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OZET

Nigastayn o-(1,4) glikozid baglarindan kirarak glukoz birimlerine pargalayan a-amilaz
enzimi(1,4-a-glukan 4-glukanohidrolaz, EC 3.2.1.1) gida, deterjan, kagit ve tekstil gibi bir
¢ok sanayii alanmda yaygm olarak kullamlmaktadir. o-Amilazlar substratta i¢ kisimdaki
baglara daha yiiksek ilgi gbsteren endohidrolazlardir. Molekiil agirliklar1 50.000 dolayinda
olan  «-amilazlar 478 amino asid artifi icermektedirler ve 5 adet alt {inite
bulundurmaktadirlar.

Bu ¢alismada, ticari dnemi olan ve en ¢ok incelenen amilaz tiirlerinden Aspergillus oryzae -
amilazi (TAKA) kullamld:. Farkh pH degerlerine aktivite tayinleri yapilarak optimum pH
aralif belirlendi. SDS-PAGE elektroforezi uygulanarak enzimin alt {initeleri ve safhik durumu
hakkinda bilgi edinildi. Ayrica farkh pH degerlerinde gergeklestirilen dojal elektroforez
igleminde enzimin davramslan go6zlendi. Steady-state spektrofluorometre ile o-Amilaz
¢Ozeltilerinin pH ve sicaklk degerleri degistirilerek emisyon spektrumlart alindi. Bu
spektrumlarda gbzlenen maksimum noktalarmda fluoresans siddetleri okundu ve dalga boyu
kaymalan kaydedildi. ‘Time-Master’ spektrofluorometre kullamlarak farkh pH ve
sicakliklarda TRES ve bozunma(decay) grafikleri alindi Elde edilen emisyon bozunma
grafiklerinden fluoresans &miirleri hesaplandi. Bdylece enzim molekiiliiniin ¢ozeltideki
durumu ve daha karah oldugu kogullar hakkinda bilgi edinildi.

Daha stabil bir enzim elde etmek {izere, a-amilaz-Dekstran mol oranlari 10,20,30 almnan
enzim-polimer konjugatlari yapildi. Yukarida belirtilen y6ntemler kullanilarak konjugatlarn
6zellikleri incellendi.

Bu durumda enzimin maksimum aktivite g6sterdigi pH degerinin daha asidik bdlgede oldugu
goriildii. Konjugatlarin “steady-state” spektrofluorometre ile belirlenen fluoroseans
karakteriktislerinin, enzim igin elde edilenden farkh oldugu goriildii.

Anahtar Kelimeler: Aspergillus oryzae o-Amilaz, o-Amiklaz-Dekstran konjugatlar,
fluoresans.
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ABSTRACT

ao-Amylase(1,4-a-D-glucan  4-glucanohydrolase; E.C. 3.2.1.1.) is the endo-enzyme
responsible for the random hydrolysis of the internal o-1,4 linkages of amylose and
amylopectin in starch. a-Amylases are compased of about 478 amino asids and found to be
contained of five subunits. Their molecular weight are about 50.000.

o-Amylases are widely used in several food processes including bread making, brewing and
the production of some syrups of high fructose content. This enzyme family have been also
find widespread use in detergent, paper and textile industries.

In the present work, the fluorescence characteristics of Aspergillus oryzae a-amylase were
investigated using steady-state and time-master spectrofluorometers. The fluoresans spectra of
the enzyme solutions in different pH and temparatures were recorded. The optimum activity
pH range of the enzyme was determined. SDS and natural polyacrylamide electrophoresis
techniques were applied for the determination of subunits and electrophoretic behavior of the
enzyme.

o-Amylase-Dextran conjugates where obtained using 10,20,30 mol ratios of enzyme-dextran
for the increase of enzyme stability. The characteristics of conjugates where investigated
using the methods mentioned above. It was observed that the maximum activity of the
enzyme was shifted to acidic medium. The fluorescence resulds of conjugates recorded with
steady-state spectrofluorometer was different than taken for enzyme.

Keybords: Aspergillus oryzae a-Amylase, a-Amylase-Dextran conjugates, fluorescence.
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1.GIRIS

Payen ve Persoz’un 1833 yilinda nigastayr sekere doniigtiiren termolabil bir maddeyi, alkol
¢Oktiirmesi ile elde etmeleri enzimoloji alanmindaki Gnemli adimlardan biri olmugtur. Bugiin
amilaz olarak bilinen bu enzim, nisasta endiistrisinde 6nemli bir yere sahiptir.

Cok genis bir aileden olusan amilazlarin dogada fazla miktarda bulunan gesidi o-amilazlardr.
a-amilaziar (1,4-a-glukan 4-glukanohidrolaz, EC 3.2.1.1), bir ¢ok hayvan, bitki ve protist
genera denen tek hiicreli mikroorganizmalarda iiretilirler. a-amilazlar, nigastanmn fraksiyonlar:
olan amiloz ve amilopektindeki aym1 zamanda hayvan ve insanlarda karaciferde depo gbrevi
yapan glikojendeki a-(1,4) glikozid baglarmu hidrolizleyerek, a-konfigiirasyonunda
oligosakkaridler iireten  endohidrolazlardir. a-Amilazlar o-(1,6) glikozid baglarina
saldirmazlar.

o-Amilazin etki mekanizmasi ve fizikokimyasal 6zellikleri enzimin kaynagma da baghdir.
Ticari oneme sahip olan amilaz, bakteriyel o-amilazdir. Literatiirde agiklandifn gibi a-
amilazlarm optimum pH degeri 4-6 arasindadir(Kazuhiko,1993;Ishikava,1990). pH aktivite
profilinin kesin pH optimumlan enzim kaynagma goére degismektedir. a-Amilazlar, bir enzim
molekiilii bagma en az bir atom kalsiyuma sahip olan kalsiyum-metaloenzimlerdir. Kalsiyum
iyonu ve substrat varhfinda daha genis bir pH aralifinda kararhdirlar. Saflagtinilmg o-
amilazlar 50°C’nin iistiinde aktivitelerini izla kaybederler.

Bu c¢ahgmada yapilan aktivite tayinleri, elektroforez uygulamalar1 ve spektrofluorometre ile
Aspergillus oryzae a-amilaznn optimum pH ve sicakhk araliklariyla molekiil yapisi
hakkmnda bilgi edinildi.

Daha stabil bir enzim elde etmek iizere, Aspergillus oryzae a-amilazin yiikseltgenmis haldeki
dekstran ile konjugasyonu saflandi. Elde edilen konjugatmn, saf enzime kiyasla daha asidik
pH’ da da aktivite gbsterdifi belirlendi. Konjugatm fluorometrik Ozelliklerinde degisme
meydana geldigi g6zlendi.



2. GENEL BILGILER
2.1 Fluoresans Spektroskopisi

Bir molekiilin enerjisi, elektronik(E,), vibrasyonal(E,) ve rotasyonal(E;) enerjilerin
toplamindan. olusmaktadir. Her bir elektronik enerji seviyesi bir seri vibrasyonal seviye
bulundurmaktadir. Vibrasyonal seviyeler de birbirine oldukg¢a yakm olarak yer alan rotasyonal
seviyeler icermektedir. Genel bir kural olarak, oda sicakhmda molekiillerin gogunun temel
elektronik halin en diigiik vibrasyonal seviyelerinde bulundugu kabul edilmektedir. Molekiiler
orbitalde spinleri antiparalel olarak yerlesmis elektron ¢iftinin durumu singlet hal olarak
adlandnbr. Bu elektronlarin spinlerinin paralel oldugu durum ise triplet hal seklinde ifade
edilmektedir.

Isik enerjisi absorplandiginda temel hal So’ dan yukari dogru enerji gegisleri meydana
gelmektedir. Absorpsiyon spektrumunda birbirine ¢ok yakin olarak yer alan rotasyonal
seviyeler arasi gegisler algilanamaz. Bazi molekiillerde vibrasyonal seviyelerin yerlesimi ¢ok
karmagik degildir. Bu molekiillerdeki vibrasyonal seviyeler absorpsiyom spektrumunda bir
seri maksimum noktasi seklinde izlenebilir.

Herhangi uyarnlmus (excite) halin {ist vibrasyonal seviyelerinde bulunan bir elektron, fazla
vibrasyonal enerjisini ¢evresindeki molekiiller ile garpigma swasinda verebilir. Bu iglem
vibrasyonal relaksasyon olarak adlandirilmaktadir. Bir molekiiliin, yiiksek elektronik
seviyenin diisiik vibrasyonal seviyesinden, diigiik elektronik seviyenin iist vibrasyonal
seviyelerine gegisi ise “i¢ gegis™ (vibrational relaxation) olarak adlandirilmaktadir(Sekil 2.1).
Kural olarak molekiiliin en diigiik uyarilmg hali S,’in, en diigiik vibrasyonal seviyesine gegisi
gerceklesir. S; uyarilmis halde kalma siiresi (lifetime of S; state) 10 saniye dolaymnda iken
daha iist seviyelerde 1072 saniye kadar olmaktadr.

Uyanlmig singlet hal S;’in en diigik vibrasyonal seviyesinden temel hal S,’m herhangi
vibrasyonal-rotasyonal  seviyelerine  geciste  verilen emisyon fluoresans olarak
adlandinimaktadir. Triplet halden temel hale gegiste olusan emisyon ise fosforesans
denilmektedir(Sekil 2.1). Fluoresans maddenin uyariimig halde kalma siiresi fluoresans Smrii
(lifetime) seklinde isimlendirilir. Emisyonun yiiksek hizda gerceklestigi fluoresansta Omiir
10%-10ns kadardir. Fosforesansta emisyon fluoresansa gbre daha uzun siirede



gerceklesmekte ve  Omir  milisaniye  diizeyinde olmaktadir(Demchenko,2000;
Lakowich,1986).
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Sekil 2.1. Jablonski Diyagram:
2.1.1 Ayna Goriintiisii Kurah

Bir molekiilin absorpsiyon spekturumu elektronik olarak uyarilmus halin vibrasyonal
seviyelerini yansitmaktadir, Genellikle elektronik uyarma vibrasyonal seviyelerin yerlesim
durumunu degistirmediginden, emisyon spektrumu molekiilin absorpsiyon spektrumunun
ayna gériintiisiine gok yakmdur(Sekil 2.2 ).

ABS EMIS.

Dalgaboyu

Sekil2.2 Fluoresans emisyonunda ayna gériintiisti.



2.1.2 Stokes Kanunn

Enerjide meydana gelen kayip nedeniyle, fluoresansin dalga boyu uyaran (excitation) is1§m
dalga boyundan daima daha biiyiiktiir. Kural olarak buhar fazindaki atomlar haric,
absorpsiyona gbre emisyonda daima daha diigiik dalga boylara dogru bir kayma izlenir. Bu
durum ilk defa 1852 yilinda Stokes tarafindan izlendigi i¢in ‘Stokes shift’ adm almustir.
Solvent etkisi ve uyariinms halde gerceklesen reaksiyonlar nedeniyle Stokes shift daha
kapsamh boyutta gergeklesebilir(Demchenko,2000; Lakowicz,1986).

Polar ¢oziiciilerdeki indollerin fluoresans spektrumlar1 Stokes shift'in orijini konusunda
Onemli bilgiler vermektedir. Yapilan deneysel ¢ahigmalarda, indo! tiirevlerinin polaritesi farkh
¢oziiciilerde elde edilen fluoresans spektrumlari, maksimum noktada meydana gelen Stokes
shiftin ¢Oziiciiniin  dielektrik sabiti ve krima indisi deSerlerine bagh oldugunu
gostermektedir. (Gryczynski vd., 1975; Andrews vd., 1974; Sun ve Song, 1977; Kawski,
1974, Gladchenko ve Pikulik, 1967). Bu deneysel ¢algmalarm sonuglar, temel hale kiyasla
eksite haldeki dipol momentte 6nemli dlgiide degisme meydana geldifini gstermistir. Stokes
shifti'in, indol molekiilleri gevresinde yer alan ¢8ziicii molekiillerinin yerlesim diizeninin
eksite halde hizla degiserek farkh bir durum almasmdan ileri geldifi sonucuna varimgtir
(Szabo ve Rayner, 1979).

2.1.3 Fluoresans Omrii ve Kuantum Verimi

Kuantum verimi birim zamanda, ‘steady-state’ sistemde yaymlanan foton sayisinm,
absorplanan foton sayisina oramina denir. Hiz sabitleri I' ve k uyarilmug hali azaltrr. Kuantum
verimi,

Q=T/T+k @2.1)

formiilii ile ifade edilmektedir.

Fuoresans emisyonundaki duruma bezer Ornek olusturan radyoaktif bozunmada
deaktivasyonun radyasyon hizi, radyoaktif bozunma hizndan daha kiigiik ise ( k<< I)
kuantum verimi 1’e yaklagabilir. Hesaplamalarda kolayhk saglamasi agisindan tiim olas:
bozunma prosesleri tek hiz sabiti k ile ifade edilerek, tek bir grup olarak
degerlendirilmektedir.



Fluoresans émrii (lifetime) ise, molekiiliin uyarilmig halde kaldig1 ortalama siiredir. Genellikle
bu siire 10ns dolaymdadir. Omiir,

T=1/T+k (2.2)

esitlii ile verilmektedir.
Baz1 molekiiller t= 1 aninda fotonlanm yayarlar. Bir tek eksponensiyal bozunmada t= 1 ‘den
Snce molekiiliin %63 “ii ve t>t aninda da %37’si degigime ugramaktadir.

Fluoresans emisyonu gergeklesirken, 1sima digmda i¢ gegigler v.b. ile enerji kayiplar
meydana gelmedifinde hesaplanan fluoresans ¢mriine "intrinsic’ fluoresans Smrii denir ve

T=1/T 2.3)
formiilii ile ifade edilir. Kuntum verimi ile fluoresans 6mrii arasindaki baglant: ise

Q=1/1 2.4)
formiilii ile verilmektedir( Lakowicz, 1986)

Kuantum verimi, oda sicakhindaki siv1 ¢6zeltide son derece kiigiik degerdedir. Triplet halden
singlet hale gegisler simetri nedeniyle engellenmistir ve emisyon hiz1 yaklagik 10° dak™ veya
daha kiigiik olmaktadir. k degeri yaklagik 10° dak™' oldugundan fosforesans kuantum verimi
de oda sicakhinda diigiik degerdedir(Demchenko,2000; Lakowich,1986).

Triptofan ve triptofan tiirevierinin fluoresans bozunmalar: (decay) tek eksponensiyal kinetik
tarzina uymaktadir. Triptofanin 20°C’de fluoresans 6mrii (lifetime) yaklagik 3ns kadardrr .
Tek foton sayma fluoresans teknikleri(single photon counting fluorescence techniques) ile
elde edilen sulu ¢bzeltilerdeki triptofammn fluoresans bozunma grafiklerinden fluoresans
Omriinfin hesaplanmasmda, iki eksponensiyal kinetikler kullamimugtir.(Ranyer ve Szabo,
1978). Bu sekilde 335 nm’deki maksimum emisyon ile ilk lifetime 0,5 ns, 350 nm’deki
maksimum ile diger lifetime 3,1 dolaynda bulunmustur. Birden fazla triptofan iceren
proteinlerde multi eksponensiyal kinetikler kullamimaktadir ve bilegenlerin degeri dalga
boyuna baghdir(Szabo ve Rayner, 1980).



2.2 “Time-resolved” Fluoresans

Fluoresans maddelerin emisyon dalga boyundan bagka bozunma siiresi ile de karakterize
edilebilecegi diiglinGlmiigtir. Belirli dalga boyunda gtk enerjisi ile ¢ok kisa zaman arahifmda
uyarlan fluoresans maddenin verdifi emisyonun zamana bagh olarak deismesi, yani
bozunma profili elde edilmektedir. Fluoresans madde uyaridiginda meydana gelen
reaksiyonlar (fenol ve naftolde proton kaybi), yiik transfer kompleksi olugmasi (antrasen ve
aminler arasmda), solvent dipolar relaksasyonu, ¢bziiciiye kars1 duyarhiik, bir ok maddenin
emisyonunun ‘pulse’ ile uyarilmay: takiben, zamana bagh olarak daha biiyilk dalga boylarma
kaymasma sebep olur(Sekil 2.3 ). Bu belirtilen sebeplerie zamana bagh olarak gergeklesen
kayma, zaman-ayirmmh fluoresans spektrumu ‘TRES-Time Resolved Emission Spectra’ ile
izlenebilir. TRES spektrumu uyarima ‘pulse’unu takiben esitli zamanlarda almarak elde
edilmektedir. TRES Gl¢iimleri makromoleliillerin gekil ve durumu hakkmda Snemli bilgiler
vermektedir(Lakowicz,1986).

1 Normalize Zaman
edilmis

Sekil 2.3 Uyanilmay: takiben zaman araliklan ile alinan spektrumlar

2.3 Protein Molekiillerinin Fluoresans Ozelliklerinden Yararlamlarak incelenmesi

Proteinlerin yapisinda fluoresans veren ii¢ amino asid bulunmaktadir. Bunlar triptofan(irp)
tirozin(tyr), ve fenil alanin(phe)’dir. Bu aminoasidlerin absorpsiyon spektrumian Sekil 2.4°de
gbsterilmigtir. Ancak proteinlerde fenil alaninin kuantum verimi diigiik degerde oldugundan,
bu m@fﬂg artifmndan ileri gelen emisyon ihmal edilebilir olarak ahmr. Fuoresans vermesi
icin proteinler genellikle 280nm dolaymda dalga boyunda ik ile uyarimaktadirlar.
Proteinlerin 280nm’de absorpsiyonu tirozin ve triptofan artiklarndan ileri gelmektedir.



Proteinlerde yalnizca triptofanm verdigi fluoresans: elde etmek igin 290nm'den biiyiik dalga
boyunda uyarma yapilmahdir (Sekil 2.4.,Sekil 2.5.).

Fluoresans spektroskopisi protein molekiiliniin ¢dzeltideki durumu hakkmda bilgi
vermektedir. Proteinlerin verdigi fluoresans ¢dzeltinin pH degeri, ¢5ziiciiniin dielektrik sabiti,
sicakhk gibi faktérlerden etkilenmektedir. Alnan fluoresans spektrumlary, protein
molekiillerinin substrat ile etkilegimi, elektron algverisi, assosiasyon reaksiyonlary,
denatiirasyon v.b. izlenmesine de olanak tanmmaktadir(Lakowicz,1986).
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2.4 Elektroforez

Elektroforez, elektrik yiiklii partiliillerin elektrik alanda zit yiiklii elektroda g6¢ etmesini esas
almaktadir. Pozitif yilik tastyan tanecikler katoda (negatif elektrod), negatif yiik tasiyan
tanecikler anoda (pozitif elektrod) dogru gé¢ eder. Biyolojik molekiillerin ayrilmasinda genis
lgiide kullanilan bir yontemdir. Bu gd¢ etme baz1 faktérlerden etkilenir;

- Yiikiin biiyiikligii: Net yiik artikga molekiiller daha hizli hareket eder.

- Molekiiliin biiyiikliigii: Biiyiik molekiiller daha yavag hareket etmeye egilimindedir.

- Destek ortammn o&zellikleri: Kiigiik porlu destek ortamlarn molekiiler elek gibi
davranmaktadir. Destek ortammin viskozitesindeki artma, mobiliteyi ve bunun
yaninda adsorpsiyonu yavaglatir.

- Elektrik alamin biyiikliigii: Voltajmn artmasi go¢ hizim artirir,

- Endosmoz: Destek ortamma Ozgii olarak, ayrilan molekiiliin akigma ters ydnde
¢Oziinen ve ¢dziicii molekiillerinin harekei ile sonuglanir,

- Tamponun iyonik giicli:i Tamponun iyonik giicli diigiik oldugunda gé¢ daha hizh
gergeklesir.

- Sicaklik: Sicakhin yiikselmesi, go¢ hizzm arttirmaktadir.

E elektrik alan siddetinde, q yiikiinii tagiyan partikiile, F elektriksel kuvveti uygulanir.

F=q.E (2.5)
Hareket sirasinda bu partikiil,
FE yhﬂhmB:V.f (2.6)

olan siirtiinme kuvvetinin de etkisindedir.

V=hiz
F=giirtiinme katsayisi

Bu iki kuvvet birbirine =it yondedir. Sabit elektrik alanda bu iki kuvvet birbirini
dengelediginde (Feiex.=Fa.) partikiil sabit hizla hareket eder.



q.E=V.f 2.7
V/E=pu=q/f (2.8)
p=elektroforetik mobilite

Yiikli partikiillerin birbirinden ayrilmasi mobilitelerine baghdir. Yiiklii molekiillerin elektrik
alanda hareketi molekiiliin yiik/kiitle degeri ile ilgilidir.

Izoelelektrik noktalarinda (pI) protein molekiillerinin + ve — yiikleri esit oldugundan, bu
molekiiller  belirtilen kosulda elektrik alanda hareketsiz kahrlar. izoelektrik noktanin
digindaki pH’larda protein molekiilleri + veya — elektrikle yiiklenirler ve yiiklerinin
yogunluguna bagh olarak go¢ ederler. Genelde Srnekler, bir destek maddesi iizerinde gé¢
ederler. Bu matriks kagitt, seliiloz asetat, nigasta jeli, agaroz veya poliakrilamid jel olabilir.
Proteinlerin ayrilmasi amaciyla bir gok elektroforez teknigi bulunmaktadir. Bunlar boyut, net
yik ve hidrofobiklik gibi ii¢ ana 6zelliiin birinin ya da iigiiniin kombinasyonunu esas
almaktadir. Dofal kosullarda(native) elektroforez ¢Oziinen proteinlerin  biyolojik
Ozelliklerinin kaybolmadan analizlenmesinde kullanihr. Aktivitelerini koruyarak enzimlerin
analizi dogal elektroforez ile yapilabilmektedir. Buna kargin daha sert ve denatiire edici
kogullar daha az ¢bziiniir proteinlerin analizinde kullambr. Onemli bir uygulama olan ,
sodyum dodesil siilfat varhginda gerceklestirilen Poliakrilamid jel elektroforezinde proteinler
molekiiler biiyiikliige gore ayrilir ve karakterize edilirler. Protein saflagtiriimada diger Snemli

yOntem ise izoelektri noktalara gre ayrim yapan izoelektrik fokuslamadir,

Protein saflasgtrmada Poliakrilamid jel Elektroforezi; protein safigmn kontroli,
fraksiyonlama, saf proteinin alt birim yapisiin incelenmesi, molekiil kiitlesi tayini,
izoelektrik nokta tayini, izoenzimlerin belirlenmesi gibi kullanim alanlarma sahiptir.

Elektroforetik metodlarin dikkate deger dezavantaji ise, diger saflagtirma ySntemlerine gére
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daha zaman alict olmasidir. Ancak son yillarda son derece popiiler olan minyatiir elektroforez

sistemlerinin kullanum ile bu probleme ¢5ziim getirilmistir.

2.4.1 Dogal Kosullarda Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Makromolekillerin ayrilmasinda kullamlan y&ntemler iginde en uygun olam jel
elektroforezidir. Bu elektroforezde destek maddesi jeldir. En ¢ok kullamlan poliakrilamid
jelleridir.Bu tatz ayirma proteinin yilk ve boyut 6zelliklerine baghdir. Ufak molekiiller daha
hizh, biiylik molekiiller daha yavag hareket etmektedir. Uygun jel konsantrasyonu, proteinin
boyutuna bagh olarak secilmelidir. Yukarida da belirtildiZi gibi, dogal elektroforez sonunda
proteinlerin aktiviteleri test edilebilir. Ancak bu sistem ¢dziinen proteinler ve elektroforez
srrasinda agregatlagmayan proteinler igin uygulanabilir. Bu yontemin bashca avantaji izl ve
basit olmasidrr. Dezavantaji ise, diigik aymma kapasiteli olmasi ve seyreltik Srnek

soliisyonlarinin analizi igin uygun olmamasidur.

2.4.2 Denatiire Edici Kosullar Altnda Elektroforez (SDS-PAGE)

SDS anyonik bir deterjandir. Proteinin net yiikiinii maskeler ve negatif yiiklii SDS molelilleri
protein molekiiliinii kaplar, Protein negatif yiikle kaplanmug olur. Elektroforetik ayirma artik
yiike gbre degil sadece etkin molekiiler kiitleye baghdir. SDS-PAGE’e uygulanacak &rnekler
merkaptoetanol, SDS-bromfenol blue ve siikkroz veya gliserol igeren tamponla muamele
edilirler. Merkaptoetanol; proteinin tersiyer yapisim birarada tutan disiilfid baglarm indirger,
SDS ise proteini denatiire ederek proteinin dogal yapism bozar ve molekiilii eksi yiikiii bir
kilifla kaplar. Saf bir protein SDS jel elektroforezinde tek bant verir. Proteinin alt birimlerinin
farkh kiitlede olmas1 durumunda ise birden fazla bant gormek miimkiindiir. Molekiil kiitlesi

birbirine yakm olan proteinler bu ySntemle ayrilamazlar.
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Bu yOntemin dezavantaji, elekroforezden sonra proteinlerin enzimatik yada biyolojik
aktivitelerini yitirmeleridir.Avantaji ise proteinlerin molekiil kiitlelerinin tayinine olanak
saglamasidir(Voet, 1990; Harris, ve Angel, 1989).

2.5 a-Amilaz Enzimi

o-Amilazin kapsamh kullanim alanlarmdan biri, nisasta endiistrisidir. Nigastay:
parcaladiklarindan dolayr amilazlar, eczacihkta siklo dekstrinlerin iiretiminden glukoz
suruplarma kadar gesitli {iretim dallarmda uygulama alan: bulmaktadirlar.

Nisasta enzimatik hidroliz ile glukoz suruplarma doniigtiiriilebilir ve bu suruplar gida
endiistrisinde tatlandiric1 olarak kullamihirlar, Hidroliz islemi kimyasal olarak da yapilabilir
fakat bu durumda maliyet yiikselmektedir. Enzimatik hidroliz daha uygun ve etkili bir yontem
oldufundan kullanmm yaygmdr. Pargalanma swrasnda, “limit dekstrinler” ile birlikte
fermente olan sekerler olugmaktadwr. Bazi bira tiirlerinin iiretiminde, (light bira gibi) daha
diigiik karbohidrat ve daha yiiksek alkol icerifine sahip bir iiriin elde etmek igin, bu limit
dekstrinlerin oram diigiiriilmektedir.

o-Amilazlar bira ve maya endiistrilerden bagka deterjan sanayiinde, meyva suyu iretiminde,
kagit ve kumag endistiirilerinde de yaygmn olarak kullamlmaktadirlar(Brzozowski and
Davies, 1997).

Tekstilde ¢Ozgii iplikieri, tezgahta gergin durmalar1 ve asgmmalara kargi dayamkh olmalar:
icin nigasta gibi koruyucu bir madde ile kaplanmaktadir( Hagillama ). Nigastalh hagilin
sOkiilmesi i¢in, nigastann suda ¢Oziinen iirlinlere pargalanmasinda amilaz enzimi
kullamlmaktadir(Bager, 1983).

2.5.1 Amilaz Familyasimn Etkiledigi Substratiar

Nisasta

Nigasta daha ¢ok patates gibi yumrulu bitkilerde ve musir, fasulye, bugday, piring gibi
tahillarda bulunmakla birlikte, biitiin bitki hiicreleri nigsasta yapma yetenefine sahiptirler.
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Nisasta iki farkh yapisal formda bulunmaktadir. Bunlardan biri amiloz digeri ise
amilopektindir.

Amiloz, nigastamn lineer fraksiyonu olup a-(1,4) glikozid baglan ile baglanmmg durumdal100
ile 4400 glukoz iinitesi igermektedir. Bu form tamamiyle dallanmammg uzun zincirden
meydana gelmektedir. Nigastamn dallanmug fraksyonu olan amilopektin ise; a-(1,4) baglari
yamnda dallanma yerlerinde a(1,6) baglan da bulundurmaktadir.(Beazell, 1941).

CHyOH
0
~o
HO CHyOH
OH
0
Glca1 — 4Glc on L
Sekil 2.6. Amiloz
CHOH

HO Glca
HO |

H 6

<l> Glca1— 4Glc
CHy
—0
HO
» CHOH
HO
OH
O—

Sekil 2.7. Amilopektin

Glikojen

Hayvan hiicrelerinde karbohidrat depo maddesi olan glikojen karaciger dokusunda fazla
miktarda olmakla birlikte, iskelet kaslarinda da bulunmaktadir. Karaciger hiicrelerinde biiyiik
glikojen graniillere rastlanmaktadir. Glukojen bir D-glukoz polimeridir. Glikojenin molekul
yapis1 amilopektine benzemekle birlikte daha sik dallanma goriilmektedir.. Glukoz {initeleri
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diiz zincirlerde a-(1,4) baglan ile, dallanma noktalarinda ise a-(1,6) baglan ile baglanarak
glikojen molekiiliinii meydana getirmektedirler(Buryan, 1991; Dordick, 1991).

2.5.2 a-Amilazin Etki Mekanizmas:

Alpha-Amilazlar (1,4-a-glukan 4-glukanohidrolaz, EC 3.2.1.1) nigastanin fraksiyonlar1 olan
amiloz ve amilopektin ile glikojen ve maltooligosakkaridlerdeki a-(1,4) glikozid baglarmm
hidrolizini katalizleyen bir endohidrolazdir. I¢ kisrmdaki baglara daha yiiksek ilgi gosterirler
ve uzun zincirlerde daha aktiftirler. Bu enzimin kopardigi baglarm yeri sabit olmadif igin
sonugta iiriinlerin bir karigirm meydana gelir (Minxie, 1994).

a-Amilaz mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlarm karbonhidrat metabolizmasinda Gnemli
rol oynamaktadir, Memelilerde a-amilaz tiikriikkte ve pankreas salgismda bulunurmaktadir.
Insandaki o-amilaz, kromozom 1 {izerindeki bir multigen ailesi tarafindan kodlanmakta ve tek
bir polipeptit zincirinde 478 aminoasidden olugmaktadir(Mischa,1996).

Insanda nisastanin sindirimi birkag agamada gergeklesmektedir. Baglangigta titkriik o-amilazi,
polimerik nigastadaki kisa oligomerleri pargaliyarak kismen sindirimi saglar. Kismen
sindirilen nisasta, biiyiik Olglide pankreasta sentezlenen o-amilaz ile daha kiigik
oligosakkaridlere hidrolizlenir. Olusan oligosakkarid kangmm maltoz, maltotrioz ve g¢ok
sayida a-(1,6) ve a-(1,4) oligoglukantan icermektedir.

Bir ¢ok mantardan a-amilaz iiretilmekle birlikte en ¢ok incelenen ve genellikle ticari olarak
kullamlan Aspergillus oryzae a-amilaz (TAKA)’dir. Bu enzim nigastamin o-(1,4) baglarmna
saldiran fakat o-(1,6) baglarma saldirmayan bir endohidrolazdir. Belirtilen enzim ile nigasta
%60 oraminda maltoza doniistiiriilebilmektedir(Gary, 1995).

2.5.3 a-Amilazin Molekiil Yaps: ile flgili Ozellikler
a-Amilazn molekul agirlign 55200 Da dolayindadir ve molekiilii sicakhfa karsi Onemli
dlgiide stabilite géstermektedir. Bu enzimin dikkate deger termostabilite 6zelligi, artan iyonik

etkilesimler, azalan yiizey alam ve i¢ kistndaki artan paket etkilegimlerden ileri gelebilir.

Termodabil a-amilazin ii¢ boyutlu yapist X-ray kristallografi yontemi ile incelenmigtir.
Yapthim 478 aminoasit kalntis1 ve 294 su molekiilii igerdigi goriilmiistiir. Sekil 2.7°de de
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gorildigio gibi yapisinda 9 tane triptofan(trp) bulunmaktadir(Swift et.al,1991). Aynica a-
amilazin Ca** ve CI' iyonlanm baglama ozelligi vardir. a-Amilazlar, bir enzim molekiilii
bagina en az bir atom kalsiyuma sahip metaloenzimlerdir. Ca** iyonlarimin aktivite {izerine
etkisi incelenmis ve Ca®* iyonunun mikromolar seviyelerinin, o-amilazin yapisim stabilize
etmeye yaradig gorilmiistir(Bush,1989).

ALA THR PRO ALA ASP TRP ARG SER GLN SER ILE TYR PHE
LEU LEU THR ASP ARG PHE ALA ARG THR ASP GLY SER THR
THR ALA THR CYS ASN THR ALA ASP GLN LYS TYR CYS GLY
GLY THR TRP GLN GLY ILE ILE ASP LYS LEU ASP TYR ILE
GLN GLY MET GLY PHE THR ALA ILE TRP ILE THR PRO VAL
THR ALA GLN LEU PRO GLN THR THR ALA TYR GLY ASP ALA
TYR HIS GLY TYR TRP GLN GLN ASP ILE TYR SER LEU ASN
GLU ASN TYR GLY THR ALA ASP ASP LEU LYS ALA LEU SER
SER ALA LEU HIS GLU ARG GLY MET TYR LEU MET VAL ASP
VAL VAL ALA ASN HIS MET GLY TYR ASP GLY ALA GLY SER
SER VAL ASP TYR SER VAL PHE LYS PRO PHE SER SER GLN
ASP TYR PHE HIS PRO PHE CYS PHE ILE GLN ASN TYR GLU
ASP GLN THR GLN VAL GLU ASP CYS TRP LEU GLY ASP ASN
THR VAL SER LEU PRO ASP LEU ASP THR THR LYS ASP VAL
VAL LYS ASN GLU TRP TYR ASP TRP VAL GLY SER LEU VAL
SER ASN TYR SER ILE ASP GLY LEU ARG ILE ASP THR VAL
LYS HIS VAL GLN LYS ASP PHE TRP PRO GLY TYR ASN LYS
ALA ALA GLY VAL TYR CYS ILE GLY GLU VAL LEU ASP GLY
ASP PRO ALA TYR THR CYS PRO TYR GLN ASN VAL MET ASP
GLY VAL LEU ASN TYR PRO ILE TYR TYR PRO LEU LEU ASN
ALA PHE LYS SER THR SER GLY SER MET ASP ASP LEU TYR
ASN MET ILE ASN THR VAL LYS SER ASP CYS PRO ASP SER
THR LEU LEU GLY THR PHE VAL GLU ASN HIS ASP ASN PRO
ARG PHE ALA SER TYR THR ASN ASP ILE ALA LEU ALA LYS
ASN VAL ALA ALA PHE ILE ILE LEU ASN ASP GLY ILE PRO
ILE ILE TYR ALA GLY GLN GLU GLN HIS TYR ALA GLY GLY
ASN ASP PRO ALA ASN ARG GLU ALA THR TRP LEU SER GLY
TYR PRO THR ASP SER GLU LEU TYR LYS LEU ILE ALA SER
ALA ASN ALA ILE ARG ASN TYR ALA ILE SER LYS ASP THR
GLY PHE VAL THR TYR LYS ASN TRP PRO ILE TYR LYS ASP
ASP THR THR ILE ALA MET ARG LYS GLY THR ASP GLY SER
GLN ILE VAL THR ILE LEU SER ASN LYS GLY ALA SER GLY
ASP SER TYR THR LEU SER LEU SER GLY ALA GLY TYR THR
ALA GLY GLN GLN LEU THR GLU VAL ILE GLY CYS THR THR
VAL THR VAL

Sekil 2.8. Aspergillus oryzae a-Amilazinin amino asid diziligi

o-Amilaz proteini i¢ birimden(domain) olugmugtur. En biiyiik boyutlu olan Domain A
yaklagik 291 amino asid artin icermektedir ve - heliks sarmallanyla gevrilmig '8-stranded
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paralel B-barrel' yapisindan ibarettir. Ug aktif blge kalmtisi olan Asp231, Glu 261 ve
Asp328 Domain A’da yerlesmistir. CI” iyonlan1 da aktif bolgeye baglanmigtir. Domain A’nin
ilging ozellii 1-99 ve 169-404 kalntilarim igeren iki polipeptit zincirinden meydana gelmis
olmasaidir.104-206 aminoasid artifi bulunduran Domain B, Domain A’nm iigiincii a-heliks
ve 'B-strand' arasma sokulmus durumdadir. Heliks yap: kiigiik olmasina ragmen ilk bagta B-
yapisi olugmustur. Domain B’nin katlanmasi, Ca®* iyonlarmm bagh bulundugu Domain
A’nin B-barrel duvarlarina kars1 bir cep olusturmaktadir. Domain B’nin ana zincir atomlan
icin termal faktorler, Domain A ve C’ninkilerden daha yiiksektir. 297-482 aminoasid artif
iceren domain C, '8-stranded anti paralel B-barrel' icide tutulur ve fazlas1 Domain A ile
asosiye olmustur. Domain C farkh kaynaklarn a-amilazlar arasmda en degisken olamdir. o-
Amilazm  kalsiyjum  ve klor iyonu bajlama  pozisyonu Sekil2.9’da
gosterilmistir(Gary,1995;Hwank, 1997).

a-Amilazlarm optimum pH’lar1 genellikle 4-7 arasmdadir. pH aktivite profilinin kesin
optimum pH arahfi enzimin kaynafma gore degigmektedir. Saflastirilnus o-amilazlar
50°C’nin iizerinde aktivitelerini hizla kaydederler. Bu inaktivasyon islemi kalsiyum ve
substrat etkisiyle azaltilabilir. Etkili olduklar sicaklik aralifa ise 20-40 °C'dur.

o-Amilazm 5 alt {initesi yani substrat baglama bblgesi vardr. a-Amilazin bu bdlgelerine
substratin yerlesmesi igleminde maksimum katalitik aktivitenin, notralden daha ¢ok asidik
pH’da oldugu goriilmiigtiir(Kazuhiko, 1993;Ishikava,1990).

2.6 Enzim-Polielektrolit Kompleksleri

Kimyasal enzimolojinin en Onemli sorunlarindan birisi enzimlerin stabillegmesinin
prensiplerinin aragtirimasidir. Bu problemin ¢oziilmesi tipta, kimyasal teknolojide, gida
sanayiinde, analitik amaglar v.b. gibi genig pratik uygulamas: olan stabil enzim preparatlar
olugturma agisindan oldukga Onemlidir.Enzimlerin stabillesme yOnteminin  bulunmasi
biyoorganik katalizbrler yapmak igin de giincel problemdir.Bu sahadaki aragtirmalarm ¢ogu,
termostabil proteinler (enzimler) sentezlemek igin yOnlendirilmigtir.Ancak yapisinda —SH
grubu olan baz enzimlerin (formik dehidrogenazlar-FDH, alkol-dehidrogenaz-ADH v.b.)
aktiflesmesi, havanin oksijeni ile gerceklesir. Bu enzimlerin agir1 degiskenlifi, bunlarin pratik
uygulama imkanlarmi siurlar. Buna gore —SH gruplarinn oksitlenmesinin, oksitlenen
stilfidril gruplan ile kompleks olusturan gegis metal iyonlarmm kangmu ile katalizlendigi
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bilinmektedir.Bu durumda, konu edilen enzimlerin stabillesmesi i¢in metal iyonlarmm
baglanmas: ve uygun indirgeme methodlanndan yararlanilmaktadir. Bu methodlar etkilidir
ancak uygulanmalari evrensel degildir.

Enzimlerin stabilitesi ile ilgili problemlerin ¢8ziimii i¢in polimerlerden yararlamlmaktir.
Sentetik polimerler protein partikiilleri ile kompleks olugturarak enzim molekiilii yiizeyinde
mikro Ortii olugturabilitler. Polikatyon, siilfhidril gruplarim havanin oksijeni ile
oksitlenmekten korumaktadir. Enzimin polikompleks yapisinda, kimyasal stabilitesine,
polikatyon yiikiiniin biiyiik etkisi vardr. Makromolekiiliin pozitif yiikiiniin artimasi, PE’nin
sabit uzunlufunda poliinaktiflesme periyodunun iki kat artmasina sebep olmaktadir. Aym
zamanda polikatyonun yapismda negatif yiiklerin olugmasi da enzimin kararhligm
inaktiflesme gartlarina getirmektedir.

Polikompleksin yapismda asil rolii, polielektrolitin pozitif yiikleri oynamaktadir. Protein-PE
¢oziinebilen  polikomplekslerinin  yapisma uygun olarak, enzimlerin  kararhlk
mekanizmasinm, su sekilde oldugunu sdylemek miimkiindiir. Polikatyon molekiili enzim
partikiilleri yiizeyinde pozitif yiiklii bir 6rtii meydana getirmektedir. Bu ortii ile aymt tiirde
yiiklenmis metal iyonlarmm, elektrostatik itme kuvveti etkisi nedeniyle protein molekiiliine
girmesini engellenir. Sonugta —SH gruplarmin oksijen ile katalitik oksitlenme prosesi de
ortadan kalkar.
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3. DENEYSEL CALISMA

3.1 a-Amilazin izoelektrik Noktasinm Tayini

0,1g satin alman a-amilaz 6rnegi(6,6mg/ml) 10 ml destile suda ¢oziildii ve 0,1N NaOH
¢Ozeltisi ile titre edildi. Damlatilan her NaOH sarfiyatinda ¢dzeltinin pH degeri okundu. pH
ile ilave edilen NaOH sarfiyati arasinda ¢izilen grafikten o-amilazin izoelektrik noktasi
hesaplandi(Sekil 3.1).

3.2 a-Amilazin Aktivite Tayini

3.2.1 Kullanmilan Cozeltiler

A)Tampon Cozeltiler:

1) a) 0,IN Sitrik asid tampon ¢ozeltisi(19,213 g/L) hazirland: ve pH 2,5’¢ ayarlandi.
b) 6,7mM NaCl iceren 0,1N Sitrik asit tampon ¢dzeltisi hazirlandi ve pH 2,5’e ayarlandi.

2) a) 0,05N Asetik asid tampon ¢6zeltisi:

pH 3,5; pH 4 ve pH 5 olan tampon ¢zeltiler hazirlandi.

b) NaCl igeren 0,05N Asetik asid tampon ¢ozeltisi: (6,7mM NaCl igeren tampon ¢ozelti
hazirlandi)

3) a) 0,05N NaH,PO, tampon ¢bzeltisi:
pH 6; pH 7 ve pH 8 olan ¢bzeltiler hazirlands.
b) 0,05N NaH,PO,4 tampon ¢ozeltisi: (6,7mM NaCl igeren tampon ¢6zelti hazirlandy)

4) a) 0,05N Tris tampon ¢Ozeltisi:
7,88g/L ¢bzelti hazirlamir ve pH 9°a ayarlanir.
b) 0,05N Tris tampon ¢dzeltisi: (6,7mM NaCl igeren tampon ¢dzelti hazirlandi)

5) a) 0,025N NaHCOj3 tampon ¢dzeltisi:
2,1g/L ¢6zelti hazirlanir ve 500ml ¢Gzelti pH 10, S00ml ¢6zelti pH 11°e ayarlanir.
b) 0,025N NaHCOs tampon ¢ozeltisi:  (6,7mM NaCl igeren tampon ¢Szelti hazirland)
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B)1.0%(W/V) Nisasta ¢6zeltisi:

0.25 g/ 25 ml nigasta ¢bzeltisi yukardaki tampon ¢ozeltiler iginde hazirlandr.Cozelti beherde
kangtinlarak kaynama noktasma kadar isitildi. Kaynama noktasinda 15 dakika isitmaya
yavas olarak ve ¢0Ozelti karigtinlarak devam edildi.

()5.3 M Sodyum-Potasyum Tartarat:

8ml 2M NaOH’de 11,965 g Na-K Tartarat ¢dziilerek hazirlandi. Coziinmeyi kolaylastirmak
icin yavag ve siirekli kangtirma ile 1sitma yapildi Literatiirde bu ¢6zeltinin K.N’sina kadar
kesinlikle 1sitilmamasi konusunda uyart bulunmaktadr.

D)9.6mM 3,5-Dinitrosalisilikasid:

0.4379 g 3,5-dinitrosalisilikasid 20ml destile suda ¢6ziildli. Coziinmeyi kolaylastirmak igin
yavag ve siirekli kangtirma ile birlikte 1sitma yapildi. Literatiirde bu ¢dzeltinin K.N’sma kadar
kesinlikle 1sitilmamasi kousunda uyar: bulunmaktadr.

E)Renk Reaktif Cozeltisi:
20ml D ¢bzeltisine 8ml C ¢bzeltisi yavag olarak ve kargtirilarak eklendi. Bu ¢dzelti renkli
sisede saklanmalidir.Cozeltinin kullanilma siiresi 6 aydur.

F) 0.2% (W/V) Maltoz Standard Cozeltisi:
0.02 g Maltoz 10ml destile suda ¢6ziinerek hazirlands.

G) a-Amilaz Cozeltisi:
a) 1 iinite(0,0025g) amilaz 100ml. soguk destile suda ¢dziildii.
b) Farkh pH’larda yapilan denemeler igin enzim ¢Ozeltilerinin hazirlanmasinda, destile
su yerine istenen pH’daki tampon ¢6zeltiler kullamlds.

3.2.2 Deneyin Yapihs1

Aktivite deneyi nce 6,7mM NaCl igeren tampon ¢6zeltilerle yapilds.
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TEST BLANK

1.A) Nisasta ¢Ozeltisi Iml. 1ml
20°C’deki banyonun igine yerlestirilmis 100mP’lik iki erlene alindh.

B) Amilaz enzim ¢&zeltisi Im.b. .
Ayni erlenlere ilave edilir,kangtirilir ve tam 3 dakika 20°C’lik su banyosunda bekletilir.

C) Daha sonra renk reaktif ¢6zeltisinden Iml 1Iml.

D) Amilaz enzim ¢bzeltisinden de aymi erlenlere ™ ... 1ml.
katilarak ¢dzeltinin bulundugu kaplar kapaklariyla kapatildi.

Tam 15 dakika kaynama noktasindaki su banyosunda bekletildi. Bu siire sonunda ¢ézeltiler
oda sicakhiina kadar sogutuldu.

D)islemin devaminda erlenlere destile sudan 9ml. 9ml.
eklenir. Bu iglemlerden sonra kolorimetre ile test ¢Ozeltisinin 540 nm’deki absorbans:
kore(blank’e) karsa okundu.

2.A) Asagidaki tabloda verilen ¢6zeltiler ve kdr(blank) uygun erlenlere alind1.

Std 1 Std 2 Std 3 Std 4
Maltoz ¢6z F 0,2 ml. 0,4 ml. 0,6 ml. 0,8 ml
Deiyonize su 1,8 ml 1,6 ml. 1,4 ml 1,2 ml.
Renk reak. E 1 mk 1 ml 1 ml 1 mL
Std 5 Std Blank
Maltoz ¢6z F 1 mlL 0
Deiyonize su 1 mi 2ml
Renk reak. E 1 mh 1 mlL
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B) Bu g¢ozeltiler tam 15 dakika kaynama noktasindaki su banyosunda bekletildi. Bu siire
sonunda ¢ézeltiler buz banyosu kullamlarak oda sicaklifina kadar izla sogutuldu.

C) Cozeltiler sofutulduktan sonra her birine 9 ml. destile su ilave edildi.

D) Her bir ¢dzeltinin blank’e kars: absorbans: okundu ve gerekli hesaplamalar yapili.

3.2.3 Hesaplamalar
Cozelti F:
0,2 gr. 100 ml.
X 1 ml
X=0,002 g/ml maltoz
Std. 1
1 mi’de 0,002 gr maltoz
0,2 mi’de y
y=0,0004 g

Std. 2 y=0,0008 g —0,8 mg.
Std. 3 y=0,0012g —1,2mg.
Std. 4 y=0,0016 g —1,6 mg.
Std. 5 y=0,002g —2,0mg.

Uygulanan yontem ile ilgili literatiirde verildigine gore, 1 mg maltozu agifa ¢ikaracak amilaz
miktan 1 unite’dir (1 unit/ml). Aynica bu islemde,
1 mg maltozu agifa gikaracak a-amilaz miktan std 2 ile std 3 arasinda olmahdir.
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STANDARTLAR ABSORBANS
Std. 1 0,003
Std. 2 0,078
Std3 0,177
Std. 4 0,277
Std. 5 0,382
standart egri
mg absorbans
08 | 0.4 0,003
05 08 0,078
" 1,2 0,177
g 0’2 . | 2 oo
2 ’ 2.7 0,509
0,1 1
0 T
01 0 05 1 15 2 25 3
mg

Regresyon Katsaysi: 0,9959

Egri denklemi:
Y=0,2273X-0,0919
X=1 mg maltoz i¢in;

Y=0.1354=A(1unite enzimin absorbans1)

pH 2,5 olan (6,7mM NaCl igeren) 0,1N Sitrik asit tamponu iginde hazirlanan 0,0025 g/25 mi
amilaz enzim ¢ozeltisi ve %1’lik nigasta ¢Ozeltisi ile yapilan denemede, 540nm’deki
absorbans sifir olarak okundu.

PH=3,5 olan (6,7mM NaCl iceren) 0,IN Sitrik asid tamponu iginde hazirlanan 0,0025 gr/25
ml amilaz enzim ¢ozeltisi ve %1’°lik nigasta ¢Ozeltisi ile yapilan denemede,540nm’deki
absorbansi 0,020 olarak okundu.
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1 {inite enzim absorbanst 0,1354
X 0,020

X=0,147{inite

Denemede 0,0025g/25 ml enzim ¢dzeltisi kullamldi.

2,5mg enzim 25ml
X 1 mi

X=0,1 mg enzim

0,1 mg 0,147 unite
1 mg X

X=1,47 unite/mg
Aktivite:1,47 U/mg olarak hesapland.

PH=4 olan 0,05N CH;COOH Tamponu ile A=0,253
Aktivite:18,68 U/mg

pH=5 olan 0,05N CH3COOH Tamponu ile A=0,368
Aktivite:27,22 U/mg

PH=6 olan 0,05N NaH,PO4 Tamponu ile A= 0,201
Aktivite:14,89 U/mg

Yukarida belirtilen denemeler aym sekilde tuz igermeyen tampon ¢ozeltilerle tekrarland:.
Aktivite hesabida aym sekilde yapildi, Sonuglar agagidaki gibidir.

Asg Aktivite(U/mg)
pH 2,5 olan enzim sifir
pH 3,5 olan enzim 0,030 2,21

pH 4,0 olan enzim 0,496 36,63



23

pH 5,0 olan enzim 0,322 23,78
pH 6,0 olan enzim 0,180 13,34
pH 7,0 olan enzim sifir

Tuz igeren ve icermeyen tamponlarda bulunan aktivite degerleriyle pH arasinda gizilen
grafikler Sekil 3.2°de gosterilmistir.

3.3 a-Amilazan Dogal Elektroforezi

3.3.1 pH 8,8 Ortamunda Tek Jel Kullanarak Yapilan Elektroforez

3.3.1.1 Kullamilan Cozeltiler

A) %30 Akrilamid/Bisakrilamid karigimu:
29g akrilamid ve 1g N,N’-Metilen-bis Akrilamid karigtirilir,100ml destile suda ¢6ziildii. Bu
¢Ozelti renkli sisede 4°C°de 30 giin saklanabilir,

B)1.5 M Tris-HCI ¢bzeltisi (pH:8.8):

18.1g Tris 100m! destile suda ¢6ziildii. HCI ile pH’s1 8.8 ayarlandi. Bu ¢6zelti 4°C’de
C) 1M Tris-HCI ¢bzeltisi (pH:6.8):

12.1g Tris 100 ml destile suda ¢dziilerek pH’s1 HCl ile 6.8 ayarlandi. Bu ¢dzelti 4°C’de

D)%10 Amonyum Persiilfat (w/v):
0.1g Amonyum Persiilfat 1 ml destile suda ¢6ziildii.

E)Yiikleme Tamponu (Sample Buffer):

1M Tris-HCLpH 6.8 1.0ml
Gliserin(Gliserol) 1.6ml
%0.5(w/v) ‘bromfenol blue’ 0.4ml

destile su 5 ml

F) Yiiriitme Tamponu (Running Buffer):
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45g Tris-base ve 216g glisin kangtirildi, ve sonra bu karigim 3 litre destile suda ¢ozildii.Bu
¢ozeltiden 600 ml alinip 3 litreye tamamland:.

G) Amilaz enzim ¢ozeltisi
100mg enzim Sml destile suda ¢oziilerek, elektroforez uygulanacak olan 6rnek ¢ozelti
hazirlandi.

3.3.1.2 Deneyin Yapihs:i
pH 8,8 olan tek bir jel hazirland:.

%10 ‘luk 10 ml jelin hazirlanig1:

%30 Akrilamid kangim 3.3ml
1.5M Tris (pH 8.8) 2.5ml
%10 Amonyum Persiilfat 0.1ml
TEMED 0.004ml
* TEMED en son konulur

Hazirlanan jel disk igine dokiilerek kuyucuk tarag yerlestirildi ve jelin polimerlegmesi igin
yaklagik 30 dakika beklendi. Bundan sonra tarak ¢ikarildi ve hazirlanan disk elektroforeze
yerlestirilip Gizerine yiiritme tamponu ilave edildi. 15 pl yiikleme tamponu ile 15ul enzim
ornegi kangtinldiktan sonra kuyucuklara verildi. Bir kuyuya da test olarak aym oranlarda
hazirlanan BSA ¢ozeltisi verildi. Hazirlik tamamlandiktan sonra akim uygulanarak yaklagik
bir saat beklendi. Bu siirenin sonunda disk elektroforezden ¢ikanlarak jel yikanir ve boya
¢Ozeltisine konulur.50-60 °C’de 30 dakika beklendikten sonra "destraing buffer"da bantlar
gozlenir(Sekil 3.19).

3.3.2 pH 4 Ortaminda Yapilan Elektroforez

3.3.1.1 bolimiinde hazirlanan ¢ozeltilere ilave olarak; 0,05M Asetik Asid ¢ozeltisi (pH:4)
hazirlandi. Yiikleme tamponundan 1ml almip 1mi asetik asid tamponundan konuldu ve pH
4’e ayarlandu.

Yiiriitme Tamponu (Running Buffer),

14,4g glisin 1litre 0,05M asetik asid ¢dzeltisinde ¢oziilerek bazirlandi.

%10 ‘luk 10 ml jelin hazirlamg::
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%30 Akrilamid karigimi 3.3ml
0,05M Asetik asid (pH 4) 2.5ml
%10 Amonyum Persiilfat 0.1ml
TEMED 0.004ml

Elektroforez iglemi daha dnce yapildig1 gibi tekrarlandi(Sekil 3.17).

3.3.3 pH 5,5 Ortaminda Yapilan Elektroforez

3.3.1.1 bolimiinde belirtildii gibi ¢ozeltiler hazirlandi. Ilave olarak; 0,05M Asetik Asid
¢Ozeltisi (pH:5,5) hazirlandi. Yiikleme tamponundan 1ml almp,1ml asetik asid tamponundan
konuldu ve pH’s1 5,5 ayarland.

Yiiriitme Tamponu (Running Buffer):

14,4g glisin 1litre 0,05M asetik asid ¢dzeltisinde ¢oziilerek hazirland:.

%10 ‘luk 10 ml jelin hazirlams:

%30 Akrilamid karigimi 3.3ml
0,05M Asetik asid (pH 5,5) 2.5ml
%10 Amonyum Persiilfat 0.1ml
TEMED 0.004ml

Elektroforez iglemi daha &nce yapildif: gibi tekrarlandi(Sekil 3.18).

3.3.4 a-Amilazin Denatiire Edici Sartlarda Elektroforezi (SDS-PAGE)

3.3.4.1 Kullamilan Cézeltiler

A)%30 Akrilamid/Bisakrilamid karigmm:

29g akrilamid ve 1g N,N’-Metilen-bis Akrilamid kargtirilir,100ml destile suda ¢6ziildii.Bu

¢6zelti renkli sisede 4°C’de 30 giin saklanabilir.

B)1.5 M Tris-HCI ¢ozeltisi (pH:8.8):
18.1g Tris 100ml destile suda ¢oziildii. HCI ile pH’s1 8.8 ayarland1. 4°C°de saklanabilir.

C) 1M Tris-HCI ¢&zeltisi (pH:6.8):
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12.1g Tris 100 ml destile suda ¢6ziilerek pH’s1 HCl ile 6.8 ayarlandi. Bu ¢6zelti 4°C’de
saklanabilir.

D)%10 SDS (w/v):

Siirekli kangtirarak 10g SDS 60 ml suda ¢6ziildii ve destile su ile 100ml’e tamamland.
E)%10 Amonyum Persiilfat (w/v):

0.1g Amonyum Persiilfat 1 m! destile suda ¢oziildii.
F)Yiikleme Tamponu (Sample Buffer):

1M Tris-HCLpH 6.8 1.0ml

Gliserol 1.6ml

%10 SDS 1.6ml
%0.5(w/v) bromfenol blue 0.4ml
B-merkaptoetanol 0.4ml

destile su 8ml

G) Yiirtitme Tamponu (Running Buffer):
45g Tris-base,15g SDS ve 216g glisin karigtirilir,3 litre destile suda ¢6ziildii. Bu ¢6zeltiden
600 ml alinip 3 litreye tamamlandi.

G) Amilaz enzim ¢dzeltisi
100mg enzim 5ml destile suda ¢8ziilerek uygulanacak olan Srnek ¢6zelti hazirlands.

3.3.4.2 Deneyin Yapihst

A)%10 ‘luk 10 ml alt jelin hazirlamg::

%30 Akrilamid karigmm 3.3ml
1.5M Tris (pH 8.8) 2.5ml
%10 Amonyum Persiilfat 0.1ml
%10 SDS 0.1ml
TEMED 0.004ml
Destile su 4.0ml

(TEMED en son konulur)

B)%5’lik Sml iist lejin hazirlamg::
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%30 Akrilamid karigimi 0,83ml
1.0M Tris (pH 6.8) 0,63ml
%10 SDS 0.05ml
%10 Amonyum Persiilfat 0.05ml
Destile su 3.4ml
TEMED 0,005ml
(TEMED en son konulur)

Alt jel ve iist jel disk icine dokiilerek kuyucuk tarag yerlestirilirve jelin polimerlesmesi igin
yaklagik 30 dakika beklenir.Sonra tarak ¢ikarilir ve disk elektroforeze yerlestirilir,lizerine
hazirlanan yiiriitme tamponu konulur.15 pl yiikleme tamponu ile 151 enzim Srnegi
kangtrip S-S baglarim kirmak icin birkag dakika 95 °C’deki su banyosunda tutulur ve
kuyucuklara verilir.Bir kuyuyada test olarak aym sekilde hazirlanan BSA ¢6zeltisi
konulur.Sonra akim uygulanarak yaklagik 1 saat beklenir.Bu siirenin sonunda disk
elektroforezden ¢ikanlarak jel yikanir ve boya ¢bzeltisine konulur.50-60 °C°de 30 dakika
beklendikten sonra destraing buffer’da bantlar g6zlenir(Sekil 3.20).

3.4 a-Amilazzn Fluoresans Spektrofotometresiyle incelenmesi
3.4.1 Farkh pH’lardaki tampon ¢ozeltilerde yapilan inceleme

0.05M CH3COOH ¢bzeltisinden pH 3,4,5 olan tamponlar; 0.05 M NaH,PO, ¢6zeltisinden pH
6,7,8 olan tamponlar; 0.05 M Tris ¢dzeltisinden pH 9 olan tampon ve 0.025 M NaHCO;
¢Ozeltisinden pH 10,11 olan tamponlar hazirlandi.

A)Bu tamponlar i¢inde ayr1 ayri hazilanan 1g/25ml enzim ¢bzeltisinden 5ml almp 3 ml
tampon ilave edildikten sonra kabaca pH ayarlamas: yapid: ve yine tampon ¢ozeltisi ile
hacim 10 ml’ye tamamlandi.Iglem tamalandiginda son pH degeri tekrar &l¢iildii ve kaydedildi.
Farkh pH’larda hazirlanan enzim ¢Ozeltilerinin (defisen sicakhiklarda) ‘time-master’
spektrfluorometre ile 298nm uyarmada TRES(Time Resolved Emission Spectra) ve ‘decay’
spektrumlar1 alindi. TRES’den maksimum noktadaki fluoresans giddet degerleri okundu ve
yine bu noktalardaki decay spektrumlarindan yararlanarak fluoresans dmiirleri hesaplandi. Bu
degerler ile ¢bzelti pH’lann arasinda ¢izilen grafikler Sekil 3.6, Sekil3.7, Sekil 3.8°da
verilmigtir.
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B)Yine bu tamponlarda ayn ayr hazrlanan farkh pH’lardaki enzim ¢Ozeltilerinin 280
nm’deki absorbans degerleri okunarak, fluoresans gabsmasi igin A= 0,05-0,15 olan
Srnekler hazirlandi. Bu amagla, yani absorbansi yaklagik 0,1 olan Srneklerin elde edilmesi
icin, tamponlarda 1g/25ml olarak hazirlanan ¢zeltilerden 150pl almp 5ml’ye tamamland:.
Spektrofluorometrede(Steady State) bu Orneklerin 290nm ve 300 nm uyarma yapilarak
degisen sicakhklarda emisyon spektrumlan alindi Maksimum dalga boyundaki fluoresans
siddetleri kaydedildi. Fluoresans siddetleriyle pH arasmda ve maksimum noktalarn dalga
boylartyla pH arasinda grafikler izildi(Sekil 3.13, Sekil 3.14, Sekil 3.15, Sekil 3.16).

3.4.2 Tampon ortaminda farkh sicakhklarda degisimin incelenmesi

A)Yukarda verildigi gibi, farkh pH’lardaki tampon ¢ozeltiler iginde hazirlanan ve 280
nm’deki absorbansi yaklagik 0,1 olan enzim ¢zeltileri hazirlandi. Spektrofluorometre(Steady
State) ile, 10,20,30,37,40,45,50,55,60,65°C sicaklikta, 290 nm ve 300 nm’de uyarma
yaptlarak emisyon spekrumlar1 almi.Yine maksimum noktadaki fluoresans siddetleri ile
sicaklik, ve ayrica maksimum nokta dalga boyu ile sicaklik arasinda grafikler ¢izildi(Sekil
3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12).

B)Farkh pH’lardaki tampon ¢dzeltiler iginde hazrlanan 1g/25ml enzim ¢Szeltilerinden 400ul
almip tampon ¢dzelti ile 4ml’e tamamland: (10 kat seyrelttik). Degisen sicakhk degerlerinde
(10,20,30,37,40,45,50,55,60,65°C) 298nm uyarmada zamanayirmmh (TRES)fluoresans
spektrumlari almdi. Bu spektrumlardaki maksimum dalgaboyu ile bu dalga boyundaki
fluoresans siddetleri okundu ve fluoresans Omiir (lifetime) hesabi yapildi Sicakhfia karst
emisyon siddetler ilefluoresans Omiirleri arasmda grafikler ¢izildi(Sekil3.3,9¢ekil 3.4,Sekil
3.5).

3.5 Enzim-Polimer konjugatlarmin olusturulmas:
Dekstran siilfatm sudaki ¢ozeltisine NalO4 eklendikten sonra kangim 20 °C’de 5 saat

kangtmldi. Elde edilen yiikseltgenmis iirlin 24 saat dializ iglemine birakildi. Sogutarak
kurutma ile (liyofilizatér) aldehid gruplar bulunduran polimer elde edildi.



Periyodat ile yiikseltgenmis dekstran

Aldehid gruplann bulunduran dekstran ile konjugat olusturmak iizere, enzim/polimer mol
oranlar1 10,20 ve 30 olarak alindi. Bu iglemler igin gerekli enzim miktarlar1 asagida verildigi

gibi hesaplandi.

Nprotein Cprot . MApol

Dpofimer ~ Cpol - MAgprot

Cpoi= 0,1g/100ml=1g/ml
MAp=500000
MAro=50000

N Cprot. 500000
-——= =10
np 1.50000

Corot= 1mg/ml (olmasi gereken miktar)

Cprotein(enz) mol oram
1mg/ml 10
2mg/ml 20
3mg/ml 30

a-Amilaz 8rneginin protein igerigi % 16,5 oldugu igin,
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c1=1.100/16,5

- 6,06mg/ml Cprotein mol oram
c2=2.100/16,5 6,06 mg/ml 10

12, 12mg/ml 12,12 mg/ml 20
c3=3.100/16,5 18,18 mg/ml 30

= 18,18mg/ml

Bu konsantrasyonlarda hazrlanan enzim g¢dzeltilerinden 1ml ahndi ve aldehid gruplan
bulunduran polimer ¢Ozeltisinden de (2mg/ml) I1ml eklendi. Reaksiyon igerifi siirekli
kangtirma ile 20 °C’de 8 saat bekletildi. Aldehidin karbonil grubu ile proteinin amin grubu
arasinda kondensasyon reaksiyonu gerceklesmesi sonucu, bir shiff baz1 olan enzim-polimer
konjugat: elde edildi.

3.5.1 Enzim-polimer Konjugatlannin Aktivite Tayini

Enzim-polimer konjugatlarmmn, daha &nce satin alnan saf enzim i¢gn uygulanan yontemde
oldugu gibi farkh pH’lardaki aktiviteleri tayin edildi. Ortamin pH degerine bagh olarak
aktiviteler agagdaki tabloda verildigi gibi elde edildi.

AKTIVITE
Dpeot./Dpol.

pH 10 20 30
2,5 0 0 0

3 16,46 15,58 [14,77
4 21,49 24,29 (17,20
5 20,82 |25,18 |14,25
7 0 0 0

Aktivite ile pH arasinda gizilen grafikler Sekil 3.21°de gsterilmigtir.
3.5.2 Dializ islemi
Satin alnan amilaz enziminin igerisinde %16.5 protein ve %83.5 tuz bulundurdugu belirlendi.

Enzim Orneginin igindeki tuzu uzaklagtirmak icin dializ yapildi. Bunun igin 6nce agagida
verilen a ve b fosfat tamponlar hazirlandi.
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a) 27,2g KH2PO, + 400ml H,O

b) 52,2g K2HPO, + 600ml HO

b ¢dzeltisinin tamam almip iizerine a ¢dzeltisi eklenerek pH 7,2’e ayarlandi. Bu hazirlanan
fosfat tamponundan 20 ml almp 5ml’ye tamamlanarak tuzsuz PBS tamponu elde edildi
Enzim Ornedi ve 10,20,30 mol oranlarinda hazirlanan enzim-polimer konjugatlan dializ
membranina konuldu. Bu membranlarm iki ucu baglanarak tuz igermeyen PBS tamponu igine
birakildi ve karigtirma saglanarak +4°C'deki soguk odada bir gece bekledildi.

Diyaliz edilmig enzim &rneginin ve enzim-polimer konjugatlarmm aktiviteleri ise asagidaki
tabloda verildigi gibidir. Aktivite ile pH arasinda ¢izilen grafikler de $ekil 3.22°de verilmigtir.

Dprot/Mpol Enzim &rn.
rH 10 20 30
2,5 0 0 ] 0
3 7,82 9,08 14,69 (44,23
4 15,87 |20,82 [19,56 {39,80
5 7,60 11,44 |17,06 |31,24
7 0 0 0 4,06

3.5.3 Elektroforez iglemi

Farkh oranlardaki enzim-polimer konjugatlar1 ve standart olarak enzim &rneginin pH 8.8
ortamindaki elektroforezi, daha 6nce enzim Orneklerine uygulandifi gibi yapildi. Enzim-
polimer mol oranlarma gére baglanan ve baglanmayan protein varhf: hakkinda bilgi
edinildi(Sekil 3.23)/.

3.5.4 Enzim / Polimer Konjugatlan icin 'Steady State' Fluoresans Cahsmasi

Dializli ve dializsiz enzim-polimer konjugatlarmm, 280 nm’deki absorbanslari yaklasik 0.1
olacak  gekilde farkh pH’lardaki tamponlar iginde ¢bzeltileri hazirlandi
Spektrofluorometre(Steady State) ile, ayn ayn her &rnegin 10,20,30,37,40,45,50,55,60,65°C
sicakhk degerlerinde, 290 nm ve 300 nm’de uyarma yapilarak emisyon spekrumlarn alindi.
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Bu spektrumlardan yararlanarak maksimum noktadaki fluoresans giddetleri ile sicaklik, ve
ayrica maksimum noktadaki dalga boyu ile sicaklik arasinda grafikler ¢izildi. Aym grafikler
pH’ya bagh olarak da alindi(Sekil 3.24-70).
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

1. Deneysel ¢ahsmaya Aspergillus oryzae a-amilazinm izoelektrik noktas: tayin edilerek
baglandi. a-Amilazin 0,1N NaOH ile titrasyonu sonunda gizilen titrasyon egrisinden pl degeri
yaklasik 6,5 olarak belirlendi(Sekil 3.1).

2. Farkh pH’lardaki tampon ¢6zeltilerde satin alinan, %16,5 protein ve %83,5 tuz igeren saf
enzimin aktivite deZerlerini tayin etmek {izere denemeler yapildi(Sigma Quality Test Control
Procedure). Aktivite tayini iin literatiirde verilen yontem dikkate alnarak, enzim Srnekleri
(%83,5 tuz iceren) 6,7mM NaCl i¢inde ¢oziilerck, denemeler bir de bu kosulda farkh
pHlardaki ¢bzeltilerde tekrarlandi. Elde edilen aktivite degerleri ve kullanilan tampon pH'lart
arasinda grafikler ¢izildi. Boylece a-amilazin optimum pH aralifa belirlendi. Ek olarak tuz
eklenmeyen (yani 6,7 mM NaCl’de ¢6ziilmeyen) tamponlar ile yapilan denemelerde a-amilaz
pH 4'de maksimum aktivite g6sterirken, tuz eklenen tamponlarda bu degerin pH5’de oldugu
g6zlendi(Sekil 3.2).

3. Denatiire edici kosullarda (SDS-PAGE) yapilan elektroforez igleminde literatiirdeki gibi o-
amilaza ait 5 bant goriildii(Kazuhika, vd. 1993). Bu da a-amilazm 5 alt iinitesi (subunit)
oldugu anlamina gelmektedir. Ayrica farkh pH’larda poliakrilamid jel kullamilarak yapilan
dogal elektroforezde enzimin davramsg: incelendi. Amilaz enziminin pH 8.8 ortamma ilgisinin
en fazla oldugu goriildii(Sekil 3.19).

4. Farkh pH’larda tamponlar kullamlarak hazirlanan o-amilaz  ¢dzeltilerinin
10,20,30,37,40,45,50,55,60,65°C sicakliklarida ‘steady-state’ spektrofluorometrede 290
ve 300 nm dalga boylarmda uyarma ile emisyon spektrumlari elde edildi. Alman
spektrumlarin maksimum noktalarmdaki fluoresans giddetleri ve bu noktalarm bulundugu
dalga boylan okundu. Cozeltilerin pH degerleri ile fluoresans siddetleri ve yine pH
degerleri ile kaydedilen dalga boylar1 arasmda grafikler ¢izildi(Sekil 3.13, Sekil 3.14,
Sekil 3.15, Sekil 3.16). Ayrica ¢ozeltilerin sicakliklar ile fluoresans siddetleri ve ek
olarak bu sicakliklar ile maksimum noktalarm bulundufu dalga boylan arasinda grafikler
elde edildi(Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12).

5. 'Time Master' spektrofluorometre kullamlarak, yukarida belirtilen ¢6zeltilerin 298nm
dalga boyunda uyarma yapilarak TRES spektrumlan ve bozunma(decay) grafikleri alinds.
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TRES emisyonlannin maksimum noktasimn bulundugu dalga boylarinda uyarma
yapilarak elde edilen bozunma grafiklerinden fluoresans dmiirleri(lifetime) hesapland:.
Cozeltilerin pH degerleri ile TRES spektrumlanimn maksimum noktalanindaki fluoresans
siddetleri ve ayrica bu pH degerleri ile elde edilen fluoresans dmiirler arasinda grafikler
cizildi(Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8). Cozeltilerin sicakliklan ile fluoresans siddetleri ve
ayrica bu sicakliklar ile maksimum noktalanin bulundugiu dalga boylan arasinda grafikler
elde edildi(Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5).

Incelenen Aspergillus oryzae o- amilaz enzimi dokuz adet triptofan igermektedir. Bu
triptofanlarin molekiilde bulundugu yere, dolayisiyla ortamun pH’si ya da sicakhigh
degistifinde molekiiliin aldifi forma bagh olarak, bu amino asidlerin bulunacag konuma gore
fluoresans spektrumlarinda farkhhiklar olmasi beklenir(Chadborn, 1999). Hazrlanan a-
amilaz c¢ozeltilerinde triptofan fluoresanst esas alinarak, steady-state ve time-master
spektrofluorometre ile elde edilen sonuglarin birbirini destekledigi goriildi.. ‘steady state'
fluoresans spektrumlarinda pH deZerlerinde safa kaymalar(red shift) enzim molekiilliniin su
ile daha fazla oranda temasta oldufunu, sola kaymalar( blue shift) ise molekdliin ve
bulundurdufu triptofanlann su ile temasimin azaldifim gostermektedir. Emisyon
spektrumlarmin giddetlerindeki azalma veya artmalar ile de suyun 'quenching' etkisi,
dolayistyla molekiiliin yayilma veya toparlanma durumu izlenmigtir(Chadbom, 1999;Szabo,
1980).

A) 290 nm uyarmada, ‘Steady state’ spekirofluorometre ile alinan sonuglar:

-pH’ya b larak deflisme;

Biitin sicakliklarda pH’nin artmasiyla dalga boyunda azalma yani sola dogru kayma gé6zlendi.
Bu da molekiiliin ynmaklagmasi, suyla temasimin azalmas: anlamina gelmektedir. Fluoresans
siddeti ise pH 5 degerinde bir maksimuma ulagtiktan sonra diigmeye bagladi. PH 7°de en
dugiik defere ulagt1 ve bu pH’dan sonra tekrar nzla artig gosterdi.

-Si a bagh o degisme;

pH 7 ve pH 9°da sicakhik artmasiyla dalga boyunda kayma gozlenmedi. PH 3 ve pH 5°de
sicaklik artmasiyla dalga boyunda safa dofru bir kayma gergeklesti. PH 7 ve pH 9°da formda
fazla bir degigme olmadigs, pH 3 ve pH 5°de ise sicaklik artmasiyla molekiilde agilma ve
suyla daha fazla temas oldufu soylenebilir. Fluoresans giddetinde ise pH 3,5,7 deferlerinde
yavas olarak diisme go6zlenirken, pH 9°da denatiirasyon nedeniyle olmal ki, hizladiigme
meydana geldi(Chadborn, 1999;Szabo, 1980).
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B) 300 nm uyarmada, ‘Steady state’ spektrofluorometre ile alinan sonuglar:

-pH” 1 0l isme:;

290nm uyarmadakine benzer gekilde pH’nin artmasiyla birlikte dalga boyunda azalma yani
sola dogiru kayma oldu. Fluoresans giddeti de 290 nm uyarmadaki ile aym sonuglar: verdi.

pH 3,7,9 degerlerinde sicaklifin artmasiyla dalga boyunda hemen hemen kayma gozlenmedi.
PH 5°de ise 50°C’de dalga boyunda ani bir artma yani saga dogru kayma (molekilde agiima)
meydana geldi. Fluoresans giddeti ise 290 nm uyarmadakine benzer sonuglar verdi.

C) 'Time-master' spektrofluorometre ile alinan TRES sonugclar::

Hemen her sicakhkta, pH 5 - 7 arasinda fluoresans siddetinde maksimum bir artig ve bu
pH’lardan sonra diigme gozlendi. Sicakliin artmastyla ise her pH deferinde diizenli bir
diigme oldu. Bu durum denatiirasyonla birlikte siddet de azalma seklinde degerlendirilebilir.

37°C’ye kadar biitiin pH’larda dalga boyunda kayma gozlenmedi fakat bu sicakliktan sonra
ani bir diigme oldu. PH 3 degerinde 30°C’den sonra emisyon gergeklesmedi.

Fluoresans 6miir ise, pH’mn artmasiyla birlikte hemen her sicaklikta 6nce pH 5-7 dolaymda
bir maksimuma ulagma ve sonra azalma gosterdi. Maksimum omiir 37°C’den sonra bazen
safa, bazen sola kaymalar gosterdi Bu da 37°C’den sonmra denatiirasyon olarak
yorumlanabilir. Kabaca fluoresans 6mriin sicaklik artisi ile azaldifn sdylenebilir.

Enzim-polimer konjugatiarinin incelenmesi

a-Amilaz ve aldehit gruplan bulunan polimer arasinda gergeklestirilen reaksiyon sonucu
farkh mol oranlarinda (10,20,30) enzim-polimer konjugatlan elde edildi.

Enzim 6mefi ve enzim-polimer konjugatlan, igerifinde bulunan tuzu uzaklagtirmak
maksadiyla dializ yapildi.

6. Dializsiz ve dializli enzim-polimer konjugatlan ile dializ edilen enzim 6meginin, farkh
pH degerlerindeki aktiviteleri tayin edildi. Enzim 6meginin daha 6nce yapilan aktivite
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tayininde pH 3 de@ierinde sifir aktivite alinirken; konjugat olugturduktan sonra enzimin pH
3 degierinde de iyi bir aktivite verdigi gorildu($ekil 3.21).

Dializli enzim Ornefinin aktivitesinde de artma gozlendi. Aym gekilde dializli
konjugatlarda da aktivitenin oldufu pH aralihy genigledi. Ayrica dializli enzim 6megi pH
7°de de, az da olsa bir aktivite gosterdi(Sekil 3.22).

7. Farkli mol oanlarinda hazirlanan enzim-polimer konjugatlannin, en uygun ortam oldufu
belirlenen pH 8.8 ortaminda dogal elektroforezlerine bakildi. Sekil 3.23°de gorildign gibi
en iyi bajlanmann oldufu 10 orannda silik bir bant, 20 oraninda baglanmayan protein
varligindan dolayr daha koyu bir bant, 30 oraninda ise daha fazla baglanmayan protein
oldugundan en belirgin bant goriildi.

8. Farkh pH’lardaki tamponlar kullantlarak hazirlanan dializli ve dializsiz enzim-polimer
konjugatlarimn  10,20,30,37,40,45,50,55,60,65°C sicakliklarinda ‘steady-state’
spektrofluorometrede 290 ve 300 nm dalga boylannda uyarma ile emisyon spektrumiari
elde edildi. Alman spektrumlarin maksimum noktalarindaki fluoresans siddetleri ve bu
noktalarin bulundufu dalgas boylan okundu. Cozeltilerin pH degerleri ile fluoresans
siddetleri ve yine pH deferleri ile kaydedilen dalga boylan arasinda grafikler ¢izildi.
Ayrica gbzeltilerin sicakliklani ile fluoresans giddetleri ve ek olarak bu sicakliklar ile
maksimum noktalarin bulundufiu dalga boylan arasinda grafikler elde edildi(Skil 3.24-
70).

A) 290 nm uyarmada, ‘Steady state’ spektrofluorometre ile alinan sonuglar:

nzim-poli 1 orant 10 nj ici

-pH’ 10 degi

Biitiin sicakliklarda pH’min artmasiyla dalga boyunda pH 5°e kadar bir azalma yani sola dogru
kayma (blue shift) pH 5°den sonra artma ve pH 7’den sonra tekrar azalma gozlendi. Genel
anlamda sola dogru kayma goriindii(Chadborn, 1999). Bu da molekiiliin yumaklagmasi, suyla
temasmmn azalmasi anlamina gelmektedir. Fluoresans giddeti ise pH 5 deferinde bir
maksimuma ulagtiktan sonra diigmeye bagladi. PH 7°de en diisiik degere ulagti ve bu pH’dan
sonra tekrar hizla artig gosterdi.

-S1 degisme;
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Biitiin pH’larda 55°C’ye kadar dalga boyunda belirgin bir kayma gézlenmedi. Bu sicakhiktan
sonra dalga boyunda az miktarda sagia dogiru bir kayma gerceklesti. Fluoresans siddetinde ise
pH 3,57 degerlerinde yavag olarak diisme gozlenirken pH 9°da denatiirasyon nedeniyle
olmal: ki, hizla diiyme meydana geldi.

-pH’ 1 ol igme;

Dalga boyu kaymas: konusunda dializ edilmeyen konjugatla benzer bir defisme oldugu
goriildii. Yani genel manada sola dogru kayma oldugu suyla temasin azaldify soylenebilir.
Fluoresans siddeti ise pH 5°e kadar arti§ sonra azalma geklinde gergeklesti.

-Si 1 olarak defigme;

pH 3 degierinde sicaklik artmasiyla dalga boyunda degigme olmadi. pH 5,7,9°da ise 55°C’den
sonta hizla bir artig yani saja kayma gbzlendi. Fluoresans giddetinde de butiin pH’larda
sicaklik artig1 ile diigme g6zlendi.

-pH’ya bagh olarak degisme;

55°C’ye kadar biitiin sicakliklarda dalga boyunda pH 7°¢ kadar artma sonra azalma gozlendi.
55,60,65°C’lerde ise denatiirasyondan dolay: olmali ki defisim buna benzer fakat daha
diizensiz gorilmektedir. Fluoresans giddetleri ise yine aym sicakliklarda pH 5°de bir
maksimum verdikten sonra pH 7’ye kadar azaldi, bu pH’dan sonra tekrar hizhi bir artig
gosterdi. 55,60,65°C’lerde durum yine denatiirasyonu gostermektedir.

=91CaKiiga Dagll olarak degisme.

Sicaklik arttik¢a pH 3,5,7°de 50°C’ye kadar dalga boyunda bir deffisme olmadi, bu sicakliktan
sonra saffa dofiru kayma gozlendi. pH 9°da ise 30°C’ye kadar saga kayma, sonra sola kayma
gergeklesti. Fluoresans siddetinde de biitiin pH’larda sicaklik artist ile diisme g6zlendi.

-pH’ya 1 degtisme:
Biitiin sicakhiklarda dalga boyu pH 5’¢ kadar azaldi, bu pH’dan sonra artmaya bagladi,
Fluoresans giddetlerin de aynt gekilde pH 5°e kadar azalma sonra artma gozlendi.
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-S1 a o degi

pH 5,7,9 da dalga boyunda 37°C’ye kadar yavas bir azalma yani sola kayma oldu. pH 3 de ise
sicaklik artigiyla siirekli safia kayma gozlendi. Fluoresans giddetleri de sicaklik artigiyla
azalma gosterdi.

=pH’ya bafih olarak defiisme;

55°C’ye kadar biitim sicakliklarda dalga boyunda pH 5’e kadar azalma sonra artma gézlendi.
55,60,65°C’lerde ise, pH 5’den sonra hizla ani bir artma ve pH 7’den sonra tekrar hizla
azalma oldu. Fluoresans siddetler de biitiin sicakliklarda pH arttikca genel manada bir artma

gergeklesti.

:

pH 3,79
geldi. Ancak pH 7°de 50°C’den sonra uzla safa dofiru kayma oldu. pH 5 de ise 37°C’ye
kadar yavag bir safa kayma sonra azalma ile sola kayma ve 55°C’den sonra tekrar saga kayma

gerceklesti. Fluoresans siddetlerde de, butiin pH’larda sicaklik artigt ile birlikte azalma
gosterdi.

-pH’ 1

Biitim sicakliklarda dalga boyunda pH 5’de bir maksimum verdikten sonra lmzla azalmaya
basladi. pH 7°den sonra tekrar artma oldu. Fluoresans giddetler de pH’mn artmastyla artma,
pH 7°den sonra yavag bir azalma goriildii. 60 ve 65°C’lerde siddetteki degisme kaybolmaya
bagladi.

=51 abagli o efisme;

Biitiin pH’larda sicakhk artistyla dalga boyunda belirgin bir kayma gozlenmedi. 50°C’den
sonra saga dogru bir kayma oldu. Fluoresans giddetinde ise sicakhk artis1 ile birlikte azalma
gorildo.

A) 290 nm uyarmada, ‘Steady state’ spektrofluorometre ile alinan sonuglar:

BEozim-polimer mol oram 10 alinan konjugat igin;
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-pH’ya bagl: olarak degisme;

Biitiin sicakliklarda pH’nin artmasiyla dalga boyunda pH 5°¢ kadar bir azalma yani sola dogru
kayma (blue shift) pH 5°den sonra artma gbzlendi. Fluoresans giddeti ise pH 5’ kadar pek
bir defisme olmazken bu pH’dan sonra hizla artma meydana geldi.

-Si 1 isi

Dalga boyunda ve fluoresans siddetindeki deffismede, 290nm uyarmada ki ile ayn: sonuglar
elde edildi.

Enzim-polimer mol 10 alinan diyalizli konjugat ici

-pH’ya bagh olarak defiisme;

Dalga boyunda ve fluoresans giddetindeki degigmede, 290nm uyarmada ki ile aym: sonuglar
elde edildi.

-Sicaklifa bagh olarak defisme;

Sicakhk arttkca pH 3,5,7°de dalga boyunda artig yani safa kayma oldu. pH 9°da
denatiirasyondan olmali ki 60°C’ye kadar azalma(sola kayma) sonra artma (saga kayma)
gerceklesti. Fluoresans giddetinde de biitiin pH’larda sicakhik artisi ile diigme gozlendi.

Enzim-polimer mol oram 20 alinan konjygat icin:

-pH’ 10l degisme;

55°C’ye kadar biitiin sicakliklarda dalga boyunda pH 7’e kadar azalma sonra artma gdzlendi.
55,60,65°C’lerde ise, pH 5’de bir maksimum olmadifindan dalga boyu sifira digti.
Fluoresans giddetler de yine aym: sicakliklarda pH 5°de bir maksimum sonra azalma ve pH
7’den sonra tekrar artig gozlendi. 55,60,65°C’lerde ise, pH 5°de bir minimum verdikten sonra
artmaya baglads.

=Sicakha bagh olarak degisme;

Sicaklik arttikga pH 3,5,7°de dalga boyunda fazla bir degigme olmazken pH 5°de 50 °C’den
sonra hizh bir diiyme gozlendi. Fluoresans giddetinde de biitin pH’larda sicaklik artig1 ile
disme gozlendi.

Enzim-polimer mol oram 20 divalizli konjugat icin:
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-pH’ya bagh olarak degisme;
Dalga boyundaki degismede, 290nm uyarmada ki ile aym1 sonuglar elde edildi. Fluoresans

siddetler de pH 5’e kadar yavag bir azalma sonra artma ve pH 7°den sonra da lzla diisme
gozlendi.

=St a bagih olarak de@isme:;

Sicaklik arttikca pH 3,5,7 de dalga boyunda saga kayma, pH 9 da ise 45°C’ye kadar saga
dogru sonra sola dogru kayma gozlendi. Fluoresans giddetler ise, 290nm uyarmadaki ile aym

sonuglan verdi.

Enzim-polimer mol oram 30 alinan konjugat igin;

-pH’ya bagh olarak degisme;
Biitiin sicakliklarda dalga boyunda pH ‘nin artmasiyla artma gézlendi. pH 5°den sonra yavas

bir azalma ve sonra tekrar artma oldu. 65°C de denatiirasyon sebebiyle olmali ki pH 7°den
sonra diigme goriildii. Fluoresans siddetler ise, 290nm uyarmadaki ile ayn1 sonuglan verdi.
-Sicakli3a bagh olarak defisme;

Sicaklik arttikga pH 5,7,9 da dalga boyunda saga kayma olurken, pH 3 de ise bir degisme
olmadi. Fluoresans giddetlerinde ise artan sicaklik ile birlikte azalma gériildii.

Enzim-polimer mol oram 30 alinan dializli konjugat icin;

-pH’ya bagh olarak degisme;
Biitlin sicakliklarda dalga boyunda pH 5’e kadar azalma sonra pH 7’¢ kadar artma ve bu

pH’dan sonra tekrar azalma gozlendi. Fluoresans siddetler ise, 290nm uyarmadaki ile aym

sonuglan verdi.

-Sicakh@a bagh olarak degisme;
pH Sve 9 da sicaklik artigiyla dalga boyunda gok az bir azalma yani sola kayma olurken pH 3

ve 7 de yavag bir artma yani saga kayma oldu. Fluoresans siddetler ise, 290nm uyarmadaki

ile aym sonuglan verdi.
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5. KULLANILAN CIHAZLAR VE KIMYASAL MADDELER
5.1 Kullanilan Cihaziar

-“Time Master” PTI C71 model spektroflorometre(YTU)

~“Quanta Master” PTI marka spektrofluorometre(TUBITAK)
-Aktivite tayininde Clifton marka calkalamah su banyosu(YTU)

-UV-Vis Spektrofotometre, Philips PU 8700 UV-visible, Kiivet 10-10,45 mm Hellma, 100-
QS(YTU)

-Cary 3Bio UV-Visible Spektrofotometre(TUBITAK)

-Bio-Rad marka mini protean Elektroforez(TUBITAK)

- “Gel Driver” Jel Kurutucu EC355 E-C Apparatus Corporation(TUBITAK)
-Cyber Scan marka pH metre(YTU)

-Schott CG840 model pH metre(TUBITAK)

-Jenway 6061 model Kolorimetre(YTU)

-Analitik Terazi Agust Sauter D-7470(YTU)

-Kermanlar RCA marka magnetik kanstirici TUBITAK)

-Volac marka Dijital Mikro-pipet seti(YTU)
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5.2 Kullamilan Maddeler

Aspergillus oryzae a-Amilazi, NaOH, Sitrik asid, Asetik asid, NaH,PO4, NaHCO3, Tris,
nigasta, Sodyum-Potasyum Tartarat, 3,5-Dinitrosalisilikasid, Maltoz standarti, NaCl,
Akrilamid, Bisakrilamid, Amonyum Persiilfat, Gliserin, Bromfenolblue, Glisin, Temed, SDS,
B-Merkaptoetanol, Dekstan siilfat, NalO,, Fosfat tamponu, PBS
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NaOH(ml) pH
0,05 2,35
0,1 245
0,15 2,6
0,2 2,81
0,25 3,18
0.3 4,83
0,35 9,46
0,4 10,57
0,45 10,92
0,5 11,12
0,55 11,27
0,6 11,39
0,65 11,46
0,7 11,54
13
12 -
11 4
10 -
9 -
8 |
7 a
o
|1=6,5
o 6 1 p
5 -
4 -
3 .
2 _
11
0 T L T T T T T 1
0 01 02 03 04 05 06 07 08
ml NaOH

Sekil 3.1 Alfa-Amilazin izoelektrik noktasimin tayini igin 0,1N NaOH ile titrasyonu
(0,1g enzim/10ml des. Su)
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_pH _Aktivite(U/mg) Aktivite (NaCl iceren)
2 0 0
35 2,21 1,25
4 3663 18,68
5 2378 27,22
6 13,34 14,89
7 0 59
9 0 0
1 0 0
40
—o—enzim 6megi
35 - —o—6,7mM NaCl igeren
enz.omegi
30 |
258
£
= 20 4
e
<
15
10
5
O J” T Lol g T T T
0fT.2 34 56 78 910112

pH

Sekil 3.2 Alfa-Amilazin farkl pH'larda aktivite tayini




sicaklik  Fluoresans
siddet(pH 3)

10
20
30

31,21
20,24
21,87

[= R =R f-R«loile]

45

Fluoresans
siddet(pH 5)

82,16
75,63
73,78
57,84
48,64
42,06
33,68
17,36

4,64

4,53

Fluoresans
siddet(pH 7)

88,78
70,64
65,68
53,69
49,63
35,025
32,71
29,9
13,11
13,44

Fluoresans siddet
3

w
o
L

N
(<)

10 4

30 40
Sicakiik

50

Fluoresans
siddet(pH 9)

34,98
35,47
30,81
31,02
27,97
28,17
19,85

9,34
29,19
10,65

Sekil 3.3 Farkli pH'lardaki alfa-amilaz ¢ozeltilerinin sicaklik ile fluoresans siddetlerinin
degisimi (Time-Master spekirofluorometreden yararlanarak)
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Sicaklik max dalgaboyu  max. dalga boyu max. dalga boyu max. dalga boyu

(PH 3) (pH 5) (PH7) (pH9)
10 33425 329,7 327 334
20 33525 3295 327,5 334
30 335 329,7 331,25 334
37 0 3295 326 335
40 0 331 327,75 332
45 0 331,5 330 328,5
50 0 331,25 337 335
55 0 333,75 331,75 335
60 0 338,25 343 388,25
65 0 346,75 343,75 357,5
450 - —o—pH 3|
—o=nk5
400 —2—pH 7
A == pHS
[\ i
350 /
300 -
3
? 250
a
©
=)
® 200
(=]
150 -
100 A
50 4
0 T T T — w E d 1
0 10 20 300 40 50 60 70O
Sicaklik

Sekil 3.4 Farkli pH'lardaki alfa-amilaz gozeltilerinin sicaklik ile max. noktalardaki
daiga boylarimn degisimi (Time-Master spektrofluorometreden yararlanarak)
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sicaklik fluoresans 6mar fluoresans émur fluoresans émir fluoresans or
(PH 3) (pH 5) (pH7) (pH 9)
10 1,118 2,916 2,606 2,759
20 1,358 2915 2,282 2,452
30 0,279 2,064 1,987 1,297
37 0 1,735 2,61 2,561
40 0 2,413 1,965 2,506
45 0 2125 1,669 0,985
50 0 1,843 2,183 0,78
85 0 1,027 1,61 0,418
60 0 1,587 0,65 0,315
65 0 0,853 1,489 0,491
3,5
- —o—pH 3|
=2 ol ]
=2=pH
= 25, e pi
o -
£
=
[
| bt
| 4 2
| B
=
=
o)
215
©
n
S
]
=
L
0,5 4
0 E R T T S Y S |
0 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik

Sekil 3.5 Farkli pH'lardaki alfa-amilaz ¢ozeltilerinin sicaklik ile fluoresans dmurlerinin
degisimi (Time-Master spektrofluorometreden yararlanarak)
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Fluoresans siddetler

pH 10°C 20°C 30°C 37°C 40%C 45°C 50°C 355°C 60°C 65°C
3,11 31,21 20,24 21,87 0 0 0 0 0 0 0
5,16 82,16 7563 73,73 57,84 4864 42,06 3368 17,36 4,64 6,52
7 88,78 70,64 6568 53,69 49,63 35 32,71 29,9 13,11 13,44
9 34,98 3547 30,81 31,02 27,97 28,17 19,85 9,34 29,19 10,65
sicaklik(T)
——10
—0—20
100 ~
—4—30
90 3* 37
—%—40
80 - s
L0 4
E
T 60 -
un
g
S 50 -
n
2
5 W
T8
30 -
20
10/
0
2

Sekil3.6 Degisen sicaklik degerlerinde, alfa-amilaz g¢ézeltilerinin pH ile fluoresans
siddetlerinin degisimi (Time-Master spektroflorometreden yararlanarak)
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Max. Noktadaki Dalga boylari

oH 10°C 20°C 30°C 37°C 40°C 45°C 50°C 55°C 60°C 65°C
3,11 334,3 3353 235 0 0 0 0 0 0 0
5,16 329,7 3295 329,7 3295 331 331,5 331,25 333,8 338,3 346,75
Y& 327 3275 33125 326 327,8 330 337 3318 343 3438
9 334 334 334 885 332 328,5 335 335 388,2 357,5
sicaklik(T)
—o—10
—a—20
450 "
400 S
—%— 40
—e—45
350
50
300 | =55
——60
=
3 250¢ =455
£
S
= 200
[a]
150 |
100 -
50 -
0 Y e SRR |
2 8 4 & © 7 @ 9 o
pH

Sekil3.7 Degigen sicaklik degerlerinde,alfa-amilaz ¢ozeltilerinin pH ile maksimum
noktadaki dalga boylarinin degisimi (Time-Master spektroflorometreden yararlanarak)
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Fluoresans siddetler

pH 105¢ 20°C 30°C 37°C 40°C 45°C 50°C 55°C 60°C 65°C
311 1,118 1,358 0,279 0 0 0 0 0 0 0
5,16 2916 2,915 2,064 1,735 2413 2125 1,843 1,027 1,587 0,532
7 2606 2282 1,987 261 195 1669 2183 161 065 1,489
9 2,759 2,452 1,297 2561 2506 0,985 0,78 0,418 0,315 0,491
sicakiik(T)
—— 10
35 ——20
30
—3t— 37
3 —%— 40
—o—45
w25 ——50
£ —55
R
:g —60
5 2 F¢ 68
£
Q
2
515
0
2
S
g |
0,5

Sekil3.8 Degisen sicaklik dederlerinde,alfa-amilaz ¢ézeltilerinin pH ile fluoresans
émdurlerinin degisimi (Time-Master spektroflorometreden yararlanarak)
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Fluoresans siddetleri
Sicakiik pH3 pHS pH7 pH9

10 2,549 8,139 3,457 51,95
20 2,438 7,695 3,457 29,09

30 2,023 7,69 3,325 32,59
87 1,264 6,631 3,018 34,01
40 1,054 6,14 291 31,64

45 0,0858 4,748 2,71 27,87
50 0,0858 4,666 2,702 27,87
55 0,0748 4,093 2,286 20,78
60 0,072 3,848 2,009 18,51
65 0,0717 3,438 1,247 10,39

—o—pH 3
10" —o—pH 5
pH 7
601 —¢ph 9 |
50
w408
[
°
o
)
= 30 4 .
» >
2
o
=
=201 e
10 o

Ol—%ﬁ

0 {10 20 30 40 50 60 7O

Sicakhk J

Sekil 3.9 Farkli pH'lardaki alfa-amilaz cozeltilerinin( 300nm uyarmada) sicaklik ile
fluoresans siddetlerinin degisimi (Steady-state spektrofluorometreden yararlanarak)




max. noktadaki dalga boylari

33

Sicaklik pH 3 pH5 pH7 pH9
10 333,8 330,6 329,7 3271
20 3338 331,6 329,7 325
30 333,8 331,6 328,7 325,9
37 333,1 331,9 328,7 326,1
40 3331 331,9 328,7 325,9
45 334,1 331,6 328,7 325,6
50 334,1 331,6 327,8 3256
55 334,1 339,4 328,1 325,6
60 3344 3394 3275 325,6
65 334,1 340,1 328,7 325
[—o—pH 3
——pH 5
a—pH 7
342 - [==DhE
340 |
338 -
_..1386 +
£
=
S 334
>
3]
a
©
k) 332
©
(=]
330 i
"B A4, A
328 N B
326
324 S 7] T T T T T ==S§T A=’
0 10 20 30 40 50 60 70
Sicakhik

Sekil 3.10 Farkh pH'lardaki alfa-amilaz cozeltilerinin( 300nm uyarmada) sicaklik ile max.
noktadaki dalga boylarinin degisimi (Steady-state spektrofluorometreden yararlanarak)
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Fluoresans siddetleri

Sicaklik pH3 pHS5 pH7 pH9
10 10,09 29,8 12,95 1733
20 9,864 29,8 12,95 164,4
30 7,121 28 11,85 130,4
37 1,264 26,61 11,43 122,3
40 3,99 221 10,53 157
45 3,741 20,63 10,25 98,71
50 2,854 15,55 9,327 92,1
56 2,715 14,49 8,659 7557
60 1,94 1,71 6,581 55,1

65 1.912 1113 5,438 36,84

10* ——n—-pHS

200
180

160

120 |
100

80

Fluoresans siddet

60

Sicaklik

Sekil 3.11 Farkli pH'lardaki alfa-amilaz ¢ézeltilerinin( 290nm uyarmada) sicaklik ile
fluoresans siddetlerinin degisimi (Steady-state spekirofluorometreden yararlanarak)
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max. noktadaki dalga boylari

Sicaklik pH3 pH5 pH7 pH9
10 334,7 330,3 3293 329
20 334,7 330,3 329,3 329
30 334,7 3312 3275 329

37 331,14 331,9 3284 328,8
40 3394 331,9 328,7 328,7
45 340,1 331,9 328,7 328,7
50 340,1 3328 327,8 328,7
85 3404 3372 3281 328,7
60 342,3 3379 3281 328,7

65 3417 337,9 328,1 329
344 -
| 342 | =epl#3
340 - o o
|=—pHY|
33814
3
=
S 336
>
o
a
3 334
©
(=)
332
330 |
S Wi T VI
328 -
326 T T T T T D 1
0. 90 20 30 40 50 60 7O
Sicaklik

Sekil 3.12 Farkli pH'lardaki alfa-amilaz ¢ozeltilerinin (200nm uyarmada) sicaklik ile max.
noktadaki dalga boylarinin degisimi (Steady-state spéktroflucrometreden yararlanarak)
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Fluoresans siddetler

pH 10°C. 20°C. _30°C _37°€C _40°%C 45C _50°C _55°C _60°C _65°C
3,11 2,549 2438 2023 1264 1,054 0,0858 0,0858 0,0748 0,072 0,0717
516 8,139 7695 769 6631 614 4748 4666 4,093 3848 3438
7 3457 3457 3325 3,013 291 2771 2702 228 2,009 1247
9 51,95 2009 3259 3401 3164 2787 27,87 2078 1851 10,39
. —o—10
10 —0— 20
30
60 —¢—37
—3¥— 40
—0—45
e 50
50 —55
----- 60
ES
40 |
o
e}
kel
@
2
£ 30
0
o
o
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fra
20
10
0
2

Sekil3.13 Degisen sicaklik degerlerinde,alfa-amilaz ¢ézeltilerinin(300nm uyarmada) pH ile
fluoresans siddetlerinin degisimi (Steady-state spektroflorometreden yararlanarak)
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Max. Noktadaki Dalga boylari

pH 10°c _20°C _30°C 37°C 40°C 455C 50°C 55°C 60°C _65°C
3,11 3338 3338 3338 3331 3331 3341 3341 3341 3344 3341
5,160 3306 3316 3316 3319 3319 3316 3316 3394 3394 3401
7 3207 3207 3207 3287 3287 3287 38278 3281 3275 3287
g9 3271 325 3259 326/1 3259 3256 3256 3256 3256 325
sicaklik
——10|
( —=—20
’ 342 30
ST
340 —¥—40
—e—45
338 =
55
=)
336 |—o—65 |
2
3 334 -
a
©
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328
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Sekil3.14 Degisen sicaklik degerlerinde,alfa-amilaz ¢ozeltilerinin(300nm uyarmada) pH ile
max. noktadaki dalga boylarinin degisimi (Steady-state spektroflorometreden yararlanarak)



pH

3,11
8,18

9

Fluoresans siddet
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Fluoresans siddetler

10°C 20°%C '30% B7°C 40% 45°C _50°C 55%C. 605E 651C

10,09 9,864 7,121 5154 3,99 3,741 2854 2715 1,94 1912

29,8 29,8 28 26,61 221 2063 15855 1449 11.71 11413

12,05 12,95 11,85 11,43 1053 10,25 9,317 8,659 6,581 5,438

173,3 1644 1304 1223 1157 98,71 92,1 7557 551 10,39

[——10]
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| 65
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Sekil3.15 Degisen sicaklik degerlerinde,alfa-amilaz gézeltilerinin(290nm uyarmada) pH
ile fluoresans siddetlerinin degisimi (Steady-state spektroflorometreden yararlanarak)
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Max. Noktadaki Dalga boylari
pH 10°%¢ _20°%€ _30°C 37°C 40°C 45°C 50°C 55°C 60°C _65°C

3,11  334,7 334,7 334,77 336 3394 3401 340,1 3404 3423 3417
516 3303 330,3 3312 3319 3319 3319 3328 3372 3379 8379
7 3293 3293 3275 3284 3287 3287 3278 3281 3281 3281
9 329 329 320 3288 3287 3287 328,7 328,7 3287 329

sicakhk
——10
——20
344 - 20
——37
342 4 —%—40
—~0=—148
340 —+=—=50
—=—55
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—o—65
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Sekil3.16 Degisen sicaklik degerlerinde,alfa-amilaz ¢ézeltilerinin(290nm uyarmada) pH ile
max. noktadaki dalga boylarinin degisimi (Steady-state spektroflorometreden yararlanarak)
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BSA

N

Sekil 3.17 a-Amilazin pH 4 ortammdaki dogal elektroforezi

enzim BSA

Sekil 3.18 a-Amilazm pH 5,5 ortammdaki dogal elektroforezi

enzim

i

&

Sekil 3.19 o-Amilazin pH 8.8 ortamindaki dogal elektroforezi
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Sekil 3.23 o-Amilaz-dekstran konjugatlarmmn pH 8.8 ortamindaki dogal elektroforezi
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AKTIVITE
/Myl

pH 10 20 30
2.5 0 0 0
3 16,46  |15,58  [14,77
4 21,49 2429 |172
5 20,82  [25,18 [14,25
7 0 0 0

40 —

—‘ —&—enz. 6rnegi
~—=-— konj.(10)
35 konj.(20)
= alarley) |

30

25%

20

Aktivite

{5 -

10

Sekil 3.21 Enzim/Polimer mol oranlari 10,20,30 olan konjugatlarin ve enzim 6rneginin farkli
pH'lardaki aktivite tayini
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AKTIVITE AKTIVITE
Dot /M), Enzim 6rn.
pH 10 20 30
25 0 0 0 0
3 7,82 9,08 14,69 (44,23
4 15,87  |20,82 19,56 (39,8
5 7,6 11,44 17,06 31,24
7 0 0 0 4,06
50 e
—e&—enz.6rnegi
—&— konj.(10)
45 4 konj.(20)
——konj.(30) |
40
35 -
30 -
2
2 25~
k4
<
20
15 A
10 A
5
0 | T T T g 0 1
O 4 9 @ 4 5 6 ¥ 8
pH

Sekil 3.22 Dializ edilen, enzim/polimer mol oranlari 10,20,30 olan konjugatlarin ve

enzim orneginin farkli pH'lardaki aktivite tayini
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Fluoresans siddetleri
Sicaklik pH3 pHS5 pH7 pH9

10 17,33 33,53 13,81 172,4
20 16,42 30,32 13,44 154,4
30 13,55 27,87 7,591 134,6
37 10,13 26,08 8,819 130,8
40 12,04 25,41 11,56 1252
45 11,69 23,05 10,87 112,4
50 10,63 21,44 9,924 100,4
55 9,975 18,91 8,778 88,32
60 8,816 14,45 5,126 55,73
65 8,111 11,9 3,98 45,81

10° —o—pH 3
—o—pH 5
200 5 | ===RH 7

|==pH9

180

160 - :\

140 - L
120 \
100 \\

80

Fluoresans siddeti

60

40 -

20

O\ T
0 10 20 8D 40 50 601 70

Sicaklik

T T T T

Sekil 3.24 Enzim/Polimer mol orani 10 alinan konjugatin(290nm uyarmada) farkli pH'larda,sicaklik
degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumlarinda,fluoresans siddetierinin degisimi
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max. noktadaki dalga boylari

Sicaklik pH3 pHS pH7 pH9
10 3325 329 330 326,8
20 3334 329 330 326,8

30 3334 328,7 3306 326,5
37 3334 328,7 330,6 326,8
40 3344 328,7 330 326,8
45 3333 328,7 330 326,5
50 3334 3281 3203 326,5
55 3331 3284 3291 326,5
60 3331 328,7 331,2 327,5
65 333,4 330 332,8 3271

337 - “‘” 2
—=pHS

336 | pH7
j)(-‘ pH 9
335 -
334
333
332

38 -

Dalga boyu

330 -
329

328 ~

o7 j
- )&\x” *M\A—#\

326 4

325 +——— ‘ T . )
0 10 20 30 40 50 60 70
Sicakhk

Sekil 3.25 Enzim/Polimer mol orani 10 alinan konjugatin(290nm uyarmada) farkli pH'larda,
sicaklik degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumlarinda,mak.noktadaki
dalga boyundaki degisme
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max. noktadaki dalga boylari

Sicaklik pH3 pH5 pH7 pH9
10 3357 332,2 3334 336
20 3357 3825 3334 335,3
30 3857 331 3334 3358
37 385 331 333,8 336
40 337,2 330,6 3334 336
45 337 330,3 334 336
50 337.2 330,3 334 336
55 337,2 3303 334,4 336,3
60 337 330 8357 336,6

65 3372 331,98 3379 336.9

345 ——pH 3
—a—pH5
pH7

- - pHO

341
339 +

337

Dalga boyu

335 A

333 ~

331

329

T T T T =i

g 100 20 30 40 8 60 70
Sicakhk

Sekil 3.26 Enzim/Polimer mol orani 10 alinan konjugatin(300nm uyarmada) farkl pH'larda,
sicaklik degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumlarinda,mak.noktadaki
dalga boyundaki degisme
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Fluoresans siddetleri
Sicaklik pH3 pHS5 pH7 pH9

10 4,937 8,69 3,703 56,68
20 4,685 8,312 3,662 46,28
30 4,332 7,273 3,089 43,92
37 3,224 7,273 2,884 41,56
40 3,829 6,801 3,416 41,56
45 3,678 6,518 2,925 36,84
50 3,577 5,668 2,925 34,95
55 3275 4,912 2,311 27,39

60 3123 4,155 1,864 25,5
65 2,72 3,967 1,247 19,84
10f —@—pH 5
&—pH 7
60 ——pH 9
80
40

Fluoresans siddeti
w
o

N
(=]
!

0 ey
0 10 20 30 40 50 60 70

Sicaklik

Sekil 3.27 Enzim/Polimer mol orani 10 alinan konjugatin( 300nm uyarmada) farkli pH'larda,sicaklik
degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumlarinda,fluoresans siddetlerinin degisimi
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Max. Noktadaki Dalga boylart

pH _10°C _20°C _30°C 37°C 40°C 45°C S0°%C 55°C 608 _65C
316 3325 3334 3334 3341 3344 3334 3334 3331 3331 3334
508 329 330 3287 3284 3281 3281 3284 3284 3287 330
7 330,3 330 3306 3306 3287 330 3293 3291 3312 332,8
901 3268 3268 3265 3268 3268 3265 3265 3265 3275 3271
sicaklk
——10
336 ——20
30
—%—37
335 - -
—0—45
334 e
——55
——60
888 - 65
3824
=
>
)
o
w 331
>
©
a
330
329 -
328
327 4
326 T T T T T T | pumnias IR
6 3 4 5 & 7 8 9 710
pH

Sekil 3.28 Enzim/Polimer mol orani 10 alinan konjugatin( 280nm uyarmada) farkli sicakiiklarda,
pH degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumlarinda,mak. noktanin bulundugu

dalga hoyundaki degisme



Fluoresans siddetler
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pH _10°C' -20°C _30°C 37°C _40°C _45°C 50°C _55°C _60°C
3,16 17,33 1642 1355 10,13 12,04 1169 1063 9,975 8816
508 33,53 30,32 27,87 26,08 2541 23,05 2144 1891 14,45
7 1381 1344 7591 8819 11,56 10,87 9,924 8778 5,126
9,01 1724 1544 1346 1308 1252 1124 1004 8832 5573
10° [—e—10
——20
190 30
180 —¢37
170 - —%—40
—8—45
160 - B0
150 A . o
140 - ——60
130 1 g
§ 120 -
B 110 -
»
o 100 -
]
@ 90 -
o 80 -
-
B 7048
60
50
40 -
30
20 +
10
O T T T T T T T 1
2 3 4 5 6 . 8 9 10
L ™

65°C

8,111
M8
3,98

45,81

Sekil 3.29 Enzim/Polimer mol orani 10 alinan konjugatin( 280nm uyarmada) farkli sicakliklarda,
pH degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumlarinda,fluoresans siddetlerinin degisimi
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Fluoresans siddetler

pH fode 20%¢ 30°C _37°C 40%C 45°C 50°C 55°C _60°€
316 4,937 4685 4,332 3224 3829 3678 3577 3275 3,123
508 869 8312 7273 7273 6801 6518 5668 4912 4,155
7 37,03 3662 3069 2884 3416 2925 2925 2311 1864
901 5668 4628 4392 4156 41,56 3684 3495 2739 255
\
" [—e—10]
10 —=-20
30
60 ——37
—%—40
55 A —8—45
et 50
50 ——55
——60
45 - 65
40
&
[}
3 35-
)
2
€ 30
0
2
625
3
T
20: -
154
10 A
5 ]
0 o AN
2

65°C

2,72
3,967
12,47
19,84

Sekil 3.30 Enzim/Polimer mol orani 10 alinan konjugatin( 300nm uyarmada) farkh sicakliklarda,
pH degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumlarinda, fluoresans siddetlerinin degisimi
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Max. Noktadaki Dalga boylari
pH 10°c 20°%c 30°%c 37°C 40fC 45°C B[0°C 55°%¢ 60 65°C

3,16 3357 3357 3357 335 3372 3369 3372 3372 337 337,2
508 3322 3325 3309 331 3306 3303 3303 3303 330 3319

7 3334 3334 3334 3338 3344 334 334 3344 3357 3379
9,01 336 3353 3353 336 336 336 336 336,3 3366 3369

sicaklik
339 -
338 A
SBY =
—a— 20
335 30
2 e
2
5 334 - 4
o ——45
a ——50
333 | s
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Sekil 3.31 Enzim/Polimer mol orani 10 alinan konjugatin( 300nm uyarmada) farkli sicakliklardz
pH degistirilerek alinan 'steady-state’ fluoresans spektrumlarinda,mak. noktanin bulundugu
dalga boyundaki degisme
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Fluoresans siddetleri
Sicaklik pH 3 pH5 pH7 pH9
10 97,07 109,1 74,16 149,4
20 90,72 100,1 69,32 133
30 80,4 94,91 66,3 109,3

37 70,09 87,96 62,47 97,01
40 66,39 86,15 61,86 95,37
45 61,89 81,61 5521 85,55

50 60,3 71,64 51,18 79.41
85 54,75 42,32 39,09 67,54
60 46,81 34,46 29,02 43,8

65 39,94 28,72 19,14 36,02

10* g P
-—=—-pH5
160 - 4—pH 7
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Sekil 3.32 Enzim/Polimer mol orani 20 alinan konjugatin(290nm uyarmada) farkii pH'larda,sicakhk
degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumiarinda, fluoresans siddetlerinin degisimi
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max. noktadaki daiga boylari

Sicaklik pH3 pH5 pH7 pH9
10 328,7 330,9 333,1 3825
20 330 331,2 333,1 8322
30 330 330,6 333,1 3319
37 329 330,9 332,5 331,9

40 328,7 330,9 332,5 331,2
45 328,4 330,92 332,5 3316
50 3281 330,9 332,2 331,2
55 3278 332,5 333,1 331,2
60 3271 334,1 3341 336,3
65 326,8 334,7 335,3 339,5

T’ 342 —o—pH3
340 - e pH O
338

336 |

334

Daiga boyu

332

330 4

328 A

SZGﬁT T T T = T 1
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Sekil 3.33 Enzim/Polimer mol orami 20 alinan konjugatin(290nm uyarmada) farklt pH'larda,
sicaklik degistirilerek alinan 'steady-state’ fluoresans spektrumlarinda, mak.noktadaki
dalga boyundaki degisme
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Fluoresans siddetleri
Sicaklik pH3 pHS pH7 pH9

10 28,04 32,04 23,38 41,34
20 25,65 29,02 221 36,43

30 24,33 26,9 297 31,11
37 21,69 26,3 19,95 27,42
40 21,69 26,3 19,95 27,42

45 21,69 23,58 17,93 24,97
50 19,57 22,37 16,93 24,97

55 18,51 0 15,11 18,01
60 16,13 0 12,49 15,55
65 14,81 o] 10,88 11,46
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45 -

Fluoresans giddeti
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Sekil 3.34 Enzim/Polimer mol orani 20 alinan konjugatin(300nm uyarmada) farkli pH'larda,sicaklik
degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumlar nda, fluoresans siddetlerinin degisimi



max. noktadaki dalga boylari
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Sicaklik pH3 pHS pH7 pH9

10 330,6 329 326,5 337,9

20 330,6 3297 326,5 336

30 332,5 3297 3265 336

37 3334 3297 326,5 336

40 3334 329,3 326,5 336

45 3344 3293 326,5 336

50 3344 329 326,2 336

55 3344 0 326,8 3391

60 3347 0 3293 3394

65 3347 0 329 339,8
| X —o—pH3
\ 339 :

3

o 334

2
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Sekil 3.35 Enzim/Polimer mol orani 20 alinan konjugatin(300nm uyarmada) farkli pH'larda,
sicaklik degistirilerek alinan 'steady-state’ fluoresans spektrumlarinda,mak.noktadaki
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Fluoresans siddetler

pH _10°C _20°C _30°C _37°C 40°€ _45°C. _50°C _55°C _60°C _65°C
3,16 9,707 9,072 804 7,009 6,639 6,189 6,03 5475 4,681 3,994
5,08 10,91 10,01 9,491 8,796 8615 8,161 7,164 4,232 3446 2,872
7 7416 6932 663 6247 6,186 5521 5118 3909 2,902 1,914
9,01 14,94 13,3 10,93 9,701 9,537 8555 7,941 6,754 4,38 3,602
[——10]
10° =320
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16 —%—37
15 | —¥—40
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Sekil 3.36 Enzim/Polimer mol orani 20 alinan konjugatin( 290nm uyarmada) farkl sicakliklarda,
pH degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumlarinda,fluoresans siddetlerinin degisimi
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Max. Noktadaki Dalga boylari
pH _10°C 20%¢' '30°%C 37°C A40°€C 45°€C 50°C 55°C 60°€  65°C

3,16 3287 330 330 329 3287 3284 3281 3278 3271 326,8
508 3309 3312 3306 3309 3309 3309 3309 3325 3341 334,7
7 3331 3331 3331 3325 3325 3325 3322 3331 3341 335,3

9,01 3325 3322 3319 3319 3312 3316 3312 3312 3363 339,5

342 -
340 -
338 -
[——10
336 ——20
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=t —3— 40
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g 50
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Sekil 3.37 Enzim/Polimer mol orani 20 alinan konjugatin( 290nm uyarmada) farkli sicakliklarda,
pH degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumlarinda,mak. noktanin bulundugu
dalga boyundaki degisme
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Fluoresans siddetler
pH 10°C 20°C _30°C _37°C _40°%C _45°C _50°C 55°C _60°C _65°C

3,16 2,804 2,565 2433 2169 2,169 2,169 1,957 1,851 1,613 1,481
508 3,204 2,902 269 263 2,63 2,358 2237 0 0 0

7 2338 2217 2217 1995 1995 1,793 1,693 1,511 1,249 1,088
9,01 4,134 3643 3111 2742 2742 2497 2497 1,801 1,555 1,146
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Sekil 3.38 Enzim/Polimer mol orani‘10 alinan kenjugatin( 300nm uyarmada) farkli sticaklikiarda,
pH degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumlarinda, fluoresans siddetierinin degisimi
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Max. Nokiadaki Daiga boylari
pH 10°C 20i€C 30°C 37°C 40°C 45C 50°C 55°C' &0°C 65C

3,16 330,6 3306 3325 3334 3334 3334 3344 3344 3347 334,7
5,08 329 329,7 329,7 3293 3293 3293 3293 0 0 0

7 3265 32655 32655 3265 3265 3265 3262 3268 3293 329
9,01 3379 336 336 336 336 336 336 3391 3394 339,8
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—0—20 |
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Sekil 3.39 Enzim/Polimer mol orani 20 alinan konjugatin( 300nm uyarmada) farkl sicakliklarda,
pH degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumiarinda,mak. noktanin bulundugu
dalga boyundaki degisme
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Fluoresans siddetleri
Sicaklik pH3 pH 5 pH7 pH9
10 5,446 12,4 11,78 14,98
20 5,098 11,87 11,34 12,69
30 4,606 10,04 10,26 16,2
37 4,446 9,247 9,509 9,66

40 4,142 8,451 8,879 8,882
45 3,911 7,516 7,336 8,023
50 3,708 6,892 6,392 6,836
55 3,462 6,026 5,132 5,403
60 2,911 4,918 3,275 5,403
65 2,616 4,26 2,928 3,07

10° e
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18 - pH{7
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Sekil 3.40 Enzim/Polimer mol orani 30 alinan konjugatin(290nm uyarmada) farkli pH'larda,sicakitk
degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumlarinda,fluoresans siddetlerinin degisimi
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max. noktadaki dalga boylari

Sicaklik pH 3 pH5 pH7 pH9
10 334,8 330 332,8 334,7
20 3344 330 3325 332,8

30 3334 330,3 332,2 333,4
37 333,7 330,3 331,6 3328
40 334,4 329,3 331,2 332,5

45 3344 329 3812 3322
50 334,4 329 331,2 332,2
55 334,1 329 339,8 331,9
80 3341 330,3 339,8 331,6
65 3344 330,3 341 361.6
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Sekil 3.41 Enzim/Polimer mol orani 30 alinan konjugatin(290nm uyarmada) farkh pH'larda,
sicaklik degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumlarinda,mak.noktadaki
dalga boyundaki degisme
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Fluoresans siddetleri
Sicakhk pH 3 pHS5 pH7 pH9

10 1,753 3,533 3,401 4,748
20 1,651 3,256 3.212 4,052
30 1,651 3,082 3,212 4,052
37 1,521 2,632 2,676 3,193
40 1,477 2,528 2,676 2,865
45 1,434 2217 2,078 2,865
50 1,405 2217 1,956 2,538
85 1,289 1,801 1,511 2,292
60 1,246 1,801 1,511 1,76
65 1,085 1,593 0,944 1,565
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Sekil 3.42 Enzim/Polimer mol orani 30 alinan konjugatin( 300nm uyarmada) farkli pH'larda,sicaklik
degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumiarinda,fluoresans siddetlerinin degisimi
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max. noktadaki dalga boylar:

Sicaklik pH3 pHS pH7 pH9
10 327,8 334,7 3331 336
20 326,5 335 332,8 338,2
30 326,5 335 332,8 338,2
37 3275 335 334,1 338,8

40 3271 335,7 334,1 338.5
45 326,5 336,3 3357 338,5
50 326,5 336,3 336 338,5
55 326,5 336,6 336 338,8
60 326,5 336,6 337,5 338,5
65 326,5 336,9 3426 338,5
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Sekil 3.43 Enzim/Polimer mol orani 30 alinan konjugatin(300nm uyarmada) farkli pH'larda,
sicaklik degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumlarinda, mak.noktadaki
dalga boyundaki degisme
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Fluoresans siddetler
pH 10°C _20°C _30°C _37°C _40°C 45°¢c _50°%C 55°C _60°C 65:C

31 5446 5098 4,608 4446 4,142 3911 3,708 3462 2911 2,616
504 124 1157 1004 9,247 8451 7516 6,892 6,026 4,918 4,26
7 11,76 11,34 1026 9,509 8879 77336 6392 5132 3,275 2,928

9 1498 1269 162 966 8882 8023 6,836 5403 5,403 3,07
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Fluoresans siddeti

i

Sekil 3.44 Enzim/Polimer mol orani 30 alinan konjugatin( 290nm uyarmada) farkli sicaklikiarda,
pH degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumiarinda,fluoresans siddetlerinin degisimi
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Max. Noktadaki Dalga boylari
pH _10°C _20°C _30°C 37°C 40°C 45°C  50°C

55%¢ .60°C

31 3348 3344 3334
5,04 330 330 3303
7 3328 3325 3322

9 3347 3328 3334
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3328
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Sekil 3.45 Enzim/Polimer mol orani 30 alinan konjugatin( 290nm uyarmada) farkli sicakliklarda,

pH degistirilerek alinan 'steady-state' fluores:

dalga boyundaki dedisme

ans spektrumlarinda,mak. noktanin bulundugu
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Max. Noktadaki Dalga boylar

pH 10°C _20°C _30°C 37°€ A0°C 45°C 50°C 55°C  60°C
31 3278 3265 3265 3275 3271 3265 3265 3265 3265
5,04 3347 385 8347 335 3357 3363 3363 3366 3366
7 3331 3328 3328 3341 3341 3357 336 336 3375
9 336 3382 3382 3388 3385 3385 3385 3388 3385
344 - ——10
——20
30
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—%—40
—0—45
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Sekil 3.46 Enzim/Polimer mol orani 30 alinan konjugatin( 300nm uyarmada) farkli sicakliklarda,
pH degistirilerek alinan 'steady-state' fluoresans spektrumlarinda,mak. noktanin bulundugu

dalga boyundaki degisme
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Fluoresans siddetler
pH 10°¢ _20°%¢ _30%¢ 378C 40°C 4550 _50°G .55°C _60°C. _65°C

31 17,53 1651 1651 1521 1477 1434 1405 12,89 1246 10,95
504 3533 3256 3082 2632 2528 2217 2217 1801 18,01 15,93
7 3401 3212 3212 2676 2676 20,78 19,52 1511 15,11 9,446

9 4748 4052 40,52 3193 2865 2865 2538 2292 176 1555
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Sekil 3.47 Enzim/Polimer mol orani 30 alinan konjugatin( 300nm uyarmada) farkli sicakliklarda,
pH degistirilerek alinan 'steady-state’ fluoresans spekirumlarinda, fluoresans siddetlerinin degisimi
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Fluoresans siddetleri
Sicaklik pH3 pHS5 pH7 pH9

10 9,421 15,14 14,69 11,74
20 8,806 14,9 13,84 10,77
30 7,935 12,98 12,32 9,572
37 6,952 12,98 11,89 8,659
40 6,542 12,22 11,21 8,249
45 6,096 10,56 10,06 8,186
50 5416 9,251 8,894 7,431
55 5,088 7.9 7,786 5,573
60 4,559 6,058 5,32 3,401
65 4,207 5,403 3,657 2,834
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Sekil 3.48 Farkli pH'larda 10 oranindaki diyalizli enzim-polimer konjugatlarinin( 290nm uyarrada)
sicaklik ile fluoresans siddetlerinin degisimi (Steady-state spektrofluorometreden yararianarak)



89

max. noktadaki dalga boylart

Sicaklik pH3 pHS pH7 pH 9
10 332,8 329,7 330,6 329
20 8325 329,3 330 327,8
30 3325 330 329,7 327,8
37 3331 329,3 329 3287
40 332,8 329,3 328 329
45 332,8 329 3284 329
50 3328 328,7 3284 328,4
55 332,8 329 328,1 329
60 332,2 330,3 3341 3316
65 33822 331,6 339,1 341
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Sekil 3.49 Farkli pH'larda 10 oranindaki diyalizli enzim-polimer konjugatlarinin(280nm uyarmada)
sicaklik ile max. noktadaki dalga boylarinin degisimi
(Steady-state spektrofluorometreden yararlanarak)



90

Fluoresans siddetleri
Sicaklik pH3 pHS5 pH7 pH9

10 2,872 4,584 4,625 3,401
20 2,584 4,298 4,134 3,212
30 2,418 4,134 3,929 2,582

37 2,317 3,602 3,58 2,487
40 2,192 3,52 3,301 2,236
45 2,015 3,07 2,882 2,236

50 1,914 2,988 2,743 1,621
55 1,763 2,333 2,217 1,763
60 1,763 2,333 1,912 0,976
65 1,537 2,088 1,247 0,724
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Sekil 3.50Farkii pH'larda 10 oranindaki diyalizli enzim-polimer konjugatlarimn( 300nm uyarmada)
sicaklik ile fluoresans siddetlerinin degisimi
(Steady-state spektrofiuorometreden yararlanarak)
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max. noktadaki dalga boylart

Sicaklik pH3 pH S5 pH7 pH9
10 335,3 3341 3344 331,9
20 335,3 334,1 335,3 331,2
30 336 335 336 331,6
37 336,3 335,3 336 331,2
40 336,9 3357 336 330,9
45 336,9 336 336,3 329,3
50 336,9 336 336,6 329
55 3379 337,2 337,5 328,8
60 337,89 337,2 337,2 328,1
65 337,5 337.9 338,2 332
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Sekil 3.51 Farkh pH'larda 10 oranindaki diyalizli enzim-polimer konjugatlarmin(300nm uyarmada)
sicakik ile max.noktadaki dalga boylarinin degisimi
(Steady-state spektroflucrometreden yararlanarak)
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Fluoresans siddetler

pH _10%C _20°%¢ _30°%¢ _37°C _40°C _45C _50°C 55%¢ 60%C
316 2872 2584 2418 2317 2192 2015 1914 1763 1763
508 4584 4298 4,134 3,602 3:52 3.07 2988 2333 2,333
7 4625 4,134 3,929 3,58 3,301 2,882 2,743 2T 1,912
9,01 3,401 3,212 2,582 2,487 2236 2,236 1,921 1,763 0,976
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Sekil 3.52 Degisen sicaklik degerlerinde, 10 oranindaki diyalizli enzim-polimer konjugatiarinin
(300nm uyarmada) pH ile fluoresans siddetlerinin degisimi
(Steady-state spektroflorometreden yararlanarak)
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Max. Noktadaki Dalga boylari
pH 10°¢ _20°C _30%C 37°C 40°C 45°C  50°C 55°C  60°C _65°C

316 3353 3353 336 3363 3369 3369 3369 3379 3379 3375
508 3341 3341 335 3353 3357 336 336 337,2 3372 3379

7 3344 3353 336 336 336 3363 3366 3375 3372 338,2
9,01 3319 3312 3316 331,2 3309 3293 329 3288 3281 332
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Sekil 3.5 Degisen sicaklik degerlerinde diyalizli enzim-polimer konjugatlarinin(300nm uyarmada)
pH ile max. noktadaki dalga boylarinin degisimi
(Steady-state spektroflorometreden yararlanarak)
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Fluoresans siddetler

50°%¢ .55%¢ 60°C

20°C _30°C _37°C _40°C _45°C
8806 7935 6,952 6549 6,096 5416
14,9 12,98 1298 1122 1056 9,251
13,84 12,32 11,89 1121 1006 83894
10,77 9,572 8659 8249 8186 7,431
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Sekil 3.54 Degisen sicaklik degerlerinde, diyalizli enzim-polimer konjugatiannin(290nm uyarmada)
pH ile fluoresans siddetlerinin degisimi (Steady-state spektroflorometreden yararlanarak)
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Max. Noktadaki Dalga boylari
pH _10°C _20°C _30°C 37°C 40°C  45°C 50°C 55°C 60°C 65°C
316 3328 3325 3325 333,1 3328 3328 3328 3328 332,2 332,2
508 3207 3293 330 3293 3293 320 328,7 329 330,3 331,6
7 3306 330 3297 329 328 3284 3284 3281 3341 339,1

9,01 329 3278 327,8 3287 329 329 3284 329 3316 341
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Sekil 3.55 Degisen sicaklik degerlerinde, diyalizli enzim-polimer konjugatlarinin(290nm uyarmada)
pH ile max. noktadaki dalga boylarinin degisimi
(Steady-state spektroflorometreden yararlanarak)
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Fluoresans siddetleri
Sicaklik pH3 pH S5 pH7 pH9

10 118,7 15,52 79,35 205,2
20 109,6 14,28 78,52 198,4
30 102,2 12,78 76,38 180,2
37 101,7 11,51 75,95 176,3
40 100 10,89 75,2 165,5
45 88,11 10,71 73,97 161
50 84,79 9,301 72,79 142,3
55 74,53 7,979 71,62 128,1
60 71,49 6,171 4,637 76,51
65 61,86 5,378 3,085 61,78
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Fluoresans sgiddeti

Sekil 3.56 Farkli pH'larda 20 oaranindaki diyalizli enzim-polimer konjugatlarinin
sicaklik ile fluoresans siddetlerinin degisimi ( 290nm uyarmada)
(Steady-state spektrofluorometreden yararlanarak)
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max. noktadaki daiga boylari
Sicaklik pH3 pHS pH7 pH9

10 332,8 327,8 3284 332,5
20 333,1 327,5 3281 332,8
30 334,2 3271 326,5 3319

37 335 326,5 326,5 332,5
40 3353 326,8 326,5 332,5
45 336 3271 326,5 331,6
50 336 327,1 326,5 330,9
55 336 3278 326,2 331,9

60 336,6 3281 327,8 3334
65 336,6 3287 3284 339,1

Dalga boyu
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Sicakhk

Sekil 3.57 Farkli pH'larda 20 cranindaki diyalizli enzim-polimer konjugattarinin
“sicaklik ile max. noktadaki dalga boylarimin degisimi (290nm uyarmada)
(Steady-state spektrofluorometreden yararlanarak)
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=+ Flaoresans giddetleri
Sicaklik pH3 pH5 pH7 pHY

10 32,75 4,055 25,92 73,11
20 30,23 3,747 20,85 68,01
30 35,68 3,526 19,24 68,01
37 39,35 3,042 16,57 65,74
40 37,96 3,042 16,57 64,04
45 36,02 27077 11,75 59,51
50 34,36 2,601 11,75 57,24
55 32,42 2,204 9,372 43,64
60 29,65 2,203 8,783 34,57
65 27.75 1,94 8,088 20,97
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Sekil 3. 58Farkl pH'larda 20 ocaranindaki diyalizli enzim-polimer konjugatiarinin
sicaklik ile fluoresans siddetlerinin degisimi ( 300nm uyarmada)
(Steady-state spektrofluorometreden yararlanarak)
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Max. Noktadaki Dalga boylari

55°C  60°C

337.2 336,9

336 336

336,3 336,3
330,3 331,2

10

pH _10°C _20°C _30°C 37°C 40°C 45°C 50°C
3,16 3347 335 335 3369 3369 3369 336,9
508 3344 3344 3344 335 835 83353 335,3
T 335 335 3344 3353 3353 3357 335.7
9,01 3309 3316 3316 3319 3316 3319 330,6
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Sekil 3.59 Degisen sicaklik degerlerinde, 20 oranindaki diyalizli enzim-polimer
konjugatlarinin(300nm uyarmada) pH ile max. noktadaki dalga boylarinin degisimi
(Steady-state spektroflorometreden yararlanarak)
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max. noktadaki dalga boylari

Sicaklik pH3 pH5 pH7 pH9
10 334,7 3344 335 330,9
20 335 3344 335 331,6
30 335 3344 3344 331,6
37 336,9 335 335,3 331,9
40 336,9 335 3353 331,6
45 336,9 3353 3387 331,9
50 336,8 335,3 3357 330,6
55 3372 336 336,3 330,3
60 336,9 336 336,3 3312
65 3372 336,9 336,6 332,8
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Sekil 3. 60Farkli pH'larda 20 oranindaki diyalizli enzim-polimer konjugatlarinin
sicaklik ile max. noktadaki dalga boylarinin degisimi (300nm uyarmada)
(Steady-state spektrofluorometreden yararlanarak)
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Max. Noktadaki Dalga boylari
pH _10°C _20°C _30°C 37°C 40°C  45°C 50°C 55°C 60°C 65°C

316 332,8 3331 3342 335 3353 336 3369 336 336,6 3366
508 327,8 3275 3271 3265 3268 3270 3274 3218 328,1 328,7

7 3284 3281 3265 3265 3265 326,5 3265 3262 3278 3284
901 3325 3328 3319 3325 3325 331,6 3309 3319 3334 3391
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Sekil3. 61Degisen sicaklik degerlerinde, 20 oanindaki diyalizli enzim-polimer
konjugatlarinin(290nm uyarmada) pH ile max. noktadaki dalga boylarinin degisimi
(Steady-state spektroflorometreden yararlanarak)
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Fluoresans siddetler

pH _10°C _20°C _30°C 37°C  40°C _45°C _50°C _55°C _60°C 65°C

3,16 1187 1096 1022 1017 100 88,11 84,79 7453 7149
508 1552 14,28 1278 1151 10,89 10,71 9301 7,979 6,171

7 7935 7852 76,38 7595 752 7397 7279 7162 46,37
9,01 2052 1984 1802 1763 165,5 161 1423 1281 76,51

Fluoresans siddeti

Sekil 3.62 Degisen sicaklik degerlerinde,20 oranindaki diyalizli enzim-polimer
konjugatlarinin (290nm uyarmada) pH ile fluoresans siddetlerinin degisimi
(Steady-state spektroflorometreden yararlanarak)
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61,78
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Fluoresans siddetler
pH _10°C 20°0C 30°C _37°C _40%C 45°C 50°C _55°C _60°C
3,16 32,75 30,23 3568 39,35 37,96 36,02 34,36 32,42 29,65
508 4,055 3,747 3,526 3,042 3,042 2,777 2,601 2,204 2,204
7 2592 2085 19,24 16,57 16,57 11,75 11,75 9,372 8,783
9,01 7311 68,01 68,01 65,74 64,04 5951 5724 4364 34,57
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Sekil 3.63 Degisen sicaklik degerlerinde, 20 oanindaki diyalizli enzim-polimer

konjugatlarinin(300nm uyarmada) pH ile fluoresans siddetlerinin degisimi
(Steady-state spektroflorometreden yararlanarak)
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Fluoresans siddetleri
Sicaklik pH3 pHS pH7 pH9

10 2,077 3,741 3,567 3,099
20 2,013 3,657 3,152 2,781
30 1,906 3,602 3,152 2,781

a7 1,652 3,38 2,771 2,404
40 1,652 3,325 2771 2,317
45 1,477 3,02 2,563 2,415
50 1,413 2,632 2,494 2,115
58 1,31 1,967 1,94 1,535

60 1,242 1,801 1,662 1,246
65 1,135 1,452 1,178 0,637
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Sekil 3.64Farkl pH'larda 30 oaranindaki diyalizli enzim-polimer konjugatlarinin
sicaklik ile fluoresans siddetlerinin degisimi ( 300nm uyarmada)
(Steady-state spektrofluorometreden yararlanarak)
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max. noktadaki dalga boylari

Sicaklik pH3 pH5 pH7 pH9
10 3357 330,3 335 332,2
20 335 330,3 335 332,2
30 3857 329,7 335 332,2
37 336 330 335 331,6
40 336 329,7 335 331,2
45 336,3 328,7 335 331,2
50 336,3 329 335,3 331,2

55 336,3 329,3 336,3 331,6
60 336,6 328,4 336,3 3316
65 3379 3293 336,9 331,6

\ =8 [~o—pr3]|
—o—pH 5| |
pH7
338 —%-pH9
336 - \/M—o‘_/»
\ 2 334 \
)
- l
\ ©
= l
8 332 |
\
|
330 \
|
328
326 Goda=ma" o e e ea | PRSI
0O 10 20 30 40 50 60 70
Sicakhk J

Sekil3. 65Farkli pHlarda 30 oranindaki diyalizli enzim-polimer konjugatiarinin
sicaklik ile max. noktadaki dalga boylarinin degisimi (300nm uyarmada)
(Steady-state spektrofluorometreden yararlanarak)
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Fluoresans siddetleri
Sicaklik H3 H5 H7 H 9

10 7,793 10,45 12,02 10,72
20 7,472 10,42 11,15 10,34
30 6,616 9,642 9,594 9,385
37 5,662 9,41 9,559 8,835
40 5,117 8,781 9,317 8,024
45 4,903 8,368 8,693 7,589
50 4,582 6,733 7,862 7,01
55 4,292 5514 6,788 6,257
60 3,854 4,128 4,122 4,316
65 3,554 3,542 3,048 3215

Coaia] |
——pH 5 l \
pH 7

14
1 e phild

Fluoresans siddeti

0 e —r T

0 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik \

Sekil 3. 66Farkl pH'larda 30 oaranindaki diyalizli enzim-polimer konjugatlarinin
sicaklik ile fluoresans siddetlerinin degisimi ( 290nm uyarmada)
(Steady-state spektrofluorometreden yararlanarak)
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max. noktadaki dalga boylari
Sicaklik pH3 pHS pH7 pH9

10 3322 332.2 326,8 3271
20 3322 3322 326,8 327,1
30 3322 332,2 326,8 327,1
37 332,8 3325 326,8 326,2
40 332,8 332,8 326,8 326,2
45 332,2 332,8 326,8 327,71
50 332,8 332,2 326,8 326,8
55 332,8 332,8 3271 3271
60 332,8 3341 3271 330
65 3331 334,7 328,1 330

336 [—o—pH 3]
335 oh7 |
334 -
333
332

331

880 -
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0O 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklhik

Sekil 3. 67Farkli pH'larda 30 oranindaki diyalizli enzim-polimer konjugatlarinin
sicaklik ile max. noktadaki dalga boylarinin degisimi (290nm uyarmada)
(Steady-state spektrofluorometreden yararlanarak)
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Fluoresans siddetler

3,554
3,542
3,048
3,215

pH _10°C 20°C _30°C _37°C _40°C _45°C 50 -55°0 s60°C 65°C
3.1 7,793 7472 6616 5,662 5117 4,903 4,582 4,292 3,854
504 1045 1042 9,692 9421 8781 8,368 6,733 5514 4,128
7 12,02 11,15 9594 9,559 9,317 8693 7,862 6,788 4,122
9 10,72 10,34 9,385 8835 8024 7,589 7,01 6,257 47316
e o = —— = == =]
—+—10;‘
s —-——20‘;
30H
14 ——37 ||
| —%—40
—a—45
—+— 50
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Sekil 3. 68Degisen sicaklik degerlerinde,30 oranindaki diyalizli enzim-polimer
konjugatlarinin(290nm uyarmada) pH ile fluoresans siddetlerinin degisimi
(Steady-state spektroflorometreden yararlanarak)
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20°C  30°C 37°C 40°C 45°C 50°C 55°C 60°C
332,2 3322 3328 3328 3322 3328 3328 332,8
332,2 3322 3325 3328 3328 3322 332,8 334,1
326,8 3268 3268 326,8 3268 3268 3274 327,8
332,2 3322 3316 3312 331,2' 13312 331,6 330
—n—-zo“
30
—¢—37| |
—%—40 ‘
—0—45
—+— 50
——55
—=—60
B 65
e = . et IS —r
3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Sekil 3. 69Degisen sicakiik degerlerinde,30oanindaki diyalizli enzim-polimer

konjugatiarinin(290nm uyarmada) pH ile max. noktadaki dalga boylarinin degisimi

(Steady-state spektroflorometreden yararlanarak)

3331
3347
328,1

330
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Fluoresans siddetler

pH 0% 208 30°C 37°C A0%E. 4576 50°C _55%€ 60°€ . 65°€
3,1 2077 2013 1,906 1,652 1,652 1477 1,413 1,31 1,24 4,185
504 3,741 3,657 3,602 3,38 3,325 3,02 2632 1,97 1801 1,452
7 3567 3152 31452 2771 2,771 2,563 2494 1,94 1662 1,178
9 3099 2,781 2781 2404 2317 2115 2,115 1,535 1,246 0,637
10*
4,
1
3.50r
3,
—o—i10
—=—20
2,5 -
| = 30
| [
| E —¢—37
@ —%—40
g 22 —8—45
2 —+—50
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1:5 —==60
=08
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Sekil 3,70 Degisen sicaklik degerlerinde, 30 oranindaki diyalizli enzim-polimer
konjugatlarinin(300nm uyarmada) pH ile fluoresans siddetlerinin degisimi
(Steady-state spektroflorometreden yararlanarak)



| 1

Max. Noktadaki Dalga boylari

pH 1of¢ _20°%C _30°C 37°C 40°C  45°C 50° 55°C  60°C _65°C

31 335,7 335 3357 336 336 3363 3363 3363 3366
504 330,3 3303 3297 330 329,7 3287 329 3293 3284
¥ 335 335 335 335 335 335 3353 3363 3363

9 3322 3322 3322 3316 3316 3312 3312 3316 3316
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Sekil 3.71Degisen sicaklik degerlerinde,30 oranindaki diyalizli enzim-polimer konjugatlarinin
(300nm uyarmada) pH ile max. noktadaki dalga boylarinin degisimi
(Steady-state spektroflorometreden yararlanarak)

337,9
329,3
336,9
3316
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