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OZET

Fitazin Izolasyonu, Karakterizasyonu ve Nanofibere
Immobilizasyonu

Umran DURU KAMACI

Kimya Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danigman: Prof. Dr. Aysegiil PEKSEL

Bu c¢alisma kapsaminda fitazin kararliligini arttirmak amaciyla farkli destek
malzemelerine immobilizasyonu gergeklestirildi. Bunun igin Oncelikle uygun fitaz
kaynaginin belirlemek amaciyla farkli tahil, kuruyemis ve baklagil ¢esitlerindeki fitaz
miktarlari arastirildi. Elde edilen sonuglara gére en fazla enzim miktarina sahip bitkisel
fitaz kaynaginin boriilce oldugu belirlendi ve fitaz izolasyonu igin boriilce bitkisi
kullanildi. Bitkiden izole edilen fitazin, daha sonra elektro-egirme (electrospinning)
yontemi kullanilarak {iretilen polivinil alkol (PVA), polivinil alkol-kitosan (PVA-CS)
ve polivinil alkol-sodyum aljinat (PVA-SA) nanofiberlerine immobilizasyonu

gergeklestirildi.

Hazirlanan nanofiberlerin  karakterizasyonu igin  Fourier Doniisiimlii-Infrared
Spektroskopisi (FT-IR), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), X-Isin1 Kirinimi
(XRD), Termogravimetrik Analiz (TGA) ve Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC)
teknikleri kullanildi. Ayrica, hazirlanan fiberlerin optimizasyonu; akis hizi ve enzim
miktar1 gibi elektrospinning parametreleri kullanilarak gergeklestirildi. Elde edilen
sonuglar1 karsilastirabilmek amaciyla nanofiberlerin {iretimi enzim igerecek ve
icermeyecek sekilde gerceklestirildi. Elde edilen boyut dagilimi sonuglarina gore

nanofiberlerin yaricap1 enzim ilavesi sonrasinda artmistir.
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Fitazin karakterizasyonu icin serbest ve immobilize enzimin katalitik aktivitesi lizerine
pH, sicaklik, metal iyonu, asit, baz, organik bilesen, organik ¢6ziicii ve deterjan etkisi
incelenerek gergeklestirildi. Ayrica, serbest ve nanofiberlere immobilize edilen fitazin
termal kararlilig1 incelendi ve kinetik sabitleri (Km ve Vmax) hesaplandi. Nanofiberlere
(PVA (pH 5,0, T= 65°C), PVA-CS (pH 6,0, T= 65°C) ve PVA-SA (pH 6,0, T= 55°C))
immobilize edilen fitazin optimum pH ve sicaklik degerleri serbest enzim (pH 5,0, T=
45°C) ile kiyaslandiginda immobilizasyon sonrasinda artmustir. Serbest enzim, PVA,
PVA-CS ve PVA-SA nanofiberlerine immobilize edilen enzimin Km degeri sirasiyla
0,46, 1,17, 13,43 ve 4,66 mM olarak belirlenirken Vmax degerleri ise sirastyla 53,6,
5,67, 31,25 ve 18,38 U/mg protein olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore
nanofibere immobilize edilen enzim daha fazla kararlilik gostermektedir ve bu
ozelliklerinden dolay1r immobilize enzim hayvan yemi, tarim, ila¢ ve gida endiistrisi gibi

farklr alanlarda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fitaz, polivinil alkol, kitosan, sodyum aljinat, nanofiber, boriilce.
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ABSTRACT

Isolation of the Phytase, Its Characterization and
Immobilization into Nanofiber

Umran DURU KAMACI
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Within the scope of this study, immobilization of phytase on different support materials
was carried out to increase its stability. For this purpose, firstly, phytase amounts in
different cereals, nuts, and legumes were investigated in order to determine the
appropriate phytase source. According to the obtained results, it was determined that the
vegetable phytase source with the highest amount of phytase was cowpea seeds, and
cowpea seeds were used for phytase isolation. Then, the obtained phytase was
immobilized into nanofibers obtained by using polyvinyl alcohol (PVA), polyvinyl
alcohol-chitosan (PVA-CS), and polyvinyl alcohol-sodium alginate (PVA-SA) via the

electrospinning method.

Fourier Transform-Infrared Spectroscopy (FT-IR), Scanning Electron Microscopy
(SEM), X-Ray Diffraction (XRD), thermogravimetric analysis (TGA), and Differential
Scanning Calorimetry (DSC) techniques were used for the characterization of the
fabricated nanofibers. In addition, the optimization of the fabricated nanofibers was
performed using electrospinning parameters such as flow rate and enzyme amount. The
prepared nanofibers were produced with/without enzymes in order to compare the
obtained results. According to the obtained size distribution results, the radius of the

nanofibers increased after the enzyme addition.
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The characterization of phytase was carried out by examining the effects of pH,
temperature, metal ions, acid, base, organic component, organic solvent, and detergent
on the catalytic activity of the free and immobilized enzyme. In addition, the thermal
stability of free and immobilized phytase into nanofibers was investigated and their
Kinetic constants (Km and Vmax) were calculated. The optimum pH and temperature
values of immobilized enzyme into the PVA (pH 5, T= 65 °C), PVA-CS (pH 6, T= 65
°C) and PVA-SA (pH 6, T= 55 °C) nanofibers were increased after immobilization
compared to the free enzyme (pH 5, T= 45 °C). The Km value of the free enzyme, and
immobilized enzymes into the PVA, PVA-CS, and PVA-SA nanofibers was determined
as 0.46, 1.17, 13.43, and 4.66 mM, respectively, while Vmax values were also
calculated as 53.6, 5.67, 31.25, and 18.38 U/mg protein, respectively. These results
revealed that the immobilized enzymes into the nanofibers were exhibited more stable
performance and it was thought that the immobilized enzyme could be used in different
fields such as animal feed, agriculture, medicine, and food industry due to these

properties.

Keywords: Phytase, polyvinyl alcohol, chitosan, sodium alginate, nanofiber, cowpea
seeds.
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GIRIS

1.1  Literatiir Ozeti

Enzimler, gida, kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde katalizor olarak kullanilan ve giiclii
substrat Ozgiillikklerinden dolay1 bircok Onemli siirecte etkin bir rol oynayan
biyomakromolekiillerdir. Enzimlerin endiistriyel katalizorler olarak kullanimini 6nleyen
en biiylik engel, ¢alisma kosullar1 altindaki zayif kararlhiliklaridir. Bu dezavantaji
Onleyebilmek i¢in yeni enzimler aramak veya enzim iyilestirme gibi stratejiler
gelistirmek i¢in uzun yillar boyunca biiyiik ¢abalar harcanmaktadir. Enzimlerin ¢aligma
kosullart altindaki kararliliklarin1  arttirmak i¢in kullanilan en basit ve giiclii
yontemlerden birisi enzimin bir destek malzemesine immobilize edilmesidir. Bununla
birlikte, enzim immobilizasyonu endistriyel ¢alisma kosullarindaki kararlilig
arttirmanin yaninda heterojen kataliz, siirekli c¢alisma, kolay kullanim, reaksiyon
ortaminda kolaylikla geri kazanim, katalizor igermeyen Ve siirekli iirtin akisi gibi farkli

avantajlar da saglamaktadir [1].

Fitaz, gida ve hayvan yemi sanayinde olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilan ve
endiistriyel acidan ticari bir 6neme sahip olan enzimdir. Fitat ise ¢esitli yem ve gida
bilesenlerinde bulunur ve fitaz varliginda bu bilesigin hidrolizi fitat kompleksli protein,
metal ve diger molekiillerle birlikte myo-inozitol fosfatlar1 ve inorganik fosforu serbest
birakir. Bu nedenle, tek mideli hayvanlar enzimlerden ve/veya bu elementi yem
icerigindeki fitattan 6ziimsemek i¢in uygun mikrobiyotadan yoksun oldugundan, fitazin
hayvan yemlerinde kullanilmas1 fosfor mevcudiyetini arttirmak i¢in énemlidir. Fitazin
hayvan yemi ve gida endiistrisindeki Onemine ragmen, serbest bi¢cimde kullanimi,
olumsuz sindirim kosullar1, diisiik ¢aligma kararliligt ve yiiksek maliyet altinda
aktivitesinin kaybolmasi gibi dezavantajlarindan dolay1 sinirhidir. Bu dezavantajlar
Oonlemek i¢in fitazin bir destek malzemesine immobilize edilerek kullanilmasi

gerekmektedir [2].

Fitaz immobilizasyonu i¢in farkli destek malzemeleri kullanilmaktadir. Bu
malzemelerden bir tanesi de elektro-egirme (elektrospinning) yontemi ile iiretilen

nanofiberlerdir. Nanofiber tiretimi i¢in kullanilan yontem ¢ok yonlii bir metot olup



kontrol edilebilir gozenekli yap1 ve boyut, verimlilik, nanofiberlerin homojen bir sekilde
elde edilmesi, diisilk maliyet, basit olmasi1 ve tekrarlanabilirlik gibi iistiin avantajlara
sahiptir. Ayrica, son yillarda nanofiberler, biyomalzeme bilimi i¢in umut verici aday
haline gelmis ve biyotip, biyoalgilama, biyoteknoloji, ila¢ salinimi, enerji depolama,
cevre miithendisligi, filtrasyon, saglik, nano-Kataliz, optik elektronik, ilag, koruyucu
giysiler, doku miihendisligi iskeleleri ve yara pansumani gibi farkli uygulamalarda
yaygin  olarak  kullanilmaktadir.  Bununla  birlikte, nanofiberler = enzim
immobilizasyonunda da kullanilmaktadir ve bu nano temelli destek malzemeleri yiiksek
yiizey alani, biyouyumluluk ve fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle giiniimiizde diger
destek malzemelere gore daha fazla talep gormektedir. Ayrica, enzimin nano yapili
malzemeler iizerine immobilizasyonu ile birlikte tretim, tekrar kullanilabilirlik ve

stabilite gibi bazi1 zorluklarin listesinden de gelinmistir [3].

1.2 Tezin Amaci

Fitazlar kimyasal olarak myo-inozitol (1,2,3,4,5,6)-hekzakisfosfat fosfohidrolaz olarak
bilinen fosfohidrolitik enzimlerdir. Bu enzimler, kademeli bir hidroliz reaksiyonu
sonucunda myo-inozitol hekzakisfosfattan fitat ve fosfat gruplarinin ayrismasini
katalizler. Fitik asidin tuz formu olarak da bilinen fitat, bitkilerde depolanan fosforun
ana formu olarak kabul edilir. Hayvan yemlerinde kullanilan tohumlar yiiksek miktarda
fitat igerdiklerinden dolay1 yiiksek bir ticari Oneme sahiptir [4]. Fosfor, hayvan
kemiginin olusumu ve mineralizasyonu, hiicresel metabolizma ve protein sentezi gibi
cesitli metabolik siireclerde ¢ok Onemli bir rol oynar. Bununla birlikte, kiimes
hayvanlari, domuzlar, insanlar ve baliklar gibi tek mideli hayvanlar, fitati tamamen
emmek i¢in sindirim kanallarinda ¢ok az fitaz aktivitesine sahiptir. Ayrica fitat, demir
(Fe*"), kalsiyum (Ca’") ve ¢inko (Zn") gibi cesitli metalleri selatlayabilir, amino
asitlerin ve beslenme agisindan Onemli minerallerin biyoyararlanimini azaltan
proteinleri baglayabilir. Baz1 énemli besin maddelerinin biyoyararlanimini artirma ve
fosfor birikiminin neden oldugu ¢evresel etkileri azaltma yeteneginden dolayi, hayvan

yemine fitaz takviyesi umut verici bir alternatif olarak ortaya ¢ikmustir [5].

Bu tez ¢alismasi kapsaminda da hayvan yemi endiistrisinde biiyiik bir 6neme sahip olan
fitazin kararhligimi arttirmak amaciyla farkli destek malzemelerine immobilizasyonu

gergeklestirildi.



1.3 Hipotez

Caligmada oncelikle uygun fitaz kaynagi belirlemek ve fitazin izolasyonu ig¢in
kullanilmak tizere bitki kaynagi olarak farkli tahil, kuruyemis ve baklagil ¢esitlerindeki
enzimin spesifik aktivitesi hesaplandi. Elde edilen spesifik aktivite degerlerine gore en
yiiksek spesifik aktivite degeri boriilcenin kullanilmasi ile elde edildi ve uygun fitaz
kaynag1 olarak kullanildi. Boriilceden izole edilen fitaz kararliligini arttirmak igin
nanofiberlere immobilizasyonu gergeklestirildi. Fitazin nanofibere immobilizasyonu
icin elektro-egirme (electrospinning) yontemi kullanildi ve fitaz immobilizasyonu icin
farkl1 destek malzemeleri olarak polivinil alkol (PVA), polivinil alkol-kitosan (PVA-
CS) ve polivinil alkol-sodyum aljinat (PVA-SA) igeren nanofiberler hazirlandi.
Hazirlanan nanofiberlerin  karakterizasyonu igin  Fourier Doniisiimlii-Infrared
Spektroskopisi (FT-IR), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), X-Isin1 Kirinimi
(XRD), Termogravimetrik analiz (TGA) ve Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC)
teknikleri kullanildi. Fitazin karakterizasyonu icin serbest ve immobilize enzimin
katalitik aktivitesi iizerine pH, sicaklik, metal iyonu, asit, baz, organik bilesen, organik
¢Oziicli ve deterjan etkisi incelenerek gerceklestirildi. Ayrica, serbest ve nanofiberlere
immobilize edilen fitazin termal kararliligi incelendi ve kinetik sabitleri (Km ve Vmax)

hesaplandi.

Elde edilen deneysel sonuglara gore genel olarak nanofibere immobilize edilen fitazin
optimum pH ve sicaklik degerleri daha yiiksek degerlere kaydigi belirlendi. Bu
ozelliklerinden dolayr nanofibere immobilize edilen fitazin artan kararliligindan dolay1
hayvan yemi, tarim, ilag ve gida endiistrisi gibi farkli alanlarda kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.
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GENEL BILGILER

2.1 Enzimler

Enzimler, en biiyiik protein grubunu olusturan ve metabolizma, gen ekspresyonu, hiicre
boliinmesi ve bagisiklik sisteminin 6nemli reaksiyonlarindaki degisik siireglerde etkin
bir role sahip olan biyomakromolekiillerdir [6]. Biyolojik bir katalizor olarak enzimler
reaksiyon hizi, reaksiyon kosullari ve giiclii substrat Ozgilliigii gibi birgok iistiin
ozellige sahip olup mikroorganizmalar tarafindan bozunabildiklerinden dolay1 yesil
kimyanin gereksinimlerini karsilarlar [7]. Ayrica, dogal kaynaklarin korunmasina ve
kullaniminin ~ arttirllmasma, su israf ve kirliliginin Onlenmesine katki da
bulunduklarindan dolayr da yesil kimya i¢in olduk¢a 6nemli molekiillerdir [8]. Bu ilgi
cekici ve Ustiin 6zelliklerinden dolay1 enzimler; gida, ila¢ sanayi, tarim ve endiistri gibi

farkli alanlarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [7].

2.1.1 Enzimlerin Siiflandirilmasi
Enzimler kataliz ettikleri reaksiyonlar ve bazi 6zelliklerine gore asagida Sekil 2.1°de

belirtildigi gibi yedi enzim sinifina gore simiflandirilmaktadir.



Enzim ‘

3 /

/N

Sekil 2.1 Kataliz ettikleri reaksiyonlar ve bazi 6zelliklerine gore enzimlerin
smiflandirilmasi [6]

Yedi sinifa ayrilan enzimlerin katalize ettikleri reaksiyonlar ve enzim tiirlerine 6rnekler

Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1 Enzimlerin katalize ettigi reaksiyonlar [9]

Oksidorediiktazlar Ind1.rgenme-yuksel‘fgenme DehldrOJenaz_, oksidaz,
reaksiyonlarini katalize eder. peroksidaz
Atom gruplar bir gruptan

Transferazlar Asiltransferaz, transketolaz

digerine aktarilir.

C-C, C-0, C-N, P-O
baglarinin ve asit anhidrit Proteaz, lipaz, amilaz,

Hidrolazlar baglarmin hidrolitik olarak kutinaz, fosfataz
boliinmesini katalize eder.




Tablo 2.1 Enzimlerin katalize ettigi reaksiyonlar [9] (devami)

Hidrolitik olmayan baglarin Liyaz, hidrataz,

Liyazlar . .
y ayrilmasini katalize eder. dekarboksilaz, fumaraz

Tek bir molekiildeki yapisal
[zomerazlar veya geometrik degisikligi = Izomeraz, rasemaz, epimeraz
katalize eder.

ATP veya benzer niikleosit
trifosfatta bir pirofosforil
Ligazlar grubunun hidrolizi ile iki Ligaz, sentaz
molekiiliin kovalent
baglanmasini katalize eder.

Iyon veya molekiillerin
hiicre boyunca yer

degistirmesini ve bunlarin

membran igerisinde Transhidrojenaz

Translokazlar y
ayrilmasini katalize eder.

2.1.2 Enzimlerin Kullanim Alanlar1

Son yillarda, enzimlerin farkli endiistrilerdeki uygulamalar siirekli olarak artmaktadir.
Bu 6zelliginden dolay1 enzimler; gida sanayi, tekstil endiistrisi, kagit hamuru isleme,
deterjan sanayi, biyosensor, saglik ve ilag sektorii ile katt maddelerin ve atik sularin

aritilmasi gibi bir¢ok uygulama alaninda kullanilmaktadir.

Enzimlerin gida endiistrilerindeki uygulamalar1 arasinda siit {irlinleri pisirme, nisasta
doniistiirme ve igecek isleme (meyve ve sebze sulari) yer alir. Tekstil endiistrilerinde
enzimler, son iirlinler {lizerindeki etkileri nedeniyle 6zel bir yer bulmustur. Kagit
hamuru, kagit yapimi ve deterjanlar gibi endiistrilerde miikemmel bir son iiriin
istendiginde enzimlerin kullanimi kaginilmaz bir isleme stratejisi haline gelmistir.
Biyosensorlerde birincil dneme sahip olan enzimlerin 6zgiilliigii nedeniyle daha modern
endiistrilerde enzimlerin kullanilmasi hizla gelismektedir. Saglik, ila¢ ve kimya imalati
da dahil olmak lizere diger birgok onemli endiistri, bu dogal sasirtici katalizorlerin
avantajlarindan giderek daha fazla yararlanmaktadir. Son birka¢ yilda enzimler;

biyodizel ve etanol gibi biyoyakitlarin elde edilmesinde de yaygin olarak



kullanilmaktadir. Enzimlerin modern yasamdaki en iyi kullanim alanlarindan birisi de,

genel olarak kat1 maddelerin ve atik sularin aritilmasindaki uygulamalaridir [10].

2.2 Fitaz

Fitazlar, kimyasal olarak myo-inozitol (1,2,3,4,5,6)-hegzakisfosfat fosfohidrolaz olarak
bilinen fosfohidrolitik enzimlerdir. Fitazlar, myo-inozitol hegzakisfosfattan fosfat
gruplarinin asamal1 olarak ¢ikarilmasini baslatir. Enzim, ara iirlinler olarak bir alt
fosforik ester zinciri (inozitol pentafosfattan inozitol monofosfata) ile serbest inorganik
fosfor (P) tiretmek icin fitik asidin inozitol halkasindan orto-fosfat gruplarini ayirir
(Sekil 2.2). Boylece fitaz, bitki kaynakli gida/yem bilesenlerinde bagli fosforu serbest
birakarak kemik olusumlari ve membran stabilitesi gibi biyolojik siire¢ talebini
beslemek icin daha fazla fosfor saglar. Bununla birlikte fitaz sadece fosforu bitki bazli
diyetlerden ayirmakla kalmaz, ayn1 zamanda protein ve lipidin yan1 sira kalsiyum ve

magnezyumun biyoyararlanimini da arttirir [11].

s

H,03R

Ol

HO

HO W HO I

HA HO OH
Inositol ) L Inositol mono fosfat

Sekil 2.2 Fitazin eylem semasi [11]



2.2.1 Fitaz Kaynaklar

Fitazlar, ¢esitli yasam formlar1 arasinda yaygin olarak dagilmistir. Mikroorganizmalar,

fitazin en biiylik potansiyel kaynagidir ve onu bitkiler takip eder.
Genel olarak, dort fitaz kaynagi vardir. Bunlar [11]:

a) Bitkisel fitazlar

b) Mikrobiyal fitazlar (mantar ve bakteriyel fitazlar)

¢) Kiigiik bagirsak mukozasi tarafindan tiretilen fitazlar

d) Bagirsak ile ilgili mikro floral fitazlar

Bilimsel ¢alismalarin ¢ogu oGzellikle Aspergillus ficuum, Mucor piriformis ve
Cladosporium tiirleri gibi filamentli mantar kokenli olan mikrobiyal fitaz {izerine
yogunlagsmistir. Bununla birlikte, arpa ve bugday gibi bazi bitkilerde fitaz acisindan
zengindir. Ancak, dar bir pH spektrum araligi ve diisiik 1s1 kararliligi gibi etkenlerden
dolay bitkisel kokenli fitazin aktivitesi mikrobiyal fitazdan daha az etkilidir. Buna ek
olarak, bitkisel fitazlarin biyoetkinligi, mikrobiyal fitazlar ile karsilastirildiginda sadece
40%'tir.

2.2.1.1 Bitkisel Fitazlar

Bitkisel fitazlar; arpa, bugday, cavdar, piring, kolza tohumu, soya fasulyesi, bezelye,
fasulye, patates, turp ve 1spanak gibi c¢esitli bitki kaynagindan izole ve karakterize
edilmistir [12]. Bitki kaynaklarindan izole edilen fitazlarin ¢ogu myo-inozitol
hegzafosfat halkasinin altinci karbon pozisyonundaki hidrolizini baslatir, bu nedenle tip
6-fitazlar olarak kabul edilir. Bununla birlikte, soya fasulyesi fitaz1 bir 3-fitazdir [13].
Bitkisel fitazlar pH 4,0’in altinda ve pH 7,0’nin lzerinde katalitik aktivitelerini
kaybetmektedir.

2.2.1.2 Mikrobiyal Fitazlar

Mikrobiyal fitazlar olarak bakteriler ve mantarlar en oOnemli fitaz kaynaklarini
olusturmakta olup bakteri, mantar ve maya tirlerinden izole ve karakterize
edilmektedir. Mayalar arasinda Aspergillus niger, Aspergillus ficuum, Aspergillus

fumigatus ve Saccharomyces cerevisiae fitazlarin ticari {iretimi i¢in yaygin olarak
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kullanilan suslardir [14]. Mikrobiyal fitazlar; yiiksek sicaklik ve genis bir pH araliginda
kararli oldugu igin gida islemede de potansiyel uygulamalara sahiptir [15].
Biyoteknolojideki uygulamalar gbéz Oniine alindiginda, mikrobiyal fitazlar, ticari

diizeyde fosfat kirliligini iyilestirmek i¢in umut verici bir ¢dziim olmustur.

2.2.1.3 Kiiciik Bagirsak Mukozasi Tarafindan Uretilen Fitazlar

Domuzlarda, jejunum bagirsak mukozal fitaz aktivitesinin ana bdlgesidir. Fitaz
aktivitesi ayrica insanlarin ince bagirsaginda da varligr rapor edilmistir, ancak fitat
yikimi igin ¢ok smirli bir yetenege sahiptir [16]. Ilging bir sekilde, fosfor agismdan
yetersiz diyetlerle sunuldugunda, insanlar dahil bir¢ok hayvanin bagirsak fitaz ve

fosfataz aktivitelerini yilikseltebildigi bildirilmistir [17].

2.2.1.4 Bagirsak ile Tlgili Mikro Floral Fitazlar

Bagirsak mikrofloral fitazlar1 oncelikle domuzlarin kalin bagirsagindan elde edilmis,
daha sonra bircok tatli su baliginin mide-bagirsak yollarinin 6n ve arka bagirsak
bolgelerindeki fitaz iireten bakteri florasindan izole edilmistir. Son yillarda, yeni bir
fitaz geni, appA, Buttiauxella agretis’den dejenere polimeraz zincir reaksiyonu ve

genomik kiitliphane taramasi ile izole edildi.

Bugiine kadar, gida katki maddesi olarak bagirsak mikrofloral kaynakli fitazlarin
takviyesi ¢ok siurlidir [18].

2.2.2 Fitazlarin Uretim Siniflandirilmas:

Uluslararas1 Biyokimya Birligi inozitol halkasi tizerindeki (3, 5 ya da 6) yerine bagh
olarak fitazlari ii¢ sinifa ayirmistir (Sekil 2.3).



—{ 3-Fitaz [EC-3.1.3.8] | —( Mikroorganizmalar |

—|—{(5-Fitaz [EC-3.1.3.26] | — Bitkiler )

(G-Fitaz [EC-3.1 _3_72D M_edicago_sative, Phaseolus vulgaris, I
Pisum sativum

[PhyA 3- fltazj—[A niger, A. fumlgatus]

Histidin asit fosfataz) ’ - A. niger, S. cerewsmeﬂ
[ (EC 3.1.3.2) Phy B-3-fitaz _[s. pombe

S/

Eitaz L (Phy C-6-fitaz _[I_nsap ve yarasa prostaﬂve

lizozimi, E. coli

idi Sistein asit fosfataz ) - _
—Asidik|- |
{ (EC 3.1.3.2) | (Selenomonas ruminantium )

[ Mor asit fosfataz

] —(Bitkiler ve hayvanlar)

L (EC 3.1.3.2)
e e (P D) —(Bacius o)

Sekil 2.3 Fitazin siniflandirilmasi [19]

Bununla birlikte pH cevabina gore asidik ve bazik olarak da simiflandirilmaktadir.
Histidin asit fosfatt (HAP) genis bir substrat 6zgiilliigli gosterir ve asidik pH’larda metal
icermeyen fitat1 hidrolizler ve son {irlin olarak myo-inozitol monofosfat iiretir. Bazik
fitaz ise kat1 bir substrat 6zgiilliigli gdsterir son iiriin olarak myo-inozitol trifosfat iiretir.
Bazik fosfatlar HAP’1n bir alt sinifi olmayip yeni fitaz tiirleridir. Bazik fitazlar ile HAP
arasinda O6nemli farkliliklar olmasmma ragmen giiniimiizde sadece bazik fitazlarin
biyokimyasal ve katalitik 6zellikleri bilinmektedir. Bazik fitazlardan daha genis substrat
Ozgiilliigline sahip olmalarindan ve hayvan yemlerinde uygulanabilirliginden dolay1
asidik fitazlar daha ¢ok calisilmistir. Asidik fitazlarin katalitik aktiviteleri baz
alindiginda B-pervane fitaz ve mor asit fitaz olmak Tlzere iki sekilde
siniflandirilmaktadir [20]. Hayvanlarda ve mikroplar ile karsilastirildiginda, bitki

fitazlarinin fitat kullanim igin ayr1 bir mekanizmasinin oldugu bulunmustur [21].

2.2.3 Fitazlarin Kullanim Alanlari

Fitazlar; tarim, gida endiistrisi, ila¢ sektorii, kagit eldesi gibi alanlarda uygulamalarda

kullanilmaktadir. Bununla birlikte, fitazin en 6nemli endiistriyel uygulama alanlarindan
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birisi de gastrointestinal kanallarinda ¢ok diisiik seviyelerde fitaz bulunan domuzlar,

baliklar ve kiimes hayvanlari igin bir yem takviyesi olarak kullanilmasidir [22].
Hayvan yemi endiistrisindeki uygulanmalarinda istenilen fitazlarin 6zellikleri;

e  Midede aktif olmasi,
e Hayvan yemi islenmesi ve depolanmas: siiresince kararli olmasi
e Hayvan yemi katki maddesi olarak hayvan yemi iireticileri tarafindan kolaylikla

islenebilmesidir.
Ayrica, ideal fitaz agagidaki etmenleri de saglamalidir:

1) Genetik olarak degismemis fitazin g¢evreye birakilmamasi igin fitaz ince
bagirsagin sonunda belirlenmemelidir.

i) Sindirim yollarinda serbest fitat-fosfor saliniminda etkili olmalidir.

Iii) Proteazlara (tripsin ve pepsin) karsi kararli olmalidir.

Iv) Yemin depolanmasi esnasinda 1s1 ile etkisini yitirmemelidir.

v) Uretimi diisiik maliyetli olmalidir.

Sonug¢ olarak, goreceli olarak pahali olmayan bir sistemle yiiksek verim ve saflikta
tiretilen fitaz diinya ¢apinda yem {ireticilerinin ilgisini ¢ekmektedir. Kiimes hayvanlar
ve balik yetistiriciligi gibi ¢ok genis bir aralikta kullanim alani olan fitazin {iretimi i¢in

birtakim tasarim ve gelistirme stratejileri de kullanilmaktadir.
Bu stratejiler:

* (Gida, besin, ila¢ endiistrisi ve biyosensdr uygulamalari icin fitazin
immobilizasyonu

* Peroksidaz aktivitesi i¢in aktif ucun vanadyum ile baglanmasiyla fitazin termal
kararliliginin ve kataliz etkisinin gelistirilmesi i¢in aktif ucun modifikasyonu

* Fitazin termal karaliligin ve proteaz kararliliginin gelistirilmesi i¢in aktif uca
yonelik mutajenez

= Bitki ve hayvanlarin transgenik ifadesi i¢in beslenme ve biiylimesinin
gelistirmesi

»  Fitazin protein miihendisligi i¢in termal ve pH kararliliginin arttirilmasi

=  Ekonomik ve biiyiik 6lcek i¢in fitaz liretimi arttirilmast

»  Fitaz kararliligindaki glikosilasyon roliiniin anlasilmasi [23-25].
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2.3 Fitik asit

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde olmak iizere yetersiz mikrobesin beslenmesi diinya
niifusunun yarisindan fazlasini etkilemektedir. Demir, ¢inko ve A vitamini eksiklikleri
diinya c¢apindaki en ciddi saglik sorunlar1 arasinda yer almaktadir. Gelismekte olan
iilkelerde bitkiler en O6nemli besin kaynagidir. Rafine edilmemis tahil ve bakliyat
gidalarinda demir ve ¢inkonun diigiik biyoyararlanimi bu beslenme faktorlerine baglh
metabolik bozukluga neden olur. Dolayisiyla, bu tiir gidalarin besin degerini
tyilestirmek, tiim niifusun beslenme durumunu iyilestirecektir. Gida zenginlestirme
programlar1 endiistriyel olarak islenmis gida maddelerine dayanir ve genellikle diinya

niifusunun yarisi i¢in uygun degildir.

Diinya niifusunun iigte birinden fazlasi anemiden muzdarip olup bunun yarist demir
eksikliginden kaynaklanmaktadir. Demir eksikligi biligsel gelisimi, enfeksiyona karsi

direnci, is kapasitesini, iiretkenligi ve hamileligi olumsuz etkiler.

Cinko, hiicresel biiyiime ve farklilasmada rol oynar. Hafif ile orta derecede cinko
eksikligi diinya genelinde yaygin olmakla birlikte, yiiksek risk altindaki diinya
niifusunun ticte biri diisiik gelirli iilkelerde yasamaktadir. Cinko eksikligi, biiylimenin
bozulmasina, bagisiklik sisteminin bozulmasi, artan hastalikli ve oliimle sonuglanan

olumsuz gebeliklere ve anormal norodavranissal gelisime neden olur.

Minerallerin in vitro biyoerisilebilirligi, minerale ve gida matrisinin tipine bagli olarak
onemli Ol¢lide degismistir. Genel olarak, biyolojik olarak erisilebilen en iyi demir ve
cinko kaynaklarmmin bakliyat ve findik oldugu bulundu. Nispeten diisiik mineral
seviyeleri nedeniyle tahillarin mineral iceriginin sinirl biyoyararlanimini diisiiren fitik

asit ve diger antibesinsel faktorlerin varligi beslenme agisindan sorun teskil etmektedir
[30].

Fitik asit (tuz halindeyken fitat olarak da bilinir) kimyasal olarak myo-inozitol
(1,2,3,4,5,6) hegzakisfosfat olarak bilinir, bitki tohumlarinda ve polenlerde fosforun ana
depolama seklidir [11]. Fitik asit benzersiz bir kimyasal yapiya sahip olan dogal bir
bitkisel bilesiktir. Bu benzersiz 6zelliginden dolay1 ¢ok degerli katyonlar ve pozitif
yiiklii proteinler ile kolaylikla kompleks olusturabilir ve bu &zelliginden dolayr da
birgok formda bulunabilir. Fitat ise fitik asidin kalsiyum tuzu olup fitin ise fitik asidin
kalsiyum/magnezyum tuzudur. Fitik asit, fizyolojik pH ve mevcut metal iyonlarina gore

serbest asit, fitat veya fitin olarak bulunabilir. Bu formlarin tiimii, fitik asit sistemleriyle
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baglantili literatiiriin ¢ogunda birbirinin yerine kullanilmistir. Fitik asidin tam hidrolizi,

inozitol ve inorganik fosfatlar ile sonuglanir [30].

Fitik asit bitkilerde en bol bulunan fosfor sekli olup fitik asit tahil, baklagiller, yagl
tohumlar ve sert kabuklu yemislerde agirlikga %1-5 oraninda fosforun ana depolama
seklidir. Bitkilerdeki toplam fosforun %50-85'ini temsil eder. Fitat, olgunlagma
déneminde tohumlarda hizla birikir. Baklagil tohumlarinda ve yagli tohumlarda protein
govdeleri icindeki globoid kristalde depolanir. Tahil taneleri, piring ve bugdayda
aleurone tabakasi ve perikart gibi kepek fraksiyonunda bulunur, misirda endospermde
goriiliir.

Kiimes hayvanlar1 ve insanlar dahil tek mideli hayvanlar, yeterli diizeyde fitat eksikligi
nedeniyle fitik asidi metabolize edemezler. Fitik asit pargalayici enzimlerin sindirim
sistemlerindeki aktivitesi ve biiyiik dlclide giibreleriyle atilir. Bu nedenle, gida iirlinleri
fosfor ihtiyacini karsilamak icin inorganik fosfat ile takviye edilmelidir. Tek mideli
hayvanlar tarafindan yetersiz fosfor alimi nedeniyle yemdeki toplam fosforun yaklasik
%70'1 digkiyla atilir. Bu nedenle, tavuklar ve domuzlar i¢in hayvan yeminde fitik asidin
varlig1 istenmeyen bir durumdur. Si1zma veya yiizey akis1 yoluyla bu kadar yiiksek fitat
ve inorganik fosfat seviyeleri, yiizey sularinin &trofikasyonuna ve alg patlamalarina,
hipoksiye, baliklarin ve suda yasayan hayvanlarin 6liimiine ve gii¢lii bir sera gazi olan
nitrdz oksit iiretimine yol acabilir. Bununla birlikte, hayvan yemlerine fitaz eklenmesi
fosforun biyoyararlanimini artirir ve fosfor atilimmi %30 ile %50 oraninda azaltir.
Boylece hem endiistriyel hem de ekolojik nedenlerle fitaz ve fitaz iireten mikroplar
biiyiik ilgi gormiistiir. Ayrica fitik asit, demir (Fe), ¢inko (Zn) ve kalsiyum (Ca) gibi
minerallerin emilimini engelleyerek anti-besleyici ajan gorevi goriir. Baglanma,

minerallerin zayif biyoyararlanimina sahip ¢oziinmeyen tuzla sonuglanir [31].

2.4  Fitat

Fitat fosfor elementinin (P, inozitol) baslica depolama seklidir ve bitki tohumlarinda
toplam fosfatin yaklasik olarak %75-80’ini1 i¢eren bitkilerdeki minerallerin bir ¢esididir.
Fitik asit, yapisinda alt1 fosfat grubu barindirir ve diisiikk molekiil agirligina sahip (M=
660 ¢ mol'l) olup kimyasal formiilii CgH1g024Pg’dir. Fitazin sistematik adi myo-
inozitol-1,2,3,4,5,6-hegzakisfosfattir [26]. Bununla birlikte, tahil ve yagli tohum
bitkilerinde toplam fitat miktar1 %50-82 araligindadir [27].
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Fitat ortam sartlarina bagli olarak asidik ve notr ortamda metal igermeyen ve metal
atomu iceren metal-fitat kompleksi seklinde olmak iizere iki formda bulunabilir. Metal-
fitat kompleksi genellikle iki degerlikli katyonlar olan magnezyum (Mg®*) ve kalsiyum
(Ca2+) katyonlarini igerir. Tablo 2.2’de bitkiler ile fitaz etkilesiminin olumsuz etkileri

verilmistir [28].

Tablo 2.2 Gidalardaki besin ve fitazin olumsuz etkilesimleri [29]

Mineral iyonlar1 (Mg, Ca, Cozlinmeyen fitat-mineral kompleksleri olusumu mineral

Fe, Zn, Mn ve Cu) varhigini azaltir.

Proty Spesifik olmayan fitat-protein kompleksinin olusumu,
rotein
proteolitik enzimler tarafindan kolaylikla hidroliz edilemez.

Fitat-karbonhidrat kompleksinin olusumu daha az bozunur

yapar. Kalsiyum (Ca®") ile kompleks olusturmast ile amilaz

RETEReIEE aktivitesi engellenir ve karbonhidrat bozunumu azalir.

Lipofitin komplekslerinin olusumu bagirsak liimenlerinde

metalik sabunlarin olusumuna yol agar ve yaglarin varlig

Yag azalir.

Fitatin hidrolizi enzimatik ve enzimatik olmayan olmak iizere iki sekilde gerceklesir.
Enzimatik olmayan hidrolizde yiiksek sicaklik sartlari altinda gergeklesir. Enzimatik
fitat hidrolizi sonucunda ise serbest inorganik fosfatin olusmasi igin fitik asidin inozitol
halkasindan o-fosfat gruplarinin ardisik salinimi ile fitaz olusur. Fitaz sadece bitkisel
kokenli besinlerden degil ayn1 zamanda kalsiyum, magnezyum, protein ve lipitlerde de
bulunur. Boylece, bitkisel kdkenli besinlerin i¢cinde bulunan fosfor serbest birakilarak
kemik biiyiimesi i¢in daha fazla fosfor kullanilabilir hale getirilir ve fosfor kirliligine

kars1 ¢evreyi korur.
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2.5 Immobilizasyon

Sayisiz iistiin 6zelliklerine ve uygulama alanlarina ragmen, endiistriyel uygulamalarda
calisilan zor kosullardan dolay1 enzimlerin tigiinciil yapilarinin (denatiirasyon) kayb1 ve
uzun siireli ¢alisma sonucunda aktivitelerini yitirmeleri gibi bazi dezavantajlar1 da
vardir. Ayrica, serbest enzimler suda ¢oziinebilen homojen katalizorlerdir, bu da pahali
membran sistemleri kullanilmadik¢a geri kazanilmalarini zorlagtirir ve buna bagl olarak
da siirekli islemlerde kullanimlarini sinirlar. Serbest bir enzim hidrofobik ortamda veya
sulu cozeltilerde izoelektrik noktasina yakin bir pH'da toplanabilir, bu da difiizyon

siirlamalar ve azalan enzim aktivitesi ile sonuglanir [32].

Enzimler i¢in bahsedilen bu dezavantajlar, enzimin suda ¢oziinmeyen kati1 bir heterojen
katalizor olarak immobilize edilmesi (immobilizasyon, hareketsizlestirme) ile
coziilebilir. Enzim filtrasyon veya santrifiij ile kolayca geri kazanilir, boylece sonraki
islemlerde yeniden kullanimi ve iiriin ayrimi kolaylastirilir. Ayrica, immobilizasyon;
enzimin tgilinciil yapisinin (denatiirasyon) bozulmasini engeller ve bdylece, suyla
karismayan organik ¢oziiciiler de dahil olmak iizere ¢ok genis bir reaksiyon kosullari
araliginda kullanilabilen daha kararli bir biyokatalizor olmasini saglar. Enzim
immobilizasyonun bir diger avantaji ise immobilizasyon ile enzimin ¢evresel
degisikliklere karsi kararlihginin artmasidir. Immobilizasyon, iiriiniin kirlenmesini en
aza indirir veya Onler ve enzim inhibisyonunu azaltir. Ayrica immobilize enzimler
reaksiyon bilesiklerinden ayrilabilir ve tekrar kullanilabilir, bu nedenle enzimlerin

maliyetinin uygun sekilde kullanimi miimkiindiir [33].

Enzim immobilizasyonu; enzimin aktivitesini, denatiirasyon ve tekrar kullanilabilirligi
gibi azalma egiliminde olan 6zelliklerini korumak, biyoteknoloji endiistrilerini biiyiik
Olcekli ve ekonomik olarak kolaylastirilmak igin kullanilan tekniklerden biridir.
Immobilizasyon, enzimlerin geri kazanilmasmi ve potansiyel olarak yeniden
kullanilmasimi kolaylastirip katalitik siire¢leri uygun maliyetli hale getirir. Ayrica,

immobilizasyon; enzimler igin asagida belirtilen avantajlara da sahiptir.

e Enzimin kolay ayrilmasi
e Enzimin reaksiyonun herhangi bir noktasinda sistemden ¢ikarilmasi
e Enzim kaybinin 6nlenmesi

o Gelistirilmis kataliz igermesi
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Bu avantajlarinin yanmi sira, eger uygun sekilde kullanilirsa enzim immobilizasyonu,

enzim aktivitesi ve enzim stabilizasyonu tizerinde olumlu etkide de bulunabilir [ 34].

Enzimlerin bir destek materyaline immobilizasyonu i¢in asagida Sekil 2.4’de belirtilen
absorpsiyon, capraz baglanma, tutuklanma, kapsiillenme ve kovalent baglanma gibi
mekanizmaya dayali olarak farkli tipte immobilizasyon teknikleri kullanilabilir. Bu
metotlarin her birinin avantaj ve dezavantajlar1 vardir, bu da s6z konusu metotlarin
birbiriyle karsilastiilmasim1  zorlastirir.  Ornegin, absorpsiyon  yontemi, diger
immobilizasyon yontemlerinden daha basit ve uygun maliyetlidir. Enzimde herhangi bir
kimyasal degisiklige neden olmaz. Ancak bu yontemin dezavantaji ise enzim ve substrat
arasindaki hidrojen bag1 ya da Van der Waals ve elektrostatik etkilesimler gibi zayif
baglardir. Benzer sikintilar yem endiistrisinde yogunca kullanilan enzimlerde de

goriilmektedir [35].

1. Statik islem
2. Dinamik islem

3. Reaktor ylikleme islemi
@@@@ 4. Elektrot pozisyon islemi
@ @ Absorbsiyon
OXOXG O—@
OX©®
Capraz @ @ @

Tutuklanma
| Enzim baglanma  (£)—k)
1. Life katma immobilizasyon Kopolimerizasyon
2. Jele katma yontemleri

3. Mikrokapsiile katma

Kovalent ;
Q bael Kapsiillenme
aglanma

O3S

()
1. Diazosyon @ @ @

2. Peptit bagi
3. Cok islevli reaktif @ @

Membran bazli

Sekil 2.4 Temel enzim immobilizasyon yontemleri [36]
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2.5.1 Immobilize Enzimlerin Performansim Etkileyen Faktorler

Yukarida da belirtildigi enzim immobilizasyonu i¢in g¢esitli yontemler

kullanilmaktadir ve asagida Tablo 2.3’te belirtilen faktorler immobilize enzimlerin

gibi
performansini etkilemektedir.

Tablo 2.3 immobilize enzimlerin performansin etkileyen faktdrler [37]

Hidrofobik boliinme
Tas1yicinin mikro ortami
Tastyicinin ¢oklu baglanmasi

Immobilize enzimlerin gesitli tiirlerinin

ara pargasi veya kolu

Diflizyon kisitlamalari
Substratlarin veya inhibitdrlerin varlig

Fiziksel tedavi sonrasi

Farkl1 baglama modu

Gozenek boyutu gibi tastyicinin fiziksel
yapisi

Tastyicinin fiziksel yapisi

Hidrofobik substratin reaksiyon hizin1 arttirir.
Hidrofobik yap1 enzimi stabilize eder.
Enzimin termal stabilitesinin gelistirir.

Enzim deaktivasyonunu onler.

Enzim aktivitesi azalir ve stabilite artar.
Daha yiiksek aktivite elde edilir.
Enzim performansi iyilesir.
Aktivite ve stabilite etkilenebilir.

Aktivite tutma genellikle gozenek boyutuna
baghdir.

Biiyiik gbzenek boyutuna sahip tastyicilar, daha
yiiksek aktivite tutulmasina yol agan difiizyon

smirlamasini azaltir.
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2.5.2 Enzim immobilizasyonu I¢in Kullanilan Destek Malzemeleri

Enzim immobilizasyonu igin Sekil 2.5’te gosterilen farkli destek malzemeleri
kullanilmaktadir [38, 39].

Destek
malzemeleri

|

Organik inorganik

Karbon
malzemeleri

Metal

Dogal Sentetik
polimerler polimerler

Mineraller

oksitler

Sekil 2.5 Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan destek malzemeleri

Yukaridaki sekilden de goriildiigli gibi enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan destek
malzemeleri genel olarak organik ve inorganik olmak ftizere baslica iki grupta
siniflandirilmaktadir. Organik destek malzemeleri de kendi arasinda dogal polimerler ve
sentetik polimerler olmak iizere iki alt grupta smiflandirilmaktadir. Destek malzemesi
olarak kullanilan dogal sentetik polimerler arasinda aljinat, kitosan, Kitin, kollajen,
jelatin, karagenan, seliiloz, dekstran, nigasta ve sefaroz gibi dogada bulunan polimerler
kullanilmakta iken sentetik polimer olarak kullanilan ve genellikle biyobozunur 6zellige
sahip destek polimerleri arasinda ise polivinil alkol (PVA), polietilen glikol (PEG),
poliamid, polistiren (PS) ve poliakril amid yer almaktadir [40].

Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan inorganik malzemeler ise kendi arasinda metal
oksitler, mineraller ve karbon malzemeleri olmak iizere ii¢ alt gruba ayrilmaktadir.
Destek malzemesi olarak kullanilan metal oksitler arasinda titanyum oksit, aliiminyum
oksit ve zirkonyum oksit yer alirken, mineral olarak kullanilan destek malzemelerinin
arasinda bentonit, halloysit, kaolinit, montmorillonit ve sepiyolit bulunmaktadir. Enzim
immobilizasyonu i¢in karbon malzemesi olarak ise aktif karbon, modifiye edilmis ve

edilmemis komiir kullanilmaktadir [38].
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2.5.2.1 Aljinat

Kahverengi algler ve mikroorganizmalar (Pseudomonas ve Azotobacter gibi) tarafindan
tiretilen aljinatlar, esas olarak a-L-guluronik ve B-D-manuronik asitlerden olusan lineer
kopolimerlerdir (Sekil 2.6). Bu polimer, manuronik ve guluronik asit oranlarinda genis
bir ¢esitlilik gosterir. Gida, tekstil ve kagit endiistrisinde yaygin olarak kullanilan aljinat
heterojen katalizorlerin olusumu i¢in bir biyomalzeme olarak biiyiik ilgi uyandiran
ozelliklere sahiptir [40].

H

c/ \c
// N
“ N)
”, >
2 N
> <

o] n

OH
Sekil 2.6 Aljinik asidin yapist

Aljinatin sodyum tuzu olan sodyum aljinat (SA) ise deniz yosunlarindan ekstrakte
edilen dogal bir lineer anyonik polimerdir. Diisiik toksisitesi, biyouyumlulugu, biyolojik
bozunmasi ve yenilenebilirligi nedeniyle seliiloz, kitosan, protein ve nisastanin yani sira
dogal hammadde olarak da kullanilmaktadir. Bu dogal polimerler arasinda sodyum
aljinat, suda ¢oziiniir yapisi, pH'a karsi duyarli degisikliligi ve sicakliktan dolay:
biyolojik uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica bu dogal polisakkarit,
toksik olmamasi ve yenilenebilir olmasi nedeniyle kozmetik, ila¢ dagitimi, tekstil, doku
mihendisligi ve yara Ortli malzemesi gibi biyomalzeme uygulamalarinda ¢okga tercih

edilmektedir [3].

2.5.2.2 Kitosan (CS)

Kitosan, kitinden deasetilasyon yoluyla elde edilen ve amino (-NH,) gruplarindan
olusan bir polikatyonik polisakkarittir (Sekil 2.7). Kitosan, seliiloza benzer bir
molekiiler yapiya sahip olup iki biyopolimer sadece fonksiyonel gruplarinda farklilik

gosterir. Seliilozda oldugu gibi kitosanin genel yapisinda hidroksil gruplari bulunur,
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ancak amino gruplariin varlig1 aralarindaki temel fark olarak ortaya cikar. Yapisinda
amino gruplarinin varlig1 ve kolay protonlanma o6zelligi kitosani bitkisel liflerden ayirir.
Dogrusal zincirleri boyunca bu amino gruplar tizerindeki pozitif yiikler, negatif yiikli
gruplar igeren molekiillerle elektrostatik etkilesimlerin gelismesine olanak saglar.
Kitosan, antimikrobiyal 6zelligi, biyouyumlulugu, biyolojik olarak parcalanabilirliligi
ve diislik toksisitesi gibi ozelliklerinden dolayr kozmetik, ilag, gida endiistrilerinde ve

biyomalzemelerin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir [40].

HO

X° o

NH,
HO (o)

Sekil 2.7 Kitosanin yapist

Kitosan, enzim immobilizasyonu i¢in de en sik kullanilan biyopolimerden birisidir.
Enzim immobilizasyonu igin kitosan mikrokiire, makrogdzenekli yapi, hidrojeller,
membranlar, nanokristal ve nanofiber gibi ¢esitli form ve sekillerde kullanilabilmektedir

[38].

Kitosan, yapisindaki katyonik amino gruplarinin varliindan dolayr zayif asit
¢ozeltisinde ¢oziinmesi ve kolay topaklasmasi nedeniyle elektro-egirme igin uygun bir
dogal polimer degildir. Bu dezavantaji gidermek amaciyla, kitosan polietilen oksit
(PEO) ve polivinil alkol (PVA) gibi yiiksek elektro-egirme 6zelligine sahip sentetik
polimer ile harmanlanarak kullanilir. Kitosan igeren nanofiberler daha fazla ilgi gormiis
ve ila¢ salinimi, yara Orti malzemesi, doku miihendisligi iskeleleri, enzim

immobilizasyonu ve filtrasyon gibi uygulamalarda kullanilmaktadir [41].

2.5.2.3 Polivinil alkol (PVA)

Polivinil alkol (PVA) polar, suda ¢oziiniir, hidrofilik 6zelliklerine sahip biyolojik olarak
parcalanabilen sentetik bir polimerdir. PVA, esnek bir polimerdir ve biiylik dlgiide
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biyolojik olarak parcalanabilen —OH baglarindan olusan bir omurgaya sahiptir (Sekil
2.8).

H

| =
bt
"L

Sekil 2.8 Polivinil alkoliin yapis1

PVA'nin biyolojik olarak bozunabilirligi, nihai olarak, biyolojik uygulamalar icin
potansiyel olarak kullanilan hidroliz derecesi ve molekiiler agirligi ile belirlenir. Ayrica,
PVA, iyi film olusturma kabiliyetine, kat1 yapismaya ve miikemmel termal stabiliteye
sahiptir. PVA, ¢oziiniirliikk egilimi ve bozunma kolayligi nedeniyle “yesil polimer”
olarak da bilinir. PVA, yaslanma etkisinin {istesinden gelmek icin tibbi ve farmasdotik
uygulamalarda kullanilmak amaciyla kimyasal olarak ¢apraz baglanabilir veya stabilize
edilebilir. Bunun disinda PVA, hidrofilik 6zellikleri ve uyumlu yapisi nedeniyle
mekanik 06zelliklerin  gelistirilmesine yardimci olmak i¢in yaygmn olarak diger

bilesiklerle karistirilir [42].

Polivinil alkol de; boncuk, mikrokiireler, nanofiber ve filmler seklindeki gézenekli PVA
matrisi, diizenli muntazam gozenek yapisi, biiyiikk gozenek boyutu, biiylik yiizey alani
ve iyi biyouyumluluklart nedeniyle enzim immobilizasyonu igin destek malzemesi
olarak kullanilabilir. PVA, zayif mekanik 6zelliklere sahip olup sudaki ¢6ziiniirligii de
diisiik bir polimerdir. Buna bagli olarak, PVA; hiicre ve enzimlerin sizmasina yol agar,

bdylece enzim aktivitesini ve immobilizasyon etkinligini azaltir [43].

2.6  Elektro-Egirme (Elektrospinning) Yontemi

Elektro-egirme yontemi, enzimlerin immobilizasyonu i¢in umut verici bir teknoloji
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu teknik, bir malzeme ¢ozeltisinin yiiksek voltajli bir
elektrik alanina maruz birakilmasin1 igeren sivilarin elektrodinamik islenmesine
dayanmaktadir. Akiskanda iiretilen elektrostatik kuvvetler nedeniyle malzeme, mikro

veya nanofiberlerin kuru formunda toplayicida biriktirilmeden 6nce ¢oziicii buharlagir.
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Elektro-egirme metodu, nanofiberli membranlarin yiiksek yiizey alanit ve gozenekli
yapisindan dolay1 diger immobilizasyon tekniklerine kiyasla ¢esitli avantajlar sunar. Bu
ozellikler, immobilize enzimlerin katalitik kapasitesini biiyiik Olclide artirabilir.
Bununla birlikte, elektro-egirme metodu oda sicakliginda tek adimli immobilizasyonu
miimkiin  kilar. Bdylece enzimi, denatlirasyon sansini artirabilecek birkag
immobilizasyon asamasina maruz birakmaktan kaginir. Elektro-egirme tekniginin ¢ok
yonliiliigii nedeniyle, birgok caligma, farkli enzimlerin immobilize edilmis formdaki
aktivitesini 1iyilestiren farkli malzeme matrisleri ile elektro-egirme yonteminin

kullanildig1 bildirmistir [44].

Elektro-egirme yontemi ile iretilen polimerik, kompozit ve seramik kompozit esasli
nanofiberler ¢ok iyi mekanik o6zellik gostermesinin yaninda ¢ok genis bir kullanim
alanma sahiptirler. Nanofiberler; doku miihendisligi, katalizor, batarya, elektronik
sensor, filtre membran, tibbi implant, yara ortii malzemesi, tibbi kumaslar, gida katki
maddesi, antimikrobiyal paketleme ve enzim immobilizasyonu gibi farkli alanlarda

potansiyel uygulamalara sahiptir [45, 46].

Son yillarda, nanomalzemelerin ve elektro-egirme teknolojisinin gelismesiyle,
nanofiberler iizerinde enzimlerin immobilizasyonu iizerine arastirmalar biiyiik ilerleme
kaydetmistir. Lipaz, proteaz ve fitaz gibi nanofiberlere immobilize edilen ve enzim
iceren nanofiber membranlar, elektro-egirme ile basarili bir sekilde hazirlanmustir.
Hazirlanan enzim igeren nanofiberler ise kirletici maddelerin bozunmasi, biyoreaktorler

ve biyosensorler gibi birgok alandaki uygulamalarda kullanilmistir [47].

2.6.1 Nanofiberler

Enzim immobilizasyonu i¢in destek olarak kullanilan diger nanomalzemelerle
karsilastirildiginda, nanofiberler; yiizey alani/hacim orani, kiitle transfer direnci, etkili
yiikleme ve geri doniisiim kolaylig1 gibi immobilize enzimlerin katalitik performansini
yoneten kilit faktorleri dengelemede umut verici bir gelisme saglar. Sentetik ve dogal
polimerler, elektro-egirme adi verilen fiziksel bir islemle nanofiberler halinde
iiretilebilir. Islemin ¢alismas igin sadece basit bir aparat gerekir. Ancak, besleme stoku
malzemelerinin se¢ciminde ¢ok esnek oldugu ve ayrica enzim immobilizasyonu i¢in tipik
olarak Onemli parametreler olan boyut ve yiizey morfolojisi gibi nanofiberlerin

ozelliklerini kontrol etmek ve islemek igin etkili oldugu kanitlanmistir [47].
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Enzim immobilizasyonu ig¢in kullanilan g¢esitli nanomalzeme tiirleri arasindaki
nanofiberler; ara baglanti konfigiirasyonu nedeniyle kiitle transferi sinirlamasini ve
sensor ve filtre imalatlarinda kullanimini en aza indirmek i¢in 6zel bir 6neme sahiptir.
Elektrik alaninda fiber olusum mekanizmasi olduk¢a karmasik olmasina ragmen ok
basit bir kurulumu vardir. Bir yiiksek voltajli gii¢ kaynagi, igne ve iletken toplayicidan

olusan elektro-egirme yontemi ile ¢esitli polimerik nanofiberler hazirlanabilmektedir.

Elektron egirme, c¢ok g¢esitli sentetik ve dogal polimerlerin yani sira kompozit
malzemelere uyan ¢ok yonli bir teknolojidir. Boyut, ylizey morfolojisi ve fiber
hizalamas1 dahil olmak tizere elde edilen nanofiberlerin 6zellikleri, besleme Sstoku

malzemeleri ve egirme kosullari manipiile edilerek kontrol edilebilir [3].
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3

MATERYAL VE METOT

3.1 Kullamlan Malzeme ve Kimyasallar

Antep fistigi, asma yapragi, aygigegi c¢ekirdegi, badem, barbunya, bezelye, boériilce,
bugday, bulgur, ceviz, fasulye, findik, kabuklu ve kabuksuz i¢ bakla, kirmizi mercimek,
kabuklu ve kabuksuz kabak cekirdegi, kavun ¢ekirdegi, Meksika fasulyesi, menengic
kahvesi, misir, nohut, piring, soya fasulyesi, susam, yesil mercimek, yer fistig1 ve yulaf

uygun fitaz kaynaginin belirlenmesi i¢in yerel marketlerden temin edildi.

Polivinil alkol (PVA, molekiil agirligi= 60 kDa), kitosan (CS, orta molekiil agirlikli),
sodyum aljinat (SA), amonyak (NH3), amonyum molibdat ((NH4)¢M0;024), amonyum
stilfat ((NH4),SO,), asetik asit (CH;COOH), askorbik asit, sigir serum albiimin (BSA),
dimetil formamid (DMF), formaldehit (CH,0O), L-fenil alanin (Phe), glisin (Gly),
hidroklorik asit (HCI), metanol (MeOH), n-heksan, L-sistein (Cys), sodyum asetat
(NaOAc), sodyum fitat (Na-fitat), sodyum hidroksit (NaOH), siilfiirik asit (H.SO,), L-
tirozin (Tyr), trikloro asetik asit (TCA), L-triptofan (Trp), L-alanin (Ala), L-arjinin
(Arg), L-histidin (His), tire, EDTA, gliserol, tris(hidroksi metil)amino metan (Tris) ve
Triton X-100 ticari olarak Sigma Aldrich firmasindan temin edildi ve higbir saflagtirma

islemi uygulanmadan kullanildi.

3.2 Kullanilan Cihazlar

Nanofiberlerin hazirlanmasi i¢in Invenso NelOO Nanospinner Elektrospinning cihazi
kullanildi. Nanofiber hazirlanmasi i¢in kullanilan elektrospinning cihazi Sekil 3.1°de

gosterildi.
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Sekil 3.1 Nanofiberlerin hazirlanmasi igin kullanilan elektrospinning cihazi

Elde edilen nanofiberlerin kristalin yapilarnt hakkinda bilgi edinmek ve XRD
desenlerinin aydinlatilmasi i¢in Panalytical X’Pert PRO X-Isinlart Kirinimi1 (XRD)
cihaz1 kullanildi. Elde edilen fiberlerin nanoyapilarinin, boyut, sekil ve dagilim
durumlarinin aydinlatilmast Zeiss EVO LS 10 Alan Emisyonlu Taramali Elektron
Mikroskobu (FE-SEM) kullanilarak gerceklestirildi. Nanofiberlerin molekiiler
yapilarinin ve kimyasal baglarinin aydinlatilmasi amaciyla ATR iiniteli Thermo
Scientific (Nicolet iS10) Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi  (FT-IR)
kullanildi. Hazirlanan fiberlerin termal kararliliklarini belirlemek amaciyla Perkin-
Elmer Pyris Sapphire Termogravimetrik Analiz (TGA) cihazi, nanofiberlerin termal
gecis sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla ise Perkin-Elmer Pyris Sapphire Diferansiyel

Taramal1 Kalorimetre (DSC) cihazi kullanildi.

Enzim aktivitesinin ve protein miktarinin belirlenmesi i¢in Perkin-Elmer UV-Vis
spektrofotometresi kullanildi. Enzim aktivitesi tayinlerinde enzimin farkli sicakliklarda
inkiibasyonu ve fitaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in GFL 1086 c¢alkalamali su banyosu
kullanildi. Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi igin Sartorius Basic Meter PB-11 pH metre
cihazi kullanilirken maddelerin ¢oktiiriilmesi i¢in ise Sigma 3K30 ve Hettich EBA-20

santrifiijleri kullanildi.
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3.3  Ham Oziit Hazirlama

Yerel marketlerden tedarik edilen ve uygun fitaz kaynagini belirlemek amaciyla
kullanilacak olan bitki kaynaklarindan (Antep fistig1, asma yapragi, ay¢icegi ¢ekirdegi,
badem, barbunya, bezelye, boériilce, bugday, bulgur, ceviz, fasulye, findik, kabuklu ve
kabuksuz i¢ bakla, kirmizi mercimek, kabuklu ve kabuksuz kabak cekirdegi, kavun
cekirdegi, Meksika fasulyesi, menengi¢ kahvesi, misir, nohut, piring, soya fasulyesi,
susam, yesil mercimek, yer fistigi ve yulaf) 10 g tartilarak 100 mL 0,1 M sodyum asetat
tamponu (pH 5,0) igerisinde eklendi ve kiitlece %10’luk (w/v) ¢ozeltisi hazirlandi.
Hazirlanan ¢ozelti +4°C’de bir gece buzdolabinda bekletildi ve sonraki giin bir
karistirict (Waring) yardimiyla homojenizasyon i¢in mekanik olarak belirtilen sicaklikta
parcalandi. Daha sonra, parcalanan bitki kaynaklari iki kat bez tiilbentten siiziildii.
Siizme islemi sonrasinda elde edilen homojenatlar 10 dakika boyunca 10000 rpm’de
+4°C’de santrifiijlendi. Santrifiij islemi sonrasinda elde edilen iistteki kistm ham oziit
olarak adlandirilarak alindi. Elde edilen ham 0ziitiin enzimatik aktivitesi ve protein

miktarlart hesaplanarak sonuglar total iinite ve spesifik aktivite olarak hesaplandi.

3.4  Boriilceden Fitazin izole Edilmesi

Elde edilen ham 06ziitten fitazin izolasyonu i¢in, ham 6ziit 6ncelikle kiitlece yiizde farkl
konsantrasyonlarda (%10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90) amonyum siilfat
((NH4)2SO,) ile doyuruldu ve en fazla enzimatik aktivitenin oldugu amonyum siilfat
doyurma yiizdesi belirlendi. Daha sonra, amonyum siilfat ile doyurulan ¢6zelti diyaliz
kesesi yardimiyla diyaliz edildi. Diyalize edilen fitaz daha sonraki enzimatik aktivite

belirleme calismalarinda kullanilmak {izere -20°C’de saklandi.

3.5 Inorganik Fosfat Miktarinin Hesaplanmasi

Fitaz sodyum fitatin hidrolizlenmesi sonucunda agiga cikan inorganik fosfat askorbik

asit metodu kullanilarak belirlendi [48].

Inorganik fosfat miktarimin hesaplanmasi i¢in 6ncelikle farkli konsantrasyonlarda (20,
40, 60, 80 ve 100 uM) potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) ¢ozeltileri hazirland1 ve
hazirlanan ¢ozeltilerin absorbans degerleri askorbik asit metoduna gore Tablo 3.1°deki

gibi spektroskopik olarak 820 nm’de dl¢tildii.
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Tablo 3.1 Inorganik fosfat miktarinin 8lgiimii

Standart ¢ozelti

Distile su

Renk ¢ozeltisi

2 mL -
- 2mL
2mL 2 mL

Karistirma

50°C’de 15 dakika inkiibasyon

Oda sicakligina sogutma ve 820 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim

Bu olgiimlerde renk ¢ozeltisi olarak yeni hazirlanan ve sirasiyla 3:1:1 oraninda

karistirilan 1,0 M siilfiirik asit (H,SOy), %2,5 (w/v) amonyum molibdat ((NH2)sMoOQy)

ve %10 (w/v) askorbik asit ¢ozeltileri kullanildi. Elde edilen absorbans degerlerinin

fosfat derisimine karsilik grafigi ¢izilerek standart grafik elde edildi (Sekil 3.2).

1,4 =

Absorbans (820 nm)
e o o o = =
[\v] B (o)} o o [y%]
L L 1 1 [ | [ |

o
=}
1

4

Ve
7

y=0,0133x - 0,0181
R?=0,9908

1 v L] v 1 v 1
40 60 80 100
Konsantrasyon (uM)

Sekil 3.2 Inorganik fosfat miktarinin hesaplanmasi icin elde edilen standart egri (n= 3)

Elde edilen grafikten de goriilebilecegi gibi dogru denklemi y= 0,0133x — 0,0181,

regresyon katsayisi (RZ) ise 0,9908 olarak hesaplandi. Uygun fitaz kaynaginin

saptanmast i¢in kullanilan bitki kaynaklarinin inorganik fosfat miktarlari bu denklem

kullanilarak hesaplandi ve sonuglar total iinite olarak verildi.
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3.6  Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktarinin belirlenmesi Bradford metoduna gore sigir serum alblimini (BSA)
kullanilarak gerceklestirildi. Bunun i¢in 6ncelikle farkli konsantrasyonlarda (0,2, 0.4,
0,6, 0,8 ve 1,0 mg/mL) BSA c¢ozeltileri hazirlandi ve hazirlanan ¢ozeltilerin 595
nm’deki absorbans degerleri Bradford metoduna gore Tablo 3.2°ye gore spektroskopik
olarak olgiildii [49].

Tablo 3.2 Inorganik fosfat miktarinin 8lgiimii

Standart ¢ozelti 100 puL -

Distile su - 100 uL.

Renk ¢ozeltisi 5mL 5 mL
Karistirma

5 dakika oda sicakliginda bekletme
595 nm’de spektrofotometrik 6lgiim

Bu odl¢iimlerde kullanilan renk ¢6zeltisi asagidaki gibi hazirlandi:

0,1 g Coomassie Blue G-250 50 mL etanol igerisinde ¢oziildii ve tizerine 100 mL
hacimce %85’lik (v/v) o-fosforik asit eklendi ve ¢dzelti hacmi 1000 mL’ye tamamlandi.
Daha sonra hazirlanan ¢ozelti siiziilerek koyu renkli bir sise igerisinde depo edildi. Elde
edilen absorbans degerlerinin BSA derisimine karsilik grafigi cizilerek standart grafik
elde edildi (Sekil 3.3) [49].
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Sekil 3.3 Protein miktarinin hesaplanmasi i¢in elde edilen standart egri (n= 3)

Elde edilen grafikten de goriilebilecegi gibi dogru denklemi y= 0,0016x + 0,0696,
regresyon katsayisi (R?) ise 0,9910 olarak hesaplandi. Uygun fitaz kaynagimin
saptanmasi i¢in kullanilan bitki kaynaklarmin protein miktarlar1 bu denklem

kullanilarak hesaplandi ve sonuglar total protein olarak verildi.

3.7  Serbest ve Immobilize Fitazin Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Serbest enzim ve boriilceden kismi saflagtirilmis fitaz iceren nanofiberlerin enzimatik
aktivitesinin kantitatif tayini i¢in sodyum fitatin substrat olarak kullanildi ve aktivite

tayini belirtilen standart deney kosullarinda asagidaki prosediire gore gerceklestirildi
(Tablo 3.3):

Hem 06rnek hem de kor ¢ozeltisi olarak bir deney tiipii igerisine 350 pL 0,1 M sodyum
asetat (NaOAc, pH 5,0) tamponu alindi ve tlizerine 0,1 M NaOAc (pH 5,0) icerinde
coziilerek hazirlanan 2 mM sodyum fitat cozeltisi eklendi. Her iki deney tiipii
icerisindeki ¢ozelti 50°C’de 10 dakika boyunca su banyosu igerisinde inkiibe edildi.
Daha sonra inkiibasyon ortamindan alinan ¢ozeltilerden 6rnek ¢ozeltisi igerisine 150 pL
fitaz, kor c¢ozeltisi igerisine ise aynt miktarda 0,1 M NaOAc tamponu (pH 5,0)
eklenerek 50°C’de 30 dakika boyunca su banyosu igerisinde tekrar inkiibe edildi.

Fitazin substratla inkiibasyonu sonunda, her iki deney tiiplindeki reaksiyon ortamina
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400 pL %15 (w/v) trikloroasetik asit (TCA) eklenmesi ile reaksiyon durduruldu.
Karisim 5000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Fitaz aktivitesini belirlemek i¢in 0,2 mL
fitaz iceren ¢ozeltiden alinarak tizerine 1,8 mL distile su eklendi. Karistma 2 mL renk
reaktifi (3:1:1; H,SO,4 (1,0 M): askorbik asit (%10,0; w:v): amonyum molibdat (%2,5;
w:V)) eklendi ve karistm 50°C'de 15 dakika inkiibe edildikten sonra ortam sicakligma
kadar sogutuldu. Daha sonra, sogutulan 6rneklerin absorbans degerleri kor ¢ozeltisine

kars1 UV-Vis spektrofotometre kullanilarak 820 nm'de 6l¢iildii [50].

Tablo 3.3 Fitaz aktivite tayini i¢in standart deney bilesenleri

0,1 M Sodyum Asetat Tamponu (pH 5,0) 350 uL 350 uL

2 mM Sodyum Fitat (0,1 M Sodyum Asetat Tampon) 100 uL 100 uL
50°C’de 10 dakika inkiibasyon

Enzim Cozeltisi 150 uLL -

0,1 M Sodyum Asetat Tamponu (pH 5,0) - 150 uL
50°C’de 30 dakika inkiibasyon

%15 TCA (w/v) 400 pL 400 pL
5000 rpm’de 10 dakika santrifiij

0,2 mL siipernatant + 1,8 mL distile su + 2,0 mL renk ¢ozeltisi

50°C’de 15 dakika inkiibasyon

820 nm’de spektrofotometrede absorbans dlgliimii
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Fitaz aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

Hacimsel aktivite (U/mL) = % (4.1)
E

Hacimsel aktivite (4_2)
mg protein/mL

Spesifik aktivite (U/mg protein) =
Pi: Inorganik fosfat konsantrasyonu (uM)
V+: Toplam reaksiyon hacmi (mL)

t:  Inkiibasyon siiresi (dakika)

VEe: Reaksiyon karigimindaki fitaz hacmi (mL)

3.8 Serbest ve Immobilize Enzimin Karakterizasyonu
3.8.1 Fitaz Aktivitesine pH Etkisinin Incelenmesi

Boriilceden izole edilen enzimin optimum pH degerini belirlemek amaciyla pH 2 ile 9
araliginda serbest ve immobilize fitazin katalitik aktivite degerleri belirlendi. pH 2 ve
pH 3 araliginda glisin-HCI tamponu, pH 4-6 araliginda sodyum asetat (NaOAc)
tamponu, pH 7-9 araliginda ise Tris-HCl tamponu kullanildi. Serbest ve immobilize
fitazin optimum pH degeri 2 mM sodyum fitat substrat ¢ozeltisi kullanilarak aktivite

tayin yontemine gore belirlendi.

3.8.2 Fitaz Aktivitesine Sicaklhik Etkisinin incelenmesi

Boriilceden kismi saflagtirllmis fitazin en yiliksek aktivite gosterdigi pH (pH 5)
degerindeki tamponda substrat ¢ozeltisi hazirlandi. Serbest ve immobilize fitazin
optimum sicakliginin belirlenmesi amaciyla 25-95°C araligindaki sicakliklarda enzimin

aktivitesi 2 mM sodyum fitat varliginda aktivite tayin yontemine gore belirlendi.
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3.8.3 Serbest ve immobilize Fitazin Termal Kararhligi ve Kinetik Sabitlerin

Tayini

Boriilceden kismi saflagtirilmis serbest ve immobilize fitazin termal kararlilik 6zelligini
belirlemek amaciyla enzim, 30-90°C arasinda 10, 20 ve 30 dakika boyunca inkiibe
edildi ve fitaz aktivite tayin yontemine gore enzimin aktivitesi belirlendi. Standart
aktivite ol¢iim kosullarmma gore her bir sicakliktaki bekleme siiresi sonunda yapilan

Olclimlerden elde edilen aktivite degerleri % bagil aktivite olarak hesaplandi.

1.0,1.2,1.4,1.6, 1.8, 2.0, 2.2 ve 2.4 mM konsantrasyonlarda hazirlanmis olan sodyum
fitat substrat ¢ozeltilerine karsi aktivite tayin yontemine gore serbest ve immobilize
fitazin aktivitesi belirlendi. Serbest ve immobilize fitazin kinetik sabitleri (Km ve

Vmax) ise Lineweaver-Burk denklemi kullanilarak hesaplandi.

3.8.4 Serbest ve Immobilize Fitazin Aktivitesi Uzerine Metal iyonlar1 Etkisinin

Incelenmesi

Farkli metal iyonlarmin serbest ve immobilize fitazin aktivitesi {izerine etkisi 20 mM
metal katyonu kullanilarak serbest ve immobilize fitazin aktivitesi 2 mM sodyum fitat
varliginda aktivite tayin yontemine gore belirlendi. Fitazin katalitik aktivitesi {lizerine
metal iyonunu belirlemek amaciyla demir (II) kloriir (FeCl,, Fe?"), giimiis nitrat
(AgNOs, Agh), aliiminyum kloriir (AICls, AIFY), bakir (II) kloriir (CuCl,, Cu?), lityum
siilfat (Li,SO4, Li"), ¢inko kloriir (ZnCl,, Zn*"), kobalt (II) kloriir (CoCl,, Co0®"),
mangan siilfat (MnSO4, Mn®"), sodyum kloriir (NaCl, Na*), baryum kloriir (BaCly,
Ba2+), nikel (II) kloriir (NiCls, Ni2+), kalsiyum kloriir (CaCly, Ca2+), potasyum kloriir
(KCI, K*) ve magnezyum siilfat (MgSO4, Mg?") kullanildu.

3.8.5 Serbest ve Immobilize Fitazin Aktivitesi Uzerine Organik Bilesen Etkisinin

incelenmesi

Organik bilesen etkisinin serbest ve immobilize fitazin aktivitesi lizerine etkisi %1’lik
(v/v) organik bilesen ¢ozeltisi kullanilarak enzimin aktivitesi 2 mM sodyum fitat
varliginda aktivite tayin yontemine gore belirlendi. Fitazin katalitik aktivitesi iizerine

cesitli organik bilesen etkisini incelemek amaciyla L-alanin (Ala), L-arjinin (Arg), L-
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sistein (Cys), glisin (Gly), L-histidin (His), L-fenilalanin (Phe), L-tirozin (Tyr), L-
triptofan (Trp), s1gir serum alblimin (BSA), iire, EDTA ve gliserol kullanildi.

3.8.6 Serbest ve immobilize Fitazin Aktivitesi Uzerine Organik Céziiciilerin

Etkisinin incelenmesi

Organik ¢oziicli etkisinin serbest ve immobilize fitazin aktivitesi tlizerine etkisi %1 lik
(v/v) organik ¢oziicli ¢ozeltisi kullanilarak enzimin aktivitesi 2 mM sodyum fitat
varliginda aktivite tayin yontemine gore belirlendi. Serbest ve nanofibere immobilize
edilen fitazin katalitik aktivite etkisini incelemek amaciyla aseton, dimetil formamid

(DMF), formaldehit, etanol (EtOH), n-heksan ve metanol (MeOH) kullanildi.

3.8.7 Serbest ve Immobilize Fitazin Aktivitesi Uzerine Asit ve Bazlarin Etkisinin

incelenmesi

Serbest ve PVA, PVA-CS ile PVA-SA nanofiberlerine immobilize edilen fitazin
katalitik aktivitesi lizerine asit ve baz etkisi %1°lik (v/v) asit ve baz ¢6zeltisi kullanilarak
enzimin aktivitesi 2 mM sodyum fitat varliginda aktivite tayin yOntemine gore
belirlendi. Enzimin katalitik aktivitesi lizerine asit etkisini incelemek igin asetik asit
(CH3COOH), hidroklorik asit (HCI) ve sitrik asit (CgHgO7) kullanilirken baz etkisini
incelemek amaciyla amonyak (NHs), sodyum hidroksit (NaOH) ve potasyum hidroksit
(KOH) kullanildi.

3.8.8 Serbest ve Immobilize Fitazin Aktivitesi Uzerine Deterjanlarin Etkisinin

Incelenmesi

Serbest ve PVA, PVA-CS ile PVA-SA nanofiberlerine immobilize edilen fitazin
katalitik aktivitesi ilizerine deterjan etkisi %1’lik (v/v) deterjan ¢ozeltisi kullanilarak
enzimin aktivitesi 2 mM sodyum fitat varliginda aktivite tayin yOntemine gore
belirlendi. Enzimin katalitik aktivitesi lizerine deterjan etkisini incelemek icin deterjan
olarak sodyum dodesil siilfat (SDS), Tween-80 ve Triton X-100 kullanildi.
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3.8.9 Serbest ve Immobilize Fitazin Depo Kararhliginin Belirlenmesi

Serbest ve nanofiberlere immobilize edilen fitazin depo kararliligini belirlemek
amactyla numuneler amonyum fosfat tamponu icerisinde -20°C’de buzdolabinda
sakland1. 120 giin boyunca belirli zaman araliklarinda enzimin Kkatalitik aktivitesi, fitaz
aktivitesi belirleme ydntemine gore hesaplandi. ilk olarak dlgiilen fitaz aktivitesi degeri

100 olarak kabul edilerek aktivite zamana kars1 % bagil aktivite olarak hesaplandi.

3.9  Elektrospinning Yontemi ile Fiberlerin Hazirlanmasi

Fitaz immobilizasyonu i¢in kullanacak olan fiberler laboratuar 6lgekli elektro-egirme
(elektrospinning) cihaz1 kullanilarak tretildi (Sekil 3.4). Fiber iiretimi i¢in uygun
elektrospinning ortam sartlar1 saglandiktan sonra (uygulanan voltaj, siringa ile toplama
ekran1 arasindaki mesafe, akis hiz1 gibi) farkh fitaz ile polimer ¢ozelti ve karisimlari

kullanilarak fiber tiretimi gerceklestirildi.

Fitaz iceren ve "
igermeyen g“‘ .
Siringa polimer ) \ 'i‘
| / Igne ‘ \
o i N
i==1 | ¥ r \ ‘ \ \ \\‘
R R s Q\ . N
Taylor AN
[ Pompa ] konisi ‘\\\lh
|
Toplama ekrani
+ (collector)
Yuksek voltaj _

Sekil 3.4 Fitaz iceren ve igermeyen fiberlerin tiretimi

3.9.1 Polivinil alkol (PVA) iceren Nanofiberlerin Uretimi

PVA igeren fiberlerin elde edilmesi i¢in oncelikle 8 g PVA 100 mL 0,1 M sodyum
asetat (NaOAc, pH 5,0) igerisinde c¢oziilerek %8 (W/v)’lik ¢ozeltisi hazirlandi.
Hazirlanan PVA ¢ozeltisi igerisine farkli derisimlerde fitaz (%0,5, 1,0, 1,5 ve 2,0; v/v)
eklendi ve ¢ozelti karigimi 2 saat oda sicakliginda diisiik rpm’de manyetik karistirici ile

karistirildi. Daha sonra i¢ ¢ap1 0,07 mm olan 5 mL’lik bir siringa igerisine alinan PVA
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cozeltisi 23 kV, 1,5 mL/saat ¢ozelti akis hizinda ve igne ile toplama ekrani arasindaki
mesafe 13 cm olan elektrospinning parametreleri kullanilarak nanofiberler enzim

icerecek ve igermeyecek sekilde tiretildi (Sekil 3.5) [51].

F}Ea

Boriilce

~
&

Elektrospinning

v

HEESE
PVA c¢ozeltisi
8% (wi/v)

Fitaz immobilize edilmis nanofiber

\ J

Sekil 3.5 Enzim iceren/icermeyen PV A nanofiberlerin eldesi

3.9.2 PVA ve Kitosan (CS) Iceren Nanofiberlerin Uretimi

Polivinil alkol (PVA) ve kitosan (CS) igeren fiberlerin iiretimi igin 6ncelikle 12 g PVA
ve 2 g CS 100 mL 0,1 M sodyum asetat (pH 5,0) icerisinde ayr1 beherlerde ¢oziilerek
sirastyla %12°lik (w/v) PVA ve %2’lik (w/v) CS ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan
cozeltilerden 90 mL PVA ve 10 mL CS alinarak (v/v) bu iki ¢6zelti bir beher icerisinde
homojen bir ¢ozelti elde edinceye kadar oda sicakliginda karistirildi. Hazirlanan PVA -
CS ¢ozeltisi igerisine farkli derisimlerde (%0,5, 1,0, 1,5 ve 2,0; v/v) fitaz eklendi ve
¢Ozelti karigimi 2 saat oda sicakliginda diisiik rpm’de manyetik karistirici ile karistirildi.
Daha sonra i¢ ¢ap1 0,07 mm olan 5 mL’lik bir siringa igerisine alinan PVA-CS ¢ozeltisi
23 kV, 0,5 mL/saat ¢ozelti akis hizinda ve igne ile toplama ekran1 arasindaki mesafe 12
cm olan elektrospinning parametreleri kullanilarak nanofiberler enzim icerecek ve

icermeyecek sekilde tiretildi (Sekil 3.6) [41].
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PVA-CS

Sekil 3.6 Enzim igeren/igermeyen PVA-CS nanofiberlerin eldesi

3.9.3 PVA ve Sodyum Aljinat (SA) iceren Nanofiberlerin Uretimi

Polivinil alkol (PVA) ve sodyum aljinat (SA) iceren fiberlerin elde edilmesi icin
oncelikle 10 g PVA ve 2 g SA 100 mL 0,1 M sodyum asetat (pH= 5.0) igerisinde ayr1
beherlerde ¢oziilerek sirasiyla %10°luk (w/v) PVA ve %2’lik (w/v) SA c¢ozeltileri
hazirlandi. Hazirlanan ¢6zeltilerden 80 mL PVA ve 20 mL SA alinarak (v/v) bu iki
¢oOzelti bir beher igerisinde homojen bir ¢ozelti elde edinceye kadar oda sicakliginda
karistirildi. Hazirlanan PVA-SA ¢ozeltisi igerisine farkli derisimlerde (%0,5, 1,0, 1,5 ve
2,0; v/v) fitaz eklendi ve ¢ozelti karisimi 2 saat oda sicakliginda diisiik rpm’de manyetik
karistirict ile kanistirildi. Daha sonra i¢ ¢ap1 0,07 mm olan 5 mL’lik bir siringa igerisine
alman PVA-SA ¢ozeltisi 23 kV, 0,3 mL/saat ¢ozelti akis hizinda ve igne ile toplama
ekrani1 arasindaki mesafe 14 cm olan elektrospinning parametreleri kullanilarak

nanofiberler enzim igerecek ve icermeyecek sekilde tiretildi [3] (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Enzim igeren/icermeyen PVA-SA nanofiberlerin iiretimi
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A

DENEYSEL BULGULAR

4.1 Uygun Fitaz Kaynaginin Saptanmasi

Calismanin ilk asamasinda uygun fitaz kaynagini belirlemek ve fitaz izolasyonunda

kullanilmak iizere yerel marketlerden temin edilen 28 adet tahil, kuruyemis ve baklagil

cesidi bitki kaynagi olarak kullanildi. Fitaz eldesi i¢in kullanilan bitki kaynaklarinin

total Uinite, total protein ve spesifik aktivite degerleri Tablo 4.1°de 6zetlendi.

Tablo 4.1 Uygun fitaz kaynaginin belirlenmesi i¢in kullanilan bitki kaynaklari

Boriilce Fabaceae 70,70+0,82 15,89+0,62 4,45+0,88
Kabuklu i¢ bakla Fabaceae 35,98+0,10 15,04+0,08 2,39+0,07
Kabuksuz i¢ bakla Fabaceae 16,35+0,13 26,33+0,33 0,61+0,02
Bugday Poaceae 24,53+1,63 34,58+0,42 0,71+0,05
Kabak ¢ekirdegi ici Cucurbitaceae 16,60+4,68 49,8444,35 0,33+0,20
Kirmizi mercimek Fabaceae 45,69+2,46 80,84+0,45 0,57+0,05
Yesil mercimek Fabaceae 37,55+£3,27 68,92+3.62 0,55+0,02
Fasulye Fabaceae 7,74+0,08 15,11+0,32 0,51+0,03
Nohut Fabaceae 3,97+1,44 83,08+3,10 0,05+0,02
Meksika fasulyesi Fabaceae 25,55+0,33 65,98+0,20 0,34+0,05
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Tablo 4.1 Uygun fitaz kaynaginin belirlenmesi i¢in kullanilan bitki kaynaklari (devami)

Barbunya

Kavun c¢ekirdegi

Yulaf

Antep fistig1

Aygicegi cekirdegi

Badem

Bulgur

Ceviz

Findik

Kabak ¢ekirdegi kabugu

Menengig

Misir

Piring

Soya fasulyesi

Susam

Yer fistig1

Bezelye

Asma yapragi

* -1 Total tinite ve spesifik aktivite gozlenmedi.

Fabaceae

Cucurbitaceae

Poaceae

Anacardiaceae

Asteraceae

Rosaceae

Poaceae

Juglandaceae

Betulaceae

Cucurbitaceae

Anacardiaceae

Poaceae

Poaceae

Fabaceae

Pedeliaceae

Fabaceae

Fabaceae

Vitaceae

20,90+0,22

37,36+0,16

75,22+0,82

39,39+0,12

40,62+0,10

0,49+0,09

53,5240,21

77,13 £3,98

4,18+0,06

29,29+0,57

42,92+0,20

9,7£0,12

15,10+0,17

15,01+0,12

16,02+0,89

4,93+0,11

4,99+0,15

29,99+0,14

65,14+0,14

21,38+0,38

0,28+0,08

0,14+0,02

0,92+0,05



Reddy ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢aligmada da belirtildigi iizere fitaz
aktivitesi lizerine birka¢ etmen etki etmektedir. Bunlardan ilki bitkilerin ¢imlenme
stiresidir. Cimlenme sliresince bitkiler bakteriyel fitazlar tarafindan hidrolizlenir ve
bunun sonucunda da bitkideki fitaz aktivitesi diismektedir. Bunun disinda g¢evresel
degisiklikler, bitkinin yetistirildigi cografi konum, go¢ sartlari, toprak tiirli, kullanilan
giibre tiirleri gibi ¢evresel etmenlerde bitkilerde bulunan fitaz miktarim1 etkilemektedir

[52].

Elde edilen sonuglardan ve Tablo 4.1°den de goriildiigii gibi uygun fitaz kaynagin
saptamak amaciyla test edilen bitki kaynaklarindan boriilce (total {iinite: 70,70+0,82
U/mL ve spesifik aktivite: 4,45+0,88 U/mg protein), kabuklu i¢ bakla (total tinite:
35,98+0,10 U/mL ve spesifik aktivite: 2,39+0,07 U/mg protein), kabuksuz i¢ bakla
(total tinite: 16,35+0,13 U/mL ve spesifik aktivite: 0,61+0,02 U/mg protein), bugday
(total tnite: 24,53+1,63 U/mL ve spesifik aktivite: 0,71+0,05 U/mg protein), kabak
cekirdegi ici (total tnite: 16,60+4,68 U/mL ve spesifik aktivite: 0,33+0,20 U/mg
protein), kirmizi mercimek (total tnite: 45,69+2,46 U/mL ve spesifik aktivite:
0,57+0,05 U/mg protein), yesil mercimek (total tinite: 37,55+3,27 U/mL ve spesifik
aktivite: 0,55+0,02 U/mg protein), fasulye (total {inite: 7,74+0,08 U/mL ve spesifik
aktivite: 0,51+0,03 U/mg protein), nohut (total iinite: 3,97+1,44 U/mL ve spesifik
aktivite: 0,05+0,02 U/mg protein), Meksika fasulyesi (total tinite: 25,55+0,33 U/mL ve
spesifik aktivite: 0,34+0,05 U/mg protein), barbunya (total tinite: 20,90+0,22 U/mL ve
spesifik aktivite: 0,28+0,08 U/mg protein), kavun ¢ekirdegi (total iinite: 5,68+0,07
U/mL ve spesifik aktivite: 0,14+0,02 U/mg protein) ve yulaf (total iinite: 37,36+0,16
U/mL ve spesifik aktivite: 0,92+0,05 U/mg protein) igin total iinite, total protein ve
spesifik aktivite degerleri hesaplandi. Diger bitki kaynaklar1 (Antep fistig1, aycigegi
cekirdegi, badem, bulgur, ceviz, findik, kabak c¢ekirdegi kabugu, menengi¢, misir,
piring, soya fasulyesi, susam, bezelye, asma yapragi ve yer fistig1) i¢in ise total {inite

belirlenemedigi i¢in spesifik aktivite degerleri de hesaplanamadi.

Elde edilen sonuclara gore en fazla total {linite ve spesifik aktivite degerleri boriilce
bitkisinden elde edildi. Bu yiizden, calisma kapsaminda uygun fitaz kaynagi olarak
bortilce bitkisi kullanildi.
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4.2  Bériilceden Fitazin izolasyonu

Boriilce bitkisinden elde edilen fitazin izolasyonu ve kismi saflagtirilmasi i¢in 6ncelikle
bériilce homojenizasyonu saglamak amaciyla mekanik olarak +4°C’de parcalandi. Daha
sonra, parcalanan bitki kaynaklar1 iki kat bez tiilbentten siiziildii. Slizme islemi
sonrasinda elde edilen homojenatlar 10 dakika boyunca 10000 rpm’de +4°C’de
santrifiijlendi. Santrifiij islemi sonrasinda elde edilen tstteki kistm ham 6ziit olarak elde
edildi. Elde edilen ham o6ziitten fitazin saflastirilmasi icin farkli oranlarda amonyum
stilfat ((NH4)2SO,) kullanilarak ham 6ziit ile ¢oktiirme islemi uygulandi. Elde edilen
total tinite ve spesifik aktivite degerleri Tablo 4.2°de gosterildi.

Tablo 4.2 Farkli doygunluk oranlarinda ham 6ziitten fitaz ¢oktiirmesi

Ham o6ziit 45,410 1,944 23,362
%10 1,113 0,121 9,205
%20 2,385 0,123 19,404
%30 3,205 0,141 22,717
%40 4,779 0,099 48,136
%50 11,533 0,082 140,494
%60 15,487 0,047 327,485
%70 15,026 0,052 291,244
%80 14,487 0,056 257,819
%90 13,651 0,072 190,152

Elde edilen sonuglara gore en fazla fitaz total {initesinin (15,487 U/mL) ve spesifik

aktivitenin (327,485 U/mg protein) %60 amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edildigi
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belirlendi. Daha sonra, amonyum siilfat (%60) ile doyurulan ¢ozelti diyaliz kesesi
yardimiyla diyaliz edildi. Diyalize edilen fitaz daha sonraki enzimatik aktivite belirleme

calismalarinda kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.

4.3  Elde Edilen Fiberlerin Optimizasyonu

Fitaz iceren ve icermeyen polivinil alkol, polivinil alkol-kitosan ve polivinil alkol-
sodyum aljinat nanofiberler farkli akis hizlarina ve enzim miktarlarina (%0,50, 1,00,

1,50, 1,75 ve 2,00) bagli olarak optimize edildi.

4.3.1 Akis Hizina Gore Nanofiberlerin Optimizasyonu

4.3.1.1 PVA iceren Nanofiberinin Akis Hizina Goére Optimizasyonu

Polivinil alkol (PVA) kullanilarak elde edilen ve fitaz iceren nanofiberler
optimizasyonu farkli akis hizinin katalitik aktivite lizerine etkisi sabit voltaj (+23 kV) ve
igne ile toplama ekrani1 arasindaki mesafe (13 cm) kullanilarak incelendi. Sekil 4.1
katalitik aktivite lizerine akis hiz1 etkisini gostermektedir. Elde edilen sonuglara gore en
yiiksek fitaz aktivitesinin 1,5 mL/h akis hizinda elde edildigi belirlendi ve bu akis hizi

degeri sonraki ¢alismalar i¢in optimum akis hiz1 degeri olarak kullanildi.
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Sekil 4.1 PV A nanofibere immobilize edilen fitazin katalitik aktivitesi lizerine akis
hizinin etkisi
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4.3.1.2 PVA-CS Nanofiberinin Akis Hizina Gére Optimizasyonu

Uretilen polivinil alkol-kitosan (PVA-CS) iceren nanofiberler iizerine fitazin katalitik
aktivitesine akis hiz1 etkisi 0,1 ile 0,7 mL/h araliginda ¢alisildi ve boncuk (bead)
olusumu nedeniyle fiber 0,7 mL/h akis hiz1 degerinin (Sekil 4.2) tlizerinde PVA-CS
iceren nanofiberler liretilemedi. Sekil 4.2'den goriildiigii gibi bagil fitaz aktivitesinin en
yikksek oldugu akis hizi 0,5 mL/h olarak bulundu ve bu akis hizi degeri diger

calismalarda optimum deger olarak kullanildi.

Serbest ve immobilize enzimlerin katalitik aktivitesi; enzim konsantrasyonu, pH ve
sicaklik gibi farkl faktdrlerden etkilenir. Destek materyalinde enzim igin yeterli substrat
yiizey alani oldugu siirece enzimin katalitik aktivitesi artar. Teepoo ve arkadaslari
yaptiklar1 bir ¢alisma da farkli enzim konsantrasyonlarindaki bir enzimin katalitik
aktivitesini belirlemek icin deneyler yapmistir. Belirli bir enzim derisimi aralifinda
artan enzim derisimi ile katalitik aktivitenin arttigini, bu degerden sonra ise sterik engel
nedeniyle katalitik aktivitenin azaldigin1 ve bu enzim konsantrasyonundan sonra destek

materyali ile enzim arasinda elektron transferinin zor oldugunu belirtmislerdir [53].
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Sekil 4.2 PVA-CS nanofibere immobilize edilen fitazin katalitik aktivitesi tizerine akis
hizinin etkisi
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4.3.1.3 PVA-SA Nanofiberinin Akis Hizina Gore Optimizasyonu

Uretilen polivinil alkol ve sodyum aljinat (PVA-SA) igeren nanofiberler, akis hiz1 ve
enzim konsantrasyonu gibi bazi elektrospinning ¢alisma parametreleri sabit voltaj (+ 23
kV) ve igne ile toplama ekrani arasindaki mesafe (14 cm) kullanilarak optimize edildi.
Bilindigi gibi, akis hiz1 iiretilen nanofiber ¢apini etkileyen en 6nemli parametrelerden

biridir ve boncuk igeren nanofiber elde edilmesinde kritik bir role sahiptir.

Enzimin katalitik aktivitesi tizerindeki akis hiz1 etkisi 0,1 ile 0,5 mL/h araliginda
calisild ve boncuk (bead) olusumu nedeniyle 0,7 mL/h akis hiz1 degerinin (Sekil 4.3)
tizerinde PVA-SA nanofiberleri iiretilemedi. PVA-SA nanofibere immobilize edilen
fitazin katalitik aktivitesi 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 ve 0,5 mL ht akis hizlar i¢in sirasiyla %84,
89, 100, 96 ve 87 olarak hesaplandi. Bu sonuglar maksimum katalitik aktivitenin 0,3 mL
h'! akis hizinda elde edildigini gosterdi ve bu akis hiz1 diger deneyler i¢in optimum akis

hiz1 degeri olarak segildi.
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Sekil 4.3 PVA-SA nanofibere immobilize edilen fitazin katalitik aktivitesi {izerine akis
hizinin etkisi

4.3.2 Enzim Miktarina Gore Nanofiberlerin Optimizasyonu
4.3.2.1 PVA Nanofiberinin Enzim Miktarina Gore Optimizasyonu

Polivinil alkol (PVA) kullanilarak elde edilen ve farkli miktarlarda fitaz igeren

nanofiberler iizerine katalitik aktivitesi belirlemek amaciyla % enzim miktarin1 1,5
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mL/h akis hizinda nanofiberler tiretildi (Sekil 4.4). Sekil 4.4’ten goriildiigii gibi katalitik
aktivite %0,50, 1,00 ve 1,50 enzim miktar1 varliginda arttig1 belirlendi ve %1,75 ile 2,00
fitaz varliginda katalitik aktivite azalmistir. Elde edilen bu sonuglara gore iiretilen

nanofiberler i¢in optimum enzim konsantrasyonu %1,5 fitaz olarak bulundu.
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Sekil 4.4 PV A nanofibere immobilize edilen fitazin katalitik aktivitesi lizerine enzim
miktarinin etkisi

4.3.2.2 PVA-CS Nanofiberinin Enzim Miktarina Gore Optimizasyonu

Polivinil alkol-kitosan (PVA-CS) kullanilarak elde edilen ve farkli miktarlarda fitaz

iceren nanofiberler {lizerine katalitik aktivitesi belirlemek amaciyla % enzim miktarini

Sekil 4.5’te farkli enzim

0,5 mL/h akis hizinda nanofiberler iiretildi.
konsantrasyonlarinin bagil fitaz aktivitesi lizerine % fitaz miktar etkisi gosterildi. Fitaz
iceren PVA-CS nanofiberinin bagil fitaz aktivitesi degerinin %0,50 ile %1,50 arasinda
artarken, %1,75 ve %2,00 fitaz varliginda azaldigi belirlendi. Bu sonuglar, destek
materyalinin fitaz etkilesimine yetersiz baglanma alani1 nedeniyle ¢ozeltide %1,50 fitaz
varliinda maksimum enzimatik aktivitenin elde edildigini gosterdi. Bu enzim
konsantrasyonu (%1,5 fitaz miktar1) ftretilen nanofiberler i¢in optimum enzim

konsantrasyonu olarak se¢ildi.
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Sekil 4.5 PVA-CS nanofibere immobilize edilen fitazin katalitik aktivitesi lizerine
enzim miktarinin etkisi

4.3.2.3 PVA-SA Nanofiberinin Enzim Miktarimma Gore Optimizasyonu

Immobilize fitazin katalitik aktivitesi iizerine enzim konsantrasyonu etkisi 0,5 mL/h
akis hizi, sabit voltaj (+23 kV) ve igne ile toplama ekram arasindaki mesafe (14 cm)
kullanilarak incelendi ve elde edilen sonuglar Sekil 4.6'da gosterildi. Fitazin enzimatik
aktivitesi, polivinil alkol-sodyum aljinat (PVA-SA) nanofiberlerinde %0,50, 1,00, 1,50,
1,75 ve %2,00 fitaz ¢ozeltisi varliginda %79, 86, 100, 92 ve %84 olarak belirlendi.
Maksimum katalitik aktivite %1,50 enzim konsantrasyonu igin hesaplandi ve bu

konsantrasyon degeri sonraki ¢aligmalar i¢in optimum deger olarak kullanildi.
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Sekil 4.6 PVA-SA nanofibere immobilize edilen fitazin katalitik aktivitesi tizerine
enzim miktarinin etkisi

4.4  Elde Edilen Nanofiberlerin Morfolojik Ozellikleri

Polivinil alkol (PVA), polivinil alkol-kitosan (PVA-CS) ve polivinil alkol-sodyum
aljinat (PVA-SA) igeren nanofiberler fitaz i¢eren ve igermeyen sekilde elde edildi ve

karakterizasyonu gerceklestirildi.

4.4.1 PVA Iceren Nanofiberin Morfolojik Ozellikleri

Elde edilen nanofiberlerin SEM goriintiileri Sekil 4.7°de gosterildi. SEM goriintiilerine
gore elde edilen PVA ve fitaz igeren PVA nanofiberleri yapisinda piiriizsiiz ve

gbzenekli bir yapiya sahip olduklari belirlendi.
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Sekil 4.7 PVA (a, c) ve PVA-fitaz (b, d) nanofiberlerin SEM ve boyut dagilim grafikleri

PVA ¢ozeltisi igerisine fitaz eklenmesi ile fiber kalitesi artmistir. Ayrica, elde edilen
fitaz igeren nanofiberlerin SEM goriintiilerine gore fitaz-PVA nanofiberleri boncuklu
(bead) bir yapiya sahiptir ve bu boncuklarin fiber yarigaplarinin 94 ile 197 nm
araliginda degistigi belirlendi. Rathnayake ve arkadaslarinin bildirdigine goére bu
boncuklu yap1 immobilize enzime ekstra bir kararlilik kazandirmakta ve bu yap1 enzimi

dis etkilere karsi korumaktadir [54].

Hazirlanan nanofiberlerin boyut dagilimi1 Image J programi kullanilarak ve 100 farkli
fiber yaricapi dlgiilerek belirlendi (Sekil 4.7¢ ve d). PVA nanofiberin fiber yarigap1 0-60
nm aralifinda ve ortalama yarigap: ise 28,13+14,74 nm olarak belirlendi. Fitaz-PVA
fiber yarigapinin ise 0-70 nm araliginda ve ortalama yarigap1 da 35,79+15,24 nm olarak
hesaplandi.
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4.4.2 PVA-CS iceren Fiberlerin Morfolojik Ozellikleri

Polivinil alkol-kitosan (PVA-CS) ve fitaz-PVA-CS nanofiberlerinin FE-SEM

gortintiileri sirastyla Sekil 4.8a ve b’de gosterildi.
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Sekil 4.8 PVA-CS (a, c) ve fitaz-PVA-CS (b, d) nanofiberlerinin SEM ve boyut dagilim
grafikleri

Sekil 4.8a'dan gorildiigi gibi, PVA-CS nanofiberi boncuklardan (beads) olusan
homojen ve ince bir yapiya sahiptir (nanofiber ¢api: 157-243 nm). Fitaz igeren PVA-CS
nanofiberin SEM goériintiisiine (Sekil 4.8b) gore, fitaz-PVA-CS nanofiberi rastgele

yonlendirilmis, ince, homojen (boncuksuz), ve stirekli nanofiber yapisindan olusmustur.

Fitaz iceren ve igermeyen PVA-CS nanofiberlerin boyut dagilimi ise sirasiyla Sekil 4.8c
ve d'de verildi. Nanofiberlerin ortalama caplar1 sirastyla PVA-CS icin 43,6+13,7 nm ve
fitaz-PVA-CS i¢in ise 65,3£26,0 nm olarak belirlendi. Bu ortalama ¢ap sonuglari,
fitazin destek materyaline immobilizasyonundan sonra PVA-CS nanofiberin ortalama

capina gore onemli Olgiide arttigini gdstermektedir.
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4.43 PVA-SA iceren Fiberlerin Morfolojik Ozellikleri

Polivinil alkol-sodyum aljinat (PVA-SA) ve fitaz-PVA-SA nanofiberlerinin FE-SEM
gorilintiileri sirasiyla Sekil 4.9a ve b’de gosterildi. Sekil 4.9a ve b'den goriildiigii gibi,
PVA-SA ve fitaz-PVA-SA iiretilen nanofiberlerin homojen, rastgele yonlendirilmis,
boncuklu (beads) bir yapiya sahiptir. Boncuk yaricaplart ise PVA-SA nanofiberi i¢in
167 ile 231 nm arasinda, fitaz-PVA-SA nanofiberi i¢inse 147 ile 219 nm arasinda
oldugu belirlendi.
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Sekil 4.9 PVA-SA (a, c) ve fitaz-PVA-SA (b, d) nanofiberlerinin SEM ve boyut dagilim
grafikleri

PVA-SA ve fitaz-PVA-SA nanofiberlerin boyut dagilimi ise sirastyla Sekil 4.9c ve d'de
verildi. Nanofiberlerin ortalama gaplar1 sirasiyla PVA-SA igin 31,9+19,2 nm ve fitaz-
PVA-SA i¢in ise 32,2+£18,2 nm olarak belirlendi. Bu ortalama cap sonuglari, fitazin
destek materyaline immobilizasyonundan sonra PVA-SA nanofiberin ortalama ¢apinin

onemli ol¢iide degismedigi saptandi.
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45 Elde Edilen Nanofiberlerin XRD Desenleri
45.1 PVA iceren Nanofiberlerin XRD Deseni

Hazirlanan fiberlerin kristal yapisin1  belirlemek amaci ile XRD analizleri
gergeklestirildi ve elde edilen XRD deseni Sekil 4.10°de verildi. PVA nanofiberin 26=
9,08, 13,89, 17,6, 23,58, 25,86 ve 27,22° XRD piklerine sahip oldugu belirlendi [55].
Fitaz iceren PVA nanofiberin XRD pikleri ise 26= 7,73, 13,02, 17,16, 19,59, 25,50 ve
27,22° gdzlendi [56]. Elde edilen pik degerlerine gore PVA ¢ozeltisi igerisine fitaz ilave
edilmesi sonrast XRD pikleri daha diisiik agili 20 degerlerine kaymistir. Bununla
birlikte, 20= 35-60 ° araliginda PVA nanofiber de gozlenen XRD piklerinin fitaz igeren
nanofiberde gozlenmemesi enzimin PVA ¢o6zeltisi igerisine homojen bir sekilde

dagildigin1 goéstermektedir [57].
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Sekil 4.10 Hazirlanan PV A ve fitaz iceren PVA nanofiberlerin XRD deseni

45.2 PVA-CS iceren Nanofiberin XRD Desenleri

Sekil 4.11 PVA-CS ve fitaz-PVA-CS nanofiberlerin X-Isin1 Kirinim (XRD) modelini
gostermektedir. Sekil 4.11'den goriildigl gibi, PVA-CS nanofiberi 26= 7,15, 14,17,
19,55 ve 22,63%de XRD pikleri gozlendi. PVA-CS nanofiber ¢ozeltisine fitaz
eklendiginde iiretilen nanofiberin (fitaz-PVA-CS) XRD pikleri 20= 6,88, 13,43, 20,14
ve 22,56%de gozlendi. Elde edilen XRD sonuglarina gére, enzimin PVA-CS nanofiber
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cozeltisine homojen dagilmasi nedeniyle XRD pikleri daha diisiik 20 degerlerine kaydi.
Ayrica, 20= 30° civarinda gériilen pik, fitaz ve destek malzemesi (PVA-CS elektrospun

fiber) arasindaki giiglii etkilesimden kaynaklanmaktadir [58].
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Sekil 4.11 PVA-CS ve fitaz-PVA-CS nanofiberlerinin XRD deseni

453 PVA-SA iceren Nanofiberin XRD Desenleri

Sekil 4.12 PVA-SA ve fitaz-PVA-SA nanofiberlerin X-Isin1 Kirinim (XRD) desenini
gostermektedir. Sekil 4.12'de goriildiigii gibi, PVA-SA nanofiberi 26= 9,00°, 12,20° ve
22,97° zayif XRD pikleri gozlendi. PVA-SA nanofiber ¢ozeltisine fitaz eklendiginde
tiretilen nanofiberin (fitaz-PVA-SA) zayif XRD pikleri 26= 10,10°, 12,82° ve 21,98°'de
gozlendi. PVA-SA ve fitaz-PVA-SA nanofiberleri ayrica giiglii hidrojen-bag
etkilesimlerinden dolay1 sirasiyla 26= 19,69° ve 19,19°'de giicli bir XRD pikleri
gozlenmistir [59]. Elde edilen bu sonuglara gore enzimin nanofiber igerisine
immobilizasyonundan sonra fitazin nanofiber icerisinde homojen dagilimi ve elektro-
egirme islemi sirasinda polimerik zincirlerin konformasyonundaki degisiklikler
nedeniyle XRD piklerinde farklilar gozlendi. Ayrica, nanofiberlerin yapisinda SA ve
PVA varligindan dolay1 gozlenen XRD pikleri 26= 13° ve 20° civarinda goriildii ve 20=
30°'den sonra goriilen XRD piklerinin, PVA-SA nanofiberleri ile fitaz arasinda gii¢lii
bir etkilesim oldugu kanitlanmistir [58].
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Sekil 4.12 PVA-SA ve fitaz-PVA-SA nanofiberlerinin XRD deseni

4.6  Elde Edilen Nanofiberlerin FT-IR Spektrumlari
4.6.1 PVA Iceren Nanofiberin FT-IR Spektrumlari

Elde edilen fiberlerin yapisindaki karakteristik hidroksil (-OH) gerilme titresimi 3280
cm civarinda gozlendi. Fiberlerin yapisindaki alifatik —~CH, gerilme titresimi 2920 cm™
civarinda, PVA’nin yapisindaki asetil grubunun —C-O titresimi ise 1080 cm™ civarinda
gdzlendi [56]. PVA ve fitaz yapisinda sirastyla 1716 ve 1637 cm™de goriilen karbonil
titresimi borlilceden kismi saflastirilmis fitaz igeren fiberlerin yapisinda 1562 cm™

civarinda gozlendi (Sekil 4.13) [57].
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Sekil 4.13 PV A, fitaz ve %0,1 ile %0,3 oraninda fitaz iceren fiberlerin FT-IR
spektrumlari

4.6.2 PVA-CS iceren Nanofiberin FT-IR Spektrumlari

Kitosan (CS), polivinil alkol (PVA), PVA-CS nanofiber, substrat (sodyum fitat) ve
enzim igeren nanofiberin (fitaz-PVA-CS) FT-IR spektrumlari1 Sekil 4.14’te verildi. Sekil
4.14’ten goriildiigii gibi PVA’nin yapisindaki hidroksil (-OH) gerilme titresimi 3290
cm™de gorildii. Ayrica, PVA’nmin yapisindaki -C-O ve alifatik -CH (AI-CH) gerilme
titresimleri sirasiyla 1087 ve 2909 cm™de gozlendi. Kitosanin yapisindaki asetil
grubunun eter (-C-O-C) ve karbonil (-C=0) gerilme titresimleri sirasiyla 1032 ve 1647
cm™’de goriildii. Ayrica, kitosanin FT-IR spektrumunda 3346 cm™de gozlenen piki

yapisindaki hidroksil (-OH) ve amin (-NH;) gerilme titresimlerinin Ortiismesinden
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kaynaklanmaktadir [41]. PVA-CS nanofiberinin yapisindaki -OH/NH,, Al-CH, karbonil
(-C=0), ve eter (-C-O-C) gerilme titresimleri sirasiyla 3275, 2920, 1650 ve 1097 cm’
Lde goriildii. Sodyum fitatin (substrat) yapisindaki fosfat (PO,>) ve -C-O-P gerilme
titresimleri sirasiyla 1186 ve 912 cm ™ de gozlendi [60]. Fitaz igeren PVA-CS
nanofiberin  (fitaz-PVA-CS) FT-IR spektrumuna goére nanofiberin yapisindaki
-OH/NH,, Al-CH, karbonil (-C=0), eter (-C-O-C), fosfat (PO,>) ve -C-O-P gerilme
titresimleri sirasiyla 3287, 2921, 1670, 1085, 1130 ve 838 cm™de gorildii.

1186
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912
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Sekil 4.14 CS, PVA, PVA-CS nanofiber, substrat (sodyum fitat) ve enzim igeren
nanofiberin FT-IR spektrumlari
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4.6.3 PVA-SA iceren Nanofiberin FT-IR Spektrumlari

Polivinil alkol (PVA), sodyum aljinat (SA), PVA-CS nanofiber, substrat (sodyum fitat)
ve enzim igeren nanofiberin (fitaz-PVA-CS) FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.15’te verildi.
Sekil 4.15’ten goriildigi gibi PVA’nin yapisindaki hidroksil (-OH) gerilme titresimi
3290 cm™de goriildii. Ayrica, PVA’nin yapisindaki -C-O ve alifatik -CH (Al-CH)
gerilme titresimleri sirasiyla 1087 ve 2909 cm™de gozlendi. Sodyum aljinatin
yapisindaki —OH, AI-CH, karboksilat anyonu (—COO-), simetrik ve anti-simetrik
karbonil (—-C=0) gerilme titresimleri sirastyla 3270, 2916, 1306, 1596ve 1406 cm™’de
gozlendi [61]. PVA-SA nanofiberinin yapisindaki -OH, AI-CH, -C-O, —COO-,
simetrik ve anti-simetrik karbonil (—C=0) titresimleri sirasiyla 3305, 2923, 1085, 1339,
1572 ve 1404 cm™'de kaydedildi. Sodyum fitatin (substrat) yapisindaki fosfat (PO, ve
-C-O-P gerilme titresimleri sirasiyla 1186 ve 912 cm de gozlendi. Fitaz iceren PVA-
CS nanofiberin (fitaz-PVA-CS) FT-IR spektrumuna gére nanofiberin yapisindaki -
OH/NH,, Al-CH, karbonil (-C=0), eter (-C-O-C), fosfat (PO,>) ve -C-O-P gerilme
titresimleri sirastyla 3287, 2921, 1670, 1085, 1130 ve 838 cm™de gorildii. Fitaz igeren
PVA-SA nanofiberinin yapisindaki —OH, Al-CH, PO43', -C-O-P, - COO-, —C-O,
simetrik ve anti-simetrik karbonil (—C=0) gerilme titresimleri sirasiyla 3293, 2919,
1129, 926, 1331, 1091, 1573 ve 1417 cm™de gorildi. Fitaz igeren PVA-SA
nanofiberinin gerilme titresimleri, PVA-SA nanofiber ve substrat ile karsilastirildiginda
fitaz ve destek malzemesi arasindaki hidrojen bagi etkilesiminden dolay1 FT-IR
titresimlerinde kiiclik degisikler gdzlendi. Ayrica, enzim igeren nanofiberin yapisindaki
sodyum fitattan kaynaklanan 1129 ve 926 cm™de goriilen gerilme titresimleri, enzimin

nanofiber i¢inde iyi bir sekilde dagildiginin kanitidir [60].
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Sekil 4.15 PVA, SA, PVA-SA nanofiber, substrat (sodyum fitat) ve enzim igeren
nanofiberin FT-IR spektrumlari

4.7 Elde Edilen Nanofiberlerin Termal Ozellikleri

4.7.1 PVA iceren Nanofiberin TGA ve DSC Egrileri

PVA igeren nanofiberlerin (PVA ve PVA-fitaz) termal 6zellikleri Termogravimetrik
analiz (TGA) ve diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) ile aydinlatildi (Sekil 4.16).
Nanofiberlerin termal 6zellikleri, 600°C'de %20 (T20), %50 (T50) agirlik kaybi
sicakliklart ve komiir kalintis1 (char) cinsinden degerlendirildi. T20, T50 ve char
degerleri PVA nanofiber i¢in sirasiyla 246°C, 258°C ve %15,23 fitaz iceren PVA
nanofiber i¢in ise sirasiyla 248°C, 267°C ve %11,10 olarak belirlendi. Bu sonuglardan
da goriilebilecegi gibi PVA ve enzim igceren PV A nanofiberlerinin T20 ve T50 degerleri
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birbirine ¢ok yakindir. Fitaz-PVA nanofiberin char kalintis1 ise PVA nanofiberinden
daha diistiktiir.
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Sekil 4.16 Fitaz iceren ve icermeyen PV A nanofiberlerin TGA (a) ve DSC egrileri (b)

Nanofiberlerin DSC egrilerinden goriilebilecegi gibi, nanofiberler 220 ve 300 °C
civarinda iki endotermik pik gdzlendi. Ik gdzlenen pik PVA ve fitaz-PVA igin sirastyla
213 ve 215°C'de bir omuz olarak gozlendi. Ikinci pik ise PVA ve fitaz-PVA i¢in

sirasiyla 275 ve 276 °C olarak belirlendi. Literatiire gore nanofiberlerin yapisinda
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gozlenen bu piklerin, nanofiberlerin erimesi nedeniyle ilk pikin gézlendigini ve ikinci
pikin ise nanofiber yapinin azot atmosferi altinda pargalanmasina baglandigini
belirtmistir. Bu sonuglar, PVA nanofiber igerisine fitazin eklenmesi DSC piklerinin
artmasina neden olmustur. Bu artmanin sonucu fitaz ile PVA nanofiberinin fonksiyonel

grubu arasindaki giiglii etkilesimin kaniti oldugunu gosterdi [54].

4.7.2 PVA-CS iceren Nanofiberin TGA ve DSC Egrileri

PV A ve kitosan igeren nanofiberlerin (PVA-CS ve PVA-CS-fitaz) TGA ve DSC egrileri
Sekil 4.17°de gosterildi. Elde edilen nanofiberlerin T20, T50 ve char degerleri PVA-CS
nanofiber i¢in sirastyla 237°C, 278°C ve %8,25, fitaz igeren PVA-CS nanofiber i¢in ise
sirasiyla 247°C, 266°C ve %9,85 olarak belirlendi. Bu sonuglardan da goriilebilecegi
gibi PVA-CS ve enzim i¢eren PVA-CS nanofiberlerinin T20 ve T50 degerleri birbirine
cok yakindir. Fitaz-PVA-CS nanofiberin char kalintis1 ise PVA-CS fiberinden daha
yiiksek oldugu belirlendi.

PVA-CS ve fitaz-PVA-CS nanofiberlerin Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC)
egrileri Sekil 4.17b’de gosterildi. Nanofiberlerin DSC egrilerinden goriilebilecegi gibi,
nanofiberler 210 ve 330°C civarinda iki endotermik pik gosterildi. Ik gdzlenen pik
PVA-CS ve fitaz-PVA-CS igin sirasiyla 211 ve 215°C'de bir omuz olarak gozlendi.
Ikinci pik ise PVA-CS ve fitaz-PVA-CS ig¢in sirasiyla 330 ve 335°C olarak belirlendi.
Literatiire gore nanofiberlerin yapisinda gozlenen bu piklerin, nanofiberlerin erimesi
nedeniyle ilk pikin gézlendigini ve ikinci pikin ise nanofiber yapinin nitrojen atmosferi
altinda parcalanmasina baglandigini belirtmistir. Bu sonuclar, PVA-CS nanofiber
icerisine fitazin eklenmesi DSC piklerinin artmasina neden olmustur. Bunun artmanin
sonucu fitaz ile PVA-CS nanofiberinin fonksiyonel grubu arasindaki gii¢lii etkilesimin

kanitt oldugunu gosterdi [54].
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Sekil 4.17 PVA-CS ve fitaz-PVA-CS nanofiberlerinin TGA (a) ve DSC (b) egrileri

4.7.3 PVA-SA iceren Nanofiberin TGA ve DSC Egrileri

PVA-SA ve fitaz-PVA-SA termal kararliliklar1 ve termal gegis sicakliklari sirasiyla
Termogravimetrik Analiz (TGA) ve nanofiberlerin Diferansiyel Taramali Kalorimetri
(DSC) egrileri sirasiyla Sekil 4.18a ve b’de gosterildi. Sekil 4.18a’dan goriildigi gibi
nanofiberler ii¢ basamakta bozunmaktadir. Ik basamakta (yaklasik %10 agirlik kaybr),
fiziksel olarak bagli su molekiillerinin nanofiber yapisindan uzaklastirilmasi nedeniyle 0

ile 100 °C arasinda gdzlendi. Ikinci basamak 100 ile 400 °C aralifinda (yaklasik %70
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agirlik kaybi) saptandi ve bu bozunma asamasi, polimer zincirinin bozunmasi ve su
molekiillerinin  eliminasyonundan dolayr g6zlenmistir. Son basamakta ise
karbonizasyon nedeniyle 400 ve 600°C arasinda (yaklasik %5 agirlik kaybi) gozlendi
[13, 14]. Ayrica, nanofiberlerin termal 6zellikleri, 600°C'de %20 (T20), %50 (T50)
agirlik kaybr sicakliklart ve komiir kalintis1 (char) cinsinden degerlendirildi. T20, T50
ve char degerleri PVA-SA nanofiber igin sirasiyla 247°C, 270°C ve %11,72 fitaz igeren
PVA-SA nanofiber iginse sirasiyla 244°C, 267°C ve %14,65 olarak belirlendi. Bu
sonuglardan da goriilebilecegi gibi PVA-SA ve enzim i¢eren PVA-SA nanofiberinin
T20 ve T50 degerleri birbirine ¢ok yakindir. Fitaz-PVA-SA nanofiberin char kalintisi
ise PVA-SA fiberinden daha yiiksektir. Bunun nedeni ise PVA-SA ve fitaz arasindaki
giiclii hidrojen bagi etkilesiminden dolayidir.

Nanofiberlerin DSC egrileri Sekil 4.18b'de verildi. Nanofiberlerin DSC egrilerine gore,
PVA-SA nanofiberi i¢in sirastyla 216 ve 278°C'de ve fitaz-PVA-SA nanofiberi igin 212
ve 270°C'de bir omuz ve biiylik endotermik pik gézlendi. Gézlenen bu pikler, nitrojen
atmosferi altinda nanofiber yapisinin erimesine ve ayrismasindan kaynaklanmaktadir
[54]. Elde edilen sonuglara gore fitaz-PVA-SA nanofiberinin erime ve bozunma
sicakliklari, enzim immobilizasyonundan sonra PVA-SA'nin kristal yapisinin bozulmast

nedeniyle daha diisiik sicakliga diistiigii goriildii.
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Sekil 4.18 PVA-SA ve fitaz-PVA-SA nanofiberinin TGA (a) ve DSC (b) egrisi

4.8  Serbest ve Immobilize Enzimin Karakterizasyonu
4.8.1 Serbest ve Immobilize Enzimin Katalitik Aktivitesi Uzerine pH Etkisi

Serbest enzim ve nanofiberlere (PVA, PVA-CS ve PVA-SA) immobilize edilen fitazin
katalitik aktivitesi lizerine pH etkisi incelemek amaciyla farkli pH ortamlarinda (pH 2

ile 9 araliginda) enzimlerin katalitik aktiviteleri hesaplandi.
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4.8.1.1 Serbest ve PVA Nanofibere immobilize Edilen Enzimin Katalitik Aktivitesi
Uzerine pH Etkisi

Enzimatik aktivite degeri amino asit yan zincirlerinin protonlanmasi (protanation) veya
hidrojen iyonlarinin ayrilmasina (deprotonation) bagli olarak pH degisimlerinden
etkilenir [62]. Sekil 4.19’de, farkli pH tamponlarindaki fitazin enzimatik aktivite
degerleri gosterildi. Serbest fitazin % bagil aktivitesi pH 4,0, 5,0 ve 6,0 i¢in sirasiyla
yaklagik olarak %380, 100 ve 70 bulundu ve pH 8,0 ve 9,0 ise bagil aktivenin
kayboldugu gozlendi. Immobilize fitazin % bagil aktivitesinin pH 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0,
7,0, 8,0 ve 9,0 i¢in sirastyla %82, 84, 88, 100, 70, 65, 58 ve 20 olarak belirlendi ve bu
sonuclara gore immobilize fitaz yiiksek pH degerlerinde enzimatik aktivitesini
korumaktadir. Flde edilen enzimatik aktivite degerlerine gore serbest ve immobilize
fitaz i¢in optimum pH degerinin 5,0 oldugu saptandi. Fitazlar farkli pH ortamlarindaki
optimum enzimatik aktivite degerlerine gore asidik (pH 5,0), nétr (pH 7,0) ve bazik (pH
8,0) olarak siniflandirilmaktadir ve bitki kokenli fitazlarin optimum pH degeri asidiktir
(pH 5,0) [63]. Ayrica, asidik fitazlar, substrat 6zgiilliigii, sindirilebilirligi ve bu fitaz
tipinin uygulanabilirligi nedeniyle endiistriyel uygulamalar i¢in daha fazla tercih edilir
[64].
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Sekil 4.19 PVA nanofibere immobilize edilen fitaz aktivitesi lizerine pH etkisi

4.8.1.2 PVA-CS Nanofibere immobilize Edilen Enzimin Katalitik Aktivitesi

Uzerine pH Etkisi

Sekil 4.20 serbest ve immobilize enzimin pH'a bagli bagil fitaz aktivitesi profilini

gostermektedir. Bilindigi gibi, pH ve sicaklik, serbest ve immobilize enzimin katalitik

aktivitesi tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir [55].
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Sekil 4.20 PVA-CS nanofibere immobilize edilen fitaz aktivitesi lizerine pH etkisi
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Serbest fitazin bagil aktivitesi pH 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0 i¢in sirasiyla
46,96, 55,84, 78,89, 100, 74,44, 63,11, 8,86 ve 0,17 olarak bulundu. Bu sonuglara gore,
serbest enzimin % bagil fitaz aktivitesi pH 7,0'den sonra keskin bir sekilde azalmistir.
Bu pH degerleri i¢in immobilize enzimin katalitik aktivitesi ise 65,85, 71,30, 72,19,
77,58, 100, 76,61, 71,34 ve 61,75 olarak hesaplandi. Bu sonuglara gore serbest ve
immobilize fitazin optimum pH degeri sirasiyla pH 5,0 ve 6,0 olarak belirlendi ve pH
degerinin enzim immobilizasyonundan sonra degistigini  gbzlendi. Boriilce
tohumlarindan elde edilen saflastirilmis fitaz, immobilize edilmeden 6nce ve edildikten
sonra asidik Ozelliklere sahiptir. Nunes ve Kumar tarafindan yapilan bir ¢alismada
fitazin optimum pH degerine gore alkali, n6tr ve asidik olarak siniflandirilabilecegini ve
bitki kaynakli fitazin pH 5,0 civarinda optimum pH degerine sahip oldugunu belirtildi
[63]. Ayrica, fitaz PVA-CS nanofiberine immobilize edildiginde pH degisimine kars1
bir kararlilik kazanmis ve pH 4,0 ve 5,0 degerleri disindaki biitiin pH degerlerinde
serbest enzime gore daha yiiksek katalitik aktivite gostermistir. Bilindigi gibi destek
materyalindeki ytiklii fonksiyonel gruplarin (PVA-CS nanofiber) ve fitaz ile nanofiber
arasindaki hidrojen bagi gibi ikincil etkilesimin varliginda, immobilize enzimlerin
optimum pH degerleri degisebilir [65]. Ayrica ikincil etkilesimin olusmasi fitazin
hareketliligini engellemis ve enzimin 3 boyutlu yapisini denatiirasyondan korumustur
[66].

4.8.1.3 PVA-SA Nanofibere immobilize Edilen Enzimin Katalitik Aktivitesi
Uzerine pH Etkisi

Sekil 4.21 serbest ve immobilize enzimin pH'a bagli bagil fitaz aktivitesi profilini

gostermektedir.
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Sekil 4.21 PVA-SA nanofibere immobilize edilen fitaz aktivitesi iizerine pH etkisi

Katalitik aktivite, sirasiyla serbest ve immobilize fitaz i¢in pH 2,0 ile 5,0 ve pH 2,0 ile
6,0 araliginda arttinlmis ve bu degerlerden sonra kademeli olarak azalmistir.
Immobilize fitazin maksimum katalitik aktivitesi pH 6,0 olarak tespit edilmis ve fitaz
aktif gruplarimin iyonizasyon yiikii nedeniyle immobilize fitazin pH degeri nétral pH
degerine dogru kaymustir. Bu ¢alismada fitaz bir bitkiden (boriilce tohumlari) izole
edilmis ve bitki bazli fitazlar genellikle asidik o6zellikler (pH 5,0 civarinda)
sergilemektedir. Ayrica, immobilize fitaz, serbest fitaza kiyasla daha genis bir pH
araliginda daha yiliksek pH stabilitesi sergilemis ve enzimin PVA-SA nanofibere

immobilizasyonundan sonra pH kararlilig1 artmistir.

4.8.2 Serbest ve immobilize Fitazin Katalitik Aktivitesi Uzerine Sicakhik EtKisi

Enzimin katalitik aktivitesi tlizerine sicaklik etkisini arastirmak ig¢in serbest ve

immobilize fitazin % bagil aktivitesi 25 ile 95°C arasinda ¢alisildi.
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4.8.2.1 Serbest ve PVA Nanofibere immobilize Edilen Fitazin Katalitik AKktivitesi
Uzerine Sicaklik EtKkisi

Serbest ve immobilize enzimin sicaklik etkisi, %1,5 fitaz i¢ceren 2,5 mg PV A nanofiberi
kullanilarak optimum kosullar altinda incelendi (Sekil 4.22). Serbest enzimin % bagil
aktivitesi 25 ile 45°C arasinda artmistir ve maksimum enzimatik aktivite degeri 45°C'de
elde edildi. 45°C'den sonra serbest fitazin enzimatik aktivitesi azalmistir. Immobilize
fitazin % bagil aktivitesi 25°C ile 65°C araliginda artmistir ve immobilize enzimin
maksimum enzimatik aktivitesi 65°C'de elde edildi. Bu sicakliktan sonra ise immobilize
enzimin % bagil aktivitesi yavas bir sekilde diismiistiir. Bu sonuglara gore, immobilize
fitazin maksimum % bagil aktivite gosterdigi sicaklik 65°C'ye kaymis ve bu enzimin
optimum sicakligi serbest fitaza kiyasla artmistir. Bu sicaklik degerindeki artis
muhtemelen iyonik veya hidrofobik etkilesimlerden ve fitaz ile destek materyali
arasindaki hidrojen baglar1 gibi ikincil etkilesimlerden kaynaklanmaktadir.
Immobilizasyon igin destek materyali olarak hidroksil grubu (-OH) bakimindan zengin
bir polimer olan polivinil alkol (PVA) kullanilmis ve bu polimer, yliksek sicakliklara
dayanma kabiliyeti nedeniyle immobilize enzimin optimum sicakligini degistirmistir
[67]. Ayrica, pH ve sicaklik i¢in enzimatik aktivite sonuglari, immobilize fitazin daha
genis bir pH araliginda enzimatik aktiviteye ve daha yiiksek bir sicaklikta optimum
sicakliga sahip oldugunu ve bu o6zelliklerin endiistriyel uygulamalar igin olduk¢a 6nemli

oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.22 PVA nanofibere immobilize edilen fitaz aktivitesi lizerine sicaklik etkisi
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4.8.2.2 PVA-CS Nanofibere immobilize Edilen Fitazin Katalitik Aktivitesi Uzerine
Sicakhik Etkisi

Serbest enzim, diisiik sicakliklarda (45°C'ye kadar) daha yiiksek katalitik aktivite
gbstermis, serbest fitazin % bagil aktivitesi 60°C'den sonra keskin bir sekilde azalmis
olup enzimatik aktivitesini neredeyse kaybetmistir. Serbest enzimin optimum sicaklig

ise 45°C olarak belirlendi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23 PVA-CS nanofibere immobilize edilen fitaz aktivitesi iizerine sicaklik etkisi

Diger yandan immobilize enzimin Katalitik aktivitesi 25-65°C araliginda artmis ve bu
sicakliktan sonra kademeli olarak azalmistir. Immobilize enzimin optimum sicaklik
degeri ise 65°C olarak bulunmustur. Immobilizasyon fitazin PVA-CS nanofiber
icerisine immobilize edilmesi enzime sicakliga karsi dayaniklilik kazanmigtir. Destek
malzemesi ile fitaz arasindaki ikincil etkilesim, konformasyonel sinirlamalar yoluyla
fitaz hareketini azaltmis, fitazin yapisindaki proteinin denatiirasyonu engellemis ve bu
faktorlerin bir sonucu olarak, immobilize enzimin optimum sicaklik degeri artmistir

[68].
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4.8.2.3 PVA-SA Nanofibere immobilize Edilen Fitazin Katalitik Aktivitesi Uzerine
Sicakhik Etkisi

Serbest fitaz i¢in enzimatik aktivite 25 ile 45°C arasinda ve immobilize fitaz i¢in ise 25
ile 55°C arasinda kademeli bir sekilde artmis ve bu sicaklik degerlerinden sonra
azalmistir. Serbest ve immobilize fitaz i¢in maksimum bagil aktivite 45 ve 55°C'de elde
edildi. Bu sonuglar, immobilize fitazin serbest fitaza gére daha genis bir sicaklik
araliginda daha yiiksek bir kararlilik gosterdigini ve sicakliga bagli olarak immobilize

fitazin katalitik aktivitesinin arttigini ortaya koymustur (Sekil 4.24)
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Sekil 4.24 PVVA-SA nanofibere immobilize edilen fitaz aktivitesi lizerine sicaklik etkisi

4.8.3 Serbest ve immobilize Fitazin Termal Kararhiliginin ve Kinetik Sabitlerinin
Tayini

4.8.3.1 Serbest ve PVA Nanofibere immobilize Edilen Fitazin Termal Kararhhg
ve Kinetik Sabitleri

Serbest ve immobilize enzimin termal kararliligini belirlemek amaci ile farkli
sicakliklardaki enzimatik aktivite degerleri Olciildii (Sekil 4.25). Termal kararlilik
egrisine gore serbest fitaz 50°C’de %84,3 enzimatik aktivitesini korumustur ve bu
enzimin % bagil aktivitesi 5Snemli bir 6l¢iide azalmistir. Iimmobilize enzimin 30 (%69,4)
ile 50°C (%80,3) sicaklik araliginda bagil aktivite degerleri artmis ve 60 ile 70°C’de

biraz azalmistir. Bu sicakliktan sonra immobilize fitazin aktivitesi artmis ve immobilize
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fitaz 80 ve 90°C daha fazla termal kararlilk sergilemistir. Naghshbandi ve
arkadaglarinin ifade ettigine gore, immobilize fitazin termal kararliligindaki artisin
nedeni destek malzemesinin yapisindan, fitaz ile destek malzeme arasindaki molekiiler

etkilesimin azalmasindan ve protein hareketliligindeki azalmadan kaynaklanmaktadir
[69].
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Sekil 4.25 Serbest ve PVA nanofibere immobilize edilen fitazin termal kararlilig

Immobilize fitazin termal kararlilif1 {izerine inkiibasyon etkisi (10, 20 ve 30 dakika)
Sekil 4.26°da verildi. 50 ve 80°C’deki % bagil aktivite degerleri inkiibasyon zamanina
gore calisildi ve elde edilen sonuglara gore serbest enzim immobilize enzime gore
yiiksek sicakliklarda (50 °C) daha fazla enzimatik aktivite gdstermistir. Artan sicaklikla
birlikte immobilize enzimin termal kararliligi artmistir. Bununla birlikte, serbest ve

immobilize enzimin termal kararlili1 inkiibasyon zamanina bagl olarak azalmistir.
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Sekil 4.26 Inkiibasyon zamanina bagl serbest ve PVA nanofibere immobilize edilen
fitazin termal kararlilig

Serbest ve immobilize fitazin Km ve Vmax degerlerini belirlemek i¢in farkli substrat
(sodyum fitat) derisimlerinde incelendi. Km ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk
denkleminden serbest fitaz igin sirasiyla 0.46 mM ve 53.76 U/mg protein ve immobilize
fitaz i¢in ise 1.17 mM ve 5.67 U/mg protein olarak hesaplandi. Bu sonuglara goére
immobilize fitazin Michaelis-Menten sabiti (Km) degeri immobilizasyon sonrasinda
artmistir. Elde edilen sonuglara gore enzim-substrat etkilesimi artan Km degeri ile
azalmistir. Bu azalmanin sebebi muhtemelen nanofiberlerin yapisindan olabilir. Isik ve
arkadaslar1 immobilize fitazin Km degerinin sodyum fitatin difiizyon problemleri ve
sterik engel nedeniyle arttigini belirtmistir. Bu faktorlerin varliginda, fiberin {iretimi

esnasinda enzimin aktif merkezleri veya fiberin gézenek yapisi tikanabilir [55].

4.8.3.2 PVA-CS Nanofibere immobilize Edilen Fitazin Termal Kararhihg ve
Kinetik Sabitleri

Serbest ve immobilize fitazin termal karalilik ¢alismalari 30 ila 90°C sicaklik araliginda
ve enzimler bu sicakliklarda 10, 20 ve 30 dakika inkiibe edilerek gerceklestirildi. Sekil
4.27°de enzimlerin 30 dakika inkiibasyonundan sonra serbest ve immobilize fitazin
termal karaliliklarini gostermektedir. Sekil 4.27'de goriildiigii gibi serbest fitazin termal

kararlihg disiik sicakliklarda (30-50°C arahginda) immobilize fitaza gore daha
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yiiksektir. Yiiksek sicaklik degerlerinde (60-90°C araliginda) ise immobilize fitazin
termal kararliligi daha fazladir. Enzimin PVA-CS nanofiber igerisine immobilizasyonu

fitaz1 sicakliga kars1 dayanikli hale getirmistir.
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Sekil 4.27 PVA-CS nanofibere immobilize edilen fitazin termal kararlilig

40, 60 ve 80°C gibi farkl sicakliklarda enzimlerin 1s1l kararlilig1 iizerindeki inkiibasyon
siiresinin etkisi de Sekil 4.28'de verildi. Diisiik sicaklikta (40°C), serbest fitaz daha fazla
termal kararlillk sergilerken, sicakligin artmasiyla birlikte serbest enzimin
denatiirasyonu sonucu 60 ve 80°C'ye termal kararlihk diismiistiir [33]. Immobilize
enzimin termal kararlilik sonuglarina gore, fitaz ile PVA-CS nanofiberin fonksiyonel
gruplar1 arasindaki hidrojen bagi gibi gii¢li ikincil baglanma etkilesimleri nedeniyle

artan sicaklikla birlikte immobilize enzim sicakliga karsi termal dayanim kazanmistir

[68].
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Sekil 4.28 Inkiibasyon zamanina bagli PVA-CS nanofibere immobilize edilen fitazin
termal kararlilig

PVA-CS nanofiberine immobilize fitazin kinetik parametreleri (Km ve Vmax
degerleri), optimum pH ve sicaklik degerlerinde farkli substrat konsantrasyonlar1 (1.0-
2.4 M) kullanilarak belirlendi ve Lineweaver-Burk denkleminden hesaplandi [70].
Immobilize fitazin Km ve Vmax degerleri sirastyla 13.43 mM ve 31.25 U/mg protein
olarak bulundu. Elde edilen bu sonuglara gére immobilize fitazin Km degerinin PVA-
CS nanofiber i¢ine immobilizasyondan sonra arttigt saptandi. Bunun nedeni,
nanofiberlerin gozenek yapisi ve substrat diflizyonunun direnci nedeniyle Vmax
degerinin diismesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica, fitazin enzim afinitesi, sterik
engelleme ve difiizyon sinirlamalarina bagli olarak, immobilize fitazin aktif tarafi ile

etkilesim substrat miktarini da azalmistir [71].

4.8.3.3 PVA-SA Nanofibere immobilize Edilen Fitazin Termal Kararhlig ve
Kinetik Sabitleri

Serbest ve immobilize fitazin termal karalilik ¢alismalar1 30 ile 90°C sicaklik araliginda
ve enzimler bu sicakliklarda 10, 20 ve 30 dakika inkiibe edilerek gerceklestirildi (Sekil
4.29). Serbest fitazin termal kararliligi 30 (%100) ile 60°C (%72,6) arasinda kademeli
olarak azalirken, 60°C'den sonra enzim yapisinin denatiirasyonu nedeniyle keskin bir

sekilde azalmistir [72]. Elde edilen sonuglara gore serbest fitazin diisiikk sicakliklarda
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yiiksek termal kararliliga sahip oldugu ve bu enzimin termal kararliligimin yiliksek

sicakliklarda azaldig1 bulundu.

PVA-SA nanofibere immobilize fitazin termal kararliligi calisilan sicaklik araliginda
stirekli olarak arttigin1 ve serbest fitaz ile karsilastirildiginda yiiksek sicakliklarda daha
yiiksek termal kararlilik sergiledigini gosterdi. Bunun nedeni, destek malzemesi (PVA-
SA nanofiber) ve fitaz arasindaki gii¢lii hidrojen bagi, PVA-SA nanofiberin yapisi ve
protein hareketliligindeki azalmadan kaynaklanmaktadir [68, 69].
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Sekil 4.29 PVA-SA nanofibere immobilize edilen fitazin termal kararlilig

Serbest ve immobilize fitazin termal kararlilig: iizerinde inkiibasyon siiresinin etkisi de
enzimlerin farkli sicakliklarda (40 ve 80°C) 10, 20 ve 30 dakika inkiibe edilerek
incelendi (Sekil 4.30). Elde edilen sonuglar hem serbest fitazin hem de immobilize

fitazin termal kararliliginin inkiibasyon siiresi ile azaldigin1 gosterdi.
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Sekil 4.30 Inkiibasyon zamania bagli PVA-SA nanofibere immobilize edilen fitazin
termal kararliligi

Immobilize fitazin kinetik parametreleri (Km ve Vmax), Lineweaver-Burk grafiginden
hesapland1 [70]. Immobilize fitaz icin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 4.66 mM ve
18.38 U/mg protein olarak belirlendi. Bu sonuglar, enzimin PVA-SA nanofibere
Immobilizasyonundan sonra fitazin Km degerinin arttigini gostermistir. Bunun nedeni,
nanofiberin gdzenekli yapisi, enzimin difiizyon sinirlamast ve sterik engelden
kaynaklanmaktadir [71]. Ayrica, elde edilen sonuglar acikta gostermektedir ki fitaz,
daha genis bir pH ve sicaklikta daha yiiksek katalitik aktivite sergilemistir.

4.8.4 Fitazin Katalitik Aktivitesi Uzerine Metal Iyonlar1 Etkisinin incelenmesi

4.8.4.1 Serbest ve PVA Nanofibere immobilize Edilen Fitazin Katalitik Aktivitesi

Uzerine Metal Iyonlarimin Etkisi

Farkli metal iyonlarinin serbest ve immobilize fitazin aktivitesi iizerine etkisi 20 mM
metal katyonu kullanilarak belirlendi (Sekil 4.31). Iyon etkisi belirleme deneyleri 2,5
mg %1,5 fitaz iceren PVA nanofiber kullanilarak caligildi. Sekil 4.31°den goriildiigii
gibi Cu®**, Ni?*, Zn?* ve Ag" metal iyonlar1 serbest fitaz aktivitesi iizerine inhibe edici
bir etki gosterdigi, AI**, K, Mg?, Li*, Na*, NH,", Co?*, Mn*, Ca® ve Ba®" metal
iyonlar1 aktive edici bir etki gdstermistir. Bakir ve baryum iyonu, sirasiyla serbest fitaz

aktivitesi lizerinde en yliksek inhibe ve aktive edici etkisine sahiptir. Ayrica, Cu?, Ni%,
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Zn®*, Ag”*, AI*, K*, Na* ve NH," immobilize fitazin aktivitesi iizerinde inhibe edici bir
etki gOstermistir. Enzim aktivitesi lizerine metal iyonu etkisi sonuglarina gore; Mg2+,
Li*, Co**, Mn?*, Ca*" ve Ba* katyonlari hem serbest hem de immobilize fitazin
enzimatik aktivitesi lizerinde bir aktive edici etkisi gosterildi. Ayrica, bu katyonlarin
fitaz aktivitesi lizerindeki inhibe edici etki gostermesinin nedeni substrat (sodyum fitat)-

metal katyon kompleksinin diisiik ¢oziiniirliigiinden kaynaklanmaktadir [73].
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Sekil 4.31 Serbest ve PVA nanofibere immobilize edilen enzimin aktivitesi lizerine iyon
etkisi

4.8.4.2 PVA-CS Nanofibere immobilize Edilen Fitazin Katalitik Aktivitesi Uzerine
Metal fyonlarmin Etkisi

Metal iyonlar1 birgok enzimin biyolojik islevinde dnemli bir role sahiptir ve fitaz,
pozitif yiiklii iyonlarla giiclii bir sekilde selatlanma 6zelligi gosterir [74, 75]. Iyonlarn
enzimin Kkatalitik aktivitesi iizerine inhibitor etkilerini arastirmak icin 20 mM K*, Ag",
NH,", Li*, Na*, Ba?*, Zn?*, Co**, Mg*, Ni**, Ca®", Mn**, Cu?*, Fe** ve AI** gibi farkli
metal iyon derisimleri kullanarak incelendi (Sekil 4.32). Serbest enzimin katalitik
aktivitesi, K*, NH, *, Li*, Ba*", Zn*, Mg®*, Ca**, Mn?*, Cu* ve AI** varliginda artmis
ve test edilen diger iyonlar ise inhibitor etki sergilemistir. Immobilize fitazin katalitik
aktivitesi lizerindeki iyon etkisine gore Mg2+, Li*, K*, Ca®*, Ag" ve NH," aktivator
etkisi gosterirken test edilen diger iyonlarin immobilize fitazin katalitik aktivitesini

azalmustir.
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Sekil 4.32 Serbest ve PVA-CS nanofibere immobilize edilen enzimin aktivitesi iizerine
iyon etkisi

4.8.4.3 PVA-SA Nanofibere immobilize Edilen Fitazin Katalitik Aktivitesi Uzerine
Metal Iyonlarimin Etkisi

Polivinil alkol ve sodyum aljinat kullanilarak elde edilen nanofibere immobilize edilen
fitazin katalitik aktivitesi lizerine metal iyonu etkisini belirlemek amaciyla, 2,5 mg fitaz
iceren nanofiber ve 20 mM farkli metal iyonu (K*, Ag®, NH,", Li*, Na’, Ba®*, Zn*,
Co®*, Mg®*, Ni¥, Ca?*, Mn*, Cu®, Fe*" ve AI*") varliginda fitaz aktivitesi belirlendi
(Sekil 4.33). Elde edilen sonuclara gore Ca®*, Mg®*, NH,", Mn?, Li*, Na*, AI**, K",
Co?" ve Ba®" iyonlari varhginda serbest enzimin Katalitik aktivitesi artar iken kullanilan
diger iyonlar fitazin katalitik aktivitesine ise inhibitor etki gOstermistir. Bununla
birlikte, PVA-SA nanofibere immobilize edilen fitazin katalitik aktivitesi K", Co?*, Ba®*
ve Ag’ iyonlar1 varliginda artarken test edilen diger metal iyonlar: katalitik aktiviteye

inhibitor etkisi gostermistir.

77



I serbest enzim
200 4 [ immobilize enzim

-

4]

o
1

100 =

% Bagil aktivite

50 -

Cu Ca MgNH4 Zn Mn Li Na Ni Al K Co Ba Fe Ag

Sekil 4.33 Serbest ve PVA-SA nanofibere immobilize edilen enzimin aktivitesi tizerine
iyon etkisi

4.8.5 Fitazin Katalitik Aktivitesi Uzerine Organik Bilesen Etkisi

Fitazin katalitik aktivitesi lizerine c¢esitli organik bilesen (L-alanin (Ala), L-arjinin
(Arg), L-sistein (Cys), glisin (Gly), L-histidin (His), L-fenilalanin (Phe), L-tirozin (Tyr),
L-triptofan (Trp), sigir serum albiimin (BSA), iire, EDTA ve gliserol) etkisini incelemek
amaciyla 2,5 mg enzim igeren fiber ve %]1’lik organik bilesen varliginda katalitik

aktivite hesaplandi.

4.8.5.1 Serbest ve PVA Nanofibere immobilize Edilen Fitazin Katalitik Aktivitesi
Uzerine Organik Bilesen Etkisi

Polivinil alkol kullanilarak elde edilen nanofibere immobilize edilen fitazin katalitik
aktivitesi lizerine organik bilesen etkisi Sekil 4.34’te gosterildi. Serbest enzim ile
immobilize enzimin bagil aktiviteleri karsilagtirildiginda test edilen amino asitlerden
alanin ve arjinin varliginda immobilize enzimin % bagil aktivitesi azalirken diger amino
asitlerin (sistein, glisin, histidin, fenilalanin, tirozin ve triptofan) varliginda immobilize
enzimin % bagil aktivitesi artmigtir. Diger yandan, organik bilesik olarak test edilen iire,
EDTA, BSA ve gliserol varliginda ise sadece BSA varliginda immobilize enzimin %
bagil aktivitesi artarken EDTA, iire ve gliserol varliginda ise immobilize enzimin %

bagil aktivitesi serbest enzimin aktivitesine gore azalmistir.
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Sekil 4.34 Serbest ve PV A nanofibere immobilize enzimin aktivitesi lizerine organik
bilesen etkisi

4.8.5.2 PVA-CS Nanofibere immobilize Edilen Fitazin Katalitik Aktivitesi Uzerine
Organik Bilesen EtKkisi

Sekil 4.35 polivinil alkol ve kitosan kullanilarak elde edilen nanofibere immobilize

edilen fitazin katalitik aktivitesi lizerine organik bilesen etkisini gostermektedir.
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Sekil 4.35 Serbest ve PVA-CS nanofibere immobilize enzimin aktivitesi {izerine
organik bilesen etkisi

Serbest enzim ile immobilize enzimin bagil aktiviteleri karsilastirildiginda test edilen
amino asitlerden alanin ve arjinin varliinda immobilize enzimin % bagil aktivitesi
azalirken diger amino asitlerin (sistein, glisin, histidin, fenilalanin, tirozin ve triptofan)
varliginda immobilize enzimin % bagil aktivitesi artmistir. Diger yandan, organik
bilesik olarak test edilen iire, EDTA, BSA ve gliserol varliginda ise sadece BSA
varlifinda immobilize enzimin % bagil aktivitesi artarken EDTA, iire ve gliserol
varliginda ise immobilize enzimin % bagil aktivitesi serbest enzimin aktivitesine gore

azalmustir.

4.8.5.3 PVA-SA Nanofibere immobilize Edilen Fitazin Katalitik Aktivitesi Uzerine
Organik Bilesen Etkisi

Sekil 4.36 polivinil alkol ve sodyum aljinat kullanilarak elde edilen nanofibere
immobilize edilen fitazin katalitik aktivitesi {izerine organik bilesen etkisini

gostermektedir.
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Sekil 4.36 Serbest ve PVA-SA nanofibere immobilize enzimin aktivitesi tizerine
organik bilesen etkisi

Serbest enzim ile immobilize enzimin bagil aktiviteleri karsilagtirildiginda test edilen
amino asitlerden glisin, fenilalanin, tirozin ve triptofan varliginda immobilize enzimin
% bagil aktivitesi artar iken diger amino asitlerin (alanin, arjinin, sistein ve histidin)
varliginda immobilize enzimin % bagil aktivitesi azalmistir. Diger yandan, organik
bilesik olarak test edilen iire, EDTA, BSA ve gliserol varliginda ise sadece iire, BSA ve
EDTA varliginda immobilize enzimin % bagil aktivitesi azalirken sadece gliserol
varlifinda ise immobilize enzimin % bagil aktivitesi serbest enzimin aktivitesine gore

artmugtir.

4.8.6 Serbest ve Immobilize Fitazin Katalitik Aktivitesi Uzerine Organik

Coziiciilerin EtKkisi

Bilindigi gibi, katki maddeleri genellikle endiistriyel uygulama veya iiretim sirasinda
enzimatik aktivite lizerinde Onleyici bir etki sergiler [75]. Bu yiizden, serbest ve PVA,
PVA-CS ile PVA-SA nanofiberlerine immobilize edilen enzimin katalitik aktiviteleri
farkli organik ¢oziiciilerin (aseton, DMF, etil asetat, etanol (EtOH), formaldehit, heksan
ve metanol (MeOH)) varliginda belirlendi (Sekil 4.37). Elde edilen sonuglara gore
polivinil alkol nanofiberine immobilize edilen fitazin % bagil aktivitesi DMF ve heksan

varliginda azalirken test edilen diger organik c¢oziiciiler varliginda 6nemli miktarda
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arttig1 bulundu. Polivinil alkol ve kitosan (PVA-CS) kullanilarak elde edilen nanofibere
immobilize edilen fitazin % bagil aktivitesi ise aseton, etil asetat, formaldehit ve heksan
varliginda azalirken diger test edilen DMF, EtOH ve MeOH varliginda ise fitazin
aktivitesi artmistir. Bununla birlikte, polivinil alkol ve sodyum aljinat (PVA-SA)
kullanilarak elde edilen nanofibere immobilize edilen fitazin % bagil aktivitesi ise
DMF, EtOH, formaldehit, heksan ve MeOH varliginda artar iken sadece aseton ve etil

asetat varliginda ise fitazin aktivitesi azaldigi saptandi.
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Sekil 4.37 Serbest ve nanofiberlere immobilize enzimin aktivitesi lizerine organik
¢Oziicii etkisi

4.8.7 Serbest ve immobilize Fitazin Katalitik Aktivitesi Uzerine Asit Etkisi

Serbest ve PVA, PVA-CS ile PVA-SA nanofiberlerine immobilize edilen enzimin
katalitik aktiviteleri iizerine asit etkisini incelemek amaciyla %]1°lik (v/v) sitrik asit,
asetik asit (CH3COOH) ve hidroklorik asit (HCI) varliginda fitazin katalitik aktivitesi
hesaplandi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.38’de gosterildi.
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Sekil 4.38 Serbest ve nanofiberlere immobilize enzimin aktivitesi lizerine asit etkisi

Elde edilen sonuglara gére PVA, PVA-CS ve PVA-SA nanofiberlerine immobilize
edilen fitazin % bagil aktivitesi sitrik asit varliginda azalmistir. HCl varliginda ise PVA
ve PVA-SA nanofiberlerine immobilize edilen fitazin % bagil aktivitesi artar iken
sadece PVA-CS nanofiberine immobilize edilen fitazin % bagil aktivitesi ise azaldig
belirlendi. Enzim belirleme ¢ozeltisine %]1°lik asetik asit eklendiginde ise PVA ve
PV A-SA nanofiberlerine immobilize edilen fitazin % bagil aktivitesi artar iken PVA-CS

nanofiberine immobilize edilen fitazin % bagil aktivitesi ise azaldigi saptandi.

4.8.8 Serbest ve immobilize Fitazin Katalitik Aktivitesi Uzerine Baz Etkisi

Serbest ve PVA, PVA-CS ile PVA-SA nanofiberlerine immobilize edilen enzimin
katalitik aktiviteleri {izerine baz etkisini incelemek amaciyla %1°lik (v/v) potasyum
hidroksit (KOH), sodyum hidroksit (NaOH) ve amonyak (NH3) varliginda fitazin
katalitik aktivitesi hesaplandi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.39°de gosterildi. Elde edilen
sonuglara gére PVA, PVA-CS ve PVA-SA nanofiberlerine immobilize edilen fitazin %
bagil aktivitesi amonyak varliginda artmistir. NaOH varliginda ise PVA ve PVA-SA
nanofiberlerine immobilize edilen fitazin % bagil aktivitesi artar iken PVA-CS
nanofiberine immobilize edilen fitazin % bagil aktivitesinin azaldig1 belirlendi. Enzim

belirleme c¢ozeltisine %1°lik potasyum hidroksit eklendiginde ise PVA ve PVA-CS
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nanofiberlerine immobilize edilen fitazin % bagil aktivitesi artar iken PVA-SA

nanofiberine immobilize edilen fitazin % bagil aktivitesi ise azaldig1 saptandi.
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Sekil 4.39 Serbest ve nanofiberlere immobilize enzimin aktivitesi tizerine baz etkisi

4.8.9 Serbest ve Immobilize Fitazin Katalitik Aktivitesi Uzerine Deterjan Etkisi

Serbest ve PVA, PVA-CS ile PVA-SA nanofiberlerine immobilize edilen enzimin
katalitik aktiviteleri tizerine deterjan etkisini incelemek amaciyla %1°lik (v/v) sodyum

dodesil siilfat (SDS), Tween-80 ve Triton X-100 varliginda fitaz aktivitesi hesaplandi.
Elde edilen sonuglar Sekil 4.40’ta gosterildi.
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Sekil 4.40 Serbest ve nanofiberlere immobilize enzimin aktivitesi tizerine deterjan etkisi
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Elde edilen sonuglara gére PVA, PVA-CS ve PVA-SA nanofiberlerine immobilize
edilen fitazin % bagil aktivitesi Tween-80 varliginda azalirken Triton X-100 varliginda
ise artmistir. SDS varliginda ise PVA-CS ve PVA-SA nanofiberlerine immobilize
edilen fitazin % bagil aktivitesi artar iken PVA nanofiberine immobilize edilen fitazin

% bagil aktivitesinin azaldig1 belirlendi.

4.8.10 Serbest ve Immobilize Enzimlerin Depo Kararhhig

Serbest ve immobilize enzimlerin depo kararliklar1 - 20°C’de 120 giin boyunca belirli
zaman araliklarinda katalitik aktivitenin 6l¢iilmesi ile belirlendi (Tablo 4.3). Elde edilen
sonuglara gore serbest enzim 120 giin sonunda katalitik aktivitesinin %57.13’iinii
korudugu belirlendi. Nanofiberlere immobilize edilen fitazin depo kararliliklari ise
PVA, PVA-CS ve PVA-SA nanofiberleri icin sirastyla %68,87, %65,07 ve %67,16
olarak hesaplandi. Bu sonuglardan agik¢a goriildiigii gibi fitazin nanofiberlere

immobilize edilmesi sonrasinda enzimin depo kararlilig1 artmistir.

Tablo 4.3 Serbest ve nanofiberlere immobilize edilen fitazin depo kararlilig

Serbest Immobilize enzim

enzim PVA PVA-CS PVA-SA
- nanofiber nanofiber nanofiber
0 100 100 100 100

10 99,98 99,49 98,99 99,20
20 98,55 98,41 97,33 98,18
30 97,10 96,05 91,49 95,97
45 86,69 94,78 86,62 89,32
60 86,41 92,25 81,62 79,77
75 82,84 90,61 72,86 76,70
90 72,27 76,66 70,77 70,23
120 57,13 68,87 65,07 67,16
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5

SONUC VE ONERILER

Giinlik diyetin en 6nemli bileseni olan tahillar birgok kisi tarafindan tiiketilmektedir.
Son vyillarda kepekli ekmek basta olmak iizere tam bugday triinleri tiiketicilerin ve
arastirmacilarin 6nemli o6l¢iide ilgisini ¢ekmektedir. Yiiksek lif, vitamin ve biyoaktif
bilesikler igerigi nedeniyle bu idriinlerin tiketimi saglik agisindan olduk¢a yararlidir.
Bahsedilen bilesiklerin her birinin saglikta 6zel bir rolii vardir ve bu bilesikler ¢ogu
metabolik bozukluk, kolorektal kanser ve kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltir.

Tahillarin fenolik bilesikleri oksijen tiirlerine karsi koruyucu etkilere sahiptir.

Bununla birlikte, minerallerin emilimini engellemesi ve beslenme iizerine olumsuz
etkilerinden dolayr tam bugday driinlerinin ve hayvan yemlerinin fitat igerigi endise
kaynagidir. Fitat (myo-inozitol hegzafosfat) inozitole bagh alt: fosfat grubundan olusur
ve negatif yiikii nedeniyle Mg®, Ca?*, Zn** ve Fe®" gibi ¢ok degerlikli katyonlar:
selatlar olusturur; boylece minerallerin biyoyararlanimi azalir. Bu dezavantaji ortadan

kaldirmak i¢in bu triinlere fitaz takviyesi umut verici sonuglar1 ortaya ¢ikarmistir.

Bu amag dogrultusunda tez ¢alismasi kapsaminda hayvan yemi, kagit endiistrisi, tarim,
ila¢ ve gida sanayinde uygulama alanlart bulunan fitazin kararliligini arttirmak amaciyla
nanofiberlere immobilizasyonu gerceklestirildi. Elde edilen optimizasyon sartlar1 ve

Kinetik parametreler (Km ve Vmax) Tablo 5.1°de verildi.

Tablo 5.1 Serbest ve immobilize enzim i¢in optimum immobilizasyon sartlar1 ve
Kinetik parametreler

Km

Sicaklik Vmax

i (°C) (mM) (U/mg protein)
Serbest enzim 5,0 45 0,46 53,76
PV A nanofiber 5,0 65 1,17 5,67
Immobilize = PVA-CS nanofiber 6,0 65 13,43 31,25
enzim PVA-SA nanofiber 6,0 55 4,66 18,38
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Tablo 5.2 polivinil alkol, polivinil alkol-kitosan ve polivinil alkol-sodyum aljinat
kullanilarak iiretilen nanofibere fitaz immobilizasyonu sonucunda elde edilen sonuglarin
literatiire bildirilen caligmalar ile kiyaslanmasini gostermektedir. Fitazin nanofiberlere
immobilizasyonu ile ilgili literatiire bildirilen ¢ok fazla ¢alisma olmadigi i¢in elde

edilen sonuglar farkli destek malzemeleri ile kiyaslandi.

Tablo 5.2 Elde edilen sonuglarin literatiir ile kiyaslanmasi

Poliakril amid-

nigasta nanofiber Fitaz > = SO (ks
Kitosan Fitaz 5,0 95 2,38 mM 77
Aljinat Fitaz 3,0 75 7.5 mM 7
PVA-CS Ureaz 7,0 40 0,181 mM 78
nanofiber
Kitosan .
mikrokiire Fitaz 4.0 40 0,62 mM 79
PV A nanofiber Fitaz 50 65 1,17 mM Bu tez ¢aligsmasi
PVA_.CS Fitaz 6,0 65 13,43 mM  Bu tez calismasi
nanofiber
PVA_.SA Fitaz 6,0 55 4,66 MM | Butez calismasi
nanofiber

Tablo 5.2°den goriildiigi gibi PVA-CS ve PVA-SA nanofiberlerine immobilize edilen
fitazin kiyaslanan destek materyalleri i¢inde en fazla optimum pH degerine sahip olan
destek malzemeleridir. Ayrica, optimum sicaklik degerleri kiyaslandiginda iki destek
malzemesi (Kitosan ve aljinat) disinda fitazin destek malzemesi olarak iiretilen PVA ve
PVA-CS nanofiberlerine immobilizasyonu sonucu en yiiksek optimum sicaklik
degerleri elde edilmistir. Km degerleri kiyaslandiginda ise elde edilen sonuglar diger
destek malzemeleri ile kullanilarak elde edilen sonuglar ile uyumludur. Elde edilen bu
sonuclara gore, bu tez ¢alismasi kapsaminda iiretilen nanofiberlere immobilize edilen
fitazin hayvan yemi, kagit endiistrisi, tarim, ilag ve gida sanayinde gibi uygulama

alanlarinda kullanilabilme potansiyeli vardir.
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