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KESTANEDEN (CASTANEA SATIVA) SAFLASTIRILAN LiPAZ ENZIMININ
CESITLI TASIYICILARA IMMOBILIZASYONU

OZET

Lipazlar, sistematik adi triagilgliserol agilhidrolaz olup, sulu ortamda
triagilgliserollerin hidrolizini katalizleyerek di- ve monoagilgliserollere ve gliserole

doniistiirebilen, susuz ortamda ise ester baglarini olusturabilen enzimlerdir.

Enzimleri kimya ve biyoteknoloji alaninda daha c¢ekici hale getirebilmek igin
ozellikle son 30 yil icinde enzim immobilizasyonu iizerine ¢calismalar yogunlagmistir.
Immobilize enzimlerin endiistride, bir¢ok alanda kullaniminin yayginlastig

goriilmektedir.

Bu calismada, kestane (Castanea sativa) tohumundan ilk kez saflastirilan lipaz
enziminin gesitli tasiyicilara adsorpsiyon, kovalent ve iyonik baglama yontemleri ile
immobilize edilmesi ve kinetik dzelliklerinin incelenmesi amaclanmistir. Immobilize
edilen lipaz enziminin kinetik &zellikleri incelenerek serbest lipaz enzimi ile

kiyaslamasi yapilmistir.

Saflastirilan lipaz gesitli tasiyicilar lizerine adsorpsiyon, kovalent ve iyonik baglama
yontemleri ile immobilize edildi. Protein miktar1 Lowry yontemine gore, lipaz

esteraz aktivitesi ise Erlanson yontemine gore tayin edildi.

Kestaneden saflastirilan lipazin optimum pH’sinm 10, optimum sicakliginin 30°C
oldugu bulundu. Kestane lipazinin g¢esitli tasiyicilar (Silikajel, deniz kumu,
Amberlite IRA-900, alumina, cam boncuk) {lizerine immobilize edilerek immobilize
lipazlarin optimum pH, optimum sicaklik, optimum reaksiyon siiresinin tayini gibi

kinetik 6zellikleri de incelendi.

Anahtar Kelimeler: Lipaz, immobilizasyon, kestane (Castanea sativa)



LIPASE PURIFICATION FROM THE SEEDS OF CHESTNUT (CASTANEA
SATIVA) AND ITS IMMOBILIZATION ON VARIOUS SUPPORTS

SUMMARY

Lipases are enzymes whose systematic name is triacylglycerol acylhydrolase which
is able to catalyze the hydrolysis of triacylglycerols in aqueous medium to convert di

and monoacylglycerols and glycerol to ester bonds in anhydrous medium

In order to make the enzymes more attractive in the field of chemistry and
biotechnology, the focus has been on enzyme immobilization in the last 30 years.

The use of immobilized enzymes seems to be widespread across the industry.

In this study, it is aimed to investigate the immobilization and kinetics of lipase
enzyme purified from chestnut (Castanea sativa) seeds by adsorption, covalent and
ionic binding methods to various carriers. The kinetic properties of the immobilized

lipase enzyme were examined and compared with the free lipase enzyme.

Purified lipase was immobilized on various supports by adsorption, covalent and
ionic attachment methods. In the purification process, the protein content was
determined by using Lowry method, and lipase esterase activtiy was assayed with
Erlanson’s method. Immobilization of the lipase purified from chestnut seeds on
several supports (Silikagel, seasand, Amberlite IRA-900, alumina, glass beads),
Kinetic properties such as optimum pH and temperature, optimum reaction time were

also examined.

Keywords: Lipase, immobilization, chestnut (Castanea sativa)






BOLUM 1. GIRIS
1.1. Enzimler ve Genel Ozellikleri

Enzimler, canli sistemlerde gergeklesen kimyasal reaksiyonlarda bulunan, hi¢bir yan

tirtin olusturmayan, biyolojik katalizorlerdir [1]. Reaksiyonlar1 hizlandirirlar.

Enzimlerin yapisinda proteinle birlikte protein olmayan kisim bulunur. Protein
olmayan kisim metal iyonu ise kofaktor, karmasik yapida organik bir madde ise
koenzim olarak adlandirilir. Kofaktorler bircok enzimin katalitik etki gdsterebilmesi
icin gerekli olan maddelerdir. Kimi zaman reaksiyon icin ikisi de gereklidir.
Enzimler sicaklikta etkisini kaybederken, kofaktorler sicakliga karst dayaniklidirlar.
Etkin olan enzim-kofaktér kompleksine holoenzim denir. Kofaktorsiiz proteine ise

apoenzim adi verilir. Apoenzim aktif degildir [2].

Enzimlerin etki gosterdigi maddeye substrat denir. Biyokimyasal reaksiyonlarda
substrat {irline doniislirken, enzim hi¢ baskalasima ugramaz. Reaksiyon esnasinda
enzimler bir veya birka¢ atomu ya da fonksiyonel grubu substrattan ayirir veya

substrata eklerler.

Enzim molekiiliinde kofaktor ve koenzimlerin oldugu, enzim-substrat kompleksinin
bigimlendigi kiigiik bir alan aktif merkezi bulundurur. Aktif merkezde substrat
baglanma merkezi ve bir ya da daha fazla katalitik aktivite bolgeleri yer almaktadir.

Buralar aminoasit kalintilarindan meydana gelmis ve 6zel geometrisi olan alanlardir.

Enzim + Subkstrat = Erzim - Substrat = Enzim + Uriin

®+9:@:®+QD

Enzim Madde  Enzim -Substrat Enzim Tepkime
[=Lbstrat kompleksi Lirnkeri

Sekil 1.1. Enzim-Substrat [liskisi [3]



Enzimler reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisiiriirler. Bir enzim her zaman bir tiir
tepkimeyi yonetir. Substrat yiizeyi ¢ogaldik¢a enzim aktivitesi de artar. Enzimler
hem sulu hem de organik ortamda aktiftirler. Enzimlerin yer aldigi reaksiyonlarin

bir¢cogu tersinirdir [2].

Enzimler, genellikle canli ortamlarda etki gosterirken gerekli sartlar saglandiginda
dis ortamlarda da etkilerini gosterebilirler. Bu nedenle enzimler bir¢ok sektorde
kullanilabilmekte olup, endiistriyel alanda birgok siiregte kullanilabilme olanagi
saglanmaktadir. Enzimler, canli ortamlarda ¢ok onemli metabolik olaylari yerine

getirirken, ayrica sanayide birgok farkli amag i¢in degerlendirilmektedir [4].

Tablo 1.1. Enzimlerin Kullanim Alanlar1 [5]

Enzim

Kullanim alam

Kolesterol oksidaz

Proteazlar, lipaz, amilaz

Laktaz, mikrobiyal proteazlar
Pektinaz, seliilaz, limonaz

Proteaz, lipaz

Amilaz, glukoz izomeraz

Katalaz, amilaz

Amilaz, amiloglikozidaz, pentosanaz
Rediiktaz, amilaz, fosfataz, oksidazlar
Termolizin

Ksilenaz

Papain, katalaz

Penisilin amidaz, oksidaz

T1p’ta kolesterol tayininde
Deterjan sanayinde

Siit ve siit iiriinleri endiistrisinde
Meyve suyu sanayinde
Deri sanayinde

Nisasta endiistrisinde
Tekstil sanayinde

Ekmek sanayinde

Analitik amagl1 analizlerde
Aspartam tiretiminde
Kagit endiistrisinde

Et sanayinde

Eczacilikta

Enzimler, sistematik olarak etki ettikleri tepkime tiiriine gore isimlendirilmekte ve

gruplandirilmaktadir. Buna sisteme gore enzimler alt1 gruba ve her grup alt siniflara

ayrimistir:

a) Oksidorediiktazlar: Biyolojik redoks tepkimelerini katalizleyen enzimlerdir.

b) Transferazlar: bu tiir enzimler baz1 gruplarin bir bilesik molekiilinden digerine

transferini katalizler.



¢) Hidrolazlar: Ester, eter, amid (peptid), asit anhidrit, C-C, C-Halojen, P-N ve
glikolizit baglarina etki ederek bu molekiillerin hidroliz tepkimelerini katalizler ve
etki ettikleri bag tiirtine gore de alt siniflara ayrilirlar. Lipaz enzimi bu gruptadir.

d) Liyazlar: Organik bir bilesikteki C-C, C-O, C-S ve C-Halojen baglarinin
uzaklastirilip, ¢ift baglarin olusturuldugu tepkimeleri kataliz etmektedirler.

e) izomerazlar: Molekiil i¢i ¢evrilmeleri, Geometrik ya da optik izomerlerin birbirine
donustiralmesini katalizlemektedirler.

) Ligazlar: Bu smiftaki enzimler, iki molekiilden yeni C-O, C-N, C-S, C-C baglarini

olusturarak birlesmesini katalizler [1].

1.1.1. Enzim Kullanmanin Avantajlar

1.Kimyasal katalizorlere gore tepkimeyi daha fazla hizlandirirlar.

2. Reaksiyon ortamindan geri doniistiiriilerek yeniden yararlanilabilirler.

3. Kemoselektivite, regioselektivite, diasteroselektivite ve enantioselektivite gosterirler.
4. Reaksiyonun aktivasyon enerjisini azaltarak reaksiyonu diisiik enerjili ve diisiik
sicaklikta meydana getirirler [6].

5. Enzimlerin bir¢ok tiirde naturel kontrol mekanizmalart bulunmaktadir. Enzimlerin
aktivitesi, igerisinde olduklar1 kosullara gore yeniden ayarlanabilir.

6. Enzimler, reaksiyonun tipine ve substrata 6zglindiir. Enzim bulunan reaksiyonlarda

yan {irlin meydana gelmedigi i¢in verim %100’ diir. Siire¢ asamalar1 daha azdir [7].

1.2. Lipazlar

Lipazlar, hidrolaz smifi olan, tri-, di- ve monoagilgliserollerin (hayvan, bitki ve
mikrobiyal yaglarin temel bileseni) karboksil ester baglarinin pargalanmalarini
(hidrolizini) saglayan enzimlerdir [8,9]. Lipaz enziminin Kkatalizledigi bu

reaksiyonlar genelikle tersinirdir.

Lipaz enzimlerinin bircogu suda ¢ozinir, bununla birlikte suda ¢odziinmeyen
substratlar iizerinde etki gosterir [10]. Lipazlarin dogal substratlari olan uzun zincirli
yag asitlerinin gliserol esterleri, suda ¢ok az ¢oziinmektedir. Lipaz enzimleri, suyla

karismayan substrat fazi ile enzimin ¢6ziindiigii sulu faz arasindaki ara yiizeyde ester



baglarinin hidroliz reaksiyonunu katalize ederler. Lipazlarin suda ¢oziinen ester

bilesiklerine kars1 aktiviteleri oldukga diisiiktiir [8].

0]

OJJ‘\_/‘\\_,/“\/’““-L OH
i o]

o Lipaz J\\/\\M
OJJ\/\/"\J”H + 3H,0 =——— on + 3 HO

0]
OJ'I\\/’“V‘”\,/\, OH

Triacilgliserol Gliserol Yag asidi

Sekil 1.2. Lipazlarin Katalitik Aktivasyonu

Glinlimiizde lipazlar 6zellikle gida sanayinde; peynir, tereyagi, sos ve ¢orba gibi
bircok maddenin imalatinda ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir [9-11]. Lipazlarin
deterjan sanayinde en 6nemli uygulama alani; evlerde ve sanayide ¢camasir ve bulagik
yikama deterjanlarina katilmalaridir [8-10]. Kagit sanayisinde; {iretilen kagit
hamurundan, trigliseridler ve balmumu olarak bilinen agacin hidrofobik bilesenlerini

ayirmak i¢in de lipaz kullanilmaktadir [8].

Lipazlar hem hidroliz hem de wuzun zincirli agilgliserollerin  sentezini
katalizlemektedirler. Bu durum lipazlarin organik kimyada enzimler arasinda en

fazla kullanilan enzim oldugunu gosterir [12].

Endiistriyel uygulamalarda lipazlar halen serbest olarak kullanilmasina karsin
giniimiizde enzimlerin tekrar tekrar kullanilmas: ile teknolojik siireglerin
ekonomisini daha iyi hale getirmek ve klasik enzimatik yontemlerde goriilen iriin ile

enzimin ayrilma giigliiklerini engellemek amaciyla, lipazlar immobilize edilmektedir
[13-16].
1.2.1. Lipazlarin Kullamim Alanlari

1.2.1.1. Lipazlarin Endiistriyel Uygulamalar:

Endiistriyel alandaki potansiyelinden dolay1 bakteriyel ve fungal lipaz tretimi

yayginlagmistir. Protein oziitleme ve saflastirma yontemleri, genetik alanda yapilan



caligmalarin gelistirilmesi ile lipaz katalizli tepkimelerin alisilagelmis kimyasal

yontemlere gore, ticari agidan daha uygun bir segenek olusturmasi beklenilmektedir.

Ticari enzimlere olan ilgi giin gectikce artmaktadir. Enzimlerin katalizledigi

tepkimeler kimyasal yontemlere kiyasla daha ucuz ve de daha kolaydir. Enzimler

basta gida, eczacilik, deterjan, tekstil ve kozmetik olmak tizere birgok endiistriyel
alanda siklikla kullanilmaktadir [12].

Tablo 1.2. Mikrobiyal Lipazlarin Bazi Endiistriyel Kullanim Alanlari [17]

Sanayi Dali
Unlu Mamuller
Icecek

Kimya

Temizleme

Kozmetik

Siit ve Stit Mamulleri

Kat1 ve S1v1 Yaglar

Soslar
Saglikli Gidalar
Deri

Et ve Balik

Kagit

Eczacilik

Etki

Lezzet arttirici, raf dmrii uzatici
Aroma gelistirici

Enantiyo secicilik

Sentez hidroliz

Sentez

Sitit yigiminin  hidrolizi, peynirin

olgunlastirilmast, tereyaginin

modifiye edilmesi

Transesterifikasyon Hidroliz

Kalite gelistirilmesi
Transesterifikasyon
Hidroliz

Lezzetin gelistirilmesi ve yagin

uzaklastirilmasi
Hidroliz

Transesterifikasyon

Uriin
Unlu mamuller
Icecekler

Kiral kimyasallar

Kimyasallar sorfektanlar gibi temizleme

ajanlarinnin uzaklagstirilmasi

Emiilsifiye

ajanlari

ediciler,

nemlendirme

Lezzet ajanlari, peynir, tereyagi

Kakao yagi,

margarin yag asitleri,

gliserol, mono ve digliseridler

Mayonez, krema
Saglikli gidalar
Deri iiriinleri

Et ve balik tirtinleri

Kagit iiriinleri

Ozellikle lipitler sindirim destekgileri




1.2.1.1.1. Gida Sanayinde Lipazlar

Son zamanlarda dogal iiriinlere olan ilginin artmasiyla beraber gida endiistrisinde
geleneksel kimyasal islemler yerine enzimlerin kullanimi1 yayginlagmustir.
Gliniimiizde lipazlar o6zellikle peynir, tereyagi, sos ve g¢orba gibi bir¢ok gidanin
iiretiminde ¢ok yaygin bir sekilde kullamlmaktadir. Italyan peynirlerinde tadin
meydana getirilmesi, Cedar peynirinde olgunlasmanin ¢abuklastirilmasi ve islenmis
mavi peynirde tadin iyilestirilmesi siire¢leri lipaz enziminin yardimlariyla
gerceklestirilen islemler arasinda gosterilebilir. Lipaz eklenmesi ilk olarak kisa-
zincirli (C4-Cy4) yag asitlerinin agiga ¢ikmasiyla beraber sabun gibi bir tadin elde
edilmesine neden olur. Lipaz enzimiyle kismen hidrolize edilen tereyagi,
kaymagimsi bir tada sahip olmasiyla beraber, sivi yaglar, kati yaglar, tahillar,
sekerlemeler, unlu mamuller, patlamis misir ve tiiketime hazir gidalar gibi ¢esitli

gida maddelerine ilave edilmektedir.

Lipaz enzimiyle modifikasyona ugratilmis hamurlara ve unlu mamiillere,
sekerlemelere, kremalara ve kahve beyazlaticilarina siit tadi vermesi igin
eklenmektedir. Siit yaglarmin hidroliz reaksiyonu da lipaz tarafindan kontrol
edilmektedir. Lipaz kullanilan siit endiistrisinde, lipaz miktari, pH, sicaklik ve
emiilsiyon konsantrasyonunun belirli degerlerde tutulmas: spesifik yag asitlerinin

kontrollii aciga ¢ikmasini saglar.

1.2.1.1.2. Deterjan Endiistrisinde Lipazlar

Lipazlarin deterjanlardaki kullanimi en yaygin ticari uygulamalardandir. Toplam

lipaz satisinin % 32’sini deterjan enzimleri olusturur [12, 18].

Enzimler deterjanlardaki istenmeyen kimyasallarin uzaklastirilmasii saglar. Aym
zamanda enzimler zararli kalinti birakmadan biyolojik olarak uzaklagtirilabilirler.
Her sene iiretilen yaklasik 13 milyar ton deterjana 1000 ton lipaz eklenmektedir.
Deterjana suyun ilavesiyle beraber deterjanin yapisina eklenen lipaz, amilaz, seliilaz
ve proteaz gibi enzimler deterjandaki kimyasal baglarin parcalanmasini hizlandirirlar
[12, 19].



1.2.1.1.3. fla¢ Endiistrisinde Lipazlar

Kimyasal yontemlerle iiretilemeyen yeni ilaglarin yapiminda, kiral bilesiklerin
iiretilmesinde lipazlardan faydalanilir. Bunun yaninda angiotensin-I doniistiiriicii
enzimler, antiinflamatuar ilaglar ve B-blokerlerin elde edilmesinde lipazlar kullanilir
[20].

1.2.1.1.4. Kozmetik ve parfiim endiistrisinde lipazlar

Sanayide kozmetik ve kokulu maddelerin tiretiminde lipazlar kullanilir. Kozmetik ve
kokulu bilesiklerin iretiminde lipazlarin kullanildigi literatiirdeki ¢alismalarda

gosterilmektedir [21].

1.2.1.1.5. Deri endiistrisinde lipazlar

Deri endiistrisinde post ve deri isleme islemi alisilagelmis bir yontemdir. Deri isleme,
deri alt1 yaglarinin giderilmesi, derideki killarin ayiklanmasi ve doldurma
uygulamalarin1 gerektirmektedir. Lipazlari iceren bir enzim karigimi deri islemede

kullanilabilir [19, 22].

1.2.1.1.6. Kaguit Hamuru ve Kagit Endiistrisinde Lipazlar

Kagit sanayisinde iiretilen kagit hamurundan katrani uzaklastirmak igin lipaz
kullanilmaktadir. Katran, kagit hamuru ve kagit iiretiminde onemli problemlere
neden olan trigliseridler ve balmumu olarak bilinen agacin hidrofobik bilesenlerini
tanimlamak i¢in kullamilmaktadir. Japonya’daki Nippon Kagit Endiistrisi,
trigliseridlerin yaklasik %90 kadarini hidroliz etmek i¢in Candida rugosa’dan elde

edilen lipaz enzimi ile bir katran kontrolii metodu gelistirmistir [12, 23].

1.2.1.1.7. Organik Sentezde Lipazlar

Lipazlar kimyasal, bolgesel ve stereo secici transformasyon reaksiyonlarinin ¢ogunda

katalizor olarak kullanilmaktadir [24].



1.2.1.1.8. Biyosensor Olarak Lipazlar

Kat1 ve siv1 yag sanayinde, gida teknolojisinde ve klinik ¢alismalarda, triagilgliserol
miktarinin saptanmasi fazlasiyla 6nem tasir. Analiz i¢in kullanilan kimyasal metodlar
masrafli ve uzun siiren yontemlerdir. Son yillarda mikrobiyal lipazlarin biyosensor
bileseni olarak kullanimi, umut vadeden bir c¢alisma olarak kabul edilir.
Biyosensorler; biyolojik, biyokimyasal, kimyasal ve elektronik bilesenlerden
meydana gelmektedir. Biyosensorlerin komponentleri arasinda; enzimler, proteinler,
antikorlar, hiicre oziitleri, hiicreler, immobilize veya bagli konumda uygun sinyal
tireticileri bulunmaktadir. Lipazlarin en 6nemli analitik kullanimlar1 klinik amaclh

lipitlerin saptanmasidir.

1.3. Enzim immobilizasyonu ve Tarihcesi

Tarihte ilk kez enzim immobilizasyonunu 1916 yilinda Nelson ve Griftin,
adsorpsiyon yontemiyle gergeklestirmis [25]; daha sonra fizyolojik olarak etkin
proteinlerin kovalent baglanma yolu ile ¢esitli tasiyicilara immobilizasyonu ile ilgili
¢ok sayida caligma bildirilmistir. Modern anlamda ise ilk olarak Grubhofer ve
Schleith, 1953 yilinda birkag immobilize enzim (karboksipeptidaz, diyastaz, pepsin
ve riboniikleaz) hazirlayarak kinetik ozelliklerini incelemiglerdir [26]. Daha sonra
diinyanin her tarafindan bilim insanlarinin enzimleri degisik amaglarla immobilize

ettigi literatiirlerde bildirilmektedir [27, 28].

1956 yilinda Mitz, katalazin DEAE-selilloz {izerine iyonik baglanma yoluyla
immobilizasyonunu gerceklestirmistir.[29]. Bernfeld ve Wan bazi enzimlerin
(tripsinin, papain, amilaz ve riboniikleaz), poliakrilamid jel igine tutuklanmasini
1963 yilinda yayimlamistir [30]. Quiocho ve Richards 1964°te, karboksipeptidaz A
enziminin glutaraldehitle ¢apraz baglandigini belirtmislerdir [31]. Karbonik anhidraz
enziminin mikrokapsiil yontemiyle immobilizasyonu ise, 1964’te Chang tarafindan
ortaya konulmustur [32]. Katchalski-Katzir ve arkadaslari, immobilize enzimlerin

teorik olarak anlagilmasinda 6nemli katkilar saglamiglardir [33].

1969 yilinda immobilize enzimlerin endiistriyel uygulama alanlarinda, basarili olan

ilk isimler arasinda Chibata ve arkadaslar1 gelmektedir. Fungal aminoagilaz enzimini



iyonik baglanma yontemiyle immobilize ederek, N-acil-D,L-amino asitleri hidrolizle,
L-amino asitlere ve N-agil-D-amino asitlere reaksiyonunu gergeklestirmislerdir [34].
Chibata ve arkadaslar1 ise 1973 yilinda, mikrobiyal hiicrelerin immobilizasyonun ilk
endiistriyel uygulamasi olan yiiksek aktivitede aspartaz iceren Escherichia coli
hiicrelerinin poliakrilamit jel icine tutuklayarak, amonyum fumarattan L-aspartat

tiretmiglerdir.

Enzimler, canli organizmalarda olusan biitiin reaksiyonlarin 1limli sartlarda meydana
gelmesini ve bu tepkimelerin uyumlu bir sekilde koordinasyonunu saglayan, hiicre
icinde sentezlenen, protein yapida biyokatalizorlerdir [35]. Enzimler suda ¢o6ziiniirler,
endiistriyel ¢alismalarin ¢ogu sulu ¢ozeltilerde gergeklestirildigi igin katalizor olarak
kullanilmakta olan serbest enzimin aktivitesini kaybetmeden geri kazanilmasi
imkansizdir.  Serbest  enzim, tepkime ortamindan istenilen  zamanda
giderilemediginden tepkimenin kontrolii ¢ok zordur. Tepkimenin istenilen zamanda
durdurulmasi i¢in inhibitor ilave edilmesi diistiniilebilir [36]. Fakat bundan dolay1
serbest enzim ile kirletilen tepkime reaktanlarina yeni bir kirlilik unsuru eklenmis
olacaktir. Uriin ya da iiriinlerin bu tiir Kirlilik unsurlarmin giderilmesi maliyeti cok
arttirmaktadir [37]. Serbest enzimin reaksiyon ortamindan aktivitesini kaybetmeden
cikarabilmesi miimkiin olmadigi gibi yeniden kullanilmasi da miimkiin
olmamaktadir. Ayn1 zamanda Serbest enzimler siirekli sistemlerde kullanilamazlar
[38]. Biitiin bu sorunlart olumlu agidan ¢o6ziimleyebilmek amaciyla enzim

immobilizasyonu tizerine yogunlasilmistir [2].

Enzimler, suda ¢6ziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal sekilde baglanarak,
suda ¢oziinmeyen reaktan veren bir kopolimerizasyon rekasiyonuna enzim
molekiiliiniin monomer katilmasiyla ve ayni zamanda suda ¢6ziinmeyen bir matriks
veya suda ¢6ziinmeyen mikrokapsiil yapisinda hapsedilmesiyle immobilize edilirler
[25].

1.3.1. Immobilizasyonun Avantaj ve Dezavantajlari

Biyokatalizor olarak kullanilan enzimlerin daha ucuz temin edilebilmesi amaciyla, en

uygun katalizér secimi ve reaksiyon sartlariin belirlenmesiyle birlikte,



biyokatalizoriin siirekli sistemlerde uzun siire ya da kesikli sistemlerde tekrar
islenebilmesi olduk¢a miihimdir. Immobilize enzimler siirekli sistemlerde uzun siire,
kesikli sistemlerde tekrar kullanilabilirler; boylece hem enzimlerin 1s1l ve isletim
kararliliklar1 artar, hem de tepkime ortamindan ayrilmalar1 basit ve ekonomik bir
hale gelir. Bu ozellikler sayesinde immobilize enzimler, pahali olan substrat ve

enzimden yiiksek verim alinmasina yol agmaktadir [39-43].

Enzim immobilizasyon teknolojisi enzimin tekrar islenebilirligini gelistirmek,
enzimlerin aktivitesinin kararliligini fazlalastirmak igin etkili bir yontemdir [44].
Immobilize lipazlar hem katalizor olarak siirekli reaksiyon sistemlerinde
kullanilabilir hem de lipazin termal ve pH kararliligi lipazin tasiyici matrikse
immobilize edilmesiyle arttirilabilir [45]. Bundan dolayi, immobilize lipazlar giig
sicaklik ve pH sartlari altinda uygulanmaktadirlar. Lipazin immobilizasyonu
¢ozlinmez olmasma neden olur ve bdylece daha sonra lipaz tepkime ortamindan
kolayca ayrilabilir [44-46]. Bundan dolay1r enzim teknolojisinde suda ¢oziinmeyen
sistemlerde enzimin immobilizasyonu arastirma konusu olmustur. immobilize
enzimlere fiziksel adsorpsiyon [47, 48], kovalent baglama [49, 50], polimerlere
adsorpsiyon veya enkapsiilasyon [51, 52] ve ¢apraz baglama [53, 54] gibi farkl
stratejiler onerilmistir [55]. Farkli teknikler yoluyla ¢6ziinmez durumdaki immobilize

enzimlerin serbest enzimlere gore bazi Ustiinliikleri olmaktadir. Bunlar [56];

a. Reaksiyon sonunda ortamdan basit bir sekilde giderilebilirler ve enzimlerin

tirtinleri Kirletmesi gibi bir sorun meydana gelmez.

=

pH, sicaklik gibi ortam kosullarina daha dayaniklidirlar.

Defalarca ve uzun stire kullanilabilirler.

o o

Uriin olusumu kontrol edilebilir.
Stirekli sistemlerde kullanilabilirler.
Serbest enzimlere gore daha ¢ok kararlidirlar.

Mekanizmali tepkimelere uygulanabilir.

> Q —h o

Otoliz (enzimin kendini parcalamasi) imkan1 azalir.

I. Enzimin yarilanma 6mri artar [51].
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Enzim immobilizasyonunun bir¢ok avantaji olmasina ragmen kullanimi asagidaki

sebeplerden dolay1 sinirlanmaktadir:

Coziilebilir enzimlerin maliyetinin daha diisiik olmasi.

I

Geleneksel metodlarin degistirilmek istenmemesi.

c. Belirlenmis siiregleri degistirmek i¢in yeni yatirimlara gerek duyulmasi.
d. Immobilizasyon siirecinde kullanilacak olan tasiyicinin maliyeti.

e. Sistemin basarimi [52].

Genel olarak immobilizasyon yontemleri Sekil 1.3’teki gibi siniflandirilabilir.

1.3.2. immobilizasyon Yontemleri

Gilinlimiizde immobilizasyon teknolojisindeki gelismelerle immobilizasyon isleminde
olusabilecek problemlere hizli ve etkili ¢oziimler saglanabilmektedir, fakat tiim
enzimler igin kabul edilen genel bir metod bulunmamaktadir [57]. Immobilizasyon
yontemi segilirken kullanilacak olan enzimin kimyasal yapisi ve bilesimi, substratin
ve olusacak iriiniin 6zellikleri g6z 6niinde bulundurulmalidir [58]. Bunun yaninda,
immobilizasyon sirasinda, enzimin aktivitesini yitirmesine sebep olmayacak bir
yontem secilmesine dikkat edilmelidir. iImmobilizasyon siirecinde enzim substara
baglanirken enzimin aktif bolgesi koruyucu gruplar yardimiyla korunur. Sonra
koruyucu gruplar, enzim aktivitesini yitirmeden giderilir. Bazen bu koruyucu etki

substrat veya yarisan tip inhibitér yardimiyla saglanabilir [55].
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[ ENZIM IMMOBILIZASYON YONTEMLERI ]
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Sekil 1.3. Immobilizasyon Yéntemlerinin Smiflandiriimasi [59]

1.3.2.1. Tasiyiciya Baglama Metodu

En bilinen immobilizasyon yontemi olan Tasiyiciya Baglama Metodu, enzimlerin
suda ¢6ziinmeyen tastyicilara baglanmasi ile gergeklesmektedir. Genel olarak; suda
¢ozlinen gruplardaki ve baglanan enzim miktarindaki artis immobilize enzimin

aktivitesinin artmasina neden olmaktadir.

Bu yonteme gore baglanan enzimin miktari ile immobilizasyon sonrasindaki enzimin
aktivitesi tasiyicinin yapisina baghdir [55]. Tastyicinin belirlenmesi immobilize
enzimin performansi acisindan ¢ok fazla 6nem tagimaktadir. Tasiyic1 se¢iminde en
onemli etken enzimin tiiriidiir [55]. Tastyict segiminde tanecik boyutu, yiizey alani,
polar gruplarin apolar gruplara orani ve tagiyicinin kimyasal yapist gibi etkenler goz

tintinde bulundurulur [35].

Tastyiciya baglama metodu ii¢ alt sinifta incelenmektedir:
a. Fiziksel Adsorpsiyon
b. Iyonik Baglanma

c. Kovalent Baglanma

12



1.3.2.1.1. Fiziksel Adsorpsiyon Yontemi

Immobilizasyon i¢in kullanilan en kolay yontemdir. Yontem; yiizey aktif suda
¢Oziinmeyen bir adsorbanin, enzim ¢ozeltisi ile karistirilarak enzimin fazlasinin

yikanarak uzaklagtirilmasi esasina dayanir.

Esdagilimli enzim baglayabilmek amaciyla kullanilan son yontem; karistirmali ya da
calkalamal1 bir banyoda, tagiyicinin enzim ¢ozeltisine konulmasi ve karistirilmasi ya
da siirekli ¢alkalanmasi ile yapilir. Enzimin tastyiciya baglanmasinda Van der Waals
kuvvetleri, hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesimleri etkindir. Yontemin basarili
olabilmesi igin adsorban genellikle 6n islemden gegirilir. Enzim immobilizasyonunda
en yaygin kullanilan adsorbanlar; aktif karbon, gdzenekli cam, diatome topragi,
CaCOg, kiil, kollodyum, Silikajel, bentonit, hidrosiapatit, nisasta, gluten ve kalsiyum
fosfattir [60].

Adsorplanan enzimin aktif merkezi bu islemden etkilenmez, enzim serbest haldeki
aktifligini korur. Fakat enzim, baglanmada rol alan etkilesimlerin kuvvetli
olmamasindan dolay1 desorpsiyona ugrar. Bu sebeple yontem dayanikli degildir.
Islem sirainda aktivite kaybr ve iiriinde kirlilik olusabilmektedir. Yiiksek tuz veya
substrat miktar1 enzim desorpsiyon hizinda artisa neden olmaktadir. Ozellikle diisiik
derisim araliklarinda etkinlik gosteren enzimler i¢in dezavantajdir Enzimin tasiyiciya

fiziksel adsorpsiyon yontemi ile immobilize edilmesi Sekil 1.4’te goriilmektedir [61].

Sekil 1.4. Fiziksel Adsorpsiyon
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1.3.2.1.2. Iyonik Baglama Yontemi

Iyonik baglama ydntemi enzimin suda ¢dziinmeyen ve iyon degistirici kalintilari
ihtiva eden bir tasiyiciya iyonik baglanmasi prensibine dayanmaktadir. Enzim ile
tagiyict arasinda fiziksel adsorpsiyon yontemine gore daha kuvvetli bag olusur. Bu
yontemde kullanilan tastyicilar; seliiloz gibi organik maddeler organik ve silika gibi
inorganik destekleyici maddeler iyon degistiricilerdir. Fiziksel adsorpsiyonda oldugu
gibi iyonik baglanmada da immobilizasyon basit bir sekilde gergeklestirilmektedir.
Iyonik baglama 1limli sartlarda gerceklestigi igin enzimin yapisinda ve aktif
merkezde degisiklige sebep olmaz [35, 37].

1.3.2.1.3. Kovalent Baglama Yéntemi

Kovalent baglama yontemi enzimin suda ¢dzliinmeyen bir tastyiciya kovalent olarak
baglanmas1 esasina dayanmaktadir. Diger yontemlere gore daha karmasik ve zor
sartlarda gerceklestirilir. Bu yontemde tasiyici ile enzimin aktif bolgesindeki
fonksiyonel gruplar arasinda bag olugsmamasi gerekir. Tasiyict suda ¢oziinmemelidir
[29]; ayrica enzimin tasiyiciyr pargalamamasi, tagiyicinin enzimde mikroorganizma
tiremesine imkan vermemesi, pH ve ¢oziiciilere dayanikli olmasi1 gibi ozellikler

gostermesi goz O6niinde bulundurulur [35, 62, 63].

Sekil 1.5. Kovalent Baglama [64]

Kovalent baglamaya bir 6rnek olarak Cho ve Rhee’nin gergeklestirmis oldugu silika

bazli immobilizasyonunda enzim aktivasyon araci olarak glutaraldehitinde
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araciligryla florisil tizerine immobilize edilmistir. Bu immobilize lipaz zeytinyaginin

hidrolizi i¢in kullanilmistir [65].

Knezevic ve ark. Eupergit C destek maddelerine C. rugosa lipazin immobilizasyon
i¢in Ui¢ farkli kovalent immobilizasyon yontemi kullanmiglardir [66]. Gelistirilmis bu
immobilizasyon teknigi sulu sistemde oldukga basit olmasiyla birlikte yeniden
uygulanabilir ve lipaz uygulamalar1 igin ideal bir ¢oziim sagladigini one
stirmiislerdir. Etkin baglanti olabilmesi i¢in enzim ve tasityict immobilizasyondan
once etkin hale getirilmelidir. Genellikle enzimin baglanmasi igin tasiyici

immobilizasyon oncesi aktivite edilir [67].

Kovalent bag yontemi uygulanan immobilize enzimin performansini etkileyen

faktorler sirasiyla:

Tastyicinin gézenek boyutu, partikiil biiytikligi

o &

Tastyicinin kimyasal 6zellikleri

o

Enzimin baglanma 6zelligi

o

. Immobilizasyon isleminden sonra veya immobilizasyon sirasindaki enzimin
molekiil sekli

e. Enzimleri baglamak amaciyla kullanilan ortamin sartlar

f. Tasiyici ve enzim arasinda meydana gelen bag sestane

g. Tasiyicilarin iginde veya lizerindeki enzim miktari

Kovalent baglanma metodunun avantaj ve dezavantajlart:
Avantajlarr:
a. Enzim kararlilig1 genellikle artar.
b. Aktive edilmis tasiyiciya enzimi baglamak basittir ve bagli olmayan
enzim yikama ile giderilebilir.
c. Enzim ve tastyict arasinda giiglii etkilesim oldugu igin enzim ¢ozeltiye
karismaz.
d. Reaksiyon ortamindan istenilen zaman giderilebilir.

e. Siirekli sistemler i¢in uygulanabilir.

—h

Degisik fiziksel sekillerde (tabaka, partikiil vb.) tiretilebilirler.
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Dezavantajlari:
e Baglanma aktivite i¢in zorunlu aminoasit fonksiyonel gruplar ile
gerceklestiginden dolay1 enzimin aktivitesinde diisiis gozlenebilir.
e Enzimin tastyiciya baglanmasi i¢in pahali hazirliklar gerekli olabilir.
e Enzimin zor reaksiyon sartlarina maruz kalmasiyla iirlin veriminde diisiis
gozlenir.

e Tasiyicinin yenilenememesi.

Kovalent baglama yoOnteminde proteinlerin immobilizasyonu yaygin olarak
kullanilir. Bu yontemin avantaji enzim ile tasiyict arasinda meydana gelen etkilesim
giiclii oldugu igin enzim ¢ozelti ortamina sizmaz. Ancak aktivitenin yiiksek olmasi
icin temel aminoasit fonksiyonel gruplar1 katalitik aktivite i¢in destek maddesine
kovalent baglanma gerektirmemelidir. Bu durum bazen sikinti dogurabilir.
Reaksiyon genellikle sulu ortamda gerceklesir. Bu yontemde kullanilan tasiyicilar
aktive edilmelidir. Yontemin gerceklestirilmesi ¢ok kolay degildir. Enzim ile tasiyici
arasindaki bag gilicli oldugu i¢in bazen enzimatik aktivitenin arttigi da
gozlenmektedir [68]. Fonksiyonel gruplar igeren tastyiciya gore farkli reaksiyonlar
gelistirilmistir [69]. Baglama yontemleri genelde iki grupta incelenir: (1) bir
polimere bir reaktif grup eklenmesiyle tasiyicinin aktivasyonu (2) aktivite edilmis bir
grup elde etmek amaciyla polimerin ana yapisinin modifikasyonu. Bu aktivasyon
siirecleri genel olarak, baglama kisminda proteinlerdeki giiclii niikleofillerle
tepkimeye girip destek maddesindeki elektrofilik gruplari elde etmek amaciyla
tasarlanilirlar. Tagiciya kovalent baglama yolunun temel prensipleri proteinlerin
kimyasal modifikasyonu i¢in kullanilmasiyla benzerdir. Genellikle tepkimelerde,
aminoasitlerin yan zincirlerinde lisin (e-amino grup), sistein (tiyol grup), aspartik asit

veya glutamik asit (karboksilli asit) bulunanlar kullanilirlar.
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Tablo 1.3. Enzimlerin Kovalent Baglama Metotlari: Hidroksil Fonksiyonlu  Matriksin Aktivasyonu

[70]

Aktivasyon metodu Reaktantlarm grubu Referans

(aktivite edilmis matriks

ile)
Tresil kloriir (2,2.2- Tiyol. aminler Lawson ve ark. (1983)
trifluoroethanesulfonil
kloriir), siilfonil kloriir
Siyonejen bromiir Amin Axen ve ark. (1967)
Epoksitler Tiyol, amin Porath ve Axén, (1976)
Epiklorhidrin Tiyol. amin Porath ve Axén. (1976)
Glutaraldehit Amin Porath ve Axén. (1976)
Glisidol-glioksil Amin Guisan (1988)
N-hidroksi stiksinimidil Amin Wilchek ve Miron.,

(1982); Drobnick ve ark.
(1982)

1.3.2.2. Capraz Baglama Yontemleri

Enzimlerin ¢apraz baglanma ydntemi, protein molekiillerine veya suda ¢éziinmeyen
bir tasiyict lizerindeki fonksiyonel gruplara, proteinin molekiiller arasi g¢apraz
baglanmas1 ile elde edilmektedir. Enzimlerin kendisi lizerine c¢apraz baglanmasi
masrafli olmakla birlikte ayn1 zamanda yeterli olmayan bir metoddur. Bu durumda
proteinin bir boliimii tasiyic1 gibi davrandigi i¢in enzimatik aktivite diismektedir.
Genellikle c¢apraz baglanmanin diger immobilizasyon yontemleriyle beraber
uygulanmasi daha iyidir. Enzimin kovalent baglanmayla immobilizasyon yapildigi
esnada c¢apraz baglanma da kullanildiginda desorpsiyon ¢ok az gozlenmektedir.
Adsorblanmis enzimleri stabilize etmek ve poliakrilamit jellerden sizintry1 6nlemek

capraz baglanmanin siklikla kullanildig: alanlardir [55].

Enzimin tasiyiciya ¢apraz baglanmasi asagidaki sekilde sematize edilmistir:
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Sekil 1.6. Capraz Baglanma

Capraz baglanma ile immobilizasyon, protein ve reaktif miktari, pH ile immobilize
edilecek enzime bagli olmakla birlikte molekiilici baglanmalar yaninda molekiiller
arasi baglanmalar da olusmaktadir [35]. Enzim immobilizasyonu bu yontem ile dort

farkli sekilde uygulanabilir;

a) Enzimin sadece difonksiyonel reaktif ile tepkimesi

b) Enzimin ortamda diger bir protein olmasi halinde bifonksiyonel ajan ile
tepkimesi

€c) Enzimin suda ¢oziinen bir tasiyicida adsorpsiyonu islemi sonrasinda
bifonksiyonel ajanla tepkimesi

d) Enzimin bifonksiyonel reaktifin etkin hale getirdigi polimer tasiyici ile

tepkimesidir.

En sik kullanmlan c¢apraz baglama reaktifleri; glutaraldehid, klorformat ve
karbonildiimidazol, heterosiklik halojeniirler, bisoksiranlar, divinilsulfanlar,
pbenzokinonlar, gecis metal iyonlar1 ve epiklorhidrinler olmakla birlikte capraz
baglama reaksiyonu iliman sartlarda uygulanmadigindan bazen 6nemli miktarda

aktivite diisiisii gozlenebilmektedir [35, 71].

1.3.2.3. Tutuklama Yontemleri

Tutuklama yonteminde, diger yontemlerden farkli olarak enzimin kimyasal ya da
fiziksel yollarla bir tasiyictya baglanmadan belirli bir ortamda adsorpsiyonu
gerceklestirilir. Tutuklama esnasinda enzim molekdillerinin polimer tasiyict igindeki
kafeslerde ya da yar1 gegirgen zar iginde ya da mikrokapsiilleme ve misellerde

tutulmast gergeklestirilir. Enzimin fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir
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tastyiciya baglanmis olmamasi bu metodu kovalent baglama ve c¢apraz baglamadan
farkli kilan en 6nemli faktordiir [35].

Sekil 1.7. Enzim Tutuklama

Biyokatalizorleri tutuklama yontemi kafes, lipozom, mikrokapsiil, membran ve ters

misel olmak iizere 5 gesittir.

1.3.2.3.1. Kafes yontemi

Kafes yonteminde enzim polimerin matriksinde capraz baglama sonucu olusan
odaciklarda (kafes) tutuklanir. Bu yontemde en sik kullanilmakta olan polimer N,N’-
metilenbisakrilamid ile ¢apraz baglanan poliakrilamittir [35]. Bu yontem, yiiksek
diizeyde ¢apraz bagli bir polimerin enzim iginde olusturulmasi temeline dayanir.
Polimerlesme sonrasinda enzim molekiilleri ¢apraz baglar arasinda tutuklanir ve
bundan dolay1 ortama ge¢meleri Onlenir, ¢apraz bag yiizdesi ¢ok iyi ayarlanmalidir.
Biyokatalizor ~ molekiilleri  tutuklanabilmeli  fakat substrat molekdllerinin
biyokatalizor molekiillerine ulasmasina engel olmamalidir. Capraz bag yiizdesinin
fazla olursa bu durum hem substratin enzimin aktif merkezine ulasmasini engel olur
hem de enzimin zincir yapisinin da bozulmasina yol agarak

aktivite kaybina sebep olabilir [35]. Bu yiizden bir ¢apraz bag yiizdesi ayarlamaya
dikkat edilmelidir. Capraz bag yilizdesi enzime ve tasiyiciya baghidir. Bu metodla

immobilize edilecek enzimin substratinin kiigiik molekiillii olmasi1 gerekir.

Kafes yonteminin avantajlari; ¢ok basit uygulanabilmesi, fiziksel bir yontem olmasi
ve ayni zamanda fazla miktarda enzimle gerceklestirilmesine gerek olmamasidir.

Suda ¢o6ziinmeyen tasiyicilarla da immobilizasyon uygulanmaktadir. Yontemin
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dezavantajlar1 ise; immobilizasyon uygulanirken aktivite kaybinin deney kosullarina
bagimli olusu ve immobilize enzimin yalniz kiiciik molekiillii substratlara iyi aktivite

gostermesidir [35].

1.3.2.3.2. Mikrokapsiilleme yontemi

Mikrokapsiil yonteminde biyokatalizor yar1 gegirgen polimer zar igerisinde
tutuklanir. Bu yOntemin avantajlar1 substrat ve enzime genis ylizey alani
saglayabilmesi ve ayni zamanda birgok tiirde enzimin de hemen hemen ayn1 sekilde
immobilize edilebilmesidir. Yontemin dezavantajlart ise yiiksek molekiil agirlikli
substratlarda  gergeklestirilememesi, bazi durumlarda enzimin aktivitesini

kaybetmesi, zarin duvarina yapigmasi veya mikrokapsiillerden damlamasidir [56].

Sekil 1.8. Enzimin Bir Kapsiil Icerisinde Tutuklanmas1

1.3.2.3.3. Sol-jel tutuklama

Enzim immobilizasyonu ig¢in inorganik sol-jel fiziksel tutuklama yontemi 1950
yilindan itibaren bilinmekle birlikte kullanimi 1990 yilindan bu yana Onem
kazanmuigtir [72]. Dickey ilk defa biyolojik aktivitenin bir miktar silika asit tiirevli
camlarda kimi enzimlerin tutuklanabildigini ispatlamistir [73]. Sonraki 30 yilda
tutuklanmis biyokatalizorlerin hazirlanmas1 amaciyla bu yontemin kullanildigini

belirten birka¢ ¢alisma bulunmaktadir [74, 75].

Jel tutuklama yontemi, enzimin gapraz baglanmis suda ¢dziinmeyen bir polimer zarin

bosluklar1 igerisine hapsedilmesidir. Sol-jel tutuklanmis enzimin dayanikliligi, enzim
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miktari, pH, iyonik giic ve diger immobilizasyon kosullarina bagli oldugu
bilinmektedir [76]. Matrikste hapsedilmis enzimin miktarinin artmasiyla enzim
termal kararliliginin artmasini saglar. Bilinen tutuklamanin dezavantajlari tutuklanan
biyokatalizorlerin timii muhtemelen Katalitik olarak inaktiftir [77]. Matriks

icersindeki bazi enzim molekiilleri tutuklanma siireci sirasinda aktivite kaybina

ugrayabilir.
Ve
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Sekil 1.9. Sol-jel matrikste enzim tutuklanmasi [70]

1.3.3. immobilizasyon Yontemlerinin Kiyaslanmasi

Bugiine kadar c¢esitli enzimler i¢in bir¢ok degisik immobilizasyon metodu
gerceklestirilmis ve Onerilmistir. Fakat enzimlerin birbirlerinden farkli kimyasal
ozellikleri ve bilesenleri olmasi, aym1 zamanda kullanilan substrat ve tiriiniin farkl
kimyasal karakterizasyonu olmasi sebebiyle tiim enzimler i¢in ve biitiin kosullarda
kullanilabilecek bir metod belirlemek imkansizdir. Uygulama kosullarina goére her
immobilizasyon  metodunun avantajlar1 ve dezavantajlari  bulunmaktadir.
Dolestaneyla farkli enzimler igin farkli kosullarda degisik yontemler belirlenebilir.
Tablo 1.4.te immobilizasyon yontemlerinin birbirlerine karsi kiyaslanmasi
belirtilmistir [35, 22].
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Tablo 1.4. immobilizasyon Y&ntemlerinin Kiyaslanmast

Ozellik Fiziksel Iyonik Capraz Kovalent Tutuklama
adsorpsiyon baglama baglama baglama

Hazirlama Kolay Kolay Zor Zor Zor

Baglama giicii Zayif Orta Kuvvetli Kuvvetli Kuvvetli

Enzim aktivitesi Diisiik Yiiksek Orta Yiiksek Yiiksek

Destegin  tekrar Miimkiin Miimkiin Imkansiz Nadiren Imkansiz

kullanilabilirligi

Immobilizasyonun  Diisiik Diisiik Orta Yiiksek Diisiik

maliyeti

Kararlilik Diisiik Orta Yiiksek Yiksek Yiksek

Genel Diisiik Orta Diistik Orta Yiiksek

uygulanabilirlik

Bu calismada, Giresun Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii
Biyokimya Anabilim Dalinda kestaneden (Castanea sativa) ilk defa saflastirilan
lipaz enziminin ¢esitli tagiyicilara farkli yontemler kullanilarak immobilizasyonu ve

immobilize enzimin kinetik 6zelliklerinin incelenmesi amag¢lanmustir.
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BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

Et¢i Sol jel tutuklama metoduyla manyetik nanopartikiillere C. rugosa lipaz
enziminin immobilizasyonunu gerceklestirerek optimum pH’smni  7,optimum

sicakligint 50°C olarak gozlemlemistir [21].

Turgut lipaz enzimini armut kabugu, akasya yapragi ve kaolin lizerine yapmis oldugu
immobilizasyonu sonucu immobilize lipazin optimum pH’sinin 9, optimum

sicakliginin 40°C oldugu sonucuna ulagmistir.

Sengiil yapmis oldugu ¢alismada C. Rugosa lipazinin kovalent baglama metoduyla
Glutaraldehit ara kolu tizerinden manyetik nanopartikiillere immobilizasyonu sonucu

optimum pH’sin1 7, optimum sicakligini 40°C olarak belirlemistir.

Aslan ve arkadaglar1 yapmis olduklari ¢alismada Amberzyme iizerine kovalent
baglama yontemi uygulayarak Psedomonas Fluorescens lipazinin immobilizasyonu

sonucu optimum pH’sin1 9 bulmugtur [33].

Yilmaz Kkovalent baglama metoduyla C. rugosa lipazinin cam boncuklara yapmis
oldugu lipaz immobilizasyonu sonucu lipazin optimum pH’sin1 5, optimum
sicakligint  45°C, ayrica sol jel tutuklama metoduyla gergeklestirdigi
immobilizasyonda ise immobilize lipazin optimum pH’sin1 6, optimum sicakligini

50°C olarak bulmustur [34].

Bitkisel kaynakli yagli tohumlarin lipaz aktivitesine etki eden pH degerleri {lizerine
yapilan calismalarda; Beisson ve arkadaglari aygicek tohum lipazinin optimum pH’s1
8-9 olarak saptamistir [10], Prabhu ve arkadaslar1 piring kepegi lipazinin optimum
pH’sin1 7-7,5 olarak bulmustur [81], Fuchs ve arkadaslari hint yagi bitki
tohumundan elde edilmis lipazin optimum pH’sinm1 4,2 [82], Haas ve arkadaslar

Umbellularia californica tohumlarindan saflastirilan lipazin optimum pH’sint 8,5
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olarak [83] bulmustur. Kestane tohumu lipazinin pH stabilitesi incelendiginde pH
9’da enzimin yiiksek oldugu goriilmektedir.

Cesitli bitkisel kaynakli lipazlarin optimum sicakliklar1 incelendiginde; Abigor ve
arkadaglart Palm yagi (Elaeis guineensis)’ndan saflastirilan lipazin optimum
sicakligin1 30°C olarak bulmustur [84], Sanz ve arkadaslari yapmis olduklari
calismada ac1 bakladan saflastirilan lipazin optimum sicakligini 25°C oldugunu

belirtmistir [85].
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi: Argelik

Destile Su Cihazi: Niive-NS-108

Etiiv: Binder

pH Metre: Butech

UV-VIS Spektrofotometre: T80+PG Instruments
Terazi: Schimadzu AUx220

Hassas Terazi: Sartorius

Su Banyosu: Memmert

Otomatik Pipetler: Brand Pipetleri, Dragon Lab.
Manyetik Karistirici: Chiltern Hotplate HS 31
Vorteks: Velp Scientifica

Rotary Evaporator: Biichi Rotavapor R-200
Liyofilizatér: Operon (Freeze Dryer -86 C

3.1.2. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Protein miktar tayininde; standart olarak kullanilan sigir serum albiimini, Folin C
ayiraci, Na,COs;, NaOH, dipotasyum tartarat Merck; CuSQO, ise Sigma marka
kullanildi.

Enzim aktivite tayininde dimetil siilfoksit (DMSO-Sigma), substrat olarak p-
nitrofenil asetat (p-NPA) (Sigma) kullanildi. Aktivite tayini i¢in sodyum asetat
(CH3COONa.3H,0-Merck), asetik asit (Sigma) ve Tris (Merck) kullanildi.
Immobilizasyonunda silikajel (Merck), cam boncuk (Sigma, ¢apt 212-300 p),
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alumina (Sigma), Amberlite IRA-900 (Sigma IRA-900), deniz kumu (Merck),
glutaraldehit (Merck), 3-aminopropiltrietoksi silan (Merck), K;HPO,4.12H,0
(Merck), KH,P0O,4.2H,0O (Merck), NaCl (Merck), H,SO4 (Merck), toluen (Merck),
NaOH (Merck), aseton (Merck) ve HCI (Merck) kullanildi.

3.2. Metod

3.2.1. Lowry Yontemi ile Protein Miktar Tayini [86]

3.2.1.1. Ayiraglar

A ayract: 0,1 N NaOH i¢inde ¢oziinmiis % 2 NayCO3 ¢ozeltisi

B ayiraci: % 0,5 CuSO4 ’1n % 1 dipotasyum tartarat’taki ¢ozeltisi

Folin C ayiract: Folin ¢alisma ¢ozeltisi: Folin ayiraci 1/3 oraninda distile su ile
seyreltildi.

C ayrrac1 (Alkali bakir ¢ozeltisi): 50 mL A ayiracina 1 mL B ayiraci ilave edildi.

3.2.1.2. Deneyin Yapilisi

Bir deney tiipiline, protein miktar1 tayin edilecek ¢ozeltiden 0,5 mL kondu, iizerine
2,5 mL C aymrac ilave edilerek iyice karistirildi. 10 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra 0,25 mL seyreltik Folin ayiraci ilave edildi ve karigtirildi. Oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi. Olusan mavi-mor renkli ¢ozeltinin absorbansi
spektrofotometrede, 500 nm’de ayirag koriine kars1t okundu. Okunan bu absorbans
degerinin sigir serum albumini ile ¢izilen standart grafige uygulanmasiyla, protein

miktar1 % mg olarak saptanda.

3.2.1.3. Bovin Serum Albumini Standart Egri Grafiginin Cizilmesi

Bovin serum albuminin distile sudaki % 100 mg’lik c¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok
¢ozeltiden uygun seyreltmeler ile % 10-90 mg’lik konsantrasyonlardaki ¢alisma
cozeltileri hazirlandi. Elde edilen standart cozeltilere Lowry deneyi uygulandi.

Deney 10 kez tekrarlandi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiiciik kareler metodu
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uygulanarak serum albumini regresyon denkleminden standart grafigi cizilerek

potein miktarlart hesaplandi.

3.2.2. Lipaz Aktivitesi Tayini

Lipaz enzimi esteraz ve hidrolaz olmak {izere iki farkli aktiviteye sahiptir.
Calisgmamizda kestane tohumu lipaz aktivitesi, esteraz aktivitesi tayin yontemine

gore spektrofotometrik olarak yapildi [87].

3.2.2.1. Esteraz Aktivitesi Tayini

3.2.2.1. 1. Aywaglar

0,050 M Sodyum asetat tampon c¢ozeltisi (pH=5,0): 0,6804 g NaCH3;COO.3H,0
destile suda ¢oziilerek balon jojede 100 mL’ye tamamlandi. 0,050 M asetik asid
cozeltisi ile pH’s1 5,0’e ayarlandi.

DMSO

Substrat ¢ozeltisi: 18 mg p-nitrofenil asetat (p-NFA) 1 ml DMSO’te ¢6ziildii ve 99
mL 0,050 M NaCH3;COOQ.3H,0 tamponu ilave edildi. Substrat ¢ozeltisi gilinliik
olarak hazirlandi ve 1 saat igerisinde kullanildi. 0,500 M Tris-HCI tamponu
(pH=7,4) ¢ozeltisi: 6,55 g Tris destile suda ¢oziilerek balon jojede 100 mL’ye
tamamlandi. 0,500 M HCI ¢ozeltisi ile pH’s1 7,4’e ayarland.

3.2.2.1.2. Deneyin Yapilisi

Esteraz  aktivitesi, Erlanson’a goére substrat olarak p-NFA kullanilarak
spektrofotometrik yontemle tayin edildi [87]. Bir deney tiipiine substrat ve enzim
¢ozeltilerinden 0,5’er mL konarak, 0,5 mL 0,5 M Tris-HCI tamponu ilave (pH=7,4)
edildi. Karisim oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Cozeltinin absorbansi
spektrofotometrede, 400 nm’de, 60 mM sodyum fosfat tamponuna kars1 (pH=7,0)
kars1 okundu. Bu absorpsiyon degerinin p-nitrofenol regresyon denklemine

uygulanmasiyla enzim tarafindan, oda sicakliginda, 1 dakikada agiga ¢ikarilan p-
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nitrofenol miktart umol/dakika olarak belirlendi. Bir {nite enzim aktivitesi; 1

dakikada aciga ¢ikan p-nitrofenol’tin miktaridir (umol/dakika).

3.2.3. Kestane Tohumu Lipazinin immobilizasyonu

Calismamizda lipazin immobilizasyonu i¢in kovalent baglama, adsorpsiyon ve

iyonik baglama yontemleri kullanildi.

3.2.3.1. Kovalent Baglama ile Immobilizasyon

Once reaktif olmayan Silikajel, deniz kumu ve gézenekli cam, asagida belirtildigi
gibi ayr1 ayr1 aktive edildi. Bunun i¢in 5 g Silikajel (60-120 mesh) 3-
aminopropiltrietoksi silanin toluendeki ¢ozeltisine (20 mL 3-aminopropiltrietoksi
silan + 180 ml toluen) ilave edildi. 120 °C’de yag banyosunda, 12 saat, geri sogutucu
altinda kaynatildi. Cam filtreden siiziildii ve aseton ile birka¢ kez yikandi, vakum
desikatoriinde kurutuldu. Deniz kumu ve gozenekli cam boncuk da ayni sekilde

aktive edildi.

1 g aktive edilmis Silikajel, 1 g deniz kumu ve 1 g gézenekli cam boncuk ayr1 ayri
almarak enzim immobilizasyonu gerceklestirildi. Bunun i¢in aktive edilmis fi¢
tastyici sirastyla 0,5 N NaOH ve su ile yikandi. 24 ml 0,05 M (pH = 7,0) fosfat
tamponu ve 2 ml glutaraldehit (% 25 w/w) ilave edildi, oda sicakliginda 2 saat
mekanik olarak karistirildi. Tasiyicilara baglanmayan glutaraldehit atiklarii
uzaklastirmak i¢in 10 mL tampon ile yikandi ve cam silizgegten filtre edildi.
Glutaraldehit ile kovalent baglanmis {i¢ farkli tasiyiciya 5’er ml kestane tohumundan
elde edilen lipaz ¢6zeltisi ilave edilerek, oda sicakliginda 2 saat mekanik karistiricida
karigtirildi. Tastyicilara kovalent olarak baglanmamis enzimleri uzaklastirmak i¢in 1
M NaCl igeren tampon ile bir ka¢ kez yikandi. Cam filtreden siiziildii ve su
trompunda 15 dakika kurutuldu, bir gece vakum desikatdriinde bekletildi, derin
dondurucuda saklandi. Yikama sularinda protein tayini yapildi. Preparatlarin aktivite

Olgtimleri ve tutuklu enzim miktarlari tayin edildi [88].
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3.2.3.2. Adsorpsiyon Yéntemi ile Immobilizasyon

Calismada kestane tohumlarindan saflastirilan lipaz aliimina ve cam boncuklara

adsorpsiyon yontemi ile belirtilen sekilde immobilize edildi.

3.2.3.2.1. Kestane Tohumu Lipazimin Aliimina’ya Immobilizasyonu

Aliimina, aliiminyum oksitten olusan, c¢oOziiniirligli organik ve inorganik ag¢idan
ihmal edilecek kadar az olan bir tastyicidir. Protein molekiillerini zayif adsorbsiyonla
baglayabildiginden immobilizasyonlarda inorganik tasiyici olarak kullanilmaktadir.
Aliimina ile immobilizasyon yapilmadan 6nce, nem ¢ekici 6zelligi nedeniyle aliimina
100 °C’de kurutuldu. Kestane tohumu lipazinin tasiyici olarak segilen aliiminaya
adsorbsiyon yontemi ile immobilize olup olamayacagini arastirmak amaciyla 2,5 ml
(mg protein/ml) kestane tohumu lipaz ¢ozeltisi 2,5 g aliimina ile +4 °C’de yarim saat
bir cam bagetle karistirildi. Bu karisimin iizerine 7,5 mL soguk aseton yavas yavas
eklenerek karistirmaya devam edildi. Karisim bir saat buzdolabinda zaman zaman
karigtirilmak siiretiyle bekletildikden sonra vakumlu filtrasyon uygulandi. Soguk
asetonla (yaklasik 15 ml) yikandi. Yikama sularindaki aseton rotarotaevaporatorde
ucurulduktan sonra kalan artik, bidestile su ile 10 mL’ye tamamlandi. Enzim
preparati vakumlu desikatorde kurutulup derin dondurucuda saklandi. Yikama

sularinda protein tayinleri yapildi [87].

3.2.3.2.2. Kestane Tohumu Lipazinin Cam Boncuklara Immobilizasyonu

Gozenekli olmayan cam boncuklar enzim immobilizasyonunda siklikla kullanilan
tastyicilardir. Immobilizasyon 6ncesinde cam boncuklarin igerdigi olasi safsizliklar
giderildi. Bu amagla cam boncuklar 4 M HCI ¢6zeltide 30 dakika karistirildi, asidin
uzaklastirilmas: i¢in sonrasinda bidestile su ile yikandi ve 120 °C’de 2 saat
kurutuldu. Kurutulan cam boncuklar ayrica kloroform:metanol (1:1) ¢dziicii sistemi
ile yikanarak 150 °C’de kurutuldu. Bu asamadan sonra cam boncuklar
immobilizasyona hazir hale getirilmis oldu. 1 g yikanmis cam boncuklar 2 mL
kestane tohumu lipaz ¢ozeltisi ile oda sicakliginda karigtirildi ve siiziildi. Siiziilen

cam boncuklar once asetonla sonra 0,1 M fosfat tamponu ile yikandi. Enzim
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preparati vakumlu desikatorde kurutulup derin dondurucuda saklandi. Yikama

sularinda protein miktari tayin edildi [87].

3.2.3.3. Iyonik Baglama Yontemi ile Immobilizasyon

Kestane tohumu lipazi, anyon degistirici regcine Amberlitee IRA-900’e iyonik
baglama yontemi ile immobilize edildi. Amberlite IRA-900 makropor6z yapida,
25000-30000 A capinda gozenek araligina sahip 16-50 mesh partikiil bityiikliigiinde
olan bir anyon degistirici reginedir. Sivi hidrokarbonlar, aseton, alkoller, eterler ve
diger bir¢ok organik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirligli ihmal edilecek kadar azdir. Destek

meteryali olarak sik kullanilan bir reginedir [87].

Kestane lipaz1 anyon degistirici recine Amberlite IRA-900’¢e iyonik baglama yontemi
ile immobilize edildi. 2 ml kestane tohumu lipaz1 iizerine 1 g Amberlite IRA-900
ilave edilip kanistirildiktan sonra derin dondurucuda donduruldu. Kurutulmus olarak
elde edilen immobilize enzimler aseton ile iyice yikanarak tutuklanmayan veya zayif
tutuklanan enzimler uzaklastirildi. Vakumlu desikatérde kurutulduktan sonra derin

dondurucuda saklandi. Yikama sularinda protein tayinleri yapildi.

3.2.4. Lipazin Cesitli Tastyicilardaki % Tutuklanmalari

Immobilizasyon yontemlerinde anlatildigi sekilde cesitli tasiyicilara immobilize
edilen lipaz ¢ozeltisinin immobilizasyonlari sonucu b iriktirilen yikama sularindaki
protein igerikleri, immobilizasyondan hemen sonra Lowry ydntemine gore tayin
edildi [86]. Yikama sulari tamamen rotaevaporatorde destile edildi. Kalan kisim
bidestile su ile 10 mL’ye tamamlandi. Yikama sularindaki protein miktarlar1 protein
standart egri denkleminden yararlanilarak hesaplandi. Baslangigta ortama katilan
protein miktarindan yikama sularinda tespit edilen protein miktari arasindaki fark

tutuklanmis enzim miktarin1 vermektedir.

3.3. Immobilize Kestane Tohumu Lipazimin Esteraz Aktivitesine Gore Kinetik

Ozelliklerinin Incelenmesi [86]
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3.3.1. Immobilize Kestane Tohumu lipazinin Esteraz Aktivitesi ve Protein

Miktar Tayini

Immobilize lipaz enziminin aktivite tayini i¢in 10 mg immobilize enzim (enzim +
tasiyicl) 2,5 mL destile su ile bir deney tiipiinde 1 dakika calkalandi, siizgeg
kagidindan siiziildii. Elde edilen ¢ozeltide (Immobilize enzim ¢dzeltisi) esteraz
aktivitesi tayini spektrofotometrik yonteme gore yapildi. Immobilize lipaz

enzimlerinde protein tayinleri Lowry yontemine [86] gore yapildi.

3.3.2. Immobilize Lipazin Esteraz Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisinin

Incelenmesi

Kestaneden elde edilen lipazin optimum pH’sini belirlemek amaciyla enzimin pH =
4-12 araliginda gosterdigi esteraz aktivitesi Olgiildii. pH=4-5 araliginda asetat
tamponu, pH=6-8 araliginda fosfat tamponu, pH=9-10 araliginda glisin-NaOH
tamponu, pH=11-12 araliginda ise Na,HPOs4+-NaOH tamponu kullanildi. Aktivite
tayini, son hacim 0,3 ml olacak sekilde p-NFA’nin 0,1 mL sulu ¢6zeltisine, 0,1 mL
enzim ¢ozeltisi ve 0,1 ml 0,5 M Tris-HCI tamponu (pH=7.4) ilavesiyle olusturuldu.
Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi ve 5 dakika sonunda serbest kalan p-
nitrofenol, 400 nm’de 60 mM sodyum fosfat tamponuna (pH=7,0) Kkarsi
spektrofotometrede okundu.

Tiim denemeler oda sicakliginda gerceklestirildi. Denemeler 10 kez yapilarak
ortalamalar1 alindi. Degisik pH degerlerinde elde edilen esteraz aktivitesi ordinata,

pH degerleri apsise konarak optimum pH egrisi ¢izildi.

3.3.3. Esteraz Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisinin incelenmesi

3.2.3’te anlatildig1 sekilde hazirlanan immobilize enzim c¢ozeltisinden 4’er mL
alinarak 10-70 °C arasinda, sicaklik her defasinda 10 °C arttirilarak, su banyosunda
30 dakika siire ile tutuldu. Oda sicaklifina getirilen ¢ozeltilerde esteraz aktivitesi
tayini Erlanson yontemine gore yapildi. Denemeler 10 kez tekrarlanarak ortalamalari

alindi. Sicaklik degerleri apsise, elde edilen enzim aktivite degerleri ordinatta olmak
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tizere optimum sicaklik egrisi ¢izildi. Oda sicakliginda yapilan denemenin aktivitesi

100 kabul edilerek (kontrol) her bir sicaklik i¢in % aktivite degerleri hesaplandi.

3.3.4. immobilize Lipazin Esteraz Aktivitesine Zamanin Etkisi

Sicaklik ve pH sabit tutularak (oda sicakligi, pH 7,4) immobilize lipaz ¢6zeltisinin p-
NFA substratiile 1, 5, 10, 15 ve 20. dakikalardaki esteraz aktivitesi tayin edildi.
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Lipazin Cesitli Tasiyicilardaki % Tutuklanmalar:

Cesitli tastyicilara farkli immobilizasyon yontemleri ile immobilize edilen lipazin bu
tastyicilardaki % tutunmalari Tablo 4.1.°de gosterildi. Lipaz enziminin 98.12
oraninda kovalent baglama yontemine gore, Silikajele immobilize edildigi goriildii.
Adsorpsiyon metoduna gore yapilan immobilizasyon yonteminde, lipaz enziminin en

diisiik oranda aluminaya adsorplandigi bulundu.

Tablo 4.1. Cesitli Tastyicilara Immobilize Edilmis Lipaz Enziminin % Tutuklanmalar

Tastyict Immobilizasyon Sekli % Tutuklanma
Alumina Adsorpsiyon 44,64
Deniz kumu Kovalent 68,18
Cam Boncuk Kovalent 78,408
Silikajel Kovalent 98,12
Cam boncuk Adsorpsiyon 74,31
Amberlite IRA-900 Iyonik 54,89

4.2. immobilize Lipazin Kinetik Ozellikleri
4.2.1. Iimmobilize Lipaz Esteraz Aktivitesine pH mn EtKisi
Cesitli tagiyicilar lizerine immobilize edilen lipazin optimum pH degerleri Tablo 4.1.;

grafigi ise Sekil 4.1.-4.7.’te verildi. Buna gére immobilize lipazlarin optimum pH

degerlerinin yaklasik 10 civarinda oldugu goriildii. Calismamizda kestane lipazinin
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da optimum pH degerinin degeri 10 olarak bulunmustu (Sekil 4.7.). Immobilizasyon
isleminin optimum pH degerlerini degistirmedigi saptandi (4.1.-4.7., Tablo 4.1.).
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Sekil 4.1. Kovalent Baglama Y6ntemi ile Silikajele Immobilize Edilen Lipazin Optimum pH Grafigi

160 -

S
[ew]
1

[
o
1

Aktivite (Unite/mI.dakika),
I (=)} co o
o o o ==

[
o
1

o

0 2 4 6 8 10 12 14

Sekil 4.2. Adsorpsiyon Yéntemi ile Cam Boncuga Immobilize Edilen Lipazin Optimum pH Grafigi
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Sekil 4.3. Kovalent Olarak Cam Boncuga Immobilize Edilen Lipazin Optimum pH Grafigi
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Sekil 4.4. Kovalent Baglama Yontemi ile Deniz Kumuna immobilize Edilen Lipazin Optimum pH

Grafigi
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Sekil 4.6. Adsorpsiyon Yéntemi ile Aluminaya immobilize Edilen Lipazin Optimum pH Grafigi
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Sekil 4.7. Kestane Lipaz1 ile Immobilize Lipazlarin Optimum pH Grafigi

4.2.2. immobilize Lipaz Esteraz Aktivitesine Sicakh@in Etkisi

Immobilize lipazlarin optimum sicakliginin 60 "C oldugu bulundu (Sekil 4.8.-
4.14.). Saflastirilan lipaz enziminin ise optimum sicaklik degerinin 30°C oldugu

bulunmustu.
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Sekil 4.8. Aliiminaya immobilize Edilen Lipazin Optimum Sicaklik Grafigi
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Sekil 4.9. Iyonik Baglama Yontemiyle Amberlite’e Immobilize Edilen Lipazin Optimum Sicaklik
Grafigi

250

3

150 ~

3

Aktivite (Unite/mLdakika)
u
o

0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Sicaklik °C

Sekil 4.10. Kovalent Baglama Yontemi ile Deniz Kumuna Immobilize Edilen Lipazin Optimum

Sicaklik Grafigi
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Sekil 4.11. Kovalent Baglama Y&ntemi ile Silikajele immobilize Edilen Lipazin Optimum Sicaklik
Grafigi
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Sekil 4.12. Adsorpsiyon Yontemi ile Cam Boncuga immobilize Edilen Lipazin Optimum Sicaklik
Grafigi
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Sekil 4.13. Kovalent Olarak Cam Boncuga immobilize Edilen Lipazin Optimum Sicaklik Grafigi
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Sekil 4.14. Kestane Lipazi Ile immobilize Enzim Optimum Sicaklik Grafigi

Immobilize ve dogal lipazin optimum pH ve sicaklik degerleri Tablo 4.2.’de

Ozetlenmistir.
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Tablo 4.2. Immobilize ve Serbest Enzimin Optimum pH ve Sicaklik Degerleri

Immobilizasyon Optimum Optimum
Tiirii pH Sicaklik (°C)
Kestane lipazt - 10 30
Cam boncuk-enzim Kovalent 10 60
Cam boncuk- enzim Adsorpsiyon 10 60
Silikajel Kovalent 10 60
Deniz kumu Kovalent 10 60
Alumina Adsorpsiyon 10 60
Amberlite IRA-900 Iyonik 10 60

3.2.3. Immobilize Lipazin Esteraz Aktivitesine Zamanin Etkisi

Lipazin esteraz aktivitesi lizerine zamanin etkisi incelendiginde, esteraz aktivitesinde
zamana bagli olarak az bir artis oldugu bulunurken; dogal enzimde bu degerin 5.
dakikadan sonra daha fazla oranda oldugu saptandi. Immobilizasyon isleminin enzim

aktivitesini daha kararli hale getirdigi goriildii (Sekil 4.21.).
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Sekil 4.15. Kovalent Baglama Y&ntemi ile Deniz Kumuna Immobilize Edilen Lipazin Aktivitesine

Zamanin Etkisi
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Sekil 4.16. Kovalent Baglama Y&ntemi ile Cam Boncuga immobilize Edilen Lipaz Aktivitesine

Zamanin Etkisi
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Sekil 4.17. Kovalent Baglama ile Silikajele immobilize Edilen Lipazin Aktivitesine Zamanin Etkisi
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Sekil 4.18. Adsorpsiyon Yéntemi ile Cam Boncuga immobilize Edilen Lipazin Aktivitesine Zamanin
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Sekil 4.19. Iyonik Baglama Y&ntemi ile Amberlite’e Immobilize Edilen Lipaz Aktivitesine Zamanin

Etkisi
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Sekil 4.20. Adsorpsiyon Yontemi ile Aluminaya immobilize Edilen Lipaz Aktivitesine Zamanin

Etkisi
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Sekil 4.21. Immobilize ve Dogal Lipaz Aktivitesine Zamanin Etkisi
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Cesitli endiistriyel islemlerde (Margarin, siit ve yag endiistrisinde, deterjan ve gida
endiistrisinde, saf kimyasallarin ve ilaglarin sentezinde, kagit imalatinda, kozmetik
endiistrisinde, eczacilikta ve tekstilde) kullanilan lipazlarin, gesitli bitki, hayvan ve
mikroorganizmalardan saflastirildigt ve bazi kinetik 6zelliklerinin incelendigi
goriilmustiir. Lipazin kestane tohumlarindan saflagtirilmasi ile ilgili literatiirde

herhangi bir ¢calismaya rastlanmamustir.

Calismamizda kestaneden ilk kez saflastirilan lipazin ¢esitli tasiyicilar iizerine

immobilizasyonu gergeklestirilip kinetik 6zellikleri incelenmistir.

Immobilizasyon teknigi ile enzimlerin kararlilg: arttirilmakta ve enzimler cesitli
endiistri alanlarinda bu o6zellikleri nedeni ile uzun siire kullanilabilmektedir. Bu
calismada iyonik, kovalent ve adsorpsiyon yontemi ile lipaz farkli tastyicilar lizerine
immobilize edilmis ve 6zellikleri incelenmistir. Kestane tohumu lipazi, en yiiksek
oranda (% 98,2 oraninda) kovalent baglama yontemi ile Silikajele tutuklanmig; bunu
kovalent bagli olarak tutuklanan cam boncuk izlemistir (% 74,41). Tutuklanma en
diisiik oranda adsorpsiyon yontemi ile Alumina iizerine yapilmistir. Adsorpsiyon ile
immobilizasyonda tasiyici olarak Alumina kullanilmis ve immobilizasyon isleminin
diger yontemlere gore diisiik oldugu gortlmistiir. Enzimin aktif merkezi etkilenerek
tic boyutlu yapisinda degisiklik meydana geldigi i¢in substrata olan ilgi azalmistir.
Bu nedenle aktivitenin azaldigr diisiintilmektedir. Calismamizda % tutuklanma orani
yiiksek olan 6 tasiyict sec¢ilmis ve immobilize lipazin kinetik 6zellikleri bunlar
lizerinde incelenmistir. Immobilize kestane lipazlari igin yapilan pH calismalarinda
immobilize lipazlarin optimum pH’lari, serbest enziminkiyle ayni, pH 10 civarinda
belirlenmistir. Serbest ve immobilize enzimlerin optimum pH’larmin 10 olmasi,
enzimin bazik karakterli bir enzim oldugunu gostermektedir. immobilize enzime ait

sicaklik-aktivite degerleri verilmistir. Immobilizasyon sonucu lipazin optimum
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sicaklign pratik olarak degismistir. Immobilize enzime ait sicaklik-aktivite egrisinin
serbest enzime gore 60°C genislemis olmasi, immobilize lipazin nispeten yiiksek
aktiviteye sahip oldugunu ve termal kararliliginin arttiginin bir kanitidir. Lipazin
alginata immobilize edilmesiyle de immobilize lipazlarda ayni sonuglar bulunmustur
[90]. Serbest ve bagl enzimlerin esteraz aktivitesinin zamanla etkisi incelendiginde;
dogal enzimde 5. dakikadan sonra goriilen aktivite artisi, immobilize lipazlarda
gorilmemistir. Bagka bir ¢alismada da immobilizasyon isleminin, lipaz1 daha kararl
hale getirdigi gériilmektedir [90,91]. iImmobilize lipazlar iizerine ¢esitli maddelerin
etkileri incelendiginde; serbest enzimlerde oldugu gibi, yapilarinda azot bulunan

bilesikler immobilize enzimlerin aktivitelerinde artisa neden olmustur.

Sonug¢ olarak kestane tohumlarindan saflastirilan lipaz enzimi ilk kez ¢esitli

tastyicilar izerine immobilize edilmistir. Buna gore;

Kestane tohumu lipazinin ¢esitli tastyicilardaki % tutuklanmalar incelendiginde; en
iyi tutunmanin % 98,2 oraninda kovalent baglama yontemi ile Silikajele tutuklandig:

saptandi.

Immobilize lipaz enzimlerinin esteraz aktivitelerinde, zamana bagli olarak az bir artis
oldugu goriildii.

1. Kestane Lipazinin p-nitrofenil asetat substratina gére optimum sicaklik degeri
30°C; optimum pH degeri ise 9 iken immobilizasyondan sonra optimum
sicaklik degerinin 30-60°C araliginda; optimum pH degerinin 10 oldugu
goriild.

2. Kestane lipazinin esteraz aktivitesi i¢in uygun reaksiyon siiresi ise 20 dakika

olarak belirlendi. Iimmobilizasyondan sonra bu degerin degismedigi gozlendi.
Elde edilen sonuglardan, iilkemizde yetisen ve yurt disina ihra¢ edilen kestane

tohumlarindan lipaz enziminin saflagtirillip c¢esitli immobilizasyon islemleriyle

endiistri alanlarinda kullanilabilecegi kanisina varilmistir.
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