonu saglandi. 5-30 dakika arasinda inkiibe edilen her
immobilize enzim icin total Unite degerleri hesaplandi. Total Uinite degerleri arasindaki

en yliksek deger 100 kabul edildi ve bagil aktiviteler incelendi.
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Sekil 5.24 Kitosan boncuklara immobilize edilen B-galaktozidazin termal kararlligi

Kitosan boncuklara immobilize edilen B-galaktozidazin termal karalihgl 70°C, 80°C ve
90°C arasinda bulundu. 80°C’ deki termal kararlihk calismasinda 30.dakikada, calismaya
baslamadan 6nce 6lglilen total Unite degerinin %87,71’ ini géstermistir. 100°C’ de 70,
80 ve 90°C’ lerde elde ettigi yiksek total Unite degerini koruyamadigi, bu oranin
yaklasik %30’ lara dlstigl incelendi. Baslangig sicakliklarinda ise (30°C-60°C) 5, 10 ve
15. dakikalarda immobilize enzim baslangi¢c total linite degerinin % 35ini gosterirken,
20, 25, 30. dakikalarda ancak %38,6 ve %46,80’ inin korudugu hesaplandi. Tim sicaklik
calismalarinda, slireyle birlikte total lnite degerlerinin arttig1 sdylenebilir. Bazi dakika
araliklarinda fark sayilamayacak kadar diisiiste gozlenmesine ragmen Sekil 5.24’ te de
gosterildigi gibi, 30-60°C arasindaki sicaklik calismalarinda dakikayla birlikte incelenen
degerlerin birbirine cok yakin oldugu gériildii. immobilize enzimin termal kararliliginin

serbest enzime oranla daha ylksek oldugu kanisina varildi.

5.3.5 Kitosan Boncuklarin Boyutlarinin Hesaplanmasi

B-galaktozidaz adsorbsiyonu yapilmis kitosan boncuklarda belirli sayida alinarak,
icerisinde belirli hacimde su bulunan 5 ml hacmindeki meziire atildi. Hacimde olusan

farlihktan yararlanarak yaricaplari hesaplandi. (=3,14)

5 boncugun hacimde yaptigi degisiklik 0,17 ml olarak ol¢lildi. Materyal ve yontem

kisminda verilen denklemde (4.2) bu hacimsel artis yerine konularak bir boncugun
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yarigapi (r) 0,201 cm, capi da 0,402 cm olarak hesaplandi. Bir tane boncugun yaklasik

agirhgise; 31,1 mg olarak tartildi.

5.3.6 immobilize Enzimin Depo Kararlilig

Depo kararhhgi enzimin kullanilabilirliginin, gtivenliliginin ne derecede 6nemli oldugunu
gosteren bir calismadir. Sekil 5.25’ te her 5 glinde bir immobilize enzimin total Unite

degerleri dlgllerek olusturulan grafik gosterildi.
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Sekil 5.25 Kitosan boncuklara adsorbe edilen immobilize B-galaktozidazin depo
kararlilig

5’er glinlik 6lcimler sonunda incelenen total (inite degerleri géz 6niline alinarak,
immobilize B-galaktozidazin 30 gilne kadar kararhligini koruyarak depolanabilecegi
duslinilebilir. Sekil 5.25’ te de gorildiga gibi, 35. glinden itibaren total Unite
degerlerinde 6nemli bir dlislis gozlendi, sayisal degerlere bakildiginda 45. glindeki total
Unite degeri 40. glindeki degerin yarisi, ayni sekilde 50. giindeki total linite degeri 45.
glndeki degerin yarisi niteligindedir. 40. gliniin sonunda ilk glinki total linite degerinin
%60, 28’ ini korudugu, bu degerin 45. giin sonunda %28, 36’ ya diistigi belirlendi. 50.
gunln sonunda baslangig total linite degerinin %14,18 ini devam ettirdigi, ancak 50.
glinden sonra hizli bir dislis gostererek depo kararhligini kaybettigi hesaplamalardan

yola cikarak, kanitlanmis oldu.
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5.4 immobilize Hypocrea jecorina B-Galaktozidazinin Aktivitesi Uzerine Cesitli iyon ve

Bilesiklerin Etkisi

Kitosan boncuklara adsorbsiyon yolu ile immobilize edilen B-galaktozidazin aktivitesi
Uzerine cesitli iyon ve bilesiklerin etkileri Cizelge 5.14’ te gosterilmistir. Aktivite

degerlendirmesi total Unite cinsinden yapiimistir.

Co*, cu®?, Ag+1 iyonlarinin enzim aktivitesi Gizerinde %100’ { asan bir aktivasyonunun
goriuldugu saptandi. Pb** ve Fe* iyonlarinin ise B-galaktozidazin aktivitesi tizerinde
sirasiyla % 7,30 ve % 15,20 oraninda bir aktivite artisi yasattigi gozlemlendi. Fe*?
iyonunun Fe* iyonuna nazaran enzimin aktivitesini % 45,6 oraninda inhibe ettigi

sonucu hesaplandi.

Triton X-100 ylizey aktif maddesi immobilize B-galaktozidazin aktivasyonunu % 100 ‘Un
Uzerinde arttirirken, TW 80 ylizey aktif maddesinin ise; enzimin aktivitesini %99,3

oraninda arttirdigi incelendi.

EDTA kimyasal ajaninin enzimin aktivitesini %9,44 oraninda arttirdigi gozlenirken, B-
merkaptoetanol kullanildiginda ise, enzimin aktivite gostermedigi gorildi. BSA
kimyasal ajani kullanilarak olgilen immobilize B-galaktozidaz’ in aktivitesinde %66,9

oraninda bir artis gergeklesti, boylece aktivasyon etkiyi gormemizi sagladi.

Cizelge 5.14 Hypocrea jecorina immobilize B-galaktozidazinin aktivitesi lizerine ¢esitli
iyon ve bilesiklerin etkisi

Madde Konsantrasyon | Aktivite % Aktivasyon %
Inhibisyon

Kontrol 100 0

CH5COOPb 20 mM 107,30 7,30 -

2-ilyodoasetamid | 20 mM 20,12 - 79,88

NaCl 20 mM 19,43 - 80,57

CoCl, 20 mM 261,3 161,3 -

Ure 20 mM 17,51 - 82,49

111



Cizelge 5.14 Hypocrea jecorina immobilize B-galaktozidazinin aktivitesi Gizerine gesitli
iyon ve bilesiklerin etkisi (Devami)

Madde Konsantrasyon | Aktivite % Aktivasyon %
Inhibisyon
CuSOq4 20 mM 311,5 215,5 -
FeCls 20 mM 115,2 15,2 -
(NH4),S0, 20 mM 40,60 - 59,4
CaCl, 20 mM 25,23 - 74,77
B- 20 mM Negatif - -
merkaptoetanol aktivite
AgNO3 20 mM 351,6 251,6 -
Formaldehit 20 mM 11,77 - 88,23
FeCl, 20 mM 54,40 - 45,6
KI 20 mM 7,30 - 92,7
EDTA 20 mM 9,56 9,44 9,44
NiCl, 20 mM 9,80 - 90,2
Triton X-100 % 1 366,9 266,9 -
BSA % 1 33,06 66,9 -
MgCl, 20 mM 14,15 - 85,85
TW 80 % 1 6,67 99,3 -
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BOLUM 6

TARTISMALAR
B-galaktozidaz (B-D-galaktozid galaktohidrolaz, laktaz, P-laktozidaz) [B-D-galaktozil
gruplari iceren oligosakkaritleri hidroliz edebildigi gibi galaktozil kalintilarinin bir
molekiilden diger molekile aktarilmasini saglayarak transferaz aktivitesi de gdsteren
bir glikozidazdir. Farkh kaynaklardan elde edilen B-galaktozidaz; B-(1->4)-galaktozid
bagi iceren bilesiklerin yapi aydinlatiilmasinda, laktoz intoleransi olan bebeklerin bu
durumlarinin giderilmesinde ve gida sanayiinde peynir Gretimi basta olmak lGzere genis

kullanim alani olan bir enzimdir [5].

Hypocrea jecorina kif mantarindan kismi saflastirilmis B-galaktozidazin literatirde
immobilizasyonu ile ilgili hicbir calismaya rastlanmamistir. Daha 6nceki ¢alismalarda
farkli kaynaklardan elde edilen p-galaktozidazin immobilizasyonu ¢alismalari

mevcuttur.

Bu calismada H. jecorina B-galaktozidazinin farkli tasiyici materyallere adsorbsiyon
yontemiyle immobilizasyonu gerceklestirilerek, immobilize enzimin protein miktari,
total Uinitesi ve spesifik aktivitesi hesaplandi. immobilizasyon verimleri hesaplanarak,
tasiyict ve enzim arasindaki iliski degerlendirildi. H. jecorina B-galaktozidazinin
immobilizasyonunu adsorbsiyon yontemiyle gerceklestirmek icin en uygun tasiyic
belirlendi. Belirlenen immobilizasyon yontemi; kitosan boncuklar Uzerine B-

galaktozidaz adsorbsiyonudur.

Kitosan boncuklara immobilize edilen enzimin karakterizasyon c¢alismasi
gerceklestirildi. Karakterizasyon calismasinda immobilize B-galaktozidazin optimum

pH’1, optimum sicakligi saptandi. immobilize B-galaktozidazin (izerine substrat
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konsantrasyonunun etkisi, ve immobilize B-galaktozidazin termal kararliigi incelendi.
immobilize enzimin depo kararlihgi bulundu, cesitli tasiyici ve iyonlarin immobilize B-
galaktozidazin aktivitesi Uzerine etkisi incelendi. Olusturulan kitosan boncuklarin

boyutlari ve agirhg1 saptandi.

Optimum pH’ In belirlenmesi calismasinda; Hypocrea jecorina B-galaktozidazinin
optimum pH’ 1 7.0 olarak bulunmustur [5]. Deneysel c¢alismada da serbest B-
galaktozidazin optimum pH’ 1 7.0 olarak bulundu, Sekil 5.16 ve Sekil 5.17° de
gosterilmistir. immobilize H. jecorina B-galaktozidazinin optimum pH’ 1 ise 8.0 olarak
saptandi. Bu sonuca gbére immobilize H. jecorina B-galaktozidazinin c¢alisabildigi en
uygun pHIn serbest haline oranla daha bazik oldugu gériildii. immobilize enzimin
optimum pH’ indaki total linite degeri 0,0185 U/ml iken, spesifik aktivite degeri ise;
0,2213 U/mg olarak hesaplandi.

Optimum sicakligin belirlenmesi c¢alismasinda; Serbest B-galaktozidazin optimum
sicaklik arahigi 20-45°C bulunmustur [5]. Deneysel c¢alismada da serbest B-
galaktozidazin optimum pH’ 1 37°C olarak bulundu, Sekil 5.20 ve Sekil 5.21" de siraslyla
total Unite ve spesifik aktivite degerleri cinsinden serbest B-galaktozidaz (izerine
sicakhgin etkisi gosterilmistir. Serbest enzimin optimum sicakhgindaki total tnite degeri
0,0265 U/ml iken, spesifik aktivite degeri ise; 0,2754 U/mg olarak hesaplandi.
immobilize H. jecorina B-galaktozidazinin optimum sicakligi ise 80°C olarak saptandi. Bu
sonuca gore immobilize H. jecorina B-galaktozidazinin g¢alisabildigi en uygun sicaklik
olan 80°C, serbest H. jecorina B-galaktozidazinin c¢alisabildigi en uygun sicaklktan
oldukga ylksektir. Bu sonugla beraber immobilize H. jecorina B-galaktozidazi; yiksek
sicaklikla birlikte enzimin 3. yapisinda meydana gelebilecek olan bozulma denilen
denatlirasyona karsi daha dayanikhdir kanisina varildi. Endstiride istenilen yiksek
sicakliklara, kitosan boncuklara adsorbsiyon yontemiyle immobilize edilen H. jecorina
B-galaktozidazinin uygun oldugu goériildii. immobilize enzimin optimum sicakligindaki
total Ginite degeri 0,0069 U/ml iken, spesifik aktivite degeri ise; 0,0419 U/mg olarak

hesaplandi.

Kitosan boncuklara adsorbe edilen H. jecorina immoblize B-galaktozidazinin substrati
olan ONPG konsantrasyonuna ilgisi incelendiginde; Km=1,026.10" g/ml, Vmax=0,1447

U/ml olarak hesaplandi. [ES] kompleksinin saglamhk Olcusi olarak dustinilen K,
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degerinin, kiicik olmasi [ES] kompleksinde enzim ve substratin birbirine olan
affinitesinin yiksek oldugunu gostermis oldu. Serbest B-galaktozidaz (izerine substrat
konsantrasyonunun incelendigi Linewear-Burk grafigi Sekil 5.22" de gosterildigi Uzere
1/S’ e karsi 1/V olarak ¢izildi. Bu grafikten elde edilen K., degeri 5,12.10™ g/ml, Viax
degeri ise 0,1763 U/ml olarak hesaplandi. immobilize B-galaktozidazin Vmax degeri olan
0,1447 U/ml, serbest enzimin V. degeri 0,1763 U/ml degerinin % 82,07’ si olarak
bulundu. Bu durumda serbest enzimin kinetiginde, birim zamanda (Uriine
donistirilebilen substratin maksimum mol sayisi daha yiksek miktarda bulundu.
%82,07 orani B-galaktozidazin kitosan boncuklara adsrorbsiyonunun yiksek aktivite

saglayarak gergeklestiginin bir kaniti olarak dtstnualda.

Kitosan boncuklara adsorbe edilen H. jecorina immobilize B-galaktozidazinin termal
kararhliginin 70°C ve 80°C’ de yiksek oldugu bulundu. Adsorbe B-galaktozidazinin
termal kararlligi 80°C olarak belirlendi. Serbest B-galaktozidazin termal kararlilik aralig
20-45°C bulunmustur [5]. 80°C’ deki termal kararliik calismasinda 30.dakikada,
baslangicta oOlglilen total Unite degerinin %87,3" Unu gosterdi, 70°C’ de 80°C’ deki
%87,3 oranindaki total tnite degerinin % 72,8’ ini korudugu incelendi, 90°C’ de ise; bu
oranin %59,2" ye distliglu gozlemlendi. Bazi dakika araliklarinda fark sayilamayacak
kadar duslste gozlenmesine ragmen Sekil 5.24’ te de gosterildigi gibi, 30-60°C
arasindaki sicaklik calismalarinda dakikayla birlikte incelenen degerlerin birbirine ¢ok
yakin oldugu gorialdiu. Baslangic sicakliklarinda ise (30°C-60°C) 5, 10 ve 15. dakikalarda
immobilize enzim baslangi¢ total linite degerinin % 35ini gosterirken, 20, 25, 30.
dakikalarda ancak %38,6 ve %46,80" inin korudugu hesaplandi. Bu sonuglara gore;
kitosan boncuklar Gzerine immobilizasyonu gerceklestirilen B-galaktozidazin serbest

formuna gore daha termostabil oldugu saptandi.

immobilize B-galaktozidazin depo kararhihiginin saptanmasi icin yapilan calismada; 5’er
glnlik olgcimler sonunda incelenen total Uinite degerleri gbz 6nline alinarak,
immobilize B-galaktozidazin 35 gline kadar kararhligini koruyarak depolanabilecegi
gosterildi. Sekil 5.25’ te de goruldugi gibi, 35. glinden itibaren total (inite degerlerinde
onemli bir disis gozlendi, sayisal degerlere bakildiginda 45. giindeki total tinite degeri
40. giindeki degerin yarisi, ayni sekilde 50. giindeki total linite degeri 45. giindeki

degerin yarisi niteligindedir. 40. glinlin sonunda ilk glinki total Unite degerinin %60,
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28’ ini korudugu, bu degerin 45. giin sonunda %28, 36’ ya distigl belirlendi. 50. glinlin
sonunda baslangi¢ total linite degerinin %14,18 ini devam ettirdigi, ancak 50. glinden
sonra hizli bir disls gostererek depo kararliigini kaybettigi hesaplamalardan yola

¢ikarak, kanitlanmis oldu.

immobilize Hypocrea jecorina B-galaktozidazinin aktivitesi lzerine cesitli iyon ve
bilesiklerin etkisi calismasinda; Co*?, cu®, Ag+1 iyonlarinin enzim aktivitesi lGzerinde
%100’ U asan bir aktivasyonunun géruldigi saptandi. Pb*™ ve Fe™ iyonlarinin ise B-
galaktozidazin aktivitesi Gzerinde sirasiyla % 7,30 ve % 15,20 oraninda bir aktivite artisi
yasattigl goézlemlendi. Fe*? iyonunun Fe*? iyonuna nazaran enzimin aktivitesini %45,6

oraninda inhibe ettigi sonucu hesaplandi.

Triton X-100 ylizey aktif maddesi immobilize B-galaktozidazin aktivasyonunu % 100 ‘Un
Uzerinde arttirirken, TW 80 ylizey aktif maddesinin ise; enzimin aktivitesini %99,3

oraninda arttirdigi incelendi.

EDTA kimyasal ajaninin enzimin aktivitesini %9,44 oraninda arttirdigi gozlenirken, B-
merkaptoetanol kullanildiginda ise, enzimin aktivite gbéstermedigi gorildi. BSA
kimyasal ajani kullanilarak olgilen immobilize B-galaktozidaz’ in aktivitesinde %66,9
oraninda bir artis gerceklesti, bdylece aktivasyon etkiyi gdrmemizi sagladi. immobilize
Hypocrea jecorina B-galaktozidazinin aktivitesi lizerine ¢esitli iyon ve bilesiklerin etkisi
calismasinda kullanilan kimyasal maddelerin yaklasik yarisi immobilize H. jecorina B-
galaktozidazinin aktivasyonunu sagladi. Triton X-100, AgNOs;, CuSO, CoCl,
kimyasallarinin immobilize B-galaktozidazin aktivitesini %100’ Gn Uzerinde arttirdig
gozlemlendi, ayrica TW 80 kimyasal ajaninin immobilize B-galaktozidazin aktivitesini

%99,3 oraninda arttirarak %100’e yakin bir degerde incelendigi bulundu.

Olusturulan kitosan boncuklarin boyutlari ve agirligi sirasiyla; yarigcapi (r) 0,201 cm,

capi da 0,402 cm ve agirligi 31,1 mg olarak saptandi.

Elde edilen tim sonuclar degerlendirildiginde; Hypocrea jecorina B-galaktozidazinin
immobilize formunun serbest formuna kiyasla daha yliksek sicakliklarda aktivite
gosterdigi goruldi, bu sonug; immobilize B-galaktozidazin termal stabilitesinin yiksek
oldugunu gosterdi. Endstride ylksek sicakhiktaki enzim kararhligi; yarilanma slresinin

uzadigini gosterir. Endistride Hypocrea jecorina B-galaktozidazinin immobilize formu
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kullanilarak, enzimin kullanilacagi alanda (sit, peynir endistrisi gibi) kararhigi saglanmis
olacaktir. Yuksek sicaklikla birlikte saglanan yiksek kararlilik, enzimin yarilanma
Omrini uzattigindan, sanayide istenilen en O6nemli parametrelerden biri olan
zamandan tasarruf gerceklestirilmis olunacaktir, bdylece kisa zamanda istenilen
verimin saglandigi calismada maliyette diisis gerceklesecektir. Bu veriler ve
degerlendirmeler H. jecorina B-galaktozidazinin immobilize formunun endistride

kullanilabilirligini kanitlar niteliktedir.
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