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OZET

Bu tez ¢alismasinda, bitkisel yaglarin (aygigek, soya ve kanola) enzimatik
yolla hidrolizi i¢in bir metod gelistirildi. Calismada enzim immobilizasyonu ve
hidroliz reaksiyonu optimizasyonlar1 gerceklestirildi. Thermomyces lanuginosa lipaz
immobead 150-A iizerine kovalent olarak % 100 immobilizasyon ve aktivite
verimleriyle immobilize edildi ve bitkisel yaglarin hidrolizinde basariyla kullanildi.
Immobilizasyon optimizasyon ¢alismalarinda degisik faktdrlerin [matriks miktari,
pH, tampon ¢ozelti konsantrasyonu ve immobilizasyon siiresi] etkileri galisildi.
Hidroliz reaksiyonu optimizasyonunda ise tampon ¢ozelti miktari tampon ¢ozelti
konsantrasyonu ve pH, sicaklik, tuz ve organik ¢oziicii etkileri ¢alisildi. Hidroliz
reaksiyonlarinda aygicek, kanola ve soya yaglari kullanildi. Detayli ¢aligmalarda
yalnizca ay¢igek yagi kullanildi.

Serbest enzimin optimum pH’s1 6.0 ve sicakligi 50°C iken immobilize
enzimin optimum pH ve sicaklig1 sirast ile 7.0 ve 55°C olarak bulundu. Immobilize
ve serbest enzim ile gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlarinda, ortama % 5.0 t-amil
alkol ilave edildiginde sirasiyla % 6.5 ve % 8.0 artig gozlendi. Enzimatik hidroliz
reaksiyonlarina, tuzlarm (NaCl,MgCl,,CacCl,) etkileri olmadigi bulundu. immobilize
enzimin yag hidrolizinde tekrarli kullanilabilirligi ve depolama kararlilig1 arastirilda.
Immobilize enzimin 30 kez tekrarli kullanim deneyleri sonunda aktivitesinin % 69.5,
60 giin gerceklestirilen saklama kararliligi deneylerinde ise aktivitesinin % 89.7 sini
korudugu bulundu. Hidroliz deneylerinde yagin biiyiik bir kisminin (% 74.0) hidroliz
edilebilecegi gosterildi. Tez calismasinda elde edilen bu sonuglar, immobilize
enzimin yag hidroliz reaksiyonlarinda basarili bir sekilde kullanim potansiyelinin
olabilecegini gostermektedir. Elde edilen hidroliz iirlinleri degisik alanlarda (gida,
kozmetik, tip) kullanilabilir. Bu calismada, magnetize edilen tampon ¢dozeltinin
enzim hidroliz reaksiyonlarina etkisi de incelendi ve aktiviteyi % 8.2 artirdigi

bulundu.

Anahtar Kelimeler: Immobead 150-A, immobilizasyon, enzimatik hidroliz,

Thermomyces lanuginosa lipaz.



SUMMARY

In this thesis work, a method was developed for the enzymatic hydrolysis of
vegetable oils (sunflower, soyabean, canola). In the work, immobilization of the
enzyme and enzymatic hydrolysis of the vegetable oils were optimized.
Thermomyces lanuginosa lipase, immobilized covalently onto immobead 150-A with
100% immobilization and activity yields, was used successfully in the hydrolysis of
vegetable oils. In optimization of enzyme immobilization studies, effects of different
parameters [matrix quantity, pH, buffer solution concentration and immobilization
duration] were analyzed. In hydrolysis optimization, effects of pH, buffer
concentration, buffer quantity, temperature, organic solvents, and various salts were
studied. Detailed hydrolysis reactions were carried out using only sunflower oil
although enzymatic hydrolyses of canola, and soybean oils were also studied.

Optimum pH and temperature of soluble lipase were found to be 6.0 and 50°C,
respectively. Immobilization has changed the optimum pH and temperature of the
enzyme and they were determined as 7.0 and 55°C, respectively. Addition of 5.0 %
t-amyl alcohol into the hydrolysis reaction medium resulted in 8.0 and 6.5 %
increases using soluble and immobilized enzymes, respectively. It was found that
different salts (NaCl,MgCl:,CaClz) had no effects onto the enzymatic hydrolysis
reactions. Reusability and storage stability of immobilized enzyme were studied and
found that the immobilized enzyme retained 69.5 % and 89.7 % of its initial activity
in 30 repeated use and 60 days at storage at 4°C, respectively. The results shows that
immobilized enzyme could have a potential to be used in oil hydrolysis. The
hydrolysis products could be used in such different fields as food, cosmetics and,
medical. In addition, it was found that enzymatic hydrolysis reactions could be

increased by 8.2 % by using magnetized buffer solution.

Key Words: Immobead 150-A, immobilization, enzymatic hydrolysis,

Thermomyces lanuginosa lipase.
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Simgeler ve  Aciklamalar

Kisaltmalar

A :Angstrom

°C . Santigrat derece

Ca(AC), : Kalsiyum asetat

CaCl, : Kalsiyum kloriir

G : Gram

18] . Uluslararasi enzim birimi
KG . Kilogauss

KOH . Potasyum hidroksit

Km . Enzimin substrata olan ilgisi
M : Molarite

MqgCl, : Magnezyum klorid

Mg . Miligram

mM : Milimolar

uL : Mikrolitre

NaCl, : Sodyum kloriir

NaOH : Sodyum hidroksit

pH : -log[H"]

Rpm . Bir dakikadaki devir sayisi
NaBH, . Sodyumborhidriir

T : Torr

Trp Triptofan

W . Kiitle

\/ : Hacim

Vmax : Maksimum reaksiyon hiz1
ALA :Alfa-linolenik asit

AS . Asit Sayisi

BSA : Bovin serum albiimin
CTAB . Setiltrimetilamonyumbromid
DGLA . Di-homo-gamma-linolenik asit
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DMSO
LA
MUFA
PUFA
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Dimetilsiilfoksit

Linolenik asit

Tekli doymamis yag asidi
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Serbest yag asidi
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1. GIRIS

Yag asitleri ilag, boya, gida ve kozmetik gibi endiistriyel alanlarda yaygin
olarak kullanilir. Endiistriyel uygulamalarda kullanimi olan yag asitleri yaglarin
hidrolizi reaksiyonu sonucu elde edilir [1], [2]. Yag asitlerinin {iretimi katalizorsiiz
veya katalizorlii ortamda gerceklestirilebilmektedir. Katalizorsiiz yag asidi iiretimi
icin yiiksek sicaklik ve basing gerekmektedir. Kimyasal katalizorlerle (stilfirik asit,
nikel, bakir, ¢inko vb.) gergeklestirilen hidroliz reaksiyonu daha diisiik sicaklikta ve
atmosfer basincinda yapilabilir. Ancak bazi yan iriinler olusabilmektedir. Enzimatik
katalizorlerle (lipazlarin immobilize formu) yapilan hidroliz reaksiyonlarinda yag

asidi daha diisiik sicakliklarda yan triinler olusmadan elde edilebilmektedir [3], [4].

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Bu tez ¢alismasinda, immobilize edilen Thermomyces lanuginosa lipazi (TLL)
ile omega-3 ve omega-6 agisindan zengin degisik bitkisel yaglar (Aygigek, soya ve
kanola yagi) kullanilarak hidroliz reaksiyonu yapilmasi amaglanmaktadir.
Endiistride kimyasal katalizor kullanimi ile gergeklestirilen yag asidi liretimi, yiiksek
basing ve yiiksek sicaklik altinda hidroliz reaksiyonu ile gergeklestirilmektedir.
Ancak reaksiyonun gergeklesmesi igin gereken yiiksek basing ve sicaklik ekstra
maliyet gerektirmekte ve tehlikeli olabilmektedir. Bu tez calismasinda, degisik
bitkisel yaglarin hidroliz reaksiyonunun enzimatik yolla diisiik basing ve diisiik
sicaklikta gergeklestirilmesi i¢in bir metod gelistirilmistir. Bitkisel yaglarin kimyasal
metotlarla gergeklestirildigi yontemlere alternatif olabilecek tez galismasi ile maliyeti
azaltmak ve verimliligi arttirmak amag¢ edinilmistir. Bu amagla immobead 150-A
tizerine TLL'nin kovalent olarak baglanmasi ve farkli tipteki yaglarla hidroliz
reaksiyonu gergeklestirip optimum hidroliz reaksiyonu sartlarinin belirlenmesi
caligmalar gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada, enzim immobilizasyon optimizasyonu,
immobilize ve serbest enzimin hidroliz reaksiyonu optimizasyonlar1 belirlenerek

literatiirdeki benzer galismalarin sonuglariyla karsilagtirilmistir.



2. KONU ILE ILGILI CALISMALAR

2.1. Yaglar

Yaglar, viicutta enerji kaynagi olarak kullanilir ve hiicre membranlarinin
yapisinda bulunur ve eikosonoid sentezinde giris maddesi olarak rol almaktadir .

Yaglar, yag asitleri ve gliserolden olusmaktadir. Fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri yagin yapisindaki karbon sayist ve doymusluk derecesi ile
belirlenmektedir. Yag asitleri, katt ve sivi yaglarda ester formunda, plazmada ise
esterlesmemis yapidadir.. Saf bir yagin agirhiginin % 95°1 trigliseritten meydana
gelirken, % 5’lik kisminda mono ve digliseritler, serbest yag asitleri, fosfatidler,

steroller, yagda ¢oziinen vitaminler ve diger maddeler bulunur.
2.1.1. Yaglarin Reaksiyonlari

2.1.1.1. Transesterifikasyon

Transesterifikasyon, bir esterin R” grubunun bir alkoliin R’ grubuyla yer
degistirmesi olarak tanimlanmaktadir [5].

Transesterifikasyon  katalizor ~ varhiginda  gerceklestirilen  bir  denge
reaksiyonudur. Reaksiyonda fazla miktarda alkol kullanimi verimi arttirirken,
gliserolun olusmasma neden olur [6]. Bitkisel yaglarin transesterifikasyon
reaksiyonu, trigliseridin alkol varliginda katalizor olarak asit ya da baz kullanimu ile
gerceklestirilir. Reaksiyon sonucunda Sekil 2.1°de goriildiigii gibi yag asidi metil
esteri ve gliserol olusur. Proseslerde geri doniisiimlii reaksiyonlarin siirekli meydana
gelmesi halinde yan iriin olarak monogliseridler meydana gelmektedir [7].
Reaksiyonun yiiksek verimde gerceklestirilebilmesi i¢in yag/alkol orani 1/3 mol
seklinde olmalidir. Sicaklik, alkol/yag orani, ortamda su bulunmasi, kullanilan
triinlerin safligl, yagin igerdigi serbest yag asidi miktar1 ve katalizoriin tiiri

transesterifikasyon reaksiyonunun verimini etki etmektedir [8].
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H,C—O—C—R, R_i_ORl H,C—OH
‘ |C|) Katalizor o +

HC—O—C—R, | 3 ROH R-C-OR, HC—OH

o +

I o)
H,C—O—C—R3 R-C-OR; H,C—OH
Triagilgliserol Alkol Alkil ester Gliserol

Sekil 2.1: Yaglarin transesterifikasyonu.
2.1.1.1.1. Asit katalizli Transesterifikasyon

Karboksilik asitler, Sekil 2.2°deki gibi alkollii ortamda uygun katalizor(asit)
kullanim ile alkollerle esterlestirilebilir. Asit katalizor kullanimi ile gerceklestirilen
en bilinen transesterifikasyon reaksiyonunda yag ornekleri, metanolik hidrojen
Klorid(%5°1ik) varliginda en az 100 kat fazla reaksiyon ¢ozeltisi i¢erisinde ¢oziilmeli
ve ardindan reaksiyon iki saat distile edilmeli ya da gece boyunca 50°C’de
tutulmahdir. Serbest yag asitlerinin transesterifikasyon reaksiyonlar1 100°C’de 30
dakika tutulmasi ile gergeklestirilmelidir.

Yagin ihtiva ettigi  serbest

yag  asitleri

gergeklestirdiginden dolayi transesterifikasyon reaksiyonunun verimini disiiriir. Asit

sabulasma  reaksiyonu

katalizor kullanimi ile bu yag asitleri indirgenebilmektedir. Ancak reaksiyon, bir
giinden fazla stirebilmektedir [9].
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Sekil 2.2: Bitkisel yaglarin asit katalizli transesterifikasyonu.



2.1.1.1.2. Baz katalizli transesterifikasyon

En ¢ok kullanilan bazik katalizorler sodyum ya da potasyum hidroksittir [9].
Biyodizel tiretiminde etil esterler i¢in potasyum hidroksit daha kullanigliyken, metil
esterler i¢in her ikiside kullanilabilmektedir. Bazik katalizér kullaniminin avantaji
reaksiyonun diisiik sicaklik (303-308 K) ve basingta (0.1 MPa) gergeklesip, asit

katalizli reaksiyona gore daha hizli gergeklesmesidir.
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Sekil 2.3: Yaglarin baz katalizli transesterifikasyonu.

2.1.1.1.3. Enzim katalizli transesterifikasyon

Kimyasal yolla gergeklestirilen transesterifikasyon reaksiyonu sonucu, saf iiriin
elde edilememesi prosesin uygulanmasini zor hale getirmektedir [10]. Enzimatik
yontemler, kimyasal yonteme alternatif olarak kullanilmaktadir. Katalizér olarak
enzimin kullanilmas1 maliyeti diisliriir ve kimyasal katalizoér kullaniminda yasanan
(reaksiyona girmeden kalan metanol, ortamda kalan katalizor, geri donen gliseroliin
uzaklastirilmast gibi) olumsuzluklart giderir [11], [12]. Enzim kullanimi ile
gerceklestirilen transesterifikasyon reaksiyonlart sonucunda oldukga saf tiriinler elde
edilebilmektedir. Enzimatik reaksiyonlarda lipazlar (triagil gliserol agil hidrolaz)
kullanilir. Pseudomanas aeruginosa, P. flurescens, Candida antarctica, Rhizopus
oryzae, Thermomyces lanuginosa yaygin olarak kullanilan enzimlerden bazilaridir.
Enzimatik yontemle gergeklestirilen bir ¢alismada 45°C’de % 7.5 (w/v) lipaz,
yag/metanol orani 1/4 olacak sekilde 36 saat reaksiyona sokulmus ve % 86.2 verimle

yag asidi metil esteri elde edilmistir [13].

2.1.1.2. Interesterifikasyon

Interesterifikasyon reaksiyonlar1 alkoksi ve agil gruplarinin yer degistirmesi ve
farkli bir ester olusumu ile meydana gelen reaksiyonlardir. Reaksiyon Sekil 2.4’de

gosterilmektedir. Kimyasal ve enzimatik olmak tizere iki ¢esit interesterifikasyon



reaksiyonu bulunmaktadir. Kimyasal olarak yaglar ya da serbest yag asitleri ile
sodyum alkoksit gibi bir kimyasal katalizor varliginda yiiksek sicaklikta
gerceklestirilmektedir [14]. Enzimatik olarak lipaz gibi enzimler kullanimiyla
bitkisel ve hayvansal yaglarin interesterifikasyonu gerceklestirilebilir. Enzimatik
yontemin kimyasal yonteme gore avantaji, enzimlerin se¢ici olmalarindan dolayi
belirli bir yag asidinin degisiminin kolaylikla ve daha 1limli sartlarda
yapilabilmesidir. ~ Ancak  ticari  uygulamarda daha  diisik  maliyette
gerceklestirildiginden kimyasal katalizér kullanimi tercih edilmektedir [15], [16].
Interesterifikasyon reaksiyonu endiistriyel uygulamalarda margarin yapiminda,

firmcilikta, kivam gerektiren pismis iiriin ve sekerlermelerde kullanilabilir [17].

O O (0] @)
H,C-O—C-R; H,C-O-CRy . H,C-O-CR, H,CO-CR,
| o } Katalizor | e |
HC-O—C-R, + HC-OH HC-O—C-R, + HC-OH
L9 .9 .9 .9
Triacgilgliserol  Diagilgliserol Triacgilgliserol  Diagcilgliserol

Sekil 2.4: Interesterifikasyon reaksiyonu.

2.1.1.3. Hidroliz

Hidroliz, Sekil 2.5’de gosterildigi gibi yag ile suyun reaksiyona girmesiyle,
gliserin ve ii¢ mol yag asidi olusturdugu reaksiyonlardir. Reaksiyon sonucunda di-

ve mono-gliseridler olusmaktadir [18].

0 o)
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Triagilgliserol Su Gliserol Yag asidi

Sekil 2.5: Yag hidrolizi.



Hidroliz reaksiyonunu su ve yagin birbiriyle yiiksek oranda etkilesime
girmesiyle yiiksek verimde ger¢eklesebilmektedir. Reaksiyon verimi katalizor,
sicaklik, basing, su/yag orani, reaksiyon sonunda olusan gliserinlerin uzaklastirilmasi
gibi etkenlerin uygun secilmesi ile arttirilabilir. Yiiksek sicaklik ve basing suyun yag
fazindaki ¢oziiniirliigiinii arttirarak reaksiyon hizina etki eder. Hidroliz reaksiyonu
geri dontlisiimlii bir reaksiyon oldugundan reaksiyon sonucu meydana gelen gliserin
uzaklastirilmadig durumda denge noktasina ulasilir. Reaksiyon tamamlanana kadar
devam edebilmesi i¢in ortamdaki gliserinin uzaklastirilmas1 gerekmektedir.

Hidroliz reaksiyonlar1 kimyasal ve enzimatik yolla gerceklestirilebilir.
Kimyasal reaksiyon yiiksek sicaklik ve basing¢ altinda siilfirik asit, ¢inko oksit,
magnezyum oksit gibi Kimyasal katalizorler kullanim1 ile geceklestirilir. Kimyasal
katalizor ile yag asidi sentezi i¢in yiiksek maliyet gerekmekte ve saf iiriin elde
edilememektedir. Reaksiyonun yiiksek sicaklikta gergeklesmesinden dolayr bu
sicaklikta yaglar bozunabilmektedir[19].

Yaglarin hidrolizi i¢in ilk endiistriyel proseslerden olan Colgate-Emery
prosesinde 700 psi basing ve 240-250 'C ya da daha {istii sicakliklar gerekir. Yiiksek
sicakliktan dolay1 reaksiyon sonucu elde edilen iiriinde bozunmalar gozlenmis ve
yasanan olumsuzluklar sonucunda, Katalizor olarak enzimlerin kullanilmasi tizerine
arastirmalar gergeklestirilmistir [20]. Enzimatik hidroliz reaksiyonu, atmosfer basinci
altinda ve oda sicaklifinda gecreklestiginden dolayr yag bozunmaz ve reaksiyon

sonucunda yiiksek saflikta {iriin elde edilebilmektedir.

2.1.1.3.1. Hidroliz Reaksiyonuna Magnetik Alanin Etkisi

Magnetik alan hareket eden elektrik yiikleri tarafindan, zamanla degisen
elektrik alanlardan veya temel pargaciklar tarafindan igsel olarak iretilir. Magnetik
alan vektorel bir biytikliiktiir ve en genel sekilde hareket eden elektrik yiikiine etki

eden Lorentz kuvveti ile tanimlanir.

Sekil 2.6: Magnetik alanla muamaele edilen suyun dizilisi.
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Ran Cai ve arkadaglar saf suyu 5 dakika boyunca oda sicakliginda manyetik
alana (0.5 Torr) tabii tutarak, manyetik alanin su iizerindeki etkilerini incelemislerdir.
Muamelenin  ardindan  suyun  fizyokimyasal  Ozelliklerinin  degistigini
gozlemlemislerdir. Suyun vyiizey gerilimi azalirken, vizkozitesi artmis, diisiik
molekiiler enerji ve yiiksek aktivasyon enerjisi ile su daha kararli hale gelmistir [21].
Manyetik alana tabii tutulan su molekkiileri daha diizenli yapida bulunurlar (Sekil
2.6). Suyun hiicre igerisine diflizyonunu c¢alismis ve magnetik alana tabii tutulmus
suyun magnetize olmamis suya gore daha iyi difiize olabildigini gozlemlemisdir.
Magnetik alana tabii tutulan suyun pH oOzellikleri, yogunluguda degiskenlik
gosterdigini tespit etmistir. Son yillarda pek ¢ok c¢aligma magnetik alanin insan
saglig1 lizerine olumlu etkilerinin oldugunu gostermektedir. Pek ¢ok arastirmaciya
gore canli hiicrelerin dengesi magnetler yardimiyla diizenlenebilir Su ve sulu
yapilarin magnetik alanla etkilesmesiyle akici, mineral ve vitaminlerin kolay
¢oOziinebildigi; insan, hayvan ve bitkilere pozitif etki eden ince ve daha homojen

yaptya gecerler.
2.2. Bitkisel Kaynakli Baz1 Yaglarin Ozellikleri

2.2.1. Aygicek Yag

Aygicegi, ¢ekirdekleri ve yagindan faydalanilan sari ¢igekli bir tarim bitkisidir.
Dogal aycicek yagi aycicegi tohumundan {iretilir. Aygicek yagt % 15 doymus, % 85
doymamis yag asidi icermekte, doymamis yag asitlerinin % 14-43’{inii oleik asit, %
44-75’1n1 linoleik, en fazla % 0.7’sini de linolenik asit olusturmaktadir. Aycigcek
yagt; % 0.025-0.031 hidrokarbonlar, % 0.542-0.584 steroller, % 0.008-0.044 vakslar
gibi sabunlagmayan maddeler igermektedir. Toplam tokoferol igerigi ise yaklasik 640
mg/kg yag olup, tokoferollerin % 96’sin1 a—tokoferol olugturmaktadir.

Diinyada aygicegi ekimi yapilan baslica iilkeler; Rusya, Ukrayna, Arjantin,
Macaristan, Fransa, Ispanya, Hindistan ve Tiirkiye’dir. Ulkemizde yiizde 40Tk
aycicek yag tiiketimi ile Trakya ve Marmara Bolgesi lider durumdadir. Yemeklerde
ve kizartma yag1 olarak kullanilmasiin yani sira, kozmetikte, biyodizel iiretiminde

kullanim1 mevcuttur.


http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%87i%C3%A7ek
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2.2.2. Soya Yag

Soya yagi, hafif tatli ve kokusuz bir yagdir. Soya tohumu % 18-24 arasinda
yag, % 35-45 arasinda protein, % 30 karbohidrat ve % 5 oraninda mineral igerir. %
4-11 linolenik,% 44-62 oraninda linoleik asit ve % 9-20 arasinda toplam doymus yag
asidi igerir.

Uretimi gerceklestirilen iilkeler ABD, Cin, Arjantin, Brezilya ve Avrupa birligi
iilkeleridir. Yiiksek oranda doymamis yag asidi igerdiginden salatalarda,

kizartmalarda ve margarinlerde kullanilmaktadir.

2.2.3. Kanola Yag

Kanola(Brassica napus), kolzanin tohumunun genetigiyle oynanarak elde
edilmis bir bitkidir. Kolza tohumlarindan elde edilen yaglar kanola yagi (canola oil)
olarak adlandirilmaktadir.

Kanola yagi % 51-71 oraninda oleik asit ve % 15-30 linoleik asit, % 5.0-14.0
linolenik asit, % 0.2-1.2 arasidik asit, % 2.5-7.0 palmitik asit, % 0.8-3.0 stearik asit,
% 0.1-4.3 godolik asit iceren bir yagdir [68]. Kabuklari ¢ekirdek agirligiin % 16,5-
18,7’sini olusturur, bu kisim yagsiz kiispenin %27-30’una karsilik gelmektedir.

Kolza tohumu iiretimin enyaygin oldugu iilkeler Cin, Hindistan, Pakistan,
Japonya, Isveg, Polonya, Almanya, Sili, Fransa ve Kanada’dir. Ulkemizde de Bursa,
Izmir, Van ile Akdeniz Bolgesinde ekimi gerceklestirilmektedir. Kanola yagi
endiistriyel olarak yemeklik yag sanayi, hayvan yemi, kimya sanayi hammaddesi ve

biyodizel hammaddesi olarak kullanilmaktadir.

2.3. Enzim ve Enzim immobilizasyonu
2.3.1. Enzim

Enzimler protein yapisinda, molekiil agirligr yiiksek biyolojik katalizorlerdir.
Reaksiyonun aktivasyon enerjisini diistirerek hizlanmasimi saglarlar. 20 degisik
monomerden meydana gelen enzimlerin yapisint bu monomerlerin sayis1 ve dizilisi
belirler. Kendi iizerindeki fonksiyonel gruplarin etkilesimi yani sira bulundugu
ortamla etkilesimi sonucu ii¢ boyutlu yapi olusturacak sekilde aktif bolgesinde
katlanma meydana gelir. Substrat bu aktif bélgeye baglanir ve bu bolgede
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fonksiyonel gruplarin en uygun konuma gelmesiyle maksimum katalitik etki gortiliir.
Enzimlerin etkinligi tepkimenin gergeklestigi ortam kosullarina (sicaklik, pH, basing
gibi.) gore degisiklik gosterir. Gida, kozmetik, ilag, kagit, deri, tekstil endiistrisinde
kullanimlar1 yaygin olan enzimler ¢ogunlukla hidroliz reaksiyonlarinda
kullanilmaktadir.

Enzim kullanmanin avantajlari:

o Katalitik etkinlik
e [liml1 reaksiyon kosullar
e Cevreye zararsiz, Yan Uriin olusturmaz

e Kimyasal se¢imlilik (kemoselektivite), bolge segiciligi gosterirler[22].

2.3.1.1. Lipazlar

Lipazlar (triagilgliserol agil hidrolaz) bitkisel, hayvansal kaynaklardan ve
mikroorganizmalardan (dogal ya da genetik olarak iyilestirilmis) elde edilebilir.
Kolay iiretilebilmesi, bir¢ok hidrolitik ve sentetik reaksiyonu katalizleyebilmeleridir.
Lipazlar, diisik aktivasyon enerjisine sahip olmalarindan dolayr ilimli kosullarda
(dusiik sicaklik ve notral pH) ve ara ylizey aktivasyonu yiiksek olan substratlarla
reaksiyona girdiklerinde yiiksek aktivite gosterirler[23].

Enzimleri kimyasal katalizorlerden ayiran en Onemli oOzellikleri segici
olmalaridir. Lipazin spesifikligi pozisyonuna, substratin yapisina ve stereo
segiciligine baglidir. Bu baglamda lipazlar spesifik olmayan, 1,3-spesifik ve yag asidi
sipesifik lipazlar olarak ii¢ grupta toplanir.

Spesifik olmayan lipazlar yag asitleri ile yerlesimi dnemli olmayan gliserid
molekiilleri arasindaki baglar1 rastegele pargalar. Candida cylindracae,
Corynebacterium acnes, Staphylococcus aureus, Choromobacterium viscosum,
Geotrichum candidum ve Penicillium cyclopium tarafindan iiretilen lipazlar bu gruba
girer [23].

1,3-spesifik lipazlar sadece sn- 1,3 pozisyonundaki ester baglarini pargalar;
triagilgliserinlerden yag asitleri, 1,2 2,3 diagilgliserinler ve 2-monoagilgliserinler
olusur. Domuz pankreas lipazi, Aspergillus niger, Pseudomonas fluorescens,
Humicola Lanuginosa, Rhizopus delemar, R. Japonicus, R. arrhizus ve Mucor

javanicus 1,3 spesififik lipazlara 6rnektir [24].



Lipazlar hayvansal ve bitkisel yaglarmm hidroliz, esterifikasyon,
transesterifikasyon gibi reaksiyonlarin1 kKatalizlemektedir. Diinyadaki enzim
satiglariin %4 liik kismina sahip olan lipaz enzimleri basta gida, eczacilik, deterjan,

tekstil ve kozmetik olmak iizere pek c¢ok endiistriyel uygulamada yaygin olarak
kullanilmaktadir [25], [26].

2.3.1.1.1. Thermomyces Lanuginosa lipaz

TLL 269 amino asit i¢eren tek zincirli bir proteindir. Molekiil agirhigi 31,700
g/mol olup izoelektrik noktasi 4,4 tir [27]. Yapisi baslangicta 3.25 A [24] da
arastirilsada son zamanlarda daha ¢ok 1.8 A [28] da aydinlatilmistir. Genel hatlariyla
yuvarlak yapida olup Sekil 2.7°deki gibi merkezi sekiz kanalli, agirlikli olarak
birbirine bagli bes adet alfa heliks ile beta sheetlerle paralel yapidadir. Kapak aktif
bolge lizerinde 86-93 arasindaki aminoasitleri igeren hareketli bir yiizeyin loplarinda
alfa sarmal yapidadir [29]. Aktif bolgesinde Serin, histidin ve aspartik asit
bulunmaktadir. TLL nin Triptofan (Trp) rezidiilerinden Trp89 kapakta yer

almaktadir.

Kapakok

Kapah Form Acik Form

Sekil 2.7: TLL nin agik ve kapal1 formlari.

TLL 1ile etkilesime giren katki maddeleri enzim tzerine farkli etkiler
yapmaktadir. Ornegin yapilan arastirmalar sonucu betain enzimin termal kararliligini
arttirir Ve ii¢ boyutlu yapisinin guanidin klorid tarafindan bozulmasii 6nler [30].
TLL’nin yapisinda bulunan kapak¢ik zaman zaman kapanip aktiviteyi etkileyebilir.
Deterjanlar kapali olan enzimin kapak¢iginin agik forma gelmesinde etkin rol
oynarlar [31]. TLL, CTAB (Setiltrimetilamonyumbromid,) gibi deterjanlar ile
muamele edildiginde uygun konsantrasyonlarda aktivitede artis gézlenirken, yiiksek

konsantrasyonlarda enzimi inhibe eder [32].
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TLL, su:organik solvent karisimi ve solventsiz ortamlarda katalizor olarak
gorev yapabilir. 1,3 pozisyonunda spesifik olup pozisyon ikiden pozisyon bire agil
gocii ile esterlerin hidrolizini Sekil 2.8’deki gibi gergeklestirir. Endiistriyel
uygulamalarda degisik yaglardan serbest yag asidi iretimi ig¢in hidroliz

reaksiyonlarinda kullanimi bulunmaktadir [33], [34].

0
—O0—CR, —0—OH —0—oH —OH
TLL
TLL
0 0 0 TLL
1 — > 1 — m
—O—CR —O0—CR, —0—CR, ---» |—OH

0 0 \
'—O0—CR; |R-cOOH| “—0—CR; | R®-COOH| L—0—0H —OH
l Acil gécii R2-COOH

TLL w
— obr
——OH
——OH

Sekil 2.8: TLL tarafindan triagilgliserollerin hidrolizi.

Zhou ve arkadaslar1 TLL’y1 mezaseliiler silika kopiik ve kafes tipi mezoporoz
organosilika metaryelleri iizerine kovalent ve ¢apraz baglama teknigi ile immobilize
etmisler ve vinil propionat sentezinde kullanmiglardir. Enzimi sodyum fosfat tampon
¢ozeltisi icerisinde (pH 7.2, 100 mM) 25°C’de mezaseliiler silika kopiik lizerine gram
matriks basia 23 U/g ve kafes tipi mezoporoz organosilika metaryelleri iizerine 25
U/g aktivite verimi % 100 olacak sekilde kovalent olarak immobilize etmislerdir.
Enzim sodyum fosfat tamponu igerisinde (pH 7.2, 100 mM) 0.1 mM gluteraldehitli
ortamda mezaseliiler silika kdpiik ve kafes tipi mezoporoz organosilika metaryelleri
lizerine ¢apraz baglama ile immobilize edilmistir. Mezaseliiler silika kopiik tizerine
% 80 aktivite verimi ile gram matriks basina 100 U/g ve kafes tipi mezoporoz
organosilika metaryelleri lizerine 25 U/g aktivite verimi % 100 olacak sekilde ¢apraz
olarak immobilize edilmistir [35].

TLL’ nin kinetik ¢aligmalar1 palm yaginin sulu organik faz igerisinde hidrolizi

ile caligilmistir [2]. Ortamdaki su konsantrasyonu % 3,6 (v/v) ilizerinde iken enzimin
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inhibe olmasina neden olmustur. Yag asidi olusumu reaksiyon sirasinda olusan
gliseroliin  artisiyla  sinirlanmistir  [36].  Siklodekstrin, ortamdaki  substrat
konsantrasyonlarinin artmasiyla birlikte reaksiyonu biiylik 6l¢iide hizlandirir. TLL,
substrat olarak aygicek yagi, soya lesitin ve ikisinin karigimlarinin kullanildigi pH
7.0 tampon/ heptan karigiminda 60°C’de hidroliz reaksiyonu gerceklestirilerek farkl
yapilardaki diger enzimlerle karsilastirilmistir. TLL aygigek yagi (% 85.3) ve lesitin
karisimi (% 100) kullanilarak gergeklestirilen hidroliz reaksiyonunda en yiiksek yag
asidi dontisiimii gergeklestirirken, substrat olarak lesitin kullanildiginda serbest
Rhizomucor miehei lipazi en yiiksek doniisiimii gostermistir(% 35,6) [37]. Lipazlar
balik yaglarmin hidrolizindede kullanilmaktadir. Giincel ¢aligsmalar palmitik metil
esteri ihtiva eden bir sistem ile balik ve kalamar yaginin hidroliz edilmesiyle EPA,
DHA iretimi saglayan TLL’ninde igerisinde oldugu bes farkli lipazi {izerine
gerceklestirilmistir [38] Denemeler sonunda tiim lipazlar EPA ve DHA’y1 gliserinle
gerceklestirilen hidroliz reaksiyonuna gore daha kolaylikla hidroliz etmigtir. DHA,
reaksiyon baslangicinda gliserinin hidrolizi ile TLL tarafindan daha c¢ok
sentezlenirken, reaksiyon siiresi uzadik¢a Candida Rugosa lipaz1 ile daha yiiksek
verimde iriin elde edilmistir. Bagka bir ¢alismada TLL, Candida rugosa, porgin
pankreatik lipaz kullanilarak yiiksek verimde esansiyel yag asidi sentezi
gerceklestirilmistir. Soya yaglarinin hidrolizi ile gerceklestirilen serbest yag
asitlerinin sentezinde mikrobiyal lipazlar (% 70’den fazla).; porgin pankreatik lipaz
ve Candida rugosa (% 24) dan daha etkindir. Buna ragmen porgin pankreatik lipaz bu

esansiyel yag asitleri sentezinde daha kabul edilebilir bir sonug vermistir [37].

2.4. immobilizasyon Calismalari

Enzimlerin, katalitik aktivitelerini kaybetmeden fiziksel olarak belirli bir
bolgeye hapsedilerek ya da smirlandirilarak siirekli ve tekrar kullanilir hale
getirilmelerine immobilizasyon denir [39]. Immobilizasyon teknikleri, endiistriyel
proseslerdeki uygulamalarinin yani sira teshis, biyoafinite kromatografisi ve
biyosensorlerin yapimi gibi ¢cok sayida biyoteknolojik tiriine kaynak teskil etmektedir
[40].

Immobilizasyon, evreni kapsayan dogal bir olaydir. Dogal ortamdaki
mikroorganizmalar siklikla biyofilmler igerisinde diizensiz yayilmistir. Biyofilmler,
sulu ortamlarda mikrobiyal topluluklarin yiizeye tutunarak olusturdugu tabakadir
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[41]. Biyofilmler ile kapsamli sekilde ilk olarak 1940 larda ¢alisilmaya baslanmustir,
ancak neredeyse tiim dogal ¢evrelerde bulunmalarina ragmen 1970 lere kadar degeri
anlasilmamstir [42].

Immobilizasyon teknikleri bircok avantaj saglar [43];

e Tekrar kullanim,

¢ Kolay iiriin saflastiriimasi,

o Siirekli proseslerde kullanilabilirlik,
¢ Proses kontroliintinde kolaylik,

e Kisa alikonma stiresi,

e Kontrollii iirlin olusumu,

e Enzim kararlilig1,

¢ Bir¢ok enzimin birlikte kullanimi,

o Kiiltiir karisimlarinda kullanilabilirlik.

2.4.1. Enzim immobilizasyonu

Immobilize enzimler serbest enzime gdre birtakim iistiinliiklere sahiptir.
Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme vb.) ve
saf iiriin elde edilir. Cevre kosullarma (pH, sicaklik vb.) kars1 daha dayaniklidir ve
bir¢ok kez ve uzun sure kullanilabilirler. Siirekli islemlere uygulanabilirler ve daha
kararlidirlar. Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir. Serbest enzimden daha yiiksek
aktivite gosterdigi durumlarda gozlenebilir. Enzimin kendi kendini parcalama
(otoliz) olasilig1 azalir. Endiistriyel uygulamalarda 6nemli 6lgiide ekonomik avantaj
saglarlar [44].

2.4.1.1. Enzim Immobilizasyon Metodlar1

Enzimler gesitli tekniklerle immobilize edilebilirler. Bu teknikler; adsorpsiyon,

hapsetme, ¢apraz baglama, kovalent baglama, kopolimerizasyon yontemleridir.

2.4.1.1.1. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon immobilizasyonu en basit metoddur ve Sekil 2.9’daki gibi enzim

ile destek materyal arasinda bozulabilir yiizey baglanmasma dayanmaktadir.
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Baglanma genel olarak hidrojen baglari, tuz kopriileri ve Van der Waal’s baglari ile
olur. Bu acidan, metod biyolojik in vivo membranlar i¢in uygundur ve bu tarz
sistemlerde model olarak kullanilmaktadir [44]. Enzim ve tasiyic1 arasindaki zayif
baglardan dolay1r sicaklik, pH, iyonik siddet ya da substrat yogunlugundaki
degisimlerden dolay1 enzim kagis1 gerceklesebilmektedir [45].

MM
Destel

Sekil 2.9: Adsorpsiyon teknigi ile enzim immobilizasyonu.

Bu yontemin digerlerine gore avantaji; reaktife ihtiyag olmamasi ve
aktivasyonu i¢in minimum basamaklarin gerekmesinden dolayr kolay uygulanabilir
ve ucuz olmasidir. Dezavantaji spesifik olmamasidir. Bunun yani sira, immobilize
enzimler gibi diger protein ya da maddelerin adsorpsiyonu meydana gelebilmektedir.
Eger adsorbe edilmis madde enzimin substratiysa, enzim ve substratin yiizeydeki
hareketinden dolay1 aktivitede diisiiy muhtemeldir. Dolayisiyla bu durum immobilize

enzimin 6zelliklerini degistirebilir [46].

2.4.1.1.2. Hapsetme

Hapsetme ile gergeklestirilen immobilizasyonda, adsorpsiyon ve kovalent
baglamadan farkli olarak enzim Sekil 2.10°daki gibi soliisyon igerisinde serbest

haldedir, fakat jelin ag yapisindan dolay1 hareketi kisitlanmastir.

@ o Wi
@1@ @@@
Destek @

Sekil 2.10: Hapsetme teknigi ile enzim immobilizasyonu.
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Bu metodda diisiik molekiil agirlikli substrat ve reaksiyon iirlinleri serbest
olarak difiize olabilir. Alisilmis yonteme gore enzimin sulu ¢ozeltisi igerisindeki
hidrofilik matriksin polimerlesmesi gerekir. Ancak, polimerizasyonda olusan serbets
radikaller tutuklanan enzimlerin aktivitesini etkileyebilir. Bu yontemin diger bir
dezavantaji yalnizca riboniikleaz, tripsin ve dekstranaz gibi diisiik molekiil agirlikli

maddelerin enzim igerisine difiize olabilmesidir [46] .

2.4.1.1.3. Capraz Baglama

Enzimlerin immobilizasyonu, proteinlerin molekiilleraras1 ¢apraz baglariyla,
diger protein molekiilleri/polimerize jel (sentetik olan/olmayan) ile ya da
¢ozlinmeyen matriks itizerindeki fonksiyonel gruplariyla yapilabilmektedir. Bu tip
immobilizasyonlarda destek metaryeli olmadan, enzim molekiillerinin genis bir grup
olarak bir araya gelmesiyle, iic boyutlu kompleks yapilariyla ve kimyasal yada
fiziksel metodlarla sekil 2.11°deki gibi gergeklestirilebilmektedir.

Sekil 2.11: Capraz baglama teknigi ile enzim immobilizasyonu.

Enzimler kendi igerisindede ¢apraz baglanmakta, protein materyali her zaman
icin destek materyali olarak gorev yapmaktadir. Yapay capraz baglar polipeptid
zincirleri iginde (intra molekiiler ¢apraz baglar) olusur. i¢ capraz baglari stress
kosullarima kars1 katlanmasimi Onleyerek proteine kararlilhik saglar. Buda iki
polipeptid zinciri ile intra molekiiler ¢apraz baglarin baglanmasiyla miimkiindiir [44].
Bu 6zel yap1 biyofonsiyonel reaktif ile kiiclik enzim kristallerinin ¢apraz baglarini
icerir. Enzimler partikiil formunda daha kararli olduklarindan dolayi, kolaylikla

reaksiyon karisimindan ayrilip tekrar tekrar kullanilabilir [45].
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2.4.1.1.4. Kovalent Baglama

Kovalent immobilizasyonun diger immobilizasyon tekniklerinden stiinliig,
genellikle baglanan enzimin daha kararli ve aktif elde edilmesidir. Kovalent
immobilizasyonun avantaji giiclii kovalent baglanmanin gerceklesmesidir. Boylece
kararli immobilize enzimler elde edilir, yiiksek iyonik siddete sahip soliisyonlarda
bile enzim kayb1 olmaz. Dezavantaji ise kovalent olarak yapilacak immobilizasyonun
sartlandirmalarinin se¢ilmesinin diger tekniklere gore daha zorlayici olmasidir.
Sartlandirma i¢in gerekenler kismen zordur. Yiiksek aktivite elde edilmek isteniyorsa
enzimin aktif bolgesindeki gruplar inaktive edecek reaksiyon ortamlarindan uzak

durulmalidir.

LI
S
o e et e e

—I—l- Diestek

Sekil 2.12: Kovalent baglama teknigi ile enzim immobilizasyonu.

Enzimin aktif bolgesindeki gruplarin korunmasi igin; reaksiyon yarigmali
inhibitér ya da substrat varlifinda, geri donilistimlii enzim inhibitér kompleksi
kovalent baglanarak ve Oncli proenzim kullanilarak gergeklestirilebilir. Bu
immobilizasyon Sekil 2.12°deki gibi birbirine kovalent bag ile bagli enzim ve destek
materyal ile gergeklesir [42].

Enzimlerin kovalent immobilizasyonu i¢in dikkate alinan temel faktorler

sunlardir;

e Proteinlerin fonksiyonel gruplari ilimli kosullarda kovalent baglamaya uygun
hale getirilmeli [40]. Protein ve destek materyaller arasinda baglanma tepkimesi
gerceklesmeli. Protein desteklerin  sahip olmasi gereken g¢esitli karakter
ozellikleri; genis ylizey alani, gegirgenlik, hidrofilik/hidrofobik karakter,
¢oziinmez, kimyasal, mekanik ve termal stabilite, sert, uygun yap1 ve partikiil
biiyiikliigiinde, mikrobiyal saldirilara kars1 direngli olmalidir.

e Protein molekiillerinin matrikse baglanmasi fonsiyonel tasiyicilarin gesitli

gruplar1 ve proteinlerin aminoasit rezidiileri arasinda ilimli kosullar altinda
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gerceklesir. Protein  immobilizasyonu i¢in  kullanilan baglanma ana
reaksiyonlarinin bazilart: diazolama, amido (peptit) bag olusumu, alkilasyon ve
arilasyon, Schiff bazi reaksiyonu, Ugi reaksiyonu, tiyol disiilfid degisim
reaksiyonlari, mercurry enzim etkilesimidir [42]. Reaksiyon enzimin aktif
gruplarinin  bulundugu bolgelerin  disinda  bulunan reaktif gruplarla
gerceklesmelidir. Belirli enzimlerin aktif bolgele hakkinda bilgi sahibi olunursa
buradaki temel gruplarin reaksiyonda korunmasi saglanir. Bununla birlikte aktif
bélgenin  korunmasiyla enzimin aktivitesinde de kayip gozlenmez. Bazi
durumlarda bu koruma iglemleri substrat ya da yarismali inhibitdr kullanilarak
gergeklestirilebilir; Boylece enzimin {i¢ boyutlu yapisida korunmus olur [47].

e Immobilize enzim yiizeyinde bulunan hidrojen baglari, elektron gegisi ya da
elektron gecis kompleksi olusumu enzimin ii¢ boyutlu yapisinin korunmasinda
onemli rol oynamaktadir. Immobilize enzimin termal kararlihiginin iyi
ayarlanmasi da ti¢ boyutlu yapisinin korunmasi i¢in 6nemli bir faktor olabilir
[42]. Bu acidan termal olarak kararli olan ¢oziiniir enzimin kimyasal yapisinin
bilinmesi énemlidir [47].

e Istenilen bolgede tutuklanarak ya da ¢dziinmez hale getirilerek enzimin ¢apraz
baglanma ile immobilize edilmesi miinkiindiir ve olduk¢a ucuzdur. Aldehit gibi

pek ¢ok ¢apraz baglayici ajan bu amag i¢in kullanimaktadir [40].

Yaygin olarak, enzimin amino gruplari kovalent immobilizasyonda
kullanilmigtir. Fakat enzim yiizeyindeki diger seker rezidiileri igeren fonksiyonel
gruplar degerlendirilmistir. Niikleofil gibi amino gruplart epoksi ya da aldehid
gruplarina saldirabilir. Aldehidin imin formunda bulunmasi halinde indirgenebilir
(NaBH4) ve bu reaksiyon geri doniigiimsiiz olarak gergeklesir. Karbodiimidlerde bu
amagla kullanilabilir; tasiyict izerinde ve tam tersi bir asit grubu ile bir amid bagi
olusturabilir. Sekil 2.13’de baz1 reaksiyonlar gosterilmektedir. Bir kovalent
immobilizasyon yapildigi zaman, enzimatik reaksiyonun tiim bilesenleri dikkatlice
degerlendirilmelidir. Genellikle, dogal enzimler ticari olarak islenmemis halde
bulunur. Ancak genellikle stabilizator olarak poliol ve seker gibi gesitli katkilar
igerirler. Asil protein igerigi % 5 inde altinda olmalidir ve diger reaktif kimyasal

tiirlerin engellenmesi herzaman dikkate alinmalidir [48].
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Sekil 2.13: Enzimin tasiyiciya kovalent baglanmasi.

2.4.1.1.5. Kopolimerizasyon

Polimerizasyon, reaktif ¢ift baglar igeren ayni veya farkli monomerlerin 1si,

151k veya Kkatalizorler yardimiyla olusturduklari farkli yapilardaki kimyasal

bilesiklerin meydana geldigi isleme verilen isimdir. Enzimler bir kopolimerizasyon

reaksiyonunda monomerlerden biri gibi davranarak matrikse baglanmaktadir.

Enzimler Levin ve arkadaslar1 [49] tarafindan polimer bir matriks ile kopolimerize

edilmislerdir. Kopolimer olusumu icinde kimyasal olarak katilmis olan enzim

bdylece immobilize edilir. Hapsetme ve kopolimerizasyon arasindaki fark; ilk olarak

enzim fiziksel olarak hapsedilir, ardindan kimyasal formda polimere katilir [42].
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2.4.1.2. Immobilizasyon Tasiyiclar

Cok sayida polimer hiicre immobilizasyonuna yardim etmek veya etkilemek
icin kullanilmistir. Bu gibi polimerler kiire, kiip, memran, fiber, dogal matriks i¢inde
veya tek basma hiicre destegi olarak kullamlabilir [42]. Inorganik destekler genel
olarak diger materyallere gore daha biiylik avantaj saglar [50].

Tez calismasinda kullanilan immobead 150-A yeni bir matriks oldugundan
yapist ile ilgili ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Uerinde tasidifi oksiren gruplari
sayesinde kuvvetli bir kovalent baglayici kopolimerdir. Matriksin yapist Sekil

2.14°de gosterilmektedir.

Sekil 2.14: Immobead gériintiisii.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

Kullanilan sarf malzemelerin listesi Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 3.1: Deneyde kullanilan kimyasal malzemeler.

Malzemenin Adi Firma Ad1 | Katalog Numarasi
Lipaz (Thermomyces lanuginosus) Sigma LO777.250
Hidroklorik asit Merck 1.003.172.500
Sodyum hidroksit Fluka 71692
Sodyum azid Merck 1.066.880.250
Hekzan Merck 1.043.682.500
Asetik asit Merck 100.056
Sodyum klortir Sigma-Aldrich 7647-14-5
Kalsiyum kloriir Sigma-Aldrich 10043-52-4
Magnezyum kloriir Sigma-Aldrich 7786-30-3
Glisin Merck 100590
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat Merck 1.06580
Sodyum fosfat mono bazik dihidrat Sigma 04269
Dietil eter Merck 1.00921
Izopropil alkol Sigma 24137
Immobead 150-A ChiralVision IB-150A
Tersiyer biitanol Merck 8.22264
Tersiyer amil alkol Merck 8.06193
Kalsiyum asetat Merck 1.09325
Fenolftaleyn Riedel de haen 33518
Etanol Merck 111727
Potasyum hidroksit VWR 26669368




Tablo 3.1: Devam.

Malzemenin Adi Firma Ad1 | Katalog Numarasi
. g Kirlangig i
Aygigek yagi (AS:0)
Kanola yagi Doalya (AS:) -
5 5 Cotanak
oya yagi -
yayag (AS)
Riedel de
Heptan 15677
haen
Siklohekzan Merck 1.02888
DMSO Merck 8.02912
Tersiyer biitanol Merck 8.22264

3.1.2. Kullamilan Enzim

Bu ¢alismada ticari bir enzim olan Thermomyces lanuginosa lipaz kullanildi.

Enzimin aktivitesi 4261,2 1U/ml, spesifik aktivitesi ise 193,7 1U/mg protein olarak

hesaplandi.

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Deneylerde kullanilan cihazlar asagida gosterilmistir.

Tablo 3.2: Deneyde kullanilan arag ve geregler.

Kullanilan cihazlar Firma Ad1 Model
pH metre WTW Inolab 8F93
Magnetik karistirici Heidolph MR3004
Ince tabaka kromatografi
Camaq Heater 3
1s1t1C181
Hassas terazi Sartorius Basic
Otomatik pipet (10pL- R311149-R311165-
Eppendorf

1000uL-200uL) R311157
Mikro Siringa Hamilton 7002KH
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Tablo 3.2: Devam.

Kullanilan cihazlar Firma Ad1 Model
Ince tabaka kromatografisi Merck HX271578
Neodymium magnet (2.16 . Silindir, Cap 50mm,
Neohobi/lIzmir
KG) kalinlik 10 mm
3.2. Metot

3.2.1. Asit Sayis1 Tayini

Asit sayist (AS), 1 g numunenin ihtiva ettigi serbest yag asitlerini
notrallestirmek igin gereken KOH miktar1 (mg) olarak tanimlanir. Asit sayisi tayin
edilecek numune (1 g), izopropil alkolde (10 mL) ¢oziiliir. Uzerine 3 damla (150 ul)
fenolftalein indikatorii ilave edilir ve etanol kullanilarak hazirlanan KOH c¢ozeltisi
(0,1 N) ile ortamin rengi pembe olana kadar titrasyon islemi gerceklestirilir. Asit

sayist (AS) asagidaki denklem kullanilarak bulunur.

Vs(ml)x 56.1 x [KOH]

Asit Sayis1(AS) =
i) Numune(g) (3.1)

¢ Vs=Kullanilan potasyum hidroksit miktar1 (ml)
¢ [KOH]=Potasyum hidroksit ¢dzeltisinin konsantrasyonu (M)

3.2.2. Yag Notralizasyonu

Serbest yag asidi iceren kanola [SYA: % 0,1 (w/w)] ve soya yaglar1 [SYA: %
0,3 (w/w)] NaOH ¢ozeltisi kullanilarak nétralize edildi. 200 g yag (soya veya
kanola) NaOH c¢ozeltisiyle (soya i¢in 0,6 g NaOH, kanola i¢in ise 0,1 g NaOH 1 ml
saf suda ¢oziildii) magnetik karistirici kullanilarak (800 rpm) 60°C’de 1 saat
muamele edildi. Reaksiyonda olusan sabun oda sicakliginda (23°C) kaba filtre
kagidindan siiziilerek uzaklastirildi ve serbest yag asidi ihtiva etmeyen soya (190 g)

ve kanola (185 g) yaglar elde edildi.
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3.2.3. Aktivite Tayini

Thermomyces Lanuginosa Lipazi [0.2 g immobilize, 250 ul serbest enzim] 30g
noétral aycicek yagi ile tampon ¢dzeltide [(immobilize enzim; 5 ml 100 mM sodyum
fosfat tampon ¢ozeltisi, pH 7.0),(serbest enzim; 5 ml 25 mM kalsiyum asetat tampon
¢ozeltisi, pH 6.0)] su banyosu (140 rpm) kullanilarak 30 dakika muamele edildi.
Reaksiyon immobilize enzim i¢in 55°C, serbest enzim i¢in ise 50°C’de
gergeklestirildi. Olusan yag asidi miktar1 asit sayisi tayin metodu ile belirlendi.
Aktivite birimi (IU), aktivite tayin sartlarinda dakikada 1 pmol yag asidi olusturan

enzim miktar1 olarak tanimlandi.

3.2.4. Serbest Enzimin Hidroliz Reaksiyonu Optimizasyonu

Serbest enzimin optimum hidroliz sartlarinin belirlenmesinde, tampon ¢ozelti
pH’1 (4-9), tampon ¢6zelti konsantrasyonu (15-250 mM) , tampon ¢bzelti miktar: (1-
30 ml), sicaklik (30-70°C), tuz (CaCl,, MgCl, ve NaCl) ve organik ¢oziicii [heptan,
hekzan, izooktan, siklohekzan, DMSQO, t- biitanol ve t- amil alkol (% 1-10 v/v)]
etkileri ¢aligildi.

3.2.4.1. pH

Serbest enzim (0.25 ml), farkli pH’larda [(4.0-6.0) Ca(Ac),, (6.0-9.0)
NaH,PO,4] tampon ¢ozeltisinde (25 mM, 5 ml) aycicek yagt (30 g) ile su banyosu
(50°C, 140 rpm) kullanilarak 30 dakika inkiibe edildi ve olusan yag asidi miktar1 asit

sayis1 tayin metodu ile tayin edildi.

3.2.4.2. Tampon Cozelti Konsantrasyonu

Serbest enzim (0.25 ml), farkli konsantrasyonlarda (15-250 mM) Ca(Ac),
tampon ¢ozeltilerinde (5 ml, pH 6.0) ay¢icek yagi (30 g) ile su banyosu (50°C, 140
rpm) kullanilarak 30 dakika inkiibe edildi ve olusan yag asidi miktar1 asit sayisi

tayini metodu ile tayin edildi.
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3.2.4.3. Tampon Cozelti Miktari

Serbest enzim (0.25 ml), farkli miktarlardaki (1-30 ml) tampon ¢6zeltilerinde
(25 mM Ca(Ac), tamponu pH 6.0) aygigek yagi (30 g) ile su banyosu (50°C, 140
rpm) kullanilarak 30 dakika inkiibe edildi ve olusan yag asidi miktar1 asit sayisi

tayini metodu ile tayin edildi.

3.2.4.4. Sicakhik

Serbest enzim (0.25 ml), Sml tampon ¢ozeltisinde (25 mM Ca(Ac), tamponu
pH 6.0) aycicek yagi (30 g) ile su banyosu (140 rpm) kullanilarak farkli sicakliklarda
(30-70°C) 30 dakika inkiibe edildi ve olusan yag asidi miktar1 asit sayisi tayini

metodu ile tayin edildi.

3.2.4.5. Organik Coziicii ve Tuzlarin Hidrolitik Aktiviteye Etkisi

Serbest enzim (0.25 ml) optimum sartlar1 belirlendikten sonra 5ml tampon
¢ozelti (25 mM Ca(Ac), tamponu pH 6.0) bulunan erlen i¢inde ay¢igek yagi (30 g)
ile ortama farkli miktarlarda organik c¢oziicliler [heptan, hekzan, izooktan,
siklohekzan, DMSO, t- biitanol, t- amil alkol (% 1-10 v/v)] veya tuzlar (NaCl,
MgCl,, CaCl, (5-250 mM)) eklenerek su banyosunda (50°C, 140 rpm) 30 dakika

inkiibe edildi ve olusan yag asidi miktari asit sayisi tayini metodu ile tayin edildi.

3.2.4.6. Yiikksek Miktarda Kullamilan Serbest Enzimin Hidroliz
Reaksiyonu

Optimum sartlar1 belirlenen serbest enzim yiiksek miktarda (3 ml) kullanilarak
2 ml tampon ¢ozelti (25 mM Ca(Ac); tamponu pH 6.0) bulunan erlen iginde aygicek
yagi (30 g) ile su banyosu (50°C, 140 rpm) kullanilarak 24 saat inkiibe edildi.
Reaksiyon ortamina 3 ml enzim ve 2 ml tampon ilave edilerek, hidroliz reaksiyonuna
6 saat daha devam edildi ve olusan yag asidi miktar1 asit sayisi tayini metodu ile

tayin edildi.
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3.2.4.7. Magnetize Alanin Enzim Reaksiyonuna Etkisi

Manyetik alanin hidroliz reaksiyonuna etkisi serbest enzim icin optimum
hidroliz reaksiyon sartlarinda [kalsiyum asetat ¢ozeltisinde [(5 ml, 25 mM, pH 6.0)],
30 g aygigek yagi ile 50°C’de su banyosunda 30 dakika reaksiyon] ¢alisildi.

Ca(Ac), tampon ¢ozeltisi (50 ml) bir reaksiyon sisesi (50 ml) igerisinde sekil
4.1 de gosterildigi gibi manyetik alana ( £ 4,1 KG) degisik siirelerde (1-10 dakika)
tabii tutuldu ve hidroliz reaksiyonlar1 30°C’de gerceklestirildi.

Sekil 3.1: Tampon ¢6zeltinin magnetik alanda aktivasyonu.

3.2.5. immobead 150-A  Uzerine Enzim Immobilizasyon
Optimizasyonu

Immobilizasyon optimizasyonu i¢in matriks miktar1 (50-250 mg), pH (4.5-9.0),
tampon ¢ozelti konsantrasyonu (25-1500 mM) ve siirenin (2-24 saat) etkileri
calisildi. Optimum immobilizasyon sartlar1 bulunduktan sonra matriks iizerinde kalan
reaktif gruplarin giderilebilmesi i¢in matriks glisinle (0.1-3M) 24 saat muamele
edildi.

3.2.5.1. Matriks Miktari

Serbest enzim (0.25ml) ve immobead (50-250 mg), Ca(Ac), tampon
¢ozeltisinde (25mM, pH 5.0, 10ml) su banyosu kullanilarak (23°C, 115 rpm) 17 saat
inkiibe edilerek immobilizasyon gergeklestirildi. Immobilize enzim, Ca(Ac), tampon
¢ozeltisi (30 mL, 25 mM, pH 5.0) ve NaCl ¢ozetisi (20 ml, 1M) ile yikand.
Immobilize enzim vakum altinda siiziildii. Siiziintiide bulunan protein miktar1 ve

enzim aktivitesi belirlendi.
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3.2.5.2. pH

Serbest enzim (0.25ml) ve immobead (200 mg) farkli pH’lardaki [(4.5-6.0)
Ca(Ac),, (6.0-9.0) sodyum fosfat] tampon ¢ozeltilerinde (25mM, 10ml) su banyosu
kullanilarak (23°C, 115 rpm) 17 saat inkiibe edilerek immobilizasyon gerceklestirildi.
Immobilize enzim, Ca(Ac), tampon ¢dzeltisi (30 mL, 25 mM, pH 5.0) ve NaCl
¢ozetisi (20 ml, 1M) ile yikandi. Immobilize enzim vakum altinda siiziildii.

Stiziintiide bulunan protein miktar1 ve enzim aktivitesi belirlendi.

3.2.5.3. Tampon Cozelti Konsantrasyonu

Serbest enzim (0.25 ml) ve immobead (200 mg) farkli konsantrasyonlardaki
(25-1500 mM) Ca(Ac),; tampon ¢ozeltilerinde (pH 5.0, 10 ml) su banyosu
kullanilarak (23°C,115 rpm) 17 saat inkiibe edilerek immobilizasyon gergeklestirildi.
Immobilize enzim, Ca(Ac), tampon ¢ozeltisi (30 mL, 25 mM, pH 5.0) ve NaCl
¢ozetisi (20 ml, 1M) ile yikandi. Immobilize enzim vakum altinda siiziildii.

Siiziintiide bulunan protein miktart ve enzim aktivitesi belirlendi.

3.2.5.4. Siire

Serbest enzim (0.25 ml) ve immobead (200 mg) Ca(Ac), tampon ¢ozeltisinde
(25 mM, pH 5.0, 10ml) su banyosu kullanilarak (23°C, 115 rpm) farkl: siirelerde (2-
24h) inkiibe edilerek immobilizasyon gerceklestirildi. Immobilize enzim, Ca(Ac);
tampon ¢6zeltisi (30 mL, 25 mM, pH 5.0) ve NaCl ¢ozetisi (20 ml, 1M) 1ile yikandi.
Immobilize enzim, vakum altinda siiziildii. Siiziintiide bulunan protein miktar1 ve

enzim aktivitesi belirlendi.

3.2.5.5. Immobilizasyon Matriksinde Bulunan Serbest Epoxy
Gruplarimin Uzaklastiriimasi

Immobilizasyon, serbest enzim (0.25 ml) ve immobead (200 mg) iceren etlen
igerisinde kalsiyum asetat tampon c¢ozeltisi (10 mL, 25 mM, pH 5.0) ile su
banyosunda (23 °C, 115 rpm), 8 saat inkiibe edilmesi ile gerceklestirildi.
Immobilizasyon ortamia farkli konsantrasyonlarda (0.1-3.0 M) glisin ilave edilerek,

isleme 24 saat devam edildi.
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3.2.5.6. Optimum Sartlarda Enzim immobilizasyonu

Thermomyces Lanuginosa Lipaz (0.25 ml) ve Immobead (200 mg) kalsiyum
asetat tampon ¢06zeltisinde (10 mL, 25 mM, pH 5.0) su banyosu (23°C, 110 rpm)
kullanilarak 8 saat inkiibe edildi ve glisin (0,35mg) eklenerek karigtirmaya 24 saat
devam edildi. immobilize enzim, kalsiyum asetat tampon ¢dzeltisi (30ml, 25mM, pH
5.0) ve sodium kloriir ¢ozeltisi (20ml,1M) ile vakum altinda yikandi. immobilize
enzim, buzdolabinda (4°C) tutuldu.

3.2.6. immobilize Enzimin Hidroliz Reaksiyonu Optimizasyonu

Immobilize enzimin optimum hidroliz sartlarnin belirlenmesinde, tampon
¢ozelti pH’1 (4-9), tampon ¢o6zelti konsantrasyonu (15-250 mM) , tampon ¢ozelti
miktar1 (1-30 ml), sicaklik (30-70°C), tuz etkisi (CaCl,, MgCl,, NaCl) ve organik
¢oziicii [heptan, hekzan, izooktan, siklohekzan, DMSO, t- biitanol, t- amil alkol (%
1-10 v/v)] etkileri calisildi.

3.2.6.1. pH

Immobilize enzim (200 mg), farkli pH’larda [(4.0-6.0) Ca(Ac)z, (6.0-9.0)
NaH2PO4] tampon ¢6zeltilerinde (25 mM, 5 ml) aygigek yagi (30 g) ile su banyosu
(140 rpm, 55°C) kullanilarak 30 dakika inkiibe edildi ve olusan yag asidi miktar1 asit

say1s1 tayini metodu ile tayin edildi.

3.2.6.2. Tampon Cozelti Konsantrasyonu

Immobilize enzim (200 mg) farkli konsantrasyonlarda (15-250 mM) tampon
cozeltilerde [5 ml, sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi pH 7.0)] aycicek yag (30 g) ile
su banyosu (140 rpm, 55°C) kullanilarak 30 dakika inkiibe edildi ve olusan yag asidi

miktari asit sayisi tayini metodu ile tayin edildi.

3.2.6.3. Tampon Cozelti Miktar

Immobilize enzim (0.200 mg) farkli miktarlarda (1-30 ml) tampon ¢ozeltilerde

(100 mM sodyum fosfat tamponu pH 7.0) aygicek yagi (30 g) ile su banyosu (140
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rpm, 55°C) kullanilarak 30 dakika inkiibe edildi ve olugsan yag asidi miktar1 asit

sayisi tayini metodu ile tayin edildi.

3.2.6.4. Sicakhk

Immobilize enzim (0.200 mg), Sml tampon ¢dzeltide (100 mM sodyum fosfat
tamponu pH 7.0) aygigegi yag1 (30 g) ile su banyosu (140 rpm) kullanilarak farkli
sicakliklarda (30-70°C) 30 dakika inkiibe edildi ve olusan yag asidi miktar1 asit sayist
tayini metodu ile tayin edildi.

3.2.6.5. Organik Coziicii ve Tuzlarin Hidrolitik Aktiviteye EtKisi

Immobilize enzimin (0.200 mg) optimum sartlar1 belirlendikten sonra 5ml
tampon ¢ozelti (100 mM sodyum fosfat tamponu pH 7.0) bulunan erlen icinde 30g
aycicek yagi ile su banyosunda (140 rpm, 55°C) ortama farkli miktarlarda organik
¢oziciiler [heptan, hekzan, izooktan, siklohekzan, DMSO, t- biitanol, t- amil alkol (%
1-10 v/v)] ve tuzlar (NaCl, MgCl2, CaCl2 (5-250 mM) eklenerek 30 dakika inkiibe

edildi ve olusan yag asidi miktari asit sayisi tayini metodu ile tayin edildi.

3.2.7. immobilize enzimin Yag Hidroliz Reaksiyonuna Siirenin
Etkisi

Immobilize enzim (0.2 g), sodyum fosfat tampon ¢ozeltisinde (5 ml, pH: 7.0,
100 mM) aycicegi yagi (30 g), ile su banyosunda (140 rpm, 55°C) degisik siirelerde
(10-50 dakika) reaksiyona sokuldu ve olusan yag asidi miktarlari tayin edildi.

3.2.8. Aycicek, Soya ve Kanola Yaglarimin Hidrolizi

Serbest enzim (0.25 ml) ve immobilize enzim (0.200 mg) aygcicek, kanola ve
soya yaglar1 (30 g) ile tampon ¢ozelti iginde su banyosunda 140 rpm’de 30 dakika
reaksiyona sokuldu. Reaksiyon serbest enzim icin kalsiyum asetat ¢ozeltisinde(25
mM, pH 6.0) 50°C, immobilize enzim i¢in sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (100 mM,
pH 7.0) 55°C’de gergeklestirildi. Reaksiyon siiresi sonunda olusan yag asidi

miktarlar1 asit sayisi tayini metodu ile belirlendi.
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3.2.9. Sicaklik ve pH Kararhhginmin Tayini

Serbet( 0.25 ml) veya immobilize (0.200 mg) enzimin kararliliginin tayini i¢in
farkl1 pH (4-12) ve sicakliklar (30-70°C) kullanilarak aktiviteler belirlendi. Enzim
farkli pH ve sicakliklarda su banyosunda (150 rpm) 60 dakika tutuldu. . Inkiibe
edilen her bir enzim [(serbest enzim 25 mM pH 6.0 CaAc, tamponu,50°C)
(immobilize enzim 100 mM pH 7.0 Na-fosfat tamponu, 55°C)] optimum hidroliz
sartlar1 igerisinde yag ile 30 dakika reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonunda enzim
aktiviteleri aktivite tayin metodu kullanilarak tespit edildi. Bu caligmalar sirasinda,
pH 4.0-6.0 aras1 kalsiyum asetat, pH 6.0-9.0 arasi1 sodyum fosfat, pH 9.0-10.5
arasinda Glisin-NaOH, pH 10.9-12.0 arasinda ise Na;HPO4.NaOH tampon ¢ozeltileri
kullanildi.

3.2.10. Siirekli Kullanim ve Depolama Kararhhgi

Immobilize enzimin siirekli kullanim kararliligi, enzimin 30 kez kullanimi
sonucunda her bir kullanimdan sonra aktivitesinin dl¢tilmesiyle belirlendi. Kullanilan
immobilize enzim gergeklestirilen her reaksiyon sonucunda Ca(Ac), tampon
cozeltisiyle (30 ml, 25 mM, pH 6.0) yikandi. Depolama kararlilig1 ¢aligmasi enzim
aktivitesinin 60 giin siiresince her gilin Ol¢iilmesiyle gerceklestirildi. Calisma

stiresinde immobilize enzim buzdolabinda (4°C) muhafaza edildi.

3.2.11. TLC Analiz Metodu

Enzimatik hidroliz reaksiyonu ile farkl tipteki yaglarin hidrolizi sonucu elde
edilen monoagilgliserol, 1,2-diacilgliserol, 1,3-diacilgliserol, yag asidi ve
triacilgliserol ince tabaka kromatofrafisi (thin layer chromatgraphy; TLC) ile
belirlendi. Uriinler silika jel ile kaplanmis plakalar (Merck 555) iizerine 0.002 ml
damlatilarak hekzan, dietil eter, asetik asit (80:20:0.2, v/v/v) bulunan solvent
sisteminde yiiriitiildii. Reaksiyon {riinlerinin goriiniir hale getirilebilmesi ig¢in,
yiiriitillen plaka % 95 etil alkol, % 5 siilfirik asit ve % 0.5 a-naftol igeren
renklendirme ¢6zeltisine daldirilarak hotplate iizerinde 150°C’de 10 dakika yakildi.
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3.2.12. GC-MS Analiz Metodu

Analizler, Shimadzu GC-MS-QP2010 Ultra cihazi kullanilarak Rxi®-5ms
Crosbond® % 5 diphenyl/ % 95 dimethyl polysiloxane 30 meter, 0.25 mmID 0.25
um df (max prog. Temp 350°C) MS kolonunda gergeklestirilmistir. Kolon firin
sicakligi 90 °C, enjeksiyon sicakligi 250 °C enjeksiyon modu split ve split oran1 100
olarak ayarlanmistir. Kullanilan GC programi; 90°C’de 5 dk ile baslamakta ve
sonrasinda 10°C/dk hizla 280°C’ye c¢ikmakta ve bu sicaklikta 5 dakika siireyle
durulmasi seklindedir. MS programinda iyon kaynagi sicakligi 200°C ve arayiiz
(interface) sicakligr 210°C olarak ayarlanmistir. MS dedektorii 3-29 dk ve 50-550

m/z araliginda scan mod ile data toplamasi i¢in ayarlanmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda Thermomyces lanuginosa lipaz immobead 150-A matriksi
tizerine kovalent olarak basarili bir sekilde immobilize edilerek aygicek, kanola ve
soya yaglarmin hidrolizinde kullanilabilirligi gosterilmistir. Bir Hollanda firmasi
tarafindan iretilen immobead 150-A matriksinin bu enzim i¢in olduk¢a uygun
oldugu bulundu. immobilizasyon, enzimin optimum pH ve sicakliklarin1 degistirdi.
Aycicek, soya ve kanola yaglariyla yapilan hidroliz deneylerinde, sonuglarin
birbirine yakin olmasi sebebiyle optimizasyon deneylerinde sadece aygicek yagi
kullanildi. Basariyla gerceklestirilen immobilizasyon optimizasyonu sonucunda,
aktivite ve immobilizasyon verimleri % 100 olarak elde edildi. Immobilizasyon ve
aktivite verimi tanimlar1 asagida denklemlerle verilmistir. Deneyler tiger kez tekrar

edilerek gerceklestirilmistir.

: A—-B
Immobilizasyon Verimi = ( n )X 100 (4.1)

D
Aktivite Verimi = EX 100 (4.2)

e A: Immobilizasyonda kullanilan protein miktar
¢ B: Siiziintiideki protein miktar1
e D: Immobilize enzim aktivitesi

e E: Immobilizasyonda baglanan serbest enzim aktivitesi

Immobilizasyonda 1 gr immobead 150-A matriksi {izerine 27.5 mg protein
immobilize edilebilmektedir. Hidrolitik aktivitesi, tekrarli kullanim ve depolama
kararliligt elde edilen immobilize enzimin yag hidroliz reaksiyonlarinda
kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica, bu tez ¢aligmasinda magnetik alanda
aktiflestirilen tampon ¢ozeltide gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlarinda % 8.2

oraninda artis elde edilmistir.
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4.1. Yag Notralizasyonu

Yag nétralizasyonunda sodyum hidroksit ¢dzeltisi kullamldi. islemde ¢ok az
su kullanim1 emiilsiyon olusumunu 6nlemektedir. Notralizasyon esnasinda meydana
gelen yag asidi sodyum tuzlarinin oda sicakliginda yagda ¢oziinmemesinden dolay1
notral yag filtrasyonla elde edilebilmistir. Soya ve kanola yaglarindaki nétralizasyon

kayiplari sirasiyla % 4.7 ve % 7.4 olmustur.

4.2. Aycicek, Kanola ve Soya Yaglarimin Serbest lipazla
Hidrolizi

Notral yaglarin (kanola, soya ve aygicek) serbest lipazla gergeklestirilen

hidroliz sonuglar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1: Aygigek, Kanola ve Soya yaglarinin serbest lipazla hidrolizi.

Yag Asit Sayisi
Aycicek 51,4+0.8
Kanola 50,4+0.5
Soya 50,5+1.1

Aygigek, soya ve kanola yaglariyla elde edilen asit sayilart farklilik
gostermemektedir. Optimizasyon caligmalarinda yalmizca aygigek yaginin
kullanilmasiin nedeni kolay temin edilebilirligi ve yiiksek miktarda omega-6 yag

asidi ihtiva etmesidir.

4.3. Serbest Enzimin Aycicek Yagr Hidroliz Reaksiyonu
Optimizasyonu

Serbest lipaz ile gerceklestirilen hidroliz reaksiyonu optimizasyonu i¢in pH,
tampon ¢ozelti konsantrasyonu, tampon ¢ozelti miktari, sicaklik, organik ¢oziicli ve

tuz etkileri galisildi.
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4.3.1. pH

Hidroliz reaksiyonu serbest enzim ile farkli pH’lardaki tampon c¢ozeltileri

kullanilarak gerceklestirilmistir. Sonuglar Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1: Serbest enzimin hidrolitik aktivitesine pH’1n etKisi.
o [Serbest enzim (0.25 ml), farkli pH’larda [(-6.0) Ca(Ac)2, (6.0-9.0) NaH2PO4]

tampon ¢ozeltisinde (25 mM, 5 ml) aycicek yagi (30 g) ile su banyosu (50°C,140
rpm) kullanilarak 30 dakika inkiibe edildi]

Grafikten goriildiigli gibi en yliksek aktivite pH 6.0°da elde edilmistir.

4.3.2. Tampon Cozelti Konsantrasyonu

Hidroliz reaksiyonu serbest enzim ile farkli tampon ¢ozelti konsantrasyonlari

kullanilarak gerceklestirilmistir. Sonuglar Sekil 4.2°de verilmistir
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Sonuglara gore, hidroliz i¢in 25mM ve daha yliksek konsantrasyonlardaki

Ca(Ac), tampon ¢ozeltileri kullanilabilir
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Sekil 4.2: Konsantrasyonunun serbest enzimin hidrolitik aktivitesine etkisi.

o [Serbest enzim (0.25 ml), farkli konsantrasyonlarda (15-250 mM) Ca(Ac)2

tampon ¢ozeltilerinde (5 ml, pH 6.0) ay¢icek yagi (30 g) ile su banyosu (50°C,
140 rpm) kullanilarak 30 dakika inkiibe edildi]

4.3.3. Tampon Cozelti Miktari

Hidroliz reaksiyonu serbest enzim ile farkli tampon c¢ozelti miktarlar

kullanilarak gerceklestirilmistir. Sonuglar Sekil 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.3: Tampon ¢ozelti miktarinin serbest enzimin hidrolitik aktivitesine

etkisi.
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o [Serbest enzim (0.25 ml), farkli miktarlardaki (1-30 ml) tampon ¢ozeltilerinde
(25 mM Ca(Ac), tamponu pH 6.0) aygigek yagi (30 g) ile su banyosu (50°C,140
rpm) kullanilarak 30 dakika inkiibe edildi ]

4.3.4. Sicakhik

Hidroliz reaksiyonu serbest enzim ile farkli sicakliklar kullanilarak

gergeklestirilmistir. Sonuglar Sekil 4.4°de verilmistir.
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Sekil 4.4: Sicakligin serbest enzimin hidrolitik aktivitesine etkisi.

o [Serbest enzim (0.25 ml), Sml tampon ¢ozeltisinde (25 mM Ca(Ac), tamponu
pH 6.0) aygigek yag1r (30 g) ile su banyosu (140 rpm) kullanilarak farkli
sicakliklarda (30-70°C) 30 dakika inkiibe edildi]

Bu sonuglara gore serbest enzim en iyi aktiviteyi 50°C’de gostermektedir.

4.3.5. Hidroliz Reaksiyonuna Organik Coziicii Etkisi

Serbest enzimin optimum hidroliz sartlarinda ortama farkli ¢oziiciiler ilave

edilerek hidrolitik aktiviteye etkileri ¢alisildi. Sonuglar Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2: Degisik organik ¢6ziiciilerin serbest enzim aktivitesine etkisi.

Asit Sayis1 (ilavesiz:51.5+0.4)

Coziicii 1%(vIv) | 2.5%(v/IVv) | 5%(Vv/V) | 7.5%(Vv/V) | 10%(v/v)
Izooktan |51.3+0.7 | 52.4+0.3 | 49.7+0.6 | 41.2+0.3 | 33.3+0.3
Hekzan 51.1+0.2 | 52.5+0.3 | 48.2+0.6 | 38.0+0.6 | 32.7+0.3
Heptan 51.1+0.6 | 49.1+0.3 | 50.3+0.3 | 39.1+0.9 | 25.4+0.3
Siklohekzan | 51.2+0.9 | 51.5+0.4 | 52.5+0.3 | 47.3+0.9 | 38.7+0.6

DMSO 50.7+0.3 | 50.3+0.5 | 47.4+0.3 | 33.7+0.6 | 1.7+0.0
T-biitanol | 51.2+0.6 | 51.4+0.4 | 52.4+0.9 | 55.1+0.2 | 50.1+0.6
T-amil alkol | 51.84+0.2 | 53.7+0.3 | 55.6+0.2 | 54.8+0.3 | 48.1+0.3

En iyi sonug, % 5.0 oraninda t-amil alkol ilavesiyle elde edilmistir.

durumda hidroliz reaksiyonunda % 8.0 oraninda bir artig gézlenmistir.

4.3.6. Hidroliz Reaksiyonuna Tuz Etkisi

Bu

Degisik tuzlarin (NaCl, CaCl, ve MgCl,) serbest lipazin hidrolitik aktivitesine

olan etkileri Tablo 4.3°de verilmistir.

Tablo 4.3: Degisik tuzlarin serbest enzim aktivitesine etkisi.

Asit Saysi (Ilavesiz 51.5£0.3)
[Tuz]
5 10 25 50 100 150 250
(mM)
NaCl 514+ | 51.6+ | 52.2+ | 51.8+ | 51.0+ | 50.8+ | 50.8+
a
0.3 0.3 0.6 0.3 0.4 0.3 0.3
50.9+ | 51.1+ | 51.3+ | 51.5+ [50.0+0.| 50.4+ | 50.0+
CaCl,
0.4 0.3 0.8 0.4 7 1.1 1.2
514+ | 515+ | 51.5+ | 514+ | 50.2+ | 50.7+ | 50.4+
MgCl,
0.7 0.3 0.4 1.2 0.5 0.9 0.6
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Reaksiyon sonucunda serbest enzimin hidrolitik aktivitesini yalnizca NaCl’iin
(25 mM) % 1,4 oraninda arttirdign goriilmiistiir. Sonuglara gore tuz ilavesinin

hidroliz aktivitesi lizerine olumlu veya olumsuz etkileri olmamustir.

4.3.7. Yiiksek Miktarda Enzim Kullanmilarak Hidroliz Reaksiyonu

Hidroliz reaksiyonuna yiiksek aktiviteye sahip serbest enzimin hidroliz

reaksiyonuna etkisi Tablo 4.4’de incelenmistir.

Tablo 4.4: Yiiksek oranda kullanilan enzimin hidroliz reaksiyonuna siirenin etkisi.

Siire (saat) Asit Sayisi
Y 61.7+0.5
6 112.4+0.7
30 147.9+0.2
48 131.8+0.9

Reaksiyon sonucunda yiiksek aktivitede enzim ile gerceklestirilen hidroliz

reaksiyonun yaklasik % 74 hidroliz verimi ile gerceklestigi goriilmektedir.

4.3.8. Magnetize Tampon Cozeltinin Hidroliz Reaksiyonuna Etkisi

Serbest enzim ile gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlarinda magnetik alanin
etkisinin sonuclar1 Tablo 4.5’ de gosterilmistir. Tampon ¢ozelti (20 ml) (+4.1 kG) ve
(-4.1 kG) luk magnetik alana 30 dakika maruz birakildiginda lipaz hidroliz

aktivitesinde sirayla % 6.6 ve % 1.1°lik artiglar olmustur

Tablo 4.5: Magnetik alanin enzim aktivitesine etkisi.

Magnetik Alan

Asit Sayisi

Kuzey (-) 29.3+0.6
Gliney (+) 27.8+0.7
Muamelesiz 27.5+0.3
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Yapilan bu 6n denemelerde, miknatisin kuzey kismiyla muamele edilen
tampon ¢ozeltiyle daha iyi sonuglar alindigindan denemelere kuzey yoniiyle devam
edilmistir.

Magnetik alanin (-) tampon ¢ozeltiye etkisi siireye baglh olarak ¢alisildi. Tablo
4.6’da goriildiigii gibi en fazla aktivite artis1 (% 8.2) 10. dakikada elde edilmistir.

Daha uzun siireli muamelelerde aktivite artist hemen hemen sabitlenmistir.

Tablo 4.6: Magnetik alan (-) muamele siiresinin enzim aktivitesine etkisi.

Siire (dk) | O 1 5 |10 | 15| 20 | 25 | 30 | 60

275127.5|28.029.7|29.5|29.429.3|29.3|29.3

Asit Sayisi
+0.1|+0.7 |£1.3 |£0.3 |£0.5|£0.5[£0.3|+0.4 |£0.2

Magnetik alanda (-) 10 dakika tutulan tampon ¢ozeltinin kararliliginin
Olciilebilmesi i¢in tampon ¢ozelti oda sicakliginda (22°C) degisik siirelerde tutuldu
ve bu ¢ozelti kullanilarak hidroliz aktiviteleri belirlendi. Tablo 4.7’de goriildigii gibi
magnetize olan tampon ¢ozelti 6zelligini 48 saat siiresince korumaktadir. 72 saat

icinde bu 6zellik kaybolmaktadir.

Tablo 4.7: Magnetik alan ile muamele edilen tampon ¢6zeltinin kararlilig:.

Depolama Asit sayisi
siiresi (Saat)
8 29.3+0.5
16 29.4+0.8
24 29.3+0.3
48 29.2+0.5
72 27.2+0.9
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Manyetize olan tampon c¢ozelti lizerine sicakligin etkisini ¢alismak igin bu
cozeltiler degisik sicakliklarda 1saat su banyosunda tutuldu ve sicaklik 30°C’ye
getirilerek aktivite deneyleri Tablo 4.8’deki gibi gerceklestirildi

Tablo 4.8: Magnetize tampon ¢dzeltilerine sicaklikligin etkisi.

Sicaklik (°C) Asit Sayisi
30 29.3+1.1
40 29.0+0.8
50 27.2+0.9
60 26.4+0.5
70 26.1+0.3
80 24.9+1.0

Magnetize tampon c¢ozeltinin Ozellikleri 50°C ve ilizerinde 1 saat iginde
kaybolmaktadir. Sonug olarak, manyetik alana (-) 10 dakika maruz birakilan tampon
¢ozelti hidroliz reaksiyonlarinda kullanildiginda aktivitede % 8 civarinda artis
olmaktadir. Tampon ¢Ozeltinin manyetize edilme isleminde ¢dzeltinin

karistirtlmasinin herhangi bir etkisi olmamaktadir.

4.4. Serbest Enzimin Sicaklik ve pH Kararhhg:

Serbest enzimin pH ve sicaklik kararligin1 gosteren sonuglar Sekil 4.5 ve Sekil
4.6’da verilmistir.

105 -
1001
95
90 - §\9\.\
6 ’
80

754

Bagil aktivite (%)

70

65 4

60

T T T T T
4 6 8 10 12
pH

Sekil 4.5: Serbest Enzim kararliligina pH*‘nin etkisi
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Sekil 4.6: Serbest enzim kararliligina sicaklik etkisi.

Serbest enzim icin pH 6.0-8.0 arasinda kararl1 iken sicaklik kararlilig1 50°C’ye
kadar kararli olarak bulundu.

45. TLL’nin Iimmobead 150-A Uzerine Immobilizasyon
Optimizasyonu

4.5.1. Matriks miktari

Immobilizasyon, kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisi icerisinde farkli matriks
miktarlari ile gergeklestirildi. Tablo 4.9°da goriildiigii gibi elde edilen sonuglara gore

200 mg matriksin immobilizasyon i¢in en uygun matriks miktari oldugu tespit edildi.

Tablo 4.9: Matriks miktarinin enzim immobilizasyonuna etkisi.

Matriks | Immobilizasyon Akti_Vit_e ImmoPilize Siiziintiideki
(mg) verimi (%) verimi enam protein (mg)
(%) aktivitesi (1U)
50 100.0 35,0 372,3 0.0
100 100.0 40,0 426,1 0.0
150 100.0 52,0 554,4 0.0
200 100.0 54,6 581,3 0.0
250 100.0 54,7 582,3 0.0
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4.5.2. pH

Immobilizasyon, kalsiyum asetat (4.5-6.0) ve sodyum fosfat (6.0-9.0) tampon

cozeltilerinde gergeklestirildi Tablo 4.10°da goriildiigii gibi ¢alisma sonunda pH

5.0’ immobilizasyon i¢in en uygun pH miktar1 oldugu tespit edildi.

Tablo 4.10: pH’1n enzim immobilizasyonuna etkisi.

. Immobilize
Immobilizasyon | Aktivite _ Siiziintiideki
pH o o enzim )
verimi (%) verimi (%) o protein (mg)
aktivitesi (1U)
4.5 100.0 50,9 542,0 0.0
5.0 100.0 57,3 610,2 0.0
6.0 100.0 51,7 550,2 0.0
7.0 100.0 38,8 413,7 0.0
8.0 100.0 39,8 424,1 0.0
9.0 100.0 36,7 391,0 0.0
4.5.3. Konsantrasyon
Immobilizasyon, farkli konsantrasyonlardaki Kkalsiyum asetat tampon

cozeltisinde gerceklestirildi. Tablo 4.11°de goriildiig gibi ¢alisma sonunda 25mM

tampon ¢ozelti konsantrasyonun immobilizasyon i¢in en uygun miktar oldugu tespit

edildi.

Tablo 4.11: Tampon ¢6zelti konsantrasyonunun enzim immobilizasyonuna etkisi.

[Tampon | . Aktivite | Immobilize
Immobilizasyon o ) Siiziintideki
cozelti] o verimi enzim )
verimi (%) o protein (mg)
mM (%) aktivitesi (1U)
25 100.0 55,1 587,5 0.0
250 100.0 50,3 535,8 0.0
500 100.0 49,5 527,5 0.0
1000 100.0 48,3 515,1 0.0
1500 100.0 48,0 510,9 0.0
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454, Siire

Immobilizasyon, farkli siirelerde kalsiyum asetat tampon ¢dzeltisinde
gerceklestirildi. Tablo 4.12°de gorildigi gibi ¢alisma sonucunda elde edilen verilere
gore 8 saatlik immobilizasyon siiresi serbest enzimin aktivitesinin en yiiksek oldugu

stire olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.12: Siirenin enzim immobilizasyonuna etkisi.

] Aktivite Immobilize
Immobilizasyon o ) Siuiziintiideki
Siire(saat) o verimi enzim ]
verimi (%) S protein (mg)
(%) aktivitesi (1U)
2 100.0 48,0 510,9 0.0
4 100.0 50,6 538,9 0.0
6 100.0 55,6 592,0 0.0
8 100.0 56,9 606,1 0.0
24 100.0 46,4 494,4 0.0

455. immobilize Enzim Aktivitesinin Glisin  Kullamlarak
Arttirillmasi

Optimum sartlar belirlendikten sonra reaksiyon ortamina 8. saat sonunda glisin
ilave edilerek 24 saat immobilizasyon islemine devam edildi. Calisma sonucunda
tekrarli kullamimlar i¢in 0.5 M, (0,35mg) glisinle muamele edilen immobilize

enzimin en iyi oldugu bulundu.
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Sekil 4.7: Glisinle muamelenin immobilize enzim aktivitesine etkisi.
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o[—=-0.1 M Glisin, —*— 0.25 M Glisin, ** 0.5M Glisin , ¥~ 1M Glisin, ~4
2M Glisin,®=3M Glisin]

Tablo 4.13: Glisinle muamelenin immobilize enzim lizerine etkisi.

Batch | Asit Sayisi

Ilavesiz | 0.1MGly |0.25MGly | 0.5MGly | IMGly | 2MGly | 3MGly
1 50.1 49.9 50.0 50.3 50.1 49.9 50.0
2 44.6 45.0 46.8 49.7 49.3 48.0 47.9
3 40.8 41.0 45.0 49.0 48.5 45.8 45.4
4 - 38.1 42.9 48.7 46.9 44.0 43.5
5 - 36.5 41.2 47.6 46.5 43.9 42.0
6 - 34.9 40.6 47.1 45.8 42.5 41.1

4.6. immobilize Enzimin Aycicek Yag Hidroliz Reaksiyonu
Optimizasyonu

Immobilize enzim ile gerceklestirilen hidroliz optimizasyon reaksiyonlarinda

pH, tampon ¢6zelti konsantrasyonu, tampon ¢ozelti miktari, sicaklik, organik ¢oziicii

ve tuz etkileri ¢aligildi.

4.6.1. pH

Hidroliz reaksiyonu immobilize enzim ile farkli pH’lardaki tampon ¢ozeltileri
Grafikten

kullanilarak gerceklestirilmistir.

gortldiigii gibi en yliksek aktivite pH 7.0°da elde edilmistir.

Sonucglar Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8: Immobilize enzimin hidrolitik aktivitesie pH’1n etKisi.

e [immobilize enzim (200 mg), farkli pH’larda [(4.0-6.0) Ca(Ac),, (6.0-9.0)
NaH2PO4] tampon c¢ozeltilerinde (25 mM, 5 ml) aycicek yagi (30 g) ile su
banyosu (140 rpm, 55°C) kullanilarak 30 dakika inkiibe edildi. ]

4.6.2. Tampon Cozelti Konsantrasyonu

Hidroliz reaksiyonu immobilize enzim ile farkli tampon c¢ozelti

konsantrasyonlarinda gergeklestirilmistir. Sonuglar Sekil 4.9°da verilmistir.

Bu sonuglara gore, hidroliz i¢in 100 mM sodyum fosfat tampon ¢o6zeltisinin

kullanilmas1 gerekmektedir
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Sekil 4.9:Konsantrasyonun immobilize enzimin hidrolitik aktivitesine etkisi.
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e [immobilize enzim (200 mg) farkli konsantrasyonlarda (15-250 mM) tampon
¢oOzeltilerde [5 ml, sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi pH 7.0] aycicek yagi (30 g) ile
su banyosu (140 rpm, 55°C) kullanilarak 30 dakika inkiibe edildi.]

4.6.3. Tampon Cozelti Miktari

Hidroliz reaksiyonu immobilize enzim ile farkli tampon c¢ozelti miktarlar

kullanilarak gerceklestirilmistir. Sonuclar Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10: Cozelti miktarinin immobilize enzimin hidrolitik aktivitesine etkisi.

e [Immobilize enzim (0.200 mg) farkl1 miktarlarda (1-30 ml) tampon ¢dzeltilerde
(100 mM sodyum fosfat tamponu pH 7.0) aycicek yagi (30 g) ile su banyosu (140
rpm, 55°C) kullanilarak 30 dakika inkiibe edildi.]

En iyi hidroliz reaksiyonu 5ml tampon ¢ozelti kullanilan deneyde elde

edilmistir.

4.6.4. Sicakhik

Hidroliz reaksiyonu immobilize enzim ile farkli sicakliklar kullanilarak

gergeklestirilmistir. Sonuglar Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11: Sicakligin immobilize enzimin hidrolitik aktivitesine etkisi.

e [immobilize enzim (0.200 mg), Sml tampon ¢dzeltide (100 mM sodyum fosfat

tamponu pH 7.0) ay¢igegi yagi (30 g) ile su banyosu (140 rpm) kullanilarak farkli
sicakliklarda (30-70°C) 30 dakika inkiibe edildi.]

Bu sonuglara gore serbest enzim en iyi aktiviteyi 55°C’de gdstermektedir

4.6.5. Hidroliz Reaksiyonuna Organik Coziicii Etkisi

Immobilize enzimin optimum hidroliz sartlarinda ortama farkl ¢oziiciiler ilave

edilerek hidrolitik aktiviteye etkileri ¢alisildi. Sonuglar Tablo 4.14’de verilmistir

Tablo 4.14: Organik ¢6ziiclilerin immobilize enzim aktivitesine etkisi.

Asit Sayisi (ilavesiz: 51.9)

Coziicii 1%(viv) | 2.5%(vIv) | 5%(viv) | 7.5%(vIv) | 10%(Vv/v)
Izooktan 49.7+0.3 | 44.9+0.6 | 44.70.3 | 43.0+0.9 33.3+0.6
Hekzan 49.6+0.3 | 48.1£0.6 | 48.8+0.9 | 39.5+0.3 33.1+0.6
Heptan 48.1£0.6 | 46.7£0.4 | 43.4+£0.6 39.1+0.9 32.94+0.9
Siklohekzan | 51.2+0.2 | 51.3£0.3 | 50.8+0.5 | 46.8+0.3 31.8+0.6
DMSO 45.1+0.3 | 43.240.6 | 42.1+0.6 | 23.0+£0.6 12.9+0.4
t-biitanol 48.6£0.4 | 44.5£09 | 43.2+0.1 30.5+0.3 21.7+0.3
t-amil alkol | 51.9+0.4 | 54.0+0.3 55.3+£0.3 53.1+0.3 43.9+0.4
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En iyi sonug, % 5.0 (v/v) oraninda t-amil alkol ilavesiyle elde edilmistir. Bu

durumda hidroliz reaksiyonunda % 6.5 oraninda bir artig gézlenmistir.

4.6.6. Hidroliz Reaksiyonuna Tuz Etkisi

Degisik tuzlarin (NaCl, CaCl, ve MgCl;) immobilize lipazin hidrolitik

aktivitesine olan etkileri Tablo 4.15’de verilmistir

Tablo 4.15: Degisik tuzlarin immobilize enzimin aktivitesine etkisi.

Asit Sayisi (ilavesiz:51.9)
Tuz konsantrasyonu (mM)
NaCl CaCl, MgCl,

5 51.2+0.3 50.9+0.3 50.2+0.3
10 51.2+0.3 51.94+0.3 50.84+0.3
25 51.8+0.6 51.4+0.8 51.1£0.4
50 52.6+0.3 50.6+£0.4 50.2+1.2
100 50.2+0.4 50.5+0.7 50.1+0.5
150 50.1+0.7 50.6+1.1 50.6£0.9
250 50.4+0.5 51.0£1.2 50.2+0.6

Reaksiyon sonucunda serbest enzimin hidrolitik aktivitesini yalnizca NaCl’iin
(25 mM) % 1,4 oraninda arttirdigi goriilmiistiir. Sonuglara gore tuz ilavesinin

hidroliz aktivitesi lizerine olumlu veya olumsuz etkileri olmamustir.

4.7. immobilize Enzimin pH ve sicakhk kararhhg

Immobilize enzimin pH ve sicaklik kararligin1 gosteren sonuglar Sekil 4.12 ve

Sekil 4.13’de gosterilmistir.
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Sekil 4.12: Immobilize enzim kararliligia pH etkisi.

Gortldiugi gibi immobilize enzim pH 7.0-9.0 araliginda kararhdir.
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Sekil 4.13: Immobilize enzim kararliligina sicaklik etkisi.

Immobilize enzim 55°C’ye kadar kararlidir. Bu sicakliktan sonra aktivitede

azalmalar olmaktadir. 70°C’de baslangi¢ aktivitesinin % 25’ini kaybetmektedir.

4.8. Hidroliz Reaksiyonuna Siirenin Etkisi

Aycigek yaginin immobilize enzim ve serbest enzim ile belirli siirelerde
hidroliz aktivitesine bakildi. Sonuglar enzimin her iki formununda 120. dakikadan
sonra aktivitede belirgin bir artis olmadigi Tablo 4.16’da da goriilmektedir.
Aktivitenin artis gostermemesinin nedeni ortamda olusan yag asidi ve gliseroliin
enzime etki ederek inhibe etmesinden kaynakli olabilir. immobilize enzimin zamana

kars1 hidroliz aktivitesine bakildiginda aktivitenin serbest enzime goére daha iyi
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olmasinin nedenlerinden biri matriksin yiizeyindeki apolar gruplarin yag ile daha iyi

etkilesime girerek reaksiyonu hizlandirmasindan kaynakli olabilir.

Tablo 4.16: Siirenin serbest ve immobilize enzimin aktivitesine etkisi.

Asit sayisi
Asit sayisi .
] ] (Immobilize
Siire (dakika) (Serbest enzim) )
enzim)
10 35.9+0.5 36.7+0.9
20 42.0+0.7 42.5+0.3
30 51.3+0.3 51.940.3
40 56.5+0.5 56.8+0.8
60 58.2+1.1 59.9+0.4
120 60.1+0.2 63.8+0.5
180 61.8+0.5 65.7+0.7
240 61.4+0.1 66.9+0.5

4.9. Tekrar Kullanim Deneyleri

Optimum hidroliz reaksiyon sartlari belirlenen immobilize enzimin tekrar
kullanim deneyleri 30 kez gerceklestirildi. Deneyler sonunda enzim aktivitesinin %
30,5 oraninda diistigli gozlendi. Sonuclar Sekil 4.14’de gosterilmistir. Bu diisiisiin
nedeni, enzim yapisinda olabilecek degisikliklere ilave olarak immobilize enzimin

her kullanimdan sonra gergeklestirilen yikama islemlerinde yasanan kayiplardir.
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Sekil 4.14: Immobilize enzimin tekrarl kullanimlari.
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4.10. immobilize Enzimin Raf Omriiniin Belirlenmesi

Immobilize enzimin raf Omriiniin belirlenmesi igin her giin olmak iizere
toplamda 60 giin hidrolitik aktivite tayini gerceklestirildi. Bu siire sonunda enzim
aktivitesinin % 10,3 oraninda diistigli gozlenmistir. Sonuglar Sekil 4.15°de

gosterilmistir. Enzim kullanim stiresi boyunca buzdolabinda (+4°C) saklandi.
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Sekil 4.15: Immobilize lipazin depolama kararlilig1.

4.11. TLC Analizi

Deney c¢aligmalarinda kullanilan degisik yaglarin hidroliz {irtinleri TLC

yontemiyle Sekil 4.16°daki gibi gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.16: Aycicek, Soya ve Kanola yaglarinin hidroliz {irlinlerinin TLC

analizi.
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o[ A.C.Y.S: Aycicek yag serbest lipaz, A.C.Y.I: Aycicek yag1 immobilize lipaz,
S.Y.S: Soyayag1 serbest lipaz, SYI: Soyayagi immobilize lipaz, K.Y.S:
Kanolayag serbest lipaz, K.Y.I:Kanolayag: immobilize lipaz ]

4.12. GC-MS Analizi

Serbest ve immobilize enzim ile gergeklestirilen aycicek yaginin hidroliz
reaksiyonu sonucunda elde edilen yag asitleri GC-MS kromatografi metodu ile

belirlenmistir.

eYag asidi karisimi i¢cin GC-MS analizi; 6rnekleri degerlendirebilmek amaciyla

yag asidi karisimi standard olarak kullanilmistir.

1
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Sekil 4.17: Yag asidi karisimi igin GC analizi sonucu.

- 1 numarali pikin(Ma:186) W9ON11 ve NIST11 kiitiiphanelerine gore % 98 kaprik
aside ait olabilecegi diisiintilmektedir.

- 2 numarali pikin(Ma:214) WON11 ve NIST11 kiitiiphanelerine gore % 98 laurik
aside ait olabilecegi diisiiniilmektedir.

- 3 numarali pikin(Ma:270) W9N11 ve NISTI11 kiitiiphanelerine gore % 97
palmitik aside ait olabilecegi diisiiniilmektedir

-4 numarali pikin(Ma:294) WON11 ve NISTI11 kiitiiphanelerine gore % 96
linoleik aside ait olabilecegi diisiiniilmektedir

- 5 numarali pikin(Ma:296) WON11 ve NIST11 kiitiiphanelerine gére % 97 oleik

aside ait olabilecegi diisiiniilmektedir.
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- 6 numaral1 pikin(Ma:298) WON11 ve NIST11 kiitiiphanelerine gore % 96 stearik
aside ait olabilecegi diisiiniilmektedir

- 7 numarali pikin(Ma:324) WO9N11 ve NIST11 kiitiiphanelerine gore % 95
gondoik aside ait olabilecegi diistiniilmektedir.

- 8 numarali pikin(Ma:326) WO9N11 ve NISTI11 kiitiiphanelerine gore % 97
arasidik aside ait olabilecegi diigiiniilmektedir.

-9 numarali pikin(Ma:324) WO9N11 ve NIST11 kiitiiphanelerine gére % 95

behenik aside ait olabilecegi diisiiniilmektedir.

e Aycigek yaginin GC-MS analizi; deneylerde kullanilan aygicek yagmin ihtiva

ettigi yag asitleri belirlenebilmesi i¢in analiz edilmistir.
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Sekil 4.18: Ayc¢igek yagi igin GC analizi sonucu.

-1. pikin(Mw:270) WO9NI11 ve NIST11 kiitiiphaneleri ve standardla
karsilagtirildiginda palmitik aside ait olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.19: Aygigek yagina ait 1 numarali pikin kiitle spektrumu.
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- 2. pikin(Ma:294) WONI11 ve NISTI1 kitiiphaneleri ve standardla

karsilagtirildiginda linoleik aside ait oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.20: Aycicek yagina ait 2 numarali pikin kiitle spektrumu.

-3. pikin(Ma:296) WONI11 wve NIST11 kiitiiphaneleri ve standardla

karsilastirildiginda oleik aside ait oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.21: Aycicek yagina ait 3 numarali pikin kiitle spektrumu.

-4. pikin(Ma:298) WONI11 wve NIST11 kiitiiphaneleri ve standardla
karsilastirildiginda stearik aside ait oldugu disiiniilmektedir.
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Sekil 4.22: Aygicek yagina ait 4 numarali pikin kiitle spektrumu.

-5, pikin(Ma:324) WONI11 ve NIST11 kiitiiphaneleri ve standardla

karsilagtirildiginda gondoik aside ait oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.23: Ayg¢icek yagina ait 5 numaral pikin kiitle spektrumu.

-6. pikin(Ma:326) WONI11 ve NISTI1 kiitiiphaneleri ve standardla
karsilastirildiginda arasidik aside ait oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.24: Aycicek yagina ait 6 numarali pikin kiitle spektrumu.

e Serbest enzim i¢in GC-MS analizi: Serbest enzim kullanilarak gergeklestirilen
hidroliz reaksiyonu sonucunda elde edilen yag asitlerinin belirlenebilmesi i¢in

analiz gergeklestirilmistir.

s ) 10 ) 15 ) 20 ' 25
FRetention Time (min)

Sekil 4.25: Serbest enzim i¢in GC analizi sonucu.
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-1. pikin(Ma:186) WONI11 ve NISTI11 kiitiiphaneleri ve standardla
karsilagtirildiginda kaprik aside ait oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.26: Serbest enzime ait 1 numarali pikin kiitle spektrumu.

-2. pikin(Ma:256) WON11 wve NIST11 kitiiphaneleri ve standardla

karsilastirildiginda palmitik aside ait oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.27: Serbest enzime ait 2 numarali pikin kiitle spektrumu.

-3. pikin(Ma:294) WONI11 ve NIST11 kiitiiphaneleri ve standardla

karsilastirildiginda pikin linoleik asit metil esterine ait oldugu disiiniilmektedir.
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Sekil 4.28: Serbest enzime ait 3 numarali pikin kiitle spektrumu.

-4. pikin(Ma:296) WONI11 ve NIST11 kitiiphaneleri ve standardla

karsilastirildiginda oleik asit metil esterine ait oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.29: Serbest enzime ait 4 numarali pikin kiitle spektrumu.

-5, pikin(Ma:280) WO9NI11 ve NISTI1 kitiiphaneleri ve standardla

karsilastirildiginda linoleik aside ait oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.30: Serbest enzime ait 5 numarali pikin kiitle spektrumu.

-6. pikin(Ma:282) WONI11 wve NIST11 kiitiiphaneleri ve standardla

karsilastirildiginda oleik aside ait oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.31: Serbest enzime ait 6 numarali pikin kiitle spektrumu.
eImmobilize enzim igin GC-MS sonucu: Immobilize enzim kullanilarak

gerceklestirilen hidroliz reaksiyonu sonucunda elde edilen yag asitlerinin

belirlenebilmesi i¢in analiz gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.32: immobilize enzim i¢in GC analizi sonucu.

-1. pikin(Ma:186) WO9N11 ve NIST11 kiitiiphaneleri ve standardla
karsilastirildiginda kaprik aside ait oldugu disiiniilmektedir.
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Sekil 4.33: Immobilize enzime ait 1 numarali pikin kiitle spektrumu.

-2. pikin(Ma:270) WO9NI11 wve NIST11 kiitiiphaneleri ve standardla

karsilastirildiginda palmitik aside ait oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.34: Immobilize enzime ait 2 numaral1 pikin kiitle spektrumu.

57



-3. pikin(Ma:294) WONI11 ve NISTI1 kiitiiphaneleri ve standardla
karsilagtirildiginda pikin linoleik aside ait oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.35: Immobilize enzime ait 3 numaral1 pikin kiitle spektrumu.

-4. pikin(Ma:296) WONI11 wve NIST11 kiitiiphaneleri ve standardla
karsilastirildiginda pikin oleik aside ait oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.36: Immobilize enzime ait 4 numaral1 pikin kiitle spektrumu.

-5, pikin(Ma:296) WO9NI11 ve NIST11 kiitiiphaneleri ve standardla
karsilastirildiginda pikin stearik aside ait oldugu diigiiniilmektedir.
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Sekil 4.37: Immobilize enzime ait 5 numaral1 pikin kiitle spektrumu.
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Uygulanan metoda gére GC-MS analizi sonucunda aygicek yagi igerisinde
bulunan yag asitleri palmitik asit, stearik asit, linoleik asit, arsidik, gondoik, oleik asit
oldugu diistiniilmektedir. Serbest ve immobilize enzim ile gergeklestirilen hidroliz
reaksiyonlar1 sonucunda gergeklestirilen GC-MS analiz sonuglarina gore elde edilen
yag asitleri kaprik asit, palmitik asit, linoleik asit, oleik asit ve stearik asit oldugu

ongoriilmektedir.
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5. SONUCLAR ve YORUMLAR

Bu tez ¢alismasinda Thermomyces lanuginosa lipaz immobead 150-A matriksi
tizerine kovalent olarak basarili bir sekilde immobilize edildi. Optimizasyon
calismalar1 sonucunda, aktivite ve immobilizasyon verimleri % 100 olarak elde
edildi. 1 gr immobead 150-A matriksi lizerine 27.5 mg protein kovalent olarak
baglanabilmektedir. Literatiirde bu tez ¢alismasinda kullanilan enzim ve matriksin
(Immobead 150 A) kullanildig1 ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Immobilizasyon,
enzimin optimum pH ve sicakliklarini degistirmistir. Serbest enzim pH 6.0-8.0
arasinda kararl iken sicaklik kararlilign 50°C olarak bulundu. Immobilize enzim pH
(7.0-9.0) araliginda ve 55°C ye kadar kararlidir. Akkdse tarafindan yapilan tez
calismasinda TLL lipaz % 100 immobilizasyon ve % 86.5 aktivite verimi ile 16.5 mg
protein/g-matriks olacak sekilde STY-DVB-PGA kopolimerine kovalent olarak
immobilize edilmis ve ayg¢icek yaginin hidrolizinde kullanilmistir [51]. Nayeli ve
arkadaglar1 perlit iizerine kovalent olarak immobilize edilen Thermomyces
lanuginosa lipaz’in (TL-IM) termal kararliligin1 50-80°C, pH kararliligin1 ise 7-10
arasinda bulmuslardir [52]. Dizge ve arkadaslari, TLLyi STY-DVB ve STY-DVB-
PGA kopolimerine immobilize etmislerdir. Calismalarinda STY-DVB kopolimerine
adsorpsiyon yontemiyle (% 63.3 immobilizasyon verimi) gram matriks basina 9.5
mg protein baglarken, STY-DVB-PGA kopolimerine kovalent olarak (% 76.0
immobilizasyon verimi) gram matriks basina 11.4 mg protein baglamiglardir [53].
Carla Roberta ve arkadaslar1t Thermomyces Lanuginosa lipazi immobead 150-A
tizerine degisik metodlarla (kovalent, ¢apraz baglama ve adsorbsiyon) yiiksek
immobilizasyon (% 97-100) ve aktivite verimleriyle (% 90-100) 1 g matriks basina 5
mg proteini immobilize etmislerdir [54]. Bu sonuglardan goriildiigii gibi g-matriks
basina protein baglanmasi agisindan buldugumuz sonug (27.5 mg protein/g-matriks)
en iyisidir.

Bu calismada hidroliz optimizasyonu serbest ve immobilize lipaz i¢in ayr1 ayri
calisildi. Optimizasyon c¢alismalarinda, tampon ¢ozelti pH’1 (4-9), tampon ¢ozelti
konsantrasyonu (15-250 mM), tampon ¢6zelti miktari (1-30 ml), sicaklik (30-70°C),
tuz (CaCl2, MgCI2 ve NaCl) ve organik c¢oziicii [heptan, hekzan, izooktan,
siklohekzan, DMSO, t- biitanol ve t- amil alkol (% 1-10 v/v)] etkileri g¢alisildi.
Aygigek, soya ve kanola yaglariin serbest lipaz ile yapilan hidroliz deneylerinde,

sonuglarin birbirine yakin olmasi, diger yaglara gore kolay bulunabilirliginden dolayi
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optimizasyon deneylerinde sadece aygigek yagi kullanildi. Aygicek yagi ile
gerceklestirilen hidroliz optimizasyonu sonucunda serbest enzimin optimum pH s1
6.0 ve sicaklig1 50°C iken immobilize enzimin pH ve sicaklig sirasi ile 7.0 ve 55°C
olarak bulunmustur. Hidroliz reaksiyonu serbest enzim i¢in kalsiyum asetat tampon
¢ozeltisi (25 mM, 5Sml) ile gerceklestirilirken immobilize enzim i¢in sodyum fosfat
tampon ¢ozeltisi (100 mM, 5ml) ile gergeklestirilmistir. Akkdse aycicek yag ile
gerceklestirdigi hidroliz optimizasyonu sonucunda serbest enzimin optimum pH ve
sicakligl 6.0 ve 50°C iken immobilize edildikten sonra enzimin optimum pH s1 ayni
kalmis ancak sicaklik 60°C olarak belirlemistir. Hidroliz reaksiyonunda serbest ve
immobilize lipaz i¢in kalsiyum asetat (25mM, Sml) tampon ¢ozeltisini kullanmigtir
[51].

Lipazla gergeklestiilen hidroliz reaksiyonlarinda ortama ilave edilen organik
¢Oziici ve tuzlar hidroliz reaksiyonunu etkilemektedir. Raspe ve arkadaglari
Lipozyme RMIM ile macuba kerneil yag ile yaptiklari hidroliz ¢alismasinda tampon
ortamina 1:1 oraninda n-hekzan, n-heptan, izopropanol ve t-butanol ilave ederek
etkilerini incelemisler, n-hekzan( % 7) ve n-heptanin (% 5) aktiviteyi arttirdigini
gozlemlemislerdir [55]. S.R.Kulkarni ve A. B. Pandit Aspergillus oryzae lipaz ile
kastor yaginin hidrolizinde tampon ortamina 1:4 (solvent:tampon) olacak sekilde
izooktan, hekzan, heptan ve dietil eteri ekleyerek etkisini incelemisler ve her bir
solventin ilavesi ile aktivitenin % 16 dan % 42 ye ¢iktigin1 belirlemislerdir [3].

Bu tez calismasinda serbest ve immobilize enzim ile gergeklestirilen hidroliz
ortamina organik ¢oziicii [heptan, hekzan, izooktan, siklohekzan, DMSO, t- biitanol
ve t- amil alkol (% 1-10 v/v)] ilave edilerek aktiviteye etkisi incelenmistir. % 5
(v/v) t-amil alkol ilavesiyle yapilan hidroliz reaksiyonlarinda serbest enzim igin % 8,
immobilize enzim igin ise % 6.5 oraninda bir artis gozlenmistir. Tekrarl
kullanimlarda t-amil alkol, immobead 150 A yapisinda bozulmalara sebep olmakta
ve immobilize enzimin aktivitesi diisiirmektedir. Bu nedenle hidroliz deneylerinde bu
alkol kullanilmamustir.

Hidroliz reaksiyonlarinda tuz etkileri ¢alisilmigtir. D.T.Raspe Lipozyme RMIM
ile macauba ¢ekirdegi yaginin (palm yag tiirevi) hidrolizinde tampon ¢dzeltisine son
konsantrasyon 100 mM olacak sekilde CaCl,, NaCl, MgCl; ilave etmisler ve ilave
edilmeyen ortamla kiyasladiklarinda sadece NaCl’nin aktiviteyi ¢ok az miktarda(%
0.01) arttirdigin1 gozlemlemislerdir [55]. L.Freitas ve arkadaslar1 Candida rugosa ile

soya yagimin % 70 verim ile gerceklestirilen hidroliz reaksiyonunda ortama 20mM
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NaCl, NH,Cl, KCI, AgCl, CaCl, PbCl,, AlCl;ilave ederek etkisini incelemisler ve en
Iyi sonucu aktiviteyi % 23 den % 35’c¢ cikaran NaCl ile elde etmislerdir [37].
Akkose polisitirendivinilbenzen-poligluteraldehit polimeri itizerine imobilize edilen
TLL kullanarak aygigcek yagi ile gergeklestirdigi hidroliz reaksiyonunda SmM NaCl
ilavesinin aktiviteyi % 2 arttirdigin1 gézlemlemisdir [51]. Caligmamizda serbest ve
immobilize enzim ile gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlarina tuz etkisi
incelendiginde her iki enzim formu icin yalmizca NaCl’iin (25 mM) hidroliz
reaksiyonunu % 1,4 oraninda arttirdigi goriilmiistiir. Diisiik konsantrasyolarda bu
tuzun hidroliz reaksiyonuna Akkosenin elde ettigi gibi bir etkisi olmamistir. Bu
sonu¢ immobilizasyon matriks yapisinin farkliligindan kaynaklanabilir. Deneylerde
kullanilan diger tuzlarin (CaCl,, MgCly) hidroliz aktivitesi lizerine olumlu veya
olumsuz etkileri olmamustir.

Rooney ve Weatherley hidroliz reaksiyonlarinda zamanla olusan gliserolden
dolay1  reaksiyonunun  yavaslaylp  sabitlendigini,  gliserolii =~ ortamdan
uzaklastirdiklarinda  reaksiyonun devam  ettigini  gdzlemlemislerdir  [56].
Calismamizda hidroliz reaksiyonlarinda 40. dakikadan sonra % 25 civarinda yag
hidrolizi gergeklesmekte ve aktivitede belirgin bir artis olmamaktadir. Bunun nedeni
ortamda olusan yag asidi ve gliseroliin enzime etki ederek inhibe etmesinden dolay1
olabilir. Cuinkii aktivitesi immobilize enzimin aktivitesinin 24 kat1 olan serbest
enzimle (25567,2 IU) yapilan reaksiyonunda % 74 civarinda bir yag hidrolizi
gerceklestirilmistir.  Tekrarli  kullanimlarda matriks iizerinde kalan epoksi
gruplarindan dolay1 aktivite kayiplar1 gozlendi. Ilk ii¢ kullanimda % 10 luk aktivite
kaybr gerceklesti. Baslangi¢ reaksiyonlarinda goriilen bu aktivite kayiplar1 enzimin
desorbe olmasi veya matriks {izerinde reaksiyona girmeden kalan reaktif gruplar
sebebiyle olabilir. Parlak, dekstransiikrazin immobilizasyonunda serbest epoksi
gruplari uzaklastirmak icin ortama BSA (750 ng) ilave etmis ve enzimin
aktivitesinin azalmasini Onledigini gormiistiir. BSA kullanilmadiginda 5 tekrar
sonunda enzimin aktivitesinde yaklasik % 28 kayip gozlemlemistir [57].
Caligmamizda matriks {izerinde reaksiyona girmeden kalan epoksi gruplarinin
giderilebilmesi i¢in immobilize enzim glisinle (0.5 M) muamele edildi. Fazla
miktarda glisin (2.0 M) kullanildiginda enzim % 5 oraninda bir aktivite kaybina
ugramaktadir. Immobilize enzimin 30 kez olan tekrarli kullanim deneyleri sonunda
% 30.5 oraninda enzim aktivitesinde kayip gbzlenmistir. Aktivitede meydana gelen

diisiisiin nedenleri enzimin {ic boyutlu yapisinda meydana gelen degisiklikler,
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yikama sonrasinda yasanan matriks yapisindaki degisim ve stizme kayiplaridir. Eger
stizme sirasinda kayip yasanmamis olsaydi aktivite kayb1 % 4.0 olacakti. Depolama
kararlilig1 60 giin hidrolitik aktivite tayini ile gerceklestirildi. Bu siire sonunda enzim
aktivitesinde % 10,3 oraninda diisiis meydana gelmistir. Depolama esnasinda olusan
aktivite kayiplari immobilize enzimin serbest enzimle birlikte depolanmasiyla biiyiik
Olciide Onlenebilir. Japonyada yapilan bir ¢alismada chitosan iizerine immobilize
edilen xanthine oxidase, serbest enzimle birlikte depolandiginda 5 ay sonra bile
aktivitesinin % 70 ini korumaktadir. Bu immobilize enzim tampon ¢ozelti iginde
depolandiginda ise bir ayda aktivitesini tamamen kaybetmektedir (JP0500084, 1993).
Akkose TLL ile aygicek yaginin hidrolizinde 20 kez gercgeklestirilen tekrar kullanim
deneyleri sonucunda immobilize enzim aktivitesinin % 38’ ini, 30 giinliik saklama
sliresi sonunda ise aktivitesinin % 8’ini kaybettigini belirtmistir [51]. Rodrigues ve
Ayub Lewatit VP OC 1600 iizerine kovalent olarak immobilize edilen Thermomyces
Lanuginosa Lipaz ile yapilan soya yaginin hidrolizinde immobilize enzimi kullanim
aralarinda hekzan ile yikadiklarinda 10 kullanim sonrasinda enzimin aktivitesinin
yaklasik % 98’ini korudugunu gozlemlemislerdir [58]. Ting ve arkadaslari tarafindan
Candida rugosa lipazla yapilan soya yagmin hidroliz deneylerinde immobilize
enzimin 10 kere yapilan tekrarli kullaniminda enzim aktivitesinde biiylik kayiplar(%
40) olmustur [59]. Lee ve arkadaslari lipazi silika jel iizerine capraz baglama
yontemiyle immobilize edilen Rhizopus oryzae lipazi 20 kez gerceklestirilen zeytin
yaginin hidrolizinde tekrar deneylerinde enzim aktivitesinde % 20’lik bir azalma
olmustur [60]. Yigitoglu ve Temogin PET-g-Aam iizerine immobilize -ettikleri
Candida rugosa lipaz1 ile 10 kere gergeklestirilen tekrarli hidroliz reaksiyon
deneylerinde aktivitede % 74liik bir azalma olmustur. Bu immobilize enzim 60
gilinliik bekleme sonunda ise aktivitesinin % 10’unu kaybetmektedir [61].

Bu tez c¢aligmasinda Thermomyces Lanuginosa lipazt kullanarak
gerceklestirilen yag hidroliz reaksiyonu sonucu yagin % 25 i hidroliz olmaktadir.
Akkose tarafindan ayni enzimle yapilan ¢alismada da benzer sonug elde edilmistir
[51]. Literatirde bu enzim ile gergeklestirilen bir ¢alismada R.C Rodrigues ve
M.A.Z. Ayub Thermomyces Lanuginosa lipaz ve Rhizomucor miehei lipazlarin
immobilize formlarinin [( TLL, Lipolase 100L, Lewatit VP OC 1600 {izerine
immobilize edilmis),( RML, Lipozyme RM-IM, rezinler iizerine immobilize
edilmis)]ayr1 ayr1 ve karigimini( % 65 TLL + % 35 RML) kullanarak soya yag ile

hidroliz reaksiyonuna etkisini karsilastirmislardir. Hidroliz reaksiyonunda, yalnizca
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TLL kullanildiginda % 76, yalmzca RML kullanildiginda yaklasik % 36, Iki
enzimin karigimi ile gercgeklestiren hidroliz reaksiyonunda ise % 95 verim elde
etmislerdir [58]. D.T.Raspe ve arkadaslar1 Lipozyme RMIM, Lipozyme TLIM ve
Lipozyme 435 ile Macauba ¢ekirdegi yagmin (palm yagi tirevi) hidrolizini
karsilagtirmis en iyi verim (% 58) Lipozyme RMIM ile elde edilmistir. Lipozyme
RMIM ile yaptiklar1 hidroliz ¢alismasinda % 80 yag asidi olusumu gozlemlemislerdir
[55]. S.R.Kulkarni ve A. B. Pandit Aspergillus oryzae lipaz ile kastor yagmin
hidrolizinde izooktan, hekzan, heptan ve dietil eter ilavesiyle % 90’in {izerinde
hidroliz verimi elde etmislerdir [3]. Yag hidroliz deneylerinde elde edilen bu yiiksek
verimlerin sebebi yiiksek aktivitesi olan immobilize lipazlarin kullanilmasidir.
Bizim ¢alismamizda aktivitesi 1065,3 1U olan immobilize enzimle % 25’lik hidroliz
verimi elde edilirken yiiksek aktivitesi (25567,2 1U) olan serbest enzimle % 74°liik

hidroliz verimi elde edildi. TLC analizi sonucu Sekil 5.1’de gosterilmistir.

-
- -
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Sekil 5.1: Uzun siireli hidroliz reaksiyonu.

Bu tez ¢alismasinda magnetik alanda (-) aktiflestirilen tampon ¢6zeltide serbest
enzim ile gerceklestirilen hidroliz reaksiyonlarinda % 8 civarinda artis elde
edilmistir. Stireye bagl olarak aktivite artiglar olmus ve 10 dakika siiren magnetik
alan muamelesiyle en yiiksek hidroliz aktivitesi elde edilmistir. 10 dakikalik South
Pole muamelesinde ise % 2.4 lik artis elde edilmistir. Magnetik alanda oda
sicakliginda aktif hale getirilen tampon ¢ozeltinin bu 6zelligini oda sicaklifinda 2
giin korudugu bulundu. Bu o6zelligin yiiksek sicakliklarda (50°C ve iizeri)

kayboldugu belirlendi. Magnetize edilen su tip, insaat, veterinerlik ve ziraat gibi
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degislik alanlarda basariyla kullanilmaktadir [62], [63]. Bu konuda degisik firmalar
tarafindan iiretilen iiriinler bulunmaktadir. Degisik bitki ve sebzelerin sulanmasinda
magnetik su kullanildiginda verim artiglari olmaktadir. Lin ve Yotvat (1990) igme
suyunu magnetik alana tabii tutmus ve bunu hayvanlara icirmislerdir. Caligma
sonunda kaz ve hindilerin daha iyi yumurtladig1, koyunun siitii, yiinii ve etinde artis
meydana geldigini rapor etmislerdir [64]. JIA Saoyi ve arkadaslart magnetik alanin
a-amilaz lzerine etilerini arastirmiglardir. Serbest haldeki a-amilaz enzimi 0.15T,
0.30T, 0.45T statik magnetik alana tabii tutmuslar enzim aktivitesi kontrole gore %
27, % 34.1, % 37.8 artig gostermistir. Bunun yan1 sira Km ve Vmax degerleride artis
gostermis ve enzimin sekonder yapisinda degisimler gézlemlemislerdir [65]. W. Xie
ve N. Ma TLL‘yi magnetik nanopartikiiller (magnetik Fe3O4 nanopartikiil) tizerine
immobilize ederek soya yaginin enzimatik transesterifikasyonunu % 95 verim ile
gerceklestirmiglerdir [66]. Hidroliz deneylerinde artis saglayan magnetik su
kullanarak Biyokimya Laboratuvarinda sogan biiylimesi gozlemlendi. Bu amacla
kontrol, magnetize edilen su [kuzey (10 ve 20 dakika) ve gliney (10 dakika)] ile 3
hafta siiresince soganlarin sulanmasinda kullanildi. Kuzey ve giiney yonleriyle
gerceklestirilen sulama islemleri sonucunda magnetik alanin her iki bdlgesinin
kontrol grubuna gore daha iyi oldugunu goriilmiistiir. Ancak kuzey yoni ile 10
dakika boyunca magnetize edilen su ile gercgeklestirilen biiylitme islemlerinde
soganlarin gelismesinin daha iyi oldugu belirlenmistir. Sonuglar Sekil 5.2°de

gosterilmistir.

Sekil 5.2: Magnetize edilen su ile gergeklestirilen sogan biiylitme denemeleri.
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Tez c¢alismamizda elde edilen immobilize enzimin, hidrolitik aktivitesi,
tekrarli kullanim ve depolama kararliligi yag hidroliz reaksiyonlarinda basarili
sekilde kullaniminin olabilecegini gostermektedir. Deneylerde kullanilan farkli
tipteki yaglarin  hidrolizi sonucu monoagilgliserol, 1,2-diagilgliserol, 1,3-
diagilgliserol, yag asidi ve triagilgliserol elde edilmistir. Elde edilen mono-di-tri
acilgliseroller gida endiistrisinde besinlerin hazirlanmasinda ve kozmetikte yaygin
kullanima sahiptir. Yiiksek oranda zeytinyagindan elde eilen 1,2 diagilgliserol ihtiva
eden Signaline™ s extrakti1 viicut, yiiz ve renkli kozmetik tiriinlerinde kullanilirken,
monoagcilgliseroller krem ve losyonlarda kullanilir.

Sonug¢ olarak bu tez ¢alismasinda Thermomyces Lanuginosa lipaz yeni bir
matriks olan immobead 150-A iizerine gram matriks basina 27.5 mg olacak sekilde
% 100 immobilizasyon ve % 100 aktivite verimleri ile kovalent olarak basarili bir
sekilde immobilize edilmistir. Immobilizasyon optimizasyonu i¢in matriks miktari,
pH, tampon ¢ozelti konsantrasyonu ve miktar1 galisildi. Serbest ve immobilize lipaz
ile gergeklestirilen hidroliz optimizasyonunda ay¢icek, soya ve kanola yaglari
kullanildi. Kolay bulunabilirligi ve yiiksek oranda omega-6 icermesinden dolay1
hidroliz reaksiyonlarinda yalnizca Aygigek yagi ile c¢alismalar gergeklestirildi.
Hidroliz optimizasyonu i¢in pH, tampon ¢ozelti konsantrasyonu, sicaklik, tuz ve
organik ¢oziicii etkileri c¢alisildi. Hidroliz ortmanma tuz (25mM NaCl) ilave
edildiginde serbest ve immobilize lipazin aktivitesinde % 1.4, ortama ¢oziicii(t-amil
alkol) ilave edildiginde serbest lipaz aktivetisi % 8, immobilize lipaz aktivitesi % 6.5
artis gostermektedir. Enzimin 30 kez gergeklestirilen tekrarli kullanimi sonunda
aktivitesinde meydana gelen kayip % 3 0.5 iken, 60 giinliik depolama sonunda %
10.3’1iik bir kayip belirlenmistir. Bu ¢aligmada magnetize edilen tampon ¢ozeltilerle
gerceklestirilen hidroliz reaksiyonunda % 8’lik artis gézlenmistir. Hidroliz aktivite
testleri kullanilarak magnetize suyun tesbitinin kolaylikla yapilabilirligi gosterildi.
Elde edilen sonuglar, gelistirilen yontemin yag hidrolizinde kullanilabilme

potansiyeli oldugunu gostermektedir.
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