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OZET

Sunulan bu calismada, lipaz enzimi (E.C. 3.1.1.3) Poli(N,N-dimetilakrilamit-ko
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35°C olarak bulunmustur. Enzimin tekrar kullamim sayisi, depolama ve termal
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ABSTRACT
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu caligmada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

p Beta

pm Mikrometre

K Kappa

K Michaelis sabiti

UV Ultraviyole

Vmak Maksimum hiz

Kisaltmalar Aciklama

AAm Akrilamit

APS Amonyum persiilfat

BAAm N,N-metilen-bis-akrilamit

ECH Epiklorhidrin

NiPA N-izopropil akrilamit

P Poli

P(DMAAm-ko-AAm) Poli(N,N-dimetilakrilamit-ko-
akrilamit)

P(NiPA-ko- AAm)-xk- Poli(N-izopropilakrilamit-ko-

Karragenan akrilamit)-kappa-karragenan

p-NPP para-nitrofenil palmitat

TEMED N,N,N’,N’-tetrametilendiamin



1. GIRIS

Enzimlerden giinliik hayatta yararlanma olgusu oldukca eskidir. Insanlar farkinda
olmadan enzimlerden; ekmek, peynir, bira, sarap vb. maddelerin yapiminda ve

ayrica ilac olarak yararlanmislardir (1).

Enzimlerin yeterli kosullarin saglanmasi durumunda etkilerini gosterebiliyor
olmalari, enzimlerden dogal ortamlar1 disindaki pek ¢ok alanda yararlanabilme
imkanini saglamaktadir. Dolayisiyla enzimler basta biyokimya ve molekiiler biyoloji
olmak iizere fizikokimya, organik kimya, genetik, tip, miihendislik gibi bilim dallar1

ile cesitli endiistriyel alanlar i¢in bilyiik onem tasimaktadir (1,2).

Enzimlerin kimyasal katalizorlere olan iistiinliikleri son zamanlarda endiistride
enzimlerin kullanimini yaygin hale getirmeye baslamistir. Ancak yine de endiistriyel
uygulamalarda kullanilan enzimler sinirlidir. Ciinkii enzimlerin pek ¢ogu kararsizdir.
Izolasyonu ve aritilmasi ekonomik degildir. Bu nedenle enzimlerin bir kez kullanimi
yerine immobilize edilerek tekrarlanabilir kullanimlara girmeleri 6zellikle ekonomik

acidan biiyiik 6nem tasir (1).

Bu calismada lipaz enzimi polimerik destekler iizerine kovalent baglanma ve
hapsetme yontemleri ile immobilize edildi. Bu amagla Poli(N,N-dimetilakrilamit-ko-
akrilamit) ve Poli(N-izopropilakrilamit-ko-akrilamit)/x-karragenan  polimerleri
hazirlandi. Poli(N,N-dimetilakrilamit-ko-akrilamit) epiklorhidrin ile aktiflestirildi.
Immobilize ve serbest lipazin aktifligine etki eden sicaklik, pH, substrat derisimi,
depolama siiresi gibi ¢esitli parametrelerin etkisi ve enzimin tekrar kullanmilabilirligi

incelendi ve sonuglar birbiri ile karsilagtirildi.



2.GENEL BILGILER

2.1. Enzimler ve Genel Ozellikleri

Enzimler, canli hiicrede meydana gelen kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen veya
diizenleyen protein yapisinda biyolojik katalizorlerdir. Kendileri herhangi bir
degisime ugramadan canli sistemlerde olusan kimyasal tepkimelerin hizini artirirlar.
Organizmadaki organik molekiillerin yapimi, yikimi, kas hareketleri ve solunum

gibi fizyolojik olaylar enzimlerin yardimiyla yiiriitiilmektedir (1,2).

Biitiin enzimler protein yapisinda olan molekiillerdir. Bununla birlikte bazilart
katalitik etkinlik gostermek icin yapisinda protein olmayan bir bilesene de
gereksinim duyarlar ki bu bilesen ‘kofaktdr’ olarak adlandirilir. Boyle bir enzimde
inaktif protein bileseni ‘apoenzim’ , kofaktorle birlikte aktif enzim ise ‘holoenzim’
olarak tanimlanmir. Kofaktor, bir organik molekiil (koenzim) ya da bir metal iyonu
olabilir. Enzim molekiiliinde protein ve kofaktor bilesenlerinin herikisi de katalizde

islevseldir.

Enzimlerin katalizledikleri tepkimelerde tepkimeye giren bilesenler ‘substrat’ olarak
adlandirilir. Enzimler, katalizor olarak kimyasal tepkimelerin dengeye ulagmasini
cabuklastirirlar. Orne@in canli bir sistemde, bir asit ve alkolden ester olusum
tepkimesinde dengeye ulagma, ortamda enzim yoklugunda son derece yavas olur.
Asit ve alkol molekiilleri (substratlar), ester olusum tepkimesini verebilmek icin,

oncelikle kararliligi diisiik olan gecis hali iriinii (enzim-substrat kompleksi)
olusturur. Ester olusumu i¢in bu ara iiriiniin, gecis haline karsilik gelen bir enerji
tepesini agmast gerekir. Eger ara iirlin enerji tepesini ya da engelini asacak yeterli
enerjiye sahipse tepkime gerceklesir. Bu enerji enzimatik tepkimenin “aktivasyon
enerjisi” olarak tamimlanir. Aktivasyon enerjisi ne kadar kiigiikse tepkime o kadar
kolay ve hizli olur. Iste enzimler, kolaylastirdiklar1 tepkimenin hizini onun

aktivasyon enerjisini diisiirerek artirirlar.



Enzimlerin ti¢ boyutlu katlanmis protein molekiillerinden olusan yapisinda ancak
0zgiin substrat molekiillerinin baglanabildigi, katalizden sorumlu bir bolge vardir. Bu
bolgeye enzimin aktif bolgesi denir. Bunlar, aminoasit kalintilarindan olugsmus ve
0zel geometrisi olan yerlerdir. Bu nedenle enzimler 6zgiinliigii olduk¢a fazla olan
katalizorlerdir. Her enzim, gosterdigi aktivite ile degerlendirilir. Enzim aktivitesi;
tanimlanmis kosullarda, birim zamanda gerceklesen kataliz ya da katalitik

tepkimenin hizi olarak tanimlanir (2).
Enzimlerin kimyasal katalizorlere gore iistiinliikleri su sekilde siralanabilir:

1. Kimyasal katalizorlere gore reaksiyonu 10%-10" kez daha hizli gerceklestirirler.

2. Enzimler reaksiyonun tipine ve substrata kars1 son derece spesifiktir. Bu nedenle
enzimatik reaksiyonlarda yan iiriin olusmaz. Verim %100’ diir.

3. Enzimlerin ¢ok cesitli dogal kontrol mekanizmalar1 vardir. Enzimlerin aktivitesi
icerisinde bulunduklar sartlara gore diizenlenebilir. Ortamdaki kontrol edici
kiigiik molekiillere gore de enzim aktivitesi azalabilir ya da artabilir.

4. Fizyolojik pH, sicaklik ve basincta (1liml1 kosullar) calisabilmeyi saglarlar.
Ayrica reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisiirerek reaksiyonu daha az enerjili

ve diisiik sicaklikta gerceklestirirler (3).

2.2. Enzimatik Bir Tepkimenin Hizim1 Etkileyen Faktorler

e Sicaklik: Diger kimyasal tepkimelerde oldugu gibi, enzimatik tepkimelerde de
sicakligin artmasi ile molekiiller arasi ¢arpismanin artisina bagh olarak genellikle
tepkimenin hizi1 artmaktadir. Ancak, maksimum bir hiza ulasildiktan sonra
sicakligin artis1 ile hizda tekrar bir azalma gozlenmektedir. Maksimum hiza
ulasildigindaki sicakliga optimum sicaklik adi verilmektedir. Enzimler protein
yapisinda oldugu icin bu sicakligin iizerinde denatiirasyona ugramaktadirlar.
Bundan, ©Once enzimin molekiil yapisi etkilenir. Daha sonra enzimin aktif

merkezide etkilenerek, tepkime hiz1 diiser.



e pH: Enzimlerin aktiviteleri, ortamin hidrojen iyon derisimine bagh olarak
degismektedir. Enzimatik tepkimenin hizinin maksimum oldugu ve her enzim igin
degisik olan bir optimum pH degeri bulunmaktadir. pH degisikligi ile amino asit
zincirinin iyonik 6zelligi degistigi icin denatiire olan enzimin katalitik aktivitesi

kaybolmaktadir.

¢ Enzim derisimi: Enzimatik bir tepkime ortaminda fazla miktarda substrat
bulunmasi halinde tepkimenin hizi, enzim derisimi ile orantili olarak artmaktadir.
Denge halinde enzim derisiminin denge sabiti iizerine etkisi yoktur. Tepkime

hizin etkileyen enzimler, hiz ve denge sabitlerini degistirmemektedirler.

e Substrat derisimi: Ortamda bulunan enzim derisimi ve diger kosullar
degismediginde tepkimenin hizi, baglangicta substrat derisiminim artirilmasi ile
dogrusal bir artis gostermektedir. Fakat substrat eklendik¢e hiz giderek daha az
artmakta ve belirli bir substrat derisiminde maksimum hiza (V) ulasmaktadir.

Substrat derisiminin daha fazla artmasma ragmen tepkime hizi degismemektedir

.

Enzim-substrat (ES) kompleksine ait tepkime,

k

E+S ES E+U

Bu esitlikte; E = enzim, S = substrat, ES = enzim-substrat kompleksi, U = iiriinii

gosterir.

Enzim tepkime hiz1 Michaelis-Menten esitligi ile verilir.

Vmak-s
V=—— Michaelis-Menten Esitligi [2.1]
Kn+S



Michaelis-Menten esitliginin diizenlenmesi ile Lineweaver-Burk bagintisi elde edilir.

1 Kn 1 1
= X + Lineweaver-Burk Bagintisi [2.2]
\Y% Vmak S Vmak

Bu esitlikte; V = baslangic hizi, Vi = maksimum hiz, K, = Michaelis sabiti, S =

substrat derisimi olarak belirtilir.

2.3. Lipaz Enzimi

Normal sartlar altinda bitkisel ve hayvansal yaglarin tersinir hidrolizini kataliz eden
enzimlerdir. Adlandirmas: ; E.C. 3.1.1.3 Triacilgliserol A¢il Hidrolaz seklindedir.
Son 10 yil i¢inde lipaz enzimi arastirmalarina olan ilgi artmistir. Bu temel olarak
lipazlarin benzersiz yapisal karakteristiklerine bagli bir durumdur. Lipazlar c¢ok
cesitli substratlar1 kullanabilme yetenegine sahiptir. Cok yiiksek sicaklik ve pH
degerlerinde ve organik ¢oziiciilere karsi yiiksek kararhiliktadir. Kimyasal olarak
iiriinlerine kars1 yiiksek secicilige sahiptirler. Bu 6zellikler lipaz enzimlerine diisiik

sicaklik ve basingta reaksiyonlan kataliz etme imkan1 saglamaktadir (5-9).

Etkin oldugu hidroliz reaksiyonu genel olarak su sekilde verilmektedir (10).

H,O Digliserid H,O Monogliserid H,O Gliserin
Trigliserid ——» +  —— +  ——— +
Lipaz  Yag Asiti Yag Asiti Yag Asiti

Gliniimiizde enzimlerin ii¢ boyutlu yapilar, aynntili bir gekilde X-isinlan
kristalografisi ile goriintiilenebilmektedir. Sekil 2.1 lipaz enziminin tam bir
yapisidir. Humicola lanuginosa lipazinin kristal yapist kullanilarak gosterilmistir. -
tabakalr alt birimi mavi renkte, onu saran helezonik sarmallar yesil renkte ve aktif

serin kalintilart ile kapak kirmizi renkte gosterilmistir (11,12).



Sekil 2.1. Humicola lanuginosa lipazinin ii¢ boyutlu yapisi

2.3.1. Lipazlarin kaynaklari

Lipazlar hayvanlar, bitkiler ve mikrobiyolojik kaynaklardan elde edilebilirler.
Bitkisel lipazlar; ornegin hint yag bitkisi tohumu, gene otu gibi yaglh tohumlarda
bulunur. Memelilerde, lipaz pankreas tarafindan sentezlenir. Sentezlenen lipaz
yardimiyla trigliseridler hidroliz edilir. Olusan monogliseridler ve serbest yag asitleri
mukoza hiicrelerinin epitelyum zarlar tarafindan hiicre i¢ine emilir ve hiicre iginde
yeniden trigliseridlere doniistiiriiliirler. Mikrorganizma kaynakli lipazlar ise bakteri,

maya ve mantarlardan elde edilmektedir (10).



Lipaz, dogada bulunus sekline gore soyle siniflandirilabilir:

1. Hayvansal Lipazlar

a.Sindirim sistemi lipazlart:
Pankreas lipazi
Ince bagirsak lipaz1
b.Doku lipazlart
Lipoprotein lipazi
Adipoz dokusu lipazi
Karaciger lipazi

c.Siit lipazlar

2.Bitkisel Lipazlar

Gene otu lipaz1

Bugday, yulaf, misir lipazlar

3.Mikroorganizma Lipazlar

a.Bakteriyel lipazlar
Pseudomonas spp.
Lactobacillus spp.
Streptococcus faecalis
b.Mantar tiirii lipazlar
Aspergillus niger
Candida cylindracea

Humicola lanuginosa



2.3.2. Lipazlarin ozellikleri

Lipazin aktivasyon ve inhibisyonu

Iyonlarin ve reaktiflerin lipaz aktivitesine olan etkilerinin incelenmesi sonucu, agir
metal iyonlarinin lipaz aktivitesini inhibe ettigi bunun tersi olarak alkali metal
iyonlarinin ise artirdigi goriilmiistiir. Lipaz aktifligi iizerine en etkili iyon Ca’"dur.
Lipaz aktivitesini inhibe eden maddelere Co**, Ni**, Hg**, Sn**, boronik asitler ve
dietil-p-dinitrofenil fosfat ©rnek olarak verilebilir. Cizelge 2.1’de 6rnek verilmistir

(13).

Optimum pH

Lipazlar belli pH degerlerinde katalitik olarak aktiftir. Lipazlarin ¢ogu i¢in optimum
pH 7-8 arasi1 degisir. Mikrobiyolojik kaynakli lipazlar pH= 6,0-7,5 civarinda yiiksek
kararlilik gosterirler (14).

Optimum sicaklik ve termal kararlilik

Genel olarak lipazlarin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik araligr 30-40°C dir.
Hayvan ve bitki lipazlar1 genellikle hiicre dist mikrobiyal (mantar ve bakteri)
lipazlara gore daha az termal kararlilik gosterir. Pankreatik lipazlar 40°C’nin

iizerindeki sicakliklarda aktivitelerini kaybederler (14).

[zoelektrik nokta (pI)

Net yiikii sifir olan noktadir. pl civarinda proteinler daha az ¢oziiniirken pl dan

uzaklastik¢ca daha fazla ¢oziiniirler. Cizelge 2.1°de 6rnek verilmistir (14-16).



Cizelge 2.1. Bazi lipaz enzimi 6rneklerinin 6zellikleri

Kaynak Spesifik P! Inhibitorler Aktivatorler
pozisyonu
Domuz 1,3 Spesifik _ Ca™, Sr*t Mg™ Zn™, Cu™,
pankreasi Hg”*, Versen,
iyodin PCMB
Phycomyces 5.9 Ag', Hg**, Pb”*, | Mammalian Bile
nitens _ Cu**, KmnOy,,
NBS
Aspergillus 1,3 Spesifik 4.1 Ag", _
niger iyodasetamit
Candida Non-Spesifik 4.5 Hg™, Fe™, _
rugosa Ca2+, Mg,zJr
Cu®*, Co%
Candida Non-Spesifik 4.0 _ _
cylindracea
Humicola _ 6.6 Co”*, Ni**, Cu™ K*, Ca™
lanuginosa Sn**, Hg**

2.3.3. Lipazlarin simiflandirilmasi

Lipazlar 6zelliklerine gore ii¢ ayr1 grupta inceleyebiliriz (1):

Spesifik olmayan (Non-spesifik) lipazlar

Bu gruba giren enzimler trigliseridlerin tiim pozisyonlarindaki agil gruplarini
koparabilme yetenegine sahiptirler. Reaksiyonda ara iiriin olarak diagil ve

monoagilgliserinler olusur. Trigliseridler gliserin ve yag asitlerine parcalanirlar.
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7

3H,0
‘? CH20 CR 2 CHon

I A__‘
RCO ?H (I? 3RCOOH + HOF
CH,0 CR ’ CH,OH

3H,0

Sekil 2.2. Spesifik olmayan lipazlarin katalizledigi reaksiyonun denklemi

1,3 - Spesifik lipazlar

Bu gruba giren lipazlar notral yaglarn esdeger konuma sahip olan 1 ve 3
pozisyonlarindan spesifik ~ olarak  hidrolizlerler. Reaksiyon sonunda
triacilgliserinlerden yag asitleri, 1,2 (2,3)-diacilgliserinler ve 2-monoagilgliserinler
olusur. 1,2 (2,3)-diacilgliserinler ve 6zellikle 2-monoagilgliserinler kimyasal olarak
kararsiz  olup swrasiyla 1,3-diagilgliserinlere ve  1(3)-monoagilgliserinlere
izomerlesirler. Boylece olusan izomerler enzim tarafindan tekrar substrat olarak
kullanilabilirler ve sonugta 1,3-spesifik lipazlarda spesifik olmayan lipazlar gibi
trigliseritleri gliserin ve serbest yag asitlerine kadar parcalarlar. Pankreatik lipaz bu

gruba girmektedir.

4 H,0
0 ICHzO CR O CH,0H 52
A_—‘ I
RCOCH 0 3RCOOH + HO( ~
‘7_¢

CH,0 CR CH,0OH H
2 H,0 2 ,O

H,OH
CH,OH Hz_ﬁ) N . (EHOH +RCOOF
ﬁ) | izomerlesme ? CR F
2RCOOH +RCO?H —~——— {HOH CH,OH
CH,OH CHROH o

Sekil 2.3. 1,3-Spesifik lipazlarin katalizledigi reaksiyonun denklemi
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Yag asiti spesifik lipazlar

Bu grup lipazlar agilgliserinlerdeki baz1 yag asitlerine spesifik olup bu yag asitlerinin

olusturdugu ester baglarim parcalarlar.

0 T f

' CH,OH R
0 lCHzO CR ﬁ) |CHzOCR ﬁ) e lCHzOC
' +RCOCH O 2RCOOH+ R'COCH O + H
RC0$H (”) I (”)‘— | P HO(F (ﬁ)
CH,0OCR" CHOCR CHOCR CH0OCR

Sekil 2.4. Yag asiti spesifik lipazlarin katalizledigi reaksiyonun denklemi

2.3.4. Lipazlarin katalizledigi reaksiyonlar

Lipazlar ester ve lipitlerin hidrolizini, esterlesme, trans-esterlesme ve tek kutuplu
grup gecisleri gibi 4 farkli reaksiyonu kataliz ederler. Lipazlar hidrolazlar sinifinda
olmakla beraber yag asit esterlerinin hem hidrolizini hem de sentezini
katalizleyebilirler. Katalizleme, su ile ¢oziinmez substratin olusturdugu ara yiizeyde
gerceklesir. Su ve yagin olusturdugu bu ara yiizey enzim aktivitesi i¢in gereklidir.
Lipazin immobilizasyonu sirasinda lipaz ile birlikte immobilize edilmis olan su bu
ara yiizeyin olugmasini saglar (8).

Lipaz tarafindan kataliz edilen reaksiyonlar (9):

¢ Ester hidroliz-Ester sentez reaksiyonlari

RiCOOR; + O ——> RiCOOH + R,COH

R;COOH + R,COH ——— > R|COOR; + H,0
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¢ Trans-esterlesme reaksiyonu

R;COOR,; + R3COOR, ——> R;COOR, + R;COOR,

e Alkoliz reaksiyonu

R;COOR, + RsOH ——> R;COOR; + R,OH

¢ Aminoliz reaksiyonu

R,COOR, + R3NH, —————> R|CONHR; + R;OH

¢ Asidoliz reaksiyonu

R,COOR, + R3COOH ————> R;COOR, + R;COOH

2.3.5. Lipazlarin endiistriyel kullamim alanlari

Lipazlar kataliz ettikleri ¢oklu reaksiyonlara bagli olarak c¢ok genis uygulama
cesitliligine sahiptir. 1989 yilinda endiistriyel enzim pazari 600 milyon $
civarindayd: ve lipazlar pazarin %4’linii olusturmaktaydi. Ester baglarinin
olusumunda ve hidrolizinde katalizor olarak genis uygulama alanlarindan dolay1
1990’ lardan itibaren lipazlar kimya ve ila¢ endiistrisinde ¢ok biiyiik ilgi ¢cekmistir
(6,17).

Gida endiistrisindelipazlar

Glinlimiizde enzimlerin gida endiistrisinde kullanilmalar1 cogunlukla katki

maddelerinin iiretimi ve yap1 iyilestirilmesi yoniindedir. Ornegin; mesrubat
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berraklagtirilmasi, bira iiretimi, diisiik laktozlu siit iiretimi, ekmek tiretimi ve et

yumusatilmasi vb.

Gida endiistrisinde kullanilan lipazlar 06zellikle mikrobiyal ve hayvansal
kaynaklardan elde edilirler. Lipazlarin eklenmesi, esas olarak eksi keskin tadin
olusumuna sebep olan kisa zincirli (Cs4 ve Cg) yag asitlerini acia cikarr; orta
uzunluktaki (C;, ve Cy4) yag asitlerinin ortaya ¢ikmasi ise lirline sabunumsu bir hal

Verir.

Lipaz enzimi peynir, tereyagi, salata sosu, ¢corba ve soslar gibi cesitli iirlinlerde
genis capta kullanilmaktadir. Italyan peynirlerinde tat olusturma, islenmis kiiflii
peynirde tat iyilestirme gibi islemler lipaz enzimi yardimiyla basarilir. Ayrica siit

endiistrisinde siit yaginin hidrolizinde de lipaz enzimi kullanilir (1).

Deterjan endiistrisinde lipazlar

Enzimler deterjanlardaki istenmeyen kimyasallarin azaltilmasimi saglar ve zararh
kalinti birakmadan biyolojik olarak ayristirilabilirler. Ayrica daha diisiik yikama

sicakligini saglayarak enerji tasarrufuna katkida bulunurlar.

Glintimiizde hidrolitik lipazlarin ticari olarak en Onemli uygulama alan1 ev ve
sanayideki camasir yikama ile evde bulasik yikama da kullanilan deterjanlara
katilmalaridir. Her sene tahmini olarak iiretilen yaklasik 13 milyar ton deterjana
1000 ton lipaz katilmaktadir. Deterjana suyun eklenmesi ile birlikte deterjandaki
lipaz, amilaz, selillaz ve proteaz enzimleri deterjandaki kimyasal baglarin

parcalanmasina katalizorliik yaparlar (18,19).

Deri endiistrisinde lipazlar

Deri iiretimindeki post ve deri isleme islemi gelenekseldir. Deri isleme, deri alti

yaglarimin kaldirilmasi, killarin ayiklanmasi ve doldurma islemlerini gerektirir.
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Proteazlar gibi diger hidrolitik enzimlerle birlikte lipazlarida iceren bir enzim

karisimi deri islemede kullanilir (19).

Kagit hamuru ve kagit endiistrisinde lipazlar

Kagit endiistrisinde iiretilen kagit hamurundan katrami ayirmakta lipaz kullanilir.
Katran, kagit hamuru ve kagit tiretiminde ciddi sorunlara sebep olan trigliseridler ve
balmumu olarak adlandirilan agacin hidrofobik bilesenlerini tamimlamak igin

kullanilir.
Japonya’daki Nippon Kagit Endiistrisi, trigliseridlerin %90’nina kadar olan kismin1
hidroliz etmek i¢in Candida Rugosa’dan elde edilen lipaz enzimini kullanarak bir

katran-kontrolii yontemi gelistirmistir (18).

Biyosensor olarak lipazlar

Triacilgliserollerin nicel olarak belirlenmesinin 6nemli olmasi nedeniyle lipazlar
kat1 ve sivi yag sanayinde, yiyecek endiistrisinde ve klinik teshislerde biyosensor
olarak kullanilirlar. Biyosensorler kimyasal, biyolojik ve elektronik yapida
olabilirler ancak lipazlari kullanimi daha ucuz ve daha az zaman alicidir. Lipazlar
ayrica kirlilik analizinde oOzellikle bocek ilaci kirliligi analizlerinde, ve yag
asitlerinin tespit edilmesi icin yiyecek ve icecek endiistrisinde biyosensor olarak

kullanilirlar.

Kozmetik ve parfiim endiistrisinde lipazlar

Lipazlarin kozmetik ve parfiim endiistrisinde kullanilmalarinin nedeni kozmetik ve
parfiimlerin ana icerigini olusturan surfaktantlarda ve aroma iiretimindeki
aktiviteleridir. Ornegin, gliseroliin lipaz katalizli esterifikasyonu ile hazirlanan
monoagilgliseroller ve diacilglisroller kozmetikte surfaktant olarak faydalidir.

Ayrica 3,7-dimetil-4,7-oktadien-1-ol’tin mikrobiyal lipazlarla transesterifikasyonu
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yoluyla parfiim endiistrisinde giilii okside eden onemli bir malzeme hazirlanmistir

(19).

Diger uygulama alanlarn

Lipazlar ekmege bayatlamaz 6zellik kazandirmada, sindirim bozukluklarina iligkin
ilaclarda etkin madde olarak, atitk sularin arntilmasinda ve kirli borularin

temizlenmesinde de kullanilirlar (10).

2.4. Enzim immobilizasyonu

Kelime anlami olarak immobilizasyon hareketi smirlandirma demektir. Genel
anlamda ise, enzim molekiillerinin suda c¢oziinmeyen kati destek maddelerine
baglanmasi veya hapsedilmesidir. Enzimler polimer veya gozenekli tasiyicilara
baglanarak, yine suda coOziinmeyen yiizey aktif tasiyicilarda adsorplanarak,
biyofonksiyonel reaktiflerle capraz baglanarak ve polimer matrikste, yar1 gegirgen
membran veya mikrokapsiillerde hapsedilerek immobilize edilirler ve boylece
hareketleri sinirlandirilir. Immobilizasyon sonucu genellikle enzim aktivitesi azalir.
Immobilizasyon sonucu enzimin ii¢ boyutlu yapisi, dolayisiyla enzimin aktif bolgesi
degisime ugrayabilir veya sterik engel nedeniyle aktivite de bir miktar azalma
gozlenebilir. Immobilize enzimler, proseslerin siirekli diizende ¢alismasina olanak
saglar. Bu durumda sistemin denetimi kolaylasir. Genellikle immobilize enzimlerin
isletme kosullar1 altinda aktif oldugu siire, serbest enzime gore daha yliksektir.
Boylece islem siiresi kisalir ve daha fazla saf iiriin elde edilir (1,10). Bununla

birlikte immobilizasyonun dezavantajlar1 da vardir.

1) Immobilizasyon sirasinda sicakhik, pH degisimi, serbest radikaller olusmasi gibi
etkenler enzimin denatiire olmasina, dolayisi ile aktivitesini kaybetmesine sebep
Bu nedenle enzim immobilizasyonu sirasinda aktif gruplar korunmalidir.
Immobilizasyon ¢ok 1liman kosullarda (oda sicakligi, notral pH vb.)
gerceklestirilmelidir.

2) Cok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim kararliligi sinirhdar.
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3) Enzim tasiyicilarinin maliyeti yiiksektir.

Immobilizasyon sirasinda  enzim molekiilleri  konformasyonel degisiklige
ugrayabilir. immobilize enzimin zincir hareketleri gesitli faktore baglidir. Bunlar,
immobilizasyonda kullanilan kimyasallarin tipi, destekle enzimin karsilikli
etkilesmesi, aktiflestirici veya capraz baglayici kimyasallar ile enzimin etkilesmesi
olarak belirtilebilir. Enzimler i¢inde bulunduklar1 ¢evre tarafindan etkilenirler.
Enzimin kati destek iizerinde immobilizasyonu enzimin etrafindaki mikrogevreyi
etkileyebilir, bu da enzimin goriinen davranislar1 ilizerinde asagida belirtildigi gibi

bazi degisiklikler olusturur (20).

¢ Bolme etkisi: Poliiyonik destek kullanmildiginda iyonik yapiya sahip substrat,
tepkime ortaminda homojen olarak dagilmaz yani enzim cevresinde kiitle
fazindakinden fakli derisimde bulunabilir. Olciilen derisim degerleri genellikle
kiitle fazindan yapilir. Bolme etkisi ¢cok gozlenen bir durumdur. Ayrica, ¢oziinen

madde ile polimerik destek arasinda hidrofobik etkilesmeler de olabilir.

¢ Difiizyon Sinirlamasi: Difiizyonel sinirlama, fiziksel biiyiikliik ile ilgilidir. Eger
polimer desteginin gozenek capi substrat molekiiliinden kiiciik ise substratin
destek icine difiizlenmesi ve enzim ile temasa ge¢mesi engellenir ve bunun sonucu

olarakta herhangi bir tepkime meydana gelmez.

e Yapisal degisiklikler: Enzim immobilizasyonunda, enzim yapisimin belli bir
pozisyonda uzun siire korunmasi ile enzim ve destek materyali arasinda ¢ok sayida
baglanma olusabilir. Enzimin katalitik aktifligi yapisal degismelere bagh
oldugundan K, ve Vi degerlerinde de farkliliklar, enzim aktifliginde azalmalar

olabilir.

e Sterik sinirlamalar: Eger immobilize enzimin aktif uclar1 substrat molekiiliiniin
yaklagmasina elverisli pozisyonda degil ise sterik problemler ortaya cikar. Ornegin

enzimin aktif gruplari destek maddesine doniik ise substratin aktif merkeze
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yaklagmasi engellenir.Enzim polimerik kafeste hapsedildiginde, substrat
molekiillerinin enzime yaklasip direk temasa gecmesi matriks tarafindan

engellenebilir.

e Inaktivasyon: Zor tepkime sartlarinda (6rnegin yiiksek pH, ortamda serbest
radikallerin, oksitleyici reaktiflerin varlig1 gibi) gerceklesen immobilizasyon
islemleri enzimin bir kismmin veya tamaminin aktifligini yitirmesine sebep
olabilir. Boylece immobilize edilmis enzimin spesifik aktifligi, serbest enzimin
aktifliginden oldukga diisiik olabilir. Enzim herhangi bir konformasyonel degisim

olmaksizin aktifligini kaybedebilir.

2.4.1. Tasiyic1 destek materyali

Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik bircok organik ve inorganik destek

materyali kullanilmaktadir. Ideal bir destekten beklenen dzellikler sunlardr:

e Mekanik dayaniklilik

e Kimyasal dayaniklilik

e Ekonomik olmasi

e [s1sal dayaniklilik

e Yiiksek immobilizasyon kapasitesi
e Uriin inhibisyonunu azaltmasi
e pH’1 degistirmemesi

e Tekrar kullanima uygun olmast
e Hidrofilik karakter

e Suda ¢oziinmeme

e Gozenekli yapt

® Zehirsizlik
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Cizelge 2.2. Enzim immobilizasyonunda kullanilan destek materyalleri

Sentetik Materyaller Dogal Materyaller
P(AAm-ko-AA) esasli polimerler Agaroz
Dakron Dekstran
Naylon Seliiloz
Poliamitler Cam
Stiren esasli polimerler Kollajen
Akrilat esash polimerler Silikajel
2.4.2. Polimerler

Polimerler, ¢ok sayida aym veya farkli monomer denilen basit kimyasal maddelerin
kovalent baglarla olusturdugu wuzun zincirli makromolekiillerdir. Tek bir
monomerden elde edilen polimere homopolimer, iki ayri monomerden elde edilen
polimere kopolimer ad1 verilir. Polimerler, giinliik yasanttmizin her alaninda yaygin
olarak kullanilan plastik, kauguk, lif, boya ve yapistiric1 tiiriindeki malzemelerin

iretiminde yararlanilan girdilerdir.

Polimerler; hafif, ucuz, mekanik Ozellikleri c¢ogu kez yeterli, kolay
sekillendirilebilen, degisik amaglarda kullanima uygun, dekoratif, kimyasal ac¢idan
inert ve korozyona ugramayan maddelerdir. Bu iistiin 6zelliklerinden dolay1, yalniz
kimya acisindan degil; tip, biyokimya, biyofizik ve molekiiler biyoloji agisindan da

polimerlerin 6nemi biiyiiktiir (21,22).

Hidrojeller

Ag yapili polimer olarak bilinen hidrojeller, sulu ortamda sisebilen ve ii¢ boyutlu
capraz bagli hidrofilik 6zelliktedir. Hidrojeli olusturan ag yapi, capraz baglar ile
birbirine baglanmis polielektrolit zincirlerden olusur. Bu zincirlerde siibstitiie grup
olarak genellikle karbosilik asit gruplar1 bulunur. Polimer zincirleri tizerindeki

negatif yiikler birbirlerini iterler ve zincirin genislemesine sebep olurlar. Karboksil



19

gruplan ayrica, hidrojen baglar ile suyla etkilesirler. Polimer zincirleri ¢oziinmeden

capraz baglar jelin sismesini saglar (23-25).

Hidrojellerin su absorplama igerigi kendi kiitlesinin % 100 kadar1 veya daha fazlasi

ise; bu hidrojellere siiper sisebilen hidrojeller denir (26).

Hidrojeller biyotip alaninda, kaplama uygulamalarinda dikis islemleri i¢in, elektrot
yapiminda ve elektroforez hiicre yapiminda kullanilmaktadir. Yine hidrojellerin,
yapay organ yapimi, kornea, dogustan gelen kemik hastaliklarimin tedavisinde,
homojen materyal olarak kulak zar tikaci, sentetik kikirdak, safra ve yemek borusu
yapimi gibi biyotip alaninda ¢ok yararli uygulamalar vardir (27). Hidrojeller yiiksek
oranda su tutucu olmalart nedeniyle tarimsal alanda, giibrelerin denetimli
salimlarinda (28), tarimsal ilaglarin denetimli salimlarinda (29-32), endiistride yag ve
petrol icerikli sulu atiklardan saflagtirma islemlerinde kullanilabilmektedir. Ayrica
suyun uzaklastirilmasi islemlerinde su tutucu olarak (33-35) ve hastane atiklarindan
suda ¢oziinebilen ya da hidrojelle uyumlu olarak sogurabilecegi baz1 fizyolojik (kan,

iire vb.) stvilarin sogurulmasi (34-36) gibi ¢ok yararli uygulamalar1 bulunmaktadir.

Hidrojellerin duyarlilig

Hidrojellerin en ©Onemli Ozelliklerinden birisi sulu ortamda sisebilmesi, susuz
ortamda ise biiziigmesidir. Bu 6zellik, biitiin hidrojeller i¢in ortaktir. Fakat sadece
sisme ve biiziilme davranisi, hidrojellerle ilgilenmek icin yeterli degildir. Son
zamanlarda bir ¢ok arastirmaci hidrojellere baz1 fonksiyonlu gruplar takarak bir
sinyale cevap verebilen (sisen, biiziilen, bozulan) yeni hidrojeller hazirlanmistir.
Takilan fonksiyonel gruplarla birlikte bu hidrojeller, akilli jeller olarak

adlandirilmaktadir.

Dogada pek ¢ok jel vardir. En iyi bilineni gida maddesi olarak kullanilan jole olup
kat1 kismi1 hayvansal bir protein olan jelatinden olusmakta olup geri kalan % 97’lik

kismi ise sudur. G6z boslugunu dolduran sivi, kan damarlarinin duvarlari, mide,
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bagirsak ve akciger yiizeyleri jellerle kapli, ayrica iskeletteki eklemlere hareket

olanag saglayan akiskanda jel yapisindadir.

Hidrojellerin hacim degismesine sebep olan cevresel faktorler; pH, sicaklik, elektrik

alani, iyonik siddet, ¢oziicli dayaniklilig, 151k, basingtir.

Sicakliga duyarli hidrojeller

Polimer zincirlerinin en 6nemli 6zellikleri dis etkendeki ¢ok az bir degisiklik ile,
Ornegin ortam sicakliginin ¢ok az degismesi ile aniden ¢ok biiyiik boyut degisikligi
gostermeleridir. 0.1 °C’lik bir sicaklik degisimi ile ¢ozelti i¢erisinde boyutlart 100
misli degisebilen sicakliga duyarlt polimer zincirleri 6rnek olarak verilebilir. Bu ani

hacim degisikligi birinci dereceden bir faz gecisinin sonucudur (26).

Sicaklik duyarhi hidrojellere 6rnek olarak poli(N-izopropilakrilamit) PNIPA jelini
verebiliriz (37). PNIPA, yan zincirlerine hidrofobik izopropil gruplar1 ve hidrofilik
amit gruplarin her ikisini birden bulundurmasindan dolay1 capraz baglanmus tiirlerin
sismis hidrojellerini olusturur. Bu hidrojel, sicakliga duyarhidir ve suda 32-33 °C’de
PNIPA’nin alt kritik ¢6ziinme sicakliginda (AKCS) belirgin bir faz gecisine sahiptir
(Sekil 2.5). Bu sicakligin altinda jel siser, hidratlasir vee AKCS’ nin iistiinde jel
biiziiglir, dehidratize olur ve ag yapida hidrofilik/hidrofobik dengesi hassashigi
hidrofobik durum sebebiyle yikilir (38).
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SICAKLIK (°C)

Su+ @

32°c

107 10°

SISME ORANI (V / V)

Sekil 2.5. PNIPA hidrojelinin sisme oraninin sicaklikla degisimi (39)

PNIPA hidrojelleri son zamanlarda, hiicrelerin ve enzimlerin immobilizasyonunda,
ilag salim sistemleri, yapay kas, aywma islemleri gibi alanlarda kullanildigi
gozlenmistir. AKCS’nin altinda ve istiinde PNIPA hidrojellerinin 1sisal ¢evrimi,
tiriin molekiilleri ve kiitle transferlerinin zenginlestirilmesiyle ilgili hidrojellerdeki
immobilize edilmis biyokatalizorlerin verimliligini arttirr. PNIPA hidrojeli, ilag

tasiyicisi olarak kullanildiginda, ilag salimi sicakligin kontroliiyle olabilir (38).

Sicaklik duyarli NIPA monomeri, akrilamit (AAm), akrilik asit (AA), metakrilamit
(MAAm), itakonik asit (IA), N,N-dimetilakrilamit (DMAAm), N,N-dietilakrilamit
(DEAAm) ve 2-akrimit-2-metilpropan-siilfonik asit (AMPS), gibi c¢ok cesitli

komonomerlerle calisilmistir.

Saf PNIPA hidrojelinin gézenek boyutu kiigiiktiir ve 1s1 duyarliigi yavastir. Siiper
gozenekli PNIPA hidrojelleri, AKCS’da hizli hacimsel faz gegisi gosterdiginden
istenen uygulamalar i¢in cok fazla tercih edilir. Bu nedenle saf PNIPA ve onun
cesitli kopolimerlerine hidroksipropil-selilloz (HPC) ve polietilenglikol (PEG) gibi
gozenek olusturucu katilarak bir ¢ok ¢alisma yapilmistir (26,38).
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Hazirlama yontemlerine gore 4 tiir hidrojel bulunmaktadir:

eHomopolimerik hidrojeller: Tek bir hidrofilik monomerin ¢apraz baglanmasi ile
hazirlanir.

eKopolimerik hidrojeller: Iki komonomerin ¢apraz baglanmasi ile hazirlanir. Ancak
monomerlerden biri hidrofilik yapida olmalidir

e Coklu polimerik hidrojeller: iki yada daha fazla komonomerin reaksiyonu ile
olusur.

eic ice gecmis ag yapili hidrojeller (IPN, Interpenetrating network): Capraz bagl

iki polimerik orgiiniin fiziksel olarak karismasi ile hazirlanir.

Dogal polimerler

Dogal polimerler, dogada kendiliginden olusan polimerlerdir ve insanlar her
dénemde bu polimerleri degisik alanlarda kullanmiglardir. Cok farkli dogal
polimerler vardir. Bitki ve agaclarin temel yapisini olusturan seliiloz dogada en bol
bulunan polimerdir, pamugun temel bileseni de seliilozdur. Seliiloz gibi genelde
dogal polimerlerin énemli bir kismi1 canlilarin yapisinda yer alir. Yiin, sa¢, tirnak
protein yapisindaki dogal polimerlere Orneklerdir. Proteinler (kollojen, jelatin,
elastin, aktin vb.), polisakkaritler (seliiloz, nisasta, dekstran, kitin vb.) ve

poliniikleotidler (DNA ve RNA) baslica dogal polimerlerdir (22).

Dogal polimerler, sahip olduklar islevsel 6zellikler nedeniyle degisik kullanim
alanlarina sahiptirler. Kalinlastirici, jel yapici, baglayici, dagitma ajani,

kayganlastirici, yapistirict ve biyomalzeme olarak kullanilabilirler (40).

Karragenan

Karragenan en yaygin Chondrus crispus ve Gigartina mamillosa adli kirmizi

alglerden elde edilen lineer bir polisakkarittir. 3-B-D-galaktopiranoz ve 4-o-D-

galaktopiranoze birimlerinin tekrarlanmasiyla olusan bir polisakkarittir (41).
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Sekil 2.6. Karragenanin tekrarlanan birimlerinin yapisi

Karragenanin 3 degisik formu bulunmaktadir. Bunlar kappa (x), iota (1) ve lambda

(A) karragenandir. k-Karragenan en fazla bulunan ve kullanilan tiiriidiir.

En fazla bulunan tiiri olan «-karragenan (1,3)—B—D-galaktopiranoz-4-siilfat-

(1,4)—3,6—anhidro-a-D-galaktopiranoz birimlerinin tekrarlanmasi ile olusmustur

(42).

Sekil 2.7. k-karragenanin yapisi

Karragenan {iriinleri degisik proseslerle elde edilmektedir. Bunlar; alkolle
ekstraksiyon, potasyum kloriir ile jel baskisi yada cesitli bazik ekstraksiyon

prosesleridir.

Farkli deniz yosunlarindan elde edilen karragenanlar farkli ozellikler gosterirler.
kappa (k) ve iota (1) tipi karragenanlarin soguk suda ¢oéziinmeleri zordur ve 1sitma ile
daha iyi ¢oziiniir hale gelebilirler. Fakat lambda (A) karragenan tipi soguk suda cok
rahat ¢coziinebilmektedir (43,44).
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Karregenan emiilsiyon yapici, gégiis yumusatic1 ve antikoagiilan etki gosterir. Gida
sanayi; ekmek, dondurma ve konserve yapimi gibi genis bir kullamim alanina

sahiptir.

Sentetik polimerler

Sentetik polimerler ilk kez 19.yy. baslarinda elde edilmislerdir. Sentetik polimerler
uygun monomer veya ¢ikis maddeleri kullanilarak hazirlanir. Iginde bulundugumuz
yiizyilin baslarinda, bu tiir maddeler, cesitli amaglarda kullanilmak iizere endiistriyel
Olclilerde yapilmistir. Ancak, sentetik yliksek polimerlerin olugsmasini diizenleyen

temel bilimsel ilkeler 1925-1935 yillarinda bulunmustur.

Baz1 durumlarda, uygun islemlerle dogal polimerlerin kimyasal yapilar1 degistirilir
ve bagka ozelliklere sahip polimerler hazirlamr. Ornegin, ¢oziinmez karakterdeki
selillozun hidroksil gruplarinin tamamina yakininin asetillenmesiyle, ¢6ziinebilen
seliiloz triasetat elde edilir. Dogal polimerlerden c¢ikilarak yapilarinin degistirilmesi

ile elde edilen bu tiir polimerlere yari-sentetik polimerler ad1 verilir.

Sentetik polimerler olarak bilinen sentetik lifler (fiberler), plastikler ve sentetik
kaucguklar (elastomerler) endiistride cok cesitli ve genis uygulama alam bulunan

maddelerdir (21,22).

2.4.3. Enzim immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyonunda, fiziksel ve kimyasal baglama yontemleri kullanilir.
Kimyasal yontemlerde, enzim ve kati destek arasinda, kovalent baglar olusturulur.
Fiziksel yontemlerde ise, enzimin destege daha zayif baglanmasi veya hapsedilmesi

s6z konusudur (1).
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Enzim Immobilizasyon

Yontemleri
‘ Baglama | Tutuklama
Capraz Enzim Tastyiciya Jelde Mikro Lipozom
Baglama Kopolime- Baglama tutuklama kapsiilleme teknigi
rizasyonu
Fiziksel Adsorpsiyon Tyonik Selat Kovalent Biyospesifik
adsorpsi- ve capraz baglama baglama baglama baglama
yon baglama

Sekil 2.8. Enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandiriimasi

Kimyasal yontemler

Kovalent baglanma

Bu yontemin esas1 enzimi destek materyaline kovalent bagla baglamaktir. Enzimin
katalitik gorevde yer almayacak kisimlar1 destek materyaline kovalent bagla
baglanmada kullanilir. Boylece enzim aktivitesini yitirmemis olur. Enzim iizerindeki

aktif bolgeyi korumak icin birka¢ yontem vardir. Bunlar:

a) Enzimin aktif bolgesini yarigmali inhibitorle inhibe ettikten sonra kovalent bagla
destek materyaline baglanmasi, sonrada inhibisyonun ortadan kaldirilarak
enzimin aktiflestirilmesi,

b) Enzimin ilk 6nce bir ara maddeye baglanmasi, sonra bu ara maddenin destek
katisina baglanmasi,

¢) Zimojen (enzimin aktif yapida olmadig1) yapida destek ortamina baglanmasi ve

baglanmadan sonra enzimin aktiflestirilmesi.
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Bu yontemde polimer destek olarak, dogal ve yapay organik polimerler(seliiloz,
karboksi metil seliilloz gibi), inorganik destek olarak da cam tanecikleri, diatome

toprag: kullanilabilir.

Capraz baglanma

Bu yontem iki veya daha fazla fonksiyonel grup tasiyan enzim molekiillerinin
birbirlerine ¢apraz baglanmasi ve bu sekilde suda c¢oziinmeyen bir kompleks
olusturmasi temeline dayanir. Bu yontemde enzimleri birbirine baglamak amaciyla
glutaraldehit, diazobenzidin gibi maddeler kullanilir.

Bu yontemin dezavantajlari sunlardir:

e Reaksiyonu kontrol etmek zordur.

e Fazla miktarda enzime ihtiya¢ vardir.

e Enzimin baglanma sirasinda aktivitesini kaybetme olasilig1 fazladir.

Fiziksel yontemler

Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, fiziksel adsorpsiyon ve iyonik adsorpsiyon olmak tizere iki tiirliidiir.

Fiziksel adsorpsiyon

Immobilize enzim hazirlamak igin kullanilan en basit yontemdir. Yontem kati destek
yiizeyine enzim molekiillerinin Van der Waals, hidrojen bagi gibi zayif fiziksel
kuvvetlerle baglanmasidir. Adsorplanan enzimin aktif merkezi bu olaydan
etkilenmez, enzim serbest haldeki aktifligini korur. Ancak enzim, baglanmada rol

oynayan kuvvetlerin zayif olmas1 nedeniyle desorpsiyona ugrar. Bu nedenle yontem
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dayaniksizdir. Enzim adsorpsiyonu i¢in kullanilan destek materyaller aliimina, silika,
pordz cam, cam, seramik, kil, diatome topragi ve bentoit gibi inorganik maddeler ya

da seliiloz, nisasta, aktif karbon gibi organik maddeler olabilir.

Yontemin avantaji destek materyalinin pH, sicaklik gibi etkiler sonunda tekrar

kullanilabilmesidir.

Iyonik adsorpsiyon

Bu yontem, iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢dziinmeyen tasiyicilara enzimin
iyonik baglanmasi temeline dayanir. Bu sekilde enzimin katiya baglanmasi fiziksel
adsorpsiyondan daha giiclii bir baglanmadir. Iyonik baglama ¢ok 1liman kosullarda
gerceklestiginden enzimin yapisinda degisiklige neden olmaz. Ancak enzim ile
destek arasindaki bag kovalent bag kadar giiclii olmadigindan enzim kagis1 soz

konusudur.

Hapsetme

Hapsetme enzimi kii¢iik bir hacimde durmaya zorlamaktir. Enzim bulundugu
cevreden disariya cikamaz. Bu islem polimer matriks icgindeki kafeslerde
gerceklestirilebildigi gibi yar1 gecirgen membranlar i¢inde de gerceklestirilebilir. Bu
yontemde enzim molekiilleri ile fiziksel veya kimyasal baglanma séz konusu

degildir.

Polimer matrikste hapsetme

Enzim hapsetme islemi icin Ca-aljinat, agar, poliakrilamit gibi polimerler matriks
olarak kullanilir. Matriks tanecik, membran veya ipliksi yapida olabilir. Polimer
matriks i¢inde immobilizasyon i¢in, enzim c¢ozeltisi polimer c¢ozeltisiyle
polimerlesmeden o©nce karistirilir. Polimerlesme esnasinda enzim molekiilleri
polimere baglanmaz ama fiziksel olarak polimerin i¢inde kalir. S1vi polimer-enzim

karigimi ya uygun kaliplar kullanilarak, ya da uygun captaki deliklerden akitilarak
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sekilli tanecikler haline getirilir. Molekiil kiitlesi 15000’den fazla olan enzimler bu

amacla kullanilir.

Membranda hapsetme

Bu yontemde enzim membranla sarilmistir. Enzim kimyasal bir baglanma yapmaz.

Naylon, seliiloz, polisiilfon, poliakrilat yaygin olarak kullanilan membranlardir.

Membran hapsetmenin 6zel bir sekli mikrokapsiillemedir. Bu yontemde ¢apt 1-100
um olan yar gegirgen kiiresel zarlar kullanilir. Bu zarlarin gozenekleri substrat ve
iriiniin  gecisine izin verecek ancak hapsedilmis enzimin giris c¢ikisina izin
vermeyecek bilyiikliiktedir. Mekanik dayamikliligi azdir. Substratla enzimin bu
yontemde etkilesme orani biiyiiktiir. Yontemin uygulanmasi sirasinda enzim inaktive
olabilir. Ayrica enzimin zarin i¢inden kagma olasiligi fazladir; dolayisiyla enzim
sarfiyati fazladir. Bu yontemin en biiyiik avantaji oldukca kii¢iik bir hacimde enzim
ile substratin etkilesme alaninin goreceli olarak yiiksek olmasidir.

Hapsetme yonteminin avantajlart:

e Yontemin cok kolay uygulanmasi
e Gergek bir fiziksel yontem olmasi
e Cok az miktar enzimle gerceklestirilebilmesi

e Notral, suda ¢oziinmeyen destek materyalleri kullanilmast

Dezavantajlari:

eEnzimlerin hapsedildigi kafeslerin ¢aplarindan daha biiyiik substrat molekiiliiniin
enzim aktif merkezine ulagmasinin olanaksiz olmasi

eOnemli difiizyon kisitlamalarinin olmas1 (Bu kisitlamalar kapsiillerin tanecik
boyutlar kiigiiltiilerek azaltilabilir).

eEnzimin zamanla ¢ozeltiye sizmasi

eEnzimin hapsedildigi mikrocevredeki kosullarin kontrol edilememesi nedeniyle

enzimin aktiflik ve kararliliginin azalmasi.
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2.4.4. immobilize edilen enzimden beklenilen ozellikler

e Yiiksek kararlilik

o Tekrar kullanilabilirlik

e Siirekli iiretime olanak vermesi

e Reaksiyon iiretimine olanak vermesi
e Yiiksek saflik

e Yiiksek iiriin ylizdesi

e Ekonomik olmasi

2.4.5. immobilizasyon yontemlerinin kiyaslanmasi

Giiniimiize kadar bircok enzim i¢in bircok farkli immobilizasyon yoOntemi
uygulanmis ve Onerilmistir. Ancak enzimlerin birbirlerinden ¢ok farkli kimyasal
karakteristikleri ve bilesenleri olmasi, ayrica kullanilan substrat ve iiriiniin farkl
kimyasal o©zellikleri olmasi nedeniyle biitiin enzimler i¢in ve biitiin sartlarda
uygulanabilecek kesin bir yontem belirlemek miimkiin degildir. Ayrica her
immobilizasyon yonteminin uygulama sartlarina gore avantajlarnn ve dezavantajlar
vardir. Bu nedenle immobilizasyonu diisiiniilen farkli enzimler i¢in farkli durumda
bir veya birka¢ degisik yontem Onerilebilir. Cizelge 3.3’de immobilizasyon

yontemlerinin birbirlerine kars1 kiyaslanmasi gosterilmistir (1).



Cizelge 2.3. Immobilizasyon yontemlerinin kiyaslanmasi
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Ozellik Fiziki Iyonik Capraz Kovalent Hapsetme
Adsorpsi- | Baglanma | Baglanma | Baglanma Yontemi
yon

Hazirlama Kolay Kolay Zor Zor Zor

Baglanma Zayif Orta Kuvvetli Kuvvetli Kuvvetli

Giicii

Enzim Diisiik Yiiksek Orta Yiiksek Yiiksek

Aktivitesi

Destegin Miimkiin | Miimkiin | Imkansiz Nadiren Imkansiz

Tekrar

Kullanilabi-

lirligi

Immobili- Diisiik Diisiik Orta Yiiksek Diisiik

zasyon

Maliyeti

Kararlilik Diisiik Orta Yiiksek Yiiksek Yiiksek

Genel Diisiik Orta Diisiik Orta Yiiksek

Uygulana-

bilirlik




Cizelge 2.4. Serbest ve immobilize enzim dzelliklerinin karsilastirilmas
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Serbest Enzim

Immobilize Enzim

1. Reaksiyon sonunda ortamdan

uzaklastirilmasi giictiir.

1. Siizme ve santrifiijleme gibi basit

yontemlerle ortamdan kolayca ayrilir.

2. Uriinlerde azda olsa kirlilik
yapar.

2. Tamamen ayrildigindan tiriinlerle kirlilik

sOozkonusu olamaz.

3. Cevre kosullarindan daha kolay

etkilenirler

3. Cevre kosullarma(sicaklik, pH gibi) daha
dayaniklidir.

4. Her ornek bir kere ve kisa siire

kullanilir.

4. Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.

5. Karasiz ve dayaniksizdir.

5. Daha dayanikl1 ve kararhdir.

6. Birbirini izleyen ¢ok adimli

reaksiyonlarda kullanilamaz.

6. Cok adimli reaksiyonlara uygundur.

7. Aktivitesini cabuk kaybeder.

7. Baz1 immobilizasyon yontemleri

aktiviteyi arttirir.

8. Kendi kendini parcalayabilir.

8. Kendi kendini parcalama (otokataliz )

minumuma indirgenir.
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3. DENEYSEL KISIM
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
¢ Lipaz (Triagilgliserol Acil Hidrolaz E.C.3.1.1.3)

¢ p-Nitrofenil Palmitat (p-NPP) (C,,H35NOy)

Sigma (St. louis USA) (Almanya) firmasindan temin edildiler.
(0] 0}

AN
N

OH

p-nitrophenylpalmitate
Molekiil kiitlesi: 377,5 g/mol

e Akrilamit (AAm)
CH,—CH

T

NH,
Molekiil kiitlesi : 198 g/mol

* N.N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED)

H;C oy CH
3 3

N—c—c—N
H,C |

CH,
H H



Molekiil kiitlesi : 116,2 g/mol

® Amonyum persiilfat (APS)
I I
"NH4 O — §—O0—0 — S— O NH4"

o 0
Molekiil kiitlesi : 228 g/mol
Yogunlugu : 1,98 g/mol

¢ Epiklorhidrin C3HsClO
Molekiil kiitlesi : 92,53 g/mol
¢ Sodyum karbonat: Na,COs3
Molekiil kiitlesi:
e Fosforik asit : H;PO,
Molekiil kiitlesi: 97,99 g/mol
¢ Sodyum dihidrojen fosfat : NaH,PO,4.2H,0
Molekiil kiitlesi :156,01 g/mol
¢ Disodyum hidrojenfosfat : Na,HPO4.2H,0O
Molekiil Kiitlesi : 177,99 g/mol
¢ Sodyum hidroksit : NaOH
Molekiil kiitlesi: 40 g/mol
Merck(Almanya) firmasindan temin edildiler.
¢ Etanol (C,HsOH)
Molekiil kiitlesi: 46,01 g/mol
Yogunlugu: 0,79 g/mL
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® N-izopropilakrilamit (NIPA)

CH,= |CH
C=0
H
he e,
i,

Molekiil kiitlesi: 113,16 g/mol
Yogunlugu: 1,35 g/mL

¢ N,N- Dimetilakrilamit (DMAAm)
CH, = CH

|
I

CH3 — N— CH;4
Molekiil kiitlesi: 99,13 g/mol

® N,N’-metilen-bis-akrilamit (BAAm)
CH,— |CH

C=0

|
NH

CH, —CH
Molekiil kiitlesi : 154,2 g/mol

Sigma Aldrich (Almanya) firmasindan temin edildiler.

o k-Karragenan Fluka (Almanya) firmasindan temin edildi.
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3.2. Kullanilan Aletler

Spektrometre :UNICAM UV/Vis Spektrometre
pH metre :Orion pH metre 420A
Calkalamal1 su banyosu :ST 402 NUVE marka sicaklik kontrollii su banyosu

3.3. Kullanilan Cozeltiler

¢ Enzim ¢ozeltisi: Saf su kullanilarak hazirlandi. (0,01 g/100 mL)

® p-nitrofenil palmitat (substrat) ¢cozeltisi: Etanol ¢ozeltisi kullanilarak hazirlandi.

(0,005 g/1 mL)

¢ Fosfat tamponu ¢ozeltisi: Saf su kullanilarak hazirlandi.

¢ Sodyum karbonat ¢ozeltisi: Saf su kullanilarak hazirlandi. (1,32 g/50 mL)

3.4. Enzim immobilizasyonu

3.4.1. P(DMAAm-ko-AAm) kullanilarak enzim immobilizasyonu

Bu caligmada, lipaz enziminin kovalent baglanma yontemi kullanilarak
immobilizasyonu amaciyla  Oncelikle  poli(N,N-dimetilakrilamit-ko-akrilamit)
polimerleri agsagidaki sekilde sentezlenmis, daha sonra lipaz enzimi bu destek iizerine
immobilize edilmistir. Bu amagla 3 mL N,N-dimetilakrilamit ¢6zeltisi iizerine 17 mL
saf su eklenmistir. Olusan ¢ozeltiye 3 g akrilamit ilave edilip karistirilmis ve lizerine
0,2 g BIS ve 10 mg APS eklenmistir. Olusan homojen karistm petri kabina
alinmistir. Daha sonra 1 mL. TEMED yavas yavas damlatilarak ilave edilmistir.

Polimerizasyon isleminin gerceklesmesi i¢in petri kaplar1 oda sicakliginda 4 saat
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bekletilmistir. Polimerizasyon gerceklestirildikten sonra polimerler 5x5x5 mm?®
boyutunda kiip seklinde kesilmistir. Elde edilen P(DMAAm-ko-AAm) polimerleri
epiklorhidrin (ECH) ile oda kosullarinda 24 saat magnetik karistirici iizerinde
aktiflestirilmistir. Epiklorhidrin (ECH) ortamdan uzaklastirllmis ve polimerler saf su
ile 4 kez yikandiktan sonra ortama 100 mL (1 g) enzim ¢6zeltisi ilave edilmistir. Oda
kosullarinda 24 saat magnetik karistiric1 {izerinde immobilizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Immobilize enzim kullanilmak iizere buzdolabinda (4°C) enzim

cozeltisi i¢cinde bekletilmistir.
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Sekil 3.1. APS ile TEMED reaksiyonu sonucunda olusan ortaklanmamis tek elektron

iceren aktif TEMED molekiiliiniin monomere katilmasi sonucu olusan

radikal
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Sekil 3.2. Kimyasal yontemle sentezlenen P(DMAAm-ko-AAm) hidrojellerinin olas1

reaksiyon mekanizmasi
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Sekil 3.3. P(DMAAm-ko-AAm) desteginin epiklorhidrin ile aktiflestirilmesi
3.4.2. P(NIPA-ko-AAm)/k-Karragenan kullamlarak enzim immobilizasyonu

Bu c¢alismada, lipaz enzimi hapsetme yontemi kullanilarak immobilize edilmistir.
Immobilizasyon isleminde kullanilan poli(N-izopropilakrilamit-ko-akrilamit)/ic-
karragenan yart i¢ ice ge¢mis polimerik ag yapilar (s-IPN) asagidaki sekilde
sentezlenmistir. 2,85 g N-izopropil akrilamit, 2,5 g akrilamit ve 0,7 g k-karragenan
15 mL saf suda kanstirilarak ¢oziilmiistiir. Bu iglemi takiben ¢ozelti ortamina 0,2 g
BIS, 10 mg APS ve 7 mL enzim ¢ozeltisi (1g/30mL) ilave edilerek karistirilmaya
devam edilmistir. Olusan homojen karisim petri kabina alinmistir. Daha sonra yavas
yavas 1,5 mL TEMED petri kaplarina damlatilarak ilave edilmistir. Polimerizasyon
isleminin gerceklesmesi icin petri kaplart oda sicakliginda 4 saat bekletilmistir.
Polimerizasyon islemi gerceklestirildikten sonra polimerler 5x5x5 mm® boyutunda
kiip seklinde kesilmistir. Immobilize edilen enzimler kullanilana kadar buzdolabinda

(4°C) saf suda bekletilmistir.
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3.5. p-Nitrofenil Palmitat Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafigi hazirlamak amaciyla cesitli derigsimlerde (13 mM-1,65 mM) p-
nitrofenil palmitat ¢ozeltileri hazirlandi. p-nitrofenil palmitat derisimlerine karsi

gelen absorbans degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon grafigi ¢izildi (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. p-nitrofenil palmitat kalibrasyon grafigi
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3.6. Aktiflik Tayini

3.6.1. Serbest lipazin aktiflik tayini

Reaksiyon balonuna 1 mL fosfat tamponu, 1 mL p-NPP (p- nitrofenil palmitat) (13
mM) ve 0,1 mL enzim ¢6zeltisi konuldu ve reaksiyon baglatildi. 30 °C’de 5 dakika
su banyosunda calkalandi. Su banyosundan alinan balon igerisine 2 mL sodyum
karbonat (0,25 mM) ilave edildi. Olusan ¢ozelti 4500 rpm’de 15 dk satrifiij edildi.
Berrak olan kistm alindi ve UV spektrofotometresi kullanilarak 410 nm dalga

boyunda absorbansi 6lciildii (7).

3.6.2. immobilize lipazn aktiflik tayini

Immobilize lipazin aktifligi kisim 3.6.1 de belirtilen yonteme gore tayin edildi.

3.7. Aktiflige pH’min Etkisi

3.7.1. Serbest lipazin aktifligine pH’min etkisi

Serbest lipazin aktifligine pH nin etkisini incelemek amaci ile ¢esitli pH’larda (5,0-
11,0) hazirlanan fosfat tamponu ¢ozeltisi, etanol ile hazirlanan p-nitrofenil palmitat
(substrat) cozeltisi, saf su ile hazirlanan enzim ve sodyum karbonat c¢ozeltileri
kullanildi. Kisim 3.6.1 de belirtilen yonteme gore aktiflikler tayin edildi.

3.7.2. immobilize lipazin aktifligine pH’nin etkisi

Immobilize lipazin aktifligine pH’ nin etkisini incelemek amaci ile cesitli pH’larda

(5,0-11,0) fosfat tamponu ¢ozeltileri hazirland1 ve kisim 3.6.1 de belirtilen yonteme

gore aktiflikleri tayin edildi.
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3.8. Aktiflige Sicakhigin Etkisi

3.8.1. Serbest lipazin aktifligine sicakhigin etkisi

Serbest lipazin aktifligine sicakligin etkisini incelemek amaci ile ¢esitli sicakliklarda
(20°C - 45°C) kisim 3.6.1 de belirtilen yonteme gore gergeklestirilen reaksiyonlar
yardimu ile aktiflikler tayin edildi.

3.8.2. immobilize lipazin aktifligine sicakhgin etkisi

Immobilize lipazin aktiflifine sicakhigin etkisini incelemek amaci ile gesitli
sicakliklarda (20°C - 45°C) kisim 3.6.1 de belirtilen yonteme gore gerceklestirilen
reaksiyonlar yardimi ile immobilize lipazin aktifligi tayin edildi.

3.9. Aktiflige Substrat Derisiminin EtKisi

3.9.1. Serbest lipazin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Serbest lipazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek amaci ile gesitli
derisimlerde (13 mM-1,65 mM) hazirlanan substrat ¢ozeltileri kullanilarak kisim
3.6.1 de belirtilen yonteme gore aktiflikler tayin edildi.

3.9.2. immobilize lipazin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Immobilize lipazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek amaci ile cesitli

derisimlerde (13 mM-1,65 mM) hazirlanan substrat ¢ozeltileri kullanilarak kisim

3.6.1 de belirtilen yonteme gore aktiflikler tayin edildi.
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3.10. Depolanma Kararhhg:

3.10.1. Serbest lipazin depolanma kararhhgi

Serbest lipazin depolanma kararliligin1 incelemek amaci ile saf suda hazirlanan
enzim ¢Ozeltisi buzdolabinda 4°C de saklandi. Belirli araliklarla enzim ¢ozeltisinden
alman ornekler kullanilarak kisim 3.6.1 de belirtilen yonteme gore aktiflikler tayin
edildi.

3.10.2. immobilize lipazin depolanma kararhhg

Immobilize lipazin depolanma kararliligim incelemek amaci ile buzdolabinda 4°C de
saklanan immobilize enzimlerden belirli araliklarla alinan drnekler kullanilarak kisim
3.6.1 de belirtilen yonteme gore aktiflikler tayin edildi.

3.11. Termal Inaktivasyon

3.11.1. Serbest lipazin termal inaktivasyonu

Serbest lipazin termal inaktivasyonunu incelemek amaci ile farkli sicakliklarda
(40°C-45°C) ve farkli zaman araliklarinda (5-25 dakika) tutulan enzim c¢o6zeltileri
kullanilarak kisim 3.6.1 de belirtilen yonteme gore aktiflikler tayin edildi.

3.11.2. immobilize lipazin termal inaktivasyonu

Immobilize lipazin termal inaktivasyonunu incelemek amaci ile farkli sicakliklarda

(40°C-45°C) ve farkli zaman araliklarinda (5-25 dakika) tutulan immobilize enzim

kullanilarak kisim 3.6.1 de belirtilen yonteme gore aktiflikler tayin edildi.
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3.12. immobilize Lipazin Tekrar Kullanim Sayisi

Immobilize lipazin tekrar kullanim sayisim Slgmek amaci ile alman immobilize
enzim Orneginin kistm 3.6.1 de belirtilen metod kullanmlarak arka arkaya

gerceklestirilen deneylerle aktiflikleri tayin edildi.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Aktiflige pH min Etkisi

Serbest ve immobilize edilen lipazin aktifligine pH nin etkisini incelemek amaci ile
kisim 3.6.1 de belirtilen yonteme gore cesitli pH’larda gergeklestirilen reaksiyonlara
ait bagil aktiflik degerlerinin pH ile degisimi Sekil 4.1°de verilmigstir. Serbest ve

immobilize edilen lipaz enzimi i¢in optimum pH 8 olarak bulunmustur.

Enzimler elektrolit karakterli olduklar1 i¢in enzim aktifligi pH ile degisim
gosterebilir. pH degisikligi ile enzim yapisindaki amino asit zincirinin iyonik
ozelligi degisir ve denatiire olan enzimin katalitik aktifligi kaybolur. Sekil 5.1°de
goriildigii gibi lipazin aktifligi asidik ve bazik bolgelere kaydikca azalmistir.
Enzimlerin iic boyutlu yapis1 immobilizasyon siirecinden etkilenmeyebilir. Bu
nedenle immobilize enzimin optimum parametreleri serbest enzimin parametreleri
ile aym gozlenebilir. Grafikten de goriildiigii gibi hapsetme yontemine gore
immobilize edilen lipazin optimum pH mninda bir degisiklik goriilmemistir.
Hapsetme yonteminde enzim ile destek materyali arasinda bir etkilesim s6zkonusu
degildir. Bu nedenle pH nin degismemesi beklenen bir durumdur. Kovalent
baglanma yoOntemine gore immobilize edilen lipazin pH sinda bir degisim
goriillmemistir. Bu da enzim yapisinda immobilizasyon siiresince konformasyonel

bir degisim olmadigi seklinde yorumlanabilr.

Candida rugosa lipazi kitosan iizerine immobilize edildiginde serbest lipaz i¢in
optimum pH 8 iken immobilize lipaz i¢in optimum pH 9 bulunmustur (7). Candida
Rugosa lipazi poli(2-hidroksietil metakrilat) membranina kovalent baglanma
yontemi ile immobilize edildiginde serbest ve immobilize lipaz i¢in optimum pH 7,5
bulunmustur (45). Eudragit E 30D 6zel isimli akrilik-metakrilik polimer yapi
iizerine hapsetme yontemi ile pankreatik lipaz immobilize edildiginde
immobilizasyon sonucunda optimum pH nin bazik ortama kaydigi goriilmiistiir (46).
Candida Rugosa lipazi Poli(GMA-HEMA-EGDMA) mikro kiirelerine kovalent

baglanma yontemi ile immobilize edildiginde serbest lipaz i¢in optimum pH 7 iken
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immobilize lipaz icin pH 8 bulunmustur (47). Lipaz enzimi PVC, kitosan, kitin,
agaroz, sefaroz, ve trisakril iizerine immobilize edildiginde serbest lipaz igin
optimum pH 7.5 iken immobilize lipaz i¢in optimum pH 8.5 bulunmustur (48). Isiya
dayanmikli Humicola Lanuginosa lipaz1 Ca-alginat ve prepolimer recine olan ENTP
4000 {iizerine hapsetme yontemi ile ve Amberlite XAD-7 recinesi iizerine
adsorpsiyon yontemi ile immobilize edildiginde serbest ve her immobilize lipaz i¢in

optimum pH 7 bulunmustur (49).
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Sekil 4.1. Serbest ve immobilize lipazin bagil aktifliginin pH ile degisimi

4.2. Aktiflige Sicakhgin Etkisi

Serbest ve immobilize edilen lipazin aktifligine sicakligin etkisini incelemek amaci
ile kisim 3.6.1 de belirtilen yonteme gore cesitli sicakliklarda gerceklestirilen
reaksiyonlara ait bagil aktiflik degerlerinin sicaklik ile degisimi Sekil 4.2 de

verilmistir.
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Serbest enzim i¢in optimum sicaklik 30°C bulunmustur. Bilindigi gibi sicakligin
artmasi ile molekiiller aras1 carpisma artmakta ve buna baglh olarak da genellikle
tepkimenin hizi artmaktadir. Enzimler protein yapisinda olduklart icin optimum
sicakligin iizerinde denatiirasyona ugrarlar. Sicakligin artmasi ile enzimin aktifligi

azalir.

Grafikten de goriildiigii gibi hapsetme yontemine gore immobilize edilen lipazin
optimum sicakliginda bir degisiklik goriilmemistir. Hapsetme yonteminde enzim ile
destek materyali arasinda bir etkilesim s6z konusu degildir. Bu nedenle sicakligin
degismemesi beklenen bir durumdur. Kovalent baglanma yOntemine gore

immobilize edilen lipazin optimum sicakligr 30°C’den 35°C’ye kaymstir.

Kovalent baglanma siirecinde enzim ile destek materyali arasinda iyonik
etkilesimler ve enzim molekiiliiniin kimyasal modifikasyonu s6z konusudur. Ayrica
enzim ile destek materyali arasinda kovalent baglanma enzim hareketlerinde
konformasyonel sinirlamalarin dogmasina neden olabilir ve optimum sicaklikta bir

artis gozlenebilir.

Candida rugosa lipazi kitosan iizerine immobilize edildiginde serbest ve immobilize
lipaz icin optimum sicaklik 30°C bulunmustur (7). Candida Rugosa lipaz1 poli(2-
hidroksietil metakrilat) membranina kovalent baglanma yontemi ile immobilize
edildiginde optimum sicaklik 35°C den 45°C ye yiikselmistir (45). Eudragit E 30D
ozel isimli akrilik-metakrilik polimer yap1 lizerine hapsetme yontemi ile pankreatik
lipaz immobilize edildiginde immobilizasyon sonucunda enzimin 1sisal
kararliligmmin arttigt ve optimum sicakliginin degismedigi goriilmiistiir (46).
Candida Rugosa lipazi Poli(GMA-HEMA-EGDMA) mikro kiirelerine kovalent
baglanma yontemi ile immobilize edildiginde serbest lipaz i¢in optimum sicaklik
40°C iken immobilize lipaz i¢in optimum pH 45°C bulunmustur (47). Lipaz enzimi
PVC, kitosan, kitin, agaroz, sefaroz, ve trisakril iizerine immobilize edildiginde
serbest lipaz icin optimum sicaklik 35°C iken immobilize lipaz i¢in optimum
sicaklik 45°C bulunmustur (48). Istya dayamkli Humicola Lanuginosa lipazi Ca-

alginat ve prepolimer regine olan ENTP 4000 {iizerine hapsetme yontemi ile ve
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Amberlite XAD-7 reginesi iizerine adsorpsiyon yontemi ile immobilize edildiginde
serbest ve Ca-alginatla immobilize edilen lipaz i¢in optimum sicaklik 50°C, ENTP
4000 ile immobilize edilen lipaz ile Amberlite XAD-7 iizerine immobilize edilen

lipaz i¢in optimum sicaklik 60°C bulunmustur (49).
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Sekil 4.2. Serbest ve immobilize lipazin bagil aktifliginin sicaklik ile degisimi

4.3. Aktiflige Substrat Derisiminin EtKisi

Serbest ve immobilize lipazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek
amaci ile kisitm 3.6.1 de belirtilen yonteme gore cesitli substrat derigimlerinde
(13mM-1,65mM) gergeklestirilen reaksiyonlar ve kalibrasyon grafiginden elde
edilen egim yardimiyla reaksiyon hizlari hesaplandi. Elde edilen degerlere gore
Lineweaver-Burk grafigi c¢izildi (Sekil 4.3). Grafikten K;, Vpn. degerleri
hesaplanda.
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Cizelge 4.1. Serbest ve immobilize edilen lipazin kinetik parametreleri

Karragenan

Destek K (mM) Vmak (MM.dakika™)
Serbest Lipaz 3,58 10,72
P(DMAAm-ko-AAm) 7,36 7,13
P(NiPA-ko-AAm)/k- 5,77 11,31

K degerindeki artiy immobilize enzimin substrata olan ilgisinin az oldugunu

gosterir. Enzimin yar1 doygunluga ulasmasi i¢in daha fazla substrat derisimi gerekir.

Immobilizasyon sonucu enzim molekiiliinde bazi yapisal degisimler olabilir. Enzim

ve substrat arasindaki etkilesim ve difiizyonel sinirlamalar da bu artisa sebep

olabilir.

Candida rugosa lipazi kitosan {izerine immobilize edildiginde serbest lipaz i¢in K,

1,67 mM; Vi 92,5 U/mg-protein, immobilize lipaz icin K, 18,01 mM; V. 96,01

U/mg-protein olarak bulunmustur (7). Baska bir calismada yine Candida Rugosa

lipaz1 kitosan {izerine hidroksil gruplarinin aktivasyonu ile immobilize edildiginde

serbest lipaz i¢in Ky, 0,013 (%); Vmak 3,98 (U/g-kitosan yada mL), immobilize lipaz
icin ise Ky, 0,039 (%); Vmak (1,79 (U/g-kitosan yada mL) (kuru) ve K, 1,669 (%);

Vmak (U/g-kitosan yada mL) (1slak) olarak bulunmustur (50).
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Sekil 4.3. Serbest ve immobilize lipazin Linewear-Burk grafigi

4.4. Serbest ve Immobilize Lipazin Depolanma Kararlihg

Serbest ve immobilize edilen lipazin aktifligine depolanma siiresinin etkisini
incelemek amaci ile serbest ve immobilize enzim 4°C de buzdolabinda saklanmustir.
Belirli zaman araliklarinda alinan 6rneklerin kisim 3.6.1 de belirtilen yonteme gore
aktiflikleri tayin edilmistir. Aktiflik degerlerinin depolanma siiresi ile degisimi Sekil
4.4°de verilmistir. 60 giiniin sonunda serbest enzim, aktifliginin %100 iini
kaybederken, hapsetme yontemine gére immobilize edilen enzim %42,5, kovalent
baglanma yontemine gore immobilize edilen enzimin %54 aktifligini korudugu

gorilmiistiir.

Enzimler ¢ozelti icinde saklandiklar1 zaman yapisal degisime ugrarlar. Buna bagh
olarak da aktivitelerinde azalma veya tiimiiyle yok olma gozlenebilir.
Immobilizasyon islemi ile enzim aktifligi iyilestirilebilir. Sekil 4.4’de goriildiigii
gibi immobilize enzimin aktifligi serbest enzimin aktifligine gore daha fazla

korunmustur.
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Candida cylindracea lipaz1 naylon destek iizerine immobilize edilmis ve 72 giin
sonra enzim aktivitesinin iicte birinin korundugu goriilmiistiir (51). Pseudomonas
fluoreseens lipazi adsorpsiyon yontemi ile glutaraldehit kullanilarak anyon
degistirici recine iizerine immobilize edilmistir. 90 giiniin sonunda enzimin %70
aktifligini korudugu goriilmiistiir (52). Candida Rugosa lipazi kitosan iizerine
hidroksil gruplarinin aktivasyonu ile immobilize edildiginde 30 giiniin sonunda

enzimin %54 aktifligini korudugu goriilmiistiir (50).
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Sekil 4.4.Serbest ve immobilize lipazin bagil aktifliginin depolanma siiresi ile
degisimi

4.5. Serbest ve Immobilize Lipazin Termal Kararhhig

Serbest ve immobilize lipazin termal kararliligin1 incelemek amaci ile serbest ve
immobilize enzim c¢ozeltileri farkli sicakliklarda (40°C-45°C) ve farkli zaman
araliklarinda (5-25dakika) tutularak kistm 3.6.1 de belirtilen yOnteme gore
aktiflikleri tayin edildi. Bagil aktiflik degerlerinin zamanla degisimi Sekil 4.5 de
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gosterilmistir. Cizilen InA-t grafigi yardimiyla hesaplanan farkli sicakliklardaki
inaktivasyon sabitleri Cizelge 4.2’de verilmistir. Serbest lipaz 40°C 25 dakika
tutuldugunda aktifligini %34, kovalent baglanma yontemine gore immobilize edilen
lipaz aktifligini %44, hapsetme yontemine gore immobilize edilen lipaz aktifligini
%40 korumustur. Serbest lipaz 45°C 25 dakika tutuldugunda aktifligini %18,
kovalent baglanma yontemine gore immobilize edilen lipaz aktifligini %29,

hapsetme yontemine gore immobilize edilen lipaz aktifligini %23 korumustur.

Enzimler, sicaklik ve siire degerleri arttikga konformasyonel degisime ugrarlar ve
buna bagli olarak da aktifliklerinde azalma veya tiimiiyle yok olma gozlenebilir.
Kovalent baglanma yontemi ile immobilizasyon sonucu enzim, kararliligimi daha
fazla korumustur. Kovalent baglanma siirecinde enzim ile destek materyali
arasindaki etkilesimlerin enzimin tersiyer yapisini korudugu sanilmaktadir. Cizelge
4.2°de goriildiigii gibi sicaklik arttikca k; degerleri artmustir. Immobilize edilen
enzimlerin k; degerleri serbest enzime gore azalmistir. Immobilize edilen enzimler

serbest enzime gore daha yavas inaktive olmustur.

Candida rugosa lipazi kitosan iizerine immobilize edildiginde serbest lipazin 30°C’
nin istiinde yiiksek aktiflik gosterdigi, immobilize lipazin ise 40°C’nin iistiinde
yiiksek aktiflik gosterdigi bildirilmistir. 60°C’ de serbest lipazin %12 imobilize
lipazin ise %23 aktifligini korudugu gozlenmistir (7) Candida Rugosa lipaz1 poli(2-
hidroksietil metakrilat) membranina kovalent baglanma yodntemi ile immobilize
edildiginde 60°C’de serbest ve immobilize lipaz i¢in k; degerleri sirasiyla 0,11
dakika’ ve 0,013 dakika' bulunmustur. immobilize lipazin daha yiiksek
sicakliklarda daha yiiksek termal kararlilik gosterdigi bildirilmistir (45).
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Cizelge 4.2. Serbest ve immobilize lipazin termal kararlilig

40°C ki(dak™) 45°C k;(dak™)
Serbest enzim 0,0558 0,0922
P(DMAAm-ko-AAm) 0,0406 0,0638
P(NIPA-ko-AAm)/x- 0,0504 0,0696
Karragenan
120
—4&— Serbest Lipaz-40°C
—&— Serbest Lipaz-45°C
100

—— Poli(DMAAmM-ko-AAm)-40°C
—B— Poli(DMAAmM-ko-AAm)-45°C
—aA— Karragenan-40°C
—&A— Karragenan-45°C

(2]
o
I

Bagil Aktiflik(%)
B (<]
o o

N
o
I

0 T T T T
5 10 15 20 25 30

Zaman(dakika)

Sekil 4.5 Serbest ve immobilize lipazin termal inaktivasyonu

4.6. immobilize Lipazin Tekrar Kullamlabilirligi

Immobilize edilen lipazin tekrar kullanim sayisim 6lgmek amaciyla kisim 3.6.1. de
belirtilen metod kullanilarak aktiflikler tayin edildi. Serbest enzime gére immobilize
enzim bircok kez ve uzun siire kullanilabilir. immobilize enzimin bu ozelligi
endiistriyel uygulamalarda ¢ok onemlidir. Ciinkii tiretim maliyeti stirekli kullanima
bagh olarak diiser. Siirekli kullanim ile enzim aktifliginde bir degisim gozlenmistir.

Hapsetme yOntemine gore immobilize edilen lipaz 10 kez kullanim sonunda %78,
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25 kez kullanim sonunda %45,5 ve 40 kez kullanim sonunda %22 aktiflik
gosterirken, kovalent baglanma yontemine gore immobilize edilen lipaz ise 10 kez
kullammm sonunda %93,7, 25 kez kullanim sonunda %80 ve 40 kez kullanim

sonunda %39 aktiflik gostermistir.

Candida rugosa lipaz1 hidrofobik polimer destek iizerine adsorpsiyon yolu ile
immobilize edildiginde 15 kez kullamim sonunda enzim aktifliginin %90’1nin
korundugu bildirilmistir (53). Candida rugosa lipaz1 kitosan iizerine immobilize

edildiginde 10 kez kullanim sonunda %74 aktiflik gosterdigi bildirilmistir (7).

120
—=— P(DMAAm-ko-AAm)

—aA— P(NiPA-ko-AAm)/k-Karragenan

100 -

80 -

60 -

Bagil Aktiflik (%)

40 -

20 -

0 T T T T
0 10 20 30 40 50

Kullanim sayisi

Sekil 4.6. immobilize lipazin bagil aktifliginin kullanim sayis1 ile degisimi
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5. SONUCLAR

Serbest ve immobilize lipaz enziminin aktifli§ine etki eden cesitli parametreler

incelenmis ve elde edilen sonuclar agagida verilmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Serbest lipaz icin optimum pH degeri 8 olarak bulunmustur. P(DMAAm-ko-
AAm)ve P(NIPA-ko-AAm)/k-Karragenan kullanilarak immobilize edilen lipaz

icin optimum pH degeri 8 olarak bulunmustur.

Serbest lipaz i¢in optimum sicaklik degeri 30°C iken P(DMAAm-ko-AAm) ve
P(NIPA-ko-AAm)/k-Karragenan kullamlarak immobilize edilen lipaz icin

optimum sicaklik degerleri sirasiyla 35°C ve 30°C bulunmustur.

Serbest lipaz icin K, degeri 3,58 mM, P(DMAAm-ko-AAm) ve P(NiPA-ko-
AAm)/x-Karragenan kullanilarak immobilize edilen lipaz i¢in K, degerleri

sirasiyla 7,36 mM ve 5,77 mM olarak bulunmustur.

Serbest lipaz igcin Vp degeri 10,72 mM.dakika™ P(DMAAm-ko-AAm) ve
P(NiPA—ko—AAm)/K—Karragenan kullanilarak immobilize edilen lipaz i¢cin Vi,
degerleri sirasiyla 7,13 mM.dakika . ,11,31 mM.dakika 1 olarak bulunmustur.

Serbest lipaz 4°C da depolandiginda 60 giiniin sonunda aktifligini %100
kaybederken, P(DMAAm-ko-AAm) ve P(NIPA-ko-AAm)/k-Karragenan
kullanilarak immobilize edilen lipaz ise aktifligini swrasiyla %54, %42,

korumustur.

Serbest lipaz 40°C 25 dakika tutuldugunda aktifligini %34, P(DMAAm-ko-
AAm) kullanilarak immobilize edilen lipaz aktifligini %44, P(NIPA-ko-
AAm)/x- Karragenan kullanilarak immobilize edilen lipaz aktifligini %40
korumustur.Serbest lipaz 45°C 25 dakika tutuldugunda  aktifligini %18,
P(DMAAm-ko-AAm) %29, P(NiPA-ko-AAm)/x-Karragenan kullanilarak

immobilize edilen lipaz aktifligini %23 korumustur.
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7) P(DMAAm-ko-AAm) 10 kez kullanim sonunda yaklasik %94, 25 kez kullanim
sonunda %80, 40 kez kullanim sonunda ise %39 aktiflik gosterirken; P(NIPA-
ko-AAm)/x-Karragenan 10 kez kullanim sonunda yaklasik %43, 25 kez
kullanim sonunda yaklasik %46, 40 kez kullanim sonunda ise %22 aktiflik

gostermistir.
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