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Ozet

90 kDa mol agirliginda karboksimetilseliiloz (CMC) ile konjuge olan Escherichia coli Penisilin G asilaz inin
sicaklik ve pH’ya karsi geri doniistimsiiz inaktivasyonu c¢alisilmigtir. Karboksimetilseliiloz periyodat
oksidasyonu ile aktive edilmis ve PGA’a, Schiff bazi olusumu ile kovalent olarak baglanmistir. PGA ve
modifive olmus PGA farkh zaman ve farkli pH degerlerinde (pH 4-9) inkiibe edilmistir. PGA'in pH
karsisindaki en yiiksek stabilitesi, pH 8’de 4 kat olarak elde edilmigtir. CMC un ¢apraz baglanmast sonucu
PGA enziminin optimal pH ve k., degeri degismemistir. K,,, ve V,, degerleri ise azalmistir. Konjuge PGA
icin farkli pH degerlerinde inaktivasyonun aktivasyon serbest enerjisi (AG;) PGA ninkine gére daha yiiksek
bulunmugstur

Anahtar Kelimeler: Enzim stabilizasyonu, Escherichia coli, karboksimetilseliiloz konjugasyonu, penisilin G
asilaz

pH stabilization of Escherichia coli penicillin acylase by CMC conjugation
Abstract

The irreversible inactivation of kinetics and the stability of Escherichia coli penicillin G acylase (PGA) at
various pH values conjugated by anionic polysaccharide carboxymethyl-cellulose (CMC) were studied. The
use of ionic polysaccharides in enzyme technology have many potential advantages, such as water solubility,
biocompatibility and non-toxicity. The stabilizing effect of ionic polysaccharides on enzyme molecules is well
known by causing the cross links between the free amino group containing amino acid residues on protein
molecule and strengthening the electrostatic interactions on enzyme after conjugation. CMC was activated
by periodat oxidation to its aldehyde derivative and covalently bound to PGA via Schiff’s base formation.
The 46% fraction of total enzyme activity and 65% fraction of total protein in PGA solution was conjugated
by CMC. The amount of CMC bound protein was 33% of the initial CMC concentration. Native and CMC
conjugated PGA were incubated at 40°C and different pH values between (4-9) interval for extended times.
The irreversible inactivations of the native and conjugated PGA at pH values studied were obeyed to the first
order inactivation kinetics. The highest pH stability of PGA was obtained at pH 8 as four fold. Cross-linking
by CMC did not affect the pH profile and the k., value of enzyme. However K,, and V, values were
decreased after cross-linking. The activation free energy of inactivation (AG;) at different pH values for
conjugated PGA were found to be always higher than that for native enzyme. CMC conjugation is improved
the catalytic performance of enzyme by increasing the k../K,, ratio.

Keywords: Carboxymethylcellulose conjugation, enzyme stabilization, Escherichia coli, penicillin G acylase.
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Giris
Biyoteknolojik  uygulamalarda  enzimlerin
yiikksek sicakliklardaki hizli inaktivasyonu

biiyiik bir problem olusturmaktadir. Enzimlerin
biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilmeleri
icin c¢alisma kosullarinda uzun siire stabil
olmalar1 gerekmektedir. Operasyonel stabilite-
nin uzatilmasi enzim yinelenmelerinin sayisini
azaltacak ve bdylece enzimin kullanimdaki
maliyetini de diisiirecektir.

Enzimlerin pH inaktivasyon mekanizmasi
enzim molekiiliiniin kismen agilmast olarak
aciklanmustir. Normal sartlar altinda enzimin
katalitik olarak aktif dogal yapisi, hidrojen
baglari, hidrofobik, iyonik ve Van der Waals
etkilesimleri gibi kovalent olmayan kuvvetler ile
korunmaktadir. pH’daki degisiklik 1ile bu
kuvvetlerin etkisi azalir ve protein molekdilii
acilir. Bu ise enzimin inaktivasyonu ile
sonuclanir (Klibanov, 1974). Bu acilmay1
onlemek icin temel prensip enzim molekiiliiniin
yapisini  daha  kararli  hale  getirmektir.
Enzimlerin stabilizasyonunda genel olarak dort
yontem uygulanir: 1) Dogal olarak yiiksek
stabiliteye sahip enzimleri iireten mikroorga-
nizmalarin taranmasi, 2) Bifonksiyonel reaktif-
lerin kullanimiyla intramolekiiler molekiil ici
capraz baglama ya da acilasyon ve rediiktif
alkilasyon gibi reaksiyonlarla proteinlerin
tersiyer  yapilarindaki  anahtar  gruplarin
modifiye edilmesi yoluyla enzimlerin kimyasal
modifikasyonu, 3) Protein miihendisligi ve 4)
Notral tuzlar, kelat yapict maddeler, albiiminler
ve diger proteinleri igeren stabil edici
maddelerin katilmasi (Schmid, 1979, Klibanov,
1983, Janecek, 1993).

Enzimlerin kimyasal modifikasyonlarla riji-
ditesini artirmak sureti ile stabilize edilmesi,
cabuk sonu¢ alinabilirligi, nispeten ucuz ve
kolay uygulanabilirligi nedeniyle en sik
basvurulan stabilizasyon yontemlerinden biridir.
Penisilin G asilaz (PGA) (EC 3.5.1.11) alkali
pH’da (7.5-8.5) molekiiliin agil yan zincirinin
hidrolitik olarak ayrilmasi ile sefalosporin G
(Cep Q) ve penisilin G (Pen G)’den 7-amino-3-
deasetoksi sefalosporanik asit (7-ADCA) ve 6-
aminopenisillanik  asit (6-APA) iiretiminde

kullanilmaktadir. Enzimin spesifik ve katalitik
ozellikleri biyokataliz uygulamalar1 i¢in potan-
siyel olusturmaktadir. Daha diisiik notral pH
degerlerinde (4.0-9.0) enzim ayrica ampisilin,
amoksisilin ve oksasilin gibi yar1 sentetik
penisilinlerin iiretiminde fenil asetik asit (PAA)
tirevleri ile  6-APA’nmin  N-agilasyonunu
katalizler (Kazan ve Erarslan, 1996). Diger
taraftan suda ¢oziinebilmeleri, biyouyumlu ol-
malari, biyolojik bozunmaya ugrayabilmeleri ve
toksik olmamalar1 iyonik yapidaki poli-
sakkaritlerin enzim teknolojisinde ¢esitli alan-
larda kullanilmalarina neden olmustur. Iyonik
polisakkaritlerin konjuge oldugu enzim mole-
kiillerinde elektrostatik etkilesimlerin enzim
stabilizasyonunda onemli etken oldugu bilin-
mekle birlikte bu tip polimerlerle enzim modifi-
kasyonuna yonelik literatiirde az sayida c¢alisma
vardir. PGA modifkasyonuna iligkin ¢aligma ise
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada iyonik yapida
bir polimer olan karbok-simetilseliiloz (CMC)
ile konjuge edilen PGA’in stabilizasyonu
incelenmistir.

Materyal ve metod

Kimyasallar

Pen G ve 6-APA Unifar Kim. Ltd., (Istanbul,
Tiirkiye), enzim saflastirilmast i¢in kullanilan
DEAE-seliilloz Sigma Chemical Ltd (ABD) ve
CMC Aldrich’den (USA) alinmistir. Kullanilan
diger kimyasallar analitik saflikta olup, Merck
AG (Almanya), ya da Sigma Chemical Ltd’den
(ABD) saglanmustir.

PGA iiretimi ve saflastirilmasi

Calismada kullanilan mikroorganizma
Eschericia coli ATCC 11105 susunun bir
mutantt olup, N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguani-
din (MNNG) ile mutasyona ugratilarak elde
edilmistir (Erarslan v. dig., 1991). Mutant sus
E.coli AT.C.C. 11105 susuna oranla 4 kat daha
fazla penisilin G asilaz iretmektedir ve
TUBITAK, Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji
Arastirma Enstitiisii, Kiiltiir Koleksiyonunda
muhafaza edilmektedir. E.coli hiicrelerinin jar
fermentore ekimi ile PGA {iretimi Erarslan ve
Giiray’in (1991) agikladig1 sekilde ayni ortam
ve kiiltiir sartlar1 altinda uygulanmistir.
Fermentasyon sicakligt 28°C, pH 7.0 ve
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¢coziilmiis oksijen konsantrasyonu % 10’dur.
PGA sentezinin indiiklenmesi, kiiltiir asilan-
diktan 6 saat sonra final konsantrasyonu % 0.3
olacak sekilde indiikleyici olarak fenil asetik
asit ¢Ozeltisinin  ortama  beslenmesi ile
gerceklestirilmistir.

E. coli hiicreleri tarafindan iiretilen PGA bir
hiicre i¢i enzim oldugundan fermentasyon
sonunda  hiicreler santrifiijlenerek  kiiltiir
ortamindan ayrilmistir. Saflagtirma islemleri
Erarslan ve digerleri (1991) tarafindan agiklanan
yontemlere gore gerceklestirilmigtir.
Karboksimetilseliilozun aktive
edilmesi

CMC’un aktivasyonu Villalonga, R. v. dig.
(2000) yontemine gore gerceklestirilmistir. Bir
gram CMC (molekiil agirligi 90 kDa) 100 ml
distile suda ¢ozlilmiis ve 1.07 g NalO4 eklen-
mistir. 48 saat karanlikta karistirilarak CMC’nin
aldehit tiirevi elde edilmistir. Iml etilen glikol
ilave edilerek aktivasyon reaksiyonu
durdurulmustur. Reaksiyon sonunda aktive
edilmis CMC distile suya kars1 dializ edilerek
asir1 etilen glikol ve NalO4’ten arindirilmstir.

(CMC)

Aktive  edilmis CMC’un PGA ile
konjugasyonu

10 mM pH 7 fosfat tamponunda bulunan dogal
enzim (spesifik aktivite 31.80 U/mg, protein
0.660 mg/ml) aktive edilmis, CMC ile 10 giin
boyunca inkiibe edilmistir. CMC ile modifiye
edilmis PGA molekiilleri reaksiyona girmemis
CMC ve enzim molekiillerinden (82 kDa mol
ag.) ultrafiltrasyon ile ayrilmustir. Ultrafiltras-
yonda Amicon Diaflo YM 100 filtre (ayirdigi
molekiil agirligr 100 kDa) kullanilmistir. Enzim
cozeltisindeki CMC miktar1 Dubois ve digerleri-

nin (1956) fenol siilfat metodu ile dlgiilmiistiir.

PGA’1n aktivite ve proteinin dl¢iilmesi

Saflastirma esnasinda hidroksilamin metodu
kullanilmigtir (Batchelor v. dig., 1961). Kinetik
calismalarda hizli ve hassas olmasi sebebiyle
hidroksilamin ~ metodu  yerine  p-dimetil-
aminobenzaldehit metodu kullanilmistir
(Shewale v. dig., 1987). Bir birim enzim aktivitesi
(1 U); 50 mM pH 8.0 fosfat tamponu ¢ozel-

tisinde hazirlanmis, 15 mM Pen G substrat
cozeltisinden 40 °C’da, dakikada, 1 pumol 6-
APA iretebilmek icin gerekli olan enzim
miktar1 olarak tanimlanmistir. Enzim Ornek-
lerindeki protein miktar1 Coomassie Blue boyasi
baglama yontemi ile belirlenmistir (Sedmak ve
Grossberg, 1977, Spector, 1978 ). Standart ola-
rak s1g1r serum albumini (BSA) kullanilmustir.

Dogal ve CMC ile modifiye edilmis PGA’1n
degisik pH degerlerindeki inaktivasyon
kinetigi

Dogal ve CMC ile konjuge PGA’m degisik
pH’lardaki inaktivasyon hiz sabitleri (k;) birinci
derece inaktivasyon mekanizmasina  gore
hesaplanmistir (Erarslan ve Koger, 1992). 0.050
ml dogal enzim (spesifik aktivite 31.80 U/mg,
protein 0.660 mg/ml) ¢ozeltisi 0.450 ml 50 mM
farkli pH lardaki fosfat tamponu igerisinde 40°C
ve degisen zaman araliklarinda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 50 mM pH 8.0
fosfat tamponu ¢ozeltisinde hazirlanmis 30 mM
Pen G substrat c¢ozeltisinden 0.5 ml ilave
edilmis ve tekrar 3 dakika siire ile inkiibe
edilmigtir. Daha sonra reaksiyon karisimlari
ikiye ayrilmis ve PGA enzimi ve CMC-PGA’1n
inaktivasyona ugramadan kalan aktivite degeri

p-dimetilaminobenzaldehit (PDAB) aktivite
tayin yontemine gore belirlenmistir.
Degisik pH degerleri i¢in elde edilen

aktivitelerin Ln (Ei/E,) degerleri hesaplanmis,
Ln (E/E,) = -kit denkleminin egimlerinden
enzim ve CMC ile konjuge PGA ig¢in tersinmez
inaktivasyon hiz sabitleri (k;) hesaplanmistir [E;:
inaktivasyona ugrayan PGA’m  baslangig
aktivitesi, E,: inaktivasyona ugramamis PGA’1n
baslangi¢ aktivitesi].

pH stabilizasyonunun derecesinin tanimi
CMC ile konjuge PGA’m pH stabilizasyon
derecesi stabilizasyon faktorii (SF) olarak ta-
nimlanir ve asagida gosterildigi sekilde he-
saplanir;

SF=[ tix]Jemc-paal[ ti/2)dogal PGA (1)

Bu hesaplamaya gore dogal PGA’in SF degeri
her zaman 1.0 olarak bulunur. Yarilanma 6mrii
(ti), enzim aktivitesinin % 50 inaktivasyona
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ugramasi i¢in gegen siiredir ve Ln (E/E,) = -ki.t
denkleminden E,=2E; konulmasi ile hesaplanir.

Dogal ve CMC ile konjuge PGA’m pH
profillerinin belirlenmesi

0.05 ml nativ enzim ¢ozeltisi (spesifik aktivite
31.80 U/mg, protein 0.660 mg/ml) ve CMC-
PGA ¢ozeltisine (spesifik aktivite 22.52 U/mg,
protein 0.432 mg/ml) 0.450 ml pH 4-9 arasinda
hazirlanmis fosfat tamponu ¢ozeltisi ilave
edilmis, lizerine 50 mM pH 8 tamponunda ha-
zirlanmis 30 mM pen G ¢ozeltisi ilave edilerek
3 dakika 40°C’de inkiibe edilmistir. Enzim ve
CMC-PGA’1n aktiviteleri PDAB metoduna gore
Olciilmiistiir.

Sonuclar

PGA ile CMC konjugasyonu

Aktive olmus CMC, PGA ile Schiff bazi
olusturarak enzim molekiilii iizerinde ¢apraz
baglar olusturur. Konjugasyon reaksiyonunun
sonuglart Tablo 1’de verilmistir. Nativ PGA’1n
toplam aktivitesinin %46’lik bir kism1 CMC ile
konjuge olabilmistir. Enzim c¢ozeltisindeki
toplam proteinin ise %65°1ik kismi1 konjugas-
yona ugramistir. Konjugasyona katilan aktive
CMC miktar1 ise reaksiyon baglangicindaki
miktarin ~ %33’tidir. Konjugasyon PGA’n
spesifik aktivitesinde diismeye neden olmustur.

Dogal ve CMC ile modifiye olmus PGA’n
farkh pH degerlerindeki tersinmez
inaktivasyon Kinetikleri

Dogal ve CMC-PGA’nin tersinmez inakti-
vasyon mekanizmalart birinci derece inak-
tivasyon kinetigi gbz Oniine alimarak pH 4-9
araliginda calisilmistir. Bu mekanizmaya gore
enzimlerin tersinmez inaktivasyon mekanizmasi
iki agsamali bir siire¢ olarak gdzoniine alinabilir:

k+1 ki
‘—kl— S Ej

En

Burada E, baslangic, E; gecici (transient) hal ve
E; inaktive olmus PGA’1 temsil eder. k; enzimin
inaktivasyon hiz sabitidir (dakika™). Enzimin
farkli pH degerlerine ait birinci mertebe tersin-
mez inaktivasyon kinetigini ifade eden Ln
(Ei/E,) = -ki.t denklemine gore (Ln Ei/E,) deger-
lerine kars1 t (zaman) grafikleri olusturulmus ve
sonuglar pH inaktivasyonu i¢in Sekil 1’de,
gosterilmistir. Her bir pH degeri i¢in elde edilen
dogru egimlerinden dogal enzim ve CMC-PGA
icin tersinmez inaktivasyon hiz sabitleri (k;)
hesaplanmistir. Ayrica PGA ve CMC-PGA’in
her pH degeri i¢in hesaplanan yarilanma omiir
ve inaktivasyon hiz sabitleri degerleri sirasiyla
Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2’nin incelenmesinden pH 4’den 8’e
dogru CMC ile konjuge olmus PGA’1n pH sta-
bilitesinde artis olmakta ve en yliksek stabi-
lizasyon 4 kat ile pH 8.0’de elde edilmektedir.
pH- 9’a cikildiginda stabilitede azalma goriil-
mekle birlikte yine konjuge enzim dogal enzim-
den 2.2 kat daha yliksek stabilite gostermistir.
Bu sonuglar CMC ile konjugasyonun enzimin
pH'ya karsi stabilizasyonunda da etkin oldugunu
ortaya koymaktadir.

Dogal ve karboksimetilselilloz ile modifiye
olmus PGA’mm optimal pH degerlerinin
belirlenmesi

Konjugasyonun enzimin pH profiline olan etkisi
pH, 4-9 araliginda dogal ve CMC konjuge PGA’1n
baslangi¢ hizlar1 40°C’da olgiilerek incelenmistir.
Sonuglar Sekil 2’ de verilmistir. Seklin incelenme-
sinden konjugasyonun PGA’m optimal pH’sinda
degisiklik olusturmadigi goriilmiistiir.

Dogal ve karboksimetilselilloz ile modifiye
olmus PGA’1n V,,, K;,, ve k¢,¢ degerlerinin
belirlenmesi

Dogal ve CMC ile modifiye olmus PGA’in V,
ve K, degerleri Lineweaver-Burk diyagramin
dan hesaplanmistir (Sekil 3).

Tablo 1. PGA in ¢apraz baglanmasi reaksiyonu tizerine CMC un etkisi

Ornek ad1 Konjuge olan  Konjuge olan % CMC Spesifik aktivite
% Aktivite % Protein miktari (U/mg)

PGA 100 100 - 31.80

CMC-PGA 46 65 33 21.52
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Sekil 1. Dogal PGA (A) ve CMC-PGA (B) 'min degisik pH degerlerindeki tersinmez inaktivasyonu.
(Her bir pH’ya ait inaktivasyon hiz sabitleri bu dogrularin egimlerinden hesaplannustir. Biitiin r
degerleri 0.97 'den biiyiiktiir.)

Tablo 2. Dogal PGA ve CMC-PGA in farkl pH degerlerindeki inaktivasyon hiz sabitleri (k;),
vart omiir zamanlari (HL) ve stabilizasyon faktor (SF) degerleri

_ _pH4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH9
N k.107  tp, k107t k107t k.107  t, k107 t k107t
B E (dak)!  (dak) (dak)! (dak) (dak)' (dak) (dak)! (dak) (dak)! (dak) (dak)' (dak)
PGA 23 301. 0.9 770 0.8 866 0.7 990 1.2 577  1.06 65
CMC 16 433 08 1155 0.36 1925 0.29 2389 0.3 2310 48 144
-PGA
0.22
20 T T T T T T T T T T T T T 02
18 | ] 0.18
~ s ] 0.16
E 16 1 0.14
I ] Z 0.12
14 1 = 0.
2 [ ] 0.1
e 12F 1 0.08
= i ' | °  PGA i
T 10 | - PGA - 0.06
< i - 0.04 o CMC-PGA ]
8T = CMC-PGA 0.02 .
0 1 1 1 1 1
6 1 1 1 1 1 1
3 4 5 6 7 8% 9 10 0 0.1 02 03 04 05 0.6
pH 1/[S] (mM™1)
) o o Sekil 3. PGA ve CMC-PGA igin ¢izilen
gekil 2 CMC-PGA ve P G_A icin pH-aktivite Lineweaver-Burk diyagrami (nativ PGA ve
profili CMC-PGA igin r degerleri sirasiyla 0.9935 ve

0.9963 'tiir).
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Dogal ve konjuge enzime ait turn-over sayilari
ya da katalitik hiz sabitleri Vy=kea.[E]s
bagintisindan hesaplanmistir. Reaksiyondaki
toplam enzim konsantrasyonu [E]; 0.4024 pmol
olarak belirlenmistir. Ky, Vi, ke degerleri
toplu olarak Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3 Dogal ve CMC konjuge PGA’in

kinetik parametreleri
Omek Km Vm kcal kcat/Km
ad1 (mM PenG) (Uml'min") (min™)
PGA  3.23 12.135 30.15 9.33
CMC-  2.157 11.48 28.52  13.22
PGA

Tablo 3’lin incelenmesinden enzimin kinetik
onem tastyan parametrelerinden K, degerinin
CMC ile konjugasyondan sonra azalmakta
oldugu, k. degerinde konjugasyondan sonra
onemli bir degisiklik olmazken katalitik
performanst ifade eden ke/K, oraninin
artmakta oldugu analagilmaktadir. Bu bulgular
konjugasyonun enzimin katalitik performansin-
da iyilesmeye neden oldugunu gostermektedir.

CMC-PGA ve PGA’nin farkh
degerlerinde inkiibasyonun
inaktivasyon Kinetiginin incelenmesi
PGA ve CMC konjuge PGA’in her bir pH
degerindeki  inaktivasyonunun  aktivasyon
serbest enerjisi AGi= -RTIn(kih/kgT) (2) esit-
ligine gore hesaplanmis ve sonuglar Tablo 4’te
verilmistir. R, gaz sabiti, 1.987 cal/mol.K; k;,
inaktivasyon hiz sabiti, (min™), h=Planck sabiti,
2.64.107% kal min, kg: Boltzman sabiti, 3.30x10°
** cal/Kdir.

pH
karsi

Tablo 4. PGA ve CMC-PGA nin her bir pH degeri
icin inaktivasyonun aktivasyon serbest enerji (AG;)

sonuclart.
pH AG; (kcal.mol™)
PGA CMC-PGA

4 24.675 24.900
5 25.258 25.510
6 25.332 25.828
7 25415 25.963
8 25.079 25.942
9 23.748 24217

Tablonun incelenmesinden calisilan her pH’da
konjuge enzimin AG; degeri dogal enzimin-
kinden daha biiylik bulunmustur. Bu da enzimin
konjugasyonla stabilize oldugunun 6nemli bir
gostergesidir.

Tartisma

CMC gibi elektrik yiiklii gruplar igeren polisak-
karitlerle konjugasyon yapilarak enzimlerin
stabilize edilmesine iliskin ¢ok az ¢alisma
yayimlanmistir (Villalonga v. dig., 1999 ve 2000).
PGA’1n bu cesit polimerlerle konjugasyonuyla
ilgili caligmaya ise rastlanmamistir. CMC ne-
gatif yiiklii karboksil gruplart igeren bir glikoz
polimerdir. Dekstran molekiillerinden farki bu
negatif yiiklii gruplardan ileri gelir. Konjuge
polisakkaritlerin ~ enzimlerle pH’ya  karsi
stabilizasyon saglayict etkileri protein mole-
kiilinde molekiil i¢i ¢apraz baglar olusturarak
striiktiire]l ~ stabiliteyi  arttirmak  seklinde
aciklanabilir. Buna ek olarak polimer mole-
kiiliiniin enzimin mikro ¢evresinde hidrofobik
ortam yaratmasi ve polimer iizerindeki negatif
yiiklii karboksil gruplarinin protein molekii-
liindeki pozitif yiiklii gruplarla elektrostatik bag-
lar olusturarak stabilite artigina katkida bulun-
mas1 diisliniilebilir (Kazan v. dig.,, 1997,
Villalonga v. dig., 1999 ve 2000, Ertan v. dig.,
1997). Ancak nétral polimer olan dekstranla PGA
konjugasyonu CMC’ninkinden daha yiiksek pH
stabilizasyonu saglamustir. (Ertan v. dig., 1997).
Bunun nedeni olarak CMC’un molekiil
biiyiikliigliniin ¢ok yiiksek olmasinin yani sira
protein molekiilii iizerindeki pozitif elektrik yiiklii
gruplarinin sayisinin azligi olabilir.

CMC izerindeki negatif yiikli karboksil
gruplart ile protein molekiiliiniin negatif yiikli
gruplari arasindaki elektriksel itme
konjugasyonla capraz bag olusumu diizeyinin
azalmasina neden olabilir, bu da rijiditesindeki
ve dolayisiyla stabilizasyonundaki azalma ile
sonuclanir. Bu ¢alismada her bir pH i¢cin PGA
ve CMC-PGA’nin k; degerleri hesaplanmistir.
Modifiye olmus enzimin inaktivasyon hiz
sabitleri dogal PGA’ya gore daha diisiik,
yarilanma Omiirleri ise daha yiiksek degerler
almistir. Bu ise yiiksek pH’larda CMC’nin PGA
tizerindeki stabilize etkisini gostermektedir.



Penisilin asilazinin stabilizasyonu

PGA enziminin CMC ile modifikasyounun bir
sonucu olarak spesifik aktivitesi azalmigtir.
Bunun nedeni PGA enziminin aktif merkezi
veya yakinlarinda yer alan amino asit
residiilerinin =~ bir  kismmin  CMC  ile
modifikasyonu sonucu enzim aktif bdlgesine
substrat baglanmasinin giiclesmesi olabilir.

CMC-PGA i¢in K, ve Vi, ve keoe degerleri dogal
PGA’ya gore daha diisiik olarak elde edilmistir.
Diger taraftan CMC ile konjugasyona ugramis
PGA’1mn keat/Kin oraninda bir artma
belirlenmistir. Bu oran enzimin Kkatalitik
performansin1  gosterir. Konjugasyon PGA’in
katalitik performansinda gelismeye neden
olmustur. CMC ile konjugasyon sonucu protein
molekiili iizerinde karboksil gruplarn ile
yaratilan negatif ylk ke degerini Onemli
derecede etkilemezken K, degerinde azalmaya
neden olmustur. S6z konusu negatif yiik
muhtemelen enzim yiizeyindeki pozitif yiiklerin
kismi notralizasyonuna neden olarak enzimin
substrati olan Pen G’nin aktif bolgeye baglanma
afinitesini  arttirmaktadir. K,, degerindeki
azalma, bir enzimin substrati i¢in affinitesinde
bir artis1 V,, degerindeki gozlenmis olan azalma
ise enzim molekiiliinin CMC molekiilii ile
baglanmasinin enzimin aktif merkezine yakin
bir bolgede oldugunu gostermektedir (Kazan ve
Erarslan, 1997).

PGA ve CMC-PGA pH 4-9 araliginda 40°C’de
degisik zaman araliklarinda inkiibe edilmistir.
Bu inkiibasyon sonucunda CMC-PGA i¢in 480
dakika sonunda pH 8 civarinda ve PGA
enziminin dort kati1 kadar bir stabilizasyon elde
edilmisgtir.

Dimetiladipmidat (DMA) ¢apraz baglanan PGA
ille de pH’ya karsi benzer mertebede
stabilizasyon saglamistir (Kazan v. dig., 1996).
Ancak notral bir polimer olan dekstranla
konjuge edilen PGA’in aymi kosullarda pH’ya
kars1 daha yiiksek stabilite gosterdigi rapor
edilmigtir (Ertan v. dig., 1997).

CMC-PGA i¢in elde edilen pH profilinden
konjuge enzimin optimal pH degerinde degisme
olmadigi  goriilmektedir. Benzer sonuglar

dekstran konjuge PGA ile de alinmistir (Ertan v.
dig.1997).

Enzimin aktif merkezinde yer alan prototrofik
gruplar degisen iyonizasyonlar karsisinda aktif
bolgenin dolayisiyla enzimin konformasyonel
yapisinin kararliligini saglarlar.

Bu gruplarin  yiksek pH degerlerindeki
iyonizasyonlarinin degisimi sonucunda enzimin
konformasyonel yapisi ve kataliz mekanizmasi
kismen veya tamamen bozulabilir. Bu ise
enzimin aktif bolgesinin tahribatina neden olur.
En yiiksek inaktivasyon hiz sabitleri pH 4 ve
9’da goriilmiistiir. Protein yapisindaki distiilfid
degisimleri enzimin pH 8 {izerindeki miimkiin
olan inaktivasyon mekanizmalarinda goz oniine
aliabilir. Bu c¢esit inaktivasyon genellikle
notral hale yakin alkali kosullarda olur. Protein
yapisindaki amino asit residiilerindeki karboksil
gruplarinin protonizasyonu pH 4’iin altindaki
inaktivasyon i¢in olas1 bir sebep olabilir (Kazan
v. dig., 1996, Ertan v. dig., 1997).

pH’ya kars1 inaktivasyonun aktivasyon serbest
enerjisi degerleri CMC-PGA i¢in dogal PGA’ya
nazaran daha yiliksek bulunmustur. Her ikisi
icinde pH 7°de en yiiksek degeri vermistir.
Bulunan biitiin bu bulgular CMC-PGA’nin pH
karsisindaki stabilizasyonunu gostermektedir.
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