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OZET

v

Bu ¢aligmada; mikrobiyal kaynakli Candida rugosa lipazi ve bitkisel kaynakh defne
lipaza alginattkaragenan jellere immobilize edildi. Elde edilen immobilize enzimlerin
optimum pH ve sicaklik, Kp ve Vmax kinetik sabitleri, termal kararlilik, yeniden
kullamlabilirlik ve depo kararlilig: g1b1 baz1 biyokimyasal 6zellikleri belirlendi ve serbest
enziminkiyle karsilastirildi. "

Ticari bir mikrobiyal lipaz olan Candida rugosa lipaz1 ve bitkisel kaynakli defne lipaz
alginat+karagenan jellerde tutuklanrken damlatma c¢ozeltisi olarak % 4’liikk (w/v) CaCl,
kullanildi. Protein tayinleri Bradford yontemi uygulanarak gergeklestirildi. Candida rugosa
i¢in immobilizasyon yiizdesi % 65 ve defne lipaz1 icin % 77 olarak belirlendi. Immobilize
enzimin spesifik hidrolitik aktivitesi Candida rugosa i¢in 54 U/mg protein ve defne lipazi igin
de 33 U/mg protein olarak belirlendi. Candida rugosa lipazinin alginat+karagenan
boncuklarda immobilizasyon kosullarinin  optimizasyonunda; optimum karagenan
konsantrasyonu % 0.6, CaCl, konsantrasyonu % 4, optimum yiiklenen enzim konsantrasyonu
62.5 mg/mlL, optimum boncuk boyutu 0.2 mm ve optimum boncuk miktar1 0.25 gr olarak

belirlendi.

Alginat+karagenan jellerde tutuklanan Candida rugosa lipazinin optimum pH’1 serbest
enzim igin pH 6.0 ve immobilize enzim i¢in pH 6.5, defne lipazimn optimum pH’1 serbest
enzim i¢in pH 7.0 ve immobilize enzim i¢in pH 8.0 olarak belirlendi. Serbest ve immobilize

. Candida 'rugosa lipaz: igin optimum sicaklik 40 °C olarak bulundu. Serbest defne lipaz: i¢in
optimum sicaklik 40°C, immobilize enzim igin ise 50 °C olarak bulundu. immobilize Candida
rugosa lipazi ve defne lipazinin termal kararlilhklarim tutuklama sonrasnda da nispeten

koruduklan gézlendi.

Serbest enzim ve alginat+karagenan jel boncuklarda tutuklanan Candida rugosa
lipazinin Ky, ve Vi kinetik sabitleri sirasiyla, 0.111 g ile 71.43 U/ mg protein, 0.222 g ile
19.6 U/mg protein olarak bulundu. Serbest enzim ve alginat+karagenan jel boncuklarda
tutuklanan defne lipazimin Ky, ve Ve kinetik sabitleri sirasiyla, 0.203 g ile 16.1 U/ mg
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protein, 0147 g ile 22.72 U/ mg protein olarak bulundu. Yeniden kullanilabilirlik ¢alismasinda
alginat+karagenan boncuklara immobilize Candida rugosa lipazinda ilk 5 dongii siiresince
boncuklarm aktivitesinin yaklasik % 85 kadarim, g alginat+karagenan boncuklara immobilize
defne lipazmda % 60 kadarmi koruyabildigi belirlendi. Substrat spesifitesi igin
gliseriltristearat, trikaprilin, aspir yagi, soya yagi, findik yagi, kanola yagi, aygicegi yag,
zeytinyagi ve ham musir yag1 substrat olarak denendi. Depolama kararlilifn caligmasinda
serbest ve immobilize Candida rugoslz ve defne lipazinin serbest ve immobilize enzimlerinin

her ikisi de aktivitesini 20 giin boyunca korudugu gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Lipaz, immobilizasyon, alginate, karagenan, Candida rugosa, defne
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SUMMARY

&

In this study, Candida rugosa lipase which is microbial lipase and laurel lipase which
is plant lipase were immobilized in alginate+carrageenan gels. Some properties of obtained
immobilized enzymes such as optimum pH and temperature, kinetic parameters (Km and

Vmax), thermal stability, reuse and stoirage stability were determined and compared to these of

free enzyme.

When Candida rugosa lipase which is the commercial microbial lipase and laurel
lipase were entrapped in alginate+carrageenan gels, CaCl, (% 4 w/v) was used as dropping
solution. Protein determinations were done by using Bradford method. The immobilization
percentage for Candida rugosa lipase and laurel lipase were determined to be 65 % and 77 %,
respectively. The specific hydrolytic activities of Candida rugosa lipase and laurel lipase
were found to be 54 U/mg and 33 U/mg, respectively. The optimization of immobilization
conditions of Candida rugosa lipase was done, optimum carrageenan concentration was
determined as 0.06 % (w/v). Optimum CaCl, concentration is 4 % (w/v). Optimum bead
diameter is 0.2 mm. Optimum bead’ amount was determined to be of 0.25 g. The loading

enzyme concentration was determined to be 62.5 mg/mL.

The optimum pHs of both free and immobilized Candida rugosa lipase in alginate+
carrageenan gels were determined as 6.0 and 6.5, respectively. The optimum pHs of both free

and immobilized laurel lipase in alginate+carrageenan gels were determined as 7.0 and 8.0,

_respectively. Optimum temperatures of both free and immobilized Candida rugosa lipase in

alginate+carrageenan gels were found to be 40 °C, while optimum temperatures of free and
immobilized laurel lipase in alginate+carrageenan gels were determined to be 40 °C and 50

°C, respectively.

It was observed that immobilized Candida rugosa lipase and laurel lipase relatively
preserved their thermal stabilities. K, and Vax values of both free and immobilized Candida
rugosa lipase were determined to be 0.111 g -71.43 U/mg protein and 0.222 g -19.6 U/mg
protein, respectively. These values were 0.203 g - 16.1 U/mLdak and 0147 g -22.72 U/mg




protein for free and immobilized laurel lipase, respectively. In the reusing study, immobilized
Candida rugosa lipase and laurel lipase saved about 85% and 60 % of their activities during 5
cycles, respectively. Substrate specifities of both enzymes were carried out by using glyceryl
tristearate, tricaprylin, safflower oil, soybeans oil, hazelnut oil, éanola oil, 'sunflower oil, olive
oil, corn oil as substrates. It was observed in storage stability study free and immobilized

forms of both enzymes saved its activity during 20 days.

Key words: Lipase, immobilization, alginate, carrageenan, Candida rugosa, laurel -
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1.GIRIS

¥

Giintimiizde lipazlar hem sulu hem de susuz ortamda yapilmas: gii¢
reaksiyonlar1 basaran en 6nemli biyokatalizorler arasinda yer almaktadir. Lipazlar genis
substrat spektrumuna sahip olup yiiksek sicaklikta, bazik pH’ta calisabilme ve organik
¢oziiciilere kargi kararlilik gosterebilme yetenekleri sayesinde pek ¢ok endiistri dahinda

kullanmlabilme potansiyeliner tagirlar.

Lipazlar, gida ve siit iiriinleri (peynir olgunlastirma, aroma gelistirme), deterjan,
ilag endiistrisinde, tarimla ilgili kimyasal madde (insektisit, pestisit), ve oleokimyasal
(kat1-s1v1 yag hidrolizleri, biyolojik yiizey aktif madde sentezleri) endiistrileri gibi gesitli
biyoteknolojik alanlarda kullamlmaktadir.

Son yillarda lipazlar, 6zellikle organik sentez alamnda, proteazlar ve amilazlar
iizerinden kesinlikle biiyiikk bir Onem kazanmustir. Lipazlarin dogal enantiyomer
seciciligi ve bolge segiciligi 6zelliklerinden kiral ilaglarin resoliisyonu, yag
modifikasyonu, bitkisel yag yerine kullanilan maddelerin sentezi, biyolojik yakitlarin
sentezi, kisisel bakim {iriinlerinin sentezi ve aroma arttiricilarin sentezi igin
yararlanilmaktadir. Bu nedenle lipazlar, giiniimiizde, organik kimyacilarm, eczacilarin,
biyofizikgilerin, biyokimya ve proses miihendislerinin, biyoteknologlarin, mikrobiyolog

ve biyokimyacilarn ilgilendigi en 6nemli enzimlerdendir.

Bitki, hayvan ve mikrobiyal lipazlarm arasinda ¢ok genis uygulama alant bulan -
lipazlar, mikrobiyal lipazlar 6zellikle bakteriyel ve fungal lipazlardir. Bunun sebebi,
mikroorganizmalarin kolay yetistirilebilmeleri, iiretim ve genetiklerine kolaylikla
miidahale edilebilmeleri ve mikrobiyal lipazlarimn cesitli hidrolitik ve sentetik birgok
reaksiyonu katalizleyebilmeleri, ayrica mikrobiyal lipazlarin optimum pH ve
sicakliklarinin  ortalamanin  iizerinde olmasindan kaynaklanmaktadir. Mikrobiyal




lipazlar; hidroliz ve esterlesme, transesterlesme, interesterlesme gibi sentetik bircok
reaksiyonu katalizleyebilmeleridir. |

Lipazlar (triagilgliserol agilhidrolaz; EC. 3.1.1.3) hayvansal ve bitkisel yaglarin
normal kosullar altinda tersinir hidrolizlerini katalizleyen enzimlerdir. Bunun disinda bu
hidrolitik reaksiyon tersinirdir ve azalan su miktar1 varliginda, siklikla esterifikasyon,
transesterifikasyon gibi reaksiyonlari da katalizlemektedir (Paiva vd., 2000).

Lipazlar tarafindan katalizlenmis reaksiyonlar dogal metabolik reaksiyonlara
benzemesinden dolay1r kimyasal reaksiyonlara oranla da c¢evre dostu olarak
tammlanirlar. Diisiik aktivasyon enerjileri sebebiyle lipazin katalizledigi reaksiyonlar
daha diisiik sicaklik ve notral pH gerektirir. Enerji gereksinimi diisiiktiir, trlin ve
substratlara kars1 aktiviteleri ¢ok yiiksektir. Bu aktivite 6zellikle de substrat (yag)-su ara
yiizeyinde en yiiksek seviyeye ¢ikmaktadir.

Lipazlarin Kkatalitik aktivitesi gida ve endistriyel kullammlar icin, ¢ok
miktardaki kati yag iiriin olarak daha kiymetli yaglara doniistiirme potansiyelini
belirlemek i¢in incelenmistir. Gida sanayinde lipazlar tereyagina aroma kazandirmada,
cikolata endiistrisinde, kremalarda, karamellerde kullamim alanina sahiptir. Margarinler,
firin {irtinleri ve bitkisel iiriinlerde lipazla modifiye edilmis tereyag: tiriinleri aroma
gelistirici olarak kullanilmaktadir. Ayrica biyomedikal uygulamalarda, biyosensorler ve
pestisitlerin yapiminda, deterjan ve deri sanayinde, kozmetik ve parfiim sanayinde,
cevre yonetiminde uygulama alanlar1 bulmaktadir. Lipazlarin uygulama alanlarina; ilag
ve yeni yiizey aktif maddelerin sentezi, kat1 ve siv1 yaglarin biyo doniisiimi, rasemik

kangimlann ¢oziintirliigii gibi bagka drneklerde verilebilir (Villeneuve vd., 2000).

Ancak biiyiik olgekli endiistriyel lipaz teknolojileri iizerine daha hizh bir -
genislemeyi engelleyen en temel sebep, bu enzimlerde bazen karsilagilan, diisiik
aktivite, diisiik kararlilik ya da segicilik ve dogal enzimin maliyeti olmustur. Dolayistyla
bu dezavantajindan kurtulmak i¢in, lipazlarmn cesitli desteklere fiziksel ve kimyasal
immobilizasyonlarn  gergeklestirilmigtir ~ (Villeneuve vd., 2000). Enzimlerin

immobilizasyonu biyoteknolojinin 6nemli olanaklarindan biridir. Enzimler endiistriden




tibba kadar genis bir yelpazede ve kimyasal proseslerde katalizér olarak ©nemli

potansiyele sahiptirler.

Bu caligmada ticari olarak satilan Candida rugosa lipazi ve defne lipazimn
alginat+karagenan jel karigimlarinda immobilizasyonu gerceklestiridi, bu immobilize
formlarin  hidroliz reaksiyonlarmdaki aktiviteleri denenerek elde edilen bagarili

immobilize formlarin baz1 biyokimyasal 6zellikleri belirlendi.

Bu caligmanin amaci yeni bir lipaz immobilizasyon destegi olarak alginat
+karagenan mix jeller hazirlanarak, bu jellerde farkli kaynaklardan izole edilmis
lipazlart immobilize etmektir. Bu amacla lipaz arastirmalarinda siklikla kullanilan
mikrobiyal lipaz olan Candida rugosa lipaz1 ve ayrica daha 6nce immobilizasyonu hig
gerceklestirilmeyen bitkisel kaynaklardan defne lipaza kullamldi .Candida rugosa lipazi
daha once alginat jellere immobilize edilmis ama alginat +karegenan jel karisiminda
immobilizasyonu ilk kez bu caligmayla denenmistir.defne lipaz: ise defne tohumunda
izolasyonu ve karakterizasyonu gergeklestirilmis olup (sebnem hanmmin litareterii)

immobilizasyonu hi¢ ¢alisilmamustir.

Bu amagcla; mikrobiyal lipazlardan Candida rugosa lipaz1 ve bitkisel lipazlardan
defne lipaz1 alginat+karagenan jel karisimlarinda immobilize edilmis ve baz
biyokimyasal ozellikleri arastirildi. Candida rugosa lipazinin alginat+karagenan jel
karisimlarinda immobilizayonu ile elde edilen immobilize boncuklar i¢in karagenan
konsantrasyonu, CaCl, yiizdesi, enzim miktari, boncuk boyutu, boncuk miktari gibi
kosullar1 optimize edildi. Immobilize Candida rugosa lipaz1 ve defne lipazimin optimum
pH, optimum sicaklik, termal kararlilik, kinetik, tekrar kullanilabilirlik, depo kararliligi,
substrat spesifitesi gibi baz1 biyokimyasal 6zellikleri aragtirildi.




2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Enzimler

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarm canliliga zarar vermeyecek
1limh kosullarda ger¢eklesmesini saglayan biyolojik katalizorlerdir. Enzimler; besleyici
molekiillerin yikildigi, kimyasal enetjinin depolandigir ve seklinin degistirildigi, basit
onciillerden biyolojik makromolekiillerin yapildigi metabolik yollarda yiizlerce
reaksiyon basamagimi katalize ederler. Enzimlerle katalize edilen tepkimeye katilan
kimyasal molekiillere “substrat” adi verilir. Enzimler, spesifik kimyasal reaksiyonlar
hizlandirirlar; substratlart i¢in yiiksek derecede spesifiteye sahiptirler; sulu ¢ozeltilerde

¢ok 1limli sicaklik ve pH durumlari altinda fonksiyon gosterirler.

Hiicrelerde c¢ok onemli metabolik goérevleri olan enzimler cesitli amaclarla
kullanilmak {izere giinliik ve ekonomik hayata girmistir. Yeterli kosullarin saglanmasi
durumunda etkilerini gosterebiliyor olmalari, enzimlerden dogal ortamlarinin digindaki
pekcok alanda yararlanabilme imkanim ortaya ¢ikarmaktadir. (Telefoncu, 1997).

Enzimler, bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal hiicrelerin olusturdugu canli
kaynaklardan elde edilirler. Hayvansal kaynaklardan tretim pahalidir ve paza;f
faktorlerine dayanir. Buna karsilik bitkisel kaynakli bircok enzim nispeten daha kolay
eélde edilir. Mikrobiyal enzimler ise, biiyilk miktarda enzim tiretimine imkan saglar.

Ancak gida ve ilag sanayiinde kullamlacak enzimlerin iiretiminde mikroorganizma

kullanilirken bu mikroorganizmalarin giivenirliklerinin kanitlanmis olmasi gereklidir. |

Bu nedenle enzim ayirma ve saflagtirma islemlerindeki basamaklara ve yontemlere
karar verirken, enzim iiretim kosullar1 g6z Oniine alinirken, {iretilen enzimin nerede ve
nasil kullanilacagi da dikkate alinarak karara varilmasi uygun olur (Vardar Sukan,
1986).




Giiniimiizde gida, tekstil, biracilik, deri, peynircilik, kozmetik, tip, invert seker
eldesi, klinik ve endiistriyel analiz, su aritimi gibi bircok alanda enzimlerin

uygulamalar1 vardir.

Enzimlerin endiistride ve biyoteknolojide ¢esitli amaclarla kullanilmaya
baglanmasi, bilim adamlarim bu katalizorleri daha genis ve daha kullanigh hale getirme
olanaklarin1 arastirmaya yoneltmistir. Serbest enzimlerin endiistriyel uygulamalarda
kullanimlarma iliskin ortaya ¢ikan pekg¢ok sorunu olumlu yonde ¢oziimleyebilmek ve
enzimleri endiistri i¢in daha ¢ekici hale getirmek i¢in enzim immobilizasyonlarma olan

ilgi son yarim ylizyildir ¢ok artmustir (Telefoncu, 1997).

Enzimlerin immobilizasyonu biyoteknolojinin 6nemli olanaklarindan biridir.
Enzimler endiistriden tibba kadar genis bir yelpazede ve kimyasal proseslerde katalizor
olarak onemli potansiyele sahiptirler. Spesifiteleri, diisiik sicaklikta yiiksek katalitik
etkinlikleri, biyobozunur olmalari nedeniyle onemli avantajlar sunarlar. Reaksiyon
ortammdan kolaylikla ayrilabilmeleri ve boylece birgok kez ve siirekli olarak
‘kullanilabilmeleri nedeniyle immobilize enzimlerin kullammi tretim maliyetlerini

diistiriir (Munjal ve Sawhney, 2002).

2.2. Lipaz Enzimi

Lipazlar (triagilgliserol agilhidrolaz; (EC. 3.1.1.3) hayvansal ve bitkisel yagiar1
normal kosullar altinda bir yag-su fazinda serbest yag asitlerine, diagilgliserollere,
monoagilgliserollere ve gliserole hidrolizleyen . enzimlerdir. Ayrica bu hidrolitik
reaksiyon tersinirdir ve azalan su miktar1 ve organik ¢6ziiciiler varliginda lipazlar gegitli
esterifikasyon, interesterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlari i¢in de etkili -
katalizorlerdir. Lipazlar serin hidrolazlar smifi i¢inde yer alir ve bu nedenle hicbir

kofaktore ihtiyag duymazlar.

Lipaz enzimi bitkisel, hayvansal ya da mikrobiyal kaynakli olabilir. Bu kaynaklar
arasinda en genis uygulama alanmi bulan lipazlar; mikrobiyal lipazlardir. Mikrobiyal




lipazlar; birgok mantar, kiif ve bakteriden elde edilebilmektedir. Bunun sebebi;
mikroorganizmalarin kolay yetistirilebilmeleri, tiretim ve genetiklerine kolaylikla
miidahale edilebilmeleridir. Lipazlar lipitlerin biyolojik d6nﬁ§€imﬁnde anahtar role
sahiptir. Lipazlar lipitlerin biyolojik membranda bulunmalarindan dolay: hiicre ici

metabolizmada da gorev alirlar (Schmidt ve Verger, 1998).

Lipaz enzimlerinin substratlar1 genellikle bitkisel ve hayvansal yaglardir.
Zeytinyagl, tereyag1 ve sentetik gliseridler literatiirde belirtilen substratlar arasinda yer
almaktadir. Bir kat1 veya sivi yagin hidrolizlenme hizi kullanilan lipaz ile dogrudan
iliskilidir. Lipazin enzim aktivitesi gOsterebilmesi i¢cin substrat olan yagm su i¢inde

dagilmig olmas: gerekmektedir. (Al-Taweel ve Sungur, 1995).

Lipazlar katalitik aktivitelerini substrat emiilsiyonunun yag-su gecis fazinda
gerceklestirir ve enzimatik reaksiyonun hizi, olusan yiizey alammna baghdir. Lipazlar;
yag asitlerinin zincir uzunlugu, doymusluk derecesi, yag asidinin pozisyonu ve
substratin fiziksel durumuna uygun spesifite gosterirler. 4-10 karbonlu yag asitleri daha
uzun karbonlu yag asitlerine gore daha hizli bir sekilde hidroliz olarak yagin yapisindan
ayrilir ve serbest hale gegerler (Abbas vd., 2002).

Lipazlarin segicilik 6zelligi; enzimin molekiiler dzellikleri, substratin yapisi ve
enzimin substrata baglanmasim etkileyen faktorler tarafindan kontrol edilir. Lipaz

spesifikligi tic temel grupta toplanir; pozisyon, substrat ve stero segicilik.

) Bazi lipazlar yag asitleri ve gliserid arasindaki baglar1 rastgele parcalar; gliserid
molekiiliiniin yerlesimi nemli degildir. Candida rugosa, Chromobacterium spp. ve
Staphylococcus aureus gibi mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar bunlara &rnek

verilebilir.

Pozisyon seciciligi olan lipazlar ise sadece sn-1,3 pozisyonundaki yani distaki
ester baglarimi pargalar. Bu gruba 6rnek olarak ise Aspergillus niger, Mucor miehei,
Rhizopus arrhizus ve Rhizopus delemar gibi organizmalardan elde edilen lipazlar

verilebilir.




Bazi lipazlar ise yag asidinin zincir uzunluguna gore segicidir, yani bazilari uzun
zincirli yag asitlerini parcalarken bazilar kisa zincirli yag asitlerini parcalar. Penicillium
cyclopium lipaz1 uzun zincirli yag asitlerini parcalarken Aspergillus niger ve Aspergillus

delemar lipazlari ise kisa zincirli yag asitlerine segicilik gosterir.

Son grup lipazlar ise yag asidi segici lipazlardir, bunlar ise cis-9 pozisyonuna
duyarlhidir. Geotrichum candidum lipaz1 cis-9 pozisyonunda ¢ift bag iceren uzun yag

asitlerine secicidir (Oztiirk, 2006).

Lipazlarla kataliz reaksiyonu lipit-su ara yiizeyinde gergeklesir. Lipit karakterli
substrat suda ¢oziinmemesine ragmen lipaz suda ¢6ziiniir. Bu yetenek lipazin essiz
yapisal karakterinden kaynaklanir. Lipazlarin aktif merkezinin giris kapagmda icerdigi
sarmal oligopeptid birim onlarin lipit-su ara ylizeyinde etkili olmasm saglar. So6zii
edilen kapak sadece lipit damlaciklarmin hidrofobik aktif merkeze erisimini saglar
(Albercina ve Lotti, 1998). |

Enzimlerin endiistride kullaniminin yayginlagsmasimi engelleyen en Onemli
nedenler; diisiik dayamklilik, aktivite ve secicilikleridir. Ayrica enzimin maliyeti de
smurlayict olmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisi ve protein miihendisligi gibi
biyolojik araglarin kullanilmastyla bol miktarda ve genetik 6zellikleri gelismis lipazlarin
tiretimi saglanabilir, enzim maliyeti azaltilabilir. Kimyasal metot kullamlarak, 6zellikle
lipaz ve modifiye edici arasindaki kovalent baglarin olusumu saglanarak, fiziksel metot
kullanilarak ise enzim ile destek materyali arasindaki zayif etkilesimlerin olusumu ya da
lipazin destek icinde mekanik olarak tutuklanmasi saglanarak lipazlar immobilize
edilebilirler. Ayrica genetik miihendisliginin lipaz enzimini kodlayan gen iizerinde

modifikasyon c¢aligsmalar da mevcuttur (Villeneuve vd. 2000).

Lipaz enzimi immobilize edilirken; segilen modifikasyon prosediiriine uygun bir
immobilizasyon stratejisi olusturulmalidir. Biyokataliz prosesinin 6zelligi, toplam
enzim aktivitesi, kullanilan lipaz miktarmin etkisi, deaktivasyon, karakteristik

dontigtimler, immobilizasyon prosediiriiniin maliyeti, immobilizasyon reaktiflerinin




toksikligi, immobilize lipaza ait istenen nihai 6zelliklere ulagilmas1 gibi parametreler bu

stratejide ¢ok dnemlidir (Villeneuve vd. 2000).

2.2.1. Lipaz Reaksiyonlar:

Lipazlarin biyolojik fonksiyonlar1 6zellikle uzun zincirli triagilgliseroller gibi
esterlerin, serbest yag asitlerine, gliserole, di- ve mono-agilgliserollere hidrolizini

katalizleyen enzimlerdir.

Diger hidrofilik enzimlerde olmamasina ragmen farkli kaynaklardan elde edilen
lipazlar polar olmayan organik ¢oziiciiler icinde de dayamklidir ve farkhh boyutta ve
ozellikteki oldukga fazla substrati kabul edebilir. Bunlarin esnek protein yapilari onlara
hidroliz, esterifikasyon, transesterifikasyon, (asidoliz, interesterifikasyon, alkoliz)
aminoliz, oksimoliz ve tiyotransesterifikasyon gibi pek ¢ok reaksiyonu katalizleme
olanag verir. Ileri (hidroliz) ve tersinir (Sentez) reaksiyonlar karisimin su aktivitesi ile

kontrol edilir (Oztiirk, 2006).

Lipaz enziminin su kullanilarak triagilgliseroliin ester baglarim bolmesi olayina
hidroliz denir. Esterifikasyon hidroliz olaymmn tersidir ve diisiik su aktiviteli sistemlerde
gergeklesir. Transesterifikasyon ise agil radikallerinin bir ester ve bir asit (asidoliz), bir

ester ve diger bir ester ve bir alkol arasinda degisimi olarak tanimlanabilir.

Hidroliz:
Ri—C—OR;  +H20 ———» R-C—OH + R;—OH
o .
Ester sentezi:
Ri—-C—OH + R;-OH —— R~=C—OR; +H20
1

|4

O
Asidoliz:
R-C—OR; + Ry—C—OH —> Rg—-—‘l:-——m{z + RC—OH
i 1 1

0O 0O 0O




Transesterifikasyon:
‘Rr—%—ORz + R3——(ﬁ—OR4 —_ ,R-_;m(lfl-—-()ng + R;—(il;—-—OR4
0 0] 0O 0]
Alkoliz: :
Rl—(ﬁ—ORg + Ry—OH —> RI—C|,;——OR3 + R,-OH
0 0
Aminoliz:

Rl—‘(;'—ORz + Rs—NH, s R]"""?—NHR:{ + RQ*OH
i { .

‘ O - 0]
Sekil 2. 1. Sulu ve susuz ¢ozeltilerde lipazin katalizledigi farkl tepkimeler.

Lipaz enzimi gida sanayi de dahil olmak tizere pek cok sektérde kullanima
sahiptir. Lipazlar gida endiistrisinde, biyomedikal uygulamalarda, biyosensorler ve
pestisitlerin yapiminda, deterjan ve deri endiistrisinde, gevre yonetiminde, kozmetik ve
parfiim endiistrisinde uygulama alanlari bulmaktadir. Lipolitik enzimlerin aktivitesi siit
endiistrisinde onemlidir. Yiksek hidroliz ¢esitli peynirlerin {iretiminde zorunlu
olmaktadir. Peynir yapiminda kullanilan renninin kiitlesinde proteolitik enzimler gibi
lipazlar da mevcuttur. Lipazlar tereyagma aroma kazandirmada, ¢ikolata endiistrisinde,

kremalarda, karamellerde kullanim alanina sahiptir (Eren Kiran vd., 2006).

Lipazlarin kullanim alanlar1 Tablo 2.1°de verilmistir.
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Tablo 2.1. Mikrobiyal lipazlarin sanayide 6nemli kullanim alanlar1 (Oztiirk, 2006).

Sanayi dah Etki Uriin
Unlu mamiiller Lezzet artirici, raf 6mrii Unlu mamiiller
uzatici
Icecek Aroma gelistirici Igecekler
Kimya Enantiyo segicilik Kiral kimyasallar
Temizleme Sentez, hidroliz : Kimyasallar, surfaktanlar gibi
temizleme ajanlarinin
uzaklastirilmast
Kozmetik Sentez Emilsiifiye ediciler, nemlendirme
ajanlar
Siit ve stit Siit yaginin hidrolizi, peynirin | Lezzet ajanlari, peynir, tereyagi
mamiilleri olgunlastirilmasi, tereyaginin
modifiye edilmesi
Kat1 ve siv1 Transesterifikasyon, hidroliz | Kakao yagi, margarin
yaglar Yag asitleri, gliserol, mono ve di-
gliseridler
Soslar Kalite gelistirilmesi Mayonez, krema
Saglikli gidalar | Transesterifikasyon Saglikli gidalar
Deri Hidroliz Deri firiinleri
Et ve balik Lezzet gelistirilmesi ve yagin | Et ve balik tirtinleri
uzaklagtirilmasi
Kagit Hidroliz Kagit tirtinleri
Eczacilik Transesterifikasyon Ozellikle lipitler sindirim
destekgileri

2.2.2. Lipazin U¢ Boyutlu Yapis

Lipazlarm; boyut, siralama benzerligi, substratlar ve aktivatérler disinda

¢ogunlugunun benzer yapiya sahip oldugu goézlenmistir. Tiim lipazlarin karakteristik
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olarak katalitik gruplari igeren merkezi bir B-bandi ile o/ hidrolaz yapidaki proteinlerin
ic yapist incelendiginde paralel B kivrimli bantlarn heliks seklindeki o yapilan ile
ayrildig1 ve stiper helikal olarak gomiilmiis bir serit seklini ald1é1 gorilmiustir. Heliks
yapisindaki peptit kisimlar ise bu seridin dis kisimlarinda yer almagtir.

Lipazlar genel olarak ‘C ve N olmak iizere iki kisma ayrilmig bir polipeptit
zincirinden olusmaktadir. Bunlardan N kism katalitik serinden yiizeye kadar uzanan ve
uzun bir yag asidi zinciri tasiyan bir hidrofobik tiinel ile aktif merkezi kapéamaktadu
(Akoh ve Min, 1998).

Sekil 2.2. At pankreatik lipaz1 (Bourne et al, JMB, 1994). N terminalde tipik a/B-

hidrolaz katlanmasi mevcuttur, katalitik triad Ser152, Asp 176, ve His263’den
olusmaktadir. Kapak turuncu renkle gosterilmigtir. C terminal domaini kolipaz
baglanmasindan sorumludur ve f-tabaka topolojisi gdstermektedir (http://strubi.uni-

graz.at).

Bu gruptaki enzimlerin farkli seviyelerdeki benzerliklerinin diginda, penta peptit
Gly-X-Ser-X-Gly siralamasi istisnai olarak sik¢a gozlenmistir. Serin amino asidinin
yapida korunmasi ve bunun degisime ugramasi veya yer degistirmesi ile katalitik

aktivitenin yitirilmesi bu amino asidin kataliz i¢in ¢ok 6nemli ve gerekli oldugunu

- %
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gostermistir. Bunun topografik yerlesimi de korunmus ve belirgindir; protein zincirinin
gergin bir bolimiintin en istinde bulunmaktadir. Fakat bu gergin bolimiin serin
aminoasidine yakin -2 ve +2 pozisyonlarindaki amino asitlerinin kiicik yan zincir

gruplar igermesi mecburidir.

Katalitik serin amino asidine ilave olarak ¢ogu lipazin aktif merkezi histidin ve
baska bir amino asit (Asp veya Glu) daha icerir. Niikleofilik serin bir B-band: ile a-
heliksinin arasinda yer alirken histidin, aspartik asit ve glutamik asit ise serinin diger

yanlarinda yer alir. Katalitik bolgeyi iceren amino asitler ¢ogu lipaz yapisinda korunur.

Lipazlar i¢in tahmin edilen katalitik mekanizma aktif merkezde bulunan serin
amino asidi Ulizerinde yogunlasmustir. Serinin niikleofilik oksijeni trigliserid ile
tetrahedral hemiasetal bir ortam olusturur. Hemiasetalin ester bagi hidroliz olur ve
diagilgliserid serbest kalir. Aktif merkezdeki serin agil esterinin bir su molekiilii ile
tepkimeye girdigi, daha sonra agil enzimin boliindiigii ve yag asidinin ayrildigi tahmin
edilmektedir. Katalitik prosesin bu asamasinda {riiniin aktif merkezden ayrilmasi
ozellikle 6nem tasimaktadir (Petersen vd., 2001).
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Sekil 2.3. Lipazlarin hidroliz aktivitesi mekanizmasi
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Sekil 2.4. Lipazlarin ester sentezi aktivitesi mekanizmasi

2.2.3. Ara Yiizey Aktivasyonu

Lipaz enzimi tam Kkatalitik performans gosterebilmek icin ara ylizey

aktivasyonuna ihtiya¢ duymaktadir (Balcao vd., 1996).

Lipaz enziminin {i¢ boyutlu yapisinin ilk kez tanimlanmasindan sonra ara yﬁzéy
aktivasyonu olayinn, ¢6zelti i¢indeki enzimin aktif merkezini bir kapak gibi ¢evreleyen
amfifilik peptidik yapidaki bir halkadan kaynaklandig1 diistiniilmiistiir. Ara yilizeyin
olmamasi durumunda lipaz ikincil yapi elemanlarina sahiptir ve bu yapl enzimin
substrata ulagmasinmi engeller. Fakat, hidrofobik bir ara yiizey ile kar§1ia$ma51
durumunda lipaz “agik yap1” durumuna geger ve aktif hale gelir. Bu sekilde lipazlar
katalitik merkezi gevreleyen hidrofobik alanlar araciligy ile hidrofobik yiizeylere giiglii
bir sekilde adsorbe olur. Bu mekanizma kapak yapisiyla agiklanabilir. Daha once de
belirlendigi iizere lipazin aktif merkezi Asp-His-Ser aminoasitlerini igermektedir.

Cozelti i¢indeyken, helikal bir kisim lipazin aktif merkezini ¢evreler fakat lipit veya
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organik ¢ozgen varhiginda kapagin agilmasi ile yapisal bir degisim olur ve aktif merkezi
iceren hidrofobik merkez ortamla temas eder. Bu sebeple, ara yuzeye olan gereksinim
aktivite icin temeldir. Kapagin dis ylizeyi nispeten hidrofilik 1ken aktif merkeze doniik
olan kisim hidrofobiktir. Ara yiizeyle olan etkilesim artar ve substrat aktif merkezi
iceren hidrofobik tiinele girer, kapak genellikle hidrofobik ve hidrojen baglar ile
yerinde tutulur. Kapagin yapisi yiizeydeki yerlesim ve say1 olarak degismektedir.

Bu sekilde ara yiizey aktivasyonun lipaz yapisinda bazi degisikliklere sebep
oldugu varsayilmaktadir. Bu degisiklikler ile katalitik 6zellikler ve 6zelliklede secicilik
gelisir.

Lipazin ara yiizeylerdeki davramslar1 g6z Oniine alindiginda, adorbsiyonun geri
donebilirligi, aktivite kaybi1 olasiligi ara yiizeyin kalitesi gibi baz1 faktorler
incelenmelidir. Genel olarak, artan yiizey basmcinin desorbsiyona sebep oldugunun
bilinmesinden dolayi, lipazlarin ara ylizeylere geri doniigtimlii olarak adsorbe oldugu
diistiniiliir. Ara ytizeyin kalitesi lipazin aktivitesini etkileyebilir. Enzimin ara ylizeye

olan egilimi ve molekiillerin yerlesimi de aktivite tizerinde etkilidir (Oztiirk, 2006).

2.3. Enzim immobilizasyonu

Enzimlerin klasik katalizérlere gore 6nemli avantajlarn vardir. Spesifik oluglari,
regio ve enantiyo segicilikleri, diisiik sicaklik ve basing altinda katalizledikleri
reaksiyonlarda yan iirlinlerin az olugu sayesinde atik aritma maliyetini diistirmeleri gibi
Ozellikler bunlardan bazilaridir. Enzimler suda ¢oziinen spesifik katalizorlerdir.
Genellikle sulu ortamda gerceklestirilen endiistriyel uygulamalarda katalizor olarak
kullamilan serbest enzim kullamldiginda enzimin aktivitesini yitirmeden ‘geri
kazanmilmasi1 olanaksizdir. Serbest enzim reaksiyon ortamindan istenilen anda
uzaklagtirilamadigindan  reaksiyon kontrolii ¢ok zordur. Inhibitér kullanilarak
reaksiyonun dm‘durulmasy ise reaksiyon iiriinlerine yeni bir kirlilik unsurunun
eklenmesine neden olur. Bilindigi gibi endiistriyel uygulamalarda {riinlerin

saflagtirilmas1 maliyeti ¢ok arttirmaktadir. Serbest enzim reaksiyon ortamindan geri
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kazanilamadig1 i¢in yeniden kullanilabilmesi de s6z konusu degildir. Bu yiizden ¢ok
spesifik ama pahali katalizorler olan enzimlerin endiistriyel iiretimde kullanilmasi;
iiretim maliyetlerini yiikseltmektedir. Ayrica serbest enzimler siirekli {iretim

sistemlerinde de kullanilamazlar.

Tiim bu sorunlan olumlu yoénde ¢dziimleyebilmek ve enzimleri endiistri i¢in
daha gekici hale getirmek i¢in enzim immobilizasyonlarina olan ilgi son yarim yiizyildir

cok artmigtir.

Ayrica enzim tiretiminde hammadde problemi mikrobiyal kaynaklar sayesinde
biiyiik Sl¢iide ¢oziilmiis olmasina ragmen enzimlerin bu kaynaklardan izolasyonu ve
saflastirilmasi olduk¢a masrafli bir igtir. Bu nedenle enzim kaynag ister bitkisel, ister
hayvansal isterse mikrobiyal olsun bu biyokatalizatérlerin potansiyellerinden

olabildigince yararlanmak gerekir.

Tiim bu sorunlari olumlu y6nde ¢oziimleyebilmek, enzimleri endiistri igin
daha c¢ekici hale getirmek ic¢in enzim immobilizasyonu {izerine aragtirmalar
yogunlagmis olup bu alanda yapilan yaymlarin sayist yildan yila logaritmik olarak
artmstir. Enzimler, suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak
baglanarak, suda ¢oziinmeyen iiriin veren bir kopolimerizasyona enzim molekiiliiniin
monomer olarak katilmasiyla ve suda ¢6ziinmeyen bir matriks veya suda ¢coziinmeyen

mikrokapsiillerde tutuklamakla immobilize edilirler.

Immobilize enzimin serbest enzime iistiinliikleri s6z konusudur:

- Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir siizme, santrifiijleme
ve triinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz. '

- Cevre kosullarina (pH, sicaklik vs) karsi daha dayaniklidir.

- Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.

- Stirekli islemlere uygulanabilir

- Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.

- Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

- Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.
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- Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.
- Enzimin kendi kendini pargalamasi (otoliziz, self-digestion) olasil1g1 azalir.

- Mekanistik ¢aligmalar i¢in uygundur. (Telefoncu, (1997) {

Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik birgok organik ve inorganik
materyal tastyici olarak kullanilmaktadir. Tasiyict suda ¢oziinmeyen kati bir madde

veya polimer olabilir.

Enzml immobilizasyonunda kullanilan birka¢ farkli metot vardir:
Suda ¢6ziinmeyen tastyiciya adsorbsiyon ve kimyasal baglanma
Polimer jellerde tutuklama

bt

Membranda enkapstilasyon
4. Bifonksiyonel veya multifonksiyonel reaktiflere ¢apraz baglanma (Bickerstaff,
1997).

2.3.1. Adsorbsiyon ile Iimmobilizasyon

Adsorbsiyon ile immobilizasyon en basit metottur ve enzim ile tasiyici arasinda
tersinir yiizey etkilesimleri ile olur. Adsorbsiyon ile immobilizasyonda hidrofobik
etkilesimler de s6z konusu olsa da en ¢ok Van der Waals etkilesimleri gibi elektrostatik
giicler etkindir. Yontem suda ¢6ziinmeyen, adsorbsiyon 6zelliklerine sahip bir ylizey
aktif tasiyici ile enzim ¢ozeltisinin uygun kosullarda (pH, iyonik giig, vb.) bir siire
inkiibasyonu ve sonrasinda tutunmamig enzimin agmsmun iyice yikanarak

uzaklastirilmasi seklinde uygulanir.

Immobilizasyon igleminin basit, hizh ve ucuz olusu, degisik bicim ve yiikteki
tagiyicilart segme olanagi vermesi yontemin avantajlaridir. Yontemin sakincalari’ ise;
optimum kosullar1 saptamak zordur, enzim ile tagiyici arasinda kuvvetli bir baglanma

yoksa enzim serbest halde reaksiyon ortamina gegerek iiriinleri kirletebilir.
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2.3.2. Kovalent Baglama ile Immobilizasyon

Bu immobilizasyon yontemi enzim ile tastyict arasmcia kovalent bir bag
olusumuna dayanir. Tasiyici ylizeyindeki fonksiyonel gruplarla enzim yiizeyindeki
amino asit artiklarina ait fonksiyonel gruplar arasinda olusur. Genellikle sulu ortamda
gergeklesir. Kullanilacak tasiyicilar reaktif degillerse yardimci bir reaktif ile aktive
edilmeleri gerekmektedir.

Immobilizasyon ¢ok yumusak kosullarda (oda sicakligi, notral pH vb.)
gerceklestirilmelidir. Yontemin gerceklestirilmesi zordur. Ancak enzim ve tasiyic
arasindaki baglanma yiiksek oldugundan bazen enzimatik aktivitenin arttigi da
goriilmektedir.

2.3.3. Iyonik Baglama ile immobilizasyon

Bu yontem iyon degistirme yetenegine sahip suda c¢oziinmeyen tasiyicilara
enzimin iyonik baglanmasi temeline dayamr. Baz1 durumlarda iyonik baglama yaninda

fiziksel adsorbsiyon da etkili olmaktadir.

Iyonik baglama c¢ok yumusak kosullarda gerceklestiginden enzimin
konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige neden olmaz. Ancak enzim ile tastyict

arasimdaki bag kovalent bag kadar gii¢lii olmadigindan enzim kagis1 s6z konusudur.

2.3.4. Tutuklama Yéntemi ile immobilizasyon

Prensip olarak tutuklama enzim molekiiliinii belirli bir mekanda durmaya
zorlamaktir. Tutuklama polimer matriks i¢indeki kafeslerde gergeklestirilebilecegi gibi
yar1 gecirgen membranlar i¢inde mikrokapsiilleme ve miseller ile de gergeklestirilebilir.
Yontemde enzim molekiilii fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya

baglanmamaktadir. Bu metotta enzim molekiilleri ¢ozeltide serbest olup jelin kafes
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yapist tarafindan sadece hareketi kisitlanmistir. Jel kafesin gecirgenlii enzim veya
hiicrelerin kagisim 6nleyecek, ancak ayni zamanda substrat ve iiriiniin serbest hareketine

izin verecek kadar siki bir yap1 olusturularak kontrol edilir.

Polimerizasyon ve ¢apraz baglanmanin olustugu ortamda enzim de bulundugu
takdirde enzim capraz baglama sonucu olusan odaciklarda (kafes) tutuklanmaktadir.
Kolay uygulanmasi, gercek bir fiziksel yontem olusu ve ¢ok az enzimle
gerceklestirilmesi ~ yontemin  avantajlandir. Immobilizasyon iglemi sirasinda

inaktivasyonun deney kosullarina ¢ok bagli olusu yontemin sakincalaridur.

Tutuklamanin birkag¢ temel metotu vardir:

1. Cok degerlikli katyonlarla makro molekiillerin iyonotropik degismesi (6rnegin,
alginat jel).

2. Sicaklikla indiiklenmis jellesme (Ornegin, jelatin, agaroz jel)

3. Kimyasal/fotokimyasal reaksiyon ile organik polimerlesme (6rnegin,
poliakrilamid jel) |

4. Karismayan bir ¢oziictiden ¢oktiirme (6rnegin, polistren)

Tutuklama poliiyonik polimer materyali ile enzimin karistirilmasma ve sonra
enzim veya hiicreleri tutuklayan kafes dokuyu olusturmak iizere iyon degistirici bir
reaksiyonda multivalent Kkatyonlarla polimerin ¢apraz baglanmasiyla gerceklestirilir

(iyonotropik jellesme).

} Sicaklik degisimi agaroz veya jelatinin % 1-4 ’lik ¢ozeltileri kullanilarak faz
gecisi ile jellesmenin basit bir metotudur. Bununla birlikte olusan jeller yumusak ve
kararsizdir. Bu alandaki 6nemli bir gelisme iyonotropik jellesme ve sicaklikla
indiiklenmis faz gegisi ile jeller olusturabilen k-karagenan polimerleri ile tam$1hha$1du.
Boylece immobilizasyon igin jel sistemlerde yiiksek derecede esneklik sdz konusu

olmustur.

Alternatif olarak ¢apraz bagl polimerik bir ag olusturmak iizere polimerize

olabilen kimyasal monomerlerle enzimi karigtirmak da miimkiindiir. Enzim 6rgiiniin i¢
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bosluklarinda tutuklanir. Bu metot oldukca yaygin olarak kullanilir. Cok sayida akrilik
monomerler hidrofilik kopolimerler olusturmak icin mevcuttur. Ornegin, akrilamid
monomeri polikrilamid olusturmak tizere polimerize edilir, F metilakrilamaid ise
polimetakrilat olusturmak tizere polimerize edilir. Polimer zincirleri arasinda capraz
baglar olusturmak i¢in; polimerizasyon sirasinda monomere bir capraz baglama ajam
katilir. Bu madde ii¢ boyutlu‘ag yapimn olusturulmasma yardimer olur. Jelin gozenek
boyutu ve mekaniksel 6zellikleri monomer ve ¢apraz baglama ajanimin relatif miktarlar
ile belirlenir. Bunlarin konsantrasyonlar1 degistirilerek kafesin yapis1 diizenlenebilir.
Olugturulaﬁ polimerler istenilen boyutta pargalara ayrilir veya polimerizasyon istenilen

boyutta boncuklar olusturacak sekilde diizenlenebilir.

Coktiirme kimyasal reaksiyondan ziyade faz ayrilmasi ile olugur ama su ile
karigabilir bir organik ¢oziicti ile temastaki hiicre/enzimlerle yritiilir. Cogu hiicre/
enzim bdyle ¢oziiciilere toleranshi degildir bu nedenle bu metotun kullanimu yiiksek
derecede kararli/ya da onceden stabilize edilmis enzimler veya canli olmayan hiicrelerle
smurlidir (Bickerstaff, 1997).

2.3.4.1. Kalsiyum Alginat Jelde Tutuklama

Enzimlerin ve/veya hiicrelerin alginata tutuklanmasi immobilizasyonun en basit
metotlarindan biridir. Alginatlar, suda ¢6ziiniir sodyum alginatlar olarak ticari formda-
mevcuttur. Gida ve farmosotik endiistrilerinde kivamlastirici, emiilsiye edici, film
olusturucu ve jellesme ajami olarak altmis bes yildan daha uzun zamandan beri
kullanilmaktadir. Coéziinmeyen Kkalsiyum alginat jelde tutuklama enzimlerin ve
hiicrelerin immobilizasyonu igin hizli, pahali ve toksik olmayan ve c¢ok y(irilﬁ bir

metottur.

Alginik asit; deniz yosunlarindan elde edilen bir poliiironik asittir.1 - 4 bagl B-
D- mannuronik (M) ve o-L- guluronik asidin (G) farkli miktarlarindan olusur. G, M
miktarlar1 kaynaga gore degisir. Heteropolimerik bolgelerin (MG bloklart) degisen
bolgelerinin aralarina katilmig homopolimerik | (MM bloklari ve GG bloklar)
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bolgelerinden olusmus blok kaliplarinda diizenlenir. Iki degerli katyonlarm baglanmasi
ve jel olusumu artik bloklarin kompozisyonlarma ve diizenlenmelerine baghdir.
Ozellikle jel dayamklihgr G igerigi ile ilgilidir. Deniz yosunu kaynfagma gore (G formu)
% 20 - 75 arasinda degisir.

A C00-
OH OH
COO-
OH  CH cH  QH
CH ' OH
p-D-mannuronate (M) o-L.-guluronate (G)
B

OH ~

00C OH -00C orzc -00C
™ /m/ 0
IOH HO OHW/\\\OH
’ OH
’ N 7
0
OH -00
G G

M M G

Sekil. 2.5. A. Alginat monomerleri B. Alginat zinciri

(http://www.aapspharmscitech.org)

GG bloklar1 arasinda Ca®* gibi divalent katyonlar icin secimli baglanma
bolgeleri vardir ve baglanmis iyonlar jel olusumuna neden olan baglanmalari-

olusturmak tizere diger GG bloklar ile etkilesir.

0
OH
OH

OH
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Sekil. 2.6. Alginatin kalsiyum iyonlariyla baglanma bolgeleri

(http://www.aapspharmscitech. org)

Elde edilen jel biyokimyasal olarak inerttir ve hiicre immobilizasyonu icin
uygun olan kiigiik ve dar bosluklar ile mekaniksel olarak kararhdir. Jel boncuklardan
sizinti meydana gelebilir (Fraser ve Bickerstaff, 1997).

2.3.4.2. Karagenan Jelde Tutuklama

k-Karagenan deniz yosunlarindan izole edilen ve dogal olarak meydana gelen bir
polisakkarittir. ~ B-D-galaktoz siilfat ve 3,6-anhidro-a-D-galaktoz birimlerinin
tekrarlanmasiyla olugsmus yiiksek molekiil agirlikli, toksik olmayan kolay elde edilebilir
bir polimerdir. k-Karagenan metal iyonlari, aminler, amino asit tiirevleri ve suda

¢oziiniir organik ¢oziiciiler varliginda kolayca jele doniisebilir (Dessai vd., 2004).
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Sekil. 2.7. Karagenan cesitleri (http://www.chem.gmul.ac.uk)

Jel tutuklama metotlarindan biri olan karagenanda immobilizasyon; genellikle
hiicre immobilizasyonu i¢in; ucuz, basit ve ilimhi kosullarda tekrarlanabilir ol_masi
nedeniyle yaygin olarak kullanilan metotlardan biridir. Yiiksek hiicre yogunlugu, tlimli
immobilizasyon kosullari, destekten hiicrelerin sizmtisimn diisiik riski tutuklama
metotunun en Onemli avantajlarindandir. Karagenana immobilizasyon alginat
immobilizasyonuna benzerdir. Jel tutuklamasmn prensibi biyokatalizériin. prejel
¢ozeltisi ile karistirilmasi ve jellesme sonrasinda biyokatalizoriin jel materyaliﬁce
cevresinin sarilmasidir. Saglam jeller olusturmak igin konsantrasyon yeterli olmék

zorundadir. Karagenan konsantrasyonu kullanilan karagenanin tipine baglidir.

Biyokatalizor ve karagenan ¢ozeltisinin karigimui bir vana yardimiyla (¢ekme

metotu) veya bir siringa vasitasiyla (damlatma metotu) ile ¢ekilir veya sivida ya da
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havada yayilir (dispersiyon metotu). Immobilize edilmis biyokatalizoriin degisik
sekilleri (kiip, boncuk veya membran) 6zel uygulamalar igin sekillendirilir. Ornegin
kiiresel boncuklar yatak reaktorlerinde iyi akis 6zelligi gosterir. Keflragenamn jellesmesi;
K" gibi genellikle katyon karakterli jel indiikleme ajanlarmin varh@mda ¢6zelti uygun
jellesme sicakligma sogutuldugunda gergeklesir. Immobilize hiicrelerin  enzim
aktiviteleri ve verimleri genellikle nispeten yiiksektir. Jel olusumu termal olarak
tersinirdir, yiiksek sicakliklarda jeller yumusayabilirler veya parcalanabilirler. Ornegin
termofilik mikroorganizmalarin is yaptig1 yiiksek sicaklik reaksiyonlarm igeren
uygulamalarda yeterince uygun degildir. Karagenan jelin diger bir dezavantaji reaksiyon
karisgiminda jel inditkleme maddesi olmadiginda jel ¢oziilmesi meydana gelir ve
biyokatalizor serbest kalir, ayrica jel indiikkleme maddesi istenen enzim aktivitesini

inhibe edebilir (Iborra vd., 1997).

Immobilizasyonun damlatma metotu laboratuar uygulamalarinda boncuk
olusumu i¢in en basit prosediirdiir. Hiicre immobilizasyonu ig¢in rutin olarak
kullamilmaktadir. Sulu jel ¢ozeltisi bir siringayla diigiik akis hizinda basilir, ignenin
ucunda damlalar olusur. Daha uniform boyutlu damlalar ignenin ¢evresine hava akimi
uygulandiginda elde edilebilir. Bu prosediirde bityiik miktarda hiicre homojen olarak
karagenan jele immobilize edilir. Hiicreler biiylime, dinlenme veya otolizlenmis
durumda olabilir. Jel matriksin gozenek boyutu jel kafesten enzimlerin kacigini
Onleyecek kadar kiiciik, ama substrat ve iiriinlerin jel duvarim kolaylikla gecmelerine
izin verecek boyutta olmalidir (Iborra vd., 1997).

2.4. Lipaz Immobilizasyonu

Enzim iiretiminde hammadde sorunu mikrobiyal kaynaklarca biiyiik 'ﬁléﬁde
¢Oziilmiis goriinmektedir. Bununla birlikte enzimlerin mikrobiyal kaynaklardan
izolasyonu ve saflastirilmasi olduk¢a masrafli bir istir. Dolayisiyla bu biyokatalizorlerin
potansiyellerihden olabildigince yararlanmak gerekir. Enzim immobilizasyonu iizerine

arastirmalar bu probleme bir ¢6ziim olarak goriilmektedir.
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Lipazlar endiistride yaygin kullamm potansiyeli olan enzimlerdendir. Hidroliz
aktvitesi nedeniyle gida endiistrisi ve birgok endiistriyel {iretiminde halen
kullanilmaktadir (Tablo 2.1). Ayrica lipazlarin organik gﬁziicrﬁlerde bile katalitik
aktivitelerini koruyabiliyor olmalari onlar1 organik sentez reaksiyonlar1 i¢in de cazip
hale getirmektedir (Klibanov, 1989). Katalitik 6zelliklerini gelistirmek igin lipazlar
kimyasal ve fiziksel olarak farkli desteklerde immobilize edilmisler ve susuz ve su

iceren ¢oziiciilerde hidroliz ve sentez reaksiyonlar1 denenmistir. -

2.5 Candida rugosa ve Defne Lipaziyla Gerg¢eklestirilen immobilizasyon

Cahsmalarn

Matsumoto ve Ohoshi (2003) yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarda, lipazin kalsiyum
silikat inorganik mikrokapsiiller ic¢inde, kalsiyum aljinat jel immobilize ve
makrogozenekli akrilik boncuk iizerinde immobilize etmiglerdir. Yaptiklari ¢aligmalarda
60°C’ de aktivitesini kaybetmediklerini bulmuslardir.

Wu JC, vd (2006) calismalarinda, Candida rugosa lipazinin alginat jele
glutareldehitle ¢apraz baglayarak immobilize etmislerdir. Capraz baglama esnasinda 2
propanolun  varhginin  belirgin  sekilde, enzim aktivitesini  gelistirdigini

gozlemlemislerdir.

Fadnavis NW, vd (2003) ¢alismalarinda, alginat ve jelatin jellere glutaraldehitle
capraz baglama yaparak lipazi immobilize etmislerdir. Lipaz olarak da hayvansal
kaynakli domuz pankreast lipazi, mikrobiyal kaynakli Candida rugosa ve Pseudomonas
czzpacia lipazi kullanmiglardir. Yapilan ¢alismalarda immobilize enzimlerin daha kararl

bir yapiya sahip olduklarini gbzlemislerdir.

Bhushan I, vd (2008) ¢alismalarinda, Arthrobacter sp. (ABL) tarafindan elde
edilen lipaz1 alginat jellere immobilize etmislerdir. Alginat boncuklarin lipazin tekrar

kullamlabilirligini ve enzim kararliligini arttirdigi bulmuslardir.

Minovska V, vd (2005) ¢alismalarinda, Candida rugosa lipazim Amberlite IRC
50 ve AlLOs; kansmmnda tutuklamiglardir. Bu karisimi 16 farkli gesit destekten




26

se¢miglerdir. Desteklerin uygunlugu ve immobilizasyon igin teknikler, enzim
faaliyetleri, immobilizyon verimliligi ve enzimin tekrar kullamilabilirligini tahmin

edilmesi agisindan 6nemli bir ¢aligmadir.

Won K, vd (2005) calismalarinda, Candida rugosa lipaz1 ile ¢aligmislardir.
Alginat konsantrasyonu, kaléiyum kloriir konsantrasyonu, immobilizasyon verimi,
boncuk boyutu ve boncuk miktarn sartlarini  optimize etmislerdir. Alginat
konsantrasyonunu artmasi immobilizasyon verimini azalttigim1 ¢aligmalar: sonucunda
bulmuslardir. Boncuk boyutunun artmastyla immobilizasyon veriminin arttifim
g6zlemislerdir. Alginat boncuklardan sizinti olmasimt Onlemek amaciyla boncuklari
citosan ve silikatla kaplamiglardir. Kaplanmis boncuklarla kaplanmamis boncuklar
karsilagtirlldiginda ¢itosan ve silikatla kapli boncuklarin yiiksek oranda yeniden
kullanilabilirlik gosterdiklerini bulmuglardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢alismada asagidaki kimyasal maddeler kullanmildi. Kullanilan
g kimyasallar analitik safliktadir.

Canida rugosa lipazi (Sigma)

Etanol (Riedel-de Haen)

Comassie Brillant Mavi G-250 (Sigma)
Orto Fosforik Asit (Merck)

Sodyum Hidroksit (Merck)

Kalsiyum Kloriir (Merck)

Gum Arabik(Merck)

Tris (Sigma)

Hidroklorik Asit (Sigma)

Sodyum Deoksikolat (Sigma)
Maleik Anhidrit (Merck)
Sodyum Karbonat (Merck)

Sodyum Bikarbonat (Sigma)

Aseton (Riedel-de Haen)

Trikaprilin (Sigma)

Gliseriltristearat (Sigma)
Tribiitirin (Sigma)

Sigir Serum Albiimini (BSA)
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3.1.2. Kullanilan Aletler

pH-metre; Jenway 3010

UV Spektrofotometre; Shimadzu UV-160 A

Otomatik titratér; Methrom

Etiiv; Elektromag marka (100 oC termostatli)

Vortex; Fisons Whirli Mixer

Calkalayici; Clifton marka (100-400 rpm; 0-100 °C termostatl)
Su banyosu; Clifton

Terazi; Gec Avery

Isitict ve manyetik karistiricy; Chiltern ve Kermanlar (0-100 °C arahiginda isitic1 ve
manyetik karigtirict)

Buzdolabi (ev tipi); (Argelik)

Bulasik Makinasi (ev tipi); (Vestel)

Dagitict ve mikro pipetler; Eppendorf

Rondo (ev tipi); (Tefal)

3.1.3. Hazirlanan Cozeltiler

Deneysel c¢alismalarda kullamlmak tizere asagidaki c¢ozeltiler hazirlandi.

Cozeltilerin hazirlanmasi destile su ve ¢alisma tamponlari ile yapildi.

Enzim cozeltisi: 0.1 g Candida rugosa lipazi tartildi. 0.05 M’lik Tris
tarhponunda (pH:8.0) ¢oziildii ve tamponla balon jojede 10 mL’ye tamamlandi.

% 10’luk Gum arabic cozeltisi: 10 g gum arabic tartilip destile suda ¢oziildi
ve destile su ile balon jojede 100 ml’ye tamamlandi, siiziildii. |

% 1.6’lik Deoksikolat cozeltisi: 1.6 g deoksikolikasit tartilip destile suda

¢oziildii ve destile su ile balon jojede 100 ml’ye tamamlandi.
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0.2 M Tris-HCI tampon: 24.23 g Tris (hidroksimetil aminometan) tartilip balon
jojede 1 litreye tamamlandi. 0.1 N HCI ¢ozeltisi hazirlandi. Tris ¢ozeltisinden 25 mL
alindi iizerine 44.7 mlL HCI c¢ozeltisi eklendi, karisim balor; jojede 100 mL’ye
tamamlandi. pH:8.0 olacak sekilde ayarlandi. Ayrica optimum pH calismas: i¢in pH 7-
8-9 i¢in Tris-HCI tamponlart hazirlandi.

% 4’liik CaCl, c¢ozeltisi: 20 g CaCl, tartilip destile suda ¢oziildii ve balon
jojede 500 ml’ye tamamlandi.

Bradford reaktifi: 25 mL etanol i¢ine 0.025 g Commassie brilliant blue
¢oziildii. Uzerine 27.5 mL % 85-88lik fosforik asit ilave edildi, saf suyla balon jojede
500 mL’ye tamamland1. Stizge¢ kagidindan siiziildii.

Tris HCl-maleat tamponu: 2.423 g Tris (hidroksimetil aminometan) ve 1.961
g maleikanhidrit tartildi. Destile suda ¢oziildii, balonojede 100 mL’ye tamamlandi.
Optimum pH caligmasinda kullamlmak iizere pH: 6-7 tamponlari hazirlamak igin
istenilen pH’a ulagincaya kadar 0.2 M NaOH eklendi. Balon jojede 100 mlL.’ye
tamamlandi.

Sodyum karbonat tamponu: 1.060 g susuz sodyum karbonat ve 0.8401 g
sodyum bikarbonat tartildi, ayr1 ayr1 100 mL’ye tamamlandi. Optimum pH ¢alismasinda
kullanilmak iizere pH: 9-10 tamponlari bu iki ¢ozeltinin belli oranlarda karistirilmasiyla -

hazirlandi.
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3.2. METOT

3.2.1. Protein Tayini

Calismada defne lipazimin izolasyonun tiim basamaklari ve ayrica defne ve
Candida rugosa lipazinin tutuklanmasi sirasinda immobilize enzimin damlatildig:

CaCl, ¢ozeltilerinde ve yikama sularinda protein tayinleri Bradford yontemiyle yapildi.

3.2.1.1. Bradford Yontemi ile Kantitatif Protein Tayini

Protein tayininde kullanilan yaygin yontemlerden biri de Bradford yontemidir.
Bu yontem bir ¢ozeltideki protein igeriginin saptanmasi icin boya temelli iz ve
giivenilir bir oOl¢limdiir. Yontem, organik boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik
gruplanyla etkileserek renk olugturmasim esas alir. Boya-baglama temelli yontemlerin
en yaygini, Bradford tarafindan gelistirilen ve Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin
kullanildigr metottur (Telefoncu, A., 1997). Yontem olduk¢a duyarlidir, daha da
arttirilabilir (5-100 pg protein.mL™). Renk olusumunda proteini aminoasit bilesiminin
(6zellikle arginin gibi bazik amino asitler ile aromatik amino asitler) reaksiyon iizerinde

etkili oldugu belirlenmigtir (Bradford, 1976).

Candida rugosa lipazi (25 mg/mL) ve defne lipazindan hazirlanan enzim
¢ozeltilerinin damlatma c¢ozeltileri ve yikama sularmn protein igerikleri Bradford
yontemiyle belirlendi. Bu amagla 6ncelikle standart protein ¢ozeltileri hazirlandi. Sahit
numune olarak 0.2 mL destile su kullanildi. Stok protein ¢ozeltisi kullanilarak 1 mL’de
0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1, 0.15 ve 0.2 mg protein (sigir serum albﬁmini).ic;eren

¢ozeltiler hazirlandi.

Hazirlanan standart protein ¢dzeltiler, protein tayini yapilacak tiim
¢ozeltilerden 0.2 mL alinip tizerine 4 mL Bradford Reaktifi ilave edilip ¢alkaland1 ve 15
dakika bekletildi. 15 dakika sonra 595 nm de sahit numuneye karst absorbanslari
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okundu. Standart protein c¢ozeltilerinin absorbans degerleri ile konsantrasyonlar
arasinda grafik hazirlandi. Bu standart grafik yardimiyla, protein 6rneklerinin absorbans

degerlerinden protein miktarlari (mg/mL) belirlendi.

3.2.2. Enzimatik Aktivite Téyinleri

Candida rugosa lipazi ve defne lipazinin hidroliz aktiviteleri titrimetrik
yéntemle‘ tayin edildi (Hoppe ve Theimer 1996). Bu yontemde ilk 6nce 3.5 gr
zeytinyagi, 2.5 mL destile su (buz halde) ve 30 mL. Gum Arabik ¢ozeltisi (%10°luk) 15
dakika manyetik karistiricida karistirildi. Uzerine 14 mL Tris-HC tamponu (pH 8.0) ve
7 mL Sodyum deoksikolat ¢ozeltisi (% 1.6’lik) ilave edilerek substrat emiilsiyonu
hazirlandi. Daha sonra 1 ml’sinde 1 mg enzim olacak sekilde hazirlanan enzim
cozeltisinden 1’er mL aliip 50 mL’lik beherlere konuldu ve iizerlerine 17 ml, substrat
emiilsiyonu ilave edildi, 37 °C’deki calkalayicida 15 dakika karistirildi ve 5 mL aseton-
etanol (1:1) karigima dokiilerek reaksiydn durduruldu. pH 10.0 oluncaya kadar 0.05 N
NaOH ilave edildi ve sarfiyat kaydedildi.

Lipaz hidrolaz aktivitesi i¢in tinite, hacimsel aktivite ve spesifik aktivite

degerleri asagidaki tanimlandig sekilde belirlendi:

Lipaz Unitesi; substrat olarak zeytin yag kullanildiginda optimum kosullarda
bir dakikada bir pmol yag asidini serbest birakmak iizere gerekli olan enzim miktamdblr."'

Hacimsel aktivite (U/mL) = Unite / Enzim Hacmi (mL) veya g boncuk

Spesifik Aktivite (U/mg) = Hacimsel Aktivite/mL deki veya g boncuktaki mg protein
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3.2.3. Defne Tohumundan Lipaz Enziminin izolasyonu

3.2.3.1. Defne Aseton Tozunun Eldesi

Defne tohumlarinin kabuklari soyulduktan sonra ev tipi rondada oOgiitiildii.
Yagsizlastirmak icin 50 gr 6giitiilmiis tohum {izerine 250 mL soguk aseton ilave edildi
ve kanistiricida 40 dakika karigtirildi.. Her karigtirma periyodunun sonunda ¢oziicii fazi
stiziildii ve tohumlara taze ¢6ziicii eklendi. Bu ekstraksiyon prosediirii ii¢ kez tekrar
edildi. Tiim ¢ozelti fazlari bir araya getirildi ve oda kosullarinda evaporatorde ¢oziiciisii
uguruldu. Aseton tozu olarak adlandirilan ¢okelti bakiyesi bundan sonraki ¢aligmalarda
enzim kaynagi olarak kullanildi ve deneylerde kullamlincaya kadar -20°C’de derin

dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.3.2. Defne Lipazi Ekstraksiyonu

10 g defne aseton tozu alindi. Uzerine 70 mL Tris/HCI tamponu (pH 7.0) ilave
edildi. 1 saat siire ile manyetik karnistiricida oda kosullarinda karistirildi. Tiilbent ve cam
pamugundan siiziildii. Elde edilen bu ¢ozelti ham ekstrakt olarak adlandirildi ve defne

lipazi immobilizasyonu deneylerinde kullanilds.

3.2.4. Alginat + Karagenan Jelde Tutuklama

Candida rugosa lipazi ve defne lipazimn alginat ve karagenan jel karisiminda
immobilizasyonu Sahin metotuna gdre yapildi (Sahin, 2005). Bu amagla; 0.1 g alginat +
0.03 g karagenan tartildi ve beherde karigtirildi. Bu karisimlara 2.5 mL enzim ¢ozeltisi
ve 2.5 mL su yavas yavas ilave edilerek hassas bir sekilde cam baget ile kanistirildi ve

30 dakika buzdolabinda saklandi. Enjektor yardimiyla buz i¢ine oturtulmus 50 mL %
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4’liikk CaCl, ¢ozeltisine damlatildi. Bir saat buzdolabinda tutuldu ve siiziilerek destile
suyla yikandi. Siiziintii ve yikama sulart atilmayip .protein tayini i¢in saklandi.

Immobilize enzimler CaCl, ¢dzeltisinde buzdolabinda saklandi.
3.2.5 immobilizasyon Kosulléirmm Optimizasyonu

3.2.5.1. Karagenan Miktar: Optimizasyonu

0.1 gr alginat iizerine 0.015 g, 0.03 g ve 0.05 g karagenan tartildi ve bu
karisimlara 2.5 mL Candida rugosa lipazi ¢ozeltisi (25 mg/mL) ve 2.5 mL su yavag
yavag ilave edilerek hassas bir sekilde cam baget ile karistirildi, kabarciklarimin
giderilmesi igin 30 dakika kadar buzdolabinda bekletildi. Bir enjektor yardimiyla
manyetik karistiric iizerinde bulunan buza oturtulmus olan bir beher i¢erisindeki 50 mL
% 4’lik CaCl, c¢ozeltisine damlatildi. Cozelti icindeki immobilize boncuklar
buzdolabinda bir saat bekletildikten sonra siiziilerek destile suyla yikandi. Siiziintii ve
yikama sulari protein tayini icin saklandi. Elde edilen boncuklarin lipaz aktiviteleri

titrimetrik yontemle belirlendi.

3.2.5.2. Kalsiyum Kloriir Konsantrasyonunun Qptimizasyonu

‘ Damlatma ¢ozeltisi olarak sirasiyla % 1, 2, 3, 4 ve 5 (w/v) konsantrasyonlarda
olmak tizere CaCl, ¢ozeltileri hazirlandi. 2.5 mL Candida rugosa lipazi (25 mg/mL)
¢ozeltisi ve 2.5 mL suda ¢6ziilen 0.1 gr alginat ve 0.03 gr karagenan 'jeld‘e 30 dakika
bekletildikten sonra bir enjektor yardimiyla, manyetik karistirici tizerinde bulunan buz
banyosu i¢indeki 50 mL % 1°’lik CaCl, i¢ine damlatildi. Aym islem diger % 2, 3, 4 ve
5’lik (w/v) CaCl, ¢ozeltileri i¢in de tekrarlandi. Farkli konsantrasyondaki CaCl,
¢ozeltisine damlatilmis immobilize boncuklar bir saat buzdolabinda bekletildikten sonra
siiziilerek destile suyla yikandi. Siiziintii ve yikama sulari protein tayini icin saklandi.

Elde edilen boncuklarin lipaz aktiviteleri belirlendi.
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3.2.5.3 Enzim Miktar1 Optimizasyonu

Candida rugosa lipaz1 ¢ozeltisinden 25 mg/ml olmak {izere enzim c¢ozeltisi
hazirlandi. 25 mg/mL olan enzim ¢6zeltisinden 2.5 mL, 5 mL, 7.5 mL ve 10 mL alindi.
Boylelikle sirasiyla 62.5 mg,"125 mg, 187.5 mg ve 250 mg enzim iceren bu enzim
cozeltileri 0.1 gr alginat ve 0.03 g karagenan jelde ¢oziilerek 30 dakika buzdolabinda
bekletildi. Tutuklanan enzim bir enjektér yardimiyla manyetik karigtirict {izerinde
bulunan bﬁz banyosu icindeki 50 mL % 4’lik CaCl, icine damlatildi. Farkli
konsantrasyonlardaki enzim c¢ozeltileri icinde aym islem tekrarlandi. Immobilize
boncuklar bir saat buzdolabinda bekletildikten sonra siiziilerek destile suyla yikandi.
Siiziintli ve yikama sular1 protein tayini i¢in saklandi. Elde edilen boncuklarin lipaz

aktiviteleri belirlendi.

3.2.5.4. Boncuk Boyutu Optimizasyonu

Boncuk boyutu optimizasyonu i¢in; boncuklarin hazisiyah enjektor ucu, yesil
enjektér ucu ve pastor pipeti kullamldi. 0.1g alginat ve 0.03 g karagenan 2.5 mL
Candida rugosa lipaz1 (25 mg/mL) ¢o6zeltisi ve 2.5 mL Tris-HCl tamponunda (pH 8.0)
¢oziildii. 30 dakika buzdolabinda bekletildikten sonra tutuklanan enzim siyah uglu
enjektor yardimiyla manyetik karigtirici tizerinde bulunan buz banyosu igindeki % 4°liik -
CaCl, ¢ozeltisine damlatildi. Aymi islem yesil uglu enjektdr ve pastoér pipeti ile de
tekrarlandi. Farkli ¢aplardaki immobilize boncuklar bir saat buzdolabinda bekletildikten
sonra siiziilerek destile suyla yikandi. Siiziintii ve yikama sulari protein tayini icin
saklandi. Elde edilen boncuklarm gaplari bir kumpasla 6l¢iildii. Boncuklarda aktivite
tayini yapild1. ‘
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3.2.5.5. Boncuk Miktar: Optimizasyonu

0.1 g alginat ve 0.03 g karagenan 2.5 mL Candida rugosa lipaz1 (25 mg/mL)
¢ozeltisi ve 2.5 mL Tris-HCI tamponunda (pH 8.0) ¢oziildii. 30 dakika buzdolabinda
bekletildikten sonra tutuklaran enzim siyah uclu enjektor yardimyla manyetik
karigtirici tizerinde bulunan buz banyosu i¢indeki % 4’liik CaCl, ¢6zeltisine damlatildi.
Immobilize boncuklar bir saat buzdolabinda bekletildikten sonra siiziilerek destile suyla
yikandi. Siiziintii ve yikama sulari protein tayini i¢in saklandi. Aktivite tayinleri i¢in
0.25, 0.5, 0.75 ve 1 g boncuk kullanilarak gergeklestirildi.

3.2.6 Candida rugosa ve Defne Lipazinin Bazi Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.6.1. Optimum pH Tayini

Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazi ve defne lipazinin maksimum
aktivite gosterdigi optimum pH degerlerini belirlemek amaci ile farkli pH tamponlar:
kullanildi. Candida rugosa lipazi i¢in pH 6.0 ve 7.0 i¢in Tris-maleat tamponu; pH 7.0,
8.0 ve i¢in Tris-HC1 tamponu; pH 9.0, 10.0 i¢in karbonat tamponu kullanildi. Defne
lipazinda da pH 6.0 i¢in Tris-maleat tamponu; pH 7.0, 8.0 i¢in Tris-HCI tamponu pH
9.0 karbonat tamponu kullanildi. Substrat emiilsiyonlar1 bu tamponlar kullanilarak
hazirlandi. Elde edilen degerlerden yararlamlarak aktiviteler; Boliim 3.2.2°de anlatildig:
gibi belirlendi. '

3.2.6.2. Optimum Sicakhk Tayini

Serbest ve immobilize Candida rugosa lipaz1 ve defne lipazinin maksimum

aktivite gosterdigi sicakligi belirlemek i¢in; substrat olarak yag emiilsiyonu kullanilarak
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30, 40, 50 ve 60 °C’de ¢alisildi. Elde edilen degerlerden yararlanarak aktiviteler; Boliim
3.2.2’de anlatildig1 gibi belirlendi.

3.2.6.3. Termal Kararhhk Tayini

Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazi ve defne lipazimn termal
kararhhglm belirlemek igin; serbest enzim ¢ozeltisi ve immobilize enzim ayr ayrn 30,
40, 50, 60 ve 70 °C sicakliklarda sitilarak 30°ar dakika araliklarla 0., 30., 60., ve 90.,
dakikalarda Candida rugosa lipaz1 i¢in Tris-maleat tamponu (pH 6.5) ve defne lipazi
icin Tris-HCl tamponunda (pH 7.0) hazirlanan substrat emiilsiyonlar1 kullanilarak
enzim aktiviteleri belirlendi. Elde edilen degerlerden yararlanarak aktiviteler; Boliim
3.2.2°de anlatildigz gibi belirlendi.

3.2.6.4. K, ve Vo Degerlerinin Belirlenmesi

Candida rugosa lipazi ve defne lipaz1 i¢in Ky, ve Vi degerlerinin belirlenmesi
amactyla, substrat emiilsiyonu Candida rugosa lipaz1 i¢in Tris-maleat tamponu (pH 6.5)
ve defne lipazi1 igin Tris-HCI tamponunda (pH 7.0) 0.5, 0.1, 1.5, 2.0 ve 2.5 g yag olmak
tizere bes farkli substrat konsantrasyonunda hazirlanarak enzim aktiviteleri belirlendi.
Elde edilen spesifik aktivite degerlerinden Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla Ky, ve

Vmax Sabitleri belirlendi.
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3.2.6.5. Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

Candida rugosa lipazinmn substrat spesifitesinin belirlenebilmesi i¢in; soya yagi,
aspir yagi, ham aygicegi yagi, misir yagi, kanola yagi, findik ya8i, zeytin yagi,
tribiitirin, trikaprilin, gliseriltﬁstearat olmak iizere 10 farkli substratla hazirlanan
substrat emiilsiyonlariyla enzim aktiviteleri belirlendi. FElde edilen degerlerden

yararlanarak aktiviteler Boliim 3.2.2°de belirtildigi gibi belirlendi.

3.2.6.6. Immobilize Enzimin Tekrar Kullanilabilirligi

Elde edilen immobilize Candida rugosa lipaz1 ve defne lipazinin yeniden
kullanilabilirligini belirlemek igin; 1 g boncuk tartildi. Enzim aktivitelerini belirlemek
icin, 3.5 g zeytin yag1 kullanarak substrat emiilsiyonu hazirlandi. Aktivite tayini yapild:
ve elde edilen degerlerden yararlanarak raktiviteler; Béliim 3.2.2°de anlatildig:r gibi

belirlendi.

3.2.6.7. immobilize Enzimin Depo Kararhhg:

Serbest ve immobilize Candida rugosa lipaz1 ve defne lipazimin depo kararliligim “
belirlemek amaciyla, 3 giin araliklarla serbest ve immobilize enzimin aktiviteleri
olciildii. Serbest enzim i¢in 1 mL, immobilize boncuklar igin 0.25 g almarak aktivite
tayinleri optimum kosullarda gerceklestirildi.
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4. DENEYLER VE BULGULAR

4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayini i¢in Bradford Yontemi kullamldi. Protein standart grafigi
Bolim 3.2.1‘.1’de agiklandigi gibi hazirlandi (Sekil 4.1). Boliim 3.2.1.1°de anlatildif
sekilde serbest enzim ve yikama sularimin protein miktarlar1 bu standart grafikten

belirlendi.

y = 1,8202x
0351 Re=09719 °

Absorbans (595nm)

0 ' 1 T ¥ ¥ ) T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Sizir Serum Albumini Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 4.1. Bradford yontemine gore protein standart grafigi
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4.2. Candida rugosa Lipazi ve Defne Lipazimin Alginat + Karagenan Jelde

Tutuklanmasi

Candida rugosa lipazi ve defne lipazinin alginat + karagenan jellerde

tutuklanmasi Sahin metotuna gore Boliim 3.2.4°te anlatildig: gibi yapilmistir.

Sekil 4.2. Candida rugosa lipazimin alginat + karagenan jelde tutuklanmasi ile
elde edilen boncuklar (Damlatma ¢6zeltisi % 4 ’litk CaCl, )

Sekil 4.3. Defne lipazimin alginat + karagenan jelde tutuklanmasi ile elde edilen
boncuklar (Damlatma ¢ozeltisi % 4 ’likk CaCl, )
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43. Candida rugosa Lipazinm Alginat+Karagenan Jelde Immobilizasyonunun

Optimizasyonu

4.3.1. Karagenan Miktar Opﬁmizasyonu

Candida rugosa lipazmmmn alginat+karagenan jelde immobilizasyonunda

karagenan miktarin1 belirlemek i¢in 0.1 g alginat iizerine farkli miktarlarda karagenan

ilave edilerek hazirlanan jellerde karagenan miktar1 optimizasyonu Boliim 3.2.5.1°de

anlatildigr gibi gerceklestirildi.

0.5 g immobilize enzim iceren boncuklarla

gergeklestirilen aktivite tayinlerinden elde edilen sonuglar Sekil 4.4°te verildi.

40

[\l o
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Spesifik Aktivite (U/mg)
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0 0,015 0,03 0,045 0,06

Karragenan Miktar (g)

Sekil 4.4. Alginat+karagenan jelde immobilize Candida rugosa lipazimn aktivitesine

karagenan miktarinin etkisi
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4.3.2. Kalsiyum Kloriir Konsantrasyonunu Optimizasyonu

Candida rugosa lipazimn alginat + karagenan jelde immobilizasyonunda CaCl,
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in % 1, 2, 3, 4 ve 5’lik CaCl, ¢ozeltileri damlatma

¢ozeltisi olarak kullamldi. Tutuklama islemi Boliim 3.2.5.2°de belirtildigi gibi yapildi.
Elde edilen sonuglar Sekil 4.5’de verilmistir.

35 -

Spesifik Aktivite (U/mg)
—t p— \®] [\ (O8]
o (9] o i <o
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Kalsiyum Kloriir (% )

Sekil 4.5. Alginat+karagenan jelde immobilize Candida rugosa lipazimn aktivitesine

CaCl, konsantrasyonunun etkisi

immobilize Candida rugosa lipazinmm aktivite tayinlerinin sonugclart
degerlendirildiginde; en yliksek enzim aktiviteleri damlatma ¢bzeltisi olarak % 4’lik
CaCl, konsantrasyonu kullanildiginda elde edildi (Sekil 4.4). Bundan sonraki

immobilizasyonlarda CaCl, konsantrasyonu % 4 olarak calisildi.
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4.3.3. Enzim Miktar: Optimizasyonu

25 mg/mL olan enzim ¢ozeltisinden 2.5 mL ve 5 mlL, 7j5 ve 10 mL alindi.
Boylelikle sirasiyla 62.5 mg, 125 mg, 187.5 mg ve 250 mg enzim iceren enzim
cozeltileri kullamlarak immobilizasyonlar gergeklestirildi. Elde edilen boncuklarin
aktiviteleri belirlenerek olusnﬁulan grafiklerde en uygun enzim miktarmin 62.5 mg
enzim igeren ¢ozelti oldugu belirlendi (Sekil 4.6). Bundan sonraki calismalarda 62.5 mg

(25 mg/mL.) enzim igeren bocuklarla devam edildi.

70

Spesifik Aktivite (U/mg)

O T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Yiiklenen Enzim Miktari (mg)

Sekil 4.6. Alginat+karagenan jelde immobilize Candida rugosa lipazinin aktivitesine

yiiklenen enzim miktarinin etkisi
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4.3.4. Boncuk Boyutu Optimizasyonu

Boncuk boyutu optimizasyonu i¢in; siyah enjektor, yesif enjektor ve pastor
pipeti ile elde edilen boncuklar kullamldi. Kumpasla yapilan 6lgtimlerde boncuklarin
¢aplar1 sirasiyla 0.2 mm, 0.235 mm ve 0.325 mm olarak belirlendi. En yiiksek enzim
aktiviteleri siyah enjektor uc;léi elde edilen boncuklar (¢cap1 0.2 mm) kullanildiginda
belirlendi (Sekil 4.7). Bundan sonraki caligmalarda boncuklar siyah enjektor
kullanilarak hazirlandi.

60

50

40

30

Spesifik Aktivite (U/mg)

20

10 T T r T
0,1 0,2 0,3 0,4

Boncuk Capi (mm)

Sekil 4.7. Alginat+karagenan jelde immobilize Candida rugosa lipazimn aktivitésine

boncuk boyutunun etkisi
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4.3.5. Boncuk Miktari Optimizasyonu

5

Aktivite tayinlerinde kullanilacak optimum boncuk miktarinin belirlenmesi i¢in;

0.1g alginat ve 0.03 g karegenandan olusan jelde 62.5 mg Candida rugosa lipazi
tutuklanarak %4’liik CaCl, damlatma ¢6zeltisine siyah uglu enjektorle damlatilarak elde
edilen boncuklardan 0.25, 0.5, 0.75 ve 1 gr boncuk kullamillarak aktivite tayinleri

gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.7°de verildi. Optimum boncuk miktart 0.25
gr olarak beljrlendi (Sekil 4.8).

120
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Spesifik Aktivite (U/mg)

0,2

0,4 096 0’8 1 1,2
Boncuk Miktari (g)

Sekil 4.8. Alginat+karagenan jelde immobilize Candida rugosa lipazinin

aktivitesine boncuk miktarimin etkisi
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Tablo 4.1. Candida rugosa lipazinin alginat + karagenan jelde tutuklanmasinin

optimizasyon sonuglart .

»

Karagenan Miktari 003 g
CaCl, Konsantrasyonu (w/v) % 4
Enzim Miktar: 62.5 mg
Boncuk Boyiitu 0.2 mm
Boncuk Miktar: 025¢g

Tablo 4.3’de goriildiigii gibi Candida rugosa lipazinin alginat + karagenan jelde
tutuklanma kosullar1 optimize edildi. Alginat + karrreganan jelde Candida rugosa lipazi
immobilize edilirken de boncuklar yukaridaki optimizasyon kosullarinda hazirland:.
Calismanin devaminda Candida rugosa ve defne lipaz1 i¢in alginat + karagenan jelde
hazirlanan immobilize boncuklarin optimum pH, optimum sicaklik, termal ve depo
kararlilig1, yeniden kullanilabilirlik gibi baz1 biyokimyasal 6zellikleri ¢alisildi ve serbest
enziminki ile kargilastirildi.

4.4. Alginat + Karagenan Jelde Tutuklu Candida rugosa Lipazi ve Defne Lipazim

Baz1 Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.4.1. Optimum pH

Candida rugosa lipaz1 ve defne lipazinmn optimum pH ’larmi belirlemek lizere
farkli pH degerlerinde (6.0, 6.5, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0) farkli tamponlar1 hazirlandi. Elde
edilen aktivite sonuglar1 dogrultusunda immobilize ve serbest enzim igin aktivite-pH
grafikleri olugturuldu (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). Candida rugosa lipazinin immobilize
enzim i¢in optimum pH 6.5, serbest enzim i¢in optimum pH 6.0 olarak belirlendi. Defne
lipazimn immobilize enzim igin pH 8.0, serbest enzim i¢in optimum pH 7.0 olarak

belirlendi.
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Sekil 4.9. Immobilize ve serbest Candida rugosa lipazimn pH’a bagli aktivitelerinin

degisimleri
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Sekil 4.10. immobilize ve serbest defne lipazinin pH’a bagl aktivitelerinin
degisimleri

4.4.2. Optimum Sicaklik Tayini

Serbest ve immobilize Candida rugosa ve defne lipazinin maksimum aktivitesi
gi;sterdigi sicakligr belirlemek igin substrat olarak yagf{, emiilsiyonlar1 kullanilarak 30,
40, 50 ve 60 °C’de ¢alisildi. Bu sicakliklarda enzimatik aktiviteler belirlendi ve aktivite-
sicaklik grafikleri ¢izildi (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12). Candida rugosa lipazimn éktivite_si
icin, alginat + karagenanda tutuklanmig immobilize ve serbest enzimin optimum
sicaklign 40 °C olarak belirlendi. Alginat + karagenanda tutuklanmis defne lipazinin

optimum sicakligi 50 °C, serbest enzim i¢in ise 40 °C olarak belirlendi.
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Sekil 4.11. Immobilize ve serbest C.rugosa lipazinin sicakliga bagl aktivite degisimi
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Sekil 4.12. Immobilize ve serbest defne lipazimin sicakliga bagh aktivite degisimi

4.4.3. Termal Kararhhik Cahsmasi

Candida rugosa lipazs ve defne lipazimn sicaklifa karst dayaniklihk
ozelliklerinin barastirilmas: i¢in dncelikle optimum sartlarda yag substrat emiilsiyonuna
~ kars1 aktivite tayinleri yapildi. Candida rugosa lipaza enzim ¢dzeltisi 1,5 saat siire ile
30, 40, 50, °C ’lerde defne lipaz1 enzim cozeltisi de 40, 50, 60 ve 70 °C’lerde inkﬁbe‘ ‘
eglildi. inkiibe edilen ¢ozeltiler 0., 30., 60. ve 90. dakikalarda olmak tizere her 30 dakika
sbnunda buz banyosuna alind1 ve hidrolitik aktivite tayini yapild. Immobilize ve serbest
enzimler i¢in optimum sicakliklarinda olgiilen aktivite degerleri % 100 olarak alind1.
Elde edilen aktivite degerleri % aktiviteye doniistiiriilerek % aktivite-zaman gfaﬁkleri
cizildi (Sekil 4.13 ve 4.14).
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Sekil 4.13. Serbest ve alginat + karagenan boncuklara immobilize Candida rugosa

lipazinin aktivitesine ait termal kararlihik grafigi
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Sekil 4.14. Serbest ve alginat + karagenan boncuklara immobilize defne lipazinin

aktivitesine ait termal kararlilik grafigi

Alginat + karagenan jelde tutuklanmis Candida rugosa lipazinm 90 dakika
sonunda 40°C’de aktivitesini tamamen ve 50 °C’ de % 65 kadarin1 korudugu gozlendi.

Serbest Candida rugosa lipazi ise 50 °C’ de aktivitesinin % 51 kadarm korudugu

g6zlendi.
Alginat + karagenan jelde tutuklanmug defne lipazinin 50 °C’de aktivitesini

tamamen, 60 °C’de % 75’ini ve 70 °C’de % 72 kadarim korudugu gozlendi. Serbest
defne lipazimin ise, 50 °C’ de aktivitesinin % 70’ini, 60 °C’de % 75’ini ve 70 °C*de %

72 kadarini korudugu gozlendi.

- e
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4.4.4. Candida rugosa Lipaza ve Defne Lipazi icin K, ve V’max Degerlerinin

Bulunmas:

Candida rugosa lipaz1 ve defne lipazi1 i¢in Ky, ve Vg degerlerinin belirlenmesi
amaciyla, substrat emiilsiyonu 0:5, 0.1, 1.5, 2.0 ve 2.5 g yag olmak iizere bes farklh
konsantrasyonda hazirland1 ve serbest ve immobilize Candida rugosa lipazi ve defne
lipaz i¢in aktiviteleri dl¢iildi.

Aktivite degerleri spesifik aktivite (U/mg protein) cinsinden ifade edildi. 1/V ve
1/[S] degerleri hesaplanarak her bir substrat i¢cin Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi
(Sekil 4.17 ve 4.18). K ve Viax degerleri, bu grafiklerden yararlanarak hesaplandi.

. : e 0,08 -
OSerbest lipaz ®Immobilize lipaz = ]
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VIS] (")

Sekil 4.15. Alginat + karagenan boncuklara immobilize ve serbest Candida rugosa

lipazinin aktivitesi i¢in Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 4.16. Alginat + karagenan boncuklara immobilize ve serbest defne lipazimn

aktivitesi i¢in Lineweaver-Burk Grafigi

Tablo 4.2. Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazinin aktivitesi icin kinetik

degerleri .

Ku (g) | Vmax (U/mg protein) | Vvax/ Kn
Serbest Enzim 0.111 71.43 643.5
Alginat+Karagenan boncuk 0.222 19.6 - 883

Tablo 4.3. Serbest ve immobilize defne lipazimin aktivitesi i¢in kinetik degerleri

Kn(2) Vmax (U/mg protein) | Vmax/ Kn

! Serbest Enzim ) 0.203 16.1 79.31

Alginat + Karagenan boncuk | 0.147 22.72 154.55

-
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4.4.5. Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

Candida rugosa lipazi ve defne lipazinin substrat spesifitesinin belirlenebilmesi

i¢in; soya yagi, aspir yagl, ham aycicegi yagi, musir yagi, kanola yagi, findik yag,

zeytin yag, tribiitirin, trikaprilin, gliseriltristearat olmak tizere 10 farkli substratla

hazirlanan substrat emﬁlsiyonlaifma kargi enzim aktiviteleri belirlendi. Aktiviteler

asagidaki Tablo 4.4 ve Tablo 4.5°de gosterildi.

Tablo 4.4. Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazimin substrat spesifitesi

degerleri.
Immobilize Immobilize Serbest Enzim Serbest Enzim
Substrat Enzim Enzim Bagil Aktivite* Bagil Aktivite (%)
Aktivite* Aktivite (%)
Zeytin Yag1 103,49 100 258,48 100
Soya Yag1 91,51 88,42 122,39 47,43
Aspir Yag 83,76 80,93 37 14,34
Ham Aycicegi 84,24 81,39 33,6 13,02
Yag
Misir Yagy 91,11 88,03 41,18 15,96
Kanola Yag 81,77 79 36,83 14,19
Findik Yag 90,76 87,69 36,62 14,19
Trikaprilin 94,26 91,08 47,13 18,26
Gliseriltristearat 94,35 91,16 44 81 17,36
Tribiitirin 92,35 89,23 41,84 16,18

* Spesifik Aktivite U/mg protein
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Tablo 4.5. Serbest ve immobilize defne lipazinin aktivitesi i¢in substrat spesifitesi

degerleri.
Substrat Immobilize Immobilize Serbest Serbest
Enzim Enzim Bagil Enzim Enzim Bagil
Aktivite* Aktivite (%) Aktivite* Aktivite (%)
Zeytin Yagy - 32,30 100 16,33 100
Aspir Yagr 29,65 91,79 7,32 44,82
Ham Aycicegi 20,64 63,9 8,54 52,39
Yag
Misir Yagi 26,61 82,38 10,86 66,5
Kanola Yag 24,54 75,79 9,40 59,93
Findik Yag 28,45 88,08 9,28 56,93
Tribiitirin 20,77 64,3 9,85 59,33
Trikaprilin 24,93 77,18 9,65 59,20
Gliseriltristearat 25,39 78,6 9,55 58,48

* Spesifik Aktivite U/mg protein

4.4.6. immobilize Candida rugosa Lipaza ve Defne Lipazmn Tekrar‘
Kullamlabilirligi

Candida rugosa lipazi ve defne lipazinin immobilize edildigi boncuklarin
aktiviteleri aym boncuklar kullanilarak 10 dongii igin tekrarlandi. Candida rugosa
lipazinda ilk 2 dongii siiresince boncuklarin aktivitesini tamamen korudugu, sonraki
dongiilerde yaklasik % 70 kadar aktif oldugu, defne lipazinda da aktivitenin ilk iki
dongii stiresince tamamen korudugu ve sonraki dongiilerde % 1571 kadarlmﬁ

korunabildigi belirlendi(Sekil 4.19 ve 4.20).
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Dongii Sayisi

Sekil 4.17. Immobilize C. rugosa lipazinin kesikli proseste yeniden kullanilanilabilirligi
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Sekil 4.20.

Dongii Sayist

Immobilize defne lipazimn kesikli proseste yeniden kullanilanilabilirligi




4.5. immobilize ve serbest Candida rugosa Lipazi ve Defne Lipazinim Depo

Kararhihg

Alginat + karagenan boncuklara immobilize edilmis Candida rugosa ve defne

lipazinin ve serbest enzimlerin depo kararliligini belirlemek amaciyla, serbest ve

f

immobilize enzimlerin aktivitesi 5 gun araliklarla Sl¢iildii (Sekil 4.21 ve 4.22).
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Sekil 4.19. Alginat + karagenan boncuklarda immobilize ve serbest Candida rugosa

lipazinin aktivitesi i¢in depo kararlilik grafigi
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Sekil 4.20. Alginat + karagenan boncuklarda immobilize ve serbest defne lipazinin

aktivitesi i¢in depo kararlilik grafigi
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Immobilizasyon tekniklerinden biri olan tutuklama teknigi, bir l;ogluga veya ag
icine enzimin fiziksel olarak hapsedilmesi olarak tamimlanabilir. Multivalent kargit
iyonlarin eklenmesiyle polianyonik veya polikatyonik polimerlerin jellesmesi seklinde
uygulanan enzim tutuklamasi enzim immobilizasyonunda kullanmilan basit ve yaygin bir
metottur (Mammeralla ve Rubiolo, 2005). Bu ¢aligmada ticari bir mikrobiyal lipaz olan
Candida rugosa lipazi ve bitkisel kaynakli defne lipazi enzim kaynaklari olarak
kullamlmustir. Calisma kapsaminda, tutuklama yontemi olarak alginat+karagenan jel

karisimlarinda lipaz immobilizasyonu amagcland.

Candida rugosa lipazi ve defne lipaza alginat+karagenan jel karisiminda
tutuklanmis ve serbest ve immobilize lipazlarin optimum pH ve sicakliklari, Ky ve Vinax
degerleri, termal kararlilik, yeniden kullanilabilirlik- ve depo kararhiligr gibi bazi
biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Sodyum alginat jelde immobilizasyon, hizli ve
kolay uygulanabilir bir metot olmasi nedeniyle immobilizasyon c¢alismalarinda biiylik
kolaylik saglamaktadir. Alginat jel enzim kacisim onleyecek fakat substratin enzime
erisimini engellemeyecek gozenek yapisina sahiptir. Karagenan jelde immobilizasyon
da; genellikle hiicre immobilizasyonu icin; ucuz, basit ve 1limh kogullarda
tekrarlanabilir olmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilan metotlardan biridir. Yiiksek
enzim yogunlugu, ilimli immobilizasyon kosullari, destekten enzimlerin sizintisiin
diisiik riski tutuklama metotunun en 6nemli avantajlarindandir. Bu caligmada; bu iki
dogal polisakkaritin jel karigimlar1 kullamlarak daha etkin immobilizasyon destekleri
elde edilmeye caligildi.

Bu tez kapsaminda protein tayinleri Bradford metotu ile yapildi Bradford ‘
yonteminde standart protein olarak % 0.001°lik sigir serum albiimini kullanilds, standart
grafik ¢izildi (Sekil 4.1). Calismada lipaz g¢ozeltilerinin ve immobilize enzimin
damlatildigr CaCl, ¢ozeltilerinin ve yikama sularmin protein miktarlar1 bu standart
grafikten yararlanilarak belirlendi. Bulunan protein miktarlarindan, tutunmayan protein
ve tutunan protein miktarlar1 hesaplanarak immobilizasyon yiizdesi tayin edildi.
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Immobilizasyon yiizdesi Candida rugosa lipazi i¢in % 65 ve defne lipaz1 icin |
9477 olarak belirlendi. Candida rugosa immobilize enzimin spesifik hidrolitik aktivitesi
54 U/mg protein, Candida rugosa serbest enzimin ise spesifik hidrolitik aktivitesi 33
U/mg proteindir. Defne lipazi immobilize enzimin spesifik aktivitesi 39 U/mg protein,

defne lipaz1 serbest enzimin ise spesifik aktivitesi 12 U/mg olarak belirlendi.

Tutuklama materyali olarak kullamlan polimerin yani jelin konsantrasyonu ve
tutuklama ¢dzeltisinin konsantrasyonu enzimin tutuklamasinda onemli parametrelerdir.
Bu nedenle dncelikle Candida rugosa lipazimn hidrolitik aktivitesi tizerine alginat ve
karagenan konsantrasyonunun etkisi, CaCl, konsantrasyonu ayrica enzim miktari,
boncuk boyutu ve boncuk miktarimn etkileri de arastirildi ve optimum degerleri
belirlendi.

Sirasiyla; % 0.3, % 0.6 ve % 1 (w/v) olacak sekilde karagenan jellere
immobilize enzimin spesifik hidrolitik aktivitesi tayinleri yapilarak, karagenan
konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisi aragtirimustir. Her iki aktivite tayini
sonucunda optimum karagenan konsantrasyonu 0.03 g karagenan alinarak hazirlanan %
0.6°lik karagenan konsantrasyonu olarak belirlendi (Sekil 4.4). Ca-alginat jel boncuklara
tutuklu lipaz enzimi immobilizasyonu c¢alismasinda, artan karagenan konsantrasyonu
immobilizasyon verimi bir miktar artmus, % 1 karagenan konsantrasyonu (w/v) ve daha
yiiksek konsantrasyonlarda boncuk yapiminin zorlasign gdzlemlendi, bu nedenle de-

diisiik konsantrasyonda karagenan kullanilmasina karar verildi.

Sodyum alginat ile gergeklestirilen tutuklamalarmda jel indiikleyici sistem
olarak CaCl, katyonik ¢ozeltisi kullanilmaktadir. Calismada literatiirde belirtildigi gibi
alginat+karagenan jeller igin de CaCl kullanilmaktadir (Sahin vd, 2005). Optimum
kalsiyum kloriir % 4 olarak belirlendi. CaCl, konsantrasyonu arttikca immobilizasjron
veriminin de arttig1 gozlemlendi ($ekil 4.5).

Alginat+karagenan bpncuklara yiiklenen Candida rugosa lipazmin miktarimn

katalitik aktivite {izerine etkisi dort farkli enzim konsantrasyonu caligilarak

incelenmistir. Enzim miktariyla orantili olarak aktivitenin bir miktar azaldif

- R
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g6zlemlendi (Sekil 4.6). Ayrica boncuklara yiiklenecek enzim miktariin optimizasyon
calismasinda en diizgiin boncuklar elde etmek adina 62,5 mg/mL enzim konsantrasyonu
kullanildiginda elde edildigi i¢in, aktivitenin de en yiiksek oranda olarak belirlendigi bu

konsantrasyon optimum enzim miktari olarak belirlendi.

Vaidya ve arkadaglar1 (2008) yiiklenen enzim miktar: arttik¢a, lipaz aktivitesinin

azaldigim gozlemlemislerdir.

Candida rugosa lipazinda boncuk boyutunun aktivite {izerine etkisi
arastirildiginda; en yliksek lipaz aktivitesi siyah ug¢lu enjekt6r kullanilarak hazirlanan
boncuklarda belirlenmisti (Sekil 4.7) Siyah uglu enjektér kullamilarak elde edilen
boncuklarin boncuk ¢apr kumpasla olgiildiigiinde 0.2 mm olarak belirlendi ve optimum
boncuk capi olarak belirlendi.

Ca-alginat jel boncuklara tutuklu lipaz enzimi immobilizasyonu g¢aligmasinda,
optik mikroskopla dl¢iilen optimum boncuk boyutunu 1,2-2,1 olarak bildirmislerdir ve
boncuk boyutu arttikca spesifik aktivitenin azaldig1 gérmislerdir (Won vd., 2005).

Kullanilacak optimum boncuk miktarimi belirlemek i¢in gerceklestirilen
calismada 0.25, 0.5 ve 0.75 g var olmak iizere ii¢ farkli boncuk miktari ile ¢calisilds; 0,25
gr boncuk miktarimin en yiiksek enzimatik aktiviteyi gosterdigi goriildii (Sekil 4.8).

Bu optimizasyon ¢aligmasinin tiim sonuglart Tablo 4.3’te verilmistir.

Tezin ikinci kisminda; alginat + karagenan jellere tutuklanan Candida rugosa
lipaz1 ve defne lipazina ait optimum pH ve sicaklik, Ky, ve Viax degerlefi, termal ve
operasyonel kararlilik, yeniden kullanilabilirlik, depo kararliligi ve substrat spesifitesi

gibi baz1 biyokimyasal 6zellikleri arastirildi ve bunlara ait veriler raporlandi.

Lipaz enziminin optimum pH degeri enzim kaynagina, substrata bagli olarak
genis bir aralikta degisir. Genellikle pH 6.0 ve 10.0 arasindadir. Immobilizasyon islemi

enzimin ¢aligsma kosullarim1 daha 1limli hale getiren bir metottur ve enzimin pH calisma
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araligim degistirebilir veya genisletebilir. Bu ¢aligma kapsaminda serbest ve immobilize
lipazlar i¢in optimum pH c¢aligmasi pH 6.0-10.0 aralifinda yapildi. Serbest Candida
rugosa lipazinm optimum pH degeri 6.0 ve alginat+karagenan jellerde immobilize
Candida rugosa lipazimn optimum pH degeri 6.5 olarak bulundu (Sekil 4.9). Serbest
defne lipazinin optimum pH degeri 7.0 ve alginat+karagenan jellerde tutuklanan defne
lipazaimin optimum pH degeri 8.0 olarak bulundu (Sekil 4.10). Bu durum gerceklestirilen
immobilizasyon uygulamalarinin her iki lipazin da optimum pH’1 iizerinde 6nemli bir

etki yapmadigim gosterdi.

Polimakropordz polimer partikiiller iizerine Candida rugosa lipazi
immobilizasyonu c¢alismasinda optimum pH’1 belirlemek i¢in 4-12 pH araliginda
calisilmis pH 9 ve pH 10°da serbest enzim aktivitesinin sirasiyla % 47.96 ve %
13.28’ini korudugu aym pH’larda immobilize enzimin ise sirasiyla % 86.19’unu ve %
42.64’tinti korudugunu gozlemlemiglerdir (Vaidya vd., 2008).

Hidroksil gruplar1 aktivasyonuyla citosan tizerine Candida rugosa enzimi
immobilizasyonu ¢aligmasinda, optimum pH’1 belirlemek i¢in pH 3 ile 11 arasinda
calismuglar ve serbest enzim i¢in de, immobilize enzim i¢in de optimum pH’1 7 olarak
belirlemiglerdir (Chiu ve Wu , 2004).

Ortam pH’imn, enzimlerin iyonlagabilen gruplari iizerinde Onemli bir etkisi
oldugu i¢in enzim aktivitesindeki rolii biiyiiktiir. Aktif merkezin konformasyonunu ‘
koruyup islevini yerine getirebilmesi i¢in bu gruplarin iyonik formda olmasi gerekir. pH
substrattaki iyonlagabilen gruplan etkileyebilmektedir. Immobilizasyon ¢alismalarinda

optimum pH’1n degisimi enzimin yiikiine veya kullanilan matrikse de baglidir.

Alginat+karagenan jellere tutuklanmis Candida rugosa lipazi immobilizasybnu
tizerine sicakligin etkisi belirlemek amaciyla; 30, 35, 40, 45, 50,°C ’deki sicakliklarda i
calisildi. Serbest enzim ve tutuklanmis enzimin optimum sicakligi 40 °C olarak
belirlendi (Sekil 4.11). Alginattkaragenan jellere tutuklanmis defne lipazi

immobilizasyonu tizerine sicakligin etkisi belirlemek amaciyla ise; 30, 40, 50, 60 °C
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’deki sicakliklarda caligildi. Serbest enzimin optimum sicakligi 40 °C ve tutuklanmis
enzimin optimum sicaklig1 50 °C olarak belirlendi (Sekil 4.12).

Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazi termal kararlihk c¢alismasi 30, 40,
50°C sicakliklarda gerceklestirilmigtir (Sekil 4.13 ve 4.14). Hidrolitik lipaz aktivitesi
sonuclan incelendiginde serbest enzimin 1,5 saatin sonunda 50 °C’ de % 51 kadarim
korurken. alginat+karagenan jellere immobilize edilmis Candida rugosa lipazinin 50
°C’ de % 65 kadarmi korudugu gozlendi. Serbest ve immobilize defne lipazi termal
kararhilik ¢aligmasi 40, 50, 60, 70 °C sicakliklarda gerceklestirildi (Sekil 4.15 ve 4.16).
Hidrolitik lipaz aktivitesi sonuglari incelendiginde serbest enzimin 1,5 saatin sonunda
immobilize enzimin 50 °C aktivitesini tamamen, 60 °C’ de % 75 korurken, serbest
defne lipazinin aktivitesi incelendiginde ise 40 °C’ de aktivitesini tamamen, 60 °C’ de

%67 kadarin1 korudugu goézlendi.

Vaidya ve arkadaslann (2008), Candida rugosa lipazinin termal kararlilik
calismasinda 20 ile 70°C arasinda caligmiglar; 50°C’de serbest enzimin aktivitesinin %
62.11’ini korudugunu immobilize enzimin ise % 94.76’smu koruyabildigini,

saptamislardir.

Chiou ve Wu (2004), hidroksil gruplar aktive edilmis ¢itosan iizerine Candida
rugosa enzimi immobilizasyonu yaptiklar1 c¢alismalarinda termal kararlilik i¢in
25°C’den 60°C’ye degisen sicakliklarda 1 saat bbyunca calismislardir. 60°C’de ise
immobilize enzimin aktivitesinin % 60’11, serbest enzimin ise sadece % 20’sini

koruyabildigini belirlemislerdir.

Serbest enzimin ilgili aktivitelerde optimum ve/veya optimuma en yakin olan
sicaklik degerinde termal stabilitesinin de daha kararligi oldugu goriilmektedir. Genel
olarak optimum sicaklik araliklarimin disinda serbest enzim ii¢ boyutlu yapismin :
denatiire olmas1 nedeniyle aktivitesini kaybedebilecegi diisiiniiliir. immobﬂizasyon ise
enzim uygulamalarinda onlara termal stabilite kazandiran bir uygulamadir. Bu
calismada da immobilize formlar incelendiginde, genel olarak aktivitelerini koruduklar

hatta nispeten arttig1 dahi gozlenmistir.
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Termal stabilite immobilize enzim uygulamalarmda en karakteristik
bilgilerinden biridir. Genelde immobilize enzimin aktivitesi, 6zellikle kovalent bagh bir

sistem ise, sicakliga ve denatiirasyon ajanlarina karsi serbest enzimden daha direnglidir.

Vo reaksiyon iz ve’ Kyn Michaelis-Menten sabiti Lineweaver-Burk
grafiginden yararlamlarak bulundu. Kr enzimin substrata olan ilgisiyle ters orantili bir
parametredir (Yildiz vd., 2006). Kn kinetik sabiti enzim ile substrat arasindaki ES
kompleksinin saglamlik lgiistdiir. Bu deger kiigiildiikce enzim ve substrat o kadar zor
dissosiye olur. Vpmax sabiti ise enzimin aktifliginin bir olciisiidiir. Enzim ne kadar aktif
ise Voa O derece yiiksektir. Serbest enzim ve alginattkaragenan boncuklarda
tutuklanan Candida rugosa enziminin hidrolitik aktivitesine ait Km ve Vmax kinetik
sabitleri sirastyla 0.111 g, 71.43 U/mL dak ve 0.222 g ile 19.6 U/g boncuk dak olarak
hesaplandi. Serbest enzim ve alginat+karagenan boncuklarda tutuklana defne lipazinin
hidrolitik aktivitesine ait Km ve Vmax kinetik sabitleri sirasiyla 0.203 g, 16.1 U/mL dak
ve 0.147 g ile 22.72 U/g boncuk dak olarak hesaplandi. Tiim sonuglar Tablo 4.4 ve 4.5

de verild.

Chiou ve Wu (2004), hidroksil gruplar aktivasyonuyla ¢itosan tizerine Candida
rugosa enzimi immobilizasyonu yaptiklari calismalarinda reaksiyon hizi ve Michaelis-
Menten sabiti degerlerini serbest enzim ve immobilize enzim icin sirasiyla Viax 3.98-

117.23 U/mg protein, Ky, 0.013-1.669 g olarak hesaplanmugtir.

Biyokatalizor serbest enzim formunda kullanildiginda biyokatalizériin yeniden
kullamlabilirliginden s6z edilemez. Bu nedenle endistriyel acidan 6nemli enzimler i¢in

immobilizasyon formlar tasarlanmakta ve bu formlar ile {iiretim gahsmala;ri

planlanmaktadir. Alginat+karagenan boncuklara immobilize Candida rugosa lipazinda

ilk 2 dongii siiresince boncuklarin aktivitesini tamamen korudugu, sonraki dongiilerde
yaklasik % 60 kadar aktif oldugu, alginatt+karagenan boncuklara immobilize defne
lipazinda da aktivitenin ilk iki dongi siiresince tamamen korudugu ve sonraki

dongiilerde % 36°1 kadarinin korunabildigi belirlendi.(Sekil 4.19 ve 4.20)
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Chiou ve Wu (2004), hidroksil gruplar aktivasyonuyla ¢itosan tizerine Candida
rugosa enzimi immobilizasyonu yaptiklar1 calismalarinda, 6. kullamm sonunda
immobilize enzimin aktivitesinin tamamim korudugu gézlenmistir. Won ve arkadaglarn
(2005), Ca-alginat jel boncuklara tutukladiklari lipaz enzimi immobilizasyonu
calismalarinda, alginat boncuklarin 3. kullanimda aktivitesinin % 72’sini korudugunu

g6zlemlemislerdir.

Serbest enzim ¢ozeltisi depolama sirasinda genelde kararl degildir ve aktivitesi
yiiksek oranda azalir. Immobilizasyon, tutuklanan enzimi (aktivite kaybmnda kabul
edilebilir bir fark olmadan) serbest enzime oranla daha uzun bir siire depolanmasina
imkan kilar. Periyodik araliklarla yapilan 6l¢iimler sonucunda alginat+karagenan jelde
tutuklanan immobilize Candida rugosa lipazi ve defne lipazimn 20 giin boyunca
aktivitesini de kaybetmeden uzun siire kullanilabilecegi gozlendi (Sekil 4.21 ve 4.22). 4
°C ’de depolanan serbest enzim ¢ozeltileri igin de 20 giin boyunca aktivite dlgiimleri
yapildi, onun da aktivitesini korudugu gézlendi. Bu siirelerin sonunda her iki aktivite
icin 6lglim alinmaya devam edilmistir ama aktivitenin ¢ok hizli olarak diistigi

gozlendi. Enzim ¢ozeltisinde mikrobiyal iireme olabilecegi sonucuna varildi.

Vaidya ve arkadaglari (2008), poli makropordz polimer partikiillerde Candida
rugosa lipazi immobilizasyonu ¢aligmalarinda, immobilize enzimin 10. giiniin sonunda
depo kararlihigi aktivitesinin % 94.25’ini korudugu fakat serbest enzimin aym giiniin
sonunda ancak % 14.24’{inii koruyabildigi g6zlemlenmistir.Janta ve arkadaglar1 (1997), )
Chromobacterium viscosum bakterisi lipazin1 mikroemiilsiyon bazli organo jel olan
jelatin igeren Aeresol-OT ye immobilize ederek yaptiklar1 depo kararlilig1 ¢alismasinda,
immobilize enzimin 30 giniin sonunda aktivitesinin % 85’ini koruduBunu
gozlemlemiglerdir.Chiou ve Wu (2004), hidroksil gruplann aktivasyonuyla gitdsan
tizerine Candida rugosa lipazi immobilizasyonu g¢aligmalarinda, immobilize enzimin -
30. giiniin sonunda depo kararlihg: aktivitesinin kaybolmadigini, serbest enzimin ise 5.

giiniin sonunda aktivitesinin % 70’ini kaybettigini belirlemislerdir.
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Substrat spesifitesi calismasinda; soya, aspir, aycicek, musir, kanola, findik,
zeytin, tribiitirin, trikaprilin, gliseriltristearat yaglar1 kullanilarak aktivite tayinleri
gerceklestiridi, kullanilan tiim substratlar i¢in degisen aktivite sonuglari alindi. Sonuglar
Tablo 4.6 ve 4.7°de verildi.

Sonug olarak; bu tez kapsaminda; ticari Candida rugosa lipaz1 ve defne lipazimin
tutuklama yontemiyle alginat+karagenan jellere basarryla immobilize edildi, optimum

¢alisma kosullari belirlendi.




67

6. KAYNAKLAR

10.

Abbas, H., Hiol, A., Deyris, V., Comeau, L. (2002) “Isolation and
Characterization of an Extracellular Lipase from Mucor sp Strain from
Palm Fruit” Enzyme and Microbial Technology, 31, 968-975. Al-Taweel,
R., Sungur, S. (1995), “Lipaz Enzimleri ile Yaglarm Modifikasyon
Biyoteknolojisi”, Gida, 20(5), 299-304. ,

Akoh, C.C., Min, D.B, (1998). “Microbial Llpases ve Enzymatic
Interesterification.” Food Lipids Chemistry, Nutrition and Biotechnology
Marcel Deccer, Inc, New York, 641-698.

Alberghina L., Lotti M., (1998). “Lipases and lipits: structure, specificity
and applications in biocatalysis”, Chem. Phys. Lipits. 93.

Balcao V.M., Paiva AL, Malcata F.X., (1996). “Bioreactors with
immobilized lipases: state of the art” Enzyme Microb. Tech- nol. 18, 392.

Bickerstaff, G.F., 1997 “Immobilization of enzymes and cells”, Methods in
enzymology, Humana Press, New Jersey, 1-11.

Bradford, M.M., (1976) “A rapid and Sensitive nethod for the quantit;tion of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye
binding” Anal. Bichem.,72, 248-252

Chiou S.-H., Wu W.-T., (2004). “Immobilization of Candida rugosa lipase
on chitosan with activation of the hydroxyl groups” Biomaterials, 25, 197-
204.

Dessai, P. D., Dave, A. M, Devi, S., (2004), “Entrapment of lipase into k- -
carrageenan beads and its use in hydrolysis of olive oil in biphasic system.
Journal of MolecularCatalysis B: Enzymatic V 31, 143-150.

Eren Kiran, O., Comlekgioglu, U., Dostbil, N. (2006) “Bazi Mlkroblyal
Enzimler ve Endiistrideki Kullanim alanlar” KSU Fen ve Mithendislik
Dergisi, 9 (1), 12-19

Fraser, J.E., Bickerstaff, G.F., (1997) “Entrapment in Calcium Alginate”,
Methods in enzymology, Humana Press, New Jersey, 61-65.




11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

68

Gilabert, M. P., & Carmona, F G. (2000). Characterization of catecholase
and cresolase activities of eggplant polyphenol oxidase. Journal of
Agriculture Food Chemistry, 48, 695-700. | :
Hoppe A., Theimer R. R., (1996). “Titrimetric test for lipase activity using
stabilized triolein emulsions”. Phytochemistry, 42, 973-978.

Hoppe A., Theimer RR, (1996). “Titrimetric test for lipase activity using
stabilized triolein emulsions”. Phytochemstry, 42, 973-978
http://strubi.uni-graz.at

http://www.aapspharmscitech.org

http://www.chem.qmul.ac.uk

Iborra, J.L., Manjon, A., Canovas, M., 1997 “Immobilization in
Carrageenans”, Methods in enzymology, Humana Press, New Jersey, 53-
60.

Janta T.R.J., Batts G., Rees G.D., Robinson B.H., (1997). “Biocatalysis
using gelatin microemulsion-based organogels containing immobilized

Chromobacterium iscosum lipase™. Biotechnol. Bioeng. 53,121.

Klibanov A.M., (1989). “Enzymatic catalysis in anhydrous organic
solvents”. TIBS 14,141.

Mammeralla, E.J., Rubiolo, AM., (2005), “Study of the deactivation of B-
galactosidase entrapped in alginate-carrageenan gels”, Journal of Molecular

Catalysis: Enzymatic, 34, 7-13.

Munjal, N., Sawhney, S.K., 2002, Stability and properties of mushroom
tyrosinase entrapped in alginate, polyacrylamid, and gelatin gels, Enzyme
and Microbial Technology, 30, 613-619.

Oztiirk B., (2006). “Lipaz enzimi: yapisal ozellikleri ve uygulama alanlar1”.
Gida miihendisligi dergisi, 20-23 i ‘
Paiva, A.L., Balcao, V.M., Malcata F.X., (2000). “Kinetics andmechanisms -

of reactions catalyzed by immobilized lipases™. Enzyme and Microbial
Technology, 27, 187.




24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33,

69

Petersen M.T.N., Fojan P., Petersen S.B., (2001). “How do lipases and
esterases work: the electrostatic contribution”. Journal of biotechnology,

85(2), 119.

Pialis, P., Jimenez Hamann, M.C., Saville, B.A., 1996, L-DOPA production
from Tyrosinase immobilized on Nylon 6,6, Biotechnology and
Bioengineering, 51, 14<1~147.

Sarkar, J. M., Leonowicz, A., Bollog, J. M., (1989), “Immobilization of
enzymes on clays and soils”, Soil Biol. Biochem., 21 (2), 223-230.

Scardi (V., 1987), “Immobilization of Enzymes and Microbial Cells in
Gelatin, Methods in Enzymology”, 135, 293-294.

Schmidt R.D., Verger R., (1998). “Lipases: interfacial enzymes with
attractive applications”, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 37, 1608.

Sahin, F., Demiral, G., Tiimtirk, H., 2005, A novel matrix for the
immobilization of acetylcholinesterase, International Journal of Biological
Macromolecules, 37, 148-153.

Telefoncu, A., 1997, “Immobilize enzimler” Enzimoloji Lisansiistii Yaz
Okulu Kusadasi-AYDIN,193-247.

Vaidya B.K., Ingavle G.C., Ponrathnam S., Kulkarni B.D., Nene S. N.,
(2008). “Immobilization of Candida rugosa lipase on poly macroporous

polymer particles”. Bioresource Technology. 99, 3623-3629.

Vardar-Sukan F. (1986). “Dynamics of oxygen mass transfer in bioreactors
part II: design Variables”. Process Biochem 21, 40-44.

Won K., Kim S., Kim K.-J., Park h. W., Moon S.-J., (2005). “Optimization
of lipase entrapment in Ca-alginate gel beads”. Process Biochemstry. 40,

2149-2154.




70

7. TESEKKUR
Lisans egitimi donemimde tamdifim saygi duydugum, yiiksek lisans
tezimde ise azmine, hirsina, 6gretmenligine, yardimseverligine hayran kaldigim ve

imrendigim danisman hocam Hiilya YAGAR a,

Benden bir hoca olarak destek ve yardimlarmi hi¢ esirgemeyen Sebnem

Selen Isbilir’e,

Her an her dakika bir adim daha ileri gitmem igin yammda olan esim

Onur’a,

Laboratuvarda gecirdigim zamanlarda birbirimize destek oldufumuz Esra

Akyiiz Daloglu ve yardimlarin esirgemeyen esi Tuncer Daloglu’na,

Maddi manevi yanimda olan ve .benim yiiksek lisans yapmami cani

goniilden isteyen Aileme,
Tezdeki kosusturmalarimda yanimda olan kardesim Funda Kirer’ya

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim...

- %
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