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ONSOZ

Enzimlerin immobilizasyonu, endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalarda hem
enzimlerin defalarca kullanilabilmelerini saglanmakta hem de kararliliklarin1 uzun vadede
arttirmaktadir. Bu nedenle, enzimler cesitli alanlarinda kullanilmak {tizere immobilize
edilmelidirler. Enzimler arasinda 6nemli bir yeri olan esteraz enzimi, deterjan, gida ve tekstil
sanayi basta olmak iizere endiistrinin pek ¢ok alaninda biyokatalizor olarak kullanilmaktadir.
Bu enzim rekombinant DNA teknolojisi ile izole edilebilmekte, mikroorganizmalar sayesinde
iretilmekte ve karakterize edildikten sonra uygun bir kati ylizeye immobilize edilerek
kullanilabilir hale getirilebilmektedir.

Calismalarimiz  ¢ergevesinde, rekombinat olarak kendi laboratuvarimizda {iretip
saflagtirdigimiz esteraz enzimini, kitosan nano-pargaciklarin {izerine immobilize etmeyi ve
immobilize olmus bu enzimi ¢esitli biyoteknolojik ¢aligmalarda kullanmak iizere karakterize
etmeyi amagladik. Enzim immobilizasyonunda dogal ve sentetik bir¢cok organik ve inorganik
materyal kullanilabilmesine ragmen, kitosanin sahip oldugu mikroorganizmalara karsi
direnclilik, zehirsizlik, mekanik kararlilik, biyouyumluluk, hidrofilik karakter ve kolayca elde
edilebilirlik 6zellikleri sebebiyle projemizde tasiyici/dayanak maddesi olarak kullanilmasi
amaclandi.

Bu proje planindaki hedeflerimizden bir digeri ise, yillardir iizerinde c¢aligmalar yapilan
enzim immobilizasyonu konusunu, son zamanlarin en Onemli teknolojik gelismelerinin
basinda gelen ve en popiiler alanlarindan biri olan nanoteknoloji ile bir araya getirerek
disiplinleraras1 bir ¢aligmaya katkida bulunmakti. Bu sayede hem enzim immobilizasyonu
konusuna farkli bir acidan bakilmis, hem de biiyilkk boyutlu enzim tasiyicilariyla
kiyaslandiginda, nano-pargaciklarda yilizey alanlarmin genislemesiyle birlikte daha fazla
enzimin immobilize edilebilecegi gosterilmis olduk.
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OZET

Immobilize enzimlerin serbest haldeki enzimlere gore iiriinden kolay ayrilabilmeleri, tekrar
tekrar kullanilabilmeleri, yiiksek hacimsel verimlilik elde edilebilmesi, proses kontroliiniin
daha kolay olmasi1 ve kontaminasyona daha az duyarli olmalar1 gibi bazi istiinliikleri vardir.
Bu avantajlarindan dolay1 enzimlerin biyoteknolojik alanlarda kullanabilirliginin arttirilmasi
icin son yillarda ¢ok sayida arastirma yapilmistir ve halen bu konu iizerinde arastirmalar
devam etmektedir.

Nanoteknolojinin gelisimi ile birlikte, nano boyuttaki malzemelerin manyetizma ve genis
yiizey alanina sahip olma gibi 6zelliklerinden dolayr immobilizasyonda kullanilabilecekleri
son zamanda yapilan ¢alismalar ile gdsterilmistir.

Immobilizasyon isleminde tasiyici madde olarak en ¢ok kullanilan biyo-polimerlerden
birisi olan kitosan, biyouyumluluk, antibakteriyal olma, zararsiz iiriinlere doniistiiriilebilme,
agir metal iyonlariyla selat olusturma, jel olusturma ve hidrofobiklik gibi birtakim biyolojik
ve kimyasal Ozelliklere sahip olmasinin yani sira, proteinlere olan ilgisi ile de dikkat
¢ekmektedir.

Bakteriyel esteraz enzimi ¢ok Onemli biyokatalizatorler olarak endiistrinin ¢esitli
alanlarinda kullanilmaktadirlar. Cok genis substrat se¢imliligi olduklarindan dolay1 degisik
reaksiyonlarda kullanim potensiyelleri de yiiksektir. Ozellikle deterjan, gida, tekstil sanayi ve
bir cok endiistriyel alanlarda kullanilan bu enzimler son yillarda rekombinant
mikroorganizmalar sayesinde iiretilmekte ve enzimlerin &zellikleri protein miihendisligi
teknikleri ile yapilan degisikliklerle daha kullanilabilir hale getirilmektedir.

Bu ¢alismada, rekombinant DNA teknolojisiyle kendi laboratuar biinyemizde iiretilen ve
saflastirilan termofilik rekombinant esteraz enziminin, manyetizma ve genis ylizey alani gibi
birtakim ¢ekici 6zelliklere sahip olan kitosan nano-pargaciklarin {izerine immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. Deneysel calismada kitosan kitinden sentelenip karakterize edildikten
sonra iyonik jellesme metoduna gore nano pargaciklar olusturulup cesitli metodlar ile
karakterize edilmistir. Laboratuarimizda yiiksek saflikta elde ettigimiz esteraz enzimi nano-
parcacik tizerine immobilize edilip, enzim konsantrasyonu, nano-pargacik miktari, sicaklik,
pH, karistirma hiz1 ve siire gibi farkli kosullarin ~ enzim immobilizasyonu iizerine etkisi
incelenmistir. En 1iyi kosullarda immobilize olan enzimin aktivitesine, sicaklik, pH, termal
kararlilik, pH kararlilig1, tekrar kullanilabilirlik, ¢esitli kimyasallar ve metal iyonlarin etkileri,
depolanma kararliligi ve kinetik sabitler gibi parametrelerin etkileri belirlenerek immobilize
enzim karakterize edilmistir.

Projemiz kapsaminda yapilan deneysel ¢aligmalarin tiimii grubumuz tarafindan
gerceklestirilmis ve projenin kabuliinii takiben 10 ay sonunda planlandig sekilde
tamamlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Kitosan, nano-pargacik, immobilizasyon, esteraz, termofilik enzim



ABSTRACT

Immobilized enzymes offers some advantages over free enzymes such as relative ease of
product separation, reuse of biocatalysts, high volumetric productivity, improved process
control and reduced susceptibility of enzymes to contamination. Therefore, in order to
increase the usability of enzymes in biotechnological studies, recently many researches have
been performed and still on going.

By the help of development in nanotechnology, researchers have indicated that nano-
sized materials can be used for immobilization of enzymes due to attractive characteristics of
nano-materials such as magnetism and large surface area.

One of the most used biopolymer as immobilization carriers, chitosan has many significant
biological and chemical properties due to a unique set of characteristics that include
biocompatibility, biodegradability to harmless products, nontoxicity, physiological inertness,
antibacterial properties, heavy metal ions chelation, gel forming properties, hydrophilicity and
remarkable affinity to proteins.

Bacterial esterase enzymes are used as important biocatalysts in very diverse area of
industry. They can be utilized potentially in many and variety reactions due to great substrate
specificity. Lately production of these enzymes especially in the are of detergent, food, textile,
medical medicine, agricultural medicine and cosmetic industry can be performed by
recombinant way and modifications of enzymes for better utilization in industry can be
achieved by protein engineering techniques.

In that project, we immobilized recombinant thermophilic esterase enzyme which has been
produced and purified in our laboratuaries, on chitosan nano particles due to magnetism and
large surface area properties. In the experimental part, chitosan synthesized from chitin and
nano-particles prepared based on the ionic gelation method. The produced and purified
esterase enzyme in our laboratuaries immobilized on chitosan nano-particles and several
parameters such as temperature, pH, time, speed, chitosan nano-particle amount and enzyme
concentration on immobilization efficiency tested. The immobilized enzyme then
characterized as change in activity in terms of temperature, pH, thermal stability, pH stability,
the effect of various chemicals and metal ions, reuse and storage stability and kinetic
parameters.

All the experiments that should be done in our project were conducted by our group and
we finished the project in 10 months after the acceptance.

Keywords: Chitosan, nano-particle, immobilization, esterase, thermophilic enzyme



GENEL BIiLGILER

Biyoteknolojik caligmalarda ve endiistriyel uygulamalarda serbest enzimin aktivitesini
kaybetmeden reaksiyon ortamindan geri kazanilmasi ¢ok zordur, dolayisiyla bu enzimin
yeniden kullanilmas1 da s6z konusu degildir. Bu durum, enzimatik reaksiyonlarin
gerceklestigi ortamlarda, hem enzim kaybina hem de reaksiyon iiriinlerinin kirlenmesine
neden olmaktadir. Ayrica, serbest enzim, reaksiyon ortamindan istenilen anda
uzaklagtirllamadig1 i¢in reaksiyonun kontrolii de olduk¢a zordur. Serbest enzimlerin
endiistriyel uygulamalarda kullanimlarina iligkin ortaya ¢ikan, kismen kararsiz olmalari,
mekanik dayaniksizliklar1 ve iirlin olusumunun kontroliiniin zorlugu gibi pek cok problemi
¢Ozlime kavusturma amaci, bilim adamlarini, bu molekiilleri daha kullanisli hale getirme
olanaklarini arastirmaya yoneltmistir. Bu sebeple gerek uzun siire ve tekrar kullanilabilmeleri,
gerekse de istenildigi anda reaksiyon ortamindan uzaklastirabilmeleri, yani genel anlamda
kullanim olanaklarmin arttirilmas1 amaciyla enzimler immobilize edilmektedir. Kovalent
baglama/yiizeye tutturma, tutuklama gibi bir¢ok farkli yontem gelistirilerek gerceklestirilen
enzim immobilizasyonu sonucu elde edilen, kararli enzimlerin kullanildigi arastirmalarin
sayis1 giinden giine artis géstermektedir.

Immobilizasyon neticesinde enzimin aktivitesi, optimum pH ve sicaklig1, substrata ilgisi
ve stabilizesi degismektedir. Genellikle, enzimin aktivitesi ve substrata olan ilgisi
immobilizasyondan olumsuz etkilenirken, yiiksek sicakliga dayanikliligr ve kararlilig1 olumlu
yonde etkilenmektedir. Enzimdeki bu degisiklikler enzimin yapisina, tasiyici olarak kullanilan
maddenin tiirline ve immobilizasyon sartlarina gore degismektedir.

Yapilan bu c¢aligmada, rekombinant DNA teknolojisiyle kendi laboratuar biinyemizde
tiretilen ve saflagtirilan termofilik rekombinant esteraz enziminin, manyetizma ve genis yiizey
alam1 gibi birtakim c¢ekici Ozelliklere sahip olan kitosan nano-parcaciklarin {izerine
immobilizasyonu tasarlanmistir. Antibakteriyal, antimikrobiyal ve antifungal etkilere sahip
olan kitosan nano-parcaciklar iizerine immobilize edilen esteraz enzimi, Ozellikle ilag,
kozmetik ve gida sektorii basta olmak iizere tekstil, tarim, kagit vb. uygulamalarda
kullanilabilecek yeni bir malzeme olarak oOnerilmektedir. Calismamizda kitosan nano-
parcaciklarin, kitosandan iyonik jellesme yontemi ile sentezi yapilmistir. Bu yoOntem
kullanilarak kitosandan boyutlar1 nano diizeyden makro diizeye uzanan aralikta jel partikiiller
elde edilebilmektedir. Kitinin yapisindaki asetil gruplarinin uzaklastirilmasiyla elde edilebilen
kitosan, dogada en fazla bulunan biyopolimerlerden birisi olarak géze ¢arpmaktadir. Katyonik
bir polisakkarit olan kitosan B-(1,4)-2-asetoamido-2-deoksi-D-glikoz ve B-(1,4)-2-amino-2-
deoksi-D-glikoz tinitelerinin bir kopolimeridir.

Gelistirilen yeni metot ile elde edilen immobilize esteraz enzimi karakterize edilmis ve
serbest enzim ile immobilize olmus enzimin 6zellikleri kiyaslanmistir.

Proje kapsaminda yapilan ¢alismalar su sekilde 6zetlenebilir:

. Enzim caligmalar1
Termofilik rekombinant esteraz enzimi iiretimi ve enzim saflagtirilmas.

. Kitosan nano-pargacik ¢aligmalari
Kitinden kitosan sentezi, kitosanin karakterizasyonu, kitosan nano-pargacik iiretimi, nano-
parcacik karakterizasyonu.

. Immobilizasyon ¢aligmalari
Enzimin nano-pargaciklar iizerine immobilizasyonu, immobilizasyon optimizasyonu,
immobilize enzimin karakterizasyonu.



KAYNAK ARASTIRMASI

Son zamanlarda, mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin pek ¢ogu genis bir
kullanim alanina sahiptir ve bu enzimlerin bioloji ve kimya endiistrisinin ¢esitli dallarinda
uygulamalar1 diinyada gilinden giine artmaktadir (Miller, J. A. ve Nagarajan, V., 2000).
Ozellikle, termofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimler, ki bu enzimler volkanlarin
yada jeotermal kaynaklarin bulundugu bolgelerin sicak su ve topraginda yasarlar (Stetter K.
0., 1996). yiiksek sicakliklara dayaniklilik ve bu sicakliklarda kararliliklarini koruyabildikleri
icin endiistriyel uygulamalarda kullanicilara avantajlar saglamaktadirlar (Aguilar A. ve
arkadaslari, 1998; Haki G. D., Rakshit S. K., 2003; Kristjansson J. K., 1989; Maugeri T. L. ve
arkadaslari, 2001). Yiiksek sicakliklarda kullanilmalarinin en biiyiik avantajlari; mikrobiyal
kirlilik riskini azaltmalari, substratin ¢oziiniirliigiinii ise arttirmalaridir (Bruins M. E. ve
arkadaslari, 2001).

Hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunan ve hidrolaz ailesi
kategorisine giren esteraz enzimleri, karboksilik ester baglarini pargalarlar (Bornscheuer U. T.
ve Kazlauskas R. J., 2005). Dogal ve dogal olmayan genis bir substrat se¢imliligi oldugu igin,
farkli tiir reaksiyonlarda kullanim potensiyelleri de ¢ok yiiksektir. Kofaktor kullanimi
gerektirmezler, organik solventlerde ¢ok kararlidirlar ve {irlin olusumunda seg¢imlilik
gosterirler (Faber K., 1997; Jaeger K. E. ve arkadaslari, 1999). Bu enzim, sahip olduklari
yararli Ozelliklerinden dolayi, cesitli biyoteknolojik uygulamalarda 6zel bir 6neme sahiptir
(Faber K., 1997; Quax W. J. ve Broekhuizen C. P., 1994; Panda T. ve Gowrishankar B. S.,
2005).

Enzimlerin immobilizasyonu, enzimlerin sadece tekrar tekrar degil, ayn1 zamanda daha
verimli kullanilabilmelerine olanak sagladigi i¢in oldukca dnemlidir. Serbest haldeki enzimle
kiyaslandiginda immobilize enzim, ¢evresel degisikliklere daha dayaniklidir (Guisan M. J.,
2006; Kennedy J. F. ve  White C. A., 1985) ve bazi1 durumlarda, enzim aktivite kaybina
ugramasina ragmen uzun siirecte degerlendirildiginde, kararliligimi daha fazla muhafaza
edebilmektedir (Tang Z. X. ve arkadaslari, 2006; Biré E. ve arkadaslari, 2008). Bu yiizden,
farkli metotlar kullanilarak c¢esitli tasiyict maddeler lizerine pek ¢ok immobilizasyon teknigi
gelistirilmistir (Morales A. ve arkadaslari, 2000; Coradin T. ve Livage J., 2003; Chen X. ve
arkadaslari, 2002; Bellezza F. ve arkadaslari, 2003; Gole A. ve arkadaslari, 2000; Rosevear
A., 1984). Bilim adamlari, nanoteknolojinin gelisimi ile birlikte, nano boyuttaki malzemelerin
manyetizma ve genis ylizey alanina sahip olma gibi 6zelliklerinden dolayr immobilizasyonda
kullanilabileceklerini gostermislerdir (Li J. ve arkadaslari, 2003).

Immobilizasyon isleminde tasiyici madde olarak en ¢ok kullanilan biyo-polimerlerden
birisi olan kitosan, kitinin asetil gruplarinin kismi olarak uzaklastiriimasiyla elde edilen bir
poli-N-asetil glikozamindir (Juang R. S. ve arkadaslari, 2001). Kitosan, biyouyumluluk,
antibakteriyal olma, zararsiz iirlinlere doniistiiriilebilme, agir metal iyonlaryla selat
olusturma, jel olusturma ve hidrofobiklik gibi birtakim biyolojik ve kimyasal 6zelliklere sahip
olmasmin yam sira, proteinlere olan ilgisi ile de dikkat ¢ekmektedir (Lee M. K. ve
arkadaslari, 2005; Shu X. Z. ve Zhu K. J., 2002; Krajewska B., 2004).

Giliniimiize kadar, kitosandan nano-pargacik elde edilmesinde, farkli yOntemler
gelistirilmistir. Bunlardan birisi de iyonik jellesme yontemi kullanilarak kitosan nano-
parcacik hazirlanmasidir (Jiayin Z. ve Jianmin W., 2006; Tang Z. X. Ve arkadaslari, 2007).
Hazirlanan nano-pargaciklarin, ilag tasiyici 6zellikleri (Berthold A. ve arkadaslari, 1996; Tian
X. X. ve Groves M. J., 1999), laboratuar ortaminda ¢esitli organizmalara kars1 antimikrobiyal
etkileri ve kursun tutma kapasiteleri (Qi L. ve arkadaslari, 2004a; Qi L. ve Xu Z., 2004b), asit
boyar maddesi olan Asit Yesili 27 yi tutma kapasitesi (Hu Z.G. ve arkadaslari, 2006), ¢esitli



fonksiyonel gruplarla yeniden diizenlenmesi (Lee D. W. ve arkadaslari, 2004), ¢evresel
parametrelerin pargacik boyutuna etkilerinin incelenmesi (Zhang H. ve arkadaslari, 2004;
Grenha A. ve arkadagslari, 2005), elektrokinetik 6zelikleri ve kolloidal kararliligi gibi bazi
fiziksel Ozellikleri (Leon T. L. ve arkadaslari, 2005), oligoniikleotit tasima 6zellikleri (Katas
H. ve Alpar O., 2006) ve DNA ile olusturduklar1 nano boyuttaki kiirecikler, DNA' y1 serbest
birakma 6zellikleri ve kitosan-DNA nano-pargaciklarin biyolojik uygulamalarini (Masotti A.
ve arkadaslari, 2007; Masotti A. ve arkadaslar1 2008) incelenmistir.



Yapilan ¢aligmalarda kullanilan yontemler {i¢ kategoride 6zetlenebilir.

GEREC VE YONTEM

1. Kitosan nano-par¢acik hazirlanmasi
a. Kitosan sentezi
b. Kitosan karakterizasyonu
c. Kitosan nano-pargacik elde edilmesi
d. Kitosan nano-pargacik karakterizasyonu

2. Esteraz enziminin elde edilmesi,
a. E.coli de ifadelenmesi
b. Enzim saflastiriimasi
c. Aktivite dlgtimleri
d. Konsatrasyon 6l¢iimleri

3. Esteraz enziminin kitosan nano-parcaciklar iizerine
karakterizasyonu,
a. Immobilizasyon optimizasyonu

Enzim konsantrasyonu
Nano-parc¢acik miktari
Sicaklik

pH

Karistirma hizi

Zaman

b. Immobilize enzimin karaterizasyonu

Optimum pH
Optimum sicaklik
Kinetik sabitler; K ,V  vek

m max cat
pH kararlilig
Termal kararlilik
Tekrar kullanilabilirlik
Cesitli kimyasallarin ve metal iyonlarinin etkileri
Depolanma kararlilig1

immobilizasyonu ve

Bu ti¢ kategorideki deneysel ¢alismalar asagida agiklandigi sekilde yapilmistir.

1. Kitosan nano-parg¢acik yapimi

a. Kitosan sentezi: Kitosan, kitinin asetil gruplarmnin elimine edilmesi prensibi ile
Boyac1 ve arkadaglart (2010) tarafindan modifiye edilmis Rigby and Wolfrom
metoduna goére sentezlenmistir. Deney prosediiriinde 15.0 g kitin 720.0 ml 40.0%
(w/w) Iik NaOH c¢ozeltisi iginde 115°C de 6 saat azot gazi altinda geri sogutucu
varliginda kaynatilmis ve elde edilen kitosan deiyonize su ile pH "1 7.0 olana kadar
yikanmis ve de sonraki asamalarda kullanmadan 6nce 60°C de kurutulmustur.



Sekil 1. a)Kitin b) Kitosan yapilari

b. Kitosan karakterizasyonu: Kitosan, sentezlendikten sonra g¢esitli cihazlar
kullanilarak karakterize edilmistir. Kitosanin, yapisindaki fonksiyonel gruplar, FT-IR
(Fourier Transform-Infrared) (Perkin Elmer Spectrum 100) cihazi ile; elementel
kompozisyonu, elementel analiz (LECO-CHNS-932, Monchengladbach, Germany)
cihaz1 ile belirlenmistir. Elementel analiz sonuglari kullanilarak asetil gruplarmin
uzaklastirilma derecesi hesaplanmustir. Kitinin ve Kitosanin fiziksel ve morfolojik
yapilarinin  tayini, taramali electron mikroskobu-SEM (Scanning Electron
Microscopy) (Philips XL-30S FEG, Eindhoven, The Netherlands) cihaz1 ile
yapilmustir.

c. Kitosan nano-parcacik elde edilmesi: Kitosan nano-parcaciklari, Jiayin ve Jianmin
tarafindan belirlenen iyonik jellesme metodu modifiye edilerek hazirlanmigtir. Bu
metoda gore; 0.5 g kitosan 100 ml asetik asit 1.0% (v/v) ile ¢6ziilmiis ve ortamin pH ’1
NaOH ile 4.7°ye ayarlanmistir. Nano-parcaciklar, 1.0 ml tripolifosfatin 0.25% (w/v)
hazirlanan kitosan ¢ozeltisine, oda sartlarinda otomatik pipet ile manyetik karistiric
varliginda damla damla ilave edilmesi sonucunda elde edilmistir. Bu ¢ozeltiye, bir saat
inkiibasyon sonrasinda, 13,500 devirde (rpm) 30 dakikalik c¢oktiirme islemi
uygulanmig ve kitosan nano-pargaciklarindan olusan seffaf jel ¢okelek halinde elde
edilmistir. Bu jel dondurup-kurutma yontemi ile karakterizasyon oncesi kuru hale
getirilmistir.

d. Kitosan nano-par¢acik karakterizasyonu: Elde edilen nano-parcaciklarin, yiizey
morfolojisi ve fiziksel yapisi, taramali electron mikroskobu-SEM cihazi ile; boyut
dagilimi, dinamik 151k sagma-DLS (Dynamic Light Scattering) (Malvern Zetasizer,
3000 HSA) cihaz1 ile belirlenmistir. Nano-pargacik olusumu sirasinda, kitosanin
yapisinda meydana gelen fonksiyonel grup degisiklikleri ise, FT-IR cihazi kullanilarak
yapilmistir.

2. Esteraz enziminin elde edilmesi
a. Esteraz Enziminin E.coli de ifadelenmesi

Esteraz enziminin laboratuvarlarimizda tretimi, bu enzimin E.coli de ifadelenmesi
(ekspirasyon) caligmalar1 ile yapilmistir. Daha Onceki projemiz kapsaminda yapilan
caligmalarimiz sonucu elde edilen pET protein ifadeleme sistemine ©zel olarak
yerlestirilmis esteraz geni, bu projemizde de kullanilmistir. pET vektorii i¢inde bulunan
esteraz enzimi, IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) ilavesi ile yiiksek
miktarda ifadelenebilmektedir. Calismalarimizda taze olarak ekilen E.coli hiicreleri
(icerisinde esteraz enzimini kodlayan genin bulundugu pET vektorii aktarilmis), once



100.0 ml LB besi ortaminda (igerisinde Kanamisin antibiyotigi bulunan) gece boyunca
calkalamali inkibatorde 37°C 'de bekletilmis ve ertesi giinii hiicre kiiltiirii 1:10 oraninda
seyreltilip taze 1000.0 ml LB besi ortamina (i¢erisinde Kanamisin antibiyotigi bulunan)
ilave edilip ve g¢alkalamali inkibatérde 37°C 'de, optik yogunluk yaklasik 0.8 oluncaya
kadar biiyiitme islemine devam edilmistir. Bu asamada biiyiimekte olan hiicre kiiltiiriine,
1000.0 ml, 0.1 M IPTG, ilave edilerek, hiicreler yaklasik 4 saat daha 37°C 'de ¢alkalamali
inkibatorde bekletilerek esteraz enziminin ifadelenmesi saglanmistir. Daha sonra islem
durdurulup hiicreler 7000 devirde (rpm) 10 dakika ¢Oktiirme islemi yapilmis ve elde
edilen ¢okelek -20°C 'de bir sonraki islemlerde kullanilmak iizere saklanmistir. Enzim
ifadelenmesi miktari, %10 'luk SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide
Gel Electrophoresis) analizi ile degerlendirilmistir.

b. Esteraz Enziminin Saflagtirilmasi

Yiiksek miktarda ifadelenen esteraz enzimi, immobilizasyon ¢aligmalarindan Once
cesitli basamaklardan gecirilerek saflagtirnlmistir. Bu basamaklardan en etkilisi ve en
onemlisi afinite kromatografisidir. Ciinkii, ifadelenme i¢in kullanilan vektor biinyesinde
hem N-ucunda (N-terminal) hem de C-ucunda (C-terminal) 'His taq' ad1 verilen alt1 adet
Histidin amino asidinden olusan 6zel bir bdlge vardir ve bu bolgeye ait ¢esitli ticari
rec¢ineler saflastirma amacli hazir olarak satilmaktadir. Calismalarimizda bu tiir bir regine
kullanarak diisiik basing kolon kromatografisi ile saflastirma yapilmistir. -20°C 'den
alian ¢okelek 50.0 mM sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.0) ile ¢oziiliip, sonikasyon
islemi ile hiicreler pargalanmistir. Par¢alanan hiicreler 13,000 devirde (rpm) 30 dakika
¢oktiirme islemi yapildiktan sonra sivi kistm 2.5 cm x 10.0 cm His-taq Nikel Afinite
(Sigma) kolonuna yiiklenmistir. Kolon 0.3 M sodyum kloriir iceren 50.0 mM sodyum
fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.0) ile yikandiktan sonra, proteinler 250.0 mM imidazol ve
0.1 M sodyum Kkloriir igeren 50.0 mM sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.0) ile
kolondan alinmistir. Kolondan ¢ikan proteinler fosfat tampon c¢ozeltisine karsi gece
boyunca diyaliz yapilip konsantre edildikten sonra immobilizasyon c¢aligmalarinda
kullanilmak iizere kiiciik hacimlere ayrilip -20°C 'de saklanmistir. Enzimlerin safligi %10
'luk SDS-PAGE analizi ile kontrol edilmistir.

Cc. Esteraz Enzimi Aktivite élc;iimleri

Esteraz enziminin karakterizasyonu, immobilizasyon oOncesi ve sonrasi g¢esitli
asamalarda aktivite Olglimleri ile yapilmistir. Enzim ait aktivite dSlgiimleri
spektrofotometrik olarak p-nitro fenil asetat (p-nitrophenyl acetate) substrati kullanilarak
yapilmistir. Enzim altivitesi, 1.0 ml sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi igerisinde 0.5 mM
substrat ve 0.1 mM saflastirilmis enzim kullanilarak 400 nm 'de olusan absorbans
degisimlerinden hesaplanmistir. Bir unite enzim aktivitesi, enzimin dakikada, pH 7.2 ve
55°C 'de pargaladigi substrattan 1.0 mikromol p-nitrofenol agiga ¢ikarabilmesi i¢in gerekli
olan miktar olarak tanimlanmistir. Esteraz enzimine ait Michaelis-Menten esitligi

kullanilarak enzim kinetigi para metreleri (K ,V ~ ve k ) hesaplanmistir.
m  max cat

d. Esteraz Enzimi Konsatrasyonu Olciimleri



Enzime ait konsantrasyon belirlemeleri renk degisimine dayali bir metot olan Bradford
yontemi (Bradford, 1976) ile, Bovine Serum Albumin proteini standart madde olarak
kullanilarak yapilmstir.

3. Esteraz enziminin kitosan nano-parcaciklar iizerine immobilizasyonu

Kitosan nano-pargaciklari, saflastirilmis enzim ile inkiibe edilerek immobilizasyon
islemi gergeklestirilmistir.

SUPERNATANT
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Immobilized Enzyme on
Chitosan Nanoparticles
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Sekil 2. Immobilizasyon yontemi
a. Immobilizasyon optimizasyonu

Enzim konsantrasyonu: Enzimin kitosan nano-pargaciklar {izerine immobilize edilme
etkinligi degisen enzim konsantrasyonu ile test edilerek optimize edilmistir. Bu amagla
kullanilan enzim konsantrasyonlari sdyledir; 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 5 mg/ml ve 10
mg/ml.

Nano-parcacik miktari: Nano-pargacik miktari, degisik miktarlarda nano pargacigin
sabit enzim konsantrasyonu ile test edilerek optimize edilmistir. Bu deneyde nano-
parcacik miktarlar1 0.5, 0.8, 1, 1.5, 2, 2.5, and 3 mg olarak kullanilmistir.

Sicaklik: Enzim immobilizasyonu sirasinda, sicakligin etkisini belirlemek i¢in, sabit
miktarda enzim, sabit miktarda nano-pargacik iizerine immobilize edilmistir. Uygulanan
sicakliklar: 15, 25, 37, 50 ve 60°C olarak denenmistir.

pH: pH ’1n enzim immobilizasyonuna etkisi, degisen pH ortaminda enzimin kitosan nano-
parcaciklarina immobilize edilme etkinligi test edilerek belirlenmistir. pH 4, 6, 7, 8, 10, 12
gibi Once genis aralik, daha sonra ise pH araligi daraltilarak en iyi immobilizasyon
kosulunun belirlenmesi saglanmistir.

Kanisirma hizi:  Immobilizasyon  sirasinda  uygulanan  karistirma  hizinin,
immobilizasyona etkisi 50, 100, 200, 300 ve 400 devir (rpm) degerleri test edilerek
belirlenmistir.

Zaman: Immobilizasyon zamani optimizasyonu igin, enzim ve nano-pargacik
inkiibasyonu 0.5, 1, 2 ve 3 saat gibi degisen zaman araliklarinda test edilerek en iyi
immobilizasyon siiresi belirlenmistir.

b. Immobilize enzimin karaterizasyonu

Optimum sicakhk: Kitosan nano-parcaciklar iizerine immobilize edilen enzimin



aktivitesine sicakligin etkisini incelemek i¢in, enzim aktivite Ol¢timleri, standart deney
kosullarinda 25-75°C aras1 degisen sicakliklarda gergeklestirilmistir. Kullanilan tampon
cozeltisi deney Oncesi gerekli olan sicakliga ayarlanarak deneyler yapilmistir.

Optimum pH: Kitosan nano-parcaciklar tizerine immobilize edilen enzimin aktivitesine
pH ’1n etkisini incelemek i¢in, belirlenen optimum sicaklikta, degisik pH degerlerine
sahip olan ortamlarda enzim aktivitesi Olgiilerek optimum pH degeri belirlenmistir.
Kullanilan tampon ¢ozeltisi ile pH araliklar su sekilde ayarlanmistir: 4.0-6.0 (50.0 mM
sodyum asetat), 6.0-7.5 (50.0 mM sodyum fosfat), 7.0-10.0 (50.0 mM Tris-HCI) ve 9.0-
11.0 (Tris-glisin).

Kinetik sabitler: immobilize edilen enzimin kinetik sabitleri, degisen p-nitrofenil asetat
substrati  konsantrasyonlarinda, aktivite Ol¢imleri yapilmistir.  Lineweaver-Burk

diyagramindan K veV  degerleri bulunmustur.
m max

pH kararhhg: Immobilize edilen enzim, pH degerleri degisik olan ortamlarda (pH 5, 7,
9, 11) 4 saat bekletilmistir. Her saat basi alinan 6rneklerde aktivite tayinleri yapilarak, her
bir ortamdaki % bagil aktivite degeri hesaplanarak serbest enzim aktivite degerleri ile
kiyaslanmistir. Boylelikle immobilize enzimin pH kararliligi bulunmustur.

Termal kararhhk: Kitosan nano-pargaciklar tizerine immobilize edilen enzim, degisen
sicakliklarda dort saat bekletilmis ve her saat bagi aktivite degerleri tayin edilmis ve %
bagil aktiviteleri (25, 50, 65, 75°C 'de) hesaplanmistir. Daha sonra da, serbest esteraz
enzimi i¢in termal kararlilik denemeleri ile kiyaslanmstir.

Tekrar kullamlabilirlik: Kitosan nano-pargaciklar tizerine immobilize edilen enzimin
tekrar kullanilabilirligi, belirli araliklarla, immobilize edilmis enzimin aktivite tayinleri
optimum kosullarda gerceklestirilerek belirlenmistir.

Cesitli kimyasallarin ve metal iyonlarimin etkileri: immobilizasyon isleminden sonra
esteraz enzimi aktivitesini etkileyen faktorlerin arastirllmasinda, enzim, gesitli iyonlarla
(MgCl2, NaCl, KCI ve CaCl2 gibi), c¢esitli inhibitdrler ve deterjanlarla
(ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), dimethyl sulfoxide (DMSO), sodium dodecyl
sulfate (SDS) ve Triton X-100 gibi) ve ¢esitli organik ¢oziiciilerle (isopropanol, ethanol,
acetone, chloroform) reaksiyona sokularak, bu kimyasallarin enzim aktivitesi iizerine
etkileri degerlendirilmistir.

Depolanma kararhihg:: Kitosan nano-parcaciklar iizerine immobilize edilen enzimin
depolanma kararliligin1 belirlemek ig¢in, nano-pargaciklar, oda sartlarinda 1-30 giin
araliginda saklanarak ve bu zaman araliginda Ornekler alinarak optimum kosullarda
aktiviteleri belirlenmistir.



ARASTIRMA BULGULARI ve SONUCLAR

Kitosan sentezi ve karakterizasyonu

Kitosan deasetilasyon islemine gore kitinden elementel analiz sonuglarina gére %89 oraninda
asetillenerek sentezlenmistir. Asetilasyon degeri hesabinda C/N degerleri su formiile gore
hesaplanmustir.

A5 145
DD — [:1_“—”} < 100
G.El6 — 5. 145

Formiildeki 5.145 C/N N-deasetillenmis kitosana, 6.816 ise N-asetillenmis kitine aittir ve
asetillenme derecesi literatiirdeki bilgiler ile uyum igindedir.

Sekil 3 de A)kitin, B)kitosan a ait FT-IR spektrumlar1 gériilmektedir ve literatiirde var
olan spektrumlar ile uyum ic¢inde olup 1595 ve 1650 cm—1 de goriilen absorpsiyon bandlari
kitosandaki primer amin ve amid I bantlaridur.
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Sekil 3. (A) kitin, (B) kitosan, (C) kitosan nano-pargacik, (D) esteraz immobilize edilmis
kitosan nano-pargacik i¢in FT-IR spektrumlari.

Kitosan nano-paracik sentezi ve karakterizasyonu



Kitosan nano-pargaciklar iyonik jellesme yontemine goére art1 yiiklii polimer ile eksi
yiiklii TPP arasindaki reaksiyona gore elde edilmistir. Olusan nano-parcaciklarin biiytikliikleri
dinamik 151k sacilimi ile dl¢giilmiis ve pargacik biiyiikliik dagilimi hesaplanmistir (Sekil 4).
Sonuglar dar biytliklik dagilimi gostermis olup ortlama biiyiiklik 75.3 nm olarak
hesaplanmustir.
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Sekil 4. DLS ile yapilmis kitosan nano-parcacik biiyiikliik dagilimi

Kitosan nano-parcaciklar taramali elektron mikroskobu ile incelenmis ve morfolojik
incelemeleri sonucu pargaciklarin yuvarlak ve iyi dispers olduklart gozlemlenmistir (Sekil
5C).

Kitosan nano-parcaciklarinda meydana gelen fonksiyonel gruplara ait degisimler FT-
IR ile incelenmis olup spektrumlarda 1595 cm-1 deki bandin kaybolup yerine 1562 cm-1 de
yeni keskin bir band olusumu goézlenmistir. Bu degisimlerin fosforik ve amonyum iyonlari
arasi olusan baglardan oldugu literatiirdeki diger yayinlar tarafindan desteklenmistir (Xu et
al., 2003 ve Knaul et al., 1999).

Rekombinant esteraz enziminin elde edilmesi, Kkitosan nano-parcacik iizerine
immobilizasyonu ve karakterizasyonu

Esteraz enzimi E.coli i¢inde yiiksek miktarda iiretildigi laboratuarimizda yapilan daha
onceki caligmalar ile gosterildigi gibi elde edilmistir. (Tekedar ve Sanli-Mohamed, 2011).
Enzim homojen olarak saflastirilmis ve 30-50 mg saf arasi enzim olarak saglanmistir. Fiziksel
adsorpsiyon yontemi ile saf enzim elde edilen kitosan nano-parcaciklar {izerine



tutturulmustur.Immobilize enzim ¢esitli yontemler ile karakterize edilmistir. Yiizey
morfolojilerine taramali elektron mikroskobu ile bakilmis (Sekil 5D) ve enzim
1mm0blllzasyonu ile nanoparcacik ylizeyinde bazi engebeler olustugu gozlenmistir. Enzim
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Sekil 5. (A) kitin, (B) kitosan, (C) kitosan nano-pargacik, (D) esteraz immobilize edilmis
Kitosan nano-pargacik i¢in taramali elektron mikroskop (SEM) goriintiileri.

konsantrasyonun artmasi ile de yiizeyde poroz goriintiilerin oldugu goriiliip yuvarlak daha
diizgiin sekilde olan nano-pargaciklarin enzim ile daha diizensiz bir yapiya biiriindiigii
gbzlemlenmistir.

Sekil 6 de goriildiigi lizere, kitosan nanopargacik lizerine immobilize edilmis esteraz
enzimi atomik kuvvet mikroskobu ile incelenmis ve nanopargacik ile enzim birlesmesi sonucu
olusan sekillerinin SEM goriintiileri ile uyum i¢inde olduklar1 gézlemlenmistir.

Esteraz enziminin nanopargacik iizerine immobilizasyonu, FTIR ¢aligmalar1 yapilmis
ve enzimin kitosan nanoparcacik lizerine immobilizasyonu sonucunda meydana gelen
fonksiyonel gruplar incelenmistir (Sekil 3D). Kitosan nanopargacik ise kiyaslandiginda, 1650



cm-1 deki pikin siddetinin azaldigi ve 1560 cm-1 ve 1550 cm-1 de ki iki pikin sirasiyla 1413
cm-1 ve 1407 cm-1 e kaydig1 ve pik siddetlerinin dramatik olarak azaldig1 gozlemlenmistir.
Bu degisikliklere enzim immobilizasyonunun sebep oldugu sonucu diistintilmiistiir.
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Sekil 6. Esteraz immobilize edilmis kitosan nano-pargaciklara ait atomik kuvvet mikroskobu
(AFM) goriintiisii

Kitosan nanoparcacik iizerine enzim immobilizasyonun optimizasyonu

Immobilizasyon parametrelerinden, sicaklik, pH, immobilizasyon siiresi, zamani, karistirma
hiz1, enzim konsantrasyonu ve kitosan miktari detayli bir sekilde arastirilmistir. Her bir durum
icin immobilizasyon etkisi ve nanopargacik {izerine enzim yiikleme kapasitesi Formiil 1 ve 2
ile hesaplanmustir.

IE = (Total Esterase — Free Esterase/Total Esterase)
x 100 (1)

LC = (Total Esterase — Free Esterase/Nanoparticles
welght) >« 100 (2)

Ilk olarak Kkitosan nano-parcacik miktarmin enzim immobilizasyonuna etkisi
incelenmistir (Sekil 7). Bulunan sonuglara gére immobilizasyon prosesi kitosan nano-pargacik



miktarina bagli olarak immobilizasyon etkisini ve nanoparcacik iizerine enzim yilikleme
kapasitesini degistirmektedir. Sabit enzim konsantrasyonunda, esteraz immobilizasyonu tipik
bir doygunluk grafigi vermektedir (Sekil 7). Nano-par¢acik miktar1 0.5 mg dan 1.5 mg a
kadar artan bir immobilizasyon etkisi gostermis ve %88 gibi bir deger bulunmustur. Fakat
kitosan nano-pargacik miktarinin 1.5 mg dan 3.0 mg a cikarilmasi ile immobilizasyon etkisi
lizerinde
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Sekil 7. Kitosan nano-parcacik miktarinin immobilizasyon {izerine ve enzim yiikleme
kapasitesi tlizerine etkisi

cok bir degisiklige neden olmamistir. Deger %88 den %90 a ¢ikmistir. Bu sonuglara gore
immobilizasyon isleminde enzim konsantrasyonu 1 mg/ml oldugu zaman kullanilacak kitosan
miktai 1.5 mg olmasi tiim enzimin nanopargacik lizerinde tutulmasindan dolay1 en uygundur
kosuldur. Diger yandan sabit enzim konsantrasyonunda nano-pargacik iizerine enzim yiikleme
kapasitesi artan kitosan nano-pargacik miktari ile bir diisiis gostermektedir (Sekil 7). Kitosan
nanoparcacik miktarinin 0.5 mg dan 3 mg a cikarilmast ile 1.0 mg/ml enzim iizerinde
tutulmas1 yaklasik dort kat diisiis gostermektedir. Bu calisma nano-parcaciklar lizerindeki
yiizey alaninin esterazin tutulmasi i¢in genis oldugunu gostermektedir.
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Sekil 8. Esteraz enzimi konsantrasyonunun immobilizasyon {izerine ve enzim yiikleme
kapasitesi tlizerine etkisi
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Sekil 9. Sicaklik faktoriinlin immobilizasyon {izerine ve enzim yiikleme kapasitesi iizerine
etkisi.

Uygun  immobilizasyon  kosulunun  bulunmasi  i¢in  esteraz  enziminin
konsantrasyonunda degisiklikler yapilmistir (Sekil 8). Bu amacla sabit kitosan miktar ile
yapilan ¢aligmalar sonucu hem enzim immobilizasyon etkisi hem de nano-pargacik iizerine
enzim vyiikleme kapasitesi aragtirilmistir. Sekil 8 den de goriildiigli {izere esteraz
konsantrasyonu 0.25 mg/ ml den 1.0 mg/ml ye c¢ikarilmasi lineer bir sekilde artan
immobilizasyon etkisi ve nano-pargacik iizerine enzim yiikleme kapasitesi gostermektedir.
Fakat esteraz konsantrasyonu 1.0 mg/ml den 8.5 mg/ml ye ¢ikartilmas: ile bu etkilerin ¢ok
hizli bir sekilde artmadigin1 gostermistir. Bu sonuglara gore esteraz enziminin 1.0 mg/ml
olarak kullanilmasina karar verilmis ve ¢alismalar bu miktar {izerinden devam etmistir.
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Sekil 10. Zaman faktoriinlin immobilizasyon lizerine ve enzim yiikleme kapasitesi iizerine
etkisi.
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Sekil 11. pH faktoriinlin immobilizasyon iizerine ve enzim ylikleme kapasitesi lizerine etkisi.

Immobilizasyon kosullarindan diger énemli iki parametre sicaklik ve pH dir. 60 C ye
kadar artan sicaklik, 10 ve 40 C araligmma gore, immobilizasyon etkisini ve nano-pargacik
izerine enzim yiikleme kapasitesini olumlu yonde arttiran bir etki yapmustir (Sekil 9). Bu
sonug¢ bize yiiksek sicaklikta enzim ve kitosan nano-parcaciklarinin etkilesiminin daha iyi
olabilecegi yoniinde bilgi vermektedir. Bu etkilesimin, enzimin bu sicakliklarda ya daha
flexible bir yapida oldugundan yada ylizeyde bulunan baglanma yapabilen fonksiyonel
gruplarin daha etkili olabilmesi ile miimkiin olabilecegini gostermektedir.

Immobilizasyon kosullarinda pH 1 6nemine bakildiginda diisiik ve yiliksek pH larin
immobilizasyon etkisini ve nano-parcacik iizerine enzim yiikkleme kapasitesini olumsuz
etkiledigi goriilmektedir (Sekil 10). pH 7 nin bu ¢alismalar i¢in en uygun pH kosulu oldugu
yapilan calismalar sonucu belirlenmis ve adsorpsiyon prosesinin pH ile degisebilecegi
belirlenmistir.



105 1

2

E 100 + —I

=2

g

s s |

3 =7 |

=

g

_ Q0 +

&

2

B oss | |

d

-

g

=

E 80 t f f f !
50 100 200 300 400

Stirring Speed (rpm)

Sekil 12. Karistirma hiz1 faktoriiniin immobilizasyon iizerine ve enzim yiikleme kapasitesi
lizerine etkisi

Immobilizasyon kosullarindan biri olan immobilizasyon zamaninin immobilizasyon
etkisi ve nano-parcacik iizerine enzim yiikleme kapasitesi degerlerine bakilarak siirenin 6nemi
gosterilmeye calisilmistir (Sekil 11). 5 dakika sonunda %92 gibi bir deger elde edilmis ve
immobilizasyon sirasinda adsorpsiyon siiresinin ¢ok kisa bir siire gerektirdigi sonucuna
varilmistir. Bu siire 3 saat gibi bir zamana uzatildiginda bu degerlerde bir artis olsa bile kayde
deger bir degisme olmadigr gdzlemlenmistir. Sonu¢ olarak immobilizasyon siiresine 30
dakika olarak karar verilmis ve immobilizasyon metodunda bu deger kullanilmistir.

Immobilizasyon sirasinda uygulanan yontemde reaksiyon karistirma hizinin etkisi
incelenmis ve en iyi karistirma hizi 100 rpm olarak belirlenmistir (Sekil 12). Bu sonuglara
gore immobilizasyon sirasinda uygulanan hiz 100 rpm den kii¢iik oldugunda etkili bir tutulma
olmadigi, 100 rpm den fazla oldugunda ise adsorpsiyon prosediiriiniin hizdan etkilendigi
gozlemlenmistir.

Sonug olarak deneylerimizde kullanilmak iizere kitosan nanopargacik iizerine enzim
immobilizasyonun optimizasyonu parametreleri su sekildedir. 0.5 mM fosfat tamponunda (pH
7.0) bulunan 1.0 mg/ml esteraz enzimi, 1.5 mg kitosan nano-pargacik ile 30 dakika 60 C de
100 rpm kanistirma hizi ile inkiibe edilerek immobilizasyon islemi en iyi sekilde
gerceklestirilmistir. Bu kosullar altinda immobilize termofilik esteraz enzimi serbest enzime
kiyasla %88.5 aktivite gostermektedir.

Immobilize enzimin karaterizasyonu
Optimum pH

pH degeri enzim aktivitesi lizerine etki eden Onemli faktorlerden biridir. Kitosan nano-
parcaciklar iizerine immobilize edilen enzimin aktivitesine pH " etkisini incelemek igin,
belirlenen optimum sicaklikta, degisik pH degerlerine sahip olan ortamlarda enzim aktivitesi
Ol¢giilerek optimum pH degeri belirlenmistir (Sekil 13). Bu sonuglara gére enzim ph 6 ya
kadar hig aktivite gdstermez iken, en yliksek aktiviteyi pH 11 de gdstermistir.
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Sekil 13. Immobilize enzim aktivitesi tizerine pH etkisi.

pH kararhhg:

Immobilize edilen enzim, pH degerleri degisik olan ortamlarda (pH 5, 7, 9, 11) 4 saat siire ile
bekletilmistir. Her saat bags1 alinan 6rneklerde aktivite tayinleri yapilarak, her bir ortamdaki %
bagil aktivite degeri hesaplanmistir (Sekil 14). Elde edilen sonuglara gore en yiiksek aktivite
gosteren pH 11 de enzim dort saat boyunca en kararli sekilde davranmis ve bu siire sonunda
aktivitesinin yaklasik %40 kadarin1 kaybetmistir.
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Sekil 14. Immobilize enzimin pH kararlilig1

Optimum sicakhk

Kitosan nano-parcaciklar iizerine immobilize edilen enzimin aktivitesine sicakligin etkisini
incelemek i¢in, enzim aktivite dlglimleri, standart deney kosullarinda 25-75°C aras1 degisen
sicakliklarda gergeklestirilmistir (Sekil 15). Sekilden goriildiigii gibi en yliksek aktivite 65 °C
elde edilmistir.

Termal kararhhk

Kitosan nano-pargaciklar tizerine immobilize edilen enzim, degisen sicakliklarda dort saat
bekletilmis ve her saat bas1 aktivite degerleri tayin edilmis ve % bagil aktiviteleri (25, 50, 65,
75°C 'de) hesaplanmistir (Sekil 16). Bu sonuclara gore dort saat sonunda immobilize enzim
50°C de aktivitesinin yaklasik %50 sini koruyabilmistir. Ayni siire sonunda en yliksek aktivite
gosterdigi sicaktikta enzim %60 aktivitesini kaybetmis ve sadece %40 aktivitesini
koruyabilmistir.
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Sekil 15. Immobilize enzim tizerine sicakligin etkisi.
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Sekil 16. Immobilize enzimin sicaklik kararlilig

Cesitli kimyasallarin ve metal iyonlarimin etkileri

Immobilizasyon isleminden sonra esteraz enzimi aktivitesini etkileyen faktdrlerin
arastirtlmasinda, enzim, ¢esitli iyonlarla (MgCl2, NaCl, KCI ve CaCl2 gibi) reaksiyona
sokularak, bu kimyasallarin enzim aktivitesi iizerine etkileri degerlendirilmistir (Sekil 17).
Iyon konsantrasyonlart 1 mM olacak sekilde immobilize enzim reaksiyona sokulurken, hi¢ bir
iyon konmamis immobilize enzim aynmi siiredeki inkiibasyonu kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Deney sonuglarina gore, immobilize enzim aktivitesine en etkili iyon Ca(+2)
olmus ve enzim aktivitesini %70 den fazla diisiirmiistiir. K(+1), Mg(+2) ve Na (+1) iyonlarida

immobilize esterazin aktivitesini yaklasik, sirasiyla %70, %35 ve %40 kadar diisiirmiistiir
(Sekil 17).
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Sekil 17. Cesitli metal iyonlarin immobilize enzim {izerine etkileri

Cesitli organik coziiciilerin etkileri

Immobilizasyon isleminden sonra esteraz enzimi aktivitesini etkileyen faktdrlerin
aragtirtlmasinda, enzim, g¢esitli organik ¢oziiciilerle (isopropanol, ethanol, acetone,



chloroform) reaksiyona sokularak, bu kimyasallarin enzim aktivitesi {izerine etkileri
degerlendirilmistir (Sekil 18). Organik c¢dziiciilerin konsantrasyonlart %10 (v/v) olacak
sekilde immobilize enzim reaksiyona sokulurken, hi¢ bir organic ¢oziici konmamis
immobilize enzim ayni siiredeki inkiibasyonu kontrol grubu olarak kullanilmistir. Deney
sonuclarina gore, immobilize enzim aktivitesine en etkili organic ¢6ziicii etanol olmus ve
enzim aktivitesini %90 den fazla diisiirmiistiir. Isopropanol, acetone ve chloroform ¢éziiciileri
de immobilize esterazin aktivitesinde inhibitor etkisi yapmis ve yaklasik, sirasiyla %54, %10
ve %58 kadar distirmiistiir (Sekil 18).
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Sekil 18. Cesitli organik ¢oziiclilerin immobilize enzim aktivitesi lizerine etkileri

Cesitli kimyasal ajanlarin etkileri

Immobilizasyon isleminden sonra esteraz enzimi aktivitesini etkileyen faktorlerin
arastirilmasinda, cesitli inhibitorler ve deterjanlar (ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA),
dimethyl sulfoxide (DMSO), sodium dodecyl sulfate (SDS) ve Triton X-100 gibi) reaksiyona
sokularak, bu kimyasal ajanlarin enzim aktivitesi tizerine etkileri degerlendirilmistir (Sekil
19). Kimyasal ajanlarin konsantrasyonlar1 %10 (v/v) olacak sekilde immobilize enzim
reaksiyona sokulurken, hi¢ bir kimyasal ajan konmamis immobilize enzim ayni siiredeki
inkiibasyonu kontrol grubu olarak kullanilmistir. Deney sonuglarina gore, immobilize enzim
aktivitesine en etkili kimyasal ajan inhibitor etkisi gosteren SDS olmus ve enzim aktivitesini
%95 den fazla diistirmiistir. EDTA immobilize enzim aktivitesini activator olarak etkilemis
ve enzim aktivitesi %120 ye kadar ¢ikmistir. DMSO ve Triton X-100 kimyasal ajanlar1 da



immobilize esterazin aktivitesinde inhibitor etkisi yapmis ve yaklasik, sirastyla %55 ve %15
kadar diistirmistiir (Sekil 19).
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Sekil 19. Cesitli kimyasal ajanlarin immobilize enzim aktivitesi tizerine etkileri

Kinetik sabitler

Immobilize edilen esteraz enzimin kinetik sabitlerini bulmak i¢in, 0.01 ve 0.5 mM araliginda
degisen p-nitrofenil asetat substrati konsantrasyonlarinda, aktivite 6l¢timleri yapilmistir (Sekil
20). Lineweaver-Burk diyagramindan K = degeri 0.02 mM ve V  degeri 2.25 Aabs/min/ml

m max
olarak bulunmustur.

Tekrar kullanilabilirlik

Kitosan nano-parcaciklar iizerine immobilize edilen enzimin tekrar kullanilabilirligi, belirli
araliklarla, immobilize edilmis enzimin aktivite tayinleri optimum kosullarda
gerceklestirilerek belirlenmistir (Sekil 21). Bu sonuglara gore immobilize esteraz enzimi
aktivite kayb1 olmadan ikinci kez kullanilabilir. Fakat ikinci kullanim sonunda ¢ok etkin bir
aktivite kayb1 gozlenmektedir ve tigiincli kullanim sonunda ise kalan aktivite ilk kullanima



gore %3 diir. Genel sonug olarak esteraz enzimi immobilizasyon ile tekrar kullanimi1 sadece
ilk kullanim sonrasi i¢in uygun olup defalarca kullanim1 ¢ok iyi degildir.
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Sekil 20. Immobilize esteraz enzimine ait Line-weaver Burk grafigi
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Sekil 21. Immobilize enzimin tekrar kullanabilirligi

Depolanma kararhhgi

Kitosan nano-parcaciklar tizerine immobilize edilen enzimin depolanma kararliligini
belirlemek i¢in, nano-parcaciklar, oda sartlarinda 1-30 giin araliinda saklanarak ve bu zaman
araliginda Ornekler alinarak optimum kosullarda aktiviteleri belirlenmistir (Sekil 22). Bu
sonuglara gore immobilize enzim 30 giin sonunda yaklasitk %30 aktivitesini
koruyabilmektedir.
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Sekil 22. Immobilize enzimin depo kararlilig
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