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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA

4.1 Araştırma Bulguları

4.1.1 Protein tayinleri

Tüm çalışma boyunca protein tayini için kullanılan Bradford yöntemi ile elde edilen temsili sonuçlar Çizelge 4.1’de, hazırlanan temsili bir standart grafiği Şekil 4.1’de görülmektedir.

Çizelge 4.1 Bradford yöntemi ile protein tayini için elde edilen absorbans değerleri.

	Standart BSA çözeltisi( (g / 1,5 mL)
	Absorbans (Aort)

	10
	0,245

	20
	0,361

	30
	0,456

	40
	0,534

	50
	0,629

	60
	0,682

	70
	0,741

	80
	0,791

	90
	0,850
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Şekil 4.1. Bradford yöntemi ile protein tayini için çalışma grafiği.
4.1.2 Uygun alginat derişiminin tespiti

Farklı derişimlerdeki alginat ve CaCl2 çözeltileri ile immobilizasyon ve aktivite verimleri hesaplandı. 

İmmobilizasyon verimlerinin hesaplanması için bilinen enzim derişimi ile alginat mikro küreleri hazırlandıktan sonra süzüntüde protein tayini yapıldı. Mikro kürelerdeki immobilize protein miktarı :

İmmobilize protein miktarı = Toplam protein miktarı-Süzüntüdeki protein miktarı
% İmmobilizasyon verimi = (Mikro kürelerdeki protein miktarı / Toplam protein miktarı) x 100

formüllerinden hesaplandı.


Aktivite verimlerinin hesaplanması için başlangıçtaki serbest enzimlerin Rickli yöntemine göre aktiviteleri ölçüldükten sonra belli sayıda mikro küre alınarak immobilize enzimin aktivitesi yine Rickli yöntemine göre ölçüldü.

% Aktivite verimi = (Mikro kürelerdeki aktivite / Serbest enzimin aktivitesi) x 100
formülünden hesaplandı.

Bu hesaplamalar BCA ve PCA için ayrı ayrı yapıldı. BCA için elde edilen sonuçlar Çizelge 4.2’de gösterilmektedir.

Çizelge 4.2 Farklı alginat derişimlerinde BCA ile immobilizasyon ve aktivite verimleri.

	Bileşimler
	%1’lik (w/v) alginat  +

 %1’lik (w/v) CaCl2 
	%1,5’lik (w/v) alginat + 

%1,5’lik (w/v) CaCl2
	%2’lik (w/v) alginat + 

%2’lik (w/v)  CaCl2 

	Oluşan mikro küre sayısı
	160
	154
	138

	İmmobilizasyon verimi, %
	75
	45
	50

	Aktivite verimi, %


	16
	39
	12


Çizelge 4.2’deki sonuçlardan; % 1,5 (w/v) alginat ve % 1,5 (w/v) CaCl2 derişimlerinin kullanıldığı kombinasyonlarda immobilizasyon veriminin düşük olmasına karşılık aktivite veriminin daha yüksek olması nedeniyle sonraki çalışmalarda % 1,5 (w/v) alginat ve % 1,5 (w/v) CaCl2 kullanılmasına karar verildi. Bu kombinasyon kullanılarak çalışılan PCA immobilizasyon sonuçları Çizelge 4.3’de görülmektedir.

Çizelge 4.3 PCA ile immobilizasyon sonuçları.

	Bileşim
	%1,5’lik (w/v) alginat çözeltisi + %1,5’lik (w/v) CaCl2 çözeltisi

	Oluşan mikro küre sayısı
	140

	İmmobilizasyon verimi
	%88

	Aktivite verimi
	%84




% 1,5 (w/v) alginat ve % 1,5 (w/v) CaCl2 çözeltisi ile hazırlanan alginat mikro kürelere bir örnek Şekil 4.2’de görülmektedir.
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Şekil 4.2 % 1,5 (w/v) alginat ve % 1,5 (w/v) CaCl2 çözeltisi ile elde edilen bir alginat mikro kürenin mikroskop altında çekilmiş fotoğrafı.

4.1.3 Kinetik parametrelerin tespiti
Kinetik parametrelerin tespiti için pNPA substratı kullanılarak elde edilen sonuçlar serbest BCA için Çizelge 4.4’de; immobilize BCA için Çizelge 4.5’de; serbest PCA için Çizelge 4.6’da ; immobilize PCA için Çizelge 4.7’de görülmektedir. Bu çizelgelerdeki değerler kullanılarak çizilen Lineweaver-Burk grafikleri Şekil 4.3; Şekil 4.4; Şekil 4.5 ve Şekil 4.6’da görülmektedir.

Çizelge 4.4 Serbest BCA’nin pNPA substratı kullanılarak kinetik parametrelerinin tespiti için deney sonuçları.

	V
(( mol.dak-1)
	[S]

(M)
	1/V

(dak.( mol-1)
	1/[S]

103M-1

	0,06275
	1,5.10-5 
	15,94
	66,67

	0,08681
	3,0. 10-5 
	11,52
	33,33

	0,1081
	4,5. 10-5 
	9,253
	22,22

	0,1256
	6,0. 10-5 
	7,963
	16,67

	0,1240
	7,5. 10-5 
	8,062
	13,33
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Şekil 4.3 Serbest BCA’a ait Lineweaver-Burk grafiği.

Çizelge 4.5 İmmobilize BCA’ın pNPA substratı kullanılarak kinetik parametrelerinin tespiti için deney sonuçları.

	V
(( mol.dak-1)
	[S]

(M)
	1/V

(dak.( mol-1)
	1/S

103 M-1

	0,02232
	1,5.10-5 
	44,80
	66,67

	0,03668
	3,0. 10-5 
	27,27
	33,33

	0,04742
	4,5. 10-5 
	21,09
	22,22

	0,06510
	6,0. 10-5 
	15,36
	16,67

	0,07824
	7,5. 10-5 
	12,78
	13,33
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Şekil 4.4 İmmobilize BCA’a ait Lineweaver-Burk grafiği. 

Çizelge 4.6 Serbest PCA’nin pNPA substratı kullanılarak kinetik parametrelerinin tespiti için ölçüm sonuçları.

	V
(( mol.dak-1)
	[S]

(M)
	1/V

(dak.( mol-1)
	1/S

103 M-1

	0,01474
	1,5.10-5 
	67,84
	66,67

	0,02045
	3,0. 10-5 
	48,90
	33,33

	0,02528
	4,5. 10-5 
	39,56
	22,22

	0,02901
	6,0. 10-5 
	34,48
	16,67

	0,03297
	7,5. 10-5 
	30,33
	13,33
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Şekil 4.5 Serbest PCA’a ait Lineweaver-Burk grafiği.

Çizelge 4.7 İmmobilize PCA’ın pNPA substratı kullanılarak kinetik parametrelerinin tespiti için deney sonuçları.

	V
(( mol.dak-1)
	[S]

(M)
	1/V

(dak.( mol-1)
	1/S

103 M-1

	0,03031
	1,5.10-5 
	33,00
	66,67

	0,05039
	3,0. 10-5 
	19,85
	33,33

	0,06772
	4,5. 10-5 
	14,77
	22,22

	0,08347
	6,0. 10-5 
	11,98
	16,67

	0,09227
	7,5. 10-5 
	10,84
	13,33
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Şekil 4.6 İmobilize PCA’a ait Lineweaver-Burk grafiği.

4.1.4 Optimum pH tespiti

Serbest ve immobilize BCA ve PCA için farklı pH’lara karşı aktivite ölçüm sonuçları Çizelge 4.8’de verilmiştir.

Çizelge 4.8 Serbest ve immobilize BCA ve PCA için farklı pH’larda aktivite ölçümü deney sonuçları.

	Enzim
	pH

	
	3,5
	4,5
	5,5
	6,5
	7,5
	8,5

	
	% Aktivite
	% Aktivite
	% Aktivite
	% Aktivite
	% Aktivite
	% Aktivite

	Serbest BCA
	12
	27
	38
	59
	100
	88

	İmmobilize BCA
	16
	28
	53
	64
	100
	42

	Serbest PCA
	26
	50
	66
	100
	57
	43

	İmmobilize PCA
	31
	42
	69
	80
	100
	37


Tablolardaki değerlerin kullanılmasıyla hazırlanan % aktivite-pH eğrileri Şekiller 4.7, 4.8, 4.9 ve 4.10’da görülmektedir.
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Şekil 4.7 Serbest BCA aktivitesi üzerine pH etkisi.
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Şekil 4.8 İmmobilize BCA aktivitesi üzerine pH etkisi.
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Şekil 4.9 Serbest PCA aktivitesi üzerine pH etkisi.
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Şekil 4.10 İmmobilize PCA aktivitesi üzerine pH etkisi.

4.1.5 Optimum sıcaklık tespiti

Serbest ve immobilize BCA ve PCA için elde edilen farklı sıcaklıklara karşı aktivite deneylerinin sonuçları Çizelge 4.9’da görülmektedir.

Çizelge 4.9 Serbest ve immobilize BCA ve PCA için farklı sıcaklıklara karşı aktivite ölçüm sonuçları.

	Enzim
	Sıcaklık (oC)

	
	15
	20
	30
	40
	50
	60
	70
	80

	
	% Aktivite
	% Aktivite
	% Aktivite
	% Aktivite
	% Aktivite
	% Aktivite
	% Aktivite
	% Aktivite

	Serbest BCA
	22
	29
	56
	79
	100
	89
	61
	42

	İmmobilize BCA
	22
	32
	42
	60
	78
	100
	80
	29

	Serbest PCA
	14
	24
	41
	57
	80
	100
	41
	20

	İmmobilize PCA
	13
	30
	47
	61
	74
	100
	52
	23


Tablodaki değerlerin kullanılmasıyla hazırlanan % aktivite-sıcaklık eğrileri Şekil 4.11, 4.12, 4.13 ve 4.14’de görülmektedir.
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Şekil 4.11 Serbest BCA aktivitesi üzerine sıcaklık etkisi.
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Şekil 4.12 İmmobilize BCA aktivitesi üzerine sıcaklık etkisi.
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Şekil 4.13 Serbest PCA aktivitesi üzerine sıcaklık etkisi.
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Şekil 4.14 İmmobilize PCA aktivitesi üzerine sıcaklık etkisi.
Çalışılan tüm enzimler için tespit edilen kinetik parametreler Çizelge 4.10’da özetlenmiştir.

Çizelge 4.10 Serbest ve immobilize BCA ve PCA enzimlerine ait kinetik parametreler.

	Enzim
	Vmax ((mol.dak-1)
	Km (M)
	kcat (dak-1, Vmax/E0)
	Optimum pH


	Optimum Sıcaklık °C

	Serbest BCA


	0,170
	2,6.10-5
	53
	7,5
	50

	İmmobilize BCA
	0,155
	9,1.10-5
	47
	7,5
	60

	Serbest PCA


	0,0426
	2,9.10-5
	77
	6,5
	60

	İmmobilize PCA
	0,185
	7,7.10-5
	333
	7,5
	60


4.1.6 Termal analiz sonuçları

TGA sonuçları Şekil 4.15’de DSC sonuçları ise Şekil 4.16’da görülmektedir.
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Şekil 4.15 1, 2, 3 ve 4 no’lu örneklerin TGA termogramları.


Örnek 1: %1,5 (w/v) alginat ve % 1,5 (w/v) CaCl2 ile elde edilen enzimsiz mikro küreler.


Örnek 2: BCA’ın %1,5 (w/v) alginat ve % 1,5 (w/v) CaCl2 içerisine immobilizasyonu ile elde edilen mikro küreler.


Örnek 3: PCA’ın %1,5 (w/v) alginat ve % 1,5 (w/v) CaCl2 içerisine immobilizasyonu ile elde edilen mikro küreler.


Örnek 4: Sodyum alginat
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Şekil 4.16 1, 2, 3 ve 4 no’lu örneklerin DSC termogramları.

TGA ve DSC analiz sonuçları polimer yapılar hakkında önemli bilgiler vermektedir. 4 no’lu sodyum alginat örneği 241oC’de ekzotermik pik vermektedir ve daha yüksek sıcaklıkta ise bozunmaktadır. TGA ve DSC pikleri incelendiğinde kullanılan sodyum alginat örneğinin molekül ağırlığı dağılımının dar bir alanda olduğu görülmektedir.

1 ve 2 no’lu örnekler 4 no’lu örnekle karşılaştırıldığında yapısal değişiklikler görülmektedir. 241,1 oC’de gelen piklerin 1 ve 2 no’lu örneklerde olmayışı yapıda değişikliklerin oluşumu ile açıklanabilir. Yani saf örneğin yapısında değişiklikler meydana gelmiştir. 3 no’lu örneğin 1 ve 2 no’lu piklerden farklılığı bitki enziminin yapısal farklılığından kaynaklanmaktadır. 

2 no’lu örnekteki enzim (30 000 D) ve 3 no’lu örnekteki enzim (150 000-180 000 D) farklı yapılaşmaların olduğunu göstermektedir. 3 no’lu örneğin TGA pikindeki azalma çok uçucu olabilen örnekten veya ani sıcaklık değişiminden kaynaklanabilmektedir. Özetle termal analiz sonucu yapısal değişikliğe işaret etmektedir.

4.1.7 İmmobilize enzimin kararlılığı deneyi sonuçları

Serbest ve immobilize BCA ile serbest ve immobilize PCA’ın dayanıklılığı için +4 oC’de bekletilen mikro kürelerin 30 günlük süre içerisindeki aktiviteleri enzim immobilizasyonundan hemen sonra ölçülen aktiviteye karşı % enzim aktivitesi-depolama zamanı olarak hesaplanmıştır. Bu sonuçlar Şekil 4.17 ve 4.18’de  verilmektedir.
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Şekil 4.17 Serbest ve immobilize BCA’ın depolama zamanı-% enzim aktivitesi grafiği.
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Şekil 4.18 Serbest ve immobilize PCA’ın depolama zamanı-% enzim aktivitesi grafiği.

4.2 Tartışma

Serbest çözeltiler içindeki enzimle katalizlenen reaksiyonların en önemli özelliği sistem boyunca tüm türlerin homojen şekilde dağılmış olmasıdır. Substrat derişimi, ürün derişimi, pH gibi enzimatik reaksiyonun hızını etkileyecek olan tüm faktörler homojen sistem içinde eşit dağılım gösterir. Buna karşılık, enzim bir katı destek üzerine immobilize edildiğinde çeşitli faktörler devreye girerek enzim kinetiğinin serbest enziminkinden farklanmasına sebep olur. Bu faktörler iki başlık altında toplanabilir.

a. Katı desteğin kimyasal tabiatından ve enzimin ona bağlanmasından kaynaklanan faktörler.

b. Sistemin heterojenliği ve substratın enzime transport sorunu nedeniyle yaklaşmasındaki faktörler.


Birinci grup; enzimin katı desteğe bağlanması nedeniyle konformasyonel değişikliğe uğraması yanında, katalitik bölgeye erişimi ve sterik etkiler nedeniyle engellenmesinin sonucudur. İlaveten matriks üzerindeki sabit elektrostatik yükler ve reaksiyonda yer alan türlerin dağılımını etkileyen hidrofobik etkileşimler de bu gruba girer. 


İkinci gruptaki faktörler incelendiğinde ise reaksiyonun oluşabilmesi için bir transport sisteminin gerekiyor olması, difuzyonel direnç nedeniyle reaksiyonun toplam hızını etkileyebilir. Çünkü bu transport sırasında bölgesel substrat ve ürün derişimleri noktadan noktaya değişebildiğinden matriks içinde derişim gradientleri oluşabilir. Oysaki homojen sistemlerde böyle bir derişim gradientinin oluşumu söz konusu değildir.


Çalışmada elde ettiğimiz maksimum hız değerleri karşılaştırıldığında BCA için serbest enzimin maksimum hızı alginat üzerine immobilize BCA’ın maksimum hızından büyük bulunmuştur. Yukarıda bahsedilen nedenlerle serbest enzimin katalizlediği reaksiyonun maksimum hızının, immobilize enzimin katalizlediği reaksiyonun maksimum hızından büyük olması genellikle beklenen ve gözlenen bir durumdur. Blandino et al. (2001), kalsiyum alginat jel kapsüllerine glukoz oksidaz enzimini immobilize ettiklerinde immobilize enzimin Vmax değerinin serbest enzime göre daha düşük olduğunu bildirmişlerdir. Çetinus ve Öztop (2003), kitosan mikro küreler üzerine kimyasal olarak çapraz bağlamak suretiyle katalaz enzimini immobilize ettiklerinde immobilize enzimin Vmax’nın serbest enziminkine göre son derece düşük olduğunu bildirmişlerdir. Busto (1998), enzim özellikleri üzerine immobilizasyon etkisini incelemek üzere yaptığı çalışmada (-glukozidazın Ca alginat mikro kürelere immobilizasyonu sonucu Vmax’ın, serbest enzimin Vmax değerinin % 14,7’si kadar olduğunu rapor etmiştir.


Bu çalışmada serbest ve immobilize CA ile elde edilen Vmax değerleri yukarıda sıralanan çalışmalardaki Vmax değerlerine benzer bir değişkenlik göstermekle birlikte serbest ve immobilize enzimin maksimum hızları arasındaki fark çok dramatik değildir. Enzim immobilizasyonunda sıralanan en önemli dezavantajlardan biri maksimum hızın düşmesi olarak verildiğinden BCA enziminin alginat üzerine immobilizasyonu sırasında bu dezavantaj pratikçe oluşmamaktadır. 


BCA enzimi için, enzimin substrata ilgisinin bir ölçüsü olan Michaelis-Menten sabitleri (Km) karşılaştırıldığında serbest enzimin Km değeri (2,6.10-5 M), immobilize enzimin Km değerinden (9,1.10-5 M) daha küçüktür. Bilindiği üzere Km parametresi bir enzimin substratına olan ilgisinin bir ölçüsü olup Km değeri ne kadar küçükse enzimin substrata olan ilgisi o kadar büyüktür. Km değerindeki yükselme genellikle immobilize enzimlerin ortak bir özelliği olup, başka çalışmalarda da benzer sonuçlar bildirilmiştir (Busto 1998; Blandino et al.,2001; Çetinus and Öztop, 2003).


Kalsiyum alginat mikro küreleri üzerine enzim veya mikroorganizmaların immobilizasyonu çalışmaları son yıllarda oldukça fazla araştırılan bir konudur. Doğal bir polimer olması, insan sağlığı açısından toksik etki göstermemesi, biyobozunabilen bir materyal olması alginat polimerinin pek çok immobilizasyon işlemi için uygun bir matriks olmasını sağlamaktadır.


Kalsiyum alginat mikro kürelerinin oluşturduğu kafes sisteminin birimlerinin büyük olması nedeniyle genellikle MA’ı büyük olan enzimler ya da tam hücreler için uygun immobilizasyon ortamı olduğu literatürde tartışılmıştır (Tanaka et al., 1984). Bu çalışmada kullanılan BCA enziminin MA’nın nispeten küçük (30 KD) olduğu bilindiğinden bu kafes içinde küçük moleküllerin tutunmasının zor olacağı düşünülebilir ancak bu durum enzimin kafes içinde sadece fiziksel tutunmalarla bağlandığı durumlar için geçerlidir. Alginat polimerinin karboksilat grupları ve enzimin sahip olduğu amino asitlerin yüklü yan grupları düşünüldüğünde enzimin matriksle iyonik etkileşimlere girebileceği ve MA’ı küçük olmasına rağmen alginat mikro küreleri üzerine immobilize olabileceği sonucu çıkarılabilir. Nitekim Çizelge 4.2’de görüldüğü üzere % 1, % 1,5, % 2’lik CaCl2 kombinasyonunda immobilizasyon verimi % 75’e çıkabilmiştir. Ancak optimizasyon çalışması yapıldığında en uygun kombinasyon % 1,5 alginat, % 1,5 CaCl2 çözeltisi olarak tespit edilmiştir. Bu bileşimle elde edilen % 39’luk aktivite verimi enzimin molekül ağırlığının düşüklüğü göz önüne alındığında oldukça iyi bir verimdir. 


Bu çalışmada başlangıçta çalışmaya dahil edilmesi planlanmamakla birlikte bir karşılaştırma yapmak amacıyla bitkiden ekstrakte edilen CA enziminin (PCA) immobilizasyonu da çalışılmıştır. Bitki karbonik anhidraz enzimlerinin literatürde rapor edilen molekül ağırlıklarının genellikle 150-180 KD arasında olması böyle bir karşılaştırmaya olanak sağlamıştır. PCA’ın immobilizasyonu için uygun alginat ve CaCl2 derişimleri bileşimi BCA için elde edilen sonuçlardan esinlenerek % 1,5 alginat % 1,5 CaCl2 olarak seçilmiştir. PCA ile elde edilen immobilizasyon verimi (% 88) ve aktivite verimi (% 84) BCA ile elde edilenlerin yaklaşık iki katıdır. Bu sonuç literatürle uyum içinde olup alginat mikro küreleri içinde daha yüksek MA’a sahip enzimlerin daha yüksek bir verimle immobilize olabileceklerinin bir göstergesidir. Serbest PCA ve immobilize PCA için Çizelge 4.10’da gösterilen Vmax değerleri incelendiğinde serbest PCA’ın Vmax değeri (0,0426 (mol.dak-1), immobilize PCA’ın Vmax değerinden (0,185 (mol.dak-1) daha düşüktür. Bu durumda maksimum hız, enzim immobilize edildiğinde artmıştır. Vmax’ın artması enzim immobilizasyonunda sık olmamakla birlikte gözlenen bir durumdur (Wingard, 1981). Bu durum immobilizasyon sırasında enzimin konformasyonunda meydana gelen değişikliklerin bir sonucu olarak görülebilir. Serbest ve immobilize PCA Michaelis-Menten sabitleri karşılaştırıldığında serbest enzim Km değeri (2,9.10-5 M), immobilize enzimin Km değerinden küçüktür (7,7.10-5M). Bu durum daha önce belirtildiği gibi yine beklenen bir durumdur. Kinetik parametrelerden kcat değerleri serbest ve immobilize enzimler için incelendiğinde serbest BCA’ın kcat değeri 53 dak-1 iken immobilize BCA’ın kcat değeri 47 dak-1 olarak hesaplanmıştır. kcat değerindeki bu hafif düşüş, enzimin birim zamanda ürüne çevirdiği molekül sayısında biraz azalma olduğunu göstermektedir. Bu durum immobilize enzimler için genellikle gözlenen bir durumdur. İmmobilize PCA’ın kcat değeri (333 dak-1), serbest PCA’ın kcat değerinden yaklaşık 4 kat fazladır. Enzimin immobilizasyonu sonucu hızının ve kcat değerinin (turnover sayısı) artması istenen ancak çok sık gözlenen bir durum değildir. Bitki enziminin immobilize olduktan sonra hızının artıyor olması bu enzimin uygulamada kullanılmasına bir avantaj getirebilir.    


İmmobilizasyon, enzimin kinetik parametrelerini etkilediği gibi optimum sıcaklık ve optimum pH gibi değerleri de etkileyebilir. Enzim, alginat gibi yüklü taşıyıcılarda immobilize edilirse enzimin optimum pH değerinde kaymalar gözlenebilir. Alginat gibi polianyonik taşıyıcılarda immobilize enzimin optimum pH’ı bazik bölgeye; kitosan gibi polikatyonik taşıyıcılarda ise asidik bölgeye kayar (Telefoncu, 1997). Bu çalışmada Çizelge 4.10’da görüldüğü gibi serbest BCA ile immobilize BCA’ın optimum pH’larında bir farklılık tespit edilmemiştir. Ancak Şekil 4.7 ve 4.8’deki aktivite-pH profilleri incelendiğinde pH 8,5’da serbest enzim aktivitesinin yaklaşık % 85-90’ı korunurken, immobilize enzim aktivitesi optimum pH’ın yaklaşık % 40’na düşmüştür. pH 8,5’in üzerindeki pH değerleri, kullanılan pNPA substratının uygun olmaması nedeniyle denenmemiştir. Serbest ve immobilize PCA’ların optimum pH değerleri ise sırasıyla 6,5 ve 7,5 olarak tespit edilmiştir. Polianyonik taşıyıcı üzerine immobilize edilen enzimin optimum pH’ının, bazik bölgeye kayması beklenen bir durumdur.


Prensip olarak serbest enzimle kıyaslandığında immobilize enzimin termal kararlılığı ve optimum sıcaklığı yükselebilir, alçalabilir veya değişmeden kalabilir (Busto, 1998). Bu çalışmada serbest ve immobilize BCA’ın optimum sıcaklıkları sırasıyla 50 oC ve 60 oC olarak ölçülmüştür. İmmobilizasyon sonucu optimum sıcaklıktaki artış, enzimin uygulamada kullanılabilme potansiyelini arttırdığı için genellikle istenen bir durumdur. Serbest ve immobilize PCA’ın optimum sıcaklıkları arasında ise anlamlı bir fark gözlenmemiştir.

Enzim kararlılığı deneyleri sonucunda serbest BCA 30 gün sonunda başlangıç aktivitesinin % 12’sini gösterirken, immobilize BCA başlangıç aktvitesinin  % 43’ünü korumuştur. PCA enzimi  ise 30 gün sonunda başlangıç aktivitesinin % 58’ini gösterirken, immobilize PCA başlangıç aktivitesinin % 65’ini korumuştur. Doğal bir polimer olan alginatın mikroorganizmal faaliyetlerine açık olması nedeniyle daha uzun süreli ölçümler yapılamamıştır.
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Sayfa1

		A1		A2		A3		Ort A		Standart sapma		absorbans		Uküvet		Uörnek				pH		% aktivite

		2.094		1.835		2.279		2.0693		0.2230		0.0020693333		0.00034		0.01011904				3.5		12

		4.056		4.476		5.372		4.6347		0.6722		0.0046346667		0.00076		0.02266352				4.5		27

		6.035		6.463		6.786		6.4280		0.3767		0.006428		0.00105		0.03143292				5.5		38

		10.762		9.987		9.615		10.1213		0.5852		0.0101213333		0.00165		0.04949332				6.5		59

		17.114		17.659		16.501		17.0913		0.5793		0.0170913333		0.00279		0.08357662				7.5		100

		14.288		15.74		15.049		15.0257		0.7263		0.0150256667		0.00245		0.07347551				8.5		88
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Sayfa1

		A1		A2		A3		Ort A		Standart sapma		absorbans		Uküvet		Uörnek				pH		% aktivite

		2.399		2.232		2.713		2.45		0.2442		0.00245		0.00040		0.01197				3.5		26

		4.713		4.927		4.583		4.74		0.1737		0.00474		0.00077		0.02318				4.5		50

		6.761		5.924		6.278		6.32		0.4202		0.00632		0.00103		0.03091				5.5		66

		9.9		10.463		8.347		9.57		1.0959		0.00957		0.00156		0.04680				6.5		100

		5.424		5.323		5.708		5.49		0.1996		0.00549		0.00089		0.02682				7.5		57

		3.46		4.757		4.102		4.11		0.6485		0.00411		0.00067		0.02008				8.5		43
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Sayfa1

		A1		A2		A3		Ort A		Standart sapma		absorbans		Uküvet		Uörnek				pH		% aktivite

		3.275		3.108		3.119		3.1673		0.0934		0.00317		0.0005162753		0.01548826				3.5		31

		4.282		4.244		4.401		4.3090		0.0819		0.00431		0.000702367		0.02107101				4.5		42

		7.109		6.741		7.196		7.0153		0.2415		0.00702		0.0011434993		0.03430498				5.5		69

		7.863		8.745		8.028		8.2120		0.4689		0.00821		0.001338556		0.04015668				6.5		80

		10.644		10.858		9.175		10.2257		0.9162		0.01023		0.0016667837		0.05000351				7.5		100

		3.497		4.125		3.695		3.7723		0.3211		0.00377		0.0006148903		0.01844671				8.5		37
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Sayfa1

		A1		A2		A3		Ort A		Standart sapma		absorbans		Uküvet		Uörnek				pH		% aktivite

		2.926		2.204		2.078		2.4027		0.4575776801		0.00240		0.0003916347		0.01175				3.5		16

		4.839		3.727		3.726		4.0973		0.6423023691		0.00410		0.0006678653		0.02004				4.5		28

		7.623		8.01		7.706		7.7797		0.2037457566		0.00778		0.0012680857		0.03804				5.5		53

		9.988		9.988		8.049		9.3417		1.119482172		0.00934		0.0015226917		0.04568				6.5		64

		13.397		14.525		16.126		14.6827		1.3713148192		0.01468		0.0023932747		0.07180				7.5		100

		6.222		6.143		5.992		6.1190		0.1168631679		0.00612		0.000997397		0.02992				8.5		42
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						serbest PCA		aktivite				İmmobilize PCA		aktivite						süre		% PCA		% immobilize PCA

						28		3.04				32		2.53						0		100		100

						28		3.04				32		2.53						3		93		100

						28		3.04				32		2.53						6		90		95

						29		2.90				32		2.53						9		83		95

						30		2.77				33		2.42						12		80		93

						33		2.42				34		2.32						15		80		92

						34		2.32				34		2.32						18		70		90

						34		2.32				34		2.32						21		65		88

						36		2.14				35		2.23						24		60		76

						36		2.14				38		1.97						27		59		70

						41		1.76				39		1.90						30		58		65
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Sayfa1

				immobilize BCA		immobilize aktivite						bCA		aktivite										süre		immobilize bCA		yüzde BCA akt.

		113		5		21.600						2		55.5000										0		100		100

		113		5		22						3		36.6667										3		100		80

		113		5		22						3		36.6667										6		100		66

		113		6		18						4		27.2500										9		90		66

		113		6		18						7		15.1429										12		83		49

		113		8		13						8		13.1250										15		83		27

		113		8		13						9		11.5556										18		61		24

		113		8		13						12		8.4167										21		61		21

		113		11		9						13		7.6923										24		61		15

		113		11		9						15		6.5333										27		43		14

																								30		43		12
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Sayfa1

		A1		A2		A3		Ort A		Standart sapma		absorbans		Uküvet		Uörnek				sıcaklık° C		% aktivite

		2.803		2.871		3.01		2.89		0.11		0.0028946667		0.0004718307		0.0142				15		22.4

		3.666		3.647		4.068		3.79		0.24		0.0037936667		0.0006183677		0.0186				20		29.4

		7.771		6.842		7.063		7.23		0.49		0.0072253333		0.0011777293		0.0353				30		55.9

		9.259		10.88		10.492		10.21		0.85		0.0102103333		0.0016642843		0.0499				40		79.0

		14.003		11.078		13.682		12.92		1.60		0.012921		0.002106123		0.0632				50		100.0

		11.434		11.475		11.394		11.43		0.04		0.0114343333		0.0018637963		0.0559				60		88.5

		7.741		8.247		7.774		7.92		0.28		0.0079206667		0.0012910687		0.0387				70		61.3

		5.648		5.588		5.047		5.43		0.33		0.0054276667		0.0008847097		0.0265				80		42.0
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Sayfa1

		A1		A2		A3		Ort A		Standart sapma		absorbans		Uküvet		Uörnek				sıcaklık° C		% aktivite

		1.638		2.065		2.49		2.064		0.43		0.00206		0.00034		0.01009				15		14

		3.377		2.794		3.955		3.375		0.58		0.00338		0.00055		0.01651				20		24

		5.22		6.374		6.144		5.913		0.61		0.00591		0.00096		0.02891				30		41

		7.954		7.79		8.761		8.168		0.52		0.00817		0.00133		0.03994				40		57

		10.729		11.853		11.595		11.392		0.59		0.01139		0.00186		0.05571				50		80

		15.58		12.272		15.018		14.290		1.77		0.01429		0.00233		0.06988				60		100

		6.35		5.232		6.055		5.879		0.58		0.00588		0.00096		0.02875				70		41

		2.771		2.856		2.876		2.834		0.06		0.00283		0.00046		0.01386				80		20
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Sayfa1

		A1		A2		A3		Ort A		Standart sapma		absorbans		Uküvet		Uörnek				sıcaklık° C		% aktivite

		1.482		2.017		2.616		2.0383		0.5673		0.00204		0.0003322483		0.00997				15		13

		4.36		5.481		4.357		4.7327		0.6481		0.00473		0.0007714247		0.02314				20		30

		7.588		6.799		7.665		7.3507		0.4793		0.00735		0.0011981587		0.03594				30		47

		8.884		10.653		9.273		9.6033		0.9296		0.00960		0.0015653433		0.04696				40		61

		11.097		10.653		13.079		11.6097		1.2917		0.01161		0.0018923757		0.05677				50		74

		14.843		16.062		15.965		15.6233		0.6775		0.01562		0.0025466033		0.07640				60		100

		8.01		7.634		8.54		8.0613		0.4552		0.00806		0.0013139973		0.03942				70		52

		3.4		3.836		3.569		3.6017		0.2198		0.00360		0.0005870717		0.01761				80		23
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Sayfa1

		A1		A2		A3		Ort A		Standart sapma		absorbans		Uküvet		Uörnek				sıcaklık° C		% aktivite

		2.487		2.018		1.923		2.143		0.302		0.00214		0.0003492547		0.01048				15		22

		2.931		3.2		3.329		3.153		0.203		0.00315		0.0005139933		0.01542				20		32

		3.79		4.656		4.041		4.162		0.446		0.00416		0.0006784603		0.02035				30		42

		6.423		5.482		5.856		5.920		0.474		0.00592		0.0009650143		0.02895				40		60

		8.028		7.514		7.336		7.626		0.359		0.00763		0.001243038		0.03729				50		78

		8.804		10.072		10.587		9.821		0.918		0.00982		0.001600823		0.04802				60		100

		7.483		8.455		7.621		7.853		0.526		0.00785		0.001280039		0.03840				70		80

		2.565		3.067		3.006		2.879		0.274		0.00288		0.0004693313		0.01408				80		29
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