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OzZET

Lipazlar (triagilgliserol hidrolazlar, EC 3.1.1.3), yaglarin hidrolizini veya sentezlenmesini
katalizleyen enzimlerdir. Biyokimyasal ve fizyolojik &zelliklerinin yaninda endustriyel
uygulamalari nedeniyle de arastirma konusu olmaktadirlar. Lipazlar, kati ve sivi yadlari, serbest
yag asitleri, diagilgliseroller, monoagilgliseroller ve gliserollere hidroliz eden, oldukga yaygin
olarak bulunan enzimlerdir. Bunun vyani sira organik c¢ozgenlerde esterifikasyon,
transesterifikasyon, aminoliziz gibi ¢ok cesitli reaksiyonun Kkatalizini de gergeklestirirler.
Katalizledikleri bu ¢ok c¢esitli reaksiyonlar nedeniyle rasemik karisimlarin ayrilmasi, yeni
surfaktanlarin ve farmasatiklerin sentezi, yag déntstmleri, deterjan Uretimi gibi oldukg¢a genis
endustriyel kullanim alanina sahiptirler. Ekonomik agidan disundldiginde, lipazin endistriyel
dlgekte kullanimi immobilizasyonunu gerektirmektedir. immobilize enzimler birgok kez ve uzun
sure kullanilabilmesi, surekli islemlere uygulanabilmesi, kararli olmasi, ¢evre kosullarina(pH,
sicaklik, vs) dayanikli olmasi gibi sebeplerden dolayr dodal enzimlere gére daha ¢ok tercih
edilirler.

Bu ¢alismada porsin pankreatik lipaz enzimi dogada bol miktarda bulunan, ekonomik ve
ucuz bir biyopolimer olan kitosan ile hazirlanan kompozit tasiyicilar Gzerine kovalent olarak
immobilize edildi. Kitosan laboratuvar dlgekli galismalarda enzim immobilizasyonu igin yaygin
olarak kullanilmasina ragmen endustriyel uygulamalarda bazi engeller vardir. Capraz bagl
kitosan boncuklari blylk mekanik dayanikliiga sahiptir ancak yine de operasyonel
uygulamalarda sorunlarla karsilasiimaktadir. Boncuk yogunluklari suya ¢ok yakindir ve dokusu
¢ok yumusaktir. Bu calismada kitosan, mekanik kararhligi artirmak igin karbon nanotiip
(Multiwalled carbon nanotube, MWCN) ve perlit gibi materyaller ile karistirildi, hazirlanan
suspansiyon tripolifosfat igerisine damlatilip kompozit boncuklar olusturuldu. Bu sekilde kitosan
boncuklarin yogunluk ve mekanik gucu artacak ve uygulama alanlar genigleyecektir.
Hazirlanan kompozit tasiyicilarin  kararkterizasyonu fourier transform infrared (FTIR)
spektroskopisi, taramali elektron mikroskopu (SEM) ve termal gravimetrik analiz (TGA) ile
yapildi. immobilizasyon kosullari optimizasyonu amaciyla capraz baglama siiresinin etkisi,
enzim baglama siresinin etkisi ve enzim konsantrasyonunun etkisi incelendi. ECH ile optimum
gapraz baglama suresi kitosan-perlit kompozit boncuklar igin 4 saat, kitosan-MWCNTs kompozit
boncuk igin 17 saat bulundu. Lipaz enziminin optimum baglanma suresi ¢apraz bagl her ikKi
kompozit boncuk i¢inde 24 saat ve optimum enzim konsantrasyonu 2 mg/ml bulundu. Bununla
birlikte hem serbest hem de immobilize lipaz aktivitesi Gzerine pH'in etkisi ve sicakligin etkisi
incelendi. Optimum pH degeri serbest enzim icin pH 7,0, iki farkli tagiyiciya immobilize edilmis
enzim ic¢in ise bir birim alkali boélgeye kayarak pH 8,0 bulundu. Serbest enzim igin optimum
sicaklik diizeyi 40 °C olarak belirlenirken kitosan-perlit ve kitosan-MWCNTs igin bu deger 50 °C
olarak belirlendi. Serbest ve immobilize enzimin sicaklik, pH ve depolama stabiliteleri
karsilastirilarak, immobilize lipaz enziminin tekrar kullanilabilirligi incelendi. Kompozit tasiyicilar
Uzerine immobilize edilen lipaz enziminin yiksek sicakliklarda serbest enzime gére daha stabil
oldugu gorulda. Gelistirilen ydntemle immobilize lipazin her pH dizeyinde stabilitesinin arttigi ve
pH stabilite arahdinin genigledigi goéruldi. Serbest ve immobilize enzimlerin depolama
stabiliteleri incelendiginde, immobilize enzimlerin serbest enzime kiyasla daha yuksek stabilite
gOsterdigi g6zlemlendi. 40 ginlin sonunda; +4 °C de kitosan-perlit kompozit boncuk Uzerine
immobilize edilen lipaz icin % kalan aktivite degeri %59; kitosan-MWCNTs kompozit boncuklar
Uzerine immobilize edilen lipaz igin % kalan aktivite degeri %63 olarak hesaplanirken bu deger
serbest enzimde %20 olarak olguldi. Oda sicakliginda ise kitosan-perlit kompozit boncuk
Uzerine immobilize edilen lipaz icin % kalan aktivite degeri %48; kitosan-MWCNTs kompozit
boncuklar Gizerine immobilize edilen lipaz igin % kalan aktivite degeri %55 olarak belirlenirken
bu deger serbest enzimde %5 olarak bulundu. Ayrica immobilize lipazin tekrar kullanilabilirligi
incelendiginde; kitosan- perlit ve kitosan- MWCNTs kompozit tasiyici lizerine immobilize edilen
lipaz enziminin sirasiyla 15 kez ve 13 kez tekrar kullanim sonrasinda % 50 aktivitesini korudugu
g06zlendi.

Anahtar kelimeler: Lipaz,kitosan,kompozit, immobilizasyon, perlit, MWCNTSs

Xl



ABSTRACT

Lipases (triacylglycerol hydrolases, EC 3.1.1.3) are the enzymes which catalyze the
hydrolysis or synthesis of fats and oils. In addition to biochemical and physiological properties of
lipases, they become subject of research due to industrial applications. Lipases are commonly
found enzymes which hydrolyze solid-liquid oils to free fatty acids, diacylgliserols,
monoagilgliseroller and glycerol. They also catalyze reactions Ilike esterification,
transesterification, aminolysis in the organic solvents. Because of a wide variety of reactions
they can be use in the separation of racemic mixtures, synthesis of new surfactants and
pharmaceuticals, oil transformations and detergent manufacturing. Given the economic point of
view, the use of lipase in industrial scale, an immobilization is required. Immobilized enzymes
are preferred to natural enzymes because they can be reused for many times, and for a long
time, they can be applied to continuous operations, they are stabile and resistant to
environmental conditions (pH, temperature, etc.).

In this study, porcine pancreatic lipase enzyme was immobilized on composite carries
which was prepared by economical and inexpensive biopolymer such as chitosan. Chitosan is
widely used in laboratory-scale studies for immobilization of enzymes although there are some
obstacles for industrial applications. Cross-linked chitosan beads have greater mechanical
strength, but they still have problems with operational applications. Density of the beads is very
close to water and its texture is very soft. In this study, chitosan mixed with carbon nanotube
(Multiwalled carbon nanotube, MWCNTSs) and perlite for increasing the mechanical strength
than the suspension dropped in tripolyphosphate solution. Characterization of composite beads
was done by fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy, scanning Electron microscopy
(SEM) and the thermal gravimetric analysis (TGA). To optimize the immobilization conditions,
effect of crosslinking time, enzyme immobilization time and effect of lipase concentration were
examined. Optimum ECH crosslinking time was found as 4 hours and 17 hours for chitosan-
perlite and chitosan-MWCNTSs respectively. Optimum enzyme immobilizasyon time was found
as 24 hours for chitosan-perlite and chitosan-MWCNTS composite beads. Optimum enzyme
concentration was determined as 2 mg/ml for both of them. In addition, effect of pH and
temperature on the activity of free and immobilized lipase was examined. The optimum pH of
the immobilized lipase was shifted slightly to the alkaline region relative to the free enzyme and
it was found as pH 8.0 for both carriers. Optimum temperature of free lipase was reported as 40
°C and it was found as 50 °C for the enzyme immobilized on both chitosan-perlite and chitosan-
MWCNTSs. Also, thermal, pH and storge stability of free and immobilized enzyme was compared
and the reusability of immobilized lipase was examined. The thermal stability of immobilized
lipase was better than that of the free lipase. The immobilized enzyme was more stable than its
free form in this pH range. For the developed method, immobilization lipase was showed
greater storage stability than free enzyme. At the end of 40 days, while free lipase had 20%
remaning activity, this value was calculated as 59 % and 63 % for lipase immobilized on
chitosan-perlite and chitosan-MWCNTs composite beads respectively at +4 °C. At the end of
same period of storage, free lipase had 5 % remaning activity and this value was calculated as
48 % and 55 % for lipase respectively at room temperature. When reusability of immobilized
lipase was examined, it retained 50 % of its original activity after 15 and 13 reuses when lipase
immobilized on chitosan-perlite and chitosan-MWCNTs composite beads respectively.

Key Words: : Lipase, chitosan, composite, immobilization, perlite, MWCNTs
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1. GIRIiS

Enzimler, canh hiicrede meydana gelen metabolizma reaksiyonlarinin pek ¢odunu hizlandiran
veya duzenleyen protein yapisindaki biyolojik katalizérlerdir. Enzimler biyolojik hucre tarafindan
biyolojik kosullarda sentez edilmesine ragmen aktivite gostermeleri igcin hicre iginde
bulunmalarina gerek yoktur. Bu o6zelliinden dolayl enzimler birgok bircok alanda yarar
gostermektedirler. Bu nedenle enzimlerin yer aldiklari dokularin veya hicre kisimlarinin
belirlenmesi, biyokimyasal reaksiyon islevlerinin ortaya ¢ikarilmasi, etki mekanizmalarinin ve
kinetik 6zelliklerinin tim ayrintilariyla incelenmesi ve enzimlerin saflastirilarak elde edilmesi
blylk 6nem tasimaktadir.

Sistematik adi triacilgliserol acilhidrolaz olan lipazlar kati sivi yaglari, serbest yad asitleri,
diagilgliseroller, monoagilgliseroller ve gliserollere hidroliz eden, olduk¢a yaygin olarak bulunan
enzimlerdir. Yaglarin hidrolizini veya sentezlenmesini katalizleyen enzimler olan Lipazlar
(triacilgliserinester hidrolazlar, EC 3.1.1.3), biyokimyasal ve fizyolojik O6zellikleri yaninda
endustriyel uygulamalari nedeniyle de arastirma konusu olmaktadir. Lipazlar, bunun yani sira
organik ¢ozgenlerde esterifikasyon, transesterifikasyon, aminoliziz gibi ¢ok cesitli reaksiyonun
katalizini de gergeklestirirler. Katalizledikleri bu ¢ok cesitli reaksiyonlar nedeniyle rasemik
karigimlarin ayrilmasi, yeni surfaktanlarin ve farmasoétiklerin sentezi, yag dénisimleri, deterjan
uretimi gibi oldukga genis endustriyel kullanim alanina sahiptirler. Ekonomik agidan
disunilduginde, lipazin endistriyel dlgekte kullanimi immobilizasyonunu gerektirmektedir.
immobilize enzimler birgok kez ve uzun siire kullanilabilmesi, siirekli islemlere uygulanabilmesi,
kararl olmasi, cevre kosullarina(pH, sicaklik, vs) dayanikli olmasi gibi sebeplerden dolayi dogal

enzimlere gore daha ¢ok tercih edilirler.

1.1.  immobilizasyon

Bilindigi gibi enzimler suda ¢6zinen, spesifik katalizérlerdir. Endustriyel uygulamalarin ¢ogu
sulu ¢ozeltilerde gerceklestirildiginden katalizdr olarak kullanilan serbest enzimin aktivitesini
yitirmeden geri kazanilmasi olanak digidir. Serbest enzim, tepkime ortamindan istenilen anda
uzaklastirimadigindan tepkimenin kontroll ¢ok gugctur hatta cogu kez olanaksizdir. Tepkimenin
istenilen anda durdurulmasi igin inhibitér katilmasi duslndlebilir. Ancak serbest enzim
tarafindan kirletilmis olan tepkime Urtinlerine bdylece yeni bir kirlilik unsuru eklenmis olacaktir.
Urin ve Granlerin bu kirlilik unsurlarindan aritilmasi maliyeti gok arttirmaktir. Yukarida sayilan
teknik ve ekonomik problemler den dolayr serbest enzim yerine immobilize enzim
kullanilmasinin daha uygun olabilecedi dusunudlmis ve bu amagla immobilize enzimlerin
hazirlanmasi ve teknolojide kullanimi son senelerde blyuk énem kazanmistir [Bickerstaff,
1997].



Enzimler, suda c¢dzinmeyen bir tasiciya fiziksel veya kimyasal olarak baglanarak, suda
¢bzinmeyen urin veren bir kopolimerizasyona enzim molekilinin monomer olarak
katilmasiyla ve suda ¢ézinmeyen bir matriks veya suda ¢6zinmeyen mikrokapsullerde
tutuklamakla immobilize edilirler [Telefoncu,1986; Manecke, 1953 ; Braanderberger,1955].
immobilizasyon kelime anlami olarak, “ tutuklanmis, hareketi sinirlandiriimis, ¢éziinmez hale
getirilmis” demektir. Enzimlerin ya da mikroorganizmalarin fiziksel ve/ veya kimyasal
yontemlerle katalitik aktifligini koruyarak, tekrar, sirekli kullanimini saglamak amaciyla organik
veya inorganik tagiyicilara ( destek maddesi) tutturulmasidir [Zaborsky,1977].

Tarihte ilk enzim immobilizasyonu 1916 yilinda Nelson ve Griftin tarafindan adsorpsiyon
yontemiyle yapilmistir. Nelson ve Griftin sakkarozu hidroliz etmek i¢cin maya invertazini mangal
kémiriine adsorbe etmislerdir. immobilize enzimlerin pratik olarak ilk kullanimi ise Grobhofer ve
Scheilth (1954) tarafindan yapilmistir. Arastirmalarinda; karboksipeptidaz, diastaz, pepsin ve
ribonlkleaz enzimlerini poliaminostiren reginesine kovalent baglanma ile immobilize etmisler ve
bu immobilize enzim tlrevlerinin kinetik parametrelerini incelemiglerdir. Daha sonra da
immobilizasyon c¢alismalari dinyanin her tarafinda yayginlasmis ve gesitli enzimler degisik

amaglarla immobilize edilmistir [Aksoy, 2003].

Immobilize Enzimin Dogal Enzime Gére Ustiinliikleri;

-Tepkime sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme v.b.) ve Grinlerin
enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz.

- Defalarca kullanilabilmekte ve bu da Uretim maliyetini digirmektedir.

-Cevre kosullarina (pH, sicaklik, v.s.) karsi daha dayanikhdir.

- istenildigi anda ortamdan uzaklastirilmasi miimkiin oldugundan reaksiyonlarin

kontrolli yuritilmesi saglanmaktadir Birgok kez ve uzun sire kullanilabilir.

-Dogal enzime oranla daha kararhdir.

-Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

-Bazi durumlarda serbest enzimden daha yuksek bir aktivite gdsterebilir.

-Enziminin kendi kendini pargalamasi olasiligi azalr [Telefoncu,1986 ; Turk, 2008 ].

1.1.1  Enzim immobilizasyon Yéntemleri

Temel immobilizasyon yontemleri tutuklama ve yilizey immobilizasyonu olarak iki ana gruba
ayrilabilir. Bazi hallerde hapsetme ve yilzey immobilizasyonu birlikte kullaniir. En uygun
immobilizasyon metodu ve destek materyalinin segimi, enzime ve 6zel uygulamalara bagl
olarak degisir. Destek materyalin seciminde en 6nemli kriter; destek materyalin baglama
kapasitesidir. Bu da onun yuk yodunluguna, fonksiyonel gruplarin 6zelligine, sudan

etkilenmemesine baghdir [Atalan,2006].
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Sekil 1.1: Enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandiriimasi [Telefoncu,1986, Wiseman,
1975, Hartmeier, 1968]

1.1.1.1. Tutuklama

Tutuklama ydnteminde, enzim molekill belirli bir mekanda durmaya zorlanmaktadir. Enzim
bulundugu c¢evreden disariya ¢ikamaz. Bu islem polimer matriks icindeki kafeslerde
gerceklestirilebilecedi gibi yari gegirgen membranlar iginde mikrokapsuilleme ve miseller ile de
gergeklestirilebilir. Bu yontemi, kovalent baglama ve g¢apraz baglama ile immobilizasyondan
ayiran en énemli 6zellik enzim molekilinln fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir tagiyiciya

baglanmamis olmasidir [Telefoncu, 1986].

1.1.1.1.a. Kafeste Tutuklama

Yoéntem c¢apraz bagl polimerlerin bosluklari iginde enzimin tutulmasi esasina dayanir. Bu
yontemde enzim igceren monomer ya da polimer ¢ozeltilerine uygun bir kimyasal baslatici, UV

veya Y-isinlari uygulayarak yiuksek oranda gapraz bagl bir polimer agi olusturulur.

Sekil 1.2: Enzimin Bir Tasiyic igerisinde Tutuklanmasi



Enzim molekulleri fiziksel olarak polimer kafes igerisinde tutulur ve jel matriksin digina ¢ikamaz
fakat substrat ve Uriin surekli kafes igine giris-¢ikis yapabilir. Enzim kimyasal degisime ugramaz
ve enzimin intrinsik 6zelliklerinde herhangi bir degisim gbézlenmez. Ayrica bu yéntemde farkli
fiziksel formlarda suda c¢oziinmeyen enzim tlrevleri hazirlanabilir. Jelatinimsi yapiya sahip
enzim tdrevleri, immobilize bir enzimin hem dizenli hem de dizensiz ylzeyler lizerinde kolayca
depolamasini saglar. Capraz bagh polimer olusturarak enzim hapsedilmesinde en ¢ok kullanilan
polimer, N,N-metilen-bis-akrilamit ile ¢apraz baglanarak olusturulan poliakrilamittir [Karadag,
2001].

Bu yontemin avantajlari su sekilde siralanabilir.

- Capraz bag olusumunda kullanilan gama veya UV isinlari enzimin yapisini ve aktifligini
kimyasal metotlara gére daha az etkiler.

- Ortamdaki monomer ve capraz baglayici derigimini degistirerek farkli biyiklikte gézenek
boyutuna sahip polimerik kafesler elde edilebilir.

- Polimerlesme kolay ve hizli bir sekilde gergeklesebilmektedir.

Yoéntemin dezavantajlari ise,

- Capraz bagh polimer aglarindan enzimin sizmasi,

-Kuglk hacimli substratlar igin sinirli olmasi

- Makromolekiler substrat igin disik aktiflik gdstermesidir [Lante et al, 2000, Dodor et al, 2004,
Dias et al, 2004, Zamora et al, 2003].

1.1.1.1.b. Mikrokapsilleme yéntemi

Enzim molekdillerinin yari gegirgen bir membran iginde tutuklanmasi esasina dayanir.
Mikrokapsillerin blyiklugu 1-100 p arasinda degismektedir. Yarigecirgen membranin gézenek
¢aplari; substrat molekdullerinin kapsul igine girisine ve Griin molekillerinin disari ¢ikigina olanak
verecek bir bluyuklikte olmalidir. Substrat molekdlleri ne kadar kiglkse bu ydntem ile
immobilize edilmis enzimin verimliligi o Ol¢cide yiksek olacaktir. Yontemin temeli zarin
gecirgenligine dayanadigindan gézenek capindan buylk olan molekiller zar disina ¢ikamazlar.
Bu ydntemden kugiuk molekdl agirlikli Griin eldesinde faydalanilir. Mikrokapsuller genellikle

kureseldir.
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Sekil1.3: Yari gecirgen zarda tutuklama



Yéntemin avantajlari;

- Bu yontemle immobilize edilmis enzimler gift secimlilik gdsterebilirler. Segimliligin biri dogal
olarak enzimin kendisinden gelirken ikinci segimlilik cergeveyi olusturan vyari gegirgen
membrandan gelebilir.

- Mikrokapsdullerin herhangi bir tasiyiciya bagli enzime kiyasla enzim-substrat kontagini daha
kolaylastiracak dlgude blyUk bir ylizeye sahip olmalari.

- Ayni anda birden fazla enzim immobilize edilebilir.

Yéntemin sakincalarr,

-Mikrokapsulleme islemi sirasinda enzim inaktive olmaktadir.

-immobilizasyonda derisik enzim ¢ézeltisi kullaniimaktadir.

-Enzimin yari gegirgen membrani i¢ ylizeyinden asindirma olasiligi vardir.

-immobilize enzim ancak disiik molekil agirlikli substratlara karsi aktivite gdstermektedir.

Bdylece enzimin katalizér olarak kullaniima alanlari sinirh olmaktadir.

1.1.1.2. Capraz Baglama

Kiglik molekulli bir veya multi-fonksiyonel reaktifler enzim molekdlleri arasinda baglar yaparak
sonugta suda ¢dziinmeyen komplekslerin olusmasini saglarlar. Capraz baglama derecesi ve
immobilizasyon, protein ve reaktif konsantrasyonuna, pH'ya ve immobilize edilecek enzime ¢ok
bagimhdir. inter molekiler baglanmalar yaninda intramolekiiler baglanmalar da sdz konusudur.
Enzimleri immobilize etmek icin tek bir islemde iki veya ¢ok fonksiyonel maddelerin kullaniimasi
bu yonteme blylk bir avantaj kazandirmaktadir. Enzimin yapidan sizmasi da oldukga gugtur.
Yoéntemin uygulanmasi esnasinda olusan kontrol zorlugu, enzim aktivitesinde ve aktif
merkezinde meydana gelebilecek degisimler yonteme dezavantaj olarak yansimaktadir. En ¢ok
kullanilan capraz baglama reaktifleri; glutaraldehit, klorformat ve karbonildiimidazol, metal

iyonlari ve epiklorohidrindir.

Sekil 1.4: Capraz baglanma



Bu yontem ile enzim immobilizasyonu dért farkl sekilde gergeklestirilir;

a) Enzimin yalniz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

b) Enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

c) Enzimin suda c¢o6ziinen bir taslyicida adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel reaktif ile
reaksiyonu

d) Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyici ile reaksiyonu

En c¢ok kullanilan c¢apraz baglama reaktifleri; glutaraldehit, karbonildiimidazol,heterosiklik
halojenlrler, bioksiranlar, divinilsilfonlar, p-benzokinon, gecis metal iyonlan ve
epiklorhidrinlerdir.

Capraz baglama reaksiyonlari ¢ok yumusak kosullarda gerceklesmediginden bazi durumlarda

onemli 6lglide aktivite kaybi1 s6z konusudur.

1.1.1.3. Taslyiciya Baglama

Taslyiclya baglamada bir protein olan enzim molekilinin yapisindan yararlanilir. Molekdl
yuzeyindeki fonksiyonel gruplar iyonik gruplar ve hidrofobik bdlgeler bu baglamada rol alirlar
[Teke,2008]. Enzime godre tasiyici segimi gok dnemlidir. Taslyici segiminde; partikl blyukIugu,
toplam ylizey alani, hidrofilik gruplarin hidrofobik gruplara orani ve tasiyicinin kimyasal bilesimi

gibi élgiitler esas alinir [Oztiirk,2006].

Tagiyiclya baglama ybntemlerinin avantajlari:

1. Reaktif tasiyiclya enzim baglanmasi kolaydir ve bagh olmayan enzim ykama ile
uzaklastirilabilir.

2. Kati tasiyiciya bagli katalizator kullanishdir (sizme veya santrifijleme ile ayrilirlar).
3. Reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirilabilirler.

4. Urdnleri kirletmezler.

5. Taslyicinin yapisina bagimli olarak yeni spesifiklikler kazanabilir.

6. Degisik fiziksel formlarda (tabaka, partikul, fiber vb.) imal edilebilirler.

Tastyiciya baglama yéntemlerinin dezavantajlari:

1. Enzim immobilizasyon kogullarindan etkilenebilir.

2. Baglanma aktivite i¢in zorunlu aminoasit artiklar Gzerinden gerceklesebilir.

3. Enzimin tasiyiciya baglanmasi 6zel ve masrafli preparasyonlari gerekli kilabilir.

4. Polimer tasiyicinin sebep oldugu sterik engelleme nedeniyle aktivite azalabilir.



1.1.1.3.a. Kovalent Baglama

Enzim ile suda ¢bézlinmeyen aktiflestiriimis destek arasinda kovalent bag olusumu enzimlerin
immobilizasyonu igin sik¢a kullanilan bir tekniktir. Bu teknik, enzim tirevlerinin kararli olmasini

saglar ve enzimin ¢bzeltiye gegmesini engeller.

MY

Sekil 1.5: Kovalent baglanma

Kovalent baglanma genelde enzimin yapisinin ve fonksiyonel gruplarin bilindigi durumlarda
kullanilir. iki basamakla gerceklesen bu yéntemde, ilk olarak kati destek materyallerinin aktive
edilmesi gerekmektedir. Bu dogrultuda, destek materyali amino, karboksil v.s. gibi fonksiyonel
gruplar tasimahdir. Bu fonksiyonel gruplarin yapisina bagh olarak glutaraldehit, karbodiimid,
epiklorhidrin v.s. gibi cesitli aktifleyici ajanlar kullanilarak immobilizasyon isleminin birinci
basamagini olusturan yiizey modifikasyonu gergeklestirilmis olur. ikinci asamada ise enzimin
modifiye edilen destek materyaline kovalent baglanmasi islemi gerceklestirilir. Kovalent
baglanma yoluyla enzim immobilizasyonunda c¢esitli durumlarda, sicaklik, denaturantlar ve
organik ¢dzicullere karsi yuksek diren¢ kazandirdidi gdsterilmistir. Bu gelismelerin kapsami,
enzimin dogasi, destek materyalinin tipi ve immobilizyon kosullara bagl olmaktadir. Bu
yontemin sundugu en énemli avantaj, enzim ve destek arasinda olusan bagin gugli olmasindan
dolayl enzimin yapidan sizmasinin gig¢ olusudur. Kovalent baglanmada kullanilan yéntemlerin
pahall ve karmasik olmasi, zor deney kosullari altinda enzim yapisinin bozulmasi ya da enzimin
aktif bdlgesinin maskelenmesi bu ydntemin kullanimini kisitlamaktadir [Wiseman et al,1995,
Arica, 2000].

1.1.1.3.b. Adsorpsiyon

Enzim immobilizasyon teknikleri arasinda yer alan adsorpsiyon yontemi; islemin basit ve ucuz
olmasi, yuksek katalitik aktivite saglamasi ve en onemlisi tutuklu enzimin inaktivasyonundan
sonra destek materyalinin tekrar tekrar kullanilabilmesine olanak sunmasi gibi nedenlerden

dolayi diger metotlardan daha ylksek bir ticari potansiyele sahiptir.
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Sekil 1.6: Fiziksel Adsorpsiyon

Yontem; yizeyi aktif, suda ¢oziinmeyen bir tasiyici destek materyalinin enzim cozeltisiyle
karigtirlmasi ve enzim fazlasinin yikanarak uzaklastirimasi temeline dayanir. Enzimin,
tasiyiclya baglanmasinda wan der waals, hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglari etkilidir.
immobilizasyonda etkili olan bu baglar, zayif baglar olmasindan dolayi, immobilize enzim,
islemler esnasinda destek materyallerinden uzaklasabilir.

Bu durum, adsorbsiyon ile immobilizasyon yéntemine dezavantaj kazandirir. Prensip olarak bir
proteinin aktif ylzeylerde adsorbsiyonu tersinir bir islem olabilir. Bununla birlikte adsorpsiyon
genellikle cok gugli degildir ve adsorbe olan enzimlerin bir kismi yikama ve islem sirasinda
desorbe olur. Bu sebepten dolayl adsorpsiyon yoluyla geri donlisumli enzim tutuklanmasi,
enzim ve destek materyali arasinda cok gicli hidrofobik ya da iyonik etkilesim gerektirir
[Edwards et al,1999].

1.1.1.3.c. iyonik Baglama

iyonik baglanma, enzimlerin bir matrikse 6zel olarak baglanmasini saglar. Yéntem enzimin
suda ¢éziinmeyen ve iyon degistirici kalintilari igeren bir tasiyiciya iyonik baglanmasi esasina
dayanmaktadir. Enzimlerin optimum aktiviteye sahip olduklari pH’da tasidiklar net yuke bagl
olarak, negatif veya pozitif ylk tasiyan iyon degistirici regineler iyonik adsorbsiyonda
kullanilmaktadir. Basit, ucuz ve kisa bir ydntem olmasi, enzimde ve matrikste bir degisikligin
meydana gelmemesi, islemin tersinir olmasi ve desorpsiyon sonucu matriksin geri
kazanilabilmesi bu metodun avantajlaridir. Dezavantajlari ise, enzimin matrikse zayif

etkilesimlerle baglanmasindan dolayi enzimin sizinti yaparak Urtnu kirletmesidir.



Sekil 1.7: iyonik baglanma

iyonik baglanma metodunda kullanilan tasiyicilar; organik (seliiloz, dekstran) ve inorganik
(silika) destek maddeler ile iyon degistirici kalintilarindan tireyen iyon degistiricilerdir. Genellikle
tasiyici olarak iyon degistirici merkezleri bulunan polisakkaritler ve sentetik polimerler
kullaniimaktadir. Tasiyicilar, iyon degistirici kalintilarina bagli olarak anyonik veya katyonik
degistirici olarak isimlendirilirler. Fiziksel adsorpsiyonda oldugu gibi iyonik baglanmada da
immobilizasyon islemi kolaylikla gerceklesmektedir. Enzim ile tasiyici arasindaki baglanma
kuvvetleri fiziksel adsorpsiyonda oldujgundan daha kuvvetli ancak kovalent baglanmada
oldugundan daha zayiftir. Bu nedenle de enzimin taslyicidan sizma olasili§i vardir. Bu durum
genelde iyonik kuvvetin yiksek oldugu substrat ¢ozeltilerine ya da pH degisimlerine neden
olmaktadir. iyonik baglanmada operasyon kosullari kovalent baglanmadakine gére daha hafiftir,
enzimin konformasyonunda ve aktif merkezindeki degisiklik azdir. Bu nedenle genellikle

immobilize edilen enzimin aktivitesi yiksek olmaktadir [ Aehle, 2004 ].

1.1.2. immobilizasyon metodunun segimi

Basarili bir immobilizasyon igin asagdidaki faktérler goéz éniinde bulundurulmahdir.

1- Enzim reaksiyonun yuritulecegi kosullarda kararl olmalidir.

2- Capraz baglayici reaktifler, enzimin aktif uclari ile reaksiyona girmemelidir veya capraz
baglayici reaktif enzimin aktif ucuna nifuz etmesin diye olabildigince blyuk olmahdir.

3- Mimkiinse enzimin aktif ucu bir sekilde korunmaldir. Ornegin silfidril enzimleri sistein ile
reaksiyona sokularak korunabilir ve daha sonra enzim tekrar aktiflestirilebilir.
4-immobilizasyonda, baglanmamis enzimi uzaklastirmak igin uygulanan yikama iglemi enzimi
etkilememelidir.

5- immobilize enzim, bazi kimyasal reaksiyonlarda devamli katalizér olarak kullanilacak ise
immobilizasyon metodunu segmeden 6nce reaksiyonun dogasi géz oninde bulundurulmalidir.
6- Son olarak, destek materyalinin mekanik 6zellikleri, 6zellikle fiziksel formu ve mekanik

kararlihgi g6z éniinde bulundurulmahdir. [ Kara,2006]
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1.1.3. immobilizasyonda Kullanilan Tasiyicilar

immobilize enzimlerin 6zellikleri hem enzimin hem de taglyici maddenin ézelliklerine baghdir.
Enzim ile tasiyici arasindaki etkilesimler, immobilize edilmis enzimin pratik uygulamalari igin
enzimin tespit edilmesi gereken fizikokimyasal ve kinetik Ozellikleri hakkinda kesin yargilara
varmak icin katkida bulunur [ Worsfold,1995, Krajewska, 2004 ]. Baglanmis enzim miktari ve
enzimin immobilizasyon sonrasindaki aktivitesi destedin yapisina baglidir. Genel olarak
destegin hidrofil karakteri ve ylzeyi arttikga birim destek basina bagl enzimin miktar da artar.
Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik bircok organik ve inorganik materyal
kullaniimaktadir. Destek membran, suda ¢éziinmeyen kati veya polimer olabilir. Pek ¢ok degisik
dogal veya sentetik malzemeler enzimlerin immobilizasyonunda kullaniimaktadir. Enzimlerin,
kati destek materyallerine immobilizasyonu, surekli isletim kosullari altinda uzun sire
kararliligini korumasi agisindan énem ifade etmektedir..

Enzime gore destek secimi gok dnemlidir. Destek segiminde partikil bUyukItgu, toplam ylzey,
hidrofilik gruplarin hidrofobik gruplara orani ve destegin kimyasal bilesimi kriterleri esas alinir
TUm enzimler ve enzim uygulamalari igin genel bir tasiyici bulunmamasina ragmen, tasiyici
olarak kullanilacak maddelerde aranilan bir gok 6zellik olmalidir. Bunlar:

* Proteinlere karsi yiksek ilgi

» Kimyasal modifikasyonlar ve enzimle direkt olarak reaksiyona girebilmesi icin gerekli
fonksiyonel gruplarin varhgi

* Hidrofiliklik

+ Secilen biyotransformasyon icin farkli geometrik sekilerde ve istenilen yuzey alanlarinda
hazirlanabilme kolayhgi

» Genis yuzey alani

+ Kimyasal kararliliginin yiksek olmasi

» Uygun tanecik ¢api / boyutu (0.2-1 mm / 30-60 nm)

« iyon degistirebilme kapasitesinin yilksek olmasi

* Sisme kabiliyetinin disik olmasi

» Mikrobiyel kararliliginin yiksek olmasi

« insan ve gevre sagligina zarar vermemesi

» Elastikiyetinin yeterli olmasi

+ Maliyetinin diguk olmasi

* Dogal ortamlara zarar vermeyecek maddelere indirgenebilmesi [Worsfold,1995, Krajewska,
2004 ],

» Gdzenekli (pordz) yapl,

* Rejenere olabilme,
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» Kovalent baglanmada kullanilacak destekler iliman kosullarda reaksiyon verebilen fonksiyonel

gruplar tagimali.

1.1.3.1. immobilizasyonda genel olarak kullanilan tagiyicilarin siniflandiriimasi

Enzim immobilizasyonunda yukaridaki 6zelliklerin biylk bir kismina sahip inorganik, dogal
kaynaklardan elde edilen organik ve organik sentetik tasiyicilar gibi ¢cok cesitli tasiyicilar

kullanilabilir [Worsfold,1995].

Cizelge 1.1: Yaygin olarak kullanilan tasiyicilar

Anorganik Dogal Polimerier Sentetik Polimerier
Kil , cam Sellloz Polistiren tlrevier
Silikajel Misasta Poliakrilamitler
Bentonit Dekstran Naylonlar

Hidroksiapatit

Agar ve agaroz

Vinil ve alil polimerleri

Titandioksit Karragenan Oksiranlar
Zirkonyumdioksit Kollojen Metakrilat polimerleri
Mikeloksit Kitin ve kitosan lyon degistirici regineler
Pomza tasi Jelatin Maleik anhidrit polimereri
AKktif karbon Albiimin

Metaller Ipek

Metal oksitler Aljinat

1.1.3.2. immobilizasyonda kullanilan tasiyicilardan bazilan

1.1.3.1.a. Kitin

Kitin, immobilizasyonda tasiyici olarak kullanilan kompleks bir molekuldir. Hayvan ve bitkilerde
bol miktarlarda bulunur. En yodun hayvansal kitin kaynaklari, yenge¢ ve karides gibi deniz
kabuklulari, yumusakgalar sinifindan bazi hayvanlar, kalamarin omurgasi ve bodceklerin
kabuklardir. Bitkilerde ise deniz algleri, protozoa ve ¢ok sayida mantar turlerinin hicre
duvarlarinda kitine rastlanir.

Kitin, B-(1-4)-2-asetamido-2-deoksi-D-glukopiranoz, lineer bir polisakkarit olup N-asetil-
glukozamin yan zincirlerine sahiptir. Kitinin biyolojik uyumu, zararsiz Uriinlere ayristirilabilmesi,

zehirsiz olusu, fizyolojik inertligi gibi nadir bulunan biyolojik ézellikleriyle birlikte, proteinlere karsi
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olaganustu affinitesi, hemostatik, fungistatik, antikolosteremik nitelikleri, ok genis bir uygulama
alani bulmasini saglar.

Kitin sellilozdan sonra dogada en sik rastlanan polisakkarittir. Kitin, selllozun ikinci
karbonundaki hidroksil grubunun asetamid grubuyla yer degistirmis seklidir. X-isin1 analizlerinde
selliloz ve kitin benzer yapilar gdstermektedir. Kitin, immobilizasyon digsinda atik sularin
aritilmasinda metal iyonlarinin ayristiriimasi ve igme sularinin saflastiriimasinda, kozmetik
sanayinde sa¢ ve cilt bakiminda, gida sanayinde antikolesterol ve yagd baglayici olarak, tarimda

bdcek ilaci olarak, veterinerlik uygulamalarinda ve medikal uygulamalarda kullaniimaktadir.

0OH OH
//
q—l 0
0
H IIQH
=0 ¢=0
CHs3 CHs3

Sekil 1.8: Kitinin yapisi

1.1.3.1.b. Kitosan

Kitosan, citinden tiretilen modifiye bir polisakkarittir, kitinin deasetilizasyonu ile Uretilmektedir.
Kitosan, D-glukozamin ve N-asetil-D-glukozaminin deasetilasyonuyla [(-(1-O-4) seklinde
baglanmasiyla olusan bir polisakkarittir.

OH OH OH
s
0 0
‘o Hm%m
NH2 NHa

Sekil 1.9: Kitosanin yapisi

Kitin yengeg, karides ve istakozda bulunan dogal bir kaynaktir. Kitosan diger liflerden farkli
olarak pozitif yUkli amino gruplari icermektedir. Bu pozitif yik negatif yuklu lipitleri ¢ektiginden,
kitosan bir yag baglayici olarak kullaniimaktadir. Bu sayede yag ve kolesterol emilimini bloke
eder, toplam kalori alinimini azaltir, yemekten sonraki insulin tepkimesini diizenler, kolesterol
seviyelerini dugurur ve doygunluk hissini arttirir. Yulaf gibi diger liflerle beraber kullanildiginda

etkisinin daha da arttigi goérulmastar.
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Kitosan ¢ok farkh kimyasal ve biyolojik Ozelliklere sahiptir. YUksek molekdl agirlikh lineer
poliglukozamin zincirinde, kimyasal modifikasyonlara uyumlu reaktif amino ve hidroksil gruplar
icerir. Buna ek olarak dogada c¢ok az rastlanan bir sekilde icerdigi amino gruplari kitosani
katyonik polielektrolit (pKa = 6.5) hale getirir. Bu esas da kitosana 6zgll bir nitelik saglar:
kitosan pH<6.5 olan sulu asidik ortamlarda ¢oziilebilir ve eriyik —~NHs" gruplarinda yiiksek pozitif
yuke sahip olup negatif yUkli ylizeylere yapisir, poliiyonik bilesiklerle birlesir ve adir metal
iyonlarini gelatlar. Hem asidik c¢ozeltilerdeki ¢bzinmesi hem de polianyonlarla agretasyonu
kitosanin mikemmel bir jel olusturma niteligine sahip olmasina sebep olur.

Ucuz ve dogal bir polimer olmasi kullanim alanlarini arttirmigtir.  Bitkileri zarar
mikroorganizmalardan korumada, cesitli filtrasyon islemlerinde, protein ayirmada, hicre geri
kazaniminda ve kromotografik uygulamalarda kullanilabilmektedir. Ayrica, gida sanayinde boya
maddelerinin ayrilmasinda, renk stabilizasyonunda ve hayvan yemi Kkatkisi olarak
kullaniimaktadir. Atikk su aritmada metal iyonlarinin ayriimasini saglamakta, tarimda
gubrelemede kullaniimaktadir. Medikal uygulamalarda bandajlarda, kontak lenslerde, cilt
yaniklarinda, kanda kolesterol diizeyinin belirlenmesinde genis bir kullanim alanina sahiptir. Ek
olarak, kozmetik sektoériinde, nemlendiricilerde, el, yiz, viicut krem ve losyonlarinda kitosandan
yararlaniimaktadir

Kitosan ile enzimlerin immobolizasyonunda; kitosan ¢dzeltisine enzim ilave edildikten sonra, bu
cozelti %2’'lik TPP( veya NaOH) ¢ozeltisine damla damla ilave edilir. Kitosan TPP ile temas
ettiginde suda ¢dztiinmeyen kurecikler meydana gelir. Zamanla enzim molekdlleri bu jellerden
digari sizarlar. Bu sizmayl Onlemek icin capraz baglayicilar (glutaraldehit, ECH gibi )
kullanilarak taneciklerin mekanik etkilere kargi dayanikliigi arttinimakta ve enzimin digari

sizmasi 6nlenmektedir.

1.1.3.2.c. Perlit

Perlit asidik karakterli volkanik bir camdir. Perlit, isiyla genlesme &zelligi olan, genlestirildiginde
cok hafif ve gdzenekli hale gecen bir kayagctir. Perlit kelimesi hem ham perlit ve hem de bunun
genlegtiriimesiyle elde edilen Urin igin kullaniimaktadir. Cesitli perlit kayaclari renk ve yapi
itibariyle birbirinden farklilik gosterebilmektedir. Ham perlitin rengi saydam acik griden parlak
siyaha kadar degisebilmektedir. Genlestiginde ham perlitin rengi tamamen beyazlasmaktadir.
Perlitte en 6nemli 6zellik, hidrasyona ugramis camsi silika yapisindaki %2-5 arasinda bilesik
halinde igerdigi sudur ve bu su perlitin kararliligini saglamaktadir.

Perlit baglica, insaat sektériinde, tarim sektoriinde ve sanayi sektériinde kullaniimaktadir.
Dinyada perlitin %35 i siva agregasi olarak, %25 i beton agregasi olarak, %23 U filtre
malzemesi yapiminda, %8 i yalitim malzemesi yapiminda, %4 U tarimda ve % 5i diger alanlarda

kullaniimaktadir.
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Ham perlite 6gitme ve boyutlandirma islemlerinin uygulanmasinin ardindan, ham perlit 400
OC’ye kadar én isitmaya tabi tutulmaktadir. On isitmanin ardindan ham perlit 750-1200 ©
arasinda ani olarak isitildiginda binyesinden c¢ikan buharin etkisiyle genleserek camsi
tanelerden olusan bir koplk agregasina doniismektedir. Ham perlit, ilk hacminin 20 katina kadar

genlesebilmektedir. Bu driine genlesmis perlit denilmektedir [www.pertas.net].

Sekil 1.10: Kayag haldeki perlit (A), ham perlit (B) ve genlestirilmis perlitin (C) gdrinimi
Ham perlit ile genlestiriimis perlit farkh fiziksel O6zellikler gdstermektedir. Ham perlit ve
genlestiriimis perlitin fiziksel 6zellikleri cizelge 1.2 ve 1.3 de verilmektedir. Perlitin kimyasal

analizi gizelge 1.4de verilmektedir. °C

Cizelge1.2 Ham perlitin fiziksel 6zellikleri [Devlet Planlama Tegkilati, 2001, Cicek,2002].

Eenk Sivah ve gnmin tenlan
Ozgiil agurhk (kg/m®) 2200-2400
Birim agirhk (kg/m”) 930-2700
Yumusama noktas: (C%) 871-1093
Erime noktas (C%) 1260-1343
Ozgiil 151 (kealkg C°) 0.20-0,23
Sertlik (Mohs) 34
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Cizelge 1.3: Genlestirilmis perlitin fiziksel 6zellikleri [Devlet Planlama Tegkilati, 2001, Cigek,
2002, Turk Standartlari Enstittisu, 1982].

Fenk Beyaz
Ozgill agirhk (kg'm®) 35-300
Birim agirhk (kg'm”) 30-250
Enme nektas: (C%) 1300
a1l iletkenligi (W/mK} .04
Is1l genlesme (m/m K} 4+107-11*10°
Atege karsi dayamm Yanmaz
Ses yutma 0,60

Cizelge1.4: Perlitin kimyasal analizi (%)

Bilesen % Oran
SiO, 71,00-75,00
Al,O3 12,5-18,0
Na,O 2,90-4,00
K,O 4,00-5,00
CaO 0,5-2,00
Fe,0s 0,1-1,5
MgO 0,03-0,5
TiO, 0,03-0,2
MnO, 0,00-0,1
SO, 0,00-0,1
Cr 0,00-0,1
Ba 0,00-0,1
PbO 0,00-0,5
FeO 0,00-0,1
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Bazi uygulama alanlarinda, perlitin yalniz bir 6zelligi 6nem kazanmakla beraber uygulama
alanlarinin gogunda birden fazla 6zelliginin etkili oldugu bilinmektedir. Genlestiriimis perlit, cesitli

uygulama alanlarindan istenen su 6zelliklere sahiptir;

Gbzeneklilik
Gozeneklilik, perlite emicilik ve yilzeyde adsorpsiyon o6zelligi verir. Bu o6zellik perlit

taneciklerindeki bosluk hacminin toplam tanecik hacmine oranin ortalamasi olarak tanimlanir.
Hafiflik
Hafiflik gdzenekliligin bir sonucu olarak ortaya ¢cikmakta ve 6zellikle prefabrik yapi malzemesi ve

dolgu malzemelerinde 6nem tasimaktadir.

Isi ve Ses Yaliticilik

Isi ve ses yaliticilik 6zelligi, hafiflik gibi gozenekli yapinin sonucu olarak belirir ve kendi basina

perlit kullanimini 6zendiren en énemli faktordur.

Kimyasal /nertlik

Perlit kararli kimyasal yapisi ile kimyasal reaksiyonlara girmeyen ve suda ¢dziinmeyen bir
maddedir. Bu 6zelliginden dolayi perlit ¢esitli kimyasal maddelerle birlikte, onlari etkilemeden

kullanilabilmekte, ayrica fiziksel 6zellikleriyle de katkida bulunmaktadir.

Yanmaziik

Anorganik bir yapiya sahip olan perlit, 6zellikle hafiflik ve yalticilikta kendisine rekabet
edebilecek organik kokenli yapay malzemelere oranla yanmazlik Ustlinligine sahiptir.
Yanmazlik 6zelligi yaninda, ylksek sicakliklara uzun sire bozulmadan dayanabilme ve isi
yaliticilik ~ 6zellikleri bulundugundan, yanginda =zarar goérmesi istenmeyen o6nemli yapi

elemanlarinin korunmasinda kullantlir.

Coziiniirliik Ozellikleri

-Konsantre sicak alkali ve hidroflorik asitte ¢ozindr.

-Konsantre mineral asitlerinde az ¢ozinur. ( < %2)

-Seyreltik mineral veya konsantre zayif asitlerinde ¢ok az ¢ozinir ( < %1) Yalgin,1983,
Toydemir,1968].
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1.1.3.2.d. Cok Duvarli Karbon Nanotiip (MWCNTSs)

ilk defa Japon bilim adami Lijima 1991’de yaptii ¢alismalarda karbonun tiip seklinde yapilar
meydana getirdigini gozlemledi. Karbon grafitten "arc-discharge" buharlastirma ydntemiyle
yapilan deneylerde, grafit plakasinin kivrilarak silindir sekline gelmesiyle ici bos boru halinde
tuplerin olustugunu Lijima gézlemledi.

Karbon nanottpler (g farkli yonde olusurlar;

1- Zigzag geometri
2- Sandalye kolu geometri

3- Capraz geometri

ZIGZAG

“w e —~

Sekil 1.11: Karbon nanotlp olugumlari

Karbon nanotupler, geometrilerine bagl olarak yari-iletken ve metalik 6zellik gdsterirler. Hi¢ bir
katki maddesi olmaksizin, nanotlpln, geometrik parametrelerinin degistirimesiyle, elektronik
Ozellikleri de degistirebilir. Tuplerin elektronik uygulamalarda, énemli bir yeri vardir. Cok esnek
ve saglamdirlar [www.nano.gov].

Genel olarak karbon nanotipleri i¢ ice gegcmis tip sayilarina gére tek duvarli (SWCNT), ¢ift
duvarli (DWCNT), ¢ok duvarli (MWCNT) vb. seklinde isimlendirilir. Uzunluklari ve gaplari tretim

yontemlerine gére degdismekle birlikte cap uzunluk orani 100 ile 1000 arasinda degismektedir
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Sekil 1.12: Tek katmanh ve ¢ok katmanl karbon nanotiip modeli

iletken ve elektrik alanina duyarli olduklari icin, elektronik malzeme olarak manyetik ve optik
nanoaygit yapiminda; ayrica hafiza elemani, kapasitor, transistor, diyot, mantik devresi ve
elektronik anahtar yapimi gibi genis bir elektriksel uygulama alani bulunmaktadir
[http://www.nanotube.msu.edu]. Karbon nanofiberler, c¢ok genis ylzey alanina sahiptir.
Nanofiberin kitlesiyle alani arasindaki oran, normal malzemelere gére cok biiyiiktiir. Ornegin
kitlesi 1 gr. olan bir karbon nanotiip fiberin alani, 300 m? yi bulabiliyor [Erkog,2001]. Karbon
nanottp fiberlerin bu 6zelligi sayesinde, nanometre diizeyinde sliper kapasitorler; dolayisiyla da
yapay kas uretimi mimkin olabilecek. Hidrojen depolamaya da olanak saglayan genis ylzey
alani, Karbon nanotip fiberleri, potansiyel enerji depolama malzemesi haline getiriyor
[http://www.nanotube.msu.edu].

Yapilan enzim immobilizasyon ¢alismalarinda kitosan matriksinde tutulan karbon nanottplerin,
enzim yuklemesini, stabilizasyonu, mekanik-termal dayanikhligi arttirdigi, ytzey alanini
geniglettigi ve enzim kacigini azalttigi rapor edilmistir [Ma et al,2009, Tan et al, 2012].
Oksidasyonda CNT’ ler yerine ¢ok kathh CNT’ ler kullanilarak elektrokatalitik 6zellikleri arttirir.
Bununla birlikte, MWCNT’ leri asitlestirme igslemi ile fonksiyonlandirarak, elektroaktif bolgeleri
genisletilebilir. Artan elektroaktif boélgeleri ile oksidasyon igin daha ylksek katalitik aktivite
saglanir [Ge et al,2009].

1.2. Lipazlar ( Gliserol Ester Hidrolaz E.C.3.1.1.3)

GunUmuizde yaklasik olarak 4000 enzim bilinmekte olup, bunlardan 200’G ticari olarak
kullaniimaktadir [Sharma et al,2001]. Bu ticari enzimler icerisinde % 3 pazar payina sahip olan
[Telefoncu,1997] lipazlar, biyokatalizérler icerisinde 6nemli bir yer almakta ve biyoteknolojik
uygulamalarda yiksek oranda kullaniimaktadirlar [Ghosh et al, 1996].

Lipazlar (triagilgliserol ester hidrolazlar, EC 3.1.1.3) gliserin ester baglarinin pargalanmasini
saglayan hidrolaz grubu enzimlerdir. Sulu ortamlarda yaglari hidrolizleyerek monogliserid,
digliserid, serbest yag asitlerinin ve gliserol olusumunu katalizlerken, su miktarinin sinirl oldugu
hidrofobik organik ¢ozgenlerde gliserol ve yag asitlerinden agilgliserol olusumunu
katalizlemektedir [ Gjellesvik et al, 1989].


http://www.nanotube.msu.edu/
http://www.nanotube.msu.edu/
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Lipazlar, kompleks molekdllerin dénitsumlerinde kullanilan klasik organik tekniklere, sahip
olduklari pek ¢ok 6zellikle, mikemmel bir alternatif olusturmaktadirlar.

Lipazlar hidroliz, interesterifikasyon, esterifikasyon, asidoliz ve aminoliz gibi ¢esitli biyodénigsim
reaksiyonlarini gergeklestiren cok amach biyolojik katalizorlerdir. Ilag, pestisit, kozmetik,
biyosensorler ve deterjan sanayi gibi birgok alanda da lipazlar karsimiza gikmaktadir.

Lipazlarin goze carpan en 6nemli 6zellikleri sulu ve susuz (organik) fazlarin ara ylzeyinde
reaksiyon gostermeleridir ki bu 6zellikleriyle esterazlardan ayrilirlar. Lipaz ara ylzey aktivasyon
dusuncesi, onlarin katalitik aktivitelerinin genellikle substratlarinin agregasyon haline bagl
olmasi gergeginden dogar. Ancak lipazlar ve lipitlerin ara ylizeylerde birbirlerini nasil etkiledikleri
halen tam olarak aciklanamamistir ve bu konu yogun arastirmalarin odadi haline gelmistir
[Sharma et al, 2001].

Lipaz aktivitesi genellikle uygun (kullanilabilir) ylzey alanina baglidir. Cesitli lipazlar tGzerinde
yapilan son vyapisal c¢alismalar hidrolitik aktiviteleri, ara ylzey aktivasyonlari ve stereo
segiciliklerini anlamamiza yardimci olacak ipuglari saglamistir.

Basta hidroliz olmak Uzere transesterifikasyon, asidoliz, esterifikasyon ve aminoliz gibi birgok
reaksiyonu katalizieme 0zelligine sahip lipazlar ilimli reaksiyon kosullari altinda c¢alisirlar.
Organik ¢ozuculerde kullanilabilirler ve spesifik reaksiyonlara segicilik gésterirler.

Son zamanlarda lipolitik enzimleri ‘gercek’ lipaz (E.C.3.1.1.3) olarak siniflandirabilmek igin iki
Olgit tanimlanmistir:

» Birincisi; bu enzimlerin ara ylizeyde aktive olmalari ve emldlsifiye haldeki trigliserit
substratlarin varliginda, aktivitelerinin baylk o6lcide artmasidir. Bu olgu yizeyler arasi
aktivasyon olarak (interfacial activation) olarak isimlendirilir.

« Ikinci dlgit; ylizey lupunda yer alan, enzimin aktif bélgesini saran ve ara ylizeyle temas
ettiginde acilabilen bir kapaga (lid) sahip olmalaridir.

Ancak birkag istisnai durum disinda enzimlerin genelde kapak yapisina sahip olmalarina karsin,
ylzeyler arasi aktivasyon gostermemeleri; 6ne surilen bu élgutlerin siniflandirma igin uygun
olmayabilecegini distindirmektedir. Bu nedenle lipazlar, uzun zincirli agilgliserollerin hidroliz ve
sentezini katalize eden karboksilesterazlar olarak tanimlanmaktadir. 'Uzun zincir’ igin kesin bir
tanim yapilmamakla birlikte, acil zincir uzunlugu on karbon atomundan uzun olan gliserol
esterler, lipaz substratlar olarak kabul edilmektedir. Ancak bir¢ok lipazin, esteraz substratlarini
hidroliz etme yetenegine sahip oldugu da ayrica vurgulanmaldir [Jeager et al,1997].

Ote yandan yiizeylerarasi aktivasyon ve kapak yapisi lipazlari esterazlardan ayiran en belirgin
Ozelliklerdir. Lipazlarin buyuk bir ¢ogunlugu aktif bolgelerini 6rten bir helikal segmente
(kapak/lid) sahiptir. Lipit kimelerinin varhdinda bu kapak acilir ve yizeylerarasi aktivasyon
gerceklesir. Yluzeylerarasi aktivasyon gostermeyen lipazlarda kapadin olmadigi ya da kapak-
“domain”inde delesyon bulundugu goézlemlenmistir. Ancak Pseudomonas aeruginosa, Candida

antarctica B ve Burkholderia glumae lipazlari kapak yapisina sahip olmalarina karsin,
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yuzeylerarasi aktivasyon gdstermezler. Sulu ortamda lipazlar igin baskin konformasyon kapali
formdur. Aktif bdlge, kapak yapisini olusturan bir ya da daha fazla “loop” tarafindan ¢ézictden
korunmustur. Kapagin dis pargasi hidrofiliktir. Bu konformasyon elektrostatik etkilesimler
aracihgiyla kararli kilinmistir. Bir su-yag emilsiyonunda kapagdin agilmasi, substratlarin aktif
bolgeye girisine izin verir (acik konformasyon). Kapagin acilmasiyla, niikleofilik serin residisi
blylk hidrofobik ylzeyler ile etkilesir ve lipaz enziminin aktif forma gegmesi saglanir
[Verger,1997, Schmid et al ].

1.2.1. Lipazin Ug Boyutlu Yapisi

Tdm kaynaklardan elde edilen lipazlarin ¢ boyutlu yapilari hemen hemen birbirine
benzemektedir. 1990 ile 1995 yillar arasinda 11 degisik lipaz tlrinin yliksek ¢6zinUrlUkteki
yapisi ¢ozllmastir. Burada boyut, siralama benzerligi, substratlar ve aktivatorler disinda
c¢ogunlugunun benzer yapiya sahip oldugu gézlenmistir. Ginimuze kadar yapilan ¢alismalarda
tim lipazlarin karakteristik olarak katalitik gruplari iceren merkezi bir B-bandi ile a/f hidrolaz
yapidaki proteinlerin i¢ yapisi incelendiginde ise paralel  kiviimli bantlarin heliks seklindeki a
yapilar ile ayrildidi ve super heliksel olarak donmus bir serit seklini aldigi gortlmustir. Heliks

yapisindaki peptit kisimlari ise bu seridin dis kisimlarinda yer almistir.

Sekil 1.13: Dogal o/B hidrolaz katlanmasi

Lipazlar genel olarak C ve N olmak Uzere iki kisma ayriimig bir polipeptit zincirinden
olusmaktadir. Bunlardan N- kismi katalitik serinden ylizeye kadar uzanan ve uzun bir yag asidi
zinciri tagtyan bir hidrofobik tinel ile aktif merkezi kapsamaktadir [ Akoh et al,1998]. Bu gruptaki

enzimlerin farkl seviyelerdeki benzerliklerinin diginda bir siralama istisnai olarak sik¢a
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gOzlenmistir; pentapeptit Gli-X-Ser-X-Gli. Bu serin amino asidinin yapida korunmasi ve bunun
degisime ugramasi veya yer degistirmesi ile katalitik aktivitenin yitirilmesi bu amino asidin
kataliz igin gok 6nemli ve gerekli oldugunu gdstermistir. Bunun topografik yerlesimi de korunmus
ve belirgindir; protein zincirinin gergin bir bélimuandn en Gstiinde bulunmaktadir. Fakat bu gergin
bolimin serin amino asidine yakin -2 ve +2 pozisyonlarindaki amino asitlerinin kig¢lk yan zincir
gruplar icermesi mecburidir. Katalitik serin amino asidine ilave olarak ¢ogu lipazin aktif merkezi
histidin ve baksa bir amino asit (Asp veya Glu) daha igerir. NUkleofilik serin bir B bandi ile a
heliksinin karsisinda yer alirken histidin, aspatik asit ve glutamik asit ise serinin diger yanlarinda
yer alir. Katalitik bélgeyi iceren amino asitler gogu lipaz yapisinda korunur. Lipazlar igin tahmin
edilen katalitik mekanizma aktif merkezde bulunan serin aminoasidi Uzerinde yodunlagmistir.
Serinin nukleofilik oksijeni trigliserid ile tetrahedral hemiasetal bir ortam olusturur. Hemiasetalin
ester bagdi hidroliz olur ve diacilgliserid serbest kalir. Aktif merkezdeki serin acil esterinin bir su
molekllu ile tepkimeye girdigi, daha sonra acil enzimin bélindiglu ve yag asidinin ayrildigi
tahmin edilmektedir. Katalitik prosesin bu asamasinda Urlinin aktif merkezden ayriimasi

Ozellikle 6nem tagsimaktadir [Petersan et al,2001].

1.2.2. Lipazlarnn katalizledigi reaksiyonlar

1.2.2.1. Hidroliz

Ester baglarinin hidrolizi lipazlar tarafindan katalize edilebilir.

i i
|
R1-C-C-Rz +Hi) ———~ RirC-CH +Rz0H

1.2.2.2. Esterlesme
Esterlesme reaksiyonunda alkolle tepkimeye girecek maddeler; asit klorlir, anhidrit ester, amit,
nitril, asit tuzu gibi maddelerdir. Bu maddelerin etkinlikleri asit klortr> anhidrit> ester> amit,

nitril> asit tuzu > asit sirasiyla azalir.

Karboksilli asitlerden

I H' I

F-C-OH + R-0OH - ~ R-C-OR™ + HzD
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Asit ve alkolden ester olusmasi bir denge reaksiyonudur. Dengeyi ester tarafina kaydirmak igin
¢ikis maddelerinden biri ve ¢gogunlukla alkol asir miktarda alinir veya su ortamdan uzaklastirilir.

Ortamdan suyun uzaklastiriimasi dengenin asit ve alkol tarafina kaymasini engeller.

Asit klortirlerinden

ﬁ MaZH ﬁ

E-OH + R™-C-iC1 e FE7-C-0OR + HCI

Bu sentez ¢ok fazla uygulanir, ¢link( reaksiyon tersinir degildir. Alkoller ve fenoller, en ¢ok asit
klorirleri ile esterlestirilir. Agiga ¢ikan HCI ucar veya dimetilanilin, piridin veya NaOH gibi bir

bazla tutulur.

Asit anhidritlerinden

i [
1 1
R-OH +(R’-C120 — ™ R-C.OR +R°.C_0OH

-

Asit anhidritlerinin esterlesmeleri ¢ok kullanilir, katalizér olarak H,SO,4, ZnCl2, sodyum asetat ve
H3BO3 alinabilmektedir.

Nitrillerden
"
HH=z [
H™* o H T
RoH +~ R-OH = S -
! W
O (o i

Nitriller bir asit katalizor beraberinde alkollerle isitilarak esterlere dénustirilir, aside hidroliz ve
alkolle esterlesme bir arada olur. Sentezden 6&zellikle polifonksiyonlu bilesiklerin

hazirlanmasinda yararlanilr
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1.2.2.3. Ester Degisimi

Lipazla olan reaksiyonlar sonucu bir esterden ve yaninda bagka bir reaktif kullanarak yeni bir
ester olusumudur.

Lipazla olan reaksiyon sonucu farkli yapida bir ester ve alkol eldesi;

I H'
R-ZC-OR” + R7-0OH = -
Woeza OOH

Q=0

-ORT+RI-0OH

Lipazla olan reaksiyon sonucu farkli yapida bir ester ve asit eldesi;

O O O O
I [l ' . I
E-C-0OH +R-C-0OR” - E-C-OR” +R-C-0OH

Lipazla olan reaksiyon sonucu, iki esterin ester degisimi ile yeni iki ester eldesi [Erdik ve
digerleri, 2001]

I M i i
R-C-OR’ +R"-C-OR’™ ~R.C.0R™ + RP-C-OR’

1.2.3. Lipaz turleri

1.2.3.1. Mikrobiyal Lipazlar: Bitki, hayvan ve mikrobiyal lipazlarin arasinda ¢ok genis
uygulama alani bulan lipazlar, mikrobiyal lipazlardir. Bunun sebebi, mikroplarin kolay
yetistirilebilmeleri  ve lipazlarinin  gesitli  hidrolitk ve sentetik birgok reaksiyonu
katalizleyebilmeleridir. Mikrobiyal lipazlarin dretimi icin kifler en uygun kaynak olup, 6zellikle

gida sanayinde kullanilan enzimlerin endustriyel Uretiminde yaygin olarak kullaniimaktadir.

1.2.3.2. Bakteriyel Lipazlar: Bakteriyel lipazlar glikoprotein yapisindadirlar, fakat bazi hicre
disi bakteriyel lipazlarsa lipoprotein yapisindadirlar. Cogu bakteride enzim Uretiminin bazi

polisakkaritler tarafindan etkilendigini bildirmistir. Simdiye kadar ¢ogu bakteriyel lipazlarin yapici
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ve substratlarina karsi 6zgul olmadidi ve az bir kisim bakteriyel lipazlarin da i1siya kargi
dayanikli oldugu bildirilmistir.

1.23.3. Fungal Lipazlar: Fungal lipazlar Uzerinde 1950’lerden beri g¢alisiimaktadir ve
Lawrence, Brockerhoff ve Jensen kapsaml gorisler sunmuslardir. Bu lipazlar, disik maliyetli
soy verme Ozelliklerinin olmasi, 1siya ve pH’'ya karsl dayanikl olmalari, substrat 6zgulligu ve
organik c¢ozicillerde aktif olmalarindan dolayr kullaniimaktadirlar. Ticari lipazlarin baslica
Ureticileri Aspergillus niger, Candida cylindracea, Candida rugosa, Humicola lanuginosa, Mucor
miehei, Rhizopus arrhizus, R.delemar,R. japonicus, R. niveus ve R. oryzae tirleridir

[www.birseyogren.com/hakkinda/lipaz, 2007].

1.2.4. Lipaz immobilizasyonu

Cesitli endulstri dallarinda lipaz uygulamalarinin giderek genislemesi gereksinim duyulan lipaz
miktarini artirmistir [Bruno et al,2004]. Lipazlarin endistriyel uygulamalarda yer almalarinin
onldndeki en 6nemli engeller; yiksek fiyatlari [Shimada et al, 1999, Fukuda et al 2001, Du et al,
2004], islem sartlarn altindaki kararsizliklari ve disuk aktiviteye sahip olmalar seklinde
siralanmaktadir [Nelson et al,1996, Sihama et al,1999, Watanebe et al,2000, Iso et al,2001,
Kbése ve digerleri,2002, Shimada et al, 2002, Gaur et al,2006]. Tim bu faktoérler géz 6niine
alindiginda, endulstriyel uygulamalarda kullanilabilecek immobilize lipazlarin dnemli oldugu
gOrulmektedir.

Serbest enzimle gerceklestirilen kataliziemenin bilinen sakincalari [Andersch et al, 1997, Iso et
al,2001] ve lipaza 6zgl gesitli kisitlamalar [Giorno et al, 2000, Soumanoua et al,2003] nedeniyle
uretime yonelik arastirmalarda birkag calisma harig [Nelson et al,1996, Kaieda et al 2001,
Kojima et al,2004] immobilize lipazlarin kullanimi arastiriimaktadir. immobilize enzim kullanimi
ile enzimin tekrar kullaniminin miimktn olmasi, Grtinlin enzim igermemesi nedeniyle saflastirma
maliyetinin dismesi, surekli bir donisime imkén tanimasi, daha kontrolli kosullarda Urln
olusumunun gerceklestiriimesi, nispeten daha basit ve verimli déndsim iglemleri gibi
avantajlardan bahsedilmistir [Bernath et al, 1996]. Bir destek {zerine enzim immobilize
prosedurleri ile mekanik dayanim, mikrobiyal rezistans, termal ve kimyasal stabilite, dusuk
maliyet, hidrofiliklik ve yiksek miktarda enzim tutuklayabilme gibi avantajlar elde
edilebilmektedir [Abdulrahman et al,2005]. Ayrica lipaz enzimi ile gerceklestirilien pek cok
calismada immobilizasyon sonrasinda aktivite artislari da gdézlemlenmistir. Ozellikle gapraz
baglanmis enzim agregat yapisi (Cross Linked Enzyme Aggregate: CLEA) ile lipaz aktivitesinin
blylk oranda arttigi gdézlenmis ve bu durum hiper aktivasyon olarak adlandiriimigtir GA pek ¢ok
protein ¢capraz baglama prosedirinde proteinlerin ylizeyindeki reaktif amino gruplari araciligiyla

baglanmasini saglamak amaciyla uzun yillardir siklikla kullaniimaktadir [Cao et al,2003,
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Schoevaart et al,2004]. GA aktif aldehitler icermekte ancak enzim tutuklama prosediru
sonrasinda bunlarin etkinligi kalmamaktadir. immobilize lipaz gelistirimesinde en sik kullanilan
¢apraz baglama araci oldugu belirtiimektedir [ Bastida et al,1998, Atia et al,2005, Bruno et al,
2003]. GA ile gercgeklestirilecek bir kovalent baglamanin termal ve kimyasal denatlirasyona

karsl enzimi korudugu bildirilmistir [ Kuncova et al, 1987].

H H

C'2 'C2
HC/ \C/ \CH

1. I
O H, O

Sekil 1.14: Glutaraldehitin kimyasal yapi formlu

1.2.5. Lipazlarnin Endiistriyel Uygulamalari

Ticari enzimlere o6zellikle de mikrobiyal kaynakli olan enzimlere olan ilgi pek ¢ok alanda
kullanima sahip olmalarindan dolayi giin gectikge artmaktadir. Enzimler tarafindan katalizlenen
reaksiyonlar kimyasal metotlara gére daha ucuz ve de daha basittir. Enzimler basta gida,
eczacllik, deterjan, tekstil ve kozmetik olmak Uzere pek c¢cok sanayi dalinda yaygin olarak
kullaniimaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’'nin 1995 yilindaki yaklasik ticari enzim satis hacmi
1 milyon dolar olmakla birlikte bu rakamin 2005 yilina kadar ikiye katlanmasi beklenmektedir.
Bu enzimlerin en az %75lik kismini hidrolazlar olusturmaktadir ve bunlarinda %90’
mikroorganizmalardan fermantasyon yolu ile Uretilmektedir. Son on yilda mikrobiyal kaynakli
lipazin biyokatalitik potansiyelinin anlagsilmasindan sonra, bu enzim de sanayide yaygin olarak
kullanilmaya baslanmis ve bodylece toplam satis hacminde Uglincu sirada yer almigtir [ Jeager
et al, 2002].

Protein ekstraksiyonu ve saflastirma metotlari, genetik muhendisligi ve buna bagh olarak
klonlama c¢alismalarinin ilerlemesi ile lipaz katalizli reaksiyonlarin klasik kimyasal yéntemlere
kiyasla, ticari agidan daha uygun alternatif olusturacagdi distnuimektedir. Ekolojik kaygilar da
lipaz kullanimini desteklemektedir, lipaz katalizli reaksiyonlar canli metabolizmasinda
gerceklesen metabolik yollara esdeger oldugundan bu reaksiyonlar, kimyasal katalizli
reaksiyonlara gore gevre agisindan sorun olusturmamaktadir [ Falch et al, 1991].

Bu uygulamalara érnek olarak; gida katkisi (lezzet artirici) [Downey et al, 1980], kaliteli
kimyasallar (ester sentezleri), deterjanlar (yaglarin hidrolizi) [Falch, 1991], atik su aritimi (yag

kalintilarinin uzaklastiriimasi ve ayrilmasi), kozmetik (lipidlerin uzaklastiriimasi) [Macrae et al,
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1990] eczacilik (gidalardaki kati ve sivi yaglarin sindirimi) [Ghosh et al, 1996] dericilik (hayvan
derisindeki yaglarin uzaklastiriimasi), medikal (kan trigliserit tayini) [Elibol ve diderleri,2000]
verilebilir. Bunun yani sira lipazlarin diger avantajlari;

1) Sterospesifiklik, secimlilik ve substrat secimliligi gibi 6zellikleri sayesinde kimyasal
katalizatorlere goére daha kaliteli Grlin Uretimine imkan tanimasi,

2) Dislik aktivasyon enerjisine gereksinim duymalarindan ve ihml kosullarda (disuk is1 ve
pH) reaksiyon vermelerinden dolayi, reaksiyon igin ihtiyag duyulan enerjinin azalmasi ve
reaksiyon Urunlerinin ortam isisindan dolayi gérecekleri zararin indirgenmesidir.

Yikama esnasindaki yag uzaklastirma iglemi, lipolitik yikim gerektirdiginden sentetik kimyasal
deterjanlar yerine enzim igeren deterjan uretimi lipazlar igin blylk pazar olusturmaktadir.

St endustrisinde peynirin olgunlastiriima strecinin hizlandirilmasin da, peynir benzeri Urinlerin
(krema, sos, gorba) Uretimi amaciyla sutiin igerdigi yagin hidrolizinde lipazlar kullaniimaktadir
[Downey et al,1980].

Ayrica lipazlar, katalizledikleri reaksiyon sonucu olusan Uriinlerin safligindan dolayi kati ve sivi
yaglarin hidroliz ve interesterifikasyonu igin énemli potansiyele sahiptirler. Enzim kullaniminda,
enzimatik olmayan reaksiyonlarin gerektirdigi yuksek sicaklik gibi sert kosullara gerek
duyulmadigindan, reaksiyon sonucu olusan urlnlerin i1s1 nedeniyle bozulmasi (koku, renk kaybi)
s6z konusu olmaz [Sharma et al,2001].

Lipaz teknolojisi ayrica kati ve sivi yaglara istenen fonksiyonel ve besinsel 6zellikler
kazandirilarak yeniden yapilandiriimalarina, disik kalite yaglardan ylksek kalitedeki yaglarin
Uretimine olanak saglar (6rnegin kakao yagi, anne suti benzeri ¢ocuk gidalari ve coklu
doymamigs yag asitlerince zengin yag uretimi).

Diger bir endustriyel uygulama alani, ilag ve kimyasal Gretiminde optikge aktif ve saf polimerlerin
(rasemik karigimlari yerine) lipaz katalizli sentezidir. Lipaz katalizi ile Uretilen monogliseritler,
gida ve kisisel bakim Urunlerinin (cilt, glines kremleri, banyo yagdlari) Gretiminde emdilsifiye edici
olarak goérev alirlar. Tedavi edici krem olarak kullanilan yag asidi ve yag alkollerinin esterlerinin
ve biyosurfaktan olarak kullanilan seker esterlerinin sentezi yine lipaz katalizli reaksiyonlarla

gerceklestirilir [Antonian et al,1988].
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Cizelge 1.5: Lipazlarin baslica kullanim alanlari ve kullanim amaglari

Sanayi Dal

Etki

Uriin

Unlu mamuller

Lezzet artting, raf mm uzahic

Unlu mamuller

icecek Aroma gelistinci icecekler
Kimya Enantiyo secicilik Kiral kimyasallar

Kimyasallar Sorfektanlar gibi temizleme
Temizleme Sentez Hidroliz

Ajanlanmin uzaklagtnimas

Emulsifiye ediciler, Nemlendirme
Kozmetik Sentez

ajanlan

St ve sut mamulleri

S0t yidiin higrolizi Peynirin olgunlagtnl-

mas1 Tereyagin modifiye edilmesi

Lezzet ajanlan Peynir Tereyad

Kat ve s yaglar

Transesterifikasyon Hidroliz

Kakaoc yagi, margarin Yag asitleri,

gliserol, mono ve diglisendler

Soslar Kalite gelistinlmesi Maycnez, krema
Saghkh gidalar Transesterifikasyon Saglkh gidalar
Deeri Hidroliz Deri oronler
Lezzet geligtiriimesi ve yagin uzak-
Et ve balk Et ve balk dronleri
lagtinimasi
Kagt Hidroliz Kagn dronler
Eczacilik Transesterifikasyon Ozeliikle lipitler Sindirim destekciler
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal

Calismada kullanilan kimyasallar lipaz (porcine pancreatic lipase; EC Number: 3.1.1.3), kitosan
(CT) , paranitrofenil palmitat (p-NPP), p-nitrofenol (p-NP), triton X-100, glutaraldehit (GLA),
epiklorohidrin  (ECH), perlit, ¢ok duvarli karbon nanotip (MWNCTs) (¢api 110-170 nm,
uzunlugu=5-9 mikron, 90+%), nitrik asit (HNQO), slfirik ssit (H,SO,), tris (hidroksimetil amino
metan), sodyum trifosfat penta bazik (TPP), propanol (Sigma-Aldrich, ABD); gum arabic,
sodyum hidroksit (NaOH), sodyum asetat (CH;COONa), asetik asit (CH;COOH), potasyum
dihidrojenfosfat (KH,PQO,), dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPO,) (Merck, Almanya).

Calismada kullanilan ara¢ ve gerecler; lipazin aktivitesini 6lgmek igin UV-vis spektrofotometre
(Shimadzu UV), boncuklarin karakterizasyonu igin fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR) (Perkin Elmer Spectrum BX), pH'I ayarlamak icin pH metre (Inolab WTW series),
inktbator (GFL), kullaniimistir.

SEM ve TGA analizleri hizmet alimi karsiliginda yaptiriimistir.

Bu calismada kullanilan diger tim kimyasallar analitik safliktadir.
2.2 Yontem
2.2.1 Serbest ve immobilize Lipazin Aktivite Tayini

Porcine pancreatic lipaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde, substrat olarak p-nitrofenil palmitat
(p-NPP) kullanilarak spektrofotometrik ydntemle belirlenmistir. p-NPP ile gergeklestirilen enzim
aktivitesi galismalarinda aktivite p-NPP’in enzimatik hidroliziyle gerceklestiriimektedir [Abramic
ve ark., 1999; Dalmau ve ark., 2000; Nthangeni ve ark., 2001; Casa ve ark., 2002; Bruno ve
ark., 2004; Bruno ve ark., 2005]. Hidroliz sonucunda p-nitrofenol (p-NP) olusmakta ve ¢6zeltinin
berrak sari rengi enzim aktivitesine bagl olarak daha koyu bir sari renk almaktadir. Sonugta da
p-NP olusumundan kaynaklanan absorbans artisi spektrofotometrik olarak él¢tlmektedir.

Bir Uluslararasi Unite (International Unit: 1U) lipaz aktivitesi, uygulama kosullarinda dakikada 1

umol p-NPP parcalanmasini katalizleyen lipaz miktari (mL) olarak tanimlanmstir.

2.2.2. p-Nitro Fenol Standart Egrisinin Olusturulmasi

p-nitrofenol standart grafigi olusturmak icin 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08 ve 0,1
mM p-nitrofenol ¢ozeltileri hazirlandi. Cozeltileri hazirlamak igin tampon olarak; 200 mg Triton
X-100 tzerine 50 mg gum arabic 50 mL pH:7,5 (0,05 M) fosfat tamponu emdlilsifiye edildi ve 9:1
oraninda prapanol ile karigtirildi. Hazirlanan p-nitrofenol ¢ézeltilerinin Gzerine %1 (w/v) lik Tris

cozeltisinden ilave edilerek 410 nm de Olgimi alindi. p-NP Grininin molar absorbsiyon
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katsayisi (¢ = 10500 M™.cm™) deneysel olarak cizilen standart grafiginden belirlenerek enzim

aktivite degerlerinin hesaplanmasinda kullaniimistir.

Cizelge 2.1 : p-Nitrofenol standart egrisi

Kéor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Distile Su (mL) 1
1mM p-NP cdzeltisi (uL) - 10 20 30 40 60 80 100 120 140 160
Tampon ( pL) - 990 980 970 960 940 920 900 880 860 840

%1 lik Tris(w/v) ¢bzeltisinden 1000 uL eklenir.

410 nm de 6lguim alinir

Bulunan degerler ile standart grafigi ¢izilir. Aktivite tayini igin gizelge 2.2 takip edilir.

Cizelge 2.2: Lipaz Aktivite Tayin Yéntemi

Kor Ornek
Saf Su 100 pL
Substrat 900 pL 900 pL
Serbest Enzim 100 pL
immobilize Enzim 50 mg boncuk
inkiibasyon (15 dakika, 37 °C’ de)
% 1 lik Tris Bazi 1000 uL 1000 uL

Santrifj (6000 rpm, 15 dakika)

410 nm de 6lgtim alinir

Substrat: Cézelti 1) 200 mg Triton X-100 tartilarak Gzerine 50 mg gum arabic ve 50 mL pH:7,5
0,05 M fosfat tamponu eklendi. Cézelti 2) 15 mg p-NPP tartilarak tzerine 10 mL propanol ilave
edildi. Cozelti 1 den 810 uL ve ¢odzelti 2 den 90 pL karistirilarak substratimiz hazirlanmis oldu.
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Abs x Vtoplam
€ X Siire (dk)X Enzim Miktari (mL)

2.2.3. Protein Tayini

Protein miktari tayini ise Bradford [Bradford, 1976] yontemi ile gergeklestirildi. Bradford
tarafindan gelistirilen ve boyasinin kullanildigi bu yontem oldukga duyarlidir. (5-100 pg
protein/mL).

Bradford reaktifinin hazirlanmasi i¢in 40 mg Comassie Brillant Blue G-250 alinarak tzerine 50
mL % 95 lik etanol ilave edildi. Cozelti iyice karistirildiktan sonra tzerine derisik fosforik asitten
55 mL ilave edilmis ve distile su ile karisim 1 litreye tamamlandi.

Standart protein egrisinin gizimi i¢in sirasiyla 0,02, 0,05, 0,1, 0,125, 0,15, 0,2 mg/mL olan sigir
serum albimin (BSA) ¢ozeltileri hazirladi. Bu stoklarin her birinden ayri ayri 0,1 mL alinarak
Uzerine 2 mL Bradford reaktifi eklendi ve 10 dk. oda sicakliginda bekletilip 595 nm. de
absorbanslari Olglldi. Bu degerler, derisime karsi grafije gecirilerek standart protein egrisi

olusturuldu, elde edilen grafik érneklerin protein iceriklerinin belirlenmesinde kullanildi.
2.2.4. immobilizasyon Verimi ve Yiikleme Etkinliginin Hesaplanmasi
immobilizasyon verimi (% 1Y) asagidaki formiile gére hesaplandi [Cristovao et al,2011].

% IY=—2%* %100 1)
Utotal—Ukalan

U,k Immobilize enzimin aktivitesi

Uiotal: Serbest enzimin aktivitesi

Uaan: Filtratta bulunan enzim aktivitesi

immobilize lipaz aktivitesi gram tasiyici basina diisen aktivite olarak asagidaki formiile gére
hesaplandi [Gller S,2012]:

Uakt
Wtastyici

A(U/g) = 2 U, Immobilize enzimin aktivitesi

Wiasiyici: Kullanilan tagiyicinin agirligi

Taslyici Uzerine baglanan protein miktari, total protein miktarindan baglanmayan protein miktari

cikartilarak % yukleme etkinligi hesaplandi.
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CIVi-CfVf

o X100

% Yukleme Etkinligi =

Ci= Serbest enzimin protein miktari

Vi= Ortama konan enzim ¢ozeltisinin hacmi
Cf= Filtratta bulunan protein miktari

V f= Filtrat hacmi

2.2.5. Kompozit Boncuklarin Hazirlanmasi

2.2.5.1. Perlitin Aktivasyonu

Bir miktar perlit dncelikle istenen boyutlarda elendi. (63 mesh elek kullanildi.) Elenen perlit bir
gece boyunca metanolde bekletildi. Distile su ile iyice yikandiktan sonra Gzerine 5 N NaOH
¢ozeltisi eklendi ve 30 dk kaynar su banyosunda bekletildi. Daha sonra stizme islemi

gerceklestirildi ve nétral oluncaya kadar destile su ile yikandi.

2.2.5.2. Kitosan- Perlit Kompozit Boncuklarinin Hazirlanmasi

Kitosan-perlit kompozit boncuklari hazirlamak igin 6ncelikle %2 lik kitosan ¢odzeltisi hazirlandi. %
2’lik (w/v) kitosan ¢dzeltisi, 2 g kitosanin % 2 lik asetik asit ¢cézeltisinde ¢ézulmesiyle hazirlandi.
(100 mL icin) Daha sonra hazirlanan bu ¢ozeltiye aktive edilmis perlitten 1 gr eklendi. . Homojen
bir stispansiyon elde edildikten sonra suspansiyon, TPP (pH:8,2) ¢bzeltisine bir siringa yardimi
ile damla damla ilave edildi ve olusan boncuklarin sertlesmesi igin 4 saat bekletildi. Sertlesen

boncuklar distile su ile iyice yikanarak +4 °C de muhafaza edildi.

2.2.5.3. Cok Duvarli Karbon Nanotiipiin (MWCNTs) Aktivasyonu

Cok Duvarli Karbon Nanotiip,, 3:1 (v/v) konsantre H,SO,-HNO; asit karisimi kullanilarak
kimyasal olarak aktive edildi. Aktivasyon igslemi 3.5 saat 55 °C’ de manyetik karistirma altinda
refluks ile yapildi. Aktiflestirme ile MWCNT’ Gn —COOH gruplar aktiflestirilerek, karboksil grubu
fonksiyonlandiriimis MWCNTs elde edildi (MWCNTs-COOH) [Want et al,2011]. Elde elilen
MWCNT-asit suspansiyonu santrifijlenerek, MWCNTs kati olarak ayrildi. Ayrilan kati nétral

olana kadar ultra saf su ile yikandi ve etiivde kurutuldu.
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SEEECSTTES T, H,SO o O e s
S T giiar 2V, PR ol
A —:-Y 5.:!{‘-),~.’) IINO ({i‘ =T RS
e - “ !
OOH COOH

Sekil 2.1: MWCNTSs un H,SO,4 ve HNOs ile Aktivasyonu

2.25.4. Kitosan-Gok Duvarh Karbon Nanotiip (kitosan-MWCNTs) Boncuklarin

Hazirlanmasi

Kitosan-MWCNTs kompozit boncuklari hazirlamak i¢in oncelikle %2 lik kitosan c¢o6zeltisi
hazirlandi. % 2'lik (w/v) kitosan ¢ozeltisi, 2 g kitosanin % 2 lik asetik asit ¢ozeltisinde
¢obzilmesiyle hazirlandi. (100 mL icin) Daha sonra hazirlanan bu ¢dzeltiye aktive edilmis
MWCNT den 400 miligram eklendi. Homojen bir slspansiyon elde edildikten sonra
suspansiyon, TPP (pH:8,2) ¢ozeltisine bir siringa yardimi ile damla damla ilave edildi ve olusan
boncuklarin sertlesmesi icin 4 saat bekletildi. Sertlesen boncuklar distile su ile iyice yikanarak

+4 °C’de muhafaza edildi.

0 0
H C

g ¢
Kitosan 0O 0
H Kitosan-MWCNTs Capraz baglanmis
! 23 kompozit boncuklan Kitosan-MWCNTs
Aktive edilmis MWCNTs kompozit boncuklars

Sekil 2.2: Kitosan-MWCNTs ECH ile ¢capraz bagli kompozit boncuk hazirlanmasi
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2.2.6. Kitosan-Perlit ve Kitosan — MWCNTs Kompozit Boncuklarin Epiklorohidrin (ECH) ile

Muamelesi

Yapilan immobilizasyon denemeleri sonucu ECH In epoksi gruplari Uzerinden c¢apraz

baglamada rol aldi§i ortaya kondu.

0
\
CIH,C—C—CH,
H
Sekil 2.2: ECH in Kimyasal Yapi Formuli

2.2.6.1. ECH ile Gapraz Baglama Siiresinin Etkisi

Optimum ECH inkibasyon suresinin belirlenmesi igin boncuklar 1-2-3-4-5-6 ve 24 saat sureyle
50 mM ECH gozeltisiyle 50 °C de gapraz baglandi. Capraz baglanan boncuklar distile su ile
iyice yikandi ve 1 mg/mL konsantrasyonunda 2 mL enzim ¢ozeltisi eklenerek, inkibe edildi.

410 nm de aktive élgimleri sonucunda optimum inkiibasyon siresi belirlendi.
2.2.7. immobilizasyon Siiresinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Capraz bagli boncuklar izerine enzimin optimum baglanma suresinin belirlenmesi amaciyla
farkli sirelerde (1-2-3-4-5-6 ve 24 saat) 1 mg/mL konsantrasyonunda 2 mL enzim c¢ozeltisi
boncuklarla inkiibe edildi. Belirtilen sirelerin sonunda immobilize enzim aktiviteleri Olgllerek

optimum immobilizasyon suresi belirlendi.
2.2.8 Lipaz Enzim Konsantrasyonunun Etkisi
Optimum enzim konsantrasyonunu belirlemek igin lipazin 0,5-5 mg/mL arasinda degisen

konsantrasyonlarinda 2 mL enzim ¢0zeltisi kullanildi. Aktivite élgimleri alinarak immobilizasyon

igin optimum enzim konsantrasyonu bulundu.
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2.2.9 Fiziksel ve Kimyasal Karakterizasyon
2.2.9.1 Serbest ve immobilize Enzim Uzerine Sicakhgin Etkisi

Enzimler protein yapisinda olduklarindan sicaklikla denature olabilirler. Bu nedenle sicaklik
enzim aktivitesini etkileyen dnemli parametrelerden biridir.
Serbest ve immobilize lipazin aktivitelerinin sicakliga bagimhgdini belirlemek amaci ile 18-70 °C

sicaklik araliginda aktivite dlgtimleri yapilarak optimum sicaklik degerleri belirlendi.

2.2.9.2. Serbest ve immobilize Enzim Uzerine pH Etkisi

Enzimler, elektrolit karakterli olduklarindan, enzim aktifligi pH ile degisme gdsterir [Michael,
1980]. Enzim, substrat ve koenzim molekillerinde asidik ve bazik gruplarin varligi ve pH
degisimi ile enzim-substrat (ES) kompleksinin kararhihdini etkiler. Kararli ES kompleksi
olustugunda tepkime hizi maksimumdur. Bunun ig¢in enzimler icin tepkime hizinin maksimum
oldugu optimum pH degerleri belirlenir.

Optimum pH belirlenmesi igin pH 4,0-10,0 araliginda (0,05 M asetat (pH 4,0 — 5,0), 0,05 M
fosfat (pH 6,0 — 7,0), 0,05 M Tris-HCI (pH 8,0), 0,05 M glisin-NaOH (pH 9,0 — 10,0)) farkl
tamponlar kullanildi. Optimum kosullarda enzim aktiviteleri Olguldi. Optimum pH degerleri
belirlendi.

2.2.10. Kinetik Parametreler

immobilizasyon sirasinda enzim proteinindeki konformasyonel degisiklikler, sterik engeller,
mikrocevre etkileri ve difuzyon etkileri, immobilize enzimlerin serbest enzimden farkh
davranislar géstermesine neden olurlar. O nedenle immobilize enzimlerin kinetik davraniglarinin
incelenemesi, kinetik sabitlerinin tayini ve serbest enzimle kiyaslanmasi olduk¢a 6nemlidir
[Coskun, 2007].

Kinetik parametreleri belirlemek Uzere farkli konsantrasyonlarda (2mM- 20mM araliginda) bir
seri p-NPP c¢ozeltileri hazirlandi. Serbest ve immobilize lipaz enzimleri icin Vmax ve Km

degderleri Lineweaver Burk grafigi ile belirlendi [Temizkan, 2004].

2.2.11. Kararhlik Testleri

Enzim immobilizasyonunun en blyik amaglarindan biri enzimin kararliliginin gerek medikal
gerekse enduUstriyel uygulamalardaki kullanilabilirlik etkinliginin arttiriimasidir [Temizkan,2004].
immobilize enzimler igin tekrar kullanilabilirligi kapsayan islem kararlliklari dnemlidir. Serbest
enzimler biyoteknolojik kullanimlarinda sadece tek kez kullanilirlar ve islem sonrasi reaksiyon

ortamindan ayirilamadigi i¢in tekrar kullanimlari mimkin degildir. Ayrica serbest enzim



35

ortamda  kirlilikte yaratabilmektedir. Biyoteknolojik uygulamalarda enzimin defalarca

kullanilabilmesi amaciyla immobilizasyon islemleri gerceklestiriimektedir.

2.2.11.1. Termal Kararlilik

Termal karalilik, immobilize enzimlerin uygulamalarinda énemli bir kriter oldugundan bu konuda
pek cok calisma yapilmaktadir. YUksek sicakliklarda serbest enzimler deaktive olurken,
immobilize enzimlerde tasiyici genellikle ylUksek sicaklida karsi koruyucu durumuna
gelmektedir. immobilizasyon iglemi ile enzimlerin bicimsel esnekligi degismektedir.
immobilizasyon, enzimin sertligini arttirmaktadir, bu da genellikle enzimin yiikselen sicakliga
karsi kararlihlgin artmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle bir¢ok galismada immobilizasyon
islemi sonucunda enzimin sicaklik kararlihginda gelisme goriimektedir [Chang et al,2005].
immobilize boncuklarin ve serbest enzimin termal kararlilidi, immobilize ve serbest enzimin
farkl sicakliklarda (4-25-37-50-60-70-80 °C) 1 saat inkiibe edildikten sonra optimum kosullarda
aktivitelerinin dlgulmesiyle belirlendi.

2.2.11.2. pH Kararhhgi

immobilize ve serbest enzimin pH kararliigini belirlemek igin; immobilize enzim ve serbest
enzim pH 4,0-10,0 araliginda (0,05 M asetat (pH 4,0 — 5,0), 0,05 M fosfat (pH 6,0 — 7,0), 0,05
M Tris-HCI (pH 8,0), 0,05 M glisin-NaOH (pH 9,0 — 10,0) farkh tamponlarda 1 saat slreyle

bekletildi. Daha sonra belirlenen optimum kosullarda enzimdeki aktivite kaybi incelendi.

2.2.11.3. Depo Kararhgi

Enzimlerin immobilizasyon depo Kkararliliklarinin, yani ne kadar sureyle aktivitelerini
koruyabildiklerinin belirlenmesi énemlidir. Kovalent baglanma yontemiyle kitosan Uzerine,
fiziksel adsorpsiyon ydntemiyle perlit ve MWCNTSs Uzerine immobilize edilen lipaz enzimlerinin
depo kararliklari incelendi.

Lipazin depo kararhigini belirlemek igin, enzim immobilizasyon sonrasi immobilizasyonda
kullanilan tamponla yikanarak +4 ve +25 °C’de 8 hafta bekletildi. immobilize enzimlerin bu siire

icinde belirli araliklarla dlguimleri alindi.
2.2.11.4. Tekrar Kullanilabilirlik

Enzim immobilizasyonunun amaglari arasinda enzimlerin birgok kere kullaniimasini saglayarak
maliyeti dusurmek ve enzimlerin kesikli veya surekli reaktdrlerde kullanimlarini saglamak
sayllmaktadir. Bu nedenle immobilize edilen bir enzimin tekrar kullanilabilirlik 6zelligi ¢ok

Onemlidir. Farkh tagiyicilarda immobilize edilen lipazin tekrar kullanilabilirligini belirlemek icin;
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immobilize enzimden 50 mg tartilip (paralel denemeler halinde) optimum reaksiyon kosullarinda
aktivite tayini yapildi. Daha sonra boncuklar reaksiyon ortamindan ayrildi ve Ust fazin
absorbansi 410 nm’de 6lgildi. immobilize enzim igeren boncuklar 0,05 M pH 7.5 fosfat
tamponuyla yikandi ve aktivite 6lgim prosediri tekrarlandi. Aktivite oOlgiimlerine % kalan

aktivite degeri %50 nin altina disene kadar devam edildi.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

p-Nitrofenol kullanilarak spektrofotometrik yontemle enzim aktivitesinin belirlendidi pek ¢ok
calismada en sik kullanilan yéntem Winkler ve Stuckmann’in enzim aktivite 6lgim yontemi ve
en sik kullanilan enzim substrati p-nitrofenol palmitatdir. (p-NPP). p-NPP ile gerceklestirilen
enzim aktivitesi galismalarinda genellikle esteraz aktivitesi p-NPP’In enzimatik hidroliziyle
gerceklestiriimektedir [Abramic ve ark., 1999; Dalmau ve ark., 2000; Nthangeni ve ark., 2001;
Casa ve ark., 2002; Bruno ve ark., 2004; Bruno ve ark., 2005]. Hidroliz sonucunda p-nitrofenol
(p-NP) olusmakta ve ¢ozeltinin berrak sari rengi enzim aktivitesine bagh olarak daha koyu bir
sarl renk almaktadir. Sonugta da p-NP olusumundan kaynaklanan absorbans artisi
spektrofotometrik olarak olgllmektedir. Lipaz enzim aktivitesi olgimi icin oldukga hassas
sonuglar verdigi belirtilen bu yontemin kullanildigi bir galismada maksimum hatanin % 5 oldugu
bildirilmistir [Palomo et al, 2002].

O
WA /DH
.I[lj Lipaz
_—=
SN O. N
Il Il
a o
p-NPP {C.HNOy) . p-NP(CHNO5)

Calismada substrat olarak p-NPP kullanilarak spektrofotometrik yontemle porcine pancreatic
lipazin aktivitesinin belirlenmesinde 6lgim sartlarinin ydntem Gzerine etkileri incelendi. Calisma
kosullarinda gercgeklestirilen Lipaz enzim aktivitesi dlgimuntn givenli ve kontrolli kosullarda
gerceklestirilebilmesi igin kullanilan substrat (p-NPP) sicaklik, pH enzim konsantrasyonu
faktorlerini icerecek sekilde ele alindi. Bu sayede enzim aktivite Olgimuni etkileyebilecek

kosullarin ortadan kaldiriimasi hedeflendi.

3.1. Aktivite ve Protein Standart Grafikleri

3.1.1. p-NP Standart Egrisinin Olusturulmasi

p-Nitrofenol standart egrisinin olusturulmasinda 0,005-0,1 mM araliinda bir seri nitrofenol
¢ozeltisi 1 mM stok c¢ozeltiden yola ¢ikilarak hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerin 410 nm de

absorbansi olguldu. Bu degerler derisime karsi grafige gegirilerek p-NP standart egrisi

olusturuldu.
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p-NPP ile gergeklestirilen enzim aktivitesi calismalarinda aktivite p-NPP’In enzimatik hidroliziyle
gerceklestiriimektedir [Abramic et al,1999, Dalmau et al,2000, Nthangeni et al, 2001, Casa et al,
2002, Bruno et al, 2004, Bruno et al, 2005 ]. Hidroliz sonucunda p-nitrofenil (p-NP) olugsmakta
ve ¢ozeltinin berrak sari rengi enzim aktivitesine bagli olarak daha koyu bir sari renk almaktadir.
Sonugta da p-NP olusumundan kaynaklanan absorbans artisi spektrofotometrik olarak

Olcllmektedir.
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Sekil 3.1: p-Nitrofenol standart egrisi

3.1.2. Protein Standart Grafiginin Olusturulmasi

Standart protein egrisinin ¢izimi i¢in sirasiyla 0,02, 0,05, 0,1, 0,125, 0,15, 0,2 mg/mL olan sigir
serum albumin (BSA) c¢o6zeltileri hazirladi. Bu stoklarin her birinden ayri ayri 0,1 mL alinarak
Uzerine 2 mL Bradford reaktifi eklendi ve 10 dk. oda sicakhiginda bekletilip 595 nm. de
absorbanslari dlgildi. Bu dederler, derisime kargi grafige gecirilerek standart protein egrisi

olusturuldu, elde edilen grafik érneklerin protein igeriklerinin belirlenmesinde kullanildi
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Sekil 3.2 : Protein Standart Grafigi

3.2. immobilizasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Epiklorohidrin ile c¢apraz baglama suresi, lipaz enziminin immobilizasyon silresi, enzim
konsantrasyonu, sicaklik ve pH'In etkisi immobilizasyon kosullarinin optimizasyonunda

incelendi.

3.2.1. ECH ile Gapraz Baglama Siiresinin immobilizasyon Uzerine Etkisi

ECH ile capraz baglama siresinin immobilizasyon Uzerine etkisi incelenmesi amaciyla her iki
tasiyicinin sabit miktarlari Gzerine 50 mM konsantrasyonunda ECH c¢o6zeltisi eklendi. Farkh
surelerde (1,2,3,4,5,6,17 ve 24 saat) ECH ile gapraz baglanmis boncuk lizerine 1mg/ml olacak
sekilde lipaz enzimi immobilize edildi. Yapilan aktivite 6lgiimleri sonucunda optimum g¢apraz
baglama stiresi kitosan-perlit izerine immobilize edilen boncuklar igin 4 saat, kitosan-MWCNTs

uzerine immobilize edilen boncuklar i¢in 17 saat olarak belirlendi.
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Sekil 3.3: ECH ile ¢gapraz baglama suresinin belirlenmesi
kitosan-perlit kompozit taslyici lzerine immobilize edilen lipaz(e®),kitosan-MWCNTs kompozit

tasiyici izerine immobilize edilen lipaz (m) ,50 mg immobilize enzim.

3.2.2. immobilizasyon Siiresinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

immobilizasyon siiresinin enzim aktivitesi (izerine etkisini incelemek icin belirlenen optimum
¢apraz baglama surelerine kompozit boncuklar ECH ile ¢apraz baglandi. Daha sonra
hazirlanan 1 mg/ml lipaz ¢ozeltisi 1saat-24 saat araliginda ¢apraz baglanmis boncuk Uzerine
immobilize edildi. Yapilan aktivite dlcimleri sonucunda optimum immobilizasyon suresi her ikKi

tasiyici iginde 24 saat bulundu.
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Sekil 3.4: immobilizasyon siiresinin enzim aktivitesi izerine etkisi
Kitosan-perlit kompozit tasiyici Gizerine immobilize edilen lipaz(e), Kitosan-MWCNTs kompozit

tastyici Uzerine immobilize edilen lipaz (m) ,50 mg immobilize enzim
3.2.3.Lipaz Konsantrasyonunun Enzim immobilizasyonu Uzerine Etkisi

Lipaz konsantrasyonunun enzim immobilizasyonu Uzerine etkisini incelemek igin belirlenen
optimum surelerde capraz baglama yapildi ve kitosan-perlit, kitosan-MWCNTs kompozit
boncuklari (50 mg) farkli konsantrasyonlarda (0,5-5 mg/ml arasinda degisen) lipaz ile optimum
immobilizasyon stresi kadar muamele edildi. Bagil aktivite hesaplarindan sonra her iki tasiyici

icinde optimum konsantrasyon 2 mg/ml olarak hesaplandi.
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Sekil 3.5: Enzim immobilizasyonu igin optimum lipaz konsantrasyonunun belirlenmesi

Kitosan-perlit kompozit tasiyici Gizerine immobilize edilen lipaz(e®), Kitosan-MWCNTs kompozit

tasiyici izerine immobilize edilen lipaz (m) , 50 mg immobilize enzim

3.3.Tasiyici Uzerine Baglanan Protein Miktari ve immobilizasyon Verimi

Taslyici Gzerine baglanan protein miktarini belirlemek icin ¢alismalar sirasinda filtrat ve yikama

sularinda protein tayini yapildi. Bradford standart grafigi kullanilarak kitosan-perlit ve kitosan-

MWCNTs kompozit boncuklari i¢in ayri ayri yikleme etkinligi hesaplandi.

Cizelge 3.1: Kitosan-perlit ve kitosan-MWCNTs kompozit boncuklar tGzerine immobilize edilmis

lipazin % verim ve % yukleme etkinligi

immobilizasyon Yukleme Protein Hacimsel Spesifik
TR
Verimi (%) Etkinligi (%) miktari Boncuk Boncuk
Aktivitesi Aktivitesi
Kitosan-
perli %61,27 %51,17 1,02 0,125 U/ 0,130
kompozit 002, 0oL, 02 mg , g :
boncuk
Kitosan-
MWCNTs
kompozit %64,3 %38,23 1,16 mg 0,174 U/g 0,150
boncuk

Serbest Enzim Aktivitesi: 0,0628 U/mL, Serbest Enzim Spesifik Aktivitesi: 0,233
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3.4.Serbest ve immobilize Lipazin Optimum pH larinin Belirlenmesi

immobilize ve serbest lipaz enzimi aktivitelerinde ortam pH’ sinin degisimiyle aktivite kaybi olup
olmadidi belirlendi.

Sekilde goruldigu gibi en yuksek aktivite degeri %100 alinarak serbest ve immobilize lipaz
enziminin optimum pH’ni belirlemek igin pH 4,0- 5,0- 6,0- 7,0 -8,0 -9,0 ve 10,0 pH degerlerinde

aktivite dlgimleri yapildi.
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% Bagil Aktivite

20
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Sekil 3.6: Serbest ve immobilize Lipazin Optimum pH larinin Belirlenmesi

Serbest lipaz enzimi(A), Kitosan-perlit kompozit tasiyici Uzerine immobilize edilen lipaz(e),

Kitosan-MWCNTs kompozit tagiyici Gzerine immobilize edilen lipaz (m) ,50 mg immobilize enzim

Gelistirilen ydntemle elde edilen immobilize lipazin aktivitesi Uzerine pH’nin etkisi incelendiginde
immobilize lipazin serbest enzime kiyasla yiksek pH degerlerinde daha aktif oldugu ve optimum
pH degerinin degistigi goruldi. Serbest enzim igin optimum pH dizeyi pH:7,0 olarak
belirlenirken kitosan-perlit ve kitosan-MWCNTSs icin bu deger pH:8,0 olarak belirlendi.

Pek ¢ok calismada pH’nin serbest ve farkh yontemlerle immobilize lipaz enzim aktivitesi Gzerine
etkileri incelenmistir. Bu calismalardan birinde pH: 4,0-9,0 aralidinda serbest ve mikro
tanecikler Uzerine glutaraldehitle c¢apraz baglanarak immobilize edilmis Candida rugosa
kaynakl lipaz enzim aktiviteleri Gzerine pH’nin etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada optimum pH
degerleri serbest lipazda pH:7,0 bulunurken immobilize lipazda 1 birim olmak Uzere alkalin
bolgeye kaydigi bildiriimistir [Bayramoglu ve digerleri, 2005]. Lipaz immobilizasyon
calismalarinda immobilize lipaz enziminin optimum pH dulzeyinin genellikle alkali alana dogru

kaydigi belirtiimekte ve gorilmektedir. Baska bir ¢calismada vinil alkol ile ¢apraz baglanmis
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adipolidiklorir Uzerine porcine pancreatic kaynakli lipaz immobilize edilmigtir. pH:7,0-10,0
arasinda serbest ve immobilize lipaz lzerine pH’In etkisi incelendiginde, serbest lipaz igin bu
deger pH 8,5 bulunurken immobilize lipazda 0,5 birim kayma gdstererek pH:9,0 bulunmustur.
Aminlenmis silikajel ve siksinimid destedi Uzerine porcine pancreatic kaynakli lipaz igin
immobilizasyon yontemi gelistirilen baska bir ¢calismada da immobilize ve serbest enzim igin
optimum pH degerleri 7,5 bulunurken, 7,5 dan yiksek pH lar i¢cin immobilize enzimin aktivitesi
yine %100 e yakin bulunmustur.

Genellikle polikatyonik desteklere enzim baglanmasi optimum pH da asidik bir kaymaya neden
olur. Kitosan polikatyonik bir destek olmasina ragmen immobilize enzimin optimum pH’1 farkh bir
kayma goésterdi. OH gruplarini etkinlestirmek igin kullanilan ECH reaktifi kitosan destegini
anyonik yapar ve optimum pH farkli bir ydne kayar. immobilize lipazin optimum pH’indaki
benzer bir kayma PVC, sefaroz, kitin ve agaroz [Shaw et al,1990] selit [Fadiloglu ve digerleri,

1997 ] iginde ayni sekilde literatlirde bildirilmistir.

3.5.Serbest ve immobilize Lipazin Optimum Sicakliklarinin Belirlenmesi

immobilize ve serbest lipaz enzimi aktivitelerinde reaksiyon ortaminin sicaklik degisimiyle
aktivite kaybi olup olmadigi belirlendi.

Sekilde gorildigu gibi en yiksek aktivite degeri %100 alinarak serbest ve immobilize lipaz
enziminin optimum sicakligini belirlemek icin 25, 40, 50, 60,70 ve 80 °C degerlerinde aktivite

Olgumleri yapildi.
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Sekil 3.7: Serbest ve immobilize Lipazin Optimum Sicakliklarinin Belirlenmesi

Serbest lipaz enzimi (A), Kitosan-perlit kompozit tasiyici Uzerine immobilize edilen lipaz(e),

Kitosan-MWCNTs kompozit tasiyici Uizerine immobilize edilen lipaz (m) ,50 mg immobilize enzim
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Geligtirilen ydntemle elde edilen immobilize lipazin aktivitesi Uzerine sicakligin etkisi
incelendiginde immobilize lipazin serbest enzime kiyasla yuksek sicaklik degerlerinde daha aktif
oldugu ve optimum sicaklik degerinin degistigi goruldi. Serbest enzim igin optimum sicaklik
diizeyi 40 °C olarak belirlenirken kitosan-perlit ve kitosan-MWCNTs igin bu deger 50 °C olarak
belirlendi.

Baska calismalarda da sicakligin serbest ve farkli yontemlerle immobilize edilmis lipaz enzim
aktivitesi Uzerine etkileri incelenmistir. Bir calismada glutaraldehit ile aktive edilmis nanofibril
membran Uzerine lipaz igin bir immobilizasyon yontemi gelistirilmistir. 30 °C - 60 °C arasinda
yapilan optimum sicaklik denemesinde serbest enzim igin 40 °C bulunan sicaklik immobilize
enzim igin 50 °C bulunmustur. Yiksek sicakliklar enzim ile destek arasindaki kovalent baglama
sonucunda, enzim Uzerinde konformasyonel sinirlamalara yol acabilir. (Huang et al, 2007)
Yapilan baska bir calismada lipaz immobilizasyonu igin kitosan-nanofibrii memranlar
hazirlanmistir. Bu c¢alismada vyapilan 25-55 °C ler arasinda gerceklestirilen sicaklik
denemesinde optimum sicaklik serbest enzim icin 35 °C bulunurken bu deder immobilize enzim
icin 47 °C ye yukselmigtir [ Zhu et al, 2012].

Enzimin destege kovalent baglanmasi ile konformasyonel hareketliligi dismektedir. Bundan
dolayi katalitik reaksiyonlar igin uygun bir yapi elde etmek i¢gin yliksek enerji gerekmektedir. Bu
da immobilize enzimin optimum sicakhdinin artmasina sebep olur [Zhu et al, 2012].

Baska bir calismada da amino-fonksiyonlu siralanmis gozenekli SBA-15 (zerine immobilize
edilmis lipazin 20-70 °C aralidinda aktivitesi olgllmis immobilize enzimin serbest enzime
kiyasla daha yuksek sicakliklarda daha yuksek aktivite gdsterdigi goézlemlenmistir. Enzim
molekull ile modifiye edilmis destek arasindaki guglu etkilesimden dolayl daha fazla koruma
meydana gelmistir. Bu da immobilize enzim igin sicakligin artmasina sebep olmustur [Xu et al,
20111].

3.6.Fiziksel Karakterizasyon

3.6.1 Fourier Transform Infrared Spektroskoposi (FTIR) Analizi

Kizil6tesi (IR) absorbsiyon spektroskopisi bir tur titresim spektroskopisidir. IR i1sinlari molekulin
titresim  hareketleri  tarafindan  sogurulmaktadir. Matematiksel Fourier  dénutsimu
spektroskopisinde 1sima siddeti, zamanin bir fonksiyonu olarak alinir. Her dalga boyunu ayri
ayri tarama gerekmeksizin hizli ve yiksek ¢ozinurlikte spektrumlar elde edilebilir. Bu yontem
ile, molekller bad karakterizasyonu yapilarak kati, sivi, gaz veya ¢ozelti halindeki organik
bilesiklerin yapisindaki fonksiyonel gruplar, iki bilesigin ayni olup olmadigi, yapidaki baglarin
durumu, baglanma yerleri ve yapinin aromatik ya da alifatik olup olmadigi belirlenebilir. Ayrica
biyokimyasal olarak; karbonhidrat fosfolipit amino asit ve proteinlerin yapi analizlerinde

belirleyicidir [Fessenden et al, 2001].
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Sekil3.8: Kitosan-perlit kompozit boncuk FTIR analizi

3463 cm™ de go6zlenen yayvan pik yapidaki OH gruplarinin varh§ini gosterir. 1654 cm™ de C=0
gerilmesi, 1542 cm™ de N-H gerilmesi (2. Amit bandi) ve 1068 cm™ de Alifatik C-H diizlem iGi

egilmeleri gértlmektedir
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Sekil 3.9: ECH ile capraz bagh kitosan-perlit kompozit boncuk FTIR analizi

3592 cm™ de gézlenen yayvan pik yapidaki OH gruplarinin varligini gosterir. Epoksit gruplarina
ait pik ise 2360 cm™ de goriilmektedir. 1073 cm™ de Alifatik C-H diizlem ici egilmeleri

gOrulmektedir.
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Sekil 3.10: Kitosan-MWCNTSs kompozit boncuk FTIR analizi

3500 cm™ de g6zlenen yayvan pik yapidaki OH gruplarinin varhgini gosterir.1075 cm™ de

Alifatik C-H duzlem igi egilmeleri gérilmektedir
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Sekil 3.11: ECH ile ¢apraz bagh kitosan-MWCNTs kompozit boncuk FTIR analizi

3650 cm™ civarinda gozlenen iki catalli pik R-NH, grubunun varhgini gosterir. 3428 cm™ de

g6zlenen yayvan pik yapidaki OH gruplarinin varligini goésterir. Epoksit gruplarina ait pik ise

2361 cm™de go6rulmektedir. 1073 cm™ de Alifatik C-H diizlem ici egilmeleri goériimektedir.
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3.6.2.TGA

TGA agirhdin yani numunenin kutlesinin numunenin sicakligina ya da zamana gére élgimuddr.
Bizde deneyimizde boncuklarin isiya karsi dayanikhilklar 6lgtldi. Analiz érnekte sicakligin

etkisiyle ugradigi agirlik kayiplarini élgen hassas bir terazi kullanildi..
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Sekil 3.12: a) Kitosan-perlit kompozit boncuk b) Kitosan-perlit ECH ile gapraz baglanmig

kompozit boncuk TGA sonuglari

Kitosan-perlit kompozit boncuk ve g¢apraz bagl kitosan-perlit kompozit boncuklarin
termogravimetrik analizi yapildi. 30-227 °C arasinda agirlik kaybi kitosan-perlit kompozit boncuk

icin %57 ECH ile gapraz bagh kitosan-perliticin % 55 dir.
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Sekil 3.13: a) Kitosan-perlit kompozit boncuk b) Kitosan-MWCNTs ECH ile capraz baglanmis

kompozit boncuk TGA sonuglari

Kitosan-MWCNTs kompozit boncuk ve gapraz bagh kitosan-MWCNTs kompozit boncuklarin
termogravimetrik analizi yapildi. 30-227 °C arasinda agirlik kaybi kitosan-perlit kompozit boncuk

ve ECH ile ¢capraz bagli kitosan-perliticin % 45 dir.

3.6.3.SEM

Taramali Elektron Mikroskobunda (SEM) goérintil, yiksek voltaj ile hizlandirilmis elektronlarin
numune Uzerine odaklanmasi, bu elektron demetinin numune ylizeyinde taratilmasi sirasinda
elektron ve numune atomlari arasinda olusan cesitli girisimler sonucunda meydana gelen
etkilerin uygun algilayicilarda toplanmasi ve sinyal guglendiricilerinden gegirildikten sonra bir

katot 1sinlari tipunin ekranina aktariimasiyla elde edilir.
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a) b) c)
Sekil 3.14: a) Kitosan-perlit kompozit boncuk 100 x biiyiime b) Kitosan-perlit kompozit boncuk

1000 x buyume c) Kitosan-perlite kompozit boncuk 10.000 x biylime

) 100 YTEWAL ) oo ,

Sekil 3.15: a) ECH ile gapraz bagli kitosan-perlit kompozit boncuk 100 x buyime b) ECH ile
capraz bagl kitosan-perlit kompozit boncuk 1000 x buyime c) ECH ile gapraz bagh kitosan-

perlite kompozit boncuk 25.000 buyime
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Sekil 3.16: a) Lipaz ile immobilize edilmis kitosan-perlit kompozit boncuk 100 x buyime b)

Lipaz ile immobilize edilmis kitosan-perlit kompozit boncuk 1000 x biylime c) Lipaz ile

immobilize edilmis kitosan-perlite kompozit boncuk 25.000 buyime
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Sekil 3.17: a) Kitosan-MWCNTs kompozit boncuk 100 x biyiime b) Kitosan-MWCNTs kompozit
boncuk 1000 x blyime c) Kitosan-MWCNTs kompozit boncuk 25.000 biylime

Sekil 3.18: a) ECH ile capraz bagli kitosan-MWCNTs kompozit boncuk 100 x buyime b) ECH
ile capraz bagli kitosan-MWCNTs kompozit boncuk 1000 x bliyiime ¢) ECH ile gapraz bagl
kitosan-MWCNTs kompozit boncuk 25.000 buyime

Sekil 3.19: a) Lipaz ile immobilize edilmis kitosan-MWCNTs kompozit boncuk 100 x biyime b)
Lipaz ile immobilize edilmis kitosan-MWCNTs kompozit boncuk 1000 x biylime c) Lipaz ile

immobilize edilmis kitosan-MWCNTs kompozit boncuk 25.000 biyime
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Sekil 3.21: Kitosan-perlit kompozit boncuklari

Cizelge 3.2: Yas boncuklarin boyutlari

Kitosan-perlit ECH ile Gapraz Kitosan-MWCNTs ECH ile Capraz

kompozit boncuk baglanmig Kitosan-  kompozit boncuk baglanmig Kitosan-
perlit kompozit MWCNTs kompozit
boncuk boncuk

1,95 mm 1,86 mm 2,12 mm 1,96 mm
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3.7.Stabilite Testleri
3.7.1.Serbest ve immobilize Lipazin pH stabilitesi

Kitosan Uzerine immobilize edilen lipazlarin pH stabiliteleri immobilize enzimin pH: 3,0-10,0
arasinda degisen tampon ¢ozeltiler icerisinde bekletiimesi surecinde aktivitede meydana gelen
azalmadan yararlanilarak belirlendi. 1 saatlik sirenin sonunda immobilize ve serbest enzim
aktivitelerinde meydana gelen degisiklik 6lguldu.

Sekilde goruldigu gibi en yiksek aktivite degeri %100 alinarak serbest ve immobilize lipaz

enziminin pH stabilitesi belirlendi.
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Sekil 3.22: Serbest ve immobilize lipazin pH Stabilitesi
Serbest lipaz enzimi( A), Kitosan-perlit kompozit tagiyici Uzerine immobilize edilen lipaz(e),

Kitosan-MWCNTs kompozit tagiyici Uzerine immobilize edilen lipaz (m) ,50 mg immobilize enzim

En yuksek aktivite degeri %100 alindi. Geligtirilen yontemle elde edilen immobilize lipazin her
pH diizeyinde stabilitesinin artti§i ve pH stabilite araliginin genisledigi gorildi. Ozellikle disiik
pH larda kitosan-perlit Gzerine immobilize edilmis lipaz igin aktivite degerinin dnemli dlgtde
arttiy1 sekilde de gorilmektedir. Alkali bolgeye dogru ciktikga yine immobilize enzim i¢in %
kalan aktivite deg@erinin arttigi gorulda.

Lipazlarin stabilitelerinin  artmasi endistriyel bir gereksinimi karsilamaktadir. Enzim

immobilizasyonu ile enzimin stabilitesi genellikle artmaktadir. Daha 6nce yapilan bir lipaz enzim
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immobilizayon c¢alismasinda pH stabilitesi igin pH; 3,0-13,0 arahdinda c¢alisiimistir. Bu
¢alismada pH: 5 te immobilize enzimin bagil aktivitesi yaklasik %92 iken serbest enzimde %40
civarindadir. Ayni calismada pH: 6 da immobilize enzimin bagil aktivitesi %100 olurken serbest
enzimin % 70 kadardir [Hung et al, 2003].

Kovalent baglama ile enzim immobilizasyonunda genellikle pH dayanimi arttiriimis sistemler
elde edilir. Burada da daha dayanikh bir lipaz sistemi elde edilmistir. Kovalent baglanma ile
enzim immobilizasyonu adsorpsiyon gibi zayif enzim tutuklama ydntemlerine kiyasla enzimi

birden fazla noktadan destege baglayarak dayanikhhdini artirir [Albayrak ve digerleri, 2002].

3.7.2.Serbest ve immobilize Lipazin Termal Stabilitesi

Kitosan lzerine immobilize edilen lipazlarin sicaklik stabiliteleri immobilize enzimin +4 ile 80 °C
arasinda degisen sicakliklarda tampon ¢ozeltiler igerisinde bekletiimesi slrecinde aktivitede
meydana gelen azalmadan yararlanilarak belirlendi. 1 saatlik srenin sonunda immobilize ve

serbest enzim aktivitelerinde meydana gelen degisiklik dl¢ilda.

100 -

80

60 -

40

% Kalan Aktivite

20 A

0 T T T
0 20 40 60 &0

Sicaklhik (°C)

Sekil 3.23: Serbest ve immobilize Lipazin Sicaklik Stabilitesi
Serbest lipaz enzimi( A), Kitosan-perlit kompozit tagiyici Uzerine immobilize edilen lipaz(e),

Kitosan-MWCNTs kompozit tagiyici izerine immobilize edilen lipaz (m) ,50 mg immobilize enzim

En ylksek aktivite degeri %100 alindi. Sonuglar incelendiginde termal stabilitenin serbest ve

immobilize enzim igin 40 °C ye kadar neredeyse ayni aktivite gosterdigi gortldi. Ancak daha
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yuksek sicaklik de@erleri igin immobilize lipazin her sicaklik dizeyinde stabilitesinin arttigi ve
termal stabilite araliginin genigledigi goralda.

Kovalent baglarla gerceklestirilecek bir enzim immobilizasyon yéntemiyle lipazlarin stabilitesinin
arttinimasi endustriyel bir ihtiyacgtir. Genel olarak serbest enzime kiyasla immobilize edilmis
enzim o¢zellikle de kovalent bag ile immobilize enzimler yiiksek sicaklik veya organik ¢oziculer
gibi denatiire edici kosullara karsi daha dayanikli bir bicimsel mimariye sahiptir (Bagi et al,
1997, Kuncova et al,1997, Nilsson et al,1984] Enzim immobilizasyonu ile enzimin sicakhk
stabilitesi genellikle artmaktadir [Albayrak et al, 2002a, Albayrak, et al 2002b.].

Serbest ve immobilize lipazlarin sicaklik ve pH stabilitelerinin karsilastirildigi pek ¢ok g¢alisma
bulunmaktadir. Bir calismada 50 ve 60 °C sicakliklarda 120 dk boyunca bekletilen serbest ve
mikro tanecikler Uzerine glutaraldehitle ¢apraz baglanarak immobilize edilimis Candida rugosa
kaynakli lipaz enziminin termal stabiliteleri karsilastiriimistir. 120 dk’nin sonunda serbest lipaz
60 °C’de %11; 50 °C’de %56 oraninda relatif aktivite gosterirken; immobilize enzim sirasiyla
%67 ve %94 dizeyinde aktivite gostermistir.

Baska bir calismada polivinil alkol ile g¢apraz baglanmis destek Uzerine immobilize edilen
porcine pancreatic kaynakh lipaz igin stabilite testi yapilmis; 4-60 °C arasinda belli sicakliklarda
1 saat bekletilen serbest ve immobilize lipazlarin termal stabiliteleri karsilastiriimistir. 40 ve 50
°C de immobilize lipazin serbest enzime kiyasla yaklasik olarak 2,5 kat ylksek aktivite
gosterdigi gézlemlenmistir. [Kiling ve digerleri 2002]. Bu stabilite artisi ¢ok noktadan destek
Uzerine enzimin kovalent bagla baglanarak yapisal kararlihk kazanmasi ile agiklanmigtir
[Bayramoglu ve digerleri, 2005]. Termal stabilite ile endUstriyel uygulamalarda enzim
denatirasyonu nedeniyle ulagilamayan yuksek sicakliklarda calisabilme olanagi dogmaktadir.
Lipaz enziminin katalizledigi transesterifakasyon gibi yuksek sicakliklara ¢ikan reaksiyonlarda

lipazin termal stabilitesi olduk¢a 6énemlidir.
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3.7.3.Depolama Kararlihgi

Serbest ve immobilize lipazin farkl depolama sartlar altinda aktivitelerini ne oranda koruduklari
belirlendi.
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Sekil 3.24: Serbest ve immobilize lipazin +4 °C depolama kararlilig

Serbest lipaz enzimi( A), kitosan-perlit kompozit tasiyici Gzerine immobilize edilen lipaz(e),

Kitosan-MWCNTs kompozit tagiyici Gzerine immobilize edilen lipaz (m) ,50 mg immobilize enzim
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Sekil 3.25: Serbest ve immobilize lipazin oda sicaklijinda depolama kararlihig
Serbest lipaz enzimi( A), Kitosan-perlit kompozit tagiyici Gzerine immobilize edilen lipaz(e),

Kitosan-MWCNTs kompozit tagiyici Gzerine immobilize edilen lipaz (m) ,50 mg immobilize enzim
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Yaptigimiz galismada immobilize enzimin serbest enzime kiyasla daha ylksek stabilite
gOsterdigi gbzlemlendi. 40 ginin sonunda; +4 °C de kitosan-perlit kompozit boncuk Uzerine
immobilize edilmis lipaz igin % kalan aktivite degeri %59; kitosan-MWCNTs kompozit boncuklar
Uzerine immobilize edilmis lipaz icin % kalan aktivite degeri %63 olarak olgilirken bu deger
serbest enzimde %20 olarak olgildi. Oda sicakhiginda ise kitosan-perlit kompozit boncuk
Uzerine immobilize edilmis lipaz igin % kalan aktivite degeri %48; kitosan-MWCNTs kompozit
boncuklar Gizerine immobilize edilmis lipaz icin % kalan aktivite degeri %55 olarak o6lgilirken bu
deger serbest enzimde %5 olarak 6l¢ildi.

Pek cok calismada depolama kararlihidi serbest ve farkli ydntemlerle immobilize lipaz enzimi
icin degerlendirilmistir.

Yapilan bir calismada polivinil alkol ile capraz baglanmis nano fibril membran (izerine Candida
Rugosa kaynakli lipaz igin bir immobilizasyon ydntemi gelistiriimistir. Bu ¢alismada pH: 7,0
fosfat tamponunda +4 °C de 30 glin bekletilen immobilize ve serbest lipaz icin belli araliklarla
Olcim alinarak depolama stabilitesi karsilastiriimistir. 30 glinin sonunda immobilize lipazin
aktivitesi % 56,2 ye diserken, serbest enzimin aktivite degerinin 10 giin sonunda % 36,6 ya
distigl gorilmuistir. [Huang et al, 2007]. Bu yapisal dayaniklihk immobilizasyonun
denatirasyonu engellemesinden kaynaklanir [Huang et al, 2007].

Baska bir calismada polivinil alkol ile gapraz baglanmis destek Uzerine immobilize edilen
porcine pancreatic kaynakh lipaz icin depolama testi yapilmis. 55 gin boyunca +4 °C de
pH:7’de bekletilen immobilize ve serbest lipaz igin aktivite degerleri belli araliklarla dlglimustir.
55 gunuin sonunda immobilize lipazin aktivitesi % 80 e bulunurken, serbest enzim igin bu deger
% 20 bulunmustur [Telefoncu ve digerleri, 2002].

Kovalent baglama ile yapilan enzim immobilizasyon c¢alismalarinda, immobilize edilmis lipaz

enziminin aktivitesinin genellikle arttigi gézlemlenmistir.

3.8. Serbest ve immobilize Lipazin Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Calismanin son asamasinda Lineweaver-Burk dogrusallastirma grafigi ile Vmax ve Km
degerleri serbest, kitosan-perlit kompozit boncuk Uzerine ve kitosan-MWCNTs {zerine
immobilize edilmig lipaz enzimleri icin belirlenerek sekilde gosterildi.

Doygunluk substrat (p-NPP) konsantrasyonunu ve Ky ile V..« degerlerini belirleyebilmek igin 2-
20 mM konsantrasyon araligi kullanilarak serbest ve immobilize lipazin aktivite degeri 6lgilda.
Hesaplamalara goére serbest enzim igin V. degeri 0,38 U.mg pro.'l, Kw degeri 20 uM, kitosan-
perlit icin Vinay degeri 0,33 U.mg pro.-* Ky degeri 7,69 uM , kitosan-MWCNTS igin V. degeri
0,38 U.mg pro."l Ky degderi 5,88 uM dir.
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Sekil 3.26: Lipazigin Lineweaver-Burk grafigi

Serbest lipaz enzimi( A), Kitosan-perlit kompozit tasiyici Gzerine immobilize edilen lipaz(e),

Kitosan-MWCNTs kompozit tagiyici Uzerine immobilize edilen lipaz (m) ,50 mg immobilize enzim

Yapilan calismalar incelendiginde lipaz enziminin kaynagina, immobilizasyon ydntemine ve
destek 6zelliklerine bagli olarak serbest ve immobilize enzimlerde Km ve Vmax degerlerinin
bayuk farkliliklar gosterdigi gérilmekte ve belirtimektedir [Bruno et al., 2005]. Bir ¢calismada
polipropilen Uzerine immobilize edilmis Candida rugosa kaynakli lipaz enziminin Km ve Vmax
degerleri p-nitro fenil asetat substrati kullanilarak belirlenmis bu degerler serbest ve immobilize
enzim igin sirasiyla 2700 yM ve 39.2 U.mg pro.-1 ile 2600 yM ve 9.7 U.mg pro.-1 bulunmustur.
Ayni lipaz bir bagka calismada cam alkilamin boncuklar Uzerine immobilize edilerek Km ve
Vmax degerleri p-nitrofenil propiyonat substrati ile belirlenmistir. Serbest enzim icin degerler
belirtiimezken immobilize lipaz enzimi icin sirasiyla bu degerler 288 yM ve 615 U.mg pro.-1
Polisiloksan-polivinil alkol kompozit Uzerine (POS-PVA) glutaraldehit araciliiyla capraz
baglanmis ve serbest Mucor miehei kaynakli lipaz enziminin Km ve Vmax degerleri p-nitrofenil
propiyonat substrati ile belirlenmistir. Km ve Vmax degerleri serbest ve immobilize enzim igin
sirasiyla 390.4 uM ve 55.2 U.mg pro.-1 ile 228.3 yM ve 36.1 U.mg pro.-1 bulunmustur [Bruno et
al., 2005]. immobilize enzimler igin birbirinden gok farkli Km degerleri elde edilebilmektedir.

Serbest ve GA ile aktive edilmis naylon-6 destek materyali lzerine c¢apraz baglanarak

immobilize formdaki Bacillus coagulans (BTS-3) kaynaklh lipaz enzimlerinin karakterize edildigi
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bir calismada enzim aktivitesi p-NPP ile belirlenmistir. immobilize lipaz enzimi icin bulunan
Vmax ve Km degerleri sirasiyla 4 mM ve 10 ymol/dk/L, serbest enzim i¢in bulunan degerlerse;
3.8 mM ve 0.72 pmol/dk/L bulunmustur. Lipaz enziminin substrata afinitesi serbest ve
immobilize enzim igin neredeyse aynidir. Pseudomonas cepacia kaynakli serbest lipaz enzimi
icin Vmax: 30 ymol/dk/L ve Km: 12 Mm degerleri yine p-NPP ile belirlenmigtir. Candida rugosa
kaynakh lipaz enziminin kitosan Uzerine immobilize formu icinse Km ve Vmax degerlerinin

sirasiyla 18 mM ve 96.1 U/mg protein oldugu bildirilmistir [Pahujani et al., 2008].
3.9.Tekrar Kullanilabilirlik

Enzimlerin genel olarak geri kazanilmasi zordur. immobilizasyonda enzim igin tekrar
kullanilabilirlik ekonomik agidan ¢ok énemlidir. immobilize enzim bu ézelligi sayesinde serbest

enzime kiyasla ¢ok avantajlidir.

100
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Sekil 3.27: immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi
Kitosan-perlit kompozit tasiyici Gzerine immobilize edilen lipaz(e®), Kitosan-MWCNTs kompozit

tasiyici Uzerine immobilize edilen lipaz (m) ,50 mg immobilize enzim

Yaptigimiz galismada kitosan-perlit kompozit boncuk lizerine immobilize edilen enzim icin tekrar
kullanilabilirliginin kitosan-MWCNTSs Uzerine immobilize edilen enzime gore daha yliksek oldugu
gorulda. Tekrarlabilirligin yiksek olmasi endustriyel agidan bize avantaj kazandirmaktadir.

Daha 6nce yapilan yapilan bir galismada kitosan-¢ift katmanli biyomimitek membran ve kitosan-

PANCMA membran Uzerine Candida Rugosa kaynakl lipaz icin immobilizasyon ydntemi
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gelistirilmistir. Yapilan tekrarlabilirlik testleri sonucunda; 10 kez kullanim sonrasi kitosan-gift
katmanli biyomimitek membran Uzerine immobilize edilmis membranda % 47 aktivite kaybi,
kitosan-PANCMA membran Uzerine edilmis membranda % 38 aktivite kaybi gbzlemlenmigstir
[Ye et al, 2005]. Enzim inaktivasyonunun sebebi kullanimlar sonucunda protein ve protein
sizintisindan kaynaklanan denattrasyondur [Ye et al, 2005]. Bu sonugclar bize tekrarlanabilirligin

gbzenek yapisi ve taslyici yluzey 6zelliklerine gbre degistigini gostermistir.
3.10. Genel degerlendirme

Lipaz enziminin endistride kullanim alani oldukga genis bir yelpazede seyretmektedir. Her
gegen gin artan enzim maliyetleri immobilize enzime dikkat cekmektedir. Enzimin geri
doénusund saglamak artik endustriyel bir gereksinim haline gelmistir.

Bu calismada porcine pancretic lipazin kitosan-perlit ve kitosan- MWCNTSs olmak (zere iki farkh
tasiyici Gzerine immobilizasyonu saglandi. Calismadan cikarilan sonuglara goére kitosan-perlit
kompozit bonzuklar tzerine immobilize edilmis lipazin ECH ile ¢apraz baglama siresi 4 saat,
kitosan-MWCNTs Uzerine immobilize edilmis lipaz igin 20 saat bulundu. Kompozit boncuklari
immobilize etmek icin kullanilan lipaz konsantrasyonu her iki tasiyici iginde 2 mg/ml bulundu
Lipaz ile kompozit boncuklari immobilize etme slresi her iki tasiyici icinde 24 saat olarak
bulundu. immobilizasyondan sonra immobilize lipazin optimum pH'1 alkali bélgeye dogru 1.0 pH
birimi kaydigi gozlendi. Optimum sicaklik degeri serbest enzim igin 37 °C iken her iki tasiyici
Uzerine immobilize edilmis enzim i¢in 50 °C ye ylkseldi.. Hesaplamalara gore serbest enzim
icin Vmax degeri 0,38 U.mg pro."l, Kw degderi 20 yM, kitosan-perlit icin Va degeri 0,33 U.mg pro.-
! Ky degeri 7,69 uM , kitosan-MWCNTSs icin Vimax degeri 0,38 U.mg pro.™ ,Ky degeri 5,88 yM
dir. immobilizasyon calismalarinda endistriyel uygulamalar yéniinden &zellikle (izerinde durulan
pH, depolama ve sicaklik stabiliteleri bu yontem ile oldukga basarili sonuglar vermistir.
Gelistirilen yontemle diger lipaz immobilizasyon calismalarina paralel olarak pH, sicaklik ve
depolama stabilitelerinde bir artis oldugu bulundu. Endustriyel uygulamalar agisindan yuksek
sicakliklara gikmayi gerektiren endustriyel uygulamalarda sicaklik stabilitesi olduk¢a dnemlidir.
Ozellikle tekrar kullanilabilirlikte elde edilen sonuglar endistride maliyet agisindan biiyik énem
arz etmektedir. Kovalent baglarla gerceklestirilecek bir enzim immobilizasyon ydntemiyle genel
olarak serbest enzime kiyasla immobilize edilmis enzim yiksek sicaklik veya organik ¢ozuculer

gibi denatiire edici kosullara kargl daha dayanikh bir hal almaktadir.
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