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Papatyadan (Matricaria Chamomilla L.) Saflastirilan Lipaz Enziminin Cesitli

Tasiyicilara immobilizasyonu

OZET

Bu ¢alismada, iilkemizde Giresun ili ve ¢evresinde bol miktarda yetisen papatyadan
(Matricaria chamomilla L.) ilk defa saflastirilan lipaz enziminin gesitli tasiyicilara
immobilizasyonu incelendi.

Lipazlar (Triagilgliserol acil hidrolaz, E.C.3.1.1.3), su-yag ara yiizeyinde
trigliseridlerin hidrolizini katalizleyen ve endiistride sayisiz uygulama alanina sahip
olan enzimlerdir. Gida, deri, deterjan, kagit, biyomedikal, biyodizel, biyosensor,
kozmetik ve parfiim sanayinde uygulama alanlar1 bulunmaktadir.

Enzimlerin Kimya endiistrisinde ve biyoteknolojide gesitli amaglar i¢in kullanilmasi,
bu katalizorlerin daha ekonomik ve kullanigli hale getirilmesini gerektirmistir.
Endiistriyel islemlerde immobilize lipaz enzimleri serbest lipaz enziminin yerini
almis ve kullanim alan1 artmistir.

Lipaz enziminin ¢ok cesitli bitkilerden saflastirildigi ancak papatya bitkisinden
saflastirilmadig literatiir arastirmalarindan gériilmiistiir. Ozgiin nitelikte bir calisma
oldugu diisiiniildiiglinden, papatya bitkisinden lipaz enziminin ilk defa saflastirilmasi
ve c¢esitli tagiyicilara immobilize edilerek kullanim alaninin  arttirilmasi
amaglanmistir. Enzimleri kimya ve biyoteknoloji alaninda daha ¢ekici hale
getirebilmek igin Ozellikle son 30 yil iginde enzim immobilizasyonu iizerine
calismalar yogunlasmustir. Immobilize enzimlerin endiistride, birgcok alanda
kullaniminin yayginlastig1 goriilmektedir.

Saflastirilan lipaz ¢esitli tasiyicilar lizerine adsorpsiyon, kovalent ve iyonik baglama
yontemleri ile immobilize edildi. Protein miktar1 ve lipaz esteraz aktivitesi, sirasiyla
Lowry ve Erlanson yontemlerine gore tayin edildi.

Papatya lipaz1 c¢esitli tasiyicilar (Kieselgel 60, deniz kumu, Amberlite IRA-900,
alumina, cam boncuk) iizerine immobilize edilerek immobilize lipazlarin optimum
pH, optimum sicaklik, optimum reaksiyon siiresinin tayini gibi kinetik 6zellikleri de
incelendi.

Anahtar Kelimeler: Papatya (Matricaria chamomilla L.), Lipaz, Immobilizasyon.



Immobilization to Various Carriers of Purified Lipase Enzyme from
Chamomile (Matricaria Chamomilla L.)

SUMMARY

In this study, the immobilization of lipase enzyme, which has been purified for the
first time, from chamomile (Matricaria chamomilla L.) grown in Giresun Province
and its surroundings was investigated.

Lipases (Triacylglycerol acyl hydrolase, E.C.3.1.1.3) are enzymes that catalyze the
hydrolysis of triglycerides at the water-fat interface and have numerous applications
in the industry. They have application areas in food, leather, detergent, paper,
biomedical, biodiesel, biosensor, cosmetics and perfume industries.

The use for various purposes in the chemical industry and in biotechnology of
enzymes has necessitated making more economical and useful of these catalysts. In
industrial processes, the immobilized lipase enzymes replaced of free lipase enzymes
and increased its use.

It was seen in literatiire studies that lipase enzyme has been purified from various
plants but not purified from chamomile plants. Since it is thought to be an original
work, it was aimed to purify from chamomile plant of lipase enzyme and increase its
use by immobilizing to various carriers for the first time. In order to make enzymes
more attractive in chemistry and biotechnology, studies on enzyme immobilization
have intensified in the last 30 years. It is seen that the use of immobilized enzymes in
industry in many fields has become widespread.

The purified lipase was immobilized on the various carriers by adsorption, covalent
and ionic bonding methods. Protein amount and lipase esterase activity were
determined according to Lowry and Erlanson methods, respectively.

Chamomile lipase was immobilized on various carriers (Kieselgel 60, sea sand,
Amberlite IRA-900, alumina, glass beads) and it was investigated kinetic properties
such as optimum pH, optimum temperature and optimum reaction time of
immobilized lipases.

Keywords: Chamomile (Matricaria chamomilla L.), Lipase, Immobilization.



BOLUM 1. GIRIS

1.1. Enzimler ve Ozellikleri

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canliliga zarar vermeyecek sekilde
ilimhi kosullarda gerceklesmesine olanak saglayan biyokatalizatdr olarak bilinir.
Bununla birlikte yeterli kosullarin saglanmasi durumunda etkilerini gdsteriyor
olmalari, enzimlerin dogal ortamlarinin disinda daha ¢ok alanda yararlanabilme
olanagimi ortaya c¢ikarmaktadir. Bundan dolayr enzimoloji bilim dali, enzimlere
iliskin Ozellikleri bir biitiin olarak inceler ve baslica biyokimya ve molekiiler
biyoloji, yanisira genetik, bakteriyoloji ve mikrobiyoloji, fizikokimya, botanik,
farmakoloji ve toksikoloji, tarim, tip, patoloji, fizyoloji, miithendislik, biyoteknoloji

vb. bilim dallar1 ile baz1 endiistriyel alanlarda biiyiik 6neme sahiptir.

Enzimler, canli hiicrelerde gergeklesen metabolitik reaksiyonlarin  gogunu
hizlandiran veya diizenleyen protein yapidaki biyolojik katalizorlerdir. Enzimler,
kimyasal tepkimelerde herhangi bir degisiklige ugramadan canli sistemlerde

meydana gelen tepkimelerin hizini artirirlar [1].

Enzimlerin hemen hepsi protein yapili molekiillerdir. Bununla beraber bazi enzimler,
katalitik etkinlik gostermek igin protein yapisinda olmayan bir bilesene de
gereksinim duyarlar ki bu bilesene “kofaktor” adi verilir. Boyle enzimlerde inaktif
protein bileseni “apoenzim” , kofaktor ile beraber aktif enzim ise “holoenzim” olarak
tanimlanabilir. Kofaktor, organik yapili molekiil (koenzim) veya metal iyonu olabilir.

Enzim molekiillerinde protein ve kofaktor bilesenleri katalizde islevseldir.

Enzimlerin protein kism1 dogal proteinlerde oldugu gibi peptit bag ile birbirine bagl
20 amino asitten olusur. Fakat bir¢ok enzimde posttranslasyonal modifikasyonlar
olaylar1 sonucunda protein zincirinde bulunan amino asitlerin R-grubunda bazi
kimyasal olaylar ortaya c¢ikmaktadir. Bununla birlikte posttranslasyonal
modifikasyonlar sonucunda proteinin zincirine karbonhidrat, ¢esitli organik

molekiiller lipid ve metal iyonlar1 baglanmaktadir [2].



Enzim + Substrat — Erzim - Substrat — Enzim + Uriin
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Enzim Madde  Enzim -Substrat Enzim Tepkime
aubstrat) kompleksi Lrlinleri

Sekil 1.1. Enzim-Substrat Iliskisi [3]

Tablo 1.1. Enzimlerin Kullanim Alanlari [5]

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

Amilaz, glukoz izomeraz Nisgasta endiistrisinde
Katalaz, amilaz Tekstil sanayinde

Amilaz, amiloglikozidaz, pentosanaz Ekmek sanayinde
Rediiktaz, amilaz, fosfataz, oksidazlar Analitik amacli analizlerde
Termolizin Aspartam tiretiminde
Ksilenaz Kagit endiistrisinde
Papain, katalaz Et sanayinde

Penisilin amidaz, oksidaz Eczacilikta

Enzimler, sistemli bir sekilde tepkime tiiriine gore isimlendirilmekte ve
gruplandirilmaktadir. Bu sisteme gore enzim cesitleri altt gruba ve her grup alt

siniflara boliinmiistiir:

a) Oksidorediiktazlar: Biyolojik redoks tepkimelerine etki eden enzimlerdir.

b) Transferazlar: Bu tiir enzimler baz1 gruptaki bilesiklerin molekiiliinden digerine
transferini katalizlerler.

¢) Hidrolazlar: Ester, asit anhidrit, eter, amid (peptid), C-C, C-Halojen, P-N ve
glikolizit baglarini etkileyerek bu molekiillerin hidroliz tepkimelerini katalizler ve
etkiledikleri baglarin tiirtine gore de alt siniflara ayrilirlar. Lipaz enzimi bu grupta

bulunmaktadir.




d) Liyazlar: Organik bilesiklerdeki C-C, C-O, C-S ve C-Halojen baglarinin
birbirinden uzaklastirihip, ¢ift baglarin  olusturuldugu tepkimeleri Kkataliz
etmektedirler.

e) Izomerazlar: Molekiil i¢i cevrilmeleri, Geometrik ya da optik izomerlerin
birbirine doniistiirilmesini katalizlemektedirler.

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

baglarini olusturarak birbirleri ile birlesmesini katalizler [1].

1.1.1. Enzim Kullanmanin Avantajlari

Enzimler, reaksiyon tiiriine ve substrata karsi spesifiktir. Dogal substratlarla sinirli
kalmazlar ve organik bilesiklerlede uygulanirlar. Bununla birlikte enzimatik
reaksiyonlarda herhangi bir yan iiriin olusturmazlar. Verim %2100’ diir. Proses

basamaklarinin sayis1 gittikge azalmaktadir.

Kimyasal katalizorlere karsi reaksiyonu 108-1011 kere daha hizli bir sekilde
gerceklestirebilirler.

Enzimlerin bir¢ok dogal kontrol mekanizma sekilleri vardir. Enzimlerin aktivitesi,
bulunduklar1 kosullara gore diizenlenebilmektedir. Ortamda bulunan kontrol edici

kiiciik molekiillere gore enzim aktivitesini azaltir veya artirabilir.

Fizyolojik pH, basing ve sicaklikta g¢alismaya olanak saglar. Bundan dolay1
reaksiyonun calismast i¢in aktivasyon enerjisinin diismesini saglayarak, reaksiyonu

daha az enerjide ve diisiik sicaklik seviyesinde gerceklestirebilirler [3].

Reaksiyonun gergeklestigi ortamdan geri doniistiiriilerek tekrar kullanilir hale

getirilebilirler.

Kemoselektivite, diasteroselektivite, regioselektivite ve enantioselektivite

gosterebilirler.



1.2. Enzimatik Bir Tepkimenin Hizin1 Etkileyen Faktorler

1.2.1. pH

Enzimlerin aktiviteleri, bulunduklari ortamin hidrojen iyonunun derisimine bagl
degigsmektedir. Enzim tepkimelerinde hizin maksimum degerde bulundugu ve biitiin
enzimler i¢in spesifik durumda bulunan optimum pH degerleri bulunmaktadir. pH
degeri degisikligi ile amino asit zincirindeki iyonik 6zellikler degistiginden denatiire

duruma gelen enzimler katalitik aktivitelerini kaybederler.

1.2.2. Sicakhik

Enzimatik tepkimelerde sicakligin artmasi durumunda molekiiller arasinda
carpigsmanin artigl s0z konusu olacagindan tepkimenin hizida buna karsi artmaktadir.
Fakat, maksimum degerde bir hiza ulasildiktan sonra sicakligin artmasi ile hiz da
yeniden bir azalma oldugu goriilecektir. Bu sicakliga optimum sicaklik adi
verilmektedir. Enzimler protein yapili bir bilesik oldugundan optimum sicakligin
iizerine ¢ikildiginda denatiirasyon olmaktadir. Oncelikle enzimin molekiil yapis1 bu
sicakliktan etkilenir ve daha sonra enzimin iginde bulundugu aktif merkezde

etkilenerek, reaksiyonun tepkime hizini diisiiriirler.

1.2.3. Enzim Derisimi

Enzimatik tepkimelerde ¢ok substrat olmasi durumunda tepkimenin hizi, enzimin
derisimi ile orantili bir sekilde artmaktadir. Denge durumunda olan enzim
derisiminin denge sabiti iizerinde herhangi bir etkisi s6z konusu degildir. Tepkimenin

hizina etki eden enzimler, hizin ve dengenin saatlerini degistirmemektedirler.

1.2.4. Substrat Derisimi
Ortamda yer alan enzim derisimi ve diger etmenler degismedigi miiddetce
tepkimenin hizi, baslangicta bulunan substrat derisiminim artmasi ile dogru bir

sekilde artig gostermektedir. Ancak buna substrat ilavesi yapilirsa reaksiyonun hizi



giderek daha az artacak ve belirli bir siire substrat derisiminde maksimum bir hiza
(Vmax) ulasacaktir. Substratin derisimi daha fazla artsada reaksiyon hizinda bir

degisme olmayacaktir [4].

Enzimin reaksiyon hizi (V), substrat konsantrasyonuna (S) karsi grafige dokiiliirse
hiperbolik bir egri meydana gelecektir. 1913 yilinda Leonard MICHAELIS ve Maud
MENTEN ikisi birlikte hiperbolik egrinin matematiksel bir sekilde nasil

gosterilecegini formiille belirtmislerdir.

VI'I"Iﬂ!l!

[S]

Sekil 1.2. Michaelis-Menten Grafigi (Siirekli artan substrat konsantrasyonuna karsi hizda meydana

gelen degisim).

Enzim-substrat (ES) kompleksine ait tepkimede; E: enzim, S: substrat, ES: enzim-

substrat kompleksini ifade etmektedir.

k|

E+8 « ES s E4+ U

Bu reaksiyonda; E: enzim, S: substrat, ES: enzim-substrat kompleksi, U: iiriinii

gosterir. Enzim tepkime hiz1 Michaelis-Menten esitligi ile verilir.

1.3. Lipaz Enzimi

Biyoteknolojik caligmalarda cesitli yonlerde kullanilmalari, kimyasal proseslere

spesifiklik  kazandirmalari, yan reaksiyonlardaki durumlart Onlemesi Ve



reaksiyondaki {irtinlerin ayrilmalariyla ilgili sorunlar1 kolaylastirdiklarindan, bir¢ok
ozellikleri sebebiyle lipazlara gitgide biiyiik bir ilgi vardir. Giiniimiizde enzimlerin
kullanim alanlarinda lipazin 6nemi gitgide artmaktadir. Lipazlarin enzim alaninda
paylarinin biiylimesinde, enzimlerin enantiyo seciciligi, bolgesel segiciligi ve biiyiik
substrat araliklar1 etki gostermistir. Lipazlar bitki, hayvan ve mikrobiyal kaynakli
olmakla birlikte, endistriyel alanda mikrobiyal kaynak yapili lipazlar tercih
edilmektedir. Son yillarda ti¢ boyutlu yapilarin belirlenmesinde yapilmis ¢alismalar,
lipazlarin yapi-islev 6zelliklerine karsi 1s1k tutacak ¢alismalara temel atmaktadir [5].
Lipazlar hidroliz, esterifikasyon, interesterifikasyon, aminoliz ve asidoliz gibi bir¢ok
biyodonlisim olaylarmmin  gerceklesmesini  saglayan c¢ok yonli  biyolojik
katalizérlerdir. Giiniimiizde ilag, kozmetik, pestisit, biyosensdr ve deterjan sanayileri

vb.birgok alanlarda lipazlar 6niimiize gelmektedir [3].

Lipazlar, triagilgliserollerin ester hidrolizine etki eden enzimlerdir. Boyle enzimler,
insan ve hayvansal organizmasinda, bir¢cok bitki ve mikroorganizmalarda ortaya
cikmaktadir. Birgok biyolojik sivilar, hiicreler, organlar ve cesitli dokularda

bulunurlar [6].

Lipazin endiistrideki uygulamalar1 deterjan sanayisi, peynir iiretimi, cilt ve ylizey
temizleyicileri ve kagit iiretimi gibi bir¢ok uygulama alanlarina sahiptirler [7-10].
Lipazlar normal kosullarda bitkisel ve hayvansal yaglarin tersinir hidrolizine etki
eden enzimlerdir. Adlandirmasi; E.C. 3.1.1.3 Triagilgliserol Ag¢il Hidrolaz
bicimindedir. Son yillarda lipaz enzimi aragtirmalarina karsi olan ilgi gitgide
artmaktadir. Bu lipazlarin benzersiz yapida karakteristik ozelliklerine bagli bir
olaydir. Yiksek sicaklikta ve pH degerinde organik ¢oziiclilere karsi biiyiik
kararliliktadir. Kimyasal iriinlerine karsi yiiksek secicilik oranina sahiptirler. Bu
Ozelliklerden dolayr lipaz enzimlerine karst diisiik sicaklik ve basingta

reaksiyonlarini etkileme imkanina sahiptir [8,11].

Son yillardaki yeni lipaz ¢alismalarinin  kullanildigr proseslerde, 06zellikle
tutuklanmis hiicrelerin ¢alisildig1 lipazi katalizleyen siire¢in teknik caligmalarina

kars1 yapilan arastirmalarin ¢ogaldigi goriilmektedir [12]. Lipazlarm kullanilir



ozellikleri kimyasal secicilik, bolgesel secicilik ve ¢ift yonlii secicilik
gostermesinden kaynaklanmaktadir. Fungi ve bakteriler gibi mikroorganizmalar
tarafindan biiylik bir verimle {iretildiginden biliylik oranda kullanilabilir olma
Ozellikleri vardir. Bir¢ok lipazin kristal yapisinin sirlart bilimsel arastirmalarda
ortaya ¢ikmasi ve miihendislik stratejilerinin olugmasini epeyce kolaylastirmiglardir.

Bu 6zelliklerden dolay1, organik kimya alaninda en ¢ok biyokatalizor olarak lipazlar

secilmektedir [13].
@]
OJJ‘\_/‘\\_,/“\/’““-L OH
6NN+ 3H O ——= on * 3,40
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Triacilgliserol Gliserol Yag asidi

Sekil 1.3. Lipazlarm katalitik aktivasyonu

1.4. Lipazlarin Ozellikleri

1.4.1. Optimum pH

Yiiksek pH’l1 yapidaki enzimler genellikle etkilerini kaybederler. Enzimlerin yiiksek
oranda calistiklar1 pH degeri “optimum pH” degeri olarak adlandirilmaktadir.
Pepsinin yapisindaki pH 1,8’de ya da arginazin yapisindaki pH 10,0’da en yiiksek
etkinlik gosteren istisnasi enzimler de bulundugu gibi, bir¢ok enzimde pH 4,5-8,5
araliklarinda en yiliksek etkinligine sahiptirler. Yiiksek pH’larda yapisindaki
proteinlerin yapilarinin bozulmalar1 ile enzimin etkinligi, geri doniilmez olarak

diismektedir [6].

pH 7,0-9,0 araliklarinda ve 30-40°C sicakliginda yiiksek etkinlik gostermesi,
mikrobial lipazin 6nemli karakteristik Ozelligindendir [14]. Lipazlar sabit bir pH
degerinde katalitik olarak aktiftirler. Cogunda optimum pH degeri 7,0-8,0 arasinda
degismektedir. Mikrobiyolojik yapili lipaz enzimleri pH 6,0—7,5 seviyesinde yiiksek

oranda kararlilik gostermektedirler [15].



1.4.2. Optimum Sicaklik ve Termal Kararhhk

Lipazlarin maksimum degerde gosterdigi aktivite sicaklik degerleri ortalama 30-
40°C’dir. Hayvansal ve bitkisel lipazlar, ¢ogunlukla mikrobiyal (mantar ve bakteri)

lipaz enzimlerine karsi daha az termal kararlilik gosterirler [15].
1.4.3. Lipazin Aktivasyon ve inhibisyonu

Lipazin aktivitesine karsi, iyonlarin ve reaktiflerin arastirilmasi sonucunda, agir
metal iyonulart lipazin aktivitesine etki ettigini, alkali metal iyonlariin artirdigini
gdstermistir. Lipazin iizerinde aktif olan iyon Ca*"’dur. Lipazin aktivitesine etki eden
maddelere Co?*, Ni?", Hg2+, Sn**’m bazi tuzlari, boronik asitler ve dietil-p-

dinitrofenil fosfat 6rnek olarak gosterilebilir [16].
1.4.4. izoelektrik Nokta (pI)

Net yiikiin sifir oldugu noktalardir. pl civarinda proteinler daha az ¢oziinmeye

ugrarken pl degerinden uzaklastikca daha fazla ¢6zlinme gosterirler.
1.5. Lipazlarin Kaynaklar:

Lipaz enzimleri genellikle bakteri, mantar ve mayalardan meydana gelen mikrobiyal
florada bulunmaktadir. Lipaz enzimleri, domuz ve insanda bulundugu gibi, yiiksek
yapili bitkiler olan kene otu tohumu (Ricinus communis) ve kolza tohumu (Brassica
napus)’nda da bulunmaktadir. Biyoteknolojik alanlarda mikrobiyal lipaz enzimleri
olduk¢a dikkat cekmektedir. Lipaz enzimleri ile yapilan endiistriyel calismalarda
genelde saflastirilmig ticari enzimler kullanilmaktadir [17]. Lipazlar, dogada

bulunma durumuna gore soyle siniflandirilabilir:



1.5.1. Mikroorganizma Lipazlar:

Bakteriyel lipazlar, mantar tiirii lipazlar, Pseudomonas spp., Lactobacillus spp.,

Streptococcus faecalis, Candida cylindracea, Humicola lanuginosa

1.5.2. Hayvansal Lipazlar

Doku lipazlari, sindirim sistemi lipazlari, lipoprotein lipazi, adipoz dokusu lipazi,

karaciger lipazi, Siit lipazlari, pankreas lipazi, ince bagirsak lipazi.

1.5.3. Bitkisel Lipazlar

Bugday, yulaf, misir lipazlari

1.6. Lipazlarin Siniflandirilmasi

Lipaz enzimleri 6zellik durumuna gore ti¢ ayr1 grup altinda incelenebilirler [1].

1.6.1. Spesifik Olmayan (Non-Spesifik) Lipazlar

Bu grupta bulunan enzimler trigliseridlerin tiim pozisyonlarindaki agil gruplarini

koparabilme 6zelligine sahip enzimlerdir. Reaksiyon uygulamalarinda ara {iriin diagil

ve monoagilgliserinlerden olusmaktadir. Trigliseridler, gliserin ve yag asitlerine

kadar pargalanirlar.

J 3H,0
0 (HROCR 1 CH,OH
RCOCH O —— 3RCOOH + HO(
CH,0 CR ’ CH,OH
3H,0

Sekil 1.4. Spesifik olmayan lipazlarin katalizledigi reaksiyonun denklemi [1].



1.6.2. 1,3 - Spesifik Lipazlar

Bu grupta bulunan lipaz enzimleri noétral yaglar1 esdeger konuma ait olan 1 ve 3
durumundan spesifik olarak hidroliz ederler. Reaksiyon olaylari sonucunda
triagilgliserinlerden yag asitleri, 1,2 (2,3)-diagilgliserinler ve 2-monoagilgliserinler
olusmaktadir. 1,2 (2,3)-diacilgliserinler ve 6zellikle 2-monoagilgliserinler kimyasal
yonden kararsiz yapida olup swrasiyla  1,3-diagilgliserinlere  ve  1(3)-
monoagilgliserinlere izomerlesirler. Bu durumda meydana gelen izomerler enzimler
tarafindan tekrar substrat sekilde geri kullanilirlar ve sonug olarak 1,3-spesifik
lipazlar da spesifik olmayan lipaz enzimleri gibi triagilgliserolleri gliserol ve serbest

yag asidine kadar ayirirlar. Pankreatik lipaz enzimleri de bu gruba dahil olmaktadir.

1.6.3. Yag Asiti Spesifik Lipazlar

Bu grupta yer alan lipaz enzimleri agilgliserinlerdeki birkac yag asitlerine 6zgii olup

buradaki yag asitlerinin meydana getirdigi ester baglarini pargalara ayirirlar.

1.7. Lipazlarin Endiistriyel Kullanim Alanlar

Endiistriyel alanda harcanan enzimlerin hemen hemen hepsi mikrobiyal kaynakli
olmakla beraber, bitkisel yapili enzimler de bu alanda kullanilmaktadir. Lipaz
enzimleri bir organizmadan baskasina veya organizma icindeki lipidlerin biyolojik

doniisiimii i¢in 6nemli enzimlerdendir.

Kullanim alani genig bazi ticari lipaz enzimleri Tablo 1.2°de verilmistir. Tablo 1.3’te

ise mikrobiyal lipazlarin uygulama alanlari verilmistir [18].

Tablo 1.2. Kullanimi yaygin bazi ticari lipazlar

Tip Kaynak Uygulama alam Uretici firma

Fungal C. rugosa Organik sentez Amano, Biocatalysists,
Boehringer Mannheim, Fluka,
Genzyme, Sigma
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C. antarctica Organik sentez Boehringer Mannheim, Novo

Nordisk

T. lanuginosus Deterjan katkisi Boehringer Mannheim, Novo
Nordisk

R. miehei Gida islenmesi NovoNordisk, Biocatalysists,
Amano

Bakteriyel B. cepacia Organik sentez Amano, Fluka, Boehringer

Mannheim

P. alcaligenes Deterjan katkisi Genencor

P. mendocina Deterjan katkisi Genencor

Ch. Viscosum Organik sentezler Asahi, Biocatalysists

Tablo 1.3. Mikrobiyal Lipazlarin Endiistriyel Uygulamalart

Endiistri Gorevi Uriin ya da Uygulama

Deterjan Yaglarin Hidrolizi Kumaglardan yag lekelerinin
uzaklastirilmast

Siit tirtinleri Siit yaginin hidrolizi Peynir, siit ve tereyagdaki
Tatlandiricilarin gelistirilmesi

Kozmetik Sentez Nemlendiriciler

Kagit Hidroliz Gelistirilmis kalitede kagit

Deri Hidroliz Deri tiriinleri

Temizlik Hidroliz Yaglarin uzaklastirilmasi

Ilag Transesterifikasyon Sindirim diizenleyiciler

Ilag Hidroliz Ozel lipidler

Yag Transesterifikasyon Margarin, gliserol,

Yag Hidroliz Mono ve diagil gliseroller

Icecek Aroma gelistirilmesi Icececekler

Ekmek Tat gelistirilmesi Raf dmriiniin uzatilmasi

1.7.1. Gida Endiistrisinde Lipazlar
Lipaz ezimleri, triagilgliserollerdeki yag asidindeki zincirlerin  yerlerini
degistirmesinden dolay1 lipidlerde Ozelliklerin farklilagmasini saglarlar. Bundan
dolay1 daha ucuza mal olur ve ¢ok az miktarda lipid ile dahabiiyiik bir degerde yag
degistirmesine olanak saglarlar [19].

1.7.2. Tla¢ Endiistrisinde Lipazlar

Kimyasal yolla firetilemeyen ilaclarin olusumunda, kiral bilesiklerin meydana

gelmesinde lipaz enziminden faydalanilir. Ayrica antiinflamatuar ilaclar,
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angiotensin-I dontistiiriicii enzimler ve [-blokerlerin {iretiminde lipaz enzimleri

kullanilmaktadir [20].

1.7.3. Organik Sentezlerde Lipazlar

Lipaz enzimleri kimyasal, stereo, bolgesel ve segici transformasyonlarin énemli bir

bolimiinde katalizor olarak kullanilmaktadirlar [21].

1.7.4. Kozmetik ve Parfiim Endiistrisinde Lipazlar

Endiistriyel alanda bulunan kozmetik ve kokulu iirtinlerin bilesiklerinin
iiretilmesinde lipaz enzimleri 6nemli yer tutmaktadir. Kozmetik ve kokulu tiriinlerin
bilesiklerinin meydana getirilmesinde lipaz enzimlerinin kullanildigi literatiirlerde

goriilmektedir [22].

1.7.5. Deri Endiistrisinde Lipazlar

Deri sanayisinde tretilen post ve deri isleme ge¢misten bugiine kadar gelmektedir.
Deri isleme, deri alti yaglarmin kaldirilmasi, killarin ayiklanmasi, doldurma vb.

islemlerden olugmaktadir[17].

1.7.6. Kagit Hamuru ve Kagit Endiistrisinde Lipazlar

Kagit sanayisinde meydana gelen kagit hamurundan katrani uzaklastirmak igin lipaz
enzimi kullanilmaktadir. Katran, kagit ve kagit hamuru iiretiminde Onemli
problemlere neden olan trigliseridler ve balmumu olarak bilinen agacin hidrofobik
bilesenlerini a¢iklamak i¢in kullanilmaktadir. Japonya’daki Nippon Kagit Endiistrisi,
trigliseridlerin yaklasik % 90 kadarin1 hidroliz etmek i¢in Candida rugosa’dan

meydana getirilen lipaz enzimi ile bir katran kontrol metodu gelistirmistir [18].

1.8. Enzim Immobilizasyonu

Enzimler kimya, biyoteknolojik alan ve bunun gibi endistri alaninda

kullanilmaktadirlar. Harcanan bu enzimlerin pahali ve ortam kosullarina kars1 giigsiiz
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olmalari, enzimlerin daha ekonomik ve kullanilir duruma gelmesi igin yapilan
aragtirmalara daha fazla asama katmistir. Birgok kaynakdan izole edilen enzimlerin,
aktivitelerini yitirmeden reaksiyon ortamindan geri doniismeleri ise imkansizdir.
Bundan dolay1 enzimlerin fazla spesifik ve daha pahali katalizoér olmalarina neden
olurlar ve maliyetin artmasini saglarlar. Serbest halde bulunan enzimler devamli
tiretim sistemine uygulanamazlar. Bu nedenlerden dolayr immobilizasyon
islemlerinin gelistirilmesi ve uygulanmasi bu enzimleri endiistriyel alanlarda daha

etkili ve kullanilir hale getirebilmektedir.

Immobilizasyon islemi, enzimlerin suda c¢oziinemeyen tasiyiciya fiziksel veya
kimyasal olarak bagli olmasi, suda ¢éziinemeyen iiriin veren bir kopolimerizasyona
enzim molekiiliiniin monomer olarak eklenmesi ve suda ¢éztinemeyen bir matriks

yada suda ¢oziinemeyen mikrokapsiillerde tutuklanmasidir.

Biitiin enzimler i¢in ideal bir tasiyici ve immobilizasyon islemi segilirken bilimsel
kosullarin oldugunu aciklamak pek miimkiin degildir. Tasiyict ve immobilizasyon
islem yoOntemini segerken hem immobilize olan enzimin karakteristiklerini ve
uygulanacagr alani, hem de segilen metod ile tasiyict kombinasyonunun

siirlamalarinin ve 6zelliginin uyumuna dikkat edilmelidir. [1].

Immolizasyon isleminin bu alanda getirdigi baz1 avantajlardan asagida séz edilmistir:

[ Cok asamal1 ardisik reaksiyon olaylar1 i¢in uygundur. Reaksiyon asamasinda iiriin
olusumunu gozaltina alinabilir.

[1 Dogal enzimlere kars1 daha kararli yapidadirlar.

[1 Birgok sartlarda serbest halde bulunan enzimlerden daha yiiksek yapida aktivite
gosterebilirler.

[1 Uzun siireli olarak ve tekrar tekrar kullanilabilirler.

[1 Devamli olarak islemlere uygulanabilme kosullari bulunmaktadir.

[1 Reaksiyonun sonucunda bulundugu alandan rahat¢a uzaklastirilir ve iiriiniin

enzimler tarafindan kirletilmesi gibi sorunlar yaratmazlar.
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[1 Enzimlerin kendi kendilerini parcalama (autolysis, self-digestion) olanaklar
azalir.

[1 Calkalama, karistirma gibi islemler (mekanistik) agisindan uygundurlar.

1 Cevre sartlarina (pH, sicaklik v.s.) kars1 dayaniklidirlar.

Cogunlukla immobilize olan enzimlerin isletme sartlar1 etrafinda aktif bulundugu
slirece, serbest halde bulunan enzimlere gore daha yiiksektir. Boylelikle islemin

stiresi azalir ve daha fazla sayida saf tirtinler meydana getirilebilir [1, 23].

Bunun yani sira immobilizasyon igleminin dezavantajlari da bulunmaktadir:

- Immobilizasyon islemi siiresince sicaklik, pH degisimi ve serbest radikallerin
meydana gelmesi gibi faktorler enzimlerin denatiire olmalarina ve aktivitelerini
yitirmelerine neden olurlar. Bu nedenlerden dolayr enzimin immobilizasyonu
sirasinda aktif durumdaki gruplarin korunmasi i¢in immobilizasyon islemleri gerekli

kosullar altinda (oda sicakligi, nétral pH vb.) yapilmalidir.

- Birden fazla basamakli immobilizasyon isleminde enzimin kararliligi smirh

olmalidir.

- Baz1 enzim tastyicilarinda maliyet oldukg¢a pahalidir. immobilizasyon islemlerinde
enzimin yapist konformasyonel degisikliklerden etkilenebilir. Farkli sebeplerden
dolayr immobilize olan enzim zincirin hareketlerini etkileyebilir. immobilizasyonda
kullanilacak olan kimyasallarin tipini, tasiyict ile enzimin karsilikli olarak
etkilesmesini, aktiflestirici veya ¢apraz baglayict kimyasallar ile enzimin

etkilesmesini bunlar saglayabilir.

Enzim immobilizasyon islemi, enzimin etrafinda bulunan mikro ¢evreyi de
etkileyebilir ve enzimin davranislarinda asagida belirtilen bazi degisiklikler
olusturabilirler [24].

-Yapisal Degisiklikler: Immobilizasyon asamasinda, enzimin yapisinin belli

pozisyonlarda uzun siireli korunmasi ile enzim ve tasiyict arasinda fazla sayida

baglanmalar olusabilmektedir. Enzim yapisinin katalitik aktifligi yapisal degisimlere
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bagli bulundugundan Km ve Vmak degerinde farklilik, enzimin aktifliginde azalma

olmaktadir.

- Bolme Etkisi: Poliiyonik destek uygulandiginda iyonik yapiya sahip olan substrat,
tepkime ortamimda homojen bir yapida dagilmaz. Enzimin ¢evresinde bulunan kiitle
fazindan farkl1 derisimlerde bulunabilirler. Olgiilen bu derisim oranlar1 genelde kiitle
fazindan yapilmaktadir. Boliinme etkisi ¢ok bulunan bir durumdur ve ¢6ziinen madde

ile polimerik destek arasinda hidrofobik etkilesim olmaktadir.

-Difiizyon Simirlamasi: Bu durum fiziksel biyiklik ile alakalidir. Polimer
desteginin gbzenek capi substrat molekiilinden daha kiiciik yapida ise substratin
destek igine difiizlenmesi ve enzim ile etkilesime gegmesi engellenir. Bunun sonunda

tepkime meydana gelmez.

- Sterik Simirlamalar: immobilize olan enzimin aktif halde bulunan uglar1 substrat
molekiiliinlin yaklagmasina olanakli yapida degilse sterik nedenler ortaya ¢ikabilir.
Mesela enzimin aktif halde bulunan gruplari destek maddesine doéniik halde ise
substratin aktif merkezine yakinlasmasi engellenebilir. Enzim polimerik kafeste
hapsedildiginden, substrat molekiillerinin enzime yakinlasip direk olarak temasa

gecmesi matriks tarafindan durdurulabilir.

- Inaktivasyon: Asilmasi gii¢ tepkime kosullarinda (6rnegin; ortamda serbest
radikallerin veya oksitleyici reaktiflerin varligi, yiikksek pH gibi) meydana gelen
immobilizasyon basamaklar1 enzimin bir kismin1 veya tamammi aktiflik yoniinden
kaybetmesine neden olabilirler. Bu durumda immobilize olan enzimin spesifik
aktifligi, serbest halde bulunan enzimin aktifliginden daha az seviyede bulunabilir.
Enzimin baska bir konformasyonel degisimi s6z konusu olmaksizin aktifligini

yitirebilir [25].
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1.8.1. Enzim immobilizasyon Yontemleri

Immobilizasyon yontemi segilirken kullanilacak olan enzimin kimyasal yapisi ve
bilesimi, substratin ve olusacak tiriiniin 6zellikleri goz oniinde bulundurulmalidir
[26]. Bunun yaninda, immobilizasyon sirasinda, enzimin aktivitesini yitirmesine
sebep olmayacak bir yontem segilmesine dikkat edilmelidir.

Enzim immobilizasyon yontemleri Sekil 1.5’teki gibi siniflandirilabilir.

Tswwiinn Fomndiiliessgmi

sl

Bafilama Furuklsmms

AN
Capraz Enzim Tasiciyva Ll Kikro Kipozom
Baflama Kopolime- Baflama ikl ams kapsiillzme ek
izasyonu
PIM]\“HN Bivospesitik
adsorpsis- NE CApraz haflama haflama haflama haflama
von haflama

Sekil 1.5. Enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandirilmasi [1].

1.8.2. Tasiyicrya Baglama Metodu

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

aktivitesinin artmasina neden olmaktadir.
Bu yonteme gore bagli olan enzim miktar1 ile immobilizasyon sonrasindaki enzim

aktivitesi tasiyicinin yapisina baglidir [27]. Tasiyicinin belirlenmesi immobilize olan

enzimin performansi yoniinden ¢ok fazla 6nem gostermektedir. Tastyict seclirken en
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onemli etken enzimin tiirtidiir [27]. Tastyict segiminde tanecik boyutu, yiizey alani,
polar gruplarin apolar gruplara orani ve tasiyicinin kimyasal yapisi gibi etkenler g6z

tintinde bulundurulur [28].

Tastyiciya baglama metodu ii¢ alt smifta incelenmektedir: Fiziksel adsorpsiyon,

Iyonik baglanma ve kovalent baglanma olmak {izere.

1.8.2.1. Fiziksel Adsorpsiyon Yontemi

Immobilizasyon islemi icin uygulanan en kolay metotdur. Metod; yiizey aktif
sularinda ¢oziinemeyen bir adsorbanin, enzim c¢ozeltisi ile karistirilarak enzimin

fazlasinin yikanarak uzaklastirilmasi esasina dayanir.

Esdagilimli olarak enzimi birbirine baglayabilmek amaciyla kullanilan son yontem;
karistirmal1 ya da calkalamal1 bir banyoda, tasiyicinin enzim ¢ozeltisine alinmasi ve
karistirllmas1 ya da siirekli calkalanmasi ile miimkiindiir. Enzimin tasiyiciya
baglanmasinda Van der Waals kuvvetleri, hidrojen bag1 ve elektrostatik etkilesimleri
etkindir. Yontemin basarili olabilmesi i¢in adsorban madde genellikle 6n islemden
gecirilir. Enzim immobilizasyonunda en yaygin kullanilan adsorbanlar; aktif karbon,
diatome topragi, gozenekli cam, CaCOgs, kiil, silikajel, bentonit, hidrosiapatit,

kollodyum nisasta, gluten ve kalsiyum fosfattir [29].

Adsorplanan enzimlerin aktif merkezleri bu islemden etkilenmez, enzim serbest
halde bulunan aktifligini korur. Fakat enzim, baglanmada rol alan etkilesimlerin
kuvvetli olmamasindan dolay1r desorpsiyona ugrar. Bu sebeple yontem dayanikli
degildir. Islem sirainda aktivite kayb1 ve iiriinde kirlilik olusabilmektedir. Yiiksek tuz
veya substrat miktar1 enzim desorpsiyon hizinda artisa neden olmaktadir. Ozellikle
diisiik derigsim araliklarinda etkinlik gosteren enzimler i¢in dezavantajdir Enzimin
tastyictya fiziksel adsorpsiyon yontemi ile immobilize edilmesi Sekil 1.6’da

goriilmektedir [30].
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Sekil 1.6. Fiziksel Adsorpsiyon

1.8.2.2. iyonik Baglama Yontemi

Iyonik baglama yéntemi enzimin suda ¢dziinmeyen ve iyon degistirici kalintilari
ihtiva eden bir tasiyiciya iyonik baglanmasi prensibine dayanmaktadir. Enzim ile
tagtyict arasinda fiziksel adsorpsiyon yontemine gore daha kuvvetli bag olusur. Bu
yontemde kullanilan tasiyicilar; seliiloz gibi organik maddeler organik ve silika gibi
inorganik destekleyici maddeler iyon degistiricilerdir. Fiziksel adsorpsiyon
yonteminde oldugu gibi iyonik baglanma yonteminde de immobilizasyon basit bir
sekilde gerceklestirilmektedir. Iyonik baglama ilimli sartlarda gerceklestigi igin

enzimin yapisinda ve aktif merkezde degisiklige sebep olmaz [28, 31].

1.8.2.3. Kovalent Baglama Yontemi

Kovalent baglama yontemi enzimin suda ¢éziinmeyen bir tastyiciya kovalent olarak
baglanmas1 esasimna dayanmaktadir. Diger yontemlere gore daha karmasik ve zor
sartlarda gergeklestirilir. Bu yontemde tasiyict madde ile enzimin aktif bolgesinde
yer alan fonksiyonel gruplar arasinda bag olusumu gerekir. Tasiyict suda
¢oziinmemelidir [28]; ayrica enzimin tasiyiciyr par¢alamamasi, tasiyicinin enzimde
mikroorganizma iiremesine imkan vermemesi, pH ve ¢oziiciilere dayanikli olmasi

gibi 6zellikler gostermesi goz onilinde bulundurulur [28, 32, 33].
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Sekil 1.7. Kovalent baglama [34]

Kovalent baglamaya bir 6rnek olarak Cho ve Rhee’nin ger¢eklestirmis oldugu silika
bazli immobilizasyonunda enzim aktivasyon aract olarak glutaraldehitinde
araciliiyla florisil iizerine immobilize edilmistir. Bu immobilize lipaz zeytinyaginin

hidrolizi i¢in kullanilmistir [35].

Knezevic ve ark.,, Eupergit C destek maddesine Candida rugosa lipazin
immobilizasyon i¢in {i¢ farkli sekilde kovalent immobilizasyon yontemi
kullanmiglardir [36]. Gelistirilmis bu immobilizasyon teknigi sulu sistemde oldukca
basit olmasiyla birlikte yeniden uygulanabilir ve lipaz uygulamalari i¢in ideal bir
¢oziim sagladigini 6ne stirmiislerdir. Etkin baglanti olabilmesi i¢in enzim ve tastyici
immobilizasyondan once etkin hale getirilmelidir. Genellikle enzimin baglanmasi

i¢in tagtyict immobilizasyon oncesi aktivite edilir [37].

Kovalent bag yontemi uygulanan immobilize olan enzimin performansina etki eden

etmenler sirasiyla:

e Tasiyicinin gozenek boyutu, partikiil biiyiikliigii

e Tagtyicinin kimyasal 6zellikleri

¢ Enzimin baglanma 6zelligi

e Immobilizasyon isleminden sonra veya immobilizasyon sirasindaki enzimin
molekiil sekli

e Enzimleri baglamak amaciyla kullanilan ortamin sartlari

19



e Tasiyic1 ve enzim arasinda meydana gelen bag sestane

e Tasiyicilarin i¢inde veya iizerindeki enzim miktaridir.

Kovalent baglanma metodunun avantaj ve dezavantajlari ise asagda siralanmaktadir.

Avantajlar

e Enzim kararlilig1 genellikle artar.

e Aktive edilmis tasiyiciya enzimi baglamak basittir ve bagli olmayan enzim
yikama ile giderilebilir.

e Enzim ve tasiyict arasinda gilicli etkilesim oldugu igin enzim ¢ozeltiye
karigsmaz.

e Reaksiyon ortamindan istenilen zaman giderilebilir.

e Siirekli sistemler i¢in uygulanabilir.

o Degisik fiziksel sekillerde (tabaka, partikiil vb.) tiretilebilirler.

Dezavantajlart

e Baglanma aktivite i¢in zorunlu aminoasit fonksiyonel gruplar1 ile
gergeklestiginden dolay1 enzimin aktivitesinde diisiis gozlenebilir.

e Enzimin tastyiciya baglanmasi i¢in pahali hazirliklar gerekli olabilir.

e Enzimin zor reaksiyon sartlarina maruz kalmasiyla iiriin veriminde diists
gozlenir.

e Tastyicinin yenilenememesi.

Kovalent baglama yonteminde proteinlerin immobilizasyon islemleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemin avantaji enzim ile tasiyicit arasinda meydana gelen
etkilesim gii¢lii oldugu igin enzim ¢6zelti ortamina sizmaz. Ancak aktivitenin yiiksek
degerde bulunmas: i¢in temel aminoasit fonksiyonel gruplar katalitik aktivite igin
destek maddesine karsi kovalent baglanma s6z konusu olmamalidir. Bu durum bazen
sikinti dogurabilir. Reaksiyon genellikle sulu ortamda gergeklesir. Bu yontemde
kullanilan tasiyicilar aktive edilmelidir. Yontemin gerceklestirilmesi ¢ok kolay

degildir. Enzim ile tastyict arasindaki bag giiclii oldugu i¢in bazen enzimatik
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aktivitenin arttig1 da gozlenmektedir [38]. Fonksiyonel gruplar i¢eren tasiyiciya gore
farkli reaksiyonlar gelistirilmistir [39]. 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 siiregleri genel olarak, baglama kisminda
proteinlerdeki giiclii niikkleofillerle tepkimeye girip destek maddesindeki elektrofilik
gruplar1 elde etmek amaciyla tasarlanmaktadir. Tasiciya kovalent baglama
yonteminin temel ilkeleri, proteinlerin kimyasal modifikasyonu i¢in kullanimiyla
benzerdir. Genellikle tepkimelerde, yan zincirlerinde amino, karboksil gibi
fonksiyonel grup bulunan lisin (e-amino grup), sistein (tiyol grup), aspartik asit veya

glutamik asit (karboksilli asit) gibi aminoasitler kullanilirlar.

Tablo 1.4. Enzimlerin Kovalent Baglama Metotlari: Hidroksil fonksiyonlu matriksin aktivasyonu
[40]

Aktivasyvon metodu Reaktantlari 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 Axeén. (1976)
Epiklorhidrin Tiyol, amin Porath ve Axeén. (1976)
Glutaraldehit Amin Porath ve Axén. (1976)
Glisidol-glioksil Amin Guisan (1988)
N-hidroksi siiksinimidil Amin Wilchek ve Miron,

(1982): Drobnick ve ark.
(1982)

1.8.2.4. Capraz Baglama Yontemleri

Enzimlerin ¢apraz baglanma yontemi, protein molekiillerine veya suda ¢éziinmeyen
bir tasiyici lizerindeki fonksiyonel gruplara, proteinin molekiiller arasi c¢apraz
baglanmasi ile elde edilmektedir. Enzimlerin kendisi {lizerine capraz baglanmasi

masrafli olmakla birlikte ayn1 zamanda yeterli olmayan bir metoddur. Bu durumda
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proteinin bir bolimii tastyic1 gibi davrandigi icin enzimatik aktivite diismektedir.
Genellikle capraz baglanmanin diger immobilizasyon yontemleriyle beraber
uygulanmasi daha iyidir. Enzimin kovalent baglanmayla immobilizasyon yapildigi
esnada c¢apraz baglanma da kullanildiginda desorpsiyon ¢ok az gozlenmektedir.
Adsorblanmis haldeki enzimleri stabilize etmek ve poliakrilamit jellerden akan
sizinttyr 6nlemek amaciyla ¢apraz baglanmanin siklikla kullanildig: alanlardir [27].

Enzimin tasiyiciya ¢apraz baglanmasi asagidaki sekilde sematize edilmistir:

Sekil 1.8. Capraz Baglanma

Capraz baglanma ile immobilizasyon, protein ve reaktif miktari, pH ile immobilize
edilecek enzime bagli olmakla birlikte molekiiligi baglanmalar yaninda molekiiller
aras1 baglanmalar da olusmaktadir [28]. 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

¢) Enzimin suda ¢oziinen bir tasityicida adsorpsiyonu islemi sonrasinda
bifonksiyonel ajanla tepkimesi

d) Enzimin bifonksiyonel reaktifin etkin hale getirdigi polimer tasiyici ile

tepkimesidir.

En sik kullanilan ¢apraz baglama reaktifleri; glutaraldehid, klorformat ve
heterosiklik  halojeniirler, karbonildiimidazol, bisoksiranlar, pbenzokinonlar,
divinilsulfanlar, geg¢is metal iyonlar1 ve epiklorhidrinler olmakla birlikte c¢apraz
baglama reaksiyonu iliman sartlarda uygulanmadigindan bazen onemli miktarda

aktivite diisiisii gozlenebilmektedir [28, 41].
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1.8.2.5. Tutuklama Yontemleri

Tutuklama yonteminde, diger yontemlerden farkli olarak enzimin kimyasal ya da
fiziksel yollarla herhangi bir tasiyiciya baglh kalmadan belirli bir ortamda
adsorpsiyonu gercgeklestirilir. Tutuklama esnasinda enzim molekiillerinin polimer
tasiyict i¢indeki kafeslerde ya da yar1 gecirgen zar i¢cinde ya da mikrokapsiilleme ve
misellerde tutulmasi gergeklestirilir. Enzimin fiziksel veya kimyasal olarak herhangi
bir tastyictya baglanmis olmamasi bu metodu kovalent baglama ve c¢apraz

baglamadan farkli kilan en 6nemli faktordiir [28].

Sekil 1.9. Enzim Tutuklama

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

misel olmak tlizere 5 ¢esittir.

1.8.2.6. Kafes Yontemi

Kafes yonteminde enzim polimerin matriksinde c¢apraz baglanma ile olusan
odaciklarda (kafes) tutuklanir. Bu yontemde en sik kullanilmakta olan polimer N,N’-
metilenbisakrilamid ile ¢apraz baglanan poliakrilamittir [28]. Bu yontem, yiiksek
diizeyde capraz baglanma ile olusan bir polimerin enzim iginde olusturulmasi
temeline dayanir. Polimerlesme sonrasinda enzim molekiilleri ¢apraz baglar arasinda
tutuklanir ve bundan dolay1 ortama geg¢meleri onlenir, ¢apraz bag yilizdesi ¢ok iyi
ayarlanmalidir.  Biyokatalizor molekdilleri  tutuklanabilmeli  fakat  substrat
molekiillerinin biyokatalizér molekiillerine ulagmasina engel olmamalidir. Capraz

bag yiizdesinin fazla olursa bu durum hem substratin enzimin aktif merkezine
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ulagmasini engel olur hem de enzimin zincir yapisinin da bozulmasina yol acarak
aktivite kaybina sebep olabilir [28]. Bu yiizden bir ¢apraz bag yiizdesi ayarlamaya
dikkat edilmelidir. Capraz bag yilizdesi enzime ve tasiyiciya baghdir. Bu metodla

immobilize olacak enzimin substratinin daha kii¢iik molekiillii olmasi1 gerekir.

Kafes yonteminin avantajlari; ¢ok basit uygulanabilmesi, fiziksel bir yontem olmasi
ve ayn1 zamanda fazla miktarda enzimle gerceklestirilmesine gerek olmamasidir.
Suda ¢oziinmeyen tasiyicilarla da immobilizasyon uygulanmaktadir. Yontemin
dezavantajlar ise; immobilizasyon uygulanirken aktivite kaybiin deney kosullarina
bagimli olusu ve immobilize enzimin yalniz kiiciik molekiillii substratlara iyi aktivite

gostermesidir [28].

1.8.2.7. Mikrokapsiilleme Y 6ntemi

Mikrokapsiil yonteminde biyokatalizor yar1 gecirgen polimer zar igerisinde
tutuklanir. Bu yontemin avantajlar1 substrat ve enzime genis ylizey alanm
saglayabilmesi ve ayni zamanda bir¢ok tiirde enzimin de hemen hemen ayni1 sekilde
immobilize edilebilmesidir. Yontemin dezavantajlart ise yiiksek molekiil agirlikli

substratlarda  gerceklestirilememesi, bazi durumlarda enzimin aktivitesini

kaybetmesi, zarin duvarina yapigmasi veya mikrokapsiillerden damlamasidir [42].

£

Sekil 1.10. Enzimin Bir Kapsiil i¢erisinde Tutuklanmas1
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1.8.2.8. Sol-jel Tutuklama

Enzim immobilizasyonu igin inorganik sol-jel fiziksel tutuklama yontemi 1950
yilindan itibaren bilinmekle birlikte kullanimi 1990 yilindan bu yana Gnem
kazanmistir [43]. Dickey ilk defa biyolojik aktivitenin bir miktar silika asit tiirevli
camlarda kimi enzimlerin tutuklanabildigini ispatlamistir [44]. Sonraki 30 yilda
tutuklanmis biyokatalizorlerin hazirlanmasi amaciyla bu yontemin kullanildigini

belirten birkag ¢alisma bulunmaktadir [45, 46].

Jel tutuklama yontemi, bir enzimin ¢apraz bagl suda ¢dziinmeyen bir polimer zarin
bosluklarina hapsedilmesi yontemidir. Sol-jel yontemiyle tutuklanmis bir enzimin
dayanikliligi, enzim miktari, pH, iyonik gili¢ ve diger immobilizasyon kosullarina
baghdir [47]. Matrikste hapsedilmis enzimin miktarinin artmasiyla enzim termal
kararliligmin artmasint saglar. Bilinen tutuklamanin dezavantajlar1 tutuklanan
biyokatalizérlerin tiimii muhtemelen katalitik olarak inaktiftir [48]. Matriks

icersindeki baz1 enzim molekiilleri tutuklanma siireci sirasinda aktivite kaybina

ugrayabilir.
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Sekil 1.11. Sol-jel matrikste enzim tutuklanmasi [40]
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BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

Cesitli bitkisel kaynakli lipazlarin optimum sicakliklari incelendiginde; Abigor ve
arkadaslart Palm yagi (Elaeis guineensis)’ndan saflastirilan lipazin optimum
sicakligint 30°C olarak bulmustur [49], Sanz ve arkadaslari yapmis olduklar
calismada ac1 bakladan saflastirilan lipazin optimum sicakligini 25°C oldugunu

belirtmistir [50].

Et¢i, Sol jel tutuklama metoduyla manyetik nanopartikiillere C. rugosa lipaz
enziminin immobilizasyonunu gergeklestirerek optimum pH’sm1 7, optimum

sicakligini 50°C olarak gozlemlemistir [22].

Yilmaz, kovalent 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’sini 6, optimum sicakligini

50°C olarak bulmustur [51].

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

sicakliginin 40°C oldugu sonucuna ulagmustir.

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

optimum pH’sin1 7, optimum sicakligin1 40°C olarak belirlemistir.
Aslan ve arkadaglar1 yapmis olduklari ¢alismada Amberzyme iizerine kovalent

baglama yontemi uygulayarak Psedomonas fluorescens lipazinin immobilizasyonu

sonucu optimum pH’sini1 9 bulmustur [52].
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Beisson ve arkadaslar1 ay¢igek tohum lipazinin optimum pH’s1 8-9 olarak saptamistir
[53], Prabhu ve arkadaslar1 piring kepegi lipazinin optimum pH’sin1 7-7,5 olarak
bildirmislerdir [54]. Kestane tohumu lipazinin pH stabilitesi incelendiginde pH 9’da

enzimin yliksek oldugu goriilmektedir.
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar
Buzdolab1: 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 Karistirict: Chiltern Hotplate HS 31
Vorteks: Velp Scientifica

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

3.1.2. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Protein miktar tayininde; standart olarak sigir serum albumini (Merck 112018),

Lowry metoduna gore protein miktar tayininde kullanilan Folin ayiracinin
hazirlanmasinda Na,CO3 (Merck 106398), NaOH (Merck 6462), dipotasyum tartarat
(Merck 5160), CuSQ, (J.T. Baker 0105), Na,SO4.2H,0 (Merck 6673), % 85 H3PO,
(Merck 4967293), derisik HCl (Merck 100314) ve brom (Merck 1945) kullanildu.

Enzim immobilizasyonunda Kieselgel 60 (Fluka 69740), cam boncuk (Merck

104014, ¢ap1 2 mm), cam boncuk (Sigma G-9143, ¢ap1 212-300u), alumina (Sigma
A-8753), alumina (Fluka 50512), Amberlite IRA-900 (Sigma IRA-900), deniz kumu
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(Merck 107711), glutaraldehit (Merck 820603), 3-aminopropiltrietoksi silan (Merck
821619), Na;HPO4.12H,0 (Merck 106345), NaH,PO4.2H,0 (Merck 6345), NaCl
(Merck 106404), H,SO,4 (Riedel de Haen), toluen (Merck 8323), NaOH (Merck
6462), aseton (Merck 100013) ve HCI (Merck 100314) kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Lowry Yontemi ile Protein Miktar Tayini

3.2.1.1. Ayiraglar

A ayiract: 0,1 N NaOH i¢inde ¢6ziinmiis % 2 Na2COs3 ¢ozeltisi

B ayiraci: % 0,5 CuSOs4’1n % 1 dipotasyum tartarat’taki ¢ozeltisi

Folin aywraci: 1500 mL’lik yuvarlak dipli balona 100 g sodyum tungstat
(Na2W04.2H20), 25 g sodyum molibdat (Na;Mo00,4.2H,0), 700 mL distile su, 50 mL
% 85 H3PO4 ve 100 mL derisik HCI kondu. Geri sogutucu altinda 10 saat kaynatildi.
Karigima 150 g lityum siilfat, 50 mL distile su ve birkag damla brom ilave edildi.
Brom’un fazlasini ortamdan uzaklastirmak i¢in ¢eker ocakta 15 dakika kaynatilds,
sogutuldu ve hacmi distile su ile balon jojede 1000 mL’ye tamamland.

Folin ¢aligma ¢ozeltisi: Folin ayiraci 1 / 3 oraninda distile su ile seyreltildi.

C ayiraci (Alkali bakir ¢ozeltisi): 50 mL A ayiracina 1 mL B ayiraci ilave edildi [55].

3.2.1.2. Deneyin Yapilisi

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

miktar1 % mg olarak saptanda.
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3.2.1.3. Bovin Serum Albumini Standart Egri Grafiginin Cizilmesi

Bovin serum albuminin distile sudaki % 100 mg’lik ¢6zeltisi hazirlandi. Bu stok
¢ozeltiden uygun seyreltmeler ile % 2 mg, % 4 mg, % 6 mg, % 8 mg, % 10 mg, % 20
mg, % 30 mg, % 40 mg, % 50 mg, % 60 mg, % 70 mg, % 80 mg ve % 90 mg’lik
konsantrasyonlardaki ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Elde edilen standart ¢ozeltilere
Lowry deneyi uygulandi. Deney 10 kez tekrarlandi. Olgiilen absorbans degerlerine
en kiiciik kareler metodu uygulanarak serum albumini regresyon denkleminden

standart grafigi cizilerek potein miktarlar1 hesaplandi.

3.2.2. Lipaz Aktivitesi Tayini

Lipaz enzimi esteraz ve hidrolaz olmak {izere iki farkli aktiviteye sahiptir.
Calismamizda papatya bitkisinin lipaz aktivitesi, esteraz aktivitesi tayin yontemine

gore spektrofotometrik olarak yapildi [56].

3.2.2.1. Esteraz Aktivitesi Tayini

3.2.2.1. 1. Aywraclar

0,050 M Sodyum asetat tampon ¢ozeltisi (pH=5,0): 0,6804 g NaCH3COO.3H20
destile suda ¢oziilerek balon jojede 100 mL’ye tamamlandi. 0,050 M asetik asid
¢ozeltisi ile pH’st 5,0’ ayarlandi. Dimetilsulfoksid (DMSO) Substrat ¢ozeltisi: 18
mg p-nitrofenil asetat (p-NFA) 1 mL DMSO’te ¢ozildi ve 99 mL 0,050 M
NaCH3COO0.3H20 tamponu ilave edildi. Substrat ¢ozeltisi giinliik 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 HCl
cozeltisi ile pH’s1 7,4’e ayarlandi.

3.2.2.1.2. Deneyin Yapilist

Esteraz aktivitesi, Erlanson’a goére substrat olarak p-NFA kullanilarak

spektrofotometrik yontemle tayin edildi [56]. Bir deney tiipline substrat ve enzim
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¢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 aciga g¢ikarilan p-
nitrofenol miktart umol/dakika olarak belirlendi. Bir {nite enzim aktivitesi; 1

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

3.2.3. Papatya Lipazinin Immobilizasyonu

Calismamizda lipazin immobilizasyonu i¢in kovalent baglama, adsorpsiyon ve

iyonik baglama yontemleri kullanildi.

3.2.3.1. Kovalent Baglama ile Immobilizasyon

3.2.3.1.1. Papatya Lipazimin Kieselgel 60, Deniz Kumu ve Gozenekli Cam

Boncuklara Immobilizasyonu

Once reaktif olmayan silikajel, deniz kumu ve gdzenekli cam, asagida belirtildigi
gibi ayr1 ayri aktive edildi. Bunun i¢in 5 g Kieselgel 60 (60-120 mesh) 3-
aminopropiltrietoksi silanin toluendeki ¢o6zeltisine (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 goézenekli cam boncuk da ayni

sekilde aktive edildi.

1 g aktive edilmis Kieselgel 60, 1 g deniz kumu ve 1 g gozenekli cam boncuk ayri
ayr1 alinarak enzim immobilizasyonu gerceklestirildi. Bunun i¢in aktive edilmis li¢
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. Tastyicilara baglanmayan glutaraldehit atiklarim

uzaklastirmak icin 10 mL tampon ile yikandi ve cam silizgegten filtre edildi.
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Glutaraldehit ile kovalent baglanmis {i¢ farkli tasiyictya S5’er mL  kestane
tohumundan elde edilen lipaz ¢ozeltisi ilave edilerek, oda sicakliginda 2 saat
mekanik karistiricida karistirildi. Tasiyicilara kovalent olarak baglanmamis enzimleri
uzaklastirmak i¢in 1 M NaCl igeren tampon ile bir ka¢ kez yikandi. Cam filtreden
stiziildi ve su trompunda 15 dakika kurutuldu, bir gece vakum desikatoriinde
bekletildi, derin dondurucuda saklandi. Yikama sularinda protein tayini yapildi.

Preparatlarin aktivite 6l¢timleri ve tutuklu enzim miktarlari tayin edildi [57].

3.2.4. Adsorpsiyon Yontemi ile Iimmobilizasyon

Calismada papatyadan saflastirilan lipaz aliimina ve cam boncuklara adsorpsiyon

yontemi ile belirtilen sekilde immobilize edildi.

3.2.4.1. Papatya Lipazinin Aliimina’ya Immobilizasyonu

Aliimina, aliiminyum oksitten olusan, ¢dziinilirliigii organik ve inorganik acidan
ihmal edilecek kadar az olan bir tasiyicidir. Protein molekiillerini zayif adsorbsiyonla
baglayabildiginden immobilizasyonlarda inorganik tasiyici olarak kullanilmaktadir.
Aliimina ile immobilizasyon yapilmadan 6nce, nem ¢ekici 6zelligi nedeniyle aliimina
100 °C’de kurutuldu. Papatya lipazinin tasiyici olarak segilen aliiminaya adsorbsiyon
yontemi ile immobilize olup olamayacagini arastirmak amaciyla 2,5 mL (mg
protein/mL) papatya 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. Karigim bir saat buzdolabinda zaman zaman karistirilmak
stiretiyle 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 [56].
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3.2.4.2. Papatya Lipazinin Cam Boncuklara Immobilizasyonu

Gozenekli olmayan cam boncuklar enzim immobilizasyonunda siklikla kullanilan
tastyicilardir. Immobilizasyon 6ncesinde cam boncuklarin igerdigi olas1 safsizliklar
giderildi. Bu amacla cam boncuklar 4 M HCI ¢ozeltide 30 dakika karistirildi, asidin
uzaklagtirllmasi icin sonrasinda bidestile su ile yikandi ve 120 °C’de 2 saat
kurutuldu. Kurutulan cam boncuklar ayrica kloroform:metanol (1:1) ¢oziicii sistemi
ile yikanarak 150°C’de kurutuldu. Bu asamadan sonra cam boncuklar
immobilizasyona hazir hale getirilmis oldu. 1 g yikanmig cam boncuklar 2 mL
papatya lipaz ¢ozeltisi ile oda sicakliginda karistirildi ve siiziildii. Siiziilen cam
boncuklar 6nce asetonla sonra 0,1 M fosfat tamponu ile yikandi. Enzim preparati
vakumlu desikatéorde kurutulup derin dondurucuda saklandi. Yikama sularinda

protein miktari tayin edildi [56].

3.2.5. Iyonik Baglama Yéntemi ile iImmobilizasyon

Papatya lipazi, anyon degistirici recine Amberlitee IRA-900’e¢ iyonik baglama
yontemi ile immobilize edildi. Amberlite IRA-900 makropordz yapida, 25000-30000
A capinda gdzenek araligina sahip 16-50 mesh partikiil biiyiikliigiinde olan bir anyon
degistirici reginedir. Sivi hidrokarbonlar, aseton, alkoller, eterler ve diger birgok
organik c¢oziiclilerdeki ¢oziiniirliigii ithmal edilecek kadar azdir. Destek meteryali

olarak sik kullanilan bir reginedir [56].

Papatya lipazi anyon degistirici re¢ine Amberlite IRA-900’e iyonik baglama yontemi
ile immobilize edildi. 2 mL papatya lipaz1 iizerine 1 g Amberlite IRA-900 ilave
edilip karistirildiktan 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.
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3.2.6. Lipazin Cesitli Tastyicilardaki % Tutuklanmalari

Immobilizasyon yéntemlerinde anlatildigi sekilde cesitli tasiyicilara immobilize
edilen lipaz ¢6zeltisinin immobilizasyonlar1 sonucu biriktirilen yikama sularindaki
protein icerikleri, immobilizasyondan hemen sonra Lowry ydntemine gore tayin
edildi [55]. 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 miktar1 arasindaki fark

tutuklanmis enzim miktarini vermektedir.

3.2.7. immobilize Papatya Lipazimin Esteraz Aktivitesine Gore Kinetik

Ozelliklerinin incelenmesi

3.2.8. immobilize Papatya Lipazinin Esteraz Aktivitesi ve Protein Miktar Tayini

Immobilize lipaz enziminin aktivite tayini i¢in 10 mg immobilize enzim (enzim +
tagtyic1) 2,5 mL destile su ile bir deney tiipiinde 1 dakika c¢alkalandi, siizgeg
kagidindan siiziildii. Elde edilen ¢ozeltide (Immobilize enzim ¢dzeltisi) esteraz
aktivitesi tayini spektrofotometrik yonteme gore yapildi. Immobilize lipaz

enzimlerinde protein tayinleri Lowry yontemine gore yapildi [55].

3.2.9. Immobilize Lipazin Esteraz Aktivitesi Uzerine pH’mn Etkisinin

Incelenmesi

Papatyadan elde edilen lipazin optimum pH’sii belirlemek amaciyla enzimin pH =
4-12 araliginda gosterdigi esteraz aktivitesi Ol¢iildii. pH=4-5 aralifinda asetat
tamponu, pH=6-8 araliginda fosfat tamponu, pH=9-10 aralifinda glisin-NaOH
tamponu, pH=11-12 araliginda ise Na,HPOs+-NaOH tamponu kullanildi. Aktivite
tayini, son hacim 0,3 mL olacak sekilde p-NFA’nin 0,1 mL sulu ¢ozeltisine, 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-

34



nitrofenol, 400 nm’de 60 mM sodyum fosfat tamponuna (pH=7,0) kars1
spektrofotometrede okundu.

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

pH degerleri apsise konarak optimum pH egrisi ¢izildi.

3.2.10. Esteraz Aktivitesi Uzerine Sicakligin 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 sicakligina getirilen ¢ozeltilerde esteraz aktivitesi
tayini Erlanson yontemine gore yapildi. Denemeler 10 kez tekrarlanarak ortalamalari
alind1. Sicaklik degerleri apsise, elde edilen enzim aktivite degerleri ordinatta olmak
tizere optimum sicaklik egrisi ¢izildi. Oda sicakliginda yapilan denemenin aktivitesi

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

3.2.11. immobilize Lipazin Esteraz Aktivitesine Zamanin Etkisi

Sicaklik ve pH sabit tutularak (oda sicakligi, pH 7,4) immobilize lipaz ¢6zeltisinin p-
NFA substrati ile 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 tagryicilara farkli immobilizasyon yontemleri ile immobilize edilen lipazin bu
tastyicilardaki % tutunmalar1 Tablo 4.1°te gosterildi. Lipaz enziminin 98,12 oraninda
kovalent baglama yontemine gore, silikajele immobilize edildigi gorildii.
Adsorpsiyon metoduna gore yapilan immobilizasyon yonteminde, lipaz enziminin en

diisiik oranda aluminaya adsorplandigi bulundu.

Tablo 4.1. Cesitli Tasiyicilara immobilize Edilmis Lipaz Enziminin % Tutuklanmalar1

Tastyici Immobilizasyon Sekli % Tutuklanma
Alumina Adsorpsiyon 16,71
Deniz kumu Kovalent 98,44
Cam Boncuk Kovalent 23,80
Silika jel Kovalent 32,81
Cam boncuk Adsorpsiyon 13,70
Amberlite IRA-900 Iyonik 11,50

4.2. immobilize Lipazin Kinetik Ozellikleri

4.2.1. immobilize Lipaz Esteraz Aktivitesine pH’nin Etkisi

Cesitli tasiyicilar iizerine immobilize edilen lipazin optimum pH degerleri Tablo 4.2;
grafleri ise Sekil 4.1-4.21°de verildi. Buna gore immobilize lipazlarin optimum pH
degerlerinin yaklasik 10 civarinda oldugu gortildii. Bu ¢alismada papatya lipazinin da
optimum pH degerinin degeri 9 olarak bulunmustu (Sekil 4.7). Immobilizasyon

isleminin optimum pH degerini daha bazik alana kaydirdig: saptanda.

Tablo 4.2. immobilize ve Serbest Enzimin Optimum pH ve Sicaklik Degerleri

Immobilizasyon Optimum Optimum
Tiirt pH Sicaklik (°C)
Papatya lipazt | ------- 9 50
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Cam boncuk- | Kovalent 10 40
enzim
Cam boncuk- | Adsorpsiyon 10 40
enzim
Silikajel Kovalent 10 40
Deniz kumu Kovalent 10 40
Alumina Adsorpsiyon 10 40
Amberlite  IRA- | Iyonik 10 40
900
400 -
350 -
% 300 -
é 250 -
£ 200 -
=
% 150 -
ﬁ 100 -
-
50 -
0 T T T T 1
0 2 4 6 10 12 14
pH

Sekil 4.1. Kovalent Baglama Yontemi ile Silikajel'e Immobilize Edilen Lipazin Optimum pH Grafigi
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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 Yo6ntemi ile Deniz Kumuna immobilize Edilen Lipazin Optimum pH
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Sekil 4.5. Iyonik Baglama Yéntemi ile Amberlite’e immobilize Edilen Lipazin Optimum pH Grafigi
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Sekil 4.6. Adsorpsiyon Yontemi ile Aluminaya immobilize Edilen Lipazin Optimum pH Grafigi
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Sekil 4.7. Papatya Lipazinin Optimum pH Grafigi
4.2.2. immobilize Lipaz Esteraz Aktivitesine Sicakh@in Etkisi
Immobilize lipazlarm optimum sicakligmin 40 °C oldugu bulundu (Sekil 4.8-

4.14). Saflagtirilan lipaz enziminin ise optimum sicaklik degerinin 50 °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
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Sekil 4.10. Kovalent Baglama Yéntemi ile Deniz Kumuna Iimmobilize Edilen Lipazin Optimum

Sicaklik Grafigi
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Sekil 4.11. Kovalent Baglama Y&ntemi ile Silikajel 60°a immobilize Edilen Lipazin Optimum
Sicaklik Grafigi

42



EHHM
5 38 &8 8
| I I E—

Aktivite (Unite/mLdakika)
=
S

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

Sicakhk °C

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. Papatya Lipazinin Optimum Sicaklik Grafigi

4.2.3. 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 4.15-4.21).
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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 Yontemi ile Cam Boncuga immobilize Edilen Lipazin Aktivitesine Zamanin

Etkisi

3

&~
8

Aktivite (Unite/mLdakika)
I w
s 8
| |

3

0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Zaman (dakika)

Sekil 4.19. Tyonik Baglama Yontemi ile Amberlite’e Immobilize Edilen Lipaz Aktivitesine Zamanin

Etkisi
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Sekil 4.20. Adsorpsiyon Yontemi ile Aluminaya Iimmobilize 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

Lipazlar, siit ve yag endiistrisi, deterjan ve gida enddistrisi, saf kimyasallarin ve
ilaglarin sentezi, kagit ve kozmetik endiistrisi, eczacilik ve tekstil gibi ¢esitli
endiistriyel alanlarda kullanim alanlarina sahip olup; fungus, alg, bitki, hayvan ve
mikroorganizmalardan saflastirilmis ve bazi kinetik 6zellikleri incelenmistir. Lipazin
papatya bitkisinden saflastirilmasi ile 1ilgili literatiirde herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Bu c¢alismada, papatya lipaz1 ilk kez saflastirilmig, bazi kinetik

ozellikleri ve cesitli tagtyicilara immobilizasyonu incelenmistir.

Papatya lipazinin pH stabilitesi incelendiginde pH 9-10 civarinda enzimin
dayanikliginin en yiiksek oldugu goriilmektedir. Saflagtirilan enzimin optimum pH
degerinin ve dayanikliginin pH=9-10 olmasi nedeni ile, bu enzimin karakterli yapida

bir enzim oldugu sdylenebilir.

Papatya lipazinin sicaklik stabilitesi incelendiginde enzimin 20-70°C arasinda farkli
inkiibasyon siirelerinde dahi kararli oldugu (fazla bir aktivite kaybinin olmadigi)

gorilmiistiir.

Calismamizda ilk kez saflastirilmis papatya lipazi cesitli tasiyicilar iizerine farkh

yontemlerle immobilize edilerek bazi kinetik 6zellikleri incelenmistir.

Immobilizasyon teknigi ile enzimlerin kararlihig: arttirilmakta ve bu o6zellikleri
nedeniyle enzimler ¢esitli endiistri alanlarinda uzun siire kullanilabilmektedir. Bu
caligsmada iyonik, kovalent ve adsorpsiyon yontemi ile papatya lipazi farkli tasiyicilar
tizerine immobilize edilmis ve Ozellikleri incelenmistir. Papatya lipazi, en yiiksek
oranda (% 98,44 oraninda) kovalent baglama yontemi ile deniz kumuna tutuklanmas;
bunu kovalent bagli olarak tutuklanan silikajel izlemistir (% 32,81). Tutuklanma en
diisiik oranda iyonik baglama yontemi ile Amberlite IRA-900 iizerine (11, 56)
yapilmistir. Enzimin aktif merkezi etkilenerek {ic boyutlu yapisinda degisiklik
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meydana geldigi i¢in substrata olan ilgi azalmistir. Bu nedenle aktivitenin azaldig

distiniilmektedir.

Calismamizda % tutuklanma orani yiliksek olan 6 tasiyici secilmis ve immobilize
lipazin kinetik 6zellikleri bunlar iizerinde incelenmistir. Immobilize papatya lipazlari
icin yapilan pH ¢alismalarinda immobilize lipazlarin optimum pH’lari, 10; serbest
enziminki ise 9 civarinda belirlenmistir. Serbest ve immobilize enzimlerin optimum
pH’larinin 9-10 civarinda olmasi, enzimin bazik karakterli bir enzim oldugunu

gostermektedir.

Immobilize enzime ait sicaklik-aktivite degerleri verilmistir. immobilizasyon sonucu
lipazin optimum sicaklig1 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 kararliligimin arttiginin bir
kanitidir. Lipazin alginata immobilize edilmesiyle de immobilize lipazlarda aym
sonuglar bulunmustur [58] Serbest ve bagli enzimlerin esteraz aktivitesinin zamanla
etkisi incelendiginde; dogal enzimde 5. dakikadan sonra goriilen aktivite artisi,
immobilize lipazlarda goriilmemistir. Baska bir ¢alismada da immobilizasyon
isleminin, lipazi daha kararli hale getirdigi goriilmektedir [58, 59]. Immobilize
lipazlar tizerine ¢esitli maddelerin etkileri incelendiginde; serbest enzimlerde oldugu
gibi, yapilarinda azot bulunan bilesikler immobilize enzimlerin aktivitelerinde artisa

neden olmustur.
Elde edilen sonuglardan, tlilkemizde yetisen papatya bitkisinden lipaz enziminin

saflagtitlip  farkli immobilizasyon islemleriyle ¢esitli endiistriyel alanlarda

kullanilabilecegi kanisina varildi.
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