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OZET

Glukoamilaz, njasta ve maltodekstrinlerina-1,4 ve a-1,6-glukozidik
baglarinin indirgen olmayan uclarindan hidroliz edergkikoz Ureten bir exo-
enzimdir.Aspergillus niger'den Uretilen glukoamilaz, endustriyel enzimlersanda
en onemli olanidir ve endustridesastanin glukoza hidrolizinde kullanilir. Bu
calismada, enzimlerin immobilizasyonu icin yeni bir metgelkstirildi: Aspergillus
niger glukoamilaz polyglutaraldehit ile aktive edifnelatine kovalent hdanarak
%85 verimle immobilize edildiimmobilize ve serbest enzim icin optimumsitiar
ise; sicaklik 65°C ve pH 4 olarak bulundu. Kinetik sabitler (Km ven), serbest
enzim ic¢in %0,75 g maltodekstrin/L ve 0,02 mmol @&k.uL enzim, immobilize
enzim icin ise %1,01 g maltodekstrin/L ve 0,016 mr@dc/dak.uL enzim olarak
bulundu. Immobilize enzim 30 batch (tekrar kullanim) ve 30ngboyunca
aktivitesini korumgtur. Ayrica immobilize enzim 60 ve 90 gin sonunkiaviesinin
sirasiyla % 90 ve % 75’ ini korungtur.



SUMMARY

Glucoamylase is an exo-enzyme, producing glucgdeydrolysis ofa-1,4 and
a-1,6-glucosidic bonds from non-reducing end of &tarand maltodextrins.
Glucoamylase fromAspergillus nigeris one of the most important industrial
enzymes used for the industrial production of ghécérom starch. In this study, a
novel method was developed for the immobilizatiérelezymes:Aspergillus niger
glucoamylase immobilized covalently onto polyglaldehyde activated gelatin
resulted in 85% activity yield. For the immobilizadd soluble enzymes, optimum
temperature and pH were found°65and 4. Kinetic parameters ( Km and Vm ) for
soluble enzyme were 0,75 g/L, and 0,02 mmol Glc/plinenzim respectively,
wheras Km and Vm for immobilized enzyme were 1,0L, gand 0,016 mmol
Glc/min.pL enzim respectively. Immobilized enzynetained its activity during 30
batch reaction and 30 days. In addition, the imiimgbenzyme retained 90 and 75 %
of its activity at the and of 60 and 90 days, resipely.
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1.GIRIS

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksigol hizlandiran ve yan
arin olgturmadan, % 100 urtn verimi @ayan biyolojik katalizorlerdir. Enzimler
protein yapisindadirlar ve proteinlerin en buyilk e® cok Ozellgnis grubunu
olustururlar. Buguin yaklgk 2000 kadar enzim tanimlargnbir ¢cgzu saf halde elde
edilip, kinetikleri incelenmy ve 200’ den fazlasi da kristallendirilgtir. Yapilan
genetik cagmalar, daha tesbit edilmegrbir cok enzimin varfiini géstermektedir.

Organik reaksiyonlarin tamamina yakini ve inorgargaksiyonlarin da bir
¢cogu, bir veya bir dizi enzim tarafindan katalizlertindustride, bu reaksiyonlarin bir
cogu biyolojik olmayan kimyasal katalizorlerle de Katbenmesi mimkuindur. Fakat
enzimlerin, biyolojik olmayan katalizérlerin eksgkine kagin bircok olg&anusti
Ozellikleri mevcuttur. Bu 0zellikler de enzimleremdustride tercih edilen katalizorler
olmasini sglar. Enzimler, son derece yuksek katalitik aktiygesahiptirler ve bu
aktivite tek bir substrata 6zgudir. Bu nedenlegnsteyen reaksiyonlar almaz.
Reaksiyon icin cok yuksek sicaklik, yuksek basisigsuz ortam gibi zogartlar

gerekli degildir.

Enzimler suda ¢6zunur molekullerdir ve bu 6zedlikide endistride dezavantaj
olmaktadir. Clnkd, substrat ve Uriinlerden ayrghradr kullanimlari oldukca zordur.
Enzimlerin yalnizca bir defa kullaniimasi endugstrigliksek maliyet getirmektedir.
Bu problemler, enzimolojide immobilizasyon yontenmen gelismesiyle ailmistir
ve artik enzimler, endustriyel uygulamalarda imniebiolarak kullaniimaktadir.

Deri, tekstil, kg, deterjan, gida ve gasta endustrilerinde enzimler
(proteazlar, lipazlar, seltlazlar, amilazlar) yaygiarak kullaniimaktadirlar. Deri ve
tekstil endustrisinde; enzim kullanimiyla, atik aulyizinden okan cevre
problemleri engellenmektedir. K endustrisinde; gartma amacli klor kullanimi en
aza indirilmektedir. Deterjan endustrisinde isezien kullanimi, cevreye zararl

gucli kimyasallarin yerini almaktadir.



Gida endustrisinde; istenmeyen renklendirici, kvartirici ve koruyucu
kimyasallarin gida maddeleri Uzerine olumsuz etkileardir. Enzimler, bu

kimyasallarin bircgunun yerini alabilir ve gida tretimi dahagd hale getirilebilir.

Enzimlerin ngasta endustrisinde kullanimiyla, sastanin asit ile hidroliz
yonteminin yerini, enzimatik yontemler alghr. 1960’ larda, gida enddistrisinde ilk
enzim olarak glukoamilazin kullanimi donim noktalsnustur. Cinkd, glukoamilaz
nisastayl tamamen glukoza parcalayan enzimdir. 197’ bdlunan, kaynama
noktasinin Uzerindeki sicakliklarda kararli olanriiamyl amilazla nasta
sivilastirmak 6nemli bir adimdir. Enzimler kullanilarakpkoz surubu ( HGS-High
Glucose Syrup ) ve fruktogurubu ( HFCS-High Fructose Corn Syrup ) uretilir.
Fruktozsurubu Uretiminde; glukoamilaz ile gaista tamamen glukoza parcalandiktan

sonra, glukoz izomeraz ile glukozlar fruktoza dgdtiiltr.

Endustride dgisik metodlarla immobilize edilen glukoamilaz kullamaktadir.
Yapilan bu cabmada glukoamilaz enzimi, polyglutaraldehit ile aktiedilip ve
glutaraldehit ile capraz Bnip sglamlsstirilan jelatin parcaciklari Gzerine kovalent
baglanarak immobilize edildi ve kinetik parametreliexcelendi.



2.KONU ILE ILGILI CALI SMALAR

2.1. Enzimlerin Immobilizasyonu

Immobilizasyon, enzimlerin suda ¢ézunir harekettdém, suda ¢oziinmeyen

sabit faza dongilmu olarak tanimlanir [Klibanov, 1983]. Endustraleimler, birgok
avantaj sgladigli icin immobilize edilerek kullanilirlar. Bunun yarda
immobilizasyon glemi enzimin 6zelliklerinde dgsikliklere neden olur.

Immobilizasyonun avantajlari ve etkilgcinlardir:

= Urlnler saf olarak elde edilir

= Enzimler defalarca kullanilabilir ve surekli Gretyapilabilir
= Operasyon suresi kisalir, tretim maliyetlerselt

= Enzimin katalitik aktivitesi immobilizasyondan dikmebilir
= Enzimin optimum pH ve sicaklik derleri desisebilir

= Km deserleri immobilizasyondan etkilenebilir

Enzimlerin immobilizasyon metodlari geca 4 grupta toplanir:

Adsorpsiyon
= Bir polimerik jel icine hapsetme

= Bifonksiyonel reaktiflerle capraz pma

Kovalent bglanma



E: Enzim

Sekil 2.1. immobilizasyon Cgtleri

a. Kovalent Bglanma

b. Hapsetme (Entrapment)

c. Adsorpsiyon

d. Capraz Bganma



2.1.1. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon metodu, enzimin zayif ¢cekim kuvvetleriyinert bir matrixe
baglanmasidir. §ekil 2.1.c) Adsorpsiyon oldukca basit ve ekonomikr b
immobilizasyon yontemidir.immobilizasyon, enzim c¢ozeltisinin uygun pH ve

sicaklikta matrixle kagtirilmasiyla yapilir.

Iyon desistiriciler kolaylikla bircok proteini adsorbe edarleve bu
Ozelliklerinden dolayr enzim immobilizasyonu icinaygin olarak endistride
kullanilirlar.Asagida verilen tabloda adsorpsiyon icin kullanilan catentler yer
almaktadir.Bunlarin dinda silikajel, alumina, gasta ve kil de adsorpsiyonda
kullanilir.Enzimle matrix arasinda zayif ¢dar (Van der waals ve hidrojen gar)

olusur ve enzimler matrixten kolaylikla ayrilirlar.

Tablo 2.1 Adsorpsiyonda kullanilan adsorbentler

Etkilesme Adsorbentler

Aktif karbon,slika jel, alumina,cam
Fiziksel Adsorpsiyon Nisasta, kil

Modifiye Matrixler:
Concanavalin A-,Sepharose
Tannin,-aminohexyl selliloz
Fenoksiasetil selltloz

Katyon Degistiriciler:

Iyonik Baglanma CM-selliloz
Dowex 50
Amberlite CG-50

Anyon Degistiriciler:
DEAE-selliloz
DEAE-sephadex
Amberlite




2.1.2. Hapsetme (Entrapment)

Bu metod ile enzimler jellerin veya polimerleririne hapsedilir. ekil 2.1.b)
Enzim, monomer ¢ozeltisine jel glmadan 6nce ilave edilir. Sonra sicaklilgidami
ya da jel olgturucu kimyasalin eklenmesiyle jel meydana gelirtN™Nmetilen
bisakrilamid ile capraz Iga polyakrilamid ve kalsiyum alginat endustride luilan
jellerdendir.

2.1.2.1.Kalsiyum Alginat ileimmobilizasyon

Alginat, a-(1—4)-L-gluronik asit ve p-(1—4)-D-mannuronik  asit
birimlerinden olgmus bir polimerdir. Basit immobilizasyorslemiyle olwturulan,
boyutlari dgismeyen ve kontrol edilebilir bead’ lerden dolay gk kullanilan
polimerdir [Uhm, et al. 1984].

Alginat ile enzimlerin immobilizasyonunda, sodywaiginat ¢ozeltisine enzim
ilave edilir ve sonra bucozelti M.2CaChk c¢ozeltisine damlatilarak suda
c6ziinmeyen kalsiyum alginat bead’ leri gluulur. Sodyum alginat, Cagile temas
ettiginde Na-Ca iyon daésimi nedeniyle Ca-Alginat bead’ leri adur ve enzim

molekdlleri bu bead’ lerin i¢cinde bulunugekil 2.2)

Kalsiyum-alginat bead’leri enzim immobilizasyonanden c¢ok kullanilan

tastyicilardan biridir.
2.1.2.2.Polyakrilamid ileimmobilizasyon

Polyakrilamid jel yonteminde; enzim buffer cozsiide akrilamid ve bir
capraz bglayici reaktif (N,N-metilen bisakrilamid) ile kagurilir. Polimerizasyon,
potasyum persulfat ile katilabilir. Fakat bglatici potasyum persulfat, sdlfidril
gruplarinin oksidasyonuyla enzim aktivitesini aahilir. Glutatyon ve sistein gibi
indirgen maddelerin kullanimiyla bu etkiden enzimrdnabilir [Bernath, et al.].
Polimerlemeden sonra, enzim molekulleri fiziksel olarak pwrin iginde

hapsedilirler.



% 3 Na-alginate + Enzim

0
0 0 O 0 0 CaC) Cozeltisi (0,2 M)
O O 0

Sekil 2.2. Enzimlerin Alginatile immobilizasyonu

2.1.3. Bifonksiyonel Reaktiflerle Capraz B§lanma

Sulu c¢ozeltilerde ¢oziinebilen proteinler, capragldnma olarak adlandirilan
bir yontemle ¢dztinemez yapilabilirler [Chu and W&9,7]. Glutaraldehit bu amag
icin kullanilan gapraz-ligayici reaktiflerden biridir [Klibanov, 1983Bifonksiyonel
glutaraldehit molekulindeki aldehit gruplari, enlrnm amino gruplariyla

reaksiyona girerek enzimlerle caprazglaair sekil 2.1.d).

Capraz bglanma molekdiller arasi veya molekul ici gdbilir ve protein ¢oker.
Capraz bgli protein santrifij ile kolaylikla ayrilabilir.



E-NH, + OCH (CH)3 CHO +E-NH,

v

E-N=HC (CH,); CH=N-E*

2.1.4. Kovalent Bglanma

Enzimler, matrikse genellikle amino ya da karbbkgiuplariyla kovalent
olarak balanirlar. gekil 2.1.a)immobilizasyonda enzimlerin sulfidril, hidroksil vay
imidazol gruplari da kullanilabilir. immobilizasyonda ilk adim; matriksin

aktivasyonu, daha sonra enzimin aktive olan magrbalanmasidir.

Immobilizasyonda kullanilan matriksler, yapilaringazimlerle kovalent

reaksiyon verebilen gruplar ihtiva eder.

R6hm Pharma (Almanya) firmasi tarafindan hazidanaksiran akrilik
kopolimeri olan Eupergit C bead’leri bu matrixlendbiridir [Katzir and Kramer,
2000]. Sekil 2.3.)



@)

H,N-E
@CHZOCHZ—C< - EHZ -, QCHZOCHZC'HCHzNH —E
OH

Eupergit C immobilize enzim

Sekil 2.3.Eupergit C ile enzim reaksiyonu

Ph=7-8 arasinda oksiran grubu, enzimlerin sérk@@aino ve sulfidril
gruplariyla kovalent olarak Beanir. Asidik pH’ larda ise; imidazol, tyrosil ve
triptofenil gruplarnyla kovalent olarak Bianir. Eupergit C bead’ leri genbir pH
aralginda oldukca kararhdir.

Glycidyl metakrilat (%70)-etilen dimetilakrilat kolimeri ve polyacrolein
bead’leri  enzim immobilizasyonunda kullanilan c¢olnli polimerlerdendir

[Bernath, et al.]

Bir diger kovalent immobilizasyon polimeri de hidrofilik rdian
prepolimerleridir. Prepolimerler, diisocyanate tileginin ¢esitli aktif hidrojen ihtiva
eden bilgiklerle (glykol, polyglykol, polyol) reaksiyonlarigz elde edilirler ve
yapilarinda izosiyanat’ lar mevcuttur. Diizosiyar@epolimerleri su ile muamele
edildiginde singerimsi yapida polimer meydana gelir. Odam enzim
bulund@gunda, enzimin aktif hidrojen bulunduran gruplarjyiaosiyanat gruplari
kovalent bglar olustururlar.
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Diisocynate prepolimerlerinin polimegi@e mekanizmasi:

RNCO + HO » RNHCOOH Karbamik asit (Karajsi
RNHCOOH » RNH + CQ Amin olgumu

RNH, + RNCO » RNHCONHR Ure zincir bilyiimesi
Enzim—NH, + RNCO » Enzim—NHCONHR

Enzinpolidretana kovalent iganmasi
Tampon c¢ozelti icinde bulunan enzim, prepolimeaxel edilir ve kagtirma slemi

sonunda olgan polimer kopge enzim kovalent I@arla balanir.

Mikroorganizmalar da bu metodla immobilize ediléebil

2.2.Matrix Aktivasyon Yontemleri

2.2.1.Cynojen Bromide

Cynogen bromide (CNBr) ile g#i polisakkaritlerin hidroksil gruplari aktive
edilerek, enzimlerin amino gruplariyla kovalenghmusturmalari sglanir.[Bernath,

et al.]
2.2.2 Karbodiimid

Matrixlerin karboksil gruplari karbodiimid’ler (RBNRY) ile aktive edilerek
enzimlerin immobilizasyonunda kullanilirlar. Bu kéfler zayif asidik ortamda

(pH=4,75-5) matrixi aktive ederler.

2.2.3.Diazotizasyon

Diazonyum tirevi olan matrixlerle enzimlerin fekolimidazol veya serbest

amino gruplari reaksiyon vererek kovaleng lodusturur.
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2.2.4.Alkilasyon ve Arilasyon

Matrixlerde bulunan fenolik, sufidril veya serbeshino gruplari alkillenerek

matrixler aktif duruma getirilirler.

2.2.5.Aldehit Kondenzasyon

Amino gruplar iceren matrixler monomerik yada ipwrik glutaraldehit ile
aktive edilerek, enzimlerin matrixe kovalent olarBkslanmasi sganir. Ticari
olarak kullanilan, aldehit tirevi caprazgtayici reaktifler arasinda, hizli ve etkili bir

protein bglayici oldyu icin glutaraldehit en ¢ok tercih edilen reaktifti

2.3.Glutaraldehit

2.3.1.Glutaraldehit’ in Yapisi

Glutaraldehit ( 1,5- pentandial; OHC(@BCHO ), enzim immobilizasyonunda
yaygin olarak kullanilan bir reaktiftir.

Glutaraldehit'in (GTA), kimyasal 6zellikleri ¢cozelsartlarina bgl olarak
degisir. Yapilan calgmalar ticari GTA c¢o6zeltilerinin ( %25 ya da %70aykh yapilar
iceren kaimlar oldysunu gostermektedir. GTA'nin sulu ¢ozeltilerinin pk3,1 dir
ve bu durum bazi aldehit gruplarinin karboksiliktlase kismi okside olmasiyla
aciklanir. NMR analizleri sudaki GTA’ in halesisik formda old@gunu gosternsiir:
(Sekil 2.4.) Serbest GTA (A), lineer mono (B) ve iditatlar (C), halkasal (cyclic)
hemiasetal (D) ve oligomerler (E) [Agayn and W&f94].
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HO™ ~O~ “OH
(D)

OH,
m OH, OH, m\
CHO
CHO CHO ==— HO™ oy -~ HO OH
A) OH OH
(B) (©)
HO O O @) OH

Sekil 2.4.Sulu c¢ozeltilerdeki GTA yapilar

Sicaklgin artmasiyla cyclic hidrat miktarinda artolur [Agayn and Walt,
1994]. Konsantrasyonu %25'ten yuksek, daha stercozeltilerde ve asidik
durumlarda cyclic hemihidrat multimerleri glur. Distile su ile seyreltmeyle bu
polimerik materyaller, hidrasyon reaksiyonunun ite¥sdénmesiyle monomerik
GTA’e doniur. Bu nedenle, seyreltik ¢ozeltilerin monomerik A&iktari daha

fazladir.
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Her yapi, capraz-gganma reaksiyonlarina farkl katilir ve farkli Gténverir.
Aldehitler, proteindeki lisin gruplariyla Schiff biri olutururlar. Shiff bazlari
asidik sartlar altinda kararsizdirlar ve tekrar aldehit ammin olgturmak Uzere
bozunurlar. Bu nedenle, Schiff bazlarinin geri ddmitint 6nlemek igin bu cifte
bagin indirgenmesi gerekir. Bu indirgeme reaksiyonyclic hemiasetal ve
oligomerlerin trinlerinin reaksiyonlarini kararapgmak icin gerekli deldir.

GTA’ in proteinlerle dger bir Grina de quarterner piridinyum il@dir.
Proteinlerdeki lisin gruplari ve GTA arasindagaln trn icin deliller bulunmaktadir.
Quarterner piridinyum bikegi izole edip tanimlanngtir.
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2.3.2.Polyglutaraldenhit

Baziksartlarda GTA hizla intermolekuler aldol kondenzasywa grar vea,p-
doymamg oligomerik aldehitler olgur (sekil 2.5.). Bu Urlnlerin olgumu 235nm’ de
absorbanstaki agta gozlenir. Bu dalga boyunda GTA absorbans goster Saf
GTA 280 nm’ de absorbans gosterir.

CHO CHO

OHC/A\V/NP¢J\V/«\4iL\/A\‘CHO

(A)

Ez— N

A\
C CHO CHO CHO
/\W
OHC n CHO + OHC/\/\FP\/\%\/\CHO
5 _NH
(B) £, ©)
NH, — Ez
Ez—N
A\
C CHO
OHC/\/\FP\/\%\/\CHO
NH
7
Ez

(D)

Sekil 2.5. Polimerik GTA ve baziartlarda proteinlerle reaksiyonlari
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Polimerizasyon pH ve sicagin artmasiyla artar, ¢ozeltide sari renksalu
Fakat oda sicalginda ve notral pH' ta bu proses haftalar surer. 1Y[@y), bazik
sartlarda GTA’ in protein ile reaksiyonu icin 6éneniktir. Reaksiyon drtinlerinde ic
aldehit gruplar, C-C cifte tgari ve bu pozisyonlarda alan Schiff bazlarinin
birlesmesiyle olgur (Yapi B). Bu noktada biigk rezonans ile kararli olur, boylece
bilesigin asit kararhlgl da agiklanabilir. NaBllile indirgeme kararli bir ikincil amin
olusturur. Asirt amin durumunda, cifte Ba Michael katilmasi gibi ikinci bir
reaksiyon mumkin olur. Bu reaksiyon rezonans kdr@arin bozulmasiyla ve Yapi

D Urdnindn olgmasiyla sonuglanir.

Proteinlerde, amino gruplariyla alfa,beta-doymanaldehit polimerinin
reaksiyon Urind IR spektrumunda go6zlegtmi[Margel and Rembaum, 1980].
Polimerik doymany aldehit, Michael tarzinda reaksiyon verir ve dsdrolizine
kararl Yapi C GrinU okwr.

GTA cozeltilerinin aldol kondenzasyonu sirasinaddigomerik yapilar da
olusur [Agayn and Walt, 1994]. GTA' in alkali ¢Ozeltriade, bilgen olarak dimerik
yapilar da bulunur. Bu yapilarin proteinlerle regtnu, cifte b&a Michael katilmasi
seklinde olur. Eer bu reaksiyonlar meydana gelirse, stabilizasgonNaBH, ya da
NaB(CN)H; ile indirgemek gerekli deldir.

Distile GTA, tek baina ya da kloroformda c¢o6zungiinde camsi bir kati
vermek Uzere hizla polimegie ve vakum altinda 45°C’ de isitildginda ise

monomer formuna geri déner [Margel and RembaumQJL98

Suda ¢c6zunlir PGA, suda ¢ozinmeyen PGA'’ ten datta rfaiktarda karboksil
grubu icerir. Ayrica argon ortamistinda hava ortaminda polimerizasyon yapilirsa
karboksil grubu icepi daha fazla olur. Reaksiyon argon ortaminda yagrnda,
reaksiyon sonunda pH= 8 e @i ( pH=10" dan ). Hava ortaminda yapilan
reaksiyonda ise pH=7" ye ¢é&r. pH daki bu azalmanin nedeni; Cannizzaro
reaksiyonlari ve hava oksidasyonu sonucu karbéksgruplarin olgumudur
[Margel and Rembaum, 1980].
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Poliglutaraldehit, GTA’ in pH=7,0-13,5" da paierlesmesiyle meydana gelir,
¢cobzlinen ve ¢cozuinmeyen polimerler icerir. Bu poliereretilenik zincirlerle konjuge
olabilen, hidrath ya da hidratsiz gigen miktarlarda aldehit gruplari icerirler. Aldol
drdnlerinin  tamamlanmami dehidrasyonundan dolayi ikincil hidroksil gruplari
olusabilir. Bu polimerlerde birincil hidroksil ve karksilik asit gruplarinin her
ikisini Ureten serbest aldehit gruplariyla Cannipzaeaksiyonlari da meydana gelir (
sekil 2.6.)

CHO CHO

2 OHCN\WCHO

OH

CH,OH CHO COOH CHO

OHC X yCHO + oHC X y CHO
OH OH

Sekil 2.6. Cannizzaro reaksiyonu sonundgatuPolimerik GTA yapilari
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2.3.3.Glutaraldehit ve Polyglutaraldehit ileimmobilizasyon

GTA ile immobilizasyon, amino grubu iceren mataktive edilerek ya da
enzim GTA ile capraz kgtanarak yapilirimmobilizasyon icin t@yici aktivasyonu
disuk pH’ ta yapilirken, ntkleofilik etkiyi ve immol#asyonu arttirmak icin protein
kaplama yuksek pH’ ta bitirilir. PGA , monomerik @Tten daha etkili bir capraz
baglayicidir. PGA taneciklerine kovalent @andiktan sonra alginat beadlerine
immobilize edilen D-hydantoinase ile %95 Urin dgimitu sglanmstir. [Fan and
Lee, 2001]. GTA ile capraz pmndiktan sonra alginat ile immobilize edilen triyps
ise aktivitesinin yarisini ¢capraz danmanin etkisiyle kaybetstir [Chui and An,
1997].

Enzim kovalent b#arla ba&landigl ve enzimin kagma tehlikesi olm&dicin,
bir cok uygulamada kati matrixe enzim glanarak immobilizasyon tercih
edilmektedir. Bu yontemde, inorganik matrikslerimiao (-NH, ) gruplarinin iki
fonksiyonel grubu bulunan GTA ile reaksiyonu sonuegyicl matrix Uzerinde
enzimin kovalent bElanabilecgi aldehit gruplari olgturulur. Bu reaksiyonlarda
dikkat edilmesi gereken ggyici aktivasyonu sirasinda; GTA miktar, pH ve
reaksiyon suresi, enzim immobilizasyonu sirasirega enzim miktari, inkiibasyon

suresi ve pH’ tir. [Chae, et al. 1998].
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2.4 Jelatinin

Jelatin, molekul @arligi yaklssik 15000 g/mol’ den 250000 g/mol’ e glgen
bir polipeptittir. Asidik (Tip A) ya da bazik (Tif) sartlarda, hayvanlarin deri ve
kemiklerinden elde edilen kollajenin hidroliziylerdiilir. Jelatin butin etkili
aminoasitleri (triptofan haric) icerir, saf sindtoilir bir protein oldgundan dolayi
gida iceriklerinde kullanim icin uygundur. Jelationsantrasyonugarlikca en az %1
olan ¢ozeltilerde 3% civarinda, jelatin ilk 6nce hizlaiser, sonra viskoz c¢ozelti

olusturmak tzere ¢ozundr.

2.4.1.Kollajenin ve Jelatinin Yapisi

Kollajenin aminoasit spektrumu %30 glisin, %22 lprose hidroksiprolin ve
%45’i diger 17 aminoasitin bikgminden olgur. Glisin ve prolin konsantrasyonunun
yuksek olmasi, kollajenin aminoasit Bilminin karakteristgindendir. Bu durum,
prolin-glisin-X dizisinin tekrarindan olwr. X-diger aminoasiti temsil eder. Dizinin

tekrari ve bglanma agcisi, kollajenin helikal yapisini aciklar.

Su an, spesifik fonksiyonlari olan 20 farkh kollajéilinmektedir. Birinci tip
kollajen, deri ve kemik yapisinin temel maddesinoldli bir proteindir. Diger
kollajen yapilari, ba dokularinda damar ve yemek borusu yapisinda bul@inci
tip kollajen, her biri yaklgtk 1.000 aminoasit iceren ve yalla 100.000 molekler
agirhkh alfa-zinciri birimlerinden olgan biyuk bir polimerdir. Bu protein gly-X-Y
dcli aminoasitlerinden ofur. X ve Y dger aminoasitlerdir. Fakat, yaygin olarak
prolin ve 4-hidroksiprolindir [ Bailey and Light989 ].

Jelatinin, duzgun, elastik, i1si-gerntumli jeller olgturmasinin en 6nemli
nedeni oldgu icin prolin-glisin-X yapisi énemlidir. Memeli jatini, molar olarak
yaklasik %22 prolin ve hidroksiprolin icerir, buna kdrk balik derisi jelatini
yalnizca %17 prolin ve hidroksiprolin icgiyle distk jellesme kapasitesine sahiptir.

Jelatinin birincil yapisinin bir ger 6nemi; belirgin miktarlarda bazik (%2,5
lysine, %5 arginine) ve asidik (%7,2 glutamic a®it%4,7 aspartic asit) aminoasitler
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icermesidir. Ayrica jelatinin alfa zinciri Uzerind@on-polar aminoasitler de

bulunmaktadir.

Kollajende, glutamic ve aspartic asitlerin %30%itamidseklinde bulunurlar
ve notral kollajenin izo-elektrik noktasi 9,2'dir.

OH
R—CONH, + OH, s, R—COOH + NH,

Jelatin olgturma prosesinde, asit amidleringgoasitlere dongtir ve jelatinin

izo-elektrik noktasi 9,2 ve 4,8 arasindgidi.

A tipi jelatin genel olarak alti aydan buyuk olna&yhayvanlarin kemiklerinden
uretilir ve capraz bz jelatin minimal diizeydedir. Kollajen, 80’ de, yaklaik
pH=4’te asidifikasyonla denatire edilir. Kollajesiire ve sicakia bal olarak

pl=7-9 civarinda jelatin vermek tizere bozunur.

B tipi jelatin ise genellikle inek-deri ve kemikieden Uretilir. Daha yg
hayvanlar kullanildiindan dolayi, kollajenin alkali ile 6n muamele euklsi gerekir.
Boylece, kollajendeki capraz #a yapilar hidroliz edilir ve pl dgerleri 4,8-5,2
oldugu 6nemlidir. Fakat daha cok jelatinin jel-glict @o strength) 6nemlidir.
Yuksek jel guct olan jelatinler (>200g bloom),sii olan jelatinlere gére cok daha

fazla su absorblama 6zgjine ve yiksek jel okturma sicakigina sahiptirler.

2.4.2 Jelatinin Ozellikleri

Jelatin zaten denattre bir protein @dugin, denaturantlardan hemen hemen
hic etkilenmeyen cok ilging molekller yapi 6zelikihe sahiptir [ Cole, 2001 ].

Jelatinin bu 6zellikleri 6zet olarak anlatiktr.
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2.4.2.1.Jelasyon ve Su BEama

Kollajen prolin ve hidroksiprolinin pyrrolidin hkhlarinin  bikulmesiyle
olusan, lifli bir ipe benzer alfa zincir sarmallarindareydana gelngibir proteindir.

———

Kollajenin Helikal Yapisi By&Light 1989

Sekil 2.7. Kollajenin Yapisi

Kollajen denatire oldiu zaman, alfa zincirlerinin helikal boélgeleri 3 hualy
su tutma glan olusturarak, kollajen heliksini yeniden ghururlar; bu da bildiimiz
jelatin jeldir. Bu jel oldukca elastik bir yapi gésdr. Ayni zamanda jel isi-geri
donsumladar. Fakat jelatinin bu 6zellikleri gosterebdsi, zamana tgh bir olaydir

ve jellsme yaklgik 16 saat icinde tamamlanir.
2.4.2.2 . Kopuk Olusumu

Cok sayida protein gibi jelatin de suda kivamstiwr ve jelatinin dier
proteinlere gére mikemmel bir koplk gtiwrma 6zellgi vardir. Bu 6zellginden

dolayi gida endustrisinde, 6zellikle dondurma vesmellow yapiminda kullantlir.
2.4.2.3.Emiilsufiye Ozellik

Protein zincirinin non-polar bdlumlerinden dolajglatinin yaglarla suyu
karistirma 6zellgi vardir ve bu 6zellik jelatini diilkk ygg karsimlarinda kullanma

imkani verir. Sicaklikla bozunan gl sit proteinlerinin yerine jelatin kullanilir.
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2.4.2.4 Kristalizasyona Kasi Kollaidal Koruma

Jelatin, kristalizasyonu engelleyen kolloid 6z@li sahiptir. Ozellikle
dondurma vesekerlerde, donma sirasinda cok iyi kristal saluyla bu 6zelfii
gozlenir. Jelatin stabilizasyonugar ve zamanla laktozun yay&ristallenmesiyle

kumlu, taneli yapi olgumu engellenmiolur.

2.4.3.Jelatin Uretimi

0 Asit prosesi (A tipi jeletin): 24-48 saat sureyle kollajen seyreltik HCL veya
H,SQ, ile 5°C’ de pH=4" de hidroliz edilir.

o Alkalin prosesi (B tipi jelatin): Hidroliz, [Ca(OH}] kullanilarak yapilir.
Kemik, deri temelli dsik temelli materyaller kullanilir. Alkali muamele

birka¢ haftalik stirede gercekieve kollajen yapi yawaa bolinar.

Jelatin ¢oOzeltisi ekstraksiyon prosesinden eldeiliredsonra yiksek
performansli ayiricilardan ¢ozeltide halen az mddebulunan ygari uzaklgtirmak
icin gecirilir. Mekanik temizleme filtrasyon yaprak tamamlanir. Bolgesel tuzlar
iyon dezistiricilerle uzaklagtirilir. Sonra jelatin c¢6zeltisi vakum evaporatddie
konsantre hale getirilir. Suyun bir kismi uzgkiialir ve jelatin konsantrasyonu %5’
den %30’a arttirling olur. Bu saflatirimis ve konsantre jelatin, daha sonra guvenlik
nedeniyle, ytksek-sicaklik muamelesi ve Ozefusacularda katilgirma glemi
yapilarak sterilize edilir. Sonra delici disklergeeslenme ve afieye benzer forma

getirme glemi yapilir ve jelatin parcalari kurutulur [ E.ric2002 ].

2.4.4 Jelatinin Kullanim Alanlari

Jelatin ila¢c endustrisinde ¢ok geniygulama alanina sahiptir. Hazirlanmasi
kolay oldygundan biyomedikal uygulamalarda, biyomateryal daualanilir. Jelatin
sulu ¢ozeltilerde ¢ozundr olgundan dolayi, uzun sureli biyomedikal uygulamalarda
kullanilabilmesi icin capraz Iggnmasi onerilir. Boylece mekanik ve 1s1 karaglli

artinlmis olur. Kimyasal capraz lgayicilar arasinda en genkullanim alani olan
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glutaraldehittir. Glutaraldehit’ in aldehit gruplate polypeptit zincirinin lysine ve
hydroksilysine aminoasitlerinin serbest amino gaupkeaksiyona girer ve capraz

baglanma reaksiyonu gercekle[Bigi, et al. 2001 ].

Jelatinin bir ilag tgryici matrix olarak kullaniimasinin nedeni; kollagken
uretim yontemine bz olarak deisen, dgal elektriksel yapisindandir. Orgie,
alkalin proseste kollajenin amid gruplarinin hidzifle olusan jelatinde karboksil
gruplari ygundur, bu nedenle jelatin negatif yakladar. ( EB ) Buna kanlik asit
prosesinde, kollajenin amid gruplariyla reaksiyoaha az oldgundan olgan
jelatinin izoelektrik noktasi kollajenle aynidirgér tginacak protein ila¢ asidik ise,
izoelektrik noktasi 9,0 olan bazik jelatin tercitile. izoelektrik noktasi 5,0 olan
asidik jelatin ise bazik protein ilaclar icin kutldir. Ayrica jelatin biyo-guvenilir bir

matrix oldugu i¢in bu uygulamalarda tercih edilir [ Tabata letl&98 ].

Jelatinin aldehitlerle muamele edilerek yapilapddleri ¢c6ziinemegdinden,
ilacin saliverilmesi yawatilir. Ayrica capraz h#ayici reaktif ile ila¢ arasinda
istenmeyen reaksiyonlar ve toksik etkiler glhilir. Sekerler veyaseker tirevi
bilesikler ve oksitlenmyg polysakkaritlerin jelatini ¢gapraz Biayici olarak kullanimi

daha uygundur [Cortesi et al. 1999 ].

Jelatin, formaldehit ve glutaraldehit ile capr bglanarak ¢Oziinemez
yapilabildginden mikrobial hiicre ve enzimlerin immobilizasyada tercih edilen
bir matrixtir. Jelatinin capraz Bknarak kullaniimasi mekanik karargini arttirir ve
entrapment (hapsetme) yontemi kullargldda difizyon dengesi gar [Alteris et
al. 1990 ]. Jelatin ve alginat kstirilarak yapilan immobilizasyonda bead’ lerin
porlari kontrol edilebilir [ Tsai et al. 1998 ].ld@n beadlerinin porlari alginat ile
kontrol edilerek ve GTA ile capraz glanarak E.coli hiicreleri 6-aminopenicillanic

asit Uretimi icin immobilize edilnstir [Norouzian, et al. 2002].

Jelatini capraz l@ayan glutaraldehit ve formaldehit reaktiflerindegapraz
baglama 06zellgi acisindan- en iyisinin glutaraldehit ofglukanitlanmgtir. GTA ile
capraz bpglanan jelatin filmleriyle yapilan immobilizasyondaaktivitenin
formaldehite gore daha iyi olgu bulunmytur [Ray et al. 1995]. Jelatinle
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immobilizasyon capraz lgayici reaktif kullanmadan, organik solventte kéarar
hidrojeller olgturularak da yapilabilir [ Hedstrom et al. 1998 |.

Biyosensor yapiminda, enzim elektrotlarinin hammasinda da jelatin
kullantlir. Enzim, jelatin ve GTA kullanilarak imrbdize edilir ve elektrot
yapiminda kullanilir [Srivastava, et al. 2001] [Alkyaz ve Dinckaya, 1999].

2.5.Nsasta

Nisasta, butin y@ bitkilerin drettigi ve depoladii enerji kayngidir.
Kloroplastlar ve amyloplastlar gibi 6zel organeadlerkticik granudller (1-1Q0n)
seklinde depolanir. Bu kucik beyaz granullergido suda ¢ozinmez. Mista
grandlleri, buttn bitki kaynaklarinda tirden tuegiden fiziksel 6zelliklere ve farkli
Olcllere sahiptirler. Kimyasal 6zellikleri ise bgiin farklihklar géstermez. Bazi
nisastalar, 6rn@n patates az miktarda (% 0,2) kovalenglb&osfat icerir. Fakat bu
fosfat ngastanin fiziksel 6zelliklerinde ©6nemli bir gleiklige neden olmaz ve

hidrolizini etkilemez.

CH,OH CH,OH H,OH H,OH
o) o) o} 0
OH
....... OH O OH O OH O | O
OH OH OH OH

Sekil 2.8.Nisastanin Amiloz Bilgeni

Nisasta,a-(1—4) ve dallanma noktalarinda-(1—6) glukozidik bglariyla
baglanms D-glukoz monosakkaritlerinden almus bir polimerdir.Sekil 2.8.)
Amiloz ve amilopektin olarak adlandirilan iki bienden olgur. Amiloz, D-glukoz
molekdllerinin a-(1—4) glikozid balariyla olwturduklari diz yapida bir
molekuldur. Molekul girliklari birka¢ binden 500.000’e kadargigr. Amiloz suda
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tamamen c¢ozunemedlihalde, hidratlegmis miseller olgtururlar ve bu misellerde
polisakkarit zinciri proteinlerdeki gibi sarmal ygp sahiptir.

Amilopektin ise dallanmgi yapida bir polimerdir. §ekil 2.9.) Dallar 24-30
glukoz uzunlgundadir ve riastanin kayn@ana goére dgisebilir. Zincir omurgaso-
(1—4) dglikozid balariyla olwur ve dallanmalara(1—6) glikozid ba&lariyla
meydana gelir. Amilopektin de kolloidal veya miseficzeltiler olgturur ve

amilopektinin molekdl girli g1 bir milyona kadar ¢ikabilir.

CH,OH CH,OH H,OH H,OH
0 0 0 o)
OH OH
....... : o’ \OH /N \OH /N \! o
OH OH

OH OH \
CH,OH CH,OH CH, CH,0H
0 0 0 0
OH OH OH
....... /<O;'>\O O/<;'>\O/<A:'>\O
OH OH OH OH

Sekil 2.9.Nisastanin Amilopektin Bilgeni

2.5.6.Maltodekstrin

Jelatinlemis nisastanin a-amilazla hidroliz edilmesiyle maltodekstrinler
meydana gelir. Hidroliz bu noktada durdurulup udrsaflastirihr ve kurutulur.
Maltodekstrinler (DE 15-25) maltoz, maltotrioz, nwdétraoz, maltopentaoz vs.'den
meydana gelmi tatll olmayan sakkaritlerdir. Dolgu, kararhlik vegapskan
Ozelliklerinden dolayr gida endustrisinde ¢ok gekullanim alanlari vardir [Wang
and Wang, 2000].
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2.5.7.Glukoz

Tabiatta en bol bulunan monosakkarit, alti karbobir seker olan D-
glukozdur. Dger butiun seker molekilleri D-glukozdan tureghtr ve canlilarin
binyelerinde bulunan polisakkaritlerin  tamamina 1gak bu molekdlin
polimerleridir. Glukoz pek ¢cok organizma icin enylik enerji kayngidir ve d@ada
¢ssitli polimerik hallerde bulunur. (Selliloz, gaista ve glikojen). Selililoz vesasta
yuksek bitkilerde Uretilir, glikojen ise hayvanlardtemel seker deposu olan

polimerdir.

Butin basit monosakkaritler gibi glukoz da beyaistht yapidadir, suda
kolay cozunur ve tathdir. Glukoz, endustridesastanin hidroliziyle elde edilir.
Fermantasyon urlnlerinde glukoguruplari kullanilir. Ayrica glukoz, fruktoz

suruplarinin dretiminde de kullanilir.

2.5.8.Nsastanin Hidrolizi

Nisasta, glukoz birimleri arasindaki glikozid gharinin asit veya enzim
kullanarak koparilmasiyla hidroliz edilir. §dista endustrisinde, glukoz ve fruktoz

suruplarinin maltodekstrinden tretimindgastanin hidrolizi bayik 6nemsia.

Nisastanin asit ile hidrolizinde; gasta asit ile muamele edilerek pH yakka
2’ ye disurulerek reaktorde basing ve sicaklik ayarlanaidkohz gerceklgtirilir.
Asit ile hidrolizin, reaktdorde sasnmaya neden olma, c¢ozeltide renk stlwmma,
notralizasyondan sonra tuz glumu, i1sitma igin daha fazla enerji gerektirmesi ve

ariin olumunun kontrol edilememesi gibi dezavantajlari vard
Nisastanin enzimatik hidrolizi 3amada olgur:
1. Jelatinlame 2. Swvilsstirma ve 3. Sakkarifikasyon
Jelatinleame, niastanin su ile isitilarak enzim ile sigtlamaya hazirlangh

adimdir. o-amilaz ilave edilir ve sicaklik 108C’ de 5 dakikada gastanin kismi

sivilastirmasi yapilir. Sicaklik 90-108C’ ye disurilerek 1-2 saat siireyle enzimin
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reaksiyonlarini tamamlamasi g&nir. a-amilaz ngastadaki a-(1—4) baglarinin
hidrolizini yapar [Nielsen and Borchert, 2000], ifelviskozitesi hizla azalir ve
maltodekstrinler olgur. Maltodekstrinlerden (DE 15-25) glikoamilaz yadamilaz
kullanilarak sakkarifikasyonla ileri hidroliz Grieni Uretilebilir. B-amilaz, pullulanaz

enzim kargimlari uygulanarak okan trin icerikleri kontrol edilebilir.

DE = Dekstroz Fitli gi ( Dextrose Equivalent )ndirgenseker miktarinin ( glukoz )
toplam karbohidrata oranidir. Hidrolizin derecesdirgen seker miktarindaki ar

ile 6lcular.

2.6.Glukoamilaz

Glukoamilaz (GA) [ amiloglukosidaz (EC. 3.2.1.3) gndustride gastanin
glukoza hidrolizinde kullanilan bir exo-enzimdirigista ve ilgili oligosakkaritlerin
indirgen olmayan uclarindao-(1—4) ve a-(1,—6)-glukozidik balarini hidroliz
ederek B-D-glukoz birimlerini agga c¢ikarir. Aspergilli tirlerinden elde edilen
glukoamilazlar iki dgal formdan meydana gelirler; G1 ve GRspergillus niger’
den (Ala-1-Arg-616) elde edilen G1 O-glikozilgdanma bdlgeli bir riasta bdlama
ve bir katalitik bélgeden meydana gedtiri [Christensen, 2000]. G1' in molekdl
agirhgl 82500’ dur. G2 formunda gasta bglanma bolgesi bulunmaz vesasta
hidroliz aktivitesi G1’ e gbre daha gliktir. Fakat her iki formun da oligosakkaritleri
hidroliz aktiviteleri aynidir. Inaktivasyon Kkinetdei de benzerdir, yalniz G1
molekiilii bir adimda geridésiimsiiz acilirken (aktivasyon enerijisi 253 kjijoG2
ise iki adimda geridoiimsiuz acilir (aktivasyon enerjileri 208 ve 289 Kiho
[Polakovic and Bryjak, 2002].

Aspergillus awamoriX100’' den elde edilen GA’ nin Bkayici ve katalitik
bélgelerinin - G¢  boyutlu yapisi  bilinmektedir. A.awamori ve A.niger
organizmalarindan elde edilen glukoamilazlarin arasgit dizileri %95 benzerlik
gosterir ve iki glukoamilazin katalitik bolgelerarkhlik géstermez [Christensen,
2000].
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Glukoamilaz, njastanina-(1—4) baglarinin yanindaa-(1—6) balarini da
hidroliz etme yetengnden dolayl njasta endustrisindeki 6nemi buyuktir. Glukoz
uretiminde, glukoamilaz biyoreakttresastanin maltodekstrinlere par¢calanmasindan
sonra ilave edilir. Enzim, maltodekstrinlerin tamam glukoza hidroliz eder.
Nisastanin enzimatik hidrolizinde dikkat edilmesi deme husus glukoamilaz
basamaginda ortamin pH nin ve sicagln distralmesidir ( pH=4,5 60°C ).
Glukoamilazin termostabilitesioa-amilaza gore daha gliktir. Bu nedenle

glukoamilazin proseste immobilize olarak kullanigman 6nemi artmaktadir.

2.6.1.Glukoamilaz ile Yapilan Calsmalar

Gida endustrisinde geniuygulama alani olan GA’ In yiksek maliyeti
nedeniyle kullanimi guctenektedir. Ayrica, enzim reaksiyon Uriinlerinden kblda
ayrilamaz ve drinin eldesi zofla GA, bu sebeple gili yollarla immobilize

edilmigtir.

GA, iyonik ve iyonik olmayan matrixlere tutunmaofption) ile immobilize
edilmistir. Enzimin matrixe tutunmasi enzim miktarina, mat tipine ve
immobilizasyonsartlarina bghdir. Bu amacla alti farkli iyon-gestirici matriks
kullaniimis ve maksimum tutunma Stirosorb MKhDE-100 ( monakidretileter ile
capraz bgh stiren ) ile pH=5 ve 2-4C’ de elde edilmjtir. Immobilize GA igin
optimumsartlar; 65-72C ve pH=4,0-5,5 dir ve immobilizasyon geri dgdinludur
[Ruadze, et al. 2001]. Bangi¢c enzim aktivitesi 3000 U, immobilizasyondamiz
enzim aktivitesi 2816,5 U/g matriks olarak bulurstowm.

Bir baka adsorpsiyon orgende, GA hichir capraz Igayici reaktif
kullanmadan aktif karbon Uzerine adsorbe edilme dextrinlerin hidrolizinde
kullaniimistir. immobilize GA, serbest enzim ile kaastirildiginda %90 aktivite
gostermg ve optimum sicaklik immobilize ve serbest enzinm igirasiyla 60 ve

70°C’ dir. Bu sistemde de immobilizasyon geridéimnliidir [Rani, et al. 2000].

Glukoamilazin alginat'a kar, nisasta bglanma boélgesinden kaynaklagdi
tahmin edilen bir afinitesi vardir. GA’ nin bu 06kgl Aspergillus niger den

hazirlanmasi sleminde kullanilir [Teotia, et al. 2001]. Glukoaa#ln alginat ile
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immobilizasyonu, enzimin kalsiyum-alginat beadlden kacmasi stz konusu
oldugundan ek bir gdem yapmadan bitiriimez. Bir ¢amada, kalsiyum-alginat
beadlerinde immobilize edilen GA’ nin beadlerdergikal engellemek amaciyla
beadler quatenize poly(etilenimin) ile kaplagim 10 tekrarlanan reaksiyon sonunda

enzim aktivitesinin %65’ ini korumgiur [Tanaka, et al. 1984].

Glukoamilaz, gozeneksiz polystiren/poly(sodyumestisilfonat) (PS/PNaSS)
mikrokurelerine adsorbe edilerek immobilize editmi 10 dakikada %70

adsorpsiyon, 90 dakikada ise %90 adsorpsiygtasastir.

Enzim aktivitesinin, kullanilan matrix ve enzimktarina bl olarak %30-80
arasinda oldgu bulunmutur. Aktivitedeki azalmanin nedeni; matrix yuzeyakd
sulfonatlar ile enzim arasindaki etkilein yogun olmasidir [T.Oh and Kim, 2000].

Aktif gruplar iceren magnetik poly(stiren) partlldii Gzerine, tek adimda
glukoamilaz enzimi immobilize edilgtir. Termal kararhlik, pH etkileri, kinetik
parametreler ve immobilize GA’ In aktivasyon erlerjibelirlenmg ve serbest GA
ile kassilastiriimistir. Iimmobilize GA’ In serbest enzime gore aktivitesi %did ve
yarl dmri 190 saattir (serbest enzim: 33,8 saat}ikeller magnetik 6zelliklerinden
dolay! reaksiyon ortamindan kolaylikla ayrilirlag fluidized-bed reaktérde magnetik
alan uygulanarak stabilize edilebilirler [Bahar@elebi, 1998].

Glukoamilaz, invertaz ve sellobiaz enzimleri jeigpartiklleri Gzerine GTA
kullanilarak baariyla immobilize edilmgti. Bu yoOntem, jelatin-entrapment
immobilizasyonu ile birlikte kullaniimtir. GA ve invertaz enzimleri birlikte
kullaniimis, enzimlerden biri entrapmentggiri jelatin parcalarinin yizeyine GTA ile
immobilize edilmgtir. GTA konsantrasyonu ve enzim kaplama suresiingliezin
aktivitelerini etkilemektedir [Kennedy and Kalogki®1984]. Bu ¢calkmaya benzer
bir calsmada, GA jelatin-entrapment ve yuzeyeglama yontemlerinin her ikisi
kullanilarak immobilize edilngi ve a-amilaz ile indirgenmi nisasta kullanilarak

reaksiyonlara etkisi incelengtir [Kennedy, et al. 1985].

GA, Amberlit IRA-904 (zerine adsorbe edilerek demobilize edilmgtir.
Nisasta, dekstrin ve maltoz igcin enzim aktivitesinekilshginda sirasiyla %2,2
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%22,3 ve %28 olarak bulungtur. Aktivitenin dizik olmasinin nedeni Amberlit’ in
por buyukligine (ortalama 375 %) baslanmstir [Balakumar, et al. 1998].

Epoksid, izosiyanat, asid klorir ve karboksilikdaige aktive plastik matrixlere
glukoamilaz ve a-amilaz enzimleri ayri ayri kovalent immobilize ki ve
optimum sartlar belirlenmgtir. En ylksek enzim lganma yuzdesi ve aktivite
isocynate-aktive matrixte elde ediktii. Bu deserler ise yalnizca %4 ve 28,0 Ug
tur [Roig, et al. 1994].

Selulozun, periyodat ile oksitlenmesiyle @n dialdehit seltlozun aldehit
gruplarinin glukoamilazin amino gruplariyla reaksiy sonucu kovalent Bar
olusturulmus ve enzim immobilize edilngtir. Bu calsmada immobilize ve serbest
enzimin optimum pH’ lari sirasiyla 3,0-5,0 ve 3,8-blarak bulunmgtur. Optimum
sicaklik immobilizasyondan etkilenmegtii ( 60-65 °C ). Immobilize enzimin
aktivitesi ilk 7 batch’ de, hdanmadan kalan enzimin uzakftaasindan dolayi

azalms, sonra %36’ da sabit kalgtur [Varavinit, et al. 2001].
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.Gerecler

3.1.1.Kullanilan Maddeler

Tablo 3.1. Deneyde kullanilan kimyasal maddeler

ADI UREICI FIRMA KATALOG NO
Jelatin (200 bloom) PB Gelatine Nr.30003561
Glutaraldehit Merck 8.2063.1000
Kalsiyum Asetat Merck 1.09325.0500
Sodyum Asetat Merck 1.06265
KoHPOy Fluka 60353
Asetik Asit Merck 1.00056
HCL Merck 100.32500
NaOH Fluka 71692
Sodyum Azid Merck 1.06688.0250
D-(+) Glukoz Sigma G-8270
Maltodekstrin 20 Avebe
a-naftol Sigma N-1000
H,SOy Sigma 732.2500
C,HsOH Merck 1.00030
Asetonitril Merck 13.2500
Polyetilenglikol 2000 Merck 8.17020.1000

Whatman K5 TLC Plaka 4850-820
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3.1.2.Kullanilan Aletler

Tablo 3.2.Deneyde kullanilan cihazlar

ALET IN ADI

Densitometre (Bio-rad GS 670)
Hot plate
Magnetik Karstirici, Heidolph MR 3003

PH Metre, ino-Lab Level 1

3.2.Enzim

Aspergillus niger den elde edilen glukoamilaz, Novo Nordisk firmasi
tarafindan hediye edildi. Enzimin optimum pHgde 4.5, optimum sicak} 60 °C’
dir. enzimin ygunlugu 1,2 g/mL ve aktivitesi 300 AGU/mL olarak belinilstir.

AGU ( One Novo Amyloglucosidase Unit ) gbi, agagidaki standargartlarda

dakikada 1 mikro-mol maltozu hidroliz eden enzinktail olarak tanimlanngtir.

SUDSHAL ... maltoz
SICAKIK. ..o, 25°C
PH e 4,3 (asetat tampon ¢ozelti)

Reaksiyon SUreSi........coeeeeeevevvvennnnnns 30 dakika
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3.3.YOntem

3.3.1Ince Tabaka Kromatografisi ile Glukoz Tayini

Reaksiyon sonunda alinan ve seyreltilen ornekldndenHamilton siringa
kullanilarak Whatman K5 TLC plakalarina damlatiie 85:15 (v/v) oraninda
asetonitril-su iceren cozelti yiritme sistemi dkaraullanildi. Yarutme glemi
tamamlandiktan sonra, sa¢ kurutma makinasi ileaplakrutuldu. TLC plakalar
renklendirme cozeltisine daldirihp, 11%’ de isitiimg termoplate Uzerinde 10
dakika 1sitildi. Renklendirme c¢ozeltisi plaka Umdaki karbohidratlari gérinir hale
getirmek icin kullanilir etilalkole silfurik as{@05 v/v) vea-naftol (%0,5 w/v) ilave

edilerek hazirlanir.

3.3.2.Glukoamilazinimmobilizasyonu

3.3.2.1.PGA Cozeltisinin Hazirlanmasi

GTA cozeltisine (20mL, %25), NaOH (600uL, 1M) chise ilave edilerek
pH=10,5" e ayarlanarak yarim saat karildi. Daha sonra nétralizasyonugkanmak
amaclyla 1 M HCL cozeltisinden 60Q0L ilave edildi. Olgan PGA c¢o6zeltisinin
yuzdesi %23,58’ dir.

3.3.2.2Jelatinlerin Aktivasyonu

Jelatin (2g), 10 mL PGA c¢o0zeltisi ve;lIHPO, tampon ¢ozeltisinden (25mM,
pH=8) 10mL ilave edilerek 15 dakika oda sicgkida magnetik kagtiricida
karstirildi. Karistirma slemi tamamlandiktan sonra jelatinler, distile siyikandi.
Jelatinler bekletiimeden, 10mL %25 GTA ve 10mL sadyasetat tampon ¢ozelti
(256mM, pH=6) iceren kayima ilave edilerek 50°C’ de yarim saat sureyle
karstirildi. Stre sonunda jelatinler 6nce distile sapra sodyum asetat tampon

cOzeltisi ile yikandi.
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3.3.2.3.GA’ nin Jelatin Uzerineimmobilizasyonu

20 mL sodyum asetat tampon c¢oOzelti (25mM, pH=6)mL PEG (%25)
cOzeltisi, 10 mg jelatin, %23,58" lik PGA ¢oOzeltisien 170uL (karisimdaki orani
%0,2 olacaksekilde), 50uL GA enzimi ve 2 gram aktive edilgiijelatin ilave
edilerek, oda sicalginda (25C) 200 rpm hizda magnetik kgtiricida yaklaik 20
saat kagtirildi. Daha sonra jelatinler tampon ¢ozelti ilkandi ve kullanilincaya
kadar pH=4,3 25 mM kalsiyum asetat ¢ozeltisi gede, buzdolabinda bekletildi.

3.3.3.Sicaklik-Aktivite Deneyleri

Immobilize (2g) ve serbest enzim (50uL), kalsiyuratastampon cozeltisiyle
(25mM, pH=4,5) hazirlanan maltodekstrin (%5 w/v) zeldisiyle deisik
sicakliklarda (40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,°®0 5 dakika sireyle reaksiyon
gerceklatirildi. Reaksiyon sonunda alinan 10Q numune, icerisinde 90QL distile
su olansiselere ilave edilerek reaksiyonun durdurulmasi iihdakika kaynatildi.

Alinan numuneler TLC metodu ile incelenerek glukaiktarlari tayin edildi.
3.3.4.Ph- Aktivite Deneyleri

Immobilize (2g) ve serbest enzim (50uL), kalsiyunetas tampon ¢ozelti
(25mM) ile hazirlanan maltodekstrin (%5 w/v) ¢comaftde dgisik pH’ larda (3, 3.5,
4, 45, 5, 5.5, 6, 6.5, 7) 5 dakika sireyle reaksigerceklgtirildi. 5. dakikanin
sonunda alinan 100L’ lik numuneler, 900uL distile suya ilave edilerek 10 dakika
kaynatildi ve reaksiyon durduruldu. Numuneler TLEtaodu ile incelendi ve glukoz
miktari bulundu. pH 3 ve 6 arasindaki ¢ozeltilgniasetat tampon ¢ozeltisi, pH 6

ve 7 arasindaki ¢ozeltiler icin fosfat tampon c¢tigekullanildi.
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3.3.5. Km ve Vm Tayini

Serbest enzim (10pL) ve immobilize enzim (2g), kals asetat tampon
cOzeltisiyle (25mM, pH=4,5) dgsik konsantrasyonlarda ( %0,5, 1, 2, 3, 4, 5)
maltodekstrin c¢ozeltileriyle 48’ de muamele edildi. Reaksiyon siiresi, serbest
enzim icin 3 dakika iken, immobilize enzim icin hkikadir. Reaksiyon sonunda
alinan 100puL numune, iginde 450uL 0,1M NaOH buluggeye ilave edildi. 5
dakika bekletilerek reaksiyon durdurulduktan sod&0OuL 0,1M HCL numune

karisimi 1 mL’ ye tamamlanmgioldu. Glukoz miktari, TLC metodu ile tayin edildi
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4.SONUCLAR VE TARTI SMA

Bu calgmada, glukoamilaz yeni bir metod kullanilarak imntiab edildi.
Polyglutaraldehit ile aktiflgirilen jelatine, GA kovalent danarak immobilizasyon
gerceklatirildi ve % 85 aktivite verimi elde edildi.

Immobilizasyon teknikleri arasinda en etkili ola@mnzim ve matriks arasinda
kovalent bglar olusturmaktir. immobilizasyon gleminde dikkat edilecek iki nokta
vardir: 1. Bglanma reaksiyonu, enzim aktivitesinde azalmaya meolenayacak
sartlarda gercekigiriimeli. 2. Enzimin aktif bolgesi kullanilan retiken
etkilenmemeli. Kovalent @anma ile immobilizasyonartlari, fiziksel adsorpsiyon
ve iyonik ba&lanmaya gore daha karglgtir. Bu nedenle kovalent Benma,
enzimin aktif merkezini ve konformasyonal yapisiegistirebilir ve bunun sonucu
olarak enzim aktivitesinde kayiplar meydana gelebFakat, enzim ve tayici
matriks arasindaki gan guict oldukca yuksektir ve substratin varida ya da iyonik
siddeti yuksek ¢ozeltilerde enzim kagolusmaz.

Bir matrikse kovalent @ganma, enzimin katalitik aktivitesinde etkili olmay
fonksiyonel gruplariyla okmalidir. Eger, enzimin aktif boélgesindeki aminoasit

reziduleriyle inaktivasyon engellenirse yuksek ki elde edilir.

Glutaraldehit miktar fazla olgunda, enzimin amin gruplarina gadjizel
baglanmaya bglar ve enzimin Uc¢ boyutlu yapisini ggirerek aktivitesini
kaybetmesine neden olur. @ali bir immobilizasyon icin aldehit gruplarinin
inaktivasyonunun en aza indiriimesi gerekimmobilizasyon sirasinda koruyucu
maddelerin eklenmesi, enzim molekillerinin karadimasini sglar [Chae, et al.
2000].

Bu calsmada, enzimin kararlgini artirmak amaciyla immobilizasyon
ortamina az miktarda jelatin ¢6zinerek ilave edilve PEG eklenmngtir. Enzim
immobilizasyonu sirasinda protein ilavesi enzimiarakliligini artirir. Enzim
kararhhgini artirmada kullanilan bir ger bilesik ise polietilenglikol (PEG) dir.
[Rocha, et al. 1998] [Chae, et al. 2000]. PEG’ anutna etkisi icin birka¢ aciklama
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mevcuttur. Bunlar; PEG’ in uzun zincirli yapisindaolayr enzimin ¢ boyutlu
yapisinin bukilmez ofudur. PEG kismi hidrofobiktir ve enzimin hidrofobik
aminoasit reziduleriyle etkifg. PEG’ in ilave edilmesi, enzim molekdlinin
hidrofobik bélgesinden su molekdllerinin ¢ikariinrees neden olur ve bdylece enzim

daha dayanikh ve bukilmez olur.

Normal sartlar altinda enzimin d@l ve aktif (¢ boyutlu yapisi, aminoasit
rezidulerinin birlgmesiyle olgur ve hidrojen bgari, hidrofobik etkilgimler, van
der Waals kuvvetleri ve iyonik etkienler gibi farkli kovalent-olmayan guclerin
dengesiyle i¢ boyutlu yapi korunuimmobilizasyon glemi sirasinda, koruyucu

maddelerin ilave edilmesi bu yapinin korunmasi ayhadir.

Glutaraldehit, proteinlerin aminogruplariyla gebir pH aralginda reaksiyon
verir (= pH 3 ). Reaksiyonlar pH 7 ve 9 afahda geridonglimsiiz meydana gelir.
GTA, bazik sartlar altinda aldol kondenzasyonungrayarak aldehit polimerleri
olusturur ve bu polimerlerin proteinlerle, kararli Sitthazi olisumu yoluyla ya da
bir Michael katilmasiyla vergdi reaksiyonlar geri-donfiimsuzdir ve bu noktada
rezonans ile hakararl olur, bdylece asit kararfili da aciklanabilir [Okuda, et al.
ile aktive edilmg jelatinler Gzerine enzim immobilize edifginde, protein ve GTA
arasindaki reaksiyon gerid&iimli  oldgundan, enzim aktivitesinin - buyuk

cogunlugunu kaybeder [Ray, et al. 1995].

Bu calsmada, jelatin partikilleri PGA ile aktive edifdliicin jelatine bglanan
glukoamilaz grafik 4.1 ve 4.2’ de goruilgiii gibi, 30 tekrarlanan reaksiyon ve 30 gin
boyunca aktivitesini korungtur.

Immobilize enzim uzun sureli olarak aktivitesini koraktadir: 60 gin
sonunda aktivitesinin % 90’ n1 ve 90 gln sonuns@ aktivitesinin % 75’ ini

korumugtur.
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Grafik 4.2.Immobilize GA igin Gun-Aktivite grafii

Glutaraldehit’ in matrikslerin amino-gruplariylaeaksiyonu iki adimda
gerceklagir. Ilk 6nce, GTA matriksle ¢ok hizli reaksiyon verir neaksiyonun % 90’ |
bu ilk adimda gercekie. Karbon icergi hizla artar ve karbon atomlarinin, azot
atomlarina oraninin enyuksek ogduan, bu ilk adimdir. Reaksiyonun hizli adimi ilk
15 dakikada gercelkye. Bundan sonraki ikinci adimda, karbon igercok yava
hizla artar [Monsan, 1977]. PGA ile jelatinlerintiggsyonu 5, 10, 15 ve 20 dakika
sureyle yapildiktan sonragdir immobilizasyonslemleri desistiriimeden tekrarlandi

ve gagida gosterilen enzim aktiviteleri elde edildi:
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PGA ile reaksiyon suresi artarken, enzim aktivitesazalmasinin nedeni; reaksiyon
hava ortaminda yapilg@indan, aldehit gruplarinin oksidasyongramasi ve

Cannizzaro reaksiyonlari sonucu karboksilik gruplausumuyla aciklanir.

—#— soluble enzim
—®&— immobilize enzim
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Grafik 4.3.Serbest ve immobilize GA i¢in pH-Aktivite grafi
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Grafik 4.3° te immobilize ve serbest enzimin pHate grafigi
goriilmektedir. Immobilize ve serbest enzimin optimum pHgee 4 olarak
bulunmugtur. Immobilize enzimin aktivitesi pH=5 ve pH=7 arasingabest enzime

oranla daha iyi oldgu bulunmuytur.

Grafik 4.4" te immobilize ve serbest enzimin sidalektivite grafigi

gorilmektedir. Her iki enzim icin optimum sicakbk °C bulundu.
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Grafik 4.4. Serbest ve immobilize GA igin Sicakhktivite grafigi
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Grafik 4.5 te serbest ve immobilize glukoamila@ni Lineweaver-Burk grai

gorulmektedir. Serbest enzim i¢cin Km = %0,75 g wadkstrin/L , immobilize
enzim icin Km =%1,01 g maltodekstrin/L  olarak buhstur. Serbest ve
immobilize enzim igin Vm dgerleri sirasiyla 0,020 ve 0,016 (mmol Glc / geak.

enzim) olarak bulunmytur.
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Grafik 4.5.Serbest ve immobilize GA i¢in Lineweaver-Burk ggafi

Bu tez cagmasinda yeni bir immobilizasyon metodu kullanilaghkkoamilaz
yiiksek bir verimle (%85) immobilize edildimmobilize enzim uzun sireli olarak
(90 gun) aktivitesini korumaktadir. Elde edilen imioiize enzim enddistriyel olarak

glukoz Uretiminde kullanilabilir.
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