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OZET

LiPAZ ENZIMININ DOGAL DESTEK MADDELERINE iMMOBILiZASYONU
VE BiYODIZEL URETIMINDE KULLANIMININ KEMOMETRIK
METOTLARLA ARASTIRILMASI

Yenilenebilir kaynaklardan elde edilen yakitlara olan ilgi son on yilda 6zellikle
fosil yakitlarin tiikenmesi ile ilgili endiseler nedeniyle biiylik bir ilgi gérmektedir.
Siirekli artan maliyetler ve islenmemis yakitlarin kullanimindan kaynaklanan c¢evresel
etkiler nedeniyle arastirmalar son yillarda katlanarak artmistir.

Son on yilda yiiksek maliyetler nedeniyle enzimlerin uygun bir destek maddesi
tizerine tutturularak defalarca kullanilabilmesi endiistriyel uygulamalar agisindan
onemli hale gelmistir. Enzim immobilizasyonunda kullanilan destek maddesi enzime
kazandirdigi biyokimyasal, mekanik ve kinetik 6zellikler nedeniyle oldukga 6nemlidir.
Destek maddesine tutturulan enzim reaksiyon ortamindan kolaylikla ayrilabilmekte ve
stirekli proseslere uygulanabilmektedir.

Bu calisgmada dogal destek maddesi olarak ¢ay atigi, pamuk, lif kabagi ve talas
kullanilmigtir. Lipozyme TL-100L lipaz enzimi dogal destek maddesi Orneklerine
kovalent baglama metodu kullanilarak immobilize edilmistir. Kemometrik
optimizasyon teknikleri kullanilarak enzimlerin dogal destek maddesine en uygun
immobilizasyon kosullar1 belirlenmistir. Ayrica enzimlerin immobilizasyon verimliligi
ve aktiviteleri spektrofotometrik yontemle hesaplanmistir. Bunun yaninda dogal destek
maddelerine immobilize edilen enzimler biyodizel iiretiminde kullanilmistir.

2014, 67 Sayfa

Anahtar Sozciikler: Dogal destek maddesi, immobilizasyon, lipaz, kemometri,
optimizasyon.



ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF LIPASE ENZYME ON NATURAL SUPPORT
MATERIALS AND INVESTIGATION OF ITS USING ON BIODISEL
PRODUCTION BY CHEMOMETRIC METHODS

Fuels obtained from renewable resources have deserved a great deal of interest
during the past decades mainly due to concerns about fossil fuels depletion. Research
efforts have been multiplied in the last years as a consequence of constant increasing
costs and environmental impact derived from the use of crude-based fuels.

In the last decade, due to high costs of enzymes, immobilization of enzymes on a
suitable support material and can be reusing has become important for its industrial
applications. Support material whice is used immobilization of enzymes is very
important because it gained biochemical, mechanical and kinetic properties to enzymes.
Enzyme whice is immobilized on carrier can be separated from reaction environment
and can be applied to continuous process.

In this study, tea waste, cotton, loofah and wood chips are used as natural supplements.
Lipozyme TL-100L immobilized onto natural support materials using covalent binding
method. The optimum immobilization conditions of enzymes determined using
chemometrics optimisation techniques. In addition, immobilization efficiency and
activity of enzymes calculated using spectrophotometric methods. Also enzymes which
immobilized onto natural support materials used in production of biodiesel.

2014, 67 Pages

Keywords: Natural support material, immobilization, lipase, chemometrics,
optimisation.
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1.GIRIS

1.1. ENZIMLER

1.1.1. Enzimlerin Yapisi

Enzimler, canli organizmalar tarafindan iiretilen, farkli maddeler igeren, belirli
bir kimyasal reaksiyonu katalizleyen veya kolaylastiran, kendisi reaksiyondan
bozulmadan ve degisiklige ugramadan ¢ikabilen protein molekiilleridir (Keha ve
Kiifrevioglu, 2004).

Enzimler bir b6liimii yalniz proteinden olusurken digerleri apoenzim ve koenzim
denilen iki kistmdan meydana gelmektedir. Enzimlerin etkileyerek degisiklige ugrattig
molekiile ise substrat adi verilir (Yiicel, 2008).

Enzimler polipepdit zincirler halinde sentezlenmektedir. Ancak, enzimin aktivite
kazanabilmesi icin polipeptidin sekonder, tersiyer ve bazi hallerde kuarterner yapi
kazanmasi gerekmektedir. Enzimlerin en o6nemli Ozellikleri katalitik gilicleri ve
spesifiklikleridir. Kataliz enzimin 0zel bdlgesi olan aktif merkezde gergeklesir.
Enzimler, reaksiyonun denge sabitini degistirmeden reaksiyon hizini arttirmaktadirlar.
Organizmalardaki organik molekiillerin yapimi ve yikimi, kas hareketleri, solunum,
sindirim gibi fizyolojik olaylar enzimlerin yardimiyla yiiriitiilmektedir (Telefoncu
1997). Baz1 enzimler sadece aminoaSitlerden olusmusken bazilari da aminoasitlerden
baska gruplar ihtiva etmektedir. Enzimler protein yapisinda olmasina ragmen, pek ¢ok
durumda bu protein yapisina protein olmayan daha kii¢lik yapili organik veya anorganik
molekiillerin baglanmasiyla olusmus protein yapisi gézlenir. Bu yapida enzimin protein
kism1 apoenzim, protein olamayan kismi ise koenzim olarak adlandirilmaktadir.
Apoenzim ve koenzimin birlesmesiyle meydana gelen yapiya haloenzim adi verilir.
Koenzimler enzimatik reaksiyonlarda elektron aligverisi saglarlar. Enzimin spesifik
olarak etki ettigi maddeye substrat denir. Koenzim enzimin etki edecegi kimyasal
reaksiyonu, apoenzim ise hangi substrata etki edecegini tayin eder (Tekman ve Oner
1994).

Enzimin substrata baglanmasi, anahtar kilit modeli ve uyarilmis uyum modeli

olmak iizere iki farkli modelle agiklanir. Anahtar kilit modelinde, enzimin aktif merkezi



substrata birebir benzerdir. Uyarilmis uyum modelinde, enzimin aktif merkezi, enzim
substrattan uzakta oldugu donemde substrata benzerlik gostermez. Enzim substrata

yaklastik¢a enzimin aktif merkezi substratin seklini alir (Aybastier, 2010).

1.1.2. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimler faaliyet gosterdikleri yere gore; hiicre i¢inde salgilanip hiicre iginde
etki ediyorsa, hiicre i¢i (endojen) ve hiicre iginde salgilanip hiicre disinda faaliyet
gosteriyorsa hiicre dis1 (eksojen) adini alir.

Enzimler siniflandirilirken her enzime etki ettigi reaksiyon ¢esidine gore 4
rakamli bir numara verilir. 1. Numara smifini, 2. Numara alt smifini, 3. Numara
grubunu, 4. Numara kendine 6zgii sira numarasint veririr 3.6.1.3 ATP Fosfohidroliz

gibi. Buna gore enzimler asagidaki gibi siniflandirilmistir.

Oksidorediiktazlar: iki substrat arasinda oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarmni
katalizlerler.

Sredﬁklenmis +3S oksitlenmis +—> S rediiklenmis + Soksitlenmi§

Transferazarlar: Bir substrat ¢ifti arasinda ( S ve A ) fonksiyonel bir grubun ( G )
hidrojenden baska transferlerini katalizlerler.

S-G+A «— S+AG

Hidrolazlar: Subsratin yapisina gore eter ester peptid glikozit v.s baglari {izerine
hidroliz reaksiyonlarini saglayan enzimlerdir.

Ure+H20 +— CO, + 2NHj

Liyazlar: Hidrolizde olandan baska bir mezkanizma ile substratlarin bazi gruplarini
ayiran enzimlerdir.

L-Aspartat <«——> L-Alanin+ CO;
Izomerazlar: Substratlarin izomerlesmesini saglarlar.
L-Alanin <—— D-Alanin
Ligazlar: Daha biiyiik bir molekiilii olusturmak i¢in iki metabolitin baglanmasini

katalize eden enzimlerdir.
ATP + Asetat + COA <«——» AMP + Pirofosfat + Asetil CoA



Kaynak:http://wwwz2.aku.edu.tr/~mkonuk/enzimler.pdf

1.1.3. Enzimlerin Calismasina Etki Eden Faktorler

Sicaklik; Belli derecede bir sicaklik artis1 kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi
enzimatik reaksiyonlarinda hizini arttirict bir etki yapmaktadir. Bununla birlikte
sicaklik artis1 enzimlerin protein yapisinin bozulup denatiirasyon olmasma neden
olabilmektedir. Pek ¢ok calisma 37°C’ de yiritiilir, bunun birinci nedeni viicut
sicakliginin enzimler i¢in optimum sicaklig1 olabilecegi, ikinci nedeni ise bu sicakligin
tizerinde enzimlerin inaktivasyon oranlarimin ¢ok fazla degismemesi -etkilidir.
Uluslararas1 Biyokimya Birligi baslangigta 25°C’ de standart sicaklik olarak tavsiye
etmis ancak sicak iklimlerde enzimleri diisiik sicaklikta tutmanin zor olmasindan dolay1
bu sicakligi 30°C’ ye arttirmistir. Ancak hala enzimlerin aktiviteleriyle alakali sicaklik
ile ilgili ¢aligmalarda belli bir standardin olmadig1 goriilmektedir. Bunun temel nedeni

enzimlerin protein yapilarmin farkli olmasindan kaynaklanir (Nelson, 2004).

pH; Her bir enzimin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi belirli bir optimum pH
derecesi vardir. Protein yapilarindan dolayr enzimlerin i¢indeki amin ve karboksil
gruplar1 pH derecesine gore iyonlasabilirler ve yapisal degisiklige ugrayabilirler. Genel

olarak enzimlerin optimum pH dereceleri 5-9 arasinda degismektedir.

Substrat yiizeyi ve konsantrasyonu; Bir tepkimede substrat yiizeyinin artmasi
tepkime hizimi arttirici 6zellik gostermektedir. Enzimin aktivitesi {izerine substrat
konsantrasyonun etkisini inceleyen deneysel ¢alismalarin sonuclart tutarlilik gosterir.
Diisiik substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon hiz1 azalirken, yiliksek substrat
konsantrasyonlarinda reaksiyon hiz1 artar. Yiiksek substrat konsantrasyonlarinda
reaksiyon hiz1 belli bir siire sonra sabitlenmeye baslar ve sonunda asag1 yukari sabit olur

(Nelson, 2004).

Inhibitér (Onleyici) Etkisi; Enzim reaksiyonlarin yavaslatan veya engelleyen
maddelere inhibitdrler denir. Inhibitérler enzimlerle birleserek, enzimleri pargalayarak

enzimin substratin1 veya aktif maddesini bozarak 6nleyici etkisini yapmaktadir.


http://www2.aku.edu.tr/~mkonuk/enzimler.pdf

Aktivator (Aktiflestiri) Etki; Enzim reaksiyonlarini hizlandiran maddelere
aktivator denir. Ozellikle mangan, nikel klor ve magnezyum iyonlar1 enzimlerin
etkinligini arttiran iyonlardir. Bazi aktivatorler, enzimin substrati ile birlesmesini
kolaylastirirken, bazilar1 enzimin aktif yiizeyini daha da aktif hale getirerek reaksiyon
hizini arttirmaktadir (Yiicel, 2008).

Su Etkisi; Enzimlerin biiyilk bir kismi islevlerini su igerisinde
gosterdiklerinden, suyun miktar1 da enzim islevinde 6nemli bir parametredir. Genellikle
% 15’in altinda su igeren ortamlarda, enzimler islev gostermezler. Regel ve pekmez
yapiminda bu faktor 6nemlidir. Sulandirilan regelin, balin ya da pekmezin mayalanmasi

ve eksimesi enzimlerin aktif hale gegmesinden dolayidir (Yiicel, 2008).

1.1.4. Enzim Reaksiyonlarnin Kinetigi

Enzimler reaksiyon kinetigi ve mekanizmasi yoniinden kimyasal katalizorlere
benzerler. Reaksiyonda Once enzim ile substrat arasinda bir ara bilesik olusur. Bu
kararsiz ara bilesigin olusma hizi enzim ve substrat derisimine baglidir. Reaksiyon
kosullart ve enzim derisimi sabit tutulurken substrat derisimi arttirilirsa reaksiyon hizi
belli bir maksimum degere erisir. Bu degerden sonra, substrat derigimi arttirilsa bile
reaksiyon hizinda bir degisme gozlenmez. Bunun nedeni, ortamdaki enzim
molekiillerinin ortam substrat molekiillerini karsilayamamasidir. Baska bir deyisle
enzim-substrat ara bilesiginin olusum hizinda enzim derisiminin kisitlayici rol
oynamasidir. Enzimlerin davramisi 1913 yilinda L. Michaelis ve Menten tarafindan

Onerilen bir mekanizmayla aciklanmaistir.

E+S <> ES <« P+E (1.1.1)

Burada; E enzimi, S substrati, ES ara bilesigi ve P {irtini gostermektedir. Bu
mekanizmanin kinetik analizi 1926’ da Brips ve Haldane tarafindan yapilmistir (Aydin,
2012).
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Serbes Enzim + Serbest Substrat

E 5
Enzim-Substrat Kompleks Enzim-Uriin Kompleks
ES EP

Serbest Enzim + Serbest Uriin
E P

Sekil 1.1. E enzimi, S substrati, ES ara bilesigi ve P {iriinii gostermektedir (Aydin,
2012).

Reaksiyon hizi1 i¢in;

_ Vmax [S]
Km + [5] (1.1.2)

Bu denklem Michaelis-Menten esitligi ve “’Km’’ de Michael-Menten sabiti diye
tanimlanir. Fiziksel olarak Km katsayr enzim ve substratin birbirine olan ilgisini
gostermektedir. Enzim ve substrat arasindaki ilgi fazla ise olduk¢a diisiik substrat

derigimlerinde enzimi substrat ile doyurmak miimkiin olur ( Devlin, 1997).

Lineerlestirmek igin esitlik (1.1.2)’nin tersi alinir ve diizenlenirse;

1 1 L Em 1
Vo Vmax Vmax S (1.1.3)

denklemi elde edilir. (1/S) degerine kars1 (1/V) grafigi ¢izildiginde asagidaki dogru elde
edilir.
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Sekil 1.2. Lineweaver-Burk grafigi (Devlin, 1997).

v
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Sekil 1.3 . Reaksiyon hizinin substrat derisimi ile degisimi (Devlin, 1997)

Michaelis-Menten esitligi, ¢oziinmiis substratlar ve kiitle aktarimi kisitlamasi
olmaya sistemler icin gecerlidir. Bu nedenle ¢oziinmez substrat sisteminde ve
immobilize enzimlerinde diflizyon kisitlamalarindan dolayr goriiniir Km degeri verilir
(Aydin, 2012; Bailey ve Ollis,1997).

Enzim reaksiyonlarinin hizi kimyasal kinetikten farklilik gostererek, sicaklikla
Once artar; sonra azalir (Sekil 1.4.) baska bir deyisle enzim aktivitesi belirli bir optimum

sicakliga kadar artar, sonra 1sisal deaktivitasyonu nedeniyle diiser. Enzimatik



reaksiyonlar, kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi bu optimum sicakliga kadar

Arrhenenius kanunua uyar. Bu bdlgede reaksiyon hiz sabiti ve maksimum hiz igin;

k= A.eFe/RT (1.1.4)

(1.1.5)
Vi = K3[E]g

yazilir. Bu esitliklerin birlesiminden,;

V., = E A e Ea/ET (1.1.6)
[E]o-A=«a (1.1.7)
InV, = InaE_/RT (1.1.8)

bulunur. Belirli sicaklik degerlerine karst gelen maksimum reaksiyon hizlari esitlik
(1.1.8) gore grafige gegirilirse elde edilen dogrunun egiminden enzimin aktivasyon

enerjisi hesaplanir (Sekil 1.5).

A
Vi

T opt l

Sekil 1.4. Sicaklikla reaksiyon hizinin degisimi (Devlin, 1997)

»
»

T

A
InV,,, 1

> UT

Sekil 1.5. Aktivasyon enerjisinin belirlenmesi (Devlin, 1997)



1.1.5. Enzim Aktivite Olciim Yontemleri

Enzim aktivite tayininde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Aktivite tayinlerinde
genellikle ya kaybolan substrat miktar1 ya da meydana gelen tiriin miktar tayin edilerek
enzimlerin aktivileri dl¢iiliir. Cogunlukla hiicredeki enzim proteinini tayin etmek ¢ok
zordur. Bunun yerine kaybolan substrat veya olusan liriinii dlgerek enzim hakkinda bir
fikir sahibi olabiliriz. Enzim aktivite tayininde yontem seg¢erken metodun pratik olusuna
ve kisa slirede yapilisina, ayrica hassas olusuna da 6zen gostermek gerekir. Asagida

aktivite tayininde kullanilan bazi terimler ve ne anlama geldigi belirtilmistir.

Unite; bir mikromol substrat1 bir dakikada ve optimal kosullarda iiriine ¢eviren enzim
miktar1 bir iinite olarak kabul edilmektedir. Enzim {initeleri U seklinde gosterilir

(Imamoglu, 2011).

Spesifik Aktivite; Bir miligram proteinde bulunan enzim {inite sayisi spesifik aktivite
olarak kabul edilir. Spesifik aktivite; tinite/mg protein olarakta tanimlanabilir. Enzim
aktivite tayininde kullanilan yontemleri yedi baslik altinda toplayabiliriz. Bu yontemler:
Spektrofotometrik yontem, Monometrik yontem, Thunberg yontemi, Elektrot yontemi,
Polimerik yontem, Kromatografik yontem ve Kimyasal tayin yontemi olarak siralanir

(Yiicel, 2008)

1.1.6. Lipaz Enzimleri

Lipazlar (EC 3.1.1.3) hidrolazlar smifinda olup esterlerin hidrolizini
katalizleyen, dogal substratler1 uzun zincirli yag asidi triagilgliserinleri olan enzimlerdir.

Yapay substratlar ile sentetik organik reaksiyonlar kataliz eden birgok enzim
vardir. Buna ragmen subsrat ¢esitliliginin fazlaligi, kofaktor, 1limli reaksiyon sartlar1 ve
stabilite gereksiniminin olmayis1 hidrolazlari en ¢ok kullanilan enzim sinifi yapmistir
(Vicente, 2007).

Lipaz enzimi bitkisel, hayvansal ya da mikrobiyal kaynakli olabilir. Bu
kaynaklar arasinda en genis uygulama alan1 bulunan lipazlar; mikrobiyal lipazlardir.

Mikrobiyal lipazlar, bir¢ak bakteri, kiif ve mantardan elde edilebilir. Bunun nedeni;



mikroorganizmalarin iiretiminin yetistirilmesinin kolay olmasindan ve genetiklerine
midahale edilebilmesidir. Lipazlar lipitlerin biyolojik degisiminde kilit etkiye sahiptir.
Lipazlar lipitlerin biyolojik membranlarinda bulunurlar ve hiicre igindeki

metabolizmada gorev alirlar (Schmidt ve Verger, 1988).

1.1.7. Lipaz Enzimlerinin Ozellikleri

Lipazlarin bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan elde edilmesine ragmen,
mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar daha kolay ve hizli iiretilebildiginden dolay1
daha genis uygulama alani bulmustur.

Lipaz enzimleri pH 4,0 ile pH 8,0’ a arasinda uygun calisma aralifina sahiptirler.
Bununla birlikte en yliksek calisma satbilitesini pH 6,0-7,5 arasinda gostermektedirler.
Lipazlarin 6nemli bir 6zelligide birkag tiir reaksiyonu katalizleyebilmesidir (Villeneuve
ve ark, 2000).

Cizelge 1.1. Lipazlarin farkli reaksiyonlar tizerindeki kataliz gérevi (Rajakumara ve ark.
2008).

Reaksiyon adi Lipazin gorevi

Hidroliz Trigliseridlerdeki ester baglarini hidrolizini katalizler.

Esterifikasyon Alkoller ile yag asitleri arasindki esterlesme reaksiyonlarimni
katalizler.

Transesterifikasyon  Bir ester ile bir alkol arasindaki agil radikalinin degis tokusunu
katalizler.

interesterifikasyon Bir ester bir bagka esterin yeni bir ester olusturmasini katalizler.

1.1.8. Lipazlarin Kullamim Alanlar

Lipazlar; gida, ilag, kozmetik, deterjan endiistrisi gibi ¢ok genis kullanim alanina
sahiptir. Lipazlarin sulu ve susuz ortamda biyokatalitik potansiyellerinin son yillarda

kesfedilmesiyle endiistride ¢ok 6nemli hale gelmistir.



1.2.ENZIM iMMOBILIZASYONU

1.2.1. Immobilizasyonda Kullanilan Destek Maddeleri

Enzim immobilizasyonunda dogal ve sentetik bir¢ok organik ve inorganik
metaryal kullanilmaktadir (Aybastier, 2010). Enzim immoblizasyonunda en ¢ok

kullanilar destek maddeleri Cizelge (1.2)’de verilmistir.

Cizelge 1.2. Enzim immoblizasyonunda en ¢ok kullanilar destek maddeleri (Aksoy,
2003)

Anorganik Dogal polimerler Sentetik polimerler
Cam Seliiloz Poliakrilamid

Kil Albumin Naylon

Silikajel Nisasta Iyon degistirici regineler
Seramik Ipek Epoksi regineleri

Ponza tasi Dekstran Oksiranlar

Bentonit Kitin ve kitosan Polistiren tiirevleri
Hidroksiapatit Jelatin Vinil ve allil polimerler
Titan dioksit Agar ve agaroz Maleik anhidrit polimerler
Aktif karbon Karragen Metakrilat

Zirkonyum dioksit Kollagen Polivinil alkol

Nikel oksit Alginat

Immobilize enzim sistemlerinin yiiksek performans géstermesi igin destek maddesinin
secimi cok onemlidir (Yiicel,2008; Aybastier, 2010). immobilizasyon i¢in segilecek
destek maddelerinin kararli, mekanik-kimyasal ve 1sisal dayaniklilik, gdzenekli yapi,
suda ¢ozlinmeme, diisiik maliyetli olmasi, hidrofilik karakter, tekrar kullanima uygun
olmasi, pH degerinin degismemesi, mikroorganizmalara karsi direngli olmas1 gereken

en 6nemli 6zelliklerindendir (Mateo ve ark, 2007).
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1.2.2. Enzim Immobilizasyonu Avantajlar

Enzim immobilizasyonu, enzimlerin stabilitesinin artmasi ve daha kii¢iik bir
hacimde daha derisik enzim bulunmasini saglayarak verimiligi arttirir. Immobilize
enzimler serbest enzimlere gore pH degisimlerine ve sicakliga karsi daha

dayaniklidirlar. Immoblize edilen enzimlerin sagladig1 avantajlar asagida siralanmustir.

Immobilize edilen enzim tekrar tekrar kullanilabilir.
Enzimin katalitik giicii biiylik 6l¢lide sabitlenir.

Uriinler saf olarak kolaylikla elde edilir.

YV V V V

Enzimin ortam kosullarina (sicaklik, pH, organik maddeler) kars1 dayaniklilig
artar.
Siirekli proseslere uygulanabilir.

Immobilize enzim reaksiyon sonunda ortamdan kolayca ayrilabilir.
Birbirini takip eden ¢ok basamakli reaksiyonlarda kullanilabilir.
Secici olarak maddelerin sentezine imkan saglar.

Uretim maliyeti diiser.

Uriin olusumu kontrol altinda tutularak {iriin inhibisyonu &nlenebilir.

Immobilize enzim serbest enzime gore daha kararlidir.

vV V V V VYV V V V

Immobilize enzim bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek aktivite
gosterebilir (Telefoncu, 1997).

1.2.3. Enzim Immobilizasyon Yontemleri

1.2.3.1. Capraz Baglama

Capraz baglama yonteminde immobilizasyon, proteinlerin ¢éziinmeyen destek
matrisindeki proteinlere veya fonksiyonel gruplara molekiiller arasi ¢apraz
baglanmasiyla saglanir. Iki ve daha cok fonksiyona sahip bilesikler, enzimlerin
molekiilleri arasina c¢apraz baglanmayr saglayan maddeler olarak kullanilir
(Oz¢dmlekei, 2006). Capraz baglama derecesi ve immobilizasyon, protein ve reaktif

derisimine, pH’a ve immobilize edilecek enzime olduk¢a bagimlidir.
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En c¢ok kullanilan c¢apraz baglama reaktifleri; glutaraldehit, klorformat ve
karbonilimidazol, heterosiklik halojenler, bioksiranlar, divinilsiilfonlar, p-benzokinon,
gecis metal iyonlar1 ve epiklorohidrinlerdir. Kolay bulunmasi ve pahali olmayisindan
dolay1 en ¢ok kullanilan ¢apraz baglama reaktifi gluteraldehittir.

Capraz baglama yoOnteminin dezavantajlari; ¢apraz baglama reaksiyonun
kontrolunun zor olmasi, enzimin aktivite kaybina ugramasinin kolay olmasi ve fazla

miktarda enzime ihtiya¢ duyulmasidir.

1.2.3.2. Enzim Kopolimerizasyon

Enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda monomerlerden biri gibi
davranarak matrikse baglanmaktadir. Yontem polimer matrikse tutuklanmaya

benzemekle birlikte enzim kagiginin 6nlenmesi gibi istiinliigii vardir (Telefoncu, 1997).

‘I:IL \A
L
"\-»._,.|1 -
N Polimerizasyon ""’ I“
_/ . i .
N w ! M,
=~ AVA
Doymams badlarile Ko-polimerize
maodifiye edilmig enzim edilmis enzim

Sekil 1.6. Kopolimerizasyon yontemi (Cao, 2005)

1.2.3.3 Tasiyiciya Baglama

Tasiyict baglama uygulanan en eski immobilizasyon yontemidir. Adsorpsiyon,
iyonik baglama, selat baglama, kovalent baglama ve biyospesifik baglama olarak bes
gruba ayrilmaktadir. Bir protein olan enzim molekiiliiniin yapisindan yararlanilir.
Molekiil yiizeyindeki fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik bdlgeler bu
baglamada rol alirlar. Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik bir¢cok organik ve
inorganik materyal kullanilmaktadir. Tasiyict membran, suda ¢oziinmeyen kati veya

polimer olabilir. Eger kullanilacak olan tasiyici aktif degil ise uygun reaktifler



kullanilarak tasiyici reaktif hale getirilerek immobilizasyonda kullanilir. Enzim ve
tastyici arasinda gergeklesecek olan reaksiyonun, oda sicakligi ve nétral pH gibi ilimh
kosullarda gerceklestirilmesine dikkat edilmelidir (Telefoncu, 1997).

Tastyic1 baglama yontemi; adsorpsiyon, iyonik baglama, metal baglama(selat), kovalent

baglama ve biyospesifik baglama(affinite) olarak bes gruba ayrilir.

_D{EQ Metal Bagl

—C:@ etal Baglama “L_
— &

— &

Sekil 1.7. Tastyiciya baglama yontemlerinin gosterimi (Sengil, 2013).

j% 3%
@

Biyospesifik Baglama %

Kovalent Baglama

AN

Adsorpsiyon; enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir.
Tastyict ile enzim arasinda tersinir yiizey etkilesimleri ile olugur. Molekiiller arasinda
van der waals, iyonik ve hidrojen bagi gibi gii¢ler etkindir (Aybastier, 2010). Yiizey
aktif, suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin (aktif karbon, gozenekli cam, kiil, silikajel,
CaCOs, nisasta, gluten gibi) enzim ¢ozeltisi ile karistirilmasi ve enzimin asirisinin
yikanarak ortamdan uzaklastirilmasi esasina dayanmaktadir (Klibanov, 2001).
Yontemin, basit, hizli ve ucuz olmasi, tasiyicinin tekrar tekrar kullanilabilmesi gibi
avantajlart vardir. Optimum kosullarin belirlenmesindeki zorluk, enzim ile tastyici
arasinda kuvvetli bir baglanma olmamasi durumunda enzimin serbest hale gecerek

reaksiyon ortaminda iiriinleri kirletmesi gibi dezavantajlari vardir (Oztiirk ve ark, 2007).

Iyonik baglama; iyon degistirme yetenegine sahip, suda coziinmeyen destek
maddelerine enzimin iyonik olarak baglanmasi temeline dayanan bir yontemdir (Wang,
1993). Iyonik baglamada 1liman kosullarda gergeklestirildiginden  enzim
konformasyununa ve aktif merkezde degisiklie neden olmaz. Iyonik baglanma ile

enzimin destek maddesine baglanmasi adsorpsiyondan daha gii¢lii bir baglanmadir.
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Ancak enzim ile tasiyict arasindki bag cok giicli olmadigindan enzim Kkagisi

olabilmektedir (Telefoncu, 1997).

Metal Baglama (Selat); bu yontemin esas1 destek maddesinin yiizeyini aktiflestirmek
ve enzimin destek maddesine baglanmasini saglamak amaciyla bazi gecis metallerinin
(titanyum (I11), titanyum (1V), zirkonyum (1V) ) iyonlarinin kullanilmasina dayanir. Bu

iyonlar destek maddesi ile enzim arasinda koprii vazifesi gortir (Kennedy ve ark, 1983).

Biyospesifik baglama; biyolojik sistemlerdeki gelismis biyospesifik etkilesme veya
tanima sistemleri kullanilarak yapilan immobilizasyon teknigidir. Bir enzimin, antikor
veya lektinler kullanilarak immobilizasyonu biyospesifik bir immobilizasyondur.
Burada kullanilan lektinler belirli karbohidrat dizisine sahip enzimlere etkili bir sekilde
baglanabilir. Son zamanlarda monoklonal antikorlar kullanilarak da biyospesifik

immobilizasyon yapilmaktadir (Telefoncu, 1997).

Kovalent Baglama; bu yontemde immobilizasyon, enzimin destek maddesine kovalent
baglanmasi sonucu enzim zincirindeki aminoasitlerin tagidigi fonksiyonel gruplar
tizerinden gerceklesmektedir. Kovalent baglama yontemi, enzim molekiilii ile destek
arasindaki bagin kararli olmasindan dolay1 enzimin destek yiizeyinden ayrilmasi ¢ok zor
olur bu nedenle immoblizasyonda en yaygin kullanilan yontemlerden birisidir. Kovalent
baglanmada en Onemli nokta baglanmanin enzim aktivitesi i¢in zorunlu gruplar
tizerinden olmast ve baglanma sirasinda sterik engellemeler nedeniyle bu gruplarin

pasiflestirilmemesidir (Huang ve ark, 2008)

Kovalent baglama yonteminin avantajlari;

» Kovaletn baglanmadaki baglar ¢ok siki oldugundan ortamdaki yiiksek iyon
harekertleri ¢6ziicii veya substratin bulunmasi durumunda bile enzim destekten
sizmaz.

» Enzim, destek ylizeyindeki belirli bolgelere lokalize oldugundan dolayr enzim
ile substratin karsilagma ihtimali artar.

» Enzim ile destek arasindaki kuvvetli etkilesimden dolay1 enzimin sicakliga olan

kararlilig1 artar.
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Kovalent baglama yonteminin dezavantajlar;

» Enzim molekiilii ile destek arasindaki kuvvetli etkilesimler, enzim hareketinde
kisitlamaya neden olabilmekte ve aktiviteyi diisiirmektedir.

> Immobilizasyon i¢in optimum kosullarin bulunmasi zordur.

» Kismi modifikosyondan dolay1 enzim molekiillerinin aktif yapilarinda bozulma

olabilmektedir (Gok, 2011).

1.2.3.4. Jelde Hapsetme

Capraz bagli bir polimerin enzim ¢dzeltisi i¢inde olusturulmasi temeline dayanar.
Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri ¢apraz bag aglar1 arasinda tutuklanmakta ve
boylece ¢ozeltiye gegmeleri engellenmektedir (Noureddini ve ark. 2005). Asagidaki

sekilde jelde hapsetme ile enzim immobilizasyonu gosterilmistir.

Sekil 1.8. Jelde hapsetme ile enzim immobilizasyonu (Ayla, 2011).

1.2.3.5. Mikrokapsiilleme

Mikrokapsiilleme yontem enzim molekiillerinin yar1 gegirgen bir membran
icinde tutuklanmasi esasina dayanmaktadir. Mikrokapsiillerin biiytikliigii 1-100 p
arasinda degismektedir. Yar1 gecirgen membranin gdzenek c¢aplari, substrat
molekiillerinin kapsiil i¢ine girisine ve iirlin molekiillerinin disar1 ¢ikigina olanak

verecek biiytikliikte olmalidir (Chang, 1976).
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Sekil 1.9. Mikrokapsiilde tutuklama yontemi (Ayla, 2011).

1.2.3.6. Lipozom Teknigi

Lipozom teknigi, sivi-ylizey yapict membran temeline dayanmaktadir.
Doniisiimlii ve tamamen fiziksel bir yontemdir. Oldukga biiyiik bir temas ylizeyine
sahip olup, aynm1 anda bir adimda birgok enzimin immobilizasyonuna olanak
saglamaktadir. Substrat ve iiriinlin membrandan gegisinin ¢oziliniirliige bagimli olmasi,
islem sirasinda enzimin aktivesini kaybetmesi ve s1vi olan membrandan enzimin kagma

olasiliginin olmasi bu yontemin dezavantajlaridir ( Luisi ve Magid, 1986).

Sekil 1.10. Lipozom teknigi ile enzim immobilizasyonu (Alagéz, 2006).

1.4. BiYODIZEL

Hayvansal yaglar ile soya fasiilyesi, kolza, aygigegi gibi bitkisel tiriinlerin yaglart,
katalizor (NaOH, KOH) esliginde metanol ile reaksiyonu sonucu meydana gelen yag asidi
metil esterleri biyodizel olarak adlandirilir. Biyodizel, dizel makinalarda kullanilmak igin

tiretilen motorine alternatif bir yakattir.

16



Kimyasal olarak biyodizel; uzun zincirli yag asitlerinin mono alkil esterleri olarak
tanimlanirlar (Hasimoglu ve ark, 2008). Bastaki “’biyo’” kelimesi yakitin yenilenebilir ve
biyolojik oldugunu, ¢dizel’’kelimesi ise dizel motorlarinda kullanilabilirligini ifade
etmektedir  (Canak¢t ve Ozsezen, 2005). Biyodizel iiretiminde gergekleser
transesterifikasyon reaksiyonu asagidaki gibidir.

CH2-0-CO-R1 CH2-OH R1— COOCHS3
|CH ~0-CO-R: + 3CHsOH _lizr C|3H—OH +  Re—COOCHs
|CH2— O-CO-Rs (le— OH R3— COOCHs
Trigliserid Metanol Gliserin Biyodizel

Sekil 1.11. Trigliserid molekiiliiniin transesterifikasyon reaksiyonu (Aybastier, 2010).

Transesterifikasyon reaksiyonunda stokiyometrik olarak 1 mol trigliserid i¢in 3
mol metanol kullanilir. Uriin olarak 3 mol yag asidi metil esteri (biyodizel) ve 1 mol
gliserin olusur (Barnwal, 2005).

Bitkisel ve hayvansal yaglardan ftretilen biyodizel, kimyasal yapisi dizele
benzemese de, islev bakimindan dizel yakit ile benzer 6zelliklere sahip bir yakittir.
Petrol icermez saf ¢evre dostu bir yakittir. Saf olarak ya da dizel yakit ile her oranda

kullanilabilir ve motorda fazla bir degisiklik yapmaya gerek kalmaz (Karaosmanoglu
2003).

Biyodizel saf ve dizel-biyodizel karisimlart seklinde yakit olarak

kullanilmaktadir. Bu yakitlar agagidaki gibi adlandirilmaktadir:
B5 : %5 Biyodizel + %95 Dizel

B20 : %20 Biyodizel + %80 Dizel

B50 : %50 Biyodizel + %50 Dizel

B100 : %100 Biyodizel
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Giliniimilizde yasanan kiiresel iklim degisikligi sorunu, hava ve su kalitesindeki
diisiis ve insan sagligi sorunlar1 yenilenebilir, emisyonlariyla temiz, ¢evreci alternatif
yakit biyodizel kullanimini hizla hayata ge¢irmistir. Ayn1 zamanda ekonomik ve politik
yaklasimlar da fosil kokenli yakitlara alternatif yakitlar1 destekler yonde degismistir.
Boylece biyodizel tiim diinya iilkelerinde kabul gorerek yaygin kullanim alanina sahip
olmustur (Sen, 2012; Kafadar, 2010).

1.4.1. Biyodizelin Ozellikleri

Biyodizel orta uzunlukta C16-C18 yag asidi zincirlerini i¢ceren metil veya etil
ester tipi bir yakittir. Biyodizel agirlikca % 11 oksijen icerir. Oksijenli zincir yapisi
biyodizeli, petrol kokenli yakittan ayirir. Biyodizel, motorine yakin 1si1l degere,
motorinden daha yiiksek alevlenme noktasina sahiptir. Bu 6zellik biyodizeli kullanim-

tagima-depolamada daha giivenli bir yakit yapar ( Sabanci, 2006).

Biyodizelin yakit olarak kullanilmasindaki en biiyiik 6zelligi digre fosil yakitlar
gibi sera etkisini ¢ok daha az gostermesidir. Biyodizeli olusturan metil esterleri dogada
kolayca ve hizlica bozunur. Suya birakildiginda biyodizelin 28 giinde %95°1, motorinin
ise %40°1 bozunabilmektedir (Olgiim, 2006). Biyodizeldeki yogunluk yaglarin cinsine
gore fakhihk gostermekle beraber 15 °C de 880-920 kg/m® arasindadir. Depolama
yontemi ise motorinki ile aymdir. Ancak dizelin alevlenme noktasi 55 °C iken
biyodizelin alevlenme noktasi 160-250 °C olup daha giivenilirdir. Bitkisel yag
esterlerinin viskoziteleri motorinden daha yiiksek olup ozellikle kis aylarinda dizel
motorlarda sorun ¢ikarmaktadir. Bunun ic¢in biyodizelin farkli yontemlerle
vizkozitesinin azaltilma islemi yapilmaktadir. Biyodizelde setan sayisinin motorinden
daha yiiksek olmasi, vizkozite ve diisiik yanma verimini kismen tolere etmektedir.

(Anonim 2008).

Biyodizel igin ¢esitli {ilkeler standartlar olusturmustur. Bu standarlarla ilgili;
Amerika ASTM D-6751 (American Socienty for Testing and Materials) standardini, AB
ise EN 14214 standardin1 belirlemislerdir. Asagidaki ¢izelgede yakit olarak kullanilan
biyodizel i¢in AB standartlarinin Tiirkiye’ye uyumlu TS EN 14214 otomotiv yakitlar
yag asidi metil esterleri dizel motorlar i¢in belirlenen standart 6zellikleri verilmistir.

(TS-EN 14214:2005).
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Cizelge 1.3. TS EN 14214 otomotiv yakitlar1 yag asidi metil esterlerli dizel motorlar

icin belirlenen standart 6zellikleri.

Ozellik Birim En az En ¢ok Test Metodu
Ester igerigi % (m/m) 96.5 - EN 14103
Yogunluk, 15 °C kg/m® 860 900 EN 1SO 12185
Kinamatik viskozite, 40°C mm?/s 3.50 5.00 EN ISO 3104
Parlama Noktasi °C 120 - EN ISO 3679
Kikiirt icerigi mga/kg - 10 EN I1SO 20846
Karbon kalint1 % (m/m) - 0.30 EN ISO 10370
Setan sayist 51 - EN ISO 5165
Siilfat kil icerigi % (m/m) - 0.02 ISO 3987
Su igerigi mg/kg - 500 EN ISO 12937
Toplam Kirlilik mag/kg - 24 EN 12662
Bakar serit korozyonu - 1 EN ISO 2160
Oksidasyon kararliligi 110 °C ~ Saat 6.0 - EN 14112
Asit degeri mg KOH/g - 0.5 EN 14104
Iyot degeri g iyot/100 g - 120 EN 14111
Linolenik asit metil esteri % (m/m) - 12 EN 14103
Yiiksek doymamis (>4 c¢ift % (m/m) - 1
bag)

Metanol igerigi % (m/m) - 0.20 EN 14110
Monogliserid igerigi % (m/m) - 0.80 EN 14105
Digliserid igerigi % (m/m) - 0.20 EN 14105
Trigliserid igerigi % (m/m) - 0.20 EN 14105
Serbest gliserin % (m/m) - 0,02 EN 14105
Toplam gliserin % (m/m) - 0,25 EN 14105
Grup | Metalleri (Na+K) mag/kg - 5.0 EN 14108
Grup Il Metalleri (Ca+Mg) 5.0 EN 14109
Fosfor icerigi mag/kg - 10 EN 14107

Kaynak: Tiirk Standartlar1 Enstitiisti (TSE)
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1.4.2. Biyodizel Uretim Yontemleri

Seyreltme; yaglar, yakit olarak kullanilabilmesine ragmen vizkozitelerinin
blyiikliiglinden dolay1r dizel yakit olarak kullanilabilmeleri igin seyreltme islemine
ihtiyag duyarlar. Bitkisel ve atik yaglarin dizel yakiti ile belli oranlarda karistirilarak
inceltilmesi iglemine seyreltme denir. Seyreltme islemi yapilan karistmin B20, B30,
B40 gibi 6rnekleri kullanilmakta ve maliyeti dizele gore daha diisiiktiir (Seker 2008).
Karisim dizele gore daha ¢evrecidir ve dizel yakitin 6zelliklerine yakin yakit 6zelligi

gostermektedir.

Mikroemilsiiyon; bu yontem 1- 150 nm boyutundaki iki karismayan sivinin bir veya
daha fazla iyonik ya da iyonik olmayan organik karigimlarla, sivi mikro yapilarinin
birbiri igerisinde dengeli olarak koloidal dagilimi olarak tanimlanir (Schwab ve ark,
1987). Genel olarak yontemde bitkisel yaglar, dizel yakitlar; metanol, etanol, propanol
gibi kisa zincirli alkollerle mikroemilsiiyon olusturulur ve vizkozitede ayni zamanda
diisiiriilmiis olur. Bu ydntemin avantajlar1 diisiik vizkozite ve yiiksek setan sayisina
ulagsmasidir. Yanmanin eksik olabilmesi ve karbon birikimi olmasi ise yontemin
dezavantajlarindandir.

Piroliz; kompleks yapilarin, oksijensiz ortamda ve yiiksek sicaklikta (450 — 850 °C)
basit bilesenlere doniistiiriilmesi olarak tanimlanir. Bu islem sonucunda vizkozite diiser
ve setan sayisit artar. Bitkisel yaglar, hayvansal yaglar, dogal yag asitleri ve yag
asitlerinin metil esterleri pirolizlenebilirler (Bartan, 2009). Bu yontemin en biiyiik

dezavantaj1 maliyetin yiiksek olmasidir.

Transesterlesme; bitkisel yag ve alkoliin katalizor esliginde yag asidi, alkil esterleri ve
gliserin olusum reaksiyonu olarak tanimlanir. Reaksiyonda yiiksek vizkotiye sahip
gliserin ayrilarak diisiik vizkoziteye sahip fosil yakita benzer yakit elde edilir (Yiicel,
2008). Transesterlesme metodu, alkali katalizor, asit katalizor, biyokatalizor, heterojen
katalizor veya siiperkritik alkol gibi farkli katalizorler kullanilarak olusturulabilmektedir
(Fukada ve ark.2001).

Asit Kkatalizorlii biyodizel iretim yonteminde herhangi bir mineral asit
kullanilabilmekle beraber en c¢ok siilfirik asit (H2SO,), siilfonik asit (RSO3H) ve
hidroklorik asit (HCI) kullanilmaktadir. Bu yontemin en biiyiik avantaji yiiksek oranda
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ester olusumudur. Dezavantajlar1 ise gliseriniin ortamdan ayrilmasinin gii¢liigii ve
asidik ortam olusumudur.

Baz katalizorlii biyodizel iiretim yonteminde katalizor olarak, sodyum hidroksit
veya potasyum hidroksit kullanilir. Yéntem, ¢ok yiiksek olmayan sicaklikta (60 °C),
yiikksek ester doniisiimii saglamasi, tiretim maliyetinin diisik olmasi ve reaksiyon
stiresinin kisa olmasi gibi avantajlara sahiptir (Aybastier, 2010). Yine gliserinin
ortamdan uzaklastirilmasindaki zorluklar, sabunlasma, saflastirma gibi dezavantajlari
vardir.

Stiperkritik akigkan metanol kullanilarak biyodizel iiretiminde, katalizor
kullanilmadan stiperkritik akigkan hale getirilmis metanolle yag reaksiyona girer.
Siiperkritik akigkan metanol ile biyodizel iiretimi 240-500 OC sicaklikta ve 7-105 MPa
basingta elde edilir (Aybastier, 2010). Bu yontemin en biiyiik avantaji tiriinlerin kolayca
ayrilabilir olmasidir. Yiiksek enerji maliyeti ve yiiksek sicakliklarda esterlerde meydana
gelen termal bozunmalar ise yontemin dezavantajlaridir.

Enzim katalizli biyodizel iiretimi hem hiicre i¢ci hemde hiicre dis1 lipazlarla
gerceklesebilmektedir.  Hiicre dist  lipaz, Oncelikle sivi  besi  yerindeki
mikroorganizmadan elde edilen enzim daha sonra saflagtirilarak tretilir. Hiicre i¢i lipaz
mikroorganizmanin kendisini ifade eder. Reaksiyon ortaminda mikroorganizma
kullanilir. Her iki yontemde de enzimler uygun destek maddesine tutturularak defalarca
kullanilabilmektedir (Dizge ve Keskiner, 2008). Lipazlar trigliserid hidrolizi,
transesterlesme ve esterlesme tepkimelerinde kullanilabilmektedir. Son yillarda,
kimyasal transesterlesmedeki bazi1 dezavantajlardan dolay1 enzimatik transesterlesme
birgok aragtirmacinin ilgi odagi olmustur (Akbin, 2012). Destek iizerindeki enzimin
defalarca kullanilmasi, ylisek saflikta ester olusumu, diisiik sicaklikla ¢alisma sartlar1 ve
gliserinin kolayca ayrilmasi bu yontemin avantajlarindandir. Bu sartlar bu yontemi diger
yontemlere ¢ok cazip kilmakla beraber yontemde kullanilan enzimin maliyetinin

yiiksekligi yontemin dezavantaji olmustur.

1.5. KEMOMETRIi

Giliniimiizde gelisen teknolojiye paralel olarak analitik cihazlardan elde edilen
verilerin degerlendirilmesi ve yorumlanmasi deneysel ¢aligsmalar1 yapmak kadar biiyiik

onem tasimaktadir. Uretilen veriler ¢ok degiskene bagl olarak elde ediliyorsa uygun
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veri degerlendirme metotlarmin kullanilmasi zorunlu olmaktadir. Bu metotlar arasinda
1970’li yillardan sonra arastirma ve endistriyel alanlarda kullanilmakta olan
kemometrik yontemler biiyiik yer isgal etmektedir. Kemometri; bilgisayar, istatistik ve
matematiksel yontemlerin kimyasal verilere uygulanmasidir. Ne var ki, tim bu
metotlarin limitleri ve varsayimlari tam olarak anlagilmadan kimyasal problemlerin
¢ozlimiine yonelik istatistiksel metotlarin kullanilmasi uygun olmamaktadir. Kimyasal
veriler tek degiskenli olabildigi gibi ¢ogu zaman bir¢ok degiskene bagli olabilmektedir.
Bu degiskenlerin her birinin analiz baslangicinda esit éneme sahip oldugu 6nemle
diistiniilen bir noktadir. Cok degiskenli verilerin analizinde ¢ogu zaman kemometrik
metotlar kullanilmaktadir (Demir, 1997).

Kemometri yontemlerinde veriler genellikle matrix formundadir. Satir ve
siitunlardan olusan matrix yapilar1 kimyasal verileri karakterize etmektedir. Matrixler
vektorlerden olusmaktadir. Vektorler kiiciik, koyu ve italik simgelerle gosterilirler.
Matrixler ise biylik, koyu ve italik simgelerle ifade edilir. Cok degiskenli veri
analizinde ham veri X simgesiyle gosterilir. Bu verinin boyutlar1 | X J seklinde ifade
edilir. Burada | ornegi, J ise degiskeni gosterir. Konsantrasyon vektorleri ise y
simgesiyle gosterilir. Eger birden fazla konsantrasyon vektorii varsa simge Y seklini alir

ve konsantrasyon matrixi olarak isimlendirilir (Demir, 1997).

1.5.1. Optimizasyon Teknikleri

Klasik yontemlerle deneysel optimizasyon yapilirken degiskenlerden biri sabit
tutulurken diger degiskenler farkli oranlarda alinarak bu degiskenlerin etkileri incelenir.
Bu islem her bir degisken icin tekrarlanir. Fakat klasik yontemlerde parametreler
arasinda da etkilesim olabilecegi ve eger etkilesim oluyorsa bu iki parametre arasindaki
etkilesimin digerlerini etkileyebilecegi hesaplanamamaktadir. Bu nedenle bu yontem
yeterli degildir. Kemometrik tekniklerde ise; hangi parametreler etkilidir, bu
parametrelerin etkisi ne kadardir ve bu parametrelerin etkilesim miktarlar1 ne 6lgiidedir
gibi sorulara yanit aranmaktadir. Bu amaca yonelik bir ¢ok kemometrik optimizasyon
teknigi gelistirilmistir (Brereton, 1990).

Kemometrik optimizasyon tekniklerinde optimum kosullarin saglanabilmesi i¢in

deneysel dizaynlar olusturulur. Bu dizaynlar deneysel ¢alismanin planli bir sekilde,
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zaman kaybi olmadan ve yeterli sayida yapilmasini saglar. Degisik amaglara yonelik
cesitli deneysel dizayn yontemleri vardir (Brereton, 1990).

Deneysel dizaynin 6nemi dort maddede acgiklanabilir. Bunlar; tarama,
optimizasyon, zaman tasarrufu ve modelleme olarak siralanmaktadir. Bu tasarimlar
deneysel calismalarda sonucu etkileyen onemli faktorleri belirlemek icin kullanilir.
Ornegin bir kimyasal reaksiyonun verimini etkileyen faktdrler; kullanilan reaktif
konsantrasyonu, katalizor konsantrasyonu, sicaklik, pH, reaksiyon siiresi, karistirma
hizi, vb. 10 faktor etkiledigi dikkate alindiginda bu faktorlerden hangileri 6nemlidir,
hangileri elimine edilebilir ve hangileri ayrintili incelenmelidir gibi sorularin cevaplari
“faktoriyel” ve “Plackett-Burman” tasarimlari ile verilebilir. Optimizasyon
calismalarinda tarama tasarimlart ile bulunan 6nemli faktorlerin optimum degerleri
bulunarak reaksiyon sonunda ulasilmak istenen verim iyilestirilebilir. En yaygin
kullanilan optimizasyon yontemleri “simplex optimizasyonu” ve “merkezi kompozit
tasarim1” dir. Deneysel calismalarda faktorlerin ektisi klasik yontemle bir faktoriin
degerini degistirme digerlerini ise sabit tutma yontemi ile de belirlenebilir. Ancak ¢ok
sayida faktor incelendiginde bu yontem zaman alic1 ve maliyetli olmaktadir. Bu agidan
kemometrik optimizasyon zaman tasarrufu saglamaktadir. Tarama tasarimi ve
optimizasyon sonucu her bir faktoriin etkisi matematiksel modelle ifade edilebilir.
Boylece deneysel olarak bulunan sonucun yaninda hesapla tahmini sonu¢ da bulunmus
olur. Beklenen sonucun deneysel olarak gergeklestirilip gerceklestirilemedigi kontrol

edilir (Demir ve Ozdemir, 2012).

1.5.2. Plackett-Burman Dizayn

Cok sayida faktoriin etkisi incelenmek istendiginde full faktoriyel ve fraksiyonel
faktoriyel tasarim yontemlerin pratik olarak uygulanmasi zorlagmaktadir. Sadece
faktorlerin kendi etkileri incelendigi, yani faktorler arasindki etkilesimlerin &nemli
olmadigr durumlarda Plackett-Burman tasarimi pratik olarak uygulanabilir. Bu

tasarimda gegerli olan deney sayisi, faktor sayisi ve iiretici Cizelge 1.4°te gosterilmistir.
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Cizelge 1.4. Plackett-Burman tasarimi igin iireticiler (Demir ve Ozdemir, 2012).

Deney sayisi Faktorler Uretici
8 7 +4++-+--
12 11 +4+-+++---+-
16 15 tH+ -t -ttt
20 19 R T
24 23 e e R T

11 faktér ve 12 deneyi iceren Plackett Burman tasarimi Cizelge 1.5°te

gosterilmektedir.

Cizelge 1.5. 11 faktor i¢in Plackett Burman tasarimi (Demir ve Ozdemir, 2012).

Deney x; X5 X3 X4 X5 Xe X7 Xg Xg X10 X11
1 + * < + + + - < - + -
5 ) &P—%k%r_ﬁxﬁ_ L I N T s
3 + - + - + + + - - -
4 - + - - + + + - -
5 - - + - + - + + + -
6 - - - + - - + + +
7 + - - - + - + - + +
8 + + - - - + - + - +
9 + + + - - - + - + -
10 - + + - - - + -

11 + - + + - - - + -

12 - - - - - - - - - - -

Bu tasarimin bazi 6zellikleri vardir. Birinci satir ayni seviyeye sahiptir (-1 veya
+1). Ikinci satir iiretici satirdir. Cizelge 1.4’teki iireticilerden birisi kullanilir. Faktor
sayis1 her zaman tek say1 ve deney sayisi faktdr sayisindan bir fazladir. Uglincii satir
ikinci satirin bir yana kaydirilmasi ile elde edilir(Cizelge 1.5). Biitiin faktorler icin
yiiksek ve diisiik seviye sayisi esittir. Bu da kolonlarin birbiri ile ortagonal (kolonlar
birbirinden bagimsiz) oldugunu gosterir.

Plackett-Burman tasarimda faktor sayist deney sayisindan bir diigiiktiir. 11 faktor
icin 12 deney yapmak gerekir. Ancak gercekte 10 faktdr var ise 11. faktoér sonug
tizerinde herhangi bir etkisi olmayan rastgele bir faktor secilir. Bu faktdre dummy faktor

denilir. Tasarim tablosuna kesim noktasi (bp) ilave edildiginde kare matris elde edilir.
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1.5.3. Merkezi Kompozit Dizayn

Merkezi kompozit tasarimlar fraksiyonel faktoriyel tasarim, ful faktoriyel
tasarim, star tasarim ve merkezi tekrar tasarim bilesiminden olusmaktadir. Faktoriyel
tasarimlar her bir faktoriin etkilerini genel olarak inceleyen yontemlerdir. Her bir
faktoriin optimum kosullarinin bulunmasi merkezi kompozit tasarim yontemi ile yapilir

(Brereton, 1990). Yapilacak deney sayist 1.5.1°teki formiile gére belirlenir.
Deney sayisi=2" + 2k +1 (k: faktor sayisi) (1.5.1)
Formiildeki 2% full faktoriyel veya fraksiyonlu faktoriyel tasarimdki deney
sayilarini, 2k star tasarim deney sayisini ve 1 ise orta seviyedeki deney sayisini gosterir.
2% dki seviyeler (-1) ve (+1), 2k’dkiler o, 1°deki ise (0) dir. o degeri dairesel ve
ortagonal dizayna gore farkli seviyeler alir. Sekil 1.12°de deneysel dizayn noktalari

gosterilmistir (Brereton, 1990).

Dairesel dizaynda o 1.5.2°deki formiile gore hesaplanir.
a=Fi2" (1.5.2)
Ortagonal dizaynda ise o 1.5.3’teki formiile gore hesaplanr.

a=Fk (1.5.3)

Pt

o

—
Fraksiyonel Ful Merkezi
Faltiriyel Faktiriyel Star Telrar Kempozit

Sekil 1.12. Merkezi kompozit tasarim noktalar1 (Her eksen bir faktore karsilik
gelmektedir) (Brereton, 2003).
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Yukarida belirtilen noktalar ile olusturulan merkezi kompozit tasarim modeli

Sekil 1.13’te gdsterilmistir.

Frahsiyonel fakitriyel
1 1 1
| —1 —1
—1 —1 |
—1 | —1
Ful fakibriyel
1 1 1
| | —1
| —1 |
i _i _i Merkezri kompozit dizayn
ST B
—1 —1 1 1 —1 1
-1 - ! i 1 1
—1 | 1
Atar -1 1 -
] 0 —1 1 1 1
0 0 | _1 _1 _1
0 | 0 0 0 _1
] —1 0 0 0 1
1 0 0 0 1 0
—1 0 0 n _1 0
0 0 0 1 0 0
—1 0 0
Tekrar deneyleri 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

Sekil 1.13.Merkezi kompozit tasarim semasi

Yapilan deneydeki parametrelerin etkisini belirlemek amaciyla asagida verilen

dogrusal denklemdeki b katsayilar1 hesaplanir.
y=b X (1.5.4)
Bu denklemden b katsayisi;

b=(X"X)-'X’y (1.5.5)
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formiiliinden hesaplanir. b katsayilar1 dogru denkleminde yerine konuldugunda

asagidaki model denklemi elde edilir.

y =0, +b,X +0,X, +D5X;5 +D,X Xy + 05X X +0,5%, X + D ,0X X, X, (15.6)

Elde edilen model denkleminin kismi tiirevi alinarak deneyin optimum kosulari

belirlenir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Endiistriyel enzimler c¢ok g¢esitli proseslerde uygulanabilmelerinden dolay1
Ozellikle mikrobiyal kokenli olanlara talep siirekli artmaktadir. Enzim ortamh
reaksiyonlar, alternatifleri olan yorucu ve pahali kimyasal reaksiyonlardan daha caziptir.
Enzimler, gida, siit iiriinleri, ila¢ sanayisi, deterjan, tekstil ve kozmetik endiistrileri gibi
bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bununla birlikte, son on yilda mikrobiyal lipazlarin sulu
ve susuz ortamda biyokatalitik potansiyellerinin anlagilmasiyla endiistride son derece
onemli hale gelmislerdir.

Enzimlerin ¢esitli metotlarla kat1 bir destek maddesine tutturularak immobilize
edilmesi Onemli arastirma alanlarindan birini olusturmaktadir. Enzimlerin tekrar
kullanimina ve elde edilen {iriiniin ortamdan kolayca ayrilmasina imkan sagladigindan
ucuz ve kullanima uygun immobilizasyon tekniklerinin gelistirilmesi &zellikle
endiistriyel kullanim acgisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Calisma ile ilgili literatiir
incelendiginde diisiik maliyetli destek maddelerine enzimlerin farkli yontemlerle
immobilizasyonu ile ilgili aragtirmalara olan ilginin giderek arttig1 gorilebilir.

Yiicel.(2013), Thermomyces lanuginosus mikrobiyal lipaz stiren-divinilbenzen
kopolimeri, polyglutaraldehyde iizerine kovalent baglanma ile immoblize etmistir.
Immoblize destek maddesi, prina yagi ve metanol kullanilarak, yari-siirekli sistem ile
biyodizel iiretimi yapmistir. Enzim inhibisyonunu 6nlemek i¢in metanol reaktdre 1:6
molar esdegerinde tli¢ ardisik eklenti yapilarak eklenmistir. Maksimum metil ester
verimi % 98 olarak tespit edildi.

Zaidan.(2012), ¢alismasinda immoblizasyonunu, Candida regusa (CRL) lipazini
amino-aktif mika iizerine kovalent bag (Amino-CRL) araciligiyla ve fiziksel
adsorpsiyon (NER-CRL) yoluyla nano reaktorle lipazin ¢apraz baglanmasini
gerceklestirmistir. Amino-CRL ve NER-CRL’nun spesifik aktiviteleri immobilizasyon
lizerinde, sirasiyla 2.4 ve 2.6 kat artmustir. Ileriki asamada seker esterleri sentezinde
immobilize lipazin kapasitesinin oldugu goriilmiistiir. Seker yagh asit ester sentezi i¢in
optimize edilmis kosullar 48 saat, 2:1 molar oran (laktoz seker, kaprik asit) ve sicaklik
55 °C olarak belirlenmistir.

Akbin.(2012), yaptigi c¢alismada hidrotalsite tutuklanmis lipaz enzimi ile

¢Oziiciisiiz ortamda kanola yagindan biyodizel iiretimi yapmistir. Bu ¢alismada destek
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maddesi olarak Mg-Al hidrotalsit, lipazlar (Lipozyme TL Thermomyces lanuginosa,
Candida antarctica, Rhizomucor miehei) destege tutuklanarak katalizor olarak
kullanilmistir.  Tampon pH’1, sicaklik, enzim miktari, tutuklama stiresi gibi
parametrelerin tutuklama {izerine etkileri incelenmistir. Tutuklama kosullart; pH 8,5 tris
HCI tampon, 37 °C ve 50 pl enzim/0.01 g hidrotalsittir. 24 saat sonunda tutuklama
verimi % 90, tutuklanan enzim miktar1 82 mg protein/g destek, hidrolitik aktivite 9 U/g
destektir. Daha sonra su yiizey cevap yontemi ile optimum kosullar belirlenmistir. %
100 metil ester doniisiimiine ulagilmistir. Kosullar; 25 °C ., 1/4 yag/metanol mol orani,
% 3 katalizor , % 0,8 su ve 24 saattir. RSM sonucu elde edilen metil ester doniisiimii ise
% 96,4’tlir ve tepkime kosullar1 35 0C, 24 saat, % 5,25 enzim, 1/5 yag/metanol mol
oranit, % 5 sudur. Sonug olarak oda sicakliginda yiiksek metil ester dontisiimii (% 100)
elde edilmistir.

Sengiil.(2012), yaptig1 ¢alismada lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in yeni bir
destek materyali olarak manyetik Ozellikte ve nanoboyutta Fe3O4 tanecikleri
sentezlenmis ve lipaz enziminin Fe3O, manteyik nanopartikiillere farkli arakollar
tizerinden(GA ve ECH) immobilizasyonu ve karakterizasyonu arastirmistir. Serbest ve
immobilize lipazlar igin optimum pH 7,0 optimum sicaklik 40 °C olarak belirlenmistir.
Belirlenen optimum kosullarda serbest lipaz i¢in Kpn, Vmax, Keat, Kea Km degerleri
sirastyla 0,48 mM, 420,7 U/mg protein, 2,82x10* dk™*, 58,8x10° dk™* mM™, immobilize
lipaz (GA) i¢in sirastyla 1,3 mM, 33,6 U/mg protein, 2,25x10°dk™, 1,73x10° dk* mmMm™,
immobilize lipaz (ECH) igin sirasiyla 9,4 mM, 51,7 U/mg protein, 3,47x10° dk™,
0,37x10° dk™* ™ M olarak hesaplanmistir. immobilize lipazin tekrar kullanilabilirligi
kesikli reaktor modelinde arastirilmistir ve 20 kullanim sonrasi immobilize lipazlarin
baslangic aktivitelerini sirasiyla % 71 (GA) ve % 63 (ECH)’ iini korudugu
belirlenmistir.

Shu ve ark.(2011), yaptig1 calismada polietilenimin (PEI) kaplama ve

glutaraldehid capraz baglama islemleri ile pamuklu kumas tizerine Candida rugosa lipaz
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immobilize ederek yeni bir yontem gelistirmistir. Caligmada Sonug olarak belirlenen
optimum kosullarda 0,25 M etanol ve 0,6 M biitirik asit 25 OC ‘de immobilize lipaz ile
katalizlendi, yiiksek doniisim yiizdesi % 91,2 ve 1,27 mmol h-1 g-1 etil biiterat
verimliligini elde etmistir.

Yiicel.(2011), yaptigi ¢alismada mikrobiyal lipaz T. Lanuginosus prina iizerinde
kovalent bagla immobilize etmistir. T.lanuginosus i¢in max immiblize 18.67 mg/g
destek ve en yiiksek spesifik aktivite 10,31 U/mg protein elde etmistir. Optimize edilmis
kosullar altinda en fazla biyodizel verimi %93 siire 24 saat ve tepkime sicaklig1 25 °c
tespit etmistir.

Monier ve ark. (2010), dogal yiin lifleri tizerine Candida rugosa lipaz enziminin
immobilizasyonunu incelemislerdir. Monier ve arkadaglar1 1gram yiin lifine 81,4 mg
enzim baglamayr basarmislardir. Enzim 6 tekrar kullanim sonunda % 88,8 rdlatif
aktivite gostermistir.

Aybastier.(2010), Thermomyces lanuginosus lipaz enzimi mikroporoz stiren-
divinilbenzen-poliglutaraldehit  (STR-DVB-PGA) polimerine  kovalent olarak
immobilize etmistir. Optimum kosullardki tahmini spesifik aktivite 8.78 pmol pNP/mg
enzim.dk olarak hesaplanmis, deneysel spesifik aktivite ise 8,41 pmol pNP/mg
enzim.dk olarak belirlenmistir. Calismanin ikinci asamasinda Candida antarctica A
lipaz enzimi kitosan kiireler lizerine kovalent olarak immobilize edilmistir. Bu kiireler
lizerine yapilan immobilizasyonda en yiiksek spesifik aktivite, % 12 (v/v) enzim
konsantrasyonunda ve 24 saat immobilizasyon siiresinde elde edilmistir. Her iki destek
maddesi kullanilarak tiretilen biyodizel verimleri sirast ile % 85,95 ve % 59,32 dir.
STR-DVB-PGA destek maddesi ile daha yiiksek oranda biyodizel elde edildigi
gorilmiistiir.

Kanigli.(2010), yaptig1 ¢alismada R. Mihei kaynakli lipaz enzimini; ¢esitli ipliksi
destek materyalleri tizerine (pamuk, akrilik poliester ve polietilenteraftalat iplik akrilik
ve naylon elyaf), Polietilenimin (PEI) ve Gluteraldehit (GA) kullanilarak tutuklanmistir.
Destek materyali kullanilmaksizin ¢6zelti ortaminda yapilan denemelerde optimum
PEl/lipaz oraninda Codexis ve Novozyme RM Lipazlar sirastyla, %85 ve %90 lipaz
aktivitesi PEI ile kiimeciklestirilmistir. PEI Codexis lipazinin aktivitesinde sinirli bir

diismeye neden olurken Novozyme lipazinin aktivitesini % 15-20 oraninda arttirmistir.
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Codexis ve Novozyme RM Lipazlart pamuk iplikte optimize edilen sartlarda farkli
ipliksi materyallere %95“in lizerinde protein verimiyle tutuklanmaigtir.

Dizge ve Keskinler.(2009), mikro gozenekli stiren-divinilbenzen kopolimerine
lipaz enzimini fiziksel ve kovalent olmak tizere iki farkli metotla sirasiyla %60 ve % 85
verimle immobilize etmislerdir.

Yang ve ark.(2009), yaptig1 ¢alismada lipaz enzimi glutaraldehit ile aktive edilen
diisiik maliyetli destek maddesine %38 ile %76 oranlarinda immobilize edilerek aktivite
kayb1 olmadan on kez kullanilmistir.

Gao ve ark.(2009), yaptigi bagka bir calismada lipaz enzimlerini silika jel
tizerine fiziksel olarak tutturmustur. Calismada adsorpsiyon katsayisi 67.42 mg/g ve
maksimum enzim aktivitesi 19.87 pmol min™ mg™ protein olarak hesaplanmustur.

Villalonga ve ark.(2008), fenilalanin dehidrojenazi seliiloz membran iizerine
kovalent olarak tutturmuslardir. Calismada glutaraldehit ile aktive ettikleri gliikkoz
membrana cm? basina 440 pg enzim baglayarak % 82 aktivite hesaplamislardur.

Wu ve Lia.(2008), ¢alismalarinda glukoamilaz enzimini bakteriyel seliiloza
immobilize ederek % 77 rolatif aktivite hesaplamislardir. Diisilk maliyetli destek
maddelerine enzimlerin farkli yontemlerle immobilizasyonuna yonelik literatiir
tarandiginda ise konu ile ilgili ¢esitli makaleler kargimiza ¢ikmaktadir.

Pahujani ve ark.(2008), glutaraldehit ile aktive edilmis noylon-6 polimeri
lizerine gram destek maddesi basma 228,8 pg lipaz enzimini kovalent olarak
immobilize ederek 1,2 U/g aktivite degeri hesaplamislardir.

Dizge ve ark.(2008), hidrofilik poliiiretan destek maddesi {izerine
poliglutaraldehit 6n islemi ile Thermomyces lanuginosus lipaz enzimini % 80 verimle
tutturmuslardir.

Karra-Chaabouni ve ark.(2008), Rhizopus oryzae lipazin1 % 70 verimle seliiloz
lifler iizerine fiziksel olarak immobilize etmislerdir.

Chang ve ark.(2007), poli (c-glitamik asit) (c-PGA) polimerine kovalent
baglanma ile Candida rugosa lipaz (lipase AY-30) immobilizasyonu sonucu enzimin
performansinin belirgin bir sekilde arttigini tespit etmistir. RMS 3-level-3 faktor
metodolijisi; immobilizasyon siiresi(2-6 saat), immoblizasyon sicakligi (0-20 C) ve
enzim/destek oran1 (0,1-0,5 w/w) parametreleri immoblizasyon etkisi igin

degerlendirilmistir. 2,3 saatlik immobilizasyon siiresi, 13,3 immoblizasyon sicaklig1 ve
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0,41 (w/w) ensim/destek orani ile en yiiksek lipaz aktivitesi 1196 U/mg protein olarak
tespit edilmistir.

Bryjak ve ark.(2007), glukoamilaz enzimini seliiloz tabanli destek maddesine
kovalent olarak immobilize etmislerdir. Glutaraldehit ile aktive edilen destek maddesine
% 7,8 oraninda immobilize olan glukoamilaz 4,3 U/mL aktivite gostermistir.

Yagiz.(2006), yaptig1 calismada, transesterifikasyon reaksiyonunda kullanilan
lipazin tutuklanmasi i¢in hidrotalsit ve dort ayr1 zeolit (13-x, 5A, FM-8 ve AW-300)
denemis ve hidrotalsizitin zeolitlere gore daha etkin oldugu goriilmiistiir. Yapilan
calismaya gore en iyi adsorplanan protein miktar1 (Pg), 13 mg/g ile hidrotalsitin
4°C’deki tutuklanmasi sonucu elde edilmistir. Bu miktar zeolitlerde 9 mg/g olan miktara
gore daha yiiksektir ve en yiiksek tutuklanma verimi hidrotalsitte %95,8 iken, zeolit
cesitlerinde bu verim sadece %56,1’°dir. Biyodizel iiretiminde ise 24°C’de, Lipozyme-
TL IM serbest enziminin hidrotalsit tizerine tutuklanmis formu kullanildiginda 105
saatte %92,8 metil ester doniisiimii elde edildigini tespit etmstir.

Bai ve ark.(2006), yaptigi calismada nanodlgekte hazirlanan SiO; kiireleri
aldehit gruplariyla fonksiyonel hale getirilmis ve lipaz enzimi bu destek materyaline
kovalent  olarak  lipaz  immobilizasyonunu  gerceklestirmistir.  Gelistirilen
immobilizasyon yonteminde zeytin yaginin hidrolizi i¢in domuz pankreas lipazinin
optimum pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 8.0 ve 50-60 °C olarak bulunmustur.

Karaca.(2006), yaptig1 calismada lipaz enzimi (E.C. 3.1.1.3) Poli(N,N-
dimetilakrilamit-koakrilamit) ve Poli(N-izopropilakrilamit-ko-akrilamit)/ Karragenan
polimerleri kullanilarak kovalent baglanma ve hapsetme yontemi ile immobilize
edilmistir. Serbest enzim i¢in Km degeri 3,58 mM ve immobilize enzimler i¢in ise Km
degerleri 7,36 bulunmustur. Serbest ve immobilize enzim i¢in, optimum pH 8, optimum
sicaklik ise 30 -35 °C olarak bulunmustur.

Bora ve ark.(2005), biyomolekiillerin seliiloz membrana kovalent metotla
baglanmasiyla ilgili ¢calismalarinda % 85 aktivite orani elde etmislerdir.

Vecchia ve ark. (2005), yaptig1 caligmada 10 farkli lipaz enzimini karboksi metil
seliiloz, polivinil alkol ve karboksi metil seliilloz/polivinil alkole immobilize edilip
organik ortamda n-pentanol ve laurik asidin esterifikasyonunda kullanilmistir. Optimum
sicakligin 37 °C oldugu, 0.5 g destek materyali lizerine 50 mg enzimin tutuldugu

calismada rapor edilmistir.
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Iso ve ark. (2001), tutuklanmig lipaz yardimiyla susuz ortamda trigliserid ve
alkolden biyodizel iiretimi igin aygicegi yagi ve triolein, alkol olarak kisa zincirli
(metanol,etanol, 1-propanol, 1-biitanol) kullanilmistir. Enzim tutuklanmasi isleminde
ticari ad1 Toyonit 200-M olan gdzenekli kaoliniti kullanilmistir. Islem igin Lipaz AK,
Lipaz PS, Lipaz M, lipaz AY ve Newlase F ticari enzimlerini kullanmigtir. En yiiksek
tepkime verimi Lipaz AK’de tespit edilmistir. Tutuklanmis Lipaz AK kullanildiginda
tepkimede metil ester doniisiimii, 25 saatte %90 oldugu gozlenmistir.

Chae ve ark.(1998), yaptiklar1 caligmada glutearaldehit kullanarak proteaz
enziminin kovalent baglanmayla immoblizasyonunun etkisini incelemistir. pH 7 ve
molarite 50 mM da %1 GA konsantrasyonunda 2 saatlik islem sonucunda uygun
kosullar bulunmus ve enzim ¢dzeltisinin konsantrasyonu ve yiikleme orani incelenmis
ve immobilizasyon i¢in optimum deger olarak 3 mg enzim/g tasiyici ile 1.8mg/ml enzim
¢ozeltisi oldugu gorilmiistiir.

Abdel Naby ve ark.(1997), yaptiklar1 ¢alismada ¢itosan fiziksel adsopsiyon,
Amberlit IR-120 iyonik baglanma, ¢itin kovalent baglanma ve %2’lik ¢apraz bagh
poliakrilamid de tutuklama yontemi ile immobilizasyonda en yiiksek aktiviteleri
gdstermeye calismistir. immobilizasyon verimleri sirastyla %18.80, %15.02, %79.29 ve
%76.55 olarak saptanmistir. Serbest enzimin aktivitesi 29.3 U/mg protein iken,
immobilize enzimlerde aktivite tasiyici olarak ¢itosan kullanildiginda 5.5, amberlit IR-
120 kullanildiginda 4.35, ¢itin kullanildiginda 22.9 ve poliakrilamid kullanildiginda

21.7 U/mg protein olarak bulunmusgtur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada Kullanilan Maddeler

Bu ¢alismada, ilk asamada; pirina, nisasta, kil, zeolit, kire¢ tasi, aktif komiir,
cay atigi, lif kabagi, pamuk ve talas (10 adet) maddelerine 6n calisma ile en iyi
immobilizasyon verimini veren 4 destek maddesinin se¢imi yapilmaistir.

Yapilan 6n deneyler sonucunda, cay atigi, pamuk, lif kabagi ve talas olmak
tizere toplam 4 farkli hammadde lipaz enziminin baglanmasinda destek maddesi olarak
en iyl sonucu verdigi gorilmiistiir.

Pamuk ve lif kabagi, Antakya’daki aktarlardan,

Talas, Antakya’daki marangoz isletmelerinden temin edilmistir.

Demleme c¢ayn atik ¢ayi, atik ¢ay olarak kullanilmistir.

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Ad1 Uretici Firma Katalog No
Lipozyme TL 100L NOVOZYMES LAP40012
Glutaraldehit %25 MERCK 820603
Potasyum Dihidrojen Fosfat MERCK 104873
Dipotasyum Hidrojen Fosfat MERCK 105104
Coomassie Brillant Blue G 250 MERCK 115444
Bovine Serum Albumine SIGMA AT7906

4- Aminoantipirin MERCK 107293
4-Nitrofenol SIGMA 1048

4- Nitrofenilpalmitat FLUKA 76166
Metanol MERCK 106007
Etanol SIGMA-ALDRICH 32221
Siilfiirik asit MERCK 100748
Sodyum hidroksit MERCK 106462
Asetik asit MERCK 100056
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3.1.2. Cahismada Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Marka Model
GC-MS Hewlett Packard HP 6890-5972
UV-VIS spektrofotometre HITACHI U-1900
Elektron mikroskobu Jeol JSM500LM
pH-metre HACH sension 1 51700-23
Analitik terazi Precisa XB 220 A
Saf su cihaz1 Human New Human Power |
Laboratuvar tipi 6giitlicti Braun Multiquick 5
Derin donduruculu buzdolabi1 Beko D9420 NMK
Isiticili manyetik karistiric Wisestir MSH-20 A
Calkalamal1 inkiibator JSR JSSI-100C
Kaba terazi OHAUS N3D110
Santrifiij Niive NF 400
3.2. Yontem

3.2.1. Dogal Destek Maddelerinin Hazirlanmasi

Dogal destek maddesi olarak toplanan ¢ay atigi, pamuk, lif kabagi ve talas
numuneleri laboratuarda blenderdan gegirilmek suretiyle ogitiillerek uygun boyutlara
getirildi. Ornekler 40-50 mesh’lik eleklerden gegirilip, kuru ve serin ortamda

depolanmastir.

3.2.2. Dogal Destek Maddelerinin Modifikasyonu

Cay atig1, pamuk, lif kabagi ve talas numuneleri beherlere koyulduktan sonra
taze hazirlanmis poliglutaraldehit ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Daha sonra destek

maddeleri 6nce 300 mL saf su ile sonra da 200 mL 25 mM, pH 6 Ca(Ac), tampon
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cozeltisi ile yikanmis ve bdylece poliglutaraldehit destek maddelerinin yiizeyine

tutturulmustur.

3.2.3. Dogal Destek Maddelerinin Enzim immobilizasyonu

4’er gram destek maddeleri (cay atigi, pamuk, lif kabagi ve talas) tartilarak
behere yerlestirilmis ve 500 mL saf su ile yikanmistir. Sonra taze hazirlanmis
poliglutaraldehit ¢ozeltisiyle 24 saat muamele edilmis ve 500 mL saf su ile yikanmistir.
Daha sonra 3’er mL Lipozyme TL-100L lipaz enzimi alinarak 27 mL 25 mM pH 6
Ca(Ac), tampon ¢ozeltisine ilave edilerek %10’luk enzim ¢ozeltileri hazirlanmig ve 24
saat boyunca destek maddelerine kovalent baglama yontemiyle immobilize edilmistir.
Bu siire sonunda baglanmayan enzimler destek maddelerinin 6nce 300 mL saf su sonra

200 mL 25 mM, pH 6 Ca(Ac), tampon ¢dzeltisi ile yitkanmasiyla uzaklastirilmisgtir.

3.2.3.1. Enzim immoblizasyonun Kemometrik Optimizasyonu

Enzim immobilizasyonunda destek maddesi olarak kullanilan ¢ay atigi, pamuk,
lif kabagi ve talas iizerine lipaz enziminin tutunmasinda etkili olan faktorlerin
belirlenmesinde Plackett-Burman dizayn metodu kullanilmigtir. Daha sonra 6nemli
faktorlerin optimizasyon islemi i¢in 3 faktorlii 5 seviyeli merkezi kompozit dizayn

yontemi uygulanmustir.

3.2.4. Kantitatif Protein Tayini

Lipozyme TL-100L lipaz enziminin destek maddelerine immobilizasyonunda
destege tutturulan protein miktar1 Bradford Metodu ile tayin edilmistir (Bradford,
1976). Yontemin prensibi kisaca; Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin proteinlere
baglanmasi sonucunda olusturdugu renkli ¢dzeltilerin 595 nm’de absorbansinin
Olglilmesi ilkesine dayanmaktadir. Ortamdki proteinin yogunluguna gore agik veya

koyu mavi renk vermektedir.

3.2.4.1. Bradford Boyasinin Hazirlanmasi

100 mg Coomassie Brilliant Blue (CBB, Cs;H4sN3NaO;S;) boyasi, 50 mL

metanol igerisinde ¢oziilerek tizerine 100 mL %85’1lik fosforik asit (H3PO,4) ilave
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edilmis ve saf su ile 200 mL’ye seyreltilmistir. Elde edilen ¢bzelti kullanilincaya kadar

koyu renkli bir sise icerisinde buzdolabinda (+4 °C) saklanmistr.

3.2.4.2. Bradford Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

Protein kalibrasyonunda standart protein olarak Bovin Serum Albumin (BSA)
kullanilmistir. Sigir serum albumin olarakta bilinen BSA; protein tayini i¢in standart
olarak sik¢a kullanilan bir standarttir. Standart proteinden konsantrasyonlar1 200, 400,
600, 800, 1000 ve 1200 pg/mL olacak sekilde farkli derisimde 6 ¢ozelti hazirlanmustir.
Farkl1 derisimlerde (2001200 pg/mL) hazirlanan BSA standartlarindan deney tiiplerine
1.5 mL alinmig ve tizerlerine 1.5 mL Bradford boyasi ilave edilmistir. Ayr1 bir deney
tiptine 3 mL saf su ve 3 mL boya eklenerek karistirilmistir. UV-spektrofotometrenin
dalga boyu 595 nm olacak sekilde ayarlanmig ve saf su igeren karisima gore
sifirlanmigtir. Her bir 6rnegin 595 nm dalga boyunda absorbanslari okunarak protein
konsantrasyonlarina (pg/mL) karsi okunan absorbans (595 nm) degerleri grafige

gecirilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 3.1°de verilmistir.

Bradford Kalibrasyon Grafigi
0,24
0,2 - y = 0,0002x + 0,0131
R2=0,9909 ¢
2 016 -
o
2
s 012
2
< 0,08 A
0,04 - .
0 I I I I I I
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Protein konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 3.1. Bradford kalibrasyon grafigi
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3.2.4.3. Protein Tayini

Belirli oranlarda bradford boyasi, saf su ve 4-aminoantipirin igeren analiz
reagentinden 5 mL alinarak 100 pL ornek ile karistirillmis ve 5 dk. bekletilerek 595
nm’de UV absorbansi okunmustur. Farkli derisimlerde Bovin Serum Albumin (BSA)
standart poteini kullanilarak hazirlanmig Bradford kalibrasyon grafigi kullanilarak

ornekteki protein miktar1 hesaplanmustir.

3.2.5. Enzim Aktivite Tayini

Calismamizda enzim aktivitesi spetrofotometrik metotla belirlenmistir (Winkler
ve Stuckman, 2003). Metot enzim molekiillerinin birim zamanda pNPP’1 (para-
nitrofenil palmitat, CqHgNO,4) pNP’e (para-nitrofenol, CgHsNO3) doniistiirme miktarinin
Ol¢iilmesine dayanmaktadir. 1 birim enzim; reaksiyon kosullarinda, pNPP’dan (para-
nitrofenil palmitat) bir dakikada, 1 mmol pNP (para-nitrofenol) olusturan enzim miktar1
olarak tanimlanmistir (Uluslararas1 Unite : 1U).

Enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla oncelikle 0,2 mM; 0,4 mM; 0,6 mM;
08 mM ve 10 mM pNP (para-nitro fenol) ¢ozeltileri hazirlanarak UV
spektrofotometresinde 410 nm’de absorbanslar1 dlgiilerek standart kalibrasyon grafigi
hazirlanmistir. Daha sonra 0,5 g yas ornek tartilarak 9 hacim 25 mM Ca(Ac), pH 6
tamponu ile 1 hacim 10 mM pNPP, % 0,8 triton X100 (CgH17CsH4(OCH2CH,)g.100OH)
ve % 0,2 gum arabic’den (E414) olusan 15 mL’lik ¢dzelti karisimina ilave edilmistir.
Manyetik balikla 5 dk. 125 rpm hizla karistirilan 6rnek beyaz bant siizge¢ kagidi ile
stiziilmiis ve berrak sivi UV spektrofotometresiyle 410 nm’de absorbansi dl¢iilerek lipaz
aktivitesi, spesifik aktivite ve immobilizasyon verimi hesaplanmistir. Hazirlanan

kalibrasyon grafigi Sekil 3.2’de gosterilmistir.
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Aktivite Olclimii

y =2,6416x - 0,0362
. R==0,9987
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Sekil 3.2. Enzim aktivite kalibrasyon grafigi

3.2.6. Biyodizel Uretimi

Biyodizel {iretimi uygun kosullarda dogal destek maddelerine immobilize
edilmis olan lipaz enziminin pirina yagi ve metanol beraberinde reaksiyonu sonucu
gergeklestirilmistir.
Biyodizel sentezi i¢in 250 mL’lik beher i¢ine yag agirligmin %10’u oranlarinda
immobilize enzim ve 3’¢ 1 metanol/yag molar orani karigimi 3’er saat ara ile ig
asamada ilave edilir. Karigim 35 °C’de manyetik balik ile 200 rpm hizla siirekli

karigtirilir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Dogal Destek Maddelerine Lipaz Enzimi Immobilizasyonun Kemometrik

Optimizasyonu

Enzim immobilizasyonunda dogal destek maddesi olarak kullanilan ¢ay atigi,
pamuk, lif kabagi ve talas lizerine lipaz enziminin tutunmasinda etkili olan faktorlerin
belirlenmesinde  Plackett-Burman  dizayn metodu  kullanilmistir.  Literatiir
kaynaklarindan ve 6n deneme yapilarak belirlenen 6nemli faktdrlerin optimizasyonu
merkezi kompozit dizayn yontemi ile yapilmistir. Cizelge 4.1’de Plackett-Burman

dizayn metodunda kullanilan faktorler verilmistir.

Cizelge 4.1. Plackett-Burman dizayn metodunda kullanilan faktorler

Faktorler -1 1
X1 Enzim Konsantrasyonu (% v/v) 3 8
X2 Glutaraldehit konsantrasyonu (% v/v) 5 10
X3 Immobilizasyon pH degeri 5 7
X4 Immobilizasyon Sicakligi (°C) 25 45
X5 Karistirma Hizi (rpm) 100 150
X6 Destek-Enzim temas siiresi (Saat) 16 32

Destek- Glutaraldehit aktivasyon siiresi 12 24
X7 (Saat)

Cizelge 4.2°de sekiz deneyli Plackett-Burman dizayn tablosu goriilmektedir.
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Cizelge 4.2. Plackett-Burman dizayn tablosu
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16
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25
25

45

10

16

10

Faktorlerin optimizasyonunda kullanilan merkezi kompozit dizayn tablosu Cizelge

4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Faktorlerin optimizasyonunda kullanilan merkezi kompozit dizayn tablosu

X3

X1 X2

Deney No

-1,682
1,682

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

-1,682
1,682

-1,682
1,682
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4.1.1. Dogal Destek Maddelerine Lipaz Enzimi Immobilizasyonun Plackett-

Burman Dizayn Analiz Sonuclari

Cizelge 4.4’de c¢ay atig1 destek maddesi iizerine lipaz enziminin

immobilizasyonu i¢in kullanilan Plackett-Burman dizayn metodu sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.4. Lipaz enziminin cay atig1 destegine immobilizasyonu i¢in Plackett-Burman
dizayn sonuglar1

E X S

S 8 33
zZ o = -g E 8
> — ~N ™ < Ty © N~ NE=S Zoo
@ X X X X X X X =2 E Cax
5} o> N N Z
o E"& 32

EE 75
1 3 5 5 25 100 16 12 13,90 2,06
2 8 10 7 25 150 16 12 30,70 2,58
3 3 10 7 45 100 32 12 15,50 2,35
4 3 5 7 45 150 16 24 18,90 2,36
5 8 5 5 45 150 32 12 57,50 2,15
6 3 10 5 25 150 32 24 21,00 2,58
7 8 5 7 25 100 32 24 21,00 2,34
8 8 10 5 45 100 16 24 85,75 2,81

Cay atig1 destek maddesi ile ilgili Plackett-Burman analiz sonuglarina gore lipaz
enziminin destek maddesine immobilizasyonunda X; (Enzim Konsantrasyonu), X,
(Glutaraldehit konsantrasyonu) ve X7 (Destek-Glutaraldehit aktivasyon siiresi) faktorleri
en Onemli faktorler olarak bulunmustur. Bu nedenle merkezi kompozit dizayn

tablosunda bu faktorler kullanilmistir.

Cizelge 4.5’de pamuk destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu

i¢in kullanilan Plackett-Burman dizayn metodu sonuglari verilmistir.
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Cizelge 4.5. Lipaz enziminin pamuk destegine immobilizasyonu icin Plackett-Burman
dizayn sonuglar1

s 2 23

S R .3 £3
Z L =3
> — o~ ™ <t To) © N~ = g2 < %
g X X X X X X X ZEZ2E <Z
<5} = E N NZ
a E & 82
(@) j =}

E E 7§

1 3 5 5 25 100 16 12 19,90 8,82
2 8 10 7 25 150 16 12 30,60 18,81
3 3 10 7 45 100 32 12 24,60 15,63
4 3 5 7 45 150 16 24 25,30 10,80
5 8 5 5 45 150 32 12 93,00 10,52
6 3 10 5 25 150 32 24 28,20 15,40
7 8 5 7 25 100 32 24 27,60 14,53
8 8 10 5 45 100 16 24 109,75 1517

Pamuk destek maddesi ile ilgili Plackett-Burman analiz sonuglarina gore lipaz
enziminin destek maddesine immobilizasyonunda X; (Enzim Konsantrasyonu), X;
(Glutaraldehit konsantrasyonu) ve X3 (Immobilizasyon pH degeri) faktdrleri en dnemli
faktorler olarak bulunmustur. Bu nedenle merkezi kompozit dizayn tablosunda bu

faktorler kullanilmistir.

Cizelge 4.6’da lif kabagi destek maddesi {izerine lipaz enziminin

immobilizasyonu i¢in kullanilan Plackett-Burman dizayn metodu sonuglar1 verilmistir.
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Cizelge 4.6. Lipaz enziminin lif kabagi destegine immobilizasyonu icin Plackett-
Burman dizayn sonuglari

= 17 =X

o = _35 £
Z ¥ Eo s A
> — ~N ™ < Ty © N~ N &= zQ
g X X X X X X X ZEZ2E <3
o) o > N N >
a E & 82
o 2

EE 7§

1 3 5 5 25 100 16 12 4,70 4,81
2 8 10 7 25 150 16 12 18,80 8,04
3 3 10 7 45 100 32 12 20,50 6,34
4 3 5 7 45 150 16 24 54,50 5,09
5 8 5 5 45 150 32 12 29,80 5,60
6 3 10 5 25 150 32 24 57,50 7,02
7 8 5 7 25 100 32 24 28,20 6,28
8 8 10 5 45 100 16 24 29,60 6,05

Lif kabagi destek maddesi ile ilgili Plackett-Burman analiz sonuglarina gore
lipaz enziminin destek maddesine immobilizasyonunda X; (Enzim Konsantrasyonu), X,
(Glutaraldehit konsantrasyonu) ve X4 (Immobilizasyon Sicakhign (°C)) faktorleri en
onemli faktorler olarak bulunmustur. Bu nedenle merkezi kompozit dizayn tablosunda

bu faktorler kullanilmistir.

Cizelge 4.7°de talas destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu

i¢in kullanilan Plackett-Burman dizayn metodu sonuglari verilmistir.
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Cizelge 4.7. Lipaz enziminin talas destegine immobilizasyonu i¢in Plackett-Burman
dizayn sonuglar1

= 17 =X

o = _35 £
Z ¥ Eo s A
> — ~N ™ < Ty © N~ N &= zQ
g X X X X X X X ZEZ2E <3
o) o > N N >
a E & 82
o 2

EE 7§

1 3 5 5 25 100 16 12 4,20 1,49
2 8 10 7 25 150 16 12 18,00 2,83
3 3 10 7 45 100 32 12 9,20 2,31
4 3 5 7 45 150 16 24 29,50 1,47
5 8 5 5 45 150 32 12 26,00 1,49
6 3 10 5 25 150 32 24 47,00 2,35
7 8 5 7 25 100 32 24 18,40 2,36
8 8 10 5 45 100 16 24 21,70 2,22

Talas destek maddesi ile ilgili Plackett-Burman analiz sonuglarina gore lipaz
enziminin destek maddesine immobilizasyonunda X, (Glutaraldehit konsantrasyonu),
X3 (Immobilizasyon pH degeri) ve X4 (Immobilizasyon Sicakligi (°C)) faktérleri en
onemli faktorler olarak bulunmustur. Bu nedenle merkezi kompozit dizayn tablosunda

bu faktorler kullanilmistir.

4.1.2. Dogal Destek Maddelerine Lipaz Enzimi Immobilizasyonu icin Merkezi

Kompozit Dizayn Analiz Sonuclari

Cizelge 4.8’de c¢ay atig1 destek maddesi iizerine lipaz enziminin

immobilizasyonu i¢in kullanilan merkezi kompozit dizayn analiz sonuglar1 verilmistir.
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Cizelge 4.8. Cay atig1 destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in
merkezi kompozit dizayn analiz sonuglari

o £ X Z

= 2 = & = 2 @g

o £ o o= S R _ 9 =3
3 S >~ . @ 3 AP s = O >S9
S o282 .352:s% oES8E Sfse €9
o XSs53Z XgSeas XEgZ 2E2E <2
FeT) 8 a Q\/ 8 8 4 2) u o 9\_, "8 = ‘N N %
g 32 ER 2 £ 5 33
~— - O

~ c% v E g’ -l g

o ~ =

1 6 14 3 19,20 2,03
2 9 14 3 21,40 2,26
3 6 22 3 23,50 1,67
4 9 22 3 21,90 2,88
5 6 14 7 20,20 2,60
6 9 14 7 22,10 2,54
7 6 22 7 42,50 2,76
8 9 22 7 47,00 3,15
9 5 18 5 48,75 2,42
10 10 18 5 54,75 2,56
11 7,5 11,3 5 4,00 2,65
12 7,5 24,7 5 20,70 2,82
13 7,5 18 1,6 5,60 1,90
14 7,5 18 8,4 21,80 3,24
15 7,5 18 5 21,20 2,47
16 7,5 18 5 21,2 2,72
17 7,5 18 5 19,8 2,69
18 7,5 18 5 19,8 2,79
19 7,5 18 5 22,2 2,31
20 7,5 18 5 20,6 2,63

Cay atig1 destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonunun
kemometrik optimizasyonunda immobilize enzim miktar1 degerlerine gore b katsayilari

kullanilarak olusturulan model denklemi asagida verilmistir.

y= 20,77 + 1,25x; + 5,86x, + 5,35x3 - 0,15x1x; + 0,73x3X3 + 5,30x2X3 + 11,15x,2 -
2,78x,” - 2,30x5° (4.1)

Cay atig1 destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in deneysel

immmobilize enzim miktarina karst tahmini immmobilize enzim miktar1 grafigi Sekil
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4.1°de, deneysel aktivite degerine karsi tahmini aktivite degeri grafigi ise Sekil 4.2°de

verilmigtir.
-
g
ko 60,00 -
= y=0,9921x+ 0,1957
= R?=0,9921
=
N -
N o 4500
=2
g3
-
‘= o0 30,00 -
KB
S
£
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=
-
g
=
=}
o 0,00 T T T T
0,00 15,00 30,00 45,00 60,00
Deneysel Immobilize Enzim Miktar: (mg/g destek)

Sekil 4.1. Cay atig1 destek maddesi lizerine lipaz enziminin immobilizasyonu igin
deneysel immmobilize enzim miktarina karsi tahmini immmobilize enzim miktari

= 4,00

=

= y=0,8547x+0,3711

g 3)50 _ R? = 0,8547

=
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-
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=

£
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e
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S

=

-

'E 1,00 T T T T T
E 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00
=

= . o e

= Deneysel Lipaz Aktivitesi (umolpNP/gDestek.dk)

Sekil 4.2. Cay atifi destek maddesi lizerine lipaz enziminin immobilizasyonu icin
deneysel lipaz aktivitesine karsi tahmini lipaz aktivitesi
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Cay atig1 destek maddesi {lizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in merkezi
kompozit dizayn analiz sonuglarina gore optimum kosullar:  Glutaraldehit
konsantrasyonu: 9,60 % v/v ; Destek-Glutaraldehit aktivasyon siiresi: 23,64 saat ve
Enzim Konsantrasyonu: 7,10 % v/v olarak bulunmustur. Cay atigi destek maddesi
lizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in bulunan optimum kosullarda
immmobilize enzim miktari: 58,80 mg enzim/g destek ve Lipaz Aktivitesi: 3,36

umolpNP/gDestek.dk olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.9°da pamuk destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu

icin kullanilan merkezi kompozit dizayn analiz sonuglari verilmistir.

Cizelge 4.9. Pamuk destek maddesi lizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in
merkezi kompozit dizayn analiz sonuglari

2 _ =
5 - S £ 3 =2
o s = g s _8 £ 2
Z S o S @ e o = = O
> w583 8% g3 §52 gq
<5} X o e X == X @ =< £ < 9
c G S = SR 2 == a
o = c S =H==! A o> N N
0 2 2 Ed ¥ E”§ 25
Og £ IS E o T3 ©
- N £ £ S
c o ~ S
L ~
1 6 5 3 38,00 12,34
2 9 5 3 29,90 11,77
3 6 7 3 19,20 14,04
4 9 7 3 19,80 15,63
5 6 5 7 27,00 17,45
6 9 5 7 30,00 17,56
7 6 7 7 77,50 18,35
8 9 7 7 76,50 18,92
9 5 6 5 52,75 13,02
10 10 6 5 50,50 13,58
11 7,5 4.3 5 21,80 15,52
12 7,5 17,7 ) 51,60 17,49
13 7,5 6 1,6 15,80 11,72
14 7,5 6 8,4 48,80 19,04
15 7,5 6 5 27,20 15,74
16 7,5 6 5 29,70 14,27
17 7,5 6 5 27,70 15,63
18 7,5 6 5 25,40 13,93
19 7,5 6 5 26,90 15,06
20 7,5 6 5 29,00 16,08

48



Pamuk destek maddesi {izerine lipaz enziminin immobilizasyonunun
kemometrik optimizasyonunda immobilize enzim miktar1 degerlerine gore b katsayilari

kullanilarak olusturulan model denklemi asagida verilmistir.

y= 27,69 - 0,68x; + 8,66x, + 11,69x3 + 0,59x:%, + 1,19%1Xs + 15,74Xoxs + 8,22%°
+2,94%,% + 1,38x5° (4.2)

Pamuk destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in deneysel
immmobilize enzim miktarina karst tahmini immmobilize enzim miktar1 grafigi Sekil
4.3°de, deneysel aktivite degerine karsi tahmini aktivite degeri grafigi ise Sekil 4.4’de

verilmistir.

T 81,00 -

s

E y =0,9881x+0,4303

E R2=0,9881

61,00 -
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g3

ST 41,00 -

-— °‘n

T

H
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=

.E ‘

<

o 1,00 T T T T

1,00 21,00 41,00 61,00 81,00
Deneysel Immobilize Enzim Miktar (mg/g destek)

Sekil 4.3. Pamuk destek maddesi lizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in
deneysel immmobilize enzim miktarina karsi tahmini immmobilize enzim miktari
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19,00 -
y=0,936x+ 0,969 *
R?=0,936
' *

= 16,00 -

[y

W

o

=]
1

'

Tahmini Lipaz Aktivitesi
(umolpNP/gDestek. dk)

10,00 . . .
10,00 13,00 16,00 19,00

Deneysel Lipaz Aktivitesi (umolpNP/gDestek.dk)

Sekil 4.4. Pamuk destek maddesi lizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in
deneysel lipaz aktivitesine kars1 tahmini lipaz aktivitesi

Pamuk destek maddesi {izerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in merkezi
kompozit dizayn analiz sonuglarma gore optimum kosullar: Glutaraldehit
konsantrasyonu: 8,43 % v/v ; Immobilizasyon pH degeri: 7,04 ve Enzim
Konsantrasyonu: 8,16 % v/v olarak bulunmustur. Pamuk destek maddesi {izerine lipaz
enziminin immobilizasyonu i¢in bulunan optimum kosullarda immmobilize enzim
miktart: 91,93 mg enzim/g destek ve Lipaz Aktivitesi: 20,22 umolpNP/gDestek.dk

olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.10°da lif kabagi destek maddesi {iizerine lipaz enziminin

immobilizasyonu i¢in kullanilan merkezi kompozit dizayn analiz sonuglar verilmistir.
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Cizelge 4.10. Lif kabag1 destek maddesi lizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in
merkezi kompozit dizayn analiz sonuglari

E ~

=] = =) R 5 O

e £s_ 29 s &_3 £3
< S22 Sz LE&=2 S =Eo s 8
& XS53 XREZXEEZ EEE <2
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D = © S S = w oo S > N N =
- 2§ s &%

o

1 6 30 3 12,10 4,44
2 9 30 3 14,60 5,88
3 6 40 3 39,50 5,49
4 9 40 3 31,30 6,45
5 6 30 7 18,70 6,57
6 9 30 7 21,00 7,30
7 6 40 7 67,00 7,08
8 9 40 7 68,00 6,91
9 5 35 5 46,50 5,83
10 10 35 5 49,75 6,34
11 7,5 26,6 5 21,80 5,77
12 7,5 43,4 5 64,20 5,54
13 7,5 35 1,6 10,90 4,69
14 7,5 35 8,4 38,60 7,40
15 7,5 35 5 17,50 6,00
16 7,5 35 5 17,50 6,28
17 7,5 35 5 23,80 6,68
18 7,5 35 5 19,30 6,51
19 7,5 35 5 25,90 6,00
20 7,5 35 5 17,30 7,19

Lif kabagi destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonunun
kemometrik optimizasyonunda immobilize enzim miktar1 degerlerine gore b katsayilari

kullanilarak olusturulan model denklemi asagida verilmistir.

y= 20,40 + 0,22x; + 15,43x, + 9,06x3 - 1,50x1x2 + 1,12X1X3 + 6,40X2X3  + 8,66x12
+6,85%,% + 0,40x5° (4.3)

Lif kabagi destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in deneysel

immmobilize enzim miktarina karst tahmini immmobilize enzim miktar1 grafigi Sekil
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4.5te, deneysel aktivite degerine kars1 tahmini aktivite degeri grafigi ise Sekil 4.6’da

verilmigtir.
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Sekil 4.5. Lif kabagi destek maddesi ilizerine lipaz enziminin immobilizasyonu igin
deneysel immmobilize enzim miktarina karsi tahmini immmobilize enzim miktari
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Sekil 4.6. Lif kabagi destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu igin
deneysel lipaz aktivitesine karsi tahmini lipaz aktivitesi
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Lif kabagi destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in
merkezi kompozit dizayn analiz sonuglarina gore optimum kosullar: Glutaraldehit
konsantrasyonu: 5,31 % v/v ; Immobilizasyon Sicakhigi: 3825 °C ve Enzim
Konsantrasyonu: 8,36 % v/v olarak bulunmustur. Lif Kabagi destek maddesi iizerine
lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in bulunan optimum kosullarda immmobilize enzim
miktari: 73,45 mg enzim/g destek ve Lipaz Aktivitesi: 7,49 umolpNP/gDestek.dk olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 4.11°da talag destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in

kullanilan merkezi kompozit dizayn analiz sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.11. Talas destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in
merkezi kompozit dizayn analiz sonuglari

2 g 2 5 g 7 é

Z =Ny S5 .Z% 5o s 85
g XS5z XRE2 X3& ZEZE <o
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1 6 30 5 21,30 1,98
2 9 30 5 64,10 2,10
3 6 40 5 10,90 1,99
4 9 40 5 16,90 2,19
5 6 30 7 25,90 2,58
6 9 30 7 22,20 2,54
7 6 40 7 70,50 2,35
8 9 40 7 50,50 2,40
9 5 35 6 43,25 2,24
10 10 35 6 64,50 2,53
11 7,5 26,6 6 24,80 2,52
12 7,5 43,4 6 17,50 2,13
13 7,5 35 4,3 11,50 181
14 7,5 35 77 29,00 2,56
15 7,5 35 6 17,10 2,29
16 7,5 35 6 18,00 2,37
17 7,5 35 6 18,70 2,10
18 7,5 35 6 15,50 2,15
19 7,5 35 6 24,30 2,18
20 7,5 35 6 17,20 2,10
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Talas destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonunun kemometrik
optimizasyonunda immobilize enzim miktar1 degerlerine gore b katsayilart kullanilarak

olusturulan model denklemi asagida verilmistir.

y= 18,38 + 4,45x; + 0,22X; + 6,25X3 - 6,64x1X2 - 9,06X1X3 +16,31xoX3 + 13,09x,% +
1,52%;,° + 1,21x3° (4.4)

Talas destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in deneysel
immmobilize enzim miktarina karst tahmini immmobilize enzim miktar1 grafigi Sekil
4.7°de, deneysel aktivite degerine karsi tahmini aktivite degeri grafigi ise Sekil 4.8’de

verilmistir.
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Sekil 4.7. Talas destek maddesi tizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in deneysel
immmobilize enzim miktarina karsi tahmini immmobilize enzim miktari
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2,60

y=0,899x+ 0,226
R?=0,899

2,30

Tahmini Lipaz Aktivitesi
(umolpNP/gDestek. dk)
E

1,70 T T T
1,70 2,00 2,30 2,60

Deneysel Lipaz Aktivitesi (umolpNP/gDestek.dk)

Sekil 4.8. Talas destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in deneysel
lipaz aktivitesine kars1 tahmini lipaz aktivitesi

Talas destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in merkezi
kompozit dizayn analiz sonuglarma gore optimum kosullar: Glutaraldehit
konsantrasyonu: 5,04 % v/v ; Immobilizasyon Sicakligt: 34,15 °C ve Immobilizasyon
pH degeri: 7,58 olarak bulunmustur. Talas destek maddesi {izerine lipaz enziminin
immobilizasyonu i¢in bulunan optimum kosullarda immmobilize enzim miktari: 76,42

mg enzim/g destek ve Lipaz Aktivitesi: 2,70 umolpNP/gDestek.dk olarak

hesaplanmuistir.
4.2. Enzim immobilizasyonunun Kemometrik Optimizasyon Sonuclari

Cizelge 4.12°de deneysel caligmalarda kullanilan tiim destek maddeleri tizerine
lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in bulunan optimum kosullar verilmistir.
Cizelge 4.13’de deneysel ¢alismalarda kullanilan tiim destek maddeleri {izerine

lipaz enziminin immobilizasyonunun optimizasyonunda kullanilan model denklemleri

verilmistir.
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Cizelge 4.12. Tim destek maddeleri iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu igin
bulunan optimum kosullar
Destek Lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in bulunan optimum
maddesinin ad1 kosullar
Glutaraldehit konsantrasyonu: 9,60 % v/v
Destek-Glutaraldehit aktivasyon siiresi: 23,64 saat

Cay Atg Enzim Konsantrasyonu: 7,10 % v/v
Glutaraldehit konsantrasyonu: 8,43 % v/v

Pamuk L onsantacyont: 8,16 % v
Glutaraldehit konsantrasyonu: 5,31 % v/v

Lif Kabag Immobilizasyon Sicakligi: 38,25 °C

Enzim Konsantrasyonu: 8,36 % v/v

Glutaraldehit konsantrasyonu: 5,04 % v/v
Talas Immobilizasyon Sicakligi: 34,15 °C
Immobilizasyon pH degeri: 7,58

Cizelge 4.13. Tim destek maddeleri {izerine lipaz enziminin immobilizasyonunun
optimizasyonunda kullanilan model denklemleri verilmistir.

Destek Lipaz enziminin immobilizasyonunun optimizasyonunda
maddesinin adi kullanilan model denklemleri

At y= 20,77 + 1,25x; + 5,86x, + 5,35x3 - 0,15x1X» + 0,73X1X3 +
Cay At 5,30X,X3 + 11,152 - 2,78%,% - 2,30xs2
y= 27,69 - 0,68x; + 8,66x, + 11,69x3 + 0,59x1X, + 1,19x3x3 +

Pamuk 15,74% X3 + 8,22x:% +2,94%,2 + 1,38x52
Lif Kabag! y= 20,40 + 0,22x12+ 15,43x22 + 9,06x32- 1,50x1%, + 1,12X1X3 +
6,40x,x3 + 8,66%:° +6,85x%," + 0,40x3
Talas y= 18,38 + 4,45x; + 02,22x2 + 6,225x3 - 6,6§1x1x2 - 9,06x1x3
+16,31XoX3 + 13,09%“ + 1,52X,° + 1,21X3

Tiim destek maddeleri i¢cin bulunan optimum kosullarda lipaz enzimi destek
maddelerinin iizerine immobilize edilmistir. Bulunan optimum kosullarda elde edilen
maksimum immmobilize enzim miktarlari ve lipaz aktiviteleri Cizelge 4.14°te

verilmistir.
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Cizelge 4.14. Tim destek maddeleri i¢in bulunan optimum kosullarda maksimum
immmobilize enzim miktarlar1 ve lipaz aktiviteleri

Destek Immmobilize Enzim Miktar1 Lipaz Aktivitesi
maddesinin adi (mg enzim/g destek) (umolpNP/gDestek.dk)
Cay Atig1 58,80 3,36
Lif Kabagi 73,45 7,49
Talas 76,42 2,70

4.3 Enzimatik Biyodizel Uretimi

Enzimatik biyodizel sentezi beher igerisinde ham pirina yagi ve metanoliin
destek maddesine immobilize edilmis lipaz enzimi beraberinde asagida verilen
kosullardaki reaksiyonuyla gerceklestirilmistir.

Biyodizel sentezi i¢in 250 mL’lik beher i¢ine yag agirliginin %10’u oranlarinda
immobilize enzim ve 3’¢ 1 metanol/yag molar oran1 karigimi 3’er saat ara ile li¢
asamada ilave edilmistir. Karisim 35 °C’de inkiibator icinde 200 rpm hizla siirekli
karistirtlmistir. Reaksiyon sonunda elde edilen yag asidi metil esterleri analiz edilmek
tizere 1.8 ml kapakli siselerde +4 °C’de buzdolabinda saklanmistir. Biyodizel tayini ince
tabaka kromatografisi ile yapilmistir. Sentezlenen biyodizel Grnekleri ve standart
biyodizelden Hamilton enjektér yardimiyla 1 pL alinmis Whatman K5 TLC plakala
tizerine damlatilarak kurutulmustur. Daha sonra sentezlenen biyodizel ornekleri ve
standart biyodizel 90/15/4 (v/v) hekzan/dietileter/asetik asit ¢ozelti sistemi kullanilarak
plaka tizerinde ylriitiilmiistiir. Yiiriitme islemi sonunda plaka tizerindeki noktalar % 95

etil alkol - % 5 H,SO, ve % 0,5 a-naftol karisimina daldirilip 150 °C’de 10 dk 1sitilarak

goriiniir hale getirilmistir. Son olarak elde edilen noktalar standart biyodizel 6rnegi ile
karsilagtiritlmistir. Bunun yaninda sentezlenen biyodizel ornekleri GC-MS ile analiz
edilmek tizere 1.8 ml kapakli siselerde +4°C’de buzdolabinda saklanmistir. Cesitli
denemeler sonunda gay atig1 destek maddesi ile % 42,8+4,15; pamuk destek maddesi ile
% 61,2+4,66; lif kabagi destek maddesi ile % 58,4+4,67 ve talas destek maddesi ile %

50,8 £3,19 ester doniisiimii elde edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada dogal destek maddesi olarak cay atigi, pamuk, lif kabag: ve talas
kullanilmigtir. Cay atigi, pamuk, lif kabagi ve talas numuneleri beherlere koyulduktan
sonra taze hazirlanmis poliglutaraldehit ¢ozeltisi ile muamele edilerek aktive edilmistir.
Daha sonra lipaz enzimi dogal destek maddelerine (¢ay atig1, pamuk, lif kabagi ve talas)
immobilize edilmistir. Lipozyme TL-100L lipaz enziminin destek maddelerine
immobilizasyonunda destege tutturulan protein miktar1 Bradford Metodu ile tayin
edilmistir. Numunelerin enzim aktivitesi spetrofotometrik metotla belirlenmistir.

Enzim immobilizasyonunda destek maddesi olarak kullanilan gay atigi, pamuk,
lif kabagi ve talas iizerine lipaz enziminin tutunmasinda etkili olan faktorlerin
belirlenmesinde Plackett-Burman dizayn metodu kullanilmigtir. Belirlenen 6nemli
faktorlerin optimizasyonu 3 faktorlii 5 seviyeli merkezi kompozit dizayn yontemi ile
yapilmistir. Plackett-Burman dizayn metodunda Enzim Konsantrasyonu (% V/v);
Glutaraldehit konsantrasyonu (% v/v); immobilizasyon pH degeri; Immobilizasyon
Sicakligr (°C); Karistirma Hizi (rpm); Destek-Enzim temas siiresi (Saat) ve Destek-
Glutaraldehit aktivasyon siiresi (Saat) olmak iizere yedi faktor incelenmistir.

Cay atig1 destek maddesi ile ilgili Plackett-Burman analiz sonuglarina goére lipaz
enziminin destek maddesine immobilizasyonunda Enzim Konsantrasyonu, Glutaraldehit
konsantrasyonu ve Destek-Glutaraldehit aktivasyon siiresi faktorleri en 6nemli faktorler
olarak bulunmustur. Pamuk destek maddesi ile ilgili Plackett-Burman analiz sonuglarina
gore lipaz enziminin destek maddesine immobilizasyonunda Enzim Konsantrasyonu,
Glutaraldehit konsantrasyonu ve Immobilizasyon pH degeri faktorleri en onemli
faktorler olarak bulunmustur. Lif kabagi destek maddesi ile ilgili Plackett-Burman
analiz sonuglarina gore lipaz enziminin destek maddesine immobilizasyonunda Enzim
Konsantrasyonu, Glutaraldehit konsantrasyonu ve Immobilizasyon Sicakligi faktorleri
en onemli faktorler olarak bulunmustur. Talas destek maddesi ile ilgili Plackett-Burman
analiz sonuglarina gore lipaz enziminin destek maddesine immobilizasyonunda
Glutaraldehit konsantrasyonu immobilizasyon pH degeri ve Immobilizasyon Sicaklig
faktorleri en 6nemli faktorler olarak bulunmustur.

Cay atig1 destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in merkezi

kompozit dizayn analiz sonucglarina goére optimum kosullar: Glutaraldehit
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konsantrasyonu: 9,60 % v/v ; Destek-Glutaraldehit aktivasyon siiresi: 23,64 saat ve
Enzim Konsantrasyonu: 7,10 % v/v olarak bulunmustur. Belirlenen optimum kosullarda
immmobilize enzim miktar:: 58,80 mg enzim/g destek ve Lipaz Aktivitesi: 3,36
umolpNP/gDestek.dk olarak hesaplanmistir. Pamuk destek maddesi {izerine lipaz
enziminin immobilizasyonu i¢in merkezi kompozit dizayn analiz sonuglarina gore
optimum kosullar: Glutaraldehit konsantrasyonu: 8,43 % v/v ; Immobilizasyon pH
degeri: 7,04 ve Enzim Konsantrasyonu: 8,16 % v/v olarak bulunmustur. Belirlenen
optimum kosullarda immmobilize enzim miktar1: 91,93 mg enzim/g destek ve Lipaz
Aktivitesi: 20,22 umolpNP/gDestek.dk olarak hesaplanmistir. Lif kabagi destek
maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in merkezi kompozit dizayn analiz
sonuglarina gore optimum kosullar: Glutaraldehit konsantrasyonu: 5,31 % v/v ;
Immobilizasyon Sicakligi: 38,25 °C ve Enzim Konsantrasyonu: 8,36 % v/v olarak
bulunmustur. Belirlenen optimum kosullarda immmobilize enzim miktart: 73,45 mg
enzim/g destek ve Lipaz Aktivitesi: 7,49 umolpNP/gDestek.dk olarak hesaplanmistir.
Talas destek maddesi iizerine lipaz enziminin immobilizasyonu i¢in merkezi kompozit
dizayn analiz sonuglarina gére optimum kosullar: Glutaraldehit konsantrasyonu: 5,04 %
v/v ; Immobilizasyon Sicakhigi: 34,15 °C ve immobilizasyon pH degeri: 7,58 olarak
bulunmustur. Belirlenen optimum kosullarda immmobilize enzim miktart: 76,42 mg
enzim/g destek ve Lipaz Aktivitesi: 2,70 umolpNP/gDestek.dk olarak hesaplanmaistir.
Caligmanin son béliimiinde yag asidi metil esteri sentezi yapilmigtir. Sentez
dogal destek maddelerine immobilize edilmis olan lipaz enziminin pirina yagi ve
metanol beraberinde reaksiyonu sonucu gergeklestirilmistir. Biyodizel iiretimi 250
mL’lik beher i¢ine yag agirliginin %10’u oranlarinda immobilize enzim ve 3 asamada
eklenen 3’e 1 metanol/yag molar oranina uygun matanoliin 35 OC>deki inkiibator iginde
200 rpm hizla siirekli karistirilmast ile yapilmistir. Cay atigi destek maddesi ile %
42,844,15; pamuk destek maddesi ile % 61,2+4,66; lif kabag1 destek maddesi ile %
58,4+4,67 ve talas destek maddesi ile % 50,8 £3,19 ester doniisiimii elde edilmistir.
Enzimlerin ¢esitli metotlarla kat1 bir destek maddesine tutturularak immobilize
edilmesi Onemli arastirma alanlarindan birini olusturmaktadir. Enzimlerin tekrar
kullanimina ve elde edilen {iriiniin ortamdan kolayca ayrilmasina imkan sagladigindan
ucuz ve kullanima uygun immobilizasyon tekniklerinin gelistirilmesi 06zellikle

endiistriyel kullanim agisindan biiyiikk 6nem tagimaktadir. Immobilize enzim
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sistemlerinin yiiksek performans saglamasi i¢in destek maddesi secimi ¢ok Onemlidir.
Secilen destek maddesinin kararliligi, maliyeti ve dayanikliligi gibi dnemli 6zelliklere
sahip olmasi1 gerekmektedir. Tiim bu sebeplerden dolay1 lipaz immobilizasyonunda
verim arttiric1 yaklagimlara onem vermesi ve bu ¢alismalarin olabildigince desteklemesi
gerekmektedir. Ayrica bu arastirma sonuglarinin her gecen giin daha da ilgi ¢eken
ozellikle yenilenebilir enerji alanindki caligmalara 6nemli bir katki saglayacagini ve
hem bu ¢alismada kullanilan hem de benzer dogal destek maddelerinin biyokatalizor

olarak endiistride daha biiyiik 6l¢ekli kullanimina 151k tutacagini diistinmekteyiz.
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