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OZET

Lipaz Enziminin UV Isinlariyla Sertlesebilen Sol-Jel Hibrit Kaplama Filmlerine

Kovalent immobilizasyonu

Lipazlar lipitlerin metabolizmasinda 6nemli enzimlerdir. EC 3.1.1.3. seklinde hidrolazlar
altinda simiflandirilirlar. Hidrolitik ve sentetik aktiviteye sahiptirler. Cesitli kaynaklardan elde
edilen lipazlar arasinda Candida rugosa’dan elde edilen lipazlar yiiksek aktiviteleri ve genis
bir spesifiklik géstermeleri nedeniyle daha fazla dikkat ¢ekmektedir.

Bu caligmada UV-sertlesebilen hibrit epoksi-silika film sol-jel metodu kullanilarak yapildi.
Candida rugosa’dan elde edilen Lipaz (E.C. 3.1.1.3) hibrit epoksi-silika film tizerine kovalent
olarak immobilize edildi. 1 g polimere 7.22 mg enzim baglandig1 bulundu. Polimerik destegin
morfolojisi Taramali Elektron Mikroskop (SEM) ve Fourier Doniigsiimlii Infrared (FT-IR)
karakterize edildi.

Immobilize ve serbest enzimler sulu ortamda p-nitrofenil palmitatin hidrolizi ve hekzan iginde
para nitrofenil linoleatin (para nitrofenol ve linoleik asitten) sentezi seklinde iki farkli
reaksiyon sisteminde analiz edildi. Hidrolitik aktivite ve sentetik aktivite yontemleri
kullanilarak serbest ve immobilize enzim iizerine depolama siiresi, kinetik 6zellikleri, sicaklik
ve tekrar kullanilabilirlik gibi 6zellikleri incelenerek sonuglar karsilastirildi.

Hidrolitik aktivite tizerine pH etkisi incelendiginde serbest enzim pH 6.5’ta maksimum
aktivite gosterirken, immobilize enzimin pH 6.0’ta maksimum aktivite gosterdigi bulundu.
Immobilizasyon sonucunda enzimin sicakliga olan dayanikliligi gelisti ve 50°C°de maksimum
aktivite gosterdi. Michaelis sabiti (Km) serbest ve immobilize enzim igin sirayla 0.71 ve 0.91
mM olarak hesaplandi. Serbest ve immobilize enzim i¢cin Vmax degerleri sirayla 0.83 ve 0.23
mM/dakika olarak hesaplandi. 20 deneme sonrasinda immobilize enzim ilk aktivitesininin
%56’sin1 korumustur. Serbest enzim 15 giin i¢inde tamamen aktivitesini kaybetmistir.
Immobilize enzim 30 giinde aktivitesinin sadece %22 sini kaybetmistir.

Sentetik aktivite tizerine sicaklik etkisi incelendiginde serbest enzim 37°C’de maksimum
aktivite gosterirken, immobilize enzim 45°C’de maksimum aktivite gosterdigi bulundu.
Serbest ve immobilize enzim i¢in Michaelis-Menten sabiti (Km) ve Vmaks degerleri sirasiyla
5 mM, 0.0026 mM/dakika bulunurken immobilize enzim i¢in 1.1 mM, 0.004 mM/dakika
olarak bulunmustur. 20 deneme sonrasinda immobilize enzim ilk aktivitesininin %34’linli
kaybetmistir. immobilize enim 30 giin sonunda aktivitesinin %67 sini korumustur.

Nisan, 2015 Dilek DONGEZ



ABSTRACT

Covalent Immobilization of Lipase Enzyme onto UV Curable Sol-Gel Hybrid Coating

Films

Lipases are important enzymes in nature which are responsible for the metabolism of lipids.
They are classified under hydrolases EC 3.1.1.3. They have both hydrolytic as well as
synthetic activity. Among the lipases from various sources, Candida rugosa lipase received
much attention due to its high activity and broad specificity.

In this study UV-curable hybrid epoxy-silica polymer films were prepared via sol-gel
method. Lipase (E.C. 3.1.1.3) from Candida rugosa was covalently immobilized onto hybrid
epoxy-silica polymer films. Immobilization yield was found as 7.22 mg/g of polymer films.
The morphology of the polymeric support was characterized by scanning electron microscopy
(SEM) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR).

Immobilized and free enzymes were used in two different reaction systems: hydrolysis of para
nitrophenyl palmitate in aqueous medium and synthesis of para nitrophenyl linoleate (from p-
nitrophenol and linoleic acid) in hexane medium. The effect of several parameters was
investigated such as activity retention, as well as kinetic properties, thermal and operational
stability aspects were investigated for hydrolytic activity and synthetic activity and compared
with free enzyme.

The effects of pH on hydrolytic activities was found that the pH of maximum activity for the
free enzyme was 6.5, while for the optimal pH of the immobilized enzyme was 6.0. By
immobilization, the temperature resistance of the enzyme was improved and showed
maximum activity at 50°C. The estimated Michaelis-Menten constants (Km) for the free and
immobilized lipase were 0.71 and 0.91 mM, respectively. The Vmax values of free and
immobilized enzymes were calculated as 0.83 and 0.23 mM/min enzymes, respectively. The
immobilized enzyme retained 56% of its original activity after 20 runs. Free enzyme lost its
activity completely within 15 days. Immobilized enzyme lost only 22% of its activity in 30
days.

The effects of temperature on synthetic activities was found that the temperature of maximum
activity for the free enzyme was 37°C, while for the optimal temperature of the immobilized
enzyme was 45°C. The Michaelis—Menten constants (Km), and Vmax, for the free and

immobilized enzyme were found as 5 mM, 0.0026 mM/min and 1.1 mM., 0.0004 mM/min.,

Vi



respectively. The immobilized enzyme lost 34% of its activity after 20 runs. Immobilized

enzyme retained 67% of its activity in 30 days.

April, 2015 Dilek DONGEZ
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BOLUM 1

GIRIS

Lipaz, bir¢ok reaksiyonda katalizor olarak kullanilan endiistriyel bir enzimdir. Bitki, hayvan
ve mikrobiyal kaynakli olarak gergeklesen lipaz tiretiminde tek hiicreli bir maya olan Candida
rugosa yaygin olarak kullanilmaktadir. Candida rugosa lipazi (CRL) genis substrat
spesifikligi nedeniyle lipazlarin kullanim alanlariin hemen hepsinde yer alir. CRL’nin
baslica kullanim alanlari; gida endiistrisi, karbonhidrat ester sentezi, biyosensorler, biyolojik
temizleme, biyodeterjanlar, kozmetik ve parfiimeri, pestisitler, deri endiistrisi, farmasotik
endiistri ve organik sentezlerdir (Sharma ve ark. 2001; Aybastier 2010).

Enzimler deney sartlarina ve ¢evre kosullarina ¢ok duyarli olup yiiksek sicakliklarda, asidik
ve bazik ¢ozeltilerde aktifliklerini kaybederler. Enzimlerin izolasyonu ve aritilmasi zahmetli
ve pahalidir. Bu nedenle enzimlerin bir kez kullanimi yerine immobilize edilerek tekrar
kullanilabilmeleri ekonomik agidan biiyiik onem tasir. Immobilize enzimler reaksiyon
ortamindan kolaylikla uzaklastirilabilirler. Ayrica yiiksek sicaklik ve bircok deneysel sartlarda
kullanilan organik c¢oziiciilere karsi da genellikle serbest enzime gore daha kararhdirlar
(Matero 2007).

Lipaz enzimi; selit (Chang ve ark. 2007), Naylon-6 (Pahujanive ark. 2008), kitosan, agaroz
(Rodriguesve ark. 2008), hidrotalsit, zeolit (Yagizve ark. 2007), poli(glisidilmetakrilat-
metilmetakrilat) manyetik bilyeler (Bayramoglu 2008), poli laktik asit, polivinil alkol ve
kitosan tg¢lii karigim film (Badgujarve ark. 2013) gibi sayabilecegimiz farkli destek
materyallerine immobilize edilmis ve aktivite calismalar1 yapilmistir.

Tez caligmasinda, 3-metakriloksi propil trimetoksisilanin uygun hidroliz sartlarinda alkoksi
silanlarinin hidrolizi saglandi. Bir sonraki asamada epoksi silan bilesigiyle muamele edilerek
silanollerin sol-jel teknigiyle kondenzasyonu sagland1 ve UV ile sertlesen hibrit polimerik
film elde edildi. Hibrit filmin morfolojisi Taramali Elektron Mikroskop (SEM), yapisal
ozelligi Fourier Dontisiimlii Infrared Spektroskopisi (FT-IR) ile karakterize edildi. Polimerik
destek materyaline Candida rugosa’dan izole edilen lipaz enzimi kovalent olarak immobilize
edildi. Serbest ve immobilize enzimin aktivite ¢caligmalari yapildi, immobilize enzimin tekrar
kullanilabilirligi, serbest ve immobilize enzimin depolama siiresi ve kinetik parametreleri

(Km ve Vmax) tayin edildi.



1.1. Enzimler

Enzimler reaksiyonlarin pek c¢ogunu hizlandiran, katalitik riboniikleik asit (RNA)
molekiillerinin kiigiik bir grubu hari¢, protein yapisindaki, biyolojik katalizorlerdir. Dogal
olarak yalmz canlilar tarafindan sentezlenirler. Hiicre igerisinde meydana gelen binlerce
tepkimenin hizin1 ve 6zgilliigiinii diizenlerler. Sindirim olayi, kas kasilmasi, hiicre solunumu
gibi Onemli fizyolojik faaliyetler ve ¢esitli metabolizma reaksiyonlarinin sonucunda
hiicrelerde organik maddelerin yapilmasi ve yikilmasi reaksiyonlar1 enzimlerin katalitik etkisi
ile miimkiin olmaktadir (Nelson ve Cox, 2005).

Canlilar1 olusturan biyomolekiiller kinetik yonden kararli olup, kendiliginden kolayca
reaksiyon vermezler. Bir hiicredeki tiim kimyasal olaylar enzimler araciligi ile gergeklestirilir
ve bir hiicredeki tiim olaylar deoksiriboniikleik asit (DNA) seviyesinde diizenlenip kontrol
edilmektedir.

Buna gore katalitik RNA molekiillerinin kiigiik bir grubu harig, biitiin enzimler protein
yapisindadir. Katalitik aktiviteleri, dogal protein konformasyonunun saglamligina baghdir.
Eger enzim denatiire olursa veya altbirimlerine ayrilirsa katalitik aktivitesi genellikle
kaybolur. Eger enzim bileseni olan aminoasitlere ayrilirsa katalitik aktivitesi yok olur. Bu
yiizden protein enzimlerinin birincil, ikincil, ligiinciil ve dordiinciil yapis1 katalitik aktivite i¢in
esastir (Nelson ve Cox, 2005).

Biyolojik olarak uygun kosullarda, katalizlenmeyen tepkimeler yavas gerceklesme
egilimindedir. Enzimler ilgili reaksiyonlarini ilimli kosullarda ¢ok hizli ve spesifik bir
bigcimde katalizler. Enzim reaksiyonlar1 sirasinda yan iriin olusmaz, verim %100 diir.
Enzimler substratlarina o6zgiildiir ve tektir. Enzimler reaksiyonun aktivasyon enerjisini
diistirerek reaksiyon hizim1 diger reaksiyonlara gore 108 - 10" kat artirirlar. Enzimler
55°C’nin altindaki sicakliklarda yinelenebilen reaksiyonlar vermektedirler (Nelson ve Cox,
2005).

Yeterli kosullarin saglanmasi durumunda etkilerini dogal ortamlarmin disinda da
gosterebiliyor olmalar1 enzimlerden pek ¢ok alanda yararlanabilme olanag: saglar. Bu nedenle
enzimler tip alaninda, kimya endiistrisinde, gida, tarim, tekstil ve ziraat alanlarinda olduk¢a

onemli bir yere sahiptirler.



1.1.1.Enzim Kinetigi

Bir enzimatik reaksiyonun hizi, enzimin etkinligi veya enzimin aktivitesi ile iligkilidir.
Etkinligi veya aktivitesi fazla olan bir enzim, belirli bir siirede daha fazla substrat molekiiliinii
iirtin haline doniistiiriir.

E, S, P’nin enzim, substrat ve iirlinii temsil ettigi durumda basit bir enzimatik tepkime

asagidaki gibi yazilir:

k k
FE + S ‘T—’ ES#’E+P
K2 4

Boyle bir reaksiyon genel kimyasal reaksiyon mekanigine ve kinetigine uyar. Diger
katalizorlerde de oldugu gibi enzimler reaksiyonun yoniinii degistirmezler sadece reaksiyonun
hizina etki ederler. Reaksiyona ilerleyebilecegi daha diisiik aktivasyon enerjili ara yollar

sunarak reaksiyonu hizlandirirlar.

N\
AG AGg
Enzimsiz
e e =
N , _i_
: Enzimli

~ T TES TEP- TTTTTTTTTOA

AH

Serbest Enerji, G

Reaksiyon Yonu

Sekil 1.1. Enzimli reaksiyonun serbest enerji diyagram (Ogan ve ark, 2010)

Sekilde AGegnzimsiz €nzimsiz reaksiyonun aktivasyon enerjisi, AGenzimiiiSe enzimli reaksiyonun
aktivasyon enerjisidir. AH Reaksiyon entalpisidir.
Reaksiyon basinda substrat konsantrasyonu yiiksek, iiriin konsantrasyonu ise ihmal edilecek

kadar azdir. ES kompleksi biiyiik bir serbest enerji diismesi ile ayrildigindan ks ihmal

(1)



edilebilir. Oyleyse ES olusumunun net hizi, ES bozunmasmin net hizina esit olacaktir ki

denklem 1’e gore bu esitlik;

ki [E][S] -k [ES] =k; [ES] -k, [E] [P] (2)
olur. Reaksiyonun basinda [P] ihmal edilebilir oldugundan, seklinde yazilabilir:

1 , , [E][5] Ky + K )
ky [E][S]1= Ky [ES] 4 K5 [BS] s —fgr— = — 51— = Ka 3)

Burada Km, kontrollii sartlarda reaksiyonun maksimum hizinin yarisina esit hiz verensubstrat
konsantrasyonudur ve Michaelis-Menten sabiti olarak adlandirilir.
[Eo], baslangigtaki toplam enzim konsantrasyonu ve reaksiyonun herhangi bir anindaki enzim
konsantrasyonu [E] ise, [E] = [Eo] — [ES] olur.
Denklem 3 asagidaki sekle doniistir;
[Ec] - [ES] K [Eo] K

[Es]  [S] * TEs) 8] 1 S

Maksimum hiz toplam enzim konsantrasyonu ile orantili oldugu kadar, baslangi¢ hiziyla da
orantilidir. Béylece Viaks = K3 [Eo] oldugundan denklem 4’te yerine konulursa asagidaki
denklem elde edilir:

[Eo] K5 Vs Ko

ESIG . Ve 8] T4 ()

Denklem 5’te baslangi¢ hiz1 V yalniz birakilacak olursa; asagidaki esitlik elde edilir:

Wy = Vhaas[S] 6
S Kn 8] ©)

Denklem 6’ya gore Vy ile [S] arasinda cizilen grafik asagidaki gibi olur. Bu egriyeMichaelis-

Menten egrisi denir.



Baslangig
Hizi
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Sekil 1.2. Michaelis-Menten egrisi (Ogan ve ark, 2010)

Diisiik substrat konsantrasyonlarinda denklem 6’nin paydasinda Km >> [S] oldugunda [S],
Km yaninda ihmal edilebilir ve = Vmaks [S] / Km olur. Yiiksek substrat konsantrasyonlarinda
denklem 6’nin paydasinda Km << [S] olacagindan Km, [S] yaninda ihmal edilebilir, Vo=
Vmaks olur ve denklem 6’daki esitlikle boliinerek dogru denklemi verecek sekle

dontistiiriilebilir.
Vv =mx +b 1 e ] T
’ ‘ \ .“ anls [S] Vmakx

Y eksenine 1/Vo, X eksenine de 1/[S] degerleri yerlestirilerek ¢izilen grafikte elde edilen
dogrunun egimi Km/Vmaks’a ve Y eksenini kesen nokta 1/Vmaks’a esit olur. Km degeri
degrafikte gosterildigi sekilde bulunabilir. Bu egriye Lineweaver-Burk egrisi ad1 verilir.

Km degerlerinden enzimlerin ayirt edilmesinde, ES komplekslerine iligkin sabitlerin
bulunmasinda faydalanilir Km substrat konsantrasyonu birimi cinsindendir (mol/L

veyammol/L).
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Sekill.3. Lineweaver-Burk egrisi (Ogan ve ark, 2010)

1.1.2.Enzim aktivitesinin ol¢iilmesi

Biyolojik maddelerde gérev alan birgok enzim "Enzim Unitesi" birimi ile ifade edilir. Buna
gore 1 umol substratin, belirli ve 6zel sartlar altinda (25°C) degisiklige ugramasinikatalize
eden enzim miktar1 "1 iinite enzim aktivitesi" olarak tanimlanir.

Enzim aktivitesi, bazen katal olarak ifade edilir. 1 katal enzim aktivitesi, optimal kosullarda, 1
saniyede 1 mol substrat1 degistiren enzim etkinligini ifade eder.

Enzim aktivitesi, spesifik aktivite olarak da ifade edilir. Bir enzim i¢in spesifik aktivite, 1 mg
enzim proteini bagina diisen enzim {nitesi (IU veya katal) sayisidir.

Enzimle katalize edilen reaksiyonlarin hizi {izerine, enzim ve substrat konsantrasyonlarinin,
temperatiiriin, ortamin pH'sinin, zamanin, reaksiyon irlinlerinin, hormonlarin ve 151k vs. gibi
fizikseletkenlerin rolii vardir (Nelson ve Cox, 2005).

Enzimlerin doku ve hiicrelerdeki konsantrasyonu son derece az oldugundan miktarlarini
Olecmek c¢ok giictiir. En 1y1 6lgme usulii enzimin katalitik aktivitesini 6lgmektir. Dolayisiyla
enzim miktari, enzim konsantrasyonu ile dogru orantili olarak meydana gelen {iriin miktari
Olciilerek saptanir. Enzim Olgiimleri siirekli dlgiimler ve siireksiz dl¢limler olmak iizere iki
yonteme gore yapilir.

Stirekli ol¢timler kullanighdir ve fazladan bir isleme gerek kalmadan bir dl¢lim ile reaksiyon
hiz1 spektrofotometrik, florometrik, kalorimetrik, kemiliiminesan kullanilarak belirlenebilir.
Stireksiz ol¢timlerde, enzim reaksiyonu ortamindan diizenli araliklarla numuneler alinir ve

iriin olusumu veya substrat tiikketimi radyometrik ve kromatografik olarak belirlenebilir.



Enzimin aktivitesinin Ol¢iimiinde, olusan iiriin miktariin miktar1 belirlenerek bu miktarla
dogru orantili olan enzim miktart bulunabilir. Enzim aktivitesinin dl¢timii, enzim kinetigi ve

enzim aktivitesinin arastiritlmasi i¢in dnemlidir.
1.1.3.Enzim aktivitesi iizerine etki eden faktorler
1.1.3.1.Enzim konsantrasyonunun Etkisi

Reakasiyonun hizi, enzim konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Substrat konsantrasyonu
sabitken enzim konsantrasyonu artirilirsa, substratin tamami, enzim substrat kompleksi
olusturancaya kadar reaksiyon hizi artar. Substratin bittigi anda reaksiyon sabitlenir (Nelson
ve Cox, 2005).

1.1.3.2. Substrat konsantrasyonunun etkisi

Enzim konsantrasyonu sabit tutuldugunda belirli bir noktaya kadar substrat konsantrasyonu
arttitkga reaksiyon hizi artar. Belirli bir noktadan sonra substrat konsantrasyonu arttikga

reaksiyon hizi degismez (Nelson ve Cox, 2005).

1.1.3.3. Sicakhigin Etkisi

Sicaklik arttik¢a enzimatik reaksiyonlarin hizi artar. Sicakligin her 10°C artmasiyla reaksiyon
hiz1 ortalama olarak 2 kat artar. Fakat belirli bir sicaklik diizeyinin iizerine ¢ikildiginda
enzimler denatiire olurlar ve aktivitelerini kaybederler. Her enzim i¢in substratina en fazla etki

ettigi bir sicaklik vardir. Bu sicakliga enzimin optimum sicakligi denir (Nelson ve Cox, 2005).

1.1.3.4. pH Etkisi
Belirli bir pH alaninda enzimin hizi en fazladir. Bu pH’a enzimin optimumpH’idenir.
Optimum pH’1n altinda veya iistiinde reaksiyonun hizi daha fazladir. Belirli bir pH’dan sonra

enzim tamamen etkisiz kalir (Nelson ve Cox, 2005).

1.1.3.5. Makromolekiiler kalabalik derecesi
Cozeltide yiiksek miktarda makromolekiiliin bulunmas: enzimatik reaksiyonlarin reaksiyon

hizin1 ve denge sabitini etkiler (Minton, 2001).

1.1.4. Enzim Immobilizasyonu

Enzimler canlilar tarafindan iretildiklerinden endiistriyel veya analitik amagli kullanimlar

icin doku, kan, mikroorganizma gibi canli veya canli kokenli kaynaklardan saflastirilirlar.



Enzim iiretiminde hammadde olarak canlilarin kullanimi ekonomik agidan siirlayici bir
durum olsa da bu sorun mikrobiyal kaynaklar sayesinde biiyiikk Olgiide ¢oziilmiis
goriinmektedir. Bununla birlikte enzimlerin mikrobiyal kaynaklardan saflastirilmasi oldukca
masrafli bir istir. Bununla birlikte endiistriyel uygulamalarda serbest enzimin aktivitesini
kaybetmeden geri kazanilmasi olduk¢a zordur. Serbest enzimin reaksiyon ortamindan
istenildigi anda uzaklastirllamamasi1 reaksiyonun kontroliinii giiglestirir. Serbest enzimi
reaksiyon ortaminda etkisiz hale getirebilmek i¢in kullanilan inhibitorler reaksiyon ortamini
kirleteceginden tercih edilmez. Enzimlerin bir¢cok alanda ¢esitli amaclarla kullanilmaya
baslanmasindan dolayi, enzimleri daha ekonomik ve kullanisli hale getirme ¢alismalari
artmistir. Bu nedenle serbest enzimlerden daha fazla yararlanabilmek i¢in immobilizasyon
teknikleri gelistirilmistir (Yener 2007).

Son yillarda immobilize enzimler besin iiretiminde, farmosetiklerde ve diger dnemli alanlarda
kullanilmaktadir. Biyoteknolojinin aktif ¢alisma alani olan immobilize enzimler, diger serbest
formlarma gore birgok avantajlar sunmaktadir (Bayramoglu 2007) Immobilize enzimler
kolay yenilenebilir ve endiistriyel islemler araciligi ile diisiik maliyetle kolaylikla elde
edilebilirler.

Endiistriyel uygulamalarin ¢ogunun sulu ¢ozeltilerde gerceklesmesi ve enzimlerin de suda
¢cozlinliyor olmalar1 nedeniyle enzimler, suda ¢Oziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya

kimyasal olarak immobilize edilirler.
Immobilize enzimin serbest enzime gore pek cok iistiinliigii vardir:

e Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir.

e Sicaklik, pH gibi ¢evre kosullarina karsi daha dayaniklidir.

e Tekrar kullanilabilir 6zellige sahiptirler.

e Siirekli islemlere uygulanabilir.

e Dogal enzime kiyasla daha kararhidir ve enzimin kendi kendini parcalama olasili1
azalir.

e Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir ve iiriiniin enzimle kontaminasyonu gibi bir
durum s6z konusu degildir.

e Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir (Bastiirk ve

ark. 2013)



1.1.4.1. Tasiyic1 destek materyali

Iyi bir destek materyalinde gecirgenlik, ¢6ziinmezlik, hidrofilik karakter, termal, kimyasal ve
mekanik kararlilik, mikrobiyolojik saldirilara kars1 direng gibi 6zellikler aranir. Bu 6zellikler
enzim aktifliginin korunmasina yardim eder. Asagidaki tabloda yaygin olarak kullanilan

destek materyalleri verilmistir:

Tablol.1.Enzim immobilizasyonunda kullanilan destek materyalleri

Dogal Polisakkaritler: Seluloz, dekstran, agar, agaroz, kitin, aljinat

_ Polimerler : : :
Organik Proteinler: Kollojen, albiimin

Destekler

Aktif Karbon

Sentetik Polistiren

Mineraller

Diger polimerler: Poliakrilat, polimetakrilat, poliakrilamit,

poliamidler, vinil, alil polimerler

Inorganik | Dogal mineraller: Bentonit, silika

Destekler

Islenmis Materyaller: Cam (gozeneksiz ve kontrollii gdzenekli), metaller,

kontrollii g6zenekli metal oksitler

1.1.4.2. Enzim immobilizasyon yontemleri:
Enzim Immobilizasyon Yontemleri genel olarak ikiye ayrilir:

1. Baglama

e (Capraz baglama

e Enzim kopolimarizasyonu

e Tasiyict baglama

v' Fiziksel adsorpsiyon

Adsorpsiyon ve ¢apraz baglama
Iyonik baglama
Selat baglama

Kovalent baglama

AN NN NN

Biyospesifik baglama



2. Tutuklama
e Jelde tutuklama
e Mikrokapsiilleme
e Lipozom teknigi

Enzim immobilizasyon yontemleri yukaridaki gibi ¢ok degisik sekillerde siniflandirilabilir

fakat genel olarak fiziksel ve kimyasal yontemler olarak siniflandirmak miimkiindjir.
1. Kimyasal yontemler

Kimyasal immobilizasyon yonteminde suda ¢oziinmeyen polimer ile enzim arasinda kovalent
bag olusumu saglanir ya da ¢ok sayida enzim molekiilii arasinda ¢apraz bag olusumu saglanir.
Kimyasal yontemlerde serbest enzim geri kazanilmaz. Kimyasal yontemler genel olarak ikiye

ayrilir:

e Kovalent baglanma: Kovalent baglanma, geri doniisiimsiiz bir immobilizasyon
metodudur. Enzim immobilizasyon yontemleri arasinda en yaygin olarak kullanilan
yontemdir. Bu metodun yayginligi baglarin stabilitesi ile iliskilidir ve ¢evreye enzim
salimimin1 dnleyen bu yontem enzim ile destek materyali arasinda gerceklesir. Daha
da oOnemlisi, herhangi bir engel olmamasi nedeniyle enzim ve substrat arasinda
stirsiz bir iliski kurulur. Artan biyokatalizér dengesi de bu yOntemin
avantajlarindandir.

e (Capraz baglanma: Kiiclik yapidaki reaktifler herhangi bir katalizoére ya da destek
materyaline ihtiya¢ duymadan kendi aralarinda baglar yaparak suda ¢dziinmeyen
yapilar olusturabilirler. Bu prensiple gergeklestirilen immobilizasyon yOontemine
capraz baglanma metodu denir. Baglanmalar molekiil i¢i veya molekiiller arasi
olabilir.

2.  Fiziksel yontemler

Fiziksel yontemlerde ise enzim belirli bir yere tutunmasi saglanir. Bu fiziksel tutunma
gergeklestirilirken 1yonik bag olusumu ve elektrostatik denge gibi ¢esitli fiziksel
etkilesimlerden yararlanilir. Enzimin tutundugu yerler destek materyalinin i¢indeki

mikrobdlmeler veya gézenekli membranlardir. Fiziksel yontemler genel olarak ikiye ayrilir:

e  Adsorbsiyon ile immobilizasyonu: Bu metod en basit ve en eski olan
immobilizasyon metodudur. Bu metotla kati matriks {lizerinde enzimin fiziksel
adsorbsiyonu veya iyonik baglanmasi gergeklesir. Fiziksel adsorbsiyonu
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gergeklestiren kuvvetler, hidrojen baglar1 Van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik
etkilesimlerdir. Iyonik baglanma kisminda ise proteinin yiiklii gruplar ile destek
materyalinin zit yiikleri arasinda bir ¢ekim gergeklesir.

e  Hapsetme ile immobilizasyonu: Polimer maddelerde ya da yar1 gecirgen
membranlarda enzimin hapsolmasi yontemidir.  Enzimin sulu bir polimer
cOzeltisinde veya monomer ¢Ozeltisinde c¢oOziilmesi gerekir. Polimerin
olusturulmasi, UV radyosyonu, gama 1sinlar1 veya 1styla baglatilir. Olusturulan ve
hidrofilik olan polimer icerisinde enzim hapsedilir. Polimer, substrat ve iriiniin
diflizyonuna izin verip tirlinii hapsetmelidir. Bu ylizden polimerin yeteri kadar siki
olmast gerekir. Bu metot kullanilarak, biitiin hiicreler, farkli biiyiikliikteki
mikroorganizmalar, diger biyokatalizorler hapsedilebilir (Yener 2007; Malkog
2011)

1.1.5. Lipaz Enzimi

Lipazlar (EC.3.1.1.3, triacilgliserol agil hidrolaz) hayvansal ve bitkisel yaglarin normal
kosullar altinda tersinir hidrolizini kataliz eden enzimlerdir. Biyoteknoloji ¢aligsmalarinda ¢ok
yonli kullanilabilirlikleri, kimyasal proseslere spesifiklik kazandirmalari, yan reaksiyonlari
Onlemeleri ve reaksiyon iiriinlerinin ayrilmasiyla ilgili problemleri kolaylastirmalar1 gibi
birgok Ozellikleri nedeniyle lipazlara her gegen giin artan bir talep vardir. Bu enzim diinya
capindaki enzim satiglarinin sadece % 4°liik kismina sahiptir (Paiva ve ark. 2000; Balcao ve
Malcata, 1998). Burada lipazlarin ekonomik acidan degerinin anlagilamadig: bariz bir sekilde
goriilmektedir ve bu ¢aligmalarin sanayiye yansimasi igin belirli bir siire gerekmektedir.
Ayrica enzimin maliyeti yiiksektir.

Enzimlerin sanayide kullaniminin yayginlasmasini engelleyen en 6nemli nedenlerise diisiik
dayanim, aktivite ve segicilikleridir. Bu sebeple, son yillarda, lipazlarin hidroliz ve sentez
reaksiyonlarindaki katalitik 6zelliklerinin gelistirilmesi i¢in bazi1 kimyasal ve fiziksel
islemlere tabi tutulmasi giindeme gelmistir. Buna ilave olarak molekiiler biyoloji yolu
ileenzimin maliyeti de disiiriilebilir. Boylece de genetik 6zellikleri gelistirilmis olan lipazin
biiyiikmiktarlarda tiretimi saglanabilir (Villeneuve ve ark. 2000).

Lipazlar hidroliz, interesterifikasyon, esterifikasyon, asidoliz ve aminoliz gibi cesitli
biyoddniisiim reaksiyonlarmni gerceklestiren cok amagli biyolojik katalizorlerdir. Ilag, pestisit,
kozmetik, gida, biyosensorler ve deterjan sanayi gibi bir¢ok alanda lipaz enzimi

kullanilmaktadir (Bassegoda ve ark. 2012).
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Lipazlar hayvansal, bitkisel ve dogal veya genetik olarak iyilestirilmis mikroorganizmalardan
elde edilebilir. Bunlarin arasindan, kolay {iretilmesi ve pek cok hidrolitik ve sentetik
reaksiyonu katalizlemesinden dolay1 en fazla mikrobiyal kaynakli lipazlar tercih edilmektedir.
Lipaz tarafindan Kkatalizlenmis olan reaksiyonlar dogal metabolik reaksiyonlara
benzemesinden dolay1 kimyasal reaksiyonlara oranla daha ¢evre dostu olarak tanimlanirlar.
Diisiik aktivasyon enerjileri sebebiyle lipazin katalizledigi reaksiyonlar daha diisiik sicaklik ve
notral pH gerektirir, enerji gereksinimi diisiiktiir ve de {irlin ve substratlara karsi aktiviteleri
cok yiiksektir ve buaktivite 6zellikle de substrat (yag)-su ara yiizeyinde en yiiksek seviyeye
cikmaktadir. Bu kavramara yiizey aktivasyonu olarak tanimlanabilir. Bu sebeple, en yiiksek
aktivitelere, substrat icinyiiksek yiizey alanina ulasildigi emiilsiyon sistemlerinde
ulasilmaktadir.

Candida rugosa’dan elde edilen lipaz enzimin {i¢ boyutlu yapisi Cygler ve Schrag tarafindan
arastirllmis ve yaptiklar1 ¢aligmalar sonucunda elde ettikleri yap1 asagida verilmistir (Cygler
ve Schrag 1999). Aktif konumdaki katalitik ticliiyli kaplayan yapisal elementlerin (a-heliks)
oldugu yap1 aktif olmayan form, digeri ise ara yilizey aktivasyonu sirasinda bu kapagin
acilmasi ile ara ylizey alaninin artmasi ve bdylece aktif konumun daha fazla substrat almak

icin substrata izin verdigi yapt; aktif formdur.

Sekill.4.Candida rugosa’dan elde ediimis lipaz enzimin {i¢ boyutlu yapis1 (Cygler ve Schrag
1999). A¢ik mavi; merkezde her iki taraftan a-heliksler ile kaplanan hidrofobik B-diizlemini,
koyu yesil; merkez B-diizlemini kaplayan heliksleri, sar1; kapali konformasyonu, kirmizi; agik

konformasyonu gostermektedir.
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Lipazlarin en 6nemli 6zelliklerini asagidaki gibi 6zetleyebiliriz:
v' Kemoselektivite, regioselektivite, diasteroselektivite ve enantioselektivite gosterirler.
v Mantar, maya ve bakteri gibi mikroorganizmalarca biiyiik miktarda tiretilirler.
v Birgok lipazin kristal yapilar1 ¢oziilmiistiir ve istenen ama¢ dogrultusunda protein
mihendisligi yoluyla olas1 dizaynlar1 yapilmaktadir.
v Kofaktor gerektirmezler ve yan reaksiyonlari katalizleyebilirler.
v" Organik ¢oziiciilerde kararhdirlar.

v Cok genis substrat spesifikligi gosterirler.
1.1.5.1.Lipazlarin kaynaklari

Lipazlar, dogada bulunus sekline gore mikroorganizma, hayvansal, bitkisel lipazlar olmak
iizere li¢ grupta incelenebilir.
1. Mikroorganizma Lipazlart:
v Bakteriyel lipazlar: Pseudomonas spp. Lactobacillus spp. Streptococcus
faecalis
v Mantar tiirti lipazlar: Candida rugosa, Humicola lanuginosa
2. Hayvansal lipazlar:
v" Doku lipazlari: Lipoprotein lipazt Adipoz dokusu lipazi Karaciger lipazi
v Sindirim sistemi lipazlar1: Pankreas lipazi Ince bagirsak lipazi
v' Siit lipazlar
3. Bitkisel lipazlar: Bugday, yulaf, misir lipazlari...

1.1.5.2. Lipazlarin simiflandiriimasi

Spesifikliklerine gore lipazlar {i¢ grupta incelenir:

1. Spesifik olmayan lipazlar: Bu smuftaki lipazlar triagilgliserollerin  biitiin
pozisyonlarindaki agil gruplarini se¢imsiz olarak ayirabilirler. Reaksiyon sonunda yag
asitleri ve gliserin olusurken ara {iriin olarak mono ve diacil gliseridler aciga ¢ikar.

2. 1.3 - Spesifik Lipazlar: Bu gruba giren lipazlar nétral yaglari esdeger konuma sahip
olan 1 ve 3 pozisyonlarindan spesifik olarak hidrolizlerler. Reaksiyon sonunda
triagilgliserinlerden yag asitleri, 1,2 (2,3)-diagilgliserinler ve 2-monoagilgliserinler
olusur. 1,2 (2,3)-diagilgliserinler ve ozellikle 2-monoagilgliserinler kimyasal olarak
kararsiz olup sirasiyla 1,3-diagilgliserinlere ve 1(3)-monoagilgliserinlere izomerlesirler.

Boylece olusan izomerler enzim tarafindan tekrar substrat olarak kullanilabilirler ve
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sonugta 1,3-spesifik lipazlarda spesifik olmayan lipazlar gibi trigliseritleri gliserin ve
serbest yag asitlerine kadar parcalarlar. Pankreatik lipaz bu gruba girmektedir.
3. Yag Asidi Spesifik Lipazlar: Bu gruptaki lipazlar agilgliserinlerdeki bazi yag asitlerine

0zgii olup bu yag asitlerinin olusturdugu ester baglarini parcalarlar.
1.1.5.3. Lipaz enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlar

Lipazlar, esterlesme, ester ve lipitlerin hidrolizini, trans-esterlesme ve tek kutuplu grup
gecisleri gibi reaksiyonlar1 kataliz ederler. Lipazlar hidrolazlar sinifinda olmakla birlikte yag
asit esterlerinin hem hidrolizini hem de sentezini katalizleyebilirler. Katalizleme, su ile
¢oziinmez substratin olusturdugu ara yiizeyde gergeklesir. Enzim aktivitesi i¢in su ve yagin
olusturdugu bu ara yiizey gereklidir. Immobilizasyon sirasinda lipaz ile birlikte immobilize
edilmis olan su, bu ara yiizeyin olusmasini saglar (Zaitsev ve ark. 2003).

Lipaz tarafindan katalizlenen reaksiyonlar asagida gosterilmistir (Villeneuve ve ark. 2000).

Ester hidroliz reaksivonun

Rl_(ﬁ"DRI + H20 —— R|—CI:—OH + R,-OH
I

0O O

Ester sentez reaksivonn
R]_(Ij_o]{ + R,~-OH —_— R;—(Ii—ORz + H20
I [
O 0]

Asidoliz reaksivonn

R—C—OR; + Ry—C—OH ——> Ry—C—OR; + Ri~C—OH
I I I I
0 0 0 0

Trans-esterlesme reaksivonun

R—C—OR, + R3—(|3'—0R4 —— Ri—C—OR; + R;~C—OR,
I I |
0

Alkoliz reaksivonun

R-C—OR; + R;—OH —— R—C—OR; + R,-OH
] I

Aminoliz reaksivonu

R|—C_OR2 - R3—NH2 _— R]_C_NI'IR3 + Rz—OH
I I
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1.1.5.4. Candida rugosa lipaz1 (CRL)

Candida rugosa (eski adi: Candida cylindracea); lipaz enzimi iiretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica sporsuz, patojen olmayan, tek hiicreli bir mayadir. C. rugosa,
salgiladig1 lipazlardan dolay1 en ¢ok ¢alisilan mikroorganizmalar arasindadir. C. rugosa, lipaz
izoenzimleri karisimi sentezler ve salgilar. C. rugosa lipazinin genis bir spesifiklik spektrumu
vardir. Lipazin spesifikligi, enzimin molekiiler O6zellikleri, substratin yapisi ve enzimin
substrata baglanmasini etkileyen faktorler tarafindan kontrol edilir.

CRL; sentez, hidroliz ve esterlesme reaksiyonlarinda katalizor olarak kullanilmaktadir.
Yaglara ctki edebilmesi, lezzet ve aroma verici 6zellikleri nedeniyle yiyecek endiistrisinde,
yiizey aktif madde olarak deterjan ve deri endiistrisinde, farmasdtik endiistrisinde, biyosensor

ve biyodizel iiretiminde C. rugosa’dan elde edilmis lipaz kullanilmaktadir (Zivkovic ve ark.

2015).
1.1.6. Sol-Jel Yontemi

Sol-jel prosesi, bir sol hazirlanmasi, bu soliin jellesmesi ve ¢oziiciiniin ugurulmasi seklinde
seramik malzemelerin sentezinde kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde, “sol” kelimesi
kollaidal parcaciklarin dispersiyonunu, “jel” ise soliin birlesmesiyle elde edilen ag yapilari
ifade eder. Sol-jel yonteminde, metal alkoksitlerin (Si, Ti, Al, Zn,...) asidik ya da bazik
ortamda hidrolizini takiben kondensasyonundan cesitli inorganik ag yapilar olusturulmaktadir
( Hosgor 2011).

Sol-jel yontemi, organik modifiye metal alkoksitlerin kontrollii hidrolizi ve kondensasyonu ile
inorganik agin olusturulmas: ve daha sonra inorganik aglara baglanmig polimerize olabilen
gruplarin termal veya UV isinlan sistemleri ile aktive edilerek reaksiyon vermesi esasina
dayanir (Rubio ve ark. 2004; Brinker ve ark.1990; Kartal ve ark. 2009).

Sol-jel kaplamalar polimer, seramik, cam, metal, ahsap gibi birgok malzemenin yiizeyinin
mekanik ve kimyasal dayanimini arttirmasinin yansira yiizeye antireflektif, antiadhesif,
antistatik, hidrofilik, hidrofobik ve oleofobik gibi 6zelliklerin kazandirilmasina da onemli
katkilar saglamaktadir (Woters 2004).

1.1.7. UV Sertlesebilen Polimerler

Bir¢ok kaplama tiirlerinde termal olarak kiir islemi yapilmaktadir. Buna alternatif olarak UV
1sinlariyla yapilan kiir teknigi gelistirilmistir. UV 1sinlariyla hazirlanan kaplamalarin en biiyiik

avantajlar;; ekonomik olmalari, diisiik enerji gereksinimi, ¢ok hizli bir sekilde c¢apraz
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baglanmanin ger¢eklesebilmesi, oda sicakliginda uygulanabilmesi ve formiilasyonda cevre ya
da sagliga zararli ugucu organik yap1 icermemesi gibi siralanabilir. UV 1sinlariyla kiir olabilen
formiilasyonlar, UV 1sinlariyla polimerize olabilen doymamis karbon ¢ift bagina (C=C) sahip
foto duyarl1 organik gruplar igerirler (Inan ve ark. 2002).

UV isinlanyla sertlesebilen kaplamalarin diisiik enerji maliyeti, % 100 kat1 madde igerigine
sahip olmalari, organik ucucu solvent icermemeleri ve ¢evre ve saglik agisindan olumsuz bir
etkiye sahip olmamalari, kaliteli {irtinler verebilmeleri, diisiik yatirim ve iiretim maliyetine
sahip olmalari, dis¢ilikten yer dosemesine kadar genis bir uygulama alanina sahip olmalar1 bu
tiir kaplamalar1 cazip hale getirmistir. UV 1sinlariyla sertlesebilen kaplamalarin pazar pay1 her

yil yaklasik olarak % 10 oraninda artmaktadir (Kahraman ve ark. 2006).
1.1.8. Tlgili Literatiir Isig1 Altinda Cahsmanin Yeri

Enzimler miikemmel katalitik 6zelliklere sahip dogal katalizorlerdir. Giiniimiizde 4000°den
fazla enzim bilinmekte ve bunlarin yaklasik 200 kadari ticari olarak kullanilmaktadir (Sharma
ve ark. 2001). Ticari olarak lipaz enzimi; organik sentez, farmasétik, deterjan, gida, firmcilik,
kozmetik, icki, mesrubat, deri, kagit endiistrisi, atik islemlerinde gibi ¢ok cesitli alanlarda
kullanilmaktadir (Sharma ve ark. 2001; Busto ve ark. 2010).

Enzimler ilimli sartlarda ¢alismalar1 ve ¢ok spesifik olmalari bakimindan kimyasal enzimlere
gore daha avantajlidir (Busto ve ark. 2010). Ancak enzimler kararli olmamalari, izolasyon,
ayrilma, organik ¢ozeltilere karsi hassas olmalar1 gibi dezavantajlara sahiptirler ve bu durum
enzimlerin biyokatalizor olarak kullanilmalarini zorlastirir (Matero ve ark. 2007; Garcia-
Galan ve ark. 2011; Hanefeld ve ark. 2009). Fiziksel adsorpsiyon, kovalent baglanma,
hapsetme, c¢apraz baglanma gibi sayabilecegimiz ¢esitli metotlarla enzimlerin
immobilizasyonu saglanir. immobilize enzimler aktivitelerinin artmasi, daha stabil olmalari,
tekrar kullanilabilirlikleri ve organik solventlere karsi tolerans kapasitelerinin artmasi gibi pek
cok avantaja sahiptir (Matero ve ark. 2007; Garcia-Galan ve ark. 2011; Hanefeld ve ark. 2009;
Brady ve ark. 2009).

Biyoteknoloji ¢aligmalarinda ¢ok yonlii kullanilabilirlikleri, kimyasal proseslere spesifiklik
kazandirmalari, yan reaksiyonlari onlemeleri ve reaksiyon irlinlerinin ayrilmasiyla ilgili
problemleri kolaylastirmalar1 gibi bircok 6zellikleri nedeniyle lipazlara her gegen giin artan
bir talep vardir.

Lipaz enziminin immobilizasyonu ile ilgili literatiirde c¢ok cesitli calismalar vardir. Bu
caligmalarda serbest ve immobilize enzimin aktivite Ozellikleri ve kinetik parametreleri

incelenmistir. Lipaz enzimi; silika (Ozyilmaz 2009), magnetik poli (glisidil metakrilat-
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metilmetakrilat) bilyeler (Arica ve ark. 2008), polipropilen i¢i bos hidrofobik polipeptit ile
modifiye edilmis fiber membran (Deng 2004), mezogdzenekli silika (Wang ve ark. 2006),
poli (hidroksietil metakrilat) bazli membran (Bai ve ark. 2006), kalsiyum aljinat jel
(Bayramoglu ve ark. 2002), poli laktik asit, polivinil alkol ve kitosan tglii karisim film
(Badgujar ve ark 2013), hidroksil guplari ile aktive edilmis kitosan (Chiou ve Wu 2004)
bunlar gibi sayabilecegimiz farkli destek materyaline immobilize edilmistir. Immobilizasyon
sonrast enzim aktivitesi, optimum pH, substrata olan afinitesi ve kararliligindaki degisiklikler
incelenmistir. Bu degisiklikler, destek materyali ve kullanilan immobilizasyon teknigine gore
farkliliklar gostermistir.

Tez calismasinda silanollerin sol-jel teknigiyle kondenzasyonu saglandi ve UV ile sertlesen
hibrit polimerik film elde edildi. C.rugosa’dan izole edilmis lipaz enzimi hibrit polimerik

filme kovalent olarak immobilize edildi ve aktivite ¢alismalari yapildi.
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM

2.1. Arastirmada Kullanilan Cihazlar

INKUBATOR:

SANTRIFUJ:

SPEKTROFOTOMETRE:

HASSAS TERAZI:

-80°C DERIN DONDURUCU:

BUZDOLABI:

SU BANYOSU:

VORTEKS KARISTIRICI:
DESTILE SU CIHAZI:
MANYETIK KARISTIRICI:
ETUV:

PH METRE:

ORBITAL KARISTIRICI:

NUVE (Tiirkiye)

Sigma, 3K 30 Yiiksek devirli, sogutmali (A.B.D.)
Termo Scientific, Helios zeta UV-VIS (A.B.D.)
Sartorious Analytic, A200S £0,0001(Almanya)
Thermo Electron Corp., Forma (A.B.D.)

Regal (Tiirkiye)

Wasserbad WB Serisi (Almanya)

Fisons, Whirlimixer (Ingiltere)

Millipore, Rios-DI UV (A.B.D.)

VELP Scientifica, ARE (italya)

Genlab, midi/2/AL (0-100)(Ingiltere)

HANNA, HI 9024 (Romanya)

IKA-Werke, OS 10 B(Almanya)

2.2. Arastirmada Kullamlan Kimyasallar

3- metakriloksi propil trimetoksisilan (MEMO): Kapali formiilii= C;oH200sSI,
MA=248.35, acik sar1 s1v1 (Sigma-Aldrich).

OCHs o)

HSCD_ $| MO)KFCHE
OCH3

CHs
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p-toluen sulfonik asit: Kapali Formiil= CH3CgH;SO3H - H,O,MA= 190.22g/mol ((Sigma-
Aldrich).

CHgs

poli( etilen glikol) diakrilat: Renksiz, siv1 (Sigma-Aldrich).
O
O CH
chﬁ.‘»{ \/\:|\0)K’7 2
O n

(3-glisidiloksipropil)trimetoksisilan: Kapalh Formii= CgH»0sSi, MA= 236.34g/mol
(Sigma-Aldrich).

QCHg

H300-$l_‘w
OCHs O/ﬁo

Lipaz Candida rugosa’dan elde edilmis: >700 inite/mg solid (Sigma-Aldrich).

Bradford Reaktifi (Coomassie Brilliant Blue G-250): MA:854.02 g/mol, sari-kahverengi
s1vi (Bio-Rad).
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Coomassie Brilliant Blue G-250
C41H¢3N3N80732
M, 854.02

p-nitrofenil palmitat: Kapali Formiilii= C;H3sNOs, MA= 377.52, beyaz, kati (Sigma-
Aldrich).

1
0" “(CH2)14CHs

NO,

p-nitrofenol: Kapali Formiili= C¢HsNO3, MA= 139.11, agik sari1, kat1 (Sigma-Aldrich).

OH

O,N

Linoleik asit: Kapali formiili= CHj3(CH);CH=CHCH,CH=CH(CH,);CO,H, sivi,
MA=280,45 (Sigma-Aldrich).

O

CHB(CHE)SCHE/:\/:\/\/\/\)I\OH
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2.3. Deneysel Calismalar
2.3.1. Polimerik destek materyalinin hazirlanmasi

Organik/inorganik hibrit SiO,-matriks film sol-jel metodu ile 3-metakriloksi propil
trimetoksisilan (MEMO) baslatict olarak kullanilarak hazirlandi. Silika soliisyonunun
hazirlanmasinda MEMO baslatici olarak segilirken etanol, su ¢oziicii olarak p-toluen sulfonik
asit katalizor olarak kullanildi. UV 1sinlar ile sertlesebilen polimerik destek % 72 poli(etilen
glikol) diakrilat, %18 hidrolize MEMO, %10 (3-glisidiloksipropil)trimetoksisilan ve %3
fotobaglatic1 kullanilarak hazirlandi. 300 saniye UV lambas1 altinda 1s1na maruz birakilarak

polimerik destek elde edildi.
2.3.2. Polimerik destegin karakterizasyonu

Hazirlanan polimerin enzim immobilizasyonu oncesi ve sonrasi fonksiyonel grup analizleri
Fourier Doniistimli Infrared (FT-IR) Spektroskopisi kullanilarak yapildi. Spektrumlar Perkin
Elmer Spektrum 100 ATR-FTIR Spektrometre cihazi ile 400-4000 cm™arahiginda kaydedildi.
Philips marka XL30SEM FEG model Taramali Elektron Mikroskop (SEM) cihazi
kullanilarak polimerin enzim immobilizasyonu Oncesi ve sonrasi goriintiileri morfolojik

olarak incelendi.
2.3.3. Lipaz enziminin immobilizasyonu

6.1 (4270 U) mg lipaz enzimi 50 ml pH 6.0 fosfat tamponunda ¢oziildii. Enzim ¢6zeltisi 0.786
g polimer ile 8 saat orbital karistiric1 iizerinde oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonunda immobilize enzim miktarin1 bulmak i¢in Bradford protein tayini yapildu.
2.3.4. Bradford metoduna gore protein tayini

Immobilize olan enzimin miktar tayini Coomassie mavisi metoduna gére yapildi (Bradford,

1976).

1. 2mg/mL ovalbumin stok ¢o6zeltisi 0,1 mg/mL olacak sekilde seyreltilerek, standart
olarak kullanildi.

2. Standart ¢ozeltilerden 20uL (2ug/mL), 40uL (4pg/mL), 60uL (6ug/mL), 80uL
(8ug/mL) olacak sekilde alindi.

3. Ornekten 100uL alindi.

4. Standart ve drneklerin son hacmi distile su ile 800pL’ye tamamlandi.
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5. Referans olarak 800uL distile su kullanildi.
6. Standart, referans ve ornek ¢ozeltilerine 200uL Bradford reaktifi ilave edildi, tiipler

tyice karigtirildi.
7. 15 dakika sonra 595 nm’de referans ¢6zeltisine kars1 absorbans 6l¢timleri yapildi.

QM Q H,O/EtOH CI’H Q
H;CO-Si CH, )
3 | W\OJ\( pTSA HO SIW CH,
OCH, —> | o
CHj 24 h OH
CHj3
MEMO hydMEMO
oJ
<8
HO— s.x/\OJJ\],/(:H2 - N——
CH g
3 @] b T e
h . N7
hydMEMO photo initiator o]
s I \w4
% /—\\_/ UV-curing <(,) ©
He=po—fol=cre - 0y >
o) 29N 0
PEGDA
pwg >
OMe B <’ 0 ¢}
MeO Slvoﬁ B
OMe o epoxy containing photo-crosslinked polymeric support
(3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane
Enzyme
NH
\ /Enzyme
CH, HN
\ _
_CH HO\HZC HoN Enzyme
HO \ CH Enzyme
7/ HN
HO\HzC/
— o
Enzyme\H\gz H ) / /
Y — e e
o o,
\(H;\C ~N—Enzyme
HC/ H\C/OH
\
HC oH \
HN CH,
Enzyme \NH
\
Enzyme

Sekil 2.1. Polimerik destegin sentezi ve enzime immobilizasyonun sematik olarak gdsterimi

22



2.3.5. Hidrolitik aktivite tayini

Etanol icerisinde hazirlanan 14.4mM p-nitrofenil palmitat ()NPP) ¢ozeltisinden 1 ml bir tiipe
konuldu. Uzerine 1 ml pH 7.0 50 mM fosfat tamponu ilave edildi. 100pg enzim ilavesinden
sonra 37°C de 15 dk karistiricili su banyosunda inkiibe edildi. 2 ml 0.5M Na,COj3 ¢ozeltisi
ilavesiyle reaksiyon durduruldu. 5000 g’de santrifiij edildikten sonra siipernatantin absorbansi
410 nm de olgiildii. Degisik konsantrasyonlarda hazirlanmis pNP ¢ozeltilerinden elde edilmis
standart grafige gore iiriin hesab1 yapild1 (Ozyilmaz 2009).

Immobilize enzimin de aktivite tayini yukarida anlatildig1 sekilde yapildi. Sadece serbest
enzim yerine tartimi alinmig immobilize enzim konuldu.

Aktivite (IU/mg)= pNP(ug) / (Enzim miktar1 (ug)x 15 dk)
2.3.5.1. Serbest ve immobilize enzim iizerine pH etkisi

pH 5.0-7.5 araliginda degisik pH’larda fosfat tampon cozeltileri hazirlandi. Bu tampon
cozeltiler kullanilarak serbest ve immobilize enzim tizerine pH etkisi incelendi. Hidrolitik
aktivite tayin metodu kullanilarak aktivite 6l¢iimii yapildi. En yiliksek aktivite 100 kabul
edilerek diger sonuglar ona gore kiyaslanip % aktivite hesaplar1 yapildi. % Bagil Aktiviteye
kars1 pH grafigi cizildi.

2.3.5.2. Serbest ve immobilize enzim iizerine sicaklik etkisi

Serbest ve immobilize enzimiizerine sicakligin etkisini incelemek amaciyla c¢esitli
sicakliklarda (25°C - 65°C ) hidrolitik aktivite tayini yapildi. En yliksek aktivite 100 kabul
edilerek diger sonuglar ona gore kiyaslanip % aktivite hesaplart yapildi. % Bagil Aktiviteye
kars1 sicaklik grafigi ¢izildi.

2.3.5.3. Serbest ve immobilize enzimlerin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi

Serbest ve immobilize lipazenzimlerinin aktiviteleri hidrolitik aktivite yOntemine gore
optimum sartlarda farkli substrat derigimleri (0.125, 0.25, 0.5, 1.0 mM) kullanilarak 6l¢tildi

ve Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla Km ve Vmax degerleri hesaplandi.
2.3.5.4. immobilize enzimin tekrar kullamlabilirliginin incelenmesi

Etanol igerisinde hazirlanan 14.4 mM p-nitrofenil palmitat (DNPP) ¢6zeltisinden 1 ml bir tiipe
konuldu. Uzerine 1 ml pH 7.0 50 mM fosfat tamponu ilave edildi. immobilize enzim (agirhig
bilinen) ilavesinden sonra 37°C de 15 dk karistiricili su banyosunda inkiibe edildi. 2 ml 0.5 M
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Na,CO3 ¢ozeltisi ilavesiyle reaksiyon durduruldu. Enzimin immobilize oldugu polimer
cozeltiden alindi yikanip kurulandiktan sonra tekrar temiz bir tiipe konuldu. Deneme
anlatildig: sekilde tekrar edildi. Her defasinda geriye kalan ¢ozelti 5000 g’de santrifiij edildi
ve siipernatantin absorbansi 410 nm de 6l¢iildii. En yiiksek aktivite 100 kabul edilerek diger
sonuclar ona gore kiyaslanip % aktivite hesaplar1 yapildi. % Bagil Aktiviteye karsi kullanim
sayis1 grafigi ¢izildi.

2.3.5.5. Serbest ve immobilize enzim iizerine depolama kararhhiklarinin etkisi

Serbest ve immobilize lipaz enziminin baslangi¢ aktiviteleri belirlendikten sonra 4°C’de agzi
kapal1 siselerde bekletildi ve bu enzimlerin aktiviteleri 1 ay boyunca belirli araliklarla 6l¢iild.

Aktivite tayin Ol¢timleri hidrolitik aktivite tayin yontemine gore yapildi.
2.3.6. Sentetik aktivite tayini

1 mM p-nitrofenol (pNP) ve 5 mM linoleik asit iceren hekzan ¢ozeltisinden 2 mL alindi ve
iizerine 100pg enzim ilave edildi. 37°C de 15 dk karistiricili su banyosunda inkiibe edildi. 3.5
ml 25mM NaOH ¢ozeltisi ilavesinden sonra410 nm de absorbans Olgiildii. Degisik
konsantrasyonlarda hekzan igerisinde hazirlanmis pNP ¢ozeltilerine 3.5 mL 25 mM NaOH
ilave edilerek ektrakte edildi. Katalize olmus ve katalize olmamis pNP Kkonsantrasyon
farkindan esterlesme reaksiyonuna katilmis pNP miktar1 hesaplandi. Aktivite hesab1 asagidaki

formiile gore yapildi (Ozyilmaz 2009).

Immobilize enzimin de aktivite tayini yukarida anlatildig: sekilde yapildi. Sadece serbest
enzim yerine tartimi alinmis immobilize enzim konuldu.

Aktivite (IU/mg)= pNP(ug) / (Enzim miktart (ug)x 15 dk)
2.3.6.1. Serbest ve immobilize enzim iizerine sicaklik etkisi

Serbest ve immobilize enzim iizerine sicakligin etkisini incelemek amaciyla ¢esitli
sicakliklarda (25°C - 65°C ) sentetik aktivite tayini yapildi. En yiiksek aktivite 100 kabul
edilerek diger sonuglar ona gore kiyaslanip % aktivite hesaplar1 yapildi. % Bagil Aktiviteye
kars1 sicaklik grafigi ¢izildi.
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2.3.6.2. Serbest ve immobilize enzimlerin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi

Serbest ve immobilize lipaz enzimlerinin aktiviteleri sentetik aktivite yontemine gore
optimum sartlarda farkli substrat derisimleri(0.125, 0.25, 0.5, 1.0 mM) kullanilarak 6l¢iildi

ve Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla Km ve Vmax degerleri hesaplandi.
2.3.6.3. Immobilize enzimin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi

1 mM p-nitrofenol (pNP) ve 50 mM linoleik asit i¢eren hekzan ¢ozeltisinden 2 mL alind1 ve
lizerine tarttmi alinan immobilize enzim ilave edildi. 37°C de 15 dk karistiricili su
banyosunda inkiibe edildi. 3.5 ml 25mM NaOH c¢ozeltisi ilavesinden sonra 410 nm de
absorbans Olgiildii. Enzimin immobilize oldugu polimer c¢ozeltiden alindi yikanip
kurulandiktan sonra tekrar temiz bir tiipe konuldu. Deneme anlatildig1 sekilde tekrar edildi.
En yiiksek aktivite 100 kabul edilerek diger sonuglar ona gore kiyaslanip % aktivite hesaplari
yapildi. % Bagil Aktiviteye kars1 kullanim sayisi grafigi ¢izildi.

2.3.6.4. Serbest ve immobilize enzim iizerine depolama kararhhiklarinin etkisi

Serbest ve immobilize lipaz enziminin baslangi¢ aktiviteleri belirlendikten sonra 4°C’de agzi
kapal1 siselerde bekletildi ve bu enzimlerin aktiviteleri 1 ay boyunca belirli araliklarla 6l¢iildii.

Aktivite tayin dlgltimleri sentetik aktivite tayin yontemine gore yapildi.
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BOLUM 3

BULGULAR VE TARTISMALAR

3.1. Karakterizasyon

Polimerik destegin kirik ylizey morfolojileri laktaz enzimi ile immobilizasyon Oncesi ve
sonras1 gorilintiileri taramal1 elektron mikroskobu ile incelenmistir. SEM goriintiileri polimerik
destegin ylizeyine enzimin baglandigini géstermistir.

Organik/inorganik hibrit SiO,-matriks film sol-jel metodu ile 3-metakriloksi propil
trimetoksisilan baslatict olarak kullanilarak hazirlandi. Hibrit polimerin FTIR spektrumlari
Sekil 3.1 a ve b’de gosterilmistir. Immobilize enzimli nanofiberde 1600 cm™civarinda amit [
ve amit Il absorpsiyon bantlar1 goriildii. Genel olarak amit I ve amit II bantlar1 C=0
baglarinin gerilme titresimiyle enzim yapisindaki C-N gerilme ve N-H bikiilme

titresimlerinin kombinasyonundan kaynaklanmaktadir.

%T

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
om-1

Sekil 3.1. a) Organik/ inorganik hibrit SiO,-matriks film b) Lipaz enzimi immobilize edilmis

film
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Polimerik destegin kirik ylizey morfolojileri lipaz enzimi ile immobilizasyon oncesi ve
sonrast goriintlileri taramali elektron mikroskobu ile incelenmistir. Hibrit polimerin kirik
yiizey morfolojisinin immobilizasyon 6ncesi (Sekil 3.2) ve immobilizasyon sonrasi (Sekil 3.2)

goriintiileri verilmistir.

Acc.V: SporMagn: Det WD J=——= 4 4gm+ - N - AccV SpotMagn Det WD p—————r] 50m
500KV 30" 20000 SE 88 : sy & S 500KkV30 500x  SE 86

Sekil 3.2. immobilizasyon Oncesi (a) ve Sonras1 (b) Organik/ inorganik hibrit SiO2-matriks

film
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3.2. Polimerik Destege Lipaz Enzimin immobilizasyonu

2.3.3’de anlatildig1 gibi lipaz enzimi polimerik destek {iizerine immobilize edilmistir.
Immobilize olan enzim miktar1 Bradford protein tayin yontemine gore ovalbumin standart
grafigi kullanilarak hesaplanmistir. Standart protein grafigi Sekil 3.3.’de asagida verilmistir.
Baslangicta kullanilan enzim miktarindan immobilizasyon sonunda bulunan enzim miktar1
cikarilarak baglanan enzim miktar1 bulunmustur. Polimere yiiklenen, baglanmayan ve
baglanan enzim miktarlar1 Tablo 3.1.’de gdsterilmistir.

Cesitli destek materyalleri kullanilarak lipaz enzimi ile yapilmis pek ¢ok immobilizasyon
caligmas1 vardir. Bayramoglu ve arkadaglar1 caligmalarinda 22.44 mg enzim/1 g polimer,
Gunheva ve arkadaslar1 23 mg enzim /1 g polimer, Ozyilmaz ve arkadaslar1 yaptiklar1 farkli
iki caligmada9 mg enzim /1 g polimer ve 28.6 mg enzim/l g polimer seklinde tayin
etmislerdir (Bayramoglu ve ark. 2008; Gunheva ve ark. 2014; Ozyilmaz 2009; Ozyilmaz ve
ark. 2014). Immobilize olan enzim miktar1 kullanilan polimere ve reaksiyon sartlarina (pH,
zaman gibi) gore degisiklik gostermistir.

Biz tez ¢aligmamizda 7.22 mg enzimin 1g polimere immobilize oldugunu bulduk.

Tablo 3.1.Immobilizasyon &ncesi ve sonrasi enzim miktarlart

Baslangictaki Enzim Miktar1 | Baglanmayan Enzim Miktar1 | Baglanan Enzim  Miktar
(mg) (mg) (mg)

6.1 0.422 5.678

Protein Standart Grafigi
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Sekil 3.3. Protein standart egrisi
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3.3. Hidrolitik Aktivite Tayini

Serbest ve immobilize lipaz enziminin hidrolitik aktivite tayinleri 2.3.5’de anlatildig1 sekilde
yapilmistir. Serbest ve immobilize enzim fizerine sicaklik, pH, tekrar kullanilabilirlik ve
depolama siiresi iizerine etkileri hidrolitik aktivite tayin yontemi kullanilarak yapilmistir.

Serbest ve immobilize enzimlerin kinetik degerleri de (Km ve Vmaks) saptanmustir.
Aktivite (IU/mg)= pNP(ug) / (Enzim miktar1 (ug)x 15 dk)

Yukaridaki formiile gore aktivite sonuglart pNP (iirlin) standart grafiginden hesaplanmaistir.
Farkli konsantrasyonlar kullanilarak hazirlanan pNP standart grafigi asagida Sekil 3.4’de

verilmistir.

pNP standart grafigi
1 -
E 08 -
£ 08 y = 0.0082x + 0.036
2:
S 06 - R?=0.9933
(2]
c
_rEv 0.4 -
2
2 0.2 -
<
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (ng)

Sekil 3.4. pNP standart grafigi
3.3.1. Serbest ve immobilize Enzim Uzerine pH Etkisi

Serbest ve immobilize enzim iizerine pH etkisi 5.0-7.5 araliginda incelenmis, serbest enzim
pH 6.5’da, immobilize enzim ise pH 6.0’da maksimum aktivite gdstermistir. Serbest ve
immobilize enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri pH degerleri birbirlerine yakin
olmakla birlikte; enzim kat1 destege immobilize edildiginde optimal pH’1 degistigi pek cok
calismada gosterilmistir. Bu degisiklik kati destegin ylizeyinde yiikk dagilimlarinin farkh
olmas1 ve enzimin destekle etkilesimi sonucunda, enzimin ¢evresel yiikiiniin degismesi olarak

aciklanmistir (Kahraman ve ark. 2007).
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Hou ve arkadaslar1 poliamidoamin dendrimer ile modifiye edilmis makro gozenekli polistren
iizerine lipaz enzimini immobilize ettiklerinde immobilize enzimin pH 7.5-8.0 araliginda aktif
oldugunu bulmuslardir (Hou 2014). Bayramoglu ve arkadaslari amin fonksiyonlu polipropilen
membran iizerine lipaz enzimini immobilize ettiklerinde immobilize enzimin pH 7.5’te

maksimum aktivite gosterdigini buldular (Bayramoglu 2011).

Hidrolitik Aktivite Tayin Yontemine
Gore pH Etkisi
120 -
100 - &
2 80 - I @I
=
< 60 - _
>00 I W serbest enzim
@ 40 - z . . .
R 5 | W= immobilize enzim
0 1 T T T T T
5 55 6 65 7 75
pH

Sekil 3.5. Hidrolitik Aktivite tayin yontemine gore serbest ve immobilize enzim iizerine pH

etkisi
3.3.2. Serbest ve immobilize Enzim Uzerine Sicaklik EtKisi

Serbest ve immobilize enzim {iizerine sicaklik etkisi 25-65°C araliginda incelenmistir ve %
Bagil Aktiviteye karsi sicaklik grafigi Sekil 3.6.’da verilmistir. Serbest enzimin hidrolitik
aktivite tayin yonteminde maksimum aktivite gosterdigi sicaklik 37°C olarak bulunmustur.
Immobilize enzim ise 50°C’de maksimum aktivite gdstermistir. Serbest enzim 50 °C’de
yaklasik % 72 oraninda bir aktivite gostermistir.

Yong ve arkadaslar1 manyetik hidrofilik mikrokiirelere lipaz enzimini immobilize ettiklerinde,
immobilize enzimin 35-45°C araliginda maksimum aktivite gosterdigini buldular (Yong
2008). Hou ve arkadaslar1 poliamidoamin dendrimer ile modifiye edilmis makro gézenekli
polistren iizerine lipaz enzimini immobilize ettiklerinde immobilize enzimin 55-65°C
araliginda aktif oldugunu bulmuslardir (Hou 2014). Enzimin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin degismesi optimum sicakligin artmasina neden olabilir. Bu ise immobilizasyon
ile enzimin aktif bdlgesinin korundugunu; sicaklik degisimi ile aktif bdlgenin

konformasyonunun bozulma ve zarar gormesinin engellendigi seklinde agiklanabilir.
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Immobilizasyon sonucunda enzimin konformasyonel hareketliligi kisitlandigindan daha
kararli hale gelmis olmasi onu disaridan gelebilecek etkilere karsi korur. Bu yiizden

immobilize enzim daha yiiksek sicakliklarda serbest enzime gore daha aktiftir (Yong 2008).

Hidrolitik Aktivite Tayin Yontemine
Gore Sicaklik Etkisi
120 -
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Sekil 3.6. Hidrolitik Aktivite tayin yontemine gore serbest ve immobilize enzim {iizerine

sicaklik etkisi
3.3.3. Serbest ve immobilize Enzimin Kinetik Parametreleri

Hidrolitik aktivite tayin yontemi kullanilarak farkli substrat konsantrasyonlarinda serbest
enzimin Km ve Vmaks degerleri Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak hesaplanmustir.
Kinetik degerlerine ait grafik Sekil 3.7 ve 3.8’de verilmistir. Tez ¢alismasinda serbest enzimin
Km degeri 0.71 mM iken immobilize enzimin Km degeri 0.91 mM olarak bulunmustur.
Serbest ve immobilize enzimlerin Vmaks degerleri siras1 ile 0.83 mM/dakika ve 0.23
mM/dakika seklinde tayin edilmistir.

Immobilizasyon sonunda Vmaks degeri azalmis, Km degeri artmistir ve Km degerinin artmasi
enzimin substratina olan ilgisinin azaldigim géstermistir. Immobilizasyon sonunda substratin
bagli enzime hareket etmesi ve etkilesime girmesi zorlas olabilir. Immobilize enzimin
substrata olan ilgisi ve dolayis1 ile katalitik parametreleri serbest enzimden farkli olabilir.
Immobilize olan enzimin konformasyonel yapisinin degismesi, sterik engel, difiizyon etkileri

gibi nedenlerden dolayi kinetik parametreler degisiklik gosterebilir (Bayramoglu 2007).

Bayramoglu ve arkadaslar1 poli (gisidilmetakrilat-metilmetakrilat) manyetik bilyelerine lipaz

enzimini immobilize ettiklerinde serbest enziminin Km degerini 2.6 mM bulurken immobilize
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enzimin Km degerini 12.3 mM olarak tayin etmislerdir. Serbest ve immobilize enzimin
Vmaks degerlerini ile 984 ve 773 U/mg seklinde bulmuslardir (Bayramoglu 2008). Yong ve
arkadaslar1 manyetik hidrofilik mikrokiirelere lipaz enzimini immobilize ettiklerinde, serbest
ve immobilize enzimin Km degerlerini sirasiyla 0.52 ve 1.03 mg/mL olarak bulurken serbest
ve immobilize enzim i¢in Vmaks degerlerini ise 138.9 U/mg ve 79.6 U/mg enzim seklinde

tayin etmislerdir (Yong 2008).

Hidrolitik Aktivite Tayin Yontemine Gore Serbest

Enzimin Kinetik Degerleri
10 -

g | y = 0.8944x + 1.2371
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2 u
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1/[s]

Sekil 3.7. Hidrolitik aktivite tayin yontemine gére serbest enzimin Lineweaver-Burk grafigi

Hidrolitik Aktivite Tayin Yontemine Gore
immobilize Enzimin Kinetik Degerleri
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Sekil 3.8. Hidrolitik aktivite tayin yontemine gbére immobilize enzimin Lineweaver-Burk

grafigi
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3.3.4. immobilize Enzimin Tekrar Kullanilabilirligi

Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi endiistriyel uygulamalarda &nemlidir. Ayni
immobilize enzim kullanilarak yapilan 30 deneme sonunda elde edilen sonuglar Sekil 3.9°da
verilmistir. Immobilize enzimin baslangi¢ aktivitesi ilk 10 kullanim sonucunda % 75.6
bulunurken 20 kullanim sonucunda % 56.5 olarak saptanmistir. 20 denemeden sonra aktivite
sonuglar1 yaklasik % 56 civarinda sabit kalmistir.

Bayramoglu ve arkadaslar1 yaptiklar1 farkli iki ¢alismada immobilize enzimin 10 denemeden
sonra % 62 ve 12 denemeden sonra %81 oraninda aktivite gosterdigini bulmuslardir
(Bayramoglu ve ark. 2008; Bayramoglu ve ark. 2011).Yongve arkadaglari yaptiklar1 bir
calismada immobilize enzimin 10 kullanim sonucunda %80 oraninda aktivite gosterdigini

tayin etmislerdir (Yong 2008).

Hidrolitik Aktivite Tayin Yontemine Gore
immobilize Enzimin Tekrar Kullanilabilirligi
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Sekil 3.9. Hidrolitik aktivite tayin yontemine gére immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligi
3.3.5. Serbest ve Iimmobilize Enzim Uzerine Depolama Siiresinin Etkisi

Serbest ve immobilize lipaz enziminin baslangic aktiviteleri hidrolitik aktivite tayin
yontemine gore belirlendikten sonra 4°C’de agzi kapali siselerde bekletilmistir ve bu
enzimlerin aktiviteleri 1 ay boyunca belirli araliklarla dl¢tilmistiir ve sonuglar Sekil 3.10°da
verilmistir. Serbest enzim yaklasik 20 giin sonunda aktivitesini tamamen kaybederken
immobilize enzim ise bu siirede %82 aktivite gostermistir. 30. giin sonunda ise immobilize

enzimin aktivitesi %78 bulunmustur.
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Bayramoglu ve Arica immobilize lipaz enziminin aktivitesini 30 giin sonunda yaklasik %80,
Bayramoglu ve arkadaslar1 %64, Huang ve arkadaslari ise %62 olarak tayin etmislerdir
(Bayramoglu ve Arica 2008; Bayramoglu ve ark. 2011, Huang ve ark. 2011).

Tez calismamiza ve diger ¢alismalara bakildiginda immobilize enzimin serbest enzime gore

daha uzun siire aktivite gosterdigi saptanmustir.

100 &
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Depolama siiresi (giin)

Sekil 3.10. Hidrolitik aktivite tayin yontemine gore serbest ve immobilize enzimin depolama

siiresinin gosterilmesi
3.4. Sentetik Aktivite Tayini

Serbest ve immobilize lipaz enziminin hidrolitik aktivite tayinleri 2.3.6’da anlatildig: sekilde
yapilmistir. Serbest ve immobilize enzim iizerine sicaklik, tekrar kullanilabilirlik ve depolama
stiresi lizerine etkileri hidrolitik aktivite tayin yontemi kullanilarak yapilmistir. Serbest ve

immobilize enzimlerin kinetik degerleri de (Km ve Vmaks) saptanmistir.

Aktivite (1U/mg)= pNP(ng) / (Enzim miktar1 (ug)x 15 dk)
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Farkli konsantrasyonlar kullanilarak hekzan i¢inde hazirlanan pNP standart grafigi asagida
Sekil 3.11°de verilmistir. Katalize olmus ve katalize olmamis pNP konsantrasyon farki

esterlesme reaksiyonuna katilmis pNP miktar1 yukaridaki formiile gére hesaplandi.

pNP standart grafigi
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Sekil 3.11. Hekzan i¢inde hazirlanan pNP standart grafigi
3.4.1. Serbest ve immobilize Enzim Uzerine Sicaklik Etkisi

Serbest ve immobilize enzim {iizerine sicaklik etkisi 25-65°C araliginda incelenmistir ve %
Bagil Aktiviteye karst sicaklik grafigi Sekil 3.12°de verilmistir. Serbest enzimin sentetik
aktivite tayin yonteminde maksimum aktivite gdsterdigi sicaklik 37°C olarak bulunmustur.
Immobilize enzim ise 45°C’de maksimum aktivite gdstermistir.

Ozyilmaz 2009’da yaptifi bir ¢aligmada C. rugosa’dan elde edilmis lipaz enzimini
glutaraldehit ile aktive edilmis silika jel lizerine immobilize ettiginde immobilize enzimin
45°C’de maksimum sentez aktivitesi gosterdigini tayin etmistir (Ozyilmaz 2009). Patel ve
arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢calismada grafen oksitle kaplanmis polimerik destek materyaline C.
rugosa’dan elde edilmis lipaz enzimini immobilize ettiklerinde; immobilize enzimin 40°C’de

maksimum sentez aktivitesi gosterdigini tayin etmislerdir (Patel ve ark. 2015).
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Sentez Aktivitesine Sicaklik Etkisi
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Sekil 3.12. Sentetik Aktivite tayin yOntemine gore serbest ve immobilize enzim {iizerine

sicaklik etkisi
3.4.2. Serbest ve immobilize Enzimlerin Km ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesi

Sentetik aktivite tayin yontemi kullanilarak farkli substratkonsantrasyonlarinda (0.125-1 mM)
serbest enzimin Km ve Vmaks degerleri Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak hesaplanmustir.
Kinetik degerlerine ait grafik Sekil3.13 ve Sekil 3.14’te verilmistir. Serbest enzimin Km
degeri 5 mM, Vmaks degeri 0,0026 mM/dakika olarak bulunurken, immobilize enzimin Km
degeri 1.1 mM, Vmaks degeri 0,0004 mM/dakika olarak tayin edilmistir.

Patel ve arkadaglar1 serbest ve immobilize enzimin Km degerlerini sirasiyla 1.512, 0.83 mM
seklinde ve Vmaks degerlerini sirasiyla 0.025, 0.204 mM/dakika olarak tayin etmislerdir
(Patel ve ark.2015). Ozyilmaz immobilize enzimin Km degerlerini sirasiyla 1.3, 0.4 mM
seklinde ve Vmaks degerlerini sirastyla 2.75, 2.97 mM/dakika olarak tayin etmislerdir
(Ozyilmaz 2009).
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Sentetik Aktivite Tayin Yontemine Gore
Serbest Enzimin Degerleri
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Sekil 3.13.Sentetik aktivite tayin yontemine gore serbest enzimin Lineweaver-Burk grafigi

Sentetik Aktivite Tayin YOntemine Gore
immobilize Enzimin Kinetik Degerleri
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Sekil 3.14. Sentetik aktivite tayin yontemine gore immobilize enzimin Lineweaver-Burk

grafigi
3.4.3. immobilize Enzimin Tekrar Kullanilabilirliginin Incelenmesi

Immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligi 2.3.6.3’de anlatildign gibi yapilmistir. Aym
immobilize enzim kullanilarak yapilan 30 deneme sonunda elde edilen sonuglar Sekil 3.15°te
verilmistir. Immobilize enzimin baslangi¢ aktivitesi ilk 10 kullanim sonucunda 87.51
bulunurken 20 kullanim sonucunda 66.48 olarak saptanmistir. 20 denemeden sonra aktivite

sonuglart yaklasik 66 civarinda sabit kalmistir.
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Patel ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir ¢alismada immobilize enzimin 10 kullanim sonucunda % 92
ve 29 kullanim sonunda ise yaklagik %50 oraninda aktivite gosterdigini tayin etmislerdir
(Patel ve ark. 2015). Ozyilmaz yaptig1 calismada immobilize enzimin 100 kullanim sonunda

yaklasik % 60 aktivite gdsterdigini bulmustur (Ozyilmaz 2009).

Sentetik Aktivite Tayin YOntemine Gore
immobilize Enzimin Tekrar Kullanilabilirligi
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Sekil 3.15. Sentetik aktivite tayin yontemine gére immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligi
3.4.4. Serbest ve immobilize Enzim Uzerine Depolama Kararlhihklarimin Etkisi

Serbest ve immobilize lipaz enziminin baslangi¢ aktiviteleri sentetik aktivite tayin yontemine
gore belirlendikten sonra 4°C’de agz1 kapali siselerde bekletilmistir ve bu enzimlerin
aktiviteleri 1 ay boyunca belirli araliklarla 6l¢iilmiistiir ve sonuglar Sekil 3.16’da verilmistir.
Serbest enzim yaklasik 20 giin sonunda aktivitesini tamamen kaybederken immobilize enzim
ise bu siirede % 72 aktivite gostermistir. 30. giin sonunda ise immobilize enzimin aktivitesi %
67 bulunmustur.

Ozyilmaz immobilize lipaz enziminin aktivitesini 60 giin sonunda yaklasik % 60, Patel ve
arkadaslar1 68 giin sonunda da yiiksek aktivite gdsterdigini tayin etmislerdir (Ozyilmaz 2009;
Patel ve ark. 2015).

38



100

o 80 -
=
2
ki
< 60 -
o
e =#=immobize enzim
& 40 -
é" serbest enzim
R 20 -

0 T . 1

0 10 20 30
Depolama siiresi (giin)

Sekil 3.16. Sentetik aktivite tayin yontemine gore serbest ve immobilize enzimin depolama

siiresinin gosterilmesi
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BOLUM 4

SONUCLAR

Organik/inorganik hibrit SiO,-matriks film sol-jel metodu ile 3- metakriloksi propil
trimetoksisilan baslatici olarak kullanilarak hazirlanmistir ve FTIR ve SEM analizleri ile
fonksiyonel gruplar ve yilizey morfolojisi incelenmistir.

Calismamizda 1 gram polimere 7.22 mg C. rugosa’dan elde edilmis lipaz enziminin
immobilize oldugu tayin edilmistir. Elde edilen sonuca gére uygulanan enzimin % 92.2’sinin
immobilize oldugu bulunmustur. Enzim ve matriks arasindaki bagin son derece dengeli ve
saglam olmasi nedeni ile kovalent immobilizasyon tercih edilmistir. Enzimin polimerik destek
materyaline yiiksek konsantrasyonda immobilize olmasi oldukga iyi bir sonugtur.

Tez ¢alismamizda serbest ve immobilize lipaz enziminin hidrolitik ve sentetik aktiviteleri
seklinde iki farkli calisma yapilmistir.

Hidrolitik aktivite ¢alismasinda serbest ve immobilize enzim lizerine pH, sicaklik, kinetik,
tekrar kullanilabilirlik ve depolama {izerine aktivite farkliliklari incelenmistir. Buna gore
serbest enzim pH 6.5’te, immobilize enzim pH 6.0’da maksimum aktivite gdstermistir. Bu
farkliligin nedeni kati destegin yiizeyinde yiik dagilimlarinin farkli olmasi ve enzimin destekle
etkilesimi sonucunda, enzimin ¢evresel yilikiiniin degismesi ile agiklanmistir. Serbest ve
immobilize enzim aktivitesi lizerine sicaklik etkisi incelendiginde serbest enzim 37°C,
immobilize enzim ise 50°C’de maksimum aktivite gostermistir. Bu ise immobilizasyon ile
enzimin aktif bélgesinin korundugunu; sicaklik degisimi ile aktif bolgenin konformasyonunun
bozulma ve zarar goérmesinin engellendigi seklinde agiklanmistir. Tez ¢aligmamizda serbest
enzimin Km degeri 0.71 mM iken immobilize enzimin Km degeri 0.91 mM olarak
bulunmustur. Serbest ve immobilize enzimlerin Vmaks degerleri sirasi ile 0.83 mM/dakika ve
0.23 mM/dakika seklinde tayin edilmistir. Immobilizasyon sonunda Vmaks degeri azalmus,
Km degeri ise artmistir. Km degerinin artmasi €nzimin substratina olan ilgisinin azaldigini
gostermistir. Vmaks degerinin azalmasi enzimin konformasyonunun immobilizasyon islemi
ile degistigini ve buna bagli olarak aktivitesinin azaldigini gostermektedir. Immobilize
enzimlerin tekrar kullanilabilirligi, segilen destek materyalinin ya da metodun etkinligini
degerlendirmede oldukca dnemlidir. Tez ¢aligmamizda 20 denemeden sonra aktivite sonuglari
yaklasik % 56 civarinda sabit kalmistir.30 giin boyunca serbest ve immobilize enzimin
aktiviteleri belirli zamanlarda oOl¢iilmistiir. Serbest enzim 20 giin sonunda aktivitesini
tamamen kaybederken immobilize enzim baslangigtaki aktivitesinin % 82’sini korumustur.

30. gilin sonunda ise immobilize enzimin aktivitesi %78 bulunmustur.
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Sentetik aktivite ¢alismasinda serbest ve immobilize enzim lizerine sicaklik, kinetik, tekrar
kullanilabilirlik ve depolama iizerine aktivite farkliliklari incelenmistir. Serbest enzimin
sentetik aktivite tayin yonteminde maksimum aktivite gosterdigi sicaklik 37°C olarak
bulunmustur. Immobilize enzim ise 45°C’de maksimum aktivite gdstermistir. Serbest enzimin
Km degeri 5 mM, Vmaks degeri 0,0026 mM/dakika olarak bulunurken, immobilize enzimin
Km degeri 1.1 mM, Vmaks degeri 0,0004 mM/dakika olarak tayin edilmistir. Immobilize
enzimin sentetik aktivite ¢calismasinda tekrar kullanilabilirligi incelendiginde 20 denemeden
sonra aktivite sonuglar1 yaklasik 66 civarinda sabit kaldigi bulunmustur. Serbest ve
immobilize enzim {izerine depolama siiresinin Etkisi incelendiginde serbest enzim yaklasik 20
giin sonunda aktivitesini tamamen kaybederken immobilize enzim ise bu siirede %72 aktivite

gosterdigi tayin edilmistir.
Gelecek perspektifleri, oneriler

Lipaz gerek yapisi gerekse de sanayide kullanilabilirligi agisindan oldukca ilgi ¢ekici bir
enzimdir. Lipaz enziminin immobilizasyonu ile enzimin stabilitesi, tekrar kullanilabilirligi,
depolama siiresi iyilestirilme yoluna gidilmektedir. Biz de tez c¢alismamizda
organik/inorganik hibrit SiO,-matriks film {izerine lipaz enzimini kovalent olarak immobilize

ederek; daha kararli, uzun 6miirlii, tekrar kullanilabilir hale getirdik.

Ticari 6neme sahip olan lipazlarin immobilizasyonu i¢in yeni, maliyeti az olan polimerik
desteklerin gelistirilmesi, hem giiniimiizde hem de gelecekte arastirma konular1 arasinda yer

almaya devam edecektir.
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