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Amag: Hypocrea jecorina QM9414 kif mantarindan elde edilen, kismi
olarak saflastirilan B-galaktozidaz’'in aliimina ve hidroksiapatit (HA) tzerine
adsorbsiyon yontemiyle immobilize edilmesi ve bu sekilde hareketsizlesti-
rilmis olan enzimin serbest enzime gore spesifik aktivite ve protein deger-
lerinin dlgllerek degerlendirilmesidir.

Gereg ve Yontem: Hypocrea jecorina QM9414 kif mantarindan elde edi-
len, kismi olarak saflastirilan B-galaktozidaz enzimi allimina ve hidroksia-
patit tasiyicilari Gizerine adsorsiyon yontemiyle fiziksel olarak baglandi.
Bunun igin siizme, yikama ve kurutma islemleri yapildi. Olgiimler igin
UV-spektrofotometre cihazindan yararlanildi.

Bulgular: HA Uzerine gergeklestirilen adsorbsiyon sonucunda immobilize
olan enzimin verimi spesifik aktivite birimi (U/mg) agisindan %88 bulunur-
ken, protein miktarlari (mg/ml) g6z 6niine alinarak hesaplandiginda %18,6
sonucunu gostermistir.  Alimina Uzerine gergeklestirilen adsorbsiyon
sonucunda immobilize olan enzimin verimi spesifik aktivite birimi (U/mg)
agisindan %36,8 bulunurken, protein miktarlari (mg/ml) géz 6niine alina-
rak hesaplandiginda %22,4 sonucunu gostermistir.

Sonug: B-galaktozidazin, ok basit bir immobilizasyon protokoll araciligy-
la biyouyumlu HA Uzerinde verimli bir sekilde immobilize edilebilecegi,
tekrarlanan enzimatik hidroliz reaksiyonlarini gergeklestirmek igin umut
verici bir strateji sundugu gosterildi. Hypocrea jecorina QM9414 kuf man-
tarindan kismi olarak saflastirilan B-galaktozidaz’in alimina ve hidroksia-
patit lizerine adsorbsiyon yontemiyle immobilize edilmesi literattirde ilk
defa yer alacak olmasi galismamizi 6zglin kilmaktadir.

Anahtar Kelimeler : B-galaktozidaz, immobilizasyon, adsorbsiyon, altimi-
na, hidroksiapatit, Hypocrea jecorina

ABSTRACT

Objective: B-galactosidase obtained from the Hypocrea jecorina QM9414
mold fungus was immobilized on alumina and hydroxyapatite (HA) using
the adsorption method, and the specific activity and protein values of the
immobilized enzyme relative to the free enzyme were measured and
evaluated.

Materials and Methods: Partially purified B-galactosidase enzyme
obtained from the mold fungus Hypocrea jecorina QM9414 was physically
bound to alumina and hydroxyapatite carriers with the adsorption
method. For this, filtering, washing, and drying processes were carried
out. A UV-spectrophotometer device was used for the measurements.
Results: The results of the adsorption on HA showed the efficiency of the
immobilized enzyme to be 88% as specific activity unit (U/mg), while it
was 18.6% when calculated considering the protein amounts (mg/ml). As
the result of the adsorption on alumina, the efficiency of the immobilized
enzyme was found to be 36.8% as specific activity unit (U/mg), while it
was 22.4% when calculated considering the protein amounts (mg/ml).
Conclusion: It has been shown that B-galactosidase can be efficiently
immobilized on biocompatible HA via a very simple immobilization
protocol, offering a promising strategy to perform repeated enzymatic
hydrolysis reactions. The fact that B-galactosidase, which is partially
purified from Hypocrea jecorina QM9414 mold fungus, is immobilized on
alumina and hydroxyapatite with the adsorption method, makes our study
unique as this is the first time it appears in the literature.

Keywords B-galactosidase, Immobilization, adsorption, alumina,
hydroxyapatite, Hypocrea jecorina

Sorumlu Yazar/Corresponding Author: Fulya AYTAG TURKAN E-mail: fulyaaytachilgi@gmail.com
Bagvuru/Submitted: 18.04.2022 e Revizyon Talebi/Revision Requested: 21.04.2022 ¢ Son Revizyon/Last Revision Received: 26.04.2022 o

Kabul/Accepted: 26.04.2022 e Online Yayin/Published Online: 13.06.2022

@' CEETEM This work is licensed under Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License



https://orcid.org/0000-0003-4097-6756

https://orcid.org/0000-0003-3881-8513


Tiirkan, Peksel Hypocrea Jecorinadan Elde Edilen B-Galaktozidaz’in Hidroksi Apatit ve Aliimina Uzerine immobilizasyonu
Journal of Advanced Research in Health Sciences - Saglik Bilimlerinde ileri Arastirmalar Dergisi 2022;5(2):99-104

GiRiS

Enzimler canh hiicrelerde olugan ve organizmalardaki tiim re-
aksiyonlarin gok yumusak kosullarda gergeklesmesini saglayan
ve bunlari dizenleyen biyolojik katalizorlerdir (1).

Enzimlerin endistride kullanimlari yiksek katalitik etkinlikleri
ve Ozgulliikleri sayesinde avantaj getirmektedir. Avantajlarinin
yani sira; endistrideki islenme kosullarina olan hassasiyetleri,
saflagtirma, elde edilen ¢6zelti ortamindan kullanim igin geri ka-
zanilamamalari, izole etme siireglerinin maliyetinin yuksekligi,
kisa kullanim zamanlari ise engel durumlar arasindadir. Bunlari
ortadan kaldirmak igin en basarili yontemlerden biri; immobili-
zasyondur. immobilize enzimler, “fiziksel olarak hapsedilmis bir
bolgeye, var olan katalitik aktiviteyi bozmadan yerlestirilmis,
surekli olarak kullanilabilen enzimler” olarak tanimlanirlar (2).

Enzim immobilizasyonu fiziksel ve kimyasal immobilizasyon ola-
rak 2’ye ayrilmaktadir. Adsorbsiyonla enzim immobilizasyonu
fiziksel immobilizasyon metodudur.

Adsorbsiyonla enzim immobilizasyonu kolay olmakla birlikte
optimum kosullarin saptanmasi ¢cok guigtiir. Eger enzim ile tasi-
yici arasinda kuvvetli bir baglanma yoksa, bu durumda desorb-
siyon sonucu enzim serbest halde tepkime ortamina gecer ve
Urtnlerin kirlenmesine neden olur. Adsorpsiyon, basit ve uygun
tastyici kullanildigi durumlarda maliyeti yiiksek olmayan bir im-
mobilizasyon yontemidir (3, 4).

Enzim immobilizasyonu igin mevcut birgok yontemden kat bir
destek Uzerinde fiziksel adsorpsiyon en kolay, en ucuz ve en
hizli olanidir. Gelecekteki ¢alismalarda kullanim igin daha bi-
yik bir potansiyele sahip oldugu gértiinmektedir. Enzim hasarini
en aza indirmek igin fiziksel adsorpsiyon hafif kosullar altinda
gerceklestirilebilir (5-9).

B-galaktozidaz, laktozun glikoz ve galaktoza hidrolizini kataliz-
leyen hidrolaz sinifina ait, stt endistrisinde 6nemli bir rol oy-
nayan enzimdir. Laktoz intoleransi olan insanlar igin endistride
sutteki laktozun uzaklastirilmasinda, ayrica peynir alti suyun-
daki laktozun geri kazanilmasinda, oligasakkaritlerin sentez-
lenmesinde kullanilir. Bununla birlikte, literatlirde enzimin bu
islemlerde ve Uriinlerde uygulanmak tizere immobilizasyonunu
anlatan az sayida ¢alisma bulunmaktadir (4,10). Yeni dogan be-
bekler icin B-galaktozidaz’in ince bagirsakta tGretilmesi 6nem
teskil etmektedir. Clinkd; sindirilmemis laktoz cocuklukta bi-
yumeyi engelleyen bir durumdur.

Sut sekeri olan laktozun yeterli sindirilememesinden kaynakli
bir hastalik olan laktoz intoleransinda, laktoz disakkariti ince
bagirsaklardan kalin bagirsaga hareket etmektedir. Buray! bi-
yokimyasal ve fiziksel olmak tizere iki mekanizma ile agiklamak
mimkiindir. Biyokimyasal mekanizmada; laktoz, bagirsaktaki
bakteriler tarafindan kullanilarak CO,, organik asitler olusur.
Fiziksel mekanizmada ise; ince bagirsak sivisindaki laktoz mo-
lekdllerinin tanecik sayisinin artmasiyla beraber osmotik etki
nedeniyle dokulardaki sivi ince bagirsaga cekilir. Karin kismin-
da agri, dispepsi, gaz, diyare, kusma hissi gibi belirtilere sebep
olmaktadir (11).

Diinya popilasyonunun %70’inde intestinal B-galaktozidaz ek-
sikligi oldugu tahmin edilmektedir. Sadece st ve sit Urlinle-

riyle beslenen bebekler igin, intestinal B-galaktozidazin varhgi
blylik 6nem tagsimaktadir. Bu enzimin eksikliginde bebeklerde
laktoz hidroliz edilemediginden glukoz ve galaktozun emilmesi
olanaksiz hale gelir. B-galaktozidaz eksikligi bulunan bebeklerin
beslenme bozuklugunu gidermek lzere gesitli calismalar yapil-
mistir. Bu amagla gesitli kaynaklardan elde edilen B-galaktozidaz
sivi halde siite katilmis ve kapsil veya enterik tablet halinde ve-
rilerek laktoz intoleransi 6nlenerek sitten yarar saglanmistir (5).

GM1 Gangliozidozis hastaligl lizozomal bir enzim olan
B-galaktozidaz eksikligi sonucu ortaya ¢ikan otozomal gekinik
kalitim gosteren hastaliklardan biridir. Hastalik baba ve annenin
her ikisinden de gegis gosterir. Erken bebeklik formunda (Tip1)
zayif kas giicli, 6dem, sinir sistemi gelisiminde durma, retina-
da kiraz lekesi, skolyoz gibi bulgular goriilmektedir. Geg orta-
ya ¢ikan formunda (Tip2) eklem yerlerinin sertlesmesi (spas-
tisite) nedeniyle ayakta durmakta, yurtimede oldukga guglik
gorulur. Beyaz kan hicrelerinde ve kaltur cilt fibroblastlarinda
B-galaktozidaz eksikliginin saptanmasiyla hastalik tanimlanmak-
tadir (12).

Enzim veya destek malzemesinde kimyasal bir degisim gercek-
lesmeyen immobilizasyon yontemlerinden biri adsorbsiyondur
(3,4). Bircok enzimi immobilize etmek icin gesitli organik ve
inorganik destek malzemeleri kullanilmistir (13-19). insan vii-
cudundaki canli dokunun islevlerini karsilayan veya islevlerine
yardimci olan dogal ya da sentetik malzemelere biyomalzeme-
ler denilmektedir (20).

HA, enzim immobilizasyonu i¢in miikemmel fizikokimyasal
ozelliklere sahip bir malzemedir ve ayrica hayvan yemlerinde
inorganik bir fosfor ve kalsiyum kaynagi olarak islev gérebilir
(21). insan viicudunda bulunan kemikler kortikal ve trabekdiler
kisimlardan olusmakta ve hidroksiapatit (Ca, (PO,),(OH),) ile
trikalsiyum fosfat (Ca,(PO,),) icermektedir. HA; lokal biiyime
faktorlerine karsi kuvvetli kimyasal baglanma egiliminde es-
nekligi minimum diizeyde olan biyouyumlu, toksik olmayan,
kokusuz, tatsiz ve elmastan sonra bilinen en sert maddedir (22).

Meme kanseri hiicreleri ile yapilan calismalarda; kemoterapi
ilaci paklitakselin (PTX) bir tutucu ajan gorevinde biyopolimer
kitosana immobilizasyonunda, hidroksiapatit nanopartikiiller
(n-HAP) kullanilarak basit bir yontem olan adsorbsiyon uygu-
lanmistir. Sonug olarak 72 saat sonra, n-HAP varliginda kiiglk bir
PTX igerigi bile, apoptotik fenotipin uyariimasi ve hayatta kalma
uyaranlarinin baskilanmasi yoluyla kanser hiicrelerin canliligini
azaltabildigi bulunmustur (23).

Alimina (AL,O,); seramik yapimi ve tibbi cihazlarda yaygin ola-
rak kullaniimaktadir, biyouyumlulugu iyi bilinmektedir. Biyomal-
zemelerin biyouyumlulugunu tanimlayan ISO 10993-1 Ulus-
lararasi Standardi ile ilgili olarak aliminanin biyouyumlulugu
arastirildiginda; sitotoksisite, sensitizasyon, implantasyon ve
genotoksisite gibi biyolojik etkiler icin, hayvanlarda ve insan-
larda yapilan in vivo ve in vitro testler herhangi bir anormal
biyolojik tepki gostermemistir (24).

GUnumuz tip diinyasinda, mikemmel biyomekanik ve biyou-
yumluluk 6zellikleri nedeniyle allimina bazli biyomalzemeler
biyomedikal mihendisliginde dnemli bir rol oynamaktadir (25).
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Bu bilgiler 1siginda ¢alismamizin amaci; Hypocrea jecorina
QM9414 kuf mantarindan elde edilen, kismi olarak saflastiri-
lan B-galaktozidaz’i sirasiyla hidroksiapatit ve alimina tizerine
adsorbsiyon yontemiyle immobilize edip, immobilize olan en-
zimin etkinligini 6lgmek icin immobilizasyon isleminin dncesi ve
sonrasinda enzimin protein miktari, total tnite ve spesifik akti-
vitesini kiyaslamaktir. Béylece hangi adsorbanin 3-galaktozidaz
ile yliksek verimde immobilize olabileceginin tespit edilmesi
hedeflendi. Gelecekte bu ¢alisma genisletilip immobilize edilen
enzimin stabilite calismalari yapilarak endustride uygulanabilir-
ligi acisindan degerlendirilebilecegini disinmekteyiz.

GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan mikroorganizma Hypocrea jecorina
QM9414, Viyana Teknik Universitesi, Biyokimyasal Teknoloji ve
Mikrobiyoloji Enstituisti tarafindan temin edildi. Substrat olarak
kullanilan o-nitrofenil-B-Dgalaktopiranozid (ONPG) Sigma tara-
findan saglandi. Kullanilan diger tim kimyasallar ve reaktifler
analitik kalitedeydi.

Hypocrea jecorina QM9414 dan kismi olarak saflastirilan
B-galaktozidaz adsorbsiyon yontemiyle alimina ve hidroksia-
patit Gzerine immobilize edildi.

100 mg Hidroksiapatit 0,2987 mg/ml protein iceren 1 ml enzim
preparati ile karistirici Gizerinde 2 saat boyunca muamele edildi.
Hidroksiapatit ve enzim preparati iceren bu karisim sizulda.
immobilize enzimi iceren hidroksiapatit +4° C’ de donduruldu.
Donmus olan hidroksi apatite baglanmayan protein molekdille-
rini ortamdan uzaklagtirmak igin hidroksi apatit su ile yikandi,
stzilda. Stzulen, yikanan ve tekrar stiziilen hidroksiapatit bir
gece boyunca vakumlu desikatorde +4° C’de buzdolabina yer-
lestirildi. Bu sekilde kurutulan, adsorbe enzim igceren hidroksi-
apatit 24 saat sonunda 10 mg tartildi. Adsorbe enzim igeren 10
mg adsorban 1 ml substrat ¢ozeltisi ile 10 dakika kadar inkibe
edildikten sonra, dekantasyonu saglandi. Enzim aktivite tayini
ve protein tayini yontemleri yapilarak, immobilizasyon verim-
leri hesaplandi.

Adsorban olarak kullanilan aliimina ile immobilizasyon iglemi
yapilmadan 6nce, aliminanin nem gekici 6zelliginden dolayi;
5 gram alimina sicakhgi 100° C’ ye getirilmis etlivde 2 saat bo-
yunca kurutuldu. Kurutulan aliimina sicakliginin, oda sicakhig
degerine inene kadar sogumasi igin beklenildi. 100 mg alimina
tartildi ve 0,2987 mg/ml protein iceren 1 ml enzim preparati ile
3 saat boyunca muamele edildi. Karisimin igine 3 saat tamam-
landiktan sonra, soguk asetondan 2-3 ml kadar ilave edildi, 1
saat daha karistirilmaya devam edildi. Stizme islemi yapilarak,
alimina soguk aseton ile yikandi. Stzllip yikanan alimina,
bir gece boyunca vakumlu desikatoérde, +4°C ‘de buzdolabinda
kurumasi igin bekletildi. 24 saatin sonunda, immobilize enzim
iceren kurumus olan aliiminadan 10 mg tartilarak 1 ml substrat
¢ozeltisine alindi. immobilize enzim gézeltisi ve yikama sularin-
da aktivite ve protein tayinleri yapildi, immobilizasyon verimleri
hesaplandi.

B-galaktozidaz aktivitesi Fekete ve ark. tarafindan (2002) kul-
lanilan metoda gore, spektrofotometrik olarak tayin edildi. Bu
yontemde substrat olarak o-nitrofenil-B-Dgalaktopiranozid
(ONPG) kullanildi. Total Gnite degerleri mLdeki protein mikta-

rina bolunerek spesifik aktivite degerleri hesaplandi. Spesifik

aktivite U/mg protein olarak verildi.

Sigir serum albumin (BSA) standart olarak kullanilarak Bradford
(1976) yontemine gére protein miktarinin tayini yapildi. Protein

miktari mg/mL olarak hesaplandi.
BULGULAR ve TARTISMA

B-Galaktozidazin alimina Gzerine adsorbsiyonu sonucunda elde
edilen total Unite ve spesifik aktivite degerlerinin, serbest enzi-
min spesifik aktivite ve total tinite degerlerinden disik oldugu
belirlenmistir (Tablo 1 ve Sekil 1). Buna karsilik hidroksiapatit
kullanilarak yapilan immobilizasyon sonucunda enzimin spe-
sifik aktivite degerinin serbest enzimin spesifik aktivite dege-
rine oldukga yakin oldugu gosterilmistir (Tablo 2 ve Sekil 2).
HA Uzerine gergeklestirilen adsorbsiyon sonucunda immobilize
olan enzimin verimi spesifik aktivite birimi (U/mg) agisindan
%88 bulunurken, protein miktarlari (mg/ml) goz 6nline alinarak
hesaplandiginda %18,6 sonucunu gostermistir. Alimina lze-
rine gergeklestirilen adsorbsiyon sonucunda immobilize olan
enzimin verimi spesifik aktivite birimi (U/mg) agisindan %36,8
bulunurken, protein miktarlari (mg/ml) g6z 6niine alinarak he-

saplandiginda %22,4 sonucunu gostermistir.

Tablo 1: Alimina lzerine adsorbe edilmis B-galaktozidazin
spesifik aktivite ve protein yoniinden immobilizasyon verim
yuzdeleri

Enzimin

. . Enzimin Enzimin % Verim % Verim
Aktivite Protein g - .
ve Protein  Miktar: Total Spesifik  (Spesifik  (Protein

Unitesi  Aktivitesi  Aktivite  yoniin-

Degerleri (mg/

mi) (U/ml)  (U/mg) yéniinden) den)
Serbest 5987 00516 0,1727 ; :
Enzim
immobilize
Edilmis 0,0669 4,38.10% 0,0636 36,8 22,4
Enzim

Tablo 2: Hidroksiapatit izerine adsorbe edilmis B-galaktozidazin
spesifik aktivite ve protein yoniinden immobilizasyon verim
ylzdeleri

- Enznm.m Enzimin Enzimin % Verim % Verim
Aktivite Protein e . .
. . Total Spesifik  (Spesifik  (Protein
ve Protein Miktar1 .. . L . -
Degerleri (mg/ Unitesi Aktivitesi  Aktivite yoniin-
mi) (U/ml)  (U/mg) ybniinden) den)
Serbest 087 00516 01727 - -
Enzim
immobilize
Edilmis 0,0558 8,5.10° 0,1523 88,0 18,6
Enzim
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H serbest enzim

& alimina
0,25 uzerine
adsorbe enzim

Protein Miktan{mg/ml) Total Unite(U/ml) Spesifik Aktivite(U/mg)

Sekil 1: Aliimina Uzerine B-galaktozidaz’in immobilizasyonu

0,35 -
M Serbest Enzim
03 -

M Hidroksi Apatit Uzerine

0,25 Adsorbe Enzim

02
0,15
0,1 -

0,05 -

Protein Total Spesifik
Miktari(mg/ml)  Unite(U/ml)  Aktivite(U/mg)

Sekil 2: Hidroksiapaptit Uzerine B-galaktozidaz’in
immobilizasyonu

Literattirde benzer ¢alismalar incelendiginde; 2019 yilinda ka-
talaz makro gozenekli imidazolat tGzerine kovalent baglanma
yontemiyle immobilize edilerek, hareketsizlestirme verimliligi
%58, protein yiikleme kapasitesi %29 olarak bulunmustur (26).

2021 yilinda adsorpsiyon ve kovalent baglanma ile
endoglukanaz’in kaoline immobilizasyonundan sonra geri ka-
zanilan aktiviteler sirasiyla %60+2.5 ve %65+3.5 olarak bulun-
mustur (27).

2021 yilinda islevsellestirilmis alimina malzemesi Candida an-
tarctica lipaz B enzimi immobilizasyonu igin kullanildi. Aliimina
malzemesi lizerine adsorbsiyon yontemiyle immobilize edilen
lipaz B’nin, spesifik enzim aktivitesi >%97 olarak verilmistir (28).

2021 yilinda kitosan/montmorillonit ve kitosan-altin nanopar-
caciklari/montmorillonit Gzerine adsorbsiyon metodu kullani-
larak polifenol oksidaz immobilize edilmistir. immobilize en-
zimin sirasiyla immobilizasyon verimleri ve spesifik aktivitesi;
%50,16 %1,46 x 10* U/mg ve %63,35 %3,01 x 10*U/mg olarak
belirtilmistir (29).

2021 yilinda kitosan/organik rektorit kompozitleri hazirlanmis
olup polifenol oksidaz, fiziksel adsorpsiyon ve kovalent baglan-
ma immobilize edilmistir. Adsorbsiyonla enzim immobilizasyo-
nunda enzim aktivitesi 16.37x10? iken, kovalent baglanmada
8.92x10%U/g olarak bulunmustur (30).

Benzer galismalarda farkli enzimler nano boyuttaki HA tasiyici-
sina immobilize edilmistir. Bu ¢alismalarda da immobilizasyon

verimi yUksektir (31,32). Bizim galismamizda da %88 oranindaki
immobilizasyon verimi dl¢tilmesi HA tasiyicisinin enzim immo-
bilizasyonu igin uygun bir tasiyici olabilecegini gdstermektedir.

2020 yilinda ksilanaz HA nanopartikilleri, HA-bakir (Cu*?) ve
HA-nikel (Ni*?) destekler {izerine immobilize edilmistir. immo-
bilizasyon verimleri maksimum olarak HA nanopartikiili icin
%73,2, HA-bakir (Cu*?*) modifiye destegi icin %95 ve HA-nikel
(Ni*?) modifiye desteginde ise; %60,7 olarak bulunmustur. Farkli
immobilizasyon verimleri farkli pH ve NaCl (mM) konsantras-
yonlarinda hesaplanmistir (31).

2020 yihinda lipaz manyetik nanokompozit olan HA-CoFe,O,
lizerine adsorbsiyon yontemiyle immobilize edilmis olup 35
°C kosulunda %99’ dan fazla {irlin verimi elde edilmistir (32).

2011 yihinda B-galaktozidaz, zirkonyum dioksit iceren karma
matrisli bir membran lizerinde adsorpsiyon ile immobilize
edilmistir. Hareketsizlestiriime 6ncesi ve sonrasinda enzimin
optimum sicakliginda (5 °C) fazla degisiklik olmamistir. im-
mobilizasyondan sonra optimal pH’da 0,5 birimlik bir kayma
gozlemlenmistir (pH 6,5 ila 7). En etkileyici sonuglar immobilize
enzimin kinetik parametreleridir; Michaelis sabiti (Km) degeri
serbest enzime gore yaklasik sekiz kat artarken, maksimum en-
zim hizi (Vmax) hemen hemen sabit kalmistir (3). Bu ¢alisma,
gerceklestirdigimiz calismamizda kullanilan hidroksiapatit ad-
sorbant ile zirkonyum dioksit membranini kaplayip yeni bir ad-
sorban olusturma fikrini olusturmustur. Bu sekilde olusturulan
adsorbana immbolize edilecek olan B-galaktozidaz’in spesifik
aktivite birimi (U/mg) bakimindan % veriminin 88 ‘in Uistiinde
bir degerde olabilecegi distinilmektedir. Yine bu ¢alismada
immobilize edilen enzimin optimum sicakligi (5 °C) calisma-
miz boyunca Hypocrea jecorina QM9414 kif mantarindan elde
edilen, kismi olarak saflastirilan B-galaktozidaz enzimi igin ko-
rudugumuz 4 °C sicakligi dogrular niteliktedir.

2021 yilinda Kluyveromyces lactis kaynakh B-galaktozidaz ge-
nipinle aktive olan kitosanda seyreltilmis UHT sitte ¢capraz
baglanma yontemiyle immobilize edilmis, stabilite arastirmasi
yapilmistir. Bir genipin ile aktive olan kitosan desteginde im-
mobilize edilmis B-galaktozidaz i¢in maksimum immobilizasyon
verimi %84,13 olarak hesaplanmistir. Calismada termal stabi-
lite 10 ve 37 °C’de artirilmis seyreltilmis UHT sttte dort ardisik
laktoz hidrolizi dongusl sagladigi gozlenmistir, gida endustrisi
uygulamalari igin buyuk bir avantaj saglayacagi disintlmek-
tedir (10). HA Gzerine immobilize ettigimiz B-galaktozidaz ‘in
gelecekteki uygulamalarina olanak tanidigi gérilmustar. Bizim
¢alismamizda kullandigimiz HA adsorbani veriminin %88 olarak
sonuglanmasi, ileriki asamada ¢aligabilecek olan immobilize en-
zimin stabilite ve optimizasyon baghklari igcin umut vadedicidir.

Calismamizdan edilen sonuglar degerlendirildiginde alimina
Uzerine B-Galaktozidazin immobilizasyon galismasi, enzimin
aktivitesinin distugind, istenilen verimin saglanamadigini
gostermistir. Bu durumda immobilize enzimin serbest enzime
gore oldukea dusik aktivite gosterme sebebi; ilk olarak islem
sirasinda enzim ve tastyici arasindaki baglanma kuvvetleri zayif
(hidrojen baglari ve Van der Waals kuvvetleriyle) oldugundan
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adsorplanmis enzim tasiyicidan sizmis olabilecegi distiniilmek-
tedir. ikinci sebep olarak da aliiminanin enzimi inhibe ederek,
aktivite gosterecegi katalitik bolgelerini inaktif ettigi kanisina
varildi. HA; B-Galaktozidazin immobilizasyonu igin aliminaya
kiyasla daha uygun bir tasiyici malzemedir. Clinkd; aliminanin
aksine; hidroksiapatit tizerine gergeklestirilen adsorbsiyon so-
nucunda immobilize B-Galaktozidazin spesifik aktivite birimi (U/
mg) bakimindan % veriminin 88 olmasi, galismayi bir sonraki
asamaya taslyacak bir kanittir.

Laktoz; 6zellikle bebeklerde beyin ve sinir dokularinin olusumu
ve gelisimi icin dnemlidir. Kemik ve dis gelisiminde de etkin
olan laktoz ¢ocuklarin fizyolojik gelisiminde ve dis gelisimin-
de dnemli rol oynamaktadir. Laktoz intolerans hastaligi olan
cocuklarda laktozsuz besin yerine, laktozu pargalayacak olan
enzimi biyouyumlu bir metaryale immobilize edip besinden
yuksek derecede fayda saglanmasi hedeflenebilir. Hidroksiapa-
tit Gizerine immobilize edilen B-Galaktozidazin katalitik verimligi
hesaplanip, yeniden kullanilabilirligi ve depolama kararliligi ¢a-
lisiimasi onu endustriyel ve biyoteknolojik uygulamalara uygun
hale getirebilir.
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