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v
OZET

LiPAZ ENZIMINiN iMMOBILIZASYONU ve AROMATIK

ESTERLERIN SENTEZINDE KULLANIMI

Bu calismada baslica kalsiyum-alginat/kitosan (Ca-Alg/Kitosan) jele hapsetme
yontemiyle ve kitosan destege kovalent bagla immobilize edilmis Candida rugosa
(CRL) ve domuz pankreasi (PPL) kaynakli lipaz enzimleri kullanilarak aromatik ester
tiretimi amaclanmistir. Baglangicta lipaz katalizi ile 15 farkli aroma esteri sentezlenmis
ve kokularma gore izoamil asetat ve hekzil asetat olmak ilizere 2 tanesi arastirma
amaciyla secilmistir. Aroma ester sentezi 4 enzim O6rnegi (2 farkli lipaz ve 2 farkl
destek) ve 2 farkli aroma esteri i¢in ayrintili olarak arastirilmistir. Reaksiyon ortamini
belirlemek i¢in ester sentezi hekzan, heptan, toluen, ksilen, kloroform ve ayrica
¢oziiclisiz ortamda gerceklestirilmistir. Tiim enzim tiirii ve aromalar icin en iyi
sonuclar heptan ortami i¢in elde edilirken ¢oziiciisiiz ortamda en diisiik tiretim elde
edilmistir. Immobilizasyon kosullar1 Ca-Alg/kitosan destek icin sodyum alginat
derigimi, kitosan derigimi, glutaraldehit derisimi ve kuruluk orani, kitosan destek i¢in
ise arakol tiirii ve glutaraldehit derisimi agisindan optimize edilmistir. Ester sentezi igin
reaksiyon sicakliklari 30-60 °C arasinda degistirilmis ve en iyi sonuglar Ca-
Alg/Kitosan ve kitosan destek i¢in sirasiyla 45 ve 40 °C olarak elde edilmistir. Asit ve
alkol substratlarinin derisimleri 10, 25, 50, 75 ve 100 mM arasinda kullanilarak
substrat ciftlerinin en uygun derisim degerleri elde edilmeye ¢alisilmistir. En yiiksek
ester liretimi genellikle 50 mM asit ve alkol derisimlerinde elde edilmis ve daha yiiksek
substrat derisimlerinde ester veriminin dustiigli goézlenmistir. Ester liretimi ayrica
kesikli ve dolgu yatakli siirekli kolon reaktorlerde 8 saat reaksiyon siiresince
gerceklestirilmistir. Immobilize lipazlarin 40 °C’deki termal kararliliklar1 24 saat
sireyle belirlenmistir. Ayrica depolama kararlhiliklar1 4 °C’de 60 giin boyunca
izlenmistir. 60 gilinlin sonunda Ca-Alg/kitosana immobilize edilmis CRL ve PPL
lipazlarimin baslangica gore sirasiyla % 36,8 ve % 33 aktivite gosterdikleri
gozlenmistir. Kitosan destek kullanildiginda ise bu degerler Candida rugosa ve domuz
pankreasi lipazlari i¢in sirastyla %24,4 ve % 21,3 olarak belirlenmistir.

2009, 56 sayfa

Anahtar Kelimeler: Candida rugosa lipazi, Domuz pankreast lipazi,
Immobilizasyon,Sodyum alginat, Kitosan, Aroma esteri, izoamil asetat, hekzil asetat.
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ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF LIPASE ENZYME AND USING FOR PRODUCTION
OF FLAVOR ESTERS

This study was mainly aimed the aroma ester production by immobilized
Candida rugosa (CRL) and porcine pancreatic (PPL) origin lipases entrapped into
calcium alginate/chitosan (Ca-Alg/Chitosan) gel and covalently bound onto chitosan
support. Firstly fifteen different aroma esters were synthesized by lipase catalysis and
two of them, iso-amyl acetate and hexyl acetate, were selected to investigate according
to their fragrance. Aroma ester synthesis for 4 enzyme samples (2 different lipases with
2 different supports) and for 2 different flavors were investigated in detail. Ester
synthesis were carried out in hexane, heptane, toluen, xylen, chloroform and also in
solvent free medium. The best results were obtained in heptane for all enzyme types
and aroma esters while in solvent free medium production was the lowest.
Immobilization conditions such as sodium alginate, chitosan and glutaraldehyde
concentrations and drying level for Ca-Alg/Chitosan support, and spacer arm type and
glutaraldehyde concentration for chitosan support were optimized. Reaction
temperatures for ester synthesis were changed between 30 and 60 °C and the best
results were obtained at 45 °C and 40 °C for Ca-Alg/Chitosan and chitosan supports,
respectively. Acid and alcohol concentrations used as 10, 25, 50, 75 and 100 mM to
determine optimal substrate concentration couples. It was found that maximum ester
production were achieved generally at 50 mM acid and alcohol substrates, and ester
yields decreased at higher substrate concentrations. It was also carried out the
production of esters in batch and continuous fixed bed column reactors for 8 hours of
reaction time. Thermal activities of immobilized lipases were investigated during 24
hour at 40 °C. Storage stabilities at 4 °C was also determined for 60 days. It was
observed that, Candida rugosa and porcine pancreatic lipase immobilized into Ca-
Alg/Chitosan beads showed 36.8 % and 33% of their initial activity, respectively at the
end of the 60 days. These values were determined as 24.4 % and 21.3 % for Candida
rugosa and porcine pancreatic lipase immobilized onto chitosan, respectively.

2009, 56 pages

Key Words: Candida rugosa lipase, Porcine pancreatic lipase, Immobilization, Sodium
alginate, Chitosan, Aroma esters, Iso-amyl acetate, Hexyl acetate
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1. GIRIS

Enzimler hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen protein yapili
maddelerdir. Canli organizmalarda gerceklesen pek c¢ok reaksiyon enzimlerle
katalizlenmektedir. Enzim katalizli bir reaksiyon enzimsiz bir reaksiyona gore 107-10%
kat daha hizli gergeklesir.

Enzimler in vivo kosullarda etkinlik gosterebildikleri gibi, in vitro sartlar
saglandiginda da aktivite gostermeleri enzimlerin canli olmayan kosullardaki
kullanimin1 saglamistir. Boylece enzimlerin bir¢ok alanda kullanimi yayginlasmais,
endiistriyel anlamda bir¢ok proseste ekonomik olarak rahatlama saglanmistir.

Hiicre i¢inde ¢ok Onemli metabolik gorevleri gerceklestiren enzimler,
endustride bir¢ok farkli amag i¢in kullanilmaktadir. Cizelge 1.1.’de tip, eczacilik, tarim,
hayvancilik, ¢evre, gida, kagit, tekstil, deterjan vb. bircok alanda yaygin olarak

kullanilan enzimler 6zetlenmistir.

Cizelge 1.1. Enzimlerin kullanim alanlari (Telefoncu, 1997).

Enzim Kullanim Alam
Kolesterol oksidaz Tip’ta kolesterol tayininde
Proteazlar, lipaz, amilaz Deterjan sanayinde
Laktaz, mikrobiyal proteazlar Siit ve siit iirtinleri endiistrisinde
Pektinaz, seliilaz, limonaz Meyve suyu sanayinde
Proteaz, lipaz Deri sanayinde

Amilaz, glukoz izomeraz Nisasta endiistrisinde
Katalaz, amilaz Tekstil sanayinde

Amilaz, amiloglikozidaz, pentosanaz Ekmek sanayinde
Rediiktaz, amilaz, fosfataz, oksidazlar Analitik amagli analizlerde
Termolizin Aspartam iiretiminde
Ksilenaz Kagit endiistrsinde

Papain, katalaz Et sanayinde

Penisilin amidaz, oksidazlar, Eczacilikta




Enzimler canli organizmalar tarafindan {iretilebildikleri i¢in enzim kaynag:
olarak bitkiler, hayvanlar ve c¢ogunlukla mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Son
zamanlarda mikroorganizmalar, kolay ¢ogalabilmeleri, enzim olusumunun rahat kontrol
edilebilir olmasi nedeniyle potansiyel enzim kaynagi olarak goriilmektedir. Ancak
mikrobiyal kaynaklardan enzim saflastirilmasi olduk¢a masrafli bir istir. Endiistriyel
uygulamalarda serbest enzimin aktivitesini kaybetmeden geri kazanilmasi ¢ok zordur.
Serbest enzim, reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirilamadigindan
reaksiyonun kontrolii ¢ok zordur. Reaksiyonun istenilen anda durdurulmasi igin
inhibitor katilmasi disiiniilebilir. Ancak serbest enzim tarafindan kirletilmis olan
reaksiyon {iriinlerine bdylece yeni bir kirlilik unsuru eklenmis olacaktir. Uriin veya
triinlerin bu kirlilik unsurlarindan aritilmasi1 maliyeti ¢ok arttirmaktadir. Katalizor
olarak kullanilan serbest enzimi reaksiyon ortamindan aktivitesini yitirmeden
cikarabilmek olanaksiz oldugunda enzimin yeniden kullanilmasi da s6z konusu degildir.
Bu ise enzimlerin spesifik ama o 6l¢iide pahali katalizor olmalar1 nedeniyle maliyeti
yiikselten onemli bir etmendir. Ayrica serbest enzimler siirekli iiretim sistemlerine de
uygulanamazlar. Bu nedenle saflastirilan enzimlerden olabildigince faydalanmak icin
immobilizasyon teknikleri gelistirilmistir. Farkli yontemlerle ¢6ziinmez forma getirilmis

olan immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore bazi tistlinliikleri vardir. Bunlar;

% Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilirler (siizme, santrifiijleme,
v.b.)

% Uriinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir sorun teskil etmezler.

s Cevre kosullarina (sicaklik, pH v.s.) kars1 daha dayaniklidir.

«» Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.

¢ Siirekli sistemlere uygulanabilir.

s Serbest enzime kiyasla daha kararlidir.

% Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

¢ Birbirini izleyen seri reaksiyonlar i¢in kullanim1 uygundur.

¢ Bazi kosullarda serbest enzimlerden daha yliksek aktivite gosterebilir.

¢ Enzimin kendi kendini par¢alama olasilig1 azdir.



1.1. Enzim immobilizasyon Yontemleri

Immobilizasyon, kelime itibariyle hareketsiz hale getirmek, kimildatmamak
anlamina gelmektedir. Enzimler, suda ¢6zliinmeyen bir tasiyiciya fiziksel ya da kimyasal
olarak baglanarak, suda c¢oziinmeyen iiriin veren bir kopolimerizasyona enzim
molekiiliinlin monomer olarak katilmasiyla veya suda ¢dziinmeyen bir matriks veya
suda ¢oziinmeyen mikrokapsiillere tutuklamayla immobilize edilirler. Enzimlerin suda
¢ozliniir formda immobilizasyonunda ise enzimler modifikasyona ugrayabildikleri i¢in
mikrogevreleri de degismektedir. Enzim ¢ozeltisini bir membran ile {iriin ve substrattan
ayirirsak dogal durumda kalmasini saglamis oluruz. Bu amagla ultraflitrasyon (UF) ve
mikroflitrasyon (MF) membranlarindan yararlanilir. Kofaktére gereksinim duyan
enzimlerin immobilizasyonu s6z konusu ise kii¢ilk molekiilii olan kofaktorlerin yari
gecirgen membrandan ¢ikmamalari i¢in polietilenglikol (PEG) gibi suda ¢oziinen
polimerlere kovalent baglanmasi gerekir. Genel olarak immobilizasyon yontemlerini

Sekil 1.1.”deki gibi siniflandirmak miimkiindiir.

Sekil 1.1. Immobilizasyon yéntemlerinin siiflandiriimasi



1.1.1. immobilize Edilen Enzimden Beklenen Ozellikler

Kullanilan immobilizasyon teknigi ne olursa olsun immobilize edilen enzimden
beklenilen 6zellikler sunlardir:
¢ Yiiksek kararlilik gostermesi
Stirekli iiretimde kullanilabilmesi
Reaksiyon kontroliine olanak vermesi
Elde edilen tiriinde yliksek saflik saglanmasi
Katalitik etkinliginin yiiksek olmasi

Tekrar kullanilabilir olmasi

*® & & o oo o

Ekonomik olmasi
1.1.2. immobilizasyon Yéntemlerinin Kiyaslanmasi

Enzimlerin ¢oguna wuygulanabilen c¢ok sayida immobilizasyon teknigi
gelistirilmesine karsin, enzimlerin bilesenlerinin ve kimyasal 6zelliklerinin oldukca
genis, Uriinlerin ve substratlarin farkli 6zelliklerde olmalar1 nedeniyle biitiin enzimler
veya uygulamalar i¢in gecerli tek bir yontem belirlemek miimkiin degildir. Bu nedenle
immobilizasyonu diistiniilen her farkli enzim i¢in ve her farkli durumda bir veya birkag
degisik yontem Onerilebilir. Cizelge 1.2.°de immobilizasyon yontemlerinin

kiyaslanmalar1 gosterilmistir.

Cizelge 1.2. Immobilizasyon ydntemlerinin kiyaslanmasi (Telefoncu, 1997).

Karst Fiziki Iyonik Selat veya | Kovalent | Tutuklama

Karakteristik Baglama | Adsorpsiyon |Baglanma | Metale Baglanma
Baglama

Hazirlama Orta Kolay Kolay Kolay Zor Zor
Baglanma Gicti Giiglii Zayif Orta Orta Giigli Orta
Enzim Aktivitesi Diisiik Orta Yiksek | Yiksek | Yiksek | Disik
Destegin T.e.kr.aVr . Imkansiz Miimkiin Miimkiin | Miimkiin Nadiren Imkansiz
Kullanilabilirligi
Immobilizasyon Orta Diisiik Diisiik Orta Yiiksek Orta
Maliyeti
Kararlilik Yiiksek Diisiik Orta Orta Yiiksek | Yiiksek
Genel
Uygulanabilirlik Hayir Evet Evet Evet Hayir Evet
Enzimin Mikrobiyal
Ataklara Kars: Miimkiin Hayir Hayir Hayir Hayir Evet

Korunabilmesi




1.2. LIPAZ

Endiistriyel 6neme sahip enzimlerden biri de lipaz enzimidir. Lipaz (EC.
3.1.1.3), triagilgliserolii gliserol ve yag asitlerine parcalayan hidrolaz grubu bir enzim
olarak tanimlanir. Ancak lipaz enzimi sulu ortamda genel olarak ester bagi i¢in
hidrolitik aktivite gosterirken susuz ortamda ise alkol ve karboksilik asitten ester bagi
olusturarak sentetik aktivite gosteren oldukca kullanish bir enzimdir. Bu nedenle ¢ok
farkli substratlar i¢in katalitik aktivite gostermesi ve susuz organik ¢oziicli ortaminda
kullanilabilmesi gibi avantajlara sahiptir. Sekil 1.2.’de birinci reaksiyonda lipazin sulu

ortamda ester bagini pargaladigi hidrolitik aktivitesi, ikinci reaksiyonda ise susuz

ortamda ester baginin olustugu sentetik aktivitesi goriilmektedir.

Sekil 1.2. Lipaz’n etki mekanizmasi

Ayrica Sekil 1.3.’de goriildigii gibi lipaz enziminin susuz ortamda transesterifikasyon

aktivitesi de bulunmaktadir.

Sekil 1.3. Lipaz’in susuz ortamda transesterifikasyon aktivitesi

Bu nedenle, ¢oziiciisiiz ortamda veya organik ¢Oziicli igeren ortamlarda lipaz enzimi

farkli 6zellikteki esterlerin sentezinde oldukga fazla bir sekilde kullanim potansiyeline

sahip oldugundan endiistriyel dnemi gittik¢e artmaktadir.
1.2.1. Lipaz’in kullamim alanlar:

Lipazlar tereyagina aroma kazandirmada, ¢ikolata endiistrisinde, kremalarda,
karamellerde kullanim alanina sahiptir. Margarinler, firin driinleri ve bitkisel triinler
gibi {irlinlerde lipazla modifiye edilmis tereyag: iriinleri aroma gelistirici olarak

kullanilmaktadir.  Lipazlarin gida endiistrisinde, biyomedikal uygulamalarda,



biyosensorler ve pestisitlerin yapiminda, deterjan ve deri sanayinde, ¢evre yonetiminde,
kozmetik ve parfiim sanayinde uygulama alanlar1 bulmaktadir. Deterjanlarda kullanimi
yag kaynakli lekelerin kolayca c¢ikarilmasi amaciyla, dericilikte yalmzca derinin
yiizeyindeki degil, icindeki yaglar1 da temizleyerek, deriyi tabaklama ve boyama gibi
islemler i¢in  kullanilmaktadir. Ekmek sanayinde kullaniminda hamurun
islenebilirliginde kolaylik, hamur stabilitesinde artis, ekmek i¢i yumusaklik, ekmek
hacminde artis saglar (Kiran ve ark., 2009).

1.2.2. Sodyum alginat

Alginatlar kahverengi deniz yosunlar tarafindan iiretilen dallanmamis, lineer
yapida olan karbohidrat polimerleridir. D-Mannuronik asidin (M) p-(1—4) bagh
oligomerleri ile L-guluronik asidin (G) a- (1—4) oligomer bloklarinin birlesmesi ile

olusmustur (Won ve ark., 2005). Sekil 1.4’de Na-Alg’in kimyasal yapisi gosterilmistir.

Sekil 1.4. Na-Alg’in kimyasal yapis1 (Anonim, 2009)

Sodyum alginatin suda ¢ozlinmesi ve su tutma kapasitesi yiiksektir. Jellesme hizi
yiiksektir ve istenildiginde bazi uygulamalarla jellesme hizi diisiiriilebilir. Sodyum
aljinat 1stya dayanikli ve geriye donistiiriilemeyen Ozellikte jel olusturur. Kullanim
alanlar1 eczacilik, disgilik, tekstil endiistrisi, kagit tiretimi, yapistirici iiretimi olarak

orneklendirilebilir (Anonim, 2009).



1.2.3. Kitosan

Kitosan, poli-N-asetilglukozamin esasl kitinin deasetilasyonuyla elde edilen ve
monomeri D-glukozamin olan dogal seliilozik bir karbohidrat polimeridir. Sekil 1.5.’de

kitosanin kimyasal yapis1 goriilmektedir.

Sekil 1.5. Kitosanin kimyasal yapis1 (Anonymous, 2009)

Yengeg, karides, 1stakoz gibi eklem bacaklilarin kabuklarinda, bazi bakteri ve
mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunur. Toksik olmamasi ve biyoaktif 6zelliklerinin de
bulunmasindan dolay1 kitosan, ila¢ sanayi ve medikal uygulamalarda da sik¢a
kullanilmaktadir. Kitosanin giinlimiizdeki en yaygin kullanimi, sindirim sistemindeki

yaglar tutarak bloke etmesi sebebiyle zayiflama haplarindadir (Anonim, 2009).

1.3. AROMALAR

Aromalar endiistriyel alanda olduk¢a genis kullanima sahip olan koku ve tat
veren maddelerdir. 400’e yakin yapay ve 1800 dogala 6zdes aroma bulunmaktadir.
Aromalarin 6nemli bir sinifin1 esterler olusturmaktadir. Esterler, ¢cok farkli 6zellikleri
olan kimyasal maddelerdir ve endiistride ¢ok sayida kullanim alanina sahiptirler: Yiizey
aktif madde olarak; koku, aroma verici olarak, parfiim, kozmetik ve gida endiistrisinde,
eczacilikta, siit endiistrisinde, pasta ve sekerleme tiretiminde kullanilmaktadirlar. Meyve
ve ciceklere koku ve tat veren bilesiklerin ¢ogu ester yapisinda olan bilesiklerdir ve
dogal kaynaklarindan izole edilmeleri olduk¢a pahali ve zahmetli islemlerdir. Bu
maddelerin gida ve kozmetik endiistrisinde yillik tiiketimlerinin tonlarla ifade edildigi
diisliniilirse aroma ve tat veren esterlerin dogal kaynaklarindan izolasyonu yerine sentez
yolu ile elde edilmeleri daha ekonomiktir (Bezbradica ve ark., 2007). Bu degerli
esterlerin endiistriyel kullaniminin daha ekonomik olmasi i¢in kimyasal sentez yoluna
gidilmis, ancak bu yontemlerde yiiksek sicaklik ve katalizor kullanimiin gerekliligi

yiizinden hem yan reaksiyonlar meydana geldigi hem de sentezlenen esterlerde yapi



bozulmalar1 ve kalitede diismeler gézlenmistir. Bu nedenle istenmeyen bu durumlarin
engellenmesi amactyla enzimatik yollarla iiretim yapilmaya baslanmistir. Lipaz enzimi
ile susuz ortamda karboksilik asit ve alkollerden aromatik ester sentezinin yapildigi ¢ok
sayida c¢alisma bulunmaktadir (Yahya ve ark., 1998; Bezbradica ve ark., 2007; Kara-
Chaabouni ve ark., 2006; Lee ve ark., 1998; Salah ve ark., 2007; Othman ve ark., 2008;
Lu ve ark., 2008).

Bu calismada oncelikle Candida rugosa ve domuz pankreasi olmak iizere 2
farkli kaynaktan izole edilmis olan ve ticari olarak satilan lipaz 6rneklerinin immobilize
edilmesi ve elde edilen immobilize lipaz drnekleri ile endiistriyel 6neme sahip 2 aroma
esteri olan izo-amil asetat (IAAc) ve hekzil asetat (HAc)’in sentezi amaglanmustir.
Enzimler kalsiyum-alginat/kitosan jele hapsetme ve arakol baglanarak modifiye edilmis
kitosan destege kovalent baglama olmak iizere 2 farkli yontemle immobilize edilecektir.
Ayrica immobilizasyon kosullari optimize edilecek ve sicaklik, substrat derigimi,
reaksiyon siiresi gibi c¢alisma kosullarinin ester iiretimine etkileri belirlenerek

immobilize enzimlerin depolama ve termal kararliliklart belirlenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Ozyilmaz ve Gezer (2009), Candida rugosa ve domuz pankreasi lipazlarin1 Ca-Alg jele
hapsetme yontemiyle immobilize ederek izoamil asetat (muz kokusu), etil valerat (elma
kokusu), biitil asetat (ananas kokusu)  sentezinde kullanmislardir. Calismada
immobilizasyon kosullarin1 Na-Alg, CaCl,, enzim derisimi agisindan optimize
etmislerdir. Ester sentezini ¢oziicilisiiz ve hekzan ortaminda gergeklestirdiklerinde, her 3
ester sentezinin hekzan ortaminda daha yiiksek verimlilik gosterdigini belirlemislerdir.
Immobilize enzim miktar1, sicaklik, substrat derisimi, reaksiyon siiresi gibi ¢alisma
kosullarinin ester liretimine etkisini arastirmislardir.

Lu ve ark. (2008), gliserol triolatin oleik asit metil esterine immobilize Candida sp. 99-
125 lipaz katalizligindeki transesterifikasyonunu dimetilsiilfoksit, asetonitril, aseton,
tetrahidrofuran, t-biitanol, diklorometan, benzen, kloroform, toluen, karbontetrakloriir,
siklohekzan, n-hekzan ortamlarinda gergeklestirmislerdir. Bu reaksiyon kosullarindan
en fazla verimi karbontetrakloriir ortaminda elde etmislerdir.

Bezbradica ve ark. (2007), serbest haldeki porcine pancreatic lipazini ¢oziiclisiiz ve
izooktan ortaminda n-biitanoik asidin ve n-oktanoik asidin n-pentanol, n-heptanol ve
geranoil  alkolleriyle  olusturduklar1  esterlerin  sentezinde katalizor  olarak
kullanmiglardir. Zamana bagli olarak gergeklestirdikleri reaksiyonlarda n-biitanoik
asidin ii¢ esterinin de izooktan ortaminda, n-oktanoik asidin esterlerinden ise oktil
oktanoat ile heptil oktanoatin ¢oziiclisiiz ortamda, propil oktanoatin ise izooktan
ortaminda daha ¢ok sentezlendigini belirtmislerdir. Biitanoik asidin oktanoik aside gore
daha yiiksek polariteye sahip olmasiyla sonuglarin makul karsilandigini belirtmislerdir.
Salah ve ark. (2007), Rhizopus oryzae kaynakli lipaz enzimini biitanol ve asetik asit
arasindaki esterifikasyon reaksiyonuyla biitil asetat esteri (ananas aromasi) iiretiminde
kullanmislardir. Lipazin bulunmadig1 ortamda sadece substrat iceren sistemde % 3 biitil
asetat elde etmislerdir. Aym1 kosullar altinda immobilize lipaz katalizligindeki ester
tiretim verimliligini % 25 olarak bulmuglardir. Optimum ¢alisma kosullarini 500 1U
immobilize lipaz, 1:1 asetik asit:biitanol molar oran1 olarak belirlemislerdir. Coziiclisiiz
reaksiyon ortaminda ester donisimiinii % 60, heptan ve hekzan varliginda
gerceklestirdiklerinde ise sirastyla % 80 ve % 76 olarak bulmuslardir.

Petkar ve ark. (2006), Humicola lanuginosa, Candida antarctica ve Rhizomucor

miehei kaynakli lipaz Orneklerinin adsorpsiyonla immobilize edilmis formlarin
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izooktan ortaminda biitil oleat sentezinde kullanmislardir. Aktiviteyi titrimetrik
yontemle belirlemislerdir. Ayrica destek yiizeyine oktadesil baglayarak destegin
hidrofobiklik 6zelligini arttirmis ve lipaz ornekleri adsorbe edildiginde esterifikasyon
aktivitesinde artis oldugunu gézlemislerdir.

Wu ve ark. (2006), Candida rugosa lipazim1 once glutaraldehit ile etkinlestirip daha
sonra kalsiyum alginat i¢ine hapsederek immobilize etmislerdir. 2-propanol ortaminda
capraz baglanma siiresince enzim aktivitesinde belirgin bir artis gézlemlemislerdir. 2-
propanol ortaminda zeytin yagmin hidrolizinde kullandiklari enzimin, 2-propanol
icermeyen ortama gore daha yiiksek aktivite gosterdigini belirtmislerdir.
Karra-Chaabouni ve ark. (2006), Staphylococcus simulans kaynakli lipazi CaCOs,
Celite 545, cam boncuk ve karboksimetil sefadeks desteklere adsorpsiyon yontemiyle
immobilize etmislerdir. immobilize formdaki enzimleri yesil elma (etil valerat) ve
armut (hekzil asetat) aromasi tiretiminde kullanmiglardir. Farkli reaksiyon kosullar1 igin
zamana bagl olarak esterlesme reaksiyonunu izlemiglerdir. 1:1 asit:alkol molar
oraninda, 37 °C’de % 20 su iceren reaksiyon karigiminda etil valerat dontistimiinii % 51
olarak bulmuslardir. 1:1 asit:alkol molar oraninda 37 °C’de % 10 su igeren reaksiyon
karigiminda hekzil asetat doniistimiinii % 41 olarak bulmuslardir.

Park ve ark. (2006), Alcaligenes kaynakli lipaz1 farkli biiyikliikteki silika jel destek
yiizeyine adsorbe etmisler ve daha sonra yag ve metanolii substrat olarak kullanarak
transesterifikasyon yontemiyle yag asidi metil esteri sentezlemislerdir. Bu ¢aligmay1
yine n-hekzan ortaminda gergeklestirmislerdir.

Matto ve Husain (2006), pektin ve sodyum alginatin sulu ¢ozeltisiyle peroksidaz
enzimini karistirarak bir siringa yardimiyla CaCl, ¢ozeltisine damlatmislar, olusan
karisimi 2 saat boyunca karistiricida yavasca karistirmislardir. Daha sonra kalsiyum
alginat-pektin jelleri 4 °C’deki 0,1 M pH 5,6 asetat tamponu ile yikayip
karakterizasyonunu belirlemislerdir.

Yu ve ark. (2005), Candida rugosa kaynakli lipaz1 farkli tuz ortamlarinda liyoflize
ederek laurik asit ve 1-propanoliin izooktan ortamindaki esterlesme reaksiyonunda
kullanmislardir.

Bayramoglu ve ark. (2005), Candida rugosa kaynakli lipazi poli(GMA-HEMA.-
EGDMA) destege direkt ve 1,6-diaminohekzan arakolu iizerinden kovalent olarak

immobilize etmislerdir. Ancak elde ettikleri immobilize enzimleri ve serbest lipazi
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sadece zeytin yag hidrolizinde kullanmiglar, esterifikasyon reaksiyonlarinda
kullanmamiglardir.

Kumar ve ark. (2005), 3 farkli ticari lipaz 6rnegini stiperkritik karbondioksit varliginda
uzun zincirli yag asitlerinin izoamil alkol ile esterlesme reaksiyonunda kullanarak aroma
verici bilesikler elde etmiglerdir.

Won ve ark. (2005), Candida rugosa kaynakli lipazi kalsiyum alginat jele hapsetme
yontemiyle immobilize ederek p-nitrofenil biitiratin hidrolizinde kullanmiglar ancak
esterifikasyon aktivitesini aragtirmamislardir.

Dave ve Madamwar (2005), polivinilalkol (PVA), alginat, borik asit ve % 2 CaCl,
iceren bir polimer karisima Candida rugosa lipazini immobilize etmislerdir. PVA’iin
jelin giiclenmesine katki sagladigini bunun yani sira kalsiyum alginatin jelin dis goriiniis
ozelliklerini gelistirdigini gdzlemlemislerdir. /zooktan iginde etil hekzanoatin sentezi
icin immobilize edilen enzimin performansini degerlendirmislerdir. Neticede yiiksek
esterifikasyon yetenegini olan, 10 aylik raf dmriine sahip jeller elde etmiglerdir.

Bai ve Zhou (2004), domuz pankreasi lipazini silika jel ve polisiiksinimid tizerindeki
amin gruplart lizerinden immobilize etmislerdir. Enzim aktivitesinin belirlenmesinde
yag asitlerinin hidrolizinden yararlanmislardir. immobilizasyon ¢ozeltisinin  tekrar
kullanimi, reaksiyon ortaminin sicakligi, pH derecesi ve immobilize lipazin depolama
kararliligini arastirmiglardir.

Hung ve ark. (2003), lipaz enzimini ikili immobilizasyon teknigi ile kitosan tizerindeki
amino ve hidroksil gruplar1 tizerinden immobilize etmislerdir. Lipaz1 ilk olarak kitosan
taneciklerine tizerindeki hidroksil gruplarinin karbondiimidle aktivasyonuyla, hemen
ardindan glutaraldehitle amino gruplarima capraz baglamayla daha fazla lipaz
baglayarak immobilize etmislerdir. Optimum c¢alisma kosullar1 altinda  ikili
immobilizasyon teknigi kullanarak hazirlanmis immobilize lipazi1 kiyaslayarak baglanan
protein miktarim1  287,2 ug/g-kitosan ve aktiviteyi 13,8 U/g-kitosan olarak
gozlemlemislerdir.

Chiou ve Wu (2003), Candida rugosa lipazini1 kitosana karbondiimid {izerinden
kovalent olarak immobilize etmislerdir. Lipaz aktivitesini belirlerken p-Nitrofenil
palmitat substratin1 kullanarak spektrofotometrik olarak belirlemislerdir. Kitosan

taneciklerinin 1slak ve kuru formlarini kullanarak immobilize lipazin 6zelliklerini
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incelemis ve kiyaslamislardir. Immobilizasyon sayesinde pH ve sicaklik degisimlerine
kars1 enzimin termal kararlili§inin giiclendigini belirtmislerdir.

Chiang ve ark. (2003), endiistriyel agidan onemli bir ester olan cis-3-hekzen-1-il
asetatin sentezinde, ticari olarak satilan immobilize lipaz (Lipozyme IM-77) enzimini
kullanmiglardir. Calismada cis-3-hekzen-1-ol ve triasetinin transesterfikasyonu ile
sentez yapilmis, asetik asidin direkt kullanimi ile esterifikasyon yontemi denenmemistir.
Reaksiyon ortaminda organik ¢oziicii olarak ise sadece n-heptan kullanilmistir.

Giiven¢ ve ark. (2002), ¢oziiclisiiz bir sistemde immobilize Rhizomucor miehei ve
Candida antartica lipazlar1 kullanarak ¢oziiciisiiz bir sistemde izoamil asetat esterinin
tiretimini aragtirmiglardir. Asit:alkol molar orani, enzim tiirli ve miktari, reaksiyon
stiresi, sicakligi gibi parametreler {izerinde calismislardir. Ester liretiminde kullanilan
Candida antartica lipazinin Rhizomucor miehei lipazindan 8,3 kat daha yiiksek aktivite
gosterdigini  gozlemlemislerdir. Literatiirde ester dretiminde kullanilan enzim
derigimlerinin aksine diisiik enzim derisiminde yiiksek ester konsantrasyonu elde
etmislerdir.

Matsumoto ve Ohashi (2002), Candida rugosa lipazini, Ca-Alg jele, Ca-Alg’in
inorganik kapsiillerine immobilize ederek termal kararliligini arastirmislardir. Enzim
iceren ve icermeyen Ca-Alg jellerini 60 °C’nin altinda inkiibe etmisler, diger teknikle
immobilize edilen enzim Orneklerine gore daha yiliksek kararliklik gosterdigini
gozlemlemislerdir. Bunu da lipaz ve alginat arasindaki kuvvetli affiniteye
baglamislardir.

Zaidi ve ark. (2002), Candida rugosa kaynakli lipaz enzimini naylona glutaraldehit
tizerinden kovalent olarak immobilize ederek biitil oleat, oleil biitirat ve oleil oleat
tretiminde  kullanmiglardir.  Ancak  sentezi sadece n-hekzan  ortaminda
gerceklestirmislerdir.

Stark ve Holmberg (1989), silika destege hidrofilik bir arakol olan polietilenglikol
baglamislar ve sulu ortamda hidrolitik aktivitede arakolsuz duruma gore biiyiik bir artig
oldugunu, n-hekzan ortaminda transesterifikasyon reaksiyonunda ise pek bir degisiklik
olmadigini rapor etmislerdir. Ayrica organik ¢oziiciilerde esterifikasyon aktivitesi i¢in

destegin hidrofobik karakterinin arttirilmasinin daha uygun olabilecegini 6nermislerdir.



13

3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Kimyasallar:Calismada kullanilan Candida rugosa (1170 U/mg prot.) ve domuz
pankreasi (329 U/mg prot.) kaynakli lipaz enzimleri, sodyum alginat ve glutaraldehit
kimyasallar1 Sigma’dan, kitosan, 1,3 diaminopropan, 1,4 diamino biitan, 1,5 diamino
pentan, 1,6 diamino hekzan, kalsiyum kloriir Aldrich firmasindan, hekzan, heptan, etil
alkol, asetik asit, sodyum hidroksit maddeleri Riedel-de-Haen’den, izoamil alkol,
hekzil alkol, kloroform, ksilen, toluen, aseton, hidroklorik asit, fosforik asit ve
bromokresol indikatérii Merck firmasindan tedarik  edilmis olup hepsi en

yiikksek saflik derecesindedir.

Arac ve gerecler:

Cihazlar Marka

UV-Vis spektrofotometre Shimadzu UV-1208
GC-MS Hewlet Packard HP 6890 Series GC System
Vakum pompast Niive NO22AN.18
Peristaltik pompa Ismatec

Etiiv Niive FN400

pH metre Inolab wtw series
Termostatli galkalayict Heidolph Inkubator 1000
Analitik terazi Sartorius BL210S
Girdap karistirici Niive NM110

Magnetik karistiricilt 1sitict Heidolph MR3001

Bunlarin disinda kullanilan malzemeler; otomotik pipet, fraksiyonlu destilasyon
diizenegi, ayirma hunisi, vida kapakli cam sise, erlen, balon, balon joje, meziir,

biiret.
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3.2. Yontem

3.2.1. immobilize Lipaz Orneklerinin Hazirlanmas1 ve Immobilizasyon

Kosullarinin Optimizasyonu
3.2.1.1. Lipazin Ca-Alg/Kitosan Jele Hapsetme Yéntemiyle immobilizasyonu

Alginat jeli Ca™ iyonlar1 varhiginda Sekil 3.1.°de goriildiigii gibi ¢apraz
baglanmalar yaparak jellesir. Na-Alg ve kitosan igeren ¢bzelti kiit uglu siringa ile CaCl,
ve GAL karisimi olan ¢ozeltiye damlatildiginda Ca* iyonlar ile alginat arasinda ve
kitosan ile glutaraldehit arasinda ¢apraz baglanmalar olusur.

C

O
OoH

o
OH ~
] OH

OH 0O

Sekil 3.1. Ca-Alg molekiiliiniin kimyasal yapisi (Anonim, 2009)

Na-Alg/Kitosan karisimina lipaz enzimi homojen bir sekilde karistirillip GAL igeren
CaCl, ¢ozeltisine damlatildiginda enzim g¢apraz baglanmalarla meydana gelen

gozenekler i¢ine hapsolarak immobilize edilmis olur.
3.2.1.2. Lipazin Ca-Alg/Kitosan Jele immobilizasyon Kosullarinin Optimizasyonu

(Calismada Na-Alg ve kitosan ¢ozeltisinin 100 ml’si GAL igeren 4 °C’deki CaCl;
¢ozeltisinin 200 ml’sine kiit uglu bir siringa yardimi ile damlatildiktan hemen sonra jel
olusumu saglanmistir. Jellerin sertlesmesi i¢in 4 °C’de 2 saat bekletilmis ve jeller
stiziilerek ayrilmistir. Jeller hem enzim igeren hem de enzim igermeyen Na-Alg/Kitosan
karisimi kullanilarak elde edilmis, boylece Ca-Alg/Kitosan jellerinin lipaz igeren ve
icermeyen formlar1 olusturulmustur. Her ¢alismada elde edilen siiziintii hacmi 6l¢iilmiis
ve protein derisimi 280 nm’de olgiilerek standart lipaz grafiklerine gore belirlenmistir.
Enzim iceren ve igermeyen bu jeller oda sicakliginda atmosfere agik olacak sekilde,
baslangi¢c agirliginin 1/6’sina ulasincaya kadar kurutulmustur. Elde edilen jellerin 1

grami1 bagina hapsedilen lipaz miktar1 (mg/g jel) esitlik 3.1.’e gore hesaplanmustir.
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Burada;

Cg : gram destek basina baglanan enzim miktar1 (mg/g destek)

Co : immobilizasyonda kullanilan lipaz ¢6zeltisindeki protein derisimi (mg/ml)
Vg : immobilizasyonda kullanilan lipaz ¢6zeltisinin hacmi (ml)

Ci : immobilizasyondan sonra elde edilen siiziintliniin protein derisimi (mg/ml)
Vn, : immobilizasyondan sonra elde edilen siiziintiiniin hacmi (ml)

mg : immobilizasyondan sonra elde edilen jel miktar1 (g)

Calismada Cq ve Vg zaten bilinmektedir ve Vy, ise meziir kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Cpy,

degerlerini belirlemek i¢in enzimsiz ve enzimli ortam i¢in yapilan jellesme sonucunda
elde edilen siiziintiilerin 280 nm’de ¢izilen standart grafikleri kullanilmistir

Calismada CaCl; derisimi 2 M ve lipaz derisimi 3 mg/ml olarak secilmistir
(Ozyilmaz ve Gezer, 2009). Ancak jellesmenin temel bilesenlerinden olan Na-Alg
derigimi % 1-2,5 (w/v) araliginda, kitosan derisimi % 0,5-2 (w/v) araliginda ve GAL
derisimi % 0,05-0,25 (v/v) araliginda optimize edilmistir.

Ca-Alg/Kitosan jellerinin kuruma oraninin ester uretimi tizerine etkisini
belirlemek amaciyla, optimum kosullarda elde edilen jellerin esit miktarlar1 farkl
stirelerde kurutulmustur. Agirliklar baslangicta ayni, ancak kurutma sonunda farkli olan
immobilize enzimler (% 100, % 80, % 40, % 27 ve % 16,7) kullanilarak IAAc ve HAc

iiretimi gergeklestirilmis, en uygun kuruma orani secilmistir.
3.2.1.3. Lipazin Kitosan Destege Immobilizasyonu

Biinyesinde —NH; gruplari bulunan kitosana lipaz enzimi direkt

baglanamayacagindan dncelikle bir dialdehit olan GAL ile etkinlestirilir (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Kitosan’in GAL ile aktiflestirilip immobilizasyona hazirlanmasi
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Elde edilen destek direkt lipaz immobilizasyonunda kullanildigi gibi diamino alkan
tiirevleri ile etkinlestirilerek ara kol baglanmasi amaciyla da kullanilmistir. 1,3 diamino
propan, 1,4, diamino biitan, 1,5 diamino pentan ve 1,6 diamino hekzan ara kollar1
eklendikten sonra destekler tekrar GAL ile etkinlestirilerek immobilizasyona hazir hale

getirilmislerdir (Sekil 3.3.).

L (@5Eek)—N=CH(CH; CHO + HN-ACH)NH, ———— —1\':CH-(CFE);CH:N-(CFE)DNHZ

GAL ile aktiflestirilmis kitosan Arakol bagh kitosan

2. —N:CH-(C)—E)ECH=N_(C|—E)DNH2 + OHCA(CHy); CHO ——» (#est28)—N=CH (CH,)-CH= N-{CH, )N = CH-{CHp: CHO

Arakol bagh kitosan GAL GAL ile aktiflestiriimis arakol bagh kitosan

3. (@steE)—N=CH {CH-CH=N(CH,);N=CH-(CH,); CHO+ [[]-NH, —® (@stek)—N=CH-(CHLCH=N-(CH,};N :CH—(CH%CH:N—

GAL ile aktiflestinimis arakol baglh kitosan immobilize lipaz

lipaz

Sekil 3.3. Kitosanin immobilizasyona hazirlanmasi

Kitosan destegin once GAL ile aktiflestirilmesinde amin grubu ile aldehit grubu
arasinda bir imin bagt (Schiff bazi) olusmaktadir. 1. asamada ortama diamino alkan
eklendiginde destek yiizeyindeki aldehit grubuyla diamino alkanin amino grubu
arasinda yeni bir bag olusmaktadir. Lipaz enziminin destege baglanmasi icin destek
yiizeyinde serbest bir aldehit ucu gerekmektedir. Bu nedenle diamino alkan grubu ile
etkinlestirilen destek 2. agsamadaki gibi tekrar GAL ile muamele edilerek ylizeyde yeni
bir serbest aldehit ucu olusturulmustur. 3. asamada lipaz enzimi tizerinde bulunan lizin
amino asidi artigindaki amino grubu ile destek ylizeyinde bulunan serbest aldehit grubu
arasinda yine bir imin bagi olusturarak destege kovalent olarak baglanmistir. Boylece
CRL ve PPL’nin immobilize edilecegi biri ara kolsuz olmak {izere 5

immobilize lipaz 6rnegi elde edilmistir.
3.2.1.4. Kitosan Destege immobilizasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Kitosan destegin immobilizasyona hazirlanmasinda oncelikle GAL ile
aktiflestirme islemi yapilmistir. Bunun i¢in baslangigta 1 g kitosan 25 ml % 0,5 (v/v)
GAL ile 2 saat etkinlestirilerek aktiflestirilmistir. Kuruyan destek daha sonra 0,1 M
derisimli diamino alkan grubuyla 5 saat 40 °C’deki su banyosunda etkinlestirilmistir. Bu

islemin ardindan bolca saf su ile yikanip kurumaya birakilan destek, enzim
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baglanmadan once tekrardan GAL ile aktiflestirilerek immobilizasyona hazir hale
getirilmistir. Destegin 1 g’1 i¢in 1mg/ml derisimli 20 ml lipaz ¢ozeltisi ile
immobilizasyon gerceklestirilmistir. Ester sentezi hem immobilize lipaz 6rnekleriyle
hem de enzim icermeyen kitosan destek lizerinden yapilmistir. Destege baglanan lipaz
miktarinin belirlenmesinde Lowry yoOnteminden yararlanilmis, hesaplamalar esitlik

3.1.’deki gibi yapilmstir.

3.2.2. immobilize CRL ve PPL ile Aromatik Ester Sentezi

Calismada Ca-Alg/Kitosan jele ve kitosan destege immobilize edilmis olan CRL
ve PPL ile iki farkli aroma esterinin sentezi incelenmistir. Kullanilan substratlarin timii
oda sicakliginda ve sivi haldedir. Ester sentezi vida kapakli cam siselerde termostatli
calkalayicida gergeklestirilmistir. Heptan i¢inde hazirlanmis olan 25 mM alkol ve 25
mM asit ¢ozeltisinin 10 ml’si 0,1 g Ca-Alg/Kitosan jel (veya 0,01 g kitosan) ile 60 dk
boyunca 40 °C sabit sicaklikta etkinlestirilmistir. Reaksiyon sonunda immobilize
enzimden ayrilan heptan fazi 2 defa 10’ar ml 25 mM NaOH ile sonra da 2 defa 10’ar ml
su ile ekstrakte edilerek su fazina alinan ekstrakt fazlar1 toplanmistir. Calismada
esterlesme reaksiyonuna katilmayan asit boylece asir1 NaOH ile notrallestirilmistir.
Daha sonra NaOH’in asirist yaklagik 25 mM (NayCOsz primer standardina karsi
ayarlanmig) HCI ¢ozeltisi ile bromokresol indikatorii varliginda geri titre edilmistir. Bu
caligmalar sadece CRL ve PPL igeren Ca-Alg/Kitosan jel (veya kitosan destek) degil
ayni zamanda enzim icermeyen jel (veya kitosan destek) kullanilarak da 3 defa
tekrarlanarak yapilmigtir. Kullanilan destek miktar1 ve saat basina elde edilen pmol

ester miktarlar esitlik 3.2.ye gore hesaplanmistir:

Burada;

Vo: Enzimsiz destek i¢ceren ortam i¢in harcanan HCI hacmi (ml)

VE: Enzimli (CRL veya PPL) destek igeren ortam icin harcanan HCI hacmi (ml)
me: Kullanilan destek miktari (g)

Cuci: HCI ¢ozeltisinin derisimi (mM)

t: Reaksiyon siiresi (sa)
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3.2.2.1. immobilize CRL ve PPL ile Sentezlenecek Aromatik Esterlerin Secimi

Esterlerin se¢iminde literatiirde belirtilen kokularinin yani sira duyusal olarak

verdikleri kokularda incelenmistir. Literatiirde belirtilen, farkli alkol ve asitler
kullanilarak elde edilen esterlerin kokulari1 Cizelge 3.1.’de verilmistir.
Cizelge 3.1. Alkol-asit bilesimlerinin olusturdugu esterler (Anonim, 2009)
Alkol Asit Ester Adi Verdigi Koku
i-amil alkol Asetik asit I-amil asetat Muz Kokusu
Etil alkol Formik asit Etil format Cilek Kokusu
Pentil alkol Biitirik asit Pentil biitirat Kayis1 Kokusu
Benzil alkol Asetik asit Benzil asetat Yasemin Kokusu
n-hekzil alkol Asetik asit Hekzil asetat Armut Kokusu
Biitil alkol Biitirik asit Biitil biitirat Ananas Kokusu
Etil alkol Heptanoik asit Etil heptanoat Ahududu Kokusu
Metil alkol Anthranilik asit Metil anthranilat Yasemin Kokusu
Etil alkol Valerik asit Etil valerat Yesil elma Kokusu
cis-3-hekzen-1-ol Asetik asit cis-3-hekzen-1-il Cimen Kokusu
_ _ asetat
I1zopropil alkol Asetik asit Izopropil asetat Karisik meyve
Kokusu
Metil alkol Benzoik asit Metil benzoat Ylang ylang Kokusu
Amil alkol Valerik asit Amil valerat Elma Kokusu
Biitil alkol Asetik asit Biitil asetat Ananas Kokusu
Metil alkol Biitirik asit Metil biitirat Cilek Kokusu

Cizelge 3.1.°de belirtilen alkol ve asitler lipaz enzimi ile 5 saat boyunca etkilestirilmis
ve ester kokularinin literatiir verileri ile uygunlugu duyusal olarak belirlenmeye

calisilmigtir. Denenen esterler i¢inde en uygun olan 2 tanesi tez kapsamina alinmistir.
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3.2.2.2. immobilize CRL ve PPL ile Sentezlenen Aromatik Esterlerin GC-

MS Analizlerinin Yapilmasi

Immobilize CRL ve PPL ile ester iiretildigi duyusal olarak kokularindan
anlasilmistir. Ancak yine de GC-MS analizi yapilarak esterlerin iiretildigi ispatlanmaya
calisilmistir. Bunun igin Hewlet Packard HP 6890 Series GC System marka GC-MS
cihaz1 ve Innowax kolonu kullanilmistir. Calisma 150°C izotermal kosullarda MSD

dedektorii kullanilarak gergeklestirilmistir.
3.2.3. Ester Uretimine Reaksiyon Ortamindaki Céziicii Etkisi

Calismada aroma esterlerini sentezlerken farkli organik ¢o6ziicii ortamlar
denenmistir. Hekzan, heptan, kloroform, ksilen, toluen ve ¢oziiciisiiz ortamlarda esterler

sentezlenerek ¢oziicii ortaminin ester liretimi iizerine etkisi arastirilmastir.
3.2.4. Ester Uretimine Sicakligin EtKisi

Bu calismada ester iiretimi 30-60 °C arahigindaki 6 farkli sicaklikta
gerceklestirilerek en yiiksek etkinligin gozlendigi sicakliklar belirlenmistir.

3.2.5. Ester Uretimine Substrat Derisimlerinin EtKisi

Ester sentezinde asit ve alkol olmak tizere iki substrat kullanilmaktadir.
Calismada 10-100 mM arasinda alkol derisimleri degistirilerek her bir derisim noktasi
icin 10-100 mM araligindaki asit derisimleri denenmistir. Boylece en yiiksek ester

tiretiminin gerceklestigi alkol ve asit molar oran1 belirlenmistir.

3.2.6. immobilize  Edilmis CRL ve PPL Orneklerinin Kesikli ve Siirekli

Dolgu Yatakh Kolon Reaktorlerde Kullaniminin Arastirilmasi

Bu calismada kesikli ve siirekli reaktorlerde 8 saat siiresince daha Once
belirlenmis ¢oziicli ortaminda ester liretim etkinligi arastirilmistir. Asit ve alkoliin
optimum molar oraninda hazirlanmis 50 ml substrat karigimi basina 1 gram Ca-
Alg/Kitosan jeli veya 0,05 gram kitosan destek kullanilmistir. Calismalarda kesikli
reaktor olarak vida kapakli, genis agizli cam siseler kullanilmis ve substrat ile enzimin
etkilesebilmesi amaciyla reaksiyon 8 saat siiresince orbital calkalayicida
gerceklestirilmistir. Ayni kosullarda kullanilan dolgu yatakli kolon reaktor semasi Sekil
3.4.°deki gibidir.
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Sekil 3.4. Ester liretiminin gergeklestigi siirekli dolgu yatakli kolon reaktor semast

3.2.7. immobilize Lipaz Enzimlerinin Termal Kararhliklarim Belirlenmesi

Iki farkli destege immobilize edilen lipaz orneklerinin 40 °C deki termal
kararliliklar1 24 saat boyunca arastirilmistir. Farkli zaman araliklarinda alinan lipaz

ornekleri ile IAAc sentezinin miktarina gore enzimin etkinligi gozlenmistir.

3.2.8. Lipaz Orneklerinin immobilize Formda Depolama Kararlihklarinin

Belirlenmesi

Ca-Alg/Kitosan jele ve kitosana immobilize edilen enzimlerin 60 giin boyunca 4 °C’de

bekletilerek belirli periyotlarda ester iiretim etkinligi IAAc i¢in belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Ester Sec¢imi

Denenen esterler igerisinde izoamil asetat (IAAc) ve hekzil asetat (HAc)
aromatik 6zelligi olan ve literatiirle Ortiisen 2 ester olarak se¢ilmistir. Bu aromalarin

alkol asit substratlarindan iiretim reaksiyonlar1 Sekil 4.1. ve 4.2.’de gosterilmistir.

Sekil 4.1. IAAc’in kimyasal olusum reaksiyonu

Sekil 4.2. HAc’in kimyasal olusum reaksiyonu

4.2. GC-MS Analiz Sonuglar:

IAAc ve HAc aroma esterlerinin sentezi, hekzan i¢inde hazirlanmis 50°ser mM
alkol ve asit substratinin lipaz ile 2 saat etkinlestirilmesi ile gergeklestirilmistir.
Reaksiyon karigiminin  GC-MS analizi yapildiginda IAAc ve HAc i¢in sirastyla Sekil
4.3. ve Sekil 4.4.’deki kromotogramlar elde edilmistir.
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Sekil 4.3. IAAc iiretiminde reaksiyon karisimimin GC-MS kromatogrami

Sekil 4.4. HAc iiretiminde reaksiyon karisiminin GC-MS kromatogrami

Kromatogramlarda hekzana ait pikler cihaz tarafindan otomatik olarak ¢ikarilmistir.
Elde edilen kromatogramlarda alkol ve asit substratlari ile beraber esterlere ait pikler de
goriilmektedir. Boylece aroma esterlerinin sentezlendigi sadece duyusal olarak degil

GC-MS analizleri ile de dogrulanmustir.
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4.3. immobilize Enzimlerin Farkhh  Coziicii Ortamlarindaki Ester

Uretim Etkinliklerinin Belirlenmesi

Tiim immobilize lipaz drnekleri ¢oziiciisliiz ortam, hekzan, heptan, kloroform,
toluen, ksilen ortamlarinda ester sentezlenmek amaciyla kullanilmis ve en iyi reaksiyon
ortami belirlenmeye calisilmistir. Calisma 2 aroma esteri ve 2 farkli lipaz enzimi igin
gerceklestirilmis olup Ca-Alg/Kitosan jeli i¢in elde edilen sonuglar Cizelge 4.1.°de
Ozetlenmistir.

Cizelge 4.1. Ca-Alg/Kitosan jeli ile farkli ¢oziicii ortamlarinda ester tiretimi
HAC IAAC

Reaksiyon nmol /g (Ca-Alg/ Kit) dk umol /g (Ca-Alg/Kit) dk
ortami CRL PPL CRL PPL

Coziiciisiiz 2,70+0,56 2,58+1,13 2,81+0,34 2,400
Hekzan 7,90+0,35 7,40+0,51 6,04:£0,51 5,810
Heptan 10,70+0,34 9,60+0,48 12,80+0,52 9,40+0,46

Kloroform 3,60+0,40 2,70+£0,51 3,52+0,51 3,10+0,85
Toluen 5,30+1,19 6,10:£0,85 10,11+0,68 8,04+0,86
Ksilen 4,10+0,68 2,90:£0,52 7,08+0,56 7,40+1,36

Cizelge 4.1. incelendiginde ester iiretiminin en fazla heptan ortaminda
gerceklestigi  gozlenmistir. En diisiik ester {iretimi 1ise ¢Oziiciisiiz ortamda
gerceklesmistir. Kitosan destegine immobilize edilmis iki lipaz o6rnegi igin farkli
ester dretim verimlilikleri ise Cizelge 4.2.’de

organik ¢oziici ortamlarinda

verilmektedir.

Cizelge 4.2. Kitosan destek kullanilarak farkli ¢oziicii ortamlarinda ester tiretimi

HAC IAAC
Reaksiyon numol /g Kitosan dk pumol /g Kitosan dk
ortami CRL PPL CRL PPL
Coziiclisiiz 10,20+0,52 10,50+0,56 10,71+0,65 10,10+0,58
Hekzan 27,50+0,19 29,2140 32,10+0,86 29,22+0,34
Heptan 36,30+0,34 36,30+0,58 44,63+0,39 40,43+0,20
Kloroform 31,30+0,85 30,40+0,69 21,74+0,51 23,80+0,61
Toluen 26,30+0,68 27,52+0,78 19,20+1,37 13,85+0,34
Ksilen 23,80+0,40 18,81+0,51 9,60+0,57 10,40+0,17
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Kitosan destege immobilize edilmis CRL ve PPL ile en iyi ester tiretimi Ca-Alg/Kitosan
jelde oldugu gibi heptan ortaminda gerceklesmistir. Tim veriler goz Oniinde
bulunduruldugunda her iki destek ve enzim tiirii i¢in de genel olarak en c¢ok ester
iiretimi, organik c¢oziicliler i¢cinde polaritesi diisiik olan heptan ve hekzan ortaminda
gerceklesirken en diisiik ester tiretimi ise Ca-Alg/Kitosan 6rnekleri igin kloroformda,
kitosan icin ise ksilende gerceklesmistir. Ancak ¢oziiciisiiz ortamda her ¢alisma kosulu
i¢cin oldukca diisiik oranda ester sentezlendigi gézlenmektedir.

Literatiirde benzer calismalar yapildiginda organik ¢6ziicli ortaminda ¢oziicli
icermeyen ortama gore daha yiiksek verimlilik gbzlenmistir. Been-Salah ve ark. (2007)
hekzan, heptan, kloroform ve t-butanol iceren reaksiyon ortaminda lipaz katalizliginde
biitil asetat sentezlemislerdir. Bu organik ¢oziicii ortamlarindan biitil asetatin en gok
hekzan ve heptan ortaminda tiretildigini kaydetmiglerdir. Bezbradraa ve ark. (2007)
¢Oziiclisiiz ve izooktan ortamlarinda biitirik asidin farkli esterlerini zamana bagli olarak
sentezlemiglerdir ve 72 saat sonunda ¢0ziiciisliz ortamdaki ester verimliligini % 20
izooktan ortamindakini ise % 90 olarak eclde etmislerdir. Kara-Chaabouni ve ark.
(2006), etil valerat ve hekzil asetat esterlerini immobilize lipaz katalizliginde n-hekzan,
n-heptan ve c¢oziiciisiiz ortamda sentezlemisler en fazla verimi her iki ester i¢in de n-

heptan ortaminda elde ettiklerini belirtmislerdir.

4.4. Ca-Alg/Kitosan Jele Immobilizasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Immobilizasyonun bazi asamalarinda onceki ¢alismalarimizda elde edilen
verilerden yararlanilmistir. Immobilizasyonda kullanilan CRL ve PPL enzimlerinin
derisimleri 3mg/ml, CaCl, derisimi ise 2 M olarak se¢ilmistir (Ozyilmaz ve Gezer,
2009). Jellesmede oncelikle Na-Alg derisimi optimize edilmeye calisilmistir. Bunun
icin Na-Alg cozeltisine eklenen kitosan derisimi % 1,5, CaCl, ¢ozeltisindeki GAL
derisimi ise % 0,1 oraninda sabit tutularak Na-Alg derisimi % 1-2,5 araliginda

degistirilmistir. CRL ve PPL igin elde edilen sonuglar Cizelge 4.3.’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.3. CRL ve PPL’nin Ca-Alg/Kitosan jele immobilizasyonunda Na-Alg
derigiminin optimizasyonu

C o Bagh Aktivite (U g jel™) Spesifik Aktivite
=Na-Alg 120 lipaz Umg*
mg/g jel IAAC HAC IAAC HAC
1,0 14,11 3,83+0,68 3,96+0,38 0,27+0,05 0,28+0,03
5 1,5 15,04 7,33+0,52 7,42+0,56 0,49+0,03 0,49+0,04
O 2,0 12,60 5,83+0,34 5,42+0,68 0,46+0,03 0,43+0,05
2,5 11,82 4,17+0,51 3,75+0,34 0,35+0,04 0,32+0,03
1,0 16,80 4,25+0,20 2,71+0,34 0,25+0,01 0,16+0,02
y 1,5 18,70 7,83+0,51 5,96+0,28 0,42+0,03 0,32+0,01
o 2,0 17,60 5,92+0,34 5,43+0,52 0,32+0,02 0,31+0,03
2,5 17,12 3,75+0,84 3,63+0,64 0,22+0,05 0,21+0,04

Cizelge 4.3°de goriildiigii gibi tutuklanan enzim miktar1 % 1,5 Na-Alg derisimine kadar
artmig ancak daha sonra Na-Alg derigimi arttik¢a azalmistir. % 1,5 Na-Alg derisimine
kadar tretilen IAAc ve HAc miktarlarinda artma gozlenmis, ancak yiiksek Na-Alg
derigimlerinde ester miktarlar1 azalmistir. Bu nedenle optimum Na-Alg derisimi % 1,5
olarak sec¢ilmistir.

% 1,5 Na-Alg ve % 0,1 GAL derisimi sabit tutularak kitosan derisimi % 0,5-2,0
arasinda degistirilmis ve baglanan protein miktar1 ve etkinlikleri Cizelge 4.4.’de

verilmistir.

Cizelge 4.4. CRL ve PPL’nin Ca-Alg/Kitosan jele immobilizasyonunda Kitosan
derigiminin optimizasyonu

Crttoun (%) ﬁ;glzl Aktivite (U g jel™) Spesi{jkmAgEtivite
mg/g jel IAAC HAC IAAC HAC

05 10,30 3,33+0,45 5,63:0,38 0,32+0,04 0,55:0,04

| 10 1481 5,540,78 5,96-0,64 0,37+0,05 0,4040,04

& 15 150 8,63+1,03 9,0+0,71 0,58+0,07 0,60+0,05
20 1271 7,08+0,56 7,43+0,34 0,56:£0,04 0,58£0,03
05 2570 3,3310,34 4,0820,34 0,130,01 0,1620,01

) 10 27,32 5,13+0,25 5,96:£0,65 0,19:0,01 0,22+0,02

g

& 15 32,30 7,790,64 8,75:0,82 0,240,02 0,27+0,03

2,0 26,70 6,18+0,36 6,72+0,45 0,23+0,01 0,25+0,02
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Cizelge 4.4’de goriildigi gibi CRL ve PPL enzimlerinin Ca-Alg/kitosan jelde
tutuklanma oran1 % 1,5 kitosan derisimine kadar artmig, daha yiiksek kitosan
derisimlerinde ise azalma gozlenmistir. Ester iiretim aktivitesi de bu noktada en yiiksek
degeri gosterdiginden jel olusumunda kullanilacak kitosan derisimi % 1,5 olarak
secilmistir.

Ca-Alg/Kitosan jele immobilizasyonda son basamak olarak GAL derisiminin
optimizasyonu yapilmistir. Bunun i¢in Na-Alg ve kitosan derisimleri % 1,5’de sabit
tutularak GAL derisimi % 0,05-0,25 araliginda degistirilmis ve elde edilen sonuglar
Cizelge 4.5.’da verilmistir.

Cizelge 4.5. CRL ve PPL’nin Ca-Alg/Kitosan jele immobilizasyonunda GAL
derigiminin optimizasyonu

Con (%) llslgglzl Aktivite (U g jel™) SpesigkmAg!Etivite
mg/g jel IAAC HAC IAAC HAC
005 11,20 4,040,45 4,8820,38 0,3620,04 0,4420,03
01 11,82 8,33+0,34 10,0:£0,45 0,70:0,03 0,85£0,04
2 015 1274  10,13+0,52 11,0+0,52 0,800,04 0,86£0,04
02 930 5,83:0,38 6,67+0,34 0,63+0,04 0,72+0,04
025 882 4,62+0,34 5,22+0,38 0,52+0,04 0,59:£0,04
005 2591 3,630,562 4,29:0,52 0,14=0,02 0,1720,02
01 30,80 8,04+0,38 8,63:0,45 0,26:0,01 0,28+0,01
g 015 31,22 8,75+0,52 10,67+0,56 0,280,02 0,340,02
i} 02 22,40 5,83+0,38 5,71£0,32 0,26:£0,02 0,25:0,01
025 2041 4,36:0,25 4,63+0,52 0,210,01 0,23+0,03

Cizelge 4.3., 4.4. ve 4.5.”de gorildigi gibi Na-Alg, kitosan ve GAL
derisimlerinin yiliksek degerlerinde immobilize edilen CRL ve PPL miktar
azalmaktadir. Bu durum jellesmeyi saglayan Na-Alg, kitosan ve GAL derisimleri
arttikca capraz ve kovalent baglanma oraninin artmast ve dolayisiyla enzimin kiigiilen
gozeneklere daha az oranda girebilmesi ile agiklanabilir. Benzer duruma literatiirde de
rastlanmaktadir. Ozyilmaz ve Gezer (2009), CRL ve PPL kaynakl lipazi Ca-Alg jele
immobilize ettiklerinde Na-Alg ve CaCl, derisimlerindeki artisa bagl olarak baglanan

enzim miktarinda azalma gozlemislerdir.
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4.4.1. Ca-Alg/Kitosan Jeline immobilize Edilmis Lipaz Orneklerindeki Kuruluk
Orami

Lipaz Kkatalizorliigiinde alkol ve asitten ester sentezi susuz ortamda
gerceklesmektedir. Ancak her enzim gibi lipazin da katalitik etkinlik gosterebilmesi
icin biinyesinde belirli miktarda su ihtiva etmesi gerekmektedir. Bu nedenle baslangigta
elde edilen Ca-Alg/Kitosan jeli farkli oranlarda kurutularak biinyesinde farkli
miktarlarda su bulundurmalar1 saglanmistir. Iimmobilizasyondan sonra elde edilen ve
agirhigit 30 g olan Ca-Alg/Kitosan jellerinin 4 tanesinin agirhg 24, 12, 8 ve 5 ¢
oluncaya kadar her bir noktadaki esdeger agiliklar1 i¢in ester sentezi gerceklestirilmis,
en ¢ok lretilen esterin hangi kuruluk noktasinda oldugu arastirilmistir. Elde edilen
jellerin bagil agirliklar baslangigtaki yas agirliga gére belirlenerek her aromanin

tiretim miktar1 [AAc ve HAc i¢in sirastyla Sekil 4.5. ve 4.6.’da verilmistir.

IAAC
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0 20 40 60 80 100 120

Jelin bagil agirhg (%)

Sekil 4.5. Ca-Alg/Kitosan jelinin bagil agirligi ile IAAc iretim etkinliginin degisimi
(A CRL, ®: PPL)
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Sekil 4.6. Ca-Alg/Kitosan jelinin bagil agirlig1 ile HAc iiretim etkinliginin degisimi
(A: CRL, @: PPL)

Sekil 4.5. ve 4.6.’da jelin en iyi % 27°lik bagil agirlikta iken maksimum ester {iretimi
sagladigi gozlenmistir. Jel igerigindeki su miktar1 arttikca ester tretim etkinligi
azalmistir.

Lipaz enziminin katalitik aktivite gdstermesi i¢in enzimin mikro ¢evresinde aktif
olmasini saglayacak miktarda su igermesi gerekmektedir. Ancak mikro ¢evrede enzimin
aktif formda tutulmasi i¢in gerekenden fazla miktarda su bulunmasi durumunda enzim
hidrolitik aktivite gosterme egiliminde bulunacagindan ester sentezlenme egilimi
azalacaktir (Brink ve Tramper, 1985). Bu nedenle biinyesinde ¢ok miktarda su bulunan
Ca-Alg/Kitosan jellerinin en yiiksek sentetik aktiviteyi gosterecek oranda kurutulmasi
son derece onemlidir. Bu ¢alismada da elde edilen jellerin baslangi¢c agirliklarinin %
27’sine ulasincaya kadar su kaybetmeleri durumunda en yiiksek sentetik aktiviteyi
gosterdikleri belirlenmistir. Jelin daha fazla miktarda su kaybetmesi durumunda ester
tiretimindeki azalmanin nedeni enzimin mikro ¢evresinde katalitik aktivite géstermesini
saglayacak su miktarinin azalmasina baglanabilir.

% 1,5 Na-Alg, % 1,5 kitosan ve % 0,15 GAL kullanilarak elde edilen ve
baglangi¢c agirhgmim % 27’si olacak sekilde kurutulan Ca-Alg/Kitosan jelinin enzim

icermeyen ve igeren Orneklerinin fotograflari sirastyla Sekil 4.7. ve 4.8.’de verilmistir.
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Sekil 4.7. Optimum kosullarda elde edilen ve enzim icermeyen Ca-Alg/Kitosan jelleri

gi A Vi L2 s

Sekil 4.8. Optimum kosullarda elde edilen ve lipaz igeren Ca-Alg/Kitosan jelleri
4.5. Kitosan Destege immobilizasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Kitosana lipaz immobilizasyonunun ilk asamasinda kitosan destek % 0,5 GAL
ile aktiflestirilmistir. Immobilizasyonun yapildig1 destek ve enzim arasindaki mesafenin
arttirtlmas1 amaciyla farkli arakollar iizerinden enzim immobilizasyonu arastirilmistir.
Bu islemden sonra GAL ile etkinlestirilen destege ayrt ayr1 0,1 M 1,3 diamino propan
(1,3 DAP), 1,4 diamino biitan (1,4 DAB), 1,5 diamino pentan (1,5 DAP) ve 1,6 diamino
hekzan (1,6 DAH) gruplart baglanmistir. Enzimin baglanabilmesi i¢in tekrardan % 0,5
GAL ile etkinlestirilen destege daha sonra 1mg/ml derisimli lipaz 6rnekleri immobilize
edilmistir. Cizelge 4.6.’da bu arakollar iizerinden baglanan lipaz miktarlar1 ve IAAc ve

HAC iiretim etkinlikleri gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. Farkli arakollar iizerinden kitosan destege immobilize edilmis lipaz
orneklerinin baglanma miktarlari ve ester iiretim etkinlikleri
Ester Miktar: (umol / g kitosan)

Baglanan Protein

Arakol tiirii (mg enzim proteini/g IAAC HAc
destek)

Arakol yok 1,61 1750 1500

1-3 DAP 1,69 2300 2325

CRL 1-4 DAB 1,04 2175 1675
1-5 DAP 0,81 1925 1325

1-6 DAH 0,66 1500 1250

Arakol yok 1,91 1750 1000

1-3 DAP 1,54 2050 1975

PPL 1-4 DAB 1,36 1950 1800
1-5 DAP 0,67 1925 1750

1-6 DAH 0,57 1550 1625

Cizelge 4.6.ye gore aroma esteri liretiminde kullanilmak {izere hazirlanmis %
0,5 GAL ile aktiflestirilmis kitosan destegine baglanan 1,3 DAP’nin 1,4 DAB, 1,5 DAP
ve 1,6 DAH ve arakol icermeyen kitosan destegine immobilize edilmis CRL’nin en ¢ok
1,3 DAP’a, PPL’nin ise arakol igermeyen destege baglandigini, ancak ester sentezi
yapildiginda ise her iki lipaz 6rnegi icin de en iyi etkinligin 1,3 DAP’in gosterdigi
belirlenmistir. Immobilizasyonun yapildig1 destek ve enzim arasindaki mesafenin
arttirtlmas1 amaciyla arakol kullanimi literatiirde siklikla rastlanan bir durumdur.
Ozyilmaz (2009), 1,6 diamino hekzan arakolu ile modifiye ettigi silika jele lipaz
enzimini kovalent olarak immobilize etmis ve p-nitofenoliin asetik asit ve palmitik asit
esterlerini hem serbest hem de arakol igermeyen destege immobilize ettigi lipaz
orneklerine gore daha yiiksek etkinlikte sentezlemistir.

Calismanin bundan sonraki boliimlerinde CRL ve PPL, 1,3 DAP arakolu ile
modifiye edilmis kitosana immobilize edilerek kullanilmistir.

Kitosan destek, arakollar baglanmadan once ve baglandiktan sonra GAL ile
etkinlestirilmistir. Bu asamada GAL derisimi % 0,1-1,0 araliginda optimize edilmistir.
GAL ¢ozeltisinin farkli derigimleri ile kullanilarak yapilan immobilize edilmis lipaz

ornekleri ile TAAc ve HAc tiretimi Sekil 4.9. ve 4.10.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Kitosan destege immobilizasyon asamasinda kullanilan GAL derisiminin
IAAC iiretim etkinligi iizerine etkisi (A: CRL, ®: PPL)
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Sekil 4.10. Kitosan destege immobilizasyon asamasinda  kullanilan GAL
derigiminin HAc tiretim etkinligi tizerine etkisi (A: CRL, ®: PPL)

Sekil 4.9. ve 4.10.da % 0,5 GAL derisimi kullanilarak hazirlanan lipaz
orneklerinin en 1iyi IAAc ve HAc iretimini bu noktada gergeklestirdikleri
goriilmektedir. Bu nedenle kitosan destegin lipaz immobilizasyonu sirasindaki 2
agsamasinda da % 0,5 GAL kullanilmastir.

Sekil 4.11.’de saf kitosanin, Sekil 4.12.’de arakol baglanarak % 0,5 GAL ile
aktiflestirilen kitosanin ve Sekil 4.13.’de lipaz ile immobilize edilmis destegin

fotograflar gosterilmektedir.
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Sekil 4.11. Saf kitosan

Padp 27 _ et SRS L K S

Sekil 4.12. Arakol baglanarak % 0,5 GAL ile aktiflestirilen kitosan

Sekil 4.13. Lipaz ile immobilize edilmis kitosan destek
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4.6. Immobilize CRL ve PPL ile Aroma Esterleri Uretimine Sicakhgm Etkisi

Immobilize CRL ve PPL ile IAAc ve HAc iiretimi 30-60 °C arasinda olmak
tizere 6 farkli sicaklikta gergeklestirilmis, elde edilen sonuglar Ca-Alg/Kitosan destek

ile IAAc ve HAc sentezi i¢in sirasiyla Sekil 4.14. ve 4.15.”de verilmistir.
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Sekil 4.14. Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis CRL ve PPL ile IAAc iiretimine
sicakligin etkisi (A: CRL, ®: PPL)

Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis CRL ve PPL Ornekleri ile IAAc
dretiminin gosterildigi Sekil 4.14. incelendiginde, her iki lipaz 6rnegi ile sentezlenen

IAAc’1in 45 °C’de en yiiksek verimliligi gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.15. Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis CRL ve PPL ile HAc tiretimine
sicakligin etkisi (A: CRL, ®: PPL)
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Sekil 4.15. incelendiginde ise en fazla HAc iiretiminin IAAc’da oldugu gibi 45
°C’de gergeklestigi goriilmektedir. Sekil 4.14. ve 4.15. birlikte incelendiginde IAAc ve
HAc iiretiminin en fazla CRL kullanildiginda gercgeklestigi gozlenmektedir.

Kitosan destege arakol yardimiyla immobilize edilmis CRL ve PPL ile, sicakliga
bagli olarak I1AAc ve HAcC dretimi sirastyla Sekil4.16. ve 4.17.°de

gorilmektedir.
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Sekil 4.16. Kitosan jele immobilize edilmis CRL ve PPL ile IAAc iiretimine sicakligin
etkisi (A: CRL, ®: PPL)
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Sekil 4.17. Kitosan jele immobilize edilmis CRL ve PPL ile HAc iiretimine sicakligin
etkisi (A: CRL, ®: PPL)

Sekil 4.16. ve 4.17. incelendiginde IAAc ve HAc esterlerinin en fazla 40 °C’de
uretildikleri goriilmektedir. Ancak CRL kullanilarak elde edilen esterlerin PPL
kullanilarak tiretilen esterlerden daha fazla oldugu gozlenmektedir. Literatiirde de

immobilize lipaz ornekleri ile aroma ester iiretimi lizerine sicakligin etkisi ile ilgili
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bircok ¢alisma bulunmaktadir. Giiveng ve ark.(2002) ¢o6ziiciisiiz bir sistemde
immobilize lipaz kullanarak trettikleri IAAc sentezinde enzimin en iyi etkinligi 30
°C’de gosterdigini gozlemlemislerdir. Hung ve ark. (2003) kitosan destegine capraz
baglayarak immobilize ettikleri Candida rugosa lipazinin karakterizasyonunu
belirlerken en iyi aktiviteyi 30 °C’de gosterdigini gozlemlemislerdir. Karra Chaabouni
ve ark. (2006) CaCOgs’a adsorpsiyonla immobilize ettikleri Staphylococcus simulans
lipazi ile etil valerat ve hekzil asetat sentezlemisler ve optimum sicakliklari 45 °C ve 37
°C olarak belirlemislerdir. Substratlarin termodinamik 6zellikleri kimyasal
etkinliklerini ve denge kosullarini belirleyen temel etkendir. Termodinamik 6zellikler
ise basta sicaklik olmak iizere substratin zincir uzunlugu ve 6zellikle lipaz icin ¢oziicii
tirtine bagl olarak degisir (Vaysse ve ark. 2002). Sicaklik 6zellikle substratin fiziksel
ozelliklerini etkiledigi i¢in ayni enzim kullanildiginda optimum sicakliklarin substrat
tiiriine gore farklilik gostermesi Vve {iretilen ester miktarlarinin farkli olmasi beklenen
bir sonugtur. Ancak calismada kullanilan substratlarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

birbirine benzediginden optimum sicakliklar birbirine yakin ¢ikmaistir.

4.7. Ca-Alg/Kitosan Jele Immobilize Edilmis Lipaz ile Ester Uretimine
Substrat Derisiminin EtKisi

Bu calismada immobilize lipaz 6rnekleri kullanilarak heptan i¢inde hazirlanan
10, 25, 50, 75 ve 100 mM araligindaki alkol derigimlerinin her bir noktasi i¢in 10, 25,
50, 75 ve 100 mM asit derisimleri denenmis, en 1yi asit-alkol molar oraninin saptanmasi
amaclanmistir. Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilen CRL o6rnekleri kullanilarak
tiretilen IAAc ve HAC miktarlar Sekil 4.18. ve 4.19’da verilmistir.
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Sekil 4.18. Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis CRL ile IAAc {iretim
etkinligine substrat derisiminin etkisi (IAA derisimi; ¢: 10mM, m: 25mM, A: 50mM,
X 75mM, @: 100mM)
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Sekil 4.19. Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis CRL ile HAC iiretim etkinligine
substrat derisiminin etkisi (HA derisimi; ¢: 10mM, m: 25mM, A: 50mM, X:. 75mM,
®: 100mM)

Sekil 4.18.”de farkli substrat derisimlerinde IAAc iiretimi incelenmistir. CRL ile
en fazla TA Ac tiretiminin 50 mM asit ve 50 mM alkol substrat karisimi ile gergeklestigi
goriilmektedir. Sekil 4.19.°da HAc iretiminde ise [AAc lretiminde oldugu gibi en
yiiksek verimlilik 50 mM alkol ve 50mM asit derisimi olarak tespit edilmistir. IAAC ve

HAC sentezine ait ¢izilen Sekil 4.18. ve 4.19.a ait degerler Cizelge 4.7.’de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis CRL ile ester sentezinde substrat
derisimi etkisi

CRL Alkol Derigimi (mM)
Asit Derisimi 10 25 50 75 100
(mM)

_ 10 16750204 2041200  300,0:204 19212408  150,00204
o2 25 187,50542 2520234 33012361  267.6442.6 1824198
<2 50 23750426 289.8+114  3840£102 30904204  292,5:0,0
=g 75 21255114 25924204  306.0+114  228.0:102 17464132

= 100 150,0058.8 18614300 25202210 1801618 13204198

_ 10 160.2020.6 19255160  2285:11.50 16225526 108,1£24.0
o2 25 17504333 267.0820.6 2940396 22855190  144,0+32.0
< 3 50 30000285 33604206 40804380  327.0£19.0  2525£32.0

g 75 20525190 24004218  300,0+115 25824580 20764333

= 100 162,5026.5 18604320 21755190 138042850  90,0439.6

PPL kullanilarak {iretilen IAAc ve HAc esterlerinin substrat optimizasyon

egrileri sirastyla Sekil 4.20. ve 4.21.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.20. Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis PPL ile I1AAc iiretim
etkinligine substrat derisiminin etkisi (IAA derisimi; 0: 10mM, m: 25mM, A: 50mM,
X: 75mM, e: 100mM)

PPL kullanilarak {iretilen IAAc ile tipki CRL ile tretiminde oldugu gibi en
yiiksek verimlilik 50 mM asit ile 50 mM alkol karisiminda elde edilmistir.
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Sekil 4.21. Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis PPL ile HAc iiretim etkinligine
substrat derisiminin etkisi (IAA derisimi; ¢: 10mM, m: 25mM, A: 50mM, %: 75mM,
®: 100mM)

10 ve 100 mM asetik asit ile yapilan ¢alismalarda alkol derisimine bagli olarak
ester Uretimi diigiiktiir. 50 mM asetik asit kullanildiginda her alkol derisimi i¢in en
yiiksek ester iiretimi ger¢eklesmistir. Genel olarak 50 mM alkol derisimi ile en yiiksek
ester iretimi meydana gelmistir. Benzer sekilde, Sekil 4.20 ve 4.21°de goriildiigi gibi
50 mM asit ve alkol derisimine kadar, substrat derisimi arttik¢a ester iiretim etkinligi
artmig, ancak daha yiiksek substrat derisimlerinde ise ester dretiminde diisis

gozlenmistir. Sekil 4.20. ve 4.21.7¢e ait veriler Cizelge 4.8.’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis PPL ile ester sentezinde substrat
derisimi etkisi

PPL Alkol Derigimi (mM)
Asit Derigimi
(mM) 10 25 50 75 100
— 10 135,0+£52,6 187,5+51,2 225,7+15,0 168,1+19,0 112,5+39.3
o % 25 150,0+16,9 219,3£19,0 252,4+0,0 217,2+20,6 168,1+20,6
:‘E 3 50 220,2+40,4 258,3+£33,3 334,9+19,0 258,2+19,0 217,2+52,6
- g 75 180,5+0,0 232,8+20,6 282,7+£58,2  222,0+57,10  157,5+20.,6
— 100 132,5+19,0 174,1+19,0 219,0+15,0 121,2+0,0 107,4+0,0
— 10 142,540 192,6+26,5 213,6+19,8 157,5+0 87,60+0
o % 25 175,0+58,0 208,8+24,0 279,6+33,3 209,0+58,0 171,0£11,5
% = 50 274,8+0 317,4+19,0 396,0+19,0 318,040 232,5+11,5
£ 75 187,50 257,4+19,0 306,0+19,0 258,20+0 187,5+11,5
— 100 137,4+36,0 180,0+0 204,5+19,0 127,2+21,8 82,5+19,0

Kitosan destek kullanilarak iiretilen IAAc’in iiretim verimliligi Sekil 4.22.°de,

HAc iiretim verimliligi Sekil 4.23.’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.22. Kitosan destege immobilize edilmis CRL ile IAAc iretim etkinligine
substrat derisiminin etkisi (IAA derisimi; ¢: 10mM, m: 25mM, A: 50mM, %: 75mM,

®: 100mM)
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Sekil 4.23. Kitosan destege immobilize edilmis CRL ile HAc iiretim etkinligine
substrat derisiminin etkisi (HA derisimi; ¢: 10mM, m: 25mM, A: 50mM, X:. 75mM,

e: 100mM)

Kitosana immobilize edilmis CRL ile IAAc iiretiminde 50 mM asit ve 75 mM

alkol karigimi kullanilarak, HAc tiretiminde ise 50 mM asit ve 25 mM alkol karisimi ile

en yiiksek verimlilik elde edilmistir. Kitosana immobilize edilmis CRL o6rnekleriyle

sentezlenen IAAc ve HAc’a ait veriler Cizelge 4.9.’da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Kitosan destege immobilize edilmis CRL ile ester sentezinde substrat
derisimi etkisi

CRL Alkol Derigimi (mM)
Asit
Derigimi 10 25 50 75 100
(mM)
— 10 1200,0+408,3 1875,0£204,1 2250,1+412,5 1998,0+35,4 1750,2+204,1
o = 25 1850,0+£202,5 2299,0+186,6 2424,0+£120,0 2625,2+120,0 2008,0+£202,5
:‘E %D 50 2250,1+186,6 2500,0+312,0 2355,0+405,0 4750,2+204,1 4000,0+186.,6
- g 75 1602,0£208,2 3000,0+£204,1 3750,20+120,0 2625,0+165,2 2100,2+109,0
~ 100 1002,2+£102,1 2250,1+208,2 2750,0+4408,3  1998,0+£,0,0 1361,0£102,3
— 10 1375,2£0,0  2625,0+£306,2 2175,0£408,5 1750,2+120,5  1050,0+0,0
o i 25 2325,0+306,2  3252,0+0,0 2628,0+214,2  2450,0£202,5 1300,24+214,0
< %D 50 2502,0£0,0  4002,0£102,0 3499,84208,8 2925,0+120,5 2149,8+102,0
£ 75 1999,8+£306,0 2425,2+98,0  3124,8+186,6 1924,8+214,0 1500,0+£202,5
~ 100 1500,0+£202,5  1875,0+0,0 2299,8+100,0 1425,54+312,6 1075,2+88.5

Immobilize PPL 6rneklerin kullanilarak gerceklestirilen IAAc ve HAc sentezine ait

grafikler sirastyla Sekil 4.24. ve 4.25.’de verilmistir.
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Sekil 4.24. Kitosan destege immobilize edilmis PPL ile IAAc iretim etkinligine
substrat derisiminin etkisi (IAA derisimi; O: 10mM, m: 25mM, A: 50mM, %: 75mM,

e: 100mM)
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Sekil 4.25. Kitosan destege immobilize edilmis PPL ile HAc iiretim etkinligine
substrat derisiminin etkisi (HA derisimi; 0 10mM, m: 25mM, A: 50mM, %X 75mM,
®: 100mM)

Sekil 4.24.°de PPL kullanilarak TAAc iiretimi gerceklestirildiginde 50 mM asit ve 50

mM alkol karisimi ile, Sekil 4.25°de HAc iiretimi gergeklestirildiginde ise 50 mM asit

ve 25 mM alkol karisimi ile en fazla ester iiretimi gergeklesmistir. Kitosan destege

immobilize edilmis lipaz Ornekleri ile iiretilen ester miktarlarina ait veriler Cizelge

4.10.’da gosterilmistir.

Cizelge 4.10. Kitosan destege immobilize edilmis PPL ile ester sentezinde substrat
derisimi etkisi

PPL Alkol Derisimi (mM)
Asit
Derigimi 10 25 50 75 100
(mM)
— 10 1125,0+£35,4  1625,0+120,0 2675,0+98,2 1825,2+0,0  1447,2+130,0
o = 25 1249,8+202,5  1875,0+0,0  3625,2+120,6 3123,0+186,6 1924,8+204,1
:‘E %D 50 1750,2+0,0  2175,0+£108,0 4425,0+408,3 3925,2+120,0 2925,0+120,0
- g 75 2374,8+100,0 2875,2+124,2 3426,0+412,5 2749,8+100,0  2346,0+0,0
~ 100 1002,0+£186,6 1924,84+202,5 2374,8+312,0 1399,8+108,0 1200,0+98,0
— 10 1375,0+418,5 2000,0+£306,0 1675,0£108,0 1500,0£98,0  925,5+312,0
o < 25 2325,0+£120,5 2625,0+£88,5 2075,2+306,0 1750,5£100,0 1300,6+412,5
% %D 50 3175,0+202,5 3750,0+£102,0 3325,5+124,2 21252+212,0 1825,0+408,3
£ 75 1950,0+0,0  2550,0+202,5 3050,0+0,0  1950,0+202,5 1050,0+418,5
~ 100 1450,0+214,0 ~ 1875,0+0,0  2425,2+212,0  1250,0+0,0 750,0+0,0

Karra-Chaabouni ve ark. (2006), Staphylococcus simulans kaynakli immobilize

lipaz 6rnekleri ile etil valerat ve hekzil asetat esterlerinin sentezini ger¢eklestirmislerdir.

1:1 asit:alkol

oraninda hekzil asetat doniisimiinii % 41 olarak bulmuslardir.

molar oraninda etil valerat doniisimiinii % 51, 1:1 asit:alkol molar

Yiksek alkol
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derigimlerinde reaksiyon hizinda diisiisler gozlemlemislerdir. Salah ve ark. (2007), lipaz
katalizliginde biitil asetat sentezinde kullandiklar: asit ve alkoliin derisimlerini optimize
ederek en iyi donisiimiin 1:1 asit alkol molar oraninda oldugunu kaydetmislerdir.
Ancak asit:alkol molar oraninin 1’den daha biiyiik degerlerinde asetik asidin lipazi
denatiire ettigini kaydetmislerdir. Giiveng ve ark. (2002), izoamil asetat sentezinde
substrat bilesimini farkli oranlarda denemis, yiiksek derisimlerdeki asidin ve alkoliin
reaksiyon hizin1 disiirdiigiinii, buna bagli olarak lipaz enzimini inhibe ettigini
kaydetmislerdir. Ozyilmaz ve Gezer (2009), izoamil asetat, biitil asetat ve etil valerat
esterlerinin en iyi substrat bilesimlerini belirlemek i¢in ¢alismiglar, yiiksek asit ve
alkol bilesimli substrat karisimlarinin reaksiyon ortamindaki enzimi inhibe ettigini

belirtmislerdir.

4.8. Kesikli Reaktorde Ester Uretim Etkinliginin Arastiriimasi

Bu calisma ile kesikli reaktor kullanarak zamana bagli olarak IAAc ve HAc
esterlerinin sentezi amacglanmistir. Kesikli reaktor olarak vida kapakli 100 ml’lik cam
siseler kullanilmistir. Reaksiyon siiresi 30 dk ile baslayip maksimum 8 saate kadar
cikartlmistir. Sekil 4.26.’da Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis CRL ve PPL

ornekleri ile IAAc iiretimi, Sekil 4.27.’de ise HAc iiretimi gosterilmistir.
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Sekil 4.26. Kesikli reaktor sisteminde Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis CRL ve
PPL kullanilarak IA Ac iiretim etkinliginin zamana bagh degisimi (A: CRL, ®: PPL)
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Sekil 4.27. Kesikli reaktor sisteminde Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis CRL ve
PPL kullanilarak HAc iiretim etkinliginin zamana bagli degisimi (A: CRL, ®: PPL)

Sekil 4.26. incelendiginde IAAc {iretimi, CRL kullanilarak 4 saatte, PPL
kullanilarak ise 5 saatte maksimum verimlilige ulagmistir. Sekil 4.27.°de HAc
tiretiminde ise her iki lipaz 6rnegi ile 4 saatte maksimum verimlilik elde edilmis, 4 saat
sonrasinda ise zamana bagli olarak iiretim verimliligi azalmistir.

Kitosana immobilize edilmis CRL ve PPL kullanilarak {iretilen IAAC ve HAC

esterlerinin tiretim verimlilikleri Sekil 4.28. ve 4.29.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.28. Kesikli reaktor sisteminde Kitosan destege immobilize edilmis CRL ve PPL
kullanilarak IA Ac iiretim etkinliginin zamana bagli degisimi (A: CRL, ®: PPL)
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Sekil 4.29. Kesikli reaktor sisteminde Kitosan destege immobilize edilmis CRL ve PPL
kullanilarak HAc tiretim etkinliginin zamana bagli degisimi (A: CRL, ®: PPL)

Kitosana immobilize edilmis lipaz 6rnekleri ile kesikli reaktdr ¢alismasi sonunda
IAAc tretimi Sekil 4.28.’de incelendiginde 5 saatin sonunda maksimum ester {iretimi
gerceklesmistir. Sekil 4.29.’da ise HAc iiretimi her iki lipaz 6rnegi icin de 5 saatin
sonunda en fazla iiretilmistir. Ancak her iki aroma ve lipaz 6rnegi incelendiginde de

maksimum iiretim etkinliginden sonra ester iiretiminde diigiis gozlenmistir.

4.9. Siirekli Reaktorde Ester Uretim Etkinliginin Arastirilmasi

Siirekli reaktor sisteminde, reaktor olarak dolgu yatakli kolon kullanilmis ve
substrat kolondan dakikada 0,1 ml hizla gegirilerek ester tiretimi gergeklestirilmistir.
Kesikli reaktérde oldugu gibi belirli peryotlarda kolondan alinan iiriin ¢6zeltisindeki
reaksiyona girmeyen asit titrimetrik olarak belirlenerek g jel basina firetilen ester
miktar1 hesaplanmigtir. Sekil 4.30.’da  siirekli reaktor sisteminde lipaz 6rnekleri ile

IAAc iiretimi gosterilmistir.
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Sekil 4.30. Siirekli reaktor sisteminde Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis CRL
kullanilarak IAAc ve HAc iretim etkinliginin zamana bagh degisimi (@:1AAc,
C:HAC)

Sekil 4.30. incelendiginde IAAc iiretiminin HAc iiretimine gore daha fazla
gerceklestigi goriilmektedir. Zamana bagli olarak her iki aroma esterinin olusumu
artmig, ancak bu artis zamanla azalmistir. Sekil 4.31.°de ise immobilize PPL
kullanilarak ~ sentezlenen  IAAc ve HAc esterlerinin = dretim verimlilikleri

gosterilmektedir.
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Sekil 4.31. Siirekli reaktor sisteminde Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis PPL
kullanilarak IAAc ve HAc iiretim etkinliginin zamana bagl degisimi (4 :1AAc,
O:HAC)

CRL’de oldugu gibi PPL kullanilarak iiretilen aroma esterlerinin sentezi zamanla

artmakta, zamanla artig farki Sekil 4.31.de goriildiigli gibi azalmaktadir. IAAc {iretim
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verimliliginin HAc’a gore daha fazla oldugu gozlenmektedir. Kitosan destek
kullanilarak stirekli reaktorde tiretilen IAAc ve HAc esterlerinin zamana bagli tiretimleri

strastyla Sekil 4.32. ve 4.33.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.32. Siirekli reaktor sisteminde Kitosan destege immobilize edilmis CRL
kullanilarak TAAc ve HAc iiretim etkinliginin zamana bagli degisimi (4:1AAc,
C:HAC)
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Sekil 4.33. Siirekli reaktor sisteminde Kitosan destege immobilize edilmis PPL
kullanilarak IAAc ve HAc iiretim etkinliginin zamana baglh degisimi (:1AAc,
C:HAC)

Her iki lipaz 6rneginde de aromalarin iiretimleri zamana bagl olarak 6nce hizli

bir sekilde artmis, daha sonra bu artis zamanla azalmistir.
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Kesikli reaktor sistemi ile siirekli reaktdr sistemi kiyaslandiginda kesikli
reaktorde kisa siireli ¢alismayla daha yiiksek verimlilik elde edilmistir. Bu nedenle
kesikli reaktorle kisa stireli ¢calismanin, siirekli reaktorle ise uzun siireli ¢alismanin ester
iiretimi lizerine olumlu etkisi oldugu disiiniilebilir. Kesikli reaktorle uzun siireli
calismanin sonunda ester {iretiminin once artig gosterirken sonradan azalmaya baslamig
olmasi esterin bir kismimnin hidroliz olmasiyla agiklanabilir. Lipaz enziminin katalitik
aktivite gostermesi i¢in, enzimin mikro c¢evresinde aktif olmasini saglayacak miktarda
su igermesi gerekmektedir. Ancak zamanla sentezlenen ester miktarindaki artisa baglh
olarak enzim etrafinda su birikimi olacaktir. Enzim molekiillerinin mikro ¢evresindeki
su, enzimi aktif formda tutmak ve polar bilesikleri bu gevre iginde kolayca yakalamak
icin gereklidir. Enzimatik sentezlerde polar olmayan organik bilesenlerin ¢6ziicli olarak
secilmeleri bunun en O6nemli nedenidir (Bezbradica ve ark., 2007). Enzimin aktif
formda tutulmas: i¢in gereken su miktarindan fazla olan su organik faza gecemeyecegi
icin destek tarafindan tutulacak ve bir siire sonra enzim-substrat etkilesimini azaltmakla
kalmayip ayni zamanda ortamda sentezlenmis olan esterin bir kismini da hidroliz
edecektir. Yani reaksiyon yonii sentez yoniinden hidroliz yoniine kayacaktir (Brink ve
Tramper, 1985). Siirekli reaktor sisteminde ester miktari kesikli reaktor sisteminde
oldugu gibi belirgin bir azalmaya ugramamaktadir. Bu durum olusan esterin  kolondan
uzaklagmasit ve immobilize enzim ile uzun siireli etkilesime girmemesine

baglanabilir.

4.10. immobilize Lipaz Enzimlerinin Termal Kararhhklarinin Belirlenmesi

Iki farkli destege immobilize edilen lipaz orneklerinin 40 °C deki termal
kararliliklar1 24 saat boyunca arastirllmigtir. Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis
CRL ve PPL orneklerinin termal kararliliklart incelenmis olup Sekil 4.34. ve 4.35.°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.34. IAAc iiretiminde kullanilan immobilize CRL’nin zamana bagli olarak termal
kararligi (A : Ca-Alg/Kitosan, o:Kitosan)
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Sekil 4.35. [AAc iiretiminde kullanilan immobilize PPL’nin zamana bagli olarak termal
kararlig1 (A : Ca-Alg/Kitosan, o:Kitosan)

40 °C su banyosunda bekletilen ve farkli zaman araliklarinda alinana 6rneklerle IAAc
sentezi gerceklestirilen immobilize lipaz orneklerinin termal kararliliklar1 incelenmis
olup, genel itibariyle ilk 5 saatte zamana bagli olarak 40°C’de bekletilen enzim
orneklerinin aktivitelerinde artma gozlenmis, ilerleyen zaman araliklarinda alinan lipaz
ornekleri ile sentezlenen ester miktarinda diisiisler gozlenmistir. Ester olusumunun
zamanla azalmasi 40 °C immobilize formda bekletilen lipaz 6rneklerinin zamanla

aktivitelerini kaybetmelerinden kaynaklanabilir.

4.11. Lipaz Orneklerinin immobilize Formda Depolama Kararhliklari

Ca-Alg/Kitosan jele ve kitosana immobilize edilen enzimlerin 60 giin boyunca

4°C’de bekletilerek belirli periyotlarda ester iiretim etkinligi IAAc i¢in belirlenmistir.
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Sekil 4.36. ve 4.37.’de sirasiyla Ca-Alg/kitosan ve kitosan destek i¢in elde edilen

depolama kararliliklar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.36. IAAc iiretiminde kullanilan Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis CRL ve
PPL enzimlerinin depolama kararliligi (A: CRL, ®: PPL)
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Sekil 4.37. IAAc iiretiminde kullanilan Kitosan destege immobilize edilmis CRL ve
PPL enzimlerinin depolama kararliligi (A: CRL, ®: PPL)

Sekil 4.36.’da Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis CRL ve PPL 6rneklerinin
IAAc iiretimi tizerine aktiviteleri incelenmis ve giin gectikte enzim aktivitesinin, buna
bagli olarak da ester olusumunun azaldig1 gozlenmistir. Ayni sekilde Sekil 4.37.
incelendiginde kitosana immobilize edilmis lipaz drneklerinin giin gegtikte aktivitelerini
yitirdikleri gozlenmistir. Ancak her iki destek tiirii icin enzim aktivitesi incelendiginde

kitosanin Ca-Alg/Kitosan jele gore daha hizli aktivitesini kaybettigi sdylenebilir. Bu
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durum kitosana immobilize edilmis lipaz o6rneklerinin, kitosan destegin yiizeyinde
bulunarak daha hizli, Ca-Alg/Kitosan jele ise hapsedilerek daha yavas aktivite
kaybetmesiyle agiklanabilir. 60 giiniin sonunda IAAc olusumunda Ca-Alg/Kitosan jel
CRL ile % 36,8 PPL ile % 33 aktivite gostermistir. Kitosan destek ise CRL ile % 24,4
PPL ile ise % 21,3 aktivite gostermistir. Hung ve ark. (2003), 25 °C’de beklettikleri
serbest ve immobilize lipaz Orneklerinin 7 giinliik depolama kararliliklarin
incelemislerdir. 7 gilinlin sonunda serbest lipazin baslangica gore % 35, immobilize
lipazin ise % 67 aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Chiou ve Wu (2004), 25 °C’deki
serbest lipazin ve 1slak ve kuru olmak tizere iki farkli immobilize lipaz 6rneklerinin 30
giin boyunca depolama kararliliklarini arastirmiglardir. 30 giiniin sonunda serbest
lipazin baglangica gore % 5 , kuru immobilize lipaz 6rneginin % 50 ve yas immobilize

lipaz 6rneginin neredeyse hig aktivite kaybetmedigini kaydetmislerdir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Calismanin ilk asamasinda ester se¢imi yapilmis, literatiirle ortiisen ve GC-MS
analizleri ile de varlig1 gosterilen izoamil asetat (muz aromasi) ve hekzil asetat (armut
aromasi) esterleri secilmistir.

Reaksiyonun gergeklesecegi ortami belirlemek amaciyla farkli ¢oziicii ortamlari
denenmis, ester olusumunun en iyi heptan ortaminda gerceklestigi, en diisiik verimin ise
¢oziiclisliz ortamda gergeklestigi gézlenmistir. Kullanilan ¢oziiciiler i¢inde karbon sayisi
en yiiksek olan heptandir ve en yliksek verimlilik bu ortamda gézlenmistir. Daha yiiksek
verimlilik elde etmek igin karbon sayisi daha fazla olan (n-oktan gibi) ¢éziiciiler
kullanilabilir.

Ca-Alg/Kitosan jele en uygun immobilizasyon kosullart CRL ve PPL i¢in % 1,5
(w/v) Na-Alg, % 1,5 (w/v) Kitosan ve % 0,15 (v/v) GAL olarak bulunmustur. Ayrica
ester sentezinde kullanilacak olan bu jellerin igerdikleri su oranlarina gore etkinlikleri
incelenmis, bagil agirligi baslangic agirhigina gore % 27 olan jeller kullanilmigtir. Ca-
Alg/Kitosan jeller kullanilarak {iiretilen ester miktarlarinin sonuglarina gére enzimin en
iyi bu kosullarda etkin oldugu gézlenmistir.

Kitosan destege enzim immobilizasyonundan Once baglanacak olan arakol
secimi yapilmis, en iyi ester iiretimini 1,3 DAP {izerinden baglanan lipaz 6rnekleri
gostermistir. Bu asamadan sonra kitosan destek, arakol baglanmadan ve baglandiktan
sonra kullanilacak olan GAL’1n farkli derisimleri kullanilarak optimize edilmis en iyi
verimliligin % 0,5 (v/v) GAL ile etkinlestirilen kitosanin gosterdigi gozlenmistir.

Ca-Alg/Kitosan jele lipazin baglanma orani kitosan destege gore daha yiiksek
cikmistir. Ancak gram destek basia ester iiretim etkinligi Ca-Alg/Kitosan jele gore
yaklagik 10 kat daha fazla bulunmustur.

Immobilize lipaz drneklerinin en yiiksek etkinlik gosterdikleri sicaklik noktast
belirlenmis, Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilen her iki lipaz 6rnegininde 45 °C’de,
kitosana immobilize edilen lipaz 6rnekleriyle yapilan ester sentezinde ise 40 °C’de en
yiiksek verimlilik elde edilmistir.

Substrat derisimlerinin ester liretimi lizerine etkisi ayrintili olarak incelenmistir.
Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis CRL ve PPL oOrnekleri ile sentezlenen iki
esterin de 50 mM asit ve 50mM alkol bilesim oraninda en iyi verimliligi gosterdigi

gozlenmistir. Kitosan destege immobilize edilen CRL ile IAAc sentezi
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gerceklestirildiginde 50 mM asit ve 75 mM alkol bilesimi ile, HAc sentezinde ise 50
mM asit ve 25 mM alkol bilesiminde en yiiksek verimlilik elde edilmistir. PPL
kullanilarak gergeklestirilen IAAc sentezinde 50 mM asit ve 50 mM alkol, HAc
sentezinde ise 50 mM asit ve 25 mM alkol bilesimlerinin en yiliksek verimliligi
gosterdikleri bulunmustur. Genelde asit ve alkoliin yiiksek derigimlerinde ester {iretim
etkinliginde diistisler gozlenmis, bu da yiliksek derisimlerde hazirlanan substratlarin
enzimi inhibe etmelerine baglanmistir.

Optimum kosullarda hazirlanmis Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmis lipaz
ornekleri ile kesikli reaktorde IAAc sentezi gergeklestirilmis, CRL ile 4 saatte, PPL ile 5
saatte en yiliksek verimlilige ulasilmistir. HAc sentezinde ise her iki lipaz 6rneginde de 4
saatte en fazla verim elde edilmistir. Kitosan destege immobilize edilen CRL ve PPL
ornekleri ile TAAc ve HAc esterlerinin dretimlerinin en fazla 5 saatte gerceklestigi
belirlenmistir.

Stirekli reaktdr kullanilarak tiretilen IAAc ve HAc esterlerinin iiretimlerinin
zamanla arttig1 ancak A Ac tiretiminin HAc’a gore daha fazla oldugu gézlenmistir.

Her iki destek tiirline immobilize edilen CRL ve PPL Orneklerinin termal
kararliliklar1 incelenmis, ilk 5 saatten sonra lipaz orneklerinin ester iiretimindeki
etkinliklerinin azaldig1 gézlenmistir.

Immobilize enzimler i¢in yapilan depolama kararlilig1 calismalarinda 60 giiniin
sonunda lipaz 6rneklerinin ilk giinkii etkinliklerini gdostermeyerek aktivite kaybettikleri
kaydedilmistir. Kitosan destegin Ca-Alg/Kitosan jele gore daha hizli aktivite kaybettigi
kaydedilmistir.

Calisma kapsami farkli aromatik esterlerin sentezlenmesi ile genisletilebilir.
Ayrica sadece aromatik esterler degil, endiistriyel 6neme sahip farkli esterlerin sentezi
de gergeklestirilebilir. Ca-Alg jele kitosandan bagka (jelatin, pektin gibi) polimerler

karistirilarak ester sentezinde kullanilacak farkli kompozit jeller de elde edilebilir.
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