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Vi

OZET

Bu ¢alismada; Candida rugosa lipazi alginat+jelatin jellere immobilize edildi.
Elde edilen immobilize enzimin optimum pH ve sicaklik, Ki, ve Vmax Kinetik sabitleri,
termal ve operasyonel kararlilik, yeniden kullanilabilirlik ve depo kararliligi gibi bazi

biyokimyasal 6zellikleri belirlendi ve serbest enziminkiyle karsilagtirildi.

Ticari bir mikrobiyal lipaz olan Candida rugosa lipaz1 alginat+jelatin jellerde
tutuklandi. Damlatma ¢ozeltisi olarak CaCl, kullanildi. Protein tayinleri Bradford
yontemi uygulanarak gergeklestirildi. immobilizasyon yiizdesi % 60, Serbest enzimin
spesifik hidrolitik aktivitesi 22 U/ml protein, immobilize enzimin spesifik hidrolitik
aktivitesi ise 36 U/mg protein olarak belirlendi. Hidrolitik enzim aktivitesi titrimetrik
yontemle, substrat olarak zeytinyag: kullanilarak belirlendi. Alginat+jelatin boncuklarda
Candida rugosa lipazinin immobilizasyon kosullarinin optimizasyonunda; optimum
alginat konsantrasyonu % 2, optimum jelatin konsantrasyonu % 15, CacCl,
konsantrasyonu % 7.7, optimum yuklenen enzim konsantrasyonu 20 mg/mL, optimum

boncuk boyutu 2.9 mm ve optimum boncuk miktar1 1 gr olarak belirlendi.

Alginat+jelatin jellerde tutuklanan Candida rugosa lipazi ve serbest lipaz igin
optimum pH 9.0 olarak belirlendi. Optimum sicaklik serbest enzim igin 45°C,
immobilize enzim igin 50 °C olarak belirlendi. immobilize Candida rugosa lipazinin
termal kararligini1 tutuklama sonrasinda da nispeten korudugu gézlendi. Serbest lipazin
ve alginat+jelatin jel boncuklarda tutuklanan lipazin Kp, ve Vnax Kinetik sabitleri
sirasiyla, 0.29 g ile 30.3 U/mLdak, 2.5 g ile 83.33U/g boncuk dak olarak bulundu.
Yeniden kullanilabilirlik ¢alismasinda; boncuklarin 5. dongilide aktivitesinin yaklasik
yarisint  korudugu gozlendi. Substrat spesifitesi icin gliseriltributirat, trikaprilin,
gliseriltristerat, aspir yagi, soya yagi, defne yagi, rafine findik yagi ham kanola yagi,
ham aycice8i yagi, ham zeytinyagt ve ham misir yagi substrat olarak denendi.
Depolama kararliligi ¢alismasinda serbest ve immobilize enzimin her ikisinin de

aktivitesini 18 giin boyunca korudugu gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Lipaz, immobilizasyon, alginate, jelatin, Candida rugosa
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SUMMARY

In this study, Candida rugosa lipase was immobilized in alginate+gelatine gels.
Some properties of obtained immobilized enzyme such as optimum pH and
temperature, kinetic parameters (K, and Vmax), thermal and operational stability, reuse
and storage stability were determined and compared to these of free enzyme.

Candida rugosa lipase which is the commercial microbial lipase was entrapped
in alginate+gelatine gels. CaCl, was used as dropping solution. Protein determinations
were done by using Bradford method. The immobilization percentage was determined
to be 60 %. The specific hydrolytic activity of immobilized enzyme was found to be 36
U/g bead min. By using olive oil as swostrate the optimization of immobilization
conditions of Candida rugosa lipase was done, and optimum alginate and gelatine
concentrations were found to be 2 % and 15 % (w/v), respectively. Optimum CacCl,
concentration is % 7.7. Optimum bead diameter is 2.9 mm. Optimum bead’ amount was
determined to be 1 g. The loading enzyme concentration was determined to be 20

mg/mL.

The optimum pHs of both free and lipase entrapped in alginate+gelatine gels
were determined to be 9.0. Optimum temperatures of free and immobilized lipase in
alginate+gelatine gels were found to be 45 °C and 50 °C, respectively. It was observed
that immobilized lipase preserved relatively its thermal stability. Ky, and Vmax values
were determined to be 0.29 g and 30.3 U/mL min for free enzyme, respectively. These
values were 2.5 g and 83,33 U/g beads min for immobilized enzyme in
alginate+gelatine beads, respectively. In the reusing study, beads saved about one-half
of their activities during 5 cycles. Substrate specifities of both enzymes were carried out
by using glyceryl tributyrate, tricaprylin, glyceryl tristearate, safflower oil, soybean oil,
laurel oil, refined hazelnut oil, crude canola oil, crude sunflower oil, crude olive oil,
crude corn oil, as substrates. It was observed that storage stability study, both enzymes

saved their activities during 18 days.

Key words: Lipase, immobilization, alginate, gelatine, Candida rugosa



1. GIRIS

Enzimler basta gida, eczacilik, deterjan, tekstil ve kozmetik olmak iizere pek cok
sanayi alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu enzimlerin en az % 75’lik kismini
hidrolazlar olusturmaktadir ve bunlarin % 90’1 mikroorganizmalardan fermantasyon
yolu ile iiretilmektedir. Mikrobiyal kaynakli lipazlar da biyokatalitik potansiyellerinin
anlasilmasi ile birlikte sanayide yaygin sekilde kullanilmaya baglanmistir (Jaeger vd.,

1997)

Lipazlar (triacilgliserol acilhidrolaz; 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 reaksiyonlar1 da katalizlemektedir (Paiva vd., 2000).

Lipazlar serin hidrolazlar1 siifi i¢inde yer alir ve bu nedenle hicbir kofaktore
ihtiya¢ duymazlar. Genis substrat spektrumlari, yiiksek sicaklik, pH ve organik
coziiciilere kars1 kararlilik gosterebilme yetenekleri gibi nedenlerle lipazlar glinumizde
en Onemli biyokatalizorler arasinda yer almaktadir. Lipazlar; hem sulu hem de susuz
ortamda  gerceklestirilmesi  giic  reaksiyonlarin  basarilmasin1  saglayabilen

biyokatalizorlerdir.

Lipazlar, bitkisel hayvansal ve mikrobiyal kaynaklardan izole edilebilirler. Bu
kaynaklar arasinda en genis uygulama alami bulan lipazlar dogal veya genetik olarak
tyilestirilmis mikrobiyal lipazlardir. Bunun sebebi; mikroorganizmalarin kolay
yetistirilebilmeleri, iiretim ve genetiklerine kolaylikla miidahale edilebilmeleridir.
Mikrobiyal lipazlar; hidrolitik ve esterlesme, transesterlesme, interesterlesme gibi

sentetik bircok reaksiyonu katalizleyebilmeleridir.

Lipaz tarafindan katalizlenmis reaksiyonlar dogal metabolik reaksiyonlara
benzemesinden dolayr kimyasal reaksiyonlara oranla da c¢evre dostu olarak

tanimlanirlar. Diigiik aktivasyon enerjileri sebebiyle lipazin katalizledigi reaksiyonlar



daha diisiik sicaklik ve ndtral pH gerektirir. Enerji gereksinimi diisiiktiir ve de iirlin ve
substratlara kars1 aktiviteleri ¢cok yiiksektir ve bu aktivite ozelliklede substrat (yag)-su

ara ylizeyinde en yliksek seviyeye ¢cikmaktadir.

Lipazlarin dogal substratlari olan triagilgliseroller, suda ¢ok diisiik ¢oziiniirliige
sahiptir. Dogal sartlar altinda lipazlar, ¢oziinmeyen bir substrath faz ile enzimin
¢Oziindiigl s1v1 faz arasindaki arabirimde bulunan ester baglarinin hidrolizini katalizler.
Bazi deneysel sartlar altinda, Ornegin su yoklugunda, reaksiyonu tersine
cevirebilmektedirler. Ters cevirme reaksiyonlari, esterifikasyon ve yag asitleri ile

gliserolden trigliseridlerin olusmasina yol agar.

Lipazlar, potansiyel biyokatalizor olarak kullanildiklar1 daha bir¢ok yeni alanda
basariyla ~ gorev  almaktadirlar.  Lipazlarin  dogal  enantiyosecicilik  ve
regiosegciciliklerinden; ¢iral ilaglarin ayristirilmasi, yag modifikasyonu, bitkisel yag
yerine kullanilan maddelerin sentezi, biyolojik yakitlarin sentezi, kisisel bakim
Uriinlerinin sentezi ve aroma arttiricilarin  sentezi gibi ¢ok c¢esitli alanlarda
yararlanilmaktadir. Bu nedenle lipazlar, glinlimiizde, organik kimyacilarin, eczacilarin,
biyokimya ve proses milhendislerinin, biyoteknologlarin, mikrobiyolog ve

biyokimyacilarin iizerinde yogun ¢alistiklar1 enzimlerdendir.

Lipazin katalitik aktivitesi gida ve endiistriyel kullanimlar i¢in, ¢cok miktardaki
kat1 yag: {iriin olarak daha kiymetli yaglara doniistiirme potansiyelini belirlemek i¢in
incelenmistir. Gida sanayinde lipazlar tereyagina aroma kazandirmada, cikolata
endiistrisinde, kremalarda, karamellerde kullanim alanina sahiptir. Margarinler, firin
urtnleri ve bitkisel tirtinlerde lipazla modifiye edilmis tereyag tiriinleri aroma gelistirici

olarak kullanilmaktadir.

Ayrica biyomedikal uygulamalarda, biyosensdrler ve pestisitlerin yapiminda,
deterjan ve deri sanayinde, kozmetik ve parfiim sanayinde, cevre yonetiminde uygulama
alanlar1 bulmaktadir. Lipazlarin uygulama alanlarina; ila¢ ve yeni yiizey aktif
maddelerin sentezi, kati ve sivi yaglarin biyo doniisiimii, rasemik karisimlarin

¢cOziinlirligl gibi baska 6rneklerde verilebilir (Villeneuve vd., 2000).



Lipaz aragtirmalarina artan ilgi ii¢ temel sebebe dayanir. Ilki enzimin molekiiler
yapist ve katalitik islevi ile ilgilidir. Ikinci neden enzimin medikal alakasidir 6zellikle
ateroskleroz ve hiper lipidemi ile olan baglantisidir (Farooqui vd., 1987). Ayrica
metabolizmada lipoliz iiriinleri olan yag asitlerinin, diagilgliserollerin diizenlenmesinde
cok kritik bir role sahiptir. Ozellikle hiicre aktivasyonu ve sinyal iletiminde
modiilatorler olarak calisirlar (Shinomura vd., 1991). Son olarak lipazlarin sadece
hidroliz degil, ayn1 zamanda esterifikasyon, transesterifikasyon ve aminoliz gibi gesitli
tersinir reaksiyonlar1 organik ¢oziiciilerde katalizleyebilen ¢ok gii¢lii bir ara¢ oldugunun

kesfedilmesidir.

Ancak biiyiik Olcekli endiistriyel lipaz teknolojileri {lizerine daha hizli bir
genislemeyi engelleyen temel sebep, bu enzimlerde bazen karsilasilan, diisiik aktivite,
diisiik kararlilik ya da segicilik ve dogal enzimin maliyetleri olmustur. Dolayisiyla bu
dezavantajdan kurtulmak i¢in, lipazlarin cesitli desteklere fiziksel ve kimyasal

immobilizasyonlar1 gergeklestirilmistir (Villeneuve vd., 2000).

Bu calismada ticari olarak satilan Candida rugosa lipazinin daha Onceden
alginat ve jelatin jel karisimlarinda immobilizasyonu gerceklestirilmis, bu immobilize
formlarin hidroliz ve esterlesme reaksiyonlarindaki aktiviteleri denenerek elde edilen

basarili immobilize formlarin bazi biyokimyasal 6zellikleri belirlenmistir.

Bu amagla; Candida rugosa lipazi’nin alginat+jelatin jel karigimlarinda
immobilizayonu ile elde edilen immobilize boncuklar igin optimum alginat
konsantrasyonu, jelatin konsantrasyonu, CaCl, yiizdesi, enzim miktari, boncuk boyutu,
boncuk miktar1 gibi kosullar optimize edilerek immobilize Candida rugosa lipazi’nin
optimum pH, optimum sicaklik, termal kararlilik, kinetik, tekrar kullanilabilirlik, depo
kararlilig1, substrat spesifitesi gibi bazi biyokimyasal 0Ozellikleri aragtirilmasi

amaglanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Enzimler

Enzimler canli organizmalarda meydana gelen tiim reaksiyonlarin, 1liml
kosullarda gergeklesmesini saglayan ve bu reaksiyonlar1 koordine eden protein yapidaki
spesifik biyolojik katalizorlerdir. Bir biyolojik sisteme ait genetik bilgi, protein
zincirinde yer alacak aminoasitlerin dizilis sirasini belirleyen formdadir. Bu genetik
bilgi tarafindan kodlanan proteinlerin ¢ogu biyokimyasal reaksiyonlari katalizleyebilme
yetenegine sahiptirler (Telefoncu, 1997). Enzimler diisilk aktivasyon enerjisi
gerektirdiklerinden canli metabolizmalarda yer alan pek ¢ok reaksiyon viicut sicaklik ve
basincinda yiiriitiilebilmektedir. Her biyokimyasal tepkime genel olarak farkli bir enzim
tarafindan katalizlenir. Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarda ‘substrat’ ile siki bir

iligkide olmasina karsin, tepkime sonunda degismeksizin kalirlar (Celebi, 1980).

Hemen hemen tim enzimler, bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal hucrelerin
olusturdugu canli kaynaklardan elde edilirler. Hayvansal kaynaklardan iiretim pahalidir
ve pazar faktorlerine dayanir. Buna karsilik bitkisel kaynakli bircok enzim nispeten
daha kolay elde edilir. Mikrobiyal enzimler ise, blylk miktarda enzim Gretimine imkan
saglar. Ancak gida ve ila¢g sanayiinde kullanilacak enzimlerin {iretiminde
mikroorganizma kullanilirken bu mikroorganizmalarin giivenirliklerinin kanitlanmis
olmasi gereklidir. Bu nedenle enzim ayirma ve saflastirma islemlerindeki basamaklara
ve yontemlere karar verirken, enzim tiiretim kosullart géz Oniine alinirken, iretilen
enzimin nerede ve nasil kullanilacag1 da dikkate alinarak karara varilmasi uygun olur
(Vardar Sukan, 1986). Giinlimiizde gida, tekstil, biracilik, deri, peynircilik, kozmetik,
tip, invert seker eldesi, klinik ve endiistriyel analiz, su aritimi gibi bir¢ok alanda

enzimlerin uygulamalari vardir.

Enzimlerin ¢ogu ancak belli 06zelliklere sahip bilesiklere kars1 etkinlik
gosterirler. Ayni bilesigin ¢ok ufak bir yapisal degisiklige ugramasi bile bu etkinligi yok

edebilir. Bir enzimin ancak belli bir Ozellikteki substrati etkilemesine ‘enzimin



seciciligi’ denir. Bu 6zellik enzimleri daha az segici olan kimyasal katalizleyicilerden

kesinlikle ayirir. Enzimler belirli tepkene, baga veya gruba kars1 segicilik gosterebilirler.

2.2. Lipaz Enzimi

Lipazlar (triagilgliserol agilhidrolaz; EC. 3.1.1.3) hayvansal ve bitkisel yaglari
normal kosullar altinda serbest yag asitlerine, diagilgliserollere, monoagilgliserollere ve
gliserole hidrolizleyen enzimlerdir. Ayrica bu hidrolitik reaksiyon tersinirdir ve azalan
su miktar1 ve organik c¢oziiciler varliginda lipazlar ¢esitli esterifikasyon,
interesterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlar1 icin etkili katalizorlerdir.
Lipazlar serin hidrolazlar sinifi iginde yer alir ve bu nedenle hicbir kofaktore ihtiyag

duymazlar.

Lipaz enzimi bitkisel, hayvansal ya da mikrobiyal kaynakli olabilir. Bu kaynaklar
arasinda en genis uygulama alani bulan lipazlar; mikrobiyal lipazlardir. Bunun sebebi;
mikroorganizmalarin kolay yetistirilebilmeleri, iiretim ve genetiklerine kolaylikla
midahale edilebilmeleridir. Bu enzim lipidlerin biyolojik doniisiimiinde anahtar role
sahiptir. Lipazlar lipidlerin biyolojik membranda bulunmalarindan dolay: hiicre igi

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

Lipazlar katalitik aktivitelerini substrat emiilsiyonunun yag-su gecis fazinda
gerceklestirir ve enzimatik reaksiyonun hizi, olusan yiizey alanina baglhidir. 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 gecerler (Oztiirk, 2006).

Lipit karakterli substrat suda ¢oziinmemesine ragmen lipaz suda ¢oziiniir. Kataliz
reaksiyonu lipid-su ara yilizeyinde gerceklesir. Bu yetenek lipazin essiz yapisal
karakterinden kaynaklanir. Lipazlarin aktif merkezinin giris kapaginda igerdigi sarmal

oligopeptid birim onlarin lipid-su arayiizeyinde etkili olmasini saglar. S6zii edilen kapak



sadece lipid damlaciklarinin hidrofobik aktif merkeze erisimini saglar (Albergina ve

Lotti, 1998).

Enzimleri kimyasal reaksiyonlardan ayiran en 6nemli 6zellikleri segicilikleridir.
Lipazin segicilik 6zelligi ise enzimin molekiiler 6zellikleri, substratin yapisi ve enzimin
substrata baglanmasini etkileyen faktorler tarafindan kontrol edilir. Lipaz spesifikligi {i¢

temel grupta toplanir; pozisyon, substrat ve stero segicilik.

Bazi lipazlar yag asitleri ve gliserid arasindaki baglar1 rastgele parcalar; gliserid
molekiiliiniin yerlesimi 6nemli degildir. Candida rugosa Chromobacterium spp. ve
Staphylococcus aureus gibi mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar bunlara 6rnek
verilebilir. Pozisyon segiciligi olan lipazlar ise sadece sn-1,3 pozisyonundaki yani
digtaki ester baglarini parcalar. Bu gruba ornek olarak ise Aspergillus niger, Mucor
miehei, Rhizopus arrhizus ve Rhizopus delemar gibi organizmalardan elde edilen
lipazlar verilebilir. Bazi lipazlar ise yag asidinin zincir uzunluguna goére secicidir, yani
bazilar1 uzun zincirli yag asitlerini parcalarken bazilar1 kisa zincirli yag asitlerini
parcalar. Penicillium cyclopium lipazi uzun zincirli yag asitlerini pargalarken
Aspergillus niger ve Aspergillus delemar lipazlari ise kisa zincirli yag asitlerine
secicilik gosterir. Son grup lipazlar ise yag asidi segici lipazlardir, bunlar ise Cis-9
pozisyonuna duyarlidir. Geotrichum candidum lipazi cis-9 pozisyonunda ¢ift bag igeren

uzun yag asitlerine segicidir (Oztiirk, 2006).

Enzimlerin klasik katalizrlere gore onemli avantajlar1 vardir. Spesifik oluslari,
regio ve enantiyo segicilikleri, diisiik sicaklik ve basing altinda katalizledikleri
reaksiyonlarda yan iiriinlerin az olusu sayesinde atik aritma maliyetini diistirmeleri gibi
Ozellikler bunlardan bazilaridir. Ayrica lipazlar organik c¢oziiciilerde bile katalitik

aktivitelerini korumaktadirlar (Klibanov, 1989).

Katalitik 6zelliklerini gelistirmek icin lipazlar kimyasal ve fiziksel olarak farkli
desteklerde immobilize edilmisler ve susuz ve su igeren ¢dziiciilerde hidroliz ve sentez
reaksiyonlar1 denenmistir. Bol miktarda ve genetik 6zellikleri gelismis lipazlarin {iretimi

rekombinant DNA teknolojisi ve protein miihendisligi gibi biyolojik araglarin



kullanilmastyla saglanabilir, buna ek olarak enzim maliyeti de azaltilabilir. Kimyasal
metod, Ozellikle lipaz ve modifiye edici arasindaki kovalent baglarin olusumuyla,
fiziksel metod ise enzim ile destek materyali arasindaki zayif etkilesimlerin olusumu ya
da lipazin destek i¢inde mekanik olarak tutuklanmasi olarak ifade edilebilir. Ayrica
genetik miithendisliginin lipaz enzimini kodlayan gen iizerinde modifikasyon ¢aligmalari

da mevcuttur.

Bir immobilizasyon stratejisi, se¢ilen modifikasyon prosediiriine dayanir. Bir
biyokataliz prosesinin 6zelligi, toplam enzimatik aktivite, kullanilan lipaz miktarinin
etkisi, deaktivasyon, karakteristik dontisiimler, immobilizasyon prosediiriiniin maliyeti,
immobilizasyon reaktiflerinin toksikligi, immobilize lipaza ait istenen nihai 6zelliklere

ulasilmas1 gibi parametreler ¢ok dnemlidir (Villeneuve vd. 2000).

2.2.1. Lipaz Reaksiyonlari

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

katalizlemektir.

Diger hidrofobik enzimlerde olmamasina ragmen farkli kaynaklardan elde edilen
lipazlar polar olmayan organik c¢oziiciiler i¢inde dayaniklidir ve farkli boyutta ve
ozellikteki oldukga fazla substrati kabul edebilir. Bunlarin esnek protein yapilar1 onlara
hidroliz, esterifikasyon, transesterifikasyon, (asidoliz, interesterifikasyon, alkoliz)
aminoliz, oksimoliz ve tiyotransesterifikasyon gibi pek cok reaksiyonu katalizleme
olanag verir. ileri (hidroliz) ve tersinir (sentez) reaksiyonlar karisimin su aktivitesi ile
kontrol edilir. Kiral spesifitesi ile susuz organik ¢oziiciiler (Klibanov, 1989), iki fazl
sistemler (Brink vd., 1988) ve misel c¢oOzeltilerde (Nagao ve Kito, 1990) Kataliz

yetenegine sahiptirler.

Lipaz enziminin su kullanilarak triagilgliseroliin ester baglarmi bdlmesi olayina

hidroliz denir. Esterifikasyon hidroliz olayinin tersidir ve diisiik su aktiviteli sistemlerde



gerceklesir. Transesterifikasyon ise acil radikallerinin bir ester ve bir asit (asidoliz), bir

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

Hidroliz

Ester sentezi
0 0
|| o || ||
R;—C—OR, R;—C—OH ~ =~ Ry—™C—OR, * R~—C—OH
Asidoliz

I i I

R—C—OR, * R—C—OR, = =~ Ry—™C—OR, * R—C—OR,

Transesterifikasyon

ﬁ 0
R—C—OR, + Ry—OH = Rl—”—OR3 + R,——OH
Alkoliz

0 0
Rl—!—OR2 + R;—NH, = Rl—lCll—NHR3 + R,—OH
Aminoliz

Sekil 2. 1. Sulu ve susuz ¢ozeltilerde lipazin katalizledigi farkli tepkimeler



Tablo 2.1. Mikrobiyal lipazlarin sanayide énemli kullanim alanlar1 (Oztiirk, 2006).

Sanayi dali Etki Urin

Unlu mamdiller Lezzet artirici, raf 6mrii uzatict | Unlu mamiller

Icecek Aroma gelistirici Icecekler

Kimya Enantiyo secicilik Kiral kimyasallar

Temizleme Sentez, hidroliz Kimyasallar, surfaktanlar gibi
temizleme ajanlarinin
uzaklagtirilmasi

Kozmetik Sentez Emilsufiye ediciler,
nemlendirme ajanlari

Sat ve sut Siit yaginin hidrolizi, peynirin | Lezzet ajanlar1, peynir, tereyagi

mamulleri olgunlastirilmasi, tereyaginin

modifiye edilmesi

Kat1 ve sivi

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 urunleri

Et ve balik Lezzet gelistirilmesi ve yagin Et ve balik tirtinleri

uzaklastirilmasi
Kagt Hidroliz Kagit tirtinleri
Eczacilik Transesterifikasyon Ozellikle lipitler sindirim

destekgileri

2.2.2. Lipazin U¢ Boyutlu Yapisi

Lipazlarin; boyut, siralama benzerligi, substratlar ve aktivatorler disinda
cogunlugunun benzer yapiya sahip oldugu gozlenmistir. Tiim lipazlarin karakteristik

olarak katalitik gruplar1 iceren merkezi bir f-bandi ile o/f hidrolaz yapidaki proteinlerin
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igyapist incelendiginde paralel f kivrimli bantlarin heliks seklindela yaplari ile
ayrildig1 ve siiper helikal olarak gdmmiis bir serit seklini aldig1 goriilmistiir. Heliks

yapisindaki peptit kisimlari ise bu seridin dis kisimlarinda yer almistir.

Lipazlar genel olarak C ve N olmak iizere iki kisma ayrilmis bir polipeptit
zincirinden olusmaktadir. Bunlardan N kismi katalitik serinden yiizeye kadar uzanan ve
uzun bir yag asidi zinciri tastyan bir hidrofobik tiinel ile aktif merkezi kapsamaktadir

(Akoh ve Min, 1998).

Bu gruptaki enzimlerin farkli seviyelerdeki benzerliklerinin disinda, 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 onemli ve gerekli oldugunu
gostermistir. Bunun topografik yerlesimi de korunmus ve belirgindir; protein zincirinin
gergin bir boliimiinlin en {stiinde bulunmaktadir. Fakat bu gergin boliimiin serin
aminoasidine yakin -2 ve +2 pozisyonlarindaki amino asitlertinin kii¢iik yan zincir

gruplar igermesi mecburidir.

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

yanlarinda yer alir. Katalitik bolgeyi iceren aminoasitler ¢cogu lipaz yapisinda korunur.

Lipazlar icin tahmin edilen katalitik mekanizma aktif merkezde bulunan serin
amino asidi lzerinde yogunlasmistir. 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 ayrildigir tahmin
edilmektedir. Katalitik prosesin bu asamasinda iirliniin aktif merkezden ayrilmasi

ozellikle 6nem tagimaktadir (Petersen vd., 2001).
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2.2.3. Ara Yuzey Aktivasyonu

Lipaz enzimi tam Kkatalitik performans gosterebilmek icin ara yuzey

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

Lipaz enziminin ii¢ boyutlu yapisinin ilk kez tanimlanmasindan sonra ara yiizey
aktivasyonu olayinin, ¢ozelti igindeki enzimin aktif merkezini bir kapak gibi ¢cevreleyen
amfifilik peptidik yapidaki bir halkadan kaynaklandigi disiiniilmiistiir. Ara yiizeyin
olmamasi1 durumunda lipaz ikincil yap1 elemanlarma sahiptir ve bu yapt enzimin
substrata ulagmasini engeller. Fakat, hidrofobik bir ara yiizey ile karsilagmasi
durumunda lipaz “acik yap1” durumuna gecer ve aktif hale gelir. Bu sekilde lipazlar
katalitik merkezi ¢evreleyen hidrofobik alanlar araciligi ile hidrofobik yiizeylere giiclii
bir sekilde adsorbe olur. Bu mekanizma kapak yapisiyla aciklanabilir. Daha once de
belirlendigi tizere lipazin aktif merkezi Asp-His-Ser aminoasitlerini icermektedir.
Cozelti icindeyken, helikal bir kisim lipazin aktif merkezini ¢evreler fakat lipit veya
organik ¢ozgen varliginda kapagin agilmasi ile yapisal bir degisim olur ve aktif merkezi
iceren hidrofobik merkez ortamla temas eder. Bu sebeple, ara yiizeye olan gereksinim
aktivite i¢in temeldir. Kapagin dis ylizeyi nispeten hidrofilik iken aktif merkeze doniik
olan kisim hidrofobiktir. Ara yiizeyle olan etkilesim artar ve substrat aktif merkezi
iceren hidrofobik tiinele girer, kapak genellikle hidrofobik ve hidrojen baglar1 ile
yerinde tutulur. Kapagin yapisi ylizeydeki yerlesim ve say1 olarak degismektedir.

Bu sekilde ara yiizey aktivasyonunun lipaz yapisinda bazi1 degisikliklere sebep
oldugu varsayilmaktadir. Bu degisiklikler ile katalitik 6zellikler ve 6zellikle de segicilik
gelisir.

Lipazin ara ylizeylerdeki davraniglar1 géz oniine alindiginda, adorbsiyonun geri
donebilirligi, aktivite kayb1 olasiligi ara yiizeyin kalitesi gibi baz1 faktorler
incelenmelidir. Genel olarak, artan yiizey basincinin desorbsiyona sebep oldugunun

bilinmesinden dolayi, lipazlarin ara ylizeylere geri doniisiimlii olarak adsorbe oldugu
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diistintiliir. Ara yiizeyin kalitesi lipazin aktivitesini etkileyebilir. Enzimin ara ylzeye

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

2.3. Lipaz immobilizasyonu

Enzim dretiminde hammadde sorunu mikrobiyal kaynaklarca buyik 6lclde
¢oziilmiis goriinmektedir. Bununla birlikte enzimlerin mikrobiyal kaynaklardan
izolasyonu ve saflastirilmasi olduk¢a masrafl bir istir. Dolayisiyla bu biyokatalizorlerin
potansiyellerinden olabildigince yararlanmak gerekir. Bilindigi gibi enzimler suda
¢oziinen, spesifik katalizorlerdir. Endiistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu c¢ozeltilerde
gergeklestiginden katalizor olarak kullanilan serbest enzimin aktivitesini yitirmeden geri
kazanilmas: olanak digidir. Serbest enzim reaksiyon ortamindan istenilen anda
uzaklastirilamadigindan reaksiyonun kontrolii giigtiir. Reaksiyonun istenilen anda
durdurulmasi icin inhibitor katilmasi diisiiniilebilir. Ancak bununla da serbest enzimin
yaninda yeni bir kirlilik unsuru olusacaktir. Uriinlerin kirlilik unsurlarindan aritilmasi

maliyeti ¢ok artirmaktadir. (Telefoncu, 1997)

Ayrica serbest enzimin aktivitesini yitirmeden ortamdan alabilmek olanaksiz
oldugundan enzimin yeniden kullanilabilmesi de s6z konusu degildir. Bu ise enzimlerin
cok spesifik ama o Olgiide pahali katalizérler olmalarina neden olmakta, endiistriyel
uretimde de maliyeti yikselten en 6nemli etken olarak yerini almaktadir. Serbest
enzimlerin siirekli liretim sistemlere uygulanamamasi da bunlara eklendiginde enzim

immobilizasyonu iizerine arastirmalar yogunlagmistir.

Tim bu sorunlart olumlu ydnde ¢dziimleyebilmek, enzimleri endistri icin
daha ¢ekici hale getirmek i¢in 6zellikle son kirk yilda enzim immobilizasyonu tzerine
aragtirmalar yogunlagsmis olup bu alanda yapilan yayinlarin sayisi yildan yila logaritmik
olarak artmistir. Enzimler, suda ¢0ziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal
olarak baglanarak, suda ¢Oziinmeyen {iriin veren bir kopolimerizasyona enzim
molekiiliiniin monomer olarak katilmasiyla ve suda ¢oziinmeyen bir matriks veya suda

¢cozunmeyen mikrokapsullerde tutuklamakla immobilize edilirler.
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Immobilize enzimin serbest enzime iistinlikleri s6z konusudur:

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

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

- Birgok kez ve uzun sure kullanilabilir.

- Stirekli islemlere uygulanabilir

- Dogal enzime kiyasla daha kararhdir.

- Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

- Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

- Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

- Enzimin kendi kendini parcalamasi (otoliziz, self-digestion) olasilig1 azalir.

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

Lipazlar sulu ve susuz coziiclilerde, daha ekonomik ve daha elverisli
kullanilabilmek tizere cesitli yontemlerle modifiye edilmistir. Bu gibi modifiye edilmis
lipazlarin kullanimi ¢ok avantajlidir, operasyonel kararlilik ve sicaklik kararlilig1 saglar,
ayrica reaksiyon bitiminde kolayca geri kazanilabilir ve siirekli geri dontigiimliidiir
(Kilara ve Shahani, 1977). Bu yontemler sayesinde enzim aktivitesini segiciligini ve
organik c¢oziiciilerde ¢Oziniirliigiinii artirmak miimkiindiir. Enzim immobilizasyon
yontemleri ¢ok cesitlidir. Bunlar1 {i¢ grupta toplayabiliriz: Tasiyict materyal {lizerine
adsorpsiyon, tutuklama ve enkapsilasyon ve aktive edilmis bir membran iizerine

kovalent baglama.

2.3.1. Tasiyic1 Bir Materyal Uzerine Fiziksel Adsorpsiyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir Yontem;
ylizey aktif, suda ¢dziinmeyen bir adsorbanin enzim c¢ozeltisi ile karistirilmasi ve
enzimin agirisinin iyice yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir. Enzimin tastyiciya

baglanmasinda etkin olan VVan der Waals kuvvetleridir.



14

Bir enzimin suda ¢dziinmeyen tasiyicida adsorpsiyonu pH, ¢6zgen, iyon siddeti,
enzim-adsorban orant ve sicaklik gibi faktorlere ¢ok bagimlidir. Bu etmenlerin
arastirilmasi, adsorpsiyon ve aktivitenin 6énemli 6l¢iide geri kazanilmasi i¢in optimal

kosullarin saptanmasi ¢ok 6nemlidir.

Adsorpsiyon yonteminin yararlari; enzim immobilizasyon igleminin basit olusu,
degisik bigcim ve yiikteki tasiyicilart segme olanagi vermesi ve bir yandan
immobilizasyon gerceklestirilirken diger yandan enzim saflagtirilmasina olanak
saglamasidir, islem ¢ok kolay oldugu gibi cok yumusak kosullarda, ger¢eklesmekte

ve Onemli 6l¢lide enzim inaktivasyonuna da neden olmaktadir.

Yontemin sakincalarmi ise su sekilde siralayabilirizz Her ne kadar
immobilizasyon islemi kolaysa da optimal kosullarin saptanmasi ¢ok giictiir. Eger
enzim ile tasityict arasinda kuvvetli bir baglanma yoksa bu durumda desorpsiyon
sonucu enzim serbest halde reaksiyon, ortamina gegmekte ve Grunlerin kirlenmesine
neden olmaktadir. Enzim desorpsiyonu &zellikle substrat konsantrasyonunun

yiiksek oldugu durumlarda hig istenmeyen bir durumdur.

Bu yontemde cok cesitli tastyicilar materyal olarak kullanilabilir. Materyal se¢imi
endiistriyel uygulamalar i¢in 6nemli olan 6zelliklere baghdir. Bu 6zellikler mekanik
dayaniklilik, kimyasal ve fiziksel kararlilik, hidrofobik/hidrofilik karakter, enzim
yiikleme kapasitesi ve fiyatidir. Lipaz immobilizasyonu igin destek malzemesi olarak ilk
Once por6z cam boncuklar (Marlot vd., 1985), (Omar vd., 1988), fosiller (Macrae vd.,
1985), silika (Wisdom vd., 1985) (Brady vd., 1988) ve alimina (Brady vd., 1986) gibi
mineral destekler kullanildi. Kullanilan diger destekler; iyon degistirici regine, celite
(Kimura vd., 1983),( Svensson vd., 1990) ve biyopolimerlerdir (Gitlesen vd., 1997),
(Garcia vd., 1990). Bunlarin disinda, Poliliretan kopiiklere (Cabral vd., 2010), Florlu
yuzey aktif non iyonik yizeylere (Michaux vd., 2010), Polistren nanoparttkiillere
(Miletic vd., 2010), Karbon nanotiip-silika kompozit icine (Lee vd., 2010), Manyetik fe
304-kitosan nanoparcaciklara (Wu vd., 2009), Modifiye Zirkonya nanopartikiillere
(Zhao vd., 2009) immobilize edilmistir.
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Kat1 bir destek lizerine enzimin fiziksel adsorpsiyonunun basarist ve elverisliligi
birgok parametreye baglidir. Bunlar, adsorplanacak olan proteinin boyutu tasiyicinin
spesifik alan1 yiizeyin dogasi (porozliigii, por boyutu)’dir. Tipik olarak, porlu bir
destegin kullanilmasi, enzim materyalin dis yilizeyinde ve de porlarin iginde
adsorplanacag i¢in daha avantajlidir. Elverisli immobilizasyon ayni zamanda enzim
konsantrasyonuna, destegin yiizde miktarina, adsorplanan enzim miktarina, tasiyicinin
doygunluk noktasina ulasan enzim konsantrasyonuna baglidir. Bu islem genellikle sabit
sicaklikta gerceklestirilir ve adsorbsiyonun izotermleri Langmuir veya Freundlich
esitliklerinden elde edilir (Monsan, 1982). Adsorbsiyonun gerceklestigi pH Oonemlidir
cunkd; immobilizasyon gibi durumlarda iyonik etkilesimler Onemlidir, Genellikle
maksimum adsorbsiyon enzimin izoelektrik noktasina yakin pH’larda gdzlenir. Sonug
olarak, immobilizasyon prosesi siresince su benzeri ¢ozucdlerin eklenmesi sulu faz

icinde enzimin ¢6zliniirliigiinii artirarak adsorbsiyona yardim eder.

Immobilize biyokatalizorlerin rejenarasyonu miimkiindiir. Enzim bir kere
baslangi¢ aktivitesinin 6nemli bir miktarin1 kaybederse, enzimin desorpsiyonu yeni aktif
enzimin baglanmasin izleyen pH modifikasyonu ile bazen miimkin olabilir. Bununla
birlikte, desorpsiyon katalizlenmis reaksiyon siiresince meydana gelirse, istekli
desorpsiyon bu immobilizasyon tekniginin major bir dezavantaji olur (Wahlgren ve
Arnebrant, 1991). Maalesef, adsorpsiyonun dayanikliliginin 6n belirlemesi igin hicbir
deneysel kural yoktur. Diger durumlarda sert sartlar altinda desorpsiyon
gerceklesmezken, bazi durumlarda basit substrat eklenmesi bile Onemli Olciide

desorpsiyonu indiiklemek i¢in basarili olmaktadir. (Montero vd., 1993)

Enzim immobilizasyonunda esas sorun, enzimin serbest formu ile
karsilagtirildiginda immobilizasyon prosesi siiresince biyokatalizoriin kararliliginin ve
aktivitesinin olumsuz etkilenmesidir. Ideal olan, immobilize enzimin diizgiin katalitik
performans sergilemesidir. Immobilizasyonda enzimin elde edilen aktivitesinin ve
kararlihginin tahmin edilmesi igin higbir kural yoktur. Immobilizasyon enzim
aktivitesini inhibe veya aktive eder. Cogu immobilize lipaz, serbest halindekinden daha
yiksek optimum sicaklik sergiler. Bunun nedeni, immobilize enzimin

immobilizasyondan sonra yapisinin daha kararli olmasindan dolayr termal
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deaktivasyona daha az hasas olmasindan kaynaklanmaktadir.

Genellikle, hidrofobik materyaller enzim immobilizasyonu icin en iyi
desteklerdir. Bu gibi destekler Uzerine adsorblanan enzimin miktar1 genellikle daha
yiiksek ve daha genis enzim aktivitesi gosterir. Hidrofobik destekler reaksiyonda elde

edilebilen su i¢in enzimle yarigmaya egilimlidir. (balcao vd. 1996).

Ornegin montero ve arkadaslar1 (1993) candida rugoza lipazinin ¢dzeltideki
serbest enzimle ticari olarak elde edilebilen mikroporlu polipropilen tzerine immobilize

edildigindeki termal kararliligin1 karsilastirdu.

Bosley (1997), Lipazin fiziksel adsorpsiyonu i¢in ideal fiziksel ve yiizey sartlarini

saptamistir.

Al-Duri ve arkadaslar1 (1995), Candida rugoza lipaz1 immobilizasyonuna

Destegin igyapisinin etkisini arastirmislardir.

Ruckenstein ve Wan mikropordz poli destek lzerine C. Cylindracea lipazinin

adsorpsiyonu ile immobilizasyon ¢aligsmasi gergeklestirmislerdir.

2.3.2. Mikroenkapsulasyon ve Tutuklama

Prensip olarak tutuklama enzim molekulini belirli bir mekanda durmaya
zorlamaktir. Enzim bulundugu c¢evreden disariya ¢ikamaz. Bu islem polimer matriks
icindeki kafeslerde gergeklestirilebilecegi gibi yari gegirgen membranlar iginde
mikrokapsulleme ve miseller ile de gergeklestirilebilir. Bu yontemi, kovalent baglama
ve ¢apraz baglama ile immobilizasyondan ayiran en 6nemli 6zellik enzim molekiiliiniin
fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya baglanmamis olmasidir. Bu metotta
enzim molekiilleri ¢ozeltide serbest olup jelin kafes yapist tarafindan sadece hareketi

kisitlanmustir. Jel kafesin gecirgenligi enzim veya hiicrelerin kagisini 6nleyecek, ancak
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ayn1 zamanda substrat ve {irlinlin serbest ve hareketine izin verecek kadar siki bir yap1

olusturarak kontrol edilir.

Polimerizasyon ve ¢apraz baglamanin olustugu ortamda enzim de bulundugu
takdirde enzim g¢apraz baglama sonucu olusan odaciklarda (kafes) tutuklanmaktadir.
Kolay uygulanmasi, gergek bir fiziksel yontem olusu ve ¢ok az enzimle gerceklesmesi
yontemin avantajlaridir. Immobilizasyon islemi sirasinda inaktivasyonun deney

kosullarina ¢ok bagli olusu yontemin sakincalaridir.

Tutuklamanin ¢esitli metodlari vardir:

-Cok degerlikli katyonlarla makromolekiillerin iyonotropik degismesi (6rnegin alginat
jel.)

-Sicaklik etkisiyle jellesme (agaroz, jelatin jel gibi)

-Kimyasal / fotokimyasal reaksiyon yontemiyle organik polimerlesme (poliakrilamid jel)

-Karigsmaz bir ¢oziiciiden ¢oktiirme (polistren)

Tutuklama, bir poliiyonik polimer materyali ile enzimin karistirilmasi ve sonra
enzim veya hiicreleri tutuklayan kafes dokuyu olusturmak {izere iyon degistirici bir
reaksiyonla multivalent katyonlarla polimerin ¢apraz baglanmasi ile gergeklestirilir

(iyonotropik jellesme).

Sicaklik degisimi; agaroz veya jelatinin % 1-4’likk ¢ozeltisi kullanilarak faz
gecisi ile jellesmenin basit bir metodudur. Bununla birlikte olusan jeller yumusak ve

kararsizdir (Bickerstaff, 1997).

Alternatif olarak kimyasal monomerlerle enzimin Karistiritlmast da miimkiindiir.
Capraz baglhh bir polimerik ag olusturan polimerlesme sirasinda polimerin
bosluklarinda enzim tutuklu kalmaktadir. Bu metod olduk¢a yaygin olarak kullanilir.
Cok sayida akrilik monomerler hidrofilik kopolimerler olusturmak iizere polimerize
edilir. Polimer zincirleri arasinda capraz baglar1 olusturmak igin; polimerizasyon

sirasinda monomere bir ¢apraz baglama ajani katilir. Bu madde ii¢ boyutlu ag yapinin
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olusturulmasina yardimci olur. Jelin gozenek boyutu ve mekaniksel ozellikleri
monomer ve capraz baglama ajaninin relatif miktarlar1 ile belirlenir. Bunlarin
konsantrasyonlar1 degistirilerek kafesin yapisi diizenlenebilir. Olusturulan polimerler
istenilen boyutta parcalara ayrilir veya polimerizasyon istenilen boyutta boncuklar

olusturulacak sekilde diizenlenebilir.

Coktiirme kimyasal reaksiyondan ziyade faz ayrilmasi ile olusur ama su ile
kanigabilir bir organik c¢oziicii ile temastaki hiicre/enzimlerle ylriitiiliir. Cogu
hiicre/enzim boyle ¢oziiciilere toleransli degildir bu nedenle bu metodun kullanimi
yiikksek derecede kararli/onceden stabilize edilmis enzimler veya canli olmayan

hiicrelerle sinirhidir (Telefoncu, 1997)

Lipaz monomerik fazda polimerizasyon tizerinde tutuklanarak immobilize edilir.
Poliakrilamid jeller en yaygin kullanilan matrikslerdir. Sodyum alginat Jeller veya
karragenan jel ile sirasiyla kalsiyum veya potasyum kloriir iizerine temasi ile elde edilir
(Hertzberg vd., 1992). Matriks olarak iiretan prepolimerler ve fotokros baglanabilen
recineler de kullanilabilmektedir. Prepolimerler icinde fotosensorlerin baslangic
reaksiyonu ve UV radyasyonu ile polimerizasyon baglar ve immobilizasyon meydana

gelir.

Tutuklama yontemindeki enzim ve ortam sartlar1 ile arasinda biiyiik benzerlik
olmasma ragmen mikroenkapsiilasyon muhtemelen en az gelismis immobilizasyon
teknigidir. Mikroenkapsiilasyon yapay hiicrelerin bir membran ile ayrilmasiyla da
olusturulabilir. Enzimler gibi biiyiik molekiillerin sentetik membrandan ge¢isi miimkiin

degildir, fakat substrat ve iiriinler gibi kiigiik molekiiller membrandan kolayca gecebilir.

Boyle bir immobilizasyon tekniginin avantaji; enzim ile polimer arasinda
kimyasal bir etkilesim olmadigindan enzim denatiirasyonu genellikle 6nlenmis olur.
Ancak membran etrafinda kiitle transfer olaylari sorun olusturur. Substrat ve iiriinlerin
membrandan gegis orani genellikle sinirlayict parametrelerdir. Kullanilacak yiiksek
substrat konsantrasyonu bu sinirlayict etkiyi ortadan kaldirir. Sonugta daha iyi bir enzim

tutuklamasi, biiyiik substratlarin membrandan gegisinin ve enzimin aktif merkezine
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ulagmasinin zor olmasindan dolay1 daha kiiciik substratlar kullanilarak saglanabilir.

Tutuklama yontemininde Lipazlar farkli desteklere tutklanmistir.  kitosan
boncuklara (Yiv d., 2009), (Monier vd., 2010), Ca-Alginat boncuklara (Won vd., 2005),
Ca-Alginat/k-karregenan boncuklara da (Chi vd., 2008) tutuklanabilir.

2.3.2.1. Kalsiyum Alginat Jelde Tutuklama

Enzimlerin ve/veya hiicrelerin alginatta tutuklanmasi immobilizasyonun en basit
metodlarindan biridir. Alginatlar, suda ¢6ziiniir sodyum alginatlar olarak ticari formda
mevcuttur. Gida ve farmosotik endiistrilerinde kivamlagtirici, emiilsiye edici, film
olusturucu ve jellesme ajam1 olarak altmis bes yildan daha uzun zamandan beri
kullanilmaktadir. Coziinmeyen kalsiyum alginat jelde tutuklama enzimlerin ve
hlicrelerin immobilizasyonu i¢in hizli, toksik olmayan, pahali olmayan ve ¢ok yonlii bir

metottur.

Alginik asit; deniz yosunlarindan elde edilen bir politironikasittir. 1-4 bagli 5-D-
mannuronik (M) ve a-L-guluronik asidin (G) farkli miktarlarindan olusur. G, M
miktarlar1 kaynaga gore degisir. Heteropolimerik (MM bloklari ve GG bloklar)
bolgelerinden olusmus blok kaliplarinda diizenlenir. Iki degerli katyonlarin baglanmasi
ve jel olusumu artik bloklarin kompozisyonlarina ve diizenlenmelerine baghdir.
Ozellikle jel dayamiklilig1 G igerigi ile ilgilidir. Deniz yosunu kaynagina gére (G formu)
% 20-75 arasinda degisir. GG bloklar1 arasinda Ca®* gibi divalent katyonlar icin secimli
baglanma bolgeleri vardir ve baglanmis iyonlar jel olusumuna neden olan baglanmalari

olusturmak iizere diger GG bloklar etkilesir.

Elde edilen jel biyokimyasal olarak inerttir ve hiicre immobilizasyonu igin
uygun olan kiiciik ve dar bosluklar ile mekaniksel olarak kararlidir. Jel boncuklardan
sizintt meydana gelebilir. Bunu baslangic alginat konsantrasyonu, boncuklarin
mekaniksel uygulamasi, eger boliinen hiicreler immobilize edilmigse, hiicre iiretimi

etkiler. Fiziksel calkalama kolonda paketlenmis boncuklardan daha fazla kagisa neden
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olur. % 2’lik kalsiyum alginat boncuklarin elektron mikroskopileri 5-200 nm ¢apinda
degisen gozenekler gostermistir. Ca iyonlarini uzaklastiran selatlama ajanlart ve Ca
iyonlar1 ile yer degistirebilen bagka iki degerli katyonlar kalsiyum alginatin

>**dan kacinilmalidir.

kararliliginin bozulmasina neden olur. Fosfat, sitrat, EDTA ve Mg

Cu** ve Pb*™ gibi diger divalent katyonlar alginat igin yiiksek affiniteye
sahiptirler ve daha stabil jeller fretirler. Bununla birlikte bu iyonlar1 hiicre
immobilizasyonu igin sik kullanilirken, toksisite nedeniyle enzim immobilizasyonu igin
kullanimi smirlidir. Ba?* katyonu maya hiicrelerinin immobilizasyonu icin, Cu®* ise
polifenoloksidaz  immobilizasyonu i¢in  kullanilmaktadir. Kalsiyum alginatin
stabilizasyonu selatlayici/iyon degistiricilerden etkilenmeyen kimyasal maddelerle ilave
capraz baglayicilar yapilarak arttirilabilir. Ozellikle iyilestirilmis sizint1 dzelliklerine
sahip daha kararli ve diisiik poroziteli kompleksler iiretmek {izere alginat; citosan,
poliakrilamid, polivinilalkol, protein ve polietilen imin ile ¢apraz baglanabilir. (Fraser

ve Bickerstaff, 1997).

Lipaz enzimi Ca-Alginat boncuklara immobilize edilmistir (Won vd., 2005),
Candida rugosa ve pankreatik Lipaz kalsiyum alginat jele tutuklanmustir (Ozyilmaz ve
Gezer, 2009), (Mammarella ve Rubiola, 2005), Candida rugosa lipazi calsiyum alginat
jellere ¢apraz baglanmistir (Wu vd., 2006). Lipaz enzimi ayrica Ca-Alginat/k-

karregenan jel karisimlarina da immobilize edilmistir (Chi vd., 2008),

2.3.2.2. Jelatin Jelde Tutuklama

Jelatin, kollajenin hidroliziyle elde edilen bir proteindir ve karakteristik olarak
yapisinda yiiksek oranda glisin, prolin ve hidroksiprolin aminoasitlerini igerir. Bu
aminoasitler jelatinin ti¢lii heliks bir yap1 olusturmasinda ve jellesme oOzelligi

kazanmasinda oldukga etkilidir (Rose vd., 1987).

Ucuz ve kolay bulunur olmasi yaninda immobilizasyon materyali olarak

kullanilan diger polisakkaritlerin aksine jel olusumu i¢in herhangi bir molekiile, iyona
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ya da tuza pH ayarlanmasina gerek duymamasi, jelatinin enzim, hiicre ve doku

immobilizasyonunda siklikla tercih edilmesini saglamaktadir.

Termal ve mekanik kararliliginin arttirilmasi amaciyla immobilizasyonda
cogunlukla ¢apraz baglayict ajan, bir reaktif olan glutaraldehit ile birlikte kullanilir
(Scardi, 1987; Esposito vd., 1995).

Lipaz enzimi Jelatin jellere Jelatin bazli hidrojeller kullanilarak immobilize
edilmistir, (Hedstrom vd., 1998).

Fadnavis ve arkadaglan tarafindan Alginat+jelatin jel karisimlarina lipaz enzimi

immobilize edilmistir, (2003).

2.3.2. Kovalent Baglama ile immobilizasyon

Enzimlerin reaktif tasiyicilara kovalent baglanmasi protein kimyasinda
bilinen yontemler ile ve genelde sulu ortamda gerceklestirilir, tastyic1 yiizeyindeki
fonksiyonel gruplarla enzim yiizeyindeki aminoasit artiklarina ait fonksiyonel gruplar
arasinda kovalent bir bag olusur. Kullanilacak tasiyicilar reaktif degillerse yardimer bir
reaktif ile aktivite edilmelidirler. immobilizasyon ¢ok yumusak kosullarda (oda sicakligi,
notral pH, vb.) gerceklestirilmelidir. Yontemin gergeklestirilmesi zordur. Ancak enzim ve
tastyic1 arasindaki baglanma yiiksek oldugundan bazen enzimatik aktivitenin arttig1 da

gorulmektedir (Telefoncu, 1997).

Kullanilan kimyasal modifikasyonlarda spesifik amino asitlerle etkilesen cesitli
tirde degistiriciler kullanilir. Bunun iki ana hedefi vardir; ilki proteinin aktif merkezinin
yapisim agiklamaktir (Kamial ve Saroja, 1989). Ikincisi lipazin, dogal &zelliklerini
gelistirmek ve daha kullanmigli fonksiyonlar kazandirarak onlart degistirmektir.
Aminoasitlerin  kimyasal modifikasyonlar1 iki prosediir igerir: Enzimin suda
¢oziinmeyen bir materyale kovalent olarak baglanmasi yada c¢esitli bi-fonksiyonel
reaktifler kullanilarak olusturulan materyale lipazin c¢apraz olarak kovalent

baglanmasidir.



22

Bu tez kapsaminda Candida rugosa lipazi’nin alginat+jelatin jel karigimlarinda
tutuklama yOntemi kullanilarak immobilizayonu gergeklestirilmis, elde edilen
immobilize boncuklar icin optimum alginat konsantrasyonu, jelatin konsantrasyonu,
CaCl, yiizdesi, enzim miktari, boncuk boyutu, boncuk miktar1 gibi immobilizasyon
kosullar1 optimize edilmistir. Ayrica immobilize Candida rugosa lipazi’nin optimum
pH, optimum sicaklik, termal kararlilik, kinetik, tekrar kullanilabilirlik, depo kararlilii,

substrat spesifitesi gibi bazi biyokimyasal 6zellikleri arastirilmas1 amaglanmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup Sigma, Merck,

Aldrich ve Riedel de Haen firmalarindan satin alinmistir.

Candida rugosa lipaz1 (Sigma)
Gum arabic (Merk)

Deoksikolat (sigma)

Aseton (riedel-de Haen)

Etanol (riedel-de Haen)

Sodyum alginat (Sigma)

Jelatin (Sigma)

Commassie brillant blue (Sigma)
Fosforik asit %85- 88 (Tekkim)
Kalsiyum Klorr (Tekkim)

S1g1r serum albliimini-BSA (Sigma)
Sodyum hidroksit (Tekkim)
Sodyum karbonat anhidrat (Tekkim)
Sodyum bikarbonat (Sigma)
Hidroklorik asit (Sigma)

Asetik asit (Tekkim)

Tris (Sigma)

Maleik anhidrit % 95 (Sigma)
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3.1.2. Kullamilan Cihazlar

Analitik terazi (Gec Avery)

Calkalamali su banyosu (Clifton termostatli 100-400 rpm)
Su banyosu (Clifton)

Titrator (Metrohm)

Inkiibatér (EnoLab MB-80)

Vortex (Fisons)

Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)

pH metre (WTW pH 330i)

Isitic1 ve manyetik karistiric1 (Chiltern HS31)

Dagitic1 ve mikro pipetler (Eppendorf) kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Cozeltiler

Enzim c¢oOzeltisi: 0.1 g Candida rugosa lipazi tartildi. 0.05 M’lik Tris

tamponunda (pH:7.2) ¢6ziildii ve tamponla balon jojede 10 mL’ye tamamlandi.

% 10’luk Gum arabic ¢ozeltisi: 10 g gum arabik tartilip destile suda ¢6ziildi

ve destile su ile balon jojede 100 mL’ye tamamlandi, gerekirse siiztildii.

% 1.6’k Deoksikolat c¢ozeltisi: 1.6 g deoksikolikasit tartilip destile suda

¢6zUldl ve destile su ile balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

0.2 M Tris-HCI tamponu (pH:7.2 ): 24.23 g Tris (hidroksimetil aminometan)
tartilip balon jojede 1 litreye tamamlandi. 0.1 N HCIl c¢ozeltisi hazirlandi. Tris
cozeltisinden 25 mL alindi lizerine 44.7 mL HCI ¢ozeltisi eklendi, karisim balon jojede
100 mL’ye tamamlandi. pH:7.2 olacak sekilde ayarlandi. Ayrica optimum pH ¢aligmasi
icin pH 7-8-9 igin Tris-HCI tamponlart hazirlandi.
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%7.7’lik CaCl, cozeltisi: 38.5 g CaCl, tartilip destile suda ¢ozildi ve balon
jojede 500 mL’ye tamamlandi.

Bradford reaktifi: 25 mL etanol icine 0.025 g Commassie brilliant blue
cozildi. Uzerine 27.5 mL % 85-88’lik fosforikasit ilave edildi, saf suyla balon jojede

500 mL’ye tamamlanir. Stizge¢ kagidindan siiziildii.

Sigir serum albumin ¢ozeltisi: 10 mg s1gir serum albumini tartildi, destile suda

¢6zildi ve balon jojede 10 mL’ye tamamlandi.

Tris-maleat tamponu: 2.423 g Tris (hidroksimetil aminometan) ve 1.961 ¢
maleikanhidrit tartildi. Destile suda c¢oziildii, balonojede 100 mL’ye tamamlandi.
Optimum pH calismasinda kullanilmak (zere pH: 6-7 tamponlar1 hazirlamak igin
istenilen pH’a ulasincaya kadar 0.2 M NaOH eklendi. Balon jojede 100 mL’ye

tamamlandi.

Sodyum bikarbonat tamponu: 1.060 g susuz sodyum karbonat ve 0.8401 g
sodyum bikarbonat tartildi, ayr1 ayr1 100 mL’ye tamamlandi. Optimum pH calismasinda
kullanilmak iizere pH: 9-10 tamponlar1 bu iki ¢6zeltinin belli oranlarda karistirilmasiyla

hazirlandi.
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3.2. METOD

3.2.1. Bradford Yoéntemi ile Kantitatif Protein Tayini

Yontem organik boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik gruplariyla etkileserek
renk olusturmasini esas alir. Boya-baglama temelli yontemlerin en yaygini, bradford
tarafindan gelistirilen ve coomassie Brillant Blue G-250 boyasimin kullanildig:
metoddur. Yontem oldukga duyarlidir daha da artirilabilir (5-100 pg protein/mL). Renk
olusumunda proteinin aminoasit bilesiminin (6zellikle arginin gibi bazik amino asitler
ile aromatik amino asitler ) reaksiyon {iizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Bradford
yonteminde 595 nm’de absorbans veren mavi rengin Ol¢limii esnasinda cam ve
polistiren kiivetler kullanilabilir olmakla beraber cam kiivetlerde rengin absorbsiyonu
bir kullanimlik polistiren kiivetlerin tercih edilmesine yol agar. Cam kiivetlerin
kullanilmasi durumunda 0.1 M HCl’de bekletme isleminin ardindan su ve asetonla

yikama gerekmektedir (Bradford, 1976).

Enzim ¢0zeltisinin protein icerigi Bradford yontemiyle belirlendi. Bu amagla
oncelikle standart protein ¢ozeltileri hazirlandi. Sahit numune olarak 200 pL destile su
kullanildi. Stok protein ¢dzeltisi kullanilarak mL’de 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10, 0.15,
0.20 mg protein (s1g1ir serum albumini) i¢eren ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan standart
protein cozeltilerine ve 10 mg/mL’lik Candida rugosa lipazi ¢ozeltisinden alinan 200
uL’lik 6rnegin ve sahit ¢Ozeltilerin herbirinin Gizerine 4’er mL Bradford reaktifi eklendi.
Vorteksle iyice ¢alkalandi. 10 dakika 1s1ksiz ortamda bekletildikten sonra 595 nm’de
sahit numuneye karsi absorbans degerleri okundu. Standart protein ¢ozeltilerinin
absorbans degerleri ile konsantrasyonlar1 arasinda grafik ¢izildi. Bu standart grafik
yardimiyla, protein konsantrasyonu bilinmeyen enzim ¢ozeltisi ve yikama sularinin

absorbans degerlerinden protein miktarlari belirlendi.
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3.2.2. Alginat +Jelatin Jelde Tutuklama

Candida rugosa lipazinin jelatin ve alginat jel karistminda immobilizasyonu
Norouzian’in metoduna gore yapildi (Norouzian vd., 2002). Bu amacla, 0.5 g jelatin
tartildi, 10 mL destile suda 40°C’de 30 dakika boyunca karistirilarak iyice ¢oziinmesi
saglandi, lizerine 0.2 g sodyum alginat eklendi ve karistirildi. Jel karigiminin iizerine 2
mL Candida rugosa lipaz ¢ozeltisi (10 mg/1mL) yavas yavas karigtirilarak eklendi.
Enjektor yardimiyla, buz igerisine oturtulmus % 7.7°lik CaCl, ¢ozeltisine damlatilarak
jel boncuklar elde edildi. Boncuklar 1.5 saat boyunca manyetik karistirict iizerinde
karistirilarak bekletildi ve sonra siiziilerek destile suyla yikandi. Siiziintii ve yikama
sular1 atilmayip protein tayini i¢in saklandi. Candida rugosa lipazinin immobilize
edildigi boncuklar iizerini Ortecek kadar 0.05 M Tris-HCI tamponunda (pH: 7.2)

kullanilincaya kadar buzdolabinda saklandi.

3.3.3. Titrimetrik Yontemle Lipaz Enzimi Aktivite Tayini

Candida rugosa lipazinin aktivitesi titrimetrik yontemle tayin edildi (Hoppe ve
Theimer 1996). Yag, buz ve %10’luk gum arabik ¢dzeltisindan olusan karigim manyetik
karistiricida 15 dakika karistirildi. Karigimin iizerine, 0.2 M Tris-HCI tamponu (pH:
8.0) ve sodyum deoksikolat ¢ozeltileri eklenerek substrat emiilsiyon ¢ozeltisi hazirlandi.
100 mL’lik silifli erlenlere bu karisimdan 17 mL alinarak serbest enzim icin 1 mL
Candida rugosa lipazi (10 mg/mL), immobilize lipaz i¢in 1 g boncuk ve sahit i¢in 1mL
destile su eklendi. Her deneme cift ¢alisildi. Ornek ve sahitler 37°C’de 200 rpm’de
calkalayici su banyosunda 15 dakika calkalandi. 1:1’lik aseton-etanol karistminin 5
mL’si 6rnek ve sahitlerin {izerine eklenerek reaksiyon durduruldu. 0.05 M NaOH ile pH

10 oluncaya kadar otomatik titratorde titre edildi. Sarfiyat kaydedildi.

Bir lipaz Unitesi optimum kosullarda, substrat olarak zeytin yag kullanildiginda
bir dakikada bir pmol yag asidini serbest birkmak iizere gerekli olan enzim miktaridir.
Enzim aktivitesi i¢in hacimsel aktivite ve spesifik aktivite degerleri asagidaki

formulle belirlendi.
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Hacimsel Aktivite (U/mL veya g boncuk) = Unite /enzim hacmi (1ImL veya g boncuk)

Spesifik Aktivite (U/mg protein) = Hacimsel Aktivite/mL x mg protein miktar:

3.2.4. immobilizasyon Kosullarinin Optimizasyonu

3.2.4.1. Jelatin Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Candida rugosa lipazi immobilizasyonunda kullanilacak optimum jelatin
miktarini belirlemek tizere; % 2.5, 5, 10, 15, 20 (w/v) olacak sekilde 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2
g jelatin tartild1 ve 10 mL destile suda ¢ozuldi. 0.2 g sodyum alginat eklendi ve bagetle
karistirarak homojen hale getirildi. Bu karisimin iizerine 2 mL Candida rugosa lipaz
enzim ¢ozeltisi (10 mg/mL) eklenerek yavasca karistirildi. Bir enjektor yardimiyla,
manyetik karistirici iizerinde bulunan buz banyosu i¢indeki % 7.7’lik CaCl, ¢Ozeltisine
damlatildi ve boncuklar elde edildi. Boncuklar 1.5 saat boyunca manyetik karistirici
tizerinde karistirilarak bekletildi ve siiziilerek destile suyla yikandi. Siizlintii ve yikama
sular1 atilmayip protein tayini i¢in saklandi. Ayrica boncuklarin ve yikama sularinin

lipaz aktiviteleri titrimetrik yontemle belirlendi.

3.2.4.2. Alginat Konsantrasyonu Optimizasyonu

Candida rugosa lipazi immobilizasyonunda kullanilacak optimum sodyum
alginat miktarin1 belirlemek iizere; % 1.5, % 2, % 2.5 (w/v) olacak sekilde 0.15, 0.2,
0.25 g sodyum alginat tartildi ve belirlenmis olan optimum jelatin miktar1 olan 1.5 g
jelatin tartilarak hazirlanan 10 mL destile sudaki ¢ozeltisi tizerine eklendi. Bu karigimin
Uzerine 2 mL Candida rugosa lipaz enzim ¢o6zeltisi (10 mg/mL) eklenerek yavasca
karistirildi. Bir enjektér yardimiyla, manyetik karistirici {izerinde bulunan buz banyosu
icindeki % 7.7’lik CaCl, ¢ozeltisine damlatildi ve boncuklar elde edildi. Boncuklar 1.5

saat boyunca manyetik karistirici lizerinde karistirilarak bekletildi ve siiziilerek destile
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suyla yikandi. Siiziintii ve yikama sular1 atilmayip protein tayini i¢in saklandi. Ayrica

boncuklarin ve yikama sularmin lipaz aktiviteleri titrimetrik yontemle belirlendi.

3.2.4.3. Kalsiyum Klorir Konsantrasyonu Optimizasyonu

Candida rugosa lipazi immobilizasyonunda kullanilacak damlatma ¢ozeltisi
olan kalsiyum Kloriir ¢ozeltisinin optimum konsantrasyonunu belirlemek Gzere; % 5, %
7,5, % 10 (w/v) konsantrasyonlarda CaCl, ¢6zeltileri hazirlandi. Optimum jelatin ve
sodyum alginat konsantrasyonlari olarak belirlenen % 15 jelatin ve % 2 sodyum alginat
jel karigiminda immobilize edilmis 2 mL Candida rugosa lipaz enzim c¢ozeltisi (10
mg/mL) eklenerek hazirlanan jel karisimi bir enjektér yardimiyla, manyetik karistirici
tizerinde bulunan buz banyosu i¢indeki 3 farkli konsantrasyondaki CaCl, ¢ozeltilerine
damlatildi ve boncuklar elde edildi. Boncuklar 1.5 saat boyunca manyetik karistirici
tizerinde karistirilarak bekletildi ve siiziilerek destile suyla yikandi. Siizlintii ve yikama
sular1 atilmayip protein tayini i¢in saklandi. Ayrica boncuklarin ve yikama sularinin

lipaz aktiviteleri titrimetrik yontemle belirlendi.

3.2.4.4. Enzim Miktar1 Optimizasyonu

Candida rugosa lipaz1 immobilizasyonunda kullanilacak Candida rugosa lipazi
miktarmni belirlemek {izere; 10 mg/mL olacak sekilde 0.05 M Tris-HCI tamponunda
(pH:7.2) ¢ozlilmiis enzim ¢ozeltisinden 1, 2 ve 3’er mL alinarak her biri i¢in ayr1 ayrt %
15 jelatin ve % 2 sodyum alginat olacak sekilde hazirlanan alginat-jelatin karigimlarina
eklendi. Immobilize edilen enzimler bir enjektdr yardimiyla, manyetik karistirict
Uzerinde, buz banyosu icinde bulunan optimum kalsiyum klortr konsantrasyonu olarak
belirlenen % 7.7 lik CaCl, c¢ozeltisine damlatildi. 1.5 saat oda sicakliginda
bekletildikten sonra siiziilerek destile suyla yikandi. Siiziintii ve yikama sular1 atilmayip

protein tayini i¢in saklandi. Boncuklarin ise lipaz aktivitelerine bakildi.
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3.2.4.5. Boncuk Boyutu Optimizasyonu

Candida rugosa lipazin1 immobilizasyonunda elde edilecek boncuklarin
boyutunu optimize etmek igin; farkli igne gaplarina sahip enjektor uglart kullanildi. Bu
amagcla siyahenjektor, yesil enjektor ve pasteur pipeti kullanildi. % 15 jelatin ve % 2
sodyum alginattan olusan jel karisimlarina eklenen 2 mL enzim ¢ozeltisiyle elde edilmis
olan immobilize enzim 6ncelikle siyah uglu enjektor yardimiyla manyetik karistirici
Uzerinde, buz banyosu icinde bulunan % 7.7’ lik CaCl, ¢ozeltisine damlatildi. 1.5 saat
oda sicakliginda bekletildi. Son olarak siiziilerek destile suyla yikandi. Ayni islemler
yesil uclu enjektor ve pastor pipeti ile de tekrarlandi. Elde edilen boncuklarin gaplar1 bir

kumpas yardimiyla 6l¢iildii.

3.2.4.6. Boncuk Miktar:1 Optimizasyonu

Lipaz aktivite tayini yapilirken kullanilacak olan optimum boncuk miktarini
belirlemek igin; % 15 jelatin ve % 2 sodyum alginattan olusan jel karigimlarina 2 mL
enzim ¢ozeltisi eklendi, elde edilen immobilize enzim yesil ucglu enjektdr yardimiyla
manyetik karistirici tizerinde, buz banyosu iginde bulunan % 7.7’ lik CaCl, ¢ozeltisine
damlatildi. 1.5 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra siiziilerek destile suyla yikanda.
Siizlintli ve yikama sular1 atilmayip protein tayini i¢in saklandi. Aktivite tayinleri 0.5,

1.0 ve 1.5 g boncuk kullanilarak ger¢eklestirildi.

3.2.5. Candida rugosa Lipazinin Baz1 Ozelliklerinin Belirlenmesi

Serbest ve alginat-jelatin karisiminda immobilize Candida rugosa lipazinin
optimum pH, sicaklik, termal kararlilik, substrat spesifitesi, depo kararliligi, Ky, Ve Viax
kinetik sabitleri gibi baz1 biyokimyasal 6zellikleri belirlendi, ayrica immobilize enzimin

yeniden kullanilabilirligi arastirildi.
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3.2.5.1. Serbest ve Immobilize Lipazin Optimum pH’inin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazinin maksimum aktivite gosterdigi
optimum pH degerlerini belirlemek amaciyla farklt pH tamponlar1 kullanildi. pH 6-7
icin Tris-maleat tamponu; pH. 7-8-9 i¢in Tris-HCI tamponu; pH 9-10 i¢in Sodyum
karbonat-bikarbonat tamponu kullanildi. Bu tamponlar kullanilarak hazirlanan substrat
emiilsiyonlar1 ¢ozeltisi kullanilarak serbest ve alginat-jelatin karisimina immobilize

Candida rugosa lipazinin aktiviteleri Boliim 3.2.3’de anlatildig1 gibi gergeklestirildi.

3.2.5.2. Serbest ve immobilize Lipazin Optimum Sicakhginin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazinin maksimum aktivite gosterdigi
optimum sicaklik degerlerini belirlemek icin 30, 40, 45, 50, 55 ve 60 °C sicakliklarda
lipaz aktivite tayinleri Bolim 3.2.3’de anlatildig1 gibi gergeklestirildi.

3.2.5.3. Serbest ve Immobilize Lipazin Termal Kararlihginin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazinin termal kararliligini belirlemek
icin; serbest ve alginat-jelatin karisimina immobilize Candida rugosa lipazi ayr1 ayri 40,
50, 60 ve 70 °C sicakliklarda bekletilerek 30’ar dakika araliklarla 0., 30., 60. ve 90.
dakikalarda 0.2 M Tris-HCl tamponunda (pH 7.2) hazirlanan substrat ¢ozeltisi
kullanilarak Boliim 3.2.3’de anlatildig gibi lipaz aktiviteleri belirlendi.

3.2.5.4. Serbest ve Immobilize Lipazin K, ve Vnax Degerlerinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazinin Kp, ve Vmax degerlerinin
belirlenmesi amaciyla, 0.25, 0.5 1.0, 2.0 ve 3.5 g zeytin yagi ve 0.2 M Tris-HCI
tamponu (pH:7.2) kullanilarak hazirlanan farkli konsantrasyondaki substrat ¢ozeltileri

yardimiyla serbest ve alginat-jelatin jel karistminda immobilize lipazinin aktivite
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tayinleri yapildi. Elde edilen aktivitelerden Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla Kp,
ve Vmax Kinetik sabitleri belirlendi.

3.2.5.5. Iimmobilize Lipazin Tekrar Kullanilabilirligi

Alginat+jelatin jel karisiminda immobilize Candida rugosa lipazinin yeniden
kullanilabilirligini belirlemek igin; 2 g boncuk tartildi. 0.2 M Tris-HCI tamponunda
(pH:7.2) hazirlanan substrat ¢ozeltisi yardimiyla reaksiyon aseton:etanol karigimiyla
durdurulmaksizin immobilize enzim reaksiyon ortamindan siizlilerek aktivite tayini

yapildi. Boncuklarin lipaz aktivitesi kayboluncaya kadar aktivite tayinleri tekrarlandi.

3.2.5.6. Serbest ve Immobilize Lipazin Depo Kararlihg

Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazinin depo kararliligin1 belirlemek
amaciyla; serbest ve immobilize enzimin aktivite tayinleri iki gilin araliklarla

gerceklestirildi.

3.2.5.7. Serbest ve Immobilize Lipazin Farkh Yaglarla Substrat

Spesifitesinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazinin substrat spesifitesinin
belirlenmesi amaciyla; substrat olarak zeytinyagi yerine gliseril tributirat, trikaprilin,
gliseril tristearat, aspir yagi, soya yagi, defne yagi, ham kanola yagi, ham ay¢igek yagi,
ham misir yagi, ham zeytinyagi ve rafine findik yagi kullanilarak aktivite tayinleri

gergeklestirildi.
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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 kullanildi. Protein standart grafigi
Boliim 3.2.1.1°de aciklandign gibi hazirland1 (Sekil 4.1). Immobilize enzimin
damlatildigi CaCl, ¢ozeltilerinde ve yikama sularinda ve Candida rugosa lipaz
cozeltisinin protein miktarlar1 asagidaki standart grafigin dogru denklemi yardimiyla

belirlendi

04 -

0,35

0,3 A1

0,25

0,2 A1

Absorbans (595nm)

0,1 1

0,05

0 - . - . . . . . . .
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Sigir Serum Albumini konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.1. Bradford yontemi ile olusturulan Protein Standart grafigi
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4.2. Candida rugosa Lipazinin Alginat+Jelatin Jel Boncuklarda Tutuklanmasi

Candida rugosa lipazinin alginattjelatin jellerde tutuklanmasi Bolim 3.2.2°de
belirtildigi gibi yapilmistir. Sekil 4.2°’de Candida rugosa lipazinin alginat+jelatin jel

karigimlarinda tutuklanmast ile elde edilen boncuklar goriilmektedir.

Sekil 4.2. Candida rugosa lipazinin alginat+jelatin jel karisimlarinda tutuklanmasi ile
elde edilen boncuklar.

43. Candida rugosa lipazimn  Alginat+Jelatin Jel Karisimlarinda

Immobilizasyonun Optimizasyonu
4.3.1. Jelatin Konsantrasyonunun Optimizasyonu
Candida rugosa lipazinin alginat+jelatin jel karigimlarinda immobilizasyonunda

optimum jelatin konsantrasyonun belirlenmesi icin % 2.5, 5, 10, 15, 20 (w/v)

konsantrasyonlarda hazirlanan jelatin jellerde immobilizasyonlar gerceklestirildi. Elde
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edilen sonuclar Sekil 4.3°de verilmistir.

Yapilan protein tayini ve immobilize lipazin aktivite sonuglari
degerlendirildiginde; en yiiksek enzim aktivitesi % 15’lik jelatin konsantrasyonunda
go6zlendi. Bundan sonraki immobilizasyonlarda jelatin konsantrasyonunun % 15 olarak

calisilmasina karar verildi.

30 1~

25 A

20 A

15 A

10 A

Spesifik Aktivite (U/mg protein)

0 T T T T T T T T T 1
0] 0,5 1 1,5 2 2,5

Jelatin Konsantrasyonu (g)

Sekil 4.3. Candida rugosa lipazinin alginat+jelatin jel karisimlarina immobilizasyonuna
jelatin konsantrasyonun etkisi

4.3.2. Alginat Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Candida rugosa lipazinin alginat+jelatin jel karisimlarinda immobilizasyonunda
optimum alginat konsantrasyonun belirlenmesi icin % 15 % 2 ve % 25
konsantrasyonlarda hazirlanan alginat jellerde immobilizasyonlar gergeklestirildi. Elde

edilen sonuclar Sekil 4.4’de verilmistir.

Yapilan protein tayini ve immobilize lipazin aktivite sonugclari
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degerlendirildiginde; en yliksek enzim aktivitesi % 2’lik alginat konsantrasyonunda
g6zlendi. Bundan sonraki immobilizasyonlarda alginat konsantrasyonunun % 2 olarak

calisilmasina karar verildi.

48 -

44 A

42 A

40 -

38 A

32 A

30 T T T T T T T 1
0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Spesifik Aktivite (U/mg protein)
W
(=]

Alginat Konsantrasyonu (g)

Sekil 4.4. Candida rugosa lipazinin alginattjelatin jel karisimlarina immobilizasyonuna
alginat konsantrasyonun etkisi

4.3.3. Kalsiyum Klorir Konsantrasyonu Optimizasyonu

Candida rugosa lipazinin alginat+jelatin jel karisimlarinda immobilizasyonunda
optimum Kalsiyum Klorlr konsantrasyonun belirlenmesi icin % 5, % 7.7 ve % 10
konsantrasyonlarda hazirlanan alginat jellerde immobilizasyonlar gergeklestirildi. Elde

edilen sonuclar Sekil 4.5’de verilmistir.

Yapilan protein tayini ve immobilize lipazin aktivite sonuglari
degerlendirildiginde; en yiiksek enzim aktivitest % 7.7’lik kalsiyum kloriir
konsantrasyonunda go6zlendi. Bundan sonraki immobilizasyonlarda kalsiyum Klorr

konsantrasyonunun % 7.7 olarak calisilmasina karar verildi.
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Sekil 4.5. Candida rugosa lipazinin alginat+jelatin jel karisimlarina immobilizasyonuna

CaCl, konsantrasyonun etkisi

4.3.4. Enzim Miktar1 Optimizasyonu

Candida rugosa lipazinin alginat+jelatin jel karigimlarinda immobilizasyonunda
optimum optimum enzim konsantrasyonun belirlenmesi i¢in 10 mg/mL olacak sekilde
hazirlanan enzim c¢ozeltisinden 1, 2 ve 3’er ml alinarak immobilizasyonlar Bolim

3.2.4.4°de belirtildigi gibi gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.6’da verilmistir.

Elde edilen boncuklarin aktivitelerini gosteren grafikler ¢izildiginde en yiiksek
aktivite 2 ml enzim kullanilarak yapilan immobilizasyonda gozlendi. Bundan sonraki
caligmalarda 20 mg/mL konsantrasyonda enzim c¢ozeltisinin kullanilmasina karar

verildi.
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Sekil 4.6. Candida rugosa lipazinin alginat+jelatin jel karisimlarina immobilizasyonuna
enzim konsantrasyonun etkisi

4.3.5. Boncuk Boyutu Optimizasyonu

Boncuk boyutu optimizasyonu icin; siyah enjektoér ucu, yesil enjektér ucu ve
pastor pipeti kullanildi. Kumpasla yapilan 6l¢iimlerde boncuklarin ¢aplari sirasiyla 2.2
mm, 2.9 mm, 5.32 mm olarak berilendi. En yliksek enzim aktiviteleri yesil uclu enjektor

kullanilarak elde edilen 2.9 mm ¢apinda boncuklarla elde edildi (Sekil 4.5 ).
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Sekil 4.7. Candida rugosa lipazinin alginat+jelatin jel karisimlarina
immobilizasyonuna boncuk boyutunun etkisi.

4.3.6. Boncuk Miktar1 Optimizasyonu

% 15 jelatin ve % 2 sodyum alginattan olusan jel karigimlarina eklenen 2 mL
enzim ¢ozeltisiyle elde edilmis olan immobilize enzim yesil uclu enjektor yardimiyla
manyetik karigtirict lizerinde, buz banyosu i¢inde bulunan % 7.7’ lik CaCl, ¢0zeltisine
damlatilarak boncuklar elde edildi. Optimum boncuk miktarinin belirlenmesi igin; 0.5, 1

ve 1.5 g boncuk kullanildi.

Elde edilen sonuclar sekil 4.6’da verilmistir. Optimum boncuk miktart 1 g olarak

belirlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.8. Alginat+jelatin jel karisimlarina immobilize Candida rugosa lipazinin
aktivitesine boncuk miktarinin etkisi.

Candida rugosa lipazinin alginat+Jelatin jel karigimlarinda tutuklanma kosullar

Tablo 4.1°de goriildiigii gibi optimize edilmistir.

Tablo 4.1. Candida rugosa lipazinin Alginat ve Jelatin jel karisimlarinda
tutuklanmasinin optimizasyon sonuglari

Optimize Edilen Immobilizasyon Kosulu Optimum Sonug
Jelatin Konsantrasyonu %15
Alginat Konsantrasyonu %?2

CaCl, Konsantrasyonu % 7.7
Enzim Miktar1 20 mg
Boncuk Boyutu 2.9 mm
Boncuk Miktari 1lg

Calismanin devaminda bu optimum kosularda elde edilen elde edilen immobilize
boncuklarin optimum pH, optimum sicaklik, termal ve depo kararliligi, yeniden
kullanilabilirlik gibi baz1 biyokimyasal 6zellikleri ¢alisildi ve serbest enziminki ile

karsilastirildi.
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4.4. Alginat ve Jelatin Jel Karisimlarinda Immobilize Candida rugosa

lipazinin Bazi Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.4.1. Optimum pH

Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazinin maksimum aktivite gosterdigi
optimum pH degerlerini belirlemek amaciyla pH 6-7 i¢in Tris HCIl-maleat tamponu; pH.
7-8-9 icin Tris-HCI tamponu; pH 9-10 i¢in Sodyum karbonat tamponu kullanildi. Farkli
tamponlarla hazirlanmis substrat ¢ozeltileri kullanilarak, serbest ve immobilize enzimin
aktiviteleri 6lculdi. Elde edilen sonuglar ile aktivite-pH grafikleri olusturuldu (Sekil

4.7). Serbest ve immobilize lipazlarin her ikisi i¢inde optimum pH 9.0 olarak belirlendi.

—@—immobilizeenzim =—B—serbest enzim

30 1~
28 A
26 A
24 A
22 A
20 A
18 A
16 A
14 A
12 A
10 A

Spesifik aktivite (U/mg protein)

O N B Oy 00
IR T TR

Sekil 4.9. Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazinin pH’a bagl aktivitelerinin

degisimi
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4.4.2. Optimum Sicakhk Tayini

Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazinin maksimum aktivite gosterdigi

optimum sicaklik degerlerini belirlemek i¢in 30, 40, 45, 50, 55 ve 60 °C sicakliklarda

lipaz aktiviteleri belirlendi ve aktivite- sicaklik grafikleri ¢izildi (Sekil 4.10). Serbest

enzim ic¢in optimum sicaklik degeri 45 °C olarak belirlendi. Alginatt+jelatin jel

karigiminda tutuklanmis enzim i¢in ise optimum sicaklik 50 °C olarak belirlendi.

35 A
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20 o

15 ~

40 - —8—immobhilize enzim  —=—serbest enzim

10 ~

Spesifik Aktivite (U/mg protein)

25 30
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Sekil 4.10. Serbest ve
aktivitelerinin degisimi

immobilize Candida rugosa lipazinin sicakliga bagh

4.4.3. Termal Kararhhik Calismasi

Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazinin termal kararliligini belirlemek

icin; serbest ve alginat-jelatin karisimina immobilize Candida rugosa lipazi ayri ayri 40,
50, 60 ve 70 °C sicakliklarda bekletilerek 30’ar dakika araliklarla 0., 30., 60. ve 90.
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dakikalarda 0.2 M Tris-HCl tamponunda (pH 7.2) hazirlanan substrat ¢ozeltisi
kullanilarak Boliim 3.2.3’de anlatildig: gibi lipaz aktiviteleri belirlendi.

Immobilize enzimin 50, 60 ve 70 °C’lerde aktivitesini korudugu en yiiksek
aktiviteyi 50 °C’de gosterdigi gozlendi. Serbest enzimin ise 60 °C’de aktivitenin
azaldig1 70 °C’de ise aktivitesini tamamen kaybettigi gozlendi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.11. Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazinin termal kararlilik grafigi

(siyah; serbest enzim, kirmizi; immobilize enzim)
4.4.4. Candida rugosa Lipazimin K, ve Vnax Degerlerinin Belirlenmesi
Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazinin Ky, ve Vmax degerlerinin

belirlenmesi amaciyla, 0.25, 0.5 1.0, 2.0 ve 3.5 g zeytin yag1 ve 0.2 M Tris-HCI

tamponu (pH:7.2) kullanilarak hazirlanan farkli konsantrasyondaki substrat ¢ozeltileri
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yardimiyla serbest ve alginat-jelatin jel karisiminda immobilize lipazinin aktivite

tayinleri yapildi. Spesifik aktivite degerleri kullanilarak Linewear-Burk grafigi ¢izildi

(Sekil 4.10). Ky, ve Vinax degerleri grafikten yararlanilarak hesaplandi.

® Serbestenzim —€—Immobilize enzim

0,05 -
0,045 -
0,04 A
0,035 A
0,04

-
N
=]
T
S
e
-
="
(=1}
=
=]
-
T
—

[s]@h

Sekil 4.12. Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazinin Linewear-Burk grafigi

Tablo 4.2. Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazinin kinetik degerleri

Km (MM) V max Viax! Km
Serbest Lipaz 0.29 30.3 104.5
Immobilize Lipaz 2.5 83.33 33.33

4.4.5. immobilize Enzimlerin Tekrar Kullamlabilirligi

Alginat-jelatin jel karisiminda immobilize Candida rugosa lipazinin yeniden

kullanilabilirligini belirlemek i¢in; 2 g boncuk kullanilarak boncuklarin lipaz aktivitesi
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kayboluncaya ayni boncuklarla 11 dongii olarak gerceklestirildi. 5. Dongiide aktivitenin
% 40’min korundugu sonra aktivitenin azaldigi goriildii. Alginat+jelatin boncuklara
immobilize lipazin yeniden kullanilabilirlik ¢alismasinda immobilize enzimin hidrolitik
aktivitesini 3 dongili siiresince % 60’sin1, korudugu, 5. dongiide baslangictakinin
yaklagik % 44’1inii korudugu goriilmiis, 10. dongiide ise aktivitesinin tamamina yakinini

(% 95.2 ’sini) kaybettigi belirlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.13. Immobilize Candida rugosa lipazinin kesikli prosesle yeniden
kullanilabilirligi

4.4.6. immobilize Enzimin Depo Kararhhg

Serbest ve alginat+jelatin boncuklara immobilize Candida rugosa lipazinin depo
kararliligini belirlemek amaciyla; serbest ve immobilize enzimin aktivite tayinleri 3 giin

araliklarla gergeklestirildi.
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Hem serbest hem immnobilize lipazin 18. gilinlin sonunda aktivitesini %20

korudugu belirlendi.

—e—Immobilize Enzim —=—Serbest Enzim
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Sekil 4.14. Serbest ve alginat+jelatin boncuklara immobilize Candida rugosa
lipazinin depo kararlilig1 grafigi

4.4.7. Substrat Spesifitesi

Serbest ve immobilize Candida rugosa lipazinin substrat spesifitesinin
belirlenmesi amaciyla; substrat olarak zeytinyagi yerine gliseril tributirat, trikaprilin,
gliseril tristearat, aspir yagi, soya yagi, defne yagi, ham kanola yagi, ham aycicek yagi,
ham musir yagi,, ham zeytinyagr ve rafine findik yagir kullanilarak aktiviteleri

belirlenmistir.
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Tablo.4.3. Serbest ve immobilize enzimlerin farkli substratlara karsi verdikleri farkli
spesifik aktivite degerleri

Substrat Immobilize  enzim Serbest enzim
(Bagil aktivite %) (Bagil aktivite %)

1-Ham msir yagi 162.3 67.04

2-Ham kanola yagi 160 84,58

3-Ham zeytin yag 100 100

4- Defne yagi 87,23 56,81

5-Ham aycicegi yagi 57.42 71.62

6-Aspir yagi 43.25 74.40

7-Rafine findik yagi 24,30 32.27

8-Soya yagi 23,18 69.44

9- Trikaprilin 111.75 126.3

10- Gliseriltributirat 90.53 503.1

11- Gliseriltristearat 62.93 20.97
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Immobilizasyon tekniklerinden biri olan tutuklama teknigi, bir bosluga veya ag
icine enzimin fiziksel olarak hapsedilmesi olarak tanimlanabilir. Multivalent karsit
iyonlarin eklenmesiyle polianyonik veya polikatyonik polimerlerin jellesmesi seklinde
uygulanan enzim tutuklamasi enzim immobilizasyonunda kullanilan basit ve yaygin bir
metottur (Mammeralla ve Rubiolo, 2005). Prensip olarak tutuklama enzim molekilind
belirli bir mekanda durmaya zorlamaktir. Enzim bulundugu ¢evreden disariya ¢ikamaz.
Bu islem polimer matriks igindeki kafeslerde gergeklestirilebilecegi gibi yar1 gegirgen
membranlar icinde mikrokapsilleme ve miseller ile de gergeklestirilebilir. Caligma
kapsaminda, Candida rugosa lipazinin immobilizasyonu amaglanmis olup,
immobilizasyon alginat+jelatin jellerde gergeklestirilmis ve serbest ve immobilize
lipazin optimum pH ve sicaklik, Kp, Ve Vax kinetik sabitleri, termal kararlilik, yeniden

kullanilabilirlik ve depo kararlilig1 gibi baz1 biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir.

Lipazlar (EC.3.1.1.3, triagilgliserol agil hidrolaz) hayvansal ve bitkisel yaglarin
normal kosullar altinda tersinir hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Bunun disinda
esterifikasyon, transesterifikasyon gibi reaksiyonlar1 da katalizlemektedir. Bu ¢alismada
ticari bir mikrobiyal lipaz olan Candida rugosa lipazi enzim kaynagi olarak

kullanilmuastir.

Candida rugosa lipaz1 alginattjelatin jel karisiminda tutuklanmis ve bazi
biyokimyasal oOzellikleri serbest enzimle karsilagtirilmistir. Sodyum alginat jelde
immobilizasyon, hizli ve kolay uygulanabilir bir metot olmast nedeniyle
immobilizasyon c¢alismalarinda biiyiik kolaylik saglamaktadir. Alginat jel enzim
kagisin1 onleyecek fakat substratin enzime erisimini engellemeyecek gdzenek yapisina
sahiptir. Jelatin jeller ise 1limli immobilizasyon kosullar1 saglar. Her iki polimer
maddenin karigimi  kullanilarak ideal bir tutuklama materyali olusturulmaya

calisiimastir.

Bu tez kapsaminda protein tayinleri Bradford metodu ile yapilmistir. Bradford

yonteminde standart protein olarak % 0.001’lik sigir serum alblimini kullanilmis,
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standart grafik ¢izilmistir (Sekil 4.1). Calismada lipaz ¢ozeltisinin ve immobilize
enzimin damlatildigi CaCl, ¢ozeltilerinin ve yikama sularinin protein miktarlar1 bu
standart grafiklerden yararlanilarak belirlenmistir. Bulunan protein miktarlarindan,
tutunmayan protein ve tutunan protein miktarlar1 hesaplanarak immobilizasyon yiizdesi

tayin edilmistir.

Substrat olarak zeytin yagi kullanilarak yapilan calismada, immobilizasyon
verimi % 60 olarak belirlenmistir. immobilize enzimin spesifik hidrolitik aktivitesi 36

U/mg protein olarak belirlenmistir. Serbest enzimin ise 20U/mg proteindir.

Tutuklama materyali olarak kullanilan polimerin yani jelin konsantrasyonu ve
tutuklama ¢6zeltisinin konsantrasyonu enzimin tutuklamasinda énemli parametrelerdir.
Bu nedenle oncelikle lipazin hidrolitik aktivitesi iizerine alginat ve jelatin
konsantrasyonunun etkisi, CaCl, konsantrasyonu ayrica enzim miktari, boncuk boyutu

ve boncuk miktarinin etkileri de arastirilmis ve optimum degerleri belirlenmistir

Sirasiyla; % 2.5, 5, 10, 15, 20 (w/v) olacak sekilde jelatin jellere immobilize
enzimin spesifik hidrolitik aktivitesi tayinleri yapilarak, jelatin konsantrasyonunun
enzim aktivitesi lizerine etkisi arastirtlmistir. Her iki aktivite tayini sonucunda optimum
jelatin konsantrasyonu % 15 olarak bulunmustur (Sekil 4.3). % 1.5, % 2, % 2.5 (w/v)
olacak (w/v) alginat konsantrasyonlarinda immobilizasyonlar gerceklestirilmis ve
hidrolitik aktivite tayinleri yapilarak, alginat konsantrasyonunun enzim aktivitesi
tizerine etkisi aragtirillmistir. Optimum alginat konsantrasyonu % 2 olarak bulunmustur
(Sekil 4.4). Sodyum alginat ile gerceklestirilen tutuklamalarinda jel indikleyici sistem
olarak CaCl, katyonik ¢ozeltisi kullanilmaktadir. Calismada literatiirde belirtildigi gibi
alginat+jelatin jeller igin CaCl, kullanilmaktadir. Optimum kalsiyum kloriir % 7.7
olarak belirlenmistir (Sekil 4.5).

Ca-alginat jel boncuklara tutuklu lipaz enzimi immobilizasyonu ¢aligsmasinda,
alginat konsantrasyonu arttikca immobilizasyon veriminin arttigt fakat CaCl,
konsantrasyonu arttikga immobilizasyon veriminin degismedigi goriilmiistiir (Won vd.,

2005).



50

Alginat+jelatin boncuklara yiliklenen enzim miktarinin katalitik aktivite lizerine
etkisi tic farkli enzim konsantrasyonu calisilarak incelenmistir. Enzim miktariyla
orantili olarak aktivitenin de arttigi gozlenmistir (Sekil 4.6). Boncuklara yiiklenecek
enzim miktarinin optimizasyon ¢alismasinda 20 mg/mL enzim konsantrasyonun

optimum enzim miktar1 oldugu gbzlenmistir.

Vaidya ve arkadaglar1 (2008) yiiklenen enzim miktar1 arttikca, lipaz aktivitesinin
arttigimi gozlemlemislerdir. Bu calismada ise belli bir orandan sonra yiiklenen enzim

miktar arttik¢a lipaz aktivitesinin azaldigi gézlemlenmistir.

Boncuk boyutunun aktivite {izerine etkisi ¢alisildiginda; en yiiksek aktivite yesil
uclu enjektorle hazirladigimiz boncuklarda belirlenmistir (Sekil 4.7). Yesil uglu enjektor
kullanilarak elde edilen 2.9 mm’lik boncuklarin ¢ap1 optimum boncuk boyutu olarak

belirlenmistir.

Ca-alginat jel boncuklara tutuklu lipaz enzimi immobilizasyonu g¢alismasinda,
boncuk boyutu arttik¢a spesifik aktivitenin azaldigi goriilmiistiir (Won vd., 2005). Bu

caligmada ise yesil uclu enjektor kullanildiginda maksimum aktivite gdzlemlenmistir.

Kullanilacak optimum boncuk miktarin1 belirlemek i¢in gergeklestirilen
calisgmada 0.5, 1.0 ve 1.5 g olmak iizere ii¢ farkli boncuk miktar1 ile ¢alisilmis; 1 gr

boncuk miktarinin en yiiksek enzimatik aktiviteyi gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 4.8).

Bu optimizasyon ¢aligmasinin tiim sonuglar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Tezin ikinci kisminda; alginat + jelatinlerde tutuklanan Candida rugosa lipazina
ait optimum pH ve sicaklik, Ky ve Vmax Kinetik sabitleri, termal ve operasyonel
kararlilik, yeniden kullanilabilirlik, depo kararlilig1 ve substrat spesifitesi gibi bazi
biyokimyasal 6zellikleri arastirilmistir ve bunlara ait veriler raporlanmistir.

Immobilizasyon islemi enzimin ¢alisma kosullarmi daha 1limli hale getiren bir
metottur ve enzimin pH calisma araligin1 degistirebilir veya genisletebilir. Serbest ve

immobilize lipaz i¢in optimum pH ¢alismasi pH 6.0-10.0 araliginda yapilmistir. Serbest
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Candida rugosa lipaz1 ve alginattjelatin jellerde tutuklanan lipazinin her ikisi igin de
optimum pH degeri 9.0 olarak bulunmustur (Sekil 4.9). Bu durum gergeklestirilen
immobilizasyon uygulamasinin lipaz’in optimum pH’1 iizerinde olumlu veya olumsuz

bir degisiklik yapmadigini gostermektedir.

Hidroksil gruplar1 aktivasyonuyla kitosan tizerine Candida rugosa enzimi
immobilizasyonu caligmasinda, optimum pH’1 belirlemek i¢in pH 3 ile 11 arasinda
caligmiglar ve serbest enzim i¢in de, immobilize enzim i¢in de optimum pH’1 7 olarak

belirlemislerdir (Chiou ve Wu , 2004).

Ortam pH’inin, enzimlerin iyonlasabilen gruplari {izerinde onemli bir etkisi
oldugu igin enzim aktivitesindeki roli buydktir. Aktif merkezin konformasyonunu
koruyup islevini yerine getirebilmesi i¢in bu gruplarin iyonik formda olmasi gerekir. pH
substrattaki iyonlasabilen gruplari etkileyebilmektedir. Immobilizasyon calismalarinda
optimum pH’in degisimi enzimin yiikiine veya kullanilan matrikse baglidir. Bu degisim,

enzimin yapi-fonksiyon iligkisinin anlasilmasinda yardimei olur.

Alginattjelatin jellere tutuklanmis Candida rugosa lipazi immobilizasyonu
Uzerine sicakligin etkisi belirlemek amaciyla; 30, 40, 45, 50, 55, 60 ve 70 °C ’de
sicakliklarda calisilmistir. Serbest enzimin optimum sicakhigt 45 °C, tutuklanmig

enzimin optimum sicakligi 50 °C olarak belirlenmistir (Sekil 4.10).

Immobilize Candida rugosa lipazi termal kararlilik ¢alismasi 40, 50, 60 ve 70°C
sicakliklarda gerceklestirilmistir (Sekil 4.11). Hidrolitik lipaz aktivitesi sonuglari
incelendiginde serbest enzimin 1 saatin sonunda 40 °C de aktivitesinin tamamini
korudugu, 50 °C de aktivitesinin arttigr, 60 ve 70 °C ’lerde ise aktivitesinin ancak
yaklasik % 20 sini koruyabildigi gozlendi. Alginat+tjelatin jellere immobilize edilmis
Candida rugosa lipaz1 tiim sicakliklarda aktivitesini korudugu ve hatta 40°C ’de
aktivitesini % 60 arttirdifi gdzlenmistir. Immobilize enzimin serbest enzime gore

aktivitelerini korumada nispeten daha kararli oldugu goézlenmistir.
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Vaidya ve arkadaglar1 (2008), optimum sicakligi belirlemek i¢in 20 ile 70°C
arasinda c¢alismuslar; 50°C’de serbest enzimin aktivitesinin sadece % 62.11°ini
korudugunu immobilize enzimin ise % 94.76’sin1 koruyabildigini, 70°C’de serbest
enzimin aktivitesinin % 9.33’ilinii koruyabildigini, immobilize enzimin ise ayni

sicaklikta % 39.10’unu koruyabildigini saptamislardir.

Chiou ve Wu (2004), hidroksil gruplar1 aktivasyonuyla kitosan tizerine Candida
rugosa enzimi immobilizasyonu yaptiklar1 calismalarinda termal kararlilik igin
25°C’den 60°C’ye degisen sicakliklarda 1 saat boyunca ¢alismislardir. 30°C’den sonra
serbest enzimin aktivitesini kaybetmeye basladigii gormiislerdir. 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 araliklarinin disinda serbest enzim ii¢ boyutlu yapisinin
denatiire olmas1 nedeniyle aktivitesini kaybedebilecegi diisiiniiliir. Immobilizasyon ise
enzim uygulamalarinda onlara termal stabilite kazandiran bir uygulamadir. Bu
calismada da 60- 70°C gibi yiiksek sicakliklarda immobilize formlar incelendiginde,

genel olarak aktivitelerini serbest enzimden daha iyi koruduklar1 gézlenmistir.

Termal stabilite immobilize enzim uygulamalarinda en karakteristik
bilgilerinden biridir. Genelde immobilize enzimin aktivitesi, 6zellikle kovalent bagli bir

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

Vmax reaksiyon hizi ve K Michaelis-Menten sabiti Lineweaver-Burk
grafiginden yararlanilarak bulunmustur. Ky, enzimin substrata olan ilgisiyle ters orantili
bir parametredir (Yildiz vd., 2006). K, kinetik sabiti enzim ile substrat arasindaki ES
kompleksinin saglamlik 6l¢iisiidiir. Bu deger kiigiildiikge enzim ve substrat o kadar zor
dissosiye olur. Vmax sabiti ise enzimin aktifliginin bir ol¢iisiidiir. Enzim ne kadar aktif
ise Vmax O derece ylksektir. Serbest enzim ve alginat+jelatin boncuklarda tutuklanan

enzimin hidrolitik aktivitesine ait Kp, ve Vmax kinetik sabitleri sirasiyla 0.29 g ile 30.3
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U/mg protein ve 2.5 g ile 83.3 U/mg protein olarak hesaplanmigtir. Tiim sonuglar Tablo

4.2’ de verilmistir.

Chiou ve Wu (2004), hidroksil gruplar1 aktivasyonuyla kitosan tizerine Candida
rugosa enzimi immobilizasyonu yaptiklari ¢alismalarinda reaksiyon hizi ve Michaelis-
Menten sabiti degerlerini serbest enzim ve immobilize enzim igin sirasiyla Vmax 3.98-

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

Biyokatalizor serbest enzim formunda kullanildiginda biyokatalizriin yeniden
kullanilabilirliginden s6z edilemez. Bu nedenle endiistriyel agidan 6nemli enzimler i¢in
immobilizasyon formlar1 tasarlanmakta ve bu formlar ile iretim ¢alismalar
planlanmaktadir. Alginat+jelatin boncuklara immobilize lipazin yeniden kullanilabilirlik
calismasinda immobilize enzimin hidrolitik aktivitesini 3 dongu slresince % 60’sini,
korudugu, 5. donglde baslangigtakinin yaklasik % 44’{inii korudugu goriilmis, 10.
dongiide ise aktivitesinin tamamina yakimini (% 95.2 ’sini) kaybettigi belirlenmistir
(Sekil 4.12).

Chiou ve Wu (2004), hidroksil gruplar1 aktivasyonuyla kitosan izerine Candida
rugosa enzimi immobilizasyonu yaptiklar1i caligmalarinda, 6. kullanim sonunda

immobilize enzimin aktivitesinin tamamini korudugu gozlenmistir.

Won ve arkadaslar1 (2005), Ca-alginat jel boncuklara tutukladiklari lipaz enzimi
immobilizasyonu c¢aligmalarinda, alginat boncuklarin 3. kullanimda aktivitesinin %

72’sini korudugunu gézlemlemislerdir.

Serbest enzim ¢ozeltisi depolama sirasinda genelde kararli degildir ve aktivitesi
yiiksek oranda azalir. Immobilizasyon, tutuklanan enzimi (aktivite kaybinda kabul
edilebilir bir fark olmadan) serbest enzime oranla daha uzun bir siire depolanmasina
imkan kilar. Periyodik araliklarla yapilan Ol¢limler sonucunda alginat+jelatin jelde
tutuklanan immobilize enzimin yaklagik 20 giin boyunca aktivitesini de kaybetmeden
uzun siire kullanilabilecegi gozlenmistir (Sekil 4.13). 4 °C ’de depolanan serbest enzim

¢ozeltisi i¢in 20 giin boyunca aktivite 6l¢iimleri yapilmig, onun da aktivitesini korudugu
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gozlenmistir. Bu siirelerin sonunda her iki aktivite icin enzim ¢dzeltisinde mikrobiyal

tireme olabilecegi diisiiniilerek aktivite tayini sona erdirilmistir.

Vaidya ve arkadaslar1 (2008), poli makropor6éz polimer partikiillerde Candida
rugosa lipazi immobilizasyonu ¢aligsmalarinda, immobilize enzimin 10. giinlin sonunda
depo kararliligi aktivitesinin % 94.25’ini korudugu fakat serbest enzimin ayni giiniin

sonunda ancak % 14.24’{inli koruyabildigi gbzlemlenmistir.

Janta ve arkadaslari (1997), Chromobacterium viscosum bakterisi lipazini
mikroemiilsiyon bazli organo jel olan jelatin iceren Aeresol-OT’ye immobilize ederek
yaptiklar1 depo kararliligi ¢alismasinda, immobilize enzimin 30 giliniin sonunda

aktivitesinin % 85’ini korudugunu gézlemlemislerdir.

Chiou ve Wu (2004), hidroksil gruplar aktivasyonuyla kitosan tizerine Candida
rugosa lipazi immobilizasyonu ¢alismalarinda, immobilize enzimin 30. giinlin sonunda
depo kararhilig1 aktivitesinin kaybolmadigini, serbest enzimin ise 5. giiniin sonunda

aktivitesinin % 70’ini kaybettigini belirlemislerdir.

Substrat spesifitesi ¢alismasinda; gliseril tributirat, trikaprilin, gliseril tristearat,
aspir yagi, soya yagi, defne yagi, ham kanola yagi, ham ay¢icek yagi, ham misir yagi,
ham zeytinyagi ve rafine findik yagi kullanilarak aktivite tayinleri gergeklestirilmis,
kullanilan tiim substratlar i¢in degisen aktivite sonuglari alinmistir. Sonuglar Tablo
4.3’de  verilmistir.  Substrat  spesifitesi incelendiginde immobilize formdaki
karsilastirma; Ham misir yagi>Ham kanola yagi>Trikaprilin>Ham zeytin yagi>Gliseril
tributirat>Defne yagi>gliseril tristearat> Ham ayg¢igek yagi> Aspir yagi> Rafine findik
yag1> Soya yag1 seklindedir

Sonug olarak; bu tez kapsaminda; ticari Candida rugosa lipazi tutuklama
yontemiyle alginattjelatin jellere basariyla immobilize edilmis, optimum calisma
kosullar1 belirlenmistir. Ayrica 9 adet yag c¢esidi ve 3 adet trigliserid ile hem serbest

hem de immobilize Candida rugosa lipazinin substrat segiciligi belirlenmistir.
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