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ÖZET 
Selülazlar başlõca tekstil, kâğõt, deterjan ve gõda endüstrilerinde yaygõn olarak 
kullanõlmaktadõrlar. Endüstriyel proseslerin uygulama koşullarõnda çalõşma ortamõnõn pH, 
sõcaklõk gibi değerleri enzimin fizyolojik optimum değerlerinden oldukça farklõ 
olabilmektedir. Bu nedenle, gen teknolojisi ve kimyasal modifikasyonlar ile enzimleri 
endüstriyel uygulama koşullarõna dirençli duruma getirmek amacõyla yapõlan çalõşmalar 
önemli hale gelmektedir.  
Geleneksel olarak selülazlar etki mekanizmalarõna göre sõnõflandõrõlõrlar. Ekzo-enzimler 
polisakkarid zincirini uçlarõndan hidrolizlerler. Endo-enzimler ise zincire rasgele bölgelerden 
saldõrarak zinciri parçalarlar. Ekzo- ve endo selülazlar selüloza sineristik ve kooperatif olarak 
etki ederler. Enzimlerin endo-ekzo sinerjistik etkisini açõklayan en geçerli hipotez endo-
selülazlarõn, ekzo-selülazlar için serbest uçlar oluşturmasõdõr. Selülozun glukoza kadar olan 
hidrolizi ekzoglukanazlar, (selobiyohidrolaz) endoglukanazlar ve β-glukozidazlar tarafõndan 
tamamlanõr. 

Bu çalõşmada, ticari önemi olan Aspergillus niger�den elde edilen selülaz kullanõldõ. Satõn 
alõnan enzim Sephadex G- 50 kolonundan geçirilerek saflaştõrõldõ. Mol tartõsõ 75 000 olan 
dekstran sodyum periyodat ile aldehit türevine yükseltgendikten sonra saflaştõrõlan enzime 
kovalent olarak bağlandõ. Farklõ mol oranlarõnda sentezlenen konjugatlar UV dedektörlü 
HPLC, dört dedektörlü (UV, õşõk saçõlmasõ, vizkozite, kõrõlma indisi )HPLC (Viscotek) ve 
Zetasizer sistemlerinde incelendi.  

Saf enzim ve konjugatlarõn pH 5�te farklõ sõcaklõklarda, farklõ bekleme süreleri ile aktiviteleri 
tayin edildi ve sonuçlar kõyaslandõ. Selülaz/dekstran mol oranõ 1/5 ve 1/1 olan konjugatlar 
çalõşõlan 30oC, 40oC, 50o C, 60oC, 70o C, 80o C sõcaklõklarda 0, 30, 60 dakika bekleme süreleri 
ile yapõlan tayinlerde saf enzimden daha yüksek; 5/1 ve 10/1 oranlõ konjugatlar ise saf enzime 
yakõn aktivite değerleri gösterdi. 1/10 oranlõ konjugatta ise aktivite değeri gözlenmedi. 
Anahtar kelimeler: Aspergillus niger selülaz, Selülaz-Dekstran konjugatlarõ, aktivite, GPC, 

FTIR, HPLC. 
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ABSTRACT 
Cellulases are most commonly used in textile, paper, detergent and food industries. The 
conditions used in biotechnical processes (temperature, pH) may be different from the 
physiological conditions in which enzymes operate optimally. Hence, the studies which aim 
to increase the stability of enzymes by gene technology and/or chemical modification are 
becaming important. The traditional division of cellulase is based on its mode of action. Exo-
enzymes cleave sugar units from the ends of polysaccharide chain, whereas endo-enzymes 
make more random cuts along the chain. Exo and endo enzymes act cooperatively, or 
synergistically on cristalline substrates. The current hypothesis to explain endo-exo synergism 
of cellulase is that endo-acting enzymes provide new chain ends for the exo-acting enzymes. 

In this study, cellulase from Aspergillus niger was examined. The purchased cellulase was 
purified by using size exclution column chromatography with Sephadex G- 50, and PBS 
buffer, pH 7,2 Dekstran (Mw 75 000)  was covalently bound to enzyme after oxidation to its 
aldehyde derivative by using NaIO4. Dekstran-cellulase covalent conjugates were synthesized 
in different ratio. Conjugates was analysed with HPLC and GPC (4 detectors UV, light 
scattering, refractive index, viscocity) systems. 

The activities of the pure enzymes and conjugates has been measured after 0, 30, 60 minutes 
waiting at  40oC, 50o C, 60oC, 70o C, 80o C for pH 5. The optained results showed that the 
activities of two conjugates ( Molar ratio 1/5, 1/1 ) were higher than pure enzyme, whreas the 
other two conjugates has similar activities with enzyme.  

  
Key words: Aspergillus niger cellulase, Cellulase-Dextran conjugates, activity,  GPC, HPLC, 
Zeta-sizer 
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1. GİRİŞ 

Doğada en fazla bulunan polimer olan selüloz, düz poli �1,4-β- glukoz zincirlerinden 

oluşmaktadõr. Selüloz en fazla bitkilerin hücre duvarlarõnda yapõyõ oluşturan başlõca bileşen 

olarak bulunmaktadõr. Bitki hücre duvarlarõnõn oldukça kompleks yapõsõ, selüloz ile birlikte 

ksiloglukanlar, hemiselüloz, pektin ve proteinleri de içermektedir. 

Selülozu parçalayan enzimler selülazlar olarak isimlendirilmektedir ki bu enzimler üç tür 

aktivite göstermektedir. (1) endoglukanaz (1,4-β-D- 4-glukanohidrolaz, E.C. 3.2.1.4) selüloz 

molekülünün iç kõsmõnda yer alan bağlarõ hidrolizler. (2) Sellobiyohidrolaz (1,4-β-D- 4-

glukan sellobiyohidrolaz, E.C. 3.2.1.91) selüloz zincirinde uçlarda yer alan bağlarõ kõrar ve (3) 

β-glukosidaz (β-D- glukosid glukohidrolaz, E.C. 3.2.1.21) sellobiyoz ve diğer ufak 

oligosakkaridleri D-glukoza hidrolizler. 

Aspergillus türlerinin β-glukosidazlar için iyi bir kaynak olduğu ve Aspergillus niger�in 

mikroorganizmalar içinde bugüne kadar bilinen en etkili β-glukosidaz üreticisi olduğu 

belirtilmektedir. Shoseyov ve çalõşma arkadaşlarõnõn A. niger�den tanõmladõklarõ β-glukosidaz 

B1 (CMI CC324626) düşük pH�da ve yüksek konsantrasyonda alkol içeren ortamda 

çalõşmaktadõr. A.niger�den molekül tartõsõ (116-137 kDa), izoelektrik noktasõ (pI 3.8-4) ve 

optimum pH aralõğõ (3.4-4.5) farklõ bir diğer β-glukosidaz da saflaştõrõlmõştõr. pH aktivite 

profilinin kesin pH optimumlarõ enzim kaynağõna göre değişmektedir. Glukosidazlar için, 

amino asid dizilimlerindeki benzerlikler dikkate alõnarak 2000�in üzerinde farklõ enzim içeren 

77 farklõ enzim ailesi (grup) belirlenmiştir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

Doğada bitki biyokütlesinin üretimi ve geri dönüşümü gigantik bölünme sürecidir. Bitkiler 

tarafõndan yõlda kullanõlan CO2 miktarõ atmosferdeki tüm karbonun %15�i kadardõr. Bu 

karbon miktarõnõn yarõsõ yapõsal polisakkaritler ve lignin içinde kullanõlõr. Bunlara toplu 

olarak ligno-selüloz adõ verilir ve bitkilerde hücre duvarõnõn ve odunsu maddenin yapõmõnda 

kullanõlõrlar. Yõlda tahmin edilen 40 milyon ton ligno-selülozun fotosentez ile 

sentezlendiğidir. Bitkiler enerji ve karbonu kendileri yaratamazlar ancak hücre duvarlarõnda 

depolayabilirler ve bunu yapraklarõnõ dökerek bõrakõrlar. Biyosferde büyük miktarda bitki 

biyokütlesi olmasõ nedeniyle selüloz ve hemiselülozu karbon ve enerji kaynağõ olarak 

kullanan çok miktarda bitkileri parçalayan mikro organizma gelişmiştir. Karbonun atmosfere 

geri dönüşümünün sağlamasõ ile karbon döngüsü korunmuş olur. Bitkisel biyokütle 

degradasyonunun büyük çoğunluğu mikrobiyal organizmalar fungi ve bakteriler tarafõndan 

ekstraselular enzimler aracõlõğõ ile gerçekleştirilir. Bu degradasyonun gerçekleşmesi için 

selülazlar adõ verilen bir grup enzimin birlikte çalõşmasõna ihtiyaç vardõr. Biyokütle 

parçalayan bu organizmalarõn yüksek kristalize selülozu tamamen parçalayan selülolitik 

enzim salgõlayan yüksek spesifik türlerden (Trichoderma reesei), yalnõzca birkaç enzim 

sentezleyebilen oportunistik türlere kadar geniş bir dağõlõmõ vardõr.  

2.1 Selüloz: 
Selüloz bitki biyokütlesinin ana bileşenidir dünyada en yüksek oranda bulunan organik 

polimerdir. Dünyadaki selülozun toplam miktarõ 7. 1011 tondur.(Coughlan, 1985).  

Fotosentez sõrasõnda karbondioksit ve su D-glukoza dönüşür. D-glukoz 2 anomerik formda 

bulunur, α-D-glukoz ve β-D-glukoz. α-D-glukoz ve β-D-glukoz (D-glukopiranozil) açõk 

zincirli aldehit formu ile denge halinde bulunur. D-glukoz selülozun ana bileşenidir. 

Anomerik karbon C1üzerindeki aldehid grubu gümüş ya da bakõr gibi metal iyonlarõnõ 

indirgeme özelliğine sahiptir. Bu aldehid grubu metal iyonlarõnõ indirgerken karboksilik asite 

yükseltgenir. Serbest C1 karbonuna sahip olan glukoz ve diğer karbohidratlar indirgen şeker 

olarak isimlendirilir. D-glukoz selülazun ana bileşenidir selülozun büyük kõsmõ yüksek 

bitkilerde hücre duvarõ bileşeni olarak sentezlenir. En önemli fonksiyonu yüksek bitkilerde 

yapõsal bileşen olmasõdõr. Selüloz  β-D-glukoz birimlerinden oluşmaktadõr. 
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Şekil 2.1 Selüloz monomeri 

Hücre duvarõnda hemiselüloz ve lignin bir arada kompleks bir yapõ oluşturur. Bu yapõda 

lignin, hemiselüloz ve selüloz arasõnda kovalent bağ oluşumu gözlenir.(Scalbert et al.,1985; 

Higuchi, 1990) Hemiselüloz da selüloz gibi β-1,4 bağlõ  glukoz iskelete sahiptir ancak başka 

şeker gruplarõnõn da bulunduğu heterojen bölgelere de sahiptir.(Wong et al.,1988) 

Hemiselülozlar genellikle yapõsõnda en çok bulunan şeker grubuna göre isimlendirilir. 

Örneğin ksilans D-ksilan, mannans ise D-mannoz alt birimlerinden oluşur. Lignin ise hücre 

duvarõnõ oluşturan diğer bileşenlerden daha farklõ bir yapõya sahiptir. Lignin farklõ ve rasgele 

bağlar içeren aromatik alkol birimlerinden oluşan bir polimer kompleksidir.(Crawford ve 

Crawford, 1984; Higuchi, 1990) Bu kompleks yapõ fiziksel bir bariyer oluşturarak selülozik 

bileşenlerin mikroorganizmalara karşõ dirençli olmasõnõ sağlar. (Crawford ve Crawford, 1984) 

Selüloz β-1,4 glikozidik bağ ile bağlõ glukoz birimlerinden oluşan lineer homo-polisakkarittir 

Glukoz halkasõ sandalye konformasyonundadõr. Selülozun tekrarlayan en küçük alt birimi bir 

disakkarid olan selobiozdur. Glukozun selobioz şeklindeki bu düzenlenmesi selüloz zincirinin 

karşõlõklõ oksijen gruplarõ üzerinden uzamasõna olanak sağlar. Glukoz birimlerinin sayõsõ yani 

selülozun polimerleşme derecesi  (DP) elde edildiği kaynağa bağlõ olarak 100-1400 arasõnda 

değişir. Hücre duvarõnda selüloz, selüloz zincirlerinin inter ve intra H- bağlarõ ile bir araya 

gelmesiyle oluşan kristalize selüloz fibrilleri şeklinde bulunur. Selüloz-I adõ verilen doğal 

selülozda glukoz zincirleri paralel düzendedir. Tüm indirgen uçlar ve indirgen olmayan uçlar 

fibrilin aynõ tarafõnda bulunur. Son dönemde gerçekleştirilen yapõ çalõşmalarõ doğal selülozun 

2 farklõ kristal yapõda bulunduğunu göstermiştir. Bu yapõlar iki zincirli monoklinik faz Iβ ve 
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tek zincirli triklinik faz Iα�dir. (Atalla, 1993; Heiner et al., 1995). Selülozun elde edildiği 

kaynağa göre Iβ ve Iα yapõlarõnõn oranlarõ değişiklik gösterir. Acetobacter xylinum ve Valonia 

ventricosa�dan elde edilen Algal ve bakteriyal selüloz Iα�ca zengindir. Buna karşõn yüksek 

bitkilerde baskõn olan form Iβ yapõsõdõr. Ayrõca fibrilleirn kalõnlõğõ da elde edildiği kaynağa 

bağlõ olarak değişiklik gösterir. (Atalla, 1993; Sugiyama et al., 1991; 1993). Algal Valonia 

selülozunun kalõnlõğõ 20nm iken yüksek yapõlõ bitkilerde hücre duvarõnda yer alan selüloz 

fibrillerinin kalõnlõğõ 2nm olabilir.(Chanzy, 1990) Selüloz fibrilleri yalnõzca kristal yapõda 

değildir, daha düzensiz amorf bölgeler de içerirler. Kristalizasyon düzeyi de selülozun elde 

edildiği kaynağa göre değişiklikler gösterir. Selülozun kristalizasyon indeksi göreceli bir 

özelliktir, X-ray ve katõ faz NMR yöntemi ile ölçülebilir. Valonia�dan izole edilen selüloz 

%100 kristalize olarak kabul edilir.(Kulshreshta ve Dwelz, 1973).  

Daha önce de belirtildiği üzere, glukan zincirinin sonunda yer alan başka bir glukoz artõğõna 

bağlõ olmayan anomerik karbon polimerin indirgen ucu olarak ifade edilir. Polimerin diğer 

ucu ise indirgen olmayan uçtur. Sentezden hemen sonra selüloz zinciri, selüloz 

mikrofibrillerinin H-bağõ, hidrofobik etkileşimler ve van der Walls kuvvetleri etkisi ile 

katlanmasõ sonucu yüksek kristalize selüloza dönüşür. Bu yüksek yapõlõ organizasyon selüloz 

zincirinin hidrolize olan dayanõklõlõğõnõ arttõrõr, mikrofibrillerin kalõnlõğõ selülozun kaynağõna 

bağlõdõr (Nieduszynski ve Preston, 1970).  

 

Şekil 2.2 Selüloz ve Ksiloglukanõn Moleküler Yapõlarõ 
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 Selüloz mikrofibrilleri bitki hücresinin yapõsõnõ kuvvetlendirir. Yapõ oluşurken selüloz 

mikrofibrilleri diğer polisakkaritler olan hemiselülozlarca sarõlõr. Bitki hücreleri lignin ve 

pektin içeren bir tabaka ile bir arada tutulurlar. Hücre duvarõnõn diğer bir bileşeni olan hemi-

selüloz ise alkali ile ekstrakte edilebilen fraksiyon olarak tanõmlanõr. Hemi-selüloz farklõ 

polisakkaritlerin heterojen bir karõşõmõdõr. Ksiloglikan en sõk karşõlaşõlan hemi-selülozdur. 

Selülozda olduğu gibi β-1,4 glukan iskeletine sahiptir ancak her 4 glukoz biriminin 3�ünde 

sübstitiye halde β-ksiloz vardõr. Selüloz doğada ilk sentezlendiği andan itibaren asla tek 

zincirli olarak bulunmaz birçok zincirin bir araya gelmesi ile oluşan mikrofibril yapõlarõnõ 

oluşturur. (Delmer, 1995) 

Selüloz  β-1,4 bağlõ D-glukoz artõklarõ içeren basit kimyasal kompozisyonuna karşõn 

kompleks ve heterojen bir yapõya sahiptir.10000�den fazla glukoz artõğõ içeren lineer 

polimerik zincir suda çözünebilir özellikte değildir. Her bir zincir birbirinden izole halde 

bulunmaz, paralel halde dizilerek mikrofibril yapõlarõnõ oluştururlar. Elde edildikleri kaynağa 

bağlõ olarak mikrofibrillerin boyu ve kristalizasyon özellikleri farklanmaktadõr. (Chanzy, 

1990). Selülozun saflaştõrõlmasõ ve kurutulmasõndaki fiziksel koşullar kristalizasyon ve 

polimerizasyon derecesini etkileyebilir. Kristalizasyon mikrofibril boyunca tek bir formda 

değildir. Mikrofibriller hem yüksek kristalize hem de amorf bölgeleri bir arada içerirler. 

Ancak selülozun özel bir kaynağõ olan alg ve bakterilerden elde edilen selüloz yüksek 

kristalize formdadõr. Bu yüksek kalite selüloz farklõ tipte farklõ tipte selülazlarõn 

karakterizasyonunda model substrat olarak kullanõlõrlar. (Boisset, 2000) Selüloz I olarak 

isimlendirilen doğal selüloz,  polimer bilimlerince en çok çalõşõlan konulardan biridir. Çok 

sayõdaki rapor ve yayõna rağmen selülozun yapõsõ hala tam olarak çözülememiştir. Selülozun 

biyosentezi selüloz mikrofibrillerinin oluşumu ile takip edilen enzimatik polimerizasyonun 

sonucudur. Bu olayõn sonucunda selüloz zincirleri paralel şekilde bir araya gelerek kristalize 

mikrofibril yapõlarõnõ oluştururlar. (Hieta, 1984; Chanzy, 1985) Mikrofibriller daha sonra 

hücre duvarõ ve fibriller gibi yapõlarõ oluşturmak üzere bir araya gelirler. Selülozun yapõsõ ve 

ultrastructural düzeyde gelişebilir. Temel düzeyde birçok bilgi spektroskopik ve kristalografik 

yöntemler ile elde edilebilmiştir. Selüloz ile ilgili ilk kristalografik tanõmlama 1974 yõlõnda 

Sarko-Muggli (Sarko ve Muggli, 1974) ve Gardner-Blackwell (Gardner, Blackwell, 1974) 

tarafõndan bağõmsõz olarak gerçekleştirilen,  ��Algae Valonia�� den elde edilen selüloz I� in 

kristal yapõsõ olmuştur. Hücrelerdeki yapõ aynõ geometrideki iki paralel selüloz zinciri 

içermektedir. Sarko ve Muggli�nin ��paralel up�� düzenlenmeyi içeren yapõsõna karşõn, 

Gardner ve Blakwell ��paralel down�� düzenlenmeyi içeren yapõlar sunmuşlardõr. Ancak her 

iki çalõşmanõn da sonuçlarõ son olarak ortaya atõlan modelde olduğu gibi X-õşõnõ kõrõlma 
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verilerini içermemektedir.  

Selülozun yapõ aydõnlatmasõ ile ilgili diğer bir kilometre taşõ 1984 de Atalla ve VanderHart�õn. 

(Atalla ve VanderHart, 1984) Valovia selülozu üzerinde yaptõklarõ yüksek çözünürlüklü NMR 

spektroskopi çalõşmalarõdõr. Bu çalõşmalar Valovia selülozunun baskõn olan Iα fazõ ve daha az 

olarak görülen Iβ bileşeni olmak üzere 2 farklõ kristalografik faz içerdiğini göstermiştir.  

Selülozun ultrastructural seviyede incelenmesinde ��Transmission electron microscopy�� 

(TEM) pek çok avantajlar sağlamõştõr. Bu teknik selüloz zincirin kafes yapõsõnõn doğrudan 

görüntülenebilmesini sağlamõştõr. (Sugiyama, 1984) Bu veriler monokristalize bölgelerin 

selüloz mikrofibrillerini tamamen sardõğõnõ göstermiştir. (Revo, 1983) Mikrofibriller elde 

edildikleri kaynağa bağlõ olarak farklõ kalõnlõklarda olabilirler. Mikrofibriller bazõ bitkilerin 

birincil hücre duvarlarõnda 2 nm�den daha küçük yarõçaplarda olabildikleri gibi bazõ deniz 

yosunu ve deniz hayvanlarõnõn hücre duvarlarõnda bunun 10 katõ kadar büyük çaplara sahip 

olabilirler. İç kõsõmda yer almasõna rağmen selülozun amorf yapõsõ mikrofibrillerin yüzeyini 

saran zincirlerle benzerlik göstermektedir. ( Larsson, 1997) 

 

Şekil 2.3 Selülozun Fibril Yapõsõ 

2.2 Bitki Biyokütlesinin Enzimatik Parçalanmasõ: 
Bitki biyokütlesinin enzimatik parçalanmasõ selülaz ve hemi-selülazlardan oluşan bir 

kompleks tarafõndan gerçekleştirilir. Bu enzimler polimeri α- ve β-Glikozidazlarca metabolize 

olabilen daha küçük fragmetlere parçalarlar. Ligno-selülozik biyokütlenin karmaşõk yapõsõ 

bunlarõ parçalayan organizmalarõn da karmaşõk yapõlõ enzim sistemleri sentezlemelerini 

zorunlu kõlmõştõr. Selülozun parçalanmasõ bitki artõklarõ ve toprakta yaşayan 
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mikroorganizmalar tarafõndan gerçekleştirilir. Doğal selüloz suda çözünmediği için hücre 

içine giremez, bu nedenle selülozun biyolojik olarak parçalanmasõ hücre dõşõnda 

gerçekleştirilir. Selülaz hücre yüzeyini saran bir tabaka oluşturarak ya da ekstraselülar olarak 

selüloz ile etkileşime girer. Çok az mikroorganizma hidroliz için gerekli tüm enzimleri 

sentezleyebilme kapasitesine sahiptir  

Mikrobiyal selüloz degredasyonu doğada, iki farklõ çevrede gerçekleşir. Anaerobik ortamda 

selülolitik işleyiş mikroorganizmanõn hücre duvarõ yüzeyinde bulunan kompleks bir sistem 

tarafõndan gerçekleştirilir. Anaerobik çevre toprak ve çamur olduğu gibi sürüngen ve 

gevişgetiren hayvanlarõn bağõrsaklarõnõn arkaduvarõnõ da kapsar. (Troyer, 1991) Aerobik 

çevrede ise pek çok mikroorganizma tek başõna selülazõ sentezleyerek doğrudan hücre dõşõna 

salarlar. Her iki durumda da hidroliz ürünleri hücre içine alõnarak metabolize edilirler.  

Selülozun doğada en çok bulunan polimerdir ve birçok hayvan türü içinde önemli bir besin 

kaynağõdõr. Ancak selülozu enerji kaynağõ olarak kullanan birçok otobur ve karõşõk beslenen 

hayvan kendi selülazõnõ sentezleyemez. Örneğin geviş getiren hayvanlar selülozu anaerobik 

koşullarda sindirebilmek için bakteri, fungi, protozoalardan oluşan bir karõşõma gereksinim 

duyarlar. (Dehority, 1991)  

Geleneksel olarak selülazlar etki mekanizmalarõna göre sõnõflandõrõlõrlar. Ekzoenzimler 

polisakkarid zincirini uçlarõndan hidrolizlerler. Endo enzimler ise zincire rasgele bölgelerden 

saldõrarak zinciri parçalarlar. Ekzo- ve endo selülazlar selüloza sineristik ve kooperatif olarak 

etki ederler.(Nidetzky, 1993; Irwin et al.,1993; Beguin ve Aubert, 1994) enzimlerin endo-

ekzo sinerjistik etkisini açõklayan en geçerli hipotez endo-selülazlarõn, ekzo-selülazlar için 

serbest uçlar oluşturmasõdõr. 
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Şekil 2.4 Selülozun glukoza hidrolizi  

Selülozun glukoza kadar olan hidrolizi ekzoglukanazlar, (selobiyohidrolaz) endoglukanaz ve 

β-glukozidazlar tarafõndan tamamlanõr. Selobiyohidrolaz (1,4- β-D-glukan E.C 3.2.1.91) 

genellikle kristalize selüloz üzerinde etkilidir. Endoglukanaz 1,4- β-D-glukan -4-glukano 

hidrolaz EC. 3.2.1.4) daha çok selülozun amorf bölgeleri üzerinde etkilidir ayrõca 

karboksimetilselüloz (CMC) ve hidroksietil-selüloz (HEC) gibi sübstitüye formdaki selüloza 

karşõ da aktivite gösterir. Selobiyohidrolaz selobiyozu indirgen olan ya da olmayan uçlardan 

kõrabilir. Ancak endoglukanazlar zinciri yalnõzca internal olarak kõrarlar.  β-glukozidazlar (EC 

3.2.1.21) selobiyoz ve diğer suda çözünür oligosakkaritleri glukoza parçalar. (Beguin, 1990) 

Glukoza parçanmayõ sağlayan bu son adõm çok önemlidir çünkü selobiyoz selülazlar için son 

ürün inhibitörü olarak etki gösterir. 
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Şekil 2.5 Selülozun glukoza parçalanmasõnda enzimlerin etki mekanizmasõ 

2.3 Selülazlarõn Substratlarõ: 
Selülaz aktivitesinin ölçülmesi için kullanõlan substratlar suda çözünürlüklerine göre iki gruba 

ayrõlõrlar. 

2.3.1 Suda Çözünen Substratlar: 
Çözünebilir substratlar 2- 6 arasõda düşük polimerleşme derecesine (DP) sahip 

sellodekstrinlerinleri ve DP değeri yaklaşõk birkaç yüz olan selülozlarõ içerirler. Bu substratlar 

genellikle sellülaz bileşenlerinin tek tek aktivitelerinin ölçülmesinde kullanõlõrlar. 

Sellodekstrinler DP değerinin 6�dan küçük olduğu durumlarda kolayca çözülebilirdirler. DP 

değeri 6- 12 arasõnda ise çözünebilirliği biraz daha zorlaşõr. (Zhang veLynd; 2003, 2005)  

DP değerindeki artõşla beraber sistemin entropik etkisine ve intermoleküler hidrojen bağlarõna 

bağlõ olarak molekülün çözünürlüğü dramatik olarak azalõr. Sellodekstrinler genellikle 
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selülozun HCl, (Miller; 1960,1963) sulfirik asit ya da bu asitlerin karõşõmõ (HCl ve H2SO4 ) 

(Zhang, Lynd 2003) ile hidrolizi sonucu elde edilir.  

Bunun yanõnda sellodekstrinler C. thermocellum�dan elde edilen sellobiaz ve sellodekstrin 

fosforilaz ya da T. reesei�den elde edilen β-glukozidaz kullanõlarak biyolojik olarak 

sentezlenebilir. (Strobel, 1995) sellodekstrin karõşõmõnda bulunan farklõ DP�ye sahip yani 

farklõ zincir uzunluğunda bulunan polimerler ince tabaka, katyon değişim ya da moleküler 

eleme gibi kromatografik yöntemler kullanõlarak ayrõlabilir. (Shintate, 2003) (Schmid, 1988) 

(Voloch, 1984) 

Suda çözünebilir sellodekstrinden türevlendirilen, kromojenik p-nitrofenil glikozid ve 

fluorojenik metilumbelliferil-D-glikozid selülazõn kinetik özellikleri, reaksiyon spesifikliği ve 

bağlanma bölgesinin termodinamiğinin belirlenmesi ile ilgili araştõrmalarda oldukça 

kullanõşlõdõr. (Tuohy, 2002) (Barr, 2002) 

Bu substratlar, kromoforlarõn substütiye glukozidden salõnmalarõ sonucu şekerden bağõmsõz 

olarak kolayca ölçülebilmeleri nedeniyle artan selobiyoz ve glukoz varlõğõnda inhibisyon 

katsayõsõnõn belirlenmesi amacõyla da kullanõlmaktadõrlar.  

Uzun zincirli selüloz türevleri de kimyasal yapõlarõ nedeniyle suda çözünebilirler. İyonik 

yapõlõ karboksi metil selülaz (CMC) endoglukanaz aktivitesinin belirlenmesi amacõyla 

kullanõlabilir. Endoglukanazõn moleküller arasõndaki β-glukozitik bağlarõ rastgele kõrmasõ 

sonucunda DP değerinde dramatik bir azalma görülür. Söz konusu reaksiyon CMC�deki β-

glukozitik bağlarõn kõrõlmasõ olduğunda endoglukanaz CMCaz adõnõ alõr. CMC 2 önemli 

fiziksel parametreye sahiptir DS sübstitüsyon derecesi ve DP polimerizasyon derecesi. 

CMC�nin çözünebilirliği maksimum stökiyometrik değeri 3 olan DS değeriyle yakõndan 

ilişkilidir. CMC, DS değeri 0,3-0,7�den büyük olduğunda suda çözünebilirdir. (Karlsson, 

2001)  

Ticari olarak satõlan CMC�leri DS değerleri genellikle 1,5�den küçüktür. CMC indirgen şeker 

ve viskozite ölçümünde substrat olarak kullanõlacak ise bu değer şiddetle tavsiye 

edilmektedir.  Çünkü DS değeri 0,7�ye eşit ise hidroliz %2 ile sõnõrlanmaktadõr. (Wood, 1988) 

Bu değer selülazõn yalnõzca non-substütiye glukoza etki edebilmesi ve hidroliz reaksiyonun en 

az 2 veya 3 komşu non-substütiye glukoz artõğõna ihtiyacõ olmasõ nedeniyle önemlidir. 

CMC�nin DP değeri indirgen şeker ölçümünde önemli değildir. Ancak vizkozite azalmasõnõn 

ölçülmesinde büyük önem taşõr. CMC su içerisinde çözülürken DP değerini düşmesinden 

kaçõnmak amacõyla yavaşça döndürerek karõştõrõlmalõdõr. (Sharrock, 1988) Bununla beraber 
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iyonik CMC�nin vizkozitesi pH, iyonik şiddet ve polivalent katyon konsantrasyonundan da 

etkilenir. 

Bu nedenle endo-glukanaz aktivitesinin belirlenmesinde hidroksietil selüloz (HEC) gibi 

iyonik olmayan selülozlar önerilmektedir. (Wood, 1988a) Boyanmõş çözünür CMC�ler 

remazol brillant Blue R ya da Ruthenium Red gibi boyalarla CMC�nin karõştõrõlmasõ ile elde 

edilirler. (Fülöp, 1994) (Rescigno, 1994) 

Supernatant içindeki çözünebilir selüloz türevinden salõnan renk substratõn çöktürülmesinden 

sonra ölçülebilir. 

2.3.2 Suda Çözünmeyen Substratlar: 
Selülaz aktivitesinde kullanõlan ve suda çözünmeyen substratlar oldukça saf selüloz 

(Whatman No1 filtre kâğõdõ, bakteriyal selüloz, mikrokristalize selüloz ve amorf selüloz) ve 

saf olmayan selüloz ( boyanmõş selüloz, α-selüloz, ligno-selüloz) olarak sõnõflandõrõlabilir. 

Doğal selüloz selüloz I olarak isimlendirilir. İki farklõ kristal formu vardõr. Iα bakteri ve 

alglerde bulunur, Iβ yüksek bitkilerde bulunur. (Atalla, 1984) Doğal selüloz çeşitli işlemler ile 

diğer kristal formlara (II-IV) dönüştürülebilir. (Klein, 1993)  

Selülozun kristalizasyon derecesi (CrI) X-õşõnõ difraksiyon modeli ile kantitatif olarak 

ölçülebilir. (Krassig 1993) Kristalizasyon derecesi hidroliz düzeyi ile yakõndan ilişkilidir. 

(Converse, 1993) Buna rağmen, kristalizasyon derecesi selülozun çeşitli muameleler öncesi 

ve sonrasõnda karakteristiğindeki değişimleri göstermek amacõyla kullanõlan uygun bir 

belirteçtir. Yüksek kristalize selüloza örnek olarak pamuk, bakteriyal selüloz Valonia 

ventricosa algal selülozu verilebilir. (Fierobe, 2002) Mikrokristalize selüloz, α-selüloz, ve 

işlem görmemiş selülozik substratlar ortalama CrI değerine sahiptirler ve kristalize fraksiyon 

ile amorf fraksiyonun birleşimi olarak kabul edilebilirler. Ancak yine de iki fraksiyon arasõnda 

kesin bir sõnõr çizgisi yoktur. 

Pamuk ipliği doğal pamuktan mum, pektin, renkli maddeler gibi safsõzlõklar uzaklaştõrõldõktan 

sonra elde edilir. (Wood, 1988b) Whatman No1 filtre kâğõdõ uzun pamuk ipliği hamurundan 

düşük kristalizasyon derecesi (yaklaşõk %45) ile üretilir. Hidroselülaz ya da ticari adõyla 

��avicel�� çeşitli firmalar tarafõndan aşağõdaki adõmlar izlenerek üretilmektedir. Birinci adõm 

ağaç hamurunun seyreltilmiş hidroklorik asit ile hidrolizi ile amorf selüloz fraksiyonunun 

uzaklaştõrõlmasõdõr. Bu adõmõ hamurun yõkanmasõ ve kurutulmasõ takip eder. (Fleming 2001) 

ancak bu işlemler sonucunda mikrokristalize selüloz hala amorf bölgeler içermektedir. Avicel 

düşük DP değeri nedeniyle ekzoglukanaz aktivitesi için iyi bir substrattõr.  
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Bakteriyal selüloz (BC) Acetobacter xylinum tarafõndan üretilen pelikülden hazõrlanõr. 

(Hestrin, 1963) Bakteriyal mikrokristalize selüloz (BMCC) amorf fraksiyonlarõ uzaklaştõrmak 

için uygulanan asit hidrolizi ile DP�nin düşmesi sağlanarak bakteriyal selülozdan üretilebilir. 

(Valjamae, 1999) 

Amorf selüloz kristalize fraksiyonlarõn mekanik ya da kimyasal yöntemlerle amorf forma 

dönüştürülmesi ile elde edilir. Bu selülozlar mekanik olarak amorf hale getirilmiş selülozlar, 

alkali ile şişirilmiş selülozlar, fosforik asit ile şişirilmiş selülozlar olabilir. Mekanik olarak 

amorf selüloz hazõrlamak için kürelerle öğütme ya da parçalama yöntemleri kullanõlõr. (Fan, 

1980)  

Alkali ile şişirilmiş amorf selüloz ise selüloz tozunun yüksek konsantrasyonda NaOH ile 

muamelesi sonucunda elde edilir. Fosforik asit ile şişirilmiş selüloz (PASC) kuru selüloz 

tozunun %85�lik o-fosforik asit ile muamelesiyle üretilir. (Wood, 1988b)  

Öğütme, NaOH, H3PO4 ile üretilen amorf selülozun özellikleri selülozun elde edildiği 

kaynağa, reaksiyon sõcaklõğõna, süreye, reaktif tipine ve konsantrasyonuna büyük oranda 

bağlõdõr. Buna bağlõ olarak da çeşitli tipteki amorf selülozun hidroliz düzeylerinin farklõ 

laboratuarlar arasõnda karşõlaştõrõlmasõ neredeyse imkânsõzdõr. Amorf selüloz sulu ortamda 

saklanmalõdõr. Amorf selülozun kurumasõ substratõn reaktivitesinin kaybõ ile sonuçlanõr. 

(Zhang ve Lynd 2004) Substratõn reaktivite kaybõnõ önlemek için dondurarak kurutma ya da 

çözücü değişimini takiben kurutma işlemi uygulanabilir. (Fan ve Lee 1981) 

Geri-dönüştürülmüş (rejenere) selüloz çözünmeyen selülozun, nitrik asit, sülfirik asit, N,N-

dimetil aset amid, (Striegel, 1997) 1-bütil-3-metilimidazolyum klorür (Swatloski, 2002)  gibi 

selüloz çözücüleri ile çözünür hale getirilmesi ile üretilir. Geri dönüşümü yapõlan selülozun en 

önemli ticari ürünü suni ipektir. Suni ipek tekrar kristallendirme işlemine tabi tutulduğundan 

yalnõzca amorf bölgeler içermez. Geri-dönüştürülmüş selüloz %85�lik soğuk H3PO4 

kullanõlarak da üretilebilir. Selüloz hamuru %85�lik soğuk H3PO4 ile çözüldükten sonra soğuk 

su ile çöktürülür. RAC homojen olmasõ nedeniyle selülaz aktivitesi ölçümü için oldukça iyi 

bir substrattõr. (Zhang, 2006) RAC aktivite ölçümlerinde daha uygun ve tekrarlanabilir 

sonuçlar vermektedir bununla beraber çok düşük selülaz aktivitelerinin ölçülmesinde 

kullanõlabilen çözünebilir non-substütiye ideal bir substrattõr. 

α-selüloz ağõrlõklõ olarak selüloz ve az miktarda hemiselüloz içermektedir. Holoselüloz 

lignoselülozdan ligninin uzaklaştõrmasõndan sonra kalan katõ yoğun kõsõmdõr, α-selüloz ise 

holoselülozdan alkali ekstraksiyonu ile hemiselülozun uzaklaştõrõlmasõ sonucunda kalan katõ 
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yoğun kõsõmdõr. (Gren, 1963)  

Lignoselülaza bazõ ön işlemler yapõlarak inert yapõsõ bozulur bunun sonucunda selülaz 

tarafõndan daha hõzlõ ve etkin olarak hidrolize edilmesi sağlanõr. Bu ön işlemlere örnek olarak 

seyreltilmiş asit ile muamele, sõcak su, amonyak ile süzme verilebilir. (Mosier, 2005). 

Substratõn özellikleri (DP, selülaz tarafõndan ulaşõlabilirliği, lignin içeriği gibi) yukarõda 

belirtilen bu ön işlemlere ve bunun yanõnda lignoselülazõn kaynağõna bağlõdõr. 

2.4 Aktivite Tayini: 
Selülaz aktivite tayin yöntemleri 3 gruba ayrõlabilir. 

(1) hidroliz sonrasõ ürünlerin ölçümü 

(2) substrat miktarõndaki azalmanõn ölçümü 

(3) substratõn fiziksel özelliklerindeki değişimin ölçülmesi 

Hidroliz ürünlerinin ölçümünde indirgen şeker miktarõ, toplam şeker miktarõ ve kromofor 

madde miktarõnõn ölçülmesi yer almaktadõr. İndirgen şeker ölçümünde en yaygõn kullanõlan 

metodlar dinitroselisilik asit (DNS) metodu, Somogyi-Nelson metodu, 2,2-bicinchroninat 

(BCA), 4-hidroksibenzoilhidrazin  (PAHBAH) metodu, ferrisiyanid metodudur. (Miller, 

1959) (Waffenschmidt, 1987)  (Lever, 1972) (Kidby, 1973) 

Toplam şeker miktarõ zincir uzunluğuna bakõlmaksõzõn fenol-H2SO4 metodu ile doğrudan 

ölçülebilir. (Dubois, 1956)  

Glukoz hekzokinaz ve glukoz -6-fosfat dehidrojenaz enzim çiftinden oluşan enzimatik glukoz 

kiti yardõmõyla ya da hidroliz sonrasõ HPLC ile ölçülebilir. (Zhang, Lynd 2004a)  

Pek çok şeker tayini yönteminin dedeksiyon aralõklarõ şu iki stratejinin kullanõlmasõ yoluyla 

geliştirilmiştir. (1) renk reaksiyonundan sonra daha fazla seyreltme yapõlmasõ (2) reaksiyon 

öncesinde örnek başõna düşen şeker hacmini değiştirmek. Örneğin DNS metodunun ilk hali 

her bir örnek için 20- 600µg aralõğõnda indirgen şeker tayini yapmak için tasarlanmõştõr. 

Ancak bu metodun dedeksiyon aralõğõ dilüsyon yapõlarak 100- 2500 µg aralõğõna 

genişletilmiştir. (Ghose, 1987)  

Aynõ durum Somogyi-Nelson metodu için de geçerlidir. Sigma enzimatik glukoz tayin kiti 

reaksiyon karõşõmõ 10µL örnek + 1000 µL enzim çözeltisi olacak şekilde şeker miktarõnõ 200- 

5000 µg/L aralõğõnda ölçebilmektedir. Bununla beraber dedeksiyon limiti, reaksiyon karõşõmõ 

500µL örnek ve 500µL enzim çözeltisi olarak alõndõğõnda 4- 100µg/L düzeyine 
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düşürülebilmektedir. (Zhang, Lynd 2004b) İndirgen şeker yöntemi Cu2+ ya da ferrisiyanat gibi 

inorganik yükseltgenlerin indirgenmesi temeline dayanõr. Bu yükseltgenler selüloz zincirinin 

indirgen ucundaki aldehit grubundan elektron alarak indirgenirler. İndirgen şeker yönteminin 

dedeksiyon aralõklarõ 1- 2500µg/örnek aralõğõndadõr. Somogyi metodu, görece yüksek şeker 

tayin aralõğõ ve selülazõn girişim etkisinin düşük olmasõ nedeniyle selülaz aktivitesinde en sõk 

kullanõlan 2 yöntemden biridir.  

Bununla beraber bu metodun dezavantajõ sellodekstrin ve glukoz standardõ arasõndaki zayõf 

stökiyometrik ilişkidir. (Coward-Kelly, 2003).Örneğin glukozun standart olarak kullanõldõğõ 

ve β-glukozidazõn fazla olmadõğõ durumlarda selülaz aktivitesi olduğundan daha düşük olarak 

ölçülebilir. 

Ferrsiyanat, PAHBAH ve BCA metotlarõ yüksek duyarlõlõğa sahip olmalarõna karşõn 

dezavantajlarõ protein ile spesifik olmayan girişim etkisi oluşturmalarõdõr. 

Fenol-H2SO4 ve antron-H2SO4 metotlarõnõ kapsayan toplam karbohidrat tayini indirgen şeker 

tayin yöntemleri ile kõyaslandõğõnda iki önemli avantaja sahiptirler. Bu yöntemde 

sellodekstrin ve glukoz standardõ arasõnda sõkõ bir ilişki vardõr. Ayrõca proteinin girişim etkisi 

çok azdõr ya da hiç yoktur. Buna rağmen diğer karbohidrat ve türevlerinin güçlü girişim etkisi 

yöntemin saf selüloza uygulanmasõnda sõnõrlayõcõ olmaktadõr. Enzimatik analiz kiti ya da 

HPLC kullanõmõ diğer şekerlerden kaynaklanan girişim etkisinin yok edilmesini sağlar ancak 

bu da sellodekstrinin glukoza dönüşümünü sağlayan ekstra bir adõmõn ortaya çõkmasõna sebep 

olur. Substrattaki azalmayõ ölçmek için kullanõlan gravimetrik ve kimyasal pek çok yöntem 

vardõr. Ancak bu metotlar kurutma işlemi ile son bulan santrifuj ve filtrasyon gibi sürekli 

tekrarlayan işlemleri gerektirmeleri nedeniyle oluşan üründeki artõşõ ölçen metotlar kadar ilgi 

görmezler.  Gravimetri yöntemi standart sapmasõnõn örnek ağõrlõğõna bağlõ olmasõ nedeniyle 

çok dikkat gerektirmektedir. Örneğin ağõrlõklarõ 1 mg ve 100 mg olan iki örnekte 0,1mg�lõk 

bir sapma birinci örnek için %10 ikinci örnek için %0,1 hata anlamõna gelmektedir. 

Selülozun ölçülebilir fiziksel özellikleri, şişme faktörü, yapõ şekillenmesi, türbidite ve 

viskozitedir. Vizikozimetrik olarak aktivite tayini çözünebilir selüloz türevleri kullanõlarak tek 

başõna endoglukanaz aktivitesinin ölçülmesi amacõyla kullanõlmaktadõr. (Manning,1981) Bu 

metot işlem süresince molekülün viskozite değeri ortalamasõnõn molekül sayõsõ ortalamasõna 

olan oranõnõn sabit olduğu durumlar için uygundur. (Hulme, 1988) Bunun yanõnda bu 

metodun uygulanmasõ ve otomasyonu zordur. 
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2.5 Selülazlar ve Domainleri: 
Selülazlar domain adõ verilen bağõmsõz katlanmalara, yapõya ve fonksiyona sahip alt 

birimlerin bir araya gelmesi ile oluşurlar. Bu karmaşõk enzim sistemi genellikle bir katalitik 

birim, bir veya daha fazla substrat bağlayõcõ ya da kompleksi oluşturmada görevli yardõmcõ 

birimlerden oluşur. Bunlara ek olarak henüz fonksiyonu bilinmeyen bazõ birimlerde bu 

kompleksin yapõsõnda bulunmaktadõr. Her bir domain biribirine bağlayõcõ peptid ile bağlanmõş 

durumdadõr. (Gilkens ve Henrissat, 1991)  

Bu bağlayõcõlar genellikle glisin, prolin, serin ve treonince zengin O-glikozillenmiş 

peptidlerdir. (Williamson, 1992)  

Katalitik birimler glikozil hidrolazlardõr. 500 farklõ dizinin incelenmesi sonucunda, amino asit 

dizilerindeki benzerlikler ve hidrofobik grup analizi yöntemi (HCA) kullanõlarak yapõlan 

ikincil yapõ aydõnlatmalarõ temel alõnarak 82 aileye ayrõlmõşlardõr.(Henrissat ve Bairoch 1993) 

Bu sõnõflandõrma hem yapõsal katlanmayõ hem de katalitik mekanizmayõ temel almaktadõr. 

Bazõ aileler amino asit dizilimlerindeki farklõlõğa rağmen  küresel yapõyõ oluşturan benzer 

katlanmalara ve katalitik merkez yapõsõna sahip olduklarõndan ��klan�� formundadõr. En büyük 

klan olan GH-A, 6 farklõ aileler içerir ve farklõ amino asit dizilimlerine sahip olmalarõna karşõ 

bu ailelerin tümü benzer katlanmalara ve katalitik aktiviteye sahiptir. Tersi şekilde amino asit 

dizilimleri çok benzer olan aile 8 ve 9 katalitik aktiviteleri ve yapõsal katlanmalarõ açõsõndan 

farklõdõrlar. Farklõ selülazlar bu ailelerden 11� i (aile 5-10, 12, 26, 44, 45, 48)  arasõnda dağõlõr.  

Katalitik birimlerin üç boyutlu yapõlarõnõn belirlenmiş olmasõna bağlõ olarak aynõ aileye üye 

olan enzimlerde amino asit dizisinde olan  farklõlõklara karşõn katlanma şeklinin korunduğu 

görülmüştür. Aile yapõlandõrmasõ, enzim sõnõflandõrma sisteminden (EC sõnõflandõrmasõ) 

oldukça farklõdõr. EC sõnõflandõrmasõ substrat spesifikliğini temel alarak yapõlan bir 

sõnõflandõrmadõr. Buna bağlõ olarak bir aile içinde hem ekzoglukanazlar, hem de 

endoglukanazlar bulunabilir. Bununla beraber aile- 5 çoğunlukla selülazlardan oluşmaktadõr 

ancak β-mannaz, ekzo- 1,3-β-glukanaz ve selodekstrinaz da bu ailenin üyesidir. (Henrissat, 

1994)   

 Son yõllarda selülazlarõn atomik yapõsõ ve katalitik merkezlerinin yapõ aydõnlatmasõ ile ilgili 

çok sayõda çalõşma yapõlmaktadõr. Hidrolizlenemeyen oligosakkarit türevlerinin geliştirilmesi 

ve enzimin aktif bölgesini kapatan substrat analoglarõnõn tasarõmõ ile aktif bölgenin yapõ 

analizleri sağlanmaktadõr. (Driguez, 1997) (Notenboom, 1998) (Klarskov, 1997)  

Ek olarak biflurojenik substratlarõn tasarõmõ selülazlarõn kinetik özelliklerinin incelenmesinde 

kullanõlmaktadõr. (Armand, 1997)  
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Aktif bölgenin yapõsõnõn anlaşõlmasõ selülozun nasõl aktif bölgeye girdiğinin ve selülazõn nasõl 

çalõştõğõnõn gösterilmesi için yeterli değildir. Katalitik bölge ve sahip olduğu katalitik aktivite 

enzimin tüm özelliklerini değiştiren ya da yeni özellikler ekleyen aksesuar modüllerle 

modifiye edilir. Günümüze kadar çalõşõlmõş pek çok selülaz ikinci bir bağlayõcõ alt birime 

sahiptir. Selüloz bağlayõcõ modül ya da domain (cellulase binding module/ domain  ��CBM�� 

��CBD��) olarak isimlendirilen bu altbirim substratõ bağlamasõna karşõn onu hidrolizleyemez. 

Farklõ ailelerin bir çoğunda bulunan CBM için amino asit dizi homolojisinin varlõğõ 

gösterilmiştir. (Temme, 1995)  

Katalitik bölgelerde olduğu gibi her bir CBM ailesinin yapõsõ kristalografik ve NMR 

yöntemleri ile aydõnlatõlmaya başlanmõştõr. (Tormo, 1996) (Brun, 1997) 

 CBM�ün en önemli fonksiyonu kristalize selülozu katalitik bölgeye ulaştõrmaktõr. Enzim 

substrat yüzeyinde difüzyona maruz kaldõğõ halde bağlanma oldukça stabildir. (Jervis ve 

Haynes, 1997) Bazõ CBM�ler kristalize substrat zincirleri arasõndaki kovalent olmayan 

etkileşimleri bozma işleminde katalizör görevi üstlenmektedirler. (Din, 1991)  

 

Şekil 2.6 CBM ve selüloz mikrofibrillerinin etkileşimi 
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CBM�ün hücre duvarõnõn sentezi sõrasõnda da bazõ fonksiyonlara sahip olduğu belirlenmiştir. 

Şekilde selüloz sentezi sõrasõnda CBM ile selüloz fibrillerinin etkileşimi gösterilmiştir. CBM 

selüloz mikrofibrilleri ile farklõ safhalarda etkileşime giriyor olabilir. Kristalizasyonun 

başlangõcõndaki etkileşim sentez hõzõndaki artõş ve fibrillerin uzamasõ ile sonuçlanõrken sentez 

sonrasõndaki etkileşim hidrolize olmamõş fibrillerin kopmasõ ile sonuçlanõr. Shpigel (Shpigel 

1998) CBM�ün selüloz biyosentezini düzenlediğini göstermiştir. CBM�nin A.xylinum�da 

selüloz sentez hõzõnõ 5 kat arttõrdõğõnõ göstermiştir. CBM varlõğõnda selüloz biyosentezinin 

elektron mikroskobu ile incelenmesi sonucunda ince kontrol fibrillerine oranla daha kalõn yeni 

fibrillerin oluştuğu gösterilmiştir.  

Substrat spesifikliğini temel alan sõnõflandõrmaya göre: 

Selülaz terimi 3 farklõ enzim ve 3 farklõ katalitik reaksiyonu içeren hidrolitik enzim sistemini 

ifade etmektedir.  

1.Endoglukanazlar: (EGs, EC 3.2.1.4) suda çözünmeyen selüloz zincirini rastgele olarak β-

1,4 glikozidik bağõnõ kõrarak hidrolizlerler. 

2.Ekzoglukanazlar ya da selobiyohidrolazlar: (CBHs, EC 3.2.1.19) glikozidik bağõ indirgen 

ya da indirgen olmayan uç üzerinden hidrolizlerler diğer bir değişle zincirin uçlarõ üzerinden 

aktivite gösterirler. Hidroliz sonucunda ortaya çõkan ürün iki glukoz biriminden oluşan 

selobiyozdur. 

3.Glukozidaz ya da selobiaz : (EC 3.2.1.21) suda çözülebilir özellikteki selobiyozu 2 glukoz 

artõğõna hidrolizlerler.  

Mikroorganizmalar özellikle de fungiler bu enzimlerin bir karõşõmõnõ sentezlerler. Selülolitik 

sistemi oluşturan bu enzimler etkin ve sinerjistik bir şekilde selülozu hidrolizlerler (Singh ve 

Hayashi, 1995). Diğer taraftan bu sistemi oluşturan enzimler tek başlarõna selülozu ya hiç 

hidrolizleyemezler ya da çok az miktarda hidrolizleyebilirler. Bu sinerjistik işbirliğinde en iyi 

anlaşõlan β-glukozidazõn fonksiyonu olmuştur. CBH ve EG�õn kataliz sonunda oluşan ürün 

olan selobioz tarafõndan inhibe edildikleri bilinmektedir(Holtzapple, 1984) (Gusakov ve 

Sinitsyn, 1992). Bu işbirliğinde β-glukozidazõn rolü çok önemlidir.  β-glukozidaz diğer iki 

enzim üzerine selobiozun inhibitör etkisini azaltõr. EG ve CBH�nin bu işbirliğindeki rolü 

halen araştõrõlmaktadõr. Genel olarak EG selüloz zincirine rastgele etki eder ve serbest uç 

sayõsõnõ artõrõr, CBH de bu serbest uçlara saldõrõr. (Kumar, 1996) Diğer taraftan CBH�õn 

aktiviteside EG�nin saldõrabileceği altta kalan selüloz zincirlerinin açõğa çõkmasõna neden 

olur. Selülolitik sistemdeki bu kooperatif etki enzimlerin tek tek verdiği aktiviteden daha 
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yüksek bir aktivite oluşmasõna neden olur. Pek çok endo ve egzo-glukanaz katalitik domain 

ve ona peptid ile bağlanmõş bir veya daha fazla yardõmcõ domainden oluşmuştur. (Gilkes et 

al., 1991) yalnõzca bir  mikrobiyal selülaz ve yüksek bitkiler tarafõndan sentezlenen selülaz 

belirtilen yardõmcõ domainleri içermez. Bu selülazlara örnek olarak T.reesei�den elde edilen 

EG ve EG3 verilebilir. Buna benzer şekildeki moleküler organizasyon polimerik 

karbohidratlara spesifik diğer enzimler olan amilaz ve kitinazda da görülebilir. (Tomme, 

1995) ve büyük olasõlõkla bu organizasyon hetorojen karbohidratlarõn biyodegredasyonu için 

gereklidir. Adõ geçen bu yardõmcõ domainlerden biri de CBM (cellulose binding module) �dir 

ve selülozun enzimatik parçalanmasõnda kritik bir öneme sahiptir. T.reesei�den elde edilen 

CBH I�in CBM olmadan selülozu hidrolizleyebildiği ancak kinetiğinde bazõ değişiklikler 

olduğuna dair kanõtlar vardõr (Srisodsuk, 1994) .Buna ek olarak EG5 Humicola insolens�den 

izole edilen   EG5 ve Cellulomonas fimi �den izole edilen CenA EG, ile yapõlan deneyler 

CBM varlõğõnõn  EG aktivitesi için zorunlu olmadõğõnõ göstermiştir(Azevedo et al., 2000). 

Endo ve ekzo glukanazlarõn moleküler organizasyonunda tüm modüller birbirine proteolize 

duyarlõ bağlayõcõ bir peptid aracõlõğõ ile bağlanõrlar. Olasõlõkla proteolize olan bu duyarlõlõk 

bağlanmanõn sulu fazda gerçekleşmesi nedeniyle ortaya çõkmaktadõr. Proteolize dayanõklõlõğõn 

sağlanabilmesi amacõyla genellikle bağlayõcõ peptidler O-glikozilllenmiş durumdadõrlar. 

Fungal bağlayõcõ peptidler prolin, treonin ve serince zengindirler. Bakterilerde bulunan 

yaklaşõk 100 amino asitlik peptidlere göre fungal peptidler daha kõsadõrlar. (30- 40 aa) 

CBM�nin bakteriyal ve fungal selülazlardaki rolü oldukça net bir şekilde anlaşõlabilmiştir. 

(Teeri, 1995) (Din, 1995) Çeşitli çalõşmalar, katalitik birimin kristalize substrata olan 

afinitesinin çok düşük olduğunu göstermiştir. Buna karşõn izole edilmiş CBM, selülazõn tüm 

bağlanma özelliğine tek başõna sahiptir. CBM�nin proteolitik olarak uzaklaştõrõlmasõ enzimin 

küçük çözünebilir substratlar üzerindeki aktivitesini etkilemez, ancak suda çözünmeyen 

selülozun hidrolizi belirgin olarak azalõr.(vanTilbeurgh, 1986) (Tomme, 1988) (Kleman-

Leyer, 1994) 

Bazõ bakteriyal CBM�ler pamuk fibrillerini parçalayarak substrattan küçük parçalar 

kopartabilme özelliğine sahiptir. Bu fonksiyon yalnõzca substrata bağlanma özelliğinden çok 

daha aktif bir fonksiyondur.(Din, 1991) (Kilburn, 1993) . CBM�ler proteinin N- ya da C- 

terminalinde bulunur, bunun dõşõnda proteinde internal olarak yerleşmiş CBM�lerin de varlõğõ 

da gözlenmiştir. 

100�den fazla CBM�ün amino asit dizisinin aydõnlatõlmasõ özelliklerinin karşõlaştõrõlmasõna  

ve aileler halinde sõnõflandõrõlmasõna olanak sağlamõştõr. CBM�lerin pek çoğu  amino asit 
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dizilerindeki benzerliklere göre 10 aileye ayrõlmõşlardõr. (Tomme, 1995) 

Pek çok CBM 1,2 ve 3. ailelerde bulunur geri kalan ailelerde yalnõzca birkaç üye vardõr. T. 

reesei,�den elde edilen CBH I-CBM�nin 3 boyutlu yapõsõ nükleer manyetik rezonans (NMR) 

yöntemi ile aydõnlatõlmõştõr. (Kraulis et al., 1989) ikincil yapõsõ kama şekilli ve düzensiz 

bölgelerden oluşur. Molekülün bir yüzeyi hidrofobik yüzey oluşturan tirozince zengindir ve 

selülozun bağlanma yüzeyini oluşturur.  (Linder, 1995) 

Temel fonksiyonuna ek olarak CBM�nin katõ substrat yüzeyine etkiyen etkin enzim 

konsantrasyonunu arttõrdõğõ düşünülmektedir. Diğer bir düşünce ise CBM�nin kristalize 

selülozdan tek bir selüloz zincirinin kopartõlmasõnõ sağladõğõ yönündedir. (Tomme, 1995) 

(Linder, 1996) Bu da katalitik merkezin substrata olan aktivitesini mümkün kõlmaktadõr.  

Bilinen tüm ksilanaz ve selülazlarõn  katalitik domainleri amino asit dizilerindeki benzerlikler 

temel alõnarak sõnõflandõrõlabilmişlerdir. (Henrissat ve Davies, 1997) tüm ailerin katlanma 

modelleri ve yüzey yapõlarõnda benzerlikler vardõr. Bu durum tüm aile üyelerinin aynõ 

reaksiyon mekanizmasõnõ kullandõklarõnõ ve benzer substrat spesifikliğine sahip olduklarõnõ 

göstermektedir. (Tomme, 1995) Bu durum 6 aileye ait 15 farklõ selülaz için doğrulanmõştõr. 

İlk katalitik domain yapõsõ 1990 yõlõnda çözümlenmiştir. (Rouvinen,1990)  

T. reesei�den elde edilen CBH II katalitik domaininde α ve β yapõlarõ dönüşümlü olarak bir 

arada bulunur. Yapõda 5 adet α heliks, 7 adet   β katlanmõş yaprak zinciri bulunmaktadõr. 

Aktif bölge tünel oluşturmak üzere uzamõş 2 kol ile kapatõlmõştõr bu tünelin uzunluğu 2nm 

kadardõr ve glikozidil artõklarõnõ bağlayabilmek için 4 adet bağlanma bölgesi içerir. Glikozidik 

bağõn hidrolizi glikozidil artõklarõnõn 2 ve 3. bağlanma bölgeleri arasõna bağlanmasõ ile 

gerçekleşmektedir. Thermomonospora fusca�dan elde edilen ve CBH II ile aynõ aileden gelen 

E2 katalitik domaininin üç boyutlu yapõsõ CBH II�ye çok benzer ancak aktif bölgenin 

düzenlenmesinde çok önemli farklõlõklar vardõr. E2 katalitik domainin aktif bölgesi 

kapatõlmamõştõr ve tünelden çok oyuğa benzer yapõdadõr. (Spezio, 1993)  

Tüm EG�lar bu aileye mensuptur ve tümünde tünel yapõsõ bulunmamaktadõr. Buna karşõn 

bilinen tüm CBH�larda tünel yapõsõ vardõr. CBH�nin tünel şekilli aktif bölge yapõsõ EG�lerin 

aksine enzim substrat kompleksi ayrõlmadan önce çok sayõda bağõn kõrõlmasõnõ katalizlediğini 

düşündürmektedir. (Teeri et al., 1998). Bu aynõ zamanda CBH�lerin EG�lara göre kristalize 

selülozun polimerizasyon derecesini azaltmada neden yavaş olduğunu da açõklar. (Kleman-

Leyer, 1996)  

Fungal CBM�in boyutlarõ Tormo ve arkadaşlarõ tarafõndan 1996 yõlõnda verilmiştir. 
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Clostridium thermocellum�dan   elde edilen 155 amino asitlik CBM kompakt bir yapõ 

oluşturmak üzere katlanõr ve prizma şeklini alõr. Bu prizma şekilli yapõnõn boyutlarõ 3x3x4.5 

nm kadardõr. Tormo ve arkadaşlarõ C. fimi�den elde edilen CBM�ler ve T. reesei�den elde 

edilen CBH I ile de çalõşmõşlar ve bunlarõn 3 selüloz zincirini arka arkaya bağladõklarõ ve bu 

durumun tüm CBM�ler için geçerli olabileceği sonucuna varmõşlardõr. CBM�in selüloz zinciri 

ile etkileşimi selülozun internal hidrojen bağlarõnõn ayrõlmasõna neden olur bu durum katalitik 

domain üzerinden gerçekleşen glikozidik bağõn kõrõlmasõnõ kolaylaştõrõr. 

2.6 Fungal Selülazlar: 

Selülolitik fungiler özellikle aerobik soft-rot türler (Trichoderma Humicola ve Penicillium 

türleri) ve white-rot fungi (Phanerochaete) en çok çalõşõlan türlerdir. Bu organizmalar doğal 

selülozu tamamen hidrolizleyebilme kapasitesine sahiptirler. Genellikle bir ya da iki 

ekzoglukanaz, birkaç endoglukanaz ve en az bir β-glukozidaz sentezlerler. Tüm bu sentez 

ürünlerini kültür ortamõna salgõlarlar.(Wood, 1989) (Wood ve Garcia-Campayo, 1990); 

(Covert,1992) (Schülein, 1993) Bu kadar farklõ yapõda enzimin sentezlenmesi belki de 

substratõn fiziksel heterojenliği ile başa çõkabilmek amacõyla gereklidir. Buna ek olarak 

selülozun yapõsõ parçalanma süresince değişime uğramaktadõr buna bağlõ olarak farklõ 

safhalarda farklõ enzimlere ihtiyaç duyulmaktadõr. Rapor edilen enzim sayõsõ değişkenlik 

göstermektedir bu da selülazlarõn saflaştõrma işleminin güç olmasõndan kaynaklanmaktadõr. 

(Wood,1989) (Reinikainen, 1995) Proteoliz ve glikozilasyon gibi post-translasyonal 

modifikasyonlar selülazõn elde edildiği kaynağa bağlõ olarak farklõlõklar gösterir. (Beguin, 

1990); (Srisodsuk,1993) Bunun yanõnda protein-protein etkileşimlerinin de saflaştõrma 

sõrasõnda sorunlar çõkmasõna neden olduğu belirtilmiştir. (Sprey ve Bochem, 1993)(Wood, 

1989) Bazõ fungal selülaz genleri kopyalanmõştõr. Bu çalõşmalarõn sonuçlarõ fungal enzim 

dizilerinin diğer glikozil hidrolazlarla karşõlaştõrõlmasõna olanak sağlamõştõr. Fungal 

selülozlara ait tüm domain yapõlarõ ekzoglukanaz, selobiyohidrolaz (CBH) ve 

endoglukanazlarda genellikle aynõdõr. Tüm bu enzimler büyük bir katalitik birim ve küçük 

bağlayõcõ birim içerirler. Bu iki alt birim birbirine glikozillenmiş bir peptid ile bağlõdõr. Bunun 

yanõnda yalnõzca katalitik birimden oluşan ekzoglukanaz ve birkaç endoglukanaz varlõğõ 

bildirilmiştir. (Covert, 1992) (Ward, 1993) (Schülein, 1993) Bazõ anaerobik funguslar 

(Neocallimastix sp.) daha karmaşõk bir domain yapõsõna ve çoklu katalitik domain yapõsõna 

sahiptirler. Bununla beraber katalitik aktivite göstermeyen domain yapõsõna sahip fungal 

selülazlarda vardõr. Bazõ selülazlar ise diğer polimerik substratlara karşõ da aktivite 

gösterebililer. Örneğin Trichoderma reesei�den elde edilen endoglukanaz I (EG I) hem ksilanõ 



 

 

21

hem de selülozu parçalayabilir. (Biely,1991) 

Fungal selülazõn bütün olarak kristalizasyonu da oldukça zordur. Bunun sebebi bağlayõcõ 

peptidin esnek ve/veya glikozillenmiş olmasõ nedeniyle heterojen yapõlõ olmasõdõr. Altbirimler 

arasõndaki uzaysal ilişkiyi belirlemede kullanõlan iki yöntem vardõr. Bunlar X-õşõnõ (Abuja, 

1988) saçõlmasõ ve dinamik õşõk saçõlmasõ ( Boisset, 1995) yöntemleridir. Her iki yöntemle 

elde edilen sonuçlar Trichoderma reesei�den elde edilen selobiyohidrolaz ve Humicola 

insolens�den elde edilen endoglukanazõn şekillerinin uzamõş iribaş benzeri yapõda olduğunu 

göstermiştir. 

 

Şekil 2.7 Fungal selülazõn şematik gösterimi  
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Şekil 2.8 Fungal selülazõn üç boyutlu yapõ modeli 

Bu yapõda katalitik alt birim elipsoidal şekilli baş kõsmõnõ oluştururken bağlayõcõ peptid ise 

katalitik alt birim ile CBM arasõndaki bağlantõyõ sağlar. Bağlayõcõ peptid, prolin ve glisince 

zengindir ve menteşe benzeri bir görev yapar. Peptidteki  amino asitler O-glikozillenmiş 

durumdadõr ve bu da yapõyõ daha rijid bir hale getirir.(Srisodruk, 1993) Peptidteki glikan 

gruplarõnõn katalitik aktiviteye bir etkisi yoktur. (Johansson, 1989) 

Katalitik altbirimin amino asit dizisi fungal selülazlarda türden türe çok büyük farklõlõklar 

gösterir.(Penttila, 1986) HCA metodu ile 11 sõnõfa ayrõlmõş olan selülaz ailelerinin 6 tanesinde 

fungal selülazlar vardõr.  

Aile 6�nõn üyesi olan T.reesei�den elde edilen CBHII katalitik altbirimi atomik düzeyde kristal 

yapõsõ çözümlenmiş ilk selülazdõr. Polipeptid trioz fosfat izomeraz benzeri α/β yapõsõna 

sahiptir. Ancak trioz fosfat izomerazdan farklõ olarak 7 yerine 8 β-zinciri vardõr. Aktif bölge 

tünel benzeri bir yapõdadõr. Bu yapõ CBHII�nin ekzo-enzim olarak aktivite göstermesini 

açõklar. Uzun selüloz zinciri tünel boyunca uzanarak yalnõzca bir uçtan aktif bölgeye kadar 

ulaşabilir. Benzer yapõya sahip aynõ aileye ait endo-glukanazlarda ise bu tünel yapõsõ yoktur 

buna bağlõ olarak da endo-glukanazlarda selüloza herhangi bir bölgeden bağlanma 

gerçekleşir. Dizi ve katlanmalarõ benzer olsa da aynõ aileye ait selülazlar farklõ 

mekanizmalarla substrata etki edebilirler. (Rouvinen, 1990) Aynõ aileye ait olan 

Thermomonospora fusca endoglukanazõ E2�nin 3 boyutlu yapõsõ bu hipotezi destekler. E2�de 

tünel yapõsõ daha kõsadõr ve selülazõn aktif bölgeye bağlanmasõ uç bölgelerden değil zincir 
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arasõndan rasgele gerçekleşir. (Spezio, 1993) Buna karşõn, CBHI farklõ bir aileye mensuptur 

(aile 7) ve tamamen farklõ bir katlanmaya sahiptir ancak tünel yapõsõ aynen korunmuştur. 

(Divne, 1994)  

 

Şekil 2.9 (a) CBHII ve (b) E2 yapõlarõ 

Fungal selülaz bağlayõcõ modüller CBM 36 amino asit içerirler ve yüksek düzeyde dizi 

benzerliğine sahiptirler. Bu durum benzer katlanmalara sahip olduklarõ sonucunu doğurur. 

(Hoffren, 1995) tamamõ CBM aile I�de yer alan (Tomme, 1995) T.reesei�ye ait CBHI 

CBM�lerinin tümünün 3 boyutlu yapõsõ NMR çalõşmalarõ ile aydõnlatõlmõştõr. Bu çalõşmalar 

sonucunda molekülün şeklinin kama benzeri bir yapõda olduğu 3 anti-paralel zincirin 2 

disülfit köprüsü ile bağlanarak stabil hale gelmiş olduğu açõğa çõkmõştõr. Kamanõn bir yüzeyi 

düzdür ve bu yüzde çok küçük bir alana sõkõştõrõlmõş halde bulunan 3 aromatik amino asit 

artõğõ bulunur.(Kralius,1989)  Site-directed mutagenez çalõşmalarõ ve sentetik CBM peptidleri 

ile yapõlan çalõşmalar göstermiştir ki bu üç aromatik halka yapõsõ selülozla ilk olarak 

etkileşime giren yüzeyi oluşturmaktadõr. (Reinikainen,1992) (Linder, 1995) (Mattinen,1995) 

2.7 Bakteriyal Selülazlar: 

Bakteriyal selülazlar fungallere göre modüler yapõlanmada farklõlõklar gösterirler. En iyi 

karakterize edilen bakteriyal selülazlardan biri olan anaerobik bakteri Clostridium 

thermocellum�dan elde edilen selülazdõr. Karmaşõk yapõsõ nedeniyle selülozom ismini alõr. 

Selülozom yapõsõnõn kristalize selüloza olan aktivitesi oldukça yüksektir. Selülozomlarõn 



 

 

24

molekül ağõrlõğõ 2 000 kDa�a yakõndõr ve yaklaşõk 20 polipeptid zincirinden oluşurlar.(Beguin 

ve Aubert, 1994)  

Selülozomlar bir araya gelerek poliselülozom yapõlarõnõ oluştururlar. Poliselülozomlar hücre 

yüzeyinde yer alan organel benzeri yapõlardõr. (Bayer,1994) En büyük alt birim katalitik 

olmayan altbirim scaffoldindir (S1 ya da CipA) selülozom yapõsõnõn çekirdeğini oluşturur. 

2.8 Selülozom Yapõsõ: 

 

Şekil 2.10 Selülozom yapõsõnõn şematik gösterimi 

Selülozom çeşitli bileşenlerinin etkisi ile selülozun etkin olarak degredasyonunu sağlayan bir 

makinedir. Selülozom kompleksi birkaç farklõ selülaz ve yardõmcõ proteinin scaffoldin alt 

birimi yardõmõ ile bir araya gelmesi sonucunda oluşur. Her bir selülozomal altbirim birçok 

modülün bir araya gelmesi ile oluşur bunlardan 2 tanesi (enzim üzerindeki dockerin domaini 

ve scaffoldin üzerindeki kohezin domainleri) enzimatik alt birimlerin bir araya gelmesini 

sağlar. Bir diğer scaffoldin modülü selülaz bağlayõcõ modül (CBM) substratõn 

bağlanmasõndan sorumludur. Bazõ selülozomlar hücre zarõna bağlanmõş olarak bulunmaktadõr. 

Bu bir araya gelme sonucu oluşan selülozomlar da bir araya gelerek hücre yüzeyini süsleyen 

dinamik poliselülozomal organelleri oluştururlar. Selülozomlar hem hücrenin substrata 

bağlanmasõnõ hem de hücre içinde şekerlerin yeniden yapõlandõrõlmasõnõ yönetirler. 

Son yõllarda pek çok makromoleküler makine ve multienzim kompleksi tanõmlandõ, 

sõnõflandõrõldõ ve hücresel aktivitesi incelendi. (Alberts, 1998)  

Uzun zamandõr pek çok bakteri ve funginin kristal formdaki selülozu parçalamak için farklõ 

tipte selülaz sentezlediği bilinmektedir. (Be´guin ve Aubert, 1994) (Tomme, 1995a).  Kõsa bir 
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süredir ise mikrobiyal selülaz sistemlerinin suda çözünmeyen selülozu parçalayabilmek için 

sinerjistik olarak etki eden farklõ tipte selülazlar içerdiği düşünülmektedir.  Gerçekte ise pek 

çok selülaz sistemi özellikle de aerobik mikro organizmalara ait olanlar, serbest enzimler 

olarak karakterize edilmişlerdir. Ancak multi kompleks enzim kompleksi selülozom 

anaerobik, termofilik, selulolitik bir bakteri olan Clostridium thermocellum�da ilk olarak 

belirlenmiş ve tanõmlanmõştõr. (Lamed,1983)  

Bu bakteriden elde edilen bilgiler selülozomlar ile ilgili olarak pek çok yeni keşfin ortaya 

çõkmasõnõ sağlamõştõr. (Belaich,1997); (Tamaru, 2000- 2001 ) 

C. thermocellum �a ait olan selülozomun keşfi biyokimyasal, immunolojik, yapõsal ve genetik 

tekniklerin bir birleşimi sonucu ortaya çõkmõştõr. (Kenig, 1983)  

Biyokimyasal veriler bu organizmaya ait olan majör selülolitik aktivitenin büyük ve 

ekstraselular bir kompleks tarafõndan gerçekleştirildiğini ortaya koymuştur. Yapõsal kanõtlar 

selülozomun çok bileşenli yapõsõnõ boyutlarõnõ ve hücre yüzeyinde oluşturduklarõ 

poliselülozom organellerinin yapõsõnõ ortaya koymuştur. Geleneksel biyolojik uygulamalar ise 

selülozom yapõsõnõ oluşturan bazõ selülazlara ait klonlama, dizi analizi ve ekspresyon 

çalõşmalarõ sonuçlarõnõ ortaya koymuştur. (Be´guin, 1990) (Hazlewood,1988) Farklõ 

organizmalardan elde edilmiş selülazlarla yapõlan karşõlaştõrmalõ analizlere göre, selülazlar 

fonksiyonlarõ biyokimyasal kanõtlarla doğrulanmõş modül ya da domainlere ayrõlõr. (Gilkes, 

1991)  

Son zamanlarda seçilen selülozomal protein domainleri ile yapõlan üç boyutlu kristal yapõ 

çalõşmalarõ selülozom kompleksinin tüm parçalarõn yavaş yavaş bir araya gelmesi ile 

oluştuğunu açõklamõştõr. (Bayer, 1998)  

2.9 Selülozun Hidroliz Mekanizmasõ: 

Selüloz D-anhidroglukopiranoz birimlerinin β-1,4-glikozidik bağ ile bir araya gelmesi sonucu 

oluşan, 100- 20 000 polimerizasyon dercesine sahip lineer bir polimerdir.(Krassig, 1993) 

Anhidroselobioz selülozun tekrarlayan birimidir. Komşu selüloz zincirleri arasõndaki H-

bağlarõ ve van der Waals kuvvetleri paralel düzenlenme ve kristal yapõnõn oluşmasõnõ sağlar. 

Kristal yapõ ve fibrillerin düzenlenmesi moleküle esneklik ve sağlamlõk katar. (Demain, 2005)  

(O'Sullivan,1997) (Nishiyama, 2003) 

Selüloz molekülü çok kararlõdõr. Β-glukozidik bağõn 25oC�de yarõlanma ömrü 5-8 milyon 

yõldõr. (Wolfenden, 2001) Ancak selülozun enzimatik olarak parçalanmasõ çok daha hõzlõ 
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olarak gerçekleşir. Bu parçalanma karbonun tekrar atmosfere dönebilmesi açõsõndan hayati 

önem taşõr. (Berner, 2003) (Falkowski, 2000) 

Endoglukanazlar, ulaşõlabilir olan intramoleküler β-1,4-glukozidik bağlarõ rastgele 

hidrolizleyerek, yeni zincir uçlarõnõn oluşmasõnõ sağlarlar. Selülozun enzimatik olarak 

hidrolizinde en çok kabul edilen mekanizma endo-glukanaz (EC 3.2.1.4), ekzo-glukanaz ya da 

diğer adõyla selobiyohidrolaz (EC 3.2.1.91) ve β-glukozidazõn sinerjik etkisi ile selülozu 

parçaladõklarõdõr. (Henrissat, 1994) Endoglukanaz selüloz zincirinin ulaşõlabilir olan β-1,4-

glukozidik bağlarõnõ kõrarak yeni zincir uçlarõ oluşmasõnõ sağlar, ekzo-glukanazlar selüloza bu 

serbest uçlardan etki ederek suda çözünebilir selobiyoz ve glukozun açõğa çõkmasõna neden 

olur. Son olarak da β-glukozidazlar selobiyoz inhibisyonunu önlemek amacõyla selobiyozu 

glukoza parçalar. Katõ substrat yüzeyinde gerçekleşen ilk hidroliz polimerizasyon derecesi en 

fazla 6 olan suda çözünebilir, endo- ve ekzo-glukanazlarca hidrolizlenebilen şeker 

oligomerlerinin açõğa çõkmasõna olanak sağlar. Endo- ve ekzo-glukanazlarca gerçekleştirilen 

depolimerizasyon adõmõ tüm selüloz hidroliz sürecinin hõzõnõ belirleyen adõmdõr. Sõvõ fazda 

gerçekleşen ikincil hidroliz adõmõ selobiyozun ve daha uzun zincirli olan sellodekstrinin β-

glukozidazlarca glukoza hidrolizini içerir.(Zhang ve Lynd, 2004)  

Selüloz hidrolizi sürecinde substratõn karakteristiği sürekli değişir. Örneğin 

endoglukanazlarca oluşturulan ve ekzoglukanazlarca tüketilen selüloz zincirinin uçlarõnõn 

sayõsõ sürekli olarak değişim gösterir. (Kongruang, 2004) Bunun yanõnda selüloz 

fragmentasyonu ve substratõn tüketimi sonucunda katõ fazdaki selüloza enzimlerin 

ulaşabilirliği artar. (Lee, 1996- 2000)  

Endo- ve ekzo-glukanazlarõn birlikte etkisi sonucu selüloz yüzeyinde meydana gelen 

değişimler hidroliz hõzõnõ büyük oranda farklandõrõr.  

Selüloz hidrolizi yapõsõndaki anomerik karbon atomunun yapõlandõrõlmasõndaki değişim ile 

birlikte gerçekleşir. Bu değişim enzimin aktif bölgesindeki iki karboksil grubu tarafõndan 

sağlanõr.  

Glikozidik bağõn hidrolizinde kullanõlan 2 farklõ katalitik mekanizma vardõr. Retaining 

(sürekli) ve inverting (ters) mekanizmalar (Davies ve Henrissat, 1995) 
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Şekil 2.11 Kompleks olmayan sistemde selüloz hidrolizinin mekanistik şemasõ 
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Şekil 2.12 Glikozidik bağõn hidroliz mekanizmalarõ 

2.9.1 Sürekli (retaining) Mekanizma: 

Sürekli mekanizmada, substratõn anomerik karbonu C1�in konfigürasyonu karşõlõklõ yer 

değiştirme mekanizmasõ ile kõrõlmadan sonra tamamen korunur. İki katalitik karboksil artõğõ 

şeker düzleminin yaklaşõk 5.5 A yakõnõna karşõlõklõ olarak yerleşir. İlk olarak glikozilasyon 

çifte yer değiştirme adõmõ gerçekleşir. Retaining mekanizmasõ çifte yer değiştirme 

mekanizmasõ ile kõrõlmadan sonra substratõn C1 anomerik karbonunun konfigürasyonunu 

korur.  2 Katalitik karboksil artõğõ şeker düzleminin yaklaşõk 5.5 A karşõsõnda yer alõr. İlk 

adõm glikozilasyon adõmõ 2 karboksilik artõğõnõn birindeki çifte yer değiştirme mekanizmasõ 

ayrõlan grubun uzaklaşmasõ ile asit katalizini sağlar. 2.karboksil grubunun anomerik karbona 

saldõrmasõ ile glikozil-enzim ara ürünü oluşur. 2. adõm deglikozilasyon bu adõmda ilk 

karboksil artõğõ baz olarak fonksiyon gösterir oluşan nükleofilik gruptan proton alarak onu 

aktive eder. Bu adõmda bir su molekülü hidrolize olur. 

2.9.2 Kesikli (inverting) Mekanizma: 

İnverting mekanizmada kõrõlmadan sonra substratõn C1 anomerik karbonunda tam bir dönme 

gerçekleşir.β- glikozidik bağõn hidrolizi α-konfigürasyonunda bir ürün oluşturur.  Bağõn 

kõrõlmasõ tek bir nükleofilik yer değiştirmesi mekanizmasõ üzerinden gerçekleşir. Bu enzimin 

katalitik kõsmõ aynõ zamanda iki katalitik karboksilat içerir. Bu iki karboksilat artõğõ asit 

katalizi ile ayrõlan grubu uzaklaştõrõr. Şeker halkasõnõn karşõ tarafõndan su molekülü 
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nükleofilik atak gerçekleştirir. 

2.10 Aspergillus niger Selülazõnõn Özellikleri: 

 

Şekil 2.13 Aspergillus niger  

Aspergillus türleri enzim kompleksinde yer alan üç enzimi de üretebilme kapasitesine sahiptir 

(Hosnino,1997) ve selüloz üzerine güçlü hidrolitik aktivite gösterir. Aspergillus niger temel 

olarak β-glukozidaz ve endoglukanazlarõn üretiminde kullanõlõr ancak β-selobiyohidrolazõn 

endüstriel boyutta üretimi ile ilgili olarak sõnõrlõ sayõda bilgi vardõr. Selülaz sentezi oligomerik 

ve dimerik birçok şeker ile indüklenebilir. (Magnelli ve Forchiassin, 1999) Enzimin üretimi 

kullanõlan karbon kaynağõna göre değişiklik gösterir. Glukozun çok düşük 

konsantrasyonlarõnda bile β-selobiyohidrolaz (CBH) düzeyi minimumdur. Enzim üretimi 

diğer karbohidratlarla stimüle edilebilir. Buğday kepeği ve selüloz β-selobiyohidrolaz ativitesi 

üzerine promotör etkisi gösterir. 

Selülaz pek çok endüstriel süreçte uygulama alanõ bulan önemli bir endüstriel 

enzimdir.(Esterbauer ve ark. 1991)  

 Selülaz kompleksi içinde yer alan selobiyohidrolaz, endoglukanaz ve β-glikozidaz 

lignoselülolitik biyokütle üzerinek sinerjistik olarak etki ederler. Hidroliz sonucunda açõğa 

çõkan glukoz fermentasyon işlemi ile etanol, bütanol, aseton ya da 2,3 bütandiole; bütandiol 
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ise biyolojik yakõtlara dönüştürülebilir( Gadgil ve ark.1995) . 

Lignoselülotik substratlar içinde bulunan selüloz ve selülozik bileşenler transkripsiyon 

seviyesinde selülazõn sentezini kontrol eden mRNA�nõn oluşumunda gereklidir. Diğer taraftan 

glukoz katabolik baskõlama metabolizmasõ yoluyla selülaz sentezini translasyon aşamasõnda 

baskõlar.(Beguin 1990)  

A.niger yüksek aktivitede β-glukozidaz üretir. Yüksek aktiviteli β-glukozidaz ise substratõn 

glikozilasyonu sonucunda selülaz için indükleyici olan gentiobiozun oluşmasõna sebep olur.  

(Suto ve Tomita, 2001)  

Son zamanlarda bakteri ve mantar gibi çeşitli organizmalarda selülozun moleküler 

biyolojisiyle ilgili pek çok çalõşma yapõlmaktadõr. Pek çok araştõrmacõnõn da belirttiği gibi 

selülaz çok geniş dağõlõmdaki mikroorganizmalar tarafõndan sentezlenebilmektedir. (Kubicek, 

1993)  

2.11 Selülazõn Endüstriyel Uygulamalarõ: 

Selülaz ile ilgili uygulama ve araştõrmalar II. Dünya savaşõ sõrasõnda Amerikan ordusunun 

çadõrlarõndaki çabuk yõpranmanõn önlenmesi amacõyla başlamõştõr. 1960�larda Mandels ve 

Reese Trichoderma mutantlarõndan elde edilen selülaz ile ilgili ilk raporu sunmuşlardõr. 

(Mandels ve Reese, 1960) 1970�lerde ortaya çõkan petrol sõkõntõsõ ile birlikte selülozdan 

glukoz eldesi, glukozun da etanole fermentasyonu ve alternatif yakõta dönüştürülebilmesi 

nedeniyle selülaza olan ilgi hõzla artmõştõr. (Lynd, 1991). Ancak 1980�lerin ortalarõnda tekstil 

endüstrisinde kullanõlmak üzere büyük ölçekli selülaz üretimi gerçekleştirilebilmiştir. 

Günümüzde selülazdan fõrõncõlõk, meyve suyu üretimi, tekstil, deterjan ve kâğõt endüstrisinde 

yararlanõlmaktadõr. (Tolan ve Foody 1999)  

CBM de selülazdan ayrõlarak çeşitli uygulamalarda kullanõlabilir. CBM afinite özelliğine 

bağlõ olarak saflaştõrma, biyoprosesler, biyosensör, çeşitli protein ve hücrelerin 

immobilizasyonu amacõyla bağlayõcõ molekül olarak kullanõlmaktadõr. (Ross, Mayer 1991)  

Endüstriyel enzimlerin son yõllarda gõda, ilaç, tõp, tekstil, deterjan sanayi gibi alanlarda 

uygulama alanlarõ oldukça gelişmiştir ve gelişmeye devam etmektedir. Bu enzimlerden biri 

olan selülaz da tekstil endüstrisinde iplik ve kumaşõn işlenmesi sõrasõnda çok kullanõlan bir 

ajan olmuştur. Selülaz aynõ zamanda kâğõt endüstrisinde işlem görmemiş ve geri-

dönüştürülmüş olan kâğõtlarõn düzleştirilmesinde de kullanõlmaktadõr. (Sarkar ve ark. 1995)  

Selülaz gõda endüstrisinde tohumlarõn yağlarõnõn çõkartõlmasõ işleminde yardõmcõ olmaktadõr. 
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(Che Man, 1996)  

Etanol, yanmasõ sonucunda fosil yakõtlara göre daha düşük CO2 salõnõmõna sebep olur. Bu 

nedenle fosil yakõtlar yerine kullanõmõ istenilen bir durumdur. Selüloz etanole 

dönüştürülebilen glukozun en önemli kaynağõdõr.  Biliminsanlarõnõn amacõ bu işlemi mümkün 

olan en ekonomik yolla gerçekleştirebilmektir. Selülozun etanole dönüştürülmesi, selülozdan 

glukoz üretimi ve mayalar yardõmõ ile glukozun etanole fermentasyonu adõmlarõnõ içerir. İlk 

aşama odun ve saman fibrillerinden oluşan bir hamur hazõrlamaktõr. Bunun sonucunda selüloz 

ulaşõlabilir hale gelir. Bu hamura çeşitli selülazlardan oluşan bir karõşõm eklenir glukozun 

ortaya çõkmasõ için 4-7 gün beklenir. Bu işleyiş enzimin yüksek maliyeti nedeniyle ekonomik 

değildir ve enzimatik performans sõnõrlõdõr. (Mansfield, 1999)  

Etkin selülaz üretimi için kulanõlan diğer bir yöntem Arabidopsis bitkisinde yüksek 

konsantrasyonda eksprese olan, termostabil EGaz kullanmaktõr. Bu enzimin aktivite 

gösterdiği optimum sõcaklõk 81o C�dir.  Bununla birlikte bu işlem duyarlõ çalõşmalarla 

geliştirilmeye devam etmekte maliyet ve etkinliği dengeli olan yeni metotlar denenmektedir. 

(Boisset,1999)  

Selülazlarõn tekstil endüstrisinde kullanõm amaçlarõ kumaşlarõn taşlanmasõ (eskitilmesi) 

işlemidir. 80�lerin sonlarõnda selülazlar gerçek taşlara bir alternatif olarak kullanõlmaya 

başlandõ. Kullanõlan ilk selülazlar Trichoderma ve Humicola türlerinden elde edilen ham 

enzimlerdi. Bu enzim karõşõmõnõn kullanõlmasõ ipliklerin sağlamlõğõnõ azalttõğõ için 

sorunluydu. (Cavaco-Paulo,1998). 

Tekstil endüstrisinde karşõlaşõlan bir diğer sorun, pamuk ve pamuk olmayan materyallerin 

karõştõrõlmasõ sõrasõnda uygulanan işlemler ve sonrasõnda yapõlan yõkamalarla kumaşlarda 

oluşan parlaklõk kaybõ ve eski görünümdür. Selülazõn tekstil endüstrisindeki ana kullanõm 

alanõ taşlama (eskitme) ve kumaş üzerindeki liflerin uzaklaştõrõlmasõ işlemleridir. Bu süreçte 

kumaşlar selülazla birlikte ve mekanik olarak çalkalanõr, bu şekilde kumaş üzerindeki lifler 

uzaklaştõrõlõr. İşlem sonucunda kumaş orijinal parlak görünümüne döner. Selülaz ile yapõlan 

muamele sonunda kumaşõn yumuşaklõğõ azalabilir bu durumda katyonik yumuşatõcõlar 

kullanõlõr. Protein mühendisliği selülazõn ortamda anyonik surfaktans, proteaz, beyazlatõcõ 

madde bulunan yõkama aşamasõnda kullanõlabilmesini ve kumaşõn dayanõklõlõğõnda en az 

azalma olmasõnõ amaçlamaktadõr. (Hakamada, 2001)  

Selülazõn selüloza olan fiziksel etkisini görüntülemek ve anlamak için transmisyon elektron 

mikroskobu ile çalõşmalar yapõlmõştõr. Humicola insolens� den elde edilen EG5 ile yapõlan 
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çalõşmalarda iplik yüzeylerinde kaybõn ve iplik içindeki hasarõn en az olduğu görülmüştür. 

(Boisset, 1997)  

 

Şekil 2.14 Kimyasal madde (solda) ve selülaz ( sağda) ile muamele görmüş pamuk ipliği  

Şekilde kimyasal işlem görmüş pamuk ipliği (solda) ve selülaz ile işlem görmüş pamuk ipliği 

(sağda) gösterilmiştir. 

EGaz�larõn gõda endüstrisinde birincil kullanõm alanõ arpa ve buğday ürünlerinin işlenmesi 

süreçleridir. Selülaz uygulamalarõ hayvanlarõn bağõrsağõnda gõdanõn viskozitesini azaltarak, 

vitaminlerin barsaklarda emilimini ve karbohidratlarõn sindirilebilirliğini arttõrmaktõr. (Cowan, 

1996) Meyve suyu üretim sürecinde selülazlar oldukça faydalõ olmaktadõr. Selülaz aktivitesi 

meyve püresinin viskozitesini azaltõr bu da meyve suyunun geri alõmõnõ kolaylaştõrõr. 

Polisakkaritlerin şekere dönüşümü, ürünün sõvõ hale gelmesini, berraklõğõnõ ve lezzetini 

arttõrõr. (Grassin, 1993)  

Ekmek yapõmõnda selülazlar, hamurun yapõsõndaki macunumsu kõvamõn azaltõlmasõ amacõyla 

kullanõlõr. Selülazlar bu amaç için kullanõldõğõnda, yüksek aktivitenin hamurun yapõsõna zarar 

vermesinin önlenmesi ve ekmeğin kalitesinin düşmemesi için, aktiviteleri yumuşatõlmalõdõr. 

Trichoderma selülazlarõnõn aktiviteleri oldukça agresiftir bu nedenle ekmek yapõmõnda daha 

çok Aspergillus selülazlarõ kullanõlõr. (Godfrey, 1996)  

Kâğõt hamuru ve kâğõt endüstrisinde nişastanõn modifikasyonu amacõyla enzimler geniş 

kullanõm alanõ bulurlar. Bununla beraber ekonomik ve teknik nedenlerle az sayõda enzimin 

kullanõmõ mümkün olmaktadõr. Enzimlerin kâğõt sanayindeki en önemli uygulama alanõ 

ksilanazlarõn kâğõt hamurunun beyazlatõlmasõnda kullanõmõdõr. (Viikari, 1994)  

Endoglukanazlarõn kâğõt endüstrisinde iki önemli kullanõm alanõ vardõr; suyun ve mürekkebin 
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uzaklaştõrõlmasõ.  

Suyun uzaklaştõrõlmasõ kâğõt üretimindeki en önemli adõmlardan biridir. Su basõnç, sõcaklõk ve 

vakum yardõmõ ile yeni üretilmiş olan kâğõt yaprağõndan uzaklaştõrõlõr. Selülaz güçlü su tutucu 

özelliğe sahip küçük parçacõklarõn çözünmesini sağlayarak bu adõma yardõmcõ olur. 

(Bhardwaj,1996)  

Mürekkebin uzaklaştõrõlmasõ kâğõdõn geri-dönüştürülmesinde kullanõlan bir diğer önemli 

adõmdõr. Mürekkebin uzaklaştõrõlmasõ kâğõdõn õslatõlõp hamurlaşmasõnõ takiben kimyasal 

beyazlatma işlemleri adõmlarõnõ içerir. Mürekkebin enzimatik yolla uzaklaştõrõlmasõ ikinci kez 

kullanõlan kâğõdõn kaliteli bir ürüne dönüşmesi için yeni bir yaklaşõm getirmektedir. Selülazõn 

tekrar hamurlaştõrma işleminde kullanõmõ ekonomik olarak ve etkinlik bakõmõndan birçok 

fayda sağlamaktadõr. Mürekkebin enzimatik olarak uzaklaştõrõlmasõ kimyasal uzaklaştõrmaya 

göre yüksek parlaklõk, düşük mürekkep kalõntõsõ gibi üstün fiziksel özellikler sağlamaktadõr. 

Ayrõca mürekkebin enzimatik olarak uzaklaştõrõlmasõ kimyasal beyazlatma işleminde daha az 

kimyasal ve surfaktan kullanõmõna sebep olur. (Ilan, 2002)   

Son zamanlarda yapõlan çalõşmalar CBM�ün tek başõna kâğõdõn özelliklerinin değiştirilmesi 

amacõyla kâğõt endüstrisinde kullanõlabileceğini göstermiştir. C. cellulovorans� dan elde 

edilen aile III CBM�ün iki tanesinin birleştirilmesi ve kâğõt üzerinde kullanõlmasõ gerilme 

gücünde artõş ve parlaklõk gibi mekanik özelliklerde artõşa sebep olmuştur. CBM�ün tek 

başõna kullanõmõ da bazõ mekanik özelliklerin artõşõna sebep olmuştur ancak bu özellikler iki 

CBM�nin füzyonunda olduğundan daha düşük düzeyde olmuştur. Ayrõca CBM�nin kâğõtla 

olan muamelesi kâğõda daha hidrofobik ve suyu uzaklaştõrõcõ özellik kazandõrmõştõr. (Levy, 

2002)  

Pseudomanas fluorescence�den elde edilen aile II CBM ile yapõlan bir diğer çalõşmada, 

CBM�nin kâğõdõn hiçbir mekanik özelliğine etki etmediği gösterilmiştir.  Son zamanlarda 

yapõlan çalõşmalar, EGaz, selobiyohidrolaz ve onlarõn çekirdek proteinlerinin kâğõt 

hamurunun beyazlatõlmasõ işlemine olan etkileri ile ilgilidir. CBM varlõğõnõn EGaz 

aktivitesine olan etkisinin kâğõt hamurunun özelliklerini olumlu yönde arttõrdõğõ gösterilmiştir. 

(David, 1998) (Suurnakki, 2000)  

Selülazõn yüksek spesifikliği, toksisitesinin olmamasõ, biyobozunur olmasõ ve optimum pH, 

sõcaklõk, basõnç gibi özelliklerinin õlõmlõ aralõklarda olmasõ selülazõn inorganik katalizörlere 

göre daha avantajlõ olmasõnõ sağlamaktadõr. (Taylor, 1991)  

Tüm avantajlarõnõn tersine enzimlerin endüstriel uygulamalarõ bazõ nedenlerle 
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sõnõrlanmaktadõr. 

(1) Birçok enzim çok düşük stabiliteye sahiptir 

(2) Enzimin izolasyon ve saflaştõrma işlemleri çok maliyetlidir. 

(3) Katalitik reaksiyon sonunda enzimi reaksiyon karõşõmõ içinden alarak tekrar kullanmak 

yüksek maliyet getirir. 

Tüm bu problemleri aşmak için enzim immobilizasyon yöntemleri kullanõlmaktadõr. 

İmmobilizasyon işlemi için kullanõlacak yöntemin iyi belirlenmesi gereklidir. Heterojen 

reaksiyon sistemlerinde, substrat ile enzim arasõndaki zayõf etkileşim kadar, immobilize 

enzimin reaksiyona girmemiş substrattan ayrõlmasõ da önemli sorunlara neden olabilir. Bu 

nedenle kullanõlan enzimin substratõ makromoleküler ya da çözünmeyen özellikte olacak ise 

enzimin katõ yüzey yerine çözülebilir matriks ile immobilizasyonu daha uygundur. 

(Fujimura,1987). 

2.12 Enzim Stabilizasyonu: 

Enzim ve proteinlerin stabilizasyonu biyoteknolojik uygulamalarda büyük bir öneme sahiptir. 

Uygulama ve depolama sõrasõndaki stabilizasyon özellikleri enzim yapõlõ ürünlerin 

kullanõlabilirliğini etkilemektedir. Depolamadaki stabilite ya da diğer adõyla raf ömrü, 

enzimin üretimi ile kullanõmõ arasõndaki sürede katalitik özelliğini ne kadar koruduğu 

anlamõna gelmektedir. Operasyonal stabilite ise kullanõm koşullarõna bağlõ olarak uygulama 

sõrasõnda katalitik özelliklerini ne kadar koruduğunu ifade eder. Genel uygulama şemasõ 

uygulama sõrasõnda, enzimin performansõnõ ve inaktivasyon koşullarõnõ tanõmlar. Kimyasal 

modifikasyon stabilizatör katkõ maddelerinin eklenmesi ile sağlanõr. Termofilik ve 

ekstremofilik proteinlerin anlaşõlmasõ ve karakterizasyonu protein stabilizasyonun 

sağlanmasõnda önemli bilgilerin elde edilmesini sağlamõştõr. Proteinlerin stabilizasyonunun 

sağlamasõ amacõyla protein mühendisliği ve kimyasal modifikasyon tekniklerinden 

yararlanõlõr. Örneğin immobilizasyon işlemi önemli oranda protein stabilizasyonu 

sağlamaktadõr. 

Yüksek basõnç altõnda, yüsek veya düşük sõcaklõkta fizyolojik pH dõşõnda pH değerine sahip 

ortamlarda, yüksek tuz konsantrasyonunda sonuç olarak normal dõşõ koşullarda yaşayan 

organizmalar ve bulundurduklarõ proteinlerin bu koşullarda stabil olmasõ insanlarõn dikkatini 

çekmiştir. Özellikle termofilik proteinler, bu proteinlerde katlanma ve buna dayalõ 

fizikokimyasal özellikler, stabilite ve yüksek sõcaklõkta çalõşan enzimleri tasarlamada önemli 
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olmuştur. Yüksek sõcaklõkta çalõşan enzimler deterjan, gõda v.b, endüstrinin çeşitli alanlarõnda 

çok yararlõ olmaktadõr. Termofilik enzimlerin mezofilik homologlarõna göre proteolize daha 

dayanõklõ olduğu da belirlenmiştir (Kamalakkannan, 2004) (Roy, 2005) (Balabuchevich, 

2004). 

Suda çözünen globular proteinler sõkõca paketlenmiş gibi bir yapõ göstermektedirler ve 

bunlarõn iç kõsmõ çoğunlukla katõya benzer bir hal almõştõr. Proteinlerde sõkõştõrõlmõş gibi bir 

yapõ bulunmasõ stabilite açõsõndan önemlidir. Bu nedenle, doğal olarak amino asid dizilimi ile 

protein üç boyutlu yapõsõ arasõndaki bağlantõ önem taşõmaktadõr. Genetik mühendisliği 

tekniklerinden faydalanarak amino asid dizisi değiştirilmiş, dolayõsõyla fizikokimyasal 

özellikleri farklõ modifiye enzimler elde edilmektedir (Kamalakkannan, 2004) (Roy, 2005) 

(Balabuchevich,  2004) (Collen, 2001) (Hakamada, 2001) (Vogt, 1997) 

Ufak moleküllü kimyasal maddeler veya suda çözünen polimerler kullanõlarak yapõlan 

kimyasal modifikasyon işlemleri ile özellikleri değiştirilmiş enzimler elde edilebilmektedir 

(Fuentes, 2004) (Abian, 2002). Bu şekilde üretilen optimum sõcaklõğõ ve pH aralõğõ farklõ, 

ortamda bulunan kimyasal maddelere dirençli enzimler çeşitli uygulamalar için yararlõ 

olmaktadõr. Enzimlerin immobilizasyonu da genel olarak stabilitelerinde artma sağlamaktadõr. 

Doğal ve sentetik makromoleküllerin antijenler, antikorlar, ilaç aktif maddeleri ve enzimler ile 

oluşturduğu konjugatlar tõpta ve biyoteknolojinin çeşitli dallarõnda kapsamlõ uygulama 

alanlarõ bulmaktadõr (Mustafaev, 1996) (Mustafaev, 1998) (Mustafaev, 1996) (Salman, 2001) 

(Karşõlayan, 1997) 

Endüstriyel enzimlerin stabilitesinin korunmasõ biyoteknolojik uygulamalarda kritik bir 

öneme sahiptir. Protein mühendisliği, immobilizasyon teknikleri, stabilatör maddelerin 

eklenmesi ya da kimyasal modifikasyon endüstriyel uygulamalarda pek çok avantaj sağlar. 

(Brannigan, 2002)  

Endüstriyel uygulama sõrasõnda enzimin inaktivasyonuna sebep olan birçok faktör vardõr. Çift 

fazlõ sistemlerde suda çözünebilir özellikteki enzim ile organik çözücü yüzeyi arasõndaki 

etkileşim ya da karõştõrõlabilir sistemlerde gaz kabarcõklarõ ile enzim yüzeyi arasõndaki 

etkileşim çok önemli olabilir. Bu ara yüzeyler proteindeki elektrostatik, hidrofobik ya da H-

bağõ etkileşimlerini bozarak enzimin geri-dönüşsüz denaturasyonuna sebep olabilir. (Wu, 

1993) Ara yüzeyden kaynaklanan inaktivasyon poröz yapõlara immobilizasyon yöntemi ile 

çözülebilir. Ancak bu yöntem bazõ durumlar için uygun olmayabilir. Bu durumda çözünebilir 

enzimin inaktivasyona karşõ stabilitesini sağlayan yeni araçlarõn geliştirilmesi gerekir. Enzim 

yüzeyinin hidrofobik yüzey ile etkileşimini kesen hidrofobik bir polimer ile kaplanmasõ iyi bir 
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stratejidir. Modifikasyon sonrasõnda polimer enzimin küçük moleküllü substrat ile 

etkileşimini kesmemeli ve enzimin hidrofobik yüzey ile etkileşimine engel oluşturmalõdõr. 

Buna ek olarak seçilen polimer enzim yüzeyi ile reaksiyona girebilecek gruplar içermelidir.  

Dekstran aldehit tüm bu gereksinimleri karşõlayabilen esnek bir polimerdir ve multimerik 

enzimlerin çapraz bağlõ immobilizasyonunda kullanõlabilir. (Hidalgo, 2003) Bu enzimlere 

hidrofilik bir çevre sağlar, kullanõlan destek materyali ile makromolekül arasõndaki etkileşimi 

azaltõr. 

2.12.1 Protein Mühendisliği: 

Protein mühendisliğinin kullandõğõ yöntemlerden bazõlarõ; yönlendirilmiş değişim, polipeptid 

zincirinin uzatõlmasõ ile stabilizasyonun arttõrõlmasõ, site-spesifik mutajenez ve antikor ile 

türevlendirmedir. 

2.12.2 Kimyasal Modifikasyon: 

Polipeptid zincirinin R-gruplarõnõn kimyasal modifikasyonu son yõllardaki genetik stratejilere 

rağmen yaygõn olarak kullanõlmaktadõr. Kimyasal ve genetik teknikler birbirinin 

tamamlayõcõsõ olabilir. Genetik olarak õsõya dayanõklõlõğõ arttõrõlmõş olan bir enzim kimyasal 

modifikasyonlarla õsõya karşõ daha da dayanõklõ hale getirilebilir.  (Lehmann,2000)  

2.12.3 Çapraz Bağlõ Enzim Kristalleri: 

Yapay çapraz bağlar polipeptid zinciri içinde (intramoleküler) oluşturulabilir. Molekül içi 

çapraz bağlar şiddetli koşullarda proteinin açõlmasõnõ ve üç boyutlu yapõnõn bozulmasõnõ 

önleyerek proteinin dayanõklõlõğõnõ sağlar. Aynõ zamanda iki polipeptid zincirini de çapraz 

bağlayõcõlarla bağlamak mümkündür. İki enzim kristali bifonksiyonel çapraz bağlayõcõ reaktif 

glutaraldehit ile bağlanabilir. Bu şekilde bağlanmõş olan enzim kristalleri (CLEC�s 

crosslinked enzyme crystals) hiçbir işlem görmemiş enzim ile kõyaslandõğõnda depo ve 

uygulama koşullarõnda önemli miktarda dayanõklõlõğõn artmasõnõ sağlarlar. Enzim, dayanõklõ 

partiküler yapõda olduğu için reaksiyon karõşõmõndan tekrar kullanõlmak üzere kolayca 

ayrõlabilir. Çapraz bağlõ kristaller difüzyon ile substrat ve reaksiyon ürününden kolayca 

ayrõlabilir. Bu yöntemle dayanõklõlõğõ arttõrõlmõş enzimlere örnek olarak lipaz, penisilin 

akrilaz, subtilisin ve termolizin verilebilir. (Govardhan, 1999)  

2.12.4 Polimere Kovalent Olarak Bağlama: 

Çapraz bağlamaya alternatif olabilecek bir diğer uygulama ise proteinin suda çözünür 

özellikteki polimere birden fazla noktadan bağlanmasõdõr. Bieniarz ve arkadaşlarõ protein 
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stabilizasyonu için bir protokol geliştirmişlerdir. (Bieniarz, 1998) Metod (SPO3 2-  ) yan 

zinciri içeren polifosfotioat polimeri kullanõmõnõ gerektirir. Alkalin fosfataz (ALP) polimer ile 

kimyasal olarak türevlendirilmiş protein arasõndaki çapraz bağ oluşumunu sağlar. İlk olarak 

istenilen protein heterobifonksiyonel suksinimid-maleimid ile muamele edilir. Suksinimid 

protein yüzeyindeki serbest amino gruplarõ ile reaksiyona girer. Bu bağlanma sonunda protein 

serbest maleimid grubuna sahip olur. Maleimid grubu tiolat ile reaksiyona girme özelliğine 

sahiptir.  Lineer polifosfotioat polimeri çok sayõda  (SPO3 2-  ) grubuna sahiptir.  Hedef 

protein, ALP ve polimer bir arada kullanõlõr. ALP fosfotiolat grubundaki ortofosfatõ 

uzaklaştõrarak polimer iskeleti üzerinde reaktif tiyol gruplarõ oluşmasõnõ sağlar.  Yeni oluşan 

bu tiol gruplarõ modifiye edilmiş protein yüzeyindeki maleimid gruplarõ reaksiyona girerek 

polimer ile hedef protein arasõnda birçok noktadan bağlanmayõ sağlar. 

2.13 Dekstran: 

Dekstran fraksiyonlarõ ortalama molekül ağõrlõğõ ve molekül ağõrlõğõ dağõlõmõ ile karakterize 

edilir. Dekstran farmakoloji, gõda endüstrisi, tarõm gibi pek çok alanda kullanõlmaktadõr. 

 

Şekil 2.15 Dekstran molekülünün yapõsõ 

 

Dekstran aşağõda sayõlan özellikleri nedeniyle pek çok kullanõm alanõ bulmuştur 

(1) Dekstran doğal ve su da çözünebilirdir. 

(2) Kolayca filtre edilebilir 

(3) Biyouyumludur 

(4) Biyolojik olarak parçalanabilir (biodegradable) 

(5) 5 yõldan daha uzun süre stabilitesini korur 
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2.13.1 Dekstranõn Fiziksel Özellikleri: 

Dekstran fraksiyonlarõnõn moleküler ağõrlõklarõ 1 000- 2 000 000 Da arasõnda değişebilir. 

Molekül ağõrlõğõ pek çok uygulama için anahtar role sahiptir. Molekül ağõrlõğõ ile tanõmlanan 

molekül ağõrlõğõ ortalamasõ (Mw) ve ortalama molekül ağõrlõğõndaki moleküllerin sayõsõdõr 

(Mn). Aşağõdaki şekilde Dekstran 10�un molekül ağõrlõğõ dağõlõmõ verilmiştir. 

 

Şekil 2.16 Dekstran 10�a ait molekül ağõrlõğõ dağõlõmõ 

Dekstrana verilen numaralar dekstranõn molekül ağõrlõğõnõ belirtmek amacõyla 

kullanõlmaktadõr. Örneğin dekstran 10�un molekül ağõrlõ 10 x 1000 = 10 000 Daltondur. 

Dekstran esnek ve genişleyebilir bir polimerdir ve çözeltide şişerek yumak şeklini alõr. 

Dekstran su ve elektrolit çözeltilerinde stabil olarak çözünebilir. pH çözünürlük üzerine etki 

etmez. Dekstran aynõ zamanda gliserol, etilen glikol, formamid, metil sülfit gibi diğer 

çözgenlerde de çözünebilme özelliğine sahiptir. Dekstran metanol, etanol gibi monohidrik 

alkollerde ve aseton, 2-propanon gibi pek çok ketonda çözünmez. 

Dekstranõn berrak çözeltiler oluşturmasõna rağmen, yüksek konsantrasyonda 5-10 gibi düşük 

molekül ağõrlõklõ dekstranlarõn bulanõk çözeltiler oluşturduğu da rapor edilmiştir. 

Dekstran kolayca filtre edilebilir. Konsantre dekstran çözeltileri daha büyük filtre ya da filtre 

serileri kullanõmõnõ gerektirebilir. Filtrasyon işlemi sõrasõnda yüksek basõnç kullanõlmasõ da 

filtrasyon hõzõnõ arttõrõr. Filtrasyon hõzõnõ artõrmak için sõcaklõk da arttõrõlabilir. Kullanõlacak 

filtrenin seçimi dekstran çözeltisinin hacmine ve konsantrasyonuna göre farklanõr. 

Dekstran çözeltileri Newtonian akõş karakteristiği gösterir buna göre akõş hõzõ makaslama 

gerilmesinden bağõmsõzdõr. 



 

 

39

 

Şekil 2.17 Dekstranõn konsatrasyona bağlõ vizkozite değişim grafiği 

Dekstranõn doğal bir polisakkarit olmasõ nedeniyle vizkozitesi, pH ya da tuz 

konsantrasyonundan etkilenmez. 

Dekstranõn pek çok kullanõm alanõnda kolloid osmotik basõnç büyük bir öneme sahiptir. 

Molekülün etkileşimde olduğu membranõ geçebilmesi osmotik basõncõna bağlõdõr. Aynõ 

konsantrasyondaki iki çözünen maddenin osmotik basõnçlarõ büyük oranda molekül 

ağõrlõklarõna bağlõdõr. Dekstran büyük boyutlu doğal bir polimer olduğu için tuz gibi 

dokulardan kolayca difüzlenebilen maddelerin tersine pek çok insan dokusundan geçemez ve 

uygun osmatik çevreyi sürdürür. 

Dekstran kuru olarak depolandõğõnda 5 yõldan daha uzun süre stabilitesini korur. Dekstran 

hava ile temas ettiğinde yavaşca nemçeker. Dekstran çözeltileri otoklavlanabilir. Bu çözeltiler 

uzun yõllar sabit sõcaklõkta saklanabilirler. Depolama için çözeltinin optimal pH�sõ 6-7 

olmalõdõr.  

2.13.2 Dekstranõn Biyo-uyumluluğu: 

Dekstranõn 50 yõlõ aşkõn süredir klinik kullanõmda olmasõ onun güvenliğini ve kalitesini 

kanõtlamõştõr. Dekstranõn ağõz dõşõ yollarla (damar içi uygulamalar gibi) uygulandõğõ pek çok 

güvenlik çalõşmasõnda dekstranõn 40 000- 70 000 molekül ağõrlõklõ formlarõ kullanõlmõştõr. 

İntravenöz yolla alõnan dekstran 70�in ölümcül dozu farelerde 55g/kg vücut ağõrlõğõ, 

insanlarda 18g/kg vücut ağõrlõğõ, köpeklerde 10g/kg vücut ağõrlõğõ olarak bulunmuştur. 
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Dekstran ağõz yoluyla da alõnabilir ve tolere edilebilir. Dekstranõn ağõz yoluyla alõnmasõnõ 

takiben kan şekeri ve karaciğer glikojeni artmõş ve dekstran kolayca sindirilebilmiştir. 

Dekstranõn tõpta pek çok kullanõm alanõ mevcuttur. Dekstran içeren çözeltiler oftalmik 

uygulamalarda, intrauterin muayenelerde, krem ve merhem yapõmõnda kullanõlmaktadõr. Tüm 

bu uygulamalar dekstranõn biyo-uyumluluğunu destekleyen kanõtlardõr. Verticillium 

Penicillium�dan elde edilen dekstranaz dekstranõ parçalama özelliğine sahiptir. Bu enzim 

reaksiyonu sonunda ortaya çõkan ürünler glukoz ve izomaltoz gibi düşük molekül ağõrlõklõ 

şekerlerdir. Lactobacillus, Cellvibrio, Cytophaga, ve Bacillus gibi bakteriler ekstraselülar 

olarak dekstranaz üretirler ve dekstranõ parçalayabilirler. Bu nedenle dekstran biyobozunurdur 

ve doğal çevre tarafõndan tamamen absorblanõr. 

2.13.3 Dekstranõn Kullanõm Alanlarõ: 

Dekstran 40-60-70 çözeltileri aşağõdaki amaçlarla klinik uygulama alanõ bulmaktadõrlar. 

(1) Kan kaybõ durumunda kan yerine kullanõlõr 

(2) Plazma yerine kullanõlõrlar 

(3) Põhtõlaşmanõn önlenmesi amacõyla 

(4) Hacim arttõrma 

(5) Akõşõn düzenlenmesi  

Dekstran glukoz birimlerinden oluşan kolay çözünebilir, biyobozunur ve biyouyumlu bir 

polimerdir. Bu özellikleri nedeniyle 1 000-2 000 000 arasõnda değişen molekül ağõrlõğõnda ve 

yüksek saflõkta olan dekstran geniş çaplõ biyoteknolojik ve teknik uygulamalarda arabulucu 

(linker) reaktif olarak görev almaktadõr.  Yüksek saflõktaki bu dekstran T-dekstran adõnõ alõr. 

T-dekstran fotoğraf endüstrisinde fotoğrafõn gümüş emülsiyon kalitesini arttõrmasõ amacõyla 

kullanõlõr. 

Dekstran demir-dekstran sentezinde önemli bir başlangõç molekülüdür. Demir-dekstran 

hayvan ve insanlarda demir eksikliğinden kaynaklanan anemilerin tedvai edilmesinde 

kullanõlõr.  

DEAE dekstran ( dietilaminoetil dekstran), dietilaminoetil klorür ile dekstrandan sentezlenir. 

Dekstran 500�den hazõrlanan DEAE dekstran polikatyonunun serum kolesterol ve trigliserid 

değerini düşürdüğü gösterilmiştir. Sentezlenen dekstran türevinin kalitesi ve yeniden 

üretilebilirliği, sentezlendiği dekstranõn saflõğõna ve kalitesine bağlõdõr. 

Dekstran sülfat, (dekstran hidrojen sülfat Na tuzu) polianyonik dekstran türevidir. Yüksek 
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kalitede ve iyi karakterize edilmiş çeşitli dekstranlardan sentezlenir. Dekstran sülfat klinikte 

heparin gibi antikoagülant amaçlõ olarak kullanõlabilir. Dekstran sülfatõn diğer bir etkisi bazõ 

biyolojik sistemlerde enzim inhibisyonuna sebep olmasõdõr [1] 
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3. MATERYALLER: 

3.1 Kullanõlan Cihaz ve Malzemeler: 
Kaba terazi                                               : Precise BJ 6100D 

Hassas terazi                                            : Precise XB 220A 

Manyetik karõştõrõcõ                                 : Heidoloph MR 3001  

Vorteks                                                    : Heidolph Type REAX top 

Su banyosu                                               : GFL 1086 

Liyofilizatör                                            : Telstar Cryodos  

Saf su cihazõ                                            : Millipore F4SN77678 

pH metre cihazõ                                       :  Inolab  

HPLC sistemi                                          : Schimadzu Program Class VP. 

GPC sistemi                                            : Viscotek 4 detektörlü SEC-HPLC-GPC  

Protein ayrõştõrma cihazõ                         : Model 2110 fraction collector 

U.V.  Visible  Spektrofotometre             : Model V-530 JASCO Program  

 

Kullanõlan  malzemeler                           : 

• Otomatik pipet                                 : Finnpipette 0-50 µl, 100-1000 µl  

• Beher                                                 : 50ml, 100 ml, 500 ml, 1 L  

• Penisilin şişeleri 

3.2 Kullanõlan HPLC Sisteminin Teçhizat ve Çalõşma Parametreleri: 
Kolon                                                                      : Silika jel kolon                                             

                                                                                  ( LC column Shim Pack Diol-300)  

Boyut                                                                       : 7,9mm x 50cm 

Akõş hõzõ                                                                  : 1 ml/dak 

Dedektör                                                                 : UV-VIS detektör (SPD-10AV) 

Mobil faz                                                                : PBS; pH= 7,0; %0,05 NaN3 

Akõş hõzõ                                                                 : 1ml / dakika  
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Kolon sõcaklõğõ                                                       : 25 °C  

Dalga boyu                                                             : 280 nm  

3.3 Kullanõlan Viscotek Marka GPC Sisteminin Teçhizat ve Çalõşma Parametreleri: 
Viscotek cihazõ dolgulu kolon kullanan bir kolon sõvõ kromatografisidir. Viscotek cihazõnda 

sõvõ hareketli faz yüksek basõnçta ufak tanecikli hareketli faz üzerinde hareket ettirilmektedir. 

Bu tekniğe yüksek performanslõ sõvõ kromatografisi (HPLC) adõ verilmektedir. 

Viscotek cihazõ üç bölümden oluşur: 

1. Numune hazõrlama ve pompa bölümü 

Viscotek GPCmax VE2001 GPC SOLVENT / SAMPLE MODULE 

2. Kolon ve dedektör kõsmõ 

Viscotek TDA 302 Triple Detector Array 

3. Bilgisayar kõsmõ  

Yazõlõm adõ: Omnisec 3.1 programõ. 

Viscotek cihazõnda poröz tipli kolon dolgu maddesi kullanõlmaktadõr. Poröz kolonlar içindeki 
dolgu maddesinin taneciklerinin çapõ 3-10 µm arasõnda değişmektedir.  
Kolon  1                                                                  : TOSOH G 5000 PWXL 

                                                                                   Polimer dolgulu kolon 

Akõş hõzõ                                                                 : 0,8ml/dak 

Boyut                                                                       7,8mm x 30 cm 

Kolon 2                                                                   : Shim-Pack Diol 300 

                                                                                  Silika dolgulu kolon 

Akõş hõzõ                                                                  : 1ml/dak 

Boyut                                                                       : 7,9mm x 50 cm 

Kolon 3                                                                    : TOSOH G 3000 SWXL 

                                                                                   Silikon dolgulu kolon 

Akõş hõzõ                                                                  : 0,8ml/dak 

Boyut                                                                       : 7,8 mm x 30cm 

Mobil faz                                                                : PBS; pH= 7,0; %0,05 NaN3  
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Kolon sõcaklõğõ                                                       : 25 °C  

Dalga boyu                                                             : 280 nm  

3.4 Kullanõlan UV-Vis Spektrofotometresinin Teçhizat ve Çalõşma Parametreleri: 
Optical System                                                     : Single monochromator 

Detektör                                                                : Silikon fotodiod (S1337) 

Işõk kaynağõ                                                          : Deuterium lamp : 190 to 350 nm 

                                                                                Halogen lamp    : 390 to 1100 nm  

3.5 Kullanõlan Protein Ayrõştõrma Cihazõnõn Teçhizat ve Çalõşma Parametreleri: 
U.V. monitör                                                      : Biorad Econo (model EM-1) 

Fraksiyon  toplayõcõ                                           : Biorad model 2110 fraction collector 

Kayõt edici                                                         : Biorad chart recorder model 1327 

Pompa                                                                : Biorad Econo pump (model EP-1) 
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3.6 Kullanõlan Kimyasal Maddeler: 

Çizelge 3.1 Kullanõlan Kimyasal Maddeler 

Kimyasal Maddeler Üretici Firma Lot No. 
Cellulase from 

Aspergillus niger Fluka 22178 

CMC Fluka 21902 
DNS Fluka 42260 

K-Na Tartarat Fluka 60413 
NaH2PO4.2H2O Riedel-de Haen 04269 

Na2HPO4.7H2O Fluka 71647 
NaCl Riedel-de Haen 13423 

Citric acid monohydrate Riedel-deHaen 22102 

Dextran Mw=75.000 Pharmacia Fine 
Chemilab.  

Sephadex G50 Fluka 84946 

Acetic acid solution Fluka 45754 

Phenol Merck 822296 
Sodium metabisulfite Fluka 71928 

SnCl2.2H2O Fluka 96528 
D-(+)-Glukoz Sigma G7528-250G 

NaOH Riedel-de Haen 06203 
NaIO4 Fluka 71862 

KBr Fluka 60089 

NaBH4 Merck S3912873 403 

Dialysis Tubing 
Cellulose Membrane Sigma D9777-BULK 
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4. DENEYSEL ÇALIŞMA 

4.1 Dekstranõn Aldehit Türevinin Eldesi 

Kullanõlan Çözeltiler  

1) 3,33g Dekstran 30ml destile suda çözüldü. 

2) 8 g NaIO4 70ml destile suda çözüldü. 

Deneyin Yapõlõşõ 

1) Dekstran çözeltisinin üzerine NaIO4 yavaş yavaş karõştõrõlarak eklendi. 

2) Bu çözelti karanlõkta, oda sõcaklõğõnda 24 saat süreyle karõştõrõldõ. 

3) Elde edilen yükseltgenmiş dekstran ile birlikte ortamda bulunan fazla iyonlarõ 

uzaklaştõrmak için ürün 24 saat karanlõk ortamda, oda sõcaklõğõnda destile suya karşõ 

diyalize bõrakõldõ. 

4) Soğutarak kurutma ile (liyofilizatörde) aldehid gruplarõ bulunduran dekstran elde 

edildi (Sacco, D., 1988, Betancor, L., 2004, Dobrechenko, S., 1993). 

 

Şekil 4.1 Dekstranõn aldehitlenme reaksiyonu 

4.2 Dekstranõn FTIR Spekturumlarõnõn Alõnmasõ: 

Örneklerin her biri için madde miktarõ %1 olacak şekilde saf KBr ile karõştõrõlõp preste 10 ton 

basõnç altõnda tablet haline getirilir. Aletin havaya karşõ baseline�õ alõndõ. Daha sonra 

hazõrlanan tablet alete yerleştirilerek örneğin spektrumu alõndõ. 

4.3 Enzim (Selülaz) Aktivitesi Tayini: 

Kullanõlan Çözeltiler 

A) Sitrat tamponu 0,05M, pH 5  

B)  Enzim çözeltisi: sitrat tamponunda (pH 5 ), 1 ml�de 2mg protein (A280/1,34) olacak 

şekilde hazõrlandõ.  
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C) Sitrat tamponunda (pH 5), %2�lik CMC (carboxymethyle cellulose)  olacak şekilde 

hazõrlandõ. 

D) DNS renk reaktifi çözeltisi: 

10,6g 3,5-Dinitrosalisilik asid ile 19,8g NaOH 1416ml destile suda karõştõrõlarak 

çözüldü ve üzerine 306g Na-K tartarat, 500C de eritilen 7,6ml Fenol, 8,3g Na 

metabisülfit eklendi.  

E) Konsantrasyonu 2mg/ml olan glukoz standart çözeltisi hazõrlandõ. 

Deneyin Yapõlõşõ 

            I. Deney 50ml�lik erlenlerde yapõldõ.                                               BLANK        TEST             

1. Sitrat tamponu (500C�deki  su banyonsunda beklemekte olan) 9ml                   9ml  

2. CMC çözeltisi eklendi. 0,5ml               0,5ml 

3. Selülaz enzimi çözeltisi eklendi ve karõştõrõlarak 0,5ml                  ----      

500C  su banyosunda 30 dakika bekletildi. 

4. 30 dakika süre sonunda selülaz enzim çözeltisinden 

blank�e de eklendi ----                0,5ml 

5. 50 ml�lik şilifli kapaklõ erlenlere bu çözeltilerden  

2ml alõnõp üzerine DNS çözeltisi eklendi. Her iki erlen kapaklarõ  3ml                  3ml 

kapatõlmõş halde 1000C�da kaynamakta olan su banyosunda 15 dakika bekletildi. Bu süre  

sonunda her iki erlen   buzlu su bulunduran ortama alõnarak  hõzla soğutuldu. 

 6. UV-Vis spektrofotometrede test çözeltisinin 540nm�deki absorbansõ blank�e karşõ 

okundu. 
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II. Aktivite tayini için glukoz çözeltisi ile standart eğrinin hazõrlanmasõ. 

1. 50 ml'lik şilifli kapaklõ erlenlere aşağõdaki tabloda verilen glukoz çözeltileri ve blank 

alõndõ. 

Çizelge 4.1 Glukoz Standartlarõnõn Hazõrlanmasõ 

 Std 1 Std 2 Std 3 Std 4 

Glukoz çözeltisi 0,05 ml 0,06 ml 0,07 ml 0,08 ml 

Destile su 1,95 ml 1,94 ml 1,93 ml 1,92 ml 

DNS 3ml 3ml 3ml 3ml 

 

 Std 5 Std 6 Std 7 Std 8 

Glukoz çözeltisi 0,09 ml 0,1 ml 0,11 ml 0,12 ml 

Destile su 1,91 ml 1,90 ml 1,89 ml 1,88 ml 

DNS 3ml 3ml 3ml 3ml 

 

 Std 9 Std 10 Std 11 Blank 

Glukoz çözeltisi 0,13 ml 0,14 ml 0,15 ml ---- 

Destile su 1,87 ml 1,86 ml 1,85 ml 2ml 

DNS 3ml 3ml 3ml 3ml 

 

2. Kapaklarõ kapatõlmõş halde, erlenler 1000C�da kaynamakta olan su banyosunda 15 dakika  

bekletildi. Bu süre sonunda erlenler buzlu su bulunduran ortama alõnarak hõzla soğutuldu. 

3.  UV-Vis spektrofotometrede standart çözeltilerinin 540nm�deki absorbansõ blank�e karşõ  

okundu (Ghose, T., K., 1987). 
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Hesaplamalar 

Glukoz çözeltisi: 

Konsantrasyonu 2mg/ml olacak şekilde hazõrlanan 10ml stok glukoz çözeltisinden çõkõlarak;                       

Std 1. 

                                 1ml�de                        2 mg glukoz 

                                  0,05 ml�de                  y 

                               ----------------------------------------------- 

                                       Y =0,1 mg/5ml =0.02 mg/ml glukoz 

Std 2. y=0,024 mg/ml glukoz 

Std 3. y=0,028 mg/ml glukoz 

Std 4. y=0,032 mg/ml glukoz 

Std 5. y=0,036 mg/ml glukoz 

Std 6. y=0,040 mg/ml glukoz 

Std 7. y=0,044 mg/ml glukoz 

Std 8. y=0,048 mg/ml glukoz 

Std 9. y=0,052 mg/ml glukoz 

Std10. y=0,056 mg/ml glukoz 

Std11. y=0,060 mg/ml glukoz 
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Çizelge 4.2 Glukoz Standartlarõ 

STANDARTLAR (glukoz) ABSORBANS (540 nm) 

Std 1. (0,02 mg/ml) 0,01760 

Std 2. (0,024 mg/ml) 0,04981 

Std 3. (0,028 mg/ml) 0,07902 

Std 4. (0,032 mg/ml) 0,11922 

Std 5. (0,036 mg/ml) 0,17644 

Std 6. (0,040 mg/ml) 0,22635 

Std 7. (0,044mg/ml) 0,27575 

Std 8. (0,048 mg/ml) 0,30533 

Std 9. (0,052 mg/ml) 0,39069 

Std10.(0,056 mg/ml) 0,42421 

Std11.(0,060 mg/ml) 0,43082 

 

y = 11,318x - 0,2279
R2 = 0,986

0
0,05
0,1

0,15
0,2

0,25
0,3

0,35
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)

 

Şekil 4.2 DNS metodu ile glukoz konsantrasyonuna bağlõ olarak elde edilen kalibrasyon 
grafiği 

Y = 11,318 X - 0,2279                              R2 = 0,986 
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Selülaz enziminin katalizi ile CMC�den glukoz oluşmasõnõ sağlayan reaksiyon 50oC�da, 10 ml 

sitrat tamponu (pH 5) çözeltisinde gerçekleştirildi. Bu 10 ml çözeltiden alõnan 2 ml örnek 

üzerine 3 ml DNS çözeltisi eklendi ve böylece renk reaksiyonu 5 ml hacõmda 

gerçekleştirilmiş oldu. Bu işlemden sonra, satõn alõnan (herhangi saflaştõrma işlemi görmemiş) 

enzim kullanõlarak yapõlan denemede 540 nm�de absorbans değeri 0,2619 olarak okundu. 

DNS renk reaktifi ile glukozun reaksiyonundan sonra 540 nm�de okunan absorbans değeri ile 

glukoz konsantrasyonu (mg/ml) arasõnda çizilen kalibrasyon eğrisinin denklemi:  

Y = 4,5184 X - 0,225 

mglukoz (mg)= (A540 + 0,2279)/11,318 formülünden, oluşan glukozun konsantrasyonu 0.04mg/ml 

olarak bulundu.  

5 ml olan renk reaksiyonu çözeltisindeki glukoz konsantrasyonu = 0,04 x 5/2 = 0,1mg/ml 

10 ml toplam hacõmdeki glukoz miktarõ = 0,1mg/ml x 10 ml = 1mg   

1 U, 1 daikada CMC�den 1µmol glukoz açõğa çõkaran enzim miktarõ. (U/mg enzim) 

      1U = [ -------------------------------------------- x 1000 ] / mg protein 

                                  180,2 x 30 

                             [ 1mg x 1000 ]  

U  = ----------------------------------------- / 0,25 mg protein  

                                  180,2 x 30 

Yukarõdaki eşitlikten satõn alõnan enzimin aktivitesi 0,74 U olarak bulundu. 

Glukoz Mw=180.2 Da 

1000 : mmol�ü µmol�e çevirmek için kullanõlan değer 

30 : Reaksiyon süresi (30 dak) 

4.4 Saflaştõrma İşlemleri: 

Satõn alõnan selülaz enziminin (Fluka 22178) %28 protein içerdiği belirlendi ( A280 / 1,34). Bu 

enzim örneğinin Viscotek cihazõnda alõnan kromatogramlarõ da değerlendirilerek, dekstran - 

selülaz konjugatlarõnõ elde etmek için yapõlacak çalõşmada kullanmak üzere, daha saf enzim 

örneği kullanmanõn yaralõ olacağõna karar verildi. Jel filtrasyon işlemleri uygulandõ.  
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Jel Filtrasyon ile (Sephadex G-50) Saflaştõrma  

2 g enzim tartõlarak 5ml PBS�de (pH 7,3) çözüldü. Örnek tamponla yõkanarak kolona verildi. 

PBS tamponu kullanõlarak her bir tüpte 30 damla olacak şekilde fraksiyonlar toplandõ.  

Bu maksatla Bio �Rad marka protein saflaştõrma sistemi 5cm x 30cm kolon ile kullanõlarak 

jel filtrasyon işlemi uygulandõ. Akma hõzõ 0,35 ml/dakika olacak şekilde ayarlandõ. Kolon 

dolgu maddesi olarak sephadex G-50 kullanõldõ. Eluasyon işlemi UV monitör vasõtasõyla 

izlendi. Alõnan fraksiyonlarõn 280 nm�de okunan absorbans değerlerinden yararlanarak 

protein konsantrasyonlarõ ( A280 / 1,34) ve aktiviteleri tayin edildi. 

PBS ile alõnan fraksiyonlardan havuzlar oluşturup aktiviteleri hesaplandõ. Havuz 1�de aktivite 

olmadõğõ görüldü. Konjugasyon işleminin Havuz 2 ile yapõlmasõna karar verildi. 

4.5 Enzim-Polimer Konjugatlarõnõn Sentezi: 

Aldehid gruplarõ bulunduran dekstran ile konjugat oluşturmak üzere enzim/polimer mol oranõ 

1, 1/5, 1/10, 5 ve 10 olarak alõndõ. Bu işlem için gerekli enzim miktarõ aşağõdaki gibi 

hesaplandõ.  

nprotein               Cprot . MA pol 

----------      =    ------------------ 

npolimer              Cpol . MA prot 

Cprot= 2 mg/ml 

MA pol=75.000 

MA prot=31.000 

 

nprotein                     2 mg/ml . 75.000           

------------     =    -------------------------    =   1 

npolimer                            Cpol . 31.000   

Cpol=4,84 mg/ml 
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nprotein                     2 mg/ml . 75.000           

------------     =    -------------------------    =   5 

npolimer                            Cpol . 31.000   

Cpol=0,96 mg/ml 

nprotein                     2 mg/ml . 75.000           

------------     =    -------------------------    =   10 

npolimer                            Cpol . 31.000   

Cpol= 0,48 mg/ml 

 

nprotein                     2 mg/ml . 75.000           

------------     =    -------------------------    =   1/5 

npolimer                            Cpol . 31.000   

Cpol=24,19 mg/ml 

 

nprotein                     2 mg/ml . 75.000           

------------     =    -------------------------    =   1/10 

npolimer                            Cpol . 31.000   

Cpol=48,38 mg/ml 

 

Enzim ve polimer çözeltileri toplam hacõm 5ml olacak şekilde karõştõrõlarak 16 saat 25 oC�de 

PBS (pH7.3) tamponu içerisinde reaksiyona sokuldu. Daha sonra pH değerini arttõrmak için 

8,75 ml soğuk (4oC) 100 mM sodyum bikarbonat (pH 8,5) eklendi. Kalan aldehit gruplarõnõ 

indirgemek ve aminoaldehit bağõnõ oluşturmak amacõyla konsantrasyonu 1mg/ml olacak 

şekilde sodyum borhidrür eklendi.( Guisan, 1997) Bu çözelti 15 dakika boyunca 4oC� de 

karõştõrõldõ. 15 dakika sonunda 1mg/ml olacak şekilde sodyum bor hidrür tekrar eklenerek 15 

dakika 4oC�de karõştõrõldõ. Bu işlem sonunda pH 7�ye ayarlandõ. Aldehidin karbonil grubu ile 

proteinin amin grubu arasõnda kondensasyon reaksiyonu gerçekleşmesi sonucu, bir schiff bazõ 

olan enzim-polimer konjugatõ elde edildi.  



 

 

54

Enzim-polimer konjugatlarõnõn, daha önce satõn alõnan enzim için uygulanan yöntemde 

olduğu gibi farklõ sõcaklõklardaki aktiviteleri tayin edildi. Sentezlenen konjugatlar viskotek, 

HPLC ve Zeta-sizer cihazlarõ ile karakterize edildi. 
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5. SONUÇLAR 

 

Şekil 5.1 Selülazõn jel filtrasyon kolon kromatogramõ 

Satõn alõnan selülaz enzimi sephadeks G-50 kolondan geçirilerek iki fraksiyona ayrõldõ. 

Havuz-I adõ verilen 1. fraksiyonda enziamatik aktivite gözlenirken, arkadan gelen Havuz-II 

adõ verilen farksiyonda aktivite olmadõğõ görüldü. 

 

Şekil 5.2 Dekstran ve dekstran aldehite ait FTIR spektrumlarõ 
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Dekstran deneysel kõsõmda anlatõldõğõ şekilde aldehit türevine yükseltgendi. Alõnan FTIR 

spektrumu ile aldehit grubu oluştuğu gösterildi. 

Farklõ Sõcaklõlarda Elde Edilen Aktivite Değerleri: 

Saf enzim ve hazõrlanan konjugatlarõn aktivite değerleri pH 5�de farklõ sõcaklõklarda 0, 30, 60 

dakika bekleme süreleri ile ölçüldü. Bu sõcaklõklarda 0 dakika ve 30 dakika bekleme süreleri 

ile ölçülen aktivite değerleri 1/5 ve 1/1 oranlõ konjugatlar için saf enzimden daha yüksek 

değerde, 10 ve 5/1 oranlõ konjugatlar için enzime yakõn değerde elde edildi. 60 dakika 

bekleme süresi ile yapõlan tayinlerde ise, 1/5 ve 1/1 oranlõ konjugatlar yine enzimden yüksek, 

5/1 ve 10/1 oranlõ konjugatlar enzimden düşük aktivite değerleri gösterdi. Oran 1/10�da ise 

aktivite görülmedi. Bu durum dekstranõn enzimin substratla olan etkileşimine bu oranda engel 

olduğu ile açõklandõ. Dekstran bu oranda sterik engel oluşturarak substratõn enzim aktif 

merkezine ulaşmasõnõ engellemiştir. 

Çizelge 5.1    0. Dakikada Saf Enzim ve Konjugatlara Ait Aktivite Değerleri 

 

0.dk  
saf 
enzim n=1 n=5 n=10 n=1/5 

30° C 0,675 0,824 0,717 0,67 0,834 

40° C 0,712 0,921 0,852 0,73 0,992 

50° C 0,892 0,981 0,912 0,882 1,074 

60° C 0,697 0,901 0,572 0,669 0,882 

70° C 0,441 0,597 0,397 0,425 0,524 

80° C 0,148 0,387 0 0 0,459 
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Çizelge 5.2 30. Dakikada Saf Enzim ve Konjugatlara Ait Aktivite Değerleri 

 

30.dk  
saf 
enzim n=1 n=5 n=10 n=1/5 

30° C 0,563 0,732 0,626 0,521 0,751 

40° C 0,589 0,769 0,715 0,601 0,784 

50° C 0,642 0,861 0,809 0,733 0,918 

60° C 0,448 0,716 0,482 0,495 0,768 

70° C 0,046 0,399 0 0 0,49 

80° C 0 0 0 0 0,221 

 

Çizelge 5.3 60. Dakikada Saf Enzim ve Konjugatlara Ait Aktivite Değerleri 

60.dk  
saf 
enzim n=1 n=5 n=10 n=1/5 

30° C 0,267 0,315 0,251 0,192 0,457 

40° C 0,346 0,418 0,303 0,284 0,505 

50° C 0,384 0,503 0,335 0,302 0,582 

60° C 0,209 0,331 0,132 0,125 0,458 

70° C 0,045 0,214 0 0 0,282 

80° C 0 0 0 0 0,179 
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Şekil 5.3 0. dakika saf enzim ve konjugatlara ait aktivite grafiği 
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Şekil 5.4 30. dakika saf enzim ve konjugatlara ait aktivite grafiği 
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60. dakika
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Şekil 5.5 60. dakika saf enzim ve konjugatlara ait aktivite grafiği 

 

 

Şekil 5.6 Konjugatlar, Selülaz ve Dekstran Aldehitin Viscotek Marka Cihaz İle Kõrõlma İndisi 
Dedektör Kromatogramlarõ 
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Kolon                : Tosoh G 3000 SWXL 

Numuneler        : Selülaz, Dekstran Aldehit, 1, 5, 10, 1/5, 1/10 Konjugatlar 

Akõş hõzõ           : 0,8 ml/dak 

Mobil faz          : PBS 

Dedektör adõ     : Kõrõlma İndisi 

Sõcaklõk             : 25 oC 

 

Şekil 5.7 Konjugatlar, Selülaz ve Dekstran Aldehitin Viscotek Marka Cihaz İle UV Dedektör 
Kromatogramlarõ 

Kolon                : Tosoh G 3000 SWXL 

Numuneler        : Selülaz, Dekstran Aldehit, 1, 5, 10, 1/5, 1/10 Konjugatlar 

Akõş hõzõ           : 0,8 ml/dak 

Mobil faz          : PBS 

Dedektör adõ     : UV 

Sõcaklõk             : 25 oC 
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Şekil 5.8 Konjugatlar, Selülaz ve Dekstran Aldehitin Viscotek Marka Cihaz İle Işõk Saçõlmasõ 
Dedektör Kromatogramlarõ 

Kolon                : Tosoh G 3000 SWXL 

Numuneler        : Selülaz, Dekstran Aldehit, 1, 5, 10, 1/5, 1/10 Konjugatlar 

Akõş hõzõ           : 0,8 ml/dak 

Mobil faz          : PBS 

Dedektör adõ     : Işõk Saçõlmasõ 

Sõcaklõk             : 25 oC 
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Şekil 5.9 Konjugatlar, Selülaz ve Dekstran Aldehitin Viscotek Marka Cihaz İle Vizkozimetre  
Dedektör Kromatogramlarõ 

Kolon                : Tosoh G 3000 SWXL 

Numuneler        : Selülaz, Dekstran Aldehit, 1, 5, 10, 1/5, 1/10 Konjugatlar 

Akõş hõzõ           : 0,8 ml/dak 

Mobil faz          : PBS 

Dedektör adõ     : Viskozite 

Sõcaklõk             : 25 oC 

GPC (4 dedektör) ile yapõlan analizler sonucunda oran 1/5 ve 1/10�da konjugatõn oluştuğu 

selülazdan farklõ zamanda çõkan ve farklõ karakteristiğe sahip piklerin varlõğõ ile gösterilmiş 

oldu. 
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Şekil 5.10 İşlem Görmemiş Enzim, Havuz1 ve Havuz2�nin HPLC Cihazõ ile Alõnan 
Kromatogramlarõ 

(--------havuz 1, ----- işlem görmemiş enzim, ------- havuz 2) 

Kolon                : Shim-Pack Diol 300 

Numuneler        : İşlem görmemiş enzim, havuz 1 ve havuz 2 

Akõş hõzõ           : 1 ml/dak 

Mobil faz          : PBS 

Dedektör adõ     : UV 

Sõcaklõk             : 25 oC 

HPLC cihazõ ile yapõlan analizlerde ticari olarak alõnan enzim ile sephadeks G- 50 kolondan 

geçirilen saf enzim arasõndaki fark ortaya konmuştur. Satõn alõnan enzim Sephadeks G- 50 

kolondan geçirilerek safsõzlõk oluşturan ikinci pik uzaklaştõrõlmõştõr. 
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Şekil 5.11 Havuz1�in HPLC Cihazõ ile Alõnan Kromatogramõ 

Kolon                : Shim-Pack Diol 300 

Numuneler        : Havuz 1  

Akõş hõzõ           : 1 ml/dak 

Mobil faz          : PBS 

Dedektör adõ     : UV 

Sõcaklõk             : 25 oC 
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Şekil 5.12 Dekstran Aldehitin HPLC Cihazõ ile Alõnan Kromatogramõ 

Kolon                : Shim-Pack Diol 300 

Numuneler        : Havuz 1  

Akõş hõzõ           : 1 ml/dak 

Mobil faz          : PBS 

Dedektör adõ     : UV 

Sõcaklõk             : 25 oC 
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Şekil 5.13 Farklõ oranlarda hazõrlanan konjugatlarõn HPLC Cihazõ ile Alõnan Kromatogramlarõ 

(--------n=1, ----- n=5, ------ n=10, ----- n=1/5, ------- n=1/10) 

Kolon                : Shim-Pack Diol 300 

Numuneler        : n=1, 5, 10, 1/5, 1/10 konjugatlar 

Akõş hõzõ           : 1 ml/dak 

Mobil faz          : PBS 

Dedektör adõ     : UV 

Sõcaklõk             : 25 oC 
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Şekil 5.14 Farklõ oranlarda hazõrlanan konjugatlar ve Havuz1 saflaştõrõlmõş selülazõn HPLC 
Cihazõ ile Alõnan Kromatogramlarõ 

(--------n=1, ----- n=5, ------ n=10, ----- n=1/5, ------- n=1/10, ------- Havuz 1) 

Kolon                : Shim-Pack Diol 300 

Numuneler        : n=1, 5, 10, 1/5, 1/10 konjugatlar ve saflaştõrõlmõş selülaz 

Akõş hõzõ           : 1 ml/dak 

Mobil faz          : PBS 

Dedektör adõ     : UV 

Sõcaklõk             : 25 oC 

HPLC cihazõna hazõrlanan konjugatlar ve saf enzim verilmiş, elde edilen sonuçlar GPC (4 

dedektör) ile alõnan sonuçlarõ desteklemiştir. Bu cihazda da 1/5 ve 1/10 oranlarõnda saf 

selülazõn verdiği pikten önce gelen ve farklõ karakteristikdeki piklerin varlõğõ gösterilerek 

konjugasyon oluşumu kanõtlanmõştõr. 

Zeta-sizer cihazõ ile yapõlan analizler sonucunda alõnan konjugat oranlarõna bağlõ boyut 

değişim grafiği aşağõda verilmiştir. Grafikten de anlaşõlacağõ üzere oran 1 için saf enzimin 

yaklaşõk iki katõ boyutunda yeni bir yapõ oluşmuştur.  
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Çizelge 5.4 Saf Enzim ve Konjugatlara Ait Boyut Dağõlõmõ  
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Şekil 5.15 Konjugasyon oranõna bağlõ parçacõk boyut dağõlõmõ grafiği 

 

Oran  Boyut 

0 8,98 

0,1 11,7 

0,2 9,23 

1 16,7 

5 10,4 

10 9,42 
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Sonuçlarõn değerlendirilmesi; 

Konjugasyon işleminde ilk olarak dekstran aldehit türevine yükseltgendi. FTIR spektrumunda 

1632 nm�de oluşan pik Dekstran sülafat�ta C=O bağõ oluştuğunu, dolayõsõ ile D-CHO 

türevinin sentezlendiğini gösterdi. 

Satõn alõnan enzim sephadeks G- 50 kolondan geçirilerek iki fraksiyona ayrõldõ. Havuz1 adõ 

verilen ilk fraksiyonda enzim aktivitesi belirlendi ve Havuz 2 adõ verilen ikinci fraksiyonda 

ise enzim aktivitesi olmadõğõ, dolayõsõyla safsõzlõklardan oluştuğu belirlendi. Havuz 1�in saf 

enzimden oluştuğu HPLC ve viscotek cihazlarõ ile de kanõtlandõ. 

n= 1, 5, 10, 1/5, 1/10 oranlarõnda Selülaz-Dekstran konjugatlarõ sentezlendi. Elde edilen 

konjugatlar, GPC, HPLC ve Zeta-sizer ile karakterize edildi.  

Konjugatlarõn ve saf enzimin pH 5�de farklõ sõcaklõklarda, farklõ bekleme süreleri ile aktivite 

tayinleri yapõldõ. Buna göre 0, 30 ve 60 dakika bekleme süreleri ile yapõlan tayinlerde 

enzim/dekstran oranõ 1/5 ve 1/1 ola konjugatlar enzimden daha yüksek; 5/1 ve 10/1 oranlõ 

konjugatlar enzime yakõn ya da daha düşük aktivite değerleri gösterdi. 1/10 oranlõ konjugat 

aktivite göstermedi. 
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