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OZET

LiPAZ ENZIMININ ARMUT KABUGU, AKASYA YAPRAGI VE KAOLIN
ADSORBANLARI UZERINDEKI iMMOBILIiZASYONUN iZOTERM VE
KINETiIiGININ INCELENMESI

Umit TURGUT

Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi
Kimya Anabilim Dal1, 2017
Yiksek Lisans Tezi, 64s.

Danisman: Dog. Dr. Salih ALKAN

Bu calismada, adsorban olarak Van ydresinde elde edilen armut kabugu, akasya yapragi
(Trabzon) ve kaolin killerine lipaz enziminin (E.U. 5-15 units/mg. Protein) adsorpsiyonu
incelendi. Sodyum fosfat tamponunun farkli pH (4-10) degerlerinde aktivite tayinleri
yapilarak immobilize enzim i¢in optimum pH degeri 9 civarinda belirlendi. Serbest ve bagl
enzimlerle farkli sicakliklarda (20-70°C) calisildi ve optimum sicakligit 40 °C olarak
belirlendi.

Farkli substrat konsantrasyon miktarlari alinarak aktivite tayini yapildi. Vmax Ve Ky
degerlerini belirlemek icin Micheals Menten denklemi ve Lineweaver-Burk grafiginden
faydalanilarak serbest enzim i¢in  Vmax2.50pmol/dk ve Kn:2.23mM, immobilize
enzim(armut kabugu) icin  Vmac4.71umol/dk ve Kn:2.18mM, immobilize enzim (kaolin)
icin Kni2.24 mM -Vma:7.69 pmol/dk, immobilize enzim (akasya yapragi) igin ise
Km:2,21mM -Vmax:3,5pmol/dk olarak bulundu.

Lagergren yalanci birinci derece hiz denklemi dikkate alinarak adsorban maddenin
adsorplama guctinun etkisi olan ki ve ge degerleri belirlendi. Sonug olarak Armut Kabugu
icin ge: 1.43, ki: 0.144, Kaolin igin ge: 37.2, ki: 0.088 ve Akasya Yapragi igin qe: 9.94,
k1:0.103 degerleri bulundu. Endiistriyel tiretimde kullanilacak aktif komiir iki ay boyunca
aktivitesini % 78.09’nu kaolin aktivitesini % 81.81 oraninda ve akasya yapragi ise
aktivitesini % 73.7 ‘ni korudugu tespit edildi.

Termodinamik parametrelerden adsorpsiyon entalpisi (AH), Gibbs serbest entalpisi (AG) ve
adsorpsiyon entropisi (AS) degerleri hesaplandi.

Sonug olarak elde edilen verilerden kaolin ve aktif karbonun daha iyi adsorban oldugu tespit

edildi.
Anahtar Kelimeler: Adsorpsiyon, Armut kabugu, Akasya yapragi, Lipaz enzimi ve Kaolin



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ISOTHERMS AND KINETICS OF IMMOBILIZATION OF
LIPASE ENZYME ON PEAR SHELL, ACACIA LEAF AND KAOLIN
ADSORBENTS

Umit TURGUT

University of Ordu
Institute for Graduate Studies in Science and Technology
Department of Chemistry, 2017
MSc. Thesis, 64p.

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Salih ALKAN

In this study, the adsorption of lipase enzyme in pear peel, acacia leaf and kaolin clay
obtained in van region as adsorbent was investigated. The activity of sodium phosphate
buffer was determined at different pH values and the optimum pH value for the immobilized
enzyme was determined as 9. Free and bound enzymes were studied at different
temperatures and the optimum temperature was determined to be 40 degrees.

Activity determinations were made by taking different amounts of substrate concentration.
Vmax: 2.50mmol / min and Kn: 2.23mM for the free enzyme, Vmax: 4.72mmol / min and Kp:
2.18mM for the immobilized enzyme (pear shell), by using the micheals menten equation
and Lineweaver-Burk graph to determine Vmax and Ky values for immobilized enzyme
(kaolin) Km: 2.24mM-Vmax:7.69mmol/ min for immobilized enzyme (acacia leaf), Kp:
2.21MmM-V max 3.5mmol/min.

Taking into account the Lagergren pseudo first-order velocity equation, the values of ki and
ge, Which are influenced by the adsorption power of the adsorbent, were determined. As a
result, the values of qe: 1.43, ki: 0.144, ge: 37.2 ki: 0.088 and e 9.94, ki: 0.103 were found
for Pear shells, kaolin and acacia leaf, respectively. It was found that active coal used in
industrial production maintained activity for two months at 78.09%, kaolin activity 81.81%
and acacia leaf activity 73.7%. Adsorption enthalpy, Gibbs free enthalpy and adsorption
entropy values were calculated from the thermodynamic parameters.

As a result, kaolin and active carbon were found to be better adsorbent according to the
obtained data.

Keywords: Acacia leaf, Adsorption, Kaolin, Lipase enzyme and Pear Shell
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1.GIRIS

Canlilarda yasamsal olaylarinin devami birkag kimyasal reaksiyonun
olusmasma baghdir. Enzim adi verilen 6zel molekiillerin araciligr ile
reaksiyonlar gerceklesir. Enzimlerin olmamasi biyokimyasal olaylarin ¢ogunun
yavas gerceklesmesi hatta olugsmamasini saglar. Bu sebeple canli dokularinda
az miktarda bulunmalarina ragmen organik molekiil olan enzimler ¢ok 6nemli
rollere sahiptir. Kimyasal tepkimelerin baslayabilmesi i¢in bir miktar enerjiye
ihtiya¢ vardir. Bir reaksiyonun baslayabilmesi i¢in en diisiik enerji miktarina
aktivasyon enerjisi denir. Canlilar aktivasyon enerjisi engelini ge¢cmek i¢in
enzimleri kullanirlar (Anonim, 2015). Ayrica enzim canli hiicrelerinde yapilan,

fakat etkisi i¢in hiicreye gereksinim duymayan, 1siya dayaniksiz, protein yapili

organik katalizordur (Ertan, 2009).

Biitiin enzim proteinleri genler tarafindan sifrelenir ve aminoasit dizilimi
kendine Ozgiidiir. Pepsin ve {ireaz gibi bazi enzimler yalniz proteinden
olugsmustur. Diger ¢cogunlugu iki farkli kissmdan meydana gelmistir. Bunlar:
Enzimin Apoenzim kismi: bu kisim enzimin hangi maddeye etki edecegini
saptar. Koenzim kismi: koenzim kismi genellikle apoenzim kismindan
ayrilabilir ve analizlerinde birgok vitamini barindirdigt (tiyamin, niasin,
riboflavin vs.) goriilmiistiir. Inorganik yada organik, cok defa fosfattan
meydana gelmis, apoenzim kismina gore ¢ok daha kiiglik molekiilli bir
kismudir. Enzimde esas is yapan kistm bu kisimdir. Ne apoenzim ne de
koenzim kismi yalniz basma etkin degillerdir. Bazi enzimler ortama belirli
iyonlar eklendiginde aktiftirler. Ornegin Mg*? iyonu bazi enzim zincirine

eklenince glikozu laktik asite ¢evirebilir (Anonim, 2013).

Enzimler ¢ogu durumda sentetik ve inorganik katalizorlerden ¢ok daha fazla
katalitik bir giice sahiptir. Substratlar1 i¢in yiliksek 6zgiilliige sahip ve kimyasal
tepkimeleri yiiksek derecede hizlandirma etkisine sahiptir. Sicakligin ve
pH’nin optimum oldugu kosullarda sivi ¢ozeltilerde islev gorurler. Biyolojik
olmayan ¢ok az katalizér bu 0Ozelliklerin hepsine sahiptir. Enzimler diizenli
tepkime  aktiviteleriyle besin  molekiillerinin  pargalandigi  tepkime

basamaklarinin yiizlercesini katalize ederler, bu sayede kimyasal enerjiyi korur,



dontistiiriir ve basit molekiillerden biyolojik makromolekuller Gretirler (Guler,
2014).

Enzimlerin spesifik bir katalizor olmasi ve suda ¢oziinmesinden dolay1
endiistriyel uygulamalar1 sulu ortamda gergeklesir. Bu nedenle enzimler, suda
¢cOozUnmeyen tasiyictya kimyasal ve fiziksel olarak baglanarak, enzim
molekdlunin  monomer olarak suda ¢Ozunmeyen Urin veren Dbir
kopolimerizasyona katilarak ve suda ¢Oziinmeyen bir matriks veya

mikrokapsullerde tutuklamakla immobilize edilirler.

Enzim molekilinin immobilizasyonunda kil, cam, aktif karbon, metaller ve
metal asitler gibi inorganik tasiyicilar, iyon degistirici regineler, sellloz,
nisasta, kollagen, kitin, ipek gibi dogal polimerler, vinil ve alil polimerler,
bentonit gibi sentetik polimer, yiiksek adsorpsiyon kapasiteli ucuz kati1 tutucu
absorbanlar kullanilmaktadir (Ertan, 2009).

Enzimlerin fiziksel adsorpsiyonunda hidrojen baglanmasi, Van der Waals
giicler ve hidrofobik etkilesimler matrikse baglanmada etkilidir. Adsorpsiyon
ile immobilizasyon 1limli kosullarda, kimyasal madde kullanimina gerek
olmamasi, uygulamanin kolay olmast ve genellikle enzimin katalitik

aktivitesinin korunmasi agisindan avantaj saglamaktadir (Nasliyan, 2012).
Immobilize enzimin serbest enzime gore iistiinliikleri;

e Reaksiyon sonunda kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme vb.) ve

enzimlerin Urtind kirletmesi gibi sorun yaganmaz.
e (Cevre kosullarina (pH, sicaklik vs.) kars1 dayaniklidir.
o Defalarca ve uzun siire kullanilabilir.
e Siirekli islemlere uygulanabilir.
e Dogal enzime gore daha kararhidir.
e Urlin olusumu kontrol edilebilir.
e Birbirini tekrarlayan ¢ok adiml reaksiyonlarda uygundur.

e Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gdsterebilir.



e Enzimlerin kendilerini parcalama olasilig1 azalir (Yener, 2007)

Lipazlar (triagilgliserol hidrolazlar, EC 3.1.1.3) yag-su ara yizeyinde, uzun
zincirli agilgliserollerin, ester baglarinin hidrolizini katalizleyen hidrolitik
enzimlerdir. Endistriyel uygulamalarda genis kapsamli yonliilligi nedeniyle
faydal1 biyokatalizorler olarak kabul edilmistir (Diaz ve ark., 1999).

Lipazlar bitkisel, hayvansal ve dogal veya genetik olarak diizenlenmis
mikroorganizmalardan gibi kaynaklardan elde edilir. Bunlarin arasindan, kolay
uretilmesi ve pek cok hidrolitik ve sentetik reaksiyonu Kkatalizlemesinden
dolayr en ¢ok kullanim imkani ise mikrobiyal kaynakli lipazlardir. Dogal
metabolik reaksiyonlar c¢evreye uygun olmasina ragmen lipaz tarafindan
katalizlenmis reaksiyonlar daha cevrecidir. Ayrica diisiik aktivasyon enerjisi
sebebiyle daha diisiik sicaklik ve nOtral pH gerektirir, enerji gereksinimi
diisiiktiir ve de {iriin ve substratlara daha kars1 aktiviteleri ¢ok yiiksektir. Bu
aktivite Ozellikle substrat (yag)-su ara yizeyinde en yiksek seviyeye
ulagsmaktadir. Bu kavrama ara yiizey aktivasyonu denir. Bu nedenle, en yuksek
aktivitelere, substrat icin yliksek ylizey alanmna ulasildigi emiilsiyon

sistemlerinde ulasilmaktadir (Oztiirk, 2002).

1.1. Aktif Karbon

Genis ylizey alanina, biiyiik kristal formu ve gelismis gézenek yapist sahip
karbon adsorbentlerin genel adidir (Tirkoglu, 2010). Aktif karbonlar odun,
turba, linyit, komiir, mangal komiirii, findik kabugu, piring kabugu armut
kabugu, Hindistan cevizi kabugu ve yag uriinlerinden elde edilen karbonlarin
cesitli islemlerden gegirilerek aktive edilmesiyle elde edilir (Jankowska ve ark.,
1991; Kirk-Othmer, 1997).

1.2. Aktif Karbonun Ozellikleri

Aktiflenmis karbon da kismen kristal yapisi gosteren bir maddedir. Aktiflenmis
karbon, tohum kabuklarinda oldugu gibi organik maddelerin 1sitilarak
komiirlesmesinden elde edilir. Aktif karbon, birim kiitle basina ¢ok genis bir
alan gosterir. Bir gram aktif karbonun gdsterdigi yiizey alan1 1000 m? dir. Bu
nedenle, zehirli gazlarin tutulmasinda fayda saglayacagindan aktif karbon sikg¢a

kullanilir. Aktif karbon, bilesim olarak % 87-97 oranlarinda karbon igermekte



olup geri kalan oranlarda ise hidrojen, oksijen, kiikiirt ve azot igerebilir. Ayrica
kullanilan hammaddeye ve proseste katilan diger kimyasal maddelerin
igerigine bagli olarak daha farkli elementleri de icerebilmektedir. Aktif karbon
blnyesinde diisiik oranlarda yararsiz maddelerde bulunabilir, ancak kullanim
oncesi bu tir maddelerin uzaklastirilmasi gerekir ve bu islemede kiil igeriginin
diisiiriilmesi denilmektedir. Adsorban olarak kullaniminda kiil igeriginin %
0.1-0.2 oranina getirilmesi gerekmektedir. Aktif karbon sivi veya gaz fazinda
cesitli maddelerin adsorpsiyonu igin kullanilmaktadir. I¢ yiizeyinde c¢ok gesitli
molekdlleri adsorplayabilmektedir (Kugukgul, 2004).

1.2.1. Ylzey Alan1 ve Gozenek Boyutu

Aktif karbonun Ozelliklerin anlasilmasinda, gozenek biytikligi oldukga
onemlidir (Erol, 2012). Aktif karbonun aktiflestirilmis yiizeyi genellikle
Brunauer — Emmett — Teller (BET) yiizeyi olarak (m? g') ifade edilir
(Kahraman, 2010). Yiizey alan1 400-1000 m? g arahiginda olmakla birlikte
0zel amagli tiretimlerde bu deger asilabilmektedir (Kugukgul, 2004). Azot (N2)
gazi kullanilarak ylizey alani belirlenir. Kirlilik yapan maddelerin ortamdan
uzaklagmasi i¢in yiizey alaninin biiyiik olmasi, kirliligin giderilmesin etkin rol
oynar. Clnku Kirlilik yapan maddelerin aktif karbon ylizeyinde daha genis

alana tutunarak atilmasi saglanir (Ertan, 2009).

Mikro ve mezo gdzenekler aktivasyon prosesi boyunca meydana gelirler. Aktif
karbona adsorplama kapasitesi kazandiran yapilar mikro ve mezo
gozeneklerdir (Kugukgul, 2004). Mikro gozenekler i¢ yiizeyin yaklasik %
95°n1 teskil ederken, makro gozenekler ise adsorpsiyon i¢in pek bir 6nem tegkil
etmesede mikro gozneklere dogru difiizyonun hizli olmasi igin iletici olarak
gereklidirler. Makro gozenekler molekulin aktif kabon icerisine girmesini,
mezo gOzenekler ise molekilu daha i¢ bolgelere dogru tasinmasini saglar,

mikro gozenekler ise adsorpsiyon olayi i¢in kullanilirlar (Ertan, 2009).

1.2.2. Aktif Karbon Turleri
Aktif karbonlar siniflandirilmasi gii¢ olan kompleks iiriinlerdir. Ancak yiizey
ozellikleri, hazirlama yontemleri, fiziksel o6zellikleri ve aktive karbonlarin

davraniglarina gore tiirlere ayrilabilir. Bu farkli 6zelliklere gore aktif karbon



tlrleri toz aktif karbon, grandl aktif karbon, kuresel aktif karbon ve pelet aktif
karbondur. (Tirkoglu, 2010).

1.2.3. Aktivasyon Teknikleri

Karbonca zengin olan tim maddeler, ¢esitli aktiflestirme yoOntemleriyle
aktiflestirilerek aktif karbon dretilebilir. Bu aktiflestirme yontemleri kimyasal
aktivasyon ve fiziksel aktivasyon (gaz aktivasyonu) olmak iizere ikiye ayrilir
(Kiliger, 2006).

1.2.4. Aktif Karbon Kullanim Alanlar:

Aktif karbonun baslica kullanim alanlart:

e Atik su aritimi

e Istenmeyen tat, koku, renk giderimi

e (Cozeltilerin ve gazlarin saflagtiriimasi

o Katalizor ve katalizor destek maddesi olarak

e Adsorpsiyon prosesleri

e Solunum aygitlari1 ve gaz maskeleri

e Ucucu ¢oziictilerin geri kazanilmasinda

e Tip

e Nikleer biyolojik kimyasal (NBC) koruyucu elbise ve filtreler (Kahraman,
2010).

1.3. Kaolin

Kaolin ismi “Kau-Ling” kelimesinde tlretilmis ve ana minerali Kkaolinit,
halloysit yada ikisinin karigimi olan killere kaolin denir. Cin Kili olarak da
bilinen kaolin, mineral kaolinitin % 10-95'ini iceren bir kil ve genellikle
agirlikli olarak kaolinitten (% 85-95) olusur. Kaolinite ek olarak, kaolin
genellikle kuvars ve mika igerir ve daha az sikhikla da feldispat, illit,
montmorillonit, ilmenit, anastaz, hematit, Boksit, zirkon, rutil, kyanit,
silliminate, grafit, attapuggit ve Halloysite icermektedir. Kaolinitin yapisi,
tetrahedral bir silis levhasi ile bir oktahedral aliiminyum levhasi seklindedir.
Bu yapraklar, Silika tetrahedronlarin uglar1 ve oktahedralin bitisik katmanlar
ile ortak bir katman olustururlar. Ortak katmaninda Oktahedral ve tetrahedral

gruplar bulunur ve oksijen atomlarmin {gte ikisi Silikon ve aliiminyum



tarafindan paylasilir daha sonra O atomlar1 OH’a doniisiir. Molekiiler formdil
Al;Si20s (OH)4 ve Kaolinit grubu (kaolinit, nakrit, dickit) igin ortaktir (Adamis
ve Fodor, 2005).

Onemli bir kil minerali olan kaolin, bircok sektorde fiziksel, kimyasal, reolojik,
elektrokinetik ve sorptif Ozellikleri nedeniyle ¢ok ¢esitli amaglar igin tercih
edilen endiistriyel hammaddelerden biridir. Ornegin, beyaz veya beyaza ¢ok
yakin tonlardaki ham ve/veya pisme rengi, yiikksek Al2Os3 igerigi, su ile
etkilestiginde  plastik  Ozellik  kazanmasi,  sekillendirilebilmesi  ve
kurutuldugunda ve/veya pisirildiginde dayaniklilik kazanmasi gibi 6zellikleri,
kaolini vazgecilemez bir seramik ve ¢imento hammaddesi yapmistir. Ayrica,
diger kil mineralleri gibi tabakali yapida olmasi ve tabakalar1 arasinda az da
olsa degisebilir katyonlar barindirmasi nedeniyle ilag, kozmetik, boya, plastik
ve kagit kaplama gibi uygulamalarda dolgu maddesi olarak kullanimini

saglamistir (Eygi ve Atesok, 2010).

Sekil 1.1. Kaolin Mineralinin Yapisi

1.4. Adsorpsiyon

Bir maddenin (atom, iyon veya molekiiliin) diger bir madde yiizeyinde veya iki

faz arasindaki ara yiizeyde konsantrasyonunun artmasi ya da bir baska ifadeyle



molekiillerin, temas ettikleri ylizeydeki c¢ekme kuvvetlerine bagli olarak
birbirine  tutulmasina  adsorpsiyon, tutunan taneciklerin  ylizeyden
uzaklagsmasina desorpsiyon, adsorplayiciya adsorbent, kati yiizeyinde tutunan

maddeye ise adsorplanan (ad

sorban) adi verilir. Absorpsiyonun hizi ve miktar1 i¢in aktif karbon gibi
kiitlesine oranla yilizey alani biiylik olan maddeler kullanilir. COzeltinin
adsorpsiyonu, adsorplanacak maddenin dogasina, ¢6zeltideki derisime ve
sicakliga baghdir. Gazlarin ve sivilarin (¢Ozeltideki) adsorpsiyonunda, {i¢

ardigik hiz basamagi vardir (Karaman, 2010).
1.4.1. Adsorpsiyon Cesitleri

Adsorpsiyon islemi; sivi-sivi, gaz-sivi, gaz-kati, sivi-kati1 fazlarinda meydana

gelir. Ug tip adsorpsiyon ¢esidi vardir:

e Fiziksel
e Kimyasal

e Elektrostatik (iyon degisimi)

Fiziksel adsorpsiyon genellikle tersinirdir. Fiziksel adsorpsiyonda adsorbat ile
adsorban arasindaki baglantiyr Van der Waals kuvvetleri saglar. Adsorban,
adsorbent yiizeyinde birikir ve yumusak bir tabaka olusturur. Proses esnasinda
aciga cikan 1s1 2-5 kcal/mol’diir. Burada bir aktivasyon enerjisi mevcut

degildir, ancak elektostatik kuvvetler aracilik etmektedir.

Kimyasal adsorpsiyonda adsorban ve adsorbent arasinda kimyasal baglanma
olur. Genellikle adsorbat yizeyde bir molekil kalinliginda bir tabaka olusturur.
Molekiller yiizey tzerinde hareket etmezler. Adsorban yuzeyi monomolekiler
tabaka ile tamamen kaplandiginda, adsorbanin adsorplama kapasitesi sifirlanir.
Bu tiir adsorpsiyon ¢ok nadir olarak geri doniisiimliidiir (tersinmez). Aciga
cikan aktivasyon enerjiSi 10-50 kcal/mol’diir. Bu sebeple yiiksek sicaklikta
kimyasal adsorpsiyon daha hizli ger¢eklesir. Bu durumda olusan baglar fiziksel

adsorpsiyondaki baglardan kuvvetlidir.

Kimyasal adsorpsiyon yalnizca tek tabakali oldugu halde, fiziksel adsorpsiyon
tek tabakali veya ¢ok tabakali olabilir. Derisim, sicaklik, basing gibi islemlerin



degistirilmesi ile desorpsiyon meydana gelirken kimyasal adsorpsiyon, kuvvetli
bag olusumu s6z konusu oldugu icin tersinmez bir islemdir. Sicakligin artmasi
fiziksel adsorpsiyonu azalttigi halde, kimyasal adsorpsiyonda ise sicaklikligin
yuksetilmesi adsorpsiyonun ekzotermik veya endotermik olmasina ve

aktivasyon enerjisine bagl olarak artis veya azalma gosterebilir.

Degisim adsorpsiyonu, adsorbat ile ylzey arasindaki ¢ekim ile olmaktadir.
Burada, zit elektrik ylklerine sahip olan adsorbent ve adsorban yizeylerinin
birbirlerini ¢ekmesi 6nem kazanmaktadir. Capr klcik ve elektrik yuku fazla
olan iyonlar daha iyi adsorbe olurlar. Birgok fiziksel, kimyasal ve biyolojik
sistemlerde adsorpsiyon olay1 tercih edilmekte ve Ozellikle endiistriyel

uygulamalarda su ve atik sularin antilmasinda aktif karbon sikca

kullanilmaktadir (Sahan, 2007).
1.4.2. Adsorpsiyonu Etkileyen Faktorler
1.4.2.1. Adsorpsiyon Ortaminin pH Degeri

Adsorpsiyonu etkileyen en 6nemli faktor pH’dir. Adsorpsiyonun gerceklestigi
¢ozeltinin pH’s1 bir veya birka¢ nedenden dolayr adsorpsiyon miktarini
etkilemektedir. Hidrojen (H") ve hidroksil (OH") iyonlarinin kuvvetli bir
sekilde adsorbe olmalari, diger iyonlarin adsorpsiyon cozeltilerinde pH'indan
etkilenmektedir. Asidik veya bazik bilesigin iyonlagsmasi adsorpsiyonunu
etkilemektedir. pH iyonlagsma derecesini kontrol etmese de adsorpsiyonu
etkilemektedir. Adsorpsiyon igleminde farkli iyonlarin farkli pH degerlerinde
adsorblanmas1 ancak spesifik pH degerlerinde 6nemli iken, anyonik iyonlarda
ise diisiik pH degerlerinde gergekleserek hemen hemen %100 iyon giderme

verimine sahip olmaktadir.
1.4.2.2. Adsorpsiyonun Sicakhg:

Adsorpsiyon reaksiyonlar1 sicaklifa bagli olarak endotermik veya ekzotermik
olusuna gore degisir. Genel olarak reaksiyonlarda sicaklik artmasi reaksiyon
hizin1 arttirirken, adsorpsiyon isleminde sicaklik onemli bir kriter olup,

adsorpsiyon hizini etkilemektedir.



1.4.2.3. Karistirma Hizi

Adsorpsiyon hizi, ortamin karigtirma hizina bagh olarak film diflizyonu ya da
por difiizyonu ile kontrol edilmektedir. Diisiik karistirma hizlarinda partikiilln
etrafindaki siv1 film kalinligi ¢ok olacak ve film difiizyonu hiz1 adsorpsiyonu
simirlayan etmen olacaktir. Sistemde yeterli bir karigim saglanir ise, film
difiizyon hizi, hiz1 sinirlandiran etmen olan por diflizyon noktasina dogru artar

(Duman, 2012).
1.4.2.4. Adsorban Maddeler

Su arntiminda, adsorpsiyon teknikleri i¢in c¢esitli kimyasal maddeler
kullanilmaktadir. Adsorplama giicii yiiksek olan bazi dogal katilar; dogal
kabuklar (ceviz kabugu, findik kabugu, badem kabugu, kayisi cekirdegi
kabugu, seftali ¢cekirdegi kabugu, yer fistig1 kabugu, Antep fistig1 kabugu, agag
kabuklar1 vb.), diger tarimsal atiklar (arpa sapi, bugday sapi, ¢avdar sapi, yulaf
sap1, talaglar, cay artigi, meyve kabuklari, aga¢ yapraklar1 vb.), komiirler,
killer, zeolitler ve c¢esitli metal filizleri seklinde; yapay katilar ise aktif
kémdarler, molekdler elekler (yapay zeolitler), silikajeller, metal oksitleri,
katalizorler ve bazi1 6zel seramikler seklinde siralanirlar. Makroporoz regineler,

aktif silika ve aktif karbon en gok bilinen adsorban maddelerdir.

Adsorplama giicli yiiksek olan katilar deniz siingerini andiran bir gozenekli
yapiya sahiptir. Katilarin i¢inde ve goriinen ylizeyinde bulunan bosluk, oyuk,
kanal ve ¢atlaklara genellikle g6zenek ad1 verilir. Katinin bir graminda bulunan
gOzeneklerin toplam hacmine 6zgil gozenek hacmi, bu gdzeneklerin sahip
oldugu duvarlarin toplam ylizeyine ise 6zgiil ylizey alam1 denir. Gozeneklerin
biiyiikliik dagilimina adsorplayicinin gézenek boyut dagilimi denir. Bir katinin
adsorplama giicii bu katinin dogas1 yaninda 6zgiil yiizey alani, 6zgiil gozenek

hacmi ve gozenek boyut dagilimina bagli olarak degismektedir.
1.4.3. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorplayici ile dengede bulunan adsorplanan madde miktarini, ¢ozelti denge
derisimine ya da basincina baglayan grafige adsorpsiyon izotermi denir.
Izoterm, sabit sicaklikta denge kosullarmim bir grafigidir. Bir adsorpsiyon,

izotermlerden iyi oldugu anlasilabilmesine ragmen izotermlerden adsorpsiyon



hiz1 hakkinda bilgi edinilemez. Adsorpsiyon izotermleri bir adsorplayicinin
yizey alanin1 ve goOzenekliligini anlama agisindan fayda saglamaktadir.
Adsorban tarafindan tutulan maddenin miktari, tutulan maddenin
konsantrasyonunun ve sicakligin birer fonksiyonudur. Genellikle tutulan
maddenin biiyiikligli sabit bir sicaklikta konsantrasyonun bir fonksiyonu
olarak belirlenir ve bu durum adsorpsiyon izotermi olarak adlandirilir.
Adsorpsiyon yogunlugunu (birim adsorban agirligi basina tutulan boyar madde
miktar1)) maddenin ¢ozelti fazindaki denge konsantrasyonuyla (Ce)
iliskilendiren Langmuir ve Freundlich izotermleri en bilinen izoterm

modelleridir.
1.4.3.1. Langmuir izoterm Denklemi

Langmuir adsorpsiyon izotermi fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon icin verilen
kuramlarin basi olup izoterm denklemi her konsantrasyon araliginda

kullanilabilir, asagidaki gibi deneysel olarak ifade edilir.

Ce _ Ce 1
de As AsKp

(1.1)

Langmuir izoterm kurami, tek tabaka fiziksel sorpsiyonu ve kimyasal
sorpsiyonu yansitir. Adsorpsiyonda birbirine ters iki etki diistiniilmektedir;
Cozeltinin ylzeyde adsorpsiyonu ve yiizeyde tutulan c¢ozelti molekullerinin
yiizeyden desorpsiyonu. Bu iki olaym hiz1 esit oldugunda adsorpsiyon dengesi

kurulur.
1.4.3.2. Freundlich izoterm Denklemi

Cogu sistem, Langmuir denkleminden sapmalar gosterir. Bunun sebebi genelde
yiizeylerin homojen olmamasi ve adsorplanmis molekiiller arasinda
etkilesmelerin olmasidir. Ideal olmayan sistemler bazi amprik izotermlere
uyabilirler. Bunlardan biri Freundlich adsorpsiyon izotermidir. Genel olarak,
van der Waals adsorpsiyonunda genel sonuglarin ¢ogunlugu, orta
konsantrasyon araliginda Freundlich denklemi yardimiyla ifade edilebilir.
Freundlich adsorpsiyon izotermi, simrli bir konsantrasyon araliginda
adsorplanmis miktar ile konsantrasyon arasindaki iligkiyi temsil eder ve

asagidaki gibi ifade edilir (Tasmakiran, 2010).
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(2)=kc (1.2)

Freundlich izoterm denkleminin ¢izgisel sekli;

log (%)zlog k +% logce (1.3)
1.4.4. Adsorpsiyon Kinetigi

Adsorpsiyon kinetiginin anlasilmasi ile etkin adsorbat-adsorban temas suresi
yani alikonma siiresi bulunur. Adsorpsiyon kinetiginin incelenmesi ve
belirlenmesi  adsorpsiyon isleminin hizina etki eden adsorpsiyon

basamaklarinin anlasilmasi i¢in 6nemli bir adimdir.
Adsorpsiyon hizini belirlemek i¢in kullanilan esitlikler sunlardir:
Birinci derece Lagergren esitligi:

(CIe_Qt) —. Kl,adt (1 4)
e 2.303 '

log

Yalanci ikinci dereceden reaksiyon hiz esitligi:

i — A (1.5)

dt N kz,adng Jeq

K1,ad, : Lagergren adsorpsiyon hiz sabiti (dakika™)

kz,ad: Yalanci ikinci dereceden adsorpsiyon hiz sabiti (g/mg.dakika)

k: Ikinci dereceden adsorpsiyon hiz sabiti (g/mg.dakika)

ge: Denge meydana geldigi zaman adsorbe edilen madde miktar1 (mg/g)
geq: Hesaplanan, adsorbe edilen madde miktar1 (mg/g)

qt: Herhangi bir zamandaki adsorbe edilmis olan madde miktar1 (mg/g) log(qe-
g), t/qr ve 1/(ge-Qt) degerlerinin t degerine karsi ayr1 ayr1 grafige

konulmalariyla ki ad, K2,ad ve k degerleri hesaplanir.

Deneylerden elde edilen wveriler, grafikler yardimiyla degerlendirilerek

adsorpsiyona en uygun izoterm ve adsorpsiyon hizinin derecesi bulunur.
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1.4.5. Adsorpsiyon Termodinamigi

Adsorpsiyonda adsorbat, birikim ile diizenli hale gectigi icin entropi azalir.
Adsorpsiyonun kendiliginden olabilmesi i¢in denklem 1.6’da AH ve AG

degerlerinin negatif (ekzotermik) olmas1 gerekir.
AGO=AHO%—TASO (1.6)
AGP : Standart serbest enerji degisimi, Gibbs serbest enerjisi (kJ/mol)
AHP : Standart entalpi degisimi (kJ/mol)
AS? : Standart entropi degisimi (kJ/mol K)
T: Mutlak sicaklik (Kelvin)

Belirli bir sicaklikta yapilan adsorpsiyon isleminin Gibbs serbest enerjisini

bulmak igin dncelikle denge sabiti olan K¢ Denklem 1.7 yardimu ile hesaplanir.

Ke= g— (1.7)

Kc: Denge sabiti
Ca: Adsorban tarafindan tutulan madde konsantrasyonu (mg/1)
Ce: Cozeltide kalan madde konsantrasyonu (mg/l)

Denklem 1.7 yardimi ile bulunan Kc’nin Ce’ye karst grafige gecirilmesi ile

bulunan K2 Denklem 1.8e yerlestirilerek adsorpsiyonun Gibbs serbest enerjisi

bulunur.
AG®= —RT In K¢ (1.8)
0 _ ASO—AHO l
InK{ = X (1.9

R: Gaz sabiti (8,314 J/mol K)

Denklem 1.9 kullanilarak, InK?  degerinin 1/T degerine kars1 grafige
gecirilmesiyle olusan dogrunun egimi ve kesim noktasi ile AH® ve AS°®

hesaplanmaktadir.

AHO 1n pozitif degerleri adsorpsiyonun endotermik, AH® ’nin negatif degerleri

adsorpsiyonun ekzotermik oldugunu gostermektedir. Diger bir degisle
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adsorpsiyon isleminin uygulanabilirligi entalpi ve Gibbs serbest enerjisinin
negatif olmasi ile anlagilabilir. AS? *nin pozitif degerleri ise kati/cozelti ara

yiizeyindeki rastlantisalligin artisin1 gostermektedir (Savci, 2005).
1.5. Enzim immobilizasyonu

Enzimler, aktivasyon enerjisini azaltarak canli hiicrelerde kimyasal
reaksiyonlart hizlandiran geneli protein yapili biyolojik katalizorlerdir.
Optimum sartlarda enzim, aktivitesini dogal ortamlarmin disinda da
gosterebiliyor olmasi, enzimin pek ¢ok alanda kullanilma imkanini
saglamaktadir. Enzimlerin endlstriyel alanda kullanimi sirasinda bazi
problemler ortaya ¢ikmaktadir. Endiistriyel alandaki calismalarin biylk bir
bolimii sulu ¢ozeltilerde gergeklestiginden, kullanilan enzimlerin geri eldesi
miimkiin degildir. Bu alanda reaksiyon kontrolii agisindan serbest enzimin
ortamdan ¢ekmek ve aktivitesini kaybetmeden tekrar kullanimi olanaksizdir.
Ayica, serbest enzim ortamda kirlilige neden olmasindan dolayr ortamdan
uzaklastirilmasi sistem maliyetini daha da yukseltmektedir. Baz1 enzimlerin
daha spesifik olmalar1 bu enzimlerin saflastirilma islemini zorlastirmakta, bu
da liretim maliyetlerini arttirmaktadir. Bu sorunlari ortadan kaldirmak igin ve
enzimleri endustriyel uygulamalarda daha aktif kullanmak igin birgok yontem
gerceklesmektedir. Bunlardan en énemli yontemlerden biri de immobilizasyon

yontemleridir.

Enzimin cesitli fiziksel veya kimya yollardan destek materyali vasitasiyla
hareketinin ~ smirlandirmasina ~ immobilizasyon  denir. Enzimlerin
immobilizasyonun farkli uygulama alanlarina sahiptir. Immobilize enzimlerin
endUstriyel alanda kullanimlarinin ¢ok fazla avantaji bulunmaktadir. Enzimin
katalitik aktivitelerinin 6nemli 6l¢iide kararl hale gelmesi, Urlnlerin saf olarak
kolaylikla elde edilebilmesi, tekrar kullanilabilirligi, ¢evresel etkilere karsi
yiiksek stabilitesi, {iretimin stirekliligi ve maliyetin azalmasi enzim
immobilizasyonunun avantajlar1 arasinda yer almaktadir. Immobilizasyon ve
tasiyici sistem tiirline bagl olarak, immobilize enzim aktivitesi sifirdan yiiksek

degerlere kadar degisebilmektedir (Nasliyan, 2012).
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Immobilize enzimlerin bazi dezavantajlar1 da vardir. Bunlar; immobilizasyon
islemi boyunca enzim aktifligi azalabilir yada kaybolabilir. Cok basamakli
immobilizasyon islemlerinde enzim kararliligi smirlidir. Enzim tasiyicilarin

maliyetini arttirir.

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak destek materyallerinin 6nemi
biiyiiktiir. Immobilizasyon i¢in secilen destek materyali, (izerine immobilize
edilen enzimin aktifligini korumasini saglar ve islemsel kararligini yiikseltir.
Destek materyalin iyi olmasi buyik yuzeysel alani, gecirgenlik, hidrofilik
karakter, ¢Oziilmezlik, kimyasal, mekanik ve termal kararlilik, yiiksek
tutuculuk, uygun bi¢im ve parga biiyiikliigii, mikrobiyolojik saldirilara karsi
direng gibi Ozelliklere sahip olmalidir. Organik destekler, dogal polimerler,
proteinler, aktif karbon ve sentetik polimerler olmak tizere simiflandirabilir

(Erol, 2012).
1.5.1. Enzim Immobilizasyon Yo6ntemleri

Enzimler suda ¢Oziinmeyen bir tastyiciya fiziksel veya kimyasal olarak
baglanarak, suda c¢oziinmeyen iirlin veren ve kopolimerizasyona enzim
molekiiliinlin monomer olarak katilmasiyla ve suda ¢oziinmeyen bir matriks
veya mikrokapsiillerde tutuklamalarla immobilize edilir. immobilizasyon igin

kullanilan temel yontemler ise sunlardir:

e Adsorpsiyon
e Kovalent baglama
e Tutuklama

e (Capraz baglama (Pallzar, 2013).
1.6. Lipaz Enzimi

Lipazlar biyoteknolojik uygulamalarda 6nemli bir yere sahiptir. Lipazlar
yaglar1 pargalayarak yag asitlerini ayiran hidrolazlar olarak bilinmelerine
ragmen su yoklugunda esterifikasyon ve transesterifikasyon tepkimelerinide
katalizleyebildigi  gibi  biyodoniisim  islemlerinde  yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Enzimin kullanom amacina uygun bir tepkimeden

yararlanarak lipaz aktivitesi Olgllebilmektedir. Lipaz enziminin hidrolitik
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aktivitesinin  6lculmesinde titrimetrik ve spektrofotometrik yontemler
kullanilmaktadir. Spektrofotometrik yontemlerle lipaz aktivitesi 6lcimiinde
renk olusmasma neden olan substratlar 6rnegin p-Nitrofenil esterlerinin
enzimatik hidrolizine dayanan spektrofotometrik yontemin olduk¢a kullanisli,

kolay ve hassas oldugu belirtiimektedir ( Ozarslaner ve Albayrak. 2013).

Lipazlar (trigliserol acilhidrolazlar; EC 3.1.1.3), hidrolitik enzimlerden serin
hidrolazlar grubunda bulunmaktadir. Serin hidrolazlar grubuna giren enzimler
aktif bolgelerinde, serin, histidin ve aspartik asitten olusan bir katalitik tglii
tasir. Serin kalintisi, baslangi¢ niikleofil gorevi gorerek drlin olusumunu
katalizler. Hidrolitik enzimler arasinda lipazlar en genis kullanim alanina sahip

enzimlerdir (Unli, 2004).

Lipazlarin etkin oldugu hidroliz reaksiyonu genel olarak su sekilde

verilmektedir;
H.O Digliserid H20 Monogliserid ~ H20 Gliserin
Trigliserid - i - L - +
Lipaz Yag Asiti Yag Asiti Yag Asiti

Gilinlimiizde enzimlerin {i¢ boyutlu yapilari, ayrintili bir sekilde X-1sinlar
kristalografisi ile goriintiilenebilmektedir. Sekil(1.2)’ de lipaz enziminin tam
bir yapisi goriilmektedir. Humicola lanuginosa lipazinin kristal yapisi

kullanilarak gosterilmistir.

15



Sekil 1.2. Humicola lanuginosa Lipazinin Ug Boyutlu Yapis: (Tutar, 2009)

Son yillarda yeni lipaz uygulamalarinin kullanildigi proseslerde, ozellikle
tutuklanmis  hiicrelerin  kullanildig1 lipaz katalizli siireclerin  teknik
uygulamalarina lipazlarin enzim pazarindaki kullanim payinin biiyiimesinde,
bu enzimlerin enantiyo segicilik, bolgesel segiciligi ve genis substrat aralig
gibi ozellikleri etkili olmustur. U¢ boyutlu yapilarinin belirlenmesine yénelik
calismalar, lipazlarin yapi-islev iliskilerine 11k tutacak arastirmalara temel

olusturmaktadir.

Lipazlart 6nemli olmasinda, Oncelikle mukemmel bir kimyasal segicilik,
bolgesel secicilik ve cift yonlu secicilik gostermeleridir. Daha sonra fungi ve
bakteriler gibi mikroorganizmalar tarafindan yiiksek verimlerle iiretildiginden
blyuk miktarlarda kullanilabilir olmalari ve son olarak ¢ogu lipazin kristal
yapilarinin sirlart bilimsel arastirmalarla ¢6ziilmiis olmalar1 ve miihendislik

stratejilerinin tasarimini olduk¢a kolaylagtirmalaridir.

Lipazlar, Pseudomonas glumae, Pseudomonas aeruginosa ve Candida
antarctica gibi bakteri hiicrelerinden elde edildigi gibi, Candida cylindracea,
Geotrichum candidum ve Trishosporon fermentas gibi maya hicrelerinden de

elde edilebilir. Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen bu mikrobial lipazlar,

16



iretildigi mikroorganizmadan mikrobiyolojik islemlerle izole edilip

saflastirilarak elde edilir ve ilgili siireclerde kullanilir hale getirilirler.

Lipazlar agik ve kapali form olmak tizere iki sekilde karsimiza ¢ikmaktadir.
Aktif konumdaki Kkatalitik t¢liiyii kaplayan yapisal elementlerin (a-heliks)
oldugu yap1 aktif olmayan form, digeri ise ara yiizey aktivasyonu sirasinda bu

kapagin acilmasi ile ara yiizey alaninin artmasi ve boylece aktif konumun daha

fazla substrat almak i¢in substrata izin verdigi yapi; Sekil (1.3)’deki aktif
formudur (Tutar, 2009).

Sekil 1.3. A¢ik ve Kapali Kisimlarinda Eklendigi Candida rugosa Lipazinin Ug
Boyutlu Yapist

1.6.1. Lipazlari Ozellikleri
1.6.1.1. Optimum pH

Yiiksek pH’larda enzimler genelde etkinliklerini kaybederler. Enzimlerin en
yiiksek etkinlik ile ¢alistiklar1 pH degeri “optimum pH” olarak adlandirilir.
Pepsin gibi pH 1,8’de ya da arginaz gibi pH 10,0°da olan enzimlerin disinda
cogu enzimler pH 4,5-8,5 araliginda en yiiksek etkinligi gosterirler. Yiiksek
pH’larda yapilarindaki proteinlerin yapisinin bozulmasiyla enzim etkinligi, geri
donllemez olarak diiser. 30-40°C sicakliginda ve pH 7,0-9,0 araliginda en

yiiksek etkinligi gostermeleri, mikrobial lipazlarin en O6nemli karakteristik
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Ozelliklerindendir. Lipazlar belli pH degerlerinde katalitik olarak aktiftir. Cogu
icin optimum pH 7,0-8,0 arasi degisir. Mikrobiyolojik kaynakli lipazlar pH
6,0-7,5 civarinda yiiksek kararlilik gosterirler.

1.6.1.2. Optimum Sicaklik ve Termal Kararhhk

Lipazlarin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik genellikle 30-40°C’dir.
Hayvan ve bitki lipazlari, genellikle mikrobiyal (mantar ve bakteri) lipazlara

gore daha az termal kararhlik gosterir.
1.6.1.3. Lipazin Aktivasyon ve Inhibisyonu

Lipaz aktivitesine, iyonlarin ve reaktiflerin etkilerinin incelenmesinde, agir
metal iyonlarmin lipaz aktivitesini inhibe ettigi, alkali metal iyonlarimin ise
yiikselttigi goriilmiistiir. Lipaz aktifligi iizerine en etkili iyon Ca?"’dir. Lipaz
aktivitesini inhibe eden maddelere CO?*, Ni%*, Hg?*, Sn?* nin bazi tuzlari,

boronik asitler ve dietil-pdinitrofenil fosfat érnek olarak verilebilir.
1.6.1.4. Lipazin izoelektrik Noktasi (pl)

Net yiikii sifir olan noktadir. pl civarinda proteinler daha az ¢dziiniirken pl dan

uzaklastik¢a daha fazla ¢6ztiniirler( Tutar, 2009).
1.6.2. Lipazlarin Kaynaklar:

Lipazlar, bitki ~ve hayvan  dokularindan  ekstraksiyonla  veya
mikroorganizmalardan fermantasyon yoluyla dretilir. Ticari lipazlar genelde
mikrobiyal kaynaklidir. Lipaz iireten mikroorganizmalar bakteriler, fungi ve
mayalardir. Bakteriler daha ¢ok proteaz kaynagi olarak kullanilmakta, bakteri

lipazlarinin endiistriyel iiretimi fazla yapilmamaktadir(Sengel, 2007).
1.6.3. Lipazlarin Endiistriyel Kullanim Alanlar:

Giinlimiizde yaklasik 4000 kadar enzim bilinmektedir. Enzimlerin yaklagik 200
kadar1 ise ticari amagh kullanilmaktadir. EndUstriyel alanlarda kullanilan
enzimlerin geneli mikrobiyal kaynaklidir. Lipazlar deterjan endustrisinde, ilag
endustrisinde, gida endustrisinde, deri endistrisinde kozmetik endustrisinde,
oleokimya endustride, biyosensor olarak kullanilan lipaz ve kagit endiistrisinde
kullanilmaktadir(Marul, 2007).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Alcéntara ve ark., (2004), ticari ham bir lipaz olan Candida rugosa, rasemik
karisimlarin ¢6zinmesinde ve hidratlanmis organik ¢oziiciilerinin sentezinde
kullanmistir. Elde edilen ham lipaz farkli izoenzimlerin varlig1 ile yeniden
uretilebilir durumda oldugu belirlenmistir. Maya Candida rugosa, ATCC
14380 indiikleyicilerin karbon kaynagi olarak, farkli maddeler kullanilarak ve
en az bir kiltir ortaminda yetistirilmistir. Hiicre dis1 lipazlar optimum
verimliligi verdigi uyaricilarin ylizdesi belirlenmistir. Liyofilize hiicre dis1
enzimler, SDS-PAGE elektroforez ve izoelektrik odaklama (IEF) ile
karakterize edilmistir. Karbon kaynaginin dogasina bagli olarak, farkl
izoenzimin ¢esitli oranlarda {iretildigi belirlenmistir. Bu Ornekler kismen
amonyum sulfat ya da organik c¢ozuctler ile diyaliz, adsorpsiyon

kromatografisi ve ¢okeltme gibi farkli yontemler ile saflastirilmistir.

Ulker ve ark., (2010), calismada, yeni bir sus olan Trichoderma harzianum
IDM14D topraktan izole etmislerdir. izole edilen bu sus, lipaz iiretimi igin
calkalamali kiiltiirde 30 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Lipaz iiretimi i¢in en iyi
karbon kaynagi glukoz, en iyi azot kaynagmin pepton oldugu belirlenmistir.
Maksimum biyokditle Gretimi 7 giin sonunda 1.25 g/L olarak belirlenmistir.
Enzimin en iyi aktivite gosterdigi pH 8.5, sicaklik 40 °C olarak belirlenmistir.
T. harzianum lipaz1 pH 8.0-10.0 araliginda 40 °C’de 60 dakika kararliligini
korudugu belirlenmistir. Ca?* ve Mn?* iyonlarinin lipaz aktivitesini artirdigi,
fakat diger metal iyonlarinin enzim aktivitesini etkilemedigi goézlenmistir. p-
nitrofenil butirat hidrolizi ile o6lgilen ham enzimin Kn ve Vmax degerleri
sirastyla 7.15 mM ve 7.067 mM/dk olarak belirlenmisdir.

Nath ve Hindumathy, (2012), ¢alismada izole edilmis Myroides odoratimimus
enzimi ve lipaz aktivitesi ile konsantrasyonunu artirilmig daha sonra genis pH
degerlerinde (pH 8.2) ve alt-tabaka artis1 etkin duruma gelmesi saglanarak
optimum sicakligi 37 °C ulasmistir ve sonug olarak farkli fizikokimyasal
Ozelliklere optimize edilmis duruma geldigi belirlenmistir. Lipaz enzimi
aktivitesi CaCl, ile inhibe edilmis, Ca*? ve Cu* ile uyarilmistir. Lipaz

aktivitesi titrimetrik ve kolorimetrik yontemle Olgiilmiistir, CM-seliiloz
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(karboksimetil seliiloz), DEAE -seliloz (dietil aminoetil seliloz) sirasiyla
Sephadex G-75 kromatografisi ile saflagtirtlmistir; Saflastirilmis enzim jeli

siizme ile arttirilmastir.

Farias ve ark., (2014), vyaglarin c¢ikartilmasindan elde edilen gesitli
kalintilarinin  (kispe), o6zellikle kati-hal fermentasyonu (SSF) tekniginde,
lipazlar fermentatif Gretimi icin destek ve alt-tabaka olarak kullanilmistir.
Cesitli tarimsal artiklarin lipaz GOretimi icin etkili oldugu bildirilmistir ve
Yarrowia lipolytica biolrinleri, yag kek, kiispe ve soya ¢camuru (SSF ek olarak
kullanilmak tizere) dahil edilmistir. Bu durumda, alt-tabakalar olarak pamuk ve
soya kek kullanimi ekonomik bir proses olmanin 6tesinde, mikrobiyal lipaz
tiretilmesi igin, bu artiklar mikroorganizma biiyiimesi igin gerekli besleyici
bilesimi teknigi i¢in umut vermistir. Mikrobiyal lipaz Uretimi konusunda,
Yarrowia lipolytica biyourinlerin buyik bir gesitliligi olarak taninmis, ancak
lipaz bu maya tarafindan dretilen en wuygun biyomolekiil oldugunu
kanitlamistir. Bu sekilde, soya fasulyesi keki ve camur SSF Y. lipolytica lipaz

Uretiminde sinerji kullanilmastir.

Lotrakul ve Dharmsthiti, (1997), Cig siitten izole edilen Aeromonas sobria
LP004, aktivitesi i¢in optimum sicakligi 45°C oldugu kosulda lipaz iiretildigini
bulmuglardir. Enzim pH 9.5 kadar alkalin kosullar altinda son derece kararli
oldugu ve sise kiiltiiriinde, % 0.5 (agirlik / hacim) (w / v) maya hiilasas1 ve
mineral tuzlar1 % 25 (h / h) peynir alt1 suyu, % 1.0 (ag / hac), soya fasulyesi
unu, % 0.1 glikoz ihtiva eden bir ortam i¢inde lipazin iiretiminin besleyici sivi
icinde daha yiiksek, yaklasik on kat (450 birim / ml) (40 birim / ml) oldugu
bulunmustur. Bu enzim verimin de 7 litrelik fermente edici icinde 4 litre Gretim

Olceginde elde etmislerdir.

Kumar ve ark., (2013), calismada 20 bakteri (susu) hindistanda ineklerin
bulundugu alanlardan izole etmislerdir. Izole edilmis sus agar petri icindeki
agar ortaminda tributyrin levhalart igeren Rhodamine B ile ilgili boya
kullanilarak taranmistir. Digerlerinden yiiksek lipaz aktivitesini gosteren ve
daha genis temiz bir bolgede sergilenen sus, Acinetobacter sp. olarak

tanimlanmaistir.
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Yapasan, (2008), calismada Pseudonomas susundan elde edilen lipaz farkli
analitik yontemler kullanilarak varligi kanitlamis, kismen saflagtirilmis ve
karakterizasyonu yapilmistir. Saflastirma islemi boyut dislamali kromatografi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Kismi olarak saflastirilan enzimin molekiiler
agirligi  poli akrilamit jel elektroforezi kullanilarak tespit edilmistir.
Spektrofotometrik ¢aligma ile enzim karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica
bunun yaninda enzimin Kinetik c¢alismasi da belirlenmistir. Elektroforez
isleminden sonra, potansiyel lipaz aktivitesi gOsteren protein bantlar1 jel
tizerinde goriintiilenmistir. Topraktan izole edilmis Pseudonomas susunun
farkli denemelerde ortaya cikan lipaz aktivite sonuglari gozlendikten sonra,
enzimin hiicre i¢inde c¢alisan bir enzim olduguna ve yapilacak saflagtirma ve
karakterizasyon calismalarinin bu bilgi g6z 6niine alinarak yapilmasina karar
verilmistir. Enzim, p-nitrofenil laurate’in substrat olarak kullanildig
caligmalarda en yiliksek enzim aktivitesini gostermistir. Lipaz enziminin
calismast i¢in en uygun pH araliginn pH 8.0-9.0 civarinda, alkali pH

araliginda oldugu tespit edilmistir.

Iftikhar ve ark., (2011), bu galisma, lipazlarin Bacillus sp. Susu tarafindan
mikrobiyal biyosentezi ile ilgilidir. Yagl iirlinlerden 15 sus izole edilmisitir.
Bu suslar, 250mL erlenmeyer siseleri i¢inde kat1 hal fermantasyonu ile lipaz
tiretimi icin taranmustir. Bacillus lipazin deterjanlarda iyi bir katki maddesi

olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Sink@iniené ve ark., (2008), bu ¢alismada ¢oziiniir ve hareketsiz hale getirilmis
Enterobacter aerogenes 13 lipazin temel Ozelliklerini tahmin etmek igin
lipidleri hidrolize edebilen bir bakteri turi olarak Enterobacter aerogenes 13
tirti se¢ilmistir. Lignin ve polilretan lipaz Gzerindeki serbest ve hareketsiz
olanlarin, hafif alkalin kosullarda (pH 8.0 — 9.0) ve 30 - 40 °C sicaklik
araliginda en aktif oldugu belirlenmistir. Enzim, oda sicakliginda bile uzun
stireler boyunca genis bir pH araliginda kararli oldugu bulunmustur. Dondurma
sonrasi termostabilite iizerinde 6nemli bir iyilesme saglanamamaistir; ancak kati
destek tizerinde lipaz baglanmasi, optimum sicakliklarin biraz daha yiiksek ve

daha diisiik pH ile sonuglanmistir. Hem serbest hem de hareketsizlestirilmis
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lipaz, orta zincir uzunlugundaki yagli asit esterlerini hidroliz etmeyi tercih

ederken, ayrica transesterifikasyon reaksiyonlar1 etkili olmustur.

Diaz ve ark., (1999), fliioresan bazli lipaz aktivite testi, lipolitik organizmalar1
tamimlamak ve lipolitik enzimlerin bazi 6zelliklerini incelemek i¢cin mikemmel
bir ara¢ saglamiglardir. Bu sistemin olaganiistii duyarliligi, hiz1 ve sadeligi,
literattirde bildirilen lipaz etkinlik tespiti i¢in geleneksel yontemlerin ¢ogunun
getirdigi  zorluklarin  ortadan  kaldirilmasina  yardimci  olabilecegini

gostermislerdir.

Hoi ve ark., (1999), (i) yulaf karyopsilerinin lipaz aktivitesinin genis anlamda
kalitsalligin1 tahmin etmek, (ii) lipaz aktivitesi ile diger 6nemli agronomik
ozellikler arasindaki genetik ve fenotipik korelasyonlarin belirlenmesini ve (iii)
test agirlig1 icin tekrar ortaya ¢ikma se¢imi i¢in diger faktorleri test etmektir.
Lipaz aktivitesinde korelasyonlu bir yanit vermistir. Baslica déngiiden (C0) 10
rastgele segilen SO'den tiiretilmis ¢izgiler ve ABD'de orta batiya uyarlanan
yulaf c¢esitleri ve hatlar1 rastgele ciftlestirmek suretiyle gelistirilen bir
populasyonun C5'den 19'tan SO tirevi cizgiler dahil edilmistir.

Gorglin ve Akpmar, (2012), Todirge Golii’'nde yasayan Cyprinus carpio
Linnaeus (1758)’nun karacigerinden 90.38 pmol/dk.mg protein spesifik
aktivite ve 75,50 katlik saflastirma parametreleri ile bir lipaz saflagtirilmistir.
Saflagtirma prosediirii homojenatin hazirlanmasi, poletilen glikol-6.000 (PEG-
6000) ile ¢oktiirme ve Q sefaroz, sefakril S 200 HR, fenil sefaroz CL4B’yi
kapsayan kromatografik tekniklerden olusmustur. Saflastirilmis lipaz, sodyum
dodesil sulfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile yaklasik 74
kDa’luk bir molekiil agirligr ile tek bant gdstermistir. Optimum pH ve sicaklik,
substrat olarak p-nitrofenil butirat (p-NPB) kullanarak sirasiyla 8,0 ve 37°C
olarak belirlenmistir. Km Ve Vmax degerleri, sirasiyla, 0.17 mM p-NPB ve 2.6
pmol/ml.dk olarak bulunmustur. Sodyum dodesil siilfat (SDS), Triton X-100
ve Nataurokolat gibi yizey aktif maddelerin lipaz aktivitesi tzerinde inhibitor

olarak etki ettikleri gézlenmistir.

Ozarslaner ve Albayrak, (2013), lipaz aktivitesinin spektrofotometrik yontemle

Olctlmesinde p-nitrofenol esterleri tercih edilmistir. YOntem, bu substratlardan
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lipaz hidrolizi ile agik sari renkli p-nitrofenol (pNP) olusturulmasina
dayanmaktadir. Bu ¢alismada, lipaz aktivite dlgiimiinde kullanilan p-nitrofenil
propiyonat (pNPP) substratinin kararliigma ve pNP {riniiniin 151k
sogurmasina ¢evresel kosullarin etkisi incelenmistir. Bekletme sicakligi veya
stiresi arttikga, daha fazla oranda pNPP’nin kendiliginden pargalandig:

gorilmiistdr.

Borrelli ve Trono, (2015), lipazlar ve fosfolipazlar sirasiyla triasilgliserollerin
ve fosfolipidlerin hidrofobik ester baglantilarini hidrolize eden ara yiizey
enzimleridir. Bu enzimler, esteraz olarak rollerine ilaveten, diger
reaksiyonlarin bollugunu katalize eder; Aslinda lipazlar esterifikasyon,
transesterifikasyon ve interesterifikasyon reaksiyonlarini da katalize eder ve
fosfolipazlar ayrica asiltransferaz, transasilaz ve transfosfatidilasyon
aktivitelerini de gosterir. Bu nedenle, lipazlar ve fosfolipazlar, biyodizel, gida,
nutrasotikler, yag degumming ve deterjanlar gibi ¢esitli endistriyel
uygulamalarda yaygin olarak kullanilan ¢ok yonlii biyokatalizérleri temsil
eder; Kiiciik uygulamalar arasinda biyoremediasyon, tarim, kozmetik, deri ve
kagit endiistrileri de bulunmaktadir. Bu enzimler ¢ogu organizmada,
hayvanlarda, bitkilerde, mayalarda, mantarlarda ve bakterilerde bulunur.
Mikrobiyal lipazlar ve fosfolipazlar hayvan ve bitkilerden turetilenlere gore

daha yuksek bulunabilirlik ve tretim kolaylig1 agisindan tercih edilir.

Margesin ve ark., (2002), toprakta lipaz aktivitesinin saptanmasi i¢in bir
kolorimetrik yontem gelistirilmistir. P-nitrofenil butiratt substrat olarak
kullanarak, toprak numuneleri 30 ° C'de ve pH 7.25'de 10 dakika inkibe
edilmistir. Buz tizerinde sogutulduktan ve santrifiij edildikten sonra, salinan p-
nitrofenol 400 nm'de tespit edilmistir. p-nitrofenoliin topraga adsorpsiyonuna

izin vermek i¢in toprak varliginda bir kalibrasyon egrisi hazirlamiglardir

Usmani ve Patil, (2010), yenilebilir amaglar i¢in kullanilmayan gelencksel
olmayan yaglar, katma degerli {riinler haline doniistiiriilmelidir. Bu nedenle
oleo kimyasallar1 liretmek tizere lipaz ile katalize edilen bu tiir yaglarin ara
esterifikasyonu bu calismada gergeklestirilmistir. Burada, interesterifikasyon,

tamamen farkli 6zelliklere sahip oleo kimyasallar1 tiretmek i¢in Neem, Karanja
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ve Piring kepegi yagi gibi geleneksel olmayan yaglara katalizor olarak L-

aspergin monohidrat lipaz kullanilarak yapildigini ispatlamislardir.

Nigam ve ark., (2014), lipaz immobilizasyonu, yani adsorpsiyon, kovalent
baglanma, tuzaklama, capraz bagli enzim aglomeralari ve tiim hiicre
biyokatalizorleri iizerinde incelenen cesitli teknikler ele alinirken, yararlart ve
sakincalar1 da vurgulanmistir. Ayrica, enzim immobilizasyonunun gelecegi ve

endustriyel uygulamalari tizerine 151k tutmuslardir.

Nasratun ve ark., (2010), Candida rugosa'dan lipazin immobilizasyonu igin,
gozenekli, kitozan boncuk kullanilmistir. Lipaz, ¢itoz boncuklar {izerinde
fiziksel adsorpsiyon ile immobilize edilmistir. Hareketsizlestirilmis lipazin
pisirme yaginin transesterifikasyonunu katalizleme kabiliyeti arastirilmistir.
Transesterifikasyon reaksiyonunda serbest lipaz ve hareketsiz lipaz arasindaki
performans karsilagtirmasini tanimlamak i¢in tepkime siiresi ve yag / metanol
mol oranlarina iligkin 6nemli parametreler ¢alisilmistir. Calismada immobilize
lipaz ve serbest lipaz kullanarak esterin maksimum doéniisiimiiniin sirasiyla
%73 ve %77 oldugu bulunmustur. Bu sonuglar optimum kosullardaki 1: 4
molar oranlarda ve 48 saatlik reaksiyon siresinde elde edilmistir. Sonug olarak,
kitosan boncuklar1 ester doniisiimii serbest lipazdan daha diisiik olsa bile,
transesterifikasyon reaksiyonunda immobilize lipaz igin uygun bir destek

oldugunu gormiislerdir.

Cesarini ve ark., (2014), pseudomonas tirlerinden elde edilen dort ticari
olmayan lipaz hazirlanmis, farkli diisiik maliyetli desteklerle hareketsiz hale
getirilmis  ve  potansiyel biyoteknolojik  uygulamalar incelenmistir.
Degerlendirilen enzimler, Pseudomonas sp. 'Den LipA ve LipC'dir. 42A2,
LipC'nin termostabil bir mutant1 ve Pseudomonas CR611'den Lipl, homolog ya
da heterolog konaklarda tretilmistir. En iyt immobilizasyon sonuglar1 LipA
icin Accurel EP100 ve LipC igin Accurel MP1000 ve termostabil varyant
tizerinde elde edilmistir. Hareketsizlestirilmis lipazlarin davranigini test etmek
icin, Accurel MP1000'de hareketsizlestirilmis lipazlar i¢in en iyi sonuglarin
elde edildigi, triolein transesterifikasyonunda denenmistir. Bu nedenle, lipaz

hazirlama ve immobilizasyon i¢in hizli, basit ve ekonomik bir yontem
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kurulmugtur. Test edilen desteklerin diisiik fiyat1 ve prosediiriin sadeligi ve
pahali saflagtirma agamalarini atlamak, biyoteknolojik lipaz katalizli islemlerde

maliyet diistisiine katkida oldugunu kanitlamiglardir.

Hanefeld ve ark., (2008), enzim immobilizasyonunu tanima tizerine ¢alismalar
yapmiglardir. Enzimin ylizey Ozelliklerinin simiilasyonu uygun destek
malzemelerinin tasariminda yardimci oldugunu belirlemis olsalarda sabitleme
stratejileri molekiiler simiilasyon yontemlerindeki uygulamada sinirli oldugunu
belirlemislerdir. Homoloji modelleme yontemleri kullanarak {i¢ boyutlu enzim
elde edilebildigini kanitlamislardir. immobilize enzimlerin &rnekleri sabitleme
yonteminin se¢imi sadece enzimin en ¢ok kullanilmasi ve aktivitesiyle degil
katalize  edilecek  reaksiyonlarin  6zgiil  konfigiirasyonuyla  oldugu

saptamislardir.

Spahn ve ark., (2008), enzim immobilizasyonunu biyoteknolojik alanda
kullanmak iizere kanser tedavisi ve malzeme miihendisliginde patent haline
gelmesini  belirlemislerdir. Ayrica biyosensorlerde immobilize enzimler
kullaniminin tiimor analizi, ila¢ dagitimi konusunda etkileri belirlemislerdir.

Biyoreaktorlerde kullanimi ile de verimliligi arttirdigini ispatlamislardir.

Nisha ve ark., (2012), yilinda immobilize enzimlerin 6zelliklerinin uygulama
metodlar1 iizerindeki incemeler sonucu hareketsizlestirilmis enzimlerin
reaksiyon karigimlardan ayrilip ve yeniden kullanabilirligi ve ayni zamanda
sert kosullar, yliksek sicaklikta ylizey aktif maddelere maruz kalmasi
immmobilize  enzimlerininde  gida  endiistrisinde  kullanilabilecegini
saptamislardir. Ayrica deterjan sanayi, tekstil sanayt v.b. alanda
kullanilacagini belirlemislerdir. Atik su tekniginde ise maliyeti diislirdiigiinii

incelemislerdir.

Sheldon ve ark., (2007), enzim immobilizasyonun optimum performansinin
arastirmasi sonucu immobilize enzimlerin performansini optimize etmek i¢in
tic katagoride incelemeye almistir. Bunlar tasiyict baglanma, organik ve
inorganik polimerlerin matrisleri ve ayrica enzim molekiillerinin ¢apraz
baglayic1 durumlar gibi gézenekli silikalar, hidrojellerin ve akilli polimerler

yeni yontemler oldugunu belirlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Arac ve Gerecler

e Vortekmikser (IKA GENIUS 3 MODEL)

e Etiiv (Binder ED 53)

e pH Metre (ISOLAB)

e Hassas Terazi (METLER TOLEDO)

e Elek Sallama Makinesi (LOYKA ESM-200)

e UV Spektrofotometresi( SHIMADZU UV-1800)
e Minisantrifiij (BIOSAN FVL-2400N)

e Derin Dondurucu

e Firin (1200°)

e Laboratuvar Malzemeleri (Erlen, mezur, beher, pipet, spattl ve balon)
3.1.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

e Lipaz Enzimi (5-15 units/mg protein) (SIGMA)
4-Nitro Fenil Biitirat (PNFB) (SIGMA)

e Sodyum di Hidrojen Fosfat
e Sodyum Hidroksit

e Sodyum Klortr

e Giimiis Nitrat

e Hidroklorik Asit

e Hidrojen Klorir

e 2-propanol
3.2. Aktif Karbon ve Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.2.1. Aktif Karbon Hazirlanmasi

Van yoresinde yetisen armut kabuklarindan 200 g alindi. Ornege 500 ml saf su
eklendi. Ornek, giin 15181 gérmeyen karanlik bir ortamda en az 24 saat

beklemeye alinarak aktiflesmeye birakildi.
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Bu sekilde hazirlanan 6rnek 350-400 °C lik firinda azotlu ortamda yaklagik 1
saat yanmast saglandi. Kimyasal aktiflesme ile aklestirilen kabuklar bol
miktarda saf su ile yikandiktan sonra hazirlanan AgNO3 cozeltisi ile klortr
tayini yapildi. Kloriir kalmadigindan emin olduktan sonra ¢6zelti 60 °C etlivde

kurumaya birakildi.
3.2.2. Akasya Yapragimin Hazirlanmasi

Trabzon yoéresinden toplanan akasya yapraklar saf su ile yikanarak kurtuldu.
Kurutulan yapraklar havanda doviilerek 6giitiildii. Daha sonra 0.038 mm’ lik

(400 mesh) elekten gecirilerek toz hali getirildi.
3.2.3. Kaolinin Hazirlanmasi

Kaolin kili havanda doviilerek 6giitiildii. Daha sonra 0.038 mm’ lik (400 mesh)

elekten toz haline getirildi.
3.2.4. 0.1 M NaOH Hazirlanmasi

0.4 g kat1 NaOH alinir ve bir miktar saf suda ¢0ziindi ve saf su ile 100 ml ye

tamamlandi.
3.2.5. 0.1 M Sodyum Fosfat Tamponu Hazirlanmasi

3.9 g kat1 NaH2POg alind1 ve saf suda ¢oziindii. Cozelti saf su ile 250 ml ye
tamamlandi. Hazirlanan NaH2POg4 ¢6zeltisi 0.1M NaOH ile pH’1 7.25 getirildi.

3.2.6. 0.1 M NaCl Hazirlanmasi

0.117 g kat1 NaCI alindi ve bir miktar saf suda ¢6ziindii. Cozelti saf su ile 20

ml ye tamamlandi.
3.2.7.0.1 M Lipaz Enzim Cézeltisinin Hazirlanmasi

Hazir olarak aldigimiz lipaz enziminden 0.1 g alinarak tUzerine 10 ml sodyum
fosfat tamponu ilave edildi. Hazirlanmis olan 10 ml 0.1M lipaz enzimi iizerine

10 ml 0.1M NaCl eklenerek lipaz enzim ¢dzeltisi hazirlandi.
3.2.8. 0.1M Substrat Cozeltisinin Hazirlanmasi (PNFB)

Hazir olarak alinan 4-Nitro Fenil Bdtirattan 1 g alindi, 47.84 ml 2 propanol

icerisinde ¢Ozundd.
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3.3. Yontem

Bu ¢alismada adsorban olarak Van yo6resinde elde edilen armut kabugu, akasya
yapragi (Trabzon) ve kaolin kullanildi. Calismada enzim olarak da bugday
tohumunda elde edilen ve hazir olarak temin edilen lipaz enzimi (E.U. 5-15

units/mg. Protein) kullanildu.

Lipaz enziminin aktif karbon (armut kabugu), akasya yapragi ve kaolin
Uzerindeki adsorpsiyonu i¢in degisik zaman periyotlarinda sabit pH’da
(pH=7.25) 0.1M sodyum fosfat tamponu ile belirli konsantrasyonlarda
siispanse edildi. Lipaz enzimi bu siispansiyonu ile farkli siirelerde ve farkl
oranlarda muamele edilerek adsorpsiyon sartlar1 belirlendi (optimum sicaklik,

pH ve iyonik siddet).

Ogiitiilmiis {ic ayr1 kilden 1.5 g alinarak ayri ayri erlenlere konuldu. Bu
numunelere 60 ml saf su ilave edilerek kil siispansiyonlar1 hazirlandi. Daha
sonra 4 ml kil siispansiyonu ( Aktif karbon, Aksaya yapragi ve Kaolin) ve 1 ml
enzim cozeltisi vortekste 30 ° C de ve 60 dakika calkalanarak karistirildi.
Vorteksden alinan enzim-kil kompleksleri 15 dakika boyunca santrifiij (3000
devir/dk) edildi. Santrifiij sonunda olusan 6rnegin tizerindeki siv1 (siiperant) bir
behere aktarildi. Altta kalan kat1 ise 0.1M sodyum fosfat tamponu ile tg¢ kez
yikanarak tekrar santrifujlendi (3000 devir/dk). Altta kalan kati alinarak
uzerine 5 ml sodyum fosfat tamponu ilave edilip karigtirildt ve bagli enzim
cozeltileri elde edildi. Elde edilen bagli enzim ¢ozeltileri tizerine pH, sicaklik
ve konsantrasyona etkisini belirlemek i¢in denemeler yapildi. Lineweaer —

Burk denkleminden yararlanilarak Km ve Vmax tespit edildi.
3.3.1. Serbest ve Bagh Enzimlere pH’nin Etkisi

IM sodyum fosfat tamponu icinde serbest ve bagli enzim ¢ozeltilerinin
aktivitelerine pH’nin etkisini incelemek amaciyla yapilan denemelerde pH=4-
10 aralig1 kullanildi.

3.3.2. Serbest ve Bagh Enzimlere Sicakhgin Etkisi

Serbest ve bagli enzimin aktivitesi tizerine sicakligin etkisini tayin etmek igin,
numuneleri (20-70°C) sicakliklarda ve 15 dakika etlivde bekletildikten sonra

analizleri yapildi.
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3.3.3 Serbest ve Bagh Enzimlere Iyonik Siddetin Etkisi

Enzimlerin aktivitelerine iyonik siddetin etkisini tespit etmek igin 0.05, 0.1,
0.25, 0.5 ve 1M sodyum fosfat tamponu hazirlanmistir. Hazirlanan farkli
konsantrasyonlardaki tamponlar1 40, 50, 60, 70 ve 80 °C sicakliklarda 15
dakika 1stildiktan sonra analizleri yapildi. Bu islemler aktif karbon, akasya

yapragi ve kaolin i¢inde benzer sekilde uygulandi.
3.3.4. Bagh Enzimlerin Operasyon Siiresinin Belirlenmesi

Enzimin aktivitesinin ne kadar siire etkili oldugunu tespit etmek amaciyla iki
ay boyunca 20 giinliik zaman periyotlarinda bagli enzim ¢ozeltilerinin
aktivitelerine bakildu.

3.3.5. Serbest ve Bagh Enzimlerin Vmax ve Km Degerlerinin Belirlenmesi

Lipaz enzimi igin Km ve Vmax degerlerinin tespitini belirlemek amaci ile farkli
konsantrasyonlarda substrat ¢ozeltileri kullanilarak enzim aktiviteleri

belirlendi.
3.3.6. Bagh Enzimlerin Maksimum Tutunma Siiresinin Belirlenmesi

Sabit pH‘da ve sicaklikta bagli enzimin maksimum tutunma siresini tespit
etmek amaciyla (1:4) (Enzim: Kil) alind1 ve 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakika
calkalanarak karistirildi. BUtin aktivite tayinleri 405 nm’ de ultraviyole
spektroskopisi ile yapildi. Siispansiyondaki aktivite tayinleri spektrofotometrik

olarak belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Lipaz enzimi (E.C. 3.1.1.3 Triagilgliserol Acil Hidrolaz) (E.U. 5-15 units/mg.
Protein) icin Km ve Vmax degerlerinin tespiti i¢in farkli konsantrasyonlarda
substrat ¢oOzeltileri kullanilarak enzim aktiviteleri belirlendi. Km ve Vmax

degerlerini tayin etmek i¢in Michailes — Menten esitligi kullanildu.

V= Vmax [S] (1.10)

[S]+Km

Michailes — Menten esitligi asagidaki sekilde diizenlenirse; y ekseni kesim
noktast 1/Vmax ve X ekseni kesim noktasi -1/Km degerlerini gosterir. Egim

Km/Vmax olarak belirlenir.

1 Km+[S]

V  Vmax [S] (1-11)
1 Km 1 1

V Vmax S | Vmax (1'12)

4.1. Aktif Karbon (Amut kabugu) Ornegine Ait Cizelge ve Grafikler

4.1.1. Serbest Enzim ig¢in (Km ve Vmax) Kinetik Sabit Degerlerinin

Belirlenmesi

Cizelge 4.1. Serbest Enzim igin Km Ve Vmax Sabitlerinin Belirlenmesinde Kullanilan
Substrat ve Enzim Degerleri

Substrat

. 0.019 0.016 0.013 0.01 0.007 0.004 0.001
miktar1 (ml)

E.U. 0.145 0.127 0.123 0.115 0.104 0.099 0.077
1/S 0.026 0.031 0.038 0.050 0.071 0.125 0.500
v 0.689 0.787 0.813 0.869 0.961 1.010 1.298
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Sekil 4.1. Serbest Enzim igin Ky Ve Vimax Degerleri Grafigi

Sekil 4.1°de 1/S ve 1/V degerleri bulunarak Linewear-Burk grafiklerinden K

ve Vmax degerleri belirlendi. Lipaz enzimi i¢in Km Ve Vmax degerleri sirasi ile

Km: 2.23mM ve Vmax:2.50umol/dk olarak tespit edildi.

Cizelge 4.2. immobilize Enzim Igin Kinetik Sabitlerinin (Km Ve Vmax) Belirlenmesinde

Kullanilan Substrat ve Bagli Enzim Degerleri

Substrat

miktar 0.019 0.016 0.013 0.01 0.007 0.004 0.001
(ml)

E.U. 0.468 0.439 0.425 0.418 0.383 0.375 0.362
1/S 0.026 0.031 0.038 0.050 0.071 0.125 0.500
v 0.213 0.227 0.235 0.239 0.242 0.266 0.276
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Sekil 4.2. immobilize Enzim I¢in Vimax Ve K Degerleri Grafigi

Sekil 4.2°de 1/S ve 1/V degerleri bulunarak Linewear-Burk grafiklerinden K
Ve Vmax degerleri belirlendi. Lipaz enzimi i¢in Km Ve Vmax degerleri sirasi ile
Km: 2.18mM ve Vmax: 4.71 pmol/dk olarak tespit edildi. Km ve Vmax degerleri
farkli konsantrasyonlarda substrart ¢ozeltileri kullanilarak elde edilen enzim
aktivitelerinden 1/S ve 1/V  degerleri bulunarak Linewewaer-Burk

grafiklerinden belirlendi (Lineweaver ve Burk. 1934).

4.1.2. Aktif Karbon (Armut kabugu) Orneginden elde edilen Serbest ve

Immobilize Enzimin Aktivitesi Uzerine pH Etkisi

Serbest ve immobilize enzimler igin pH-aktivite grafikleri elde edilen
degerlerden ¢izilmistir. Enzimler i¢in optimal aktivite pH 3.0-10.0 arasinda
gozlenir. pH’ daki degisiklik enzim baglanma boélgesinde ve katalitik

aktivitesinde farkliliklara neden olmaktadir.

Cizelge 4.3. Serbest Enzim i¢in pH Degerleri

pH 4 5 6 7 8 9 10

E.U. 0.101 0.105 0.098 0.102 0.137 0.149 0.071
%Aktivite 67.78 7047 6577 6846 9195 100 47.65
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Cizelge 4.4. Bagli Enzim i¢in pH Degerleri
pH 4 5 6 7 8 9 10

E.U. 0359 0386 0372 0314 0.369 0.41 0.301
%Aktivite 87.56 9415 90.73  76.58 90 100 73,41

120 ~

100 -

80 -

60 -

%AKktivite

40 -

=0— Armut
20 - kabugu

7
pH

Sekil 4.3. Serbest ve Bagli enzimin Aktivitesi Uzerine pH’1n Etkisi Grafigi

Serbest ve bagli enzimin aktivitesi ilizerine pH’ 1n etkisi sekil (4.3)te
gorilmektedir. Serbest ve bagli enzim i¢in optimum pH’ nin 9 civarinda

oldugu belirlenmistir.

4.1.3. Aktif Karbon (Armut kabugu) Orneginden elde edilen Serbest ve

Immobilize Enzimin Aktivitesi Uzerine Sicaklik Etkisi

Serbest ve bagli enzimler tizerine sicakligin etkisini belirlemek igin optimum
egriler cizilerek incelendi. Is1 enzimlerin katalizledigi tepkimelerin hizini
etkilemektedir. Sicakliktaki artisa dogru orantili olarak tepkime hizinda artma
gozlenir. Fakat enzimlerin katalizledigi tepkime hiz1 genellikle 1sinin optimum
noktaya ulasincaya kadar yikselme gozlenir daha sonra optimum sicaklik
agildiginda tepkime hizi azalir sicakligin her 10 °C artis1 limyasal reaksiyon
hizin1 bir kat artirirken enzimatik reaksiyon hizinida artirir. Bu artig 40 °C

kadar devam eder inkiibasyon zamanina bagli olarak bir duraklama daha
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sonrada azalma meydana gelir. Sicakligin artmasi isle enzimlerin aktiviteleri

azalmaktadir

Cizelge 4.5. Serbest Enzim Igin Sicaklik

Sicaklik (° C) 20 30 40 50 60 70

E.U. 0.076 0.093 0.108 0.096 0.084 0.076
%Aktivite 70.37 86.11 100 88.88 .77 70.37

Cizelge 4.6. Bagli Enzim Igin Sicaklik

Sicaklik (° C) 20 30 40 50 60 70
E.U. 0.36 0.438 0.693 0.439 0.389 0.377
%Aktivite 51.95 63.2 100 63.35 56.13 54.4
120 -
100 -
=-0— Armut
I 80 - kabugu
2 o
X
S
R 40 -
20 -
O T T T T T T 1
20 30 40 50 60 70
Sicakhik(°C)

Sekil 4.4. Aktif Karbon (Armut Kabugu) Ornegine Ait Serbest ve Immobilize Enzim
Uzerine Sicaklik Etkisi Grafigi

Aktif karbona baglanan enzimin aktivitelerinin sicaklikla degisimi sekil (4.4)’de
verilmistir. Serbest ve bagli enzim i¢in egri hemen hemen aynidir. Maksimum

aktivite 40 °C de gorilmektedir. Sekil (4.4) gore bagli enzimin daha kararli

oldugunu soyleyebiliriz.
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4.1.4. Aktif Karbon (Armut kabugu) Orneginden elde edilen Bagh ve
Serbest Enzimin Aktivitesi Uzerine Iyonik Siddet Etkisi

Sicaklik ve pH sabit tutulmasi, enzim- substrat derisimi arasindaki orana bagh
olarak bir tepkime hiz1 goriiliir. Bu yilizden serbest ve bagl enzim aktivitesi
tizerine iyonik siddetin etkisini belirlemek amaci ile sabit pH ve sicaklikta
0.05, 0.1, 0.25, 0.5 ve IM’lik konsantrasyonlarda sodyum fosfat reaksiyon

ortamina katilarak aktivite tayinleri belirlendi.

Cizelge 4.7. Serbest Enzim Uzerine yonik Siddetin Etkisi

Derisim (M) 0.05 0.1 0.25 05 1
E.U. 0.098 0.106 0.122 0.135 0.174
%AKtivite 52.2 60.9 70.1 775 100

Cizelge 4.8. Bagli Enzim I¢in Iyonik Siddet Etkisi

Derisim (M) 0.05 0.1 0.25 0.5 1
E.U. 0.184 0.191 0.225 0.25 0.271
%Aktivite 67.8 70.4 83.3 92.2 100
100 -
90 -
80 -
—o—Serbest
% 70 - Enzim
= =i—Bagh
4 .
< 60 - Enzim
X
50 -
40 T T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Derisim (M)

Sekil 4.5. Serbest ve Bagli Enzim Aktivitesi Uzerine Tyonik Siddetin Etkisi Grafigi

Aktif karbon iizerine baglanan enzim aktivitesine iyonik siddetin etkisi sekil

(4.5) de verilmistir. Ayni sartlarda dogal enzim i¢in elde edilen egri benzerdir.
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Fakat bagli enzimin serbest enzime gore daha yiiksek aktivite gosterdigi

belirlenmistir.

4.1.5. Bagh Enzimin (Armut Kabugu) iki Ay Boyunca Aktivite Degisim

Degerleri

Cizelge 4.9. Immobilize Enzim I¢in Iki Ay Siiresi Boyunca Aktivite Degerleri

Zaman(Gun) 1 20 40 60
E.C. 0.347 0.323 0.305 0.271
Aktivite 100 93.08 85.43 78.09
120
100 =
——
*
80 - —
2
= 60 -
)
4
< 40 -
N
20 -
O T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Operasyon siresi ( Giin)

Sekil 4.6. Immobilize Enzimin(Armut Kabugu) Iki Ay Siiresindeki Aktivite
Degisimleri Grafigi

Immobilize enzimin aktifliginin depolanma siiresinin etkisi incelemek
amaciyla 4 °C’de buzdolabinda saklandi. Belirli zaman (20 giin) araliklarda
yapilan aktivite 6l¢iimleri sonucu sekil (4.6)’da goriildiigii gibi adsorbe enzim

iki ay boyunca aktivitesini % 78.09 oraninda korudugu gézlenmistir.
4.1.6. immobilize Enzim ( Armut Kabugu) icin Lagergen Grafikleri

Aktif karbon adsorpsiyonun kinetik parametreleri belirlenerek, denge zamanina
kadar gecen surede adsorpsiyonun durumu incelenerek elde edilen veriler
grafige alinmistir. Bu grafikten Lagergren yalanci birici derece hiz denklemi
dikkate alinarak In(qe-gt) — t grafiginin egim ve kaymasindan yararlanilarak ki

ve e degerleri belirlenmistir.
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Cizelge 4.10. immobilize Enzim igin In(ge-q) — T Cizelgesi

Zaman(dk) 10 20 30 40 50
In(Qe-0p) -0.987 -1.317 -1.826 -2.538 -3.506
E.C. 0.313 0.421 0.528 0.61 0.689
t(dk)
O T T T T T 1
(l) 10 20 30 40 50 60
-0.5 A
1 - *
— -1.5 -
)
o *
o 2
S
25 - *
-3
-3.5 -

Sekil 4.7. Aktif karbon(Armut Kabugu) Orneginin Adsorpsiyonu Ile ilgili Lagergren
Yalanci Birinci Derece Hiz Denkleminin Grafigi (30 °C)

Cizelge 4.11. Aktif Karbon Igin Lagergren Yalanci Birinci Derece Hiz Denklemi ve
Kinetik Parametreler

Kullanilan kil ge( mg.gt) ka (dk?) R2 Denklem
Aktif karbon
(Armut Kabugu) 1.43 0.144 0.96 -0.0626x-0.1571

Grafikten elde edilen korelasyon degerlerinin yiiksek olmasi, adsorpsiyonun

yalanci birinci dereceden kinetik modele uydugunu sdyleyebiliriz.

4.1.7. Aktif Karbon (Armut kabugu) Ornegine Ait immobilize Enzim icin

Hesaplanan Degerler

Armut kabugundan elde edilen aktif karbon ¢ozeltilerinin adsorpsiyon ile ilgili

AG, AH ve AS gibi termodinamik parametreler belirlenmistir.

AG= -RT In Kd (1.13)
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InKd=2-22 (1.14)
R RT
AG = AH —TAS (1.6)

In Kd degerinin bulunmasi i¢in In Kd- 1/T grafigi ¢izilir.

Cizelge 4.12. Aktif Karbon (Armut kabugu) Ornegine Ait Farkli Derisimlerdeki AH,
AS, AG, R?ve Reaksiyon Denklemleri

Derisim

0,05 01 0,25 05 1
M)

Denklem -1.4549x+1,6418  -1.8268x+2.8515  -2.0287x+3.4924  -1.4109x+1.5637  -1.1441x+0.6011

R? 0.8128 0.9231 0.9925 0.8474 0.9165

AH 12.096 15.188 16.8666 11.7302 9.512

AS 13.6499 23.7074 29.0358 13.0006 4.9975
AGa3 -4260.32 -7405.23 -9017.34 -4057.45 -1554.71
AGsps -4396.82 -7642.33 -9361.05 -4187.46 -1604.16
AGas3 -4533.32 -7879.38 -9652.05 -4317.47 -1652.16
AGas3 -4669.82 -8116.45 -9942.41 -444748 -1702.06
AGsss -4806.32 -8353.52 -10232.771 -4577.48 -1751.96

Elde edilen sonuclara gore, AH’nin pozitif olmasi1 adsorpsiyonun endotermik
oldugunu gosterir. AS degerlerinin pozitif olast ise entropi degisiminin
adsorbantla adsorplanan madde arasindaki bazi yapisal degisikliklere bagli
olabilir.
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ln(kg\,/T) N

N
N

UT

2.8 2.9

3.1

3.2

*

3.3

¢ 1M y=-1.1441x + 0.6011
R?=0.9165

mO0,5 y=-1.4109x + 1.5637
R2=0.8474

M

0,25 y =-2.0287x + 3.4924
R2? =0.9965

M

X0,1 y=-1.8268x +2.8515
R?=0.9231

M

X0,05 y=-1.4549x + 1.6418
R?=0.8128

M

Sekil 4.8. Aktif Karbon (Armut Kabugu) Ornegine Ait In Kd/T — 1/T Grafigi

4.2. Kaolin Ornegine Ait Cizelge ve Grafikler

4.2.1. Kaolin Bagh Enzim icin (Km ve Vmax) Kinetik Sabit Degerlerinin

Belirlenmesi

Cizelge 4.13. immobilize (Kaolin) Enzim Igin Kn Ve Vs Sabitlerinin Belirlenmesinde
Kullanilan Substrat ve Enzim Degerleri

Substrat
miktari 0.019 0016 0.013 0.01 0.007 0.004 0.001
(mt)
E. U. 0.727 0.685 0.662 0.647 0.637 0.628 0.616
1/S 0.026 0.031 0.038 0.050 0.071 0.125 0.500
AV 0.142 0.145 0.151 0.154 0.156 0.159 0.162
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Sekil 4.9. Kaolin immobilize (Bagli) Enzim igin Vimax Ve Km Degerleri Grafigi

Sekil 4.9.’da 1/S ve 1/V degerleri bulunarak Linewear-Burk grafiklerinden K

Ve Vmax degerleri belirlendi. Lipaz enzimi i¢in Km Ve Vmax degerleri sirasi ile

Km:2.24 ve MM Vmax:7.69 pmol/dk olarak bulundu.

4.2.2. Kaolin Orneginden elde edilen Serbest ve Immobilize Enzimin

Aktivitesi Uzerine pH Etkisi

Cizelge 4.14. Serbest Enzim i¢in pH Degerleri

pH 4 5 6 7 8 9 10
E.C. 0.101 0.105 0.098 0.102 0.137  0.149 0.071
%Aktivite  67.78 70.47 65.77 68.46 91.95 100  47.65
Cizelge 4.15. immobilize (Kaolin) Enzim i¢in pH Degerleri
pH 4 5 6 7 8 9 10
E.C. 058 0.667 0.586 0.629 0.942 0.669 0.585
%Aktivite  86.7 99.25 87.6 94.02 95.96 100 87.44
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Sekil 4.10. Serbest ve Bagli enzimin(Kaolin) Aktivitesi Uzerine pH’m Etkisi Grafigi

Serbest ve bagli enzimin aktivitesi lizerine pH’ mn etkisi sekil (4.10)’da

gorilmektedir. Serbest ve bagli enzimin optimum pH’ nin 9 civarinda oldugu

belirlenmistir.

4.2.3. Kaolin Orneginden elde edilen Serbest ve Immobilize Enzimin

Aktivitesi Uzerine Sicaklik Etkisi

Cizelge 4.16. Serbest Enzim I¢in Sicaklik

0
Slcag‘k ( 20 30 40 50 60 70
EU. 0.076 0.093 0.108 0.096 0084 0076
96Aktivite  70.37 86.11 100 88.88 7777 7037
Cizelge 4.17. immobilize (Kaolin) Enzim I¢in Sicaklik
0
Slcag‘k ( 20 30 40 50 60 70
EU. 0.594 0.623 0.66 0.651 0.62 0.58
%AKtivite 90 94.4 100 98.64 9394  87.88
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Sekil 4.11. Serbest ve immobilize Enzim (Kaolin) Uzerine Sicaklik Etkisi Grafigi

Serbest ve bagli enzimin yaklasik maksimum aktivitesi 40 °C’de

goriilmektedir. Bagl enzimin daha kararli oldugunu sdyleyebiliriz.

4.2.4. Kaolin Orneginden elde edilen Bagh ve Serbest Enzimin Aktivitesi

Uzerine Iyonik Siddet Etkisi

Serbest ve bagli enzim aktivitesi {izerine iyonik siddetin etkisini belirlemek
amac1 ile sabit pH ve sicaklikta 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 ve 1M’ Ik

konsantrasyonlarda aktivite tayinleri belirlendi.

Cizelge 4.18. Serbest Enzim Uzerine Iyonik siddetin Etkisi

Derisim
0.05 0.1 0.25 0.5 1
(M)
E.U. 0.098 0.106 0.122 0.135 0.174
%AKktivite 52.2 60.9 70.1 77.5 100

Cizelge 4.19. Bagl Enzim (Kaolin) I¢in Iyonik siddet Etkisi

Derisim

0.05 0.1 0.25 0.5 1
(M)
E.C. 0.551 0.577 0.604 0.624 0.643
%Aktivite 85.69 89.98 93.93 97.04 100
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Sekil 4.12. Serbest ve Bagli (Kaolin) Enzim Aktivitesi Uzerine Iyonik Siddetin Etkisi
Grafigi

Serbest ve bagli (Kaolin) enzim aktivitesi iizerine iyonik siddetin etkisi sekil
(4.12)’de gorildigli tizere baghi enzim daha yiiksek aktivite gosterdigi

belirlenmistir.
4.2.5. Bagh Enzimin (Kaolin) iki Ay Boyunca Aktivite Degisim Degerleri

Cizelge 4.20. Immobilize Enzim igin Iki Ay Siiresi Boyunca Aktivite Degerleri

Zaman(Guin) 1 20 40 60
E.U. 0.627 0.594 0.552 0.513
%Aktivite 100 94.73 88.03 81.81
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Sekil 4.13. immobilize Enzimin(kaolin) Iki Ay Siiresindeki Aktivite Degisimleri
Grafigi

Immobilize enzimin aktifliginin depolanma siiresinin etkisi incelemek
amactyla 4 °C’de buzdolabinda saklandi. Belirli zaman (20 giin) araliklarda
yapilan aktivite olgtimleri sonucu sekil (4.13)’de goriildiigii gibi adsorbe enzim

iki ay boyunca aktivitesini % 81,81 oraninda korudugu gézlenmistir.
4.2.6. immobilize Enzim ( Kaolin) i¢cin Lagergen Grafikleri

Kaolin adsorpsiyonun kinetik parametreleri belirlenerek, denge zamanina kadar
gecen siirede adsorpsiyonun durumu incelenerek elde edilen veriler grafige
alimmustir. Bu grafikten Lagergren yalanci birici derece hiz denklemi dikkate
alinarak In(qe-Qt) — t grafiginin egim ve kaymasindan yararlanilarak ki ve Qe

degerleri belirlenmistir.

Cizelge 4.21. Immobilize (Kaolin) Enzim igin In(ge-gt) — T Cizelgesi

Zaman(dk) 10 20 30 40 50
IN(Qle-Cle) -2.01 -2.419 -2.631 -2.813 -3.729
E.U. 0.421 0.466 0.483 0.495 0.531
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t(dk)

15 25 35 45 55 65

Sekil 4.14. Kaolin Orneginin Adsorpsiyonu ile ilgili Lagergren Yalanci Birinci
Derece Hiz Denkleminin Grafigi (30 °C)

Cizelge 4.22. Kaolin I¢in Lagergren Yalanci Birinci Derece Hiz Denklemi ve Kinetik
Parametreler

Kallawlan g (mg.g) ke (dk) R? Denklem
Kaolin 37.2 0.088 0.9012 10.0383x-1.5708

Grafikten elde edilen korelasyon degerlerinin yiiksek olmasi, adsorpsiyonun

yalanci birinci dereceden kinetik modele uydugunu sdyleyebiliriz.
4.2.7. Kaolin Ornegine Ait immobilize Enzim icin Hesaplanan Degerler

Kaolinden elde edilen ¢ozeltilerinin adsorpsiyon ile ilgili AG, AH ve AS gibi
termodinamik  parametreler belirlenmistir.  Farkli  sicaklik ve farkh
derisimlerden hazirlanan sodyum fosfat tamponunu reaksiyon ortamina ilave
ederek aktiviteleri belirlendi. In Kd- 1/T grafigi cizilerek AG, AH ve AS

degerleri bulunmustur.
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Cizelge 4.23. Kaolin Ornegine Ait Farkli Derisimlerdeki AH, AS, AG, R? ve
Reaksiyon Denklemleri

Derisim
0.05 0.1 0.25 0.5 1
M)
Denklem  -5.8276x+10.293 -6.8829x+13.91 -4.6078x+7.4936 -3.1911+3.7131 -2,8077x+2,7744
R? 0.9537 0.9723 0.9855 0.9934 0.947
AH 48.4506 57.2244 38.3092 26.5308 23.3432
AS 85.576 115.6477 62.3017 30.8707 23.0664
AGai3 -26736.84 -36140.5 -19462.12 -9635.99 -7196.44
AGaps -27592.6 -37296.98 -20085.14 -9944.7 -7427.1
AGaa3 -28448.36 -38453.46 -20708.16 -10253.41 -7657.77
AGag3 29304.12 -39609.99 -21331.17 -10562.12 -7888.43
AGas3 -30159.88 -40766.41 -21954.19 -10870.83 -8119.09
UT
O T T T T T 1
2|7 2.8 2.9 3 3.1 3.2 3.3
1 -
* 1My = 2,8077x + 2,7744
5 R? = 0,047
_3 .
W05y = -3,1911x + 3,7131
4 M R2=0,9934
~
_5 .
5 0,25 = -4,6078x + 7,4936
< M R2=0,9855
-6 -
c
_7 .
X0,1 y=-68820x + 13,91
. M R? = 0,9723
X
9] X 0,05 = -5,8276x + 10,293
M Re=0,9537
_10 a

Sekil 4.15. Kaolin Ornegine Ait In Kd/T — 1/T Grafigi
4.3. Akasya Yaprag Ornegine Ait Cizelge ve Grafikler

4.3.1. Akasya Yaprag Bagh Enzim i¢in (Km ve Vmax) Kinetik Sabit

Degerlerinin Belirlenmesi

Cizelge 4.24. immobilize (Akasya Yapragl)) Enzim Igin Km ve Vma Sabitlerinin
Belirlenmesinde Kullanilan Substrat ve Enzim Degerleri
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Substrat
miktarn  0.019 0.016 0.013 0.01 0.007 0.004 0.001

(ml)

E.U. 0.371 0.335 0.326 0.313 0299  0.288 0.284
1/S 0.0855 0.087 0.0885 0.09 0.0915 0.093 0.0945
Y 3.71 3.35 3.26 3.13 2.99 2.88 2.84

1/V(mmol-* min)

0.24
0.22 -

02
I T T U.Z T T T 1

-0.14 -0.09 -0.04 0.01 0.06 0.11 0.16
1/S(mM-Y)

Sekil 4.16. immobilize (Akasya yapragi1) Enzim I¢in Vimax Ve Km Degerleri Grafigi

Sekil 4.16.de 1/S ve 1/V degerleri bulunarak Linewear-Burk grafiklerinden
Km ve Vmax degerleri belirlendi. Lipaz enzimi i¢in Km V& Vmax degerleri sirasi

ile Km:2.21mM ve Vmax:3.58 olarak bulundu.

4.3.2. Akasya Yaprag Orneginden Elde Edilen Serbest ve immobilize
Enzimin Aktivitesi Uzerine pH EtKisi

Cizelge 4.25. Serbest Enzim i¢in pH Degerleri

pH 4 5 6 7 8 9 10
E.U. 0101 0105  0.098 0.102 0137 0.149 0.071
%Aktivite  67.78 7047  65.77 68.46 91.95 100 47.65

Cizelge 4.26. immobilize (Akasya yapragi) Enzim i¢in pH Degerleri

pH 4 5 6 7 8 9 10

E.CU. 0.235 0.265 0.257 0.26 0.302 0.341 0.282
%Aktivite  68.91 77.71 75.36 76.25 88.56 100 827
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Sekil 4.17. Serbest ve Bagli (Akasya Yapragi) enzimin Aktivitesi Uzerine pH’in

Etkisi Grafigi

Serbest ve bagli enzimin aktivitesi lizerine pH’ 1n etkisi sekil (4.17)’de

goriilmektedir. Serbest ve bagl enzimin optimum pH’ nin 9 civarinda oldugu

belirlenmistir.

4.3.3. Akasya Yaprag Orneginden elde edilen Serbest ve immobilize

Enzimin Aktivitesi Uzerine Sicaklik EtKisi

Cizelge 4.27. Serbest Enzim i¢in Sicaklik

Sicaklik

€0 20 30 40 50 60 70
E.C. 0.076 0.093 0.108 0.096 0.084 0.076
%Aktivite  70.37 86.11 100 88.88 77.77 70.37
Cizelge 4.28. Immobilize (Akasya yapragi) Enzim I¢in Sicaklik
Sicaklik
°C) 20 30 40 50 60 70
E.U. 0.297 0.306 0.386 0.343 0.335 0.323
%Aktivite  76.94 79.27 100 88.86 86.79 83.68
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Sekil 4.18. Akasya Yapragi Ornegine Ait Serbest ve immobilize Enzim Uzerine
Sicaklik Etkisi Grafigi

Serbest ve bagh (Akasya) enzim 40 ° C’ de maksimum aktivite gosterdigi

belirlenmistir.

4.3.4. Akasya Yaprag Orneginden Elde Edilen Bagh ve Serbest Enzimin
Aktivitesi Uzerine Tyonik Siddet Etkisi

Serbest ve bagli enzim aktivitesi {izerine iyonik siddetin etkisini belirlemek
amacit ile sabit pH ve sicaklikta 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 ve IM’ Ik
konsantrasyonlarda sodyum fosfat reaksiyon ortamina katilarak aktivite

tayinleri belirlendi.

Cizelge 4.29. Serbest Enzim Uzerine Iyonik Siddetin Etkisi

Derisim
0.05 0.1 0.25 0.5 1
(M)
E.U. 0.098 0.106 0.122 0.135 0.174
%AKktivite 52.2 60.9 70.1 77.5 100

Cizelge 4.30. Bagli Enzim (Akasya) igin Iyonik Siddet Etkisi

Derisim
0.05 0.1 0.25 0.5 1
(M)
E.U. 0.203 0.244 0.277 0.289 0.292
Aktivite 69.52 83.56 94.86 98.97 100
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Sekil 4.19. Serbest ve Bagli (Akasya) Enzim Aktivitesi Uzerine Iyonik Siddetin
Etkisi Grafigi

Serbest ve bagli (Akasya Yapragi) enzim aktivitesi lizerine iyonik siddetin

etkisi sekil (4.19)’da gorildigi lizere goriildigii tizere bagli enzim daha

yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir.

4.3.5. Bagh Enzimin (Akasya Yapragi) Iki Ay Boyunca Aktivite Degisim
Degerleri

Cizelge 4.31. Immobilize Enzim i¢in Iki Ay Siiresi Boyunca Aktivite Degerleri

Zaman(Gun) 1 20 40 60
E.U. 0.289 0.261 0.243 0.213
%Aktivite 100 90.31 84.08 73.70
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Sekil 4.20. Immobilize Enzimin(Akasya) iki Ay Siiresindeki Aktivite Degisimleri
Grafigi

Immobilize enzimin aktifliginin depolanma siiresinin etkisi incelemek
amactyla 4 °C’de buzdolabinda saklandi. Belirli zaman (20 giin) araliklarda
yapilan aktivite 6lgtimleri sonucu sekil (4.20)’de goriildiigii gibi adsorbe enzim

iki ay boyunca aktivitesini % 73.7 oraninda korudugu gozlenmistir
4.3.6. immobilize Enzim (Akasya Yaprag) icin Lagergen Grafikleri

Akasya Yapragi adsorpsiyonun Kkinetik parametreleri belirlenerek, denge
zamanina kadar gecen siirede adsorpsiyonun durumu incelenerek elde edilen
veriler grafige alinmustir. Bu grafikten Lagergren yalanci birici derece hiz
denklemi dikkate alinarak In(qe-qt) — t grafiginin egim ve kaymasindan

yararlanilarak ki ve ge degerleri belirlenmistir.

Cizelge 4.32. Immobilize (Akasya Yapragi1) Enzim icin In(ge-gt) — T Cizelgesi

Zaman(dk) 10 20 30 40 50
In(Qe-q)  -1.715 -1.838  -1.9105 -2.733 -3.506
E.U. 0.267 0.288 0.299 0.382 0.417

51



t(dk)

10 20 30 40 50 60 70

In(qe'qt)

Sekil 4.21. Akasya Yapragi Orneginin Adsorpsiyonu ile lgili Lagergren Yalanci
Birinci Derece Hiz Denkleminin Grafigi (30 ° C)

Cizelge 4.33. Akasya Yapragi i¢in Lagergren Yalanci Birinci Derece Hiz Denklemi
ve Kinetik Parametreler

Kullamlan kil ge( mg.g?) ki (dk?) R? Denklem

(Akasya Yapragi) 9.94 0.103 0.8563  -0.0448x-0.9975

Grafikten elde edilen korelasyon degerlerinin yiiksek olmasi, adsorpsiyonun

yalanci birinci dereceden kinetik modele uydugunu sdyleyebiliriz.

4.3.7. Akasya Yaprag Ornegine Ait immobilize Enzim icin Hesaplanan

Degerler

Akasya yapragindan hazirlanan ¢ozeltinin adsorpsiyon ile ilgili AG, AH ve AS
gibi termodinamik parametreler belirlenmistir. Farkli sicaklik ve farkl
derisimlerden hazirlanan sodyum fosfat tamponunu reaksiyon ortamina ilave
ederek aktiviteleri belirlendi. In Kd- 1/T grafigi cizilerek AG, AH ve AS

degerleri bulunmustur.
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Cizelge 4.34. Akasya Yapraginin Farkli Derisimlerdeki

Reaksiyon Denklemleri

AH, AS, AG, R? ve

Derigim
M) 0.05 0,1 0,25 0,5 1
Denklem -1.2556x-0.238 -1.0892x-0.9319 -0.6651x-1.9766 -1.0552x-0.7442 -0.7258x-1.7257
R? 0.9447 0.9147 0.9638 0.9877 0.9584
AH 10.439 9.0556 5.5296 8.7729 6.0343
AS -1.9783 -7.7478 -16.5997 -6.1873 -14.3475
AGai3 629.65 2434.12 5201.23 19454 4496.8
AGap3 649.43 2511.59 5367.23 2007.33 4640.28
AGsss 669.21 2589.06 5533.23 2069.14 4783.75
AGass 688.99 2666.55 5699.23 2131.02 4927.23
AGas3 708.77 2744.02 5865.23 2192.89 5070.7
T
_3-6 T T T T T 1
2.8 2.9 3 3.1 3.2 3.3
-3.7 -
-3.8 @ 1My = -0,7258x - 1,7257
R2=0,9584
-3.9 -
—~ WO0,5y = -1,0552x - 0,7442
=4 e M R2=0,9877
2
E;4-1 y 0,29 = -0,6651x - 1,9766
2 —
=45 ] M R2=0,9638
4.3 - X 0,1y =-1,0892x - 0,9319
M R2=0,9147
-4.4 -
% 0,05y = -1,2556x - 0,238
4.5 - M R2 = 0,9447

Sekil 4.22. Akasya Yapragi Ornegine Ait In Kd/T — 1/T Grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, lipaz enzimi (E.U. 5-15 units/mg. Protein) armut kabugundan
elde edilen aktif karbon, kaolin ve akasya yapragi iizerine adsorbe edilerek
adsorpsiyon sartlar1 ve kinetik ¢zellikleri U.V. spektrofotometresi yardimiyla

arastirilmastir.

Vmax reaksiyon hizi ve Km Micheals Menten sabiti Lineweaver- Burk graginden
faydalanilarak belirlendi. Vmax Ve Km degerlerinin belirlemek i¢in farkl
substrat miktarlar1 kullanarak 6l¢iim sonucunda serbest enzim ve elde edilen
immobilize enzimlerin grafiklerinden (Sekil:4.1, 2, 9 ve 16) Km Ve Vmax
degerleri hesaplandi. Hesaplanan degerler serbest enzim i¢in Km: 2.23 mM -
Vmax:2.50 pmol/dk, Armut kabugu i¢in Km: 2.18mM- Vmax: 4.71 pmol/dk,
Kaolin icin Kn:i2.24 mM -Vma:7.69 pmol/dk, Akasya Yapragi igin
Km:2,21mM -Vmax:3,58umol/dk olarak tespit edilmistir. Buna gore serbest

enzim ve adsorplanan enzimler igin Km ve Vmax degerleri birbirine yakindir.

Tutar, (2009), candida rugosa lipaz enziminin sporopollenin (zerine
adsorbsiyonu ve Kkarakterizasyonu c¢alismasinda, Km degerindeki artig
immobilize enzimin substrata olan ilgisinin az oldugunu gésterir. Immobilize
lipazin K degeri (1.52 mM) serbest lipazin Km degerinden  (0.44 mM) daha
yiksek bulmustur. Immobilize lipazin Vmax degeri 29.0 U/mg-protein serbest

lipazin Vmax degeri ise 115.0 (U/mg-protein) olarak hesaplamustir.

Karaca, (2006), Homicola lanuginosa lipazinin poli(N,N-dimetilakrilamit-ko-
akrilamit) destegine immobilize edildigi bir ¢aligmada ise serbest lipaz icin Km
degeri 3.58 MM ve Vmax degeri 10.72 mM.dak-1, immobilize lipaz i¢in Kn
degeri 7.36 MM Ve Vmax degeri 7.13 mM.dak-1 olarak bulmustur. Ye ve ark.,
(2007) Candida Rugosa lipazinin kitosanla modifiye edilmis membran
ylzeyine immobilize edildigi bir ¢alismada, serbest lipaz igcin Km degeri 0.45
MM ve Vmax degeri 46,4 U/mg-protein, immobilize lipaz igin Ky degeri 1.43
MM ve Vmax degeri 21.2 U/mg-protein olarak bulmuslardir.

Palmieri ve ark. (1994), Immobilizasyon ydnteminin enzimin yapisinda
meydana getirdigi yapisal degisiklikten yada immobilize enzimin aktif

bolgelerine subtratin yeterli diizeyde ulasamamasindan Kmn degerinde
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farkliliklar g6zlenebilir. Immobilizasyondan sonra lipazin Km degerindeki artisi
gosteren benzer bir ¢alisma literatiirde mevcuttur. Buna gore, lipaz enzimi

immobilizasyonu ile enzimin yapisinin ¢ok fazla degismedigi sonucu ¢ikarilir.

Elde edilen immobilize enzimlere (Armut Kabugu, Kaolin ve Akasya Yapragi)
en ylksek aktivite gosteren pH’ sin1 belirlemek icin farkli pH’larda
(4,5,6,7,8,9,10) sodyum fosfat tamponu ile muamele edilerek aktiviteleri
Olculdi. Elde edilen sonuclar % aktivite olarak hesaplanadi ve grafikler
sirastyla (Sekil: 4.3, 10 ve 17) cizilerek optimum pH’lar1 serbest enzim ve

immobilize enzim i¢in yaklasik 9.0 civarinda oldugu belirlendi.

Shaw ve ark., (1990) lipaz enzimin alt1 degisik kat1 destege (polivinil klorir ,
kitosan, Kitin, agaroz, sefaroz ve trisakril) immobilize etmisler ve
immobilizasyondan sonra optimum pH’nin 7.5’dan 8.5’a yiikseldigini

bulmuslardir.

Tutar, (2009), yaptig1 ayni1 ¢aligmada serbet lipaz i¢in optimum pH degeri 7.0
olarak bulunmustur. Sporopollenin kullanilarak immobilize edilen enzim i¢in

ise optimum pH 6.0-7.0 olarak saptamustir.

Koolman ve Roehm (2005), enzimlerin maksimum reaksiyon hizina ulastiklari
pH degerine optimum pH olarak adlandirilir. Optimum pH’nin altinda ve
ustiindeki pH’larda enzim veya substratta mevcut fonksiyonel gruplarin
yapilarinda degismeler olusur ve reaksiyon hizi da degisime ugrar. Margesin ve
ark., (2002), Litaratirde de topraktaki lipaz aktivitelerini belirlemek icin
kullanilan kolonometrik yontemle lipazlarin optimum aktivitelerinin pH (7.5-

9.0) arasinda degistigini gozlemlediler.

Enzimlerle katalizlen reaksiyonun hizlari sicaklikla artma gozlenir ancak
enzimlerin protein yapida olmalarindan dolayr sicakligin daha fazla artmasi
yapisinda bozulmaya ve aktivitelerinde azalmaya hatta durmaya yol
acmaktadir. Yaptigimiz ¢alismada serbest ve bagli enzimlerin (Armut Kabugu,
Kaolin ve Akasya Yaprag) iizerine sicakligin etkisini incelemek i¢in enzimleri
farkli sicakliklarda (20-70°C) calisildi. Immobilize enzimlerin  bagil

aktivitelerinin  dogal enzime gore yiikksek oldugu  gdzlenmistir.
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Immobilizasyondan sonra enzimin {i¢ boyutlu daha stabil hale gelmistir

(Sekil:4.4, 11 ve 18).

Dovile ve ark., (2008), Enterobacter ve Aerogenesin immobilizasyon icin
optimum reaksiyon sicakligini serbest enzim i¢in 35 °C iken immobilize enzim

i¢in 40 °C bulunmustur.

Gillies ve ark. (1987), immobilize lipaz tarafindan kokulu esterlerin Gretimi
calismasinda Immobilize enzim igin optimum sicakhigin 20°C ile 30°C
arasinda oldugunu ve daha yiiksek sicakliklarda enzimin aktivitesinin diistiigii
goriilmiistiir. (Shaw ve ark.,, 1990), calismalarinin immobilize enzime
sicakligini etkisi incelenmesi asamasinda immobilizasyondan sonra optimum

sicakligini 35°C*“den 45-55°C’ye yiikseldigini bulmuslardir.

Serbest ve immobilize enzimlerin iyonik siddet etkisini belirlemek igin sabit
pH’da ve sabit sicaklikta farkli konsantrasyonlarda aktivite tayinleri yapildi ve
grafikleri (Sekil:4.5, 12 ve 19) verildi. Bagli enzimlerin serbest enzime gore
daha yiiksek aktivite gosterdigi belirlendi ve maksimum aktivite igin 1M
oldugu tespit edildi. Serbest enzimler i¢inde yaklasik ayni sonuglar elde
edilmistir. Mustafaev, (1987), iyonik siddet, enzimin aktivitesi lizerine etki

eden 6nemli parametrelerden birisidir.

Aktif komiir, kaolin ve akasya lizerine lipaz enzimin sabit sicaklik (30°C) ve
sabit pH’da (pH:7.25) inkiibasyon siiresi arastirildi. 60 dakikay1 asan karigtirma
sliresinin enzim adsorpsiyouna Onemli etkisi olmadigi belirlenmistir.
Endiistriyel tiretimde kullanilacak bagl enzim (Aktif komiir) iki ay boyunca
aktivitesini % 78.09 olarak korumaktadir. Ayni sekilde agli enzim (Kaolin)
aktivitesini % 81.81 oraninda ve adsorbe- enzim (Akasya yapradi) ise

aktivitesini % 73.7 ‘ni korudugu tespit edilmistir.

Akalin, (2011), Jelatin hidrojellerinin sentezlenmesi, sisme/bozunma davraniglarinin
incelenmesi ve uygun immobilize lipaz—jelatin hidrojel sisteminin olusturulmasi
calismasinda Immobilize lipazn 10 kez kullanimi sonunda baslangic
aktivitesinin %68’ini korudugu saptandi. 4°C’de depolamada 48. giinde serbest
lipazin baglangic aktivitesinin %32’sini, immobilize lipazin ise baslangi¢

aktivitesinin %92’ini korudugu belirlenmistir.
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Huang ve ark., (2007), lipaz immobilizasyonu i¢in kararli chitosan nanofibroz
membranin hazirlanmasi ve karakterizasyonu c¢alismasinda, 4°C’de saklanan
immobilize lipazin 30 giin sonunda baslangi¢ aktivitesinin % 56’sin1 korudugu,
serbest lipazin ise baslangi¢ aktivitesinin tamamini kaybettigi belirlenmistir.
Chiou ve ark., (2004) Candida Rugosa lipazinin kitosan iizerine hidroksil
gruplarinin aktivasyonu ile immobilize edildigi diger bir ¢alismada ise 30 gln
sonunda immobilize lipaz aktivitesinin % 54’inii korudugu, serbest lipaz

enzimi ise aktivitesinin tamamini kaybettigi bulunmustur.

Armut kabugu (aktif karbon), kaolin ve akasya yapraginin adsorpsiyonun
kinetik parametreleri belirlenerek, denge zamanina kadar gegen siirede
adsorpsiyonun durumu incelenerek elde edilen degerlerden In(qe-Q)
sonuclarina hesaplandi. Lagergren yalanci birici derece hiz denklemi dikkate
alinarak In(qe-Qt) — t grafiklerinden (Sekil:4.7, 14 ve 21) egim ve kaymasindan
yararlanilarak ki ve ge degerleri belirlenmistir. Armut Kabugu i¢in ge: 1.43, Ku:
0.144 ve R? 0.96, Kaolin icin ge: 37.2, ki: 0.088 ve R% 0.9012 ve Akasya
Yaprag! igin qe: 9.94, k1:0.103 ve R? 0.8563 degerleri bulunmustur. Aktif
karbon ve Kaolin icin korelasyon degerlerinin yiiksek olmasi, adsorpsiyonun
yalanci birinci dereceden kinetik modele uydugu, Akasya yaprag: icin ise R?

degerinin diisiik olmas1 nedeniyle bu modele uymadigini séyleyebiliriz.

Armut kabugundan elde edilen aktif karbon, kaolin ve akasya yapraginda
hazirlan ¢6zeltilerinin adsorpsiyon ile ilgili AG, AH ve AS gibi termodinamik
parametreler belirlenmesi icin farkli konstrasyon ve farkl sicakliklarda yapilan
aktivite tayini yapilarak In(kd/T) ve 1/T degerleri hesaplanarak grafikleri
(Sekil:4.8, 15, 22) ¢izildi. Grafiklerdeki sonuglara gére AG, AH ve AS gibi

termodinamik parametreleri hesaplandi.

Termodinamik sabitler AG, AH ve AS degerleri (Cizelge:4.12, 23, 34)
verilmistir. Her ii¢ bagh enzim icin AH degerleri pozitif bulunmustur. , AH’
nin pozitif olmasi sorbent {izerindeki adsorpsiyonun endotermik oldugunu

gosterir.

AS degerlerinin aktif karbon ve kaolin i¢in pozitif akasya yapragi i¢in ise

negatif degerler elde edilmistir. Ayni sekilde AG’ ninde aktif karbon ve kaolin
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negatif, akasya yapragi icin ise pozitif degerler bulunmustur. Gibbs serbest
enerjisi degerlerinin negatif olmasi adsorpsiyonun kendiliginden yiiriidiigiint
gostermektedir. AS’ nin pozitif deger olmasi ise entropi degisimlerinin
adsorbantla adsorplanan madde arasindaki bazi yapisal degisikliklere bagli
olabilir.

Ackacha, (2012), Bir kat1 yiizeyde adsorplanan atom, iyon veya molekiiller
hareketlerinde bir azalma olur ve entropileri (AS) diiser. Cozelti ortaminda
adsorpsiyon durumlarinda entropi degisim bazen pozitif olabilmektedir. Sabit
sicaklik ve basingta adsorpsiyon genellikle kendiliginden gerceklestigi igin
adsorpsiyon esnasindaki serbest entalpi degisimi veya Gibbs serbest enerjisi
(AG) negatif isaretli olur yadav ve ark., (1991). Gibbs serbest enerjisi (AG)‘nin

negatif olmasi1 adsorpsiyonun kendiliginden yiiriidiiglinii gostermektedir

Sonug olarak, aktif karbon, kaolin ve akasya yapraginin immobilizasyon igin
adsorban madde olarak kullanilacagi goriilmiistiir. Bagli enzimin aktivitesi ve
stabil ozellikleri segilen adsorbanlar ve kullanilan yontemin avatajli oldugu,

enzimin endiistride tekrar kullanilabilirlik 6zellikte oldugunu séyleyebiliriz.
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