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OZET

MANYETIK NANOPARTIKULLERE PAPAIN ENZIMIiNiN
IMMOBILIZASYONU VE PROTEINLERIN ENZIMATIK
HIiDROLIZINDE KULLANIMI

Pelin ALPAY

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Deniz AKTAS UYGUN
2014, 60 sayfa

Bu tezde manyetik poli(HEMA-GMA) nanopartikiilleri emiilsiyon polimerizasyon
teknigi ile hazirlanmig ve bu manyetik nanopartikiillere Cibacron Blue F3GA
kovalent olarak baglanmistir. Sentezlenen manyetik nanopartikiiller FTIR, ESR,
SEM, AFM ve SEM-EDX analizi kullanilarak karakterize edilmistir. Elde edilen
sonuclar sentezlenen nanopartikiillerin manyetik o6zellikte, yaklagik 200 nm
capinda ve kiiresel oldugunu gostermistir. Manyetik poli(HEMA-GMA)
nanopartikiillerine baglanan Cibacron Blue F3GA miktar1 173.96 pmol/g olarak
bulunmustur. Boya bagl manyetik nanopartikiillere papain adsorpsiyonu kesikli
sistemde gerceklestirilmis ve papain adsorpsiyonuna pH’in, baslangic papain
derisiminin, ortam sicakliginin ve iyonik siddetin etkisi de arastirilmistir. Boya
bagli manyetik nanopartikiillere adsorplanan maksimum papain miktar1 pH 7.0
HEPES tamponunda hazirlanmis 1.0 mg/mL papain derisiminde 764.0 mg/g
polimer olarak bulunmustur. Adsorpsiyonun etkinligi Freundlich isotermine
uygunlugu ile gosterilmistir. Ayn1 zamanda serbest ve immobilize enzimin
aktivitesine pH ve sicakligin etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglar immobilize
papainin pH, termal, islemsel ve depo kararliliginin serbest papaininkinden daha
yiikksek oldugunu gdstermistir. Ayrica serbest ve immobilize papainin kinetik
sabitleri belirlenmistir. Bu calismada immobilize papainin farkli proteinler
(kazein, BSA, IgG ve sitokrom C) tizerindeki katalitik etkinligi arastirilmis ve en
yiiksek katalitik aktivite IgG ile goriilmiistiir. Bu 6zellikler boya ligand1 olarak
Cibacron Blue F3GA bagli manyetik afinite nanopartikiillerini papain
immobilizasyonu igin iyi bir aday yapmaktadir.

Anahtar sozciikler: Papain, manyetik nanopartikiil, immobilizasyon, Cibacron
Blue F3GA






ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF PAPAIN ONTO MAGNETIC
NANOPARTICLES AND USAGE FOR ENZYMATIC
HYDROLYSIS OF PROTEINS

Pelin ALPAY

M.Sc. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Deniz AKTAS UYGUN
2014, 60 pages

In this thesis, magnetic poly(HEMA-GMA) nanoparticles were prepared by
emulsion polymerization technique and Cibacron Blue F3GA was covalently
attached to these magnetic nanoparticles. Synthesized magnetic nanoparticles were
characterized by using FTIR, ESR, SEM, AFM and SEM-EDX analysis. It was
shown that, synthesized nanoparticles demonstrated magnetic behavior and have
spherical shape with approximately 200 nm diameter. Cibacron Blue F3GA
loading onto magnetic poly(HEMA-GMA) nanoparticles was calculated to be
173.96 pmol/g polymer. Papain adsorption studies onto dye attached magnetic
nanoparticles were performed in a batch system and effects of pH, initial papain
concentration, medium temperature and ionic strength on the papain adsorption
were also investigated. Maximum adsorbed amount of papain onto dye attached
magnetic nanoparticles was found to be 764.0 mg/g polymer by using 1.0 mg/mL
of papain concentration in pH 7.0 HEPES buffer. The effectiveness of adsorption
was demonstrated by Freundlich isotherm proficiency. Effects of pH and
temperature on free and immobilized enzyme activities were also investigated. The
results showed that pH, thermal, operational and storage stabilities of the
immobilized papain were higher than those of the soluble papain. Additionally
kinetic constants of soluble and immobilized papain were determined. In this
work, the catalytic effiency on different proteins (casein, BSA, IgG and
cytochrome C) of immobilized papain was investigated and the highest catalytic
efficiency was achieved with 1gG. These features make the dye-ligand Cibacron
Blue F3GA attached magnetic affinity nanoparticles a good candidate for
immobilization of papain.

Key Words: Papain, magnetic nanoparticle, immobilization, Cibacron Blue F3GA
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1. GIRIS
1.1. Enzim immobilizasyonu

Enzimler veya biyokatalizorler, biyoproses teknolojisi alamindaki en degerli
kesiflerden biridir. Biyokataliz, iiretim kolaylig1, substrat 6zgiilliigii ve yesil kimya
nedeniyle cesitli sektorlerde cok yaygin olarak kabul gérmiistiir. Ancak bu
biyolojik tiirevli katalizorlerin genis oranda ticarilesmesi, bu biyokatalizorlerin
ekonomik olmama kusurlarindan dolay1 tekrar kullanilabilmelerinin zorunluluk
haline gelmesine neden olmustur. Onlarin biyokimyasal reaksiyonlar sirasinda
yapisal kararliliklarimi korumalari ¢ok ilgi g¢ekicidir. Sonu¢ olarak fonksiyonel
etkinlikleri ve artan tekrar kullanilabilirlikleri ile immobilize enzimler, enzimlerin
pahaliliklarma  ragmen  alternatifleri  olarak  kullanilirlar.  immobilize
biyokatalizorler enzimler veya tam hiicreler olabilir. Enzim immobilizasyonu
substrat ve iriinlerden farkli olarak bir faz (matriks/destek) icinde enzimi
hapsetmektedir. Inert polimerler veya inorganik maddeler genellikle tasiyict
materyaller olarak kullanilirlar. Ekonomik olmanin disinda ideal bir destek
inertlik, fiziksel giic, kararlilik, tekrar  kullanilabilirlik, enzim
ozgiilligii/aktivitesini arttirma yetenegi gibi Ozellikleri tasimali ve iiriin
inhibisyonunu, nonspesifik adsorpsiyonu ve mikrobiyal kontaminasyonu

azaltmalidir.

Immobilizasyon siirekli ekonomik islemler, otomasyon, yiiksek yatirim/kapasite
orani ve daha yiliksek saflikta iiriin geri kazanimini saglar. Cesitli metodlar
immobilizayon ic¢in kullamilmustir ve farkli faktorler immobilize enzimlerin
performansini etkiler (Datta vd., 2013).

1.1.1. immobilizasyon i¢in Kullanilan Farkh Teknikler

1.1.1.1. Adsorpsiyon

Hidrofobik etkilesimler ve tuz kdpriileri ile olusan enzim adsorpsiyonu ya destegin
fiziksel adsorpsiyon igin enzimle temas halinde bulunmasi ya da enzimin elektrod
yiizeyinde kurutulmasi ile gerceklesir. Adsorbe enzimler agregasyon, proteoliz ve
hidrofobik ara yiizeyle etkilesimden korunur. Arastiricilar iyi su tutma kapasitesi
ve yiiksek katyon degisim 6zelliklerine sahip olan Hindistan cevizi liflerini, geri
doniisiimsiiz baglama kapasitesine sahip olan mikrokristal selulozu, kimyasal



asetilasyonda yiiksek enzim aktivitesini korumasi nedeniyle kaolini ve indirgenme
ve yikseltgenme reaksiyonlar1 i¢in ideal uygunlukta genis ylizey alami ve
fonsiyonel thiol gruplarina sahip olan mikro/mezogdzenekli materyaller gibi ¢cevre
dostu destekleri kullanmiglardir. Silanize molekiiler elekler, hidrojen baglariyla
enzim immobilizasyonunu kolaylagtiran por duvarlari {izerindeki silonollerin
varligr nedeniyle enzim adsorpsiyonu i¢in destek olarak basarili bir sekilde
kullanilmigtir. Halen kullanilan desteklerin ¢esitli kimyasal modifikasyonlari
kuskusuz daha iyi bir immobilizayon saglamak icindir. Polipropilen bazli
hidrofobik graniiller / Accurel EP-100 kullanarak adsorbe edilen lipazin su aktivite
profilleri rapor edilmistir (Persson vd., 2000). Sabbani vd. (2006) daha kiiglik
partikiil boyutuna sahip olan Accurel’in biyokatalizleme sirasinda reaksiyon hizini
ve enantiyometrik oranlart arttirdigini rapor etmistir. Daha iyi islem kontroli ve
ekonomik iiretim igin Yarrowia lipolytica lipazi fiziksel adsorpsiyon yoluyla oktil
agaroz ve oktadesil-sepabeadler iizerine immobilize edilmis ve serbest lipazdan
daha yiiksek verim ve daha yiiksek kararlilik elde edilmigtir. Enzim ve destek
arasindaki artan afinite oktadesil-sepabeadlerin hidrofobisitesi ile agiklanmuistir.
Biyobozunur  poli(3-hidroksibiitirat-kohidroksi-valerat) — tizerine immobilize
edilmis Candida rugosa lipaz1 50 °C’de 4 saat bekletildiginde % 94 aktivite verimi
ve 12 kez tekrar kullanilabilirlik sergilemistir. Bu destekler polihidroksibiitirattan
daha az kati ve kristal yapida olduklar1 i¢in tercih edilmislerdir. 1,4-butendiol
diglisidil eter ile aktive edilmis ince kumas ipliklerin kuruma kosullar1 altinda
enzim aktivitesinin % 50’sini koruyabildigi ve pH stabilitesini arttirabildiginden
iireaz i¢in uygun bir destek olmustur. Son zamanlarda biyouyumlu mezogodzenekli
silika nanopartikiil destekleri uzun siire dayanikli ve etkin olmalari nedeniyle
enerji uygulamalarinda biyokataliz i¢in kullanilmaktadir (Datta vd., 2013).

1.1.1.2. Kovalent baglanma

Desteklere enzimlerin kovalent baglanmasi enzimlerin arjinin, aspartik asit,
histidin gibi amino asit yan zincirleri ve imidazol, indol, fenolik hidroksil gibi
farkli fonksiyonel gruplardan kaynaklanan reaktivite derecesi nedeniyle
gerceklesir. Peptid modifiye yiizeyler enzim baglanmast icin kullanildiginda
kontrollii protein yonlenmesi ile daha yiiksek spesifik aktivite ve stabilite gozlenir.
Bir karbohidrat birimi ve uzatici kol olarak gluteraldehit igeren CNBr —Agaroz ve
CNBr ile aktive edilmis Sepharoz, enzimlerin kovalent baglanmasinda termal

stabilite gOstermistir.



Yiiksek kararlilikta ve hiperaktivitedeki biyokatalizorler, serbest aldehit
gruplarinin eliminasyonu ile silanize edilerek modifiye silika jel tasiyicilara ve Si-
F birimleri ile kaplanmis kafes benzeri porlar iceren SBA-15 desteklerine
enzimlerin kovalent baglanmasi ile hazirlanmistir. Enzimlerin yar1 6miir ve termal
stabilitelerini artirma mezagozenekli silika, kitosan gibi farkli desteklere enzimleri
kovalent baglamayla basarilmistir. Elektrospinlenmis nanoliflere enzimlerin
capraz baglanmasi artan yiizey alani ve gozeneklilikten dolay1r daha yiiksek
aktivite veriminin elde edilmesini saglamistir. Boylesi nanoboyutlu desteklerin
kullanim1  biyokatalizér immobilizasyonunda bir doniim noktas1i olmustur.
Attapiiljit (hidrate magnezyum silikat) nanoliflere alkol dehidrogenazin kovalent
baglanmasi1 termal kararliligt ve degisken nano boyutlart nedeni ile tercih
edilmektedir. Biyokatalitik membranlar silikon kapli enzimlerle etkili kovalent
etkilesimlerin olugmasinda kullanilmigtir. Organik ¢dzgenler veya iyonik
polimerlerin eklenmesi ile sulu ¢ozeltiden enzim ¢oktiiriilmesiyle iiretilen ¢apraz
bagli enzim agregatlar1 rapor edilmistir. Kovalent baglar ile elde edilen magnetik
nanokiireler lizerine immobilize enzimlerin farkli yonelimleri, artan uzun Omiir,
islemsel dayaniklilik ve tekrar kullanilabilirlik nedeniyle farmdsitik endiistrisinde
uygulamalar bulmustur. Immobilizasyon sirasinda enzimlerin yapisal ve
fonksiyonel 6zelliklerini koruma, ¢apraz baglama ajani kullanilarak yapilan temel
kurallardan biridir. Boylesi bir ajan bifonksiyonel c¢apraz baglayici olarak
kullanilan gluteraldehitir ve onun sikga tercih edilmesi sulu ¢ozeltilerde ¢oziinmesi
ve kararli ara ve i¢ alt kovalent baglar1 olusturabilmesi nedeniyledir (Datta vd.,
2013).

1.1.1.3. Afinite immobilizasyonu

Afinite immobilizasyonu, farkli fizyolojik kosullar altinda enzimin destege olan
ilgisine dayanir. Bu iki sekilde basarilabilir: ya destek hedef enzim i¢in bir ligand
ile 6n isleme sokulur ya da enzim destege afinite olusturan bir bilesik ile konjuge
edilir. Afinite adsorbanlari ayni zamanda enzimlerin saflastirilmasi igin de
kullanilir. Alkali kararli kitosan kapli poroz silika kiireler ve c¢ok tabakali
Konkonavalin A bagl agaroz artan stabilite ve etkinlik olusturarak daha fazla
miktarda enzimin immobilizasyonuna izin vermistir (Datta vd., 2013).

Coulomb etkilesimi, hidrojen bagi, van der Waals kuvvetleri gibi kovalent
olmayan etkilesimlerin varligindan dolay:1 biyoafinite kaplamasi enzim baglama



kapasitesi ve tekrar kullanilabilirligini 6nemli oranda arttiran bu teknigin en
gelismis uygulamasidir (Datta vd., 2013).

1.1.1.4. Tutuklama

Tutuklama jel veya lifler i¢inde kovalent veya non-kovalent baglarla enzimlerin
hapsedilmesidir. Etkili enkapsiilasyona enzim kagisin1 onleyici ve mekanik
kararliligin artmasin1 saglayan aljinat-jelatin kalsiyum hibrid tasiyicilarla
ulagilmistir. Elektro spinlenmis nanolifler ve saf materyaller gibi nanoyapil
desteklere tutuklama kimya, biyotip, biyosensorler ve biyoyakitlar gibi alanlarda
genis uygulamalar bulmustur. Candida rugosa lipazinin kitosana tutuklanmasi ile
ufalanma ve siliziilmenin Onlendigi ve tutuklanma etkinliginin ve enzim
aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir. Bu destegin non-toksik, biyouyumlu ve
kimyasal modifikasyona uygun oldugu ve hidrofilik dogasi nedeniyle proteinlere
yiiksek afiniteli oldugu rapor edilmistir. Mezogozenekli silikaya tutuklama onun
yiiksek ylizey alani, homojen gozenek dagilimi, ayarlanabilir gézenek boyutu ve
yiiksek adsorpsiyon kapasitesi nedeniyledir (Datta vd., 2013).

1.2. Boya Ligand Afinite Kromatografisi

1.2.1. Afinite Ligandi Olarak Boyalar

Enzimler, koenzimler, kofaktorler, antikorlar, amino asitler, oligopeptidler,
proteinler, niikleik asitler ve oligoniikleotidler gibi ¢esitli fonksiyonel molekiiller,
yeni desteklerin tasariminda ligand olarak kullanilabilirler. Bu ligandlar ¢ogu
durumda oldukga spesifiktirler. Ancak, iiretimlerinin yiiksek maliyetli olmasi
velveya kapsamli saflagtirma adimlart nedeniyle bu fonksiyonel molekiiller
oldukca pahahdirlar. Spesifik desteklerin hazirlanma islemlerinde, bir ligandin
biyolojik aktivitesini koruyarak destege immobilize edilmesi oldukc¢a zordur.
Ayrica bunlarin kullammlarinda ve saklanmalarinda bazi 6nlemlerin dikkatlice

uygulanmasi zorunludur.

Boya-ligandlar1 spesifik afinite kromatografisi i¢in dogal esleniklerinin Gnemli
alternatiflerindendir ve yukarida belirtilen pek ¢ok dezavantajlar1 gostermezler.
Boya-ligandlar1 baz1 durumlarda son derece spesifik bir sekilde bir ¢ok proteine ve
Ozellikle enzimlere baglanma yetenegine sahiptir. Boya-ligandlan ticari olarak
temin edilebilirdir ve ucuzdur. Ayrica bu ligandlar, 6zellikle hidroksil gruplari



tagiyan desteklere kolayca immobilize edilebilir. Boyalar sentetik olmalarina
ragmen, proteinlerin substratlarinin, kofaktérlerinin ya da baglanan ajanlarinin
yapilarimi taklit ederek pek cok proteinin aktif bolgesi ile etkilesebildiginden
afinite ligandlar1 olarak siniflandirilirlar (Denizli ve Pigkin, 2001; Kaya, 2012).

1.2.2. Boya-Ligandlari ve Proteinler Arasindaki Etkilesimler

Bir proteindeki baglanma bdlgesi onun ii¢ boyutlu yapisindaki iyonik, polar ve
hidrofobik gruplarin essiz stereokimyasal diizenlemesi ile olusur ve bu polipeptit
zincirleri olasi en yiiksek esnekligi sergilerler. Boya-ligand molekiilleri proteinlere
siki ve spesifik olarak baglanmak icin onlarla non-kovalent etkilesimler yaparlar.

Yapilan bir¢ok kinetik galigma, triazinil boyalariin rediikte nikotinamid adenin
diniikleotit (NADH), rediikte nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH),
nikotinamid adenin diniikleotit (NAD-), nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADFP+), guanozin trifosfat (GTP), inozin monofosfat (IMP), adenozin trifosfat
(ATP), 3-hidroksi-3-metil-glutaril-koenzim A (HMG-KoA), folat gibi dogal
biyolojik ligandlarin enzimlerin baglanma bolgeleri (substrat veya koenzim
baglanma bolgesi) ile etkilestigini ve bu durumda dogal ligandlarin enzime
baglanamadigimi gdstermistir. Bu etkilesimlerde yarigmali, yarigmasiz ve karisik

inhibisyonu igeren bir¢ok inhibisyon tipi gdzlenmistir.

Yarigmali ligandlar ve desorbe edici ajanlarin varhiginda boya-protein
etkilesimlerini anlamak i¢in ultraviyole-gériintir bélge spektroskopisi (UV-Vis),
fourier transform infrared spektrofotometresi (FTIR), niikkleer manyetik rezonans
(NMR), elektron spin rezonans spektrometrisi (ESR) ve circular dichroism (CD)’i
iceren bazi spektrofotometrik teknikler kullanilmigtir. Bu ¢alismalar hem boya
hem de enzimin konformasyonlarinin 6nemli oldugunu ve bu etkilesimlerin
elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlerin bir karigimi olarak rastgele bolgelerden
ziyade belli bolgelerde gerceklestigini aciga ¢ikarmigtir (Denizli ve Piskin, 2001;
Kaya, 2012).

1.2.3. Boya-Ligand Afinite Kromatografisinde Adsorpsiyon

Adsorpsiyon islemlerinde kullanilan dengeleyici tampon, maksimum protein
baglanmasini saglamak iizere hedef proteini igeren ¢ozelti ile ayn1 pH ve iyonik
siddet degerlerine sahip olmalidir. Tamponlarin bilesimi her 6zel durum i¢in dogru



secilmelidir. Fosfat tamponlart spesifik olmayan protein-boya ligand
etkilesimlerini azalttig icin sik¢a kullanilir. Iyonik siddet, tampona sodyum veya
potasyum igeren tuzlar eklenerek ayarlanabilir. Diigiik iletkenlige sahip tamponlar
gerektiginde 3-(N-morfolino) propan siilfonik asit (MOPS), 2-(N-morfolino) etan
stlfonik asit (MES), 4-(2-hidroksietil)-1-piperazin-1-etan siilfonik asit (HEPES)
veya 2-Amino-2-hidroksietil-propan-1,3-diol (Tris) sik¢a segilir.

Metal iyonlar1 (Mg, Caz, Zn#, Fe*, Al*gibi) sulu ortamdaki protein molekiillerini
kararli kilmak ve/veya hedef protein ile boya-ligandinin afinitesini arttirmak i¢in
tamponlara eklenebilir. Bununla birlikte metal iyonlarinin ¢dkmesi pH’a bagh
oldugundan bazi problemlere yol agabilir ve bu sebeple uygun dnlemlerin alinmasi
gerekir.

Immobilize boya-ligandlar ve hedef proteinler arasindaki afinite etkilesimi
sicakliktan etkilenir. Bu sebeple adsorpsiyon ve desorpsiyon g¢aligmalari uygun
sicakliklarda gergeklestirilmelidir. Adsorpsiyon iglemlerini optimize etmedeki bir
diger onemli parametre adsorbanin partikiil boyutudur. Daha kiigiik partikiiller,
hacme oranla daha genis yiizey alanina sahiptir ve bu nedenle daha yiiksek ve hizli
adsorpsiyon kapasitesi sergilerler (Denizli ve Piskin, 2001; Kaya, 2012).

1.3. Manyetik Nanopartikiiller

Nanoteknoloji gelecekteki medikal teshis ve tedaviler i¢in 6nemli potansiyeller
sunmaktadir. Nanopartikiillerin ¢esitli tipleri sayisiz biyokimyasal ve biyomedikal
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmistir. Nanopartikiiller inorganik veya
organik (polimerler gibi) maddelerden yapilmis mikronaltt boyutlardaki
parcalardir. Klasik nanopartikiil taniminda partikiil boyutu 1-100 nm araliginda
olmasina karsilik literatiirde birka¢ yiiz nanometre boyutundaki partikiiller igin de
bu tamim kullanilmaktadir. Nanopartikiillerin 6nemi, ayni bilesimdeki kiitle
materyallerinden farkli 6zelliklere sahip olmalar1 nedeniyledir. Bu o6zellikler
onlarin azalmis boyutlarina bagli olarak olusan yiizey etkileri, manyetik ve
elektronik davraniglarini igerir (Huang ve Juan, 2011).

Bir¢ok biyomedikal uygulamada genellikle yiiksek doygunlukta magnetizasyon
iceren metaller (Fe, Co, Ni gibi) veya metal oksitlerini iceren materyaller tercih
edilir. Saf metaller yiiksek doygunlukta magnetizasyona sahip olmasina ragmen bu
metaller oldukca toksiktir ve oksidasyona duyarlidir. Bu sebeple bu metal



nanopartikiiller biyomedikal uygulamalara uygun degildirler. Aksine demir
oksitler oksidasyona daha az duyarlidir ve bu sebeple daha kararli manyetik cevap
verirler. Demir oksit manyetik nanopartikiiller ¢ok kristalli yapiya sahiptir ve
cesitli biyomedikal uygulamalarda y-Fe,O5; (maghemit) ve Fe;O, (magnetit) sik¢a
kullanilir (Huang ve Juan, 2011).

Manyetik nanopartikiiller bir manyetik alana cevapta essiz Ozellikler sunarlar.
Farkli materyaller ve demir oksitlerin kombine olmasiyla hazirlanan
nanomateryaller, multifonksiyonel manyetik nanopartikiiller olarak iceriklerindeki
farkli materyallerden dolay1 yiiksek 6zgiilliik, spesifik yilizey kimyasi, 6zel optik
ozellikler ve manyetik 6zellikler sunarlar ve bu 6zellik onlarin yaygin kullanim
alanlart bulmasim1 saglamigtir. Bu alanlar protein saflagtirma, enzim
immobilizasyonu, kirlilik giderme, ilag salimi, fototermal terapi ve manyetik

rezonans goriintiilemedir.

1.3.1. Enzim Immobilizasyonunda Manyetik Nanopartikiiller

Son yillarda biyoteknolojide manyetik nanopartikiillerin kullanimi oldukca
popiilerdir. Immobilize enzim destegi olarak manyetik nanopartikiilleri kullanmak
bazi avantajlar sunmaktadir. Bunlar: 1) Daha fazla miktarda enzimin baglanmasina
izin veren yiiksek spesifik alan 2) Daha diisiik kiitle transfer direnci ve daha az
kirlenme 3) Bir manyetik alan uygulayarak reaksiyon karisimindan immobilize
enzimin se¢imli ayrilmasidir (Huang ve Juan, 2011). Cizelge 1.1°de manyetik
nanopartikiillere immobilize edilmis c¢esitli enzimler ve biyoteknolojideki

uygulamalarina drnekler verilmistir.



Cizelge 1.1. Manyetik nanopartikiillere

immobilize edilmis enzimler ve

biyoteknolojik uygulamalar1 (Ansari ve Husain, 2012).

Enzim Nanopartikiil Uygulamalari
Kolesterol oksidaz FesO, Serumdaki  total
nanopartikiilleri kolesterol analizi
Haloalkan Silikon kapli demir Dehalogenaz
dehalogenaz oksit sekanslarim igeren
nanopartikiiller fiizyon

proteinlerinin

iretimi
Lakkaz Kitosan manyetik Cevresel
nanopartikiilleri kirliliklerin
biyosagaltimi
Keratinaz Fes0, Keratin sentezi
nanopartikiilleri
a-amilaz Seliiloz kapl Nisastanin
manyetik par¢alanmasi
nanopartikiiller

B-Galaktosidaz

Lipaz

ConA  kaplanmis
ZnO

nanopartikiiller

Fe;0,

nanopartikiilleri

Laktoz hidrolizi

pPNPP hidrolizi

1.4. Proteazlar

Proteazlar, en Onemli endistriyel enzimler arasindadirlar. Bu proteolitik
biyokatalizorler, bircok ylizyilda ve baslangicta siit endiistrisinde peynir
iretiminde siit pihtilagtirict ajan olarak kullanilmistir. Proteazlar, protein



molekiillerinin peptid ve amino asitlere pargalanmasini saglayan hidrolitik
reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlerdir. Preoteazlar substrat 6zgiilliigii, aktif bolge
ve katalitik mekanizma, optimum pH, optimum sicaklik ve kararlilik gibi
oOzellikleri farkli olan enzimlerin ¢ok genis ve kompleks gruplarindan olusur.
Proteolitik enzimlerin 6zgiilliigii, hidrolizlenecek baga yakin amino asit ve diger
fonksiyonel gruplarm (aromatik veya alifatik veya kiikiirt igeren) dogasiyla
yonetilir. Proteazlar tiim yasayan canlilarda bulunur ve gesitli metabolik
reaksiyonlar1 katalizleyerek normal ve anormal fizyolojik kosullarda énemli bir rol
oynar. Proteazlar yalnizca proteolitik reaksiyonlar1 yonettikleri icin degil aym
zamanda sonucta yaglar ve karbohidratlarin pargalanmasini igeren metabolik
reaksiyonlarin nedeni olan gesitli basamaklari regiile ettikleri i¢in de onemlidir
(Sumantha vd., 2006).

Proteazlar, Enzim Komisyonunun (EC) siniflandirmasina gore 3. grup (hidrolaz)
ve 4. alt gruba (peptid baglarin1 koparan) aittir. Proteazlar peptit baglarin1 N veya
C terminal u¢larindan (ekzopeptidazlar) veya i¢ peptid baglarin1 (endopeptidazlar)
koparma yeteneklerine gore iki temel gruba ayrilabilir. Aminopeptidazlar N-
terminal baglarmi koparirken, karboksipeptidazlar C-terminal peptid baglarini
koparir. EKzopeptidazlar ticari uygulamalar bulurken, endopeptidazlar endiistriyel
olarak ekzopeptidazlardan daha Onemlidir. Proteazlar ayni zamanda hassas
baglarla ilgili pozisyonlardaki yiikli gruplarin varligt ve yokluguna gore de
tanimlanabilir ve optimum pH’a gore (asidik, notral veya bazik gibi), substrat
ozgiilliigiine (kollagenaz, kreatinaz, elastaz gibi) veya tripsin, pepsin gibi iyi
tanimlanmig proteinler icin homolojilerine gore bircok sekilde tanimlanabilir.
Hartley endopeptidazlar1 aktif bolgeleri ve ¢esitli inhibitorlere duyarliliklarina
gore 4 gruba ayirmistir ve bu siniflandirma Cizelge 1°de goriilmektedir (Sumantha
vd., 2006).



Cizelge 1.2. Proteazlarin 4 tipinin karakteristik 6zellikleri (Sumantha vd., 2006)

indol, fenol, triamino

asetik asit

. Molekiil kiitlesi Optimum Metal  iyon | Aktif bolge amino |
Ozellikleri Optimum pH Inhibitorleri Kaynaklari
/kDa sicaklik (°C) gereksinimi asitleri
Aspartik veya | 30-45 3-5 40-55 Ca* Aspartat veya sistein Pepstatin Aspergillus, Mucor,
karboksil Endothia, Rhizopus,
proteazlar Penicillium, Neurospora,
hayvansal doku (mide)
Sistein veya thiol | 34-35 2-3 40-55 - Aspartat veya sistein Indoasetamid, p-CMB | Aspergillus, Ananas
proteazlar comorus, Ficus sp., Carica
papaya, Streptococcus,
Clostridium
Metallo proteazlar | 19-37 5-7 65-85 Zn*, ca® Fenil-alanin veya l16sin | EDTA, EGTA gibi | Bacillus, Aspergillus,
selatlayici ajanlar Penicillium,  Psedomonas,
Streptomyces
Serin proteazlar 18-35 6-11 50-70 Cca* Serin,  histidin  ve | PMSF, DIFP, EDTA, | Bacillus, Aspergillus,
aspartat soya tripsin inhibitorii, | Tritirachium
fosfat tamponlar, | album(isilkararii)

0T
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1.5. Papain

Papain (EC 3.4.22.2), papaya (Carica papaya) lateksinden izole edilen endolitik,
bitki sistein proteaz enzimidir. Papain, olgunlasmamis papayanin kabugunun
kesilip, akan lateksin toplanip kurutulmasiyla elde edilir (Sekil 1.1). Daha yesil
meyvede, papain daha boldur.

Sekil 1.1. Carica papaya meyvesi ve lateksi

Papain enzimi, proteolitik bir enzim olarak papain siiper ailesine aittir ve tiim canli
organizmalarda bir¢ok hayati biyolojik islemde 6énemi bulunmaktadir (Tsuge vd.,
1999). Papain proteinler, kisa zincirli peptidler, amino asit esterleri ve amid
baglarina kars1 genis bir proteolitik aktivite gdsterir ve gida ve tip alanlarinda
yaygin olarak kullanilir. Papain tercihen 6zellikle arjinin ve lizin gibi bazik
aminoasitleri iceren peptid baglarin1 ve fenilalanini izleyen birimleri pargalar
(Menard vd., 1990; Amri ve Mamboya, 2012).

Globuler bir protein olan papainin molekiil agirligi 23406 Da’dur ve 4 disiilfit bag:
iceren 212 amino asitten olusur. Papainin Katalitik aktivitesinde GIn 19, Cys 25,
His 158 ve His 159 6nemli rol oynar. Papainin amino asit bilesiminin grafiksel
temsili Sekil 1.2°de goriilmektedir.
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% mol
|
]
]
|
|

Aninnaialing

T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

Cys Ile Phe Ala Arg Asn Asp Gln Glu Gly His Leu Lys Met Pro Ser Thr Trp Tyr Val

* Amino asit

Sekil 1.2. Papainin amino asit bilesiminin grafiksel gosterimi

Papain, farkli kosullarda bile kararliligim1 ve aktivitesini koruyabilen bir sistein
hidrolazdir. Yiiksek sicakliklarda bile ¢ok kararlidir. Papain denatiire edici ajanlar
olan 8M iire veya % 70’lik etil alkol gibi organik ¢dzgenlerin yiiksek
konsantrasyonlarinda bile kararliligini koruyan bir enzimdir. Papain aktivitesi i¢in
optimum pH farkli substratlara bagli olarak 3.0-9.0 araligindadir. Papain,
genellikle iki iyi tanmimlanmis bdlge igerir. Bu protein 3 disiilfit kopriisiiyle
stabilize edilmistir ve molekiil, yan zincirlerdeki giiglii etkilesimlerin olugmasiyla
bu kdpriiler boyunca katlanmigtir (Amri ve Mamboya, 2012). Papainin ii¢ boyutlu
yapisi, aktif bdlgeyi iceren bir yarikla ayrilan iki farkli yapisal kisimdan olusur.
Bunlardan biri a-heliks bakimindan zengin kisim (L kismi) digeri ise B-fig1t modeli
bakimindan zengin kisimdir (R kismi) (Salas vd., 2008). Aktif bolgede sistein,
histidin ve arjinin bulunmaktadir.
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Sekil 1.3. Papainin ii¢ boyutlu yapisi (Salas vd., 2008)

Papain enziminin anti-inflamatuar, antibakteriyel ve antioksidan o6zellikleri
bulunmaktadir ve genis cilt lezyonlariin tedavisinde kullaniimaktadir
(Vasconcellos vd., 2011). Papain gida endiistrisinde et ve ilgili tiirevlerinin
yumusatilmasinda, mayali igecek iiretiminde iceceklerin ve oOzellikle biranin
berraklastirilmasinda, siit endiistrisinde peynir iiretiminde, firincilikta glutenin
transformasyonunda sik¢a kullanilir (Homaei vd., 2010). Papain hiicre
izolasyununda ve genis Olgekli endiistri proseslerinde biyomolekiillerin
ayrilmasinda kullanilir. Ayrica papain deri, kozmetik, tekstil, deterjan, gida ve

farmosatik endiistrisinde de dnemli uygulamalar bulmustur (Chen vd., 2009).
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2. KAYNAK OZETLERI

Enzim immobilizasyonunda manyetik ve nanoboyutta desteklerinin kullaninmi
yiiksek spesifik alanlar1 nedeniyle daha fazla enzim yiiklemesini saglar. istenen
biyomolekiilin sec¢imli hedeflenmesi ve manyetik alan yardimiyla reaksiyon
karigimindan kolayca ayrilmasi ve saflastirma islemlerindeki santrifiijleme ve
filtrasyon gibi adimlarin elimine edilmesi diger 6nemli avantajlarindandir (Okoli
vd. 2011). Bu o6nemli {stiinliikleri nedeniyle manyetik nano destekler bircok

arastirici tarafindan kullanilmistir.

Xiao vd. (2006), lakkaz enzimini bakir tetraaminoftalosiyanin-FesO, manyetik
nanopartikiillere iki adimli bir reaksiyon yoluyla ve gluteraldehit ile ¢apraz
baglayarak immobilize etmislerdir. Birinci adimda gluteraldehitin optimum pH’1,
kantitasyonu, derisimi ve reaksiyon stiresi ¢alisilirken ikinci adimda lakkazin
optimum pH’1 reaksiyon sicakligi ve reaksiyon siiresi incelenmistir. Arastiricilar
immobilize lakkazin kiiciik partikiil boyutuna, genis yiizey alanina ve essiz
manyetik 6zelliklere sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Yusdy vd. (2009), silika kapli manyetik nanokiirelere laktat dehidrogenaz
enziminin immobilizasyonunu gerceklestirmiglerdir. Bu amagla hazirlanan
manyetik nanokiimelerin TEM fotograflar1 ¢ekilmis ve kiimelerin boyutu yaklagik
500 nm olarak bulunmustur. Silika kapli manyetik nanokiimeler gluteraldehit ile
fonksiyonellestirilmis ve laktat dehidrogenaz immobilizasyonunda kullanilmistir.
Immobilizasyon farkli pH’lardaki tampon cozeltilerde ve iyonik siddetlerde
aktivite Olglimleri yapilarak incelenmis ve immobilizasyon sirasinda sodyum
kloriir ilavesinin laktat dehidrogenaz aktivitesini % 50°den % 75’¢ ¢ikardig
gorlilmiistiir.

Xie ve Ma (2010), lipaz enzimini aktivasyon ajan1 olarak 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)  karbodiimid (EDAC) kullanarak manyetik Fe3O,
nanopartikiiller lizerine immobilize etmisler ve yag asidi metil esterlerini iiretmek
icin metanol ile bitkisel yaglarin transesterifikasyonunu katalizlemede
kullanmiglardir. Manyetik nanopartikiillere lipazin baglandigi enzim aktivitesi,
TEM ve FTIR &lgiimleri ile dogrulanmistir. Immobilize lipaz, serbest lipaz ile
karsilastirldiginda daha iyi sicaklik ve pH stabilitesi gdstermistir. Immobilize
lipaz kullanildiginda metil esterlerine doniisiim % 94 oraninda gergeklesmistir.
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Zhao vd. (2011), dendrimerlerle fonksiyonellestirilmis manyetik karbon
nanotiiplere glukoamilaz enzimini immobilize etmislerdir. Immobilizasyon
yontemleri olarak adsorpsiyon, kovalent baglama ve metal iyonu afinite
etkilesimleri kullanilmig ve metal iyonu afinite etkilesimlerinin glukoamilaz igin
etkili bir immobilizasyon yontemi oldugu rapor edilmistir. Immobilize
glukoamilazin 10 kullanimdan sonra baslangi¢ aktivitesinin % 84.2 oldugu, hem
serbest hem de immobilize glukoamilazin optimum pH’min 3.5 ve optimum
sicakliginin 55 °C oldugu bildirilmistir. Ayrica immobilize glukoamilaz daha
yiiksek termal stabilite gostermistir.

Zhou vd. (2012), etoksil gruplari igeren fonksiyonel iyonik sivilari sentezlemisler
ve Fe;0, sentezi ve ardindan silika kabukla kaplama ile hazirlanan manyetik silika
nanopartikiiller — lizerine immobilize etmislerdir. Hazirlanan  manyetik
nanopartikiiller FTIR, SEM, TEM ve VSM ile karakterize edilmistir. Daha sonra
iyonik  sivilarla  desteklenmis  nanopartikiiller ~ penisilin =~ G agilazin
immobilizasyonunda kullanilmistir. Maksimum enzim yiiklemesi 209 mg/g ve
maksimum enzim aktivitesi 261 U/g olarak bulunmustur. On kez ard arda
kullanilan immobilize penisilin G agilaz baslangic aktivitesinin % 62’sini

korumustur.

Bahrami ve Hejazi (2013), dokusat sodyum tuzu ile negatif yiiklenmis manyetik
nanopartikiillere pektinaz enzimini immobilize etmislerdir. Dokusat sodyum tuzu
biyouyumlu anyonik bir surfaktandir ve manyetik nanopartikiilleri stabilize eder.
Immobilizasyon islemi pozitif yiikli enzim ile negatif yiikli manyetik
nanopartikiiller arasinda elektrostatik adsorpsiyon yoluyla gerceklesmistir.
Manyetik nanopartikiillere immobilize edilen enzim bir manyetik alan altinda
kolayca ayrilabilmistir. Pektinaz immobilizasyonuna baslangi¢ derisiminin, ortam
pH’inmn ve dokusat sodyum tuzu derisiminin etkileri incelenmistir. Immobilize
pektinazin maksimum spesifik aktivitesi 1.98 U/mg enzim ve maksimum enzim
yiiklemesi 610.5 mg enzim/g destek olarak rapor edilmistir. Alt1 kez kullanimdan
sonra immobilize enzim baslangi¢ aktivitesinin % 85-95’ini korumustur. Ayrica
pH ve sicaklik stabiliteleri incelendiginde immobilizasyonla enzim yapisinin
etkilenmedigi goriilmiistiir.

Verma vd. (2013), B-glukozidaz enzimini fonksiyonel manyetik nanopartikiillere
immobilize etmisler ve bioyakit {iiretimindeki potansiyelini arastirmislardir.
Immobilizasyon kovalent baglanma yontemi ile gerceklestirilmis ve
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immobilizasyon verimi % 93 olarak bulunmustur. Serbest ve immobilize enzimin
aktivitesi, termal stabilitesi ve islemsel kararliligi sellobiyoz hidrolizi ile
arastirllmistir. Serbest ve immobilize glukozidazin optimum pH’1 sirasiyla 4.0 ve
6.0 ve optimum sicaklig1 60 °C olarak bulunmustur. Immobilize glukozidaz 16 kez
kullanildiginda baslangi¢ aktivitesinin % 50’den fazlasin1 korumustur. Bu sonuglar
manyetik nanopartikiillere glukozidaz immobilizasyonunun, lignoseliilozik
biyokiitlelerden fermente edilebilir seker eldesi igin kullanilabilecegini
gostermistir.

Papain enzimi Kinetik ve yapisal olarak oldukea iyi karakterize edilmis ve genis
proteolitik aktivite gdsteren bir enzimdir. Ozellikle proteinler, kisa zincirli
peptidler, amino asit esterleri ve amid baglarina kars1 yiiksek aktivite gosterir.
Papain enzimi deri, kozmetik, tekstil, deterjan, gida, tip ve farmosotik alanlarinda
onemli  uygulamalar  bulmustur. Ancak Carica papaya lateksinin
bulunabilirligindeki zorluk bu enzimin temin edilebilirli§ini sinirlamaktadir ve
papain enziminin immobilizasyonu bu sorunun ¢oziimiinde ideal bir yontemdir.
Papain immobilizasyonu ile ilgili literatiirde yapilmis pek c¢ok ¢aligma

bulunmaktadir ve bunlara 6rnekler asagida verilmistir.

D’Souza ve Lali (1999), papain saflagtirmasi i¢in IMAC destegi olarak
karboksimetilseliilozu kullanmiglardir. Bu amagla dncelikle karboksimetil seliiloz
capraz baglanmis ve epiklorhidrin kullanilarak aktive edilmis ve iminodiasetik asit
(IDA) kovalent olarak baglanmistir. Daha sonra selatlayict CM-selilloz destegi
cesitli metal iyonlart (Co®*, Cu®*, Ni** ve Zn?) ile selatlastirilmis ve papain
adsorpsiyonunda kullamlmustir. CM-seliiloz-Cu®* destegi ile papaya lateksinden
papain saflagtirilmis ve 4.2°1ik saflastima katsayisi elde edilmistir.

Lei vd. (2004), karboksil gruplari igeren manyetik kompozit mikrokiireleri
tionilkloriir ile aktive etmisler ve papain enziminin amino gruplarindan kovalent
olarak immobilizasyonunda kullanmuslardir. immobilize papainin pH, sicaklik ve
depo kararliliginin serbest papainden daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.
Ayrica serbest ve immobilize papainin Michaelis-Menten sabiti olan K
degerlerini karsilastirmislardir.

Roy vd. (2005), Carica papaya lateksinden izole edilmis papain enzimini siiksinik
anhidrid ile kimyasal olarak modifiye etmislerdir. Bu kimyasal enzimdeki lizin
birimlerinin amino grubu ile reaksiyona girerek net yiikii pozitiften negatife
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kaydirmigtir. Modifiye papainin optimum pH’1 6.0’dan 8.0’¢ kaymis, optimum
sicakligl degismemistir. Modifiye papainin spesifik aktivitesinin serbest enzimden
daha yiiksek oldugu goriilmiis ve bu modifiye papain alginat/nisasta kiirelere
tutuklanarak stabilitesi arttirilmistir. Bu enzimin biyotransformasyonda basarili bir
sekilde kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Solis vd. (2006), papain enzimini mezogdzenekli silika iizerine 4°C’de ve pH 3-11
arasinda adsorbe etmisler adsorpsiyon kinetiklerini arastirmuslardir. Immobilize
papainin pH 5.0’de 6nemli derecede stabilite gosterdigini rapor etmislerdir.

Li vd. (2007), sol jel teknigi ile pamuklu kumas iizerine papain enzimini
immobilize etmiglerdir. Pamuklu kumas tizerindeki immobilize papaini SEM, EDS
ve Bradford metodu ile karakterize etmisler ve serbest ve immobilize papainin
bagil enzim aktivitelerini arastirmislardir. Sol jel teknigi ile pamuklu kumas
lizerine papain immobilizasyonunda 6 kullanimdan sonra bile orijinal enzim
aktivitesinin % 30’undan fazlasinin goriildiiglinii rapor etmislerdir.

Nie ve Zhu (2007), aktive naylon membrana kitosan1 kovalent olarak baglamiglar
ve ligand olarak Cibacron Blue F3GA’y1 kitosan kapli membranlara kovalent
olarak immobilize etmislerdir. Daha sonra bu Cibacron Blue F3GA bagh
membranlar1 papain adsorpsiyonunda kullanmiglardir. Bu afinite membranlarinin
papain adsorpsiyon kapasitesini 235.3 mg/g olarak rapor etmiglerdir. Adsorbe
papainin desorpsiyonunu pH 9.0’daki 1 M NaSCN ile gerceklestirmislerdir.

Su vd. (2009), kitosan kaplanmis naylon kompozit membranlar hazirlamiglar ve
Reaktif Blue 4 boyasimi kovalent olarak baglamiglardir. Bu boya bagli naylon
kompozit membranlarin karakterizasyonunu gergeklestirmigler ve papain
adsorpsiyonunda kullanmisglardir. Optimum kosullarda boya bagli membranlarin
adsorpsiyon Kkapasitesini 27.85 mg/g olarak bulmuslardir. Bu arastiricilar
hazirladiklar1 boya ligand destegini hizli protein sivi kromatografi kolonunda
kullanarak papain saflastirilmasi gerceklestirmisler ve 34.6 kat saflikta protein
elde etmislerdir.

Homaei vd. (2010), farkli sistein derisimlerinde Sepharoz 6B’ye papain
immobilizasyonunu gercgeklestirmigler ve sistein derisimine bagli olarak enzim
aktivitesini arastirmiglardir. Maksimum spesifik aktiviteyi papaini 200 mM sistein
ile immobilize ettiklerinde gérmiislerdir. Enzimin immobilizasyonla stabilitesinin
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arttigt rapor edilmis ve bunun endiistriyel uygulamalarda 6nemli oldugu
belirtilmistir.

Bayramoglu vd. (2011), slispansiyon polimerizasyonu ile poli (HEMA-EGDMA)
kiireleri hazirlamislar ve bu kiirelere poli (GMA) liflerini yiizey baslaticili-atom
transfer radikal polimerizasyonu ile agilamiglardir. Daha sonra bu kiirelerin epoksi
gruplarin1 papainin kovalent immobilizasyonu icin kullanilnuslardir. immobilize
papainin farkli proteinlerin (kazein ve sitokrom C) hidrolizinde oldukga etkili
oldugunu rapor etmislerdir.

Bian vd. (2012), mezogozenekli silika SBA-15 iizerine oda sicakliginda iyonik
stvi halinde olan bir kimyasal asilamiglar ve papain enziminin
immobilizasyonunda kullanmislardir. Negatif yiiklii papain enzimi (pH 9.0’da) bu
sividan gelen (+) yiiklii gruplara elektrostatik olarak baglanmistir. Immobilize
papainin kazein hidrolizinde serbest enzimden daha yiiksek spesifik aktiviteye
sahip oldugu goériilmiistiir.

Sahoo vd. (2013), manyetik nanopartikiilleri 3-(merkaptopropil) trimetoksi silan
ile modifiye etmigler ve tiyol gruplan {izerinden altin nanopartikiillerin
baglanmasini saglamiglardir. Bu manyetik altin nanokompozitlere papain
enziminin immobilizasyonunu, hem elektrostatik hemde c¢oklu non-kovalent
etkilesimlerle gerceklestirmislerdir. Immobilize enzimin endiistride uygulama

potansiyeli bulacagini rapor etmislerdir.

Liya vd. (2013), biomimetik silikifikasyon islemi ile papain enziminin
immobilizasyonunu gerceklestirmiglerdir. Silika baslatict ¢ozeltisinde papain
bekletilerek hizlica papain-silika kompozitleri olusmus ve papain enkapsiile
edilmistir. Enkapsiilasyon etkinligi ve aktivite verimi sirastyla % 82.6 ve % 83.09
olarak hesaplanmistir. Ayrica enkapsiile edilen papainin termal, pH ve depo

kararliliginin arttig1 rapor edilmistir.

Mosafa vd. (2013), papain immobilizasyonu ig¢in silika kapli manyetik
nanopartikiillerin  hazirlanmasi, karakterizasyonu ve uygulamasimi rapor
etmislerdir. Papain 3-kloropropil trimetoksisilan ile modifiye edilmis manyetik
nanopartikiillere =~ kovalent olarak  baglanmistir.  Serbest  papain ile
karsilastirildiginda immobilize papainin artan enzim aktivitesi ve pH ve sicaklik
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degisimlerine daha iyi tolerans gosterdigi goriilmiistlir. Ayrica immobilize papain
nar suyu bulanikliginin giderilmesinde etkili bir sekilde kullanilmistir.

Mahmoud vd. (2013), seliilloz nanokristaller iizerine birlikte gdmiilmiis manyetik
nanopartikiiller ve altin nanopartikiiller papain enziminin kovalent konjugasyonu
icin kullanmiglardir. Maksimum enzim yiiklemesi 186 mg/g protein olarak
hesaplanmistir. Immobilize papainin Katalitik etkinliginin belirlenmesinde
elektrokimyasal dedeksiyon kullamlmistir. immobilize enzim 4 °C’de 35 giin
saklandiginda baslangic aktivitesinin % 95’ini korurken, serbest enzim baslangic

aktivitesinin % 41’ini korumustur.

Bu calismada manyetik nano-poli(2-hidroksietilmetakrilat-ko-glisidilmetakrilat)
[mag-nano-poli (HEMA-GMA)] yapilar1 emiilsiyon polimerizasyon teknigi ile
sentezlenecek ve bu manyetik nanopartikiillere Cibacron Blue F3GA kovalent
olarak baglanacaktir. Boya bagli manyetik nanopartikiillere papain enziminin
immobilizasyonu adsorpsiyon yoluyla gergeklestirilecektir. Immobilizasyon
verimine pH, papain derisimi, sicaklik ve iyonik siddetin etkisi incelenecektir.
Ayrica immobilize papain aktivitesine pH, sicaklik ve substrat derisiminin etkileri
arastirllacak ve immobilize papainin 1s1, depo ve islemsel kararlilig
belirlenecektir. Papain enziminin immobilizasyon kosullart optimize edildikten
sonra immobilize papainin farkli proteinler (kazein, BSA, IgG ve sitokrom C)

iizerindeki katalitik etkinligi degerlendirilecektir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Carica papaya lateksinden saflagtirilmis papain, poli (vinil alkol) [PVA], 2-
hidroksietil metakrilat (HEMA), potasyum persiilfat (KPS) ve glisidil metakrilat
(GMA), Sigma (Steinheim, Almanya)’dan; Tris-HCI, etil alkol, metil alkol,
NaOH, sodyum bikarbonat, Cibacron Blue F3GA, kazein, sitokrom c, sigir serum
albumini (BSA), trikloroasetik asit (TCA), magnetit (FesO;) ve etilenglikol
dimetakrilat (EGDMA) Aldrich (USA)’den temin edildi.

Deneylerde Shimadzu (UV-1601) spektrofotometre, Velp (Multistirrer 15) ¢oklu
magnetik karistirici, Vestel (White FR 540) buzdolabi, Hettich (Universal 32R)
santrifiij, Hereaus (Function Line) etiiv, Ohaus-Pioneer (PA214C) 0.0001 g
duyarlilikta terazi, Hanna (pH 211) pH metre, Memmert (WB14) c¢alkalamali su
banyosu, (Niive B5 402) sogutmali su banyosu, santrifiij (Sigma 3K30, Almanya),
homojenizatér (Bandelin Sonapuls, Almanya), Bandelin Sonorex (RK255H)
ultrasonik banyo, Heidolph (Reax Top) vorteks, Brand (Transferpette) otomatik
pipetler, GFL (2001/4) saf su cihazi, Milipore (Simplicity UV, 18,2 mQ cm) ultra
saf su cihazi kullanildz.

Sentezlenen polimerin karakterizasyonunu gerceklestirmek i¢cin Adnan Menderes
Universitesi Bilim Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezinde bulunan FTIR
spektrofotometresi (Shimadzu 60X), Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Fizik
Boliimiinde bulunan Varian E-L X Band (Almanya) Elektron Spin Rezonans
Spektrometresi, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii-Malzeme Arastirma
Merkezinde bulunan Taramali Elektron Mikroskobu (Phillips XL-30S FEG) ve
Atomik Kuvvet Mikroskobu (Digital Instruments-MMSPM Nanoscope V), Inénii
Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezinde bulunan Enerji
Dagilimli X-1s1m1 analiz cihazi (LEO, EVO 40, Carl Zeiss NTS, Peabody,
Massachusetts) kullanildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Mag-Nano-p(HEMA-GMA) Polimerinin Sentezlenmesi

Manyetik-nano-poli(2-hidroksietil metakrilat-glisidil metakrilat) [mag-nano-
p(HEMA-GMA)] polimeri, emiilsiyon polimerizasyonu teknigi kullanilarak
sentezlendi. Mag-nano-p(HEMA-GMA) polimerinin hazirlanmasi igin 100 mL
hacimli laboratuar tipi bir cam reaktor kullanildi. Polimerin hazirlanmasi igin
stabilizator olarak 0.5 g polivinil alkol (PVA, d=1.269 g/mL) tartilip 45 mL saf
suda 60 °C’de ultrasonik banyo yardimiyla ¢6ziildii. Reaktore, hazirlanan PVA
¢ozeltisinden 25 mL alinarak iizerine 0.6 mL 2-hidroksietil metakrilat (HEMA,
d:1.074 g/mL) monomeri, 0.3 mL etilenglikoldimetakrilat (EGDMA, d:1.051
g/mL) capraz baglayicist ve 50 pL glisidil metakrilat (GMA) monomeri ilave
edildi ve 30 saniye mekanik olarak g¢alkalandi. Daha sonra reaktore, polimerin
manyetik 6zellik kazanmasim saglamak amaciyla 0.2 g magnetit (FesO,) ilave
edilerek tekrar 30 saniye calkalandi. 0.0198 g potasyum persiilfat (KPS, 1,6 mM)
tartilarak 45 mL saf suda manyetik karistirici yardimiyla ¢oziildii ve tamami
reaktore ilave edildi. Reaktor 70 °C’deki calkalamali su banyosunda 200 rpm’lik
bir hizda ¢alkaland1 ve 4 saat sonunda polimerizasyonun gerceklestigi renk takibi
ile gozlendi. Reaktér sogutulduktan sonra 20 dakika santrifiij yardimiyla
polimerizasyona katilmayan magnetit yapilari ayrildi. Daha sonra siipernatan
alinip manyetik nanopartikiiller 18000 g’de 15 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriildii.
Coken manyetik nanopartikiiller sirasiyla etanol (% 99.8), etanol/su (1:1) karigim
ve su ile yikanarak polimerizasyona katilmayan maddelerden arindirildi. Yikama
isleminin ardindan nanopartikiillere polimerizasyon hacmi kadar (yaklasik 71 mL)
saf su ilave edilerek emiilsiyon olusturmalar1 saglandi. Sentezlenen
nanopartikiiller, kullanilmadiklari zaman mikrobiyal biiyliimenin olmamas1 i¢in %
0.02 NaNj3; ¢ozeltisi igerisinde buzdolabinda saklandi (Uygun vd., 2008).

3.2.2. Mag-Nano-p(HEMA-GMA) Polimerine Cibacron Blue F3GA Boyasinin

Baglanmasi

Cibacron Blue F3GA, nanopartikiillere kovalent olarak baglandi. Bu amagla
Cibacron Blue F3GA’m 5.0 mg/mL derisiminde 100 mL ¢dzeltisi hazirlandi ve
¢ozeltiye 4 g NaOH ilave edildi. Daha sonra bu ¢ozelti 100 mL sudaki 0.1 g nano-
poliHEMA-GMA) nanopartikiiller ile karigtirtldi. Karigim 80 °C’de 4 saat

karigtirildi. Dort saat sonunda reaksiyona girmemis ve nonspesifik olarak
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baglanmig boya molekiillerini uzaklastirmak i¢in yikama islemi gergeklestirildi.
Yikma islemi sirasiyla saf su, metanol ve tekrar saf su ile gerceklestirilerek
nanopartikiiller saf suda disperse edildi ve 4 °C’de % 0.02°lik NaN; ¢ozeltisi
icerisinde buzdolabinda saklandi.

3.3. Cibacron Blue F3GA Bagh Mag-Nano-p(HEMA-GMA)
Polimerinin Karakterizasyonu

3.3.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre) Olciimleri

Mag-nano-p(HEMA-GMA) ve Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-
GMA) polimerlerinin FTIR spektrumu, FTIR spektrofotometresi (Varian FTS
7000, ADB) kullanilarak elde edildi. Ornekler (0.1 g), KBr (0.1g) ile homojen
olarak karigtirilarak pelet haline getirildi ve FTIR spektrumu ¢ekildi.

3.3.2. ESR (Elektron Spin Rezonans) Ol¢iimleri

Nanopartikiillerin manyetik 06zellikleri elektron spin rezonans spektrometresi
(ESR, Varian E-L X Band spectrometer, Almanya) kullanilarak belirlendi. Bu

amagcla kurutulmus 6rnegin oda sicakligindaki ESR spektrumlari ¢ekildi.

3.3.3. SEM (Taramah Elektron Mikroskobu) Ol¢iimleri

Sentezlenen nanopartikiillerin yiizey morfoloji ve yapisint degerlendirmek
amacityla Phillips XL-305 FEG cihazi kullanilarak SEM fotograflari ¢ekildi.

3.3.4. EDX (Enerji Dagihmh X-151m) Analizi

Sentezlenen boya bagli nanoyapilarin elementel analizi SEM’nda X-1s1m1 analizi
(EDX) cihazi (LEO, EVO 40, Carl Zeiss NTS, Peabody, Massachusetts)
kullanilarak ~ gergeklestirildi.  Nanopartikiillerin ~ boya  igerigi  kikdirt

stokiyometrisinden yararlanilarak hesaplandi.
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3.3.5. AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu) Ol¢iimleri

Sentezlenen nanopartikiillerin yiizey 6zellikleri ve boyutu hakkinda bilgi edinmek
icin Digital Instruments-MMSPM Nanoscope IV atomik kuvvet mikroskobu
kullanildi.

3.4. Cibacron Blue F3GA Bagh Mag-Nano-p(HEMA-GMA) Polimerine
Papain Enziminin Adsorpsiyonu

Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) partikiillerine papain
enziminin adsorpsiyon yoluyla immobilizasyonu kesikli sistemde gerceklestirildi.
Bunun igin manyetik nanopartikiiller papain ¢ozeltisi ile 2 saat boyunca 100 rpm
hizda manyetik karistiricida karistirildi ve adsorpsiyon gesitli parametrelerin (pH,
papain baslangic derisimi, sicaklik ve iyonik siddet) etkisi asagidaki sekilde
incelendi.

3.4.1. Papain Adsorpsiyonuna pH’in Etkisinin Incelenmesi

Papain adsorpsiyonuna pH’in etkisinin incelenmesi igin farkli pH ¢ozeltilerinde
(pH 4.0-5.0 asetat tamponu; pH 6.0-7.0 fosfat tamponu; pH 6.0-7.0 MOPS
tamponu; pH 6.0-6.5 MES tamponu; pH 7.0-8.0 HEPES tamponu; pH 7.0-8.0
Tris-HCI tamponu), derisimi 1 mg/mL olan 5’er mL papain enzimi ¢6zeltileri
hazirlandi. Bu ¢o6zeltilerden 1’er mL alinarak spektrofotometrede 280 nm’de
absorbanslar1 okundu. Kalan 4’er mL’lik ¢ozeltilere sentezlenen Cibacron Blue
F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) polimerinden 2’ser mL ilave edildi ve 2
saat siire ile 100 rpm hizda manyetik karistiricida karistirildi. ikinci saatin sonunda
karigimlardan 1’er mL alinip 18000 g’de 15 dakika santrifiijlendi. Siipernatanin
280 nm’de absorbansi okundu. pH degerlerine karsi adsorplanan papain miktarlari
grafige gecirildi ve polimerin maksimum adsorpsiyon kapasitesinin hangi pH
degerinde oldugu bulundu. Ayni iglemler, boya icermeyen mag-nano-p(HEMA-
GMA) polimeri i¢in de gergeklestirilerek elde edilen sonuglar grafige gegirildi.
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3.4.2. Papain Adsorpsiyonuna Enzim Baslangic Derisiminin Etkisinin

Incelenmesi

Papain adsorpsiyonuna enzim baslangi¢ derisiminin etkisi 25 °C’de 5’er mL’lik
pH 7.0 HEPES tamponu ile 0.1; 0.2; 0.4; 0.5; 0.75; 1.0; 1.5 mg/mL derisimlerinde
papain ¢ozeltileri hazirlanarak incelendi. Bolim 3.4.1’de anlatildigi gibi farkh
derisimdeki her bir 6rnek igin adsorpsiyon iglemleri gergeklestirildi ve adsorplanan
papain miktarlar1 hesaplandi. Papain derisimine karsi, adsorplanan papain miktari
grafigi c¢izildi ve polimerin maksimum adsorpsiyon kapasitesi bulundu. Aym
islemler, boya icermeyen mag-nano-p(HEMA-GMA) polimeri i¢in de
gerceklestirilerek adsorpsiyon kapasiteleri benzer sekilde hesaplandi.

3.4.3. Papain Adsorpsiyonuna Sicakhgin Etkisinin incelenmesi

Papain adsorpsiyonuna sicakligin etkisinin incelenmesi igin 4; 15; 25; 35; 45; 55;
65; 75; 85 °C’deki sicakliklarda enzim adsorpsiyonu deneyleri gergeklestirildi. Bu
amagla 5’er mL’lik pH 7.0 HEPES tamponu ile papain ¢ozeltileri hazirlandi.
Bolim 3.4.1’de anlatildigt gibi her bir sicaklikta adsorpsiyon islemi
gerceklestirildi. Sicaklik degerlerine karsi adsorplanan papain miktarlar
hesaplandi.

3.4.4. Papain Adsorpsiyonuna Iyonik Siddetin Etkisinin Incelenmesi

Papain adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisinin incelenmesi igin iyonik siddetleri
0; 0.001; 0.01; 0.1; 0.25 M olan NaCl ¢ozeltileri ile enzim adsorpsiyonu deneyleri
gerceklestirildi. Bu amagla pH 7.0 HEPES tamponunda hazirlanan 1 mg/mL
derisimindeki papain g¢ozeltilerine hesaplanan miktarlarda NaCl ilave edildi ve
Boliim 3.4.1°de anlatildigi gibi adsorpsiyon deneyleri gerceklestirildi. Iyonik
siddet degerlerine kars1 adsorplanan papain miktarlar grafige gecirildi.

3.4.5. Cibacron Blue F3GA Bagh Mag-Nano-p(HEMA-GMA) Polimerinden
Papain Desorpsiyonu ve Nanopartikiillerin Tekrar Kullanilabilirliginin

incelenmesi

Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) polimerinin tekrar
kullanilabilirliginin  aragtirllmasi i¢in papain adsorpsiyonu ve ardindan
desorpsiyonu deneyleri gergeklestirildi. Desorpsiyon ajani olarak pH 4.0 asetat
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tamponunda hazirlanan 1.0 M NaCl ¢ozeltisi kullanildi. 25 °C’de pH 7.0 HEPES
tamponunda 1 mg/mL derisimindeki papain enziminin adsorpsiyonu Boliim
3.4.1°de anlatildig1 gibi gergeklestirildi. Daha sonra enzim bagli nanopartikiiller
santrifiij yardimiyla adsorpsiyon ortamindan ayrilarak desorpsiyon iglemlerinde
kullanildi. Bu amagla adsorplanmis nanopartikiiller pH 4,0 asetat tamponu ile
hazirlanan 1,0 M NaCl ¢ozeltisi ile 25 °C’de 100 rpm hizda, 2 saat manyetik
karigtiric1 yardimiyla karistirildi. Alti mL’lik 6rnekten 1.0 mL alinarak 18000 g’de
10 dakika santriftijlendi ve siipernatanin 280 nm’de absorbansi okundu. Okunan
absorbans degerlerinden papain derisimleri hesaplanarak % desorpsiyon orani
bulundu.

Desorpsiyon igleminden sonra Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-
GMA\) polimeri 50x10° M pH 7.0 HEPES tamponu ile yikanarak tekrar papain
adsorpsiyonu i¢in kullanildi. Adsorpsiyon-desorpsiyon iglemleri 5 kez tekrar
edilerek adsorplanan papain miktari, dongii sayisina karsi grafige gecirildi.

3.5. Papain Aktivitesi Tayini

Papain aktivitesi tayini, Kembhavi vd. (1993) tarafindan oOnerilen metodun
modifikasyonu ile gergeklestirildi. Bu metodun temeli substrat olarak kullanilan
kazeinin hidrolizine bagli olarak ortaya c¢ikan tirozin miktariin OSl¢iilmesine
dayanmaktadir.

Bu amagla 50 uL serbest papain enzimi, 350 uLL pH 7.0 HEPES tamponu ve 400
uL % 1’lik kazein 10 dakika 25 °C’de bekletildi. On dakika sonunda ortama %
10’1uk trikloroasetik asit (TCA) ilave edildi ve 30 dakika bekletildi. Daha sonra
1.0 mL alinarak 12000 g’de 10 dakika santrifiijlendi ve stipernatanin 280 nm’de
absorbans1 okundu (Homaei vd., 2010). Unite hesabi Esitlik 3.1 kullanilarak
yapildi.

_ Serbestlenentirozin(umol) o
U= zaman { dak) (Esitlik 3.1)

Serbest ve immobilize papain aktivitesine pH, sicaklik ve substrat derisiminin
etkisi incelendi. Ilaveten immobilize papainin 1s1l, depo ve islemsel kararliliklari
belirlendi.
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3.5.1. Serbest ve immobilize Papain Aktivitesine pH’in EtKkisinin Incelenmesi

Serbest ve immobilize papain aktivitesine pH’in etkisinin incelenmesi igin farkli
pH degerlerinde (pH 4.0-5.0 asetat tamponu; pH 6.0 fosfat tamponu; pH 6.0-7.0
MOPS tamponu; pH 6.0-6.5 MES tamponu; pH 7.0 HEPES tamponu; pH 8.0 tris-
HCl tamponu) derisimi 1 mg/mL olan 5’er mL papain ¢ozeltileri hazirlandi.
Aktivite Ol¢limleri Bolim 3.5’de anlatildign gibi gerceklestirildi. Serbest ve
immobilize papain i¢in Esitlik 3.1 kullanilarak aktivite degerleri hesaplandi. En
yiiksek aktivite 100 kabul edilerek % aktivite degerleri bulundu. pH degerlerine
karsilik % aktivite degerleri grafige gecirilerek serbest ve immobilize papain igin
optimum pH degerleri belirlendi.

3.5.2. Serbest ve Immobilize Papain Aktivitesine Sicakhgin Etkisinin

Incelenmesi

Serbest ve immobilize papain aktivitesine sicakligin etkisinin incelenmesi i¢in
farkl sicaklik degerlerinde (4; 15; 25; 35; 45; 55; 65; 75; 85 °C) ve 50x107° M’lik
pH 7.0 HEPES tamponunda derisimi 1 mg/mL olan 5’er mL papain ¢ozeltileri
hazirlandi. Serbest ve immobilize papain i¢in Esitlik 3.1 kullamilarak aktivite
degerleri hesaplandi. En yiiksek aktivite 100 kabul edilerek % aktivite degerleri
bulundu. Sicaklik degerlerine karsilik % aktivite degerleri grafige gecirilerek
serbest ve immobilize papain i¢in optimum sicaklik degerleri belirlendi.

3.5.3. Serbest ve Immobilize Papain Aktivitesine Substrat Derisiminin

Etkisinin incelenmesi

Serbest ve immobilize papain aktivitesine substrat derisiminin etkisi, pH 7.0
HEPES tamponunda farkli derisimindeki substrat (kazein) ¢ozeltiler hazirlanarak
incelendi. Bu farkli derisimdeki substrat ¢ozeltileri (0.1; 0.5; 1.0; 2.0; 3.0; 4.0; 5.0;
7.5; 10.0 mg/mL) kullanilarak serbest ve immobilize papain enzimleri ile aktivite
Olglimleri yapildi. Serbest ve immobilize papain enzimleri i¢in hiz degerleri
hesaplanarak, Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden yararlanarak
serbest ve immobilize papain i¢in Kmve Vmax degerleri hesaplandi.
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3.5.4. Serbest ve Immobilize Papain Enzimlerinin Isil Kararhhginin

Incelenmesi

Serbest ve immobilize papainin 1sil kararliliginin incelenmesi ig¢in 75 °C’de
aktivite ol¢iimleri yapildi. Serbest ve immobilize papain 75 °C’deki su banyosunda
300 dakika tutuldu ve belirli araliklarla aktivite 6l¢iimleri Boliim 3.5°de anlatildig
gibi gerceklestirildi. Serbest ve immobilize papain igin bu sicakliklarda zamana
kars1 % aktivite degerleri grafige gecirildi.

3.5.5. Serbest ve Immobilize Papain Enzimlerinin Depo Kararhliginin

incelenmesi

Serbest ve immobilize papain depo kararliliginin incelenmesi icin belli araliklarla
15 giin boyunca aktivite dlglimleri yapildi. Bu siire iginde serbest ve immobilize
papain buzdolabinda +4 °C’de saklandi. Serbest ve immobilize papain i¢in yapilan
aktivite 6l¢iimlerinden zamana kars1 % aktivite grafikleri ¢izildi.

3.5.6. Iimmobilize Papain Enziminin islemsel Kararhligimn incelenmesi

Immobilize papain islemsel kararhiliginin incelenmesi igin immobilize enzim ile
ard arda 10 kez aktivite Ol¢iimleri yapildi. Her bir aktivite dl¢timiinden sonra
immobilize papain pH 7.0 HEPES tamponu ile yikand1 ve tekrar aktivite olglimi
i¢in kullanildi. Immobilize papain igin dongii sayisina karst % aktivite degerleri
grafige gegirildi.

3.57 Immobilize Papainin Proteinlerin  Enzimatik  Hidrolizinde

Kullamilabilirlig¢inin Arastirilmasi

Immobilize papainin kullanilabilirliginin bir 6lgiisii olarak farkli proteinlerin (sigir
serum albumin, sitokrom C ve IgG) enzimatik hidrolizi gergeklestirildi ve
immobilize enzimin etkinligi serbest enzimle karsilastirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Cibacron Blue F3GA Bagh mag-nano-p(HEMA-GMA)
Polimerinin Karakterizasyonu

Bu tezde HEMA, GMA monomerleri ve Fe;O, varliginda manyetik
nanopartikiiller sentezlenmis ve bu manyetik nanopartikiillere Cibacron Blue
F3GA kovalent olarak baglanmigtir. Sekil 4.1.a poli(HEMA-GMA) polimerinin
yapisini, 4.1.b Cibacron Blue F3GA boyasinin yapisini gostermektedir. Cibacron
Blue F3GA, poli(HEMA-GMA) yapisindaki HEMA monomerinin -OH gruplart
ve GMA monomerinin oksiran gruplarindan nanopartikiillere baglanmaktadir. Bu

baglanmanin sematik gosterimi 4.2°de goriilmektedir.

(IIH3 CH, CH, CH,
. I
H,C —(I‘ H,C=C “1(-_(!- —H,C—C
(fzo c=0 (I:=() (|:=U
(I) + o] - (l) (l)
3 : I |
CIHz CH,—C H_/an CIHZ CHZ—(:{—CH,
CH, ,
I cl.n o
OH OH
HEMA GMA poly(HEMA-GMA)

Cibacron Blue F3GA

Sekil 4.1. Poli(HEMA-GMA) ve Cibacron Blue F3GA’nin kimyasal yapisi (a ve
b).
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manyetik poli(HEMA-GMA)

Cibacron Blue F3GA bagh manyetik poli(HEMA-GMA)

Sekil 4.2. Cibacron Blue F3GA bagli manyetik poli(HEMA-GMA) partikiillerinin
sematik gosterimi.
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4.1.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre) Olciimleri

Sekil 4.3’de poliHEMA-GMA) ve Cibacron Blue F3GA bagh poli(HEMA-
GMA) polimerlerine ait FTIR spektrumlari gdsterilmistir. Polimerik yapidaki -OH
gruplarmimn gerilme titresimleri 3500 cm™ civarinda, C=O gruplarmin gerilme
titresimleri ise 1700 cm™ civarinda gériilmektedir. Boya bagli poli HEMA-GMA)
polimerine ait spektrumdaki 1168, 1265 ve 3400 cm™deki bantlar sirasiyla S=O
bagimin simetrik gerilmesi, S=O bagmin asimetrik gerilmesi ve aromatik C-N
titresimi nedeniyledir. Ayrica bu FTIR spektrumunda 1600-1450 cm™ de goriilen
bantlar boyadan gelen benzen halkasina 6zgiidiir.

1179.947 25777
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22- -
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Sekil 4.3. Mag-nano-p (HEMA-GMA) ve Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p
(HEMA-GMA) polimerlerinin FTIR spektrumu.

4.1.2. ESR (Elektron Spin Rezonans) Ol¢iimleri

Nanopartikiillerin yapisina Fe;O,’tin katildigi ESR ile gosterilmistir. Manyetik
alana (Gauss) karsi manyetik pik yogunlugu grafigi bu bakimdan oldukca
karakteristiktir. Sekil 4.4’de sentezlenen nanopartikiiller i¢in ¢ekilmis olan ESR
spektrumu goriilmektedir. g faktorii, eslesmemis elektronlari olan molekiillerin
nicel 6zelliginin ortaya konmasinda kullanilir ve Esitlik 4.1 ile hesaplanir.

g=hv/pH, (Esitlik 4.1)
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h: Planck sabiti (6,626.10% erg/s)
B: evrensel sabit (9,274.10% erg/G)
v: frekans (Hz)
H,: magnetik alanin rezonansi (G)

Bu c¢alismada sentezlenen nanopartikiillerin g faktori degeri 2.5967 olarak
hesaplanmigtir. Bu deger sentezlenen nanopartikiillerin manyetik 6zellik
kazandigim gostermektedir.
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Sekil 4.4. Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) polimerinin ESR
spektrumu.

4.1.3. SEM (Taramah Elektron Mikroskobu) Ol¢iimleri

Cibacron Blue F3GA bagli manyetik poli(HEMA-GMA) nanopartikiillerinin SEM
fotografi Sekil 4.5°de goriilmektedir. Sentezlenen manyetik nanopartikiiller
kiiresel yapida ve nonporoz olup yaklasik 200 nm boyutuna sahiptir.
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Sekil 4.5. Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) polimerinin
SEM fotografi.

4.1.4. EDX (Enerji Dagihmh X-151m) Analizi

Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillere iliskin EDX analiz grafigi
Sekil 4.6’de gosterilmistir. Polimerik yapiya Cibacron Blue F3GA nin katildig1 S
ve N varligi ile goriilmiis ve yapiya katilan Cibacron Blue F3GA miktar1 S
sitokiyometrisi kullanilarak hesaplanmis ve 173.96 pmol/g olarak bulunmustur.
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cps/eV.

1 CcoO Si

Sekil 4.6. Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) polimerinin
EDX spektrumu.

4.1.5. AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu) Ol¢iimleri

Yiksek c¢oziiniirlikli atomik kuvvet mikroskopisi ile nanopartikiillerin boyut ve
yiizey Ozelliklerinin incelenmesi yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu calismada
sentezlenen manyetik nanopartikiillerin boyut ve boyut dagilimi Sekil 4.7°de
gorlilmektedir. AFM fotograflarindan partikiillerin kiiresel yapida ve nano
boyutlarda oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) polimerinin
AFM fotografi.

4.2. Cibacron Blue F3GA Bagh Mag-Nano-p(HEMA-GMA) Polimerine

Papain Adsorpsiyonu ve Desorpsiyonu Kosullarinin incelenmesi

4.2.1. Papain Adsorpsiyonuna pH ve Farklh Tampon Cozeltilerin Etkisinin

incelenmesi

Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) partikiillerine papain
adsorpsiyonuna pH’1n etkisi farkli tampon ¢ozeltiler (pH 4.0-5.0 asetat, pH 6.0-7.0
fosfat, pH 6.0-7.0 MOPS, pH 7.0-8.0 HEPES, pH 6.0- MES, pH 7.0-8.0 Tris-HCI)
kullanilarak incelenmis ve Sekil 4.8’de gosterilmistir. En yiiksek adsorpsiyon
kapasitesi pH 7.0 HEPES tamponunda elde edilmis ve 764.0 mg/g olarak
hesaplanmigtir. Carica papaya lateksinden izole edilmis papain enziminin
izoelektrik noktast 8.75°dir (Ghosh, 2005) ve bu pH’in altinda papain enzimi
pozitif yiikliidiir. Cibacron Blue F3GA molekiilii 3 asidik sulfonat grubuna, 4
bazik primer ve sekonder amino gruplaria sahiptir (Martins vd., 2003). Cibacron
Blue F3GA molekiiliiniin sulfonat gruplarinin pK, degeri yaklagik 0.8’dir ve bu
boya ligand1 bu pH’da negatif yiikliidir. pH 7.0’de pozitif yiiklii olan papain ve
negatif ylikli olan boya ligandi elektrostatik etkilesimlerde bulunabilir. Ayrica
cesitli papain tiirlerinin gii¢lii katyon degistiricilerle izole edildigi de bilinmektedir
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(Llerena-Suster vd., 2011; Monti vd., 2000). Papain ve Cibacron Blue F3GA
arasinda pH 7.0’de olusan etkilesimler (hidrofobik, elektrostatik ve hidrojen bagi)
hem boya molekiiliindeki g¢esitli gruplarin (sulfonat, sekonder amin ve hidrofobik
gruplar) hem de papain proteinin amino asit zincirlerinin iyonlasmasi nedeni ile
gerceklesebilir (Uygun vd., 2012).
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ekil 4.8. Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) polimerinin
g g
papain adsorpsiyonuna pH’in ve farkli tamponlarin etkisi. Baslangi¢
papain derisimi: 1.0 mg/mL; inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik: 25 °C

4.2.2. Papain Adsorpsiyonuna Papain Baslangic Derisiminin Etkisinin

incelenmesi

Sekil 4.9°de Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA)
nanoyapilarina papain adsorpsiyonuna, papain baslangic derisiminin etkisi
gorlilmektedir. Adsorpsiyon, papain derisimine bagli olarak artmakta ve 1.0
mg/mL papain derisiminde bir plato diizeyine ulagmaktadir. Adsorpsiyon
izoterminin baslangi¢c kisminin egimi, papain ve boya ligandi arasindaki yiiksek
afiniteyi gostermektedir. Maksimum papain adsorpsiyonu 1 mg/mL papain
baslangi¢ derisiminde 764.0 mg/g polimer olarak hesaplanmistir. Bu papain
derisimindeki non-spesifik adsorpsiyon ise 176.5 mg/g gibi yiiksek bir deger
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bulunmustur. Bu deger mag-nano-p(HEMA-GMA) polimerindeki GMA
monomerinden gelen reaktif oksiran gruplarindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.9. Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) polimerinin
papain adsorpsiyonuna papain derisiminin etkisi. pH: 7.0; inkiibasyon
siiresi: 2 saat; sicaklik: 25 °C

4.2.3. Papain Adsorpsiyonuna Sicakhgm Etkisinin Incelenmesi

Sekil 4.10 Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) partikiillerinin
papain adsorpsiyonuna sicakligin etkisini gostermektedir. Sekil 4.10’a
bakildiginda sicaklik artisina bagh olarak adsorplanan papain miktar1 artmis ve 25
°C’den daha yiiksek sicakliklarda papain adsorpsiyon kapasitesi azalmistir. Bu
azalma yiiksek sicakliklarda proteinin ii¢ boyutlu yapisindaki degismeler ve
nanopartikiiller ve boya molekiilleri arasindaki etkilesimleri bozabilecek

termodinamik etkilerden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.10. Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) polimerinin
papain adsorpsiyonuna sicakligin etkisi. Baglangi¢ papain derisimi:
1.0 mg/mL; pH: 7.0; inkiibasyon siiresi: 2 saat

4.2.4. Papain Adsorpsiyonuna iyonik Siddetin Etkisinin incelenmesi

Sekil 4.11’de papain adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi gdsterilmistir. Sekilden
iyonik siddetin artmasiyla adsorpsiyon kapasitesinin azaldig1 goriilmektedir. pH
7.0 HEPES tamponunda iyonik siddetin 0.001’den 0.25’e artmasi ile boya bagh
manyetik nanopartikiillerin adsorpsiyon kapasitesi yaklastk % 72 oraninda
azalmistir. Iyonik siddetin artis1 hidrofobik etkilesimlerin artisgim tesvik eden bir
parametre olarak degerlendirildiginde iyonik siddet artisina bagli olarak papain
adsorpsiyon kapasitesinin azalmasinin gozlenmesi boya ligandi ve enzim
etkilesiminde elektrostatik etkilesimlerin baskin oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.11. Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) polimerinin
papain adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi. Baslangic papain
derigimi: 1.0 mg/mL; pH: 7.0; inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik: 25
°C

4.2.5. Adsorpsiyon Izotermleri

Langmuir izoterm modeli, esit ulasilabilir adsorpsiyon bdlgeleri, tek tabakali
yiizey kaplama ve adsorplanan tiirler arasinda etkilesim olmamasi gibi homojenite
varsayimi temeline dayanmaktadir (Mohan vd., 2006; Uygun, 2008). Bu model

asagidaki esitlikle tanimlanir.
Qeq=Qmax-b-Ceq/(1+b-Ceq) Esitlik 4.2

Burada g, denge aninda adsorbana bagli papain derisimi (mg/g); Ceq, ¢dzeltideki
denge papain derigimi (mg/mL); b, Langmuir sabiti (mL/mg, adsorpsiyon serbest
enerjisi veya net entalpisi ile ilgili bir sabittir) ve Qm.x, maksimum papain
adsorpsiyon kapasitesidir (mg/g). Bu esitlik asagidaki gibi lineerlestirilebilir:

Ceq/Qeqz:I-/Qmax-b + Ceq/Qmax Esiﬂik 43

Ceq’a karst Ceg/0eq grafige gegirildiginde olusan dogrunun kesimi 1/qmax.b’yi, egimi

1/Qmax’1 verir.
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Freundlich izoterm modeli, genellikle heterojen adsorpsiyon sistemlerine
uygulanir. Adsorplanan maddenin miktari, tiim bolgelerdeki adsorpsiyonun
toplamidir. Freundlich izotermi geri doniisiimlii adsorpsiyonu tanimlar ve tek
tabakanin olusumu ile sinirlandirilamaz (Proctor ve Toro-Vazquez, 1996).

Geq= Kr.(Ceg)™" Esitlik 4.4

Burada geq, denge aninda adsorpsiyonun birim kiitlesi bagina adsorplanan papain
miktar1 (mg/g); Ceq, ¢Ozeltideki papain denge derisimi (mg/mL); Ky, adsorbanin
bagil adsorpsiyon kapasitesi sabiti (mg/g); 1/n, adsorpsiyon siddeti sabitidir. Bu
esitlik asagidaki gibi lineerlestirilebilir:

1090eq= l0gKs+1/n.10gCeq Esitlik 4.5

logCeq’e karst logqeq grafige gegirildiginde olusan dogrunun egimi 1/n’i, kesimi
logKy’yi verir (Uygun, 2008).

Boya bagli manyetik nanopartikiillere papain adsorpsiyonun o6zelliklerini
degerlendirmek i¢cin Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermleri ¢izilmis ve
Sekil 4.12 ve 4.13’de gosterilmistir. Cizelge 4.1°de bu izotermlerden elde edilen
kinetik sabitler goriilmektedir.
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Sekil 4.12. Boya bagli manyetik nanopartikiillere papain adsorpsiyonunun
Langmuir adsorpsiyon izotermi. pH: 7.0; inkiibasyon siiresi: 2 saat;
sicaklik: 25 °C
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Sekil 4.13. Boya bagli manyetik nanopartikiillere papain adsorpsiyonunun
Freundlich izotermi. pH: 7.0; inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik: 25
0
C
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Cizelge 4.1. Langmuir ve Freundlich izotermlerinin kinetik sabitleri

Langmuir Freundlich
Omx(Mg/g) b(mL/mg) R? K¢(mg/mL)  1/n R
900.90 2.3127 0.8687 564.677 0.4716 0.950

Sekil 4.12 ve 4.13’deki adsorpsiyon izotermi grafiklerinin korelasyon katsayilari
kargilagtirildiginda deneysel verilerin Freundlich izotermine uygun oldugu
goriilmektedir. Freundlich izotermi genellikle heterojen adsorpsiyon sistemlerine
uygulanir ve ¢ok tabakali baglanmayi ifade eder.

4.2.6. Cibacron Blue F3GA Bagh Mag-Nano-p(HEMA-GMA) Polimerinden
Papain Enziminin Desorpsiyonu ve Polimerin Tekrar

Kullamlabilirliginin incelenmesi

Destek materyali se¢iminde dikkat edilecek 6nemli hususlardan birisi destegin
defalarca kullanilabilir olmasidir. Bu c¢alismada sentezlenen destegin tekrar
kullanilabilirligini arastirmak i¢in papain enziminin Cibacron Blue F3GA bagh
mag-nano-p(HEMA-GMA)  nanoyapilarina  adsorpsiyonu  ve  ardindan
desorpsiyonu islemleri 5 dongili boyunca tekrar edilmistir. Desorpsiyon orant %
83.0 olarak bulunmustur. Sekil 4.14’de goriildiigii gibi 5 dongii boyunca
adsorplanan papain miktarinda 6nemli bir azalma goézlenmemistir. Bu sonuglar
hazirlanan boya ligand desteginin bir afinite adsorbani olarak kararliliginin
oldukea yiiksek oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.14. Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) polimerinin
papain adsorpsiyonuna sicakligin etkisi. Baslangi¢ papain derisimi:
0.5 mg/mL; pH: 7.0; inkiibasyon siiresi: 2 saat

4.3. Papain Aktivitesi Ol¢iimii

4.3.1. Serbest ve immobilize Papain Enziminin Aktivitesine pH Etkisinin

Incelenmesi

Serbest ve immobilize papain aktivitesine pH’in etkisi asetat (pH 4.0-5.0), fosfat
(pH 6.0), HEPES (pH 7.0) ve Tris-HCI (pH 8.0) tamponlari ile incelenmistir. Bu
amagla kazein substrati kullanilmis ve 25 °C’de papain aktivitesi Olgiimleri
gergeklestirilmistir. Elde edilen pH grafikleri Sekil 4.15 ve 4.16’da gosterilmistir.
Grafikler incelendiginde serbest papain i¢in optimum pH’a pH 6.0 fosfat tamponu
ile ulasilirken, immobilize papain i¢in optimum pH’a pH 7.0 HEPES tamponu ile
ulagilmaktadir.
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Sekil 4.15. Serbest papain aktivitesine pH’1n etkisi
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Sekil 4.16. Immobilize papain aktivitesine pH’1n etkisi
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4.3.2. Serbest ve Immobilize Papain Aktivitesine Sicakhgin Etkisinin

Incelenmesi

Serbest ve immobilize papain enzimlerinin aktivitesi 4-85 °C arasinda 9 farkli
sicaklikta incelenmistir. Sekil 4.17 ve 4.18 sirastyla serbest ve immobilize papain
aktivitesine sicakligin etkisini gostermektedir. Grafikler incelendiginde serbest ve
immobilize papain i¢in optimum sicaklik 75 °C olarak bulunmustur.
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Sekil 4.17. Serbest papain aktivitesine sicakligin etkisi



45

100 1
90 A
80 A
70 A
60 A
50 A
40 A
30 A
20 A
10 -

%Aktivite

4 15 25 35 45 55 65 75 85
Sicakhk

Sekil 4.18. Immobilize papain aktivitesine sicakligin etkisi

4.3.3. Serbest ve Immobilize Papain Aktivitesine Substrat Derisiminin

Etkisinin incelenmesi

Enzim immobilizasyon etkinliginin belirlenmesinde serbest ve immobilize
enzimin kinetik parametrelerinin karsilagtiritlmasi oldukga yararlidir. Bu ¢alismada
serbest ve immobilize papain enzimlerinin kinetik parametreleri olan Michaelis
sabiti (K,) ve maksimum hiz (V) kazein substrati kullanilarak belirlenmistir.
Sekil 4.19 ve 4.20’de sirasiyla serbest ve immobilize papain igin ¢izilen
Lineweaver-Burk grafikleri ve Cizelge 4.2’de ise bu veriler kullanilarak belirlenen
kinetik sabitler gorilmektedir. K., bir enzimin substrata olan ilgisi olarak bilinir
(Park vd., 2005) ve immobilizasyondan sonra genellikle K,’de bir artig beklenir.
Bu ¢alismada zit bir durum yani K,,’de azalma goériilmektedir. V sy, enzimin timii
substratina doygun oldugundaki olast en yiiksek hizdir ve bu parametre
immobilize enzimin gergek 6zelliklerini yansitir (Reshmi vd., 2007). Bu ¢alismada
Viax 10 diistiigii goriilmektedir. ke, turnover sayisi olarak bilinir ve bir enzimin
immobilizasyonla olan davranisim1 degerlendirmede yararlidir. Bu ¢alismada
serbest papain igin ke degeri 21.5 dak™ bulunurken immobilize papain igin 1.1

dak™ bulunmustur.
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Sekil 4.19. Serbest papain i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.20. Immobilize papain i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.2. Serbest ve immobilize papainin kinetik sabitleri

Kn(Mg/ML) Vi (nmol/dak) Keat (dak™)
Serbest enzim 4815 0.046 215
Immobilize enzim 3.425 0.037 1.1

4.3.4. Serbest ve Immobilize Papain Enzimlerinin Isil Kararhhginmin

incelenmesi

Serbest ve immobilize papainin kararlilig1 iizerine sicakligin etkisi Sekil 4.21°de
gosterilmistir. 75 °C’de 300 dakika boyunca 1siyla muamele edildikten sonra
serbest papain baglangi¢ aktivitesinin % 24.4’iinii korurken, immobilize papain %
33.7’sini korumustur. Bu grafikten immobilize papainin 75 °C gibi yiiksek bir
sicaklikta bile kararliligint korudugu goriilmektedir.

120,0 -

100,0

) 00

o o

o o
1 1

%Aktivite

B

“CJ

(]
1

0 100 200 300 400
Zaman{dakika)

—&#—Immobilize
Papain
—@—Serbest Papain

Sekil 4.21. Serbest ve immobilize edilmis papain aktivitesinin 75 °C’de zamana

bagli olarak degisimi
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4.3.5. Serbest ve Immobilize Papain Enzimlerinin Depo Kararhhgnin

Incelenmesi

Serbest ve immobilize papain enzimleri 4 °C’de 15 giin boyunca saklanmis ve
aktivite Olclimleri yapilarak depo kararhiliklar1 incelenmistir. Sekil 4.22
incelendiginde immobilize papainin serbest papaine kiyasla zamana bagli olarak
kararliliginin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.22. Serbest ve immobilize papain enzimlerinin depo kararliligi. Sicaklik: 4
°C

4.3.6. immobilize Papain Enziminin islemsel Kararhliginin incelenmesi

Immobilize enzimlerin islemsel kararliligi, segilen tasiyicinin ya da metodun
etkinligini degerlendirmede olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada immobilize papain
enziminin 25 °C’de ard arda aktivite Ol¢iimii yapilarak islemsel kararliligi
incelenmistir. Immobilize papain enzimi 10 dongiiden sonra aktivitesinin %
43°Unl korumustur (Sekil 4.23). Bu sonu¢ immobilize papainin defalarca

kullanilabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.23. Immobilize papain enziminin islemsel kararlilig1

4.4. Immobilize Papainin Proteinlerin Enzimatik Hidrolizinde

Kullanlabilirliginin Arastiriimasi

Immobilize papainin kullamlabilirliginin bir 6lgiisii olarak farkli proteinlerin
(kazein, BSA, 1gG ve sitokrom C) enzimatik hidrolizi gergeklestirilmis ve
immobilize papainin etkinligi serbest papainle karsilagtirilmis ve Cizelge 4.3°de
gosterilmistir. Cizelge 4.3 incelendiginde immobilize papainin en yiiksek katalitik

aktiviteyi IgG proteini tizerinde gosterdigi goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Immobilize papainin etkinliginin incelenmesi

Protein Serbest Immobilize
papain papain etkinligi
etkinligi

Kazein 100 64.1
BSA 100 73.9
IgG 100 78.9

Sitokrom C 100 76.0
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5. SONUC

Bu calismada, papain enziminin manyetik nanopartikiillere immobilizasyonu ve

proteinlerin enzimatik hidrolizinde kullanimi incelenmistir.

Cibacron Blue F3GA boyasinin mag-nano-p(HEMA-GMA) polimerik yapisina
katildigi FTIR ve SEM-EDX sonuglart ile goriilmiistiir. Sentezlenen
nanopartikiillerin manyetik 6zellik kazandigi ESR 6l¢iimleri ile saptanmigtir. SEM
ve AFM fotograflar ile sentezlenen manyetik nanopartikiillerin kiiresel yapida ve
nonpordz olup yaklasik 200 nm boyutuna sahip oldugu gozlenmistir. Sentezlenen
nanopartikiillere katilan Cibacron Blue F3GA boyasinin miktar1 SEM’da EDX
analizi ile degerlendirilmis ve 173.96 umol/g polimer olarak hesaplanmistir.

Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) nanopartikiillerine papain
adsorpsiyonu farkli tampon ¢ozeltilerinde (pH 4.0-5.0 asetat, pH 6.0-7.0 fosfat, ph
6.0-7.0 MOPS, pH 7.0-8.0 HEPES, pH 6.0- MES, pH 7.0-8.0 Tris-HCI)
incelenmis ve maksimum papain adsorpsiyonu pH 7.0 HEPES tamponunda 764.0
g/mg polimer olarak bulunmustur.

Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) nanopartikiillerine papain
adsorpsiyonuna sicakligin etkisi 4-85 °C arahiginda incelenmis ve adsorplanan
papain miktarinin 25 °C’ye kadar arttigi, 25 °C’den yiiksek sicakliklarda azaldig

gdzlenmistir.

Iyonik siddetin etkisi, farkli derisimlerdeki NaCl ¢ézeltileri kullanilarak
incelenmis ve tuz derisiminin artmasiyla adsorplanan papain miktariin azaldigi

gdzlenmistir.

Cibaron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) nanopartikiillerine papain
adsorpsiyonuna iligskin izotermler (Langmuir ve Freundlich) degerlendirildiginde,
Freundlich adsorpsiyon izotermine uygunlugu gorilmiistiir.

Cibacron Blue F3GA bagli mag-nano-p(HEMA-GMA) nanopartikiillerinden
papain enziminin desorpsiyonu pH 4.0 asetat tamponunda hazirlanan 1,0 M NaCl
ile gerceklestirilmistir. Desorpsiyon oranm1 % 83.0 olarak bulunmustur.
Adsorpsiyon-desorpsiyon iglemleri 5 dongii boyunca tekrarlanilarak adsorplanan

papain miktarinda 6nemli bir azalma olmadig1 gozlenmistir.
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Serbest ve immobilize papain aktivitesine pH’in etkisi asetat (pH 4.0-5.0), fosfat
(pH 6.0), HEPES (pH 7.0) ve Tris-HCI1 (pH 8.0) tamponlar: ile incelenmistir.
Serbest papain i¢in optimum pH’a pH 6.0 fosfat tamponu ile ulasilirken,
immobilize papain i¢in optimum pH’a pH 7.0 HEPES tamponu ile ulagilmistir.

Serbest ve immobilize papain aktivitesine sicakligin etkisi 4-85 °C arasinda
incelenmistir. Serbest ve immobilize papainin optimum sicakligi 75 °C olarak
bulunmustur.

Serbest ve immobilize papain igin keidegerleri sirasiyla 21.5 dak™ ve 1.1 dak™

olarak bulunmustur.

Serbest ve immobilize papainin 1s1l kararliliklart 75 °C’de 300 dakika boyunca
izlenmistir. Immobilize papainin 1s1l kararliiginin serbest papaininkinden daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Serbest ve immobilize papainin depo kararliligi 15
giin boyunca aktivite olglimleri yapilarak gézlemlenmistir. Onbes giin sonunda
immobilize papainin serbest papaine kiyasla zamana bagli olarak kararliliginin
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Immobilize papainin islemsel kararliligi 10
dongii boyunca aktivite Olgiimleri yapilarak incelenmistir. immobilize papain

enzimi 10 gilin sonunda baslangi¢ aktivitesinin % 43’linli korumustur.

Immobilize papainin kullanilabilirliginin bir &lgiisii olarak farkli proteinlerin
(kazein, BSA, 1gG ve sitokrom C) enzimatik hidrolizi gergeklestirilmis ve
papainin en yiiksek katalitik aktiviteyi IgG proteini iizerinde gosterdigi
gozlenmistir.

Manyetik nanopartikiiller yiiksek spesifik yiizey alanlari nedeniyle daha fazla
enzim baglanmasina izin verirler ve bir manyetik alan altinda reaksiyon
ortamindan ayrilabilirler. Enzim immobilizasyon destegi olarak manyetik
nanopartikiillerin kullanildigi bu ¢alismanin biyoteknolojik agidan literatiire
Oonemli yararlar saglamasi beklenmektedir. Bu calismada hazirlanan immobilize
papain gida, deri, kozmetik, tekstil, deterjan ve farmosétik endiistrilerinde
rahatlikla kullanilabilir ve ekonomik agidan biiyiik yararlar saglanabilir. Ayrica
gerceklestirilen immobilizasyon yonteminin geri doniisiimlic olmasi Carica
papaya lateksi gibi bir kaynaktan papain saflastirilmasina olanak vermektedir.
Boylece endiistriyel dnemi olan bir enzim, ucuz olarak hazirlanan bir destek ile
kolayca saflastirilabilir ve kullanilabilir.
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