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OZET

Peynir iiretiminde 6zellikle geng sigirlarin dordiincii midesinden (sirdeninden) elde edilen
kimozin (Calf rennet) kullanilmakta ve iiretilen peynirin kalitesi nedeniyle yillardir tercih
edilmekteydi. Oysa giiniimiizde, elde edilen kimozin diinya peynir iiretiminin ihtiyacini
kargilayamadigindan fungal kaynakli proteolitik enzimler onem kazanmistir. Ancak bu
enzimler genellikle yiiksek sicakliga diren¢li olmalar1 ve diger 6zellikleri nedeniyle, peynir
iretiminde kalite ve yan iirlinlerin gida endiistrisinde degerlendirilmesi yoniinden bazi
problemlere yol agmaktadir.

Bu calismada, peynir imalatinda yaygin olarak kullanilan mucor miehei rennetin mucor
miehei rennet-dekstran siilfat kovalent konjugatlar1 sentezlendi ve konjugatlarin termal
direncindeki azalma incelendi.

Bu caligmada, ilk olarak satin alman mucor miehei rennet Sefadeks G-50 kolonundan
gecirilerek saflastirildi. Dekstran siilfat sodyum periyodat ile aldehid tiirevine yiikseltgendi.
Dekstran siilfat aldehid tiirevinin olustugu FTIR spektroskopisi ile kontrol edildi. Farkli mol
oranlarinda mucor miehei rennet-dekstran siilfat konjugatlar1 sentezlendi. Bu konjugatlar
Sefadeks G—100 kolonundan gegirilerek saflastirildi. Satin alinan ve saflastirilan enzimin
farkli sicaklik ve farkli pH degerlerinde, konjugatlarin ise peynir {iiretiminde siitiin
pihtilastirildigi pH 5,0° te, farkli sicaklik degerlerinde farkli bekleme siirelerinde aktiviteleri
tayin edildi. Sentezlenen konjugatlar HPLC, Viskotek ve FTIR cihazlar1 kullanilarak
degerlendirildi.

Sonug olarak, tayin edilen aktivite degerleri yiiksek polimer oranli konjugatlarda saflagtirilan
enzime gore sicakliga kars1 direncte azalma oldugunu gosterdi. Mucor miehei rennet-dekstran
stilfat fiziksel karigimlarinin aktivite sonuglari ile saflastirilan enzimin aktivite sonuclarinda
birbirlerine yakin degerler elde edildi. Bu durum sicakliga karsi direncte azalmanin mucor
miehei rennet-dekstran siilfat konjugatlarmin kovalent baglanmasindan ileri geldigini gosterdi.

Anahtar kelimeler: Mucor miehei Rennet, Dekstran siilfat, Konjugat, Siit pihtilagtirma
aktivitesi (MCA), UV, GPC, FTIR, HPLC
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ABSTRACT

Chymosin (calf rennet)— extracted from the fourth stomach (abamosum) of the young calves-
has been used worldwide in cheese production for years and it has been preferred for its high
quality. However, nowadays there has been a shortage of the chymosin in the world market
for decades, so proteolytic enzymes from different sources gained more importance. But its
high thermostability and their other properties causes problems and prevents the useage of
byproducts in food industry.

In this study, covalent conjugates of mucor miehei rennet with dextran sulphate, mucor miehei
rennet is commonly used in manufactured cheese, was synthesized and investigated for
decrease its thermal resistance.

In this study, first purchased mucor miehei rennet was purified by column chromatography
using Sephadex G—50 column. Then dextran sulphate was oxidized to aldehyde derivative
with sodium periodate and the occurence of derivative confirmed with FTIR spectroscopy.
Conjugates of different mole ratios of mucor miehei rennet and dextran sulphate were
synthesized and purified again using G-100 column. Activities of purchased and purified
mucor miehei rennet at different pHs and temperatures were determined. The activities of
conjugates at different temperatures were also measured at pH 5,0. The characteristics of
synthesized conjugates were investigated with HPLC, GPC (Viscotek) and FTIR.

As a result, conjugates displayed decrease in the activities with the decrease of rennet: dextran
molar ratios in all tested temperatures. Physicaly mixed (non covalent) mucor miehei rennet-
dextran sulphate mixtures showed the same activity with purified enzyme. These results
demonstrated that, covalent conjugation of mucor miehei rennet with aldehyde dextran
sulphate caused the decrease of thermal resistance of this enzyme and decrease in
thermostability is caused by covalent bonding of mucor miehei rennet—dextran sulphate
conjugates.

Key words: Mucor miehei rennet, Dextran sulphate, Cojugate, Milk clotting activity, UV,
GPC, FTIR, HPLC.
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1. GIRIS

Peptid baglarini hidrolizleyerek protein molekiillerini peptidlere ve amino asidlere parcalayan
proteazlar endiistriyel acidan Onem tasimaktadirlar. Bu enzim grubu biitiin canh
organizmalarda bulunmakta ve fizyolojik kosullarda farkli metabolik reaksiyonlar1
katalizlemektedir. Hidrolizlenen bagi olusturan amino asidlerin alifatik veya aromatik
fonksiyonel gruplar tagimasi veya siilfiir icermesi gibi Ozellikler ile proteazin 6zgilliigii
baglantilidir. Substrat 6zgiilliigili, aktif merkez, katalitik mekanizma, optimum pH, optimum
sicaklik ve kararlilik profili yoniinden farklilik gosteren proteazlar ¢ok genis ve kompleks bir
enzim grubudur (Sandhya, Sumantha, Pandey, 2004).

Peynir tiretiminde siitii pihtilagtiran enzimler rennet olarak adlandirilmaktadir. Bu proteolitik
enzimler siitiin kat1 6zellikte teleme ve peynir suyuna (whey) ayrilmasina neden olmaktadir.
Binlerce yil dnce kesfedilen, 6zellikle geng sigirlarin 4. midesinde (sirdende) bulunan rennin
veya kimozin olarak adlandirilan rennet (Calf Rennet; EC 3.4.23.4) peynir yapiminda ¢ok
uzun zaman kullanimigtir. Rennin diger bazi gevis getiren hayvanlardan da elde
edilebilmektedir. Bununla birlikte iiretilen rennin miktar1 belli bir diizeyi gecemediginden,
peynir lreticileri siitii pihtilastiran enzimleri bulunduran bagka kaynaklara yonelmislerdir.
Mucor fungal esasli proteolitik enzimler 6zellikle dikkat ¢ekici olmustur. Hiicre dist enzimler
olan Endothia parasitica, Mucor miehei ve Mucor pusillus yiiksek siit pihtilastirma
aktiviteleri (milk clotting activity “MCA”) ve diisiik proteolitik aktiviteleri (PA) ile
endiistriyel oneme sahip olmuslardir (Seker, vd., 1998). Aslinda proteolitik enzimlerin siitii

pihtilastirma 6zellikleri genel bir kural olarak kabul edilmektedir (Tamer, 1993).

Mucor miehei Rennet yaklasik olarak % 6 karbonhidrat igerigine sahiptir. Yapiya baglh
karbonhidratin proteolitik aktiviteyi korudugu, {ic boyutlu yapisini stabilize ettigi ve boylece
enzimin aktif kalma siiresini arttirdig1 diisiiniilmektedir. Molekiiliiniin sekonder yapis1 fazla
miktarda B- sheet ve daha az oranda a -heliks icermektedir (Yada ve Nakai, 1986). Mucor
kaynakli enzimlerin termal direnci gelismis hayvanlardan elde edilen kimozine gore oldukca
fazladir. Mucor miehei rennet peynir imalatinda kullanilan enzimlerin sicakliga karsi en
direngli olanidir. Ancak, siit pihtilastrma aktivitesi/proteolitik aktivite orani daha diistiktiir.
Bu durum arastiricilar1 fungal rennetleri modifiye etmeye yoneltmistir. Peynir liretiminde yan
uriinler de dikkate alindiginda, siitii pihtilastirmak i¢in kullanilan enzimlerin termal

stabilitesinin azaltilmasi1 6nemli olmaktadir (Yamashita vd., 1994).



Siitte bulunan proteinler baglica kazeinler (a, B, ), laktalbuminler ve laktoglobulinlerden
olugsmaktadir. Bu proteinler globuler yapidadir. Katlanmaya ve kompakt bir yap1 olusturmaya
egilimlidirler. Bir fosfoprotein olan kazein siitteki en temel proteindir. Kazein siitte kalsiyum
kazeinat seklinde bulunur. k-kazein o ve P kazeinin misel olusumu ile suda ¢oziinmesini

saglamaktadir.

Siit rennin enzimine maruz kaldiginda, kazein miselleri stabilitesini kaybeder ve c¢oker. k-
kazein molekiiliindeki 105 (fenilalanin)-106 (metiyonin) aminoasidleri arasindaki peptid bagi
kirilir. Bunun sonucunda, molekiiliin karboksil ucunun bulundugu kisim ¢oziinerek serbest
kalir. Bu gliko makropeptid 6.8 kD molekiil agirligina sahiptir ve molekiil serin fosfat ve
karbohidrat gruplar1 igerir. k-kazeinin diger kismi para-x-kazein olarak adlandirilir. Molekiil
agirhgr 12.3 kD dir ve pH 6.7 de positif yiikliidiir. Bu molekiil hidrofobiktir ve suda

¢Ozinmez.

Peynirde eldesine proteoliz {ic asama olarak dikkate almabilir. Bunlar peynir imalatina
baslamadan Once siitte meydana gelen proteoliz, siitiin enzimatik olarak koagulasyonu yani
teleme olusturmasi ve peynirin olgunlagsmasi sirasinda gerceklesen proteoliz seklinde
siralanabilir(Fox, 1989). “Psychrotroph”lardan hiicre dig1 proteinazlar peynir verimini
azalmasina ve tadin bozulmasma neden olmaktadirlar. “Leococytes”den proteinazlar da
verimin azalmasina neden olabilir fakat bunlar bakteriyal proteinazlardan daha az aktiftirler.
Kan plasma proteinlerini, ozellikle de fibrinleri parcalayan plazmin Onemli bir serin
proteazdir (EC 3.4.21.7). Plasminin 6zellikle geg¢ikmis salgilanmasi [3-kazeinin hidrolizine
neden olur. Plazmin aktivitesi verimi diisiirmektedir (Fox, 1989). Peynir iiretiminde telemenin
stiziillip elde edilen peynir kaliplarinin uygun kaplara yerlestirilmis halde sogukta bekletildigi
olgunlagsma asamasinda birgok hidroliz reaksiyonu meydana gelmekte ve peynirde istenen

yapi, tad ve koku olusumu gerceklesmektedir (Fox, 1989).



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Proteazlar

Proteazlar, endiistriyel agidan 6nemli enzimlerdendir (Garcia-Carend ve Hard, 1993). Bu
enzimlerin proteolitik (digesting) biyokatalizler olarak gida, ilag, kozmetik gibi endiistri
dallarinda yaygin kullanim alanlar1 bulunmaktadir. Asagida cizelge 2,1’de proteazlar ve

ozellikleri 6zet olarak verilmistir.

Cizelge 2.1 Proteazlar ve 6zellikleri (Sumantha, Larroche, Pandey; 2006)

Molar . .
Ny . Optimum Aktif
Ozellikleri ECNo | Kutle | Optimum) ok MOl aminoasit | Dasiea
Aralig1 pH °C) fyon | e inhibitorler
(kD)
Aspartik  veya Aspartat
karboksil 3423 13045 |33 40-45 |Ca®* |veya Pepsitatin
proteazlar sistein
3.4.22 2-3 Aspartat Indoasetamid,
‘[Sils(fmroteaz\{aery ) 34-35 40-55 } veya preMB
yolp 3.4.24 5-7 sistein
2 . . |EDTA,
Metaloproteazlar 3421 19-37 6-11 65-85 Zn+2, Fen'l.la'lamn EGTA  gibi
Ca” |ve l6sin
celatlar
PMSEF, DIFP,
EDTA,
soybean
Serin tripsin,
Serin proteazlar 3.4.23 18-35 |37 50-70 Ca™ |histidin ve mIfloﬂgég[)r,
aspartat
tamponlart,
indol, fenol,
triamino
asetik asid




Asid proteazlar hayvan hiicrelerinde, kiiflerde, mayalarda ve nadir olarak da bakterilerde
bulunmaktadir. Endiistride kullanilan mikrobiyal rennet genellikle Mucor miehei, M. Pusillus
ve Endothia parasitica’dan elde edilmektedir. M. Hiemalis, M. Racemosus, ve M.
bacilliformis satin alinan degeri bulunan ve proteaz aktivitesi gosteren diger mucor tiirleridir.
Pepsin benzeri asid proteazlar ise Aspergillus spp. ve Rhizopus spp. den elde edilmektedir.
Cok eski zamanlardan beri peynir liretiminde siitii pihtilagtiran ve bdylece teleme eldesini
saglayan, genellikle geng sigirlarin sirdeninden (4.mide) elde edilen rennin (Calf rennet) de
bir asid proteazdir. Bu enzimlerin ¢ogu aktif merkezlerinde aspartat bulundurmaktadir ve
proteinlerde kirdiklar1 bagin igerdigi yan zincirlerin aromatik veya alifatik gruplar v.b.
bulundurmasma gore aktif merkezlerinin amino asid igerigi degismektedir. Asid proteazlarin
karbonhidrat igerigi onlarin sicakliga kars1 kararliligini arttirmaktadir Termofilik Penicillium

da asid proteazlarin iiretiminde kullanilmaktadir (Sumantha, Larroche, Pandey; 2006).

Bu enzimler gida endiistrisinde baslica Alcalase®, Neutrase®, Esperase®, Protamex™, ve
Novozym® FM satin alinan adlariyla yer almaktadir. Danimarka’ da satin alinan Novozymes
enzim iretiminde etkilidir. Neutrase® maya iiretimi i¢in alkol {iretimek amaciyla kullanilan
bir satin alman bakteriyal proteazdir (Sumantha, Larroche, Pandey; 2006). Biskiivi, kraker ve
pastalar icin kullanilan unlarda parcalanmig proteinlerin olugsmasi da proteazlar ile
saglanmaktadir. Bakteriyel proteazlar ise proteinlerin fonksiyonel ozelliklerinde, besin
degerlerinde ve tatlarinda iyilestirme gerceklestirmek amaciyla kullanilmaktadirlar
(Sumantha, Larroche, Pandey, 2006).

Diinya genelinde endiistriyel enzimlerden yilda 1 milyon $ gelir elde edildigi tahmin
edilmektedir ve bunun yaklasik % 60 1 proteazlardan saglanmaktadir. Bu enzimler mantarlar,
bakteriler ve genetigi degistirilmis mikroorganizmalarin kullanilmasiyla birgok kaynaktan
iiretilmektedir. Bununla birlikte, yeni enzim kaynaklar1 bulmak, daha iyi tiretim teknikleri
gelistirmek ve yeni alanlarda enzimlerin kullanilmasini getirmek amaciyla aragtirma

calismalar1 devam etmektedir (Sumantha, Larroche, Pandey; 2006).

2.2 Kimozin (Calf rennet) ve Mucor miehei Rennet

Diinya ¢apinda ¢ok eskiden beri peynir iliretiminde kullanilmig olan rennin (Calf rennet)
cogunlukla geng¢ sigirlarin sirdeninden (4 mide) elde edilmektedir (Garnot vd., 1972).
Kimozin (veya rennin) (EC 3.4.23.4) rennette bulunan aspartik asit proteaz enzimidir. Calf
rennet % 88-94 kimozin ve % 6—12 pepsin yaninda lipaz da icermektedir. Bu enzim siitte pH

degismelerine kars1 duyarlidir (Seker, vd., 1998). Rennin siit proteini kazeini spesifik olarak



kirmakta ve kaliteli peynir iiretimini saglamaktadir. Ancak renninin elde edilmesi zor ve
zahmetli oldugu gibi {retildigi kaynaklar nedeniyle miktar1 sinirli kalmig ve peynir
imalatcilarinin talebini karsilanamamistir. Rennin uzun siire muhafaza i¢in de yeterince
dayanikl1 degildir. Bu sebeplerden dolayr fiyatinin da yiliksek olmasi birgok {ilkede
mikroorganizma kaynakli enzim iiretim arastirmalarini cesaretlendirmistir (Hyslop, 1979;
Areces, v.d., 1992). Ayrica bitkiler (Lopez vd., 1998) ve baliklar (Shamsuzzana, Hard, 1983;
Hard, 1992) yeni kaynak arastirmalarinda yer almigtir (D’ Ambrosio vd, 2003). Asagida Sekil

2,1’de renninin ii¢ buyutlu yapis1 verilmektedir.

Sekil 2.1 Rennin’ nin (bovine) 3-D yapisi

Mucor miehei ve Mucor pusillus mantarlardan {iretilen mucor miehei rennet kimozin ile
kiyaslandiginda nonspesifik proteolitik aktivite, daha yiiksek termal stabilite ve siitte daha
diisiik hizda piht1 olusturma (MCA) oOzellikleri ile karakterize edilmektedir. Termal
stabilitesinin yiiksek olmasi yiiziinden enzim aktivitesinin devamlilig1 peynir iiretiminde uzun
stireli olgunlagsma asamasinda kotii tatlar olusmasina neden olabilmektedir (Arima, vd., 1968;
Yamashita vd., 1994). Bununla birlikte peynir endiistrisinin giderek artan rennet ihtiyaci ve
mikroorganizma kaynakli enzimlerin fazla miktarda ve daha ekonomik olarak iiretilmesinin

miimkiin olmas1 mucor miehei rennetin dnemini arttirmistir (Lopez vd., 1998).



Mucor miehei rennet yaklasik olarak % 6 karbonhidrat igerigine sahiptir. Yapiya baglh
karbonhidratin proteolitik aktiviteyi korudugu, li¢ boyutlu yapiy1 stabilize ettigi ve boylece
enzimin aktif kalma siiresini arttirdig1 diisiiniilmektedir. Molekiiliiniin sekonder yapis1 fazla
miktarda B-katlanmis yaprak ve daha az oranda a-heliks yap1 icermektedir (Yada ve Nakai,

1986). Cizelge 2.2°’de Mucor miehei rennet’in amino asid icerigi verilmektedir.

Cizelge 2.2 Mucor miehei rennet’in amino asid igerigi (Branner vd, Novo IndustriA/S)

Dogal Mucor miehei rennet

Amino Asid | Literatiir | Yada ve Arkadaglar1
Met(O) 0
Asp 46-48 47

Thr 32 30
Ser 34-39 35-36
Glu 25-27 25
Pro 19 19
Gly 37-38 37
Ala 29 29
Cys 4 4
Val 26-28 28
Met 6.0-7.0 7

Met(O)

Ile 20-23 21
Leu 21-22 22
Tyr 21-22 21
Phe 22-23 23
Lys 10 10
His 2 2
Trp 3 3
Arg 7 7

Mucor kaynakli enzimlerin termal direncinin kimozine kiyasla oldukg¢a yiiksek olmasi peynir
endiistrisinde olumsuz 6zellik olarak degerlendirilirken MCA/PA oranini diigiik olmasi tercih
edilmelerinde etkili olmaktadir. Mucor miehei rennet belirtilen enzimlerden termal direnci en
fazla olanidir. Bu durumun degerlendirilmesi arastirmacilar1 fungal rennetleri modifiye
etmeye yoneltmistir (Smith ve Yada, 1991). Peynir {iretiminde kalite yaninda yan tirlinler de
dikkate alindiginda siitii pihtilastirarak teleme olusmasinda kullanilan enzimlerin termal
stabilitesinin azaltilmasi konusu arastirmacilar i¢in 6nem kazanmustir (Yamashita vd., 1994;

Branner-Jorgensen vd; 1981).



2.3  Siit Proteinleri

Siit su, yag, proteinler, fosfat, laktoz, sitrik asid ve kalsiyum fosfat gibi inorganik fosfatlar1
icermektedir. Siitiin protein yapisi kazein fraksiyonu ve whey proteinleri olarak iki gruba
ayrilabilir. Siitteki proteinler diizensiz yapili kazeinler (6zellikle as;-kazein ve B-kazein) ve
globular whey proteinleri (6zellikle B-laktoglobulin) seklinde ifade edilebilir (Cizelge 2,3).
Stit proteinleri emiilsiyon olusturma ve stabilite saglama gibi Ozelliklerinden dolay1 gida

endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Dickens, 1998).

Cizelge 2.3 Siit proteinleri

Protein (%) miktar1
Kazeinler:
os1-kazein 32
osp-kazein 8
B-kazein 32
K-kazein 8
80

Peynir alt1 suyu proteinleri (whey)

B-laktoglobulin 12
B-laktalbumin 4
Immunoglobulinler 3
Serum albumin 1
20

Kazeinler siitte miseller olusturmaktadir. Peynir elde edilmesi sirasinda kazeinler teleme
meydana gelmesinde rol oynamaktadirlar. Kazeinler proteolize karst hassastirlar,

fosfoproteindirler ve siitteki kalsiyuma baglanirlar (Rehm vd., 1987). Kazeinler siitte




polidispers protein partikiilleri i¢inde agrege durumdadirlar. Whey proteinleri ise tlimiiyle
suda ¢0zlinmiis durumdadir. Kazein miselleri kolloidal partikiillerdir (Sekil 2.2). Misellerin
dis kabugu x-kazein glikproteini tarafindan sarilarak stabilize edilmistir. Siit kazeininden
kalsiyum tuzunun uzaklastirilmasit ve/veya sodyum tuzlari ile yer degistirmesi yoluyla
gidalarda yaygin olarak kullanilan sodium kazeinat tiretilmektedir. Sodium kazeinat kazein
monomerlerinin ve kii¢iik kazein agregatlarinin (alt miseller) bir karigimi olarak notral pH da
sulu ¢dzeltide olugmaktadir. Iki temel kazein olarak degerlendirilen os;-kazein ve B-kazein,
toplam inek siitlii kazeininin % 75 ini olusturmaktadir. Globular B-laktoglobulin ise toplam

whey proteinlerinin % 75 ini meydana getirmektedir (Dickens, 1998).

asl-kazein ve P-kazein, herikisi de yaygin olarak kullanilan kalsiyum duyarh
fosfoproteinlerdir. Yiiksek oranda prolin igerirler, fakat 200 yan zincir polipeptid zinciri
boyunca sistein igermez. Her bir kazein monomeri siitiin pH sinda (pH 6,7), negatif net yiik
tasimaktadir ve yine her biri amfifilik karekterdedir. Yan zincirlerinde hidrofob o6zellik
yiiksektir. Bu iki protein ¢ozeltide kendiliginden birlesmeye meyillidir ve hidrofilik ve
hidrofobik yiizeylerde adsorblanmaktadirlar. Her ikisi de yag su emiilsiyonlarinda etkili bir
stabilizor olarak kullanilabilir. Diger taraftan og;-kazein ve B-kazein yapilar1 arasimda
belirgin farkliliklar da vardir. Hidrofobik/hidrofilik segment dagilimi B-kazeinde os;-kazeine
oranla daha seyrektir. f-kazeindeki hidrofobik yan zincirlerin non-uniform dagilma 6zelligi
dikkat cekicidir. B-kazein og;-kazeinden daha iyi sterik stabilizordiir. p-kazein kusursuz

emiilsiyon stabilizasyonu yetenegine sahiptir (Dickens, 1998).
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Q K- Eazem werseot - Bosfat grighu

B, oy oy - Karemler

Sekil 2.3 Waugh tarafindan tasarlanan kazein miselleri modeli
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2.4 Siitte Piht1 Olusturulmasi
Siitte piht1 olusturma proteazlar etkisi ve asid etkisi ile olmak {izere iki yOntem ile

gerceklestirilmektedir.

2.4.1.1 Proteazlarn EtKkisi ile Pihtilastirma

Siitiin rennet ile koagulasyonu iki asamali bir siirectir. ilk olarak koloidal siispansiyondaki
kazein miselleri kazein misellerinin yiizeyindeki k-kazeinin kimozin ile hidrolizi ile
gerceklesir. Ikicisinde ise, kararlilig1 bozulan kazein miselleri kendiliginden ¢okerek agregat
olusturur (Pires vd., 2004). Siitiin pihtilasmasindaki K-kazenin fenil alanin (105)-metiyonin
(106) bagmin rennet ile kirilmasi1 Sekil 2.4 ve Sekil 2.5 te ayr1 ayr1 gosterilmektedir. K-
kazeinin birincil, ikincil ve {gilinciil yapist yaninda ortamm pH degeri, iyonik kuvveti,

sicaklig1 ve diger cevresel faktorler ve prosesin gergeklesmesinde dneme sahiptir (Fox, 1989).

Proteoliz para-k-kazein Agregasyon
M
S Phe Ser Leu His Pro PrD @ '
Rimozn — | 100 g
Idet Ala e Pro Pro o

Snia Ca
Wlakropeptid

F+s —— ES — E+P+M

Carpsma-EBirlesme

Sekil 2.4 Siitiin proteazlar ile pihtilasmasi iki farkli adimda gergeklesir: proteoliz and
agregasyon

Renninnin kimozin i¢erigi kazein miselleri yapisinda yer alan kapa-kazeinin hizli ve spesifik

kirilmasina neden olmaktadir (Sekil 2.5). Kapa-kazein miselleri stabilize etme gorevi
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iistlenmigtir. Katalizden sonra, kazein proteinleri kalsiyum iyonlar1 etkisiyle ¢oker. Kimozin
ozgiil olarak, Hisos---Lys;1; kapa-kazein zincirindeki; Phejos ile Met;o¢ arasindaki peptid
bagint kirmaktadir (Lawrence vd., 1998). Bu kirma isleminden sonra kapa kazeinin
coziinebilen pargasi (106—169 dizisi) peynir alt1 suyuna (whey) gegerken ikinci pargasi (1-105
dizisi) sulu ortamda c¢oziinmez. Bu ikinci parca kalsiyum iyonlar1 varliginda teleme

olusturmak iizere kazein misellerinin ¢okmesine sebep olmaktadir (Shammet vd., 1992).

His Phe-Met Lyvs

98 105 106 111
w-leazein

Eimozin

His Phe DNet Lys

para- ¥-kazein glikomakropeptid

Sekil 2.5 Phejos ile Met, o6 arasindaki peptid baginin kirilmasi

2.4.1.2 Asid EtKkisi ile Pihtilastirma

Siit sitrik asit gibi bazi asidlerin ilavesiyle de pihtilagtirilabilmektedir. Pihtilagtirmanin bu
formu ucuz Mozzarella peyniri iiretiminde (Sekil 2.6) kullanilmaktadir. Paaner (Kuzey
Hindistan ve Pakistan peyniri) de bu yontem ile iretilmektedir. Siitli asidlestirme islemi

bakteriler tarafindan da gerceklestirilebilir.
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Sekil 2.6 Mozzeralla Peyniri

2.5 Diger Pihtilastiricilar

Hayvan kaynakli rennet {irlinlerine benzeyen, kazeinin kirilmasi sonucunda benzer tat ve yap1

olusturan enzimlerin bulunmasi ¢aligmalar1 yapilmaktadir.

2.5.1 Bitkisel Rennet

Birgok bitki, siitii pihtilagtrma 6zelligine sahiptir. Incir agaci, 1sirgan otu, ebegiimeci,
sarmasik ve devedikeni bunlara Ornek verilebilir. Devedikeni veya “cynara” Akdeniz
civarinda yasayan insanlar tarafindan geleneksel peynir iiretiminde kullanilmaktadir. Bu
gercek bitkisel rennetler vejeteryanlar iginde uygundur. Satin alman bitkisel rennetler
genellikle mucor miehei rennet igermektedir. Bitkisel rennetler kosher peynirlerinin
iiretiminde kullanilabilmektedir. Fakat diinya genelinde bitkisel rennetin endiistriyel tiretimi

bulunmamaktadir.

2.6 Biyoteknolojide Biyopolimerler

Biyoteknolojinin arastirma alanlarindan biri olan enzimlerin modifikasyonuna olan ilgi giin
gectik¢ce daha da onem kazanmaktadir. Dogal polimerler proteinlere ¢esitli yollarla baglanarak
proteinlerin fonksiyonel o6zelliklerini arttwrmaktadirlar. Enzimlerin ~ dogal polimerler
kullanilarak  yapilarmin degistirilmesiyle gida, ilag ve tekstil endiistrilerinde ve
biyoteknolojide kullanim alanlarmin daha da yayginlagmasi saglanmistir (Betancor vd.,

2004).

2.6.1 Dekstran

Dekstran mikrobiyolojik sentez ile elde edilen polisakkaridlerin yaygin kullanilan bir adidir.

Anhidro-D-glukoz iinitelerinin a-1,6-glikozid bagi ile baglanarak dekstran ana zinciri olugur
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(Gladysheva vd, 2001). Dekstran biyopolimerinin ana zincire 1-3 glikozid bagli yan zincirleri
ile dekstran alfa-D-glukoz bagl bir glukandir. Dekstran biyopolimerinde yaklasik % 5
dallanma vardir. Dallanmalar ¢ogu kez 1-2 glukoz uzunlugundadir (Sekil 2.7).Dekstran
sukrozlu ortamda Leuconostoc mesenteroides B512F in fermentasyonundan iiretilebilir.
Aldehid dekstran birgok ihtiyaca cevap verebilen esnek bir polimerdir. Ayrica, multimerik

enzimlerin ¢capraz baglanmasinda kullanilmaktadir (Betancor vd., 2004).

A GH H.
H ] [
OH H
o 0 A0 e
H 0 ¥ 1 \ 5
R oA il
1 H |
Ho T o HA0.4 i
H QH K -*'1 | . r
CHOH _? T ] e
OH / H aH A |
b b | ! oH .
gH  H) HO Ta
HO 1
. H OH

Sekil 2.7 Dekstranin agik formiili

2.6.2 Dekstran Siilfat
Dekstran stilfat dekstranin polianyonik bir tiirevidir (Sekil 2.8). Suda kolayca ¢ozilinerek

kararli bir ¢dzelti olusturmaktadir. ilag sanayi, biyoteknoloji ve kozmatik endiistrisi gibi

alanlarda kullanilmaktadir.

CH,
/ LY

H 4
H50,0

H  OSOH

Sekil 2.8 Dekstran siilfat sodyum tuzunun ag¢ik formiili

2.6.3 Dekstran Siilfatin Kimyasal Karakteristikleri
Dekstran siilfat dekstranin siilfatlanmasi ile hazmrlanmaktadir. Dekstran zincirindeki her

glukoz ftinitesi yaklasik olarak iki siilfat grubu bulundurmaktadir. Siilfat gruplar1 glukoz
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intelerinin 2. ve 4. karbonlarina baglanmstur.

2.6.4 Stabilite ve Saklama Kosullar
Dekstran siilfat pH 6 ve 7 arasinda optimum stabilite gostermektedir. Toz halde iken az miktar
fosfat ilavasi ile stabilize edilir, ve “air-tight” konteynerlarinda saklandigi zaman oda
sicakliginda uzun bir siire stabilitesini korumaktadir. Arastirmalar dekstan siilfatin toz halde

bu kosullarda saklandiginda 6 y1l siireyle stabilite gosterdigini kanitlamistir.
Dekstan Siilfatin Uygulama Alanlar1

* Anti-koagulant olarak,

* Enzimler, hiicreler ve viriisler {izerinde etkisi yoniinden,

* Hibridasyon hizini artirmada,

* Proteinlerin stabilizasyonunda,

* Lipoproteinler ile etkilesiminden yararlanarak,

» Kalp hastalarinda pihtilagmay1 engelleyici ilag olarak kullanilmaktadir.

Dekstran siilfat yiiksek molekiil agirlikli lipoprotein ile ¢oziinmez kompleks olusturur,

boylece lipoproteinlerin plasmadan uzaklasmasi ve ayrilmasi i¢in yarar saglar (pk chemicals

AJS).

2.7 Proteinlerin Stabilitesi Uzerine Etki

Enzimlerin stabilitelerinin degistirilmesi tizerine yapilan ¢aligmalarin biyoteknolojideki 6nemi
zamanla artmaktadir. Enzim igeren iirlinlerde, enzimlerin yar1 dmrii ve enzimlerin uygulama
sirasindaki kararliliginin azalmasi bu iiriinlerin kullanilmasini gii¢lestirmektedir. Bu yiizden,

enzimlerin stabillestirilmesi ¢aligmalar1 dnem kazanmistir (O’ Fagain, 2003).

Endiistriyel enzimlerin uygulama sirasinda kararliligii kaybetmesi biyoteknolojide kritik bir
sorundur. Enzimlerin kararliliinmn saglanmasi i¢in protein stabilizasyonundan, protein
mithendisliginden, immobilizasyon tekniklerinden veya kimyasal modifikasyondan

yararlanilmaktadir (Dickens, 1998).

Endiistriyel uygulamalar sirasinda enzimler c¢esitli fakorlerden dolayr aktivitelerini
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kaybederler. ki fazli sistemlerde ¢oziinebilen enzim ve organik ¢dziicii damlalarinin
araylizeyleri veya karigmis sistemlerdeki ¢oziinebilen enzim ve gaz kabarciklari arasindaki
etkilesimler enzimin aktivitesini kaybetmesine neden olabilir. Bu arayiizeyler, proteinin
elektrostatik, hidrofobik ve hidrojen baglar1 etkilesimlerini destabilize ederek enzimin geri

doniisiimsiiz denatiirasyonuna neden olurlar (Dickens, 1998).

Proteinlerin polisakaridlere kovalent baglanmas1 polisakkaridlerin kimyasal olarak aktif hale
getirilmesinden sonra gerceklesebilmektedir (Shmanai ve Litoshko, 2001). Iyonik
polisakkaridler ile enzimlerin kovalent olarak baglanmasi enzimleri stabilestirmek icin en ¢ok
kullanilan yontemlerdendir (Darias ve Villalonga, 2001). Enzimlerin endiistriyel kullanimi
arttikca, fonksiyonel Ozellikleri gelistirilen gida proteinleri ragbet gormektedir.

Polisakkaritlerin stabillestirici ve proteinlerin emiilsifiye edici O6zellikleri birlestiginde
proteinlere polisakkaridlerin kovalent baglanmasi sonucunda konjugatin stabilitesini ve

¢Oziiniirligiini arttir (Dickinson ve Galazka,1991).

Ayrica, enzimlerin polianyonlar ile kompleksleri yapildiginda enzimlerin katalitik aktiflikleri
yok olur (Mustafaev, 1996). Dekstran siilfat polimeri bir polianyondur. Dekstran siilfat
polimeri bir protein ile kovalent olarak baglandiginda proteinin globular yapisinin denatiire

olmasina ve enzimin aktivitesinin diigmesine neden olabilir.



3.  DENEYSEL CALISMA

3.1 Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

Kaba terazi

Hassas terazi

Manyetik karistirict
Vorteks

Su banyosu

Sogutmali santrifiij
Liyofilizator
Saflastirilan su cihazi
pH metre cihazi

HPLC sistemi

GPC sistemi

Protein ayrigtirma cihazi
UV Visible Spektrofotometre
Ultrafiltrasyon Sistemi

FTIR

16

: Precise BJ 6100D
: Precise XB 220A
: Heidoloph MR 3001
: Heidolph Type REAX top
: GFL 1086
: ThermoIEC (Micromax RF) Model 230
: Telstar Cryodos
: Millipore FASN77678
: Inolab
: Schimadzu Program Class VP.
: Viscotek 4 detektorlii SEC-HPLC-GPC
: Model 2110 fraction collector

: Model V-530 JASCO Program

: Millipore Stirred Ultrafiltration Cell

: Perkin Elmer
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3.1.2 Kullamilan Malzemeler

* Otomatik pipet : Finnpipette 0-50 pl, 100-1000 pl, 10 mL
e Beher :50ml, 100 ml, 500 ml, 1 L,2 L, 4L
* Erlen

* Penisilin siseleri

* Epandorf tiipleri

3.1.3 Kullamilan HPLC Sisteminin Techizat ve Calisma Parametreleri

Cok ufak tanecikli sabit fazin {izerinden yiiksek basingta hareketli fazin yiiriitiilmesi ile

gerceklestirilen bir kromatografi tiiridiir. Kullanilan kolonda yine ayrilma jel filtrasyon
esasina gore eluatlar elde edilir.

Kolon : Silika jel kolon

( LC column Shim Pack Diol-300)

Boyut :7,9mm x 50cm

Akis hizi : 1 ml/dak

Dedektor : UV-VIS detektor (SPD-10AV)
Mobil faz : PBS; pH= 7,0; %0,05 NaNj3;
Akis hizi : Iml / dakika

Kolon sicakligt :25°C

Dalga boyu : 280 nm

3.1.4 Kullamlan GPC (Viscotek) Sisteminin Techizat ve Calisma Parametreleri

Viscotek cihazi dolgulu kolon kullanan bir kolon sivi kromatografisidir. Viscotek cihazinda
stv1 hareketli faz yliksek basingta ufak tanecikli hareketli faz lizerinde hareket ettirilmektedir.
Bu teknige yiiksek performanslt sivi kromatografisi (HPLC) adi verilmektedir. Dort

dedektorli bir sistemdir.
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Viscotek cihazi {i¢ boliimden olusur:

1. Numune hazirlama ve pompa bolimii

Viscotek GPCmax VE2001 GPC SOLVENT / SAMPLE MODULE
2. Kolon ve dedektor kismi

Viscotek TDA 302 Triple Detector Array

3. Bilgisayar kism1

Yazilim adi: Omnisec 3.1 programi.

Viscotek cihazinda pordz tipli kolon dolgu maddesi kullanilmaktadir. Poréz kolonlar igindeki

dolgu maddesinin taneciklerinin ¢ap1 3-10 pum arasinda degismektedir.

Kolon 1 : TOSOH G 5000 PWXL

Polimer dolgulu kolon

Akis hizi : 0,8ml/dak

Boyut 7,8mm x 30 cm

Kolon 2 : Shim-Pack Diol 300
Silika dolgulu kolon

Akis hizi : Iml/dak

Boyut :7,9mm x 50 cm

Kolon 3 : TOSOH G 3000 SWXL
Silikon dolgulu kolon

Akis hizi : 0,8ml/dak

Boyut : 7,8mm x 30cm

Mobil faz : PBS; pH= 7,0; %0,05 NaNj3;

Kolon sicakligt :25°C

Dalga boyu : 280 nm
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3.1.5 Kullanilan UV-Vis Spektrofotometresinin Techizat ve Cahisma Parametreleri

Optical System : Single monochromator
Detektor : Silikon fotodiod (S1337)
: Deuterium lamp : 190 to 350 nm

Isik kaynagi

Halogen lamp :390 to 1100 nm

3.1.6 Kullanilan Protein Aynistirma Cihazinin Techizat ve Calisma Parametreleri

U.V. monitor : Biorad Econo (model EM-1)

Fraksiyon toplayici : Biorad model 2110 fraction collector

Kayit edici : Biorad chart recorder model 1327

Pompa : Biorad Econo pump (model EP-1)

3.1.7 Kullanilan Fourier Transform Infrared Spektrometre Cihazinin Techizat ve
Cahisma Parametreleri

FT-IR : Perkin Elmer

Universal ATR Sampling Accessory : Perkin Elmer



3.2 Kullanmilan Kimyasallar
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C&Clz

Riedel-de Haen

Kimyasal Maddeler |Uretici Firma Lot No.
Mucor miehei Rennet | Sigma R5876
Dekstran siilfat Fluka 66786
Mw=100.000

Sefadeks G-50 Fluka 84946
Sefadeks G-100 Fluka 84951

Siit tozu Pmar A.S.

Dializ Seliiloz Sigma D9777-BULK
mebrani

NaH,P04.2H,0 Riedel-de Haen 4269
Na,HPO,4.7H,0 Fluka 71647

NaCl Riedel-de Haen 13423

Asetik asit Fluka 45754

NaOH Riedel-de Haen 6203

NalOy4 Fluka 71862

HCI Merck 1.00314.2500
NaBH4 Merck S3912873 403

12095
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3.3 Mucor miehei Rennetin Aktivite Tayini

Mucor miehei rennetin siit pihtilagtirma aktivitesi uluslararasi iinite birimi (IU) olarak
hesaplandi. Bir IU (=400 Soxhlet rennet units) 1g yagsiz siit tozu ve 0,0173 g CaCl, (0,016
N) igeren 10 mL siit ¢ozeltisini 35 °C de ve bir dakikada pihtilastiran enzim miktaridir
(Payens., 1984; McMahon, Brown, vd., 1984).

3.3.1 Siit Cozeltisinin Hazirlanmasi

pH 3.0, 4.0, 5.0’te siit ¢ozeltisi hazirlanirken asetat tamponu kullanilmustir.

Asetat tamponlarinin hazirlanmasi: (pH 3.0, 4.0 ve5.0)

!

CaCl, in asetat tamponuna eklenmesi (bir siire karistirilir)

v
Siit tozunun karistirilarak CaCl, 1 ¢ozeltiye eklenmesi (bir siire karistirilir)

v

Hazirlanan siit ¢ozeltisi 30 dakika karanlikta bekletildi.
Siit ¢ozeltisi aktivite tayini i¢in kullanima hazir hale geldi.

Yukaridaki proseste 10 mL siit ¢ozeltisi iginde 1g yagsiz siit tozu ve 0,0173g CaCl, (0,016 N)
bulunduracak sekilde hazirlandi (Payens., 1984; McMahon, Brown, vd., 1984).
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pH 6.0, 7.0, 8.0’de ise siit ¢ozeltisi hazirlanirken fosfat tamponu kullanilmistir.

Fosfat tamponlarinin hazirlanmasi1 (pH 6.0, 7.0 ve 8.0)

CaCl, in fosfat tamponuna eklenmesi (bir siire karistirilir)

v
Siit tozunun karistirilarak CaCl, 1 ¢ozeltiye eklenmesi (bir siire karistirilir)

v
Hazirlanan siit ¢ozeltisi 30 dakika karanlikta bekletildi.

!

Siit ¢ozeltisi aktivite tayini i¢in kullanima hazir hale geldi.

Yukaridaki proseste 10 mL siit ¢ozeltisi iginde 1g yagsiz siit tozu ve 0,0173g CaCl, (0,016 N)
bulunduracak sekilde hazirlandi (Payens., 1984; McMahon, Brown, vd., 1984).

3.3.2 Siitte P1hti Olusumunun Tayin Edilmesi

Aktivitesi dl¢iilecek numunelerin, protein konsantrasyonu 0,04 mg/mL olacak sekilde stok
enzim ¢Ozeltileri hazirlandi. Daha 6nce hazirlanan siit ¢ozeltisinden 10 mL ser siit meziir
yardimiyla 25 mL lik 3 adet behere ilave edilerek, pihtilasmanm gozlenecegi sicakliga
ayarlanmig su banyosunda bekletilir. Termometre ile beherin sicakligi kontrol edilir. Siit
cozeltisi aktivite yapilacak sicakliga geldiginde stok enzim ¢ozeltisinden 1 mL enzim
otomatik pipet ile cekilerek siit ¢ozeltisine birakilir ve ayni anda kronometre baslatilir.
Termometrenin ucu ile beherdeki siit ¢ozeltisi karistirilir. Termometrenin ucunda teleme
olusumu gozlendigi anda kronomometre durdurulur ve kronomometredeki deger saniye olarak
kaydedilir. Kaydedilen pihtilagsma siirelerinden aktivite degerleri; siit pihtilastirma aktivitesi
enzim miktari/zaman olarak IU/mg cinsinden hesaplandi (Berridge, 1945; Thakur vd, 1990;
Seker, 1998).
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3.4 Mucor miehei Rennet-Dekstran Siilfat Konjugatlarinin Eldesi

3.4.1 Satin ahiman mucor miehei Rennet’ in Jel Filtrasyon Yontemi (G—50, Sephadeks)

ile Saflastirilmasi

Satin alinan mucor miehei rennet enzimine (Fluka, protein icerigi: % 9,8) jel filtrasyon islemi
uygulandi. 2000 mg satin alinan mucor miehei rennet 10 mL 0,01M, pH 7.0 tuzsuz fosfat
tamponunda ¢0zildli. mucor miehei Rennet 2.5x40 cm (Sephadeks G—50) jel filtrasyon
kolonundan gegirilerek saflastirildi. Bio—Rad marka protein saflagtirma sisteminin 280 nm de
UV monitdri kullanilarak fraksiyonlara ayrildi. Saflastirma islemi sonucunda iki eluat elde

edildi (Sekil 4.2).

3.4.2 Satin Alinan ve Saflastinnlan Enzimin pH 5.0’te ve Diger pH’larda (pH 4.0, 6.0,
7.0 ve 8.0) Aktivitelerinin Tayin Edilmesi

Satin alian ve saflastirilan mucor miehei rennet pH 5.0’te ve diger pH’larda (pH 4.0, 6.0, 7.0
ve 8.0) siit pihtilastirma aktiviteleri 6l¢iildi. pH 3.0, 4.0 ve 5.0 i¢in asetat tamponu kullanild1.
pH 3.0 da siit ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra asit etkisi ile siit proteinleri enzim ilavesinden

once piht1 olusturduklarmdan pH 3.0 te enzimin siit pihtilastirma aktivitesi kontrol edilemedi.

Cizelge 3.1 Saflastirilan mucor miehei rennetin konsantre edildikten sonra ve liyofilizatérde
kurutulduktan sonra elde edilen havuz 1 ve havuz 2 eluatlarinin pihtilagsma siirelerinin
olgiilmesi, pH 5.0, 35°C

" . Ortalama
Yontem Havuz Pihtilagsma Siiresi (sn) ——
Pihtilagsma Siiresi (sn)
. . .. | Havuzl 34 37 39 37
Liyofilizator

Havuz 2 1245 1275 1270 1263

Havuz 1 30 31 30 30
Konsantre

Havuz 2 767 735 760 754

Cizelge 3.2 Satin alinan mucor miehei rennetin saflastrilmasi sonucu elde edilen farkl
fraksiyonlarin pihtilagsma siirelerinin 6l¢iilmesi, pH 5.0, 35 °C

Fraksiyon Ortalama
No Pihtilagsma Siiresi (sn) Pihtilagsma Siiresi (sn)
5 64 63 65 64
14 33 29 32 31
35 541 564 552 552
51 1824 1810 1817 1817
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Cizelge 3.3 Satin alinan enzimin saflastirilmasi sonucu elde edilen Havuz 1 ve havuz 2 nin
pihtilasma siirelerinin dlgtilmesi, pH 5.0, 35 °C

Ortalama
H P1iht1l Siiresi
aviz thtilagma Stirest (sn) Pihtilagma Stiresi (sn)
Havuz 1 29 32 31 31
Havuz 2 960 1020 930 970

3.4.3 Dekstran Siilfatin Aldehid Tiirevinin Eldesi

Kullanilan Cozeltiler
1) 3,33g Dekstran Siilfat 30ml destile suda ¢oziildii.
2) 8,00g NalO4 70ml destile suda ¢oziildii.
Deneyin Yapilhisi
1) Dekstran siilfat ¢ozeltisinin lizerine NalO, yavas yavas karistirilarak eklendi.
2) Bu ¢ozelti karanlikta, oda sicakliginda 24 saat siireyle karigtirildi.

3) Elde edilen yiikseltgenmis dekstran siilfat ile birlikte ortamda bulunan fazla iyonlar1
uzaklastirmak i¢in {iriin 24 saat karanlik ortamda, oda sicakliginda destile suya kars1

diyalize birakild1.

4) Sogutarak kurutma ile (liyofilizatorde) aldehid gruplari bulunduran dekstran siilfat
elde edildi (Sacco, 1988, Betancor, 2004, Dobrechenko, 1993).

O
S+ 2NalD, — H o + HCOOH + 2Nal(y
L, iyl
o
OH K 0
OH

Sekil 3.1 Dekstran siilfat’in aldehidlenme reaksiyonu (Gladysheva vd, 2001)
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3.4.4 Mucor miehei Rennet -Dekstran Siilfat Konjugatlarimin Elde Edilmesi

Konjugasyon i¢in saflastirilan Mucor miehei Rennet’ten elde edilen birinci eluat kullanildi. 5
mL reaksiyon hacminde konjugasyon reaksiyonu yapildi. Reaksiyonda pH 7.0 da 0.1M
sodyum fosfat tamponu kullanildi. Saflagtirilan enzim konsantrasyonun konjugasyon
reaksiyonunda kullanilacak kadar yiliksek olmamasi nedeniyle saflagtirilan enzim
ultrafiltrasyon cihazi ile konsantre edildi. Daha sonra reaksiyon hacmindeki son protein
konsantrasyonu Cproein= 2 mg/ml olacak sekilde konsantre enzimden 2 mg/mIx5mL = 10 mg
proteine karsilik gelen hacimde alindi. Dekstran siilfat konsantrasyonu ise protein
konsantrasyonu sabit almarak farkli oranli konjugatlar i¢in hesaplandi (Cizelge 3.4). Silifli 50
mL’lik erlende 5 mL’lik reaksiyon 25 °C’deki su banyosunda 16 saat bekletildi. Daha sonra,
+4 °C deki 100mM, pH: 8,5 olan sodyum bikarbonat ¢ozeltisinden pH yiikseltmek i¢in 7,0
mL eklendi. Sonra, 12 mg (1 mg/mL) sodyum borhidriir (NaBH4) aldehid gruplarini ve amino
aldehid baglarini indirgemek igin ilave edildi (Betancor, vd. 2004). Bu ¢ozelti 15 dk. +4 °C
karistirildiktan sonra tekrar ayn1 miktarda sodyum borhidriir (NaBHy4) eklendi. Tekrar 15 dk.
+4 °C karistirild1 ve pH 7,0’a ayarlandi (Betancor vd. 2004). Daha sonra reaksiyon seliilozik
mebran kullanilarak ultafiltrasyon cihazi ile konsantre edilerek iki kez destile su ve iki kez de
fosfat tamponu ile yikandi. Elde edilen 2 mL (c: 1,5 mg/mL) konjugat Sephadeks G—100
(1x50 cm) kolonundan gegirilerek saflastirild.

3.4.4.1 Aldehid Dekstran Siilfat Konsantrasyonlarinin Hesaplanmasi

Protein konsantrasyonu (2 mg/mL) sabit tutularak farkli protein/polimer oranlari i¢in aldehid

dekstran siilfatin konsantrasyonlar1 hesaplanir.

Nprotein Cprot ><1\/IA pol

Npolimer Cpol x MA prot
Cprotein= 2 mg/ ml
Ma poi=100.000

Ma proi=40.000

Chpolimer hesaplanir.
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Oran 1/20 igin,

Nprotein 2 x100.000

= =1/20
Npolimer Cpol x 40.000

Chpolimer= 100 mg/ml

Cizelge 3.4 Cprotein: 2 mg/ml konsantrasyonu sabit alinarak hesaplanan Cpotimer

konsantrasyonlar1

Numucor miehei RENNET/NDSCHO | Cpolimer (DSCHO) (mg/ml)

1/20 100

1/10 50

1/5 25

1/1 5.0

5/1 1.0

10/1 0.5

20/1 0.25
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Cizelge 3.5 Mucor miehei Rennet-dekstran siilfat konjugasyon siireci

1. 2ml Gmgiml mom. Bennet, cpoteineon: 2 tmgfml)
+

3ml DE-CHO (Aldehidik Dekstran Silfat)

| ]

20 %2, 16 Zaat, Su Banyosu
3. +Tmli+4 20, 100 mM pp v, - pHIED

+lmgiml NaBH,

Y
4. 15 dk kangtwma (4 °C )

+lmgiml NaBH,

¥
5. 15 dk kangtuma (4 °C )

¥
6. pH70 ye avarlanr {1 M HCD

|

. Eonzantre etme, vikama (selilozie memran)

l

8. Saflagtwma Jel filtrasyon Kolonu, Sefadeks G-100

3.4.5 Konjugatlarin Jel Filtrasyon ile (G—100, Sephadeks) Saflastirilmasi

Konjugatlar, reaksiyon ortaminda bulunabilecek safsizliklari yada agregatlar1 uzaklastrimak
icin jel filtrasyon kromatografisi ile Sephadeks G—100 dolgu maddesi kullanilarak 1.0x50 cm
Bio-Rad kolonunda saflagtirildi. Saflastirilan konjugatlar protein saflastirma cihazinin
fraksiyon toplama aparati ile tiiplere toplandi. Protein saflastirma cihazinin 280 nm de UV
dedektorii yardimiyla konjugatlarin saflastirma kromatogramlari elde edildi ve ayn1 zamanda,
toplanan fraksiyonlarm UV-VIS spekrofotometre kullanilarak 280 nm deki absorbans
degerleri okundu (Sekil 4.24, 4.25, 4.26, 4.27, 4.28, 4.29, 4.30).
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3.5 Mucor michei Rennet-Dekstran Siilfat Konjugatlarinin Incelenmesi

3.5.1 Konjugatlarin FT-IR ile Incelenmesi

Dekstran siilfatin, aldehidik dekstran siilfatin, Mucor miehei rennet’ in ve protein/polimer: 1/1
ve 1/20 konjugatlarinin kati toz halinde ATR baslig1 altinda FT-IR spektrumlar1 alind1 (Sekil
4.37).

3.5.2 Konjugatlarm HPLC (Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi) ile
Incelenmesi

Farkli protein/polimer oranlarmdaki konjugatlarm jel filtrasyon yontemi (Sephadeks G-100,
1x40cm) ile saflastrilmasinda elde edilen konjugatlar esit konsantrasyonlarda (c= 0,1 mg/mL)

HPLC cihazina verilerek incelendi (Sekil 4.38).

3.5.3 Konjugatlarin Viscotek Marka GPC ile Incelenmesi

Saflagtirilan konjugatlar GPC (VISCOTEK) cihazina verildi ve alinan kromatogramlari
incelendi (Sekil 4.39, 4.40, 4.41, 4.42). Dort dedektorde (UV, 151k sagilmasi, kirilma inidisi
ve viskozimetre) alinan sinyaller ve alikonma siireleri saf enzim igin almanlar ile

karsilagtirildi.

3.5.4 Konjugatlarin Aktivite Tayini

Sentezlenen konjugatlarinin  Sephadeks G-100 dolgu maddesi bulunan kolonundan
saflagtirildiktan sonra konjugatlarin aktiviteleri tayin edilmistir. Konjugatlarm aktiviteleri pH
5.0 asetat tamponun kullanilmasiyla hazirlanan siit ¢ozeltisine esit protein miktarlarda (0.04
mg/mL) protein igeren konjugatlarin ilavesiyle belirlenmistir. pH 5.0’de hazirlanan siit

cozeltisine 1 mL konjugatlarin siitte piht1 olusturma siireleri 6l¢iilmiistiir (Cizelge 3.12).
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3.6 Satin Ahnan ve Saflastirllan Mucor miehei Rennet’ in izoelektrik Noktasinin
Belirlenmesi

0,5 mg/mL protein konsantrasyonunda 5 mL Satin alinan mucor miehei rennet ¢ozeltisi
hazirlandi. Daha sonra bu 5 mL ¢ozeltiye 0,1 N NaOH ¢ozeltisi ilave edildi. Her NaOH
ilavesinde ¢ozeltinin pHsi iil¢lildii ve kayit edildi. NaOH sarfiyati ile ¢lilen pH degerleri
arasinda ¢izilen grafikten mucor miehei rennet’ in izoelektrik noktasi hesaplandi. Saflastirilan
mucor miehei rennet’ ten elde edilen birinci eluattan (Havuz 1) 0,5 mg/ mL protein
yogunlugunda 5 mL saflastirilan mucor miehei rennet ¢ozeltisi hazirlandi. Ve ayni siireg¢
izlenerek sarf edilen NaOH hacmine karst pH degerleri Olciildii ve ¢izilen grafikten

saflastirilan rennetin de izoelektrik noktasi 4.1 olarak hesaplandi (Sekil 4.43).

3.7 Saflastinlan Mucor miehei Rennet ve Konjugatlarin Fiziksel Karisimlarinin
Pihtilasma Siirelerinin ve Aktivitelerinin Belirlenmesi

Elde edilen farkli oranlardaki konjugatlarin siit pihtilastirma aktivitesindeki disiislerin
ozellikle saf mucor miehei rennet ile aldehid dekstran siilfat arasindaki kovalent baglanmadan
kaynaklandigmi desteklemek icin; saf mucor miehei rennet ile dekstran siilfat fiziksel olarak
karistirilmig ve siit pihtilastrima aktivitesi ol¢tilmiistiir. Saflastirilan Mucor miehei rennetin ve
protein/polimer 1/10 fiziksel karigimmin oda sicakhigindaki ve farkli sicakliklarda O dakika
bekleme siireleri sonundaki sicaklik ile aktivite degerleri arasinda ¢izilen grafikler Sekil 4.44

ve 4.45’te gosterilmektedir.
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DENEY SONUCLARI

Dekstran Siilfatin Eldesi

Aldehid dekstran stilfatin dekstran siilfat FTIR spektrumundan fakli olarak 1643.9 da, 2950
ve 3492, 98 de yarilmalar ortaya ¢ikmstir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Dekstran siilfatin ve aldehid tiirevinin FTIR spektrumu.

4.2 Satin Alinan Mucor miehei Rennet’ in Saflastirma Kromatogramlar

Bio-Rad jel filtrasyon kolonundan Sephadeks G-50 dolgu maddesi kullanilarak satin alinan

Mucor miehei rennet saflastirilmistir. Satin aliman mucor miehei rennetten elde edilen

fraksiyonlar iki havuzda toplanmustir. Ik biiyiik pik Havuz 1, ikincisi ise Havuz iki olarak
adlandirilmistir (Sekil 4.2).

Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei rennet Bio-Rad kolonu saflastirmanin kalitesini

kontrol etmek icin HPLC cihazina verilmistir.

Sekil 4.3’te satin alman enzimdeki
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safsizliklarin giderildigi goriilmektedir.

Satin almman ve saflastirilan mucor miehei rennetin 4 dedektorlii GPC (Viskotek) cihazi ile
kromatogramlar1 almmistir. Satin alman enzimin satin alinan enzimin kromatograminda
goriilen 11., 17.5 ve 18.5, dakika alokonma siirelerinde dedektor cevaplart alinmistir. Saf
enzimin kromatograminda ise yalnizca alikonma siiresi 17.5 dakikaya ait dedektdr cevabi

goriilmektedir (Sekil 4.4, 4.5, 4.6, 4.7).

00046956} ZHD
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Sekil 4.2 Satm alinan mucor miehei Rennetin +4 °C’deki jel filtrasyon kolonu ile Bio-Rad UV
dedektor kullanilarak 280 nm’de alman kromatogram
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Sekil 4.3 Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei Rennetin HPLC cihazi ile alman (Jel
Filtrasyon Kolonu) kromatogrami
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Sekil 4.4 Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei Rennetin GPC (Viskotek) cihazinin UV
dedektorii ile alinan kromatogrami
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saflagtnlan mucor mieher Eennet

Satin alnan mucor tiehel Bennet

Sekil 4.5 Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei Rennetin GPC (Viskotek) cihazinin
kirilma indisi dedektdrii ile aliman kromatogranu

Saflagtirlan mucor miehet Eennet

matm ahnan nmucor nuehet Eennet

Alkonma Sirest (dk)

Sekil 4.6 Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei Rennetin GPC (Viskotek) cihazinin 151k

sacilmasi1 dedektorii ile alinan kromatogrami
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Sekil 4.7 Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei Rennetin GPC (Viskotek) cihazinin
viskozimetre dedektorii ile alinan kromatogram
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4.3 Satin Alinan ve Saflastirillan Mucor miehei Rennetin Aktivite Sonuclari

4.3.1 Satin Ahnan ve Saflastinlan Mucor miehei Rennet’ in Farkh pH ve
Sicakhiklarda Pihtilasma siireleri ve Aktiviteleri

Satin alinan ve saflastirilan enzimin pH 7,0’de ve ozellikle ve pH 8,0°de aktiviteleri ¢ok
diistiktiir. En yiiksek siit pihtilagtirma aktivitesi pH 4,0’de gdzlenmistir. pH 4, 5 ve 6°da

sicaklik artik¢a pihtilagsma siiresi kisalmistir.

Cizelge 4.1 Satin alman mucor miehei rennetin farkli pH ve sicakliklarda dlciilen pihtilagsma
stireleri (sn)

Sicaklik |[pH4.0 [pH5.0 |[pH6.0 [pH 7.0 | pH 8.0
°C) Pihtilasma siiresi (sn)
20 201 237 247 564 R
25 87 112 140 289 R
30 69 74 95 208 539
35 38 55 69 141 299
40 29 41 50 119 244
45 21 33 37 92 218
50 18 23 30 79 211
55 10 22 21 76 223
60 ok 13 16 67 413
65 15 13 127 R
70 15 5 kol
75 ¢k ¢k

Sicaklik ile pihtilagma stiresi arasinda ¢izilen grafik sekil 4.8’ de gosterilmektedir.

“*7: Siit ¢ozeltisi enzim ilavesi olmadan kendiliginden pihtilagmistir.

“*¥%*°. Enzimin siit ¢ozeltisine ilavesinden sonra 10 dakika beklendikten sonra pihtilasma gézlenmediginden

dolay1 aktivite yok kabul edilmistir.
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Sekil 4.8 Satin alinan mucor miehei rennetin farkli pH ve sicakliklarda pihtilagma siireleri (sn)

Cizelge 4.2 Satin alman mucor miehei Rennetin farkli pH ve sicakliklarda 6lgiilen aktivite

degerleri (IU/mg)
pH40 | pH50 | pH6.0 | pH70 | pHS.O
Sicaklik (°C) Aktivite (IU/mg)

20 7,5 6,3 6,1 2,7 xRk
25 17,2 13,4 10,7 5,2 Mokl
30 21,7 20,3 15,8 7,2 2,8
35 39,5 27,3 21,7 10,6 5,0
40 51,7 36,6 30,0 12,6 6,1
45 71,4 45,5 40,5 16,3 6,9
50 83,3 65,2 50,0 19,0 7,1
55 150,0 68,2 71,4 19,7 6,7
60 ok 1154 93,8 22,4 3,6
65 100,0 115,4 11,8 R
70 100,0 300,0 xRk
75 ¢k ¢k

Farkli pH lar i¢in sicaklik ile aktivite degerleri arasinda ¢izilen grafik sekil 4.9’da

gosterilmektedir.

“*7: Siit ¢ozeltisi enzim ilavesi olmadan kendiliginden pihtilagmistir.

“*¥%*°. Enzimin siit ¢ozeltisine ilavesinden sonra 10 dakika beklendikten sonra pihtilasma gézlenmediginden
dolay1 aktivite yok kabul edilmistir.
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Sekil 4.9 Satin alinan mucor miehei rennetin farkli pH ve sicakliklarda aktiviteleri

Cizelge 4.3 Saflastirilan Mucor miehei Rennet’in farkli pH ve sicakliklarda 6lgiilen pihtilasma

degerleri (sn)

Sicaklik °c)|PH40 | pHSO | pH60 | pH7.0 [ pHB.0
Pihtilagma siiresi (sn)

20 135 118 150 326 o
25 66 68 89 173 471
30 35 44 61 127 283
35 25 30 42 87 163
40 18 23 28 63 137
45 13 20 25 54 120
50 9 14 20 45 110
35 7 13 15 38 108
60 e 7 13 37 240
65 9 9 49 ko
70 7 7 Gk

75 %o oxo

Saflastirilan Mucor miehei Rennet’in farkli pH lar i¢in, pihtilagma siireleri ile sicaklik

arasinda ¢izilen grafik sekil 4.10°da gdsterilmektedir.




38

500 —=—pH4
—e—pH5
400 - —v— pH7
=
)
E 300 -]
=
wn
g 200
L Y.
'-l_: ] u \
= L
= 100 iﬁ\‘ .,
0 - i i
I

—T 1 11 1T "7 7717 —T T T 1
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Sicaklik (°C)

Sekil 4.10 Saflastirilan mucor miehei rennetin farkli pH ve sicakliklarda pihtilagma siireleri

Cizelge 4.4 Saflastirilan Mucor miehei Rennet’in farkli pH ve sicakliklarda dlciilen aktivite

degerleri (IU/mg)
pH40 | pH50 | pH60 | pH7.0 | pHS8.0
Sicaklik (°C) Aktivite (IU/mg)
20 11,1 12,7 10,0 4,6 Mokl
25 22,7 22,1 16,9 8,7 3,2
30 429 34,1 24,6 11,8 53
35 60,0 50,0 35,7 17,2 9,2
40 83,3 65,2 53,6 23,8 10,9
45 1154 75,0 60,0 27,8 12,5
50 166,7 107,1 75,0 33,3 13,6
55 2143 115,4 100,0 39,5 13,9
60 ok 214,3 1154 40,5 6,3
65 166,7 166,7 30,6 Mokl
70 2143 2143 R
75 ¢k ¢k

Saflastirilan Mucor miehei Rennet’in farkli pH lar i¢in, pihtilagma siireleri ile sicaklik
arasinda ¢izilen grafik sekil 4.11°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.11 Saflastirilan mucor miehei rennetin farkli pH ve sicakliklarda aktiviteleri

4.3.2 Satin Ahnan ve Saflastirlan Mucor miehei Rennet’ in pH 5,0’te Farkh
Sicakhklarda, Farkhh Bekleme Siireleri Sonrasinda Pihtilasma Siireleri ve
Aktiviteleri

Cizelge 4.5 Satin alinan ve saflastirilan Mucor miehei Rennet’in farkl sicakliklarda belirli
stireler beklemesinden sonra tayin edilen pihtilagma stireleri (sn)

Saflastirilan Mucor miehei Satin ahpan .
Rennet (Ha 1 Mucor miehei
Sicaklik ehne vuz Rennet
°C) Bekleme
Sﬁre*s*i*’(dk) Pihtilagma stiresi | Pihtilagma siiresi
‘ (sn) (sn)
o 24 49
0 25 50
35 5 25 53
15 26 57
30 26 58
60 26 60
40 * 20 47
0 20 47
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5 20 47
15 20 47
30 20 48
60 20 48
ke 17 40
0 17 41
45 5 18 41
15 18 41
30 18 45
60 19 50
o 14 32
0 14 33
50 5 14 35
15 14 36
30 17 45
60 18 53
o 11 24
0 13 28
55 5 15 30
15 18 32
30 35 35
60 43 147
ke 10 23
0 95 123
60 5 121 214
15 300 457
30 ko 465
60 545
ok 8 8
65 0 180 180
5 195 195
15 ¢k ¢k

Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei rennetin pH 5,0’te farkli sicakliklarda farkli
bekleme siirelerindeki pihtilagsma siireleri ile ilgili grafikler Sekil 4.12, 4.14, 4.16, 4.18, 4.20,
4.22°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.6 Satin alinan ve saflastirilan Mucor miehei rennetin farkl sicakliklarda belirli
stireler beklemesinden sonra tayin edilen aktivite degerleri (IU/mg)

Sicaklik ]?ekl,eme Saﬂastlr}lan . Sat1g ahgan Mucor
(°C) Sur?f*l*,(dk) Mucor miehei miehei rennet
rennet (IU/mg) (IU/mg)
o 62,5 30,6
0 60,0 30,0
35 5 60,0 28.3
15 57,7 26,3
30 57,7 25,9
60 57,7 25,0
o 75,0 31,9
0 75,0 31,9
40 5 75,0 31,9
15 75,0 31,9
30 75,0 31,3
60 75,0 31,3
o 88,2 375
0 88,2 36.6
45 5 83,3 36.6
15 83,3 36,6
30 83,3 33,3
60 78,9 30,0
a* 107,1 46,9
107,1 455
50 5 107,1 42,9
15 107,1 41,7
30 88,2 33,3
60 83,3 28,3
o 136,4 62.5
0 115,4 53,6
55 5 100,0 50,0
15 83,3 46,9
30 42,9 42,9
60 34,9 10,2
60 o 150,0 65,2
0 15,8 12,2
5 12,4 7.0
15 5,0 33
30 ok 30
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60 2,8
ok 187,5 187,5
65 0 8,3 8,3
5 7,7 7,7
15 Ckko Ckko

Satin alman ve saflastirilan Mucor miehei rennetin pH 5,0’te farkli sicakliklarda farkli
bekleme siirelerindeki aktivite degerleri (Cizelge 3.8’deki pihtilagsma degerleri kullanilarak
hesaplanmistir) ile ilgili grafikler Sekil 4.13, 4.15, 4.17, 4.19, 4.21, 4.23’de gosterilmistir.

Oda sicakliginda bekleyen satin almman ve saflastirilan mucor miehei rennetin aktivitesi, pH
5,0’te, 35 °C’ten 60 °C’ye kadar olan sicaklik araliginda artmustir. Saflastirilan enzimin
aktivitesi 60 IU/mg dan 155 IU/mg a yiikselirken, satin alinan enzimin ise 30 IU/mg’dan 60
IU/mg’a ylikselmistir. 0 dakika bekleme siiresi sonunda, satin alinan ve saflastirilan mucor
miehei rennetin pH 5,0’te 55 °C’ye kadar aktivitelerinde artis gézlenmistir. En yiiksek aktivite
degerleri 55 °C de, saflastirilan enzim igin 115 IU/mg, satin alinan enzim igin 45 IU/mg dir.
Fakat daha yiiksek sicakliklarda her iki enzimde aktivitesini kaybetmistir. 5 ve 15 dakika
bekleme siireleri sonunda, satm alinan enzimin aktivitesi en yiiksek aktivite degerine 50 °C’de
ulagirken, saflastirilan enzim 55 °C’de ulagsmaktadir. En yiiksek aktivite degerleri, saflastirilan
enzim igin 50 °C de, 100 IU/mg, satm alinan enzim igin 55 °C de 40 1U/mg dir. Daha sonraki
yiiksek sicaklilarda her iki enzimde aktivitesini kaybetmektedir. 30 ve 60 dakika bekleme
stireleri sonunda, satm alinan enzimin ve saflastirilan enzimin aktivitelerinde hizli bir diisiis

gozlenmistir.

“*> : Enzim siit ¢ozeltisine ilave edilmeden 6nce oda sicakligindadir. Su banyosundaki siit ¢ozeltisi aktivitenin

olgtilecegi sicakliga geldiginde oda sicakliginda bekleyen enzim siit ¢ozeltisine ilave edilir ve aktivitesi ol¢iiliir.

“*¥%’: Enzimin siit ¢ozeltisine ilavesinden sonra 10 dakika beklendikten sonra pihtilagsma gozlenemediginden
dolay1 enzimin aktivitesini kaybettigi kabul edildi.

cxx%> : Sifirinci dakikada, enzim aktivitenin Olgililecegi sicakliga gelene kadar su banyosunda bekletilmistir.
Daha sonra siit ¢ozeltisine ilave edilmistir. Benzer sekilde, satin alinan ve saflastirilan enzim farkl sicakliklarda

5, 15, 30 ve 60 dakika bekleme siireleri sonunda pH 5’te hazirlanan siit ¢dzeltisine ilavesine ilave edilmistir.
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Sekil 4.12 Oda sicakliginda bulunan satin alinan ve saflastirilan mucor miehei rennetin pH
5,0’te farkli sicakliklardaki siit 6rnegine ilavesiyle tayin edilen pihtilagsma stireleri
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Sekil 4.13 Oda sicakliginda bulunan satin alinan ve saflastirilan mucor miehei rennetin pH
5,0’te ve farkli sicakliklardaki siit 6rnegine ilavesiyle tayin edilen pihtilagsma siireleri
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Sekil 4.14 Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei rennetin pH 5,0’te farkl sicakliklarda 0
dakika bekleme sonrasinda siit 0rnegine ilavesiyle tayin edilen pihtilagma siireleri
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Sekil 4.15 Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei rennetin pH 5,0’te farkl sicakliklarda 0
dakika bekleme sonrasinda siit 0rnegine ilavesiyle tayin edilen aktivitesi
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Sekil 4.16 Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei rennetin pH 5,0’te farkl sicakliklarda 5
dakika bekleme sonrasinda siit 0rnegine ilavesiyle tayin edilen pihtilagma siireleri
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Sekil 4.17 Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei rennetin pH 5,0’te farkl sicakliklarda 5
dakika bekleme sonrasinda siit ornegine ilavesiyle tayin edilen aktiviteleri
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Sekil 4.18 Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei rennetin pH 5,0’te farkli sicakliklarda 15
dakika bekleme sonrasinda siit 0rnegine ilavesiyle tayin edilen pihtilagma siireleri
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Sekil 4.19 Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei rennetin pH 5,0°te farkli sicakliklarda 15
dakika bekleme sonrasinda siit 0rnegine ilavesiyle tayin edilen aktivitesi
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Sekil 4.20 Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei rennetin pH 5,0’te farkl sicakliklarda 30
dakika bekleme sonrasinda siit 0rnegine ilavesiyle tayin edilen pihtilagma siireleri
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Sekil 4.21 Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei rennetin pH 5,0’te farkl sicakliklarda 30
dakika bekleme sonrasinda siit 0rnegine ilavesiyle tayin edilen aktivitesi
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Sekil 4.22 Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei rennetin pH 5,0°te farkli sicakliklarda 60
dakika bekleme sonrasinda siit 0rnegine ilavesiyle tayin edilen pihtilagma siireleri
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Sekil 4.23 Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei rennetin pH 5,0’te farkl sicakliklarda
60 dakika bekleme sonrasinda siit ornegine ilavesiyle tayin edilen aktivitesi
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4.3.3 Konjugatlarin Jel Filtrasyon Kromatografisi ile (G-100, Sephadeks)

Saflastirilmasi

Sentezlenen biitiin konjugatlar jel filtrasyon kromatografisi ile Sephadeks G—100 dolgu
maddesi kullanilarak saflagtirilmistir ve protein saflastirma sisteminde fraksiyonlari
toplanmistir. Bu fraksiyonlarin UV cihazinda 280 nm de absorbanslar1 dlciilmiistiir. Onde
safsizliklar veya agregat daha sonra ise saf pik elde edilmistir (Sekil 4.24, 4.25, 4.26, 4.27,
4.28,4.29, 4.30).
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Sekil 4.24 20/1 konjugatinin jel filtrasyon kolonundan Sephadeks G-100 dolgu maddesi
kullanilarak protein saflagtrima sisteminden alinan kromatogami ve saflastirma sonrasi protein
saflastirma sisteminde toplanan fraksiyonlarin UV-VIS cihazinda 280 nm de okunan

absorbans degerler ile fraksiyonlar arasinda ¢izilen kromatogram
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Sekil 4.25 10/1 konjugatinin jel filtrasyon kolonundan Sephadeks G-100 dolgu maddesi
kullanilarak protein saflagtrima sisteminden alinan kromatogami ve saflastirma sonrasi protein
saflastirma sisteminde toplanan fraksiyonlarin UV-VIS cihazinda 280 nm de okunan

absorbans degerler ile fraksiyonlar arasinda ¢izilen kromatogram
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Sekil 4.26 5/1 konjugatinin jel filtrasyon kolonundan Sephadeks G-100 dolgu maddesi
kullanilarak protein saflagtrima sisteminden alinan kromatogami ve saflastirma sonrasi protein
saflastirma sisteminde toplanan fraksiyonlarin UV-VIS cihazinda 280 nm de okunan
absorbans degerler ile fraksiyonlar arasinda ¢izilen kromatogram
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Sekil 4.27 1/1 konjugatinin jel filtrasyon kolonundan Sephadeks G-100 dolgu maddesi
kullanilarak protein saflagtrima sisteminden alinan kromatogami ve saflastirma sonrasi protein
saflastirma sisteminde toplanan fraksiyonlarin UV-VIS cihazinda 280 nm de okunan
absorbans degerler ile fraksiyonlar arasinda ¢izilen kromatogram
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Sekil 4.28 1/5 konjugatinin jel filtrasyon kolonundan Sephadeks G-100 dolgu maddesi
kullanilarak protein saflagtrima sisteminden alinan kromatogami ve saflastirma sonrasi protein
saflastirma sisteminde toplanan fraksiyonlarin UV-VIS cihazinda 280 nm de okunan
absorbans degerler ile fraksiyonlar arasinda ¢izilen kromatogram
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Sekil 4.29 1/10 konjugatinin jel filtrasyon kolonundan Sephadeks G-100 dolgu maddesi
kullanilarak protein saflagtrima sisteminden alinan kromatogami ve saflastirma sonrasi protein
saflastirma sisteminde toplanan fraksiyonlarin UV-VIS cihazinda 280 nm de okunan
absorbans degerler ile fraksiyonlar arasinda ¢izilen kromatogram
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Sekil 4.30 1/20 konjugatinin jel filtrasyon kolonundan Sephadeks G-100 dolgu maddesi
kullanilarak protein saflagtrima sisteminden alinan kromatogami ve saflastirma sonrasi protein
saflagtirma sisteminde toplanan fraksiyonlarm UV-VIS cihazinda 280 nm de okunan
absorbans degerler ile fraksiyonlar arasinda ¢izilen kromatogram

4.3.4 Saflastirlan Mucor miehei Rennet’ in ve Konjugatlarnn pH 5,0’te Farkh
Sicakhiklarda, Farkh Bekleme Siireleri Sonrasinda Aktiviteleri

Cizelge 4.7 Farkli oranlardaki nprotcin/potimer kOnjugatlarmin farklh sicakliklarda belirli siireler
beklemeden sonra tayin edilen pihtilagsma siireleri (sn)

Srcaklik SBureelt{slie?clii) n: 20/1 [ n:10/1 [n: 5/1 [ n: 1/1 | n: 1/5 | N: 1/10 | n: 1/20
(°C) s Pihtilagma Siiresi (sn)
=L 26 28 31 28 | 30 31 568
0 26 28 32 | 28 | 30 31 569
35 5 26 28 34 | 28 | 31 32 569
15 26 29 36 | 28 | 31 33 569
30 27 29 36 | 28 | 34 35 569
60 28 29 36 | 30 | 40 37 570
40 o 18 21 21 20 | 30 24 394
0 20 21 23 20 | 31 26 547
5 20 22 25 21 31 30 ok
15 23 22 26 | 23 33 33
30 23 22 30 | 25 | 40 35
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60 23 23 31 27 43 41
ok 15 15 18 18 28 30 317
0 17 17 20 22 33 32 555
45 5 18 19 21 30 36 51 Holol
15 23 22 23 37 47 73
30 23 32 26 43 58 84
60 26 53 34 57 89 120
ok 12 11 19 16 26 30
0 38 31 22 24 34 64 R
50 5 48 60 26 35 40 124
15 90 78 35 46 75 222
30 121 121 66 78 139 303
60 156 215 114 118 261 R
ok 11 9 13 14 19 21
0 39 62 180 102 220 R
55 5 71 132 240 244 450
15 112 243 458 542 Mokl
30 230 378 Mokl Mokl
60 425 R
ok 10 6 11 12 16
0 542 334 420 R Mokl
5 Y Y Y
60 15
30
60
ok 8 5 10 11 14
65 0 ko Y Y Y Y

*’: Konjugat siit cozeltisine ilave edilmeden 6nce oda sicakligindadir. Su banyosundaki siit ¢ozeltisi aktivitenin
olciilecegi sicakliga geldiginde oda sicakliginda bekleyen enzim siit ¢ozeltisine ilave edilir ve aktivitesi dl¢iiliir.

“*¥%° . Konjugatin siit ¢ozeltisine ilavesinden sonra on dakika ge¢mesine ragmen pihtilasma gozlenmedi.
Konjugatin aktivitesini kaybettigi kabul edildi.

“k*E> Sifirner (0.) dakikada konjugat aktivitenin dlgiilecegi sicaklifa gelene kadar su banyosunda
bekletilmistir. Daha sonra siit ¢ozeltisine ilave edilmistir. Benzer sekilde, konjugat farkl sicakliklarda 5, 15, 30

ve 60 dakika bekleme siireleri sonunda pH 5°te hazirlanan siit ¢ozeltisine ilavesine ilave edilmistir.



Cizelge 4.8 Farkli mol oranli enzim/ polimer konjugatlarinin farkl sicakliklarda belirli stireler

55

beklemeden sonra tayin edilen aktivite degerleri (IU/mg)

Srcaklik Bglizrs?e n:20/1 | n:10/1 | n:5/1 [ n: /1 [ N:1/5 [ N:1/10 | n: 1/20
(°0) (dk) ™" Aktivite (IU/mg)
o 57,7 | 53,6 | 484 | 536 | 50,0 | 484 | 26
0 57,7 | 53,6 | 469 | 53,6 | 50,0 | 484 | 26
35 5 57,7 | 53,6 | 44,1 | 536 | 484 | 469 | 26
15 57,7 | 51,7 | 41,7 | 53,6 | 484 | 455 | 26
30 556 | 51,7 | 41,7 | 53,6 | 44,1 | 429 | 26
60 53,6 | 51,7 | 41,7 | 50,0 | 375 | 405 | 26
o 833 | 714 | 714 | 750 | 500 | 625 | 3.8
0 750 | 714 | 652 | 750 | 484 | 57,7 | 27
40 5 750 | 682 | 60,0 | 71,4 | 484 | 50,0 | 2,0
15 652 | 682 | 57,7 | 652 | 455 | 455
30 652 | 682 | 50,0 | 60,0 | 375 | 42,9
60 652 | 652 | 484 | 556 | 349 | 36,6
“]100,0 | 100,0 | 83,3 | 833 | 536 | 500 | 47
0 882 | 882 | 750 | 682 | 455 | 469 | 27
45 5 83,3 | 789 | 714 | 500 | 41,7 | 294 | 20
15 652 | 682 | 652 | 405 | 319 | 205
30 652 | 469 | 57,7 | 349 | 259 | 179
60 57,7 | 283 | 44,1 | 263 | 169 | 12,5
1250 | 1364 | 78,9 | 938 | 57,7 | 50,0
0 39,5 | 484 | 682 | 625 | 44,1 | 234 | 20
50 5 31,3 | 250 | 57,7 | 429 | 375 | 12,1
15 167 | 192 | 429 | 326 | 200 | 68
30 124 | 124 | 227 | 192 | 108 | 50
60 9,6 7,0 | 132 | 127 | 57 2,0
| 1364 | 166,7 | 1154 | 107,1 | 78,9 | 70.0
0 385 | 242 | 83 | 147 | 68 2,0
5 5 21,1 | 114 | 63 6,1 3,3
15 134 | 62 3,3 2,8 2,0
30 6,5 4,0 2,0 2,0
60 3,5 2,0
60 1 150,0 | 250,0 | 1364 | 1250 | 938
0 2,8 4,5 3,6 2,0 2,0
5 207 | 2,0 2,0
15
30
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60
65 o 187,5 | 300,0 150,0 136,4 107,1
0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

Konjugatlarm pH 5,0’te farkli sicakliklarda farkli bekleme siireleri sonundaki aktivite
degerleri (Cizelge 3.12’deki pihtilagma siireelri kullanilarak hesaplanmaistir) ile ilgili grafikler
Sekil 4.31, 4.32, 4.33, 4.34, 4.35, 4.36’de gosterilmistir.

Farkli sicaklilarda, 0, 5 ve 15 dakika bekleme sonrasinda yiiksek polimer oranli konjugatlarin
(1/1, 1/5, 1/10 ve 1/20) saflastirilan enzime gore sicakliga direnginde azalma gozlenmistir
(Sekil 4.28, 4.29, 4.30). Ozellikle 55 °C ve 60 °C’de daha uzun siire (30, 60 dakika) bekleyen
konjugatlarin sicakliga olan direnci ¢ok zayiflamistir (Sekil 4.35, 4.36). Polimer orani en
yliksek olan 1/20 konjugat1 45 °C’de 15 dakika bekleme sonrasinda aktivitesini kaybetmistir
(Sekil 4.34).

“*’: Konjugat siit ¢ozeltisine ilave edilmeden 6nce oda sicakligindadir.

“*¥%7 . Konjugatin siit ¢ozeltisine ilavesinden sonra on dakika ge¢mesine ragmen pihtilasma gozlenmedi.

Konjugatin aktivitesini kaybettigi kabul edildi. Bu degerler on dakika dikkate alinarak 2.0 IU/mg olarak
hesaplandi.

“R*E ; sifirmer dakikada konjugat aktivitenin dlgiilecegi sicakliga gelene kadar su banyosunda bekletilmistir.

Daha sonra siit ¢ozeltisine ilave edilmistir. 5., 15., 30., ve 60. dakilarda ise; kojugatlar pH 5,0°te farkli

sicakliklarda 5, 15, 30 ve 60 dakika bekleme sonrasinda 6l¢iilen siit pihtilagma siireleridir.



57

320
300 ] —u—20/1 *
280 —a—10/1
260 - 5N
240 —v— 1/ >
220 - 1/5
— 200 —<a— 1/10
2 180 1/20
i 160 - —o— saf /./
o 140
S 120 ] .7‘
g 100 '/
80 -
. /
40 e
20
0
35 40 45 50 55 60 65
Sicaklik (DC)

Sekil 4.31 Oda sicakligindaki saflastirilan enzimin ve farkli oranli konjugatlarm, farkl
sicakliklarda aktiviteleri
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Sekil 4.32 Saflastirilan enzimin ve farkli oranli konjugatlarin farkl sicakliklarda O dakika
bekleme sonrasindaki aktiviteleri
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Sekil 4.33 Saflastirilan enzimin ve farkli oranli konjugatlarmn farkl sicakliklarda 5 dakika
bekleme sonrasindaki aktiviteleri
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Sekil 4.34 Saflastirilan enzimin ve farkli oranli konjugatlarin farkl sicakliklarda 15 dakika
bekleme sonrasindaki aktiviteleri
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Sekil 4.35 Saflastirilan enzimin ve farkli oranli konjugatlarm farkl sicakliklarda 30 dakika
bekleme sonundaki aktiviteleri
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Sekil 4.36 Saflastirilan enzimin ve farkli oranli konjugatlarin farkl sicakliklarda 60 dakika
bekleme sonundaki aktiviteleri
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4.4 (Mucor miehei Rennet)-(Dekstran Siilfat), Protein/Polimer: 1/1 ve 1/20 Olan
Konjugatlarinin FTIR Spektrumlan
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Sekil 4.37 dekstran siilfat aldehidin, saflastirilan mucor miehei rennet ve Nprotein/Npotimer: 1/1,

1/20 konjugatlarin FTIR spektrumlari

4.5 Sentezlenen Konjugatlarin HPLC Cihazinin UV Dedektorii ile Alinan
Kromatogram

Esit protein konsantrasyonlarinda HPLC cihazina saf mucor miehei rennet, dekstran aldehid

stilfat ve konjugatlar1 HPLC jel filtrasyon kolununa verilmistir. UV dedektorii ile 280 nm’de

dedektor sinyali elde edilmistir. Saflagtirilan mucor miehei rennetin ve konjugatlarin HPLC

kolonunda alikonma siireleri farklidir. Saflastirilmis rennetin kolonda alikonma siiresi en

uzundur (Sekil 4.38). Protein oran1 yiiksek olan kojugatlarin dedektdr cevabi daha yiiksektir.

1/20 konjugatinin dedektor cevabi ise cok azdir. Dekstran siilfat aldehidin 280 nm de dedektor

yanit1 goriilmemektedir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38 Dekstran siilfat aldehidin, saflastirilan mucor miehei rennetin ve konjugatlarin
HPLC cihazi ile alinan kromatogramlari

Dekstran Siilfat Aldehid, ~ n: 20/ 1,
_on: /1, m:5/1,  n:1/5, n: 1/10, n: 1/20.

4.6 Sentezlenen Konjugatlarin GPC (Viskotek) Cihazinin Farkh Dedektorleri ile
Almman Kromatogramlan

Farkli mol oranlarinda sentezlenen mucor miehei rennet-dekstran siilfat konjugatlar1 ve saf
lastirilmis mucor miehei rennet 4 dedektorlii GPC cihaziyla incelenmistir (Sekil 4.39, 4.40,
4.41, 4.42). Saflastirilan konjugatlarin ve enzimin alikonma siireleri ve dedektor siddetleri
kiyaslanarak karakterize edilmistir. GPC (Viskotek) cihazinin 151k sagilmasi dedektorii ile
alinan kromatogramlarda, polimer orani yiiksek olan konjugatlarinin pikleri genis bir araliga
yayilmistir (Sekil 4.40). Kirilma indisi dedektorii ie alman sonuglarda, 1/10 konjugatinda
siddeti yiiksek pik goriilmektedir (Sekil 4.41). Viskozimetre dedektoriinde ise, 1/20 ve 1/5
konjugatlarinda 10-11. alkonma siireleri arasinda pikler gézlenmektedir (Sekil 4.42).
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Owerlay Plot: Ultra Violet (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA-RI-0001.vem

60,86 |2006-11-13_15:44;54_n(Rennet DSCHO)_n1_10_H2_0_1mgml_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
2007-05-23_17;31;36_Saf Rennet_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2006-09-28_16;32:48_n5_H2_0_045_mg-ml_pH_7_01.vdt: BSA-RI-0001.xcm

S 2006-10-02_13;38;30_n_10_1_H2_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm

z 2006-10-09_1227;17_n1_20_H2_Mithat_01.vdt : BSARI-0001.vcm

S54,00-{ 2006-1 0-13_14;57;09_Blank_Rennet_0_1_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm

2 2006-10-13_1538:04_Rennet DSCHO_n1_5_0_1mg-mI_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2006-10-13_16;19:01_Rennet DSCHO_n1_1_0_1mg-mI_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm

2006-1 0—03:14;28;317DSCHOiMithaLO1 vdt: BSA-RI-0001.vem

85 90 10,0 1,0 12,0 13,0 14,0 15,0 16,0 17,0 18,0 19,0
Retention Volume (mL)

Sekil 4.39 Dekstran siilfat aldehidin, saflagtirilan mucor miehei rennetin ve konjugatlarin GPC
(Viskotek) cihazmin UV dedektorii ile aliman kromatogramlari

___saflastinlan mucor miehei Rennet, _ n:20/1,
~n:10/1, _ n:1/1, _ n:5/1, _ n:1/5, n: 1/10, n: 1/20,

Blank; konjugatlarin eldesi sirasinda uygulanan islemlerin tamaminin ayni kosullarda saf

enzim ¢ozeltisine uygulandigi sifir 6rnegidir.
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Overlay Plot: Right Angle Light Scattering (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA-RI-0001.vcm

3534 12006-11-13_15:44;54_n(Rennet_ DSCHO)_n1_10_H2_0_1mgml_01.vdt: BSA-RI-0001.xcm
2007-05-23_17;31:36_Saf_Rennet 01.dt: BSARK0001 vem
2006-09-28_16:32:48_n5_H2_0_045_mg-ml_pH_7_01.vdt: BSA-RI-0001.vom
2006-10-02_13:38:30_n_10_1_H2_01.vdt: BSARI0001 vom

2006-10-09_12;27;17_n1_20_H2_Mithat_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2006-10-13_14;57;09_Blank_Rennet_0_1_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
712006-10-13_15;38;,04_Rennet DSCHO_n1_5_0_1mg-ml_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2006-10-13_16;19;01_Rennet DSCHO_n1_1_0_1mg-ml_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2006-10-03_14;28;31_DSCHO_Mithat_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
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Sekil 4.40 Dekstran siilfat aldehidin, saflastirilan mucor miehei rennetin ve konjugatlarin GPC
(Viskotek) cihazinin 151k sa¢ilmasi dedektorii ile alinan kromatogramlari

____saflastinillan mucor miehei Rennet . n:20/1,  n:
10/1 H2, _ n: 1/1 H2, __ n: 5/1 H2, __ n: 1/5 H2, n: 1/10 H2, n: 1/20 H2,
Blank
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Overlay Plot: Refractive Index (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA-RI-0001.vcm

3445 |2006-11-13_15:44;54_n(Rennet_ DSCHO)_n1_10_H2_0_1mgml_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
2007-05-23_17;31;36_Saf_Rennet_01.vdt: BSA-R-0001 vcm
2006-09-28_16;32:48_n5_H2_0_045_mg-ml_pH_7_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm

530,00 2006-10-02_13;38;30_n_10_1_H2_01.vdt : BSARI-0001.xcm

z 2006-10-09_12:27;17_n1_20_H2_Mithat_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm

S 2006-10-13_14;57;09_Blank_Rennet_0_1_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
S27.0042006.10-13_15:38,04_Rennet DSCHO_n1_5_0_1mg-ml_01.vdt: BSARI-0001 vem

% 2006-10-13_16;19;01_Rennet DSCHO_n1_1_0_1mg-ml_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
324,00 2006-10-03_14;28:31_DSCHO_ithat_01.vdt: BSA-RI-0001.vem
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Sekil 4.41 Dekstran siilfat aldehidin, saflastirilan mucor miehei rennetin ve konjugatlarin GPC
(Viskotek) cihazimin kirilma dedektorii ile alinan kromatogramlari

____saflastirilan mucor miehei Rennet . n:20/1,  mn:

10/1, n:1/1, n:5/1,  n:1/5, n: 1/10, n: 1/20,
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Overlay Plot: Viscometer DP (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA-RI-0001.vcm

404,94 | 2006-11-13_1544;54_n(Rennet DSCHO)_n1_10_H2_0_1mgml_01.vdt: BSA-RI-0001.xcm
2007-05-23_17;31;36_Saf_Rennet_01.vdt: BSARI0001.vcm
404,00 2006-09-28_16;32:48_n5_H2_0_045_mg-ml_pH_7_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
§ 2006-10-02_13;38;30_n_10_1_H2_01.vdt: BSA-RI0001.vcm
= 2006-10-09_12;27;17_n1_20_H2_Mithat_01.vdt : BSA-RI-0001.vem
§03,00— 2006-10-13_14;57,09_Blank Rennet 0_1_01.vdt: BSA-RI-0001.vcm
2 2006-10-13_15;38,04_Rennet_DSCHO_n1_5_0_1mg-m|_01.vdt : BSA-RI-0001.vem
702,00 2006-10-13_16:19:01_Rennet DSCHO_n1_1_0_1mg-ml_01.vdt : BSA-RI-0001.vcm
§ 71 2006-10-03_14;28;31_DSCHO_Mithat_01.vdt : BSA-RI-0001.vem
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Sekil 4.42 Dekstran siilfat aldehidin, saflastirilan mucor miehei rennetin ve konjugatlarin GPC
(Viskotek) cihazinin viskozimetre dedektorii ile alinan kromatogramlari

____saflastirilan mucor miehei Rennet . n:20/1,  m:

10/1, n:1/1,  n:5/1,  n:1/5, n: 1/10, n: 1/20,
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4.7 Satin Ahnan ve Saflastirilan Mucor miehei Rennetin izoelektrik Noktasi
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Sekil 4.43 Satin alinan ve saflastirilan mucor miehei rennetin izoelektrik noktasi
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4.8 Mucor miehei Rennet ve Dekstran Siilfatin Fiziksel Karisim ile Kovalent
Baglanmanin (Konjugasyonun) Aktiviteleri Yoniinden Karsilastirilmasi

Cizelge 4.9 Saflastirilan Mucor miehei rennet’ in Ve Nprotcin/polimer 1/10 oranli fiziksel
karigiminin pihtilagma siireleri

Saflastirilan Mucor
Sicaklik | Bekleme miehei Rennet 1/10
O Stiresi (dk) Pihtilagsma Siiresi (sn)
o 18 22
35 €Kk
0 18 22
o 15 17
40 ok
0 15 17
<o 12 14
45 e
0 14 15
o 10 13
50 €Kk
0 11 16
. 8 10
55 e
0 43 45
c% 7 8
60 e
0 270 286

Cizelge 4.10 Saflastirilan Mucor miehei Rennet’ in ve Nprotein/polimer 1/10 oranlt fiziksel
karigiminin aktiviteleri

Saflastirilan Mucor miehei
Sicaklik | Bekleme R 1/10
°C) Stiresi
( (dk) Aktivitesi (IU/mg)
ko
15 " 83.3 68.2
0 83.3 68.2
ko
40 " 100.0 88.2
0 100.0 88.2
ko
45 " 125.0 107.1
0 107.1 100.0
ok 150. )
50 v 50.0 1154
0 136.4 93.8
ok 187. 150.
55 v 87.5 50.0
0 34.9 333
ok 214. 187.
60 " 3 87.5
0 5.6 5.2
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Saflastirilan Mucor miehei rennetin ve protein/polimer 1/10 fiziksel karigimmin oda
sicaklhigindaki ve farkli sicakliklarda O dakika bekleme siireleri sonundaki sicaklik ile aktivite

degerleri arasinda cizilen grafikler Sekil 4.44 ve 4.45°te gosterilmektedir.

Cizelge 4.11 Saflastirilan mucor miehei rennetin ve Nprotein/polimer 1/10 oranli fiziksel

karigiminin pihtilagma siireleri

Bekl Saflagtirilan
exieme | ucor 20/1 | 101 5/1 11 1/5
Sicaklik | Stiresi ohei
k) miehei
( rennet
Pihtilagma stiresi (sn)
ok 23 24 2 2 22 2
35°C ——0t 3 3 3
0 23 24 24 24 23 23

Cizelge 4.12 Saflastirilan Mucor miehei rennetin ve Nprotein/polimer farkli oranl fiziksel
karigimlarin pihtilagma siireleri

Saflagtirilan
ekl Bglizf;}e e 200 | 101 |5 1/1 1/5
(dk) Rennet
Aktivite (IU/mg)
35 °C ": 65.2 62.5 65.2 65.2 68.2 65.2
0 65.2 62.5 62.5 62.5 65.2 65.2

“*? : Enzim ve fiziksel karisim (1/10) siit ¢ozeltisine ilave edilmeden 6nce oda sicakligindadir.

“k%*2.0: Sifirmer dakikada enzim veya mucor michei rennet/dekstran siilfat 1/10 oranindaki fiziksel karigim
aktivitenin Olgiilecegi sicakliga gelene kadar su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra siit ¢ozeltisine ilave

edilmistir.
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Cizelge 4.13 Farkli pH’ lardaki nprotcin/potimer 1/1 ve 1/10 oranh fiziksel karigimlarin
liyofilizatorde kurutulmasindan sonra elde edilen pihtilagma siireleri

BeklemeL*Sﬁiiresi 1/1, 1/1, 1/10, 1/10,
(dk) pH3.0 [ pH7.0 | pH3.0 | pH7.0
35°C Pihtilagma Stiresi (sn)
ok 21 21 21 20
0 20 22 22 21
5 20 21 22 20
15 21 22 22 21
30 22 21 23 21
60 21 21 22 21

Cizelge 4.14 Farkli pH’lardaki nproteinpolimer 1/1 ve 1/10 oranl fiziksel karisimlarin
liyofilizatorde kurutulmasindan sonra elde edilen aktiviteleri

BeklemeL*S*Eiresi 1/1, 1/1, 1/10, |1/10,
(dk) pH 3.0 pH 7.0 pH3.0 |pH7.0
35°C Aktivite (IU/mg)
ok 71.4 71.4 71.4 75.0
0 75.0 68.2 68.2 71.4
5 75.0 71.4 68.2 75.0
15 71.4 68.2 68.2 71.4
30 68.2 71.4 65.2 71.4
60 71.4 71.4 68.2 71.4

Cizelge 3.19°daki aktivite degerleri Cizelge 3.18’daki pihtilasma degerleri kullanilarak
hesaplanmuigtir.

“*’: Enzim veya konjugat siit ¢dzeltisine ilave edilmeden 6nce oda sicakligindadr.
™. Stfirmer dakikada konjugat aktivitenin Olgiilecegi sicakliga gelene kadar su banyosunda bekletilmistir.
Daha sonra siit ¢ozeltisine ilave edilmistir. 5., 15., 30., ve 60. dakilarda ise; fiziksel karisimlar pH 5,0’te 35 °C de
5, 15, 30 ve 60 dakika bekleme siireleri sonunda dlgiilen siit pihtilagsma siireleri ve aktivite degerleridir.
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Protein/polimer 1/10 oraninda mucor miehei rennet ve dekstran siilfatin fiziksel karisimdan
elde edilen aktivite degerleri saflastirilan enzimin pH 5,0’teki aktivite degerleri ile birbirine
olduk¢a benzerdir. Ve oda sicaklifindaki saflastirilan ve fiziksel protein-polimer konjugatinin
aktiviteleri birbiriyle paralel olarak artmaktadir (Sekil 4.44). Kovalent bagli protein-polimer
konjugatin ise, aktivitesi 45 °C de en yiiksek degere ulastiktan sonra artan sicakliklarda
aktivitesi kaybolmaktadir (Sekil 4.44). Sekil 4.45°de ise benzer sekilde fiziksel karigim ve saf
enzimin aktivitelerinin azalmasi birbiriyle paralel iken, konjugatin aktivitesinin bunlardan ¢ok
daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durum, konjugatlardaki sicakliga olan direncteki

azalmanin kovalent bagli protein-polimer konjugatlarindan kaynaklandigini géstermektedir.

220—- —m— saf
| e firi
200 fiziksel
kovalent

_ .
- v
e

—
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e

—_— —_—
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o o
1 1
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[\] B [o)] [o5]
o o o o o
I 'l l 'l I 'l I 'l I 'l
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Sekil 4.44 Saflastirilan mucor miehei rennetin ve protein/polimer: 1/10 olan fiziksel
karisiminin ve 1/10 kovalent konjugatin oda sicakligindaki bekleme sonunda farkli
sicakliklardaki aktivitesi
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Sekil 4.45 Saflastirilan mucor miehei rennetin ve protein/polimer: 1/10 olan farkli
sicakliklarda fiziksel karisiminin ve 1/10 kovalent konjugatin farkl: sicakliklarda 0 dakikada
bekleme sonundaki aktiviteleri
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Yapilan Cahsmada Ozet Olarak;

* Satin alinan enzimin safsizlik i¢erdigi HPLC ve GPC (Viskotek) cihazlari ile belirlendi.
Safsizliklar Sephadeks G-50 dolgu maddesi kullanarak jel filtrasyon kromatografisi ile
uzaklastirildi. ki eluat (Havuz 1 ve Havuz 2) elde edildi. Elde edilen saf enzimin (Havuz
1) HPLC ve GPC (Viscotek) cihazlarindan alinan kromatogramlari, satin alinan enzimin
kromatogramlari ile kiyaslandi.

* Havuz 2’nin siit pihtilastirma aktivitesi ithmal edilebilecek kadar az oldugundan mucor
miehei rennet-dekstran siilfat konjugatlarinin sentezinde Havuz 1’in kullanilmasina karar
verildi.

» Ultrafiltrasyon cihazi ile saflastirilan enzim konsantre edildi. Liyofilizatdrde kurutuldu.
Bu islem sonrasi tayin edilen aktivitelerde diisme gozlendiginden, liyofilizatoriin
kullanilmamasina karar verildi.

e Satin alinan ve saflastirilan enzimin (Havuz 1) farkli pH ve farkh sicakliklarda farkli
bekleme siirelerinde aktiviteleri tayin edildi

* Dekstran siilfat aldehid tiirevine yiikselgendi ve konsantre edilen saf enzime kovalent
olarak baglandu.

* Farkli protein/polimer oranlarmda mucor miehei rennet-dekstran siilfat konjugatlari
sentezlendi. Sentezlenen konjugatlar G-100 dolgu maddesi kullanilarak jel filtrasyon
kromatografisi ile saflagtirildi.

* Saflastirilan konjugatlarin pH 5,0°te farkl sicakliklarda farkli bekleme siireleri sonunda
aktivite tayinleri yapildi ve sonuclar saf enzim ile farkli oranlardaki konjugatlar icin elde
edilenler ile kiyasland1.

* Elde edilen konjugatlar FTIR, HPLC, GPC (Viskotek) cihazlari ile incelendi.



S.

73

SONUCLAR

Satin alinan enzimin saflastirildigit HPLC ve GPC (Viskotek) cihazlari ile dogruland.
Konjugatlarm HPLC kolonundaki alitkonma siireleri saflastirilan enzime gore daha kisa
oldugu bulundu.

Polimer orani yiiksek konjugatlarin yiiksek sicakliklarda 30 ve 60 dakika bekleme
stireleri sonunda sicakliga direngleri azaldi. Saflastirilan ve satin alinan enzimlerin ise

sicakliga olan direncini daha uzun siire korudugu gozlendi.

Konjugatlar ile ayn1 oranli mucor miehei rennet-dekstran siilfat fiziksel karigimlarinin siit
pihtilastirma aktivite degerlerinin, saf enzim i¢in Olgiilen degerlere ¢cok yakin oldugu
belirlendi. Bu nedenle konjugatlarm sicakliga olan direncinin azalmasmin, mucor miehei
rennete aldehid dekstran siilfatin kovalent olarak baglanmasindan kaynaklandig1 sonucuna

varildL
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