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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI AMINOASIT ICEREN NANOFIBRILLERDE BACILLUS SUBTILIS
E6-5 SUSUNDAN HAM PROTEAZ VE TICARI PROTEAZIN
IMMOBILIZASYON CALISMALARI

Baran Enes GULER

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Damisman: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

Bu calismada, elektrospin yontemiyle yiiksek yiizey alanina sahip, glisin, tirozin ve
glutamik asit aminoasitleri ile olusturulmus poliamid 6 polimer ylizeyler iiretilmistir.
Yeni izole edilen Bacillus subtilis E6-5 susundan elde edilen proteaz ve ticari proteaz
(ORBA Biyokimya/Istanbul) enzimlerinin, hem glutaraldehit (GA) ile aktiflestirilmis
PA6/aminoasit nanolif yiizeylerine hemde saf PA6/aminoasit ylizeylerine immobilize
edilerek enzim aktiviteleri ve tekrar kullanilabilirlikleri incelenmistir.

Liyofilize Bacillus subtilis E6-5 proteazi ile yapilan ¢alismalarda glutaraldehitle
aktiflestirilmis PA6 nanolifler ve glutaraldehitle aktiflestirilmeyen PA6 nanoliflerde
glutamik asit aminoasidi varliginda immobilizasyonun daha basarili oldugu
saptanmigtir.  Glutaraldehit ile aktiflestirilmemis ve aktiflestirilmis yiizeylerde
immobilize edilen liyofilize proteaz enziminin 4 kez kullanimi olmasina ragmen, en iy1
islevsel stabilite 2 kez kullanim ile elde edilmistir. Saf PA6/glutamik asit nanoliflerinde
iki tekrarli kullanim sonucu enzimin immobilizasyon verimi %38 olarak bulunmustur.
Glutaraldehitle aktiflestirilmis PA6 nanoliflerde de PA6/glutamik asit nanolif yiizeyleri
iki tekrarli kullanim sonucu enzimin immobilizasyon verimi %65 olarak bulunmustur.
Nanoliflerin glutaraldehitle aktiflestirmesi sonucu enzim immobilizasyon verimi iki kat
arttirtlmistir. Ticari proteaz ile yapilan ¢aligmalarda ise glutaraldehitle aktiflestirilmemis
nanolif yilizeylerde enzimin 6 kez kullanimi1 olmasina ragmen en islevsel stabilite 3
tekrarli kullanimda elde edilmistir. En basarili immobilizasyon verimi PA6 nanoliflerde
%58 olarak bulunmustur. Glutaraldehitle aktiflestirilmis PA6 nanoliflerde de enzim 6
kez kullanim bulmus fakat islevsel stabilite 4 tekrarli kullannma kadar korunmustur.
PAG/tirozin nanoliflerde enzim immobilizasyon verimi %43 olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus subtilis, Proteaz, Immobilizasyon, Elektrocekim

2017, x+76 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

IMMOBILIZATION STUDIES OF COMMERCIAL PROTEASE AND RAW
PROTEASE FROM BACILLUS SUBTILIS E 6-5 STRAIN ON NANOFIBERS
CONTAINING DIFFERENT AMINOACIDS

Baran Enes GULER

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

In this study, polyamide 6 polymer surfaces that have high surface area were produced
by electrospinning method with the participation of glycine, tyrosine and glutamic acid
amino acids. Protease was produced by newly isolated Bacillus subtilis E6-5 strain and
commercial protease (ORBA Biochemistry/ Istanbul) were immobilized on both pure
PA6/amino acid surfaces and glutaraldenyde (GA) activated PA6 / aminoacid
nanofibers. In this direction enzyme stability and reusabilities were investigated.

In studies with lyophilized Bacillus subtilis E6-5 protease, glutaraldehyde activated PA6
nanofibers and glutaraldehyde unactivated PA6 nanofibers were found to be more
immobilized in the presence of glutamic acid amino acid. Although the lyophilized
protease enzyme immobilized on non-glutaraldehyde activated and activated surfaces
has been used 4 times, the best functional stability has been achieved with 2 times use.
In pure PAG6 / glutamic acid nanofibers, the immobilization yield of the two repeated use
enzymes was found to be 38%. In glutaraldehyde-activated PA6 nanofibers, the PAG6 /
glutamic acid nanofibers surfaces were found to have 65% immobilization yield of the
two repetitive use enzymes. The enzyme immobilization efficiency has been doubled by
glutaraldehyde activation of nanofibers. In studies with commercial proteases, the most
functional stability was obtained for 3 repeated uses, although the enzyme was used 6
times on the non-glutaraldehyde activated nanofiber surfaces. The most successful
immobilization was found in 58% of PA6 nanofibers. In glutaraldehyde-activated PA6
nanofibers, the enzyme was found to be used 6 times, but the functional stability was
maintained as much as 4 times of repeated use. The enzyme immobilization yield in
PAG / tyrosine nanofibers was 43%.

Anahtar Kelimeler: Bacillus subtilis, Protease, Immobilization, Elektrospinnig

2017, x+76 pages.
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1. GIRIS

Enzimler, canliigin siirdiiriilebilmesi igin biiyilkk Oneme sahip biyomolekiillerdir.
Canlilar tarafindan iretilen enzimler, ¢esitli maddeler iceren, belirli bir kimyasal
reaksiyonun katalizinden sorumlu, reaksiyona katildiginda reaksiyondan etkilenmeden
ve degismeden cikabilen, katalitik RNA molekiillerinin kii¢iik bir grubu (ribozimler)
hari¢ olmak tizere gogunlukla protein yapida olan molekiilleridir ve bunlar i¢erdikleri
aminoasitlerin siralanigsina bagli olarak farkli ti¢ boyutlu yap1 kazanirlar (Keha ve ark.
2004). Bu yap1 enzimlerin katalitik olarak aktif olmasini saglar (Onat ve Emerk 1997).

Hiicrelerde 6nemli metabolik gorevlere sahip olan enzimler, giinlimiizde artik bir¢cok
alanda degisik amaclar da kullanilmak iizere giinliik ve ekonomik hayata da girmistir.

Enzimler ekmek, bira, peynir gibi temel gidalarin yapiminin yani sira deterjan ve
temizlik maddesini tiretiminde kullanildig: gibi, tipta teshis ve tedavide de 6nemli roller

oynamaktadir (Gupta 2002).

Endiistride kullanilan kimyasal katalizorlerle kiyaslandiginda enzimlerin kullanimi pek
cok avantaj saglamaktadir. Yiiksek katalitik etkinlik ve Ozgiilliikklere sahip olmalari,
gereksiz yan {rlinleri olusturmamasi, enzimlerin protein yapida olmalart biyolojik
olarak bozulabilmelerine olanak tanimasi ve atik bertarafini kolaylastirmasi nedeni ile
enzimlerin endiistriyel olarak kullanimi 1960’lardan bu yana artan bir ivmeyle
yayginlasmaktadir (Krajewska 2003, Aehle 2004).

Enzimler sadece bir kere kullanilmalari, pahali olmalarindan dolay: biiyiik masraflara
neden olmaktadir. Enzimlerin saflastirma ve izole etme basamaklarinin zaman alic1 ve
maliyetinin yiiksek olmasi, analitik reaktif olarak kullanilan enzimlerin deney sartlarina
ve c¢evre kosullara duyarli olup yiiksek ve diisiik sicakliklarda kisa kullanim stireleri,
¢ogu enzimin suda ¢oziinmiis olarak kullanimiyla iiriine kontamine olmalar1 ve yeniden
kullanim igin geri elde edilememeleri gibi bir¢gok dezavantajlari vardir (Atlow 1984).
Bundan dolayi, enzimlerin endiistriyel alanlarda kullanimlarinin artmasiyla bu
enzimlerin daha ekonomik ve daha kullanigh hale getirme yollar1 aranmaktadir. Bu
nedenle, gerek uzun siire ve tekrar kullanabilmesi ve gerekse de istenildigi anda

reaksiyon ortamindan uzaklastirabilmek amaciyla enzimler, destek gorevi goren



materyaller (matriksler) yardimiyla suda ¢oziinmeyen hale getirilerek immobilize
edilmektedir. Immobilizasyon ifadesi haraket edememek, sabitleme anlamina
gelmektedir. Genel olarak immobilize enzimler, katalitik aktivitelerini koruyarak, belli
bir bolgeye iizerine fiziksel olarak tutuklanmis, tekrar ve siirekli olarak kullanilabilen

enzimler olarak tanimlanabilir (Worsfold 1995).

Enzim immobilizasyonunda destek malzemesi olarak dogal ve sentetik bir¢ok organik
ve anorganik materyal kullanilmaktadir (Bastirk ve ark. 2013). Bu destek
malzemelerinden bir tanesi de elektrospin yontemi ile iiretilen nanoliflerdir. Polimer
¢ozeltisine yiiksek gerilim uygulanarak nano boyutlarda lifler elde edilebilmektedir
(Bastiirk ve ark. 2012).

Giliniimiizde, endiistriyel 6neme sahip enzim olan proteazlar Novo, Gist-Brocades,
Genencor ve Miles laboratuvarlari gibi biiyiik iiretici firmalar ile diinya c¢apindaki
toplam enzim market paymin yaklasik olarak %60’1na sahiptir (Feijoo-Siota ve Villa
2011). Proteaz enzimleri deterjan, gida, deri, tekstil ve ilag sanayi endiistrisinde

kullanim alani bulmustur (Oztiirk 2004).

Bu calismada Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji ve
Biyoteknoloji Laboratuvar'inda daha dnceden proteaz enzimi iiretimi i¢in topraktan
izole edilmis (TUBITAK Hizli Destek programi 113Z868 no’lu proje) ve yeni
adlandirilmis olan Bacillus subtilis E6-5 susu kullanilarak proteaz enzimi {iretimi
gergeklestirilmistir. Uretilen enzim liyofilize edilmistir. Hem liyofilize hem de ticari
proteaz (ORBA Biyokimya, Istanbul) enzimlerinin elektrospin yéntemi kullanilarak
diinyada ilk kez gergeklestirilerek farkli aminoasit iceren nanoliflerde immobilizasyonu
arastirilmigtir. Aminoasitler farkli yan gruplara sahip olduklari igin elektriksel yiikleri
farklilik gostermektedir. Bu nedenle ¢alismada nanolifler ile birlikte aminoasitlerin

immobilizasyonda etkisi olup olmadig ortaya konulmustur.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1.Proteazlarin Tarihcesi

Enzimler, tarihi devirlerden beri bilmeden de olsa insanlarin yasamina dahil olup, gesitli
islerde kullanilmis biyomolekiillerdir. Bilindigi iizere ekmegin iiretilmeye basladigi
tarih olarak belirtilen milattan 6nce 3000°li yillarinda, Misir halki mayalar1 kullanip
ekmek yapmiglardir. Daha eski bir doneme, milattan yaklagik 8500 yil Onceye
tarihlendirilen sarabin da insanlar tarafindan bilincinde olmadan fermantasyon yoluyla
tiretildigi yapilan arastirmalarla ortaya konmustur. Proteinlerin enzimatik hidrolizinden
de c¢ok eski c¢aglardan beri gesitli amaglarla bilingsiz olarak faydalanilmustir.
Gegmisimizde kullanirken farkinda olmadigimiz proteolitik enzimler, giliniimiiz goz

Ontine alindiginda genis bir inceleme ve uygulama alanina sahiptir.

1700 lerin sonlarina dogru buzagilarin mide mukozasinda bulunan bir maddenin etleri
yumusattidi, peynirleri olgunlastirdigi anlasilinca bu mukoza basit olarak bu islemler
icin kullanilmigtir (D’Reaumur 1752). Ancak proteazlarla ilgili ayrintili arastirmalar,
1783 yilinda, Spallanzani ile baslamistir. Spallanzani, mide sivisinda bulunan bu
maddenin proteinleri pargalama 6zelliginde oldugunu bulmustur (Hoffmann-Ostenhof
1954, Aunstrup 1973). 1800’lerde, cesitli kaynaklardan proteolitik enzimler elde
edilmis ve mide’den salgilanana ‘pepsin’, pankreasta tarafindan salgilanana ‘tripsin’,
bagirsak mukozasindan elde edilene ise ‘erepsin’ adi koyulmustur (Keay ve ark. 1972).

1894 yilina gelindiginde ise Japon bilim insan1 Jokichi Takamine mikrobiyal enzim
eldesine ilk defa Aspergillus oryzae’den ireterek baslamistir (Takamine 1894). Elde
ettigi enzim sollisyonu proteolitik ve karbohidraz enzimlerini barindirmakta ve
‘Takadiastas’ adi ile taninmaktadir. 1907 yilinda Otto R6hm hayvansal organlarin da
enzim igeriginin kullanilabilecegini pankreatik proteaz enziminin deri endiistrisinde
kullanilmasiyla gostermistir (R6hm 1908). Rohm (1908) bu enzimin patentini alarak
ticari formda kullanilmasin1 saglamak amaciyla iiriin haline getirmis ve adin1 ‘Oropon’
koymustur. Wallerstein tarafindan bir ¢esit bitki olan Carica papaya (Papaya) proteazi
olan papain, bira iiretimi sirasinda biranin bulanikliginin giderilmesinde kullanilmustir.

1913 yilinda ise enzim katkili deterjan yine Otto R6hm tarafindan tiretime konulmustur.



1930’1u yillarin ortalarinda ise J. Northrop pepsin, kimotripsin ve tripsin enzimlerini
kristalize etmis ve enzimlerin proteinlerden olustugunu net bir sekilde ortaya
koymustur. 1938 yilinda ise Northrop ve Stanley, ‘Kristalize Enzimler’ adh
makalelerinde  pepsinojen,  ribonukleaz,  pepsin inhibitorleri,  heksokinaz
karboksipeptidaz, birkag¢ farkli enzimi saflastirip, kristalize ettiklerini agiklamistir ve bu
caligmalariyla 1946 Nobel Kimya Odiilii’nii almaya hak kazanmistir (Anonim 1946).

Proteaz enzim kaynagi olarak Rhizopus sp., Bacillus cereus, Penicillium sp., Bacillus
coaglulans., Clostridium sp., LactoBacillus sp., Candida sp., Pseudomonas sp.,
Aspergillus sp., Streptococcus sp., Streptomyces sp. gibi ¢ok farkli g¢esitlilikte
mikroorganizma tiirleri tespit edilmistir (James ve David 1986). Bacillus’ten izole
edilen proteaz enzimi 1959°da Jaag adli bilim insani tarafindan, deterjanlarin igerisine
eklenmistir (Uhlig 1998). 1950°1i yillarda global capta dericilik, bira yapim1 ve tekstil
sanayisinde kullanilmak i¢in ¢ok ¢esitli enzimler iretilmekte fakat bunlar arasinda
proteaz ve amilaz biiyiik bir kullanima sahipti. 1960°da Novo Nordisk simdiki adiyla
Novozymes firmasi, Bacillus licheniformis ten elde ettigi proteaz enzimini detarjanlarda
kullanimi1 amaciyla ticari boyutlarda iiretmeye baslamislardir. Ancak iretilen bu
enzimlerin kullanimiyla birlikte, Ingiltere’de alerjik reaksiyon belirtileri ve akciger
kanseri vakalarinda artis gézlemlenmis, enzimlerin dogrudan kullanimi1 yerine graniiler
halde kullanilmasiyla bu vakalarin 6niine gegilmistir. 1971 yilinda Ulusal Amerikan

Bilim Kurumu bu tiirevde deterjanlarin zararsiz oldugunu sdylemistir (Uhlig 1998).

Singh ve ark. (1999), Himalaya dag: topraklarindan izole ettikleri alkalofilik Bacillus
sphaericus susundan proteaz elde etmislerdir. Urettikleri enzimin 50-55 °C’de ve pH
10.5°de en iyi aktiviteyi gosterdigi bildirmislerdir. Uretilen bu enzim 500 mg/L klor
iceren ortamda aktivitesini korumus ve deterjanlarda kullanilabilecek bir katki maddesi
oldugu ortaya cikarilmistir. Proteazlarin endiistriyel olarak kullanimindan sonra
Ozellikle alkalen proteazlarin Onlimiizdeki yillarda biiylik gelisme gostermeleri
beklenmektedir (Rai 2010). Endiistriyel enzimlerin global pazar payr 1,6 milyar $* in
tizerindedir (Zakaria 2006). Diinya genelinde kullanilan ticari enzimlerin %60’ 1n1
proteazlar, %28’ini karbohidrazlar, %3’unu lipazlar ve geri kalan kismin1 diger enzimler

olusturmaktadir (Wiseman 1987, Rao ve ark. 1998, Sidhu ve ark. 1997).



Glinlimiizde enzimler hakkindaki bilgiler ve kullanim alanlar1 halen artmaktadir.
Gelismekte olan elektroforetik ve kromotografik yontemler sayesinde enzimlerin ileri
analizleri yapilabilmektedir. Ayrica enzimlerin 3 boyutlu yapilarmin giin 1s18ma
cikarilmasiyla etki mekanizmalar1 ve yapilar1 en ince ayrintisina kadar incelenmeye

devam etmektedir.
2.2.Proteazlarin Katalitik Mekanizmalari
Proteazlar, proteoliz olarak isimlendirilen siiregte, aminoasit birimlerinden olusmus

proteinlerinde bulunan peptid baglarinin hidrolizini katalizlerler (Mizuno 2003), (Sekil
2.1).
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Sekil 2. 1. Proteazlarin Katalitik Mekanizmasi (Mizuno 2003)

Molekiiler boyutta calisan bicaklar gibi islev géren proteazlar; bilinen tiim proteinlerin,
bliytikliiklerinin kontrolii, yapilari, bigimleri ve son olarakta yok edilmeleri i¢in uzun
aminoasit dizileri arasindaki baglar1 hidrolizlerler. Proteazlar, proteinlerin biyolojik
olarak doniisiimiinii, sentez sonras1 modifikasyonlarin1 ve aktivasyonunu kontrol altinda
tutarak, gebeligin baslamasi, sindirim, gelisim, olgunlagma, yaslhlik ve hatta 6lim gibi

fizyolojik siireglerde ¢ok 6nemli rol oynarlar (Shen ve Chou 2009).



Virilislerden omurgalilara kadar ¢esitli organizmalarda bulunan proteazlar, Peptid
hidrolazlar1 olarakta isimlendirilmektedirler. Proteazlar, 10 kDa’luk boyutta
monomerlerden, ¢oklu birimlerden meydana gelmis komplekslere kadar proteinlerin
peptid baglarinin hidrolizlemesini saglamaktadir. Bu anlatilan 6zelikler proteazlarin

biyolojik katalizorler olarak hayati roliinii agiklamaktadir (Castro ve ark. 2010).

2.3. Proteazlarin Adlandirilmasi ve Simiflandirilmasi

Proteazlar ya da diger isimlendirilmeleri olan peptidazlar/proteolitik enzimler
proteinlerdeki peptid baglarinin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir (Polgar 1989).
Proteazlarin karakterizasyonu yapilarindaki biyokimyasal c¢esitlikten kaynakli olarak
cok zordur. Proteazlar ilk olarak, molekiiler biiyiikliikleri, yiikleri ve substrat
spesifikligine gore siniflandirilmis, daha sonralari katalitik aktif bolgelerine, aksiyon
mekanizmalarima ve 3 boyutlu yapilarma gore siniflandirilmaya baslanmiglardir

(Beynon ve ark. 1989, Barett 1994, Rao ve ark. 1998).

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi Adlandirma Komitesi (The
Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular
Biology, IUBMB) tarafindan belirlenen enzim smiflandirilma standartinda enzimler
katalizledikleri reaksiyonun tipine gore 6 ayri sinifa ayrilmislar ve proteazlar 3. sirada
yer alan hidrolazlar sinifina dahil edilmistir. Genel olarak bir literatiir taramasi
yapildiginda, proteazlarin ele alinis sekline ¢esitli sekilde siniflandirildig goriilmektedir
(Uhlig 1998).

Proteazlar elde edildikleri kaynaklara gore ele alinacak olursa 3 gruba ayrilmaktadir.
Bunlar; hayvansal kaynakli, bitkisel kaynakli ve mikrobiyal kaynakli proteazlardir.
Proteazlar mikroorganizmalardan salinmasina bagli olarak, hiicre igerisinde gorev
istlenmek iizere sentezlenen intraseliiler proteazlar, periplazmik proteazlar ve ortama
salinan ekstraseliiler proteazlar olmak {izere li¢ gruba ayrilirlar (Kohlmann ve ark. 1991,
El-Safey ve ark. 2004, Nascimento ark. 2004). Intraseliiler proteazlar, metabolizma ve

diizenleme siireglerinde hayati rollere sahiptir. Ekstraseliilar proteazlar, ortamdaki



proteinler hidrolizinde ve ticari islemlerdeki hidrolitik tirtinlerin eldesinde ¢ok Onemli

role sahiptir (Gupta ve ark. 2002).

Proteazlar optimum ¢alisma pH’larina gore ise 4 gruba ayrilmaktadirlar. Bunlar, asidik,
notral, alkalin ve yiiksek-alkalin proteazlardir (Guangrong ve ark. 2006). Asidik
proteazlar hayvan hiicrelerinde, mayalarda, bakterilerde ve kiiflerde bulunur. Nétral
proteazlar (papain, bromelain, ficin) bitkisel kokenden izole edilen sistein proteazlari
icerir (Sumantha ve ark. 2006). Bakteriyel notral proteazlar genellikle pH 5.0-8.0
araliginda tiretilmektedir. Bu nétral proteazlar 1siya karst genellikle dayaniksizlardir.
Alkalin proteazlar, alkalin ortamlardan tretilirler ve katalitik dogalarindan dolay1 genis

kullanim alanlarina sahiptirler (Asokan ve ark. 2010).

Substrat spesifikligine bagli olarak ise ¢ok farkli gruplara ayrilabilmektedirler. Bunlar
arasinda kollojenazlar, keratinazlar ve elastazlar 6rnek verilebilir. (Sumantha ve ark.

2006).

Proteazlarin smiflandirilmasinda benzer gruptaki hidroliz i¢in goreceli secicilik esasi
tizerinden daha genis kapsamli siniflandirilmaya gidilmistir. Bunlar; iki biiyiik sinif olan
endopeptidazlar  (biiylik proteinlerin  uglarindan uzaga atak yapanlar) ve
ekzopeptidazlara (polipeptidin ucuna atak yapanlar), iki kiigiik smif olan
oligopeptidazlar (kiiciik proteinlerin uglarindan uzaga atak yapanlar) ve omega-
peptidazlara (proteinlerin uclarina hareket edenler) ayrilabilirler. Proteazlarin

(peptidazlar) terminolojinin genel detaylart Sekil 2.2° de verilmistir (Ather 2009).
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Sekil 2. 2. Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Uluslararast Siniflandirma Komitesinin
(IUBMB) peptidazlar i¢in ileri siirdiigii enzim siniflandirmasi (Ather 2009)

2.3.1 Endopeptidazlar

Endopeptidazlar; polipeptid zincirini ug¢ bdlgelerinde bulunan N ve C atomlarina
sergiledikleri secilimli reaksiyonlar ile karakterize edilmektedirler. Polipeptid zincirinde
bulunan serbest karboksi veya serbest amino gruplarinin enzimin aktivesi lizerine
olumsuz etkisi bulunmaktadir. Bu serbest uclarin ¢ikarilmasi olayinda endopeptidazlar
smirl ve 6zgiil role sahiptirler. Ornek vermek gerekirse sentezlenen proteinlerin, islev
gorecegi yere ulastiklarinda sinyal peptidlerinin uzaklastirilmasi (sinyal peptidaz I) ve
onciil proteinlerin olgunlagmasi (enteropeptidaz) (Barrett ve Rawlings 1991).

Endopeptidazlar; Aktif bolgelerinde yer alan fonksiyonel grup ve bunlarin katalitik
mekanizmasina dayanarak, farkli gruplara ayrilmaktadirlar. Serin proteazlar (EC
3.4.21), aspartik proteazlar (EC 3.4.23), sistein proteazlar (EC 3.4.22) ve metallo
proteazlar (3.4.24) olmak iizere dort gruba ayrilmaktadirlar (Alpan 2008). Bunlarin yani
sira katalitik mekanizmasi tam olarak bilinmeyen endopeptidaz belirlenmis ve EC

3.4.99 numaras ile kodlanmistir (Seving 2010). Endopeptidazlarin etki mekanizmasi



genel olarak Sekil 2.3’te sematize edilmistir. Canli organizmalarda dort smif
endopeptidaz saptanmis ve endopeptidazin dort sinifindan ti¢ii bakterilerde izole edilmis

ve saflastirilmigtir; Serin, sistein ve metalloproteazlar (Liao ve McCallus 1998).
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Sekil 2. 3. Endopeptidazlarin polipeptid lizerindeki etki mekanizmasi (Seving 2010)

2.3.1.1. Serine Proteazlar (E.C. 3.4.21)

Serin proteazlar, ticari olarak 6neme sahip, proteaz gruplari igerisinde en ¢ok calisilan
ve en iyi bilinen proteaz sinifidir. Aktif bolgelerinde serin (Ser), histidin (His) ve
aspartik (Asp) aminoasitleri igermektedirler (Garcia-Carreno 1993). Yapisinda bulunan
serin (Ser) aminoasiti katalitik metabolizma sirasinda substratlarla, aktivatorlerle veya
inhibitorlerle bag kurmaktadir. Serin proteazlar, ti¢ boyutlu yapilari, aminoasit dizileri
ve aktif bolge konfigiirasyonlarindaki benzerliklere ve farkliliklara gore yirmi aileye ve
alt1 klana ayrilmistir (Barett 1994, Zeigler 2001). Subtisilin ailesi ve kimotripsin ailesi
(kimotripsin, memeli elastazlar1 ve birkac bakteriyel proteaz) serin proteazlar icerisinde
en iyi bilinen alt gruplardir. Subtisilin ailesi mekanizmalarinda SH grubunu, termitaz ve
proteinaz K’y1 igcermektedir (Zeigler 2001). Subtilisin ailesinde bulunan proteazlar
hidrofobik ya da aromatik aminoasitler disinda kalan tiim aminoasit peptid baglarini
hidrolizlerler. Subtilisin ailesinin katalitik Gglii dizilisi Asp-32, His-64 ve Ser-221
seklindedir (Bond 1989).

Kimotripsin, triptofan, fenilalanin, tirozin gibi hidrofobik aminoasitlerden sonra yer
alan peptid baglarin1 hidrolizlerler. Tripsin, lisin ve arjinin gibi pozitif yiikli

aminoasitleri takip eden peptid baglarini hidrolize ederler (Bond 1989).



Bakterilerden, mayalardan, kiiflerden, mantarlardan elde edilebilen serin proteazlar
karboksil ug¢ tarafindaki ayrilmalarda, tirozin, fenilalanin veya lizinin bulundugu
bolgelerden hidroliz islemi gerceklestiriler. Serin proteazlarin molekiiler agirliklar
genellikle 18 kDa ve 35 kDa arasindadir. Fakat Blakeslea trispora adh
mikroorganizmadan izole edilen serin proteazin 126 kDa molekiiler agirligina sahip
oldugu bildirilmistir (Govind ve ark. 1981).

2.3.1.2. Aspartik Proteazlar (E.C. 3.4.23)

Aspartik proteazlar, genel olarak bilinen ismiyle asidik proteazlar, katalitik aktivite
gosterebilmeleri i¢in aspartik asit kokiine ihtiyag duyan endopeptidazlardir. Aspartik
proteazlar, pepsin, retropepsin ve pararetroviriislerdeki enzimler olmak iizere ii¢ aileye
ayrilmaktadirlar. Aspartik proteazlar cesitli sayida substrat 6zgiilliigli gosterselerde
ozellikle iki hidrofobik aminoasit kalintisi igeren peptid baglarinin hidrolizinde en
yiiksek aktiviteyi gdstermektedirler. Ornek vermek gerekirse, pepsin hidroliz edilecek
olan peptid baglarmin her iki yaninda da aromatik kalintilar igeren peptid baglarini
tercin etmektedir. Aspartik proteazlarin molekiil agirliklart genellikle yaklagik 35
kDa’dur ve 323 ila 340 aminoasit dizisinden olusmaktadirlar. Birgok aspartik proteaz
diistik pH araliklarinda maksimum aktivite gosterir ve izoelektrik noktalar1 ise pH 3.0-
4.5 araliginda degigmektedir. Ayrica aspartik proteazlar pepstatin, diazoasetil norldsin
metil ester (DAN) ve 1,2-epoxyp-nitrofenoksi propan (EPNP) tarafindan inhibe olurlar
(Rao ve ark. 1998, Zeigler 2001).

2.3.1.3.Sistein/Tiyol Proteazlar (E.C. 3.4.22)

Sistein proteazlar hem prokaryotlar hemde 6karyotlar tarafindan tiretilmektedir. Sistein
proteazlarin aktif bolgelerinde sistein (SH-) ve histidin gruplar1 vardir (Garcia-Carreno
ve ark. 1993). Tiyol proteazlar sadece HCN (hidrosiyanik asit) varliginda ve sistein
bulunmasi durumunda aktif olarak ig goriirler. Sistein proteazlar, sistein ve histidin
kalintilar1 arasindaki diizen farkliliklarina bagl olarak yirmi aileye ayrilirlar (Barett
1994). Diger yandan, papain benzeri, tripsin benzeri, glutamik asit benzeri ve digerleri
seklinde de aktif merkezlerinin 6zgiilliigiine gore dort gruba boliinebilirler. Sistein

proteazlar genellikle nétral kosullarda iiretilmektedir. Molekiiler agirliklart 32 kDa’dan
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52 kDa’ya kadar degismekte olup izoelektrik noktalar1 pH 4.9 ile 8.4 arasinda
degismektedir. (Rao ve ark. 1998). Papain benzeri endoproteazlar en ¢ok bilinen gruptur
(Gengkal 2004). Sistein proteazlar aynm1 zamanda ‘kaspazlar’ olarakta bilinmekte ve
apoptoziste gorev almaktadirlar. Birbirleri aktiflestirerek bir selale seklinde reaksiyon
dizisine sebep olurlar (Ulukaya 2003). Sistein proteazlar, peptid baglarina {izerinde bir
niikleofil ve bir proton verici baz tastyan bir sistein kalintisinin -SH grubu tarafindan
atak yapar. Proton verici Peptit baglarina, serin proteaz enzimi lizerinde bir niikleofil ve
bir proton verici / genel baz tasiyan bir Sistein kalintisinin -SH grubu tarafindan saldirt
yapilir. Diger yandan, katalitik mekanizmada niikleofilik atak olarak adlandirilir. Proton
verici, imidazolium halkasini igeren bir histidin kalintis1 olmalidir (Supuran ve ark.
2002).

2.3.1.4.Metalloproteazlar (E.C. 3.4.24)

Metalloproteazlar, iki degerli bir metal iyonu (katalitik ¢inko, manganez, kobalt, nikel
veya bakir) ile aktiflestirilmis metalik bir merkeze kopriilenmis bir su molekiiliiniin
niikleofilik saldiris1 sayesinde peptit baglarini pargalayan enzimlerdir. Enzimin aktif
merkezinde metal iyonu korunmus glutamik asit (Glu), aspartik asit (Asp), histidin (His)
veya lisin (Lys) olabilen ii¢ korunmus aminoasit kalintis1 ile kompleks olusturur (Hase
ve Finkelstein 1993, Supuran ve ark. 2002, Mansfeld 2007). Katalitik ve yapisal metal
baglama boélgelerinin 6zellikleri, x-1s11 kristalografik analizleri ile tanimlanmaktadir.
En ¢ok calisilan metalloproteaz olan ¢inko igceren metaloproteazlar kristal yapilarinda
bir katalitik ¢inko atomuna (li¢ aminoasit kalintisiyla diizenlenmis) ve bir aktif su
molekiiliine sahiptir. Metalloproteazlar 30 aileye ayrilmaktadir ve bunlardan 17’si
endopeptidaz, 12 ailesi ekzopeptidaz ve sadece 1 ailesi endopeptidaz ve
ekzopeptidazlara dahildir. Ayrica metalloproteazlar aminoasit sekanslar1 ve
aminoasitlerle metal baglanma bolgelerinin iliskisine gore 14 farkli klana ayrilmaktadir
(Mansfeld 2007). Metalloproteazlar genellikle nétral ortamlarda iiretilirler ve optimum
calisma araliklart pH 5.0 ile pH 9.0 arasinda degismektedir (Zeigler 2001, Rao ve ark.
1998). Pseudomonas aeruginosa ve Serratia spp.‘nin tirettigi metalloproteazlar pH 7.0-
9.0 araliginda optimum aktivite araligina sahiptirler ve molekiiler agirliklart 45 ile 60

kDa arasinda degismektedir. Metalloproteazlarin hepsi EDTA gibi selat ajani tarafindan
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inhibe edilebilmekte fakat DFP veya siilfidril ajanlar tarafindan inhibe
edilememektedirler.

2.3.2.0ligopeptidazlar

Oligopeptidazlar, peptidleri parcalayan ancak proteinleri pargalayamayan bir enzimdir,
bu enzimin aktif bolgesinin yalnizca peptidler tarafindan ulasilabilecek kadar dar bir
bosluga sahip olmasindan kaynaklanir. Yaklasik olarak 30 aminoasit uzunlugunda olan
bu oligopeptidler patojenlerin tespitinde ve norolojik olaylarda gorev almaktadir.
Dolayistyla, bu molekiillerin siirekli olarak tiretilmesi ve inaktif hale getirilmesi gerekir;

bu, oligopeptidazlarin roliidiir (Anonim 2017b).

2.3.3. Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar uzun polipeptid zincirlerinde bulunan ug bolgelere etki ederek aktivite
gosterirler. Etki ettikleri u¢ N terminaliyse aminopeptidaz, C terminaliyle
karboksipeptidaz ismini alirlar. Ekzopeptidazlarin genel calisma mekanizmas: Sekil

2.4’te sematize edilmistir.

1 1

| Aminopeptidaz ” Karboksipeptidaz |

/

+H20 !+H7O

[FfN]-©'e- oo e e |coon

/ \

Aminoasit Aminoasit
[HN] OO @ COOH

Peptid

Sekil 2. 4. Ekzopeptidazlarin polipeptid lizerindeki etki mekanizmasi (Seving 2010)

Ekzopeptidazlar, serbest N-terminal amino grubu, C-terminal karboksi grubu ya da her
ikisinide ihtiya¢ duyarlar ve ugtan ii¢ peptid bagimi gegmemek iizere baglart hidroliz

etmektedirler (Hasegawa 1960, Nardi 1960, Rao ve ark. 1998). Uluslararasi enzim
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komisyonu 74 tane ekzopeptidazi listesine almistir. Karboksipeptidazlar CP,

aminopeptidazlar AP ile sembolize edilmektedir (Sar1 2011).

2.3.3.1.Aminopeptidazlar (E.C 3.4.11)

E.C 3.4.11 grubunda bulunan aminopeptidazlar, polipeptidin serbest N-terminal ucuna
atak yaparlar ve atak sonucu sadece bir aminoasit kalintisi, iki aminoasit kalintis1 ya da
lic aminoasit kalintis1 birakirlar. Aminopeptidazlarin, ifade edilmis proteinlerde N-
terminal Metiyonini (Met) uzaklastirdigi bilinmektedir. E.C. 3.4.14 grubunda bulunan
dipeptidil-peptidaz N-terminal dipeptidi hidroliz ederek uzaklastirir. E.C 3.4.14
grubunda bulunan tripeptidil peptidaz ise, polipeptidin N-terminal ucundaki tripeptidi
hidroliz eder (Sekil 2.5).

Aminopeptidazlar (3.4.11) }v-?O-Q-0-0-0

Dipeptidil Peptidazlar (3.4.14) }U-iU-Q-Q-Q_Q

Tripeptidil Peptidazlar (3.4.14) L-*&-L-O-O-O

Sekil 2. 5. Aminopeptidazlarin alt gruplar1 ve etki mekanizmalar1 (Tanksale 2001)

Aminopeptidazlar genellikle hiicre igerisinde kullamilmak {izere sentezlenen
enzimlerdir, fakat Aspergillus orzyae ile yapilan ¢alismada organizmanin ekstraseliiler
aminopeptidaz {rettigi ortaya konulmustur (Labbe ve ark 1977). Bakteri ve
mantarlardaki aminopeptidazlarin substrat 6zgiilliigii olduk¢a farklilik sergiler.

Aminopeptidazlar, metallo aminopeptidaz, serin aminopeptidaz ve sistein
aminopeptidaz olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir. Bu siniflandirma aktif bdlgelerinin
0zgil proteaz inhibitorlerine gore yapilmaktadir. (Rao ve ark. 1998, Tekin 2008, Sari
2011). Escherichia coli’den elde edilen aminopepdidazlar yaklasik 40 kDa molekiiler
agirliga sahiptir. Bu peptidazin Mg*? veya Mn*? iyonlarina ihtiya¢ duyup, pH 7.5-10.5
araliginda aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bacillus licheniformis’in 34 kDa molekiiler
agirligina sahip aminopeptidazinin mol basma 1g/atom Zn*? icerdigi ve aktivitesinin

Co*? varliginda arttig1 tespit edilmistir.
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2.3.3.2. Karboksipeptidazlar

Karboksipeptidazlar, polipeptid zincirin karboksi (COOH) ucuna etki ederler. Hidroliz
sonucu  bir aminoasit veya dipeptid polipeptidten ayrilir  (Sekil  2.6).
Karboksipeptidazlarin aktivite gostebilmesi i¢in hidroliz edecekleri C-terminalde a-
karboksi grubuna ihtiyaglart vardir (Rao ve ark. 1998, Sar1 2011). Karboksipeptidazlar
aktif bolgelerinde bulundurduklart aminoasit kalintilarina gore 1ii¢ ana gruba
ayrilmaktadir. Bunlar; sekil 2.6’da gosterildigi gibi metallo-karboksipeptidazlar (E.C
3.4.17), serin-karboksipeptidazlar (E.C 3.4.16) ve sistein-karboksipeptidazlar (E.C
3.4.18)’dir (Rawlings ve Barrett 1997). Metallo karboksipeptidazlar aktif merkezlerinde
Zn*? atomu icermektedirler. Kofaktdr olarak bir ¢inko atomu icermektedir. Serin
karboksipeptidazlar ise aktif merkezlerinde Asp, His ve Ser aminoasitlerinden olusan

katalitik olarak aktif bir ti¢lii icermektedir (Tanksale 2001).

Karboksipeptidazlar O-0O- D-D-O*l
(3.4.16-18)

karboksipeptidaz -serin (3.4.16)
karboksipeptidaz -metallo (3.4.17)
karboksipeptidaz -sistein (3.4.18)

Sekil 2. 6. Karboksipeptidazlarin alt gruplar1 ve etki mekanizmalar1 (Tanksale 2001)

2.3.4.0megapeptidaz

Omegapeptidazlar, ekzopeptidazlarin aksine serbest olarak bulunan N- veya -C terminal
uclarina ihtiya¢ duymazlar fakat terminal uca yakinlastik¢a hareket alanlar1 artmaktadir

(Sekil 2.7).

Omega peptidaz
(34.19) O-0-0-O%h-<
> )-¥0-0-0-0

Sekil 2. 7. Omega peptidazlarin etki mekanizmasi (Tanksale 2001)
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Hareket alanlarinin a-karboksilin a-amino grubuyla yaptigi bag disindaki yerde olmasi
nedeniyle ekzo ve endopeptidazlardan tamamen farkli ele alinirlar. Izopeptid baglariyla
bagh veya siklize u¢ kalintilar1 tizerine hareket edebilirler. Farkli 6zelliklere sahip
omegapeptidazlar bulunmaktadir. Bunlara 6rnek olarak ubiquitinil hidrolazlar, gama-

glutamil hidrolazlar ve piroglutamil peptidazlar verilebilir.

2.4.Proteaz Kaynaklan

Proteazlar yasayan tiim organizmalarda fizyolojik olarak gerekli oldugundan dogada
yaygin olarak bulunan enzim gruplarindan birisidir (Rao ve ark. 1998). Enzimler
tiretildikleri hiicreler disinda da fizyolojik c¢evrelerinden bagimsiz olarak kataliz
gergeklestirebilirler. Proteazlar bitki ve hayvan hiicrelerinden, mikroorganizmalardan
fermantasyon yoluyla elde edilerek ticari olarak kullanilmaktadir (Gengkal 2004).
Bitkiler yapisinda %44 oraninda proteaz bulundurmasiyla en iyi proteaz kaynaklarindan
biri olarak goriinmektedir. %18 oraninda proteaz icerikleriyle bakteriler ikinci sirada,

%15 oraniyla mantarlar Gi¢lincii sirada yer almaktadir (Sekil 2.8).

Proteazin biyolojik kaynaklardaki

~

dagilim yizdesi

mantar

- 15%

bakteri
18%

m bitki = hayvan = bakteri = mantar = digerleri

Sekil 2. 8. Proteazin biyolojik kaynaklara gore dagilimi (Mahajan ve Badgujar 2010)

Mikroorganizmalarca {iretilen enzimlerin istenilmeyen yan iirlin meydana
getirmemeleri, katalitik olarak aktivitelerinin yiiksek olmasi, ucuz yollarla iiretilmeleri
ve stabiliteleri, yliksek saflikta elde edilmelerinden dolayi, endiistriyel alanda kullanilan

proteazlar agirlikli olarak mikroorganizmalardan tiretilmektedir (Horikoshi 1999).
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2.4.1. Bitkisel Proteazlar

Bitkilerden elde edilen proteazlar aktif bolgelerinde bulunan siilfidril gruplarinca
karekterize edilmektedir (Uhlig 1998). Tropikal bitkiler basta olmak iizere ¢ok sayida
bitkiden izole edilebilmektedir. Bitkilerde bulunan proteazlar bitkide neredeyse tiim
dokularda bulunmaktadir. Fakat proteazlarin bitkilerde en c¢ok bulundugu kisimlar

lateks ve tohumlaridir (Sekil 2.9)

Proteaz saflastirilmasi ve karakterizasyonu i¢in
kullanilan bitki boliimlerinin dagilimi

uTohum ®mYaprak =Kok © Meyve mLateks ® Diger kisimlar

Sekil 2. 9. Proteazin biyolojik kaynaklarda dagilimi (Mahajan ve Badgujar 2010)

Bitkisel proteazlarin yaklagik olarak %43,9 tam olarak karakterize edilememistir. Fakat
karakterize edilenlerin g¢ogu sistein ve serin endopeptidazlardir. Bitkilerde genellikle
sistein ve serin endoproteazlar bulunmaktadir. Bitkilerde, aminopeptidazlar ve aspartik
peptidazlar az miktarda bulunmaktadir (Mahajan ve Badgujar 2010). Bitkilerin proteaz
kaynagi olarak kullanilmasi, enzimlerin izolasyonlari, bitkilerin gelisimi i¢in iklimsel
kosullarin ve topragin roliinden dolayr zaman alan bir siiregtir. Bu zorlu siireglere
ragmen bitkisel proteazlar gida basta olmak {lizere cesitli endiistri alaninda
kullanilmaktadir. FSIS (Food Safety and Inspection Service) tarafindan onayli ve GRAS
(Generally Recognized As Safe) statiisiinde kabul goren bes adet eksojen enzim
bulunmaktadir ve bunlarin bircogu bitkisel orijinlidir (Katsaros ve ark. 2010, Zhao ve
ark. 2012). Bitkisel orijinli elde edilen proteazlardan en iyi bilinenleri papain, bromelin
ve fisindir. Endistriyel olarak kullanilan enzimlerin basinda gelen ‘’papain’’, papaya
(Carica papaya) adli bitkiden elde edilmektedir. Enzimin ham halinde, birka¢ adet
proteaz ve peptidaz izozimi barindirdigindan genis 0Ozgiilliige sahiptir. Enzimin
optimum ¢aligma aralig1 pH 5.0-9.0 arasindadir ve substrat mevcudiyetinde 80-90°C ye

kadar dayaniklidir. Papain enzimi, aromali protein hidrolizatlarinin hazirlanmasinda
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genis kapsamli olarak kullanilmaktadir (Rao ve ark. 1998). Papain kullanimi ¢ok
eskilere dayanmaktadir. Bilim insanlari, tropikal bolgelerde yasayan bazi yerli
insanlarin, etlerini pisirmeden Once papaya bitkisinin yapraklarina sardiklarini
gormiislerdir. Papaya bitkisinin yapraklarina sarilan etlerin iyi pistigi ve sindiriminin
kolaylagtig1 yoniindeki bilgiden hareketle yapraklardaki ve meyvelerdeki madde
arastirilmaya baglanmistir. Arastirma sonunda bitkinin meyvesinde, yapraklarindan
daha ¢ok miktarda papain i¢erdigi bulunmustur (Uhlig 1998). Giinlimiizde enzim yesil
olgunlagsmamis meyvenin c¢izilmesiyle elde edilmektedir. Meyve yapisindaki renksiz
lateks, koagiilasyondan once dakikalar igeriside beyaz rengine doner. 200 gram ham
papain elde etmek icin 1 kilogram lateks gereklidir ve agac¢ basina yaklasik olarak 450
gram lateks elde edilmektedir. Ham papainin yapisinda %10 oraninda protein, papain
benzeri fakat spesifiteleri farkli %45 oraninda kimopapain A ve B ve birka¢ enzim

vardir.

Bir diger bitkisel kaynakli enzim ise bromelaindir. Bromelain ananas bitkisinin (Ananas
comosus, Ananas bracteatus) suyundan ve koklerinden elde edilmektedir. Bromelain
enzimi, sistein proteazlar igerisinde karakterize edilmistir. pH 5.0-9.0 arasinda aktiftir
ve 70°C’de inaktif hale gelmektedir (Rao ve ark. 1998). Bitkinin meyvesinden agirlikli
olarak bormelain elde edilirken, kok kisimindan ananin ve comasain adli enzimler elde
edilmektedir (Rowan ve ark. 1990). Bromelain enzimin endiistride gesitli kullanim
alanlarina sahiptir. Bunlarin basinda saglik preparatlari, biralarin stabilizasyonu, teksil
sektorl, kozmetik gibi alanlar gelmektedir (Chakravarthy ve Achary 2012). Bromelain
enziminin Uretiminin biiyilk bir kismi Great Food (Biochem) firmasi tarafindan

yapilmaktadir.

Incir (Ficus glabrata)’den elde edilen fisin enzimi ¢ok yiiksek miktarda proteaz
aktivitesi gostermektedir. 10 ile 15 gram bitkiden yaklasik olarak 100-150 miligram
fisin eldesi miimkiindiir. Fisin, aromatik ve yliksiiz aminoasitler iceren baglarda oldukca
etkilidir. Optimum c¢alisma pH’st 6,5’tir ve pH 4.0 ile pH 9,5 arasinda etkisinin
gosterebilmektedir. Enzim, kurutma sirasinda aktivitesinin biiyiik  boliimiini
kaybetmekte, Ficus glabrata haricinde diger birka¢ incir tiirinden de elde
edilebilmektedir (Polaina ve MacCabe 2007).
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Keratinaz adli enzimde bitkiler bazilar1 tarafindan iiretilmekte, keratin yapiy1 bozabilen
bir enzimdir. Atik su drenaj alanlarinin tikanmamasi i¢in ve sag, yiin gibi keratin

yapilarin parcalanmasi islemlerinde olduk¢a 6nemlidir.

Tiim bunlara ek olarak zingibain ve aktinidin enzimleride bitkisel kaynakli enzimlerdir.
Zingibain, zencefil bitkisinin rizomundan, aktinidin ise Kkivi meyvesinden elde
edilmektedir (Katsaros ve ark. 2009, Ha ve ark. 2012, Zare ve ark. 2013).

2.4.2. Hayvansal Proteazlar

Hayvanlardan elde edilen proteazlarin en bilinenleri tripsin, pepsin, rennin ve
kimotripsindir. Giris kisminda da bahsedildigi gibi enzimlerin ve proteinlerin yapisi
coziilmeden dnceki zamanlarda da pepsin ve pankreas sivisinin proteinleri parcaladigi
bilinmekteydi. Hayvansal kaynakli proteazlarinin elde edilmesi, ¢cok miktarda hayvanin
kesilmesini gerektirdigi i¢in bir takim siyasal ve tarimsal kurallar tarafindan kontrol
altindadir (Mahajan ve Badgujar 2010). Tripsin sindirim isleminde gorev alan baslica
proteazlardandir. Gida maddesi olarak alinan proteinlerin hidrolizi bu enzim tarafindan
saglanmaktadir. Tripsin, serin proteaz ailesi igerisindedir ve arjinin, lisin rezidiilerinin
dahil oldugu karboksil gruplardaki peptid baglari1 hidrolize ederler. Proteaz
inhibitdrlerinin bocek bagirsagindaki enzimi inhibe etme 6zelliklerinden yola ¢ikarak,
bu enzim zararli haserelerin biyokontrolii i¢in hedef olarak ilgi gérmiistiir. Enzim
meydana getirdigi protein hidrolizatlarinin ¢ok aci bir tada sahip olmasi nedeniyle gida
sektoriinde fazla bir kullanim alan1 bulamaz ama bunun yaninda bakteriyel ortamlarin
olusturulmasinda ve kristalize veya saf formlarmin yara tedaviside kullanim

miimkiindiir (Mahajan ve Badgujar 2010).

Saf hali oldukca pahali olan kimotripsin ise hayvanlarin pankreas ekstratlarindan elde
edilen bir enzimdir. Pahali olmasindan kaynakli sadece analitik uygulamalada ve teshis
islemlerinde kullanilmaktadir. Kimotripsin enzimi 6zellikle fenilalanin, triptofan veya
tirozin aromatik aminoasitlerinden birisinin bulundugu karboksil gruplarindaki peptid

baglarin1 hidrolize etmek i¢in 6zgiildiir. Kimotripsin, 6nce aktif olmayan formda yani
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kimotripsinojen olarak pankreasta salgilanir ve depolanir, birkag basamakli siireclerle

tripsin tarafindan aktive edilir (Mahajan ve Badgujar 2010).

Pepsin, 1836 yilinda Ch. Schwann tarafindan kesfedilmis olup ortaya ¢ikarilan ilk
hayvansal proteazdir. Mide igerisinde inaktif proenzim olarak sentezlenmekte ve
pepsinojen adini almaktadir. Mide asidinin etkisiyle aktif hale gegmektedir. Aspartik
proteazlar igerisine giren pepsin enzimi, insan immiin yetmezligine yol acan HIV1
virlisliniin olgunlagsmasindan sorumlu enzime benzemektedir. Optimum aktiviteyi pH
2.0 ile pH 4.0 arasinda gostermekte olup ortam pH’s1 6.0 ya yaklastiginda inaktif hale
gecmektedir.  Enzim, oOzellikle aromatik aminoasitler arasindaki peptidlere atak
yapmakta, glutamik asit, sistin ve sistein peptidlerinin hidrolizini saglar (Rao ve ark.
1998).

Renin, biitiin memelilerin midelerinde inaktif bir form olan prorenin olarak iiretilmekte
olan pepsine benzeyen bir proteazdir. Hayvanlardan elde edilen renin i¢in en yaygin
olarak kullanilan kaynak yeni dogmus siitle beslenen buzagi sirdenidir (Seving 2010,
Sar1 2011). Onciil prorenin olarak sentezlenen enzim, pepsin veya kendi isleviyle aktif
renine doniismektedir (Rao ve ark. 1998). Enzimin aktif hale gegmesi i¢in pH 5.0’in
altindaki H* iyonlarma ihtiya¢ vardir. Renin enzimi temelde peynir endiistrisinde
kullanilmaktadir. Renin enzimi aktif bolgelerinde Asp215 ve Asp32 adindaki iki tane
aspartik asit kalintis1 bulundururlar. Renin enzimi kazein proteinindeki Phel05 ve
Met106 y1 birbirine baglayan peptid bagini hidrolizleyerek, ¢oziinmez para-kapa-kazein
olusturur ve bu sayede siitii pithtilagtirir (Ulusu 2012). Yiiksek miktarda saf hale
getirilmis enzim, 10 dakika igerisinde 72 milyon birim siitii ¢oktiirebilmektedir (Uhling
1998).

2.4.3.Mikrobiyal Proteazlar

Giiniimiizde proteaz kaynagi olarak kullanilan canlilar arasinda bakteriler, mantarlar ve
viriisler gibi mikroorganizmalar basi ¢ekmektedir. Oyle ki diinya genelindeki enzim
satisinin  yaklasik olarak %40’lik kesimi mikroorganizmalardan {iretilmektedir.
Mikroorganizmalardan bir yil igerisinde elde edilen enzimlerin kullanim yiizdesi sekil

2.10° da gosterilmistir.

19



Mikrobiyal Kaynakli Enzimlerin Yillik Kullanim Degerleri

u Alkalen Proteazlar ® Diger Proteazlar = Amilaz Reninler
u Analitik Enzimler = Karbohidrazlar H Lipaz H Tripsin

Sekil 2. 10. Mikrobiyal Enzimlerin Yillik Kullanim Degerleri (Alpan 2008)

Mikroorganizmalarin biyoteknolojik uygulamalar sirasinda neredeyse tiim 6zelliklerinin
modifiye edilebilmesi, uygun kiiltiir ortamlarinda kolaylikla tiretilmeleri, bu canlilari
uygun proteaz kaynagi yapmaktadir. Bitkisel ve hayvansal kaynakli proteazlarin
tiretimindeki zorluklar nedeniyle, diinya genelinde ihtiya¢ duyulan proteaz enziminin
biiyiik cogunlugu bu nedenle mikroorganizmalarca karsilanmaktadir. Ayrica hayvansal
kaynaklardan elde edilen materyallerin, hayvandan insana gegen SARS, deli dana ve
kus gribi gibi hastaliklarin artigiyla, kullanimi sliphe uyandirmis, mikrobiyal kaynaklara

yonelim artmigtir.

Fungal kaynaklardan elde edilen proteazlar ¢ok cesitlidir. Aspergillus oryzae’den
tiretilen proteazlar genellikle pH 4.0-11.0 arasi1 gibi genis bir skalada aktivite
gostermektedir ve genis bir spektrumda 6zgiilliikk gosterebilmektedirler (Schall 2007).
Fungal proteazlar, saflastirma basamaklarindaki kolayliklar, hiicrelerin asit filtreleme
teknikleriyle son {irlinde bulunmamalart ve wucuz olusturulabilen ortamlarda
tiretilebilmeleri yoniinden pek ¢ok avantaj sunmaktadir (Gupta ve ark. 2002). Fungal
asidik proteazlar pH 4.0-4.5 araliginda optimum aktivite gostermekte olup, fungal nétral
proteazlar pH 7.0’de aktivite gostermektedir. Aspergillus oryzae’den iiretilen asidik
proteazlar sindirime yardimci olarak ila¢ endiistrisinde kullanilmaktadir (Vishwanatha
ve ark. 2009). Fungal notral proteazlar gidalarda bulunan protein hidrolizatlarinin

aciligimin giderilmesinde kullanilmaktadir (Rao ve ark. 1998). Siit endiistrisinde, peynir
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yapiminda kullanilan renin enzimi Rhizomucor pusillus ve R. miehei’den, invaziv
aspergilloz izlenmesi ve tanisinda kullanilan enzimler A. fumigatus’dan elde
edilmektedir. Viral proteazlar, kanser ve Aids gibi bir takim 6liimciil hastaliklara yol
acan, viriis proteinlerinin etkileriden dolayr 6nem kazanmaktadir. Viral proteazlar,
viriisiin replikasyonu, birlesimini diizenlemek i¢in optimize edilmis proteazlardir.
Bircok viriiste aspartik, serin ve sistein proteazlar bulunmaktadir. Aspartik proteazlar,
virlistin tutunmasini ve homodimer replikasyonuyla c¢oklu protein Onciileri olarak
tanimlanmaktadir. Otoliz mekanizmasiyla olgun proteazlar olusturulmaktadir.
Gilintimiizde AIDS’in yayilmasimi ve oldiirlicii etkisinin ortadan kaldirilabilmesi igin
etkili proteaz inhibitorlerin dizayni iizerinde birgok g¢alisma mevcuttur (Rao ve ark.
1998).

Endiistriyel alanda kullanilan 10’dan fazla bakteriyel proteazin Bacillus tiirlerinden elde
edildigi bilinmektedir. Enzim {iretiminde kullanilan bakterilerin kullanilmasinda bir¢ok
avantaj vardir. Ornek vermek gerekirse biiyiik bir kism1 kemoorganotrof oldugundan
dolay1 besin gereksinimleri azdir ve kolaylikla kiiltiire alinabilirler. Bacillus cinsinin
ticari iiretimde kullaniminin en 6nemli gerekgesi direngli spor yapilarina sahip olmalari
nedeniye kiiltiiriin kaybedilmesinin zorlugudur. Hem sentetik hemde kompleks
ortamlarda kolaylikla iiretilebilmektedirler. Bunun yani sira Bacillus cinsine ait tiirler
post-eksponansiyal ve durgunluk fazlarinda da ekstraselluler proteazlar iiretebilmektedir

(Mabrouk ve ark. 1998).

2.5. Bacillus Proteazimin Genel Ozellikleri

Bacillus cinsi Bacillaceae ailesi igerisindeki iki cinsten birisidir. Giiniimiizde Bacillus
cinsine ait 200’den fazla tiir bilinmektedir. Bunlardan en iyi bilinenleri B. subtilis, B.
cereus, B. megaterium, B. amyloliquefaciens, B. thuringiensis, B. anthracis, B.
licheniformis, B. sphaericus’ tir (Claus ve Berkeley 1986). Bacillus tiirleri ¢iirlimekte
olan organik materyaller iizerinde, toprakta, akuatik ortamlarda, sebzelerde ve kimi
tiirlerin viicut florasinda yer almaktadir (Anonim 2017c)

Alkalin serin proteazlar ilk olarak 1971 yilinda Japon bilim adam1 Horikoshi tarafindan
topraktan izole edilen Bacillus sp. 221 susundan ekstraseliiler olarak izole edilmistir.

Izole ettigi enzimin optimum calisma pH’s1 11.5 civarinda olup, enzim pH 13.0’te
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aktivitesinin % 75’ini korumustur. Bacillus sp. HS08 susundan elde edilen serin
proteazlar deterjanlarda katki maddesi olarak kullanilan 1siya dayanikli enzimlerdir
(Guangrong ve ark. 2006). Bacillus JB tiirii tarafindan {iretilen JB1 balik¢ilikta
kullanilmakta ve verim kaybini azaltmaktadir. (Sung ve ark. 2010). Nétral ortamlarda
yasayan Bacillus tiirlerinden izole edilen subtisilin proteazlar genel olarak pH 8.0-10.0
arasinda degere sahiptir (Laan ve ark. 1991). Bacillus cinsine ait tiirler tarafindan
tiretilen proteazlarin ¢ogunlugu alkali serin proteazlar igerisindedir. Bu tip enzimler
bagin karboksil tarafinda bulunan tirozin, 10sin veya fenilalanin arasindaki peptid
baglarini hidrolizler. Birgok alkali proteaz optimal olarak pH 10.0 degerine sahip ve
izoelektrik noktas1 ise pH 9.0 dolaylaridir. Bakteriyel alkali proteazlar optimum olarak
yaklasik 60°C’de is gorebildiklerinden deterjan sanayisinde kullanim igin elverislidir
(Rao ve ark. 1998). Ayrica alkalin serin proteazlarin molekiiler agirliklar1 genellikle 15-

30 kDa arasinda degigsmektedir (Boguslawski ve ark. 1983).

Potansiyel olarak en iyi proteaz ireticileri B. licheniformis, B amyloliquifaciens, B.
Mojavensis, B. subtilis suslaridir. Yillik bazda yaklasik olarak 500 metrik ton saf enzim
uiretilmektedir. Bu iiretilen enzimler deterjan sanayisinde, gida alaninda, ilag sektoriinde
ve deri Uretiminde kullanilabilir olmasindan kaynakli ilgi giin gegtikce artmaktadir

(Saeki ve ark. 2007, Dias ve ark. 2008).

Bacillus tiirlerinden elde edilen nétral proteazlar genellikle pH 7.0 civarinda optimum
aktivite gostermekte olup, azot kontrolii, biranin bulamikliginin giderilmesi, siitteki
proteinlerin modifikasyonlarinda ve soya modifikasyonlarinda tatlandirici olarak

kullanilan ¢inko metalloproteazlardir (Ward ve ark. 2004).

2.6. Proteazlarin Endiistriyel Kullanim Alanlari

Proteazlar ticari alanlardaki uygulamalari bakimindan endiistride kullanilan enzimlerin
en 6nemli grubudur. Genis substrat spesifitelerinden dolay1 ¢ogunlukla farmasétik, gida,
deterjan endiistrilerinde olmak {izere peptid sentezi, protein hidrolizat1 olusturma, biyo
tyilestirme gibi ¢esitli alanlarda kullanilmakta ve endiistriyel enzimlerden elde edilen
diinya capindaki satis geliririn yaklasik olarak %60’k kismini olusturmaktadir
(McGrath 2005, Shankar ve ark. 2011).
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Proteazlarin diinyadaki yillik bazda kullanimi sekil 2.11°de gosterilmistir (Ahmad
2013).

Tripsin
Renin  3%parmasatik
10% enzimler
10%

Amilazlar Alkali
18% Proteazlar

25%

. - Diger Proteazlar

Sekil 2. 11. Proteazlarin endiistride kullanim ytizdeleri (Ahmad 2013)

Proteaz enziminin 2021 yilina kadar global enzim piyasasindaki yillik degerinin 2,21

milyar $ olarak oOngoriilmekte ve yillik biiylime oranin %6’ya ulasacagi tahmin

edilmektedir (Anonim 2011).

2.6.1. Gida Endiistrisi

Mikrobiyal kaynakli proteaz enzimleri gida sanayisinde ¢ok eski zamanlardan beri
kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde proteazlarin kullanimi yiiksek besin degerine sahip
protein hidrolizatlarinin olusturulmasinda kullanilmistir. Bu protein hidrolizatlar1 kan
basinci diizenlemede, bebek mamasi iceriklerinde, diyet iirlinlerinde, alkollii igecek ve
meyve sularinin zenginlestirilmesinde onemli rol oynamaktadir (Woodward 1985,
Neklyudov ve ark. 2000). Rebeca ve ark. (1991) B. Subtilis 'ten elde edilen proteaz
kullanarak yiliksek besin degerine sahip balik hidrolizatlarin1 irettiklerini rapor
etmislerdir. Bebek mamasinda kullanilan proteazlar siit proteinini serbest aminoasit ve
kiigiik peptitlere parcaladigi i¢in alerjik reaksiyon riskini azaltir. Protein hidrolizatlar
saglik iirtinler, klinik beslenme ve diyet gibi ¢esitli alanlarda kullanima sahiptir. Fakat
elde edilen hidrolizatlarin aci1 tada sahip olmasi kullanimi etkileyen bir farktérdiir. Bu
ac1 tadin gideriminde laktik asit bakterisinden elde edilen aminopepidaz enzimi biiyiik

Ooneme sahiptir (Rao ve ark. 1998).
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Bacillus ‘ten elde edilen proteazlar biskiivi, kek ve kraker yapiminda kullanilmaktadir.
Proteazlarin bu gibi gida maddeleri yapiminda kullanim amaci hamurun yumugamasini
geciktirmektir. Proteazlar hamurun uzama kabiliyeti ve kuvvetini arttirdig
bilinmektedir (Celik  2006). Proteazlar ayrica pisirme siireglerinde de
kullanilmaktadirlar. Proteazlar, proteoliz tepkimesiyle un igindeki gluteni zayiflatarak
hamur olusumunu arttirmakta ve olusan hamurun yumusak olmasini saglamaktadir.
Ayrica proteazlar kus tiiyli, boynuz, tirnak gibi keratin igeren yapilar1 parcalayarak
proteinli hayvan yem katki maddesi tretiminde kullanilirlar.  Kaliteli protein
iceriklerinden kaynakli soya fasiilyeleri yiizyillardir besin olarak tiiketilmektedir. Soya
irtinii ve sosu hazirlamaktada proteazlar kullanilmaktadir. Gida alaninda kullanilan en
Oonemli proteaz enzimlerinden biriside papaindir. Biranin sogukta saklanmasi ve etin
yumusatilmasinda kullanilmasiyla iki 6nemli uygulama alanina sahiptir. Proteaz
enzimleri ayrica yag eldesinde de kullanilmaktadir. Nijerya kavun g¢ekirdegi %50
oranida protein, %30 oraninda yag icermekte fakat yagin tamami bilinen geleneksel
yontemlerle elde edilememektedir. Bu cekirdeklere proteaz enzimleri uygulandiginda
ise yag eldesi onemli derecede artis gostermektedir (Celik 2006). Besin eldesinde
kullanilan proteazlarin kullanildigi en 6nemli sektorlerden biriside peynir yapimdir.
Proteazlar, peynir yapiminda onemli fonksiyona sahiptir. Belli peptid baglarint p-k-
kazein ve makro peptitlere hidrolizlerler. 1979 yilinda immobilize alkalin proteazin
peynir iiretiminde kullanildig: bildirilmistir (Ohmiya ve ark. 1979). Whey adi verilen
onemli bir yan {riin peynir yapiminda ortaya c¢ikmaktadir. Proteaz enzimi
biyokonversiyon iglemi sirasidna whey’i protein hidrolizatlara doniistirmektedir. (Perea

ve ark. 1993).

2.6.2.Fotograf Endiistrisi

Alkalin proteazlarin kullanilmasi fotografik ve rontgen filmlerinden glimiisiin geri
kazanimi i¢in kritik bir rol oynar. Atik haldeki bu filmlerde bulunan jelatin katmaninda
agirlik olarak %1,5-2 oraninda glimiis bulunmaktadir. Eski yontemlerde giimiisiin geri
eldesi i¢in filmler yakildigindan dolay1 bu yontemler ¢evreye zarar vermekteydi. Ayrica
filmin ana materyali olan polyester maddesi bu yontemde yanmakta ve geri
kazanilamamaktaydi. Gilimiis, jelatine bagli bulundugundan bulundugu bu jelatin

katmanindan proteolitik enzimler kullanilarak geri kazanimi miimkiin olmustur. Ayrica
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bu islem sirasinda polyester herhangi bir zarar gormediginden, polyesterinde geri
kazanimi miimkiin olmustur. Ishikawa ve ark. (1993) Bacillus sp. B21-2 susundan elde
ettikleri alkalin proteazinin rontgen filmlerindeki glimiis partikiillerini geri kazanmak
igin jelatin katmanin hidroliz isleminde kullanildigin1 bildirmislerdir. Fujiwara ve ark.
(1991) B. subtilis‘ten elde edilen proteazinin 50-60 °C sicaklikta ve 30 dakika icerisinde
giimiis pargaciklar1 jelatinden uzaklastirdigini bildirmisleridir. Singh ve ark. (1999)
kullandiklar1 proteazla bu olaym 50 °C ve 12 dakika igerisinde gergeklestirdiklerini
bildirmislerdir.

2.6.3. Tekstil Endiistrisinde Proteazlar

Tekstil endiistrisinde proteazlar, protein igeren {riinlerin enzimatik olarak 6n
terbiyesinde kullanilmaktadir. Kumas iiretiminde gerekli olan maddeler lifsi
yapidadirlar. Ipek, angora, kasmir dogal protein lifleridir (Duran ve ark. 2007). Protein
iceren liflerin Ozelliklerini igerdikleri aminoasit miktari, cinsi yerlesim sekilleri
belirlemektedir. Bu 6zelliklerine dayanarak yiin esashi iiriinler pronaz, pepsin ve papain
gibi proteazlarla muamele edilerek esneklik ve dogal kirlerinden uzaklastirilmasi
saglanir. Proteazlarin kullanildig: islemler kimyasal maddelerler yapilanlara gore daha
az masraf getirmis ve iyi sonuglar vermistir. (Karmakar 1999). ipeginde tekstil
materyali olarak kullanilabilmesi igin proteazlarla muamele edilmesi gerekmektedir.
Ham ipek kesiksiz ve ince protein esasli bir maddedir. Igeriinde fibrin ve serisin
barindirmaktadir. Ham ipek’te bulunan %25 oraninda serisin ipek ipliklerinin etrafini
cevrelemektedir. Ipege koruyuculuk saglayan serisin denilen bu tabakanin ipegin
boyanmasindan 6nce uzaklastirilmas: gerekmektedir. Geleneksel yontemlerde nisasta
kullanilmakta ve ipe iplikleri ¢ekilerek serisinden uzaklastirilmaktadir. Ayrica ham ipek
ipliklerindeki ipek oziini yani serisini temizlemek amaciyla pisirme islemide
uygulanmaktadir. Geleneksel yontemde sabun iceren alkalin ortamlarda pisirme islemi
yapilmaktadir (Kanehisa 2000). Ancak bu yontemler pahali ve ipege zarar veren
yontemlerdir. Bu nedenle boyama isleminin dncesinde enzimlerin kullanilmasi alternatif
olarak ortaya atilmistir (Puri 2001). Bununla birlikte, proteolitik enzimlerin kullanilmasi

daha 1yi bir yontemdir, ¢iinkii ipek 6ziinii lifli proteine hasar vermeden temizler.
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2.6.4.Deri Endiistrisinde Kullanimi

Derilerin islenme siireclerinde kullanilan hidrojen siilfit ve diger kuvvetli kimyasallar
cevre kirliligi olusturmasi bakimindan olduk¢a Onemlidir. Gliniimiizde deri isleme
stiregleri; 1slatma, sepileme, kireclik, kire¢ giderme, sama ve kil giderme gibi bazi
adimlar igerir. Ancak bu islemler sirasinda yiiksek miktarlarda kimyasal madde ve atik
su ortaya ¢ikmaktadir. Bu gibi kimyasallarin kullanimi yerine ¢evreci bir yaklasim olan

enzimatik yontemler giderek daha ¢ok tercih edilmektedir (Andersen 1998).

Deri endiistrisinin bu farkli asamalarinda farkli proteazlar kullanilmaktadir. Derinin
islatilma asamasinda genellikle noétral proteazlar, killardan arindirilmasi agamasinda
alkalin proteazlar ve yikamada da asidik proteazlar kullanilmaktadir. (Nilegaonkar ve
ark. 2007). Deri isleme siirecinin degisik asamalarinda ki Ozellikle killarin
uzaklastirilmasinda zararl kimyasallarin yerine enzim kullanimi olusan kirliligi %80-90
oraninda azaltmaktadir. Endiistriyel bazda enzimatik tily giderimi, genel olarak az
miktarda kire¢ kullanilmasiyla tily giderme verimini arttirir ve tlly alma prosesinin
maliyetini azaltir (Thanikaivelan ve ark. 2004). Son donemlerde ise mikrobiyal alkalin
proteazlarin kullanmiyla kire¢ gereksini azalmis ve tiiy giderme siiresini azaltmistir.
Alkalin proteazlar tiiy giderme islemini, tiiy koklerinin genislemesi ve bu sayede sag
bezcigindeki proteinlere proteaz atagini kolaylagtirarak yapmaktadir (Gupta ve ark.
2002). Enzimatik siire¢lerin kullanildig1 islemler sadece ¢evre kirliliginin 6niine gegcmez
ayni zamanda yiiksek Kalitede iiriinler olusturur. Proteaz enzimlerinin kullanilmasiyla
istenmeyen  pigmentlerin  uzaklagsmasi ve deri yiizeyinin  genisletilmeside
saglanmaktadir. Gupta ve arkadaslari (2002) B. subtilis [IQDB32 susundan elde ettikleri
alkalin proteaziyla koyun derisindeki killarin uzaklastirilabildigini bildirmislerdir.

Gilinlimiizde, bakterilerden elde edilen proteazlar kimyasal maddelerin yerine temizleme
ajant olarak kullanilmaktadir. Hameed ve ark. (1999) B. subtilis k2 susundan elde
ettikleri alkalin proteazi deri isleme ve temizleme siireclerinde kullanmistir. Proteaz
enzimleri ayn1 zamanda deri islemesi sonucu olusan artiklarin islenmesinde de
yararlidir. Dalev ve Simeonova (1992) deri endiistrisinde olusan atiklarin tam kullanimi

icin alkalin proteaz kullandiklar1 bir teknik gelistirmislerdir.
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2.6.5. Deterjan Endiistrisinde Kullanim

Gegtigimiz son 30 yilda deterjanlarda kullanilan proteazlar giderek 6nem kazanmis ve
deterjanlarin anahtar bilesenleri haline gelmistir. Proteazlarin ¢camasir deterjanlarinda
ana bilesen haline geldiginden beri proteaz enziminin toplam satisinin %25 ‘i deterjan
endistrisine yoneliktir (Rao ve ark. 1998). Rohm ve Hass islenmemis pankreatik enzimi
tripsini deterjanlar1 Burnus’ta kullanmig ama deterjanin sahip oldugu yiiksek alkalinlik
nedeniyle enzimden ¢ok verim alinamamustir. Alkali proteazlar ¢esitli kaynaklardan
elde edilse de (Singh ve ark. 2000), Bacillus cinsi bakteriler deterjan endiistrisinde en
¢ok kullanilan mikroorganizmadir. Cesitli ortamlardan izolasyonun kolay olmasi ve
hem kompleks hem de sentetik ortamlarda iretilebimeleri nedeniyle tercih
edilmektedirler. Alkalifilik ve termofilik Bacillus tarafindan tretilen proteaz enzimleri
yiiksek sicaklik ve pH’lara dayanabilmektir. (Johnvesly ve Naik 2001). Bacillus tan
elde edilen alkalin proteaz olan subtisilin ilk olarak 1960’11 yillarda deterjanlar
icerisinde kullanilmaya baslamistir. Bu yillardan sonra maxacal ve purafect (Genencor),
KAP (Kao), alkalaz ve savinaz (Novoenzim) ve balp (Henkle) gibi bir¢ok yiiksek
alkalin enzimi bulunmustur. Fakat bulunan bu subtilinlerde ciddi bir problem ortaya
cikmistir. Deterjanlarda kullanilacak enzimin oksitleme ajan1 ve agartict maddelerle
beraber kararliligin1 koruyabilmelidir. Bu sorunlar1 bazi firmalar protein miihendisligini
kullanarak oksitlenmeyen aminoasitli Met kalintilartyla ortadan kaldirmistir. Enzimlerin
deterjanlarda kullanilmasi, yiiksek verimlilik, ¢cevreye zararin minimuma indirilmesi ve
enerji tasarrufu gibi birgok avantaj sunmaktadir. Proteaz enzimi kontak lens ve protez
dislerin temizliginden, giindelik camasirlarin temizlenmesine kadar bir ok deterjan i¢in
katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Ayrica alkalin proteazlar kullanildiklar
deterjanlarin kalitesini arttirmaktadir. Deterjan katki maddesi olarak kullanilacak
proteazlar belirli bir¢ok kriter altinda ¢alisabilmelidir bunlar; yiiksek sicaklik ve alkali
pH’larda etkin olmali, deterjanlar igerisnde bulunan siirfaktan, sodyum hipoklorit ve
oksitleyici ajanlarla deaktive olmamalidir. Alkalin proteazinin kararlhiligi konusundaki
onceki arastirmalar, Bacillus calusii 1-52°de yapilan bir arastirmada elde edilen
proteazinin %1 HO, ile muameleden sonra %114 seviyelerine kadar aktivite
gosterirken (Joo ve ark. 2003), Vibrio fluvialis VM10’dan elde edilen alkalin proteazi
%4 H,0, ile muameleden sonra %132 aktivite ortaya koymustur (Venugopal ve
Saramma 2006). Bacillus sp. JB-99 (Johnvesly ve Naik 2001), Bacillus sp. L21 (Tari ve
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ark. 2006), Bacillus mojavensis (Beg ve ark. 2003), Bacillus sp. L21 (Genckal ve ark.
2006), alkalofik Bacillus sp. 2-5 ve Bacillus licheniformis RP1 (Sellami-Kamoun ve
ark. 2008) tiirlerinden elde edilen alkalin proteazlarin deterjan endiistrisi ig¢in
kullanilabilir oldugu gosterilmistir. Kullanilacak olan enzimin deterjan formiilasyonuna
uygun olup olmadigin1 kontrol amaciyla uygulanan testlerden birisi kan lekesinin
cikarabilmesidir. Akalifilik bir bakteri ve Preudomonas aeruginosa PD100 tiirlerinden
proteazlarin deterjan eksikliginde pamuklu kiyafetlerden kan lekesini ¢ikarmak igin

kullanildigin1 gostermektedir (Najafi ve ark. 2005).

2.6.6.Endiistriyel ve Evsel Atiklarin Yonetimi

Dailey (1994) B. Subtilis elde edilen alkalen proteaz enzimi, kiimes hayvanlarinin
beslendigi ve kesimhanelerinde olusan tiiy kirliliginin giderilmesinde kullanmistir. Atik
tiyler kiimes agirhigmin %5’ini olustururken zengin keratin yapist sayesinde
proteazlarca tamamen pargalanarak yem katki maddesi olarak kullanilabilir hale
gelmistir. Ayrica B. amyloliquefaciens ve Steptomyces sp. gibi tiirlerden elde edilen
proteaz enzimi, borularin tikanmasina neden olan killarin par¢alanmasinda

kullanilmistir.  Bu proteaz soliisyonu Genex firmasi tarafindan patentlenmisdir

(Jacobson ve ark. 1985).

2.6.7.Saghk Endiistrisi

Proteazlar giiniimiizde saglik endiistrisinde de kullanilmaktadir. B. subtilis 316M
susundan elde edilen proteazin elastolitik aktivitesini ortaya konmasiyla yatak yaralari,
¢iban, derin iltihaplarin ve yanigin tedavisinde kullanilabilecegi agiklanmistir (Kudrya
ve Simonenko 1994). Kim ve arkadaglar1 (1996) Bacillus sp. CK 11-4 susundan elde
ettikleri alkali proteazin fibrinolitik aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymus ve
trombolitik ajan olarak kullanmislardir. Aspergillus oryzae’dan elde edilen proteazlarin
agiz yoluyla alinmasiyla belirli litik enzim eksikligi sendromunu tedavi etmek igin

sindirim yardimcisi olarak kullanilmistir (Rao ve ark. 1998).
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2.7. Enzim Immobilizasyonu ve Tarihi

Immobilizasyon kelime anlami olarak, simirlama, hareketsiz hale getirmek seklinde
tanimlanabilmektedir. Enzimler immobilizasyonu, suda ¢6ziinebilen ve serbest halde
bulunan enzim molekiillerinin, suda ¢oziinmez kati bir destek materyali kullanilarak
hareketinin sinirlandirilmasi olayidir. Enzimler ¢ozlinmez kati tasiyacilar igerisine
fiziksel veya kimyasal baglarla baglanabildigi gibi, diger bir durumda enzimler serbest
halde bulunur fakat destek materyalleriyle birlikte belirli bir bolgeye de
hapsedilebilmektedirler. Bu yontemler yalnizca, enzimler igin degil ayn1 zamanda

hiicresel yapilara ve ¢esitli hiicrelere uygulanabilmektedir.

Nelsen ve Griffin (1916) odun komiiriiniin {izerine adsorplanmis maya invertazinin
siikroz sekerinin hidrolizini gergeklestirebildigini gozlemlemislerdir. Bu yildan sonra
fizyolojik aktif proteinlerin kovalent baglanma yoluyla cesitli tasiyict materyaller
lizerine immobilizasyonu {izerine bir¢ok calisma yapilmistir. Tim bu caligmalara
ragmen 1953 yilinda Schleith ve Grubhofer’in diyastaz, pepsin, karboksipeptidaz ve
riboniikleaz enzimlerini kovalent baglanma yoluyla diazolanmis poliaminstiren reginesi
ylizeyine immobilize etmelerine kadar immobilizasyon islemi kullanim alam
bulamamustir. 1956 yilinda Mitz adli arastirmaci katalazin DEAE-seliiloz {izerine iyonik
baglanma yontemiyle immobilizasyon caligmasini yaymlamistir. Wan ve Bernfled
1963 yilinda riboniikleaz, papain ve amilazi jel igerisinde tutuklamis. Richards ve
Quiocho 1964 yilinda karboksipeptidaz A enzimini ¢apraz baglanma metotuyla enzim
immobilizasyonu gerceklestirmiglerdir. Klinik uygulamalarda kullanilan karbonik
anhidraz enzimi 1964 yilinda Chang tarafindan mikrokapsiilasyon metoduyla
immobilize edilmis, bir diger klinik uygulama alam1 bulunan amiloglukosidaz
Gregoriadis (1972) tarafindan lipozomlar igerisinde immobilize edilmistir. Enzim
immobilizasyonu 1960’11 yillarda ¢alisilmaya baslanmistir. Immobilize enzimin
endistriyel kullanimima ilk kez 1969 yilinda, Tanabe Seiyaku (Japonya) firmasi
tarafindan baslanmig olup, immobilize edilen aminoasilaz enzimi ile L-aminoasit
tiretimi  gergeklestirilmistir. Chibata adli arastirmact 1969 yilinda fungal kaynakli
aminoacilaz enzimini DEAE Sephadex kullanarak iyonik olarak immobilize etmis,
immobilize ettigi enzim ile N-acil-D, L aminoasitleri hidrolize etmis, L-aminoasitlere ve

N-acil-D aminoasitlere doniistiirerek immobilize enzimlerin endiistriyel uygulamalarda
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kullaniminda ilk basarili isim olmustur (Chibata ve ark. 1972). immobilize enzim ismi
ilk olarak 1971 yilinda diizenlenen Enzim Miihendisligi konferasinda Onerilmis ve
kabul gérmiistiir (Hartmeier 1988). Dogru immobilizasyon yontemini belirlemek igin
bazi kosullar vardir. Bunlar; islemin enzimin dogal aktivitesini bozmamasi veya ona
yakin tutmasi, enzimin kararliligini etkilememesi, diisiik maliyetli olmasi seklinde

siralanabilir (Andreescu ve ark. 2006).

Enzimlerin endiistride kullanilmasi sirasinda olusan sorunlar, enzimlerin immobilize
edilmesi sayesinde asilabilmektedir. Endiistriyel uygulamalarin ¢ogunlugunun sulu
ortamlarda gerceklesmesi nedeniyle enzimlerin immobilizasyon yoluyla kazanilmasi
biiyiik bir avantaj saglamaktadir. Immobilize edilmemis enzimler hem biiyiik bir
maliyet dogurmakta hem de ¢evre agisindan kirlilige yol agmaktadir (Wiseman 1986).
Enzimlerin kimyasal ve katalitik 6zelliklerini kaybetmeden immobilize edilmesi i¢in
birgok yontem denenmektedir. Bu ama¢ dogrultusunda enzim igin uygun
immobilizasyon yontemini belirlemede bazi sartlar bulunmaktadir.
Bunlar;

e Immobilizasyon islemi sonucu, immobilize enzimin aktivitesinin, dogal enzimin

aktivitesine yakin degerler sergilemesi
e Biyomolekiil kararligin1 saglamasi

e Diisiik iiretim maliyetine sahip olmasi (Andreescu vd. 2006).

Immobilizasyon sayesinde enzimlerin oksitleyici maddeler, yiizey aktif maddeler ve
yiiksek sicaklik gibi zor tepkime ortamlarindan etkilenmeleri engellenebilir.
Giiniimiizde yiizlerce enzim, Immobilizasyon yoluyla gida, deterjan, tekstil, ilag
sektoriinde kullanilmaktadir. Birgok sektorde kullanim alani bulan immobilize
enzimlerin avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Avantajlar su sekilde siralanabilmektedir (Arica 2000);

e Kesikli proseslerde kullanilabilirlik

e Elde edilen iiriinde enzimin bulunmamasi

e Enzim fonksiyonlarinin kontroliiniin kolay olmasi

o Kirletici atik sorunu en az diizeye indirmesi
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e Enzimin kararliliginin arttirilmasi

e Uriin eldesindeki maaliyeti diisiiriilmesi

Biitiin bu avantajlarinin yani sira immobilizasyon islemi sirasinda enzimin dogal

aktivitesinde kayiplar yasanabilmektedir (Arica 2000).

2.8. Immobilizasyon Metotlar

Gilintimiizde aktif olarak kullanilan enzim immobilizasyon yontemleri Sekil 2.12°de
gosterilmis olup bu yoOntemlerin kombinasyonlarinin  yapilmast miimkiindiir.
Gliniimiizde immobilizasyon tekniklerindeki gelismeler sonucu sorunlara etkili ve
cabuk ¢oziimler sunabilmektedir fakat her bir enzim ig¢in kabul edilen genel bir metot
bulunmamakta (Uhlig 1998) ve bu nedenle immobilizasyon islemleri deneme yanilma
yoluyla bulunmaktadir. Bu nedenle immobilizasyon siire¢lerinde, kullanilacak enzimin
kimyasal yapisinin, substrat etkilesimlerinin ve iirtinlerinin 6zellikleri dikkate alinmadir
(Krajewska 2003). Bunlarin yani sira immobilizasyon isleminde, enzim baglanma
bolgesinde yer alan aktif gruplarin kimyasal yapisinin degismemesi ve aktivite kaybinin
gozlemlenmemesi veya en alt diizeyde olmasina dikkat edilmelidir.

Enzim Immobilizasyon Metodlan
|

|
Eimvazal olarak Fiziksel olarak

|
I . I [ I

Adsorpsivon Kovalent baflanma Matrikse tutuklama Enkapsiilasyon
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G o | . | I_.-Il ® ® II'\. :Q: B
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Sekil 2. 12. Immobilizasyon Metotlar1 (Taher ve ark. 2011)
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2.8.1. Adsorblanma Yoluyla immobilizasyon

En basit ve en eski immobilizasyon yontemi olan adsorblama iyonik ve fiziksel
baglanma olayina dayanmaktadir (Woodward 1985). Enzimlerin fiziksel olarak
adsorpsiyonunda Van der Waals giicleri, hidrojen baglanma ve hidrofobik etkilesimler,
enzimin matrikse baglanmasinda énemlidir. Enzimin aktif bolgesinde bulunan kisimlar
bu tarz baglanmadan etkilenmez ve bu sayede enzim aktivitesini korumaya devam eder
(Mulchandam ve ark. 1998). Bu yontemde bagin kuvveti, reaksiyon sartlarindaki
degisiklere kontol edilebilmektedir. Kimyasal maddelerin kullanimina gerek kalmamasi
islemin 1limlarda kosullarda yapilabilmesi, islemin kolay olmasi ve aktivite kaybinin en
az diizeyde olmasi bu yontemin avantajlar1 olarak sayilabilir. Ayrica yontem,
olusturulan baglarin kismen zayif oldugundan, bazi durumlarda enzimin destekten
ayrilmasi ve reaksiyon ortamina karigmasi gibi dezavantajlara sahiptir (Pryakhin ve ark.

1977, Kumakura ve ark. 2003).

2.8.2 Kovalent Baglanma Yoluyla immobilizasyon

Kovalent baglanma yoluyla enzimlerin immobilizasyonu, suda ¢dziinmeyen
aktiflestirilmis tasiyici yiizey arasinda kovalent bag olusturma esasina dayanmaktadir
(Kennedy 1995). Bu yontemin bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Enzim ve tasiyic yiizey
arasinda olusturulan bagin kararli ve saglam olmasi neticesinde enzimin tepkime
ortamina ge¢cmesi engellenmis olur. Bu yontemde kovalent bag olusumu genellikle
enzimin yiizeyinde bulunan aminoasit kalintilar1 ve tasiyict ylizeyde bulunan

fonksiyonel grup veya gruplar arasinda meydana gelmektedir.

Kovalent baglanma sirasinda, enzimin aktif bolgesinin bu baga katilmamasi
gerekmektedir. Bu nedenle baglanma sirasinda ¢ozeltiye enzim inhibitorleri eklenir.
Olusturulan bagin uzunlugu kisa tutuldugunda ve sayisinin fazla olmasi durumunda
enzim sertligi artmaktadir. Bu tarz kovalent baglanma yolunda, enzimin kararlilig
arttigi i¢in, enzim pH, sicaklik ve ¢oziiciilere kars1 kararli artmaktadir (Mateo ve ark.
2007).
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2.8.2.1. Iyonik baglanma yoluyla immobilizasyon

Bu yontem basit ve geri doniistiiriilebilirdir. Fakat genellikle enzimin hem aktifligini
korudugu hemde enzimin giiglii bag kurabilecegi kosullar1 saglamak giictiir. Kovalent
olmayan immobilizasyon yonteminin dogasi geregi siireg, sicaklik, polarite ve iyonik
kuvvetlerin degistirilmesiyle tersine dondiiriilebilmektedir. Yontemdeki basart genel
olarak enzimin gli¢lii baglandigi ve aktif formda kaldig1r kosullar tespit edildiginde
saglanir.  Substat ve olusan iriinler yiikli oldugu durumda, yiikli tasiyicilarin
kullanilmasi, difiizyon ve dagilma nedeniyle kinetigin bozulmasi sorun teskil edebilir.

(Goldman ve ark. 1968, Goldstein 1972).

2.8.2.2. Capraz baglama yoluyla immobilizasyon

Capraz baglama yoluyla immobilizasyon, iki veya daha ¢ok fonksiyonlu reaktiflerin
araciliginda enzimlerin ya da bunlarin arasindaki aktif molekiiller arasinda kovalent
baglar olusturma esasina dayanmaktadir (Eldin 2000, Albayrak ve ark. 2002).
Yontemde kullanilan fonksiyonlu baglama reaktifleri, glutaraldehid, glutardialdehid

hekzametilen, diizosiyanat, toliien gibi maddelerden secilebilmektedir.

2.8.3. Matrikse Tutuklama Yoluyla Immobilizasyon

Matrikse tutuklama yoluyla immobilizasyon, enzimin genellikle sol-jel ya da organik
polimer igerisine fiziksel olarak yerlestirilmesine dayanir (Bickerstaff 1991, Sheldon
2010). Bu yontem adsopsiyon ve kovalent baglanma yolundan farklidir, enzim ¢ozelti
icerinde serbest halde bulunur, fakat tasiyici yapimnin igerisinde hareketsiz olarak
bulunmaktadir. Tasiyict materyalin  gozenekleri enzimin disartya ¢ikmasini
engelleyecek kadar kiiclik fakat substratin ve reaksiyon ile olusan iirliniin hareket

etmesine izin verecek boyutta olmalidir. (Bickerstaff 1997).
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2.8.4. Enkapsiilasyon Yoluyla Immobilizasyon

Bu yontemde enzimler kiiresel sekile sahip, yar1 gegirgen membranlar igerisinde
tutuklanmaktadir. Yar1 gegirgen yapidaki membran, biiyiik molekiil agirligina sahip
protein ya da enzimin mikrokapsiil disarisina ¢ikisini engellerken, daha kii¢lik boyuttaki
substrat ve Urlinlin disariya ¢ikisina izin verir. Mikrokapsiilleme yontemiyle biiyiik
yiizey-hacim oranina ulasildigindan, mikrokapsiil igerisindeki enzim-substrat

reaksiyonunda artis meydana gelir (Chang 1976).

2.9. Iimmobilizasyonda Destek Materyalinin Secimi

Enzimler, lifler, boncuklar, filmler, membranlar veya kapali kapsiiller gibi bir¢ok
degisik matriks yilizeyine immobilize edilebilirler (Twyman 2005), (Sekil 2.13).
Immobilizasyonda segilecek olan destek materyali, hem organik hemde inorganik
yapida olabilmektedir. immobilizasyon isleminde kullanilacak destek materyalinde
birka¢ Ozellik aranmaktadir. Bunlarin basinda, suda ¢oziinmeme, mekanik stabilite,

ucuzluk, termal kararlilik ve zehirsizlik gelmektedir (Gloger 1981).

Sekil 2. 13. Enzim tasiyic1 ylizeyleri; a. boncuk, b. nanolif, c. kapsiil, d. film e.
membran (Twyman 2005).

2.10. Polimer Nanolifler

Genellikle 1 um’ den daha kiiciik ¢apa sahip, ipliksi bir formda olan nano malzemeler
nanolif olarak adlandirilmaktadirlar. Sahip olduklart yiiksek gozenek ve kiigiik gdzenek
sayisi, genis yiizey alani gibi ozellikler neticesinde nanolifler bir¢ok sektorde kullanim
bulur (Li ve ark. 2010). Sekil 2.14’te insan sagtyla nanolifler arsindaki boyut

karsilastirilmasi verilmistir.
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Sekil 2. 14. Insan sa¢1 ve nanoliflerin boyutlarlnln kargllastlrllmam (Anomm 2009)

2.10.1. Polimer Nanolif Uretim Yontemleri

Nanolifler giinimiizde, meltblowing, fibrilasyon, bikompenent, spunbond ve elektro

cekim adi1 verilen yontemleriyle tiretilmektedir. (Celep 2007).

2.10.1.1. Meltblowing (Eriyik Ufleme) yontemi ile nanolif iiretimi

Nanoliflerin tiretiminde kullanilan en yaygin tekniklerden birisi Meltblowing teknigidir
(Safak 2012). Yontemde herhangi bir ¢oziicii kullanilmadigi igin sentetik lif {iretmek
i¢in kullanilan {iretim ydntemerinden en basit olanidir (Kog¢ 2004). Yontem 1930’Iu
yillarda poliamid 6 ve poliamid 6.6 polimerlerinden nanolif iiretmek i¢in gelistirilmistir
(Rangkupan 2002). Meltblowing yonteminde kati halde olan polimer ekstruderde

eritilip filtrasyon isleminden sonra diizenekten fiskirtilir ve hava tiflemesiyle inceltilir.

2.10.1.2. Fibrilasyon ile nanolif iiretimi

Nanolif liretmek i¢in kullanilan bir diger yontemde, seliiloz gibi lineer yapiya sahip
fibrillerden nano boyutta lifler halinde fibrilasyonudur (Senol ve ark. 2005). Farkli
coziiclilerin yontemde kullanilmasi, jellesme, ¢oziinme ve nano gozenekli kopiik
olusturma maksadiyla kurutmayi icermektedir ve biitin bu islemler uzun zaman

almaktadir.
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2.10.1.3. Bikomponent lifler yolu ile nanolif iiretimi

Ayni lif iizerinde bulunacak olan iki farkli polimerin ayni diizeden gegirilerek elde
edilen lifler, bikompenent lif olarak tanimlanabilir. Bu yontemle iiretilen lifler genellikle
kesit sekillere gore; yan yana, i¢ ice, denizde adacik veya dilimli pasta bikompenent lif

olarak ayrilmaktadir (Kikutani ve ark. 1996).

2.10.1.4. Spunbond yontemi ile nanolif iiretimi

Kullanilan hava hacmi ve sicaklik gibi temel farkliliklara, Meltblowing yonteminden
ayrilmakla beraber meltblowing yontemine ¢ok benzemektedir. Meltblowing
yonteminden bir diger farkli yonii ise germe isleminin polimer soguyup katilastiginda
uygulanmasir. Bu nedenle spunbond yontemiyle iiretilen nanolifler, meltblowing

yontemine gore daha kalindir (Celep 2007).

2.10.1.5. Elektro ¢ekimle polimer nanolif iiretimi

Ozellikle maliyet, nanolif capmin istenilen boyutta iiretilebilmesi ve ticari olarak
kullanilabilme potansiyeline sahip olmasi, diizenegin basit olmasi ve proses
parametrelerinde degisiklik yapilabilmesi, elektro ¢ekim yontemini mevcut diger
nanolif tiretime istiin kilmaktadir. Bu nedenlerle elektro ¢ekim yontemi polimer bazli
nanolif liretim yontemlerinin en etkin olarak kulanilan yontemidir. Sistem basit bir
sekilde tarif edilecek olursa, yiiksek gerilim saglayan bir giic kaynagi, metal bir uca
sahip siringa ve nanoliflerin toplanacagi topraklanmis bir yiizeyden meydana
gelmektedir. Elektro ¢ekim yonteminde (sekil 2.15), bir pompa yardimiyla siringa

igerisindeki polimer akigkani igne ucuna gonderilir.
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Yiiksek Voltaj
Kavnag: —

Polimer Cozeltisi

Sekil 2. 15. Elektro ¢ekim yontemiyle nanolif iiretiminin ve Taylor konisinin sematik

gosterimi (Barraza ve ark. 2015).

Elektrot baglanmis igne ucuna yiiksek gerilimli gli¢ kaynagindan yiiksek gerilim
uygulanir. Uygulanan bu yiiksek voltaj kritik bir seviyeye geldiginde, siringa ucundaki
polimer damlasinda jet olusumu meydana gelir ki buna Taylor konisi (sekil 2.17) adi
verilmektedir. Olusturulan bu polimer jeti, topraklanmis zemine yani daha diisiik
potansiyeldeki bolgeye dogru yonelir. Yontemde ¢oziicii kullanilmigsa artan hiz ve
voltajdan kaynakli buharlasir. Coziiciisii buharlasan polimer lineer bir yapida nanolif

toplayict zemin iizerinde toplanir (Dalton ve ark. 2005, Teo ve ark. 2007, Li ve ark.
2008).

2.11. Elektro ¢ekim yonteminde etkili parametreler

Elektro ¢ekim yonteminde sistemi {izerinde etkili olan parametrelerin baglicas1 polimer

cozeltisine ait olmakla birlikte, sistem iizerinde ¢evresel ve proses parametreleride etkili

olmaktadir (Lyons ve ark. 2004).
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2.11.1. Polimer cozeltisi parametreleri

Elektro ¢ekim yonteminde kullanilmak {izere se¢ilen polimer i¢in uygun olan ¢oziicli
kullanilmali, ¢oziicii kullanilmadig1 durumlarda sicaklik etkisi kullanilmalidir. Coziici
ve sicakligin etkisiyle polimer akigkan bir hale getirilmelidir. Polimer ¢6zeltisinin sahip
oldugu igerik ve ozellik elektro ¢ekim sirasinda olusturulacak nanolifin yapisinda

degisikliklere neden olabilmektedir.

2.11.1.1. Konsantrasyon ve viskozite

Kullanilan ¢6zeltinin vizkozitesi azdan ¢oga dogru gittikge nanolif ¢apida paralel olarak
artmaktadir. Cozeltinin vizkozitesi arttirilmak istendiginde polimer konsantrasyonu
arttirtlmaktadir. Konsantrasyonun artmasiyla birlikte olusan zincirsi yapilar birbirinden
kopmadan topraklanmis ylizey iizerinde nananolif olarak toplanir. Konsantrasyon artisi
ve buna bagli vizkozitenin artmasi siringadan polimerin gecisini zorlastiracagi igin
istenmeyen bir durumdur (Zhong ve ark., 2002). Fakat ¢ozeltinin viskozitesinin az
olmasida nanolif olusumunu olumsuz etkileyip boncuk sayisini arttirmaktadir (sekil
2.16). Bu nedenle olusturulmak istenen nanolif ¢ap1 viskoziteyle yakindan iliskilidir.

(Baumgarten 1971, Fong ve ark. 1999, Megelski ve ark. 2002).
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Sekil 2. 16. Polimerin viskozitesiyle iliskili boncuk olusumu (Icoglu 2014)
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2.11.1.2. Cozeltinin Elektriksel iletkenligi

Polimerler genel olarak iletken maddeler olup, yalnizca birka¢ dielektrik materyal
iletken degildir. Jet olusumunda polimer ¢ozeltisi igerisindeki iyon yiiklerinin etkisi
biiyiiktiir (Subbiah ve ark 2005). Cozeltinin elektriksel iletkenliginin yiliksek oldugu
durumlarda elektro ¢ekimle iiretilen nanoliflerin ¢ap1 ciddi oranlarda diiserken,
iletkenligin diisiik oldugu durumlarda jetteki uzamanin yetersiz olmasi nedeniyle
liflerde diizgiin olmayan ve boncuk yapilart ortaya ¢ikmaktadir. Genel olarak elektro
cekim nanoliflerin elektriksel iletkenligi yiiksek olmasindan kaynakli nanolif cap kiiciik
olmaktadir (Bhardwaj 2010).

2.11.1.3. Yiizey gerilimi

Yiizey gerilimi, ¢ozeltinin birim kiitlesindeki yiizey alanimi azaltmaktadir. Elektro
cekim isleminin en basinda yapilmasi1 gereken elektriksel yiike sahip polimer
cozeltisinin yiizey geriliminin azaltilmasidir. Yiizey gerilimi, jet olusturulduktan sonra
boncuk olusturan bir parametredir. Yiizey gerilim katsayisinin diisiiriilmesiyle daha ince

filamentler elde edilir (Celep 2007).

2.11.1.4. Coziiciiniin dielektrik etkisi

Elektro c¢ekim yonteminde kullanilan c¢oziicii maddelerin dielektrik katsayilari,
olusturulan nanolif ¢ap1 ilizerinde 6nemli bir etkendir. Genel olarak yiiksek dielektrik
ozellige sahip ¢ozeltiler, boncuk ve nanolif ¢apini azaltmaktadir. (Son ve ark. 2004).
Dielektrik katsayisini arttirmak ve bu sayede boncuksuz, diisiik nanolif elde etmek

amaciyla ¢ozeltiye N, N-dimetilformamid (DMF) gibi ¢oziiciiler eklenebilmektedir.
2.11.1.5. Molekiil agirh@
Molekiiler agirlik olusturulmak istenen c¢o6zeltinin viskozisitesini etkilemektedir.

Molekiiler agirlik arttikga olusturulan c¢ozeltinin viskoziteside artmaktadir. Elektro

cekim yonteminde kullanilacak ¢6zeltinin molekiiler agirligr ve viskozite bu nedenle
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onemli bir parametredir. Molekiil agirligr arttikca viskozitenin yaninda zincir
uzunluguda artmaktadir. Uzun zincirlerin birbirine tutunmasi gii¢lesmektedir. (Buchko

ve ark. 1999).

2.11.2. Proses Parametreleri

2.11.2.1. Besleme h1z1

Uygulanacak voltaj i¢in belirli bir debi miktar1 bulunmaktadir. Besleme hizi, elektro
cekim yoOntemine gonderilen polimer c¢ozelti miktarin1 belirlemektedir. Besleme
hizindaki artig liflerin kalin olmasina ve boncuklarin biiyiimesine sebep olmaktadir. Bu
nedenle esit dagilimli bir gap ve araliksiz nanolif {iretimi ig¢in optimum debi hizi

ayarlanmalidir (Andray 2008).

2.11.2.2. Toplayici plaka ve diize aras1 mesafe

Toplayic1 plaka ve diize arasi mesafe lif yapisimi etkileyen bir diger parametredir.
Elektro ¢cekim yonteminde, toplayici plaka ve diize aras1 mesafe elektriksel alan ve ugus
stiresini etkilemektedir. (Kiregci ve ark. 2012). Diize ve plaka arast mesafenin kisa
olmasi ugus siiresini azaltmaktadir. Bunun nedeni mesafe kisa tutuldugu zaman
elektriksel alan siddetide artmakta ve jet daha da hizlanmakadir Ugus siiresi kisaldikca
¢Oziiciiniin  buharlasmas1 icin gerekli slire elde edilememektedir. Codziiciliniin

uzaklagmamasi 1slak liflerin olusturur.

2.11.2.3. Diize i¢ cap1

Diize i¢ cap1 kiigiildiikge nanolif ¢apida diismektedir. I¢ cap kiiciildiikce igne ucunda
olusan damlacik daha kii¢iik olacagindan, damlacigin sahip oldugu yiizey gerilimi artar.
Jetin ugus siiresilartar ve gerildigi siire arttifindanldaha ince lifler olusur. Ancak diize
i¢ cap1 cok kiiciik oldugu durumda c¢ozeltinin plskiirtiilmesilzorlasmakta ve

tikanmalara yol agmaktadir ayrica boncuk olusumuda artmaktadir.
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2.11.2.4. Voltaj

Elektro ¢ekim yonteminde voltajin artmasi ile birlikte yiliklenen gerilimde artmaktadir.
Bu durum nanolif ¢apii kiigiiltmektedir. Genellikle elektrik kaynagi olarak DC gii¢
kaynagi kullanilmaktadir. AC gili¢ kaynaklarinda {iretilen nanolif ¢aplart DC gii¢
kaynaklariyle elde edilenlere gore daha fazla olmaktadir (Andray 2008).

2.11.2.5. Toplayic plaka cinsi

Elektro ¢ekim yoOnteminin prensibi geregi besleme {initesi ile toplayici arasinda bir
elektriksel alan olmalidir. Bu elektriksel alani saglamak amaciyla genellikle toplayici
plaka olarak aliiminyum folya gibi iletken bir madde kullanilir. Bu materyal elektriksel
olarak topraklanarak stabil bir potansiyel fark olusturulur (Andray 2008). Toplayici
plakanin hareketli olup olmamasi, materyali ve sahip oldugu sekil nanoliflerin yapisini

etkilemektedir.

2.11.3. Ortam parametreleri

2.11.3.1. Sicaklik

Yiiksek sicakliklar c¢oziiciiniin islem sirasinda buharlasmasini hizlandiracagindan
elektro ¢ekim yontemide hizlanmaktadir. Yiiksek sicaklik ayrica viskoziteyi

azaltacagindan daha ince nanolifler ortaya ¢ikarmaktadir. (Celep 2007, Ding 2013).
2.11.3.2. Nem ve atmosfer kosullari

Ortam nemi arttifinda lif {izerinde kiigiik dairesel gozenekler ortaya ¢ikmakta, artis cok
fazla oldugunda olusan bu gozenekler birleserek daha biiyiik gozeneklere yol

acmaktadir. Elektro ¢ekim islemi atmosfer basincinda yapildiginda jet olusumunda

karasizliklar olabilmektedir (Bhardwaj 2010, Ding 2013).
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2.11.3.3. Elektrik alani

Elektrik alani etkisinde kalan parcaciga etki eden bes adet kuvvet vardir. Bunlar; itme
kuvveti, ylizey gerilimi kuvveti, elektrik kuvveti, viskoelastik kuvvet ve yercekim

kuvvetidir.

2.12. Nanoliflerle Enzim Immobilizasyonu

Elektro ¢ekim yontemiyle iiretilmis nanoliflerin yiizey alanlart ¢ok biiylik oldugundan
kullanilan cihazin verimliligininde artis amaciyla bir¢cok yontem kullanilmaktadir.
(Whang ve ark. 2009, Aykut 2012). immobilize edilen enzimlerin aktiviteleri ve
stabiliteleri artis gosterdiginden yontemin avantajli oldugu bildirilmistir (Demirkan ve
ark. 2011). Elekro c¢ekimle firetilen nanolif yilizeyine enzimlerin immobilizasyonu
bahsedilen bu avantajlar1 daha da arttirmakta ¢iinkii yiizey alami fazla oldugundan daha

¢ok sayida enzim molekiilii yiizeye immobilize edilebilmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢alismada, Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji ve
Biyoteknoloji Laboratuvar'inda daha onceden proteaz enzimi iiretimi i¢in topraktan
izole edilmis (TUBITAK Hizli Destek programi 113Z868 no’lu proje) ve yeni
adlandirilmis olan Bacillus subtilis E6-5 susundan elde edilen proteaz enzimi ile ORBA
Biyokimya (Istanbul)’dan  temin edilen ticari proteaz enzimleri kullanilmistir.
Immobilizasyonda nanolif yiizey elde edilmesi amaciyla Poliamid 6 (PA6) ve Glisin,
Glutamik asit ve Tirozin aminoasitleri ve Glutaraldehit (GA) materyal olarak

kullanilmistir.

3. 2. Yontem

3.2.1 Bakteri Uretiminde Kullanilan Besiyerleri ve Bakteri Uretim Kosullar:
Calismada kullanilan ticari olmayan enzimin Uretildigi bakterinin saklanmas1 (kiiltiir
saklama), gelistirilmesi (Oninkiibasyon) ve enzim iiretim kapasitelerinin 6l¢iilmesinde

farkli igerikli besiyerleri kullanilmistir (Cizelge 3.1). Tiim besiyerleri pH’lar1 7.0’ye

ayarlandiktan sonra 121 °C’de 15 dk. siire ile otoklavda sterilize edilmistir.
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Cizelge 3. 1. Bakterinin saklanmasi, gelistirilmesi ve enzim

Olclilmesinde kullanilan besiyerleri (Seving 2010)

iiretim kapasitelerinin

icerik Kiiltiir Saklama Besiyeri | Bakteri Gelistirme Besiyeri Enzim Uretim Besiyeri
(%g) (Seving 2010) (Seving 2010) (Qadar ve ark.2009)
Nutrient Broth 0.8 0.8 -
NaCl 0.8 - -
Agar 2.0 - -
Glukoz - - 0.1
Pepton - - 1.0
Maya oziitii - - 0.002
MgSO4 - - 0.01
CaCl2 - - 0.01
K2HPO4 - - 0.05
pH 7.0 7.0 7.0

Kiiltiir saklama ortamindan alinan Bacillus sp. kiiltiirti 18 saat boyunca 6ninkiibasyona
birakilmig bu siire sonunda bakteri kiiltiiriiniin optik yogunlugu (OD) 600 nm’de
spektrofotometrede Ol¢iilerek fizyolojik tuzlu su yardimiyla 0.3 ‘e ayarlanmistir.

Bu sekilde ayarlanan kiiltiirden, igerisinde 250 mL enzim iiretim ortami bulunan 1000
mL’lik 4 erlene % 1 oraninda asilanmis ve 37 °C’de 150 devir/dk ¢alkalama hizina
sahip inkiibatdrde 48 saat boyunca besiortaminda inkiibe edilmistir. Uretim sonucunda
besiortami 6000 devir/dakika’da 15 dakika santrifiijlenerek enzim igeren siipernatant

kisim peletten ayrilmistir. Siipernatant kismi liyofilizasyon i¢in kullanilmistir.

3.2.2. Bacillus subtilis E6-5

edilmesi

susundan elde edilen proteaz enziminin liyofilize

Temel besiyerinde 1000 ml {iretim sonucunda elde edilen ham enzim ekstrat1 -20°C’de
bir gece bekletilmistir. Dondurulmus 6rnekler liyofilizatér (CHRIST Alpha 2-4 LD
plus) kullanilarak liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon islemi -55°C’de yapilmis ve
enzim Orneginin toz haline getirilmesi saglanmistir. Toz 6rnekler saf suda (20 ml’de)

¢oziinerek immobilizasyon i¢in kullanima hazir hale getirilmistir.
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3.2.3. Elektro ¢cekim yontemiyle polimer nanoliflerin iiretimi

PA6, PAG6/glisin, PA6/glutamik asit, PA/tirozin formik asit igerisinde uygun
konsantrasyonlarda laboratuvar kosullarinda ¢ozdiiriilerek soliisyon hazirlanmaistir.

Sekil 2.15’ten de goriildiigii gibi hazirlanan elektro ¢cekim soliisyonu iletken bir borudan
kontrollii bir sekilde akitilmis ve bu iletken boruya yiliksek miktarda elektrik akimi

uygulanmustir.

fletken borunun tam karsisina belirli bir mesafede topraklanmis bir iletken plaka
yerlestirilmistir, iletken boruya yiliksek voltaj uygulandigi i¢in bu iletken borudan
topraklanmis plakaya dogru bir elektrik alami olusturulmustur. iletken borunun
icerisinden akmakta olan soliisyon damlacig1 bu elektrik alani boyunca iletken borudan
topraklanmis plakaya dogru firlar ve plakaya ulasincaya kadar kat ettigi yol boyunca
uzar ve topraklanmis plaka iizerinde nanolif formunda toplanmistir. Soliisyon
icerisindeki komponentlere gore hibrit nanolif yapis1 olusur. Diger taraftan soliisyon
icerisindeki solvent yol boyunca uzamadan dolay1 buharlastirilmis ve uzayan polimer
sollisyonundan uzaklastirilmistir. Boylece sadece kuru polimer nanolif formunda plaka
tizerinde toplanmistir. Bu ¢alismada alifatik zincirli, polar olmayan bir aminoasit olan
Glisin aromatik zincirli, polar bir aminoasit olan Tirozin ve asidik yan zincire sahip
Glutamik asit aminoasitleri kullanilmigtir. Bu aminoasitler (Glisin, Tirozin ve Glutamik
asit) elektrospinning ¢ozeltisi icerisine eklenerek PA6 ile homojen bir 0Ozelti
hazirlanmas1 saglanmistir. Boylece elde edilecek PA6 nanoliflerin igerisinde eklenen
aminoasitlerde mevcut olmasi saglanmistir. Elde edilen nanoliflerin taramali elektron

mikroskobu ile morfoloji analizleri yapilmistir.

3.2.4 Aminoasit Yiiklii Poliamid 6 (PA6) Nanoliflerle Enzim Immobilizasyonu

Glisin, tirozin, glutamik asit yliklii PA6 nanolifler elektro ¢cekim yontemiyle iiretilmistir.
Proteaz enzimlerinin fiziksel adsorpsiyon metotuyla iiretilen nanolifler yiizeyine
tutunmast saglanmistir. Enzimlerin tekrar kullanilabilirligi test edilerek yorumlanmistir.

Saf PA6 nanolif iiretimi i¢in iiretiminde %15 w/w PA6 polimeri formik asit icerisinde

laboratuvar kosullarinda manyetik karistirma yontemiyle ¢ozdiiriilerek elektro ¢ekim
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soliisyonu hazirlanmigtir. Hazirlanan soliisyon igerisine polimer miktarmi referans
alarak %20 w/w glisin, tirozin, glutamik asit katilarak homojen soliisyonlar
hazirlanmistir. Hazirlanan soliisyonlar elektro ¢ekim islemine tabi tutularak nanolifler

tiretilmistir.

3.2.5. Nanoliflerin karakterizasyonu iiretilen nanoliflerin morfoloji analizleri

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizleri, SEM-Zeiss evo 40 (Thermionic
elektron tabancali)) marka elektron mikroskobunda yapilmistir. Nanoliflere SEM
analizinden 6nce Bal-Tec SCDO00S5 cihaz ile yiizeyde iletkenlik saglanmasi i¢in altin-
paladyum (Au-Pd) kaplamasi yapilmustir. Lif ¢aplar1 biiyiik olan nanoliflerin morfolojik
analizleri optik mikroskopla da yapilmistir. Elektro ¢ekim ¢ozeltilerinin viskozite

analizleri Anton PaaR /MCR 302 cihaziyla yapilmistir.

3.2.6. Liyofilize ve ticari enzimin aminoasit iceren nanolifler iizerine

immobilizasyonu

Deneylerde kullanilan enzimler nanolif yiizeyine iki farkli sekilde immobilize
edilmistir. Birinci immobilizasyon seklinde 1 ml enzim soliisyonlar1 (liyofilize enzim
246 1U/ml, ticari enzim 82.300 IU/ml) yiizeyine direkt olarak damlatilmis, fiziksel
adsorbsiyon metotuyla enzimlerin nanolif yiizeyine immobilizasyonu saglanmistir.
Ikinci yontemde ise nanolif yiizeylere once suyla seyreltilmis gluteraldehit ile aktive
edilmis ve hemen ardindan 1 ml enzim solusyonlar1 yiizeye damlatilmigtir. Her iki
yontemden sonra immobilize enzimler 12 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra

enzim aktivite deneyleri yapilmstir.

3.2.7. Enzim aktivite tayini

Proteaz enzim tayini Anson tarafindan Onerilen yontemin bir modifikasyonu ile
yapilmistir (Keay ve Wildi 1970).

Proteaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, substrat olarak %2’lik kazein ¢ozeltisi

kullanilmistir. 2 gram kazein 20 mL 0.1 M NaOH igerisinde tamamen ¢oziiliinceye
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kadar siirekli karistirilarak isitilmigtir. Bu sekilde hazirlanan kazein ¢ozeltisinin hacmi
0.05 M fosfat tamponu (pH 7.0) ile 100 mL’ye tamamlanmis ve pH’s1 1/3 oraninda

seyreltilmis fosforik asit ile 7.0’ye ayarlanmistir.

Deneylerde 1 adet kor tiip ve her bir enzim 6rnegi (Bacillus proteazi ve ticari proteaz)
icin 2 adet ornek tiipii kullanilmistir. Her iki 6rnek tlipiine 1’er mL substrat ¢ozeltisi,
kor tliptine ise 2 mL Triklor asetik asit (TCA) ¢ozeltisi aktarilmis ve tlipler 37°C’lik su
banyosunda 10 dakika bekletilerek reaksiyon sicakligina getirilmistir. Daha sonra
Substrat i¢eren tiiplere 1’er gr immobilize enzim i¢eren nanolif, kor tiipe ise 1 mL fosfat
tamponu (pH 7.0) ilave edilerek 37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda nanolifler uzaklastirilmis ve 6rnek tiipler icerisine 2 mL 0.4 M TCA ¢ozeltisi
konarak durdurulmustur. Kor tiipiine ise 1 mL substrat eklenmistir. Bu karisim,
37°C’de 20 dakika bekletildikten sonra olusan piitiirlii yapiyr gidermek i¢in 6000
devir/dakika’da 10 dakika santrifiijjlenerek siipernatant kismindan aliman 1 mL’lik
orneklere, 5 mL 0.4 M NaCOs; ve 1 mL 1/3 oraninda seyreltilmis folin ¢ozeltisi
eklenmis, karisim vortekslendikten sonra 20 dakika oda sicaklifinda, karanlikta
bekletilmistir. Bu siire sonunda c¢ozeltinin optik yogunlugu, enzim aktivitesinin

belirlenmesi i¢in 660 nm’de kore kars1 okunmustur.

Aynt iglemler immobilize olmayan serbest enzimler i¢in de yapilmig ve enzimlerin
aktiviteleri belirlenmistir. 1 mL enzim ¢6zeltisi kullamilmustir. Proteaz aktivitesi
Olctimlerinde, standart egri 0-60 Ug/mL tirozin igeren ¢dzeltiler ile hazirlanmistir.
Yonteme gore 1 Ug/mL tirozin, 2 U/mL enzim aktivitesine karsilik gelmektedir (Keay
ve Wildi 1970). Enzim aktivitesi standart kosullarda, 1 Ug/mL tirozin agiga ¢ikaran

enzim miktar1 olarak tanimlanmustir.

3.2.8. Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirliginin tespiti

Nanolif yiizeyine immobilize edilen enzimlerin tekrar kullanilabilirligini tespit etmek
icin immobilize enzim iceren nanolifler aktivite tayinlerinde tekrarli hidroliz

reaksiyonuna tabi tutulmustur. Her bir enzim aktivite tayini sonrasinda nanolifler

deiyonize su ile yikanip bir sonraki enzim aktivite tayininde kullanilmislardir. ilk

47



aktivite %100 olarak tanimlanmistir. Bu deneysel ¢alismalar Sekil 3.1°de sematik olarak

Ozetlenmistir.
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Sekil 3. 1. Deneysel asamalarin sematize olarak gosterilmesi
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4. BULGULAR

4.1.Aminoasit Katkihh PA6 Nanoliflerin Elde Edilmesi

Yapilan calismalarda kullanilan nanolifler elektro ¢ekim teknigiyle iiretilmis olup,
elektro ¢ekimde kullanilacak olan polimer ¢ozeltisinin igerisine farkli aminoasitler
konulmustur. Elektro ¢ekim yonteminde aminoasitlerin kullanilmasiyla nanolif yapisi
ve c¢aplar1 gosterilmistir (Sekil 4.1). Uygun kosullar altinda 1 mL enzim soliisyonu
nanolifler lizerine damlatilarak fiziksel adsorpsiyon metotuyla tutunmasi saglanmaistir.
Bunun igin ticari proteaz enzimi ve liyofilize Bacillus enzimi saf PA6/Aminoasit ve

PA6/Aminoasit-Glutaraldehit yiizeylere fiziksel olarak immobilize edilmistir.

Saf PA6 (sekil 4.1A) ile iiretilen nanoliflerin uniform ve oval yapida oldugu
gozlemlenmistir. Saf PA6 ‘da nanolif ¢aplar1 50 ve 150 nm araliginda yogunlasmigstir.
Glisin katkilt PA6 (sekil 4.1B) nanoliflerinde 150 nm’den 800 nm’ye kadar genis
araliga sahip bir nanolif ¢ap1 elde edilmistir. Fakat olusan nanoliflerin %20’lik kismi
400-450 nm arahigindadir. Glisin katkisiyla olusturulan nanoliflerde uniform yap1
gozlemlenmemistir. Nanolifler lizerinde boncuklanmalar meydana gelmistir. Tirozin
katkisiyla olusturulmus PA6 (sekil 4.1C) nanolifler uniform yapida ve oval olarak
gozlemlenmistir. Nanolif ¢aplar1 yogun bir sekilde 100-200 nm arasinda
gozlemlenmistir. Glutamik asit katkili PA6 nanolifler (sekil 4.1D), glisin katkili
nanolifere gore ¢ok daha az boncuklanma gostermis ve olusan lifler uniform olmustur.

Olusturulan nanolifler agirlikli olarak 100-200 nm ¢apa sahiptir.
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Sekil 4. 1. Aminoasit katkili PA6 nanoliflerin SEM goriintiileri (A,B,C,D 1’ler 15,96
KX biiyiitme, A,B,C,D 2’ler 25,22 KX biiyiitme) ve olusan nanolif kalinliklari: (A) Saf
PAG, (B) PAG6/Glisin, (C) PA6/Tirozin, (D) PA6/Glutamik asit.
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4.2. Bacillus Kaynakl Liyofilize Proteaz Enzimin Immobilizasyonu

4.2.1.Saf PA6 ve Aminoasit Katkili PA6 Nanoliflere Immobilizasyonu

Bacillus kaynakli liyofilize enzimin saf PA6 yiizeylere immobilizasyonu sonucu
enzimlerin tekrar kullanilabilirligi arastirilmistir. Immobilize enzimler her tekrar sonrasi
saf suyla yikanip bir sonraki tekrara kadar 4 °C ‘de saklanmustir. Sekil 4.2 de saf PA6 ve
aminoasit katkili PA6’l1 ortamlarda immobilizasyon veriminin diistigii goriilmektedir.
Bir tekrarli kullanim sonrasi enzim aktivitelerinde dnemli diisiisler goriilmiistiir. Iki
tekrarli kullanimda PA6/Glutamik asit kompleksi varliginda aktivite %38 korunmustur.

Diger nanolif komplekslerin aktiviteleri 2 tekrarli kullanim sonrast %20°nin altina

diismiistiir.
100
5 Saf PAS
— &0
)
- 80
e o
= PAG Glizm
& a0
L
v
20 PA6/ Tirozin
0
1 2 3 4 PAS Glutamilk
asit

Tekrar sayisi

Sekil 4. 2. PA6 ve PA6/Aminoasit katkili nanoliflerin tekrarli kullanimi

4.2.2. PAB/GA ve PA6/Aminoasit+GA Nanoliflere immobilizasyonu

Bacillus kaynakli liyofilize enzimin PA6/GA ve PAG6/Aminoasit-GA yiizeylere
immobilizasyonu sonucu enzimlerin tekrar kullanilabilirligi arastirilmistir. immobilize
enzimler her tekrar sonrasi saf suyla yikamip bir sonraki tekrara kadar 4 °C ‘de
saklanmistir.  Sekil 4.3’te PA6/Aminoasit+GA ortamlarda immobilizasyon tekrar
kullanim sayis1 verilmistir. PA6/Glutamik+GA asit hari¢ diger yiizeylerde birinci tekrar

sayisindan sonra Onemli distsler gozlemlenmistir. Glutaraldehit modifiyeli
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PA6/Aminoasit komplekslerinde de Glutamik asit katkili nanolifler 2 tekrarh

kullanimdan sonra aktivitesinin %65’ini korumustur.

e PAG/GA
= 80
= P A6/ Glisin+GA
§ &0 FLSI
o 40
[3
E P A6/ Tirozin+GA
20
0 ) PA6/Glutamik
1 2 3 4 asit+GA
Tekrar Sayisi

Sekil 4. 3. PA6/GA ve PA6/Aminoasit+GA katkili nanoliflerin tekrarli kullanimi

4.3. Ticari Proteaz Enziminin Immobilizasyonu
4.3.1.Saf PA6 ve Aminoasit Katkili PA6 Nanoliflere immobilizasyonu

Ticari olarak kullanilmakta olan proteaz enzimi i¢in de liyofilize hale getirilmis
enzimlere uygulanan metotlar uygulanmigtir. immobilize enzimler her tekrar sonrasi saf
suyla yikanip bir sonraki tekrara kadar 4 °C ‘de saklanmistir. Enzimin immobilize
edilecek ylizeyler PA6/Aminoasit olarak {retilmistir. Sekil 4.4’te Saf PA6 ve
PA6/Aminoasit katkili nanoliflere immobilize edilmis ticari proteaz enziminin tekrarl
kullanim1 verilmigtir. Nanoliflere uygulanan immobilizasyon sonucu 3 tekrarl
kullanimdan sonra enzim aktivitelerinde énemli diistisler gergeklesmistir. Genel olarak

immobilizasyon 3. tekrarda kompleklerin kalan aktiviteleri %20’nin altinda tespit

edilmistir.
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Sekil 4. 4. PA6 ve PA6/Aminoasit katkil1 nanoliflere immobilize edilmis ticari proteaz
enziminin tekrarl kullanimi1

4.3.2. Ticari Proteaz Enziminin PA6/GA ve PAG6/Aminoasit+GA Katkili

Nanoliflere immobilizasyonu

PAG6 yiizeyler aminoasit katkili olarak tretilip GA ile aktiflestirilmistir. Yapilan
immobilizasyon ¢aligsmasinin tekrar sayisi ve aktiviteleri Sekil 4.5’te verilmistir. Genel
olarak immobilizasyon 3 tekrar sayisina kadar elde edilmistir. Sekil 4.5’te
glutaraldehitle ile aktiflestirilmis saf PA6 ve PA6/Aminoasit katkili nanoliflere
immobilize edilmis ticari proteaz enziminin tekrarli kullanimi verilmistir. Nanoliflere
uygulanan immobilizasyon islemi sonucu 4 tekrarli kullanimdan sonra enzim
aktivitelerinde onemli diisiisler gerceklesmistir. PA6/Tirozin nanolifler 4 tekrarh

kullanim sonucu aktivitesinin %43 {inii korumustur.
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Sekil 4. 5. PA6-GA ve PA6/Aminoasit-GA katkili nanoliflere immobilize edilmis ticari
proteaz enziminin tekrarli kullanimi

4.4. Bacillus Kaynakh Liyofilize Proteaz ve Ticari Proteaz Enzim

Immobilizasyonda Tekrar Sayisinin Karsilastiriimasi

Bacillus kaynakli liyofilize proteaz ve ticari proteaz enzimleriyle yapilan
immobilizasyon ¢aligmasi sonucu enzimin kullanilma sayilar1 ve yasadiklari aktivite
kayiplart sekil 4.6’da verilmistir. Liyofilize enzimler ile yapilan aktivite deneyleri 4
tekrar sayisina kadar siirdiiriilmiis, ticari enzimlerde ise aktivite testleri 6 tekrar sayisina
kadar strdiiriilmiistiir. Liyofilize enzimlerde 2 tekrarli kullanimdan sonra enzimler
nanoliflerden uzaklagmis ve bu nedenlede aktivitelerde diisiisler gézlemlenmistir. Ticari
enzimlerde ise liyofilize enzimlerden farkli olarak 3 tekrarli kullanima kadar enzimler

aktivitelerinin cogunlugunu korumustur.
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Sekil 4. 6. (A) Liyofilize proteaz enziminin tekrarli kullanimi, (B) Ticari proteaz
enziminin tekrarl kullanimi1

Bacillus kaynakli liyofilize proteaz ve ticari proteaz enzimlerinin glutaraldehit ile
aktiflestirilerek kullanildigi immobilizasyon c¢alismasi sonucu enzimin kullanilma
sayilar1 ve yasadiklart aktivite kayiplart sekil 4.7°de verilmistir. Liyofilize enzimler ile
yapilan aktivite deneyleri yine 4 tekrar sayisina kadar siirdiiriilmiis, ticari enzimlerde ise
aktivite testleri yine 6 tekrara kadar siirdiiriilmiistiir. Liyofilize enzimlerde 2 tekrarli
kullanimdan PA6/Glutamik asit nanolifler varliginda aktivitenin %65°1 korunmustur.

Ticari enzimlerin glutaraldehitle muamelesi sonucu tekrar sayis1 4’e kadar devam

etmistir.
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Sekil 4. 7. Glutaraldehit ile aktiflestirilmis (A) Liyofilize proteaz enziminin tekrarli
kullanimi, (B) Ticari proteaz enziminin tekrarl kullanimi1

Bacillus kaynakli liyofilize proteaz ve ticari proteaz enzim immobilizasyonda tekrar

sayisinin karsilastirildiginda her iki enzimin sahip oldugu serbest aktivite arasidaki
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biiyiik fark nedeniyle ticari proteaz enzimiyle yapilan ¢aligma daha basarili olarak tespit

edilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Enzimler, kimyasal ve biyolojik alanlarda son derece spesifik, verimli ve ¢evre dostu
katalizorlerdir (Sheldon ve ark. 2004). Endistriyel enzimler ¢ogu zaman stabiliteyi
arttirmak ve biyoreaktorlerde tekrarlanan kullanimini kolaylastirmak ig¢in immobilize
edilirler (Indira ve ark. 2009). Enzimler, homojen kataliz sistemlerinde su iginde
¢Oziiniirler ve bu nedenle iiriinii kirletirler ve bir kural da tekrar kansimdan aktif formda
geri kazanilamazlar (Krajewska 2004). Pratik uygulamada, enzimin serbest formunun
istikrarsizlig1 ve tekrar kullanilamamasi gibi engelleri asmak i¢in enzimlerin hareketsiz,
¢Oziinmeyen bir materyal lizerine ya da i¢ine immobilize edilmesi 6nem tasimaktadir
(Huang ve ark. 2009). Enzim immobilizasyonundaki sorunlarin iistesinden gelmek i¢in
birgok metot Onerilmistir (Senay ve Oztop 2003). Yeniden kullanilabilirlik ile ilgili
olarak, ikinci ve tglincli islem dongiisiinde yiiksek enzim aktivitesinin muhafaza
edilmesi immobilizasyonun 6nemli bir 6zelligidir. (Indira ve ark. 2009). Katalizorlerin
yeniden kullanilabilirligi, katalitik siiregte onemli bir gerekliliktir. Enzimlerin tekrar
kullanilmasi, maliyetli ve bulagsmaya ve aktivite kaybina neden olabilecek ayirma ve
saflastirma gerektirir Immobilize enzimleri kullamldigi reaksiyonlarda reaktiflerin,
iriinlerin ve reaksiyon ortamlarinin kolay ayrilmasi, immobilize enzimin kolaylikla geri
kazanilmasi ve tekrar tekrar veya siirekli tekrar kullanimi dahil olmak tizere serbest

enzimlere kiyasla gesitli avantajlar1 vardir (Varavinit ve ark. 2009).

Giliniimiizde immobilizasyon da kullanilan materyaller arasinda nanofiberler goze
carpmaktadir. Clinkii nano 6l¢ekli materyallerin, enzim yiiklemesi i¢in biiyiik ylizey /
hacim oranlarina sahip oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir. Elektrospin
nanofiberleri, yiiksek spesifik ylizey alanlarina, enzim aktifligine erisime izin veren ince
gozenekli yapiya ve disiik difiizyon direncine sahip olduklar1 i¢in, enzim
immobilizasyonu i¢in umut verici desteklerdir. Bu sistemler ayni zamanda kolay
kurtarilabilirlik ve ayn1 zamanda siirekli operasyonlar i¢in potansiyel uygulanabilirlik de
saglamaktadir. Poliamid 6 kolay elde edilebilir bir malzeme oldugu i¢in immobilizasyon

caligmalar1 i¢in uygun bir materyaldir (Chen ve ark. 2004).
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Bu ¢aligmada yeni izole edilen Bacillus subtilis E6-5 susundan elde edilen proteaz ve
ticari proteaz (ORBA Biyokimya/Istanbul) enzimlerinin ilk kez hem glutaraldehitli
(GA)PA6/aminoasit nanolif yiizeylerine hemde saf PA6/aminoasit yiizeylerine
immobilizasyonu arastirilmistir. Poliamid 6 nanolifler serbest N-H ve C=0 gruplarina
sahiptir. Bu gruplar ile aminoasitlerin karboksi ve amino gruplari arasinda bag olusabilir
(Monsan ve ark. 1975). Yapilan ¢alismada liyofilize enzimlerin saf PA6/aminoasit
nanolifler iizerine immobilize edilmesi sonucu, PA6/tirozin nanolifler ilk tekrar sayisi
gdz Oniine alindiginda diger nanoliflerden daha yiiksek aktiviteye sahip olmasina
ragmen 2 tekrarli kullaniminda aktivitesinin %13’{inli koruyabilmistir. (Bkz. Sekil 4.2).
2 tekrarli kullanim sonucu PA6/Glutamik asit kompleksi varliginda enzim aktivitesi
%38 oraninda korunmustur. PA6/Glutamik asit kompleksini kalan aktivite yiizdesiyle
sirastyla saf PA6 kompleksi, PA6/Glisin, PA6/Tirozin kompleksleri takip etmistir. 2
tekrarlt kullanim sonucu nanoliflerde bulunan enzimlerin nanoliflerden ayrildigi yapilan

enzim aktivitesi sonuglarindan saptanmustir.

Liyofilize enzimlerin glutaraldehitle etkinlestirilmis PAG6/Aminoasit nanoliflere
uygulanmasi sonucu ise ilk aktivitesi en yiiksek kompleks olarak PAG6/Tirozin+GA
tespit edilmisgtir. PAG6/Tirozin+tGA ‘I nanolifleri sirasiyla PAG6/Glisin+tGA, PA
6/Glutamik asit+GA ve PA6/GA nanolifleri takip etmistir. 2 tekrarli kullanim sonucu en
az aktivite kayb1 PAG6/Glutamik asit+GA nanoliflerde saptanmig ve kalan enzim
aktivitesi %65 olarak tespit edilmistir. PA6/Glutamik asit+GA nanolifleri sirasiyla
%32’lik kalan aktiviteyle PA6/Glisin+GA, %13 kalan aktiviteyle PA6 / Glisin+GA ve
%9’luk kalan aktiviteyle PA6/GA takip etmistir. 3. ve 4. tekrarlarda nanoliflerde
bulunan enzimlerin nanoliflerden nanoliflerden ayrildig1 yapilan enzim aktivitesi
sonuclarindan saptanmistir. Calisma sonucunda en basarili enzim immobilizasyon
verimi  PA6/Glutamik asit+GA nanolifleriyle saglanmistir.  Glutaraldehit ile
aktiflestirilen PA6/Glutamik asit kompleksi 2 tekrarli kullanim sonucu aktivitesinin
%65’1ni korumustur. Glutaraldehitle aktiflestirilmemis PA6/Glutamik asit kompleksi ise
iki tekrarli kullanim sonucu aktivitesinin %38’ini korumustur. Bu sonuca gore nanolif
GA ile aktiflestirildiginde iki kat1 bir basari gostermistir. Tanksale ve arkadaslarida
(2001) Conidiobolus macrosporus’dan elde edilen proteaz enzimini poliamid {izerine

immobilizasyonu ¢alismasinda %1.76’lik glutaraldehit kullanarak enzimin ¢apraz olarak
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nanoliflere immobilize etmisler ve verimin %58 oraninda oldugunu bildirmislerdir. Bu

sonu¢ ¢alismamizla paralellik gostermektedir.

Immobilizasyon ¢alismalarinda glutaraldehit aktiflestici (capraz baglayici) ajan olarak
kullanilmaktadir. Liyofilize enzim ile yapilan ¢alismada saf PA6/Aminoasit
kompleksiyle ve PA6/Aminoasit+GA kompleksiyle elde edilen sonuglar gdz Oniine
alindigit zaman PAG6/Glisin+tGA kompleksi hari¢ diger tiim PA6/Aminoasit+GA
komplekslerinde ilk aktivitelerin glutaraldehit icermeyenlerden komplekslerden daha
diisiik oldugu tespit edilmistir. Ara halka olarak kullanilan glutaraldehit molekiiliiniin
fonksiyonel grubu olan -CHO ile enzim ve kullanilan aminoasitlerin sahip oldugu
amino grubu arasinda bir Ortiisme gergeklesmez ise glutaraldehitin sahip oldugu
fonksiyonel grup (-CHO) enzimin sahip oldugu amin gruplarina veya aminoasit
kalintilarina rastgele baglanabilir ve bu durum enzim konfigiirasyonunda degisiklige
neden olabilir. Bu durumda enzimin islevi azalatabilir veya enzimi tamamen
inaktiflesebilir (Mohamed ve ark. 1997). Liyofilize enzimlerle yapilan ¢aligsmalardaki
glutaraldehitli nanoliflerdeki ilk aktivitelerindeki diisiiklik ve immobilize edilmis
enzimin bir tekrarli kullanimdan sonra aktivitesini yitirmesine bu etki yol agmuis olabilir.
Ayrica immobilizasyon isleminde kullandigimiz ¢esitli aminoasitlerin sahip oldugu
serbest amino grubu glutaraldehitin aldehit grubuyla bag yapip enzimin tam olarak
nanolif yiizeylerine baglanmasini engellemis olabilir (Migneault ve ark. 2004).
Liyofilize enzim i¢in yapilan ¢alismada en basarili kompleks hem glutaraldehitli hemde
glutaraldehitsiz nanoliflerde glutamik asit ile olusturulan nanolifler olarak tespit
edilmistir. Bu etkiye glutamik asitin sahip oldugu negatif yiike sahip olan yan grup yol
acmis olabilir. Glutamik asitin sahip oldugu fazladan COOH grubu amino gruplariyla

bag yapmis olabilir.

Ticari proteaz enziminin glutaraldehit katkisiz nanolifler iizerine immobilize edilmesi
sonucu, ilk tekrarda en yiiksek aktivite PA6/Glisin nanolifine immobilize edilen proteaz
enziminde tespit edilmistir. PA6/Glisin’i, saf PA6, PA6/Tirozin ve PA6/Glutamik asit

nanolifleri takip etmistir.
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PAG6/Glisin nanoliflerinin ilk tekrardaki yiiksek immobilizasyon basarisina ragmen
ilerleyen tekrarlarda sahip oldugu aktiviteyi biiyiik oranda koruyan saf PA6 nanoliflerin
daha verimli oldugu goriilmistiir. Saf PA6 nanoliflerin immobilizasyon basarist 3
tekrarli kullanima kadar aktivitelerinin %58’ini korumasiyla ortaya konulmustur. Saf
PA 6’y1 3 tekrarli kullanima kadar aktivitesinin %57’sini koruyan PA6/Glutamik asit
nanolifleri takip etmistir. PA/Tirozin nanolifleri 3. tekrarda aktivitesinin %56’sin1
koruyabilmistir. PA/Glisin nanolifleri ise %46’sin1 koruyabilmistir. Ticari proteaz
enzimiyle yapilan calismada enzimin yasadigi aktivite kayiplar1 6 tekrara kadar
incelenmistir. Genel olarak tim immobilize edilmis enzimler 3 tekrarli kullanima

kadara aktivitelerinin bir boliimiinii korumuslardir.

Glutaraldehit ve aminoasit katkili PA6 nanoliflerle yapilan g¢alismada baslangic
aktiviteleri géz oniine alindiginda PA6/GA kompleksi en yiiksek aktiviteye sahiptir.
PAG6/GA kompleksini sirasiyla PA6/Glutamik asit+tGA, PAG6/Glisin- GA ve
PA/Tirozin+GA komleksi takip etmistir. Fakat 2 ve 3 tekrarli kullanim sonucu
PA/TirozintGA kompleksi aktivitesini PA6/GA kompleksine gore daha fazla
korumustur. Aktivide deneyleri 6 tekrarli kullanima kadar siirdiirilmiistir.
PA/Tirozin+GA nanoliflere immobilize edilmis enzimler 4 tekrarli kullanima kadar
aktivitesinin %43’{inii koruyarak en basarili immobilizasyon olarak goriilmektedir.
PAG6/GA kompleksi ise 4. tekrarda aktivitesinin %42’sini korumustir. PA6/Glutamik
asit+GA kompleksi ise 3 tekrarli kullanimda aktivitesinin %59’unu korumus ve 4
tekrarli kullanimdan sonra stabilitesini koruyamayarak aktivitesinin %26’lik bir kismini
korumustur. PA6/Glisin+GA kompleksi 3. tekrarda aktivitesinin %56’sin1 korumasina

ragmen stabilitesini koruyamamis ve 4. tekrardan sonra tiim aktivitesini kaybetmistir.

Silva ve arkadaslar1 (2007) yaptiklar1 calismada PA 6,6 kullanmislar ve nanolif yiizeyler

tizerine lakkaz enzimini immobilize edip verimliligini test etmislerdir.

Saallah ve arkadaslari (2016), Polivinil Alkol (PVA) ile beraber su igerisinde
¢ozdiiriilen siklodekstrin glukanotransferaz enzimlerinden elektro ¢ekim yontemiyle
nanolifler tretmis, 176+46 nm c¢aplarindaki lifleri glutaraldehitle muamele edip

enzimleri ¢apraz baglama yoluyla nanolif yiizeyine immobilize etmislerdir.
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Glutaraldehit ile muamele edilmemis nanoliflere gore %31 oranina yaklasan enzim

aktivitesi gozlemlemislerdir.

Yapilan litaretiir ¢alismalarinda aminoasitler ile ilgili bu konuda yapilmis herhangi bir
calisma bulunmamaktadir, ilk kez bu ¢alisma ile konu ele alinmistir. Liyofilize Bacillus
enzimiyle yapilan ¢alismada en uzun tekrar sayisi ve aktivitesiyle PA/Glutamik asit
kompleksi en basarili olarak tespit edilmistir. Ticari enzim ile yapilan ¢alismada ise en
basarili kompleksin 4 tekrarli kullammda %43’likk kalan aktivitesi tespit edilen
PA/Tirozin+GA oldugu tespit edilmistir. Ticari ve liyofilize enzimlerin tekrar kullanim
sayilaridaki degisiklik ticari ve liyofilize enzimlerin sahip olduklar1 serbest enzim
aktivitesinin farkliligindan kaynaklaniyor olabilir. Ticari enzimler yiiksek oranda saf ve
sahip olduklari enzim {initesinin yiliksek olmasi dogrultusunda nanoliflere daha ¢ok
immobilize olduklari tespit edilmesine ragmen, Bacillus kaynakli proteaz enziminin
sahip oldugu diisiik enzim iinitesi géz Oniline alindiginda immobilizasyonun liyofilize
enzim iginde basarili oldugu tespit edilmistir. Ileri arastirmalar ile bu konuda elde
edecek bilgiler ¢ogaltilabilir ve diger aminoasitlerinde fiziksel immobilizasyondaki

etkileri arastirilabilir.

Elde edilen bu immobilizasyon kosulu tekstil ve gidanin farkli alanlarinda kullanim

alani bulabilir.
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