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OZET

Bu caligmada ticari bir enzim kangimi olan Pectinex Ultra SP-L, ticari
immobilizasyon matriksleri olan Eupergit C ve kalsiyum alginat kapsiilii ile
immobilize edilerek fruktooligosakkarit, galaktooligosakkarit, laktozsuz siit ve
glukoz tiretiminde kullanildi.

Aspergillus aculeatus’tan elde edilen Pectinex Ultra SP-L, endistriyel olarak
meyve sularindaki pektini pargalamak igin yaygin olarak kullamlan ticari bir enzim
kangmidir. Karnigimda, pektini par¢alayan pektinazin yaninda, poligalakturonaz,
ksilanaz, fruktoziltransferaz ve B-galaktozidaz da vardir.

Calisma ti¢ boliimden olugmaktadir. Birinci boliimde, Pectinex Ultra SP-L
fruktoziltransferaz Eupergit C lizerine % 96 aktivite verimi ile immobilize edilerek,
fruktooligosakkarit {iretiminde kullanildi. Immobilizasyon, enzimin optimum pH ve
sicakligim degistirmedi. Immobilize enzim +4 °C’de fosfat tampon g¢ozeltide (25
mM, pH 5.5) saklandiginda, 20 giin siiresince aktivitesini korudu. Eupergit C {izerine
immobilize enzim kullamlarak kesikli sistemde fruktooligosakkarit iiretildiginde
serbest enzime gore irlin bilesimi degismedi. Ikinci olarak, Eupergit C {izerine
immobilize edilen enzim siirekli sistemde kullamldifinda, segici olarak 1-kestoz elde
edildi. Ugtincti olarak, Eupergit C {izerine immobilize enzim kalsiyum aljinat
kapstillerinde  hapsedilerek  fruktooligosakkarit iiretiminde kullamldiginda,
fruktofuranozil nistoz olugmazken serbest enzimden daha fazla 1-kestoz ve nistoz

elde edildi.

Ikinci boliimde Pectinex Ultra SP-L B-galaktozidaz Eupergit C lizerine % 124
aktivite verimi ile immobilize edilerek, galaktooligosakkarit ve laktozsuz siit
tiretiminde kullamldi. Immobilizasyon, enzimin optimum pH ve sicakhgim
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saklandlgmda, 20 giin stiresince aktivitesini korudu. Laktozdan galakfongligosakkan
liretiminde, immobilize enzim kullanilarak serbest enzmden % 24 oraninvd’aw
fazla 6°-galaktozil laktoz elde edildi. ikinci olarak, immobilize enzim ile stirekli
sistemde ¢ig inek siitiindeki laktozun % 98’1 hidroliz edilerek laktozsuz siit tiretildi.

Son bolimde, ilk olarak Pectinex Ultra SP-L kangimimin glukoamilaz
aktivitesinin de oldugu bulundu. Pectinex Ultra SP-L glukoamilaz, Eupergit C
tizerine % 95 aktivite verimi ile immobilize edildi. Immobilize enzim kullamlarak
maltodekstrinden % 100 verimle glukoz elde edildi. Immobilizasyon, enzimin
optimum pH ve sicakhigim degistirmedi. Immobilize enzim +4 °C’de fosfat tampon
¢ozeltide (25 mM, pH 5.0) saklandifinda, 20 giin siiresince aktivitesini korudu.

Sonu¢ olarak bu ¢aliyjmada, immobilize Pectinex Ultra SP-L
fruktoziltransferaz, [B-galaktozidaz ve glukoamilazin ticari O6nemi olan
fruktooligosakkarit, galaktooligosakkarit, laktozsuz siit ve glukozun endiistriyel
tiretimlerinde kullanilabilme potansiyeline sahip olduklar: bulundu.



SUMMARY

Pectinex Ultra SP-L, a commercial enzyme preparation, was covalently
immobilized and wused for production of  fructooligosaccharides,
galactooligosaccharides, lactose free milk and glucose. Pectinex Ultra SP-L,
produced by Aspergillus aculeatus, has been used for hydrolysis of pectins in the
food industry. In addition to pectinase, Pectinex Ultra SP-L has such enzymes as
polygalacturonase, fructosyltransferase and p-galactosidase.

This work is composed of three chapters. In the first chapter, Pectinex Ultra
SP-L fructosyltransferase was covalently immobilized onto Eupergit-C and used for
production of fructooligosaccharides. Immobilization resulted in 96 % activity yield.
Optimum pH and temperatures were not affected by immobilization. Immobilized
enzyme retained its activity for 20 days without any decrease when stored at 4 °C.
Product composition was not affected by immobilization using Eupergit C in the
batch system, but 1-kestose was selectively produced in continious system. When the
Eupergit-C immobilized enzyme was encapsulated within calcium alginate capsules, -
1-kestose and nystose but fructofuranosyl nystose were produced in the batch .

system.

In the second chapter, Pectinex Ultra SP-L B-galactosidase was immobilized
onto Eupergit-C and used for the production of galactooligosaccharides from lactose
and lactose free milk. Immobilization resulted in 124 % activity yield. Optimum pH
and temperatures were not affected by immobilization. Immobilized enzyme retained
its activity for 20 days without any decrease when stored at 4 °C. Immobilized
enzyme produced 24% more 6’-galactosyl lactose than soluble enzyme. In the
continious system, 98 % of milk lactose was hydrolyzed using immobilized enzyme.



Immobilized enzyme retained its activity for 20 days without any decrease when

stored at 4 °C. Glucose was produced with 100 % yield from maltodextrins by using
immobilized enzyme in the batch system.

It was found that the immobilized Pectinex Ultra SP-L has the potential to be
used for the industrial production of fructooligosaccharides, galactooligosaccharides,

glucose and lactose free milk.
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1. GIRIS

Kompleks bir ekosistem olan insan kalin bagirsafinda, alinan besinlerin
yapisina, gegis Zzamanina ve pH’ya bagli olarak; 200 g feceste, 500 farkh tiire ait 10%
kadar bakteri hiicresi bulunabilir [McCarty and Rastall, 2003]. Bunlardan bazilari
(Omegin Clostridium difficile ve Escherchia coli K88) patojendir [Daniel Allen
Nadeau, 2000] ve enfeksiyon veya g¢esitli fizyolojik hastaliklara neden olurlar. Bazi
bakteriler ise (Omegin Bifidobakteri’ler ve Laktobasilus 'lar), insan saglifina olumlu
etkide bulunurlar [Gomes and Malcata, 1999], [Guarner and Malagelada., 2003].
Yapilan ¢ok sayida in vitro ve in vivo ¢aligma ile, Bifidobakteri ve Laktobasilus’
larin insan saglify {izerindeki olumlu etkileri ¢ok iyi tammlanmistir. Bu nedenle
gelismis tilkelerde, saglikh insanlardan izole edilen Bifidobakteri ve Laktobasiluslar
“probiyotik” olarak yogurt ve diBer siit {irlinlerine katilarak tiiketilmektedir
[Macfarlane and Cummings, 1999]. Probiyotikler, konak olan canlimn saghini,
onun bagirsak dengesini iyilestirerek, olumlu ybnde etkileyen, canli mikrobiyal gida
katkilar1 olarak tamimlanmaktadir [Tannock, 1999]. Probiyotik iceren yogurt, son
birkag¢ aydir iilkemizde de satilmaktadir.

Yaygin olarak kullanlan probiyotikler Bifidobacterium adolescentis,
Bifidobacterium  bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium cereus,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium thermophilus,

Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus casei’ dir [Gismondo et al., 1999].

Kalinbagirsak mikroflorasint  Bifidobakteri ve Laktobasilus’lann lehine
degistirmenin diger bir yolu da, “prebiyotik” olarak adlandirilan Gzel
oligosakkaritleri tiiketmektir. Prebiyotikler ince bagirsakta sindirilemeyen, segici
olarak kalin bagirsakta yagayan bazi Bifidobakteri ve Laktobasilus soylarim
gogaltarak konak’in saglig: tizerine olumlu etkiler yapan gida katkilar1 olarak
tammlanmaktadir [Gibson and Roberfroid, 1995]. Prebiyotik kavrami ilk olarak,

insan sagligna yararl etkileri olan Bifidobakteriler’in ¢ogalmasim saglayan iniilin ve
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fruktooligosakkaritler (FOS) igin kullamlmigtir [Gibson and Roﬁe;fgéi&, .19_95',]1;{]‘/‘_;

Prebiyotik olarak bilinen molekiiller, 2-20 kadar sakkarit blnm1 _igeren .. _"
oligosaklaritlerdir [McCarty and Rastall, 2003]. Arastwmalarn gogu indlin ve
fruktooligosakkaritler (FOS) iizerine yapilmisg olmakla ™ birlikte,
galaktooligosakkaritler ~(GOS), izomaltooligosakkaritler (IMO) ve ksilo-
oligosakkaritler gibi diger bazi sindirilemeyen oligosakkaritlerin de prebiyotik

dzelliklere sahip olduklari tespit edilmistir [Van Loo et. al., 1999].

FOS ve GOS’in karakteristik &zellikleri sunlardir: Oncelikle, agizda bulunan
ve dig gilirlimesine sebep olan Streptococcus mutans tarafindan substrat olarak
kullamilmadiklarindan dig giiriitmezler. Sindirim sisteminde kalin bagirsaga kadar
sindirilerek kana kangmadiklar1 i¢in kalorisizdirler. Bifidobakteriler igin 1iyi
substrattirlar fakat, Escherichia coli ve Clostridium perfingens gibi zararl1 bakteriler
i¢cin substrat degildirler. Kisa zincirli yag asitlerine déniigerek kalin bagirsaktaki
pH’y1 diigtirdiikleri i¢in patojen bakterilerin ¢ogalmasim inhibe ederler. Giinde 3-6 g
alindiklarinda, kalin bagirsakta istenmeyen enzimlerin ve toksik metabolitlerin
Uiretimini sués1yla % 41 ve % 45 oraninda azaltirlar. Zararli bakterilerin azalmasim
sagladiklar1 ig¢in patojenik ishali onlerler [Rivero-Urgel and Santamaria-Orleans,
2001]. Kalin bagirsak pH’sim diigtirerek kalsiyum ve demir minerallerinin emilimini
artirdiklar1 i¢in, kemik erimesini ve demir eksikligini Onlerler [Chonan and
Watanuki, 1995], [Van den Heuvel et al., 1999]. Kisa zincirli yag asitlerin
sentezlenmesi sonucu, bagirsaklarin peristaltik hareketleri ve ozmotik basingla
feces’in nem oram arttifindan kabizlik &nlenir [Mogensen et al., 2000], [Deguchi,
1997]. FOS ve GOS alinmasiyla sayilar1 artan bazi Lactobacillus acidophillus’lar
ortamda bulunan kolesterolii kendileri kullanarak [Gilliand and Walker, 1990] veya
diger bir kismi da kolesteroliin bagirsaktan emilimini inhibe ederek [Suzuki et al.,
1990] serum kolesterol konsantrasyonunu distiriirler.  Bifidobakteriler in,
prokarsinojen olan nitritleri ve nitrozaminleri uzaklagtirarak kolon kanserini
Onlemelerini saglarlar [Gomes and Malcata, 1999]. FOS ve GOS ayrica, B1, B2, B6,
B12, nikotinik asit ve folik asiti sentezlerini uyarirlar [Rivero-Urgel and Santamaria-
Orleans, 2001].



1.1. Siikroz

Siikroz, bir glukozun a(1—2) glikozidik bagi ile bir fruktoza baglanmasi
sonucu olugan bir disakkarittir ($ekil 1.1). Siikroz dogal ve ekonomik bir tatlandiric
olup, ¢ofu sebze ve meyvelerde bulunur. Endiistriyel liretimi geker kamisi ve geker
pancarindan yapilmaktadir. Masa gekeri olarak kullanilmasimin yaninda, gida
iiretiminde tatlandirici ve koruyucu olarak kullanilir. Bir maya enzimi olan invertaz
tarafindan ayngstinlarak invert gsekere (glukoz ve fruktoz karigimi) doniigtiiriiliir.
Ayrica fruktoziltransferaz ile fruktooligosakkarit iiretiminde substrat olarak
kullanilmaktadir. Afizda bulunan Streptococcus mutans bakterileri tarafindan
dextran polimerinin olusumunda substrat olarak kullamldifindan dis ¢lirlimesine
neden olur. Ince bagirsakta bulunan siikraz enziminin etkisi ile glukoz ve fruktoza
ayrigarak kana karigir ve viicutta metabolize olarak gigmanlifa neden olur.
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Sekil 1.1: Stikrozun molekiil yapisi



1.2. Fruktooligosakkaritler (FOS)

FOS prebiyotik 6zellik gésteren dogal sekerlerin en &Snemlileridir. Bagta,
Kudiis Enginari, bugday, sogan ve sarimsak muz olmak {izere, gogu sebze, meyva ve
tahillarda bulunur [Campbell et al., 1997]. Baz1 mikroorganizmalar da FOS
iretmektedirler. FOS, mikrobiyal fruktoziltransferazlarin siikroza etkisi ile veya ug
kisminda bir glukoz bulunduran bir fruktoz polimeri olan inulinin hidrolizi ile
tiretilmektedir. FOS baglica, siikroza (GF) B - (2—1) bag: ile bagh fruktoz birimleri
iceren 1l-kestoz (GF;), nistoz (GF3;) ve fruktofuranozil nistoz (GF,)’den
olugmaktadir(Sekil 1.2). FOS’in tatlilik oranlari siikrozdan daha azdir. 1-kestoz,
nistoz ve fruktofuranozil nistoz’un stikroza gére bagil tatliliklar: sirasiyla % 31, 22
ve 16°dir [Yun, 1996].
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Sekil 1.2: FOS’in molekiil yapisi. Gle: glukoz, Fru: fruktoz (n= 1-3).



1.3. Laktoz ¢
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Laktoz siitte yaklagik olarak % 5 (w/v) oraninda bulunan dogal bir gekerdir
[Mateo et al. 2004]. -Galaktozun glukoza B (1—4) bag ile baglanmas1 sonucu
olusmustur (Sekil 1.3). ince bagirsakta bulunan laktaz enziminin etkisiyle, galaktoz
ve glukoza ayrigarak kana karigir ve metabolize olur. Bazi insanlarda laktazin
olmamas: laktoz intoleransim ortaya ¢ikarir. Laktoz ince bagirsakta sindirilmeden
kalin bagirsafa gecerve burada fermentasyon sonucu ¢esitli gazlara ve laktik asite
déniigerek ishal, gigkinlik ve karin agris1 gibi rahatsizliklara neden olur. Laktoz
intolerans:, dogustan gelen genetik bozukluk, sonradan gelisen genetik mutasyon
veya ilerleyen yagla birlikte laktaz aktivitesinin azalmas: gibi sebeplerden olusabilir.
Laktoz intolerans1 Afrikali ve Cinlilerde yaygindir [Petzelbauer et al, 2002].
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Sekil 1.3: Laktozun molekiil yapis:



1.4. Galaktooligosakkaritler (GOS)

GOS, laktoza galaktoz transferiyle elde edilen oligosakkaritlerdir ($ekil 1i4).
- Cok sayida PB-galaktozidaz izole edilerek saflagtinlmig ve GOS iiretiminde
kullanilmigtir [Mozaffar et al., 1984], [Onishi and Tanaka, 1995]. Genel olarak, GOS
tiretiminde verim diigliktiir. En yiiksek verim (% 38, w/w), termostabil enzimler
kullamlarak 70-80 °C sicakhklarda elde edilmigtir [Del-Val and Otero, 2003].
Giiniimiizde, endiistriyel GOS iretimi kesikli sistemde yapilmaktadir. Gida
endiistrisindeki artan talep iizerine GOS iretiminde verimi artirmaya y&nelik
¢aligmalar yogunlagmigtir. Bu nedenle, GOS’in siirekli liretimi i¢in gok sayida
immobilizasyon ¢aligmasi yapilmaktadir [Shin et al., 1998], [Sheu DC et al., 1998].
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Sekil 1.4: Galaktooligosakkaritlerin molekiil yapisi (n = 1- 4).



1.5. Maltodekstrinler

oligosakkaritlerdir (Sekil 1.5). Maltodekstrinler tagiyici sistem, sekil verici, yag
substitute, film olugturucu, bayatlamayr &nleyici, sprey kurutmaya yardimei,
donmadan koruyucu, kristallesmeyi 6nleyici ve besleyici 6zelliklerinden dolayr gida
endiistrisinde sik¢a kullamlir. Maltodekstrinler kurutulmug toz veya konsantre sivi
formlarinda bulunur. Degigik molekiil agirliginda ¢ok sayida maltodekstrin

kanigimlari ticari olarak iiretilmektedir.
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Sekil 1.5: Maltodekstrinlerin molekdil yapisi (n = 1-20)

1.6. Glukoz

Glukoz, 6nemli karbonhidratlardan biridir (Sekil 1.6). Nisasta, glikojen, seliiloz
ve dekstran glukozdan meydana gelen dogal polisakkaritlerdir. Insan diyetinin biiyiik
bir boliimiinii serbest veya polimerlegmis glukoz olugturur. Glukoz endiistriyel olarak
nigastanin a-amilaz ve glukoamilaz kullanilarak hidroliz edilmesiyle iiretilip gida ve
ilag endtistrisinde yaygin olarak kullanilir,
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Sekil 1.6 : Glukozun molekiil yapisi

1.7. Fruktoziltransferazlar (FTYS)

Fruktoziltransferazlar (EC.2.4.1.9), siikrozdaki fruktoza, 1-3 adet fruktoz
transfer ederek, fruktooligosakkaritleri olugtururlar (Sekil 1.7). Fruktoziltransferazlar
Kudiis Enginan, sogan, bugday, kuskonmaz, geker pancari, gibi bitkilerden ve
Aspergillus sp., Aureobasidium sp. Arthrobacter sp., Fusarium sp. gibi bakteri ve
mantarlardan elde edilirler [Yun, 1996].

Fruktoziltransferazlarin  spesifik aktivitesi, optimum sartlari, kinetik
parametreleri ve kararh$ enzimin kaynagina gore degismektedir. Genellikle bitkisel
kaynakli enzimlerin aktivitesi diigiik oldudu i¢in endiistriyel tiretimi immobilize
bakteri veya mantar hiicreleri ile yapilmaktadir. Bu oligosakkaritler, ilk olarak
1984'te Japonya'da ve daha sonraki yillarda Kore'de endiistriyel olarak iiretilmeye
baglanmigtir. Fruktooligosakkarit tiretiminde, Japon sirketi Meiji Seika Kaisha,
kalsiyum alginat beadlerinde immobilize edilen 4.miger hiicrelerini kullanirken, bir
Kore sirketi olan Cheil Foods & Chemicals ise, kalsiyum alginat beadlerinde
immobilize edilen A4.pullulans hiicrelerini kullanmaktadir [Yun, 1996].

Fruktooligosakkarit iiretiminde kargilagilan en 6nemli problem, yan iiriin
olarak olugan glukozun enzimi inhibe etmesidir. Bunun bir sonucu olarak mevcut

ticari fruktooligosakkarit tirlinleri 6nemli dlgtide siikroz ve glukoz icermektedir. Bu



sebeple fruktooligosakkaritlerin olumlu &zelliklerinden beklenenf faydalarsmn'h .
kalmaktadir. Elde edilen maksimum FOS, toplam frintin kitlece % '60’mi

olugturmaktadir. Aragtirmacilar, daha yiiksek konsantrasyonlu FOS' ﬁf‘étinii iqin
ekonomik bir metot aragtirmasi iizerine yogunlagmiglardir [Yun, 1996].
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Sekil 1.7: Fruktoziltransferaz kullanarak fruktooligosakkarit iiretimi (n = 1-3)



1.8. B~-Galaktozidazlar

B-galaktozidazlar (EC.3.2.1.23), laktozun galaktoz ve glukoza hidrolizi ile
birlikte bir veya daha fazla galaktoz birimini laktoza transfer ederek laktozdan GOS
olusumunu da katalizlerler [Mateo et al., 2004]. Transgalaktozilasyorn reaksiyonunun
¢ok genis bakteri ve mantar tiirlerinin karakteristik bir 6zelligi oldugu g6sterilmigtir
[Moller et al., 2001]. 4. niger, ve A. oryzae gibi mantar kaynakh B-galaktozidazlar
laktozun hidrolizi igin siklikla kullamlmaktadir. A.oryzae, Bullera singularis,
Bacillus circulans, Biﬁdol;acterium adolescentis, Thermus aquaticus [Shin et al.,
1998], [Sheu et al., 1998], [Van Laere et al, 2000]. ve Aspergillus aculeatus [Del-Val
MI et al.2001] kaynakh B-galaktozidazlar ise GOS iiretiminde kullamlmgtir. Sekil
1.8°de goriildiigti gibi, Pectinex Ultra SP-L B-galaktozidaz kullanilarak laktozdan 6°-
galaktozil laktoz elde edilmektedir
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Sekil 1.8: Pectinex Ultra SP-L kullanarak 6’-galaktozil laktoz tiretimi

1.9. Glukoamilazlar

Glukoamilazlar (EC.3.2.1.3),

endlistriyel olarak nigastanin hidrolizinde

kullanilan enzimlerden birisidir. Nigasta ve tiirevlerinin indirgen olmayan uglarindan
o (1-4) ve a (1>6) glikozidik baglarini hidroliz ederek D-glukoz olustururlar. Sekil
1.9°da bir nigasta tiirevi olan maltodekstrinden glukoz iiretimi goriilmektedir.

Glukoamilazlar bitkilerden ve mikroorganizmalardan elde edilir, ancak endiistriyel

iiretimde tercih edilen glukoamilazlar bakteri veya mantar kaynakhidir. Aspergillus

niger, Aspergillus oryzae ve Aspergillus awamori, glukoamilaz iireten mantarlar;

Clostridium thermoamylolyticu ve Clostridium thermohydrosulfaricum ise
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Sekil 1.9 : Maltodekstrinden glukoz tiretimi (n = 1-18).

glukoamilaz iireten bakterilerden bazilaridir. Endiistriyel glukoz iiretiminde
kullamlan glukoamilaz Aspergillus niger’den elde edilmektedir. Aspergillus
grubundan elde edilen glukoamilazlar GA1 ve GA2 olmak iizere ik farkli formdan
ibarettirler [Christensen, 2000], [Polakovic and Bryjak, 2002]. Glukoamilazlarin
molekiil agirhii, optimum sartlari, kararhliklar, kinetik parametreleri ve iiriin
bilesimi, elde edildikleri kaynaga gore degismektedir. Ornegin, Aspergillus niger 'den
elde edilen GA1 ve GA2 izoenzimlerinin molekiil agirliklan 74 ve 96 kd, optimum
pH’lar1 4.2 ve 4.5, optimum sicakliklar ise 60 ve 65 °C’dir [Amirul et al., 1996].

1.10. Pectinex Ultra SP-L

Pectinex Ultra SP-L, Aspergillus aculeatus’tan elde edilen ticari bir enzim
karigimidir ve endiistriyel olarak meyve sularindaki pektini pargalamak i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir [Hang and Woodams, Fructosyltransferase activity of
commerical.... 1995]. Enzim karigiminda, pektini pargalayan pektinaz, pektin
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zincirindeki metoksil grubunu hidrolizleyen pektinesteraz ve poligalakturonik asit
zincirini hidrolizleyen poligalakturonaz vardir. Karisimda bulunan enzimler seliiloz,
hemiseliiloz, nigasta ve proteinleri de kismen hidrolizleyebilmektedir [Sarioglu et al.,
2001].

Meyve sularinda polisakkaritler, 6zellikle yliksek derecede polimerlesmis
pektinler viskozite tizerinde 6nemli bir role sahiptirler [Demir et al., 2001]. Meyve
veya sebze sularina Pectinex Ultra SP-L eklenmesi sonucu bu polimerler hidrolize

olarak, daha az viskoz ve daha berrak meyva suyu elde edilir.

Pectinex Ultra SP-L’nin bu enzimlerden bagka, fruktoziltransferaz [Hang and
Woodams 1995, Fructosyltransferase Activity of...] ve PB-galaktozidaz [Van
Casteren., 2000] enzimlerini de igerdigi tespit edilerek, FOS tiretiminde [Hang and
Woodams 1996, Optimization of Enzymatic...], [Hang and Woodams 1995,
Production of 1-Kestose...], [Tanriseven ve G6kmen, 1999] ve GOS (tiretiminde [Del
Val et al., 2001], [Del Val and Otero, 2003] kullanilmigtir. Literatiirde Pectinex Ultra
SP-L’nin glukoamilaz aktivitesi ile ilgili bir ¢aliyma bulunmamaktadir. Bu tez
calismasinda, Pectinex Ultra SP-L’nin glukoamilaz aktivitesine de sahip oldugu
tespit edildi.

Bu tezin amaci Pectinex Ultra SP-L’nin Eupergit C iizerine kovalent olarak
immobilize edilerek FOS, GOS, laktozsuz siit ve glukoz iiretiminde
kullamlabilirliginin aragtirilmasidir.

1.12. Enzim immobilizasyonu

Enzimler, yiizyilllardan beri gida endiistrisinde kullanilmaktadir.
Biyoteknolojideki gelismeler sonucu olarak giiniimiizde ilag ve kimya endiistrisinde
de uygulama alanlar1 bulmuglardr.
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Enzimler kimyasal katalizdrlere gbre, son derece yiiksek katalitik, aktiviteye

sahiptir ve belirli sartlar altinda bu aktiviteleri tek bir substrata veya subsfrat ‘grubuna AR
ozglildir. Bu nedenle, istenmeyen {irlinlerin olugma ihtimali gok azdir.. Ancak,

endiistride enzimlerin dogal formlariyla kullamlmasimin 6nemli dezavantajlari vardir.
Omegin, aym enzim 6rnefi ya bir kere kullanilmakta ve triinle birlikte tiketime
sunulmakta veya tekrar kullanilmas i¢in, ancak pahal teknikler kullamlarak iiriinden
ayrilabildiginden, tiriintin maliyeti yikselmektedir. Bir diger dezavantaj1 ise, pH ve
sicakliktaki degigmelere, kullanim sartlarina ve saklama sartlarina bagh olarak,

aktivitelerinde Snemli kayiplarin meydana gelmesidir.

Bu dezavantajlarin giderilmesi igin ilk yaklagim, suda ¢6ziinen stabilizattrler
ilave etmek olmugtur. Metaller, surfaktanlar, polioller, polietilenglikoller, proteinler,
aminoasitler ve bazi gekerler ilave edilerek enzimlerin aktiviteleri kararhi hale
getirilmigtir. Bu kararhlik katki, enzim ve ¢b6ziici arasinda non-kovalent
etkilesimlerin bir sonucudur [Drevon, 2002 Ph.D Thesis, University of Pittsburg].
Ancak bu ybntem, aym1 enzim Orneginin ¢ok defa fazla kullamilmasi yoniinde

herhangi bir katkida bulunmaz.

Diger bir yaklasim ise enzim immobilizasyonudur. Immobilizasyon, enzim
aktivitesini uzun silire korumak igin, suda ¢éziinmeyen bir matrikse adsorpsiyon,
kovalent baglanma veya matriks igine hapsederek enzimin hareketinin
snirlanmasidir. Enzim immobilizasyonunda organik ve inorganik yapida ¢ok sayida
dogal veya yapay matriks kullamlmaktadir. Eupergit C ve kalsiyum alginat, yaygin
olarak kullanilan matrikslerdendir.

Immobilize enzimler, kullanilan matriksin yapisima ve kullanilan
immobilizasyon metoduna bagli olarak, serbest enzimlere gére farkh &zellikier
gosterirler. immobilize enzimin optimum sartlar, kinetik sabitleri ve {iriin bilesimleri

serbest enzime gére farklilik g6sterebilir.



Immobilize enzim kullamiminin faydalan asafnda gosterilmistir:

e Reaksiyon ortamindan basit yontemlerle ayrilabilir, )

o Yiiksek sicaklik ve pH’ya kars1 daha dayamklidur,

e Siirekli proseslerin ugfgulanmasml miimkiin kilar,

e Defalarca kullanilabilir,

o Saklama gartlarinda aktivitelerini aylarca koruyabilir,

o Uriin maliyetini diigiiriir,

e Saf tirlin eldesini miimkiin kilar,

o Segici olarak bazi1 maddelerin sentezi miimkiin olur,

e Uriin inhibisyonu 6n1ene‘bilir.

Immobilizasyon ¢aligmalar1 1960°larin ilk yillarinda baslamig ve giinlimiize
kadar konu ile ilgili olarak, 10.000’in lizerinde makale ve patent yayinlanmigtir.
1967°de Tosa ve arkadaslan tarafindan Japonya’da immobilize Aspergillus oryzae
aminoagilaz kolonlariin geligtirilmesi ve sentetik rasemik DL-aminoasitlerin aktif

enantiyomerlere donistiiriilmesinde kullamilmasi, immobilize enzimlerle ilgili ilk

endiistriyel uygulamadir.
1.13. Enzim Immobilizasyon Metodlar

Immobilizasyon metodlar1 genellikle, baglanma reaksiyonunun tipine gore
siniflandinlir . Buna gére enzim immobilizasyon metodlar: baglica dort ana grupta
toplanir: Adsorpsiyon, entrapment (bir polimerik jel igine hapsetme), bifonksiyonel
reaktiflerle ¢apraz baglama, kovalent baglanma (Sekil 1.10).



Sekil 1.10: Enzim immobilizasyon Metotlari. a: Adsorpsiyon, b:
Entrapment, ¢: Capraz baglama, e: Kovalent baglama.

1.13.1. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon metodu, enzimin zayif ¢ekim kuvvetleriyle inert bir matrixe
baglanmasidir. Adsorpsiyon oldukga basit ve ekonomik bir immobilizasyon
yontemidir. Immobilizasyon, enzim ¢6zeltisinin uygun pH ve sicaklikta matrixle
kangtirlmasiyla gergeklestirilir. Enzimle matriks arasinda zayif baglar (Van der
waals ve hidrojen baglar1) olusur ve enzimler matriksten kolaylikla ayrilirlar, Iyon
degistiriciler kolaylikla proteinleri adsorbe ederler ve enzim immobilizasyonu igin
endiistride yaygin olarak kullanilirlar. Tablo 1.1°de, adsorpsiyon i¢in kullamlan
adsorbentler yer almaktadir.



Tablo 1.1: Adsorpsiyonla immobilizasyonda kullamlan adsorbentler r . .

F

Etkilesme Adsorbentler G N ey

Fiziksel Adsorpsiyon Dogal Matriksler
Aktif karbon
Silika jel
Alumina
Cam
Nigasta
Modifiye Matriksler:
Concanavalin A
Sepharose
Tannin
Amino hekzil seliiloz
Fenoksiasetil seliiloz

Iyonik Baglanma Katyon Degistiriciler:
CM-seliiloz
Dowex 50
Amberlite CG-50
Anyon Degistiriciler:
DEAE-seliiloz
DEAE-sephadex
Amberlite

1.13.2. Entrapment (Hapsetme)

Bir polimerin olujumu swrasinda, enzimin olugan polimer iginde
hapsedilmesine entrapment denir. Bu metot i¢in en yaygin olarak kullanilan

polimerlerden birisi aljinik asittir.

1.13.2.1. Enzimlerin Kalsiyum Alginat ile Enzim immobilizasyonu

Alginatlar, kahverengi deniz yosunlarindan (Phaeophyceae, baslhica Laminaria
hyperborea) elde edilen, a-(1—4)-L-gluronik asit (G) ve B-(1—4)-D-mannuronik
asit (M) birimlerinden olugmug anyonik, lineer bir polisakkarittir [Smidsrod and



Sekil 1.2’de goriilmektedir. Algmat molekiiliillerinde bulunan
monomerlerinin orani ve diziligi, alginatin elde edildigi kaynaga gtre deglsmektedm &
Alginatlar sulu ¢dzeltilerde, Ca™ gibi iki degerlikli katyonlarla iyonik baglanma

yaparak jel olugtururlar. Jel olugumu, farkli alginat zincirlerindeki G’lerin karboksil

gruplari ile Ca*? iyonlar arasindaki kooperatif baglanma sonucu gergeklesir.

Alginat kullanilarak enzimler degisikmetodlarla immobilize edilebilir. Enzim,
alginat ¢6zeltisiyle kangtinlarak kalsiyum kloriir ¢ozeltisine damlatildiginda
kalsiyum alginat beadleri olugur. Enzim, kalsiyum kloriir ile karigtirilarak alginat
¢6zeltisine damlatildifinda ise kalsiyum alginat kapsiilleri olugur. Enzim-alginat-
gliserol karigimi, kalsiyum Kkloriir ¢zeltisine bir siringa ile iplik seklinde enjekte
edildiginde, kalsiyum alginat fiberleri olugur. Olugan bead, fiber veya kapsiiliin
gézenek biiyiikliigi, kullamlan alginat ve kalsiyum kloriir ¢ézeltisinin derisimine
baghdir. Molekiil agirhg 300 bin dalton olan enzimler bile alginat jellerinden
kagabilmektedir. Bu nedenle, kalsiyum alginat ile immobilizasyon genellikle
hiicrelerin immobilizasyonunda kullanilir. Alginat ve kalsiyum kloriir derigimleri
optimize edilerek, enzimler de alginat igerisinde bu ii¢ ydntemden birisi ile
immobilize edilmigtir [Blandino et al, 2000], [Hayashi et al., 1994].

Alginatlar, toksik olmayan dogal polimerlerdir ve ekonomik olarak elde
edilebilmektedir. Alginat jellerinin (bead, kapsiil, fiber) g6zeneklerinin bliyik
olmasi, fosfat gibi bazi anyonlar igeren reaksiyon ortamlarinda kararliligimn diigiik
olmasi, kullanilmalarini sinirlayan faktdrlerdir.




Sekil 1.11. Alginat polimerinin molekiil yapisi. G : Gluronik asit,
M : Mannuronik asit

1.13.3. Capraz Baglama

Sulu ¢bozeltilerde ¢6ziinebilen enzimler, bifonksiyonel ¢apraz-baglayic
reaktifler kullamlarak birbirlerine kovalent olarak baglandiklarinda ¢6ziinmez hale
gelirler [Chui and Wan, 1997). Glutaraldehit bu ama¢ igin kullamlan g¢apraz-
baglayici reaktiflerdendir [Klibanov Alexander, 1983]. Bifonksiyonel glutaraldehit
molekiiliindeki aldehit gruplar, enzimlerin amino gruplariyla reaksiyona girerek
enzimleri ¢apraz baglar. Capraz baglanma molekiiller arast veya molekiil igi

olugabilir ve protein ¢6ker. Capraz bagh protein santrifijj ile kolaylikla ayrilabilir.

E;-NH; + OCH (CH,); CHO + E;-NH, — E;-N=HC (CH;); CH=N-E,

1.13.4. Kovalent Baglama

Enzimler genellikle amino, karboksil, siilfidril, hidroksil veya imidazol
gruplariyla, dogal ve yapay ¢ok sayida kati matrikse kovalent baglanmayla
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immobilize olabilirler. Uzerinde aktif gruplar bulunduran matriksler, uygun tampon

¢6zeltide enzimlerle muamele edilerek immobilizasyon gergeklestirilir.

Uretan prepolimerleri kovalent immobilizasyonda yaygin olarak kullanilan
matrikslerindendir. Prepolimerler, diizosiyanat tlirevlerinin, aktif hidrojen ihtiva eden
cesitli bilegiklerle (glikol, poliglikol, poliol) reaksiyonlarindan elde edilirler ve
yapilarinda izosiyanat’lar bulunur. Prepolimerler su ile muamele edildiginde
siingerimsi yapida polimer meydana gelir. Ortamda enzim bulundufunda, enzimin
aktif hidrojen bulunduran gruplariyla, izosiyanat gruplari kovalent baglar
olugtururlar.

Diizosiyanat prepolimerlerinin polimerlesme mekanizmasi:

RNCO+ H,0 — RNHCOOH Karbamik asit (Kararsiz)
RNHCOOH — RNH; + CO; Amin olusumu
RNH; + RNCO — RNHCONHR. Ure zincir bliylimesi

Enzim—NH, + RNCO — Enzim—NHCONHR

1.13.4.1. Eupergit ® Cile Enzim Immobilizasyonu

Eupergit C, iizerinde reaktif epoksi gruplari bulunan ve biyomolekiillerin
immobilizasyonunda yaygmn olarak kullanilan bir matrikstir. G6zenekli beadlerden
ibaret bir matriks olan Eupergit C, metakrilamid, allilglisidil eter, ve N,N’-metilen-
bis-akrilamidin ko-polimerizasyonuyla olugturulur. Eupergit C kimyasal ve mekanik
olarak, 1-12 pH araliginda kararlidir. Mikrobiyal bozunmalara karsi da oldukga
dayaniklidir. Tiim reaktSrlerde kullanilabilmektedir [Katzir and Kramer, 2000],
[Roehm, 05/95 ].
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Eupergit C’nin epoksi gruplan (600 pmol/g kuru Eupergit C), nﬁtfal ve bazik
pH’larda enzimlerin amino, siilfidril ve karboksil gruplari ile kovalent olarak
baglanabilmektedir. Eupergit C, asidik, nétral ve bazik pH’larda, enzimlerin siilfidril
ve karboksil gruplarma da baglanabilmektedir. Sekil 1.12°de, enzimlerin amino
gruplann ile Eupergit C’nin epoksi gruplari arasindaki kovalent. baglanma
goriilmektedir. Eupergit C’ye baglanan gok sayida enzimin pH ve termal kararlilig:
artmakta ve uzun slire aktivitesini korumaktadir. Eupergit C ile immobilizasyon
sonucunda enzimlerin optimum pH ve sicakliklann ile kinetik sabitleri
degisebilmektedir [Katzir and Kramer, 2000].

Immobilizasyonda, matrikse baglanan enzim miktarinin baglangigta kullanilan
enzim miktarina orani immobilizasyon verimi olarak tanimlanir. Aktivite verimi ise,
immobilize enzimin aktivitesinin, baglangi¢ta kullanilan enzim aktivitesi ile
immobilizasyon siiziintiisiinde kalan enzimin aktivitesi arasindaki farka orani olarak
tanimlanur.

Eupergit C ve enzim miktari, baglanma tamponunun pH’si, baglanma
tamponunun konsantrasyonu ve baglanma siiresi immobilizasyon ve aktivite verimini
oldukga etkilemektedir. Yapilacak bir immobilizasyon ¢aligmasinda bu sartlarin
optimize edilmesi gerekmektedir. Endiistriyel potansiyele sahip ¢ok sayida enzim,
genellikle % 80’in iizerinde bir verimle Eupergit C iizerine kovalent olarak
immobilize edilmigtir. [Roehm, 05/95 ].
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H,C—) — C—NH,
B,c—(—C—N~_ — CH;—0—CH;—CH—CH,
CH, -
N —C—)—CH,

| /\

H — —0—
HC—)— 0—CH;—CH—CH,
)

Eupergit C
+

Enzim-NH,

|

Eupergit — ?H —CH,— lr— Enzim
OH H

_ immobilize Enzim

Sekil 1.12 : Eupergit C ile enzim immobilizasyonu
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2. KONU iLE iLGILI CALISMALAR

2.1. Immobilize Fruktoziltrqpsferaz Kullanarak
Fruktooligosakkarit (FOS) Uretimi

Farkli kaynaklardan elde edilen fruktoziltransferazlar, g¢esitli matriksler
kullanilarak genellikle kovalent baglanma veya entrapment metodu ile immobilize
edilerek FOS iiretiminde kullanilmigtir. Asagida, bu c¢aligmalardan bazilan

kronolojik sira ile 6zetlenmigtir.

Aerobasidium sp. ATCC 20524 fruktoziltransferaz, gluteraldehid ile
aktiflestirilmis g&zenekli shirasu cami lizerine immobilize edilerek, 1-kestoz
tiretiminde kullanilmagtir. 168 saat siiren reaksiyon sonunda elde edilen tirtindeki 1-
kestoz derigimi 80-90 mg/ml’dir [Hayashi et al., 1991].

Aspergillus japonicus MU-2 fruktoziltransferaz, gluteraldehit ile aktive edilen
silika lizerine % 64 verimle immobilize edilmis ve fruktooligosakkarit ﬁrefiminde
kullanilmigtir. fmmobilizasyon enzimin sicakliga, proteolizise ve metal iyonlarina
karg1 kararlilig artmigtir [Hayashi et. al., 1993,].

Aerobasidium sp. ATCC 20524 fruktoziltransferaz, Ca-alginat beadlerinde %
98 verimle immobilize edilmig ve fruktooligosakkarit iiretiminde kullamlmigtir.
Immobilize enzimin yarn Smrii 275 gindiir [Hayashi et. al. 1994, Long-term

continuous...].

Yine, Aerobasidium sp. ATCC 20524 fruktoziltransferaz, DEAE-Seliiloz
lizerine % 95 verimle immobilize edilmis ve fruktooligosakkarit iiretiminde



kullamImigtir. Iimmobilize enzim, aktivitesini 360 saat boyunca korumusﬁlr;f[Hayashi
et al. 1994, Immobilization of....].

Aspergillus  niger ATCC 20611 ve Aspergillus japonicus TIT-KJ1
fruktoziltransferazlari, metakrilamid bazli epoksi grubu tasiyan polimerik matriks
tizerine % 100 verimle kovalent olarak immobilize edilmigtir [Chiang et al., 1997].

Aspergillus niger ATCC 20611°den elde edilen fruktoziltransferaz, seramik
membran i¢ ylizeyine kimyasal olarak % 76 verimle immobilize edilmistir.
Immobilize enzim 35 giin sonunda, aktivitesinin % 50’sini korumugtur [Nishizawa
et al., 2000].

2.2. immobilize B-Galaktozidaz Kullanarak
Galaktooligosakkarit (GOS) Uretimi

Literatiirde, immobilize p-galaktozidaz kullanilarak galaktooligosakkarit
tiretimi ile ilgili yapilmig birkag calisma yer almaktadir. Bu caligmalar agagida
kronolojik olarak §zetlenmigtir.

Bullera singularis ATCC 24193 p-galaktozidaz, chitosan beadlerine
immobilize edilerek GOS {iretiminde kullamlmistir. Immobilize enzim, aktivitesini
15 glin korumugtur [Shin et al., 1998].

Aspergillus oryzae ATCC 20423 [B-galaktozidaz, gluteraldehitle muamele
edilen chitosan beadleri iizerine kovalent olarak immobilize edilmistir. Immobilize
enzim, aktivitesini kaybetmeden 15 giin kullanilmistir [Sheu et al., 1998].
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Aspergillus oryzae B-galaktozidaz, % 90-95 verimle pamuklu kumag lizerine ‘,
kovalent olarak immobilize edilmis ve galaktooligosakkarit . Gretiminde:
kullanilmustir. Immobilize enzimin yar Smrti, 40 °C’de 1 yil; 50 °C’de ise 21 gin™"
olarak tespit edilmigtir. Ayrica immobilize enzim, siirekli sistemde herhangi bir
problem olmaksizin 3 giin kullanilmigtir [Albayrak and Yang, 2002].

2.3. Immobilize B-Galaktozidaz Kullanarak Laktozsuz Siit
Uretimi

Aspergillus oryzae B-galaktozidaz, ¢apraz-baglanmig poli vinil alkol (PVA) ve
chitosan tizerine kovalent olarak immobilize edilerek kesilmis silit suyundaki
laktozun hidrolizinde kullanilmgtir, Immobilizasyon yaklasik % 98 verimle
gergeklesmigtir. PVA ve Chitosan ile immobilize enzimlerin yan dmiirleri, sirasiyla
12 ve 20 giin olarak tespit edilmigtir [Rejikumar and Devi, 2001].

Kluyveromyce lactis B-galaktozidaz, yarim daire geklindeki ¢elik elek {izerinde
mangan alginat ile immobilize edilerek siitteki laktozun hidrolizinde kullanilmistir.
Immobilize enzim +4 °C’de siit iginde saklandifinda, aktivitesini 50 giin sonunda
bile kaybetmemigtir. Ancak, pes pese 40 reaksiyonda kullamildiinda aktivitesinin %
50’sini kaybetmigtir [Genari et al., 2003]. .

Kluyveromyce lactis [B-galaktozidaz, glioksil ve gluteraldehit kullamlarak
aktiflestirilen agaroz tizerine immobilize edilerek siitteki laktozun hidrolizinde
kullanilmigtir. immobilizasyon verimi, gluteraldehit kullanildiginda % 75, glioksil
grubu kullanildiginda ise % 60 civarinda gergeklesmistir. [Mateo et al., 2004].



2.4. immobilize Glukoamilaz Kullanarak Glukoszretlml

Immobilize glukoamilazla glukoz {iretiminde, substrat olarak ﬁisasta,
dekstrinler ve maltodekstrinler kullanilmaktadir. Asagida, maltodekstrinden glukoz
tiretimi ile ilgili iki ¢aligma 6zetlenmistir [Varavinit et al., 2001], [Oh and Kim,
2000], [Tanriseven et al., 2002].

Aspergillus niger glukoamilaz, 6nce gelatinlestirilen misir nigastasi iizerine
adsorbe edilip, daha sonra kalsiyum alginat fiberleri igerisinde hapsedilerek % 22
aktivite verimi ile immobilize edilmigtir. immobilize enzim, aktivitesini 21 giin
korumugtur [Tanriseven et al., 2002].

Aspergillus niger glukoamilaz, poli gluteraldehit (PGA) ve gluteraldehit
kullanilarak aktiflegtirilmig jelatin iizerine % 100 verimle immobilize edilmis ve
immobilize enzimin aktivite verimi % 85 olarak gergeklesmistir. immobilize enzim,
pes pese 30 reaksiyon sonunda bile aktivitesini korumustur. Ayrica, immobilize
enzimin aktivitesi 30 gline kadar azalmadan korunmus, 60. giin sonunda % 90’a ve
90 giin sonunda da % 60’a diismiigtiir [Olger, 2004].

2.5. Pectinex Ultra SP-L Kullanarak Prebiyotik Uretimi

Yirmi iki ticari enzim preparasyonu iginde, en yiiksek fruktoziltransferaz
aktivitesine Pectinex Ultra SP-L’nin sahip oldugu ve fruktooliosakkaritlerin
endiistriyel olarak tiretiminde kullanilabilecegi tespit edilmigtir [Hang and Woodams
1995, Fructosyltransferase Activity of...].



Aym1 yil yapilan bir diger ¢aligmada, sivi Pectinex Ultra SP-L kullamlarak(.;ﬂ'-u:f
fruktooligosakKkarit iiretiminin sartlan optimize edilmigtir [Hang and’ Woodams 1995
Optimization of Enzymatic...]. v P

Bir bagka ¢aligmada ise, sivi Pectinex Ultra SP-L, pancar melasindaki siikkrozdan
yiiksek miktarda kestoz igeren karigim eldesinde kullanmilmigtir [Hang and Woodams
1995, Production of 1-Kestose...].

Bagka bir ¢aligmada Pectinex Ultra SP-L kalsiyum alginat fiberi igerisinde
immobilize edilerek, FOS ve IMO igeren bir karigim iiretiminde kullamlmigtir
[Tanriseven and Gkmen, 1999].

Sivi Pectinex Ultra SP-L sulu ortamda [Del Val et al., 2001] ve su ile
polietilenglikol’den olusan iki fazli ortamda [Del Val and Otero, 2003] 6°-galaktozil
laktoz eldesinde de kullanilmigtir.

2.6. Epoksi (Oksiran) Grubu Iceren Matriksler Kullanarak
Enzim Immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu i¢in ¢ok uygun bir matriks oldugundan, Eupergit C ile
ilgili ¢ok sayida galigma yapilmistir. Asafida, bu ¢aligmalardan bazilan kronolojik

olarak 6zetlenmigtir.

Aspergillus niger lipaz Eupergit C ile % 100 verimle immobilize edilerek, 3-
deasetil sefalosporinlerin hazirlanmasinda kullamlmigtir. Immobilize enzim, kesikli
sistemde 12 kez tekrarlanan 5 saatlik reaksiyon sonunda bile aktivitesini
korumugtur. Ayrica, siirekli sistemde aktivitede 6nemli bir azalma olmadan 2 ay
boyunca stirekli olarak kullanilmigtir [Carrea et al., 1996].




Rekombinant Escherichia coli N-asetilnbraminik asit aldolaZI Euperglt-,;,v,

tizerine % 30-40 verimle immobilize edilerek, N-asetilnSraminik as1t uretlmmde‘”,f

kullanilmigtir. Immobilize enzim karigtirmali tank reaktdriinde, akt1v1tede onemh bn-~ N g

azalma olmadan her biri 5’er saatlik 9 reaksiyonda kullamlmigtir [Mahmodlan et al:,
1997].

Escherichia coli DH B4/pTrell trehalaz, VA-epoksi polimeri {izerine % 60
verimle immobilize edilerek, trehaloz tayininde kullanilmigtir. immobilize enzim pes
pese 100 enjeksiyon ve 4 ay boyunca 2000 enjeksiyon sonunda bile aktivitesini
korumugtur [Myer zu Dutingdorf et al., 1997].

Streptomyces lavendulae ATCC 13664 penisilin V agilaz, Eupergit C {izerine
% 87 aktivite verimiyle immobilize edilerek, penisilin V’nin hidrolizinde
kullanilmigtir. Immobilizasyondan sonra reaksiyona girmeden kalan epoksi gruplar
bovine serum albumin (BSA) ile bloke edilerek, aktivite verimi % 144°e
cikanlmigtir. Immobilize enzim, aktivitesini kaybetmeden 50 kez kullanilmigtir
[Torres-Bacete et al., 2000].

Lentinula edodes lakkaz, Eupergit C lizerine % 56 aktivite verimiyle
immobilize edilerek, atik sulardaki yaglar igerisinde bulunan fenolik bilegiklerin
uzaklastirilmasinda kullamlmigtir. immobilizasyon, enziminin pH ve termal
kararhhigim artirmistir. Immobilize enzim pes pese 8 reaksiyonda kullamldiginda
onemli bir aktivite kayb1 olmamigtir. Immobilize enzimin aktivitesi, iki ay sonunda
% 85’¢ ve alt1 ay sonunda da % 38’e diigmiistiir [D’ Annibale et al., 2000].

Bacillus subtilis Maltogenaz, Eupergit C iizerine % 60 aktivite verimiyle
immobilize edilerek, maltodekstrinden maltoz retiminde kullanilmigtir.
Immobilizasyon, enzimin yiiksek pH ve sicakliklara karsi kararliligini artirmigtir.
fmmobilize enzim, Snemli bir aktivite kaybma ugramadan 30 giin kullamlmstir
[Canl1, 2003].



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Enzim

Pectinex Ultra SP-L Novo Nordisk (Bagsveerd, Danimarka) tarafindan hediye
edildi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Sodyum di hidrojen fosfat, sodyum azid, hidroklorik asit, kalsiyum kloriir di
hidrat, gluteraldehid, asetonitril, etanol, metanol, siilfiirik asit, Tris HCl, Commassie
Brillant Blue, fosforik asit ve a-naftol Merck’ten (Darmstadt, Almanya); Bovine
Serum Albumin ve amonyum persiilfat (APS) Bio-Rad’dan (Kaliforniya, ABD);
Kalsiyum asetat, alginik asit, gliserol, izopropanol, akrilamid, Brillant Blue R,
Bromfenol Blue, glisin, protein standardi, sodyum lauril siilfat (SDS), N, N, N°, N’-
tetra metil-etilendiamin (TEMED), B-merkaptoetanol, D-glukoz, D-maltoz, D-
fruktoz ve D-laktoz Sigmadan (Taufkirchen, Almanya); Sodyum hidroksit ve tris
Fluka’dan (Taufkirchen, Almanya); maltodekstrin Avebe’den (Veendam, Hollanda);
asetik asit TLC-tabakalari Whatman’dan (New York, ABD) ve 1s1l iglem gérmemis
inek siitti marketten (Gebze, Tirkiye) satin alindi. Eupergit C R6hm (Darmstadt,
Almanya), fruktooligosakkarit standartlar1 Meiji Seika Kaisha (Tokyo, Japonya)
firmalan tarafindan hediye edildi.



3.1.3. Arag-Geregler

Tablo 3.1: Deneylerde kullanilan arag ve geregler

Arac¢/Gereg Marka Model
TLC-Densitometre Bio-Rad ( Kaliforniya, ABD) GS 670
UV-Spektrofotometre GBC (Northbrook, ABD) Cintra-20
pH-metre Icnﬁzzgg?()mo’ Cek pH Level 1
Mekanik karigtiric Heidolph (Schwabach, Promax 2020
Almanya )

. Heidolph (Schwabach,
Magnetik karigtirici Almanya ) MR 3003
Hassas Terazi Sartorius (Goetingen Almanya) BA 110 S
Protein Elektroforez Sistemi Bio-Rad ( Kaliforniya, ABD) Miniprotean II

Gesselschaft Fiir Labortechnik

Termostatli Su Banyosu (Burladingen, Almanya) 1086
TLC tabaka 1siticis1 Camag (Muttenz, Isvigre) Ceran
Mikrogiringa Hamilton (Bonaduz, Isvigre) 7105
Masa Ustii Santrifiij Heraeus (Hanau, Almanya) Labofuge 400R
Orbital Karigtiric Biometra (Goetingen Almanya) WT12

o Pluripete Kartell (Welshpool
Otomatik Pipet (1000 ul) Avustralya) P 1000

N Pluripete Kartell (Welshpool
Otomatik Pipet (200 ul) Avaustralya) P 200
Otomatik Pipet (20 pl) Gilson (Bedfordshire, Ingiltere) p 70
Peristaltik Pompa Cole Parmer( Illinois, ABD)  7518-12
Gii¢ Kaynag Bio-Lab (Ipswich, ABD) Elite 300 Plus

N Ozel olarak yaptinldi (d1s cap 60 mm,

Polipropilen (PP) Kolon (Istanbul, Tiirkiye) dis boy 72 mm )




3.2. Metod

3.2.1. Kantitatif Protein Tayini

Pectinex Ultra SP-L. ve immobilizasyon siiziintiilerindeki protein miktari
Bradford Metodu ile tayin edildi [Bradford, 1976].

3.2.1.1. Bradford Boyasinin Hazirlanmasi

Coomassie Brillent Blue (CBB) boyas: (100 mg), methanol iginde (50 mL)
¢ozillerek tizerine H;PO4 (100 mL, % 85) ilave edildi ve saf su ile 200 mL’ye
seyreltildi. Elde edilen ¢ozelti, kullanilincaya kadar koyu renkli bir sise igerisinde
buzdolabinda (+4 °C) saklandi.

3.2.1.2. Protein Standartlarimin Hazirlanmasi

Farkli derigimlerde (0-50 mg/L) Bovin Serum Albumin (BSA) standartlari (1.5
ml), saf su kullanilarak taze hazirlandi.

3.2.1.3. Standart Tayin Prosediirii

Farkl: derisimlerde BSA sandartlann (1.5 ml) ve Bradford Boyasi (1,5 ml)
kullanilarak Absorbans (594 nm)-Protein Derigimi (mg/L) grafii ¢izildi ve grafige
ait dogru denklemi kullanilarak, 6rneklerin (1.5 ml) absorbans degerlerine karsilik
protein miktarlar1 hesaplandi.



Pectinex Ultra SP-L ve Immobilizasyon siiziintiilerindeki protemlér vSﬁ
Poliakrilamit Jel Elektroforez metodu kullamlarak ayrildi [Giimiigel ve ark. 1997].

3.2.2.1. Jel ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.2.2.1.1. Ayirma Jeli

Saf su (750 uL), Tris-HCI tamponu (75 mM, pH 8.8) hazirlanan % 0.2’lik SDS
¢ozeltisi (3750 pL), Akrilamit/bisakrilamit (3000 pL), % 10’luk amonyum per siilfat
¢6zeltisi (90 pL) ve TEMED (6 pL)’in karigimindan olugur.

3.2.2.1.2. Derisim Jeli

Saf su (1050 pL), Tris-HC1 tamponu (25 mM, pH 6.8) hazirlanan % 0.2°lik
SDS ¢ozeltisi (1500 pL), akrilamit/bisakrilamit (390 pL), % 10’luk amonyum per
stilfat ¢6zeltisi (60 uL) ve TEMED (3 pL)’in karigimindan olugur.

3.2.2.1.3. Yiiriitme Tamponu (5x)

Tris (15 g), glisin (72 g), SDS (5 g) saf suda ¢dziilerek 1 litreye tamamlandi.



3.2.2.1.4.Cracking Tamponu

Tris (2.5 ml, 2 M, pH 6.8), SDS (1 g), EDTA (0.4 mi, 0.5 M), BME (1 ml),
gliserol (10 ml) ve BFB (20 mg) suda ¢dziilerek 100 ml’ye tamamlanda.

3.2.2.1.5. Boyama Cozeltisi

% 10’luk asetik asit ¢ozeltisi (100 ml) ve % 95°lik alkolde ¢oziilerek
hazirlanmig Brillant Blue R (100 ml) kangtirilarak hazirlandi.

3.2.2.1.6. Aritma Cozeltisi

Asetik asit (% 5°lik) ve etanoliin (% 50°lik) 1/1 oraminda kangtirilmasiyla

hazirlands.

3.2.2.1.7. Orneklerin Hazirlanmasi

Siv1 Pectinex Ultra SP-L ve immobilizasyon tamponu ¢ézeltisinin siiziintiileri,

saf su ile 50 kat seyreltildi.

3.2.2.1.8. Protein Standartlan

Karbonik anhidraz (29 kDa), ovalbiimin (45 kDa), bovin serum albiimin (66
kDa), fosforilaz B (97.4 kDa), B-galaktozidaz (116 kDa) ve myozin (205 kDa)’den
olusmaktadir.
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3.2.2.2. SDS- Poliakrilamit Jel Elektroforez’in Uygulanmasi

3.2.2.2.1. Jellerin Dékiilmesi

iki adet elektroforez cammn arasina ayiricilar konarak kasete monte edildi.
Ayirma jeli, yukaridaki miktarlarin yansi klﬂlamlérak hazirland1 ve pipet yardimiyla
diikiildiikten sonra jelin lizeri izo-propanol ile kapatilarak oda isisinda polimerize
olmast beklendi. Polimerlegsme tamamlandiktan sonra jelin iizerindeki izopropanol
dokiiltip saf su ile yikamp, filtre kagidi ile kurulandi. Daha sonra, yukaridaki
miktarlarin yaris1 kullanilarak hazirlanan derigim jeli pipet yardimi ile -dokiildii ve
tarak takilarak polimerize olmasi beklendi.

3.2.2.2.2. Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Marker (5 puL) ve protein 6rnekleri (15 pL) cracking ¢ozeltisi (5 pL) i¢inde
¢oziilerek santrifiijde spin edildi. Daha sonra 5 dakika kaynatilip tekrar spin edildi ve
kuyulara yerlestirildi. Bog kuyulara cracking (15 pL) yiiklendikten sonra kuyularin
lizeri ylirlitme tamponu ile tamamlandi. Kaset tanka takilip hiicreye yerlestirildikten
sonra, gli¢ kaynagina baglanarak 100 V’de derigim jeli sonuna kadar yiiriitiildti. Daha
sonra 200 V’de ayirma geli sonuna kadar (Bromofenol blue glkmca};a kadar)
yuriitiildii. Gii¢ kaynag: kapatildiktan sonra, jelin iizerindeki cam alinarak, derigim
jeli kesilip atildi. Jelin sol {iist kdgesi kesilerek igaretlendi ve boyama ¢dzeltisi
icerisinde 3 saat bekletilerek boyandi. Son olarak, jel aritma ¢6zeltisine alimp 1 saat
bekletildikten sonra jel kurutuldu ve gériintiilendi.



3.2.3. Pectinex Ultra SP-L Fruktoziltransferazin Aktivite Tayini

Optimum sartlarda (pH 5.5, 60 °C, galkalama hizi 255 rpm, siire 1 saat), S1v1
Pectinex - Ultra SP-L. (200 pL) ve siikroz g¢dzeltisi [% (w/v) 60°lik, 10 ml] ile
reaksiyon gerceklestirildi. Reaksiyon sonunda alinan 50 pL 6rnek, sodyum azid
iceren [% (W/v) 0.02] saf su ile 2 ml’ye seyreltildi ve enzimi inaktive etmek igin 10
dakika kaynatildi. Olusan glukoz miktari, TLC densitometre ile kantitatif olarak
tayin edildi. Aktivite, olugan glukoz miktarlan kullanilarak hesaplandi.

1 IU, optimum sartlarda (pH 5.5, sicaklik 60 °C, ¢alkalama hz1 255 rpm ve
siire 1 saat) siikroz ¢ozeltisinden [% (w/v) 60’lik, 10 ml] 1 dakikada 1 pmol glukoz
olugturan siv1 Pectinex Ultra SP-L miktar1 olarak tanimlandi.

Pectinex Ultra SP-L FTS aktivitesi, 269 IU / ml siv1 Pectinex Ultra SP-L olarak
hesaplandi. Pectinex Ultra SP-L’deki protein miktar1 11.03 mg/ml oldugundan,
spesifik aktivite 24.4 IU/mg olarak hesaplanda.

3.2.4. Pectinex Ultra SP-L B-Galaktozidazin Aktivite Tayini

Optimum sartlarda (pH 4.5, 60 °C, ¢alkalama hizi 200 rpm, siire 1 saat), stvi
Pectinex Ultra SP-L (200 pL) ve laktoz ¢6zeltisi [% (w/v) 5°1ik, 10 ml] ile reaksiyon
gergeklestirildi. Reaksiyon sonunda alinan 200 pL 6rnek, sodyum azid igeren [%
(w/v) 0.02] saf su ile 1 ml’ye seyreltildi ve enzimi inaktive etmek igin 10 dakika
kaynatildi. Olusan 6’-galaktozil laktoz miktari, TLC Densitometre ile kantitatif
olarak tayin edildi. Aktivite, olugsan 6’-galaktozil laktoz miktann kullanilarak
hesaplandz.

Bir IU, optimum sartlarda (pH 4.5, sicaklik 60 °C, ¢alkalama hiz1 = 200 rpm ve
stire 1 saat) laktoz ¢ozeltisinden [% (w/v) 5°lik, 10 ml] 1 dakikada 1 pmol 6°-
galaktozil laktoz olugturan siv1 Pectinex Ultra SP-L miktari olarak tanimlandi.



Pectinex Ultra SP-L B-Galaktozidaz aktivitesi, 8.4 IU / ml s1v1;’vPectinek ‘Ulfra
SP-L olarak hesaplandi. Pectinex Ultra SP-L’deki protein miktan_;ll.03‘.mg/m1
oldugundan, spesifik aktivite 0.76 IU/mg olarak hesaplandi. o

3.2.5. Pectinex Ultra SP-L Glukoamilazin Aktivite Tayini

Optimum sartlarda (pH 5.0, 60 °C, galkalama hizi 200 rpm, siire 15 dakika),
stvi Pectinex Ultra SP-L (200 uL) ve maltodekstrin ¢ézeltisi [% (w/v) 5°lik, 20 ml]
ile reaksiyon gergeklestirildi. Reaksiyon sonunda alinan 200 pL 6rnek, sodyum azid
iceren [% (W/v) 0.02] saf su ile 1 ml’ye seyreltildi ve enzimi inaktive etmek igin 10
dakika kaynatildi. Olugan glukoz miktari, TLC Densitometre ile kantitatif olarak
tayin edildi (Sekil 2.5). Aktivite, olugan glukoz miktarlari kullanilarak hesaplandi.

Bir IU, optimum sartlarda (pH 5.0, sicaklik 60 °C, galkalama hizi 200 rpm ve
stire 15 dakika) maltodekstrin ¢6zeltisinden [% (w/v) 5°lik, 20 ml] 1 dakikada 1
pmol glukoz olugturan sivi Pectinex Ultra SP-L miktari olarak tanimlandi.

Pectinex Ultra SP-L B-Galaktozidaz aktivitesi, 156 IU / ml siv1 Pectinex Ultra
SP-L olarak hesapland:. Pectinex Ultra SP-L’deki protein miktar1 11.03 mg/ml
oldugundan, spesifik aktivite 14.14 IU/mg olarak hesaplandi.

3.2,6. TLC Densitometre ile Kantitatif Karbonhidrat Tayini

Standart ¢o6zelti ve Orneklerden, Hamilton giringa ile 1’er L alimp 10 cm
boyundaki TLC tabaka iizerine damlatilip kurutulduktan sonra, asetonitril-su (85:15,
v/v) solvent sisteminde {i¢ kere yiirtittildiikten sonra fSn makinesi ile kurutuldu. Daha
sonra TLC tabaka lizerinde ayrilan karbonhidratlari gériiniir hale getirmek igin
tabaka, % 5 (w/v) siilfiirik asit ve % 0.5 (w/v) a-naftol igeren etanol ¢6zeltisine
daldirilip, hot plate iizerinde 110 °C’de 10 dakika yakildi. TLC tabaka tizerinde
goriintir hale gelen karbonhidratlar Bio-Rad GS 670 model TLC imaging
densitometre ile kantitatif olarak tayin edildi (Sekil 3.1).
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Reaksiyon Saf
karigimi su

TLC tabaka

Sekil 3.1: TLC densitometre ile kantitatif karbonhidrat tayini

3.2.7. Iimmobilizasyon ve Aktivite Verimleri

Immobilizasyondan somra siiziintiide aktivite tespit edilmediginden
immobilizasyon veriminin % 100 oldugu anlagilmistir. fmmobilize enzimin aktivite

verimi ise asagidaki formiile gére hesaplandi.

Immobilizasyon Verimi (%) = [( S1v1 enzimin aktivitesi — Stiziintiideki aktivite)/ Stv1

enzimin aktivitesi ] x 100

Aktivite verimi (%) = (Immobilize enzimin aktivitesi / S1v1 enzimin aktivitesi) x 100

3.2.8. immobilize Pectinex Ultra SP-L Kullanarak
Fruktooligosakkarit Uretimi

Bu galigmada, Pectinex Ultra SP-L’nin fruktoziltransferaz, glukoamilaz ve -
galaktozidaz aktiviteleri ¢aligildi. Pectinex Ultra SP-L optimum sartlarda immobilize
edilerek (Sekil 3.2) fruktooligosakkarit, galaktooligosakkarit, laktozsuz siit ve glukoz
tiretimlerinde kullamld.



Sodyum fosfat

tamponu ( 15 ml,
0.1 M, pH 8/4.5)
ve safsu (15 ml)

ile yikandi.

Eupergit C ( 200 - 400 mg )
Pectinex Ultra SP-L(0.2 ml)
Sodyum fosfat tamponu

(5 ml, 1/1.5 M, pH 8/4.5)

Vakum

25 °C ve 150 rpm'de
96-120 saat calkaland:

Sekil 3.2: Pectinex Ultra SP-L’nin Eupergit C ile immobilizasyonu.

3.2.8.1. Pectinex Ultra SP-L Fruktoziltransferazin Eupergit C ile
Immobilizasyonu

Eupergit C miktari, baglanma tamponu (pH ve derigim) ve immobilizasyon
sliresi immobilizasyon verimini etkilediginden, bu fakttrlerden herbirinin etkisi ayr

ayr incelenerek immobilizasyon sartlar1 optimize edildi ve aktivite tayinleri yapildi.

3.2.8.1.1. Optimum Aktivite pH’sinda Eupergit C Miktarmin
Aktivite Verimine Etkisi

Pectinex Ultra SP-L (200 pL) ve degisik miktarlarda (100-1000 mg) Eupergit
C, fosfat tampon ¢6zeltilerinde (5 ml, 1M, pH 6), oda sicakliginda (25 °C) 24 saat
siire ile muamele edilerek (150 rpm ¢alkalama hiziyla) immobilizasyon
gergeklestirildi ve aktivite tayinleri yapildi.



3.2.8.1.2. Tampon Cozelti pH’smin Etkisi

Pectinex Ultra SP-L (200 pL) ve Eupergit C (400 mg), degisik-pH
degerlerinde (5-9) olan fosfat tampon ¢bzeltilerinde (1M), oda sicakliginda (25 °C)
24 saat muamele edilerek (150 rpm ¢alkalama hiziyla) immobilizasyon
gerceklestirildi ve aktivite tayinleri yapildi.

3.2.8.1.3. Tampon Cozelti Derisiminin Etkisi

Pectinex Ultra SP-L (200 puL) ve Eupergit C (400 mg), degisik derisimlerde
(0.025-2.5 M) fosfat tampon g¢6zeltilerinde (pH 8), oda sicaklipinda (25 °C) 24 saat
muamele edilerek (150 rpm g¢alkalama hiziyla) immobilizasyon gergeklestirildi ve
aktivite tayinleri yapildi.

3.2.8.1.4. immobilizasyon Siiresinin Etkisi

Pectinex Ultra SP-L (200 pL) ve Eupergit C (400 mg), fosfat tamponu
¢ozeltilerinde (1 M ve pH 8), oda sicaklifinda (25 °C) farkli siirelerle (12-96 saat)
muamele edilerek (150 rpm ¢alkalama hizinda) immobilizasyon gergeklestirildi ve
aktivite tayinleri yapildi.

3.2.8.1.5. Optimum Immobilizasyon pH’sinda Eupergit C
Miktarmin Etkisi

Pectinex Ultra SP-L (200 pL) ve degisik miktarlarda (100-1000 mg) Eupergit
C, oda sicakliginda (25 °C), fosfat tampon ¢ézeltisinde (5 ml, 1 M, pH 8), 96 saat
muamele edilerek (150 rpm ¢alkalama hiziyla) immobilizasyon ger¢eklestirildi ve
aktivite tayinleri yapildi.



3.2.8.2. Eupergit C Uzerine immobilize Edilen Pectinex UItra SP-L
Fruktoziltransferazin Alginat Kapsiiliinde Hapsed11mes1 o

7 P

Uzerine Pectinex Ultra SP-L (154.8 IU) immobilize edilen Eupergit C (4.29 g),
maldodextrin (4 g), kalsiyum kloriir (1.2 g) ve kalsiyum asetat tampon ¢6zeltisi (5 ml
pH 5.5 25 mM) ile iyice kargtirildiktan sonra, 60 °C’de % (w/v) 0.5°lik
gluterdialdehit ile 1 saat muamele edilmis % (w/v) 1°’lik sodyum alginat ¢6zeltisine
(600 rpm hizla karigtirilan), i¢ ¢ap1 1.6 mm olan siringa ile damlatildiktan sonra aym
hizla (600 rpm) 1 saat kanigtirildi. Elde edilen 210 adet kapsiil, nuge erleni lizerinde
kalsiyum asetat tampon ¢dzeltisi (300 ml, pH 5.5 25 mM) ile yikandi. Daha sonra
kapstiller, 25 mM kalsiyum asetat tamponu (pH= 5.5) ile hazirlanan % 1’lik
kalsiyum kloriir ¢zeltisi igerisinde 1 saat bekletilerek saglamlagtirildi (Sekil 3.3)

Eupergit immobilize enzim
(4.29 g, 154.8 1U)

MD (4 g), CaCl, (1.2 g)
CaOAc, tamponu

(7 ml, 25 mM, pH=5.5)

Na - alginat Cozeltisi
> (% 1°lik, 100 m})

CaOAc, tampon gbzeltisi (300
ml, 25 mM, pH 5.5) ile yikand

@ — CaCl, gbzeltisi
@ @ (% 1°lik, 100 ml)

CaOAc, tampon g8zeltisi (300
ml, 25 mM, pH=5.5) ile yikand1

Ca - alginat

kapsiili Eupergit-Enzim

Sekil 3.3: Eupergit C {izerine immobilize edilen Pectinex Ultra SP-L’nin alginat
kapstiliinde hapsedilmesi



Karakterizasyonu

3.2.8.3.1. Optimum pH

Sivi (200 pL) ve immobilize (1.43 g) enzimler, % 60’lik (w/v) siikroz ¢6zeltisi
(10 ml) ile, su banyosunda (sicaklik 60 °C, ¢alkalama hizi 255 rpm), farkli pH’larda
(4.5-8.0) 1 saat reaksiyona sokularak aktiviteler tayin edildi (pH 4.5-5.5 i¢in
kalsiyum asetat; 6.0-8.0 i¢in imidazol tampon g¢6zeltileri kullanildi). Bagil aktivite
(%)-pH grafiginden, optimum pH aralig tespit edildi.

3.2.8.3.2. Optimum Sicakhik

Sivi (200 pL) ve immobilize (1.43 g) enzimler, kalsiyum asetat tampon
¢ozeltisi (25 mM, pH 5.5) ile hazirlanan % 60’lik (w/v) siikroz ¢6zeltisi (10 ml) ile,
su banyosunda (galkalama hiza 255 rpm), farkli sicakliklarda (35-75 °C) 1 saat
reaksiyona sokularak aktiviteler tayin edildi. Bagil aktivite (%)-sicaklik grafiginden,
optimum sicaklik aralig1 tespit edildi.

3.2.8.3.3. pH Kararlihg

S1vi (200 pL) ve immobilize (1.43 g) enzimler, farkli pH degerlerinde (4.5-8.0)
olan tampon ¢ozeltilerde (2.5 ml, 25 mM) oda sicakhiginda (25 °C) 1 saat
bekletildikten sonra buz banyosunda 10 dakika tutuldu (pH 4.5-5.5 i¢in asetat; 6.0-
8.0 igin imidazol tampon ¢ozeltileri kullamldi). Daha sonra bu karigimlarin {izerine
kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisi (250 mM, pH 5.5) ile hazirlanmig % 80°’lik (w/v)
siikroz gbzeltisi ilave edilip, su banyosunda (sicakhk 60 °C, galkalama hizi 255 rpm)
1 saat reaksiyon gergeklestirilerek aktiviteler tayin edildi Bagil aktivite (%)-pH
grafiginden, Pectinex Ultra SP-L FTS’n en kararh oldugu pH arali tespit edildi.



3.2.8.3.4. Termal Kararhihk

Sivi (200 pL) ve immobilize (1.43 g) enzimler, kalsiyum asetat tampon
¢ozeltilerinde (2.5 ml, 25 mM, pH 5.5), farkli sicakliklarda (35-75 °C) 1 saat
bekletildikten sonra buz banyosunda 10 dakika tutuldu. Daha sonra bu karigimlarin
lizerine kalsiyum asetat tampon ¢bzeltisi (25 mM, pH 5.5) ile hazirlanmig % 80°lik
(wiv) siikroz ¢dzeltisi ilave edilip, su banyosunda (sicaklik 60 °C, ¢alkalama hiz1 255
rpm) 1 saat reaksiyon gergeklestirilerek aktivifeler tayin edildi. Bagil aktivite (%)-
sicaklik grafiginden, Pectinex Ultra SP-L FTS’in en kararlt oldugu sicaklik aralif1
tespit edildi.

3.2.8.3.5. Kinetik Parametreler

S1v1 (0.5 ml) ve immobilize (3.6 g) enzim, kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisi (25
mM, pH 5.5) ile hazirlanmg degigik derisimlerde (% 1-10; w/v) siikroz ¢dzeltileri
(10 ml, pH 5.5) kullamlarak, su banyosunda (60 °C ve 255 rpm) 1 dakika reaksiyon
gergeklestirildi. Reaksiyon hizinin belirlenmesi i¢in olusan glukoz miktar: tayin
edildi. Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak Vmax ve Km degerleri bulundu.-

3.2.8.3.6. Kullanim Kararhlig

Immobilize enzim (1.43 g), herbiri 1 saat siiren 20 reaksiyonda kullamlarak
aktiviteler tayin edildi. Immobilize enzim, her kullamimdan sonra 100 ml saf su ile
yikandi. Bagil aktivite (%)-tekrar kullanim sayis1 grafiginden, aktivitedeki degisme
tespit edildi.
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3.2.8.3.7. Saklama Kararhhg

20 giin boyunca iki giinde bir, fmmobilize enzimin (1.43 gram) aktivitesi tayin -
edildi. Her kullanimdan sonra, immobilize enzim saf su (100 ml) ile yikand: ve bir
sonraki kullamma kadar kalsiyum asetat tampon ¢6zeltisinde (20 ml, 25 mM, pH 5.5)
saklandi. Bagil aktivite (%)-zaman (giin) grafiginden, aktivitedeki defisme tespit
edildi.

3.2.8.4. Immobilize Pectinex Ultra SP-L Fruktozilti-ansferaz
Kullanarak Kesikli Sistemde Fruktooligosakkarit Uretimi

Sivi (200 uL) ve immobilize (1.43 g) enzimler, kalsiyum asetat tampon
¢ozeltisi (25 mM, pH 5.5) ile hazirlanan % 60°lik (w/v) siikroz ¢6zeltisi (10 ml) ile,
su banyosunda (60 °C, galkalama hiz1 255 rpm), 24 saat reksiyona sokuldu ve 4’er
saat araliklarla 6rnekler alinarak, olusan karbonhidratlar TLC densitometre ile
kantitatif olarak tayin edilerek, yiizde bilesimler (w/w) hesaplandi.

3.2.8.5. immobilize Pectinex Ultra SP-L._Fruktoziltransferaz
Kullanarak Siirekli Sistemde 1-Kestoz Uretimi

3.2.8.5.1. Debinin 1-Kestoz Verimine Etkisi

Eupergit C iizerine immobilize edilen enzim (10 g), 6zel olarak yaptirilan poli
propilen (PP) kolona (i¢ ¢ap1 41 mm, i¢ boyu 2.8mm) dolduruldu. Su banyosuna (60
°C) yerlestirilen kolondan, siikroz ¢6zeltileri [100 ml, 50 g/L, pH 5.5], degisik akig
hizlarinda (3-18 ml/dakika) birer defa gegirildi. Olusan karbonhidratlar TLC
densitometre ile kantitatif olarak tayin edildi. Hiz ve hidroliz yiizdesinin debiye kars1
grafiginden, en yiiksek 1-kestoz ylizdesi (w/w) elde edilen akig hiz1 belirlendi.



3.2.8.5.2. Siikroz Derisiminin 1-Kestoz Verimine Etkisi

Eupergit lizerine immobilize edilen enzim (10 g) PP kolona dolduruldu. Su -
banyosuna (60 °C) yerlestirilen kolondan, kalsiyum asetat tampon g¢ozeltisiyle (25
mM, pH 5.5) hazirlanan farkli derigimlerde (5-60 g/L) siikroz ¢tzeltileri (100 ml) 3
ml/dakika hizla kolondan birer defa gegirildi. Olusah karbonhidratlar TLC
densitometre ile kantitatif olarak tayin edildi. Hiz ve hidroliz ylizdesinin siikroz
derigimine kars1 grafiginden, en yiiksek 1-kestoz yiizdesi (w/w) elde edilen sikroz

derisimi bulundu.

3.2.8.5.3. Devir Sayisinin 1-Kestoz Verimine Etkisi

Eupergit {izerine immobilize edilen enzim (10 g) PP kolona dolduruldu. Su -
banyosuna (60 °C) yerlestirilen kolondan, kalsiyum asetat tampon g¢ozeltisiyle (25
mM, pH 5.5) hazirlanan siikroz ¢6zeltisi (100 ml, 50 g/L), 3 ml/dakika hizla ard arda
6 kez gegirildi. Olugan karbonhidratlar TLC densitometre ile kantitatif olarak tayin
edildi. Hiz ve hidroliz yiizdesinin devir sayisina karg1 grafiginden, en yiiksek 1--
kestoz yiizdesi (w/w) elde edilen devir sayisi tespit edildi.

3.2.9. immobilize Pectinex Ultra SP-L B:Galaktozidaz Kullanarak
Galaktooligosakkarit ve Laktozsuz Siit Uretimi

3.2.9.1. Pectinex Ultra SP-L B-Galaktozidazin Eupergit C ile
Immobilizasyonu

3.2.9.1.1. Tampon g¢ozelti pH’sinin immobilizasyon Verimine Etkisi

Pectinex Ultra SP-L (200 uL) ve Eupergit C (200 mg) degisik pH degerlerinde
(4.5-7.5) olan fosfat tampon ¢6zeltilerinde (5 ml, 1M), oda sicakliginda (25 °C) 24
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in

saat muamele edilerek (150 rpm ¢alkalama hzinda) immobilizasyon gergeklestirildi -
ve aktivite tayinleri yapildi. Vo e

3.2.9.1.2. Tampon Cozelti Derisiminin Etkisi

Pectinex Ultra SP-L (200 pL) ve Eupergit C (200 mg), degisik derigimlerde
(0.025-2.5 M) olan fosfat tampon g¢bzeltilerinde (pH 4.5) oda sicakliginda (25 °C) 24
saat muamele edilerek (150 rpm g¢alkalama hizinda) immobilizasyon ger¢eklestirildi
ve aktivite tayinleri yapild.

3.2.9.1.3. Eupergit C Miktarmmn Etkisi

Pectinex Ultra SP-L (200 pL) ve degisik miktarlarda (100-1000 mg) Eupergit
C, fosfat tampon ¢ézeltilerinde (5 ml, 1.5 M, pH 4.5), oda sicakliginda (25 °C) 24
saat muamele edilerek (150 rpm ¢alkalama hizinda) immobilizasyon gergeklestirildi
ve aktivite tayinleri yapildi.

3.2.9.1.4. Iimmobilizasyon Siiresinin Etkisi

Pectinex Ultra SP-L (200 pL) ve Eupergit C (200 mg), fosfat tamponu
¢ozeltilerinde (5 ml, 1.5M, pH 4.5) degisik stirelerle (12-120 saat) oda sicaklifinda
(25 °C) muamele edilerek (150 rpm ¢alkalama hizinda) immobilizasyon
gergeklestirildi ve aktivite tayinleri yapildi.
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3.2.9.2. Immobilize Pectinex Ultra SP-L B-Galaktozidazm .
Karakterizasyonu

3.2.9.2.1. Optimum pH

Sivi (200 pL) ve immobilize (0.71 g) enzimler, % 5’lik (w/v) laktoz
¢ozeltisi (10 ml) ile, su banyosunda (sicaklik 60 °C, galkalama hizi 200 rpm),
farkh pH’larda (3.0-7.0) 1 saat reaksiyona sokularak aktiviteler tayin edildi (pH
3.0-5.5 igin kalsiyum asetat; 6.0-7.0 i¢in imidazol tampon ¢6zeltileri kullamldi).
Bagil aktivite (%)-pH grafiginden, optimum pH aralif1 tespit edildi.

3.2.9.2.2. Optimum Sicakhk

Siv1 (200 pL) ve immobilize (0.71 g) enzimler, kalsiyum asetat tampon
cozeltisi (25 mM, pH 4.5) ile hazirlanan % 5°lik (w/v) laktoz ¢ozeltisi (10 ml) ile, su
banyosunda (galkalama hizi 200 rpm), farkhi sicakliklarda (35-75 °C) 1 saat
reaksiyona sokularak aktiviteler tayin edildi. Bagil aktivite (%)-sicaklik grafiginden,
optimum sicaklik aralig: tespit edildi.

3.2.9.2.3. pH Kararhhg

S1v1 (200 pL) ve immobilize (0.71 g) enzimler, farkh pH degerlerinde (3.0-7.0)
olan tampon ¢dzeltilerde (5 ml, 25 mM) oda sicakhiginda (25 °C) 1 saat
bekletildikten sonra buz banyosunda 10 dakika tutuldu (pH 3.0-5.5 i¢in asetat; 6.0-
7.0 i¢in imidazol tampon ¢ozeltileri kullanildi). Daha sonra bu karigimlarin {izerine
kalsiyum asetat tampon ¢dzeltisi (250 mM, pH 4.5) ile hazirlanmig % 10’luk (w/v)
laktoz ¢zeltisi (5 ml) ilave edilip, su banyosunda (sicaklik 60 °C, ¢alkalama hiz1 200
rpm) 1 saat reaksiyon gergeklestirilerek aktiviteler tayin edildi Bagil aktivite (%)-pH



grafiginden, Pectinex Ultra SP-L B-galaktozidazin en kararh oldugu pH ara'hgl‘tespi‘t -
edildi. ‘ o

3.2.9.2.4. Termal Kararhhk

Siv1 (200 pL) ve immobilize (0.71 g) enzimler kullanlarak, kalsiyum asetat
tampon ¢6zeltilerinde (5 ml, 25 mM, pH 4.5), farkl sicakliklarda (35-75 °C) 1 saat
bekletildikten sonra buz banyosunda 10 dakika tutuldu. Daha sonra bu kangimlarin
lizerine, kalsiyum asetat tampon ¢6zeltisi (25 mM, pH 5.5) ile hazirlanmis % 10°luk
(w/v) laktoz ¢ézeltisi ilave edilip, su banyosunda (sicaklik 60 °C, ¢alkalama hizi 200
rpm) 1 saat reaksiyon gerc¢eklestirilerek aktiviteler tayin edildi. Bagil aktivite (%)-
sicaklik grafifinden, Pectinex Ultra SP-L p-galaktozidazin en kararl oldugu sicaklik
aralif tespit edildi.

3.2.9.2.5. Kinetik Parametreler

Sivi (200 uL) ve immobilize (0.71 g) enzim, kalsiyum asetat tampon ¢6zeltisi
(25 mM, pH 4.5) ile hazirlanmig degisik derigimlerde (% 4-20; w/v) laktoz gbzeltileri
(10 ml) kullamlarak, su banyosunda (60 °C ve 200 rpm) 3 dakika reaksiyon
gergeklestirildi. Reaksiyon hizinin belirlenmesi igin, olusan 6’-galaktozil laktoz
miktan tayin edildi. Lineweaver-Burk grafigi kullamlarak Vmax ve Km degerleri
bulundu.

3.2.9.2.6. Kullanim Kararhlig

Immobilize enzim (0,71 g), herbiri 1 saat siiren 20 reaksiyonda kullanilarak
aktiviteler tayin edildi. Immobilize enzim, her kullanimdan sonra 100 ml saf su ile
yikandi. Bagil aktivite (%)-tekrar kullanim sayis1 grafiginden, aktivitedeki degigsme
tespit edildi.



3.2.9.2.7. Saklama Kararhhg

20 giin boyunca iki giinde bir, immobilize enzimin (0,71 g) aktivitesi ‘tayin
edildi. Her kullammdan sonra, immobilize enzim saf su (100 ml) ile yikand1 ve bir
sonraki kullamma kadar kalsiyum asetat tampon ¢6zeltisinde (20 ml, 25 mM, pH 4.5)
saklandi1. Bagil aktivite (%)-zaman (giin) grafifinden, aktivitedeki degisme tespit
edildi.

3.2.9.3. immobilize Pectinex Ultra SP-L B-Galaktozidaz Kullanarak
Galaktooligosakkarit Uretimi

Sivi (200 pL) ve immobilize (0.71 g) enzimler, kalsiyum asetat tampon
¢6zeltisi (25 mM, pH 4.5) ile hazirlanan % 5°lik (w/v) laktoz ¢dzeltisi (10 ml) ile, su
banyosunda (60 °C, ¢alkalama hiz1 200 rpm), 24 saat reksiyona sokuldu ve 4’er saat
araliklarla 6rnekler alinarak, olugan karbonhidratlar TLC densitometre ile kantitatif
olarak tayin edilerek, yiizde bilegimler (w/w) hesaplandi.

3.2.94. immobi.!ize Pectinex Ultra SP-L B-Galaktozidaz Kullanarak
Laktozsuz Siit Uretimi

Immobilize enzim (14,2 g) PP kolona dolduruldu ve akis hizinin laktoz
hidrolizine etkisini belirlemek i¢in, siit (100 ml) kolondan (60 °C) degisik debilerde
(3-18 ml/dakika) birer defa gegirildi. Devir sayisinn etkisinin belirlenmesi i¢gin ise,
ayn1 miktarda siit (100 ml) kolondan ardarda 8 kez gegirildi. Alinan numunelerdeki
karbonhidratlar TLC densitometre ile kantitatif olarak tayin edildi. Hidroliz hiz1 ve
hidroliz yiizdesinin (w/w) debiye kars1 grafiginden optimum debi bulundu. Hidroliz
hiz1 ve hidroliz yiizdesinin (w/w) devir sayisina kars1 grafiginden de reaksiyon siiresi
tespit edildi.



3.2.10. Immobilize Pectinex Ultra SP-L Glukoamilaz Kullanarak e
Glukoz Uretimi SRR

3.2.10.1. Pectinex Ultra SP-L Glukoamilazin Eupergit C ile
Immobilizasyonu

Yapilan 6n deneylerde, sivi Pectinex Ultra SP-L’nin glukoamilaz aktivitesine
de sahip oldugu ve fruktooligosakkarit iiretiminde kullanmak igin elde edilen
immobilize Pectinex Ultra SP-L’nin glukoamilaz aktivitesinin siv1 Pectinex Ultra SP-
L’nin glukoamilaz aktivitesinin % 95°i oldugu tespit edildi. Elde edilen aktivite
verimi yeterince yiiksek oldugundan, immobilizasyon sartlarimin yeniden optimize
edilmesine gerek goriilmedi ve Pectinex Ultra SP-L glukoamilaz, Pectinex Ultra SP-
L FTS ile aym sartlarda [Pectinex Ultra SP-L (200 pL) ve Eupergit C (400 mg),
sodyum fosfat tamponunda (5 ml, 1 M, pH 8), oda sicakhifinda (25 °C), 96 saat
muamele edilerek (¢alkalama hizi 150 rpm)] immobilize edildi.

3.2.10.2. immobilize Pectinex Ultra SP-L Glukoamilazin
Karakterizasyonu

3.2.10.2.1. Optimum pH

Sivi (200 pL) ve immobilize (1.43 g) enzimler, % 5°lik (w/v) maltodekstri
¢6zeltisi (20 ml) ile, su banyosunda (sicaklik 60 °C, ¢alkalama hizi 200 rpm), farkla
pH’larda (3.5-8.0) 15 dakika reaksiyona sokularak aktiviteler tayin edildi (pH 3.5-5.5
igin kalsiyum asetat; 6.0-8.0 i¢in imidazol tampon ¢dzeltileri kullamldi). Bagil
aktivite (%)-pH grafiginden, optimum pH arali1 tespit edildi.



3.2.10.2.2. Optimum Sicaklik

Stvi (200 uL) ve immobilize (1.43 g) enzimler, kalsiyum asetat tampon
¢ozeltisi (25 mM, pH 5.0) ile hazirlanan % 5°lik (w/v) maltodekstrin ¢&zeltisi (20 ml)
ile, su banyosunda (¢alkalama hizi 200 rpm), farkli sicakliklarda (35-80 °C) 15
dakika reaksiyona sokularak aktiviteler tayin edildi. Bagil aktivite (%)-sicaklik
grafiginden, optimum sicaklik aralif tespit edildi.

3.2.10.2.3. pH Kararhh

S1vi (200 pL) ve immobilize (1.43 g) enzimler, farkl: pH degerlerinde (3.5-8.0)
olan tampon ¢6zeltilerde (10 ml, 25 mM) oda sicakhifinda (25 °C) 15 dakika
bekletildikten sonra, buz banyosunda 10 dakika tutuldu (pH 3.5-5.5 i¢gin asetat; 6.0~
8.0 i¢in imidazol tampon ¢ozeltileri kullamldi). Daha sonra bu kangimlarin {izerine
kalsiyum asetat tampon ¢6zeltisi (250 mM, pH 5.0) ile hazirlanmis % 10’luk (w/v)
maltodekstrin ¢ozeltisi (10 ml) ilave edilip, su banyosunda (sicaklik 60 °C, ¢alkalama
iz1 200 rpm) 15 dakika reaksiyon gergeklestirilerek aktiviteler tayin edildi. Bagil
aktivite (%)-pH grafiginden, Pectinex Ultra SP-L glukoamilazin en kararli oldugu pH
aralif1 tespit edildi.

3.2.10.2.4. Termal Kararhhk

Sivi (200 pL) ve immobilize (1.43 g) enzimler, kalsiyum asetat tampon
¢ozeltilerinde (10 ml, 25 mM, pH 5.0), farkli sicakliklarda (35-80 °C) 15 dakika
bekletildikten sonra, buz banyosunda 10 dakika tutuldu. Daha sonra bu karigimlarin
lizerine kalsiyum asetat tampon g¢dzeltisi (25 mM, pH 5.5) ile % 10’luk (w/v)
maltodekstrin ¢6zeltisi (10 ml) ilave edilip, su banyosunda (sicaklik 60 °C, ¢alkalama
hizi 200 rpm) 15 dakika reaksiyon gergeklestirilerek aktiviteler tayin edildi. Bagil



oldugu sicaklik aralif tespit edildi.

3.2.10.2.5. Kinetik Parametreler

Siv1 (200 pL) ve immobilize (1.43 g) enzim, kalsiyum asetat tampon ¢dzeltisi
(25 mM, pH 5.0) ile hazirlanmig degisik derigimlerde (% 2-10; w/v) maltodekstrin
¢ozeltileri (20 ml) kullanilarak, su banyosunda (60 °C ve 200 rpm) 1 dakika
reaksiyon gergeklestirildi. Reaksiyon hizinin belirlenmesi i¢in, olusan glukoz miktar
tayin edildi. Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak Vmax ve Km degerleri bulundu.

3.2.10.2.6. Kullanim Kararlihg:

fmmobilize enzim (1.43 g), herbiri 15 dakika stiren 20 reaksiyonda kullanilarak
aktiviteler tayin edildi. Immobilize enzim, her kullanimdan sonra 100 ml saf su ile
yikandi. Bagil aktivite (%)-tekrar kullamm sayis1 grafiginden, aktivitedeki degigme
tespit edildi. ‘

3.2.10.2.7. Saklama Kararhihg

20 giin stiresince iki giinde bir, immobilize enzimin (1.43 gram) aktivitesi tayin
edildi. Her kullanimdan sonra, immobilize enzim saf su (100 ml) ile yikand: ve bir
sonraki kullamma kadar kalsiyum asetat tampon ¢6zeltisinde (20 ml, 25 mM, pH 5.0)
sakland1. Bagil aktivite (%)-zaman (gtin) grafiginden, aktivitedeki degisme tespit
edildi.



Glukoz Uretlml

S1v1 (0.5 ml) ve immobilize (3.58 g) enzimler, kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisi
(25 mM, pH 5.0) ile hazirlanan % 5°lik (w/v) maltodekstrin ¢ozeltisi (20 ml) ile, su
banyosunda (60 °C, galkalama hizi 200 rpm), 3 saat reksiyon gerceklestirildi ve 30
dakika araliklarla 6rnekler alinarak, elde edilen {irlindeki karbonhidratlar TLC
densitometre ile kantitatif olarak tayin edilerek, yiizde bilegimler (w/w) hesaplandi.




4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Kantitatif Protein Tayini

Sivi Pectinex Ultra SP-L ve immobilizasyon siiziintiilerindeki protein
miktarlar1, Bradford Metoduna gore ¢izilen absorbans (594 nm)-protein miktar:
(mg/L) grafigine (Sekil 4.1) ait dogru denkleminden hesapland1. Hesaplanan protein
miktarlar1 Tablo 4.1°de gdsterilmigtir. Bu sonuglara gére, immobilizasyonda
kullamlan siv1 Pectinex Ultra SP-L’de (200 pL) bulunan protein miktan 2.21 mg’dar.
Enzim aktivitesi kullamldiginda % 100 olarak bulunan immobilizasyon verimini,
siiziintiide aktivite kalmamasi ve immobilizasyondan sonraki siiziintiilerde kalan

protein miktarinin az olmas: da, dogrulamaktadir.

2,0
1,6
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ot
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Sekil 4.1: UV absorbansi-protein miktar1 grafigi. Farkh derigimlerde (10-50 mg/ml) Bovin Serum
Albumin _(BSA) sandartlar1 (1.5 ml) ve Bradford Boyas: (1,5 ml) kullanilarak ultraviyole (UV)
spektrofotometresinde, absorbanslar degerleri (594 nm) 8l¢iilda.



Tablo 4.1: Pectinex Ultra SP-L ve immobilizasyon siiziintiilerindeki !

Numune Absorbans Diliisyon %
- (594 nm) Faktorii

Sivi Pectinex Ultra SP-L 0,8480 500

Pectinex Ultra SP-} FTS’nm 0,2290 4 0.022
immobilizasyon Siiziintiisii

Pectine.x.Ultra SP-I_, .;'glu.l-co.?.milazm 0,2290 4 0.022
immobilizasyon Siiziintiisii

?ectine.x‘Ultra SP-I_, P-f,"a.ll?ktozidazm 0,7235 4 0.075
immobilizasyon Siiziintiisi

Ornekler (1.5 mi) Bradford Boyas: (1.5 ml) ile kangtinidiktan sonra, absorbans degerleri 8l¢tildl ve bu absorbans
degerlerine kargilik gelen protein miktarlart (mg/ml), Bradford Metodu’na gdre ¢izilen absorbans (594 nm)-
protein miktar1 (mg/L) grafigine (Sekil 4.1) ait dogru denkleminden hesapland:.

4.2. Proteinlerin SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforez Analizi

Sekil 4.2°de goriildiigii gibi, Pectinex Ultra SP-L’deki proteinler ayrlarak bant
olugtururken, Pectinex Ultra SP-L  fruktoziltransferaz ve glukoamilazin
immobilizasyon siiziintiilerinde hi¢ bant yoktur. Pectinex Ultra SP-L B-
galaktozidazin immobilizasyon siiziintiistinde ise tek bant vardir. Buna gore Pectinex
Ultra SP-L proteinlerinin tamamina yakini Eupergit C tizerine baglanarak immobilize
olmustur. Bu sonug, enzim aktivitesi kullanildifinda % 100 olarak bulunan

immobilizasyon verimi hesabim da dogrulamaktadar.



Sekil 4.2: Pectinex Ultra SP-L. ve immobilizasyon siiziintillerindeki proteinlerin SDS-
poliakrilamit je] elektroforez analizi. 1: p-galaktozidazin immobilizasyon siziintiist (DF 50), 2:
fruktoziltransferazin immobilizasyon’ stizlintiisi (DF 50), 3: Pectinex Ultra SP-L (DF 50), 4:
Protein Standartlari, §: Pectinex Ultra SP-L (DF 100), 6: fruktoziltransferazin immobilizasyon
siizintist (DF 100), 1: B-galakiozidazin immobilizasyon siiziintisi (DF 100). Protein
Standartlar: Myozin (205 kDa), B-galaktozidaz (116 kDa), Fosforilaz b (97.4 kDa), Bovin Serum
Albumin (66 kDa), Ovalbumin (45 kDa), Karbonik Anhidraz (29 kDa).
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Kullanarak Fruktooligosakkarit Uretimi

4.3.1. Pectinex Ultra SP-L Fruktoziltransferazin Eupergit C ile
Immobilizasyonu

Eupergit C iizerine en yiiksek aktivite verimiyle enzim immobilizasyonu igin,
kullanilan Eupergit C miktarinin enzim miktarina orani optimize edilmek zorundadir.
Tablo 4.2°de goriildiigii gibi en yiiksek aktivite verimi 400 mg Eupergit C
kullanildiginda elde edildi. Daha diigikk miktarlarda Eupergit C kullamldifinda,
enzim molekiillerinin hepsi baglanamadif1 igin aktivite verimi diigiik olmaktadir.
Daha yiiksek miktarlarda Eupergit C kullamlmas: ise, enzimin aktif bolgesindeki
gruplarin ve lglii yapisindan sorumlu gruplarin da reaksiyona girmesi sebebiyle
diigiik aktivite verimi ile sonuglanmaktadir [Katzir and Kraemer, 2000], [Roehm;
05/95].

Eupergit C tizerinde bulunan epoksi gruplari, genis bir pH aralifinda (0-12)
enzimlerin gesitli reaktif gruplann (NH,, SH ve OH) ile reaksiyona girerek onlan
kovalent olarak baglayabilirler [Hermanson et al. 1992].

Tablo 4.2: Eupergit C miktarinin immobilize FTS’1n aktivite verimine etkisi

Eupergit C miktar1 (mg) Aktivite verimi ( % ')
100 43
200 67
300 74
400 78
600 77
800 75
1000 73

Pectinex Ultra SP-L (200 pL), sodyum fosfat tamponunda (5 ml, 1 M, pH 6) farkli miktarlarda (100-1000 mg)
Eupergit C ile oda sicaklipinda(25 °C) 24 saat muamele edilerek (150 rpm calkalama hziyla) immobilize edildi.
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Eupergit C ile enzim immobilizasyonu i¢in en uygun tampon ¢dzelti pH’snﬁn,
genellikle ¢ahisilan enzimin optimum aktivite gosterdikleri pH olmasi tavsiye
edilmekle beraber, bazi enzimler optimum pH’larimin digindaki pH’larda da yiiksek
verimle immobilize edilmistir [Katzir and Kraemer, 2000]. Omegin, B. circulans B-
galaktozidazin optimum pH’s1 5 iken en yliksek aktivite verimi pH 7.5’te elde
edilmigtir [Hernaiz and Crout, 2000]. Pectinex Ultra SP-L FTS’in optimum pH
aralif1 5.5-6.5 oldugu halde, en yiiksek aktivite verimi pH 8’de elde edildi (Tablo
4.3). Enzimlerin Eupergit C ile immobilizasyonunda, 1 M’lik fosfat tampon ¢&zelti
tavsiye edilmekle beraber, molaritedeki degigme aktivite verimini oldukga
etkileyebilmektedir [Roehm, 05/95]. Omegin, B. circulans B-galaktozidazin Eupergit
C ile immobilizasyonunda en yiiksek aktivite verimi, tampon ¢6zelti derigimi 1 M
oldugunda elde edilmigtir [Hernaiz and Crout, 2000]. Tablo 4.4’te goriildiigl gibi
deneylerde, fosfat tampon ¢6zelti derigiminin 0.025 M’dan 1 M’a yiikselmesiyle,
Pectinex Ultra SP-L FTS’mn immobilizasyonunda da aktivite verimi % 14°ten % 80°e
yiikselmig, ancak derigim 2.5 M’a yiikseldiginde aktivite verimi % 19’a diigmtistiir.
Yiiksek tampon ¢6zelti derigimi ise, enzim ile matriks arasinda olugan non-kovalent
baglar1 kopararak enzimin aktif haldeki konformasyonunu almasim saglar. Cok
yiiksek tampon ¢&zelti derigimi, enzimin Uglii yapisim saglayan non-kovalent baglari
(iyonik bag ve hidrojen baf1) da kopardif: i¢in aktivite azalir [Katzir and Kraemer,
2000].

Tablo 4.3: Tampon ¢6zelti pH’sinin immobilize FTS 1n aktivite verimine etkisi

pH Aktivite verimi ( % )

74
75
78
80
70

O 0 g9 O W

Pectinex Ultra SP-L (200 pL), pH’lar1 farkli (5-9) sodyum fosfat tamponunda (5 ml, 1 M), Eupergit C (400 mg)
ile oda sicakliginda (25 °C) 24 saat muamele edilerek (150 rpm ¢alkalama hiziyla) immobilize edildi.
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Tablo 4.4 : Tampon ¢dzelti derigiminin immobilize FT'S’1n aktivite verimine etkisi

Derigim (M) Aktivite verimi ( % )
0.025 14
0.25 20
0.5 68
1.0 ) 80
1.5 ' 58
2.0 28
2.5 .19

Pectinex Ultra SP-L (200 pL), molaritesi farkli (0.025- 2.5 M) sodyum fosfat tamponunda (5 ml, pH 8) Eupergit
C (400 mg) ile oda sicakhiginda (25 °C), 24 saat muamele edilerck (150 rpm galkalama hiziyla) immobilize
edildi.

Eupergit C ile enzim. immobilizasyonunda, immobilizasyon verimi ve
immobilize enzimin operasyonel kararlilifi, immobilizasyon stiresine de baglidir.
Optimum siire 24-100 saat arasindadir [Katzir and Kraemer, 2000]. Maksimum
baglanma ve aktivite verimi igin, siire 72-96 saat arasinda olmahdir [Roehm, 05/95].
Immobilizasyon siiresinin 12 saatten 96 saate gikarilmasi sonucu, Pectinex Ultra SP-
L FTS’1n aktivite verimi % 67°den % 96’ya yiikselmistir (Tablo 4.5).

En uygun Eupergit C miktar1 baglangigta tespit edilmisti. Ancak, optimizasyon
sonucunda pH, molarite ve siire degigtifinden, optimum Eupergit C miktarinda bir
degisme olup olmadifim tespit etmek igin, optimum immobilizasyon sartlarinda
farkli miktarlarda Eupergit C kullanilarak yeniden immobilizasyon yapildi. Tablo
4.6’ya gbre, optimum sartlarda da en yiiksek immobilizasyon verimi, 400 mg
Eupergit C kullanilarak elde edildi. Sonug olarak, immobilizasyon gartlar1 optimize
edilerek Pectinex Ultra SP-L FTS, % 100 immobilizasyon verimi ve % 96 aktivite

verimi ile Eupergit C lizerine kovalent olarak immobilize edildi.



Tablo 4.5: Immobilizasyon Siiresinin aktivite verimine etkisi

Siire ( saat) Aktivite verimi ( % )
12 67
24 80
48 89
72 93
96 96

Pectinex Ultra SP-L (200 pL), sodyum fosfat tamponunda (1 M, 5 ml, pH 8) Eupergit C (400 mg) ile oda
sicaklipinda (25 °C), degisik siirelerle (12-96 saat) muamele edilerek (150 rpm ¢alkalama hiziyla) immobilize
edildi.

Tablo 4.6: Optimum immobilizasyon pH’sinda (8) Eupergit C miktarinin
immobilize FTS’1n aktivite verimine etkisi

Eupergit C miktan ( mg ) Aktivite verimi ( % )
100 68
200 88
300 92
400 96
600 90
800 83

1000 69

Pectinex Ultra SP-L (200 pL), sodyum fosfat tamponunda (5 ml, 1 M, pH 8) farkli miktarlarda (100-1000 mg)
Eupergit C ile oda sicaklifinda( 25 °C) 96 saat muamele edilerek (150 rpm galkalama hiziyla) immobilize
edildi.



4.3.2. Eupergit C Uzerine immobilize Edilen Pectinex Ultra SP-L
Fruktoziltransferazin Alginat Kapsiiliinde Hapsedilmesi '

Molekiil agirlig1 300 bin dalton olan enzimler bile, kalsiyum alginat kapsiilleri
icerisinde immobilize edildiklerinde, reaksiyon sirasinda kapsiilden kagarak
aktivitenin azalmasina yol agmaktadirlar [Tanriseven ve Dogan, 2001]. Literatiirde,
Pectinex Ultra SP-L fruktoziltransferazin kalsiyum alginat kapsiilleri igerisinde
immobilizasyonu ile ilgili bir galigma bulunmamaktadir. Pectinex Ultra SP-L
fruktoziltransferaz kalsiyum alginat kapsiilleri igerisinde immobilize edildiginde, her
biri 1 saat stiren {i¢ reaksiyon sonunda, aktivite % 20’ye diistti. Ancak, 6nce Eupergit
C lizerine kovalent olarak immobilize edilen Pectinex Ultra SP-L fruktoziltransferaz,
daha sonra kalsiyum alginat kapsiili ig:erisiﬁde hapsedildiginde, her biri 1 saat stiren
i reaksiyon sonunda aktivitede hi¢ azalma olmadi.
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4.3.3. immobilize Pectinex Ultra SP-L Fruktoziltransferazin
Karakterizasyonu

Pectinex Ultra SP-L FTS’in optimum pH aralifn 5.5-6.5 olup,
immobilizasyondan etkilenmemistir ($ekil 4.3). Bu degerler diger FTS’lar ile de
uyumludur. Farkli mikroorganizmalardan elde edilen FTS’larin optimum pH
aralifinin 5.0-6.5 oldugu ¢ok sayida galigmada rapor edilmigtir [Yun, 1996]. Sekil
4.3’e gore ayrica, immobilize enzim 4.5-5.5 pH aralifinda serbest enzimden daha
yiiksek aktiviteye sahiptir. immobilizasyon, optimum pH arahim degistirmemigtir.
A. niger ve A. japonicus FTS’larin epoksi gruplan tagiyan metakrilamid bazh
polimerik matriks iizerine immobilizasyonunda [Chiang and Lee, 1997] ve Lentinula
edodes lakkaz’in Eupergit C ile immobilizasyonunda da optimum pH degigmemistir
[D’annibale, 2000].
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Sekil 4.3: Pectinex Ultra SP-L FTS’1n aktivitesine pH’nin etkisi. Siv1 (200 pL) ve immobilize
(1.43 g) enzimler, % 60’lik (w/v) stikroz ¢dzeltisi (10 ml) ile, su banyosunda (sicaklik 60 °C,
¢alkalama hizi 255 rpm), farkli pH’larda (4.5-8.0) 1 saat reaksiyona sokularak aktiviteler tayin
edildi (pH 4.5-5.5 igin kalsiyum asetat; 6.0-8.0 i¢in imidazol tampon ¢6zeltileri kullanilds).



Pectinex Ultra SP-L. FTS’in aktivitesine sicaklifin etkisi, Sékil f'*'4".4’}te
goriilmektedir. Serbest ve immobilize enzimin her ikisi i¢in de optimum s‘_1\cakhk.65_ o
°C olup, immobilizasyondan etkilenmemigtir. Mikroorganizmalardan é‘lde_% \edilgn
FTS’larin optimum sicaklik araligs 50-60 °C arasindadir [Yun, 1996]. Buna gére
Pectinex Ultra SPL FTS’m optimum sicakliga diger FTS’lara gore 5 °C daha
yiiksektir. Sekil 4.4’té,7 immobilize enzimin 75 °C’de serbest enzimden daha kararh
' oldugu goriilmektedir. Pectinex Ultra SP-L FTS’mn kararhligina pH’nmn etkisi, Sekil
4.5'te goriilmektedir. Immobilizasyon, enzimin optimum pH kararhlifim
degistirmezken, daha diigiik ve daha yiiksek pH’lardaki kararhlifim artirmugtir.
Eupergit C ile enzim immobilizasyonunda optimum sartlarin degismedigine ve
enzimin Kararlilipimin arttiina dair raporlara, literatiirde siklikla rastlanmaktadir
[Katzir and Kraemer, 2000], [Roehm, 05/95 ]. Ornegin, 4. niger ve A. japonicus
FTS’larin epoksi gruplari tagiyan metakrilamid bazli polimerik matriks {izerine
immobilizasyonunda [Chiang and Lee, 1997] ve Lentinula edodes Laccase’in
Eupergit C ile immobilizasyonunda da optimum sicaklik degigmemigtir [D’annibale,
2000].
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Sekil 4.4: Pectinex Ultra SP-L FTS’1n aktivitesine sicaklim etkisi. Siv1 (200 uL) ve immobilize
(1.43 g) enzimler, kalsiyum asetat tampon gtzeltisi (25 mM, pH 5.5) ile hazirlanan % 60°lik (w/v)
siikroz ¢tzeltisi (10 ml) ile, su banyosunda (galkalama hiz1 255 rpm), farkli sicakliklarda (35-75
°C) 1 saat reaksiyona sokularak aktiviteler tayin edildi.
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Sekil 4.5: Pectinex Ultra SP-L FTS’in pH kararhligi. Sivi (200 pL) ve immobilize (1.43 g)
enzimler, farkli pH degerlerinde (4.5-8.0) olan tampon g¢Ozeltilerde (2.5 ml, 25 mM) oda
sicakhgmda (25 °C) 1 saat bekletildikten sonra buz banyosunda 10 dakika tutuldu (pH 4.5-5.5 igin
asetat; 6.0-8.0 i¢in imidazol tampon ¢bzeltileri kullanildi). Daha sonra bu karigimlarin {izerine
kalsiyum asetat tampon ¢6zeltisi (250 mM, pH 5.5) ile hazrlanmig % 80°lik (w/v) stkroz
¢Ozeltisi ilave edilip, su banyosunda (sicakhik 60 °C, ¢alkalama hiz1 255 rpm) 1 saat reaksiyon
gergeklestirilerek aktiviteler tayin edildi

Pectinex Ultra SP-L FTS’in kararhilifina sicakhifin etkisi, Sekil 4.6’da
gosterilmigtir. 35-55 °C aralifinda serbest ve immobilize enzimin kararliliklar1 ayn
iken, daha yiiksek sicakliklarda immobilize enzim serbest enzimden daha kararhdir.
Serbest enzim 60 °C’de inaktif olmaya baglarken, immobilize enzim aktivitesinin
tamamini korumaktadir. Serbest enzim 75 °C’de aktivitesini tamamen kaybederken,

aym sicaklikta immobilize enzim aktivitesinin % 30°nu korumugtur.
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Sekil 4.6: Pectinex Ultra SP-L FTS’1n termal kararlihfi. Sivi (200 pL) ve immobilize (1.43 g)
enzimler, kalsiyum asetat tampon g¢dzeltilerinde (2.5 ml, 25 mM, pH 5.5), farkl sicakliklarda
(35-75 °C) 1 saat bekletildikten sonra buz banyosunda 10 dakika tutuldu. Daha sonra bu
kangimlarin tizerine kalsiyum asetat tampon ¢8zeltisi (25 mM, pH 5.5) ile hazirlanmug % 80°lik
(w/v) siikroz ¢dzeltisi ilave edilip, su banyosunda (sicaklik 60 °C, ¢alkalama hiz1 255 rpm) 1
saat reaksiyon gerceklestirilerek aktiviteler tayin edildi.

Serbest ve immobilize enzimin kinetik parametreleri, Lineweaver-Burk grafigi
(Sekil 4.7) kullamlarak bulundu. Immobilizasyon, enzimin Michaelis-Menten
Sabitini 47 g/L’den 91 g/L’ye yiikseltirken, maksimum hiz1 86 g glukoz/L.dk.’dan 82
g glukoz/L.dk.”ya diislirm{igtiir. Bu tiir sonuglara literatiirde siklikla rastlanmaktadir.
Ormnegin, A. niger fruktoziltransferazin epoksi gruplan tagiyan metakrilamid bazh
polimerik matriks lizerine immobilizasyonunda, Michaelis-Menten sabiti 20 g/L’den

30 g/L’ye yiikselmigtir [Chiang and Lee, 1997].
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Sekil 4.7: Pectinex Ultra SP-L FTS’mn Lineweaver-Burk grafigi. Stv1 (0.5 ml) ve immobilize (3.6
g) enzim, kalsiyum asetat tampon ¢dzeltisi (25 mM, pH 5.5) ile hazirlanmmg degisik derigimlerde
(% 1-10; w/v) sitkroz gbizeltileri (10 ml, pH 5.5) kullanilarak, su banyosunda (60 °C ve 255 rpm)
1 dakika reaksiyon gergeklestirildi. Reaksiyon hizinin belirlenmesi igin olugan glukoz miktan
tayin edildi.

Immobilize Pectinex Ultra SP-L. FTS’in kullanim kararhilifi Sekil 4.8’de
gosterilmigtir. Sekilde gﬁrﬁldﬁgﬁ gibi immobilize enzim, aktivitesini 20 kullanimdan
sonra bile korumaktadir. Aj'mca, Immobilize Pectinex Ultra SP-L FTS, aktivitesini
yirmi giin stiresince korumaktadir (Sekil 4.9). Eupergit C ile immobilize enzimler
aktivitelerini aylarca bile koruyabilmektedir. Ornegin, Eupergit C immobilize B.
circulans pB-galaktozidaz w;e A. oryzae a-galaktozidaz 4 ay sonunda aktivitelerinin %
96°dan daha fazlas1 korunmugtur [Hernaiz and Crout, 2000]. Eupergit C immobilize
5’-fosfodiesteraz ise siirekli kullanimda 500 giin boyunca aktivitesini kaybetmemistir
[Keller et al., 1987].
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Sekil 4.8: Immobilize Pectinex Ultra SP-L. FTS'm kullanim kararhligt. immobilize enzim
(1.43 g), herbiri 1 saat siiren ard arda 20 reaksiyonda kullanilarak aktiviteler tayin edildi.
Immobilize enzim, her kullanimdan sonra 100 ml saf su ile yikands.
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Sekil 4.9: Immobilize Pectinex Ultra SP-L fruktoziltransferazin saklama kararlilif. 20 giin
boyunca iki glinde bir, Immobilize enzimin (1.43 gram) aktivitesi tayin edildi. Her kullanimdan
sonra, immobilize enzim saf su (100 ml) ile yrkand: ve bir sonraki kullanima kadar kalsiyum asetat
tampon ¢dzeltisinde (20 ml, 25 mM, pH 5.5) sakland.



4.3.4. Immobilize Pectinex Ultra SP-L Fruktoziltra.psferzf
Kullanarak Kesikli Sistemde Fruktooligosakkarit Uretimi

Reaksiyon sonunda elde edilen iiriinlin yiizde (w/w) karbonhidrat bilesimi
Tablo 4.7°de yer almaktadir. Serbest ve Eupergit C iizerine immobilize edilen
Pctinax Ultra SP-L FTS i¢in iiriin bilegimi yaklagik olarak aym olup, siikroz % -12,
glukoz % 28, fruktoz % 2.5, l-kestoz (GF,) % 24.5, nistoz (GF3;) %27,
fruktofuranozil nistoz (GF4) % 6.5 ve toplam FOS % 58°dir. Bu sonuglar diger
FTS’larin iiriin bilesimleri  ile kargilagtinldifinda, benzerlik g&stermektedir
[Nishizawa K et al, 2000], [Cruz R. et al., 1998]. Kapstilde immobilize enzimin tiriin
bilesimi siikroz , glukoz, fruktoz ve toplam FOS bakimindan degigmezken, 1-kestoz
(GF5) % 40.38, nistoz (GF3;) % 16.47 ve fruktofuranozil nistoz (GF4) % 1.14 olarak
elde edildi. Buna gore, immobilizasyon enzimin 1-kestoz segiciligini artirmaktadir.
Kapsiilde immobilizasyon bu bakimdan bilime bir yenilik getirmektedir. Urlinleri
tekrar substrat olarak kullamlabilén diger enzimler de alginat kapsiiliinde immobilize
edilerek tirtin bilesimi degistirilebilir.

Tablo 4.7: Kesikli sistem kullanilarak FOS iiretiminde {irlin bilegimi.

Karbonhidrat yiizdesi (w/w)

Enzim Suc Gle Fru GF, GF; GF; IFOS

Serbest 11.72 2792 231 2443 2722 640 58.05
Eupergit-immobilize 12.24 2681 293 2429 27.19 6.54 58.02

Kapsiilde immobilize 1248 2632 3.21 4038 1647 1.14 57.99

Sv1 (200 pL, 53.8 TU) ve immobilize (1.43 g, 51.6 IU) enzim kullanilarak, standart metoda g6re 24 saat reksiyon
gergeklestirildi ve 4’er saat araliklarla alinan Orneklerdeki karbonhidrat yiizdeleri (w/w), TLC densitometresi
kullamlarak tayin edildi



4.3.5. Immobilize Pectinex Ultra SP-L Flruktoziltransferaé
Kullanarak Siirekli Sistemde 1-Kestoz Uretimi )

Debinin 1-kestoz verimine etkisi Sekil 4.10°da gﬁrﬁlmektedir. Grafikte
goriildiigii gibi, en yliksek 1-kestoz olusum hizina 12 ml/dk’da ulagilirken, 1-kestoz
yiizdesi debi ile ters orantili olarak azalmaktadir. En yiksek verimle 1-kestoz elde
etmek igin optimum debi 3 ml/dakikadir. Siikroz derigiminin 1-kestoz verimine etkisi
ise Sekil 4.11°de verilmigtir. Grafige gore, siikroz derigimi arttinldifinda hiz
artmakta, ancak 1-kestoz yiizdesi azalmaktadir. Buna gore, en yiiksek 1-kestoz
yiizdesini elde etmek i¢in optimum siikroz derisiminin 50 g/L oldugu
anlagilmaktadir.
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Sekil 4.10: Eupergit C tizerine immobilize edilen enzim (10 g), 6z¢l olarak yaptirilan polipropilen
(PP) kolona dolduruldu. Su banyosuna (60 °C) yerlestirilen kolondan, kalsiyum asetat tampon
¢Ozeltisiyle (25 mM, pH 5.5) hazirlanan sitkroz gbzeltileri (100 ml, 50 g/L), degisik debilerde (3-18
ml/dakika) birer defa gegirildi.
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Sekil 4.11: Stikroz derisiminin 1-kestoz verimine etkisi. Eupergit tizerine immobilize edilen enzim
(10 g), PP kolona dolduruldu. Su banyosuna (60 °C) yerlestirilen kolondan, kalsiyum asetat tampon
¢bzeltisiyle (25 mM, pH 5.5) hazirlanan farkl: derigimlerde (50-600 g/L) siikroz ¢dzeltileri (100 ml)
3 ml/dakika hizla kolondan birer defa gegirildi.

Devir sayisimin 1-kestoz verimine etkisi de Sekil 4.12°de goriilmektedir.
Grafige gbre, hiz ve l-kestoz ylizdesi zamanla artarak besinci devir sonunda
maksimum diizeye ulagarak sabit kalmigtir. Uriin kanigiminda, % 47.4 sikroz, %
38.8 1-kestoz ve % 13.8 glukoz vardir. Yan tiriin olarak olusan glukoz, FOS
olusumunu yanigmali olarak inhibe ettifinden, siikrozun tamami reaksiyona
girmemektedir [Yun, 1996]. Yaklagik olarak 2.5 saat siiren reaksiyon sonunda,
optimum sartlarda (pH 5.5, sicaklik 60 °C) 100 ml siikroz ¢&zeltisinden (50 g/L),
1.94 g 1-kestoz elde edildi.
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Sekil 4.12: Devir sayisinin 1-kestoz verimine etkisi. Eupergit C fizerine immobilize
edilen enzim (10 g), PP kolona dolduruldu. Su banyosuna (60 °C) yerlestirilen kolondan,
kalsiyum asetat tampon ¢tzeltisiyle (25 mM, pH 5.5) hazirlanan sikroz ¢8zeltisi (100 ml, 50 g/L),

3 ml/dakika hizla ard arda 6 kez gegirildi.
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4.4. Immobilize Pectinex Ultra SP-L B-Galaktozidaz
Kullanarak Galaktooligosakkarit ve Laktozsuz Siit Uretimi

4.4.1. Pectinex Ultra SP-L B-Galaktozidazin Eupergit C ile
Immobilizasyonu

Pectinex Ultra SP-L, B-galaktozidaz aktivitesine de sahip oldugundan, FOS
tiretimi i¢in elde edilen Eupergit C-Immobilize Pectinex Ultra SP-L’nin B-
galaktozidazin aktivitesi tayin edildi. Aktivite verimi ¢ok diistik (~ % 10) oldugu
i¢in, immobilizasyon sartlar1 B-galaktozidaz i¢in yeniden optimize edildi.

Tampon ¢ozelti pH’simn Pectinex Ultra SP-L p-galaktozidazin aktivite
verimine etkisi Tablo 4.8’de gﬁrﬁlmektedh. Optimum aktivite verimi Pectinex Ultra
SP-L B-galaktozidazin optimum aktivite gosterdigi pH’da (4.5) elde edildi. Tampon
¢ozelti molaritesinin 0.025’ten 1.5’e yiikselmesiyle, aktivite verimi % 63’ten %
109’a ¢ikmigtir (Tablo 4.9).

Tablo 4.10°da goriildiigii gibi, en yiiksek verim 200 mg Eupergit C ile elde
edilmigtir. Pectinex Ultra SP-L FTS’da oldugu gibi, daha yiiksek miktarlarda
Eupergit C kullamldiginda aktivite veriminde azalma goriilmektedir.

Tablo 4.8: Tampon ¢6zelti pH’sinin 3-galaktozidazin aktivite verimine etkisi

pH Aktivite verimi ( % )
4.5 107
5.5 98
6.5 94
7.5 90

Pectinex Ultra SP-L (200 pL), pH’lan farkli (4.5-7.5) sodyum fosfat tamponunda (5 ml, 1 M), Eupergit C (200
mg) ile oda sicaklifinda (25 °C) 24 saat muamele edilerek (150 rpm galkalama hiziyla) immobilize edildi.
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Tablo 4.9: Tampon ¢ozelti derigiminin B-galaktozidazin aktivite verimine etkisi

Tampon derisimi (M ) Aktivite verimi ( % )
0.025 63
0.25 73
0.5 84
1.0 107
1.5 109
2.0 99
2.5 89

Pectinex Ultra SP-L (200 pL), molaritesi farkli (0.025- 2.5 M) sodyum fosfat tamponunda (5 mi, pH 4.5)
Eupergit C (200 mg) ile oda sicakliginda (25 °C), 24 saat muamele edilerek (150 rpm galkalama hiziyla)
immobilize edildi.

Tablo 4.10: Eupergit C miktarinin B-galaktozidazin aktivite verimine etkisi

Eupergit C (mg) Aktivite verimi ( % )
100 94
200 109
300 103
400 99
600 91
800 81
1000 68

Pectinex Ultra SP-L (200 pL), sodyum fosfat tamponunda (5 ml, 1.5 M, pH 4.5) farkl miktarlarda (100-1000
mg) Eupergit C ile oda sicakhifinda (25 °C) 24 saat muamele edilerek (150 rpm ¢alkalama hiziyla) immobilize
edildi.

Tablo 4.11°de goriilecegi gibi, aktivite verimi 24 saat immobilizasyon sonunda
% 109 iken, 120 saat sonunda % 124’e yiikselmistir. Immobilizasyondan sonra
stiziintiilerdeki aktivite tayini yapildifinda, 120 saatlik immobilizasyon sonunda
slizlintiide aktivite olmadif1 goriildiigtinden, immobilizasyonun % 100 oldugu
anlagiimigtir.
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Tablo 4.11: Immobilizasyon siiresinin p-galaktozidazin aktivite verimine etkisi

Immobilizasyon siiresi ( saat) Aktivite verimi ( % )
24 109
48 116
72 120
96 123
120 124

Pectinex Ultra SP-L (200 pL), sodyum fosfat tamponunda (1 M, 5 ml, pH 4.5) Eupergit C (200 mg) ile oda
sicakliginda (25 °C), degisik strelerle (24-120 saat) muamele edilerek (150 rpm galkalama hiziyla) immobilize
edildi.

Aktivite veriminin % 100’in {izerinde olmas1 sagirticidir, ancak literatiirde
benzer sonuglarin goriildiigii ¢aligmalar vardir. Omegin, S. levendulae penisilin
agilazin Eupergit C ile immobilizasyonunda % 144°liik aktivite verimi elde edilmigtir
[Torres-Bacete et al, 2000]. Eide edilen bu Immobilizasyon verimi, diger
kaynaklardan elde edilen B-galaktozidaz’lar ile kargilagtirildifinda oldukga yiiksektir.
Ornegin, Aspergillus oryzae p-galaktozidaz’m pamuklu kumas {izerine
immobilizasyonunda elde edilen aktivite verimi % 95°tir [Albayrak ve Yang, 2002].
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4.4.2. immobilize Pectinex Ultra SP-L B-Galaktozidazin
Karakterizasyonu

Sekil 4.13 incelendiginde, immobilizasyon sonunda optimum pH aralifmmn
degistirmedigi goriilmektedir. Serbest ve Immobilize Pectinex Ultra SP-L ile
galaktooligosakkarit iretimi igin optimum pH aralifimn 4,0-5,0 oldugu
goriilmektedir. Galaktooligosakkarit tiretiminde, 4. oryzae, B.circulans, T.aquaticus,
K. Lactis ve B.singularis’ten elde edilen p-galaktozidazlarin optimum pH’lari
strasiyla 4.5, 6.0, 4.6, 7.0 ve 3.7-4.8°dir [Shin et al., 1998], [Sheu et al., 1998],
[Albayrak ve Yang, 2002]. Fruktoziltransferaz aktivitesinde oldugu gibi,
immobilizasyon Pectinex Ultra SP-L’nin B-galaktozidaz aktivitesinde de optimum
pH araligim degistirmemis, buna karisilik diigiik ve yiiksek pH’lara kars1 kararlihig:
artirmigtir (Sekil 4.13 ve Sekil 4.15). Polietilenimin kullanarak pamuklu kumas
lizerine immobilizasyonunda da 4. oryzae’den elde edilen B-galaktozidazin optimum
pH’s1 immobilizasyondan etkilenmemigtir [Albayrak ve Yang, 2002].
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Sekil 4.13: Pectinex Ultra SP-L B-galaktozidazin aktivitesine pH’nin etkisi. Sivi (200 pL) ve
immobilize (0.71 g) enzimler, % 5’lik (w/v) laktoz gtzeltisi (10 ml) ile, su banyosunda (sicaklik 60
°C, galkalama hizi 200 rpm), farkli pH’larda (3.0-7.0) 1 saat reaksiyona sokularak aktiviteler tayin
edildi (pH 3.0-5.5 igin kalsiyum asetat; 6.0-7.0 i¢in imidazol tampon ¢bzeltileri kullanid).
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Sekil 4.14°e gore, serbest ve immobilize Pectinex Ultra SP-L B-galaktozidazin
optimum sicaklik aralimin 55-60 °C oldugu gorillmektedir. 4. oryzae, fvi)e B.
circulans B-galaktozidazlarin optimum sicakliklart 40 °C, B. singularis ve K. B-
galaktozidazlarin optimum sicakliklari 45 °C ve T. aquaticus P-galaktozidazin
optimum sicaklig ise 70 °C’dir [Shin et al., 1998], [Sheu et al., 1998], [Albayrak ve
Yang, 2002]. Bu sonuglara gore Pectinex Ultra SP-L’de bulunan P-galaktozidaz
digerlerinden farklidir. Optimum pH araligmin degigmemesine benzer sekilde,
Pectinex Ultra SP-L FTS’da oldugu gibi, immobilizasyon sonunda Pectinex Ultra
SP-L. B-galaktozidazin da optimum sicaklik aralifi degismemis, buna karigilik
yiiksek sicaklifa karsi kararlihfi artmigtir (Sekil 4.14 ve Sekil 4.16). 4. Oryzae -
galaktozidazin  polietilenimin ~ kullanarak ~ pamuklu = kumag  {izerine
immobilizasyonunda ve B. singularis B-galaktozidazin chitosan beadleri igerisinde
immobilizasyonunda da optimum sicaklik degismemistir [Albayrak ve Yang, 2002 ],
[Shin et al., 1998].
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Sekil 4.14: Pectinex Ultra SP-L B-galaktozidazin aktivitesine sicakligin etkisi. Sivi (200 pL) ve
immobilize (0.71 g) enzimler, kalsiyum asetat tampon ¢8zeltisi (25 mM, pH 4.5) ile hazirlanan %
5’lik (w/v) laktoz ¢bzeltisi (10 ml) ile, su banyosunda (¢alkalama hizi 200 rpm), farkli sicakliklarda
(35-75 °C) 1 saat reaksiyona sokularak aktiviteler tayin edildi.
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Sekil 4.15°¢ gore 4.0-5.5 pH araliginda serbest ve immobilize Pectinex Ultra
SP-L B-galaktozidazin kararlilig1 en yiiksektir. Eupergit C tizerine immobilize vedii:en
¢ok sayida enzimde oldugu gibi [Katzir and Kraemer, 2000], [Roehm, ,05{95],
immobilize Pectinex Ultra SP-L B-Galaktozidaz da, diigiik ve yiiksek pH’larda,
serbest enzimden daha kararlidir (Sekil 4.13 ve Sekil 4.15).

Pectinex Ultra SP-L B-galaktozidazin kararlilifina sicaklifin etkisi Sekil
4.16’da gosterilmigtir. 60 °C’de serbest enzimin aktivitesinin yaklagitk % 40’1
kaybolurken, aym sicaklikta immobilize enzimin aktivitesinin tamamim
korunmugtur. Serbest enzim, 70 °C’de aktivitesinin tamamim kaybederken,
immobilize enzim 80 °C’de tamamen inaktif olmaktadir. Bu sonuglara gore
immobilizasyon, enzimin termal kararlilifin artirmigtir. 4. oryzae B-galaktozidaz’in
pamuklu kumag tlizerine kovalent immobilizasyonunda da enzimin termal
kararliliinda artis olmugtur [Albayrak and Yang, 2002]. Eupergit C ile
immobilizasyonda enzimlerin termal kararliliklarinin artmasi bir ¢ok aragtiric

tarafindan rapor edilmigtir [Katzir and Kraemer, 2000], [Roehm:, 05/95].
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Sekil 4.15: Pectinex Ultra SP-L B-galaktozidazin pH kararlilig1. Stv1 (200 puL) ve immobilize (0.71
g) enzimler, farkli pH degerlerinde (3.0-7.0) olan tampon ¢dzeltilerde (5 ml, 25 mM) oda
sicakliginda (25 °C) 1 saat bekletildikten sonra buz banyosunda 10 dakika tutuldu (pH 3.0-5.5 igin
asetat; 6.0-7.0 icin imidazol tampon g¢bzeltileri kullamildi). Daha sonra bu karigimlarin {izerine
kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisi (250 mM, pH 4.5) ile hazirlanmig % 10°luk (w/v) laktoz ¢ozeltisi
(5 ml) ilave edilip, su banyosunda (sicakhk 60 °C, galkalama hizi 200 rpm) 1 saat reaksiyon
gergeklestirilerek aktiviteler tayin edildi
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Sekil 4.16: Pectinex Ultra SP-L B-galaktozidazin termal kararliligi. Sivi (200 pL) ve immobilize
(0.71 g) enzimler kullamlarak, kalsiyum asetat tampon ¢8zeltilerinde (5 ml, 25 mM, pH 4.5), farkh
sicakliklarda (35-75 °C) 1 saat bekletildikten sonra buz banyosunda 10 dakika tutuldu. Daha sonra
bu kangimlarin {izerine, kalsiyum asetat tampon ¢dzeltisi (25 mM, pH 5.5) ile hazirlanms % 10’luk
(w/v) laktoz ¢bzeltisi ilave edilip, su banyosunda (sicaklik 60 °C, ¢alkalama hizi 200 rpm) 1 saat
reaksiyon gergeklestirilerek aktiviteler tayin edildi.

Kinetik parametreler, olugan 6'-galaktozillaktoz ve Lineweaver-Burk grafigi (Sekil
4.17) kullanilarak tespit edildi. immobilizasyon, Pectinex Ultra SP-L J-
galaktozidazin Michaelis-Menten sabitini (Km) 161 g/L’den 313 g/L’ye
yiikseltirken, maksimum hizin1 (Vmax) 6.2 g 6'-galaktozillaktoz/I..dk’dan 7.7 g 6'-
galaktozillaktoz/I..dk’ya yiikseltmigtir. Maksimum hizdaki bu artig serbest enzime
gore % 24°e karsihik gelmektedir. Enzimlerin Eupergit C ile immobilizasyonunda
genellikle Km yikselirken Vmax diigmektedir. Ancak bazi enzimlerde,
immobilizasyon maksimum hizi artrmigtir. Ornegin, S. levendulae penisilin agilazin
Eupergit C ile immobilizasyonunda da Km sabiti 3 mM’dan 7.6 mM’a yiikselirken
maksimum hiz serbert enzime gére % 44 artmigtir [Torres-Bacete et al, 2000].
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Sekil 4.17: Pectinex Ultra SP-L B-galaktozidazin lineweaver-burk grafigi. Sivi (200 pL) ve
immobilize (0.71 g) enzim, kalsiyum asetat tampon g¢dzeltisi (25 mM, pH 4.5) ile hazirlanmg
degisik derigimlerde (% 4-20; w/v) laktoz ¢ozeltileri (10 ml) kullanilarak, su banyosunda (60 °C ve
200 rpm) 3 dakika reaksiyon gergeklestirildi. Reaksiyon hizinmn belirlenmesi igin, olusan 6’-
galaktozil laktoz miktar: tayin edildi.

Sekil 4.18’de goriildiigii gibi immobilize enzim, herbiri 1 saat siiren
reaksiyonlarda ard arda 20 kez kullanildiginda, aktivitesinin % 98’ini korumaktadir.
Ayrica Sekil 4.19°da goriildiigii gibi, immobilize enzim 20 giin sonra bile
aktivitesinin % 98’ini korumaktadir. Aktivitedeki % 2’lik bu azalma, her bir
kullamimdan sonra immobilize enzimin tekrar kullanim i¢in stiziilmesi sirasinda bir
miktar enzimin slizgeg tizerinde kalmasindan ve reaksiyon sonunda alinan &rnek
icinde de bir miktar immobilize enzim bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
nedenle, gergekte yirmi kullanim sonunda bile immobilize enzimi aktivitesi
korunmaktadir.
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Sekil 4.18: immobilize Pectinex Ultra SP-L p-galaktozidazin kullamm kararlilift. immobilize
enzim (0,71 g), herbiri 1 saat siiren 20 reaksiyonda kullanilarak aktiviteler tayin edildi. Immobilize
enzim, her kullanimdan sonra 100 ml saf su ile yikandu.
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Sekil 4.19: Immobilize Pectinex Ultra SP-L fruktoziltransferazin saklama kararlilig1. immobilize
enzim (0,71 g), herbiri 1 saat siiren 20 reaksiyonda kullamlarak aktiviteler tayin edildi. Immobilize
enzim, her kullanimdan sonra 100 ml saf su ile yikandu.
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Pectinex Ultra SP-L B-galaktozidazin iiriin bilegimi, diger B-galaktozid‘azlarc'iaﬁ"i A'
farklidir, Pectinex Ultra SP-L p-galaktozidaz laktozdan sadece bir trisakkarit olan 6°-
galaktozil laktozu olugturmaktadir [Del-Val et al., 2001], [Del-Val and Otero C.,
2003]. Tablo 4.12°de goriildtigi gibi, 16 saatlik reaksiyon sonunda elde edilen firiin
igerisindeki 6’- galaktozil laktoz derisimi, s1v1 ve immobilize enzim igin sirasiyla %
12.8 (w/w) ve % 15.8 (w/w)’dir. Buna g6re immobilizasyon, 6’-galaktozil laktoz
veriminde % 24°likk bir artigla sonuglanmigtir. Immobilizasyon sonunda ayrica,
laktozun kullanim oranin1 da % 31.8’den % 38.6’ya yiikselmistir. Laktoz kullanimi
ve olugan GOS verimi, kullanilan enzime ve immobilizasyon metoduna gore
degismektedir. Omnegin, chitosan beadleri {izerine immobilize edilen Bullera
singularis B-Galaktozidaz ile, laktozun % 73’{i kullanilarak % 55 (w/w) oraninda
GOS elde edilmigtir [shin et al., 1998]. Pamuklu kumag tizerine immobilize
Aspergillus oryzae B-Galaktozidaz ile, laktozun % 50°si kullamlarak % 25-26 (w/w)
oraninda GOS elde edilmigtir [Albayrak ve Yang, 2002]. Chitosan beadleri tizerine
immobilize Aspergillus oryzae B-Galaktozidaz ile, laktozun % 70’i kullanilarak % 15
(w/w) oraninda GOS elde edilmigtir [Sheu et al., 1998].

Tablo 4.12: GOS {iretiminde iirlin bilegimi

Karbonhidrat yiizdesi (w/w)

Enzim Laktoz GOS Glukoz Galaktoz
$erbest 68.2 12.8 11.8 7.2
Immobilize 61.4 15.8 14.2 8.6

Sivt (200 pL) ve immobilize (0.71 g) enzimler, kalsiyum asetat tampon ¢dzeltisi (25 mM, pH 4.5) ile hazirlanan
% 5’lik (w/v) laktoz ¢bzeltisi (10 ml) ile, su banyosunda (60 °C, galkalama hizi 200 rpm), 16 saat reksiyona
sokuldu.



Laktozsuz Siit Uretimi

Sekil 4.20°de goriildiigii gibi, en yiiksek laktoz hidroliz hiz1 6 ml/dk*da gldé-~
edilirken, - hidroliz yiizdesi debi ile ile ters orantili olarak azalmaktadir. Debi
3ml/dakika oldugunda laktozun % 55°i hidroliz olurken, debi 18 ml/dakika’ya
¢ikarildifinda hidroliz oram1 % 10’a diismektedir. Benzer sonuglar literatiirde de yer
almaktadir. Ornegin, celik elek lizerinde mangan alginat jeli igerisinde immobilize
edilen Kluyveromyces lactis hiicreleri kullanilarak laktozsuz siit {iretiminde de,
siitteki laktozun hidroliz ylizdesi debinin artmas ile azalmaktadir [Genari et al.,
2003]. Sekil 4.21°¢ gore, laktozun hidroliz orani, gegen devir sayisi ile orantili olarak
artmaktadir. Laktozun % 55°i birinci devirde hidroliz olmaktadir. Hidroliz oram:
devir sayisina bagh olarak artmakta ve altinci dongiliden sonra, % 98°de sabit

kalmaktadir.
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Sekil 4.20: Debinin laktoz hidrolizine etkisi. Immobilize enzim (14,2 g) PP kolona dolduruldu ve akig
hizimin laktoz hidrolizine etkisini belirlemek igin, siit (100 ml) kolondan (60 °C) degisik debilerde (3-

18 ml/dakika) birer defa gegirildi.
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Sekil 4.21: Devir sayismnm laktoz hidrolizine etkisi. Immobilize enzim (14,2 g) PP kolona dolduruldu
ve devir sayisin etkisinin belirlenmesi igin, siit (100 ml) kolondan ard arda 8 kez gegirildi.
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4.5. Immobilize Pectinex Ultra SP-L Glukoamilaz
Kullanarak Glukoz Uretimi

4.5.1. Pectinex Ultra SP-L Glukoamilazin Eupergit C ile
Immobilizasyonu

Immobilizasyon, Eupergit C (400 mg) ve Pectinex Ultra SP-L’nin (200 pL),
fosfat tamponu ¢6zeltisi iginde (1 M, pH 8) 96 saat reaksiyonuyla (150 rpm hiziyla
¢alkalayarak) gerceklestirildi. Siiziintiide aktivite bulunmadigindan immobilizasyon
verimi % 100 olarak kabul edildi. Aktivite verimi ise % 95 olarak hesaplandi.



4.5.2. immobilize Pectinex Ultra SP-L Glukoamilazin
Karakterizasyonu

Immobilizasyon immobilize Pectinex Ultra SP-L glukoamilazin optimum pH
ve optimum sicaklik araligim degistirmemistir. Optimum pH aralify 4.5-5.0 (Sekil
4.22) ve optimum sicaklik aralipx 55-65 °C’dir. (Sekil 4.23).
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Sekil 4.22: Pectinex Ultra SP-L glukoamilazin aktivitesine pH’nin etkisi. Sivi (200 pL) ve
immobilize (1.43 g) enzimler, % 5’lik (w/v) maltodekstrin ¢8zeltisi (20 ml) ile, su banyosunda
(sicaklik 60 °C, calkalama hizi 200 rpm), farkli pH’larda (3.5-8.0) 15 dakika reaksiyona sokularak
aktiviteler tayin edildi (pH 3.5-5.5 igin kalsiyum asetat; 6.0-8.0 igin imidazol tampon ¢bzeltileri
kullanildi).
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Sekil 4.23: Pectinex Ultra SP-L glukoamilazin aktivitesine sicakhiin etkisi. Stvi (200 pL) ve
immobilize (1.43 g) enzimler, kalsiyum asetat tampon ¢dzeltisi (25 mM, pH 5.0) ile hazirlanan %
5’lik (w/v) maltodekstrin ¢dzeltisi (20 ml) ile, su banyosunda (¢alkalama hizi 200 rpm), farkh
sicakliklarda (35-80 °C) 15 dakika reaksiyona sokularak aktiviteler tayin edildi.

Eupergit C ile immobilizasyon, Pectinex Ultra SP-L fruktoziltransferaz ve p-
galaktozidaz da oldugu gibi glukoamilazin da pH ve termal kararliligim kararlilifim
artirmistir. Serbest ve immobilize enzim 4.0-5.5 pH araliinda kararlidir. Diigiik ve
yiiksek pH’larda ise immobilize enzim daha kararhidir (Sekil 4.24). Serbest enzim 50
°C’de aktivitesinin yaklagik % 15’ini kaybederken, immobilize enzim aymi sicaklikta
aktivitesinin tamamim korumaktadir. Serbest enzim, 80 °C’de aktivitesinin % 90’1m
kaybederken, aymi sicaklikta immobilize enzim aktivitesinin yaklagik % 40’mm
korunmugtur (Sekil 4.25).
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Sekil 4.24: Pectinex Ultra SP-L glukoamilazin pH kararliligi. Sivi (200 pL) ve immobilize (1.43 g)
enzimler, farkli pH degerlerinde (3.5-8.0) olan tampon ¢dzeltilerde (10 ml, 25 mM) oda
sicaklifinda (25 °C) 15 dakika bekletildikten sonra, buz banyosunda 10 dakika tutuldu (pH 3.5-5.5
i¢in asetat; 6.0-8.0 icin imidazol tampon gbzeltileri kullanildr). Daha sonra bu karigimlarin (izerine
kalsiyum asetat tampon ¢bzeltisi (250 mM, pH 5.0) ile hazirlannug % 10°luk (w/v) maltodekstrin
¢Ozeltisi (10 ml) ilave edilip, su banyosunda (sicaklik 60 °C, galkalama hizi 200 rpm) 15 dakika

reaksiyon gergeklestirilerek aktiviteler tayin edildi.
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Sekil 4.25: Pectinex Ultra SP-L glukoamilazin termal kararliigi. Sivi (200 pL) ve immobilize
(1.43 g) enzimler, kalsiyum asetat tampon gbzeltilerinde (10 ml, 25 mM, pH 5.0), farkh
sicakliklarda (35-80 °C) 15 dakika bekletildikten sonra, buz banyosunda 10 dakika tutuldu. Daha
sonra bu karigimlarin Uizerine kalsiyum asetat tampon g¢8zeltisi (25 mM, pH 5.5) ile % 10’1uk (w/v)
maltodekstrin ¢ozeltisi (10 ml) ilave edilip, su banyosunda (sicaklik 60 °C, ¢alkalama hiz1 200 rpm)
15 dakika reaksiyon gergeklestirilerck aktiviteler tayin edildi.
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Kinetik parametreler, Lineweaver-Burk grafigi kullamlarak tespit edildi (Sekil
4.26). Immobilizasyon, enzimin Michaelis-Menten sabitinin (Km) degerini 170
g/L’den 200 g/L’ye yiikseltirken maksimum hizi (Vmax) 5.43 g glukoz/L.dk.’dan
5.12 g glukoz/L.dk.’ya diigtirmiigtiir. Her biri 15 dakika siiren pes pege 20 reaksiyon
sonunda, immobilize enzim aktivitesinin % 98%ini korumaktadir (Sekil 4.27).
Ayrica, immobilize enzim 20 giin sonra bile, aktivitesinin % 97’sini korumaktadir
(Sekil 4.28). Bu durum farkli glukoamilazlarin immobilizasyonunda da
goriilmektedir. Ornegin, Aspergillus niger glukoamilazin baggase dialdehit selilloz
iizerine kovalent immobilizasyonu % 36 verimle sonuglanmig ve nisastadan glukoz
tiretiminde pespese 30 defa kullamldiginda, 15. kullanim sonunda aktivite
baslangigtaki degerinin % 65’ine diigtiikten sonra 30. kullanima kadar sabit kalmigtir
[Varavinit et al., 2001]. Aspergillus niger glukoamilaz’in jelatin ile kovalent
immobilizasyonunda % 85 aktivite verimi elde edilmig, immobilize enzim 30
kullanim sonunda bile aktivitesini korumustur. Ayrica, aktivite 30 giine kadar
korunmus, ancak 60 giin soﬁa % 90’a, 90 giin sonra da % 70’e dismiistiir [Olger,
2004].
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Sekil 4.26: Pectinex Ulira SP-L glukoamilazinin Lineweaver-Burk grafigi. Sivi (200 pL) ve
immobilize (1.43 g) enzim, kalsiyum asetat tampon ¢8zeltisi (25 mM, pH 5.0) ile hazirlanmig
degigik derisimlerde (% 2-10; w/v) maltodekstrin ¢Szeltileri (20 ml) kullanilarak, su banyosunda
(60 °C ve 200 rpm) 1 dakika reaksiyon gergeklestirildi. '
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Sekil 4.27: Immobilize Pectinex Ultra SP-L glukoamilazin kulanim kararlilig1. immobilize enzim
(1.43 g), herbiri 15 dakika stiren 20 reaksiyonda kullanilarak aktiviteler tayin edildi. Immobilize
enzim, her kuilanimdan sonra 100 ml saf su ile yikandi.
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Sekil 4.28: Immobilize Pectinex Ultra SP-L glukoamilazin saklama kararlilig. 20 giin boyunca iki
giinde bir, immobilize enzimin (1.43 gram) aktivitesi tayin edildi. Her kullammdan sonra,
immobilize enzim saf su (100 ml) ile yikandi ve bir sonraki kullamma kadar kalsiyum asetat
tampon ¢8zeltisinde (20 ml, 25 mM, pH 5.0) sakland:.
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4.5.3. Immobilize Pectinex Ultra SP-L Glukoamilaz Kullanarak s
Glukoz Uretimi S

Optimum sartlarda (sicaklik 60 °C, pH 5.0 ), sv1 ve immobilize enzira ile %~
5’lik (w/v) maltodekstrin ¢6zeltisinin (20 ml) 2 saat siiren reksiyonu sonunda, % 100
verimle glukoz elde edildi.

[mmobilize Pectinex Ultra SP-L glukoamilaz, aktivitesini 20 giin siiresince
kararliligimi korumaktadir ve optimum pH (5.0) ile optimum sicakligi (60 °C),
endiistriyel olarak nigastadan glukoz tiretiminde kullamlan A. niger o-amilaz ile
aymdir. Endiistriyel olarak nigastadan glukoz tiretiminde A. miger a-amilaz ile
birlikte, A. niger glukoamilaz kullamlmaktadir, ancak optimum pH’s1 4.5 ve
optimum sicakhigi 50 °C oldugundan, iiretim sirasinda pH ve sicakligin degistirilmesi
zorunlulugu vardir. Bu nedenle, immobilize Pectinex Ultra SP-L endiistriyel olarak,
nisastadan glukoz tiretiminde 4. niger a-amilaz ile birlikte kullamlabilir.



5. GENEL SONUC

Ticari bir enzim karigimi olan Pectinex Ultra SP-L iginde bulunan enzimlerden
fruktoziltransferaz, B-galaktozidaz ve glukoamilaz, Eupergit C lizerine bagarili bir
sekilde immobilize edilerek, ticari 6nemi olan fruktooligosakkarit,
galaktooligosakkarit, laktozsuz siit ve glukoz iiretiminde kullanildi. Pectinex Ultra
SP-L, Aspergillus aculeatus 'tan elde edilir ve endiistriyel olarak meyve sularindaki
pektini pargalamak i¢in yaygin olarak kullamlir. Kangimda pektini pargalayan
pektinazin yaninda, poligalakturonaz, ksilinaz, fruktoziltransferaz ve B-galaktozidaz
da vardir. Ancak, literatiirde Pectinex Ultra SP-L’nin glukoamilaz aktivitesi ile ilgili
bir galigma bulunmamaktadar.

Caligma ti¢ béliimden oluémaktadm Birinci boliimde, Pectinex Ultra SP-L
fruktoziltransferaz % 100 baglanma ve % 95 aktivite verimi ile immobilize
edildilerek, fruktooligosakkarit {iretiminde kullanildi. Immobilizasyon, enzimin
optimum pH ve sicakligini degigtirmedi. Buna karsilik, immobilizzasyon enzimin pH
ve sicakliga karst kararliligim attirdi. Immobilize enzim, 20 giin siiresince
aktivitesini korudu.Eupergit C iizerine immobilize edilen enzim, kesikli sistemde
serbest enzimle aym bilesimde {irlin verirken, kalsiyum alginat igerisinde
hapsedildiginde serbest enzimden daha fazla 1-kestoz ve nistoz elde edildi.
Fruktofuranozil nistoz ise olugmadi. Eupergit C iizerine immobilize edilen enzim

stirekli sistemde kullanmildiginda, segici olarak 1-kestoz elde edildi.

Ikinci béltimde Pectinex Ultra SP-L B-galaktozidaz % 100 baglanma ve % 124
aktivite verimi ile immobilize edildi.. Immobilizasyon, enzimin optimum pH ve
sicaklifim degistirmedi. Buna kargilik, immobilizzasyon enzimin pH ve sicaklifa
kars1 kararlibgm attirdi. Immobilize enzim, 20 giin stiresince aktivitesini
korudu.Immobilize enzim kullanilarak, serbest enzimden % 24 (w/w) oraninda daha
fazla 6’-galaktozil laktoz elde edildi. Ayrica immobilize enzim kullanilarak, siitteki
laktozun % 98’1 hidroliz edildi.



Ugiincti bolimde, Pectinex Ulra SP-L’inin glukoamilaz aktivitesinin de

oldugu bulundu. Pectinex Ultra SP-L’inin glukoamilaz, % 100 baglanma;ve, %95

aktivite verimi ile immobilize edildi. Immobilizasyon, enzimin optimum pH ve
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sicakligin1 degistirmedi. Buna kargihik, immobilizzasyon enzimin pH ve s1cakliga

karg1 kararlibigim attirdi. Immobilize enzim, 20 giin siiresince aktivitesini korudu.

Immobilize enzim kullanilarak maltodekstrinden % 100 verimle glukoz elde edildi.

Sonu¢ olarak immobilize Pectinex Ultra SP-L’nin, ticari 6nemi olan
fruktooligosakkarit, galaktooligosakkarit, laktozsuz siit ve glukozun endiistriyel
tiretimlerinde kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu bulundu.
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Abstract

Pectinex Ultra SP-L, a commercial enzyme praparation containing fructosyltransfersse activity, was immobilized covalentty onto Euperpit
C and was used for the production of fruclooligosaccharides. Immebilization resulted in 96% relative activity, The immobilized enzyme
showed no decrease in activity for 20 batch reactions. Optinwm conditions were rot affected by immobilization, and the sptimum pH amd
tempsrature for free and immabiilized enzyme were 3.5-6.5 and 65 °C, respectively. Immobilized enzyme was more stable at high pH and
temperatures. The amount of fructooligosaccharides produced from 60% (w/v) sucrose solution using the free and immobilized enzyme was
determined to be approximately 57% of the total sugar in the reaction mixtures. The kinetic parameters for free and immobilized enzyme were -
also determined. The immobilized Pectinex Ultra SP-L could be used for the production of fructooligosaccharides since the immobilization

efficiency is quite high (96%) and immobilized enzyme retains its activity for 20 days without any decrease.

© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

Kegwords: Bupergit C; Immobilization; Fmuctosylirnsfirase; Fructoolipessecharides; Peotinex Ultra SP-L

1. Indroduction

Fructooligosaccharides, found naturally in such foods as
onians, bananas, artichokes, and tomatoes, have biofunctions.
They increase the number of Bifidobacteria, occur in the hu-
man farge intestine, contributing many heaithful benefits such
as fmmune system activation, resistance to some infections,
synthesis of B-complex vitamins, and calciumn absorbtion [1].
Fructooligosaccharides are added in pig and chicken food to
improve growth [2]. In humans, they could be used to treat
breast cancer, diarrhea, and constipation [3]. In addition, inci-
dence of otitis media could be reduced by daily intake of frac-
tooligosacchharides [4]. These oligosaccharides are calorle
free and noncariogenic. The reaction leading to the formation
of fructooligosaccharides from sucrose could be catalyzed by
either immobilized fungal cells having fructosyltransferase
activity or immobilized enzymes for the industrial produc-
tion. Cells of Aspergtlius niger and dureobasidum: pullalans
were entrapped in alginate and used for fructooligosaccha-
ride production [5,6]. Porous glass, alginate, jon-exchange

* Corresponding author. Tel.: +90 262 754 2360; fax: +90 262 754 2385,
E-mail addrexs: tanriseven@gyte.edu.tr (A, Tanriseven),

0114102298 - see front matier © 2004 Elsevier Inc. All rights reserved,
doir10,10164 enznicter.2004.12.001

resin, ceramlic membrane, and methacrylamide-based reac-
tive polymeric beads confaining oxirane groups have been -
used for immobilization of fructosyltransferases [5,7-9].
Commerical enzyme preparation called Pectinex Ulira SP-L
derived from Aspergillus aculeatus has several enzymes in-
cluding pectinase, cellulase, B-galactosidase, and fructogyl-
transferase [10]. This enzyme preparation has generally been
used in fruit juice production [11]. The enzyme preparation
hagalso beenused for the production of fructooligosacharides
from sucrose [ 11,12, In this work, Pectinex Ultra SP-L was
immobilized with high yield onto Eupergit C, and used for -
the production of fructooligosaccharides. Eupergit C, epoxy-
activated acrylic beads, is quite stable and has good mechani-
cal and chemical properties. Enzymes arecoupled to Eupergit
C covalently via their amino, mercapto, or hydroxyl groups
[13,14]).

2. Matertals and methods
2.1. Materials

Pectinex Ultra SP-L, a commerical enzyme preparation,
was kindly provided by Novo Nordisk. It had 269 TU/mL
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fructosyltransferase activity, One IU is defined as the amount
of enzyme forming 1 wumol glucose per min from sucrose
(60% wrv) at pH 5.5 at 60°C. Eupergit C was a gift from
Rébm GmbH & Co. KG, Darmstadi, Germany. Glucoss,
fructose, and a-naphthol were from Sigma. Calcium ac-
etate and sodium dihydrogen phosphate were purchased
from Carlo Erba, Calclum chloride, sulphuric acid, sucrose,
sodium azide and imidazole were obtained from Merek. Frue-
tooligosaccharide standards were kindly provided by Maiji
Seika Kaisha, Ltd., Japan.

2.2. Methods

2.2.1. immobilization procedire

Immobilization of fructosyliransferase was carried out by
reaction of Eupergit C (400mg) with Pectinex Ultra SP-L
(6.2 mL}) in phosphate buffer (S mL, | M, pH 8) at 25°C with
gentle shaking (150rpm) for 96 h. After iramobilization the
heads were filtered and washed with distilled water (15mlL)
and phosphate buffer (15mL, 0.1 M, pH 5.5) on a sintered
glass filter by suction under vacuum. The wet weipht ofbeads
obtnined was 1.43 g.

2.2.2. Opftimization of imptobtlization procedure '

Optimum conditions for immobilization were determined
by changing individually the conditiens (pH from 5 10 9;
buffer concentration from 0.025 to 2.5 M; duration of immo-
bilization from 12 to 96 h; and amount of Eupergit C from
100 to 1000 mg).

2.2.3. Determination of acipvity .

Sucrose solution (10mL, 60% w/v) in calcium acetate
buffer (25 mM, pH 5.5) was reacted with agftation at 235 rpm
with immobilized (1.43 g) or free enzyme (0.2mL) at 60°C
for 60min in a water bath. Reaction mixture (50 uL) was
added to distilled water (1950 L) and boiled for 10min to
ingetivate the enzyme. The amount of glucoss formed was
determined by & TLC-imaging densitometer technique using
a Bio-rad GS 670 densitometer [15].

2.24. Analysis of reaction mixtyre

Thin layer ehromatography (TLC) was usad for quanti-
tative analysis of carbohydrates, TLC was carrfed out us-
ing three ascents of solvent system of acetonitrile/water
(85:15 /vy on Whatman K3 silica plates. Carbohydrates on
TLC plates were visualized by dipping the plates into 5%
(v/v) sulphuric acid in ethanol containing 0.5% (w/V) a-
naphthol, followed by heating on a hot plate at 110°C for
10min. TLC densitometer was used for quantitative deter-
mination of carbohydrates.

2.2.5. Deteraination of optimum temperature, pH, and
kinetle paramelers

Km, Vi, optimurm temperature and pH were determined
by changing individually the conditions of acttvity assay (pH
from 4.5 to 8.0; temperature from 35 to 75°C; and sucrose

8]

£ .
concentrations from 1 to 10% (w/v). Buffer solutions of cal-
cium acstate (pH4.3-5.5) and imidazole (pH 6-8) wereused.

Initial velocities for kinetic parameters were defermined by .. s
carrying out the reactions for 1 min. Km and Vm were cals»

culated from Lineweaver-Burk plots.

2.2.0. pH stability

Free (0.2 mL) or immobilized enzyme (1.43 g) was incu-
bated in various buffers (4.5-8.0) at room temperature for
1 hand the remaining activity was determined under standart
assay conditions.

2.2.7. Thermal stability

Free (0.2 mL) or immobilized enzyme (143 g) was incu-
bated in calcium acetate buffer (25 mM, pH 5.5) at fempera-
fures from 33 to 75 °C for 1 hand then the remaining activity
was determined using the standart assay method,

2.2.8. Operational stabiltly of the immobilized Pectivex
Ultra SP-L

The operational stability was tested by repeated batch ex-
periments using the method for activity determination.

2.2.9. Production of fructooligosaccharides

Free (0.2 mL) or immobilized erzyme (1,43 g) was reacted
with 10mL of 60% (w#) sucrose in 25 mM calcium acefate
buffer (pH=35.5) at 60°C for 24 h and the remaining sucrose
concentration was determined with 4-h intervals. The prod-
uct compositions for free and immobilized enzyme catalyzed
teactions were determined in 24-h reaction.

3. Resuits and discussion
3.1. Optimization of the immobilization procedure

Eupergit C having active epoxy group, is an excellent ma-
trix for immobilization of enzymes [13,14]. Many enzymes
have been immobilized onto Eupergit C. Epoxy groups on
the matrix react with amino, sulfydryl and hydroxyl groups
of biomolecules depending on pH of the buffer used. Immo-
bilization procedure is quite simple and involves the reaction
of Eupergit C beads with aqueous enzyme solution at room
temperature or ¢ °C for 12-72h [14]. Immobilization of en-
zymes onto Eupergit C is affected by amount of Euperpit,
duration of immobilization, pH and concentration of buffer
used [16,17].

3.2, Effect of the amount of Eupergit C on the
immobilization efficiency

Different amounts of support (1001000 mg) for Pectinex
Ultra SP L (200 pL) were tested. Table | shows that the im-
mobilization efficiency, defined as the mtio of activity of im-
mobilized enzyme to the activity of soluble enzyme used in
immobilization, was very high (96%) for 400 mg Bupergit C
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Table 1 Table 3 RS
Effect of Enpergit C amaunt on immobilization efficiency Bffect of buffer concentration on immobilization efficiency - - "~ .. &
Eupergit C (mg) Immobiltzation efciency (%) Buffer concentration (M) Immabilization efficiency (%) '/_’ -
100 68 0.025 14 -
200 8 0.25 20
300 o2 0.5 68
400 06 1o 0
600 90 1.5 58
&00 bz} 20 28
1600 [ 25 19

Conditions for immebilizatfon: Peetinex Ultra SP-L (0.2 mL) was reacted
with various amounts of Fupergit C in phosphate buffer (Sml, IM,pH§)
with gentle shaking (150 rp) at 25 C for 96 1,

atoptimur conditions, There was no activity in the filtrate in-
dicating that all the soluble enzyme used for immeobilization
was bound to the Eupergit. Usage of higher amounts of Eu-
pergit C ylelded low immobilization efficiency possibly due
to multiple attachments and reaction with groups associated
with active site and those responsible for the tertiary struc-
ture of the enzyme. High immobilization yield (100%) was
also obtained by Chiang and Lee [5] for the immobilization
of fructosyltransferase from 4. aiper onto methacrylamide-

based polymeric beads carrying epoxy groups.
3.3. Effect of pH of the tmmobiltzation buffer

The epaxy groups on Eupergit C can react with various
reactive groups of enzymes in a wide pH range (0-12) [13].
Table 2 shows the influence of pH on immobilization. Al-
though optimum pH for both soluble and immobilized en-
zyme was 5.5-6.5, the highest immobilization efficiency was
aobtained at pH &,

3.4. Effect of molarity of the immobiiization buffer

Buffer concentration and salts such as sodium sulphate
also influence the immobilization efficlency considerably in
_immobilization using Eupergit C: in our experiments, the in-
mobilization efficiency changed from 14 10 80% in phosphate
buffers of 25mM and 1 M, respectively (Table 3).

3.5, Effect of immobilization time
The duration of immobilization is of importance; the im-

mobilization efficiency increased from 80 to 96% in 24 and
96 h, respectively (Table 4).

Table2

Influence ofpH on immobilization efficiency

pH Immebilization efficlency (%)
5 74

) 75

7 78

8 80

9 70

Conditions for immobilization: Pectinex Ultra SP-L (0.2 mL) was rescted
with Bupergit C{04 g} in phosphats buffar (SmL, 1 M) at different pH with
gentle shaking (150 pm)at 25°C for24h.

Conditions for immobilization: Pectinex Ultrs SP-L (0.2 mL) was reacted
with Eupergit C (0.4 g) in phosphate buffer (5 mL, pH B) at different con-
centrations with gentle shaking (150rpm) at 25°C for24h.

Table 4

Effect of duration of coupling on immobilization efficiency

Time (h) Immobilization efficiency (%)
12 67

24 )

43 iy

n 93

9% 96

Conditions for immobiltzation: Pectinex Ultra SP-L (8.2 mL) was reacted
with Bupergit C (0.dg) in phosphate buffer (SmL, 1M, pH §) with gentle
shaking {150 rpm}) at 23 °C for various amount of time.

1.6, Characterization of immobilized enzyme

The highest immobilization efficiency (96%) was obtained
by reacting Pectinex Ultra SP-L (0.2 mL) with Eupergit C
(400 mg) stirring at 150rpm at room temperature for 96 h in
phosphate buffer (1 M, pH 8). Under these conditions, there
was no activity in the filtrate indicating that all the soluble en-
zyme used for the immaobilization was attached to the matrix.
High immobilization efficiency (96%j indicates that almost
all the enzyme covalently aitached to mafrix was active, The
immaobilized enzyme was characterized: as Fig. 1 shows, im-
mobilization has not changed the optimum pH for activity
(5.5-6.5) but immobilized enzyme was more stable at pH in
range of 4.5-5.5. pH-stability experiments showed thaf im-
mobilized enzyme was more stable in pH ranges of 4.5-5.5

i
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Fig. 1. Effectof pH ontheactivity of fiee(() and immobilized (@) Pectinex
Ultra SP-L.
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Fig. 2. Effect of pH on stability of fres (O) and immwbilized (@) Pectinex
Ultra SP-L.
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Fig. 3. Effect of temperature on the activity of free () and immobilized
{®) Pectinex Ultza SP-L. .

and 6.5-8 (Fig. 2). Optimum temperature for both soluble and
immobilized enzyme was 63 °C but immobilization enhanced
the thermal stability of the enzyme (Figs. 3 and 4). Free en-
* zyme was fully inactived at 75 °C, whereas immobilized en-
zyme retained aproximately 30% of its activity (Fig. 4). Ki-
netic parameters were also studied using Lineweaver-Burk
plot (Fig. 5). The Km values for sucrose of free and immo-

o H a4 B8
Temperature °C)

Fig, 4. Thermal stability of free () and immobilized (®) Pectinex Ut
SPL,

Y RS " "R PRI
VS (L/g suerase)

Fig. 5. Lineweaver-Burk plots of free () and immobilized (@) Pectinex
Ultra SP-L.

hilized enzyme are 47 and 91 g sucrose/L, respectively. Vi
for free and immobilized enzyme are found to be 86 and 82
(g plucose/L)/min, respectively. Both free and immobilized
enzymes were used for the production of fruetooligosac-
charides and found that the product compositions were al-
most the same, The product contained sucrose (11.9%), frue-
tose (2.195), plucose (28.8%), 1-kestose (23.5%), nystose
{27.2%), and fructofuranosyl nystose (6.5%). The amounts
af fructooligosaccharides produced by free and immobilized
enzyme are 57% of the total carbohydrates in the reaction
mixture. This result is comparable fo those obtained by immo-
bilized fructosyltransferases from different sources [9,18].
Sucrese consumption during the fructooligosaccharides pro-
duction by free and tmmobilized enzyme was similar (Fig. 6).
In both cases, most of the sucrose was consumed within 4 h,
‘bul all the substrate was not converted toproducts evenin 24 h
reaction due to the formation of by-product glucose, which
competes with sucrose for the subsirate binding site {19,20].
We have used the immobilized enzyme in 20 baich reactions,
each lasting for 1h at 60°C, and observed that there was
no decrease In activity. It was also foumd that the invmoebi-
lized enzyme retained its activity for 20 days of operation,
determined by activity assays carried out each day. Since the

]
o
'm
I
gm
51@
TR R e R
Time (howr)

Fig. 6. Sucrose consumption during the fructooligosaecharides production
by fiee () ad immebilized (@) Pectinex Ultra SP-L.
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immobilization efficiency is quite high (96%), and the im-
mobilized enzyme has retained its activity without decrease
for 20 days, the Eupergit C immobilized Pectinax Ultra-SP
could be used for the industrial production of fructonligosac-
charides from suerose,
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