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ÖZET 

 

LİPAZ ENZİMİNİN İMMOBİLİZASYONU ve AROMATİK 

ESTERLERİN SENTEZİNDE KULLANIMI 

 

        Bu çalışmada başlıca kalsiyum-alginat/kitosan (Ca-Alg/Kitosan) jele hapsetme 

yöntemiyle ve kitosan desteğe kovalent bağla immobilize edilmiş Candida rugosa 

(CRL) ve domuz pankreası (PPL) kaynaklı lipaz enzimleri kullanılarak aromatik ester 

üretimi amaçlanmıştır. Başlangıçta lipaz katalizi ile 15 farklı aroma esteri sentezlenmiş 

ve kokularına göre izoamil asetat ve hekzil asetat olmak üzere 2 tanesi araştırma 

amacıyla seçilmiştir. Aroma ester sentezi 4 enzim örneği (2 farklı lipaz ve 2 farklı 

destek) ve 2 farklı aroma esteri için ayrıntılı olarak araştırılmıştır. Reaksiyon ortamını 

belirlemek için ester sentezi hekzan, heptan, toluen, ksilen, kloroform ve ayrıca 

çözücüsüz ortamda gerçekleştirilmiştir. Tüm enzim türü ve aromalar için en iyi 

sonuçlar heptan ortamı için elde edilirken çözücüsüz ortamda en düşük üretim elde 

edilmiştir. İmmobilizasyon koşulları Ca-Alg/kitosan destek için sodyum alginat 

derişimi, kitosan derişimi, glutaraldehit derişimi ve kuruluk oranı, kitosan destek için 

ise arakol türü ve glutaraldehit derişimi açısından optimize edilmiştir. Ester sentezi için 

reaksiyon sıcaklıkları 30-60 C arasında değiştirilmiş ve en iyi sonuçlar Ca-

Alg/Kitosan ve kitosan destek için sırasıyla 45 ve 40 C olarak elde edilmiştir. Asit ve 

alkol substratlarının derişimleri 10, 25, 50, 75 ve 100 mM arasında kullanılarak 

substrat çiftlerinin en uygun derişim değerleri elde edilmeye çalışılmıştır. En yüksek 

ester üretimi genellikle 50 mM asit ve alkol derişimlerinde elde edilmiş ve daha yüksek 

substrat derişimlerinde ester veriminin düştüğü gözlenmiştir. Ester üretimi ayrıca 

kesikli ve dolgu yataklı sürekli kolon reaktörlerde 8 saat reaksiyon süresince 

gerçekleştirilmiştir. İmmobilize lipazların 40 C’deki termal kararlılıkları 24 saat 

süreyle belirlenmiştir. Ayrıca depolama kararlılıkları 4 C’de 60 gün boyunca 

izlenmiştir. 60 günün sonunda Ca-Alg/kitosana immobilize edilmiş CRL ve PPL 

lipazlarının başlangıca göre sırasıyla % 36,8 ve % 33 aktivite gösterdikleri 

gözlenmiştir. Kitosan destek kullanıldığında ise bu değerler Candida rugosa ve domuz 

pankreası lipazları için sırasıyla %24,4 ve % 21,3 olarak belirlenmiştir. 

 

 

2009, 56 sayfa 

 

 

Anahtar Kelimeler: Candida rugosa lipazı, Domuz pankreası lipazı, 

İmmobilizasyon,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. 
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Key Words: Candida rugosa lipase, Porcine pancreatic lipase, Immobilization, Sodium 
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1. GİRİŞ 

Enzimler hücrelerde biyokimyasal reaksiyonları katalizleyen protein yapılı 

maddelerdir. Canlı organizmalarda gerçekleĢen pek çok reaksiyon enzimlerle 

katalizlenmektedir. Enzim katalizli bir reaksiyon enzimsiz bir reaksiyona göre 10
7
-10

16
 

kat daha hızlı gerçekleĢir. 

Enzimler in vivo koĢullarda etkinlik gösterebildikleri gibi, in vitro Ģartlar 

sağlandığında da aktivite göstermeleri enzimlerin canlı olmayan koĢullardaki 

kullanımını sağlamıĢtır. Böylece enzimlerin birçok alanda kullanımı yaygınlaĢmıĢ, 

endüstriyel anlamda birçok proseste ekonomik olarak rahatlama sağlanmıĢtır. 

 Hücre içinde çok önemli metabolik görevleri gerçekleĢtiren enzimler, 

endüstride birçok farklı amaç için kullanılmaktadır. Çizelge 1.1.’de tıp, eczacılık, tarım, 

hayvancılık,   çevre,   gıda,  kağıt,  tekstil, deterjan vb. birçok alanda yaygın olarak 

kullanılan enzimler özetlenmiĢtir.  

 

Çizelge 1.1. Enzimlerin kullanım alanları (Telefoncu, 1997). 

Enzim Kullanım Alanı 

Kolesterol oksidaz Tıp’ta kolesterol tayininde 

Proteazlar, lipaz, amilaz Deterjan sanayinde 

Laktaz, mikrobiyal proteazlar Süt ve süt ürünleri endüstrisinde 

Pektinaz, selülaz, limonaz Meyve suyu sanayinde 

Proteaz, lipaz Deri sanayinde 

Amilaz, glukoz izomeraz NiĢasta endüstrisinde 

Katalaz, amilaz Tekstil sanayinde 

Amilaz, amiloglikozidaz, pentosanaz Ekmek sanayinde 

Redüktaz, amilaz, fosfataz, oksidazlar Analitik amaçlı analizlerde 

Termolizin Aspartam üretiminde 

Ksilenaz Kağıt endüstrsinde 

Papain, katalaz Et sanayinde 

Penisilin amidaz, oksidazlar, Eczacılıkta 
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Enzimler canlı organizmalar tarafından üretilebildikleri için enzim kaynağı 

olarak bitkiler, hayvanlar ve çoğunlukla mikroorganizmalar kullanılmaktadır. Son 

zamanlarda mikroorganizmalar, kolay çoğalabilmeleri, enzim oluĢumunun rahat kontrol 

edilebilir olması nedeniyle potansiyel enzim kaynağı olarak görülmektedir. Ancak 

mikrobiyal kaynaklardan enzim saflaĢtırılması oldukça masraflı bir iĢtir. Endüstriyel 

uygulamalarda serbest enzimin aktivitesini kaybetmeden geri kazanılması çok zordur. 

Serbest enzim, reaksiyon ortamından istenilen anda uzaklaĢtırılamadığından 

reaksiyonun kontrolü çok zordur. Reaksiyonun istenilen anda durdurulması için 

inhibitör katılması düĢünülebilir. Ancak serbest enzim tarafından kirletilmiĢ olan 

reaksiyon ürünlerine böylece yeni bir kirlilik unsuru eklenmiĢ olacaktır. Ürün veya 

ürünlerin bu kirlilik unsurlarından arıtılması maliyeti çok arttırmaktadır. Katalizör 

olarak kullanılan serbest enzimi reaksiyon ortamından aktivitesini yitirmeden 

çıkarabilmek olanaksız olduğunda enzimin yeniden kullanılması da söz konusu değildir. 

Bu ise enzimlerin spesifik ama o ölçüde pahalı katalizör olmaları nedeniyle maliyeti 

yükselten önemli bir etmendir. Ayrıca serbest enzimler sürekli üretim sistemlerine de 

uygulanamazlar. Bu nedenle saflaĢtırılan enzimlerden olabildiğince faydalanmak için 

immobilizasyon teknikleri geliĢtirilmiĢtir. Farklı yöntemlerle çözünmez forma getirilmiĢ 

olan immobilize enzimlerin serbest enzimlere göre bazı üstünlükleri vardır. Bunlar;  

 

 Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklaĢtırılabilirler (süzme, santrifüjleme, 

v.b.)  

 Ürünlerin enzim tarafından kirletilmesi gibi bir sorun teĢkil etmezler. 

 Çevre koĢullarına (sıcaklık, pH v.s.) karĢı daha dayanıklıdır. 

  Birçok kez ve uzun süre kullanılabilir. 

 Sürekli sistemlere uygulanabilir. 

 Serbest enzime kıyasla daha kararlıdır. 

 Ürün oluĢumu kontrol altında tutulabilir. 

 Birbirini izleyen seri reaksiyonlar için kullanımı uygundur. 

 Bazı koĢullarda serbest enzimlerden daha yüksek aktivite gösterebilir. 

 Enzimin kendi kendini parçalama olasılığı azdır. 
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1.1. Enzim İmmobilizasyon Yöntemleri 

Ġmmobilizasyon, kelime itibariyle hareketsiz hale getirmek, kımıldatmamak 

anlamına gelmektedir. Enzimler, suda çözünmeyen bir taĢıyıcıya fiziksel ya da kimyasal 

olarak bağlanarak, suda çözünmeyen ürün veren bir kopolimerizasyona enzim 

molekülünün monomer olarak katılmasıyla veya suda çözünmeyen bir matriks veya 

suda çözünmeyen mikrokapsüllere tutuklamayla immobilize edilirler. Enzimlerin suda 

çözünür formda immobilizasyonunda ise enzimler modifikasyona uğrayabildikleri için 

mikroçevreleri de değiĢmektedir. Enzim çözeltisini bir membran ile ürün ve substrattan 

ayırırsak doğal durumda kalmasını sağlamıĢ oluruz. Bu amaçla ultraflitrasyon (UF) ve 

mikroflitrasyon (MF) membranlarından yararlanılır. Kofaktöre gereksinim duyan 

enzimlerin immobilizasyonu söz konusu ise küçük molekülü olan kofaktörlerin yarı 

geçirgen membrandan çıkmamaları için polietilenglikol (PEG) gibi suda çözünen  

polimerlere kovalent bağlanması gerekir. Genel olarak immobilizasyon yöntemlerini  

ġekil 1.1.’deki gibi sınıflandırmak mümkündür. 

 

 

 
Şekil 1.1.  Ġmmobilizasyon yöntemlerinin sınıflandırılması 
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1.1.1. İmmobilize Edilen Enzimden Beklenen Özellikler 

Kullanılan immobilizasyon tekniği ne olursa olsun immobilize edilen enzimden 

beklenilen özellikler Ģunlardır: 

 Yüksek kararlılık göstermesi 

 Sürekli üretimde kullanılabilmesi 

 Reaksiyon kontrolüne olanak vermesi 

 Elde edilen üründe yüksek saflık sağlanması 

 Katalitik etkinliğinin yüksek olması 

 Tekrar kullanılabilir olması  

 Ekonomik olması 

1.1.2. İmmobilizasyon Yöntemlerinin Kıyaslanması 

Enzimlerin çoğuna uygulanabilen çok sayıda immobilizasyon tekniği 

geliĢtirilmesine karĢın, enzimlerin bileĢenlerinin ve kimyasal özelliklerinin  oldukça 

geniĢ, ürünlerin ve substratların farklı özelliklerde olmaları nedeniyle bütün  enzimler 

veya uygulamalar için   geçerli tek bir yöntem belirlemek mümkün değildir. Bu nedenle 

immobilizasyonu düĢünülen her farklı enzim için ve her farklı durumda bir veya birkaç 

değiĢik yöntem önerilebilir. Çizelge 1.2.’de immobilizasyon yöntemlerinin 

kıyaslanmaları gösterilmiĢtir. 

 

Çizelge 1.2. Ġmmobilizasyon yöntemlerinin kıyaslanması (Telefoncu, 1997). 

 

Karakteristik 

KarĢı 

Bağlama 

Fiziki  

Adsorpsiyon 

Ġyonik 

Bağlanma 

ġelat veya 

Metale 

Bağlama 

Kovalent 

Bağlanma 

Tutuklama 

Hazırlama Orta Kolay Kolay Kolay Zor Zor 

Bağlanma Gücü Güçlü Zayıf Orta Orta Güçlü Orta 

Enzim Aktivitesi DüĢük Orta Yüksek Yüksek Yüksek DüĢük 

Desteğin Tekrar 

Kullanılabilirliği 
Ġmkansız Mümkün Mümkün Mümkün Nadiren Ġmkansız 

Ġmmobilizasyon 

Maliyeti 
Orta DüĢük DüĢük Orta Yüksek Orta 

Kararlılık Yüksek DüĢük Orta Orta Yüksek Yüksek 

Genel 

Uygulanabilirlik 
Hayır Evet Evet Evet Hayır Evet 

Enzimin Mikrobiyal 

Ataklara KarĢı 

Korunabilmesi 

 

Mümkün 

 

Hayır 

 

Hayır 

 

Hayır 

 

Hayır 

 

Evet 



 

 

 

 

5 

1.2. LİPAZ 

Endüstriyel öneme sahip enzimlerden biri de lipaz enzimidir. Lipaz (EC. 

3.1.1.3), triaçilgliserolü gliserol ve yağ asitlerine parçalayan hidrolaz grubu bir enzim 

olarak tanımlanır.  Ancak lipaz enzimi sulu ortamda genel olarak ester bağı için 

hidrolitik aktivite gösterirken susuz ortamda ise alkol ve karboksilik asitten ester bağı 

oluĢturarak sentetik aktivite gösteren oldukça kullanıĢlı bir enzimdir. Bu nedenle çok 

farklı substratlar için katalitik aktivite göstermesi ve susuz organik çözücü ortamında 

kullanılabilmesi gibi avantajlara sahiptir. ġekil 1.2.’de birinci reaksiyonda  lipazın sulu 

ortamda   ester  bağını  parçaladığı  hidrolitik  aktivitesi,  ikinci  reaksiyonda  ise  susuz  

ortamda ester bağının oluĢtuğu sentetik aktivitesi görülmektedir. 

 

Şekil 1.2. Lipaz’ın etki mekanizması 

Ayrıca ġekil 1.3.’de  görüldüğü gibi  lipaz  enziminin susuz ortamda transesterifikasyon  

aktivitesi de bulunmaktadır. 

 

Şekil 1.3. Lipaz’ın susuz ortamda transesterifikasyon aktivitesi 

Bu nedenle, çözücüsüz ortamda veya organik çözücü içeren ortamlarda lipaz enzimi 

farklı özellikteki   esterlerin  sentezinde oldukça fazla bir Ģekilde kullanım potansiyeline  

sahip olduğundan endüstriyel önemi gittikçe artmaktadır. 

1.2.1. Lipaz’ın kullanım alanları 

Lipazlar tereyağına aroma kazandırmada, çikolata endüstrisinde, kremalarda, 

karamellerde kullanım alanına sahiptir. Margarinler, fırın ürünleri ve bitkisel ürünler 

gibi ürünlerde lipazla modifiye edilmiĢ tereyağı ürünleri aroma geliĢtirici olarak 

kullanılmaktadır. Lipazların gıda endüstrisinde, biyomedikal uygulamalarda, 
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biyosensörler ve pestisitlerin yapımında, deterjan ve deri sanayinde, çevre yönetiminde, 

kozmetik ve parfüm sanayinde uygulama alanları bulmaktadır. Deterjanlarda kullanımı 

yağ kaynaklı lekelerin kolayca çıkarılması amacıyla, dericilikte yalnızca derinin 

yüzeyindeki değil, içindeki yağları da temizleyerek, deriyi tabaklama ve boyama gibi 

iĢlemler için kullanılmaktadır. Ekmek sanayinde kullanımında hamurun 

iĢlenebilirliğinde   kolaylık,   hamur   stabilitesinde   artıĢ, ekmek içi yumuĢaklık, ekmek  

hacminde artıĢ sağlar (Kıran ve ark., 2009). 

1.2.2. Sodyum alginat 

Alginatlar kahverengi deniz yosunları tarafından üretilen dallanmamıĢ, lineer 

yapıda olan karbohidrat polimerleridir. D-Mannuronik asidin (M) -(14) bağlı 

oligomerleri  ile  L-guluronik  asidin  (G) - (14)  oligomer  bloklarının birleĢmesi ile  

oluĢmuĢtur (Won ve ark., 2005). ġekil 1.4’de Na-Alg’ın kimyasal yapısı gösterilmiĢtir. 

 

 
Şekil 1.4. Na-Alg’ın kimyasal yapısı (Anonim, 2009) 

 

Sodyum alginatın suda çözünmesi ve su tutma kapasitesi yüksektir. JelleĢme hızı 

yüksektir ve istenildiğinde bazı uygulamalarla jelleĢme hızı düĢürülebilir. Sodyum 

aljinat ısıya dayanıklı ve geriye dönüĢtürülemeyen özellikte jel oluĢturur. Kullanım 

alanları  eczacılık,  diĢçilik,  tekstil endüstrisi,  kağıt  üretimi,  yapıĢtırıcı üretimi olarak 

örneklendirilebilir (Anonim, 2009).  
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1.2.3. Kitosan  

Kitosan, poli-N-asetilglukozamin esaslı kitinin deasetilasyonuyla elde edilen ve 

monomeri D-glukozamin olan doğal selülozik bir karbohidrat polimeridir. ġekil 1.5.’de 

kitosanın kimyasal yapısı görülmektedir. 

 

 

Şekil 1.5. Kitosanın kimyasal yapısı (Anonymous, 2009) 

 

Yengeç, karides, ıstakoz gibi eklem bacaklıların kabuklarında, bazı bakteri ve 

mantarların hücre duvarlarında bulunur. Toksik olmaması ve biyoaktif özelliklerinin de 

bulunmasından dolayı kitosan, ilaç sanayi ve medikal uygulamalarda da sıkça 

kullanılmaktadır.  Kitosanın günümüzdeki en yaygın kullanımı,  sindirim sistemindeki  

yağları tutarak bloke etmesi sebebiyle zayıflama haplarındadır (Anonim, 2009). 

 

1.3. AROMALAR 

Aromalar endüstriyel alanda oldukça geniĢ kullanıma sahip olan koku ve tat 

veren maddelerdir. 400’e yakın yapay ve 1800 doğala özdeĢ aroma bulunmaktadır. 

Aromaların önemli bir sınıfını esterler oluĢturmaktadır. Esterler, çok farklı özellikleri 

olan kimyasal maddelerdir ve endüstride çok sayıda kullanım alanına sahiptirler: Yüzey 

aktif madde olarak; koku, aroma verici olarak, parfüm, kozmetik ve gıda endüstrisinde, 

eczacılıkta, süt endüstrisinde, pasta ve Ģekerleme üretiminde kullanılmaktadırlar. Meyve 

ve çiçeklere koku ve tat veren bileĢiklerin çoğu ester yapısında olan bileĢiklerdir ve 

doğal kaynaklarından izole edilmeleri oldukça pahalı ve zahmetli iĢlemlerdir. Bu 

maddelerin gıda ve kozmetik endüstrisinde yıllık tüketimlerinin tonlarla ifade edildiği 

düĢünülürse aroma ve tat veren esterlerin doğal kaynaklarından izolasyonu yerine sentez 

yolu ile elde edilmeleri daha ekonomiktir (Bezbradica ve ark., 2007). Bu değerli 

esterlerin endüstriyel kullanımının daha ekonomik olması için kimyasal sentez yoluna 

gidilmiĢ, ancak bu yöntemlerde yüksek sıcaklık ve katalizör kullanımının gerekliliği 

yüzünden hem yan reaksiyonlar meydana geldiği hem de sentezlenen esterlerde yapı 
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bozulmaları ve kalitede düĢmeler gözlenmiĢtir. Bu nedenle istenmeyen bu durumların 

engellenmesi amacıyla enzimatik yollarla üretim yapılmaya baĢlanmıĢtır. Lipaz enzimi 

ile susuz ortamda karboksilik asit ve alkollerden aromatik ester sentezinin yapıldığı çok 

sayıda çalıĢma bulunmaktadır (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 çalıĢmada öncelikle Candida rugosa ve domuz pankreası olmak üzere 2 

farklı kaynaktan izole edilmiĢ olan ve ticari olarak satılan lipaz örneklerinin immobilize 

edilmesi ve elde edilen immobilize lipaz örnekleri ile endüstriyel öneme sahip 2 aroma 

esteri olan  izo-amil asetat (IAAc) ve hekzil asetat (HAc)’ın sentezi amaçlanmıĢtır.  

Enzimler kalsiyum-alginat/kitosan jele hapsetme ve arakol bağlanarak modifiye edilmiĢ 

kitosan desteğe kovalent bağlama olmak üzere 2 farklı yöntemle immobilize edilecektir. 

Ayrıca immobilizasyon koĢulları optimize edilecek ve sıcaklık, substrat deriĢimi, 

reaksiyon süresi gibi çalıĢma koĢullarının ester üretimine etkileri belirlenerek 

immobilize enzimlerin depolama ve termal kararlılıkları belirlenmiĢtir. 
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

Ozyilmaz ve Gezer (2009), Candida rugosa ve domuz pankreası lipazlarını Ca-Alg jele 

hapsetme yöntemiyle immobilize ederek  izoamil asetat (muz kokusu), etil valerat (elma 

kokusu), bütil asetat (ananas kokusu)  sentezinde kullanmıĢlardır. ÇalıĢmada 

immobilizasyon koĢullarını Na-Alg, CaCl2, enzim deriĢimi açısından optimize 

etmiĢlerdir. Ester sentezini çözücüsüz ve hekzan ortamında gerçekleĢtirdiklerinde, her 3 

ester sentezinin hekzan ortamında daha yüksek verimlilik gösterdiğini belirlemiĢlerdir. 

Ġmmobilize enzim miktarı, sıcaklık, substrat deriĢimi, reaksiyon süresi gibi çalıĢma 

koĢullarının ester üretimine etkisini araĢtırmıĢlardır. 

Lu ve ark. (2008), gliserol triolatın oleik asit metil esterine immobilize Candida sp. 99-

125 lipaz katalizliğindeki transesterifikasyonunu dimetilsülfoksit, asetonitril, aseton, 

tetrahidrofuran, t-bütanol, diklorometan, benzen, kloroform, toluen, karbontetraklorür, 

siklohekzan, n-hekzan ortamlarında gerçekleĢtirmiĢlerdir. Bu reaksiyon koĢullarından 

en fazla verimi karbontetraklorür ortamında elde etmiĢlerdir. 

Bezbradica ve ark. (2007), serbest haldeki porcine pancreatic lipazını çözücüsüz ve 

izooktan ortamında n-bütanoik asidin ve n-oktanoik asidin n-pentanol, n-heptanol ve 

geranoil alkolleriyle oluĢturdukları esterlerin sentezinde katalizör olarak 

kullanmıĢlardır. Zamana bağlı olarak gerçekleĢtirdikleri reaksiyonlarda n-bütanoik 

asidin üç esterinin de izooktan ortamında, n-oktanoik asidin esterlerinden ise oktil 

oktanoat ile heptil oktanoatın çözücüsüz ortamda, propil oktanoatın ise izooktan 

ortamında daha çok sentezlendiğini belirtmiĢlerdir. Bütanoik asidin oktanoik aside göre 

daha yüksek polariteye sahip olmasıyla sonuçların makul karĢılandığını belirtmiĢlerdir.  

Salah ve ark. (2007), Rhizopus oryzae kaynaklı lipaz enzimini bütanol ve asetik asit 

arasındaki esterifikasyon reaksiyonuyla bütil asetat esteri (ananas aroması) üretiminde 

kullanmıĢlardır. Lipazın bulunmadığı ortamda sadece substrat içeren sistemde % 3 bütil 

asetat elde etmiĢlerdir. Aynı koĢullar altında immobilize lipaz katalizliğindeki ester 

üretim verimliliğini % 25 olarak bulmuĢlardır. Optimum çalıĢma koĢullarını 500 IU 

immobilize lipaz, 1:1 asetik asit:bütanol molar oranı olarak belirlemiĢlerdir. Çözücüsüz 

reaksiyon ortamında ester dönüĢümünü % 60, heptan ve hekzan varlığında 

gerçekleĢtirdiklerinde ise sırasıyla % 80 ve % 76 olarak bulmuĢlardır. 

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

miehei kaynaklı lipaz örneklerinin adsorpsiyonla immobilize edilmiĢ formlarını 
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izooktan ortamında bütil oleat sentezinde kullanmıĢlardır. Aktiviteyi titrimetrik 

yöntemle belirlemiĢlerdir. Ayrıca destek yüzeyine oktadesil bağlayarak desteğin 

hidrofobiklik özelliğini arttırmıĢ ve lipaz örnekleri adsorbe edildiğinde esterifikasyon 

aktivitesinde artıĢ olduğunu gözlemiĢlerdir. 

Wu ve ark. (2006), Candida rugosa lipazını önce glutaraldehit ile etkinleĢtirip daha 

sonra kalsiyum alginat içine hapsederek immobilize etmiĢlerdir. 2-propanol ortamında 

çapraz bağlanma süresince enzim aktivitesinde belirgin bir artıĢ gözlemlemiĢlerdir. 2-

propanol ortamında zeytin yağının hidrolizinde kullandıkları enzimin, 2-propanol 

içermeyen ortama göre daha yüksek aktivite gösterdiğini belirtmiĢlerdir.  

Karra-Châabouni ve ark. (2006), Staphylococcus simulans kaynaklı lipazı CaCO3, 

Celite 545, cam boncuk ve karboksimetil sefadeks desteklere adsorpsiyon yöntemiyle 

immobilize etmiĢlerdir. Ġmmobilize formdaki enzimleri yeĢil elma (etil valerat) ve 

armut (hekzil asetat) aroması üretiminde kullanmıĢlardır. Farklı reaksiyon koĢulları için 

zamana bağlı olarak esterleĢme reaksiyonunu izlemiĢlerdir. 1:1 asit:alkol molar 

oranında, 37 ºC’de % 20 su içeren reaksiyon karıĢımında etil valerat dönüĢümünü % 51 

olarak bulmuĢlardır. 1:1 asit:alkol molar oranında 37 ºC’de % 10 su içeren reaksiyon 

karıĢımında hekzil asetat dönüĢümünü % 41 olarak bulmuĢlardır.  

Park ve ark. (2006), Alcaligenes kaynaklı lipazı farklı büyüklükteki silika jel destek 

yüzeyine adsorbe etmiĢler ve daha sonra yağ ve metanolü substrat olarak kullanarak 

transesterifikasyon yöntemiyle yağ asidi metil esteri sentezlemiĢlerdir. Bu çalıĢmayı 

yine n-hekzan ortamında gerçekleĢtirmiĢlerdir. 

Matto ve Husain (2006), pektin ve sodyum alginatın sulu çözeltisiyle peroksidaz 

enzimini karıĢtırarak bir Ģırınga yardımıyla CaCl2 çözeltisine damlatmıĢlar, oluĢan 

karıĢımı 2 saat boyunca karıĢtırıcıda yavaĢça karıĢtırmıĢlardır. Daha sonra kalsiyum 

alginat-pektin jelleri 4 ºC’deki  0,1 M pH 5,6 asetat tamponu ile yıkayıp 

karakterizasyonunu belirlemiĢlerdir. 

Yu ve ark. (2005), Candida rugosa kaynaklı lipazı farklı tuz ortamlarında liyoflize 

ederek laurik asit ve 1-propanolün izooktan ortamındaki esterleĢme reaksiyonunda 

kullanmıĢlardır. 

Bayramoğlu ve ark. (2005), Candida rugosa kaynaklı lipazı poli(GMA-HEMA-

EGDMA) desteğe direkt ve 1,6-diaminohekzan arakolu üzerinden kovalent olarak 

immobilize etmiĢlerdir. Ancak elde ettikleri immobilize enzimleri ve serbest lipazı 
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sadece zeytin yağı hidrolizinde kullanmıĢlar, esterifikasyon reaksiyonlarında 

kullanmamıĢlardır. 

Kumar ve ark. (2005), 3 farklı ticari lipaz örneğini süperkritik karbondioksit varlığında 

uzun zincirli yağ asitlerinin izoamil alkol ile esterleĢme reaksiyonunda kullanarak aroma 

verici bileĢikler elde etmiĢlerdir. 

Won ve ark. (2005), Candida rugosa kaynaklı lipazı kalsiyum alginat jele hapsetme 

yöntemiyle immobilize ederek p-nitrofenil bütiratın hidrolizinde kullanmıĢlar ancak 

esterifikasyon aktivitesini araĢtırmamıĢlardır. 

Dave ve Madamwar (2005), polivinilalkol (PVA), alginat, borik asit ve  % 2 CaCl2 

içeren bir polimer karıĢıma Candida rugosa lipazını immobilize etmiĢlerdir. PVA’ün 

jelin güçlenmesine katkı sağladığını bunun yanı sıra kalsiyum alginatın jelin dıĢ görünüĢ 

özelliklerini geliĢtirdiğini gözlemlemiĢlerdir. İzooktan içinde etil hekzanoatın sentezi 

için immobilize edilen enzimin performansını değerlendirmiĢlerdir. Neticede yüksek 

esterifikasyon yeteneğini olan, 10 aylık raf ömrüne sahip jeller elde etmiĢlerdir. 

Bai ve Zhou (2004), domuz pankreası lipazını silika jel ve polisüksinimid üzerindeki 

amin grupları üzerinden immobilize etmiĢlerdir. Enzim aktivitesinin belirlenmesinde 

yağ asitlerinin hidrolizinden yararlanmıĢlardır. Ġmmobilizasyon çözeltisinin  tekrar 

kullanımı, reaksiyon ortamının sıcaklığı, pH derecesi ve immobilize lipazın depolama 

kararlılığını araĢtırmıĢlardır.  

Hung ve ark. (2003), lipaz enzimini ikili immobilizasyon tekniği ile kitosan üzerindeki 

amino ve hidroksil grupları üzerinden immobilize etmiĢlerdir. Lipazı ilk olarak kitosan 

taneciklerine üzerindeki hidroksil gruplarının karbondiimidle aktivasyonuyla, hemen 

ardından glutaraldehitle amino gruplarına çapraz bağlamayla daha fazla lipaz 

bağlayarak immobilize etmiĢlerdir. Optimum çalıĢma koĢulları altında ikili 

immobilizasyon tekniği kullanarak hazırlanmıĢ immobilize lipazı kıyaslayarak bağlanan 

protein miktarını 287,2 µg/g-kitosan ve aktiviteyi 13,8 U/g-kitosan olarak 

gözlemlemiĢlerdir. 

Chiou ve Wu (2003), Candida rugosa lipazını kitosana karbondiimid üzerinden 

kovalent olarak immobilize etmiĢlerdir. Lipaz aktivitesini belirlerken p-Nitrofenil 

palmitat substratını kullanarak spektrofotometrik olarak belirlemiĢlerdir. Kitosan 

taneciklerinin ıslak ve kuru formlarını kullanarak immobilize lipazın özelliklerini 
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incelemiĢ ve kıyaslamıĢlardır. Ġmmobilizasyon sayesinde pH ve sıcaklık değiĢimlerine 

karĢı enzimin termal kararlılığının güçlendiğini belirtmiĢlerdir.  

Chiang ve ark. (2003), endüstriyel açıdan önemli bir ester olan cis-3-hekzen-1-il 

asetatın sentezinde, ticari olarak satılan immobilize lipaz (Lipozyme IM-77) enzimini 

kullanmıĢlardır. ÇalıĢmada cis-3-hekzen-1-ol ve triasetinin transesterfikasyonu ile 

sentez yapılmıĢ, asetik asidin direkt kullanımı ile esterifikasyon yöntemi denenmemiĢtir. 

Reaksiyon ortamında organik çözücü olarak ise sadece n-heptan kullanılmıĢtır. 

Güvenç ve ark. (2002), çözücüsüz bir sistemde immobilize Rhizomucor miehei ve 

Candida antartica lipazları kullanarak çözücüsüz bir sistemde izoamil asetat esterinin 

üretimini araĢtırmıĢlardır. Asit:alkol molar oranı, enzim türü ve miktarı, reaksiyon 

süresi, sıcaklığı gibi parametreler üzerinde çalıĢmıĢlardır. Ester üretiminde kullanılan 

Candida antartica lipazının Rhizomucor miehei lipazından 8,3 kat daha yüksek aktivite 

gösterdiğini gözlemlemiĢlerdir. Literatürde ester üretiminde kullanılan enzim 

deriĢimlerinin aksine düĢük enzim deriĢiminde yüksek ester konsantrasyonu elde 

etmiĢlerdir.  

Matsumoto ve Ohashi (2002), Candida rugosa lipazını, Ca-Alg jele, Ca-Alg’ın 

inorganik kapsüllerine immobilize ederek termal kararlılığını araĢtırmıĢlardır. Enzim 

içeren ve içermeyen Ca-Alg jellerini 60 ºC’nin altında inkübe etmiĢler, diğer teknikle 

immobilize edilen enzim örneklerine göre daha yüksek kararlıklık gösterdiğini 

gözlemlemiĢlerdir. Bunu da lipaz ve alginat arasındaki kuvvetli affiniteye 

bağlamıĢlardır.  

Zaidi ve ark. (2002), Candida rugosa kaynaklı lipaz enzimini naylona glutaraldehit 

üzerinden kovalent olarak immobilize ederek bütil oleat, oleil bütirat ve oleil oleat 

üretiminde kullanmıĢlardır. Ancak sentezi sadece n-hekzan ortamında 

gerçekleĢtirmiĢlerdir. 

Stark ve Holmberg (1989), silika desteğe hidrofilik bir arakol olan polietilenglikol 

bağlamıĢlar ve sulu ortamda hidrolitik aktivitede arakolsuz duruma göre büyük bir artıĢ 

olduğunu, n-hekzan ortamında transesterifikasyon reaksiyonunda ise pek bir değiĢiklik 

olmadığını rapor etmiĢlerdir. Ayrıca organik çözücülerde esterifikasyon aktivitesi için 

desteğin hidrofobik karakterinin arttırılmasının daha uygun olabileceğini önermiĢlerdir. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

Kimyasallar:ÇalıĢmada kullanılan Candida rugosa (1170 U/mg prot.) ve  domuz 

pankreası (329 U/mg prot.) kaynaklı lipaz enzimleri, sodyum alginat ve glutaraldehit 

kimyasalları Sigma’dan, kitosan, 1,3 diaminopropan, 1,4 diamino bütan, 1,5 diamino 

pentan, 1,6 diamino hekzan, kalsiyum klorür Aldrich firmasından, 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  indikatörü    Merck     firmasından     tedarik     edilmiĢ    olup    hepsi    en    

yüksek   saflık derecesindedir.  

Araç ve gereçler:  

Cihazlar Marka 

UV-Vis spektrofotometre                                                                                   Shimadzu UV-1208 

GC-MS Hewlet Packard HP 6890 Series GC System 

Vakum pompası Nüve N022AN.18 

Peristaltik pompa Ismatec 

Etüv Nüve FN400 

pH metre Ġnolab wtw series 

Termostatlı çalkalayıcı Heidolph Inkubator 1000 

Analitik terazi Sartorius BL210S 

Girdap karıĢtırıcı Nüve NM110 

Magnetik karıĢtırıcılı ısıtıcı Heidolph MR3001 

 

Bunların dıĢında kullanılan malzemeler; otomotik pipet, fraksiyonlu destilasyon 

düzeneği,   ayırma  hunisi,   vida  kapaklı  cam ĢiĢe,   erlen,   balon,   balon joje,  mezür,   

büret. 

 

 

 



 

 

 

 

14 

3.2. Yöntem 

3.2.1. İmmobilize     Lipaz    Örneklerinin     Hazırlanması    ve     İmmobilizasyon  

Koşullarının Optimizasyonu 

3.2.1.1. Lipazın Ca-Alg/Kitosan Jele Hapsetme Yöntemiyle İmmobilizasyonu 

 Alginat jeli Ca
+2

 iyonları varlığında ġekil 3.1.’de görüldüğü gibi çapraz 

bağlanmalar yaparak jelleĢir. Na-Alg ve kitosan içeren çözelti küt uçlu Ģırınga ile CaCl2 

ve GAL karıĢımı olan çözeltiye damlatıldığında Ca
+2

 iyonları ile alginat arasında ve 

kitosan ile glutaraldehit arasında çapraz bağlanmalar oluĢur. 

 
Şekil 3.1. Ca-Alg molekülünün kimyasal yapısı (Anonim, 2009) 

Na-Alg/Kitosan karıĢımına lipaz enzimi homojen bir Ģekilde karıĢtırılıp GAL içeren 

CaCl2   çözeltisine  damlatıldığında   enzim  çapraz    bağlanmalarla   meydana   gelen  

gözenekler içine hapsolarak immobilize edilmiĢ olur. 

3.2.1.2. Lipazın Ca-Alg/Kitosan Jele İmmobilizasyon Koşullarının Optimizasyonu 

ÇalıĢmada Na-Alg ve kitosan çözeltisinin 100 ml’si GAL içeren 4 ºC’deki CaCl2 

çözeltisinin 200 ml’sine küt uçlu bir Ģırınga yardımı ile damlatıldıktan hemen sonra jel 

oluĢumu sağlanmıĢtır. Jellerin sertleĢmesi için 4 ºC’de 2  saat bekletilmiĢ ve jeller 

süzülerek ayrılmıĢtır. Jeller hem enzim içeren hem de enzim içermeyen Na-Alg/Kitosan 

karıĢımı kullanılarak elde edilmiĢ, böylece Ca-Alg/Kitosan jellerinin lipaz içeren ve 

içermeyen formları oluĢturulmuĢtur. Her çalıĢmada elde edilen süzüntü hacmi ölçülmüĢ 

ve protein deriĢimi 280 nm’de ölçülerek standart lipaz grafiklerine göre belirlenmiĢtir. 

Enzim içeren ve içermeyen bu jeller oda sıcaklığında atmosfere açık olacak Ģekilde, 

baĢlangıç ağırlığının 1/6’sına ulaĢıncaya kadar kurutulmuĢtur. Elde edilen jellerin 1 

gramı baĢına hapsedilen lipaz miktarı (mg/g jel) eĢitlik 3.1.’e göre hesaplanmıĢtır.  
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…………………………………………………………(3.1.) 

 

Burada; 

CE : gram destek baĢına bağlanan enzim miktarı (mg/g destek) 

C0 : immobilizasyonda kullanılan lipaz çözeltisindeki protein deriĢimi (mg/ml) 

V0 : immobilizasyonda kullanılan lipaz çözeltisinin hacmi (ml) 

Cm : immobilizasyondan sonra elde edilen süzüntünün protein deriĢimi (mg/ml) 

Vm : immobilizasyondan sonra elde edilen süzüntünün hacmi (ml) 

mE : immobilizasyondan sonra elde edilen jel miktarı (g) 

ÇalıĢmada C0 ve V0 zaten bilinmektedir ve Vm ise mezür kullanılarak ölçülmüĢtür. Cm 

değerlerini belirlemek için enzimsiz ve enzimli ortam için yapılan jelleĢme sonucunda 

elde edilen süzüntülerin 280 nm’de çizilen standart grafikleri kullanılmıĢtır 

 ÇalıĢmada CaCl2 deriĢimi 2 M ve lipaz deriĢimi 3 mg/ml olarak seçilmiĢtir 

(Ozyilmaz ve Gezer, 2009). Ancak jelleĢmenin temel bileĢenlerinden olan Na-Alg 

deriĢimi % 1-2,5 (w/v) aralığında, kitosan deriĢimi % 0,5-2 (w/v) aralığında ve GAL 

deriĢimi % 0,05-0,25 (v/v) aralığında optimize edilmiĢtir.  

 Ca-Alg/Kitosan jellerinin kuruma oranının ester üretimi üzerine etkisini 

belirlemek amacıyla, optimum koĢullarda elde edilen  jellerin eĢit miktarları farklı 

sürelerde kurutulmuĢtur. Ağırlıkları baĢlangıçta aynı, ancak kurutma sonunda farklı olan 

immobilize enzimler (% 100, % 80, % 40, % 27 ve % 16,7) kullanılarak IAAc ve HAc  

üretimi gerçekleĢtirilmiĢ, en uygun kuruma oranı seçilmiĢtir. 

3.2.1.3. Lipazın Kitosan Desteğe İmmobilizasyonu 

 Bünyesinde    –NH2    grupları    bulunan    kitosana    lipaz    enzimi   direkt  

bağlanamayacağından öncelikle bir dialdehit olan GAL ile etkinleĢtirilir (ġekil 3.2.). 

 

Şekil 3.2. Kitosan’ın  GAL ile aktifleĢtirilip immobilizasyona hazırlanması 
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Elde edilen destek direkt lipaz immobilizasyonunda kullanıldığı gibi diamino alkan 

türevleri ile etkinleĢtirilerek ara kol bağlanması amacıyla da kullanılmıĢtır. 1,3 diamino 

propan, 1,4, diamino bütan, 1,5 diamino pentan ve 1,6 diamino hekzan ara kolları 

eklendikten sonra destekler tekrar GAL ile etkinleĢtirilerek immobilizasyona hazır hale 

getirilmiĢlerdir (ġekil 3.3.).  

 

Şekil 3.3. Kitosanın immobilizasyona hazırlanması 

Kitosan desteğin önce GAL ile aktifleĢtirilmesinde amin grubu ile aldehit grubu 

arasında bir imin bağı (Schiff bazı) oluĢmaktadır. 1. aĢamada ortama diamino alkan 

eklendiğinde destek yüzeyindeki aldehit grubuyla diamino alkanın amino grubu 

arasında yeni bir bağ oluĢmaktadır. Lipaz enziminin desteğe bağlanması için destek 

yüzeyinde serbest bir aldehit ucu gerekmektedir. Bu nedenle diamino alkan grubu ile 

etkinleĢtirilen destek 2. aĢamadaki gibi tekrar GAL ile muamele edilerek yüzeyde yeni 

bir serbest aldehit ucu oluĢturulmuĢtur. 3. aĢamada lipaz enzimi üzerinde bulunan lizin 

amino asidi artığındaki amino grubu ile destek yüzeyinde bulunan  serbest aldehit grubu  

arasında yine bir imin bağı oluĢturarak desteğe kovalent olarak bağlanmıĢtır. Böylece  

CRL   ve    PPL’nin     immobilize     edileceği     biri    ara   kolsuz    olmak    üzere    5   

immobilize lipaz örneği  elde edilmiĢtir. 

3.2.1.4. Kitosan Desteğe İmmobilizasyon Koşullarının Optimizasyonu 

 Kitosan desteğin immobilizasyona hazırlanmasında öncelikle GAL ile 

aktifleĢtirme iĢlemi yapılmıĢtır. Bunun için baĢlangıçta 1 g kitosan 25 ml % 0,5 (v/v) 

GAL ile 2 saat etkinleĢtirilerek aktifleĢtirilmiĢtir. Kuruyan destek daha sonra 0,1 M 

deriĢimli diamino alkan grubuyla 5 saat 40 ºC’deki su banyosunda etkinleĢtirilmiĢtir. Bu 

iĢlemin ardından bolca saf su ile yıkanıp kurumaya bırakılan destek, enzim 
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bağlanmadan önce tekrardan GAL ile aktifleĢtirilerek immobilizasyona hazır hale 

getirilmiĢtir. Desteğin 1 g’ı için 1mg/ml deriĢimli 20 ml lipaz çözeltisi ile 

immobilizasyon gerçekleĢtirilmiĢtir. Ester sentezi hem immobilize lipaz örnekleriyle 

hem de enzim içermeyen kitosan destek üzerinden yapılmıĢtır.   Desteğe bağlanan lipaz 

miktarının belirlenmesinde Lowry yönteminden yararlanılmıĢ, hesaplamalar eĢitlik 

3.1.’deki gibi yapılmıĢtır.  

 

3.2.2. İmmobilize CRL ve PPL ile Aromatik Ester Sentezi 

 ÇalıĢmada Ca-Alg/Kitosan jele ve kitosan desteğe immobilize edilmiĢ olan CRL 

ve PPL ile iki farklı aroma esterinin sentezi incelenmiĢtir. Kullanılan substratların tümü 

oda sıcaklığında ve sıvı haldedir. Ester sentezi vida kapaklı cam ĢiĢelerde termostatlı 

çalkalayıcıda gerçekleĢtirilmiĢtir. Heptan içinde hazırlanmıĢ olan 25 mM alkol ve 25 

mM asit çözeltisinin 10 ml’si 0,1 g Ca-Alg/Kitosan jel (veya 0,01 g kitosan) ile 60 dk 

boyunca 40 ºC sabit sıcaklıkta etkinleĢtirilmiĢtir. Reaksiyon sonunda immobilize 

enzimden ayrılan heptan fazı 2 defa 10’ar ml 25 mM NaOH ile sonra da 2 defa 10’ar ml 

su ile ekstrakte edilerek su fazına alınan ekstrakt fazları toplanmıĢtır. ÇalıĢmada 

esterleĢme reaksiyonuna katılmayan asit böylece aĢırı NaOH ile nötralleĢtirilmiĢtir.  

Daha sonra NaOH’in aĢırısı yaklaĢık 25 mM (Na2CO3 primer standardına karĢı 

ayarlanmıĢ) HCl çözeltisi ile bromokresol indikatörü varlığında geri titre edilmiĢtir. Bu 

çalıĢmalar sadece CRL ve PPL içeren Ca-Alg/Kitosan jel (veya kitosan destek) değil 

aynı zamanda enzim içermeyen jel (veya kitosan destek) kullanılarak da 3 defa 

tekrarlanarak yapılmıĢtır. Kullanılan destek miktarı ve saat baĢına elde edilen µmol 

ester miktarları eĢitlik 3.2.’ye göre hesaplanmıĢtır: 

 

…………………(3.2.) 

 

Burada; 

Vo: Enzimsiz destek içeren ortam için harcanan HCl hacmi (ml) 

VE: Enzimli (CRL veya PPL) destek içeren ortam için harcanan HCl hacmi (ml) 

mE: Kullanılan destek miktarı (g) 

CHCl: HCl çözeltisinin deriĢimi (mM) 

t: Reaksiyon süresi (sa) 
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3.2.2.1. İmmobilize CRL ve PPL ile Sentezlenecek Aromatik Esterlerin Seçimi 

Esterlerin seçiminde literatürde belirtilen kokularının yanı sıra duyusal olarak 

verdikleri   kokularda    incelenmiĢtir.  Literatürde  belirtilen,   farklı  alkol    ve    asitler   

kullanılarak elde   edilen esterlerin kokuları Çizelge 3.1.’de verilmiĢtir. 

Çizelge 3.1.  Alkol-asit bileĢimlerinin oluĢturduğu esterler (Anonim, 2009) 

          Alkol Asit Ester Adı Verdiği Koku 

i-amil alkol Asetik asit i-amil asetat Muz Kokusu 

Etil alkol Formik asit Etil format Çilek Kokusu 

Pentil alkol Bütirik asit Pentil bütirat Kayısı Kokusu 

Benzil alkol Asetik asit Benzil asetat Yasemin  Kokusu 

n-hekzil alkol Asetik asit Hekzil asetat Armut Kokusu 

Bütil alkol Bütirik asit Bütil bütirat Ananas Kokusu 

Etil alkol Heptanoik asit Etil heptanoat Ahududu Kokusu 

Metil alkol Anthranilik asit Metil anthranilat Yasemin Kokusu 

Etil alkol Valerik asit Etil valerat YeĢil elma Kokusu 

cis-3-hekzen-1-ol Asetik asit cis-3-hekzen-1-il 

asetat 

Çimen Kokusu 

Ġzopropil alkol Asetik asit Ġzopropil asetat KarıĢık meyve 

Kokusu 

Metil alkol Benzoik asit Metil benzoat Ylang ylang Kokusu 

Amil alkol Valerik asit Amil valerat Elma Kokusu 

Bütil alkol Asetik asit Bütil asetat Ananas Kokusu 

Metil alkol Bütirik asit  Metil bütirat Çilek Kokusu 

 

Çizelge 3.1.’de belirtilen alkol ve asitler lipaz enzimi ile 5 saat boyunca etkileĢtirilmiĢ 

ve ester kokularının literatür verileri ile uygunluğu duyusal olarak belirlenmeye 

çalıĢılmıĢtır. Denenen esterler içinde en uygun olan 2 tanesi tez kapsamına alınmıĢtır. 
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3.2.2.2. İmmobilize    CRL    ve   PPL   ile  Sentezlenen   Aromatik   Esterlerin  GC- 

MS Analizlerinin Yapılması 

Ġmmobilize CRL ve PPL ile ester üretildiği duyusal olarak kokularından 

anlaĢılmıĢtır. Ancak yine de GC-MS analizi yapılarak esterlerin üretildiği ispatlanmaya 

çalıĢılmıĢtır. Bunun için Hewlet Packard HP 6890 Series GC System marka GC-MS 

cihazı ve Innowax kolonu kullanılmıĢtır. ÇalıĢma 150C izotermal koĢullarda MSD  

dedektörü kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir.  

3.2.3. Ester Üretimine Reaksiyon Ortamındaki Çözücü Etkisi 

ÇalıĢmada aroma esterlerini sentezlerken farklı organik çözücü ortamları 

denenmiĢtir. Hekzan, heptan, kloroform, ksilen, toluen ve çözücüsüz ortamlarda esterler  

sentezlenerek çözücü ortamının ester üretimi üzerine etkisi araĢtırılmıĢtır. 

3.2.4. Ester Üretimine Sıcaklığın Etkisi 

Bu     çalıĢmada    ester   üretimi    30-60 
o
C  aralığındaki    6   farklı   sıcaklıkta  

gerçekleĢtirilerek en yüksek etkinliğin gözlendiği sıcaklıklar belirlenmiĢtir. 

3.2.5. Ester Üretimine Substrat Derişimlerinin Etkisi 

Ester sentezinde asit ve alkol olmak üzere iki substrat kullanılmaktadır. 

ÇalıĢmada 10-100 mM arasında alkol deriĢimleri değiĢtirilerek her bir deriĢim noktası 

için  10-100 mM   aralığındaki  asit  deriĢimleri  denenmiĢtir.  Böylece  en  yüksek  ester  

üretiminin gerçekleĢtiği alkol ve asit molar oranı belirlenmiĢtir. 

3.2.6. İmmobilize      Edilmiş   CRL     ve  PPL    Örneklerinin    Kesikli  ve  Sürekli  

Dolgu Yataklı Kolon Reaktörlerde Kullanımının Araştırılması 

Bu çalıĢmada kesikli ve sürekli reaktörlerde 8 saat süresince daha önce 

belirlenmiĢ çözücü ortamında ester üretim etkinliği araĢtırılmıĢtır. Asit ve alkolün 

optimum molar oranında hazırlanmıĢ 50 ml substrat karıĢımı baĢına 1 gram Ca-

Alg/Kitosan jeli veya 0,05 gram kitosan destek kullanılmıĢtır. ÇalıĢmalarda kesikli 

reaktör olarak vida kapaklı, geniĢ ağızlı cam ĢiĢeler kullanılmıĢ ve substrat ile enzimin 

etkileĢebilmesi amacıyla reaksiyon 8 saat süresince orbital çalkalayıcıda 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Aynı koĢullarda kullanılan dolgu yataklı kolon reaktör Ģeması ġekil 

3.4.’deki gibidir. 



 

 

 

 

20 

 

Şekil 3.4. Ester üretiminin gerçekleĢtiği sürekli dolgu yataklı kolon reaktör Ģeması 

 

3.2.7. İmmobilize Lipaz Enzimlerinin Termal Kararlılıklarının Belirlenmesi 

Ġki farklı desteğe immobilize edilen lipaz örneklerinin 40 ºC deki termal 

kararlılıkları 24 saat boyunca araĢtırılmıĢtır. Farklı zaman aralıklarında alınan lipaz 

örnekleri ile IAAc sentezinin miktarına göre enzimin etkinliği gözlenmiĢtir. 

 

3.2.8. Lipaz Örneklerinin İmmobilize Formda Depolama Kararlılıklarının 

         Belirlenmesi 

Ca-Alg/Kitosan jele ve kitosana immobilize edilen  enzimlerin 60 gün boyunca 4 ºC’de 

bekletilerek belirli periyotlarda ester üretim etkinliği IAAc için belirlenmiĢtir. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA 

4.1. Ester Seçimi 

Denenen esterler içerisinde izoamil asetat (IAAc) ve hekzil asetat (HAc) 

aromatik özelliği olan   ve   literatürle   örtüĢen  2 ester olarak seçilmiĢtir. Bu aromaların  

alkol asit substratlarından üretim reaksiyonları ġekil 4.1. ve 4.2.’de gösterilmiĢtir.  

 

 

Şekil 4.1. IAAc’ın kimyasal oluĢum reaksiyonu 

 

 

Şekil 4.2. HAc’ın kimyasal oluĢum reaksiyonu 

4.2. GC-MS Analiz Sonuçları  

IAAc ve HAc aroma esterlerinin sentezi, hekzan içinde hazırlanmıĢ 50’Ģer mM 

alkol ve asit substratının lipaz ile 2 saat etkinleĢtirilmesi ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Reaksiyon karıĢımının   GC-MS  analizi yapıldığında IAAc ve HAc için sırasıyla ġekil  

4.3. ve ġekil 4.4.’deki kromotogramlar elde edilmiĢtir.  
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Şekil 4.3. IAAc üretiminde reaksiyon karıĢımının GC-MS kromatogramı 

 
Şekil 4.4. HAc üretiminde reaksiyon karıĢımının GC-MS kromatogramı 

 

Kromatogramlarda hekzana ait pikler cihaz tarafından otomatik olarak çıkarılmıĢtır. 

Elde edilen kromatogramlarda alkol ve asit substratları ile beraber esterlere ait pikler de 

görülmektedir. Böylece aroma esterlerinin sentezlendiği sadece duyusal olarak değil  

GC-MS analizleri ile de doğrulanmıĢtır. 
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4.3. İmmobilize       Enzimlerin          Farklı      Çözücü      Ortamlarındaki     Ester    

Üretim Etkinliklerinin Belirlenmesi 

Tüm immobilize lipaz örnekleri çözücüsüz ortam, hekzan, heptan, kloroform, 

toluen, ksilen ortamlarında ester sentezlenmek amacıyla kullanılmıĢ ve en iyi reaksiyon 

ortamı belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. ÇalıĢma 2 aroma esteri ve 2 farklı lipaz enzimi için 

gerçekleĢtirilmiĢ  olup  Ca-Alg/Kitosan   jeli  için  elde  edilen  sonuçlar  Çizelge 4.1.’de  

özetlenmiĢtir.  

Çizelge 4.1. Ca-Alg/Kitosan jeli ile farklı çözücü ortamlarında ester üretimi 

Reaksiyon 

ortamı 

HAc 

µmol /g (Ca-Alg/ Kit) dk 

IAAc 

µmol /g (Ca-Alg/Kit)
 
dk 

CRL PPL CRL PPL 

Çözücüsüz 2,70±0,56 2,58±1,13 2,81±0,34 2,40±0 

Hekzan 7,90±0,35 7,40±0,51 6,04±0,51 5,81±0 

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 

 

Çizelge 4.1. incelendiğinde ester üretiminin en fazla heptan ortamında 

gerçekleĢtiği gözlenmiĢtir. En düĢük ester üretimi ise çözücüsüz ortamda 

gerçekleĢmiĢtir. Kitosan desteğine immobilize edilmiĢ iki lipaz örneği için farklı 

organik     çözücü    ortamlarında     ester   üretim    verimlilikleri   ise     Çizelge 4.2.’de  

verilmektedir. 

Çizelge 4.2. Kitosan destek kullanılarak farklı çözücü ortamlarında ester üretimi 

Reaksiyon 

ortamı 

HAc 

µmol /g kitosan
 
dk 

IAAc 

µmol /g kitosan
 
dk 

CRL PPL CRL PPL 

Çözücüsüz 10,20±0,52 10,50±0,56 10,71±0,65 10,10±0,58 

Hekzan 27,50±0,19 29,21±0 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 desteğe immobilize edilmiĢ CRL ve PPL ile en iyi ester üretimi Ca-Alg/Kitosan 

jelde olduğu gibi heptan ortamında gerçekleĢmiĢtir. Tüm veriler göz önünde 

bulundurulduğunda her iki destek ve enzim türü için de genel olarak en çok ester 

üretimi, organik çözücüler içinde polaritesi düĢük olan heptan ve hekzan ortamında 

gerçekleĢirken en düĢük ester üretimi ise Ca-Alg/Kitosan örnekleri için kloroformda, 

kitosan için ise ksilende gerçekleĢmiĢtir. Ancak çözücüsüz ortamda her çalıĢma koĢulu 

için oldukça düĢük oranda ester sentezlendiği gözlenmektedir. 

Literatürde benzer çalıĢmalar yapıldığında organik çözücü ortamında çözücü 

içermeyen ortama göre daha yüksek verimlilik gözlenmiĢtir. Been-Salah ve ark. (2007) 

hekzan, heptan, kloroform ve t-butanol içeren reaksiyon ortamında lipaz katalizliğinde 

bütil asetat sentezlemiĢlerdir. Bu organik çözücü ortamlarından bütil asetatın en çok 

hekzan ve heptan ortamında üretildiğini kaydetmiĢlerdir. Bezbradraa ve ark. (2007) 

çözücüsüz ve izooktan ortamlarında bütirik asidin farklı esterlerini zamana bağlı olarak 

sentezlemiĢlerdir ve 72 saat sonunda çözücüsüz ortamdaki ester verimliliğini % 20  

izooktan ortamındakini ise % 90 olarak elde etmiĢlerdir. Kara-Chaabouni ve ark. 

(2006), etil valerat ve hekzil asetat esterlerini immobilize lipaz katalizliğinde n-hekzan, 

n-heptan  ve  çözücüsüz  ortamda  sentezlemiĢler  en  fazla verimi her iki ester için de n- 

heptan ortamında elde ettiklerini belirtmiĢlerdir. 

 

4.4. Ca-Alg/Kitosan Jele İmmobilizasyon Koşullarının Optimizasyonu 

Ġmmobilizasyonun bazı aĢamalarında önceki çalıĢmalarımızda elde edilen 

verilerden yararlanılmıĢtır. Ġmmobilizasyonda kullanılan CRL ve PPL enzimlerinin 

deriĢimleri 3mg/ml, CaCl2 deriĢimi ise 2 M olarak seçilmiĢtir (Ozyilmaz ve Gezer, 

2009). JelleĢmede öncelikle Na-Alg deriĢimi optimize edilmeye çalıĢılmıĢtır. Bunun 

için Na-Alg çözeltisine eklenen kitosan deriĢimi % 1,5, CaCl2 çözeltisindeki GAL 

deriĢimi ise % 0,1 oranında sabit tutularak Na-Alg deriĢimi % 1-2,5 aralığında 

değiĢtirilmiĢtir. CRL ve PPL için elde edilen sonuçlar Çizelge 4.3.’de özetlenmiĢtir.  
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Çizelge 4.3. CRL ve PPL’nin Ca-Alg/Kitosan jele immobilizasyonunda Na-Alg 

deriĢiminin optimizasyonu 
 

CNa-Alg  (%) 

 

Bağlı 

lipaz 

mg/g jel
 

 

Aktivite (U g jel
-1

) 

 

Spesifik Aktivite 

U mg
-1 

IAAc HAc IAAc HAc 

C
R

L
 

1,0 14,11 3,83±0,68 3,96±0,38 0,27±0,05 0,28±0,03 

1,5 15,04 7,33±0,52 7,42±0,56 0,49±0,03 0,49±0,04 

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 

P
P

L
 

1,0 16,80 4,25±0,20 2,71±0,34 0,25±0,01 0,16±0,02 

1,5 18,70 7,83±0,51 5,96±0,28 0,42±0,03 0,32±0,01 

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 

 

Çizelge 4.3’de görüldüğü gibi tutuklanan enzim miktarı % 1,5 Na-Alg deriĢimine kadar 

artmıĢ ancak daha sonra Na-Alg deriĢimi arttıkça azalmıĢtır. % 1,5 Na-Alg deriĢimine 

kadar üretilen IAAc ve HAc miktarlarında artma gözlenmiĢ, ancak yüksek Na-Alg 

deriĢimlerinde ester miktarları azalmıĢtır. Bu nedenle optimum Na-Alg deriĢimi % 1,5 

olarak seçilmiĢtir. 

 % 1,5 Na-Alg ve % 0,1 GAL deriĢimi sabit tutularak kitosan deriĢimi % 0,5-2,0 

arasında   değiĢtirilmiĢ   ve   bağlanan   protein  miktarı  ve  etkinlikleri Çizelge   4.4.’de  

verilmiĢtir.  

Çizelge 4.4. CRL ve PPL’nin Ca-Alg/Kitosan jele immobilizasyonunda Kitosan 

deriĢiminin optimizasyonu 
 

CKitosan  (%) 

 

Bağlı 

lipaz 

mg/g jel
 

 

Aktivite (U g jel
-1

) 

 

Spesifik Aktivite 

U mg
-1 

IAAc HAc IAAc HAc 

C
R

L
 

0,5 10,30 3,33±0,45 5,63±0,38 0,32±0,04 0,55±0,04 

1,0 14,81 5,54±0,78 5,96±0,64 0,37±0,05 0,40±0,04 

1,5 15,0 8,63±1,03 9,0±0,71 0,58±0,07 0,60±0,05 

2,0 12,71 7,08±0,56 7,43±0,34 0,56±0,04 0,58±0,03 

P
P

L
 

0,5 25,70 3,33±0,34 4,08±0,34 0,13±0,01 0,16±0,01 

1,0 27,32 5,13±0,25 5,96±0,65 0,19±0,01 0,22±0,02 

1,5 32,30 7,79±0,64 8,75±0,82 0,24±0,02 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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Çizelge 4.4’de görüldüğü gibi CRL ve PPL enzimlerinin Ca-Alg/kitosan jelde 

tutuklanma oranı % 1,5 kitosan deriĢimine kadar artmıĢ, daha yüksek kitosan 

deriĢimlerinde ise azalma gözlenmiĢtir. Ester üretim aktivitesi de bu noktada en yüksek 

değeri  gösterdiğinden jel oluĢumunda kullanılacak kitosan deriĢimi % 1,5 olarak 

seçilmiĢtir.  

Ca-Alg/Kitosan jele immobilizasyonda son basamak olarak GAL deriĢiminin 

optimizasyonu yapılmıĢtır. Bunun için Na-Alg ve kitosan deriĢimleri % 1,5’de sabit 

tutularak  GAL deriĢimi  % 0,05-0,25  aralığında  değiĢtirilmiĢ  ve elde  edilen  sonuçlar  

Çizelge 4.5.’da verilmiĢtir. 

Çizelge 4.5. CRL ve PPL’nin Ca-Alg/Kitosan jele immobilizasyonunda GAL 

deriĢiminin optimizasyonu 
 

CGAL  (%) 

 

Bağlı 

lipaz 

mg/g jel
 

 

Aktivite (U g jel
-1

) 

 

Spesifik Aktivite 

U mg
-1 

IAAc HAc IAAc HAc 

C
R

L
 

0,05 11,20 4,04±0,45 4,88±0,38 0,36±0,04 0,44±0,03 

0,1 11,82 8,33±0,34 10,0±0,45 0,70±0,03 0,85±0,04 

0,15 12,74 10,13±0,52 11,0±0,52 0,80±0,04 0,86±0,04 

0,2 9,30 5,83±0,38 6,67±0,34 0,63±0,04 0,72±0,04 

0,25 8,82 4,62±0,34 5,22±0,38 0,52±0,04 0,59±0,04 

P
P

L
 

0,05 25,91 3,63±0,52 4,29±0,52 0,14±0,02 0,17±0,02 

0,1 30,80 8,04±0,38 8,63±0,45 0,26±0,01 0,28±0,01 

0,15 31,22 8,75±0,52 10,67±0,56 0,28±0,02 0,34±0,02 

0,2 22,40 5,83±0,38 5,71±0,32 0,26±0,02 0,25±0,01 

0,25 20,41 4,36±0,25 4,63±0,52 0,21±0,01 0,23±0,03 

 

Çizelge 4.3., 4.4. ve 4.5.’de görüldüğü gibi Na-Alg, kitosan ve GAL 

deriĢimlerinin yüksek değerlerinde immobilize edilen CRL ve PPL miktarı 

azalmaktadır. Bu durum jelleĢmeyi sağlayan Na-Alg, kitosan ve GAL deriĢimleri 

arttıkça çapraz ve kovalent bağlanma oranının artması ve dolayısıyla enzimin küçülen 

gözeneklere daha az oranda girebilmesi ile açıklanabilir. Benzer duruma literatürde de 

rastlanmaktadır. Ozyilmaz ve Gezer (2009), CRL ve PPL kaynaklı lipazı Ca-Alg jele 

immobilize  ettiklerinde  Na-Alg ve CaCl2  deriĢimlerindeki  artıĢa bağlı olarak bağlanan  

enzim miktarında azalma gözlemiĢlerdir.  
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4.4.1. Ca-Alg/Kitosan Jeline İmmobilize Edilmiş Lipaz Örneklerindeki Kuruluk 

Oranı 

Lipaz katalizörlüğünde alkol ve asitten ester sentezi susuz ortamda 

gerçekleĢmektedir. Ancak her enzim gibi lipazın da katalitik etkinlik gösterebilmesi 

için bünyesinde belirli miktarda su ihtiva etmesi gerekmektedir. Bu nedenle baĢlangıçta 

elde edilen Ca-Alg/Kitosan jeli farklı oranlarda kurutularak bünyesinde farklı 

miktarlarda su bulundurmaları sağlanmıĢtır. Ġmmobilizasyondan sonra elde edilen ve 

ağırlığı 30 g olan Ca-Alg/Kitosan jellerinin 4 tanesinin ağırlığı 24, 12, 8 ve 5 g 

oluncaya kadar her bir noktadaki eĢdeğer ağılıkları için ester sentezi gerçekleĢtirilmiĢ, 

en çok üretilen esterin hangi kuruluk noktasında olduğu araĢtırılmıĢtır. Elde edilen 

jellerin  bağıl   ağırlıkları baĢlangıçtaki   yaĢ   ağırlığa göre   belirlenerek  her  aromanın  

üretim miktarı IAAc ve HAc için sırasıyla ġekil 4.5. ve 4.6.’da verilmiĢtir.  
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Şekil 4.5. Ca-Alg/Kitosan jelinin bağıl ağırlığı ile IAAc üretim etkinliğinin değiĢimi  

(Δ: CRL, ●: PPL) 
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Şekil 4.6. Ca-Alg/Kitosan jelinin bağıl ağırlığı ile HAc üretim etkinliğinin değiĢimi   

(Δ: CRL, ●: PPL) 

 

ġekil 4.5. ve 4.6.’da jelin en iyi % 27’lik bağıl ağırlıkta iken maksimum ester üretimi 

sağladığı gözlenmiĢtir. Jel içeriğindeki su miktarı arttıkça ester üretim etkinliği 

azalmıĢtır.  

 Lipaz enziminin katalitik aktivite göstermesi için enzimin mikro çevresinde aktif 

olmasını sağlayacak miktarda su içermesi gerekmektedir. Ancak mikro çevrede enzimin 

aktif formda tutulması için gerekenden fazla miktarda su bulunması durumunda enzim 

hidrolitik aktivite gösterme eğiliminde bulunacağından ester sentezlenme eğilimi 

azalacaktır (Brink ve Tramper, 1985). Bu nedenle bünyesinde çok miktarda su bulunan 

Ca-Alg/Kitosan jellerinin en yüksek sentetik aktiviteyi gösterecek oranda kurutulması 

son derece önemlidir. Bu çalıĢmada da elde edilen jellerin baĢlangıç ağırlıklarının % 

27’sine ulaĢıncaya kadar su kaybetmeleri durumunda en yüksek sentetik aktiviteyi 

gösterdikleri belirlenmiĢtir. Jelin daha fazla miktarda su kaybetmesi durumunda ester 

üretimindeki azalmanın nedeni enzimin mikro çevresinde katalitik aktivite göstermesini 

sağlayacak su miktarının azalmasına bağlanabilir.  

 % 1,5 Na-Alg, % 1,5 kitosan ve % 0,15 GAL kullanılarak elde edilen ve 

baĢlangıç ağırlığının % 27’si olacak Ģekilde kurutulan Ca-Alg/Kitosan jelinin enzim 

içermeyen ve içeren örneklerinin fotoğrafları sırasıyla ġekil 4.7. ve 4.8.’de verilmiĢtir.  

 

 

 

 

HAc 
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Şekil 4.7. Optimum koĢullarda elde edilen ve enzim içermeyen Ca-Alg/Kitosan jelleri 

 

Şekil 4.8. Optimum koĢullarda elde edilen ve lipaz içeren Ca-Alg/Kitosan jelleri 

4.5. Kitosan Desteğe İmmobilizasyon Koşullarının Optimizasyonu 

 Kitosana lipaz immobilizasyonunun ilk aĢamasında kitosan destek % 0,5 GAL 

ile aktifleĢtirilmiĢtir. Ġmmobilizasyonun yapıldığı destek ve enzim arasındaki mesafenin 

arttırılması amacıyla farklı arakollar üzerinden enzim immobilizasyonu araĢtırılmıĢtır. 

Bu iĢlemden sonra GAL ile etkinleĢtirilen desteğe ayrı ayrı 0,1 M 1,3 diamino propan 

(1,3 DAP), 1,4 diamino bütan (1,4 DAB), 1,5 diamino pentan (1,5 DAP) ve 1,6 diamino 

hekzan (1,6 DAH) grupları bağlanmıĢtır. Enzimin bağlanabilmesi için tekrardan % 0,5 

GAL ile etkinleĢtirilen desteğe daha sonra 1mg/ml deriĢimli lipaz örnekleri immobilize 

edilmiĢtir. Çizelge 4.6.’da bu arakollar üzerinden bağlanan lipaz miktarları ve IAAc ve  

HAc üretim etkinlikleri gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 4.6. Farklı arakollar üzerinden kitosan desteğe immobilize edilmiĢ lipaz 

örneklerinin bağlanma miktarları ve ester üretim etkinlikleri 
 Ester Miktarı (µmol / g kitosan) 

 

Arakol türü 

Bağlanan Protein 

(mg enzim proteini/g 

destek) 

IAAc HAc 

CRL 

Arakol yok 1,61 1750 1500 

1-3 DAP 1,69 2300 2325 

1-4 DAB 1,04 2175 1675 

1-5 DAP 0,81 1925 1325 

1-6 DAH 0,66 1500 1250 

PPL 

Arakol yok 1,91 1750 1000 

1-3 DAP 1,54 2050 1975 

1-4 DAB 1,36 1950 1800 

1-5 DAP 0,67 1925 1750 

1-6 DAH 0,57 1550 1625 

 

Çizelge 4.6.’ye göre aroma esteri üretiminde kullanılmak üzere hazırlanmıĢ % 

0,5 GAL ile aktifleĢtirilmiĢ kitosan desteğine bağlanan 1,3 DAP’nın 1,4 DAB, 1,5 DAP 

ve 1,6 DAH ve arakol içermeyen kitosan desteğine immobilize edilmiĢ CRL’nin en çok 

1,3 DAP’a, PPL’nin ise arakol içermeyen desteğe bağlandığını, ancak ester sentezi 

yapıldığında ise her iki lipaz örneği için de en iyi etkinliğin 1,3 DAP’ın gösterdiği 

belirlenmiĢtir. Ġmmobilizasyonun yapıldığı destek ve enzim arasındaki mesafenin 

arttırılması amacıyla arakol kullanımı literatürde sıklıkla rastlanan bir durumdur. 

Ozyilmaz (2009), 1,6 diamino hekzan arakolu ile modifiye ettiği silika jele lipaz 

enzimini kovalent olarak immobilize etmiĢ ve p-nitofenolün asetik asit ve palmitik asit 

esterlerini hem serbest hem de arakol içermeyen desteğe immobilize ettiği lipaz 

örneklerine göre daha yüksek etkinlikte sentezlemiĢtir.  

ÇalıĢmanın bundan sonraki bölümlerinde CRL ve PPL, 1,3 DAP arakolu ile 

modifiye edilmiĢ kitosana immobilize edilerek kullanılmıĢtır.  

Kitosan destek, arakollar bağlanmadan önce ve bağlandıktan sonra GAL ile 

etkinleĢtirilmiĢtir. Bu aĢamada GAL deriĢimi  % 0,1-1,0 aralığında optimize edilmiĢtir.  

GAL çözeltisinin  farklı   deriĢimleri  ile kullanılarak  yapılan  immobilize  edilmiĢ lipaz  

örnekleri ile IAAc ve HAc üretimi ġekil 4.9. ve 4.10.’da gösterilmiĢtir.  
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Şekil 4.9. Kitosan   desteğe   immobilizasyon   aĢamasında kullanılan   GAL deriĢiminin  

IAAc üretim etkinliği üzerine etkisi (Δ: CRL, ●: PPL) 
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Şekil 4.10.  Kitosan    desteğe    immobilizasyon    aĢamasında    kullanılan    GAL 

deriĢiminin HAc üretim etkinliği üzerine etkisi (Δ: CRL, ●: PPL) 

 

ġekil 4.9. ve 4.10.’da % 0,5 GAL deriĢimi kullanılarak hazırlanan lipaz 

örneklerinin en iyi IAAc ve HAc üretimini bu noktada gerçekleĢtirdikleri 

görülmektedir. Bu nedenle kitosan desteğin lipaz immobilizasyonu sırasındaki 2 

aĢamasında da % 0,5 GAL kullanılmıĢtır.  

 ġekil 4.11.’de saf kitosanın, ġekil 4.12.’de arakol bağlanarak % 0,5 GAL ile 

aktifleĢtirilen kitosanın ve ġekil 4.13.’de  lipaz ile immobilize edilmiĢ desteğin 

fotoğrafları gösterilmektedir.  
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Şekil 4.11. Saf kitosan 

 

Şekil 4.12. Arakol bağlanarak % 0,5 GAL ile aktifleĢtirilen kitosan 

 

Şekil 4.13. Lipaz ile immobilize edilmiĢ kitosan destek 
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4.6. İmmobilize CRL ve PPL ile Aroma Esterleri Üretimine Sıcaklığın Etkisi 

 Ġmmobilize CRL ve PPL ile IAAc ve HAc üretimi 30-60 ºC arasında olmak 

üzere 6 farklı sıcaklıkta gerçekleĢtirilmiĢ, elde edilen sonuçlar Ca-Alg/Kitosan destek 

ile IAAc ve HAc sentezi için sırasıyla ġekil 4.14. ve 4.15.’de verilmiĢtir.  
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Şekil 4.14.  Ca-Alg/Kitosan  jele immobilize  edilmiĢ  CRL ve PPL ile IAAc üretimine  

sıcaklığın etkisi (Δ: CRL, ●: PPL) 

 

Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmiĢ CRL ve PPL örnekleri ile IAAc 

üretiminin gösterildiği ġekil 4.14. incelendiğinde, her iki lipaz örneği ile sentezlenen 

IAAc’ın 45 ºC’de en yüksek verimliliği gösterdiği görülmektedir.   
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Şekil 4.15. Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmiĢ CRL ve PPL ile HAc üretimine  

sıcaklığın etkisi (Δ: CRL, ●: PPL) 
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ġekil 4.15. incelendiğinde ise en fazla HAc üretiminin IAAc’da olduğu gibi 45 

ºC’de gerçekleĢtiği görülmektedir. ġekil 4.14. ve 4.15. birlikte incelendiğinde IAAc ve 

HAc üretiminin en fazla CRL kullanıldığında gerçekleĢtiği gözlenmektedir.  

Kitosan desteğe arakol yardımıyla immobilize edilmiĢ CRL ve PPL ile, sıcaklığa 

bağlı     olarak    IAAc      ve    HAc     üretimi    sırasıyla    ġekil 4.16.    ve    4.17.’de  

görülmektedir. 
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Şekil 4.16. Kitosan jele immobilize edilmiĢ CRL ve PPL ile IAAc üretimine sıcaklığın 

etkisi (Δ: CRL, ●: PPL) 
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Şekil 4.17. Kitosan jele immobilize edilmiĢ CRL ve PPL ile HAc üretimine sıcaklığın 

etkisi (Δ: CRL, ●: PPL) 
 

ġekil 4.16. ve 4.17. incelendiğinde IAAc ve HAc esterlerinin en fazla 40 ºC’de 

üretildikleri görülmektedir. Ancak CRL kullanılarak elde edilen esterlerin PPL 

kullanılarak üretilen esterlerden daha fazla olduğu gözlenmektedir. Literatürde de 

immobilize lipaz örnekleri ile aroma ester üretimi üzerine sıcaklığın etkisi ile ilgili 

HAc 

IAAc 
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birçok çalıĢma bulunmaktadır. Güvenç ve ark.(2002) çözücüsüz bir sistemde 

immobilize lipaz kullanarak ürettikleri IAAc sentezinde enzimin en iyi etkinliği 30 

C’de gösterdiğini gözlemlemiĢlerdir. Hung ve ark. (2003) kitosan desteğine çapraz 

bağlayarak immobilize ettikleri Candida rugosa lipazının karakterizasyonunu 

belirlerken en iyi aktiviteyi 30 C’de gösterdiğini gözlemlemiĢlerdir.  Karra Châabouni 

ve ark. (2006) CaCO3’a adsorpsiyonla immobilize ettikleri Staphylococcus simulans 

lipazı ile etil valerat ve hekzil asetat sentezlemiĢler ve optimum sıcaklıkları 45 C ve 37 

C olarak belirlemiĢlerdir. Substratların termodinamik özellikleri kimyasal 

etkinliklerini ve denge koĢullarını belirleyen temel etkendir. Termodinamik özellikler 

ise baĢta sıcaklık olmak üzere substratın zincir uzunluğu ve özellikle lipaz için çözücü 

türüne bağlı olarak değiĢir (Vaysse ve ark. 2002). Sıcaklık özellikle substratın fiziksel 

özelliklerini etkilediği için aynı enzim kullanıldığında optimum sıcaklıkların substrat 

türüne göre farklılık göstermesi   ve  üretilen  ester  miktarlarının farklı olması beklenen  

bir sonuçtur.  Ancak  çalıĢmada  kullanılan  substratların fiziksel ve kimyasal özellikleri  

birbirine benzediğinden optimum sıcaklıklar birbirine yakın çıkmıĢtır. 

 

4.7. Ca-Alg/Kitosan    Jele    İmmobilize     Edilmiş     Lipaz    ile    Ester  Üretimine    

Substrat Derişiminin Etkisi 

Bu çalıĢmada immobilize lipaz örnekleri kullanılarak heptan içinde hazırlanan 

10, 25, 50, 75 ve 100 mM aralığındaki alkol deriĢimlerinin her bir noktası için 10, 25, 

50, 75 ve 100 mM asit deriĢimleri denenmiĢ, en iyi asit-alkol molar oranının saptanması 

amaçlanmıĢtır. Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilen CRL örnekleri kullanılarak 

üretilen IAAc ve HAc miktarları ġekil 4.18. ve 4.19’da verilmiĢtir.  
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Şekil 4.18. Ca-Alg/Kitosan  jele  immobilize  edilmiĢ  CRL  ile  IAAc  üretim 

etkinliğine substrat deriĢiminin etkisi (IAA deriĢimi; ◊: 10mM, ■: 25mM, Δ: 50mM, 

×: 75mM, ●: 100mM) 
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Şekil 4.19. Ca-Alg/Kitosan  jele  immobilize  edilmiĢ  CRL  ile  HAc  üretim etkinliğine 

substrat deriĢiminin etkisi (HA deriĢimi; ◊: 10mM, ■: 25mM, Δ: 50mM, ×: 75mM, 

●: 100mM) 

 
 

ġekil 4.18.’de farklı substrat deriĢimlerinde IAAc üretimi incelenmiĢtir. CRL ile 

en fazla IAAc üretiminin 50 mM asit ve 50 mM alkol substrat karıĢımı ile gerçekleĢtiği 

görülmektedir. ġekil 4.19.’da HAc üretiminde ise IAAc üretiminde olduğu gibi en 

yüksek verimlilik 50 mM alkol ve 50mM asit deriĢimi olarak tespit edilmiĢtir. IAAc ve 

HAc sentezine ait çizilen ġekil 4.18. ve 4.19.’a ait değerler Çizelge 4.7.’de verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.7. Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmiĢ CRL ile ester sentezinde substrat 

deriĢimi etkisi 

CRL Alkol DeriĢimi (mM) 

  Asit DeriĢimi 

      (mM) 
10 25 50 75 100 

IA
A

c 

(µ
m

o
l/

g
 j

el
) 10 167,5±20,4 204,1±0,0 300,0±20,4 192,1±40,8 150,0±20,4 

25 187,5±54,2 252,0±23,4 330,1±36,1 267,6±42,6 182,4±19,8 

50 237,5±42,6 289,8±11,4 384,0±10,2 309,0±20,4 292,5±0,0 

75 212,5±11,4 259,2±20,4 306,0±11,4 228,0±10,2 174,6±13,2 

100 150,0±58,8 186,1±39,0 252,0±21,0 180,1±61,8 132,0±19,8 

H
A

c 

(µ
m

o
l/

g
 j

el
) 10 160,2±20,6 192,5±16,0 228,5±11,50 162,2±52,6 108,1±24,0 

25 175,0±33,3 267,0±20,6 294,0±39,6 228,5±19,0 144,0±32,0 

50 300,0±28,5 336,0±20,6 408,0±38,0 327,0±19,0 252,5±32,0 

75 205,2±19,0 240,0±21,8 300,0±11,5 258,2±58,0 207,6±33,3 

100 162,5±26,5 186,0±32,0 217,5±19,0 138,0±28,50 90,0±39,6 

 

 PPL kullanılarak üretilen IAAc ve HAc esterlerinin substrat optimizasyon 

eğrileri sırasıyla ġekil 4.20. ve 4.21.’de gösterilmiĢtir.  
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Şekil 4.20. Ca-Alg/Kitosan  jele  immobilize  edilmiĢ  PPL  ile  IAAc  üretim 

etkinliğine substrat deriĢiminin etkisi (IAA deriĢimi; ◊: 10mM, ■: 25mM, Δ: 50mM, 

×: 75mM, ●: 100mM) 

 

PPL kullanılarak üretilen IAAc ile tıpkı CRL ile üretiminde olduğu gibi en 

yüksek verimlilik 50 mM asit ile 50 mM alkol karıĢımında elde edilmiĢtir.  
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Şekil 4.21. Ca-Alg/Kitosan  jele  immobilize  edilmiĢ  PPL  ile  HAc  üretim etkinliğine 

substrat deriĢiminin etkisi (IAA deriĢimi; ◊: 10mM, ■: 25mM, Δ: 50mM, ×: 75mM, 

●: 100mM) 

 
10 ve 100 mM asetik asit ile yapılan çalıĢmalarda alkol deriĢimine bağlı olarak 

ester üretimi düĢüktür. 50 mM asetik asit kullanıldığında her alkol deriĢimi için en 

yüksek ester üretimi gerçekleĢmiĢtir. Genel olarak 50 mM alkol deriĢimi ile en yüksek 

ester üretimi meydana gelmiĢtir. Benzer Ģekilde, ġekil 4.20 ve 4.21’de görüldüğü gibi 

50 mM asit ve alkol deriĢimine kadar, substrat deriĢimi arttıkça ester üretim etkinliği 

artmıĢ, ancak   daha   yüksek   substrat    deriĢimlerinde   ise   ester    üretiminde    düĢüĢ  

gözlenmiĢtir. ġekil 4.20. ve 4.21.’e ait veriler Çizelge 4.8.’de verilmiĢtir. 

Çizelge 4.8. Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmiĢ PPL ile ester sentezinde substrat 

deriĢimi etkisi 

PPL Alkol DeriĢimi (mM) 

  Asit DeriĢimi 

      (mM) 
10 25 50 75 100 

IA
A

c 

(µ
m

o
l/

g
 j

el
) 10 135,0±52,6 187,5±51,2 225,7±15,0 168,1±19,0 112,5±39,3 

25 150,0±16,9 219,3±19,0 252,4±0,0 217,2±20,6 168,1±20,6 

50 220,2±40,4 258,3±33,3 334,9±19,0 258,2±19,0 217,2±52,6 

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 

H
A

c 

(µ
m

o
l/

g
 j

el
) 10 142,5±0 192,6±26,5 213,6±19,8 157,5±0 87,60±0 

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±19,0 318,0±0 232,5±11,5 

75 187,5±0 257,4±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 kullanılarak üretilen IAAc’ın üretim verimliliği ġekil 4.22.’de, 

HAc üretim verimliliği ġekil 4.23.’de gösterilmektedir. 

PPL 
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Şekil 4.22. Kitosan  desteğe  immobilize  edilmiĢ  CRL  ile  IAAc  üretim etkinliğine 

substrat deriĢiminin etkisi (IAA deriĢimi; ◊: 10mM, ■: 25mM, Δ: 50mM, ×: 75mM, 

●: 100mM) 
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Şekil 4.23. Kitosan  desteğe  immobilize  edilmiĢ  CRL  ile  HAc  üretim etkinliğine 

substrat deriĢiminin etkisi (HA deriĢimi; ◊: 10mM, ■: 25mM, Δ: 50mM, ×: 75mM, 

●: 100mM) 

 

 
Kitosana immobilize edilmiĢ CRL ile IAAc üretiminde 50 mM asit ve 75 mM 

alkol karıĢımı kullanılarak, HAc üretiminde ise 50 mM asit ve 25 mM alkol karıĢımı ile  

en yüksek verimlilik elde edilmiĢtir. Kitosana immobilize edilmiĢ CRL örnekleriyle 

sentezlenen IAAc ve HAc’a ait veriler Çizelge 4.9.’da verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.9. Kitosan desteğe immobilize edilmiĢ CRL ile ester sentezinde substrat 

deriĢimi etkisi 

CRL Alkol DeriĢimi (mM) 

 Asit 

DeriĢimi 

      (mM) 

10 25 50 75 100 

IA
A

c 

(µ
m

o
l/

g
 k

it
.)

 10 1200,0±408,3 1875,0±204,1 2250,1±412,5 1998,0±35,4 1750,2±204,1 

25 1850,0±202,5 2299,0±186,6 2424,0±120,0 2625,2±120,0 2008,0±202,5 

50 2250,1±186,6 2500,0±312,0 2355,0±405,0 4750,2±204,1 4000,0±186,6 

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±408,3 1998,0±,0,0 1361,0±102,3 

H
A

c 

(µ
m

o
l/

g
 k

it
.)

 10 1375,2±0,0 2625,0±306,2 2175,0±408,5 1750,2±120,5 1050,0±0,0 

25 2325,0±306,2 3252,0±0,0 2628,0±214,2 2450,0±202,5 1300,2±214,0 

50 2502,0±0,0 4002,0±102,0 3499,8±208,8 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 1425,5±312,6 1075,2±88,5 

 

Ġmmobilize PPL  örneklerin kullanılarak  gerçekleĢtirilen  IAAc  ve   HAc  sentezine  ait  

grafikler sırasıyla ġekil 4.24. ve 4.25.’de verilmiĢtir. 
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Şekil 4.24. Kitosan  desteğe  immobilize  edilmiĢ  PPL  ile  IAAc  üretim etkinliğine 

substrat  deriĢiminin etkisi  (IAA deriĢimi; ◊: 10mM, ■: 25mM, Δ: 50mM, ×: 75mM,  

●: 100mM) 
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Şekil 4.25. Kitosan  desteğe  immobilize  edilmiĢ  PPL  ile  HAc  üretim etkinliğine 

substrat   deriĢiminin  etkisi  (HA deriĢimi; ◊: 10mM, ■: 25mM, Δ: 50mM, ×: 75mM,  

●: 100mM) 

ġekil 4.24.’de PPL kullanılarak IAAc üretimi gerçekleĢtirildiğinde 50 mM asit ve 50 

mM alkol karıĢımı ile, ġekil 4.25’de HAc üretimi gerçekleĢtirildiğinde ise 50 mM asit 

ve 25 mM alkol karıĢımı ile en fazla ester üretimi gerçekleĢmiĢtir. Kitosan desteğe 

immobilize edilmiĢ lipaz örnekleri ile üretilen ester miktarlarına ait veriler Çizelge 

4.10.’da gösterilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.10. Kitosan desteğe immobilize edilmiĢ PPL ile ester sentezinde substrat 

deriĢimi etkisi 

PPL Alkol DeriĢimi (mM) 

  Asit 

DeriĢimi 

       (mM) 

10 25 50 75 100 

IA
A

c 

(µ
m

o
l/

g
 k

it
.)

 10 1125,0±35,4 1625,0±120,0 2675,0±98,2 1825,2±0,0 1447,2±130,0 

25 1249,8±202,5 1875,0±0,0 3625,2±120,6 3123,0±186,6 1924,8±204,1 

50 1750,2±0,0 2175,0±108,0 4425,0±408,3 3925,2±120,0 2925,0±120,0 

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 1924,8±202,5 2374,8±312,0 1399,8±108,0 1200,0±98,0 

H
A

c 

(µ
m

o
l/

g
 k

it
.)

 10 1375,0±418,5 2000,0±306,0 1675,0±108,0 1500,0±98,0 925,5±312,0 

25 2325,0±120,5 2625,0±88,5 2075,2±306,0 1750,5±100,0 1300,6±412,5 

50 3175,0±202,5 3750,0±102,0 3325,5±124,2 2125,2±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-Châabouni ve ark. (2006), Staphylococcus simulans kaynaklı immobilize 

lipaz örnekleri ile etil valerat ve hekzil asetat esterlerinin sentezini gerçekleĢtirmiĢlerdir. 

1:1 asit:alkol  molar  oranında  etil valerat dönüĢümünü % 51, 1:1 asit:alkol molar 

oranında hekzil asetat dönüĢümünü % 41 olarak bulmuĢlardır. Yüksek alkol 
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deriĢimlerinde reaksiyon hızında düĢüĢler gözlemlemiĢlerdir. Salah ve ark. (2007), lipaz 

katalizliğinde bütil asetat sentezinde kullandıkları asit ve alkolün deriĢimlerini optimize 

ederek en iyi dönüĢümün 1:1 asit alkol molar oranında olduğunu kaydetmiĢlerdir. 

Ancak asit:alkol molar oranının 1’den daha büyük değerlerinde asetik asidin lipazı 

denatüre ettiğini kaydetmiĢlerdir. Güvenç ve ark. (2002), izoamil asetat sentezinde 

substrat bileĢimini farklı oranlarda denemiĢ, yüksek deriĢimlerdeki asidin ve alkolün 

reaksiyon hızını düĢürdüğünü, buna bağlı olarak lipaz enzimini inhibe ettiğini 

kaydetmiĢlerdir. Ozyilmaz ve Gezer (2009), izoamil asetat, bütil asetat ve etil valerat 

esterlerinin en iyi substrat bileĢimlerini belirlemek   için   çalıĢmıĢlar,   yüksek   asit  ve  

alkol  bileĢimli  substrat  karıĢımlarının reaksiyon ortamındaki enzimi inhibe ettiğini 

belirtmiĢlerdir.  

 

4.8. Kesikli Reaktörde Ester Üretim Etkinliğinin Araştırılması 

Bu çalıĢma ile kesikli reaktör kullanarak zamana bağlı olarak IAAc ve HAc 

esterlerinin sentezi amaçlanmıĢtır. Kesikli reaktör olarak vida kapaklı 100 ml’lik cam 

ĢiĢeler kullanılmıĢtır. Reaksiyon süresi 30 dk ile baĢlayıp maksimum 8 saate kadar 

çıkarılmıĢtır.   ġekil 4.26.’da   Ca-Alg/Kitosan   jele   immobilize  edilmiĢ  CRL  ve PPL  

örnekleri ile IAAc üretimi, ġekil 4.27.’de ise HAc üretimi gösterilmiĢtir.  
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Şekil 4.26. Kesikli reaktör sisteminde Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmiĢ CRL ve 

PPL kullanılarak IAAc üretim etkinliğinin zamana bağlı değiĢimi (Δ: CRL, ●: PPL) 
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Şekil 4.27. Kesikli   reaktör sisteminde Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmiĢ CRL ve  

PPL kullanılarak HAc üretim etkinliğinin zamana bağlı değiĢimi (Δ: CRL, ●: PPL) 

 

ġekil 4.26. incelendiğinde IAAc üretimi, CRL kullanılarak 4 saatte, PPL 

kullanılarak ise 5 saatte maksimum verimliliğe ulaĢmıĢtır. ġekil 4.27.’de HAc 

üretiminde ise her iki lipaz örneği ile 4 saatte maksimum verimlilik elde edilmiĢ, 4 saat 

sonrasında ise zamana bağlı olarak üretim verimliliği azalmıĢtır.  

Kitosana  immobilize  edilmiĢ  CRL ve PPL kullanılarak   üretilen IAAc ve HAc   

esterlerinin üretim verimlilikleri ġekil 4.28. ve 4.29.’da gösterilmiĢtir. 
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Şekil 4.28. Kesikli reaktör sisteminde Kitosan desteğe immobilize edilmiĢ CRL ve PPL 

kullanılarak IAAc üretim etkinliğinin zamana bağlı değiĢimi (Δ: CRL, ●: PPL) 

 

HAc 

IAAc 



 

 

 

 

44 

0

1000

2000

3000

4000

5000

0 2 4 6 8 10

Reaksiyon Süresi (saat)

E
st

e
r
 M

ik
ta

r
ı 

(µ
m

o
l/

g
 d

e
st

e
k

)

 
Şekil 4.29. Kesikli reaktör sisteminde Kitosan desteğe immobilize edilmiĢ CRL ve PPL  

kullanılarak HAc üretim etkinliğinin zamana bağlı değiĢimi (Δ: CRL, ●: PPL) 

Kitosana immobilize edilmiĢ lipaz örnekleri ile kesikli reaktör çalıĢması sonunda 

IAAc üretimi ġekil 4.28.’de incelendiğinde 5 saatin sonunda maksimum ester üretimi 

gerçekleĢmiĢtir. ġekil 4.29.’da ise HAc üretimi her iki lipaz örneği için de 5 saatin 

sonunda en fazla üretilmiĢtir. Ancak her iki aroma ve lipaz örneği incelendiğinde de 

maksimum üretim etkinliğinden sonra ester üretiminde düĢüĢ gözlenmiĢtir.  

 

4.9. Sürekli Reaktörde Ester Üretim Etkinliğinin Araştırılması 

Sürekli reaktör sisteminde, reaktör olarak dolgu yataklı kolon kullanılmıĢ ve 

substrat kolondan dakikada 0,1 ml hızla geçirilerek ester üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Kesikli reaktörde olduğu gibi belirli peryotlarda kolondan alınan ürün çözeltisindeki 

reaksiyona girmeyen asit titrimetrik olarak belirlenerek g jel baĢına üretilen ester 

miktarı hesaplanmıĢtır.  ġekil 4.30.’da   sürekli  reaktör  sisteminde   lipaz örnekleri ile 

IAAc üretimi gösterilmiĢtir.  
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Şekil 4.30. Sürekli reaktör sisteminde Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmiĢ CRL 

kullanılarak   IAAc   ve   HAc   üretim  etkinliğinin  zamana  bağlı  değiĢimi  (:IAAc,  

:HAc) 

ġekil 4.30. incelendiğinde IAAc üretiminin HAc üretimine göre daha fazla 

gerçekleĢtiği görülmektedir. Zamana bağlı olarak her iki aroma esterinin oluĢumu 

artmıĢ, ancak bu artıĢ zamanla azalmıĢtır. ġekil 4.31.’de ise immobilize PPL 

kullanılarak      sentezlenen      IAAc   ve     HAc     esterlerinin     üretim    verimlilikleri  

gösterilmektedir.  
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Şekil 4.31. Sürekli reaktör sisteminde Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmiĢ PPL 

kullanılarak   IAAc   ve   HAc   üretim   etkinliğinin  zamana  bağlı  değiĢimi  (:IAAc,  

:HAc) 

CRL’de olduğu gibi PPL kullanılarak üretilen aroma esterlerinin sentezi zamanla 

artmakta, zamanla artıĢ farkı ġekil 4.31.’de görüldüğü gibi azalmaktadır. IAAc üretim 
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verimliliğinin HAc’a göre daha fazla olduğu gözlenmektedir. Kitosan destek 

kullanılarak sürekli reaktörde üretilen IAAc ve HAc esterlerinin zamana bağlı üretimleri  

sırasıyla ġekil 4.32. ve 4.33.’de gösterilmiĢtir. 
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Şekil 4.32. Sürekli reaktör sisteminde Kitosan desteğe immobilize edilmiĢ CRL 

kullanılarak IAAc ve HAc üretim etkinliğinin zamana bağlı değiĢimi (:IAAc, 

:HAc) 
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Şekil 4.33. Sürekli reaktör sisteminde Kitosan desteğe immobilize edilmiĢ PPL 

kullanılarak   IAAc   ve   HAc   üretim  etkinliğinin   zamana  bağlı  değiĢimi  (:IAAc,  

:HAc) 

Her iki lipaz örneğinde de aromaların üretimleri zamana bağlı olarak önce hızlı 

bir Ģekilde artmıĢ, daha sonra bu artıĢ zamanla azalmıĢtır.  
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 Kesikli reaktör sistemi ile sürekli reaktör sistemi kıyaslandığında kesikli 

reaktörde kısa süreli çalıĢmayla daha yüksek verimlilik elde edilmiĢtir. Bu nedenle 

kesikli reaktörle kısa süreli çalıĢmanın, sürekli reaktörle ise uzun süreli çalıĢmanın ester 

üretimi üzerine olumlu etkisi olduğu düĢünülebilir. Kesikli reaktörle uzun süreli 

çalıĢmanın sonunda ester üretiminin önce artıĢ gösterirken sonradan azalmaya baĢlamıĢ 

olması esterin bir kısmının hidroliz olmasıyla açıklanabilir. Lipaz enziminin katalitik 

aktivite göstermesi için, enzimin mikro çevresinde aktif olmasını sağlayacak miktarda 

su içermesi gerekmektedir. Ancak zamanla sentezlenen ester miktarındaki artıĢa bağlı 

olarak enzim etrafında su birikimi olacaktır. Enzim moleküllerinin mikro çevresindeki 

su, enzimi aktif formda tutmak ve polar bileĢikleri bu çevre içinde kolayca yakalamak 

için gereklidir. Enzimatik sentezlerde polar olmayan organik bileĢenlerin çözücü olarak 

seçilmeleri bunun en önemli nedenidir (Bezbradica ve ark., 2007).  Enzimin aktif 

formda tutulması için gereken su miktarından fazla olan su organik faza geçemeyeceği 

için destek tarafından tutulacak ve bir süre sonra enzim-substrat etkileĢimini azaltmakla 

kalmayıp aynı zamanda ortamda sentezlenmiĢ olan esterin bir kısmını da hidroliz 

edecektir. Yani reaksiyon yönü sentez yönünden hidroliz yönüne kayacaktır (Brink ve 

Tramper, 1985). Sürekli reaktör sisteminde ester miktarı kesikli reaktör sisteminde 

olduğu gibi belirgin bir azalmaya uğramamaktadır. Bu durum oluĢan esterin   kolondan   

uzaklaĢması   ve   immobilize   enzim   ile   uzun   süreli   etkileĢime girmemesine 

bağlanabilir. 

 

4.10. İmmobilize Lipaz Enzimlerinin Termal Kararlılıklarının Belirlenmesi 

Ġki farklı desteğe immobilize edilen lipaz örneklerinin 40 ºC deki termal 

kararlılıkları 24 saat boyunca araĢtırılmıĢtır. Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmiĢ 

CRL ve  PPL örneklerinin  termal  kararlılıkları  incelenmiĢ olup ġekil 4.34. ve 4.35.’de  

gösterilmiĢtir.  
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Şekil 4.34. IAAc üretiminde kullanılan immobilize CRL’nin zamana bağlı olarak termal  

kararlığı (▲: Ca-Alg/Kitosan, ○:Kitosan) 
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Şekil 4.35. IAAc üretiminde  kullanılan immobilize PPL’nin zamana bağlı olarak termal  

kararlığı (▲: Ca-Alg/Kitosan, ○:Kitosan) 

40 ºC su banyosunda bekletilen ve farklı zaman aralıklarında alınana örneklerle IAAc 

sentezi gerçekleĢtirilen immobilize lipaz örneklerinin termal kararlılıkları incelenmiĢ 

olup, genel itibariyle ilk 5 saatte zamana bağlı olarak 40ºC’de bekletilen enzim 

örneklerinin aktivitelerinde artma gözlenmiĢ, ilerleyen zaman aralıklarında alınan lipaz 

örnekleri ile sentezlenen ester miktarında düĢüĢler gözlenmiĢtir.  Ester oluĢumunun  

zamanla   azalması   40 ºC   immobilize  formda   bekletilen  lipaz  örneklerinin zamanla  

aktivitelerini kaybetmelerinden kaynaklanabilir.  

4.11. Lipaz Örneklerinin İmmobilize Formda Depolama Kararlılıkları 

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

4ºC’de bekletilerek belirli periyotlarda ester üretim etkinliği IAAc için belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.36. ve 4.37.’de sırasıyla Ca-Alg/kitosan ve kitosan destek için elde edilen 

depolama kararlılıkları görülmektedir. 
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Şekil 4.36. IAAc üretiminde kullanılan Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmiĢ CRL ve 

PPL enzimlerinin depolama kararlılığı  (Δ: CRL, ●: PPL) 
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Şekil 4.37. IAAc üretiminde kullanılan Kitosan desteğe immobilize edilmiĢ CRL ve 

PPL enzimlerinin depolama kararlılığı  (Δ: CRL, ●: PPL) 

 

 ġekil 4.36.’da Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmiĢ CRL ve PPL örneklerinin 

IAAc üretimi üzerine aktiviteleri incelenmiĢ ve gün geçtikte enzim aktivitesinin, buna 

bağlı olarak da ester oluĢumunun azaldığı gözlenmiĢtir. Aynı Ģekilde ġekil 4.37. 

incelendiğinde kitosana immobilize edilmiĢ lipaz örneklerinin gün geçtikte aktivitelerini 

yitirdikleri gözlenmiĢtir. Ancak her iki destek türü için enzim aktivitesi incelendiğinde 

kitosanın Ca-Alg/Kitosan jele göre daha hızlı aktivitesini kaybettiği söylenebilir. Bu 
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durum kitosana immobilize edilmiĢ lipaz örneklerinin, kitosan desteğin yüzeyinde 

bulunarak daha hızlı, Ca-Alg/Kitosan jele ise hapsedilerek daha yavaĢ aktivite 

kaybetmesiyle açıklanabilir. 60 günün sonunda IAAc oluĢumunda Ca-Alg/Kitosan jel 

CRL ile % 36,8  PPL ile % 33 aktivite göstermiĢtir. Kitosan destek ise CRL ile % 24,4 

PPL ile ise % 21,3 aktivite göstermiĢtir. Hung ve ark. (2003), 25 ºC’de beklettikleri 

serbest ve immobilize lipaz örneklerinin 7 günlük depolama kararlılıklarını 

incelemiĢlerdir. 7 günün sonunda serbest lipazın baĢlangıca göre % 35, immobilize 

lipazın ise % 67 aktivite gösterdiğini belirlemiĢlerdir. Chiou ve Wu (2004), 25 ºC’deki 

serbest lipazın ve ıslak ve kuru olmak üzere iki farklı immobilize lipaz örneklerinin 30 

gün boyunca depolama kararlılıklarını araĢtırmıĢlardır. 30 günün sonunda serbest 

lipazın baĢlangıca göre % 5 , kuru immobilize lipaz örneğinin % 50 ve yaĢ immobilize 

lipaz örneğinin neredeyse hiç aktivite kaybetmediğini kaydetmiĢlerdir. 
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5. SONUÇLAR ve ÖNERİLER 

 ÇalıĢmanın ilk aĢamasında ester seçimi yapılmıĢ, literatürle örtüĢen ve GC-MS 

analizleri ile de varlığı gösterilen izoamil asetat (muz aroması) ve hekzil asetat (armut 

aroması) esterleri seçilmiĢtir. 

 Reaksiyonun gerçekleĢeceği ortamı belirlemek amacıyla farklı çözücü ortamları 

denenmiĢ, ester oluĢumunun en iyi heptan ortamında gerçekleĢtiği, en düĢük verimin ise 

çözücüsüz ortamda gerçekleĢtiği gözlenmiĢtir. Kullanılan çözücüler içinde karbon sayısı 

en yüksek olan heptandır ve en yüksek verimlilik bu ortamda gözlenmiĢtir. Daha yüksek 

verimlilik elde etmek için karbon sayısı daha fazla olan (n-oktan gibi) çözücüler 

kullanılabilir. 

Ca-Alg/Kitosan jele en uygun immobilizasyon koĢulları CRL ve PPL için % 1,5 

(w/v) Na-Alg, % 1,5 (w/v) Kitosan ve % 0,15 (v/v) GAL olarak bulunmuĢtur. Ayrıca 

ester sentezinde kullanılacak olan bu jellerin içerdikleri su oranlarına göre etkinlikleri 

incelenmiĢ, bağıl ağırlığı baĢlangıç ağırlığına göre % 27 olan jeller kullanılmıĢtır. Ca-

Alg/Kitosan jeller kullanılarak üretilen ester miktarlarının sonuçlarına göre enzimin en 

iyi bu koĢullarda etkin olduğu gözlenmiĢtir. 

 Kitosan desteğe enzim immobilizasyonundan önce bağlanacak olan arakol 

seçimi yapılmıĢ, en iyi ester üretimini 1,3 DAP üzerinden bağlanan lipaz örnekleri 

göstermiĢtir. Bu aĢamadan sonra kitosan destek, arakol bağlanmadan ve bağlandıktan 

sonra kullanılacak olan GAL’ın farklı deriĢimleri kullanılarak optimize edilmiĢ en iyi 

verimliliğin % 0,5 (v/v) GAL ile etkinleĢtirilen kitosanın gösterdiği gözlenmiĢtir. 

 Ca-Alg/Kitosan jele lipazın bağlanma oranı kitosan desteğe göre daha yüksek 

çıkmıĢtır. Ancak gram destek baĢına ester üretim etkinliği Ca-Alg/Kitosan jele göre 

yaklaĢık 10 kat daha fazla bulunmuĢtur. 

 Ġmmobilize lipaz örneklerinin en yüksek etkinlik gösterdikleri sıcaklık noktası 

belirlenmiĢ, Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilen her iki lipaz örneğininde 45 ºC’de, 

kitosana immobilize edilen lipaz örnekleriyle yapılan ester sentezinde ise 40 ºC’de en 

yüksek verimlilik elde edilmiĢtir.  

Substrat deriĢimlerinin ester üretimi üzerine etkisi ayrıntılı olarak incelenmiĢtir. 

Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmiĢ CRL ve PPL örnekleri ile sentezlenen iki 

esterin de 50 mM asit ve 50mM alkol bileĢim oranında en iyi verimliliği gösterdiği 

gözlenmiĢtir. Kitosan desteğe immobilize edilen CRL ile IAAc sentezi 
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gerçekleĢtirildiğinde 50 mM asit ve 75 mM alkol bileĢimi ile, HAc sentezinde ise 50 

mM asit ve 25 mM alkol bileĢiminde en yüksek verimlilik elde edilmiĢtir. PPL 

kullanılarak gerçekleĢtirilen IAAc sentezinde 50 mM asit ve 50 mM alkol, HAc 

sentezinde ise 50 mM asit ve 25 mM alkol bileĢimlerinin en yüksek verimliliği 

gösterdikleri bulunmuĢtur. Genelde asit ve alkolün yüksek deriĢimlerinde ester üretim 

etkinliğinde düĢüĢler gözlenmiĢ, bu da yüksek deriĢimlerde hazırlanan substratların 

enzimi inhibe etmelerine bağlanmıĢtır.  

Optimum koĢullarda hazırlanmıĢ Ca-Alg/Kitosan jele immobilize edilmiĢ lipaz 

örnekleri ile kesikli reaktörde IAAc sentezi gerçekleĢtirilmiĢ, CRL ile 4 saatte, PPL ile 5 

saatte en yüksek verimliliğe ulaĢılmıĢtır. HAc sentezinde ise her iki lipaz örneğinde de 4 

saatte en fazla verim elde edilmiĢtir. Kitosan desteğe immobilize edilen CRL ve PPL 

örnekleri ile IAAc ve HAc esterlerinin üretimlerinin en fazla 5 saatte gerçekleĢtiği 

belirlenmiĢtir. 

Sürekli reaktör kullanılarak üretilen IAAc ve HAc esterlerinin üretimlerinin 

zamanla arttığı ancak IAAc üretiminin HAc’a göre daha fazla olduğu gözlenmiĢtir.  

Her iki destek türüne immobilize edilen CRL ve PPL örneklerinin termal 

kararlılıkları incelenmiĢ, ilk 5 saatten sonra lipaz örneklerinin ester üretimindeki 

etkinliklerinin azaldığı gözlenmiĢtir. 

 Ġmmobilize enzimler için yapılan depolama kararlılığı çalıĢmalarında 60 günün 

sonunda lipaz örneklerinin ilk günkü etkinliklerini göstermeyerek aktivite kaybettikleri 

kaydedilmiĢtir. Kitosan desteğin Ca-Alg/Kitosan jele göre daha hızlı aktivite kaybettiği 

kaydedilmiĢtir.  

 ÇalıĢma kapsamı farklı aromatik esterlerin sentezlenmesi ile geniĢletilebilir. 

Ayrıca sadece aromatik esterler değil, endüstriyel öneme sahip farklı esterlerin sentezi 

de gerçekleĢtirilebilir. Ca-Alg jele kitosandan baĢka (jelatin, pektin gibi) polimerler 

karıĢtırılarak ester sentezinde kullanılacak farklı kompozit jeller de elde edilebilir. 
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