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OZET

Yaglarin hidrolizi ile elde edilen yag asitleri, boya, vernik, polimer, ilag,
kozmetik ve gida sektorlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yaglarin hidrolizi
yaygin olarak kimyasal yontemlerle yiiksek sicaklik (250°C) ve basing altinda (30-
60atm) gergeklestirilmektedir. Lipaz kullanilarak yag hidrolizi diisiik sicakliklarda
(25-60°C) yapilabilmektedir. Immobilize enzimle yag asitleri kimyasal metodlara
gore daha yuksek verimle ekonomik olarak (Uretilebilmektedir. Bu c¢alismada
enzimatik olarak degisik bitkisel yaglarin (aygicek, zeytin ve misir yagi) hidroliziyle
yag asitlerinin tretimi calisgilmistir. Detayli ¢alismalarda aygigcek yagi kullanildi.
Enzim immobilizasyonu, stiren, divinil benzen ve poliglutaraldehit kullanilarak
hazirlanan ve yapisinda aldehit fonksiyonel gruplari ihtiva eden bir ko-polimer
Uzerinde gerceklestirilmistir. Tez ¢alismasinda, immobilizasyon igslemi ve hidroliz
reaksiyonunun optimizasyonlariyla bu enzimin aygi¢ek yaginin hidrolizinde basarili
bir sekilde kullanilabilecegi gosterildi. Immobilizasyon sartlar1 optimize edilerek,
Thermomyces lanuginosa lipazt bu ko-polimer (zerine kovalent olarak %2100
immobilizasyon ve % 85.6 aktivite verimleriyle immobilize edildi. Gram matriks
basma 16.5 mg protein immobilize edildi. pH, tampon ¢o6zelti konsantrasyonu,
tampon ¢ozelti miktari, sicaklik, organik ¢oziicii ve tuz etkileri ¢alisilarak hidroliz
reaksiyonu optimize edildi. Immobilize sistemin depolama ve tekrarli kullanimi
arastirildi ve 30 giinliilk depolama sonunda immobilize enzimin aktivitesinin %8.1
oraninda ve 20 tekrarli kullanim deneylerinde aktivitede %38.5 oraninda azalma
oldugu bulundu. Aktivite kayiplarimin bir kismi (%50) slizme esnasinda
olugmaktadir. Bu tez c¢aligmasinda gelistirilen metot basit olmasina ragmen ¢ok

etkilidir ve yag asidi tiretiminde kullanilabilme potansiyeli vardir.

Anahtar Kelimeler: Enzimlerin immobilizasyonu; Yag Asidi Uretimi;
Thermomyces Lanuginosa Lipazi.



SUMMARY

Fatty acids, obtained from hydrolysis of oils, have been widely used in such
industries as paint, varnish, polymer, medicine, cosmetic, and food. They are
produced in large quantitaties with chemical and enzymatic catalysts or without
catalysts. In the process without catalyst, high pressure (150 bar) and temperatures
(250°C) are required for the hydrolysis of oils. Fatty acids could be produced at
lower pressure (1-60 atm) and temperatures (23-60°C) if the hydrolysis is catalyzed
by chemical or biological catalysts. Lipases from various sources have been used in
hydrolysis of oils to produce fatty acids. Economic production of fatty acids requires
the usage of immobilized lipases. Many different methods have been developed for
the immobilization of these biocatalysts. In this study, production of fatty acids from
sunflower, olive, and corn oils were studied using immobilized lipase from
Thermomyces lanuginosa. This enzyme was covalently immobilized onto a porous
copolymer, formed using styrene, divinylbenzene and polyglutaraldehyde.
Immobilization of the enzyme onto this co-polymer was optimized. Immobilization
gave rise to 100% immobilization and 85.6% activity yields. In immobilization,
16.5mg protein per gram matrix was covalently bound. The hydrolysis of sunflower
oil by immobilized lipase resulted in fatty acids more than olive and corn oil. Thus,
hydrolysis optimizations were carried out using sunflower oil. In hydrolysis
optimization studies, such parameters as pH, buffer solution concentration, buffer
solution quantity, temperature, organic solvent, and salt were studied. It was shown
that the immobilized lipase could be used in hydrolysis of sunflower oil. The
immobilized enzyme retained 61.5 and 91.9% initial activities in 20 batch reactions
and at storage for 30 days at 4°C, respectively. 50% of the activity loss in batch
reactions was due to filtering process. The method developed in this study is

simple, yet effective and could be used in production of fatty acids.

Key Words: Immobilization of Enzymes, Production of Fatty Acids,
Thermomyces Lanuginosa Lipase.
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Kisaltmalar
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1. GIRIS

Yag asitleri yaygm kullanimi olan ve tonlarca Uretilen 6nemli maddelerdir.
Sabun, vernik, boya ve gida alanlarinda kullanilirlar ve yaglarin hidroliziyle
tretilirler. Uretim katalizorsiiz veya katalizorlii (kimyasal ve biyokimyasal) olarak
gergeklestirilebilmektedir. Katalizorsiiz tiretimde yiiksek sicaklik (250 °C) ve basinca
(35-55 bar) ihtiya¢c duyulur. Kimyasal katalizorlerle (H2SOs, ¢inko, nikel, bakir,
borik asit, fosforik asit tuzlar1) daha diisiik sicaklikta (100-150°C) ve atmosfer
basincinda hidroliz yapilabilmesine ragmen bazi yan irilinlerin olugmasi verimi
diistirmektedir. Yag asitlerinin tiretimi lipazlar kullanilarak disiik sicakliklarda (25-
60°C) gergeklestirilebilmektedir. Lipazlarla yapilan hidroliz ¢alismalarinin ¢ogu
arastirma seviyesinde olup endiistriyel kullanimi sinirhidir. Bu enzimlerle ekonomik
olarak yag asitlerinin iiretimi i¢in enzimlerin immobilize formda kullanimlari

gereklidir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

Bu tez calismasinda, bitkisel yaglardan yag asitlerinin liretiminde kullanilan
kimyasal metotlara alternatif olabilecek Thermomyces lanuginosa lipazinin
immobilize formu kullanilarak diigiik enerji maliyetiyle yag asitlerinin iretimi
amaclanmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda TLL kullaniminin maliyetini azaltmak ve
verimliligi arttirmak adina yapiya uygun hidrofobik karakterde STY-DVB-PGA ko-
polimeri iizerine modifikasyonlarla kovalent olarak baglanmasi ve farkli tipteki
yaglarla hidroliz reaksiyonu gerceklestirip optimum hidroliz reaksiyonu sartlarinin
belirlenmesi c¢aligsmalar1 gergeklestirilmistir. Bu c¢alismada, STY-DVB-PGA ko-
polimerinin sentezi, enzim immobilizasyon optimizasyonu, immobilize ve serbest
enzimin hidroliz reaksiyonu optimizasyonlari, immobilize enzimin tekrar kullanim1
ve saklama sireleri bulunarak literatlirdeki benzer c¢alismalarin sonuclariyla
kiyaslanmigtir. Bulunan tiim deneysel sonuglarin, simdiye kadar gergeklestirilen

benzer ¢aligmalardan daha iyi oldugu gézlenmistir.



2. CALISMA ILE ILGILI TEORIK BILGILER

2.1. Yaglar

Yaglar (Sekil 2.1), gliseroliin {i¢ yag asidiyle olusturdugu esterlerdir. Bu

bilesikler genel

coziinmelerinden dolay1 ekstraksiyonlar1 olduk¢a kolaydir. Ayrica adsorpsiyon, ince
tabaka ve gaz kromotografisi ile saflastirtlmalart mimkindur. Giiniimiizde farkli yag

asidi ¢esitliligine sahip olan aygigek,

kullanilmaktadir (Tablo 2.1) [Web 1, 2012].

zeytin, musir yaglari

olarak kloroform, hekzan, etanol gibi organik c¢o6zicillerde

Tablo 2.1: Yaygin olarak kullanilan bitkisel yaglarin yag asidi bilesimi.

YAG ASIDI AYCICEK YAGI MISIR YAGI ZEYTIN YAGI
Palmitik asit 5.9 10.58 10.93
Linoleik asit 65.7 53.52 9.21
Oleik asit 19.5 27.3 72.29
Stearik asit 45 1.85 1.98
Aragidik asit - 0.43 0.42
Beheneik asit - - 0.13
Palmitoleik asit - 0.14 1.16
o linolenik asit - 0.16 0.79
Miristik asit - 0.24 -
Gadoleik asit - - 0.31
i
H,C—O0—C—R;
I
HC—O0—C—R;
i
H,C—0——C—R;

Sekil 2.1: Yag molekulu.

yaygin olarak




2.1.2. Yaglarin Reaksiyonlari

Yaglarin reaksiyonlari, kimyasal ve enzimatik olmak {iizere iki sekilde
gerceklesmektedir. Kimyasal olarak gerceklesen reaksiyonlar katalizor yada
katalizorsiz meydana gelmektedir. Yaglarin enzimatik reaksiyonlar1 lipaz
katalizorliigiinde olmaktadir. Enzimatik olarak gerceklestirilen reaksiyonlar iliman
kosullarda olup Triiniin istenilen Ozellikte olmasiin yanisira spesifik iirlin elde

edilmesini de saglamaktadir.

2.1.2.1. Transesterifikasyon

Kimyasal olarak;

Transesterifikasyon reaksiyonu, yaglarin katalizér varhiginda alkol bulunan
homojen ortamda yapmis olduklar1 reaksiyon sonucu yag asidi alkol esterlerinin elde
edilmesi olayidir. Bu reaksiyon asidik (Sekil 2.2) ve bazik (Sekil 2.3) ortamda
gerceklestirilmektedir [Foster et al., 2010].

o
g o)
PN
Il Rz OR y)
PN
o Ve R ‘j HzC—O R1
H,C—O !
P oy
~ HO—
Ry So—CH | I
| % He—0" R
. H,c—0~ Rs
/
R

i Il
N H,C—OH O~

H,c—0 Ry , N RO Ri

reaksiyon devam ettiginde
—————= HO—CH + + Baz
Ho—cH  § i
AN H,C—OH e
H.C—O R3 RO Rs

Sekil 2.2: Bazik katalizorlerle yaglardan yag asidi alkil esteri (biyodizel) sentezi.
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Sekil 2.3: Asit katalizorii ile yaglardan yag asidi alkil esteri (biyodizel) sentezi.

Enzimatik olarak; Enzimler kullanilarak da yaglarin transesterifikasyon
reaksiyonlar1 gergeklestirilebilmektedir. Transesterifikasyon reaksiyonuyla alkol ile
yagin reaksiyonu sonucu yag asidi esterleri (biyodizel) elde edilmektedir (Sekil 2.4).
Diinyada dizel yakit yaninda biyodizel de kullanilmaktadir. Ciinkii dizel yakita
alternatif olan bu yakit ¢evreye zararli olmayip ayrica motora olumsuz etkisi
bulunmamaktadir. Yag asidi alkol esterleri bir ¢ok alkol ile triagilgliserollerin
enzimatik olarak transesterifikasyon reaksiyonu sonucu elde edilmektedir. Biyodizel

iiretimi i¢in ¢ogunlukla metil alkol kullanilmaktadir.

(o)

Me——0—C—R,
0

Me=——0——C—R;

H,C——0—C—R, H,C——OH
| 0
Lipaz
HC——0—C—R; + 3Me-OH —==  HC—OH +
0

|| | ﬁ
HyC——0——C —Rj H,C—OH Mg——0——C—Ry
Triagil gliserol Metil alkol Gliserol Yag asidi metil esterleri{biyodizel)

Sekil 2.4: Enzimatik metot ile biyodizel eldesi.



2.1.2.2. Interesterifikasyon

Interesterifikasyon reaksiyonu, farkli tip yag asidi igeren yaglarin yada mono,
diacil gliserollerin katalizor varliginda yeni bir mono, di, triagil gliserol olusturdugu
reaksiyonlardir.

Kimyasal olarak;

Skogerson ve arkadaslar1 kat1 formda doymus halde bulunan monoagil ve diagil
gliserollerle, sivi halde bulunan bitkisel yaglar1 alkalin katalizorii varliginda 250°C’
de interesterifikasyon reaksiyonu ile margarin yagi elde etmislerdir (Sekil 2.5.)

[Skegerson, 2007].

I ‘ﬁ °
HaC G—L—m H.C 0—C—R, HaC D—l|:!—l=tﬂ
O o
I I
HC—O——C—R; +  HC—OH _— HE D——C—~R;
*] Q 0
I | ||
- T Hl——0——C—R; HyC——0——C—Ryg
triagil gliscrol diagil gliserol triagil gliscrol

Sekil 2.5: Interesterifikasyon reaksiyonu.

Enzimatik olarak iki farkli triagilgliserol ile gergeklestirilen bu reaksiyon, genellikle
margarin yapiminda hidrojenasyon yerine kullanilmaktadir. Ayrica farkli 6zellikte
yag elde etmek i¢in de bu reaksiyondan faydalinilmaktadir.

Hong Zhang ve arkadaslari, palmiye agaci yagi (PO) ve hindistan cevizi yagi
(HY) arasinda immobilize  TLL ile interesterifikasyon  reaksiyonu
gerceklestirmislerdir. Karisim oram1 PO:HY 75:25 olarak belirlenmistir. Sicaklik
olarak 55-80°C’ de reaksiyonlar denenmistir. 1,3 spesifik olan bu lipaz bu tir
reaksiyonlar i¢in oldukca aranan enzim 6zelligi tasimaktadir. Ayrica lipazin spesifik
Ozelliklerinin bilinmesi olusacak uUruniin tahmin edilmesine de olanak saglamaktadir
[Zhang et al., 2001].

2.1.2.3. Hidroliz

Yag hidrolizi, yagm kendisini olusturan yag asidi ve gliserollere

parcalanmasidir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: Yag hidrolizi.

Yag hidrolizi bir cok metotla gerceklestirilebilmektedir. Yiiksek sicaklik ve
yiiksek basing kullanarak yapilan hidroliz bunlardan birisidir.

Patil ve arkadaslar1 225°C ile 260°C arasinda 3000-5000 kPa basingta yagin
yag asitlerine parcalanarak hidroliz reaksiyonu gerceklestirilmistir. Bu yontemde su
ve yag belli oranda karistirilip ve belli bir basingla reaktor igerisine pompalanmastir.

1,5-2 saat sonra geri toplanip olusan yag asitleri sodyum hidroksit yardimiyla
hesaplanmustir (Sekil 2.7) [Patil et al., 1988].

¥ G
Su ve yag | F;-:‘ ?%—E{

iceren i T
besleme |: C r Su
tanki ! |
: ==}
B \__/

A - Besleme tanki

B - Yiiksek basingh dozlama pompasi
C - Geri yonde akisi engelleyen vana
D- igne vana

E - Pervane

F - Sicakhik degistirici

G- Basing diizenleyici vana

H - Reaktor

Sekil 2.7: Yag hidrolizi i¢in tasarlanan reaktor.



Yag asidini kimyasal olarak elde etmenin yolu ise yiiksek sicalikta katalizor
kullanarak hidroliz reaksiyonu gerceklestirmektir. Sulfirik asit, cinko oksit,
magnezyum oksit gibi katalizorler yagin parcalanmasinda etkili bir katalizor olarak
kullanilmaktadirlar. Sekil 2.8 de yag asidi elde etmek i¢in kullanilan tek basamakli

reaktor bulunmaktadir.

——— Pargalama Sinyal

kulesi .4
. ':_:y—; L_bg_\lf_'_/‘l‘__"_
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Su  Su buhan Yag Gliserol + Su Yag asidi

Sekil 2.8: Su buhar1 kullanarak ytiksek basingta yag hidrolizi.

Kimyasal metotlarla yag asidi elde etmek i¢in ¢ok yiliksek maliyetler
gerekmektedir. Ayrica elde edilen iiriinlerin istenilen saflikta elde etmek mimkin
degildir. Ciinkii yiiksek sicaklikta yaglar bozunmaya ugrar ve renkleri degismektedir.
Elde edilen yag asitlerini saflastirmak amaciyla distilasyon metodu kullanilarak her

bir yag asidi vakumlu ortamda saflastirilabilmektedir (Sekil 2.9) [Gervajio, 2005].
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Sekil 2.9: Distilasyon metoduyla yag asitlerinin saf olarak eldesi.

Yaglarin hidrolizi, endusriyel olarak gida, icecek, kozmetik ve ila¢ sektdriinde
kullanilan yag asitlerini elde etmek icin gerceklestirilen bir prosestir. Yag asidi
endiistrisinde yiiksek buhar muamelesi ve yiliksek basing ile yaglarin pargalanmasi
gerceklestirilerek yag asitleri Uretilmektedir. Bu proseslerde enerji sarfiyati ¢ok
yiksek olmakla birlikte elde edilen Grtinin Kkaliteside diisiik olmaktadir. Bunlara
alternatif olarak daha iliman kosullarda ve daha az enerji sarfiyat1 ile yag asidini

enzimatik yollarla elde etmek mumkandr.
2.2. Yag Asitleri

Yag asitleri uzun zincirli karboksili asitlerdir (Tablo 2.2). Yag asitleri dogada
serbest halde bulunmazken esterlesmis formlar1 seklinde bulunmaktadirlar.
Hayvanlarda ve bitkilerde en ¢ok bulunan yag asidi reziidiileri 16-18 karbon ihtiva
etmektedir. Bitki ve hayvan lipidlerinde bulunan yag asidi reziidiilerinin yarisindan

fazlasi bir yada birden fazla cift bag icermektedir. Ancak bakteriyel kaynakli yag



asitlerinde doymamis yag asidi ¢ok nadir bulunmasinin yanisira genel olarak

dallanmis, hidroksillenmis yada siklopropan halkalar1 icermektedir.

Tablo 2.2: Bazi yag asitleri ve kimyasal yapisi.

YAG ASIDI KIMYASAL YAPISI
Palmitoleik CH3;(CH,)sCH=CH(CH,);COOH
Sapiyenik CH3(CH,)sCH=CH(CH,),COOH
Oleik CHs(CH,),CH=CH(CH,);COOH
Linoleik CH3(CH,),CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH
a Linolenik CH;CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH
Arasidonik CH3(CH,),CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH
Palmitik CH3(CH,).14 COOH
Stearik CHs(CH,):6 COOH
Arasidik CHs(CH,):5 COOH

2.2.1. Yag Asitlerinin Fiziksel Ozellikleri

Doymus ve doymamis yag asitlerinin konformasyonlar1 farklidir. Doymus yag
asidi, zincirindeki karbon-karbon baginin dénme serbestliginden dolay1 daha esnek
yapiya sahiptir. Karbon-karbon ¢ift bagi iceren yag asitleri donme serbestligine sahip
olmay1p belirli konformasyonlara sahip olarak bulunmaktadirlar. Eger karbon-karbon
cifte baginda sis konumunda ise diiz hidrokarbon zincirine gore 30° ag1 yapmakta,
trans konumunda ise doymus hidrokarbon zinciriyle ayn1 diizlemde bulunmaktadir

(Sekil 2.10).




HO

frams-oleik asit

o]

HO \

sis-oleik asit
Sekil 2.10: Trans ve sis oleik asit.

Yag asitlerinin hemen hemen hepsi sis konumundadir. Yag asitlerinin bu
ozelliklerinden dolay1 ortamda olusan 30° lik ag1 ile molekiillerin kiimelenmesi
engellenmekte ve ayrica Van der Waals etkilesimlerinin azalmasina sebep
olmaktadir. Bu sebepten dolay1 ayni karbon sayisina sahip doymus yag asidinin
erime noktast daha diisiikk ¢ikmaktadir [Arslan, 2007]. Yag asitlerinin fiziksel
ozelliklerine en etkili etmen karbon sayilaridir. Karbon sayist 10 ve altindaki doymus
tiim yag asitleri oda sicakliginda sivi ve ugucudurlar. Daha fazla karbon sayisina
sahip yag asitleri ayn1 kosullarda katidirlar. Yani karbon sayisi arttikga uguculuk
Ozellikleri azalmaktadir. 2-4 karbonlu asetik, propiyonik, bdtirik asitler suda rahat
¢oziinebilirken karbon sayisi arttik¢a sudaki ¢oziiniirliikleri azalmaktadir. Doymamis
tim yag asitlerinin tamami oda sicakliginda sividirlar. Suda ¢ozlinmezler ve ugucu
degildirler. Yag asitlerinin c¢ogu sicak alkol, eter, benzol ve kloroformda

¢ozlnebilmektedir.
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2.2.2. Yag Asitlerinin Kimyasal Ozellikleri

Alt1 karbondan yiiksek karbon sayisina sahip yag asitlerinin metallerle yapmis
olduklar1 tuzlara sabun denmektedir. Sodyum ve potasyum sabunlari suda ¢oziindiigi
halde diger sabunlar suda ¢6zlinmezler. Bu yiizden sodyum ve potasyum haricindeki
sabunlar temizleyicilik 6zelligi gostermemektedir. Ayrica doymamis yag asitlerinin
sabunlar1 doymus yag asitlerinin sabunlarindan daha fazla suda ve alkolde
cozinmektedir. Potasyum sabunlar1 sodyum sabunlarina gore suda ¢oziiniirliigii daha
fazladir. Uzun zincirli yag asitlerinin kalsiyum tuzlari ise motor yaglarinda
kullanilmaktadir. Kursunun doymamis yag asitleri ile yapmis oldugu tuzlar eter ve
alkolde ¢oziindiigli i¢in, karisimda bulunan doymus ve doymamis yag asitleri bu

yolla birbirlerinden ayrilabilmektedir.
2.2.3. Yag Asitlerinin Reaksiyonlari

2.2.3.1. Esterifikasyon

Yag asitlerinin hidroksil kaynaklariyla genellikle gliserollerle yapmis oldugu
reaksiyondur. Gliserollerle yapilan reaksiyon sonunda mono, di, triagil gliseroller
elde edilmektedir.

Yu-Chih Yeh ve Erdogan Gulari, kopik reaktéri igerisinde laurik asit-
gliserolun esterifikasyon reaksiyonunu Rhizomucor miehei lipazinin katalizlemesi
sonucunda elde etmislerdir. Kabul edilebilen en giizel sonuca %50 gibi yiiksek su
orani igeren ortam kullanarak elde etmislerdir. Monolaurin ve dilaurin %80 gibi
verimle olusturulmustur. pH ve iyonik etkiler arayizey mekanizmasinin
anlagilmasina, laurik asit ve gliserol oranlar1 ise sadece reaksiyon hizinda bir
degisiklige sebep olmustur. Reaksiyon baslamadan 6nce belli miktarda gliserol ve
yag asidi birbirleriyle homojen olarak karistirilmig ve daha sonra koplk reaktortin
icerisine gonderilerek hava ve su ara ylzeyinde lipazla reaksiyon vererek
esterifikasyon drinleri elde edilmistir [Yeh and Gulari, 1998].

Kimyasal metot ile; Yag asitleri, katalizor varliginda alkollerle esterifikasyon

reaksiyonu vermektedirler (Sekil 2.11) [Foster et al., 2010].
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Sekil 2.11: Asidik ortamdaki esterifikasyon reaksiyonu.

J.M. Marchetti ve A.F. Errazu, farkli yag asit sayisina sahip atik yaglari
katalizor varliginda, yag asitlerini esterifikasyon reaksiyonu ile, yaglar1 ise
transesterifikasyon reaksiyonu ile biyodizele ¢evirmislerdir. Alkol olarak geleneksel
olarak kullanilan metanol yerine toksik olmayan etanol kullanmiglardir. Siilfiirik asit
katalizorliigiinde yapilan bu reaksiyonlarin verimi transesterifikasyonda oldugu gibi
esterifikasyon reaksiyonunda da etkili sonuglar elde edilmistir. Esterfikasyon
sirasinda biyodizele gevirilen yag asidi miktarlar1 fenolftalein indikatori varliginda
baz ile titrasyonla belirlenmistir. Bu ¢alismada transesterifkasyon reaksiyonu igin
sartlar, sicaklik: 45°C, alkol:yag orani 6:1, katalizoér %2.2, triagilgliserollerin %30’
unun tamamen biyodizele ¢evrilmesi igin gerekli olan siire 4 saat olarak bulunmustur
[Marchetti and Errazu, 2008].

2.2.3.2. Deterjan Olusumu

Deterjanlar, yag asitlerinin yiiksek karbon sayisina sahip alkollerinin siilfiirik
asit esterlerinin metal tuzlaridir. Yag asitleri ilk 6nce 320°C” de ve 200 atm basing
altinda hidrojen ile tepkimeye sokularak yiiksek karbon sayisina sahip alkollere
indirgenir (Sekil 2.12). Elde edilen yiiksek alkoller sulfurik asitle tepkimeye
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sokularak sulfurik asit esterleri elde edilmektedir. Bu elde edilen esterlerin sodyum
tuzlarmin iyi temizleyicilik 6zellikleri bulunmaktadir. Ayrica deterjanlarin kalsiyum
ve magnezyum ile olusturduklari tuzlar1 suda ¢oziindiigi icin sert sular iginde
kullanim1 uygundur. Ayrica deterjanlar, stlflrik asit esterleri olduklarindan dolay1

asit ortamlarinda par¢calanmazlar. Sabunlara nazaran daha ¢ok temizleyici 6zellikleri

bulunmaktadir.
Hz
R——COOH + 2ZH, — » R—C —OH +  HO
Yag asidi Uzun karbon zincirli alkol

Ha Ho
R—GCg—oOH + H:804 ———™ R—Cc—0—504H + HZO

Uzun karbon zincirli alkol Siilfiirik asit esteri

Sekil 2.12: Deterjan olusumu.
2.2.3.3. Hidrojenlenme
Doymamis yag asitlerinin yapisinda bulunan etilen bagi kolaylikla H’ le

doyurulabilmektedir. Yapida bulunan cifte baglarin bulundugu bdlgeye H’ ler
katilarak doymus yag asidi elde edilir (Sekil 2.13.).

CH;(CH,);CH=CH(CH,);COOH + H, — =  CH3(CHy)COOH

oleik asit stearik asit

Sekil 2.13: Oleik asidin hidrojenlenmesi.

2.2.3.4. Oksitlenme

Doymamis yag asitlerinin ¢ifte baglarinin oksitlenmesi olayidir. Doymamis
yag asitlerinin Ornegin oleik aside oksitleyici olarak potasyum permanganat
kullanildiginda diisiik sicaklikta ¢ifte baga iki tane OH grubu eklenerek dihidroksi
stearik asit elde edilmektedir. Oksidasyon ilerler ve 1s1 30°C’nin iizerine cikarilirsa
molekil ikiye ayrilir azelaik asit ve pelargonik asit elde edilmektedir. Doymamis yag
asitlerinin ¢ifte baglari i¢in ozon ile yiikseltgenmesi miimkiin olup, ¢ifte baga ozon

eklenmesi ile ozonoid adi verilen tiirevler ele ge¢cmektedir. Yine oleik asidin
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oksitlenmesi ile oleik asit azonid elde edilmektedir. Ozonoid indirgen kosullarda su
alarak hidrolize olur ve ¢ifte bagin bulundugi yerlerden parcalanarak iki aldehit
molekiilii olusturmaktadir. Ozonoidler indirgen kosullarda degilde oksidan

kosullarda hidrolize edilirse iki asit molekiiliine pargalanmaktadirlar (Sekil 2.14).

KMnO,
CH3(CH;);CH=CH(CH;);COOH ——® HOOC(CH,};COOH + CH{CH,;);COOH
Oleik asit azelaik asit pelargonik asit
&zon
H H
HOOC(CH,);C=0 + CH3(CH)C=0
azelaik semialdehit pelargonik aldehit

Sekil 2.14: Oleik asidin oksitlenmesi.

2.2.3.5. Halojenleme

Doymamis yag asitlerinin yapisinda yer alan etilen baginin flor, klor, brom,
iyot gibi halojenlerden herhangi biriyle doyurulmasidir. Oleik asit brom ile
doyuruldugunda dibromostearik asit elde edilir (Sekil 2.15). Eger doymamis yag
asitleri iyot ile doyurulmus ise yag asidinin adsorbe ettigi iyot miktar1 dlciilerek cifte

bagi sayist yani doymamisglik derecesi ol¢iilebilir [Asi, 1996].

Bl‘z
CHy(CH,)};CH=CH(CH,};COOH ——» CHA{CHZ)?TH'TH(CHZ)?CODH

) ) Br Br
oleik asit dibromostearik asit

Sekil 2.15: Oleik asidin bromlanmasi.

2.2.4. Yag Asitlerinin Kullamim Alanlar

Yag asitleri ilag, petrokimya, polimer, boya, vernik, gida, yag, sabun, deterjan,
kozmetik alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar.

Yag asitleri lizerinde bulunan cifte baglar ve reaktif gruplar1 sayesinde

polimerlesmeye katilabilmektedir. Uzun karbon zincileri sayesinde katildigi polimere

esneklik saglamaktadirlar. Marina ve arkadaslart biyolojik olarak bozunabilir
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polimerlerde esnekligi, diisilk erime noktasi, hidrofobisite ve biikiilebilirligi
saglamasi i¢in yag asidini kullanmiglardir. Yag asitleri, polimerik yapilarin dogal
olarak bozunabilir ve cevreye dost bir materyal olmasini saglamaktadir. Yag asitleri
uzerinde bulunan karboksilik asit fonksiyonel grubundan yararlanmak icin polimer
zincirine monomerler ile baglanmaktadir. Cogu yag asitleri tek fonksiyonel
yapilarindan dolay1 polimerlesmeyi durdurucu etkileri bulunmaktadir. Bu yilizden iki
fonksiyonel grubu bulunan yag asitleri ile polimerlesmeyi gergeklestirmek
gerekmektedir. Son yillarda bu polimerizasyona uygun rikinoleik asit ve Kastor yagi
bazli polianhidratlar ve ko-poliesterler ortaya ¢ikmustir.

Biyomedikal uygulamalarda kullanilan herhangibir polimerin medikal
uygulama icin uygun 6zelliklere sahip olmas1 gerekmektedir. Polimer ilacin viicuda
salmimi i¢in gereken hidrofobisiteye, ¢Oziiniirliige, uygun fiziksel 6zellige sahip
olmalidir. Yag asidi bazli polimerler medikal uygulamalar i¢in gerekli olan
Ozellikleri tasiyan polimerlerdir. Yag asidi i¢eren polimerler, geciken bozunma ve
icerisine hapsedilmis kimyasallarin salinimin1 geciktirme 6zelliklerinden dolayi ilag
endiistrisinde kullanimlart miimkiin olmaktadir [Sokolsky et al., 2008].

Boyalar, igerisinde farkli komponent karigimlarint bulundurmaktadirlar.
Linseed ve soya gibi bitkisel yaglardan elde edilen yagli boya siradan boyanin
icerisindeki materyalleri olusturabilmektedir. Alkilid boyada, alkilid recine olarak
isimlendirilen sentetik re¢ine bagli bulunmaktadir. Genellikle boyalarda baglayicilar,
organik solventler, su, renk pigmentleri ve az miktarda bazi kimyasal maddeler
bulunmaktadir. Genellikle alkilidler poliesterlerin yag yada yag asitleri ile modifiye
halleriyle karsimiza ¢ikmaktadir [Bouwman, 2005]. Alkilid regineler o6zellikle
dekoratif uygulamalar igin olduk¢a yaygm olarak kullanilmaktadirlar. Alkilid
recineler yag asitleri ile fitalik asit anhidritlerin kondenzasyonu ile olugsmaktadir.
Alkilid reginelerin boyalarda tercih edilmesinin sebepleri ise; ucuz olmasi, kolay
uretilmesi, reginelerin ¢ok ucuz olan ¢oziiciilerde yiiksek ¢oziiniirliik saglamasidir.
Alkilid regineler, dekoratif boyalarda kullanimlar1 disinda firin boyalarinda,
miirekkeplerde, makine parcalar1 temizlenmesinde, mobilyalarin mat ve yar1 mat
olarak verniklenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir [Aghaie et al., 2011].

Megahed, siikroz ve degisik tipte yag asitlerini kullanarak siikroz yag asidi
esterleri elde etmis ve bunlari gidalarda emalsulfiyer olarak kullanmigtir. Bunlarin
yiizey aktivitesini ve buna bagli olarak emiilsiiyon 6zelliklerini incelemistir. Laurik ,

palmitik ve oleik asitler sirasiyla %86.5, %87.3, %88.6 gibi emiilsiyon

15



verimliliklerini  gostermislerdir.  Olusan {irtinler  hidrofil-lipofil ~ dengesiyle
degerlendirilmistir. Bu g¢aligmanin yapilmasinin bir diger nedeni ise geleneksel
metotlarda elde edilen emiilsiilfiyerler insan saglig1 agisindan zararlari daha fazla
olmasindan dolay1 tercih edilmistir. Genel olarak, yag asitlerinin siikroz esterleri
(olestra) polialkol tiirevlerinden daha giivenlidir. Ayrica siikroz esterlerinin fizyolojik
ozellikleri essiz olup zehirsiz, kokusuz ve tatsiz haldedir. Ayrica siikroz esterleri gida
olarak tiketildiginde, normal gida formuna hidrolize edilirler. Bu emiilsiilfiyerler
genel olarak c¢ikolata, ekmek, pasta, mayonez yapiminda yaygmn olarak
kullanilmaktadir [Megahed, 1999].

2.3. Enzimler

Enzimler, biyolojik katalizorlerdir. Kimyasal katalizorlere gore bazi iistiin
yonleri vardir. Enzimatik reaksiyonlar diisiik sicakliklarda gergeklestirildiginden
dolay1 kimyasal reaksiyonlara gore daha temiz {iriin eldesi miimkiindiir. Kimyasal
katalizorlerle eldesi miimkiin olmayan bazi spesifik iiriinler de enzim kullanilarak
sentezlenebilmektedir. Endiistride sik¢a kullanilan enzimler ve uygulama alanlari

Tablo 2.3.” de gosterilmistir.

Tablo 2.3: EndUstriyel enzimler ve kullanim alanlari.

Enzim Kullanim Alanlar
: Deterjan, gida prosesleri (nisasta prosesleri, ekmek
a-amilaz . :
yapiminda) tekstil , mayalama, hayvan yemi.
Selulaz Deterjan, alkol, tekstil.
Ksilinaz Kagit, hayvan yemi, ekmek yapimi, nisasta prosesi.
Proteaz Deterjan, hayvan yemi, et.
Papain Ilag, gida, deri, tekstil, mayalama.

Glukoamilaz | Nisasta prosesleri, meyve suyu, alkol ve ekmek yapimi.

B glukonaz Alkol, mayalama.

Lipaz Yag, biyodizel, deterjan, emiilsiilfiyer.

16



2.3.1. Enzim Aktivitesi Uzerine Etki Eden Faktérler

Enzim aktivitesini belirlemek i¢in ortamin ve kullanilan degiskenlerin optimize
edilmesi gerekmektedir. Bazi durumlarda enzim aktivitesini istenildigi gibi
gostermezken bazi durumlarda ise beklenen reaksiyonlar1 kolaylikla géstermektedir.
Enzimin aktivitesine etki eden faktorler, substrat konsantrasyonu, pH, iyonik siddet,

tuzlar ve sicakliktir.

2.3.1.1. pH

Enzim aktiviteleri pH’ a baglidir. Clinkii reaksiyonlarin gerceklesmesi igin
aktif gruplarin belirli yiiklere sahip olmasi gerekmektedir. pH’ a bagimli olarak bu
yiikler degigsmektedir. Dolayisiyla bunlarin maksimum aktivite gosterdigi pH araligi
vardir. Bu pH’ larin {izerinde ve altinda (kararlilik araliginda) enzimin ticboyutlu
yapist degismemesine ragmen aktif bolgenin istenilen yiikte olmamasindan dolayi

enzim aktivitesinde azalmalar olmaktadir.

2.3.1.2. Sicakhik

Sicaklik, enzimatik reaksiyonlarda O6nemli bir parametredir. Her enzimin
aktivitesini en 1yi gosterdigi sicaklik araligi vardir. Bu sicakligin altinda yada
Uzerinde istenilen aktiviteyi gostermezler. Yiiksek sicaklikta aktivitesinin diigmesinin
en onemli sebeplerinden birisi enzimin {i¢ boyutlu yapisinin doniisiimsiiz olarak
bozulmasindan dolayidir. Diisiik sicakliklarda ise enzimin hareket kabiliyetinin
diigsmesi ve aktivite gostermesi i¢in uygun konformasyona gelmesi zaman aldigindan

dolay1 aktivitesinde diisiisler gozlenmektedir.
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2.3.1.3. Tuz ve iyonik Siddet

Bazi enzimler aktivitelerini reaksiyon ortamina eklenen degisik tuzlar ile
arttirabilmekte yada azaltabilmektedir . 0,5 M tuz konsantrasyonlarinin Uzerinde
¢ogu enzimler inhibe olmaktadir. Fakat bazi enzimler farkli tuzlar sayesinde

aktivitelerini arttirmaktadir [Scopes, 2001].
2.3.2. Lipazlar

Lipazlar agil gliserollerin hidrolizi i¢in sorumlulugu en yiiksek olan hidrolaz
smifindadir.  Sistematik kisa adi ise EC 3.1.1.3° diir. Dogada yaglarin
(triagilgliserollerin) biyolojik doniisiimleri igin yaygin olarak kullanilirlar. Ayrica
lipazlarin biyolojik ©nemi, biyoteknolojide kullanimi i¢in biiyiik bir potansiyel
olmasini saglamaktadir. Lipazlar esterazlardan ayirt eden 6zelligi sulu ve organik faz
arasinda essiz bir gorevi bulunmasidir. Lipazin bu durumu lipid ve su arasindaki
katalatik aktivite kisitlamalaridan etkilenmeyip ara yilzey aktivitesi gdstermesidir
[Vakhlu and Kour, 2006]. Lipazlar hidroliz, interesterifikasyon, alkoliz, asidoliz,
esterifikasyon ve aminoliz gibi genis reaksiyon araliginda aktivite gdostermektedir.
Triacil gliserollerin ester baglarini hidroliz eder ve serbest yag asitlerinin ortama
verilmesini saglamaktadirlar [Sheldon, 1993].

Lipazlar biyoteknolojik uygulamalar icin biyokatalizorlerin en énemli grubunu
olusturmaktadir. Lipazlar, bitkiler, hayvanlar, bakteriler, mantarlar ve mayalarin
cogu tiirlerinden izole edilmektedirler. Mikroorganizmalardan elde edilen enzimler,
stit, gida, deterjan, tekstil, ilag, kozmetik ve biyodizel gibi ¢esitli endiistrilerde
kullanilmaktadir. Bu ylzden ginimizde mikrobiyal lipazlarin arastirtlmasi ok
blyuk ticari 6neme sahiptir. Lipazlar ev ve endiistriyel ¢amasirlarin yikanmasi ayrica
bulasiklar i¢in deterjana katilarak yaglarin giderilmesi, tikali olan tikanmis borularin
acilmasi igin kullanilmaktadir. Lipazin temizleme giicii, deterjanlarla beraber daha
Iyi bir etkiye sahip olmaktadir. Ayrica proteaz, amilaz, seliilazin deterjanlara
eklenmesi ile temizleme giigleri arttirilabilmektedir [Hasan et al., 2010].

Lipazlar son yillarda modern gida endiistrisinin ayrilmaz bir parcasi haline
gelmistir. Bitkisel fermantasyon, firmnlanmis gidalar, meyve sular1 gibi genis 6lcekte

tirlinlerin hazirlanmasinda, deri endistrisinde post ve deri yikama proseslerinde,
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aktive edilmis ¢amurun ve diger aerobik atik iriinlerinin list kismindaki oksijen
transeferine engel olan ince tabakanin yok edilmesi i¢in kullanilmaktadirlar [Vakhlu
and Kour, 2006]. Lipazlar gergeklestirdikleri reaksiyonlarin 6zelliklerine gére ii¢ ana

gruba ayrilirlar.

2.3.2.1. Substrat Segciciligi

Lipaz icin dogal substratlar gliserol esterleridir. Lipazlar triacilgliserollerin
hidrolizini  katalizleyebilirken aym1 zamanda mono, diagilgliserolleri ve

fosfolipidleride hidrolize edebilmektedir.

2.3.2.2. Bolgesel Secicilik

2.3.2.2.1. Secici Olmayan Lipazlar

Triagilgliserollerin tamamini yag asitleri ve gliserollere karisik olarak hidrolize

eden lipazlardir. Mono ve diagilgliseroller ara iiriinleridir.

2.3.2.2.2. 1,3 Spesifik Lipazlar

Sadece triagil gliseroliin C1 ve C3 gliserol bagini hidrolize eder ve ortamda
yag asitleri, 2-monoagilgliseroller ve 1,2-diagilgliserol yada 2,3-diacil gliserol
olusmaktadir. Son iki iirlin kararsiz bir yapida oldugu i¢in acil gruplarmin gé¢cmesi

sonucu 1,3 diagilgliserol ve 1 yada 3 monoagcilgliserol elde edilmektedir (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16: Farkli lipazlar tarafindan katalizlenen hidroliz reaksiyonlari.

2.3.2.2.3. Spesifik yada Secici Tip Yag Asitleri

Lipazlar belli tip yag asitlerine spesifik olup onlarla reaksiyon vermektedirler.
Bu lipazlar, triacil gliserollerin herhangibir pozisyonunda hidrolizleme reaksiyonu ile

iirlin olusturmaktadirlar.

2.3.2.2.4. Enantiyosecicilik

Bazi enzimlerin rasemik karigimlardaki enantiyomerleri ayirt etme 6zellikleri
bulunmaktadir. Ornegin spartinin R izomerinin tad1 sekerlidir. S izomerinin ise
acidir. Lipazlarin enantiyosegicilikleri substrat  ve esterlerin konumuna gore
cesitlendirilebilir.

Her lipazin kendine has 6zellikleri olup genel olarak yag ve benzeri maddeleri

hidrolizlemede yada olusturmada kullanilmaktadir [Barros et al., 2010].

20



2.3.2.3. Thermomyces Lanuginosa Lipaz

Spesifik ve kompleks kimyasallarin gelistirilmesi modern endistrinin
vazgecilmez hedeflerinden birisidir. Cogu enzimler arasinda lipazlar daha fazla
Ooneme sahiptirler. Ayrica lipazlar farkli substratlar1 tanimasi ve spesifik
Ozelliklerinden genis bir alana sahiptir. Bu 6zelliklerinden dolay1 lipazlar ¢ok farkli
reaksiyonlar icin katalizor olarak 6zellikle ila¢c endustrisinde, enerji sektdriinde
(biyodizel) ve gida endiistrisinde kullanilabilmektedirler.

Lipazlarin homojen olan ortamda genel 6zellikleri ayni1 olup, aktif bdlgenin
tizerinde bulunan kapakciklar: bulunmaktadir. Ornegin Candida antartica lipaz B’ 1n
kapakcigi kiiglik, Bacillus thermocatenulatus lipazinin kapagi oldukg¢a biiyiiktiir.
Herhangi bir hidrofobik arayiizey durumunda, érnegin yag damlasi ya da hidrofobik
maddeler ile kapakcigin hareketi s6z konusu olup hidrofobik olan reziidiiler lipazin
aktif bolgesine yakin bulunmasi aktivitenin belirlenmesinde etkili olmaktadir.
Boylece lipaz kolaylikla bu hidrofobik maddeleri aktif bolgelerinde reaksiyona
maruz birakabilir. Bu mekanizma genellikle lipazin ara yiizey aktivasyonu olarak
bilinmektedir. Lipazlar poroz desteklere immobilize edildiklerinde aktivitelerinde
diisme gozlenebilmektedir. Lipazin aktif bolgesinin hareketliligi i¢in ortamdaki en
ufak degisiklik enzimin reaksiyon egilimini bozabilmektedir.

TLL , 269 aminoasit igeren tek zincirli bir proteindir. Molekiiler agirligi 31700
g/mol ve izoelektrik noktas1 pH 4,4’ tiir. Merkezinde 8’li kivrimlar bulunmakta ve
agirlikl olarak B-sheet ile a-heliks yapist yer almaktadir. Enzim {izerindeki kapakcik
aktif bolgeyi 86-93 sayili aminoasit rezidiileri tarafindan koruyan loop bdlgesinde
yeralmaktadir (Sekil 2.17) [Jha et al., 1999]. X-ray kristalografik caligmalarla bu
kapakcigin hareketli oldugu gozlenmistir. Aktif bolge tum lipazlar gibi serin (Ser),
histidin ~ (His), aspartik asit (Asp) reziidilleri iizerinden reaksiyonlari
katalizlemektedir. TLL’nin dort triptofan (Trp) reziidiileri arasindan bir tanesi
(Trp89) kapacikta yeralmaktadir. Trp89 {izerine yapilan mutasyonla hidroliz
reaksiyonu igin Trp89’ un ne kadar 6nemli oldugu tespit edilmistir [Berg et al.,
1998]. Ayrica kapakcigin etrafinda katyonik rezidiiler tarafindan kontrol edildigi
tespit edilmistir. S146A mutasyonu gostermistir ki Serin reziidiisii ayrica

stabilizasyonu saglamakta gorevlidir [Peters et al., 1998]. TLL 55-60°C” de oldukca
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stabil ve aktivitesini korumakta [Fernandes et al., 2004], maksimum aktivitesini ise
pH 9’ da gostermektedir [Rodrigues et al., 2009].

Enzim ortamimna eklenen bazi kimyasallarin TLL’ in 6zelliklerine etkisi
bulunmaktadir. Ornegin betain termal stabiliteyi arttirmaktadir. Deterjanlar ise TLL
birbirinden ayrilmasina ve bdylece stabilitenin diismesine fakat aktivitesinin
artmasina sebep olmaktadirlar. Diger bir taraftan deterjanlar lipazin agik formunu
stabilize edebilirler. Her iki durum uygun konsantrasyonda deterjanin TLL
aktivitesindeki artisina etkisini aciklamaktadir. Yani deterjanlar uygun olarak
kullanildiginda enzim aktivitesi lizerine dnemli etkileri bulunmaktadir [S6derlund et
al., 2002].
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Sekil 2.17: TLL iizerinde bulunan kapakcigin agik ve kapali formlari.

TLL oldukga kararli bir enzimdir. Ticari uygulamalarinda immobilizasyonla
cok noktadan kovalent olarak baglanarak daha stabil hale getirilebilmektedir.
Enzimin ¢ok noktadan kovalent olarak immobilize edilmesi enzimi tam anlamiyla
rijit yapmakta bu etkiden dolayr enzime etki edecek kimysallarin etkinligi
azalmaktadir [Mateo et al., 2007]. Kovalent immobilizasyon genellikle enzim
tizerindeki primer amin gruplariyla gergeklestirilmektedir. TLL Uzerinde sadece yedi
adet lizin (lys) grubu bulundurmasindan dolay1r immobilizasyon ic¢in yogun g¢ok
noktali kovalent baglanti yapmak olduk¢a zordur [Derewende et al., 1994].
Karboksilik asit gruplarinin karbodiimid ile aktivasyonundan sonra etilendiamin ile
muamele edilir ve bdylece primer amino gruplarmin sayist arttirilmis olur. Sekil
2.18’ de aminlenmis ve aminlenmemis enzimi gosterip aminlenen enzimin ¢ok
noktali kovalent baglantiya olduk¢a yatkin oldugu goriilmektedir [Rodrigues et al.,
2009].
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Sekil 2.18: Lys, Asp, Glu reziidiilerinin dort farkli TLL yilizeyinde goriiniitiisti
gosterilemektedir.Ayrica Lys gri ile gosterilmis olup,Asp ve Glu reziidiileri siyah ile
gosterilmistir. a) Aktif bdlgenin 6n yizden gorintdsi. b) Birinci yizeyin 90°
donddrdldiikten sonra. ¢) Birinci yuzeyin 180° dondurildikten sonra. d)Birinci
ylzeyin 270° donduriilmesi ile elde edilen TLL resimleri.

TLL’ nin immobilizasyonu igin diger bir strateji ise lipazin alisiimamig
katalatik mekanizmasimin farkli hidrofobik desteklere arayilizey aktivasyonu ile
adsorblanmasinin  kullanilmasindir (Sekil 2.19). Bu yolla, immobilize edilmis

enzimin acik konformasyonu stabilize edilmis olur.
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Sekil 2.19: Araylizey aktivasyonu ile hidrofobik ylzeye enzim immobilizasyonu.

TLL immobilizasyonunda hidrofobik yizeylerin &zelliklerine gdére enzim
davranig gostermektedir. TLL> nin hidrofobik yizeylere immobilizasyonu ile
enzimin agik formu korunmaktadir. Yiksek hidrofobisiteye sahip maddeler aktif
bolge etrafinda ise hidrofilik subsratlara kars1 diisiik aktivite gosterirken, hidrofobik
substratlara kars1 da ¢ok ylksek aktivite gostermektedir [Duinhoven et al., 1995].
Immobilizasyonda bir ¢ok hidrofobik destekler kullanilirken bunun yaninda capraz
bagl enzim agregatlart (CLEAs) kullanilmaktadir (Sekil 2.20). Bu immobilizasyon
tekniginin avantaji, herhangibir destek materyaline gerek olmadan enzimlerin
¢oktiirilmesi ve bunlarin birbirlerine ¢apraz bag yapicilarla (glutaraldehit) kovalent
bag yapilmasiyla elde edilmesidir [Cao et al., 2000]. ilk énce TLL SDS varliginda
(NH4)SO4 ile ¢oktiiriiliir ve glutaraldehit ile capraz baglanarak normal enzimin
hidrolitik aktivitesinden 3 kat fazla aktiviteli enzim elde edilir [Cao et al., 2003].

(oktirme Kimyasal
gapraz
o o O sartlaninda baglayici
00
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= . Bira_ra]ra gelmig Capraz
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enzimler

Sekil 2.20: Capraz bagl enzim ¢okeltlerinin olusturulmas.

Immobilizasyonda kullanilan polimerler bazi kosullarda ¢dziinebilir formda
olurken diger kosullarda ise ¢oOziinmez hale gelebilir. Eupergit (E) S100 ve

karboksimetil seliiloz (CMC) suda ¢6zunebilen polimerlerdir. TLL Eupergit izerine
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baglandiginda suda doniisiimlii ¢oziiniirliigii vardir. pH 5’ in altinda suda ¢éziinmez
olurken pH 5,5 Gzerinde suda ¢ozlnur hale gelmektedir. Bu yiizden CMC-Lipaz’ da
doniisimli ¢oktiiriilebilmektedir. E-lipaz suda ¢6zinmeyen subsratlar icin spesifik
aktivitede artig gozlenirken, CMC-lipaz da ise suda ¢oziinen substratlar varliginda
aktivitede artiglar gozlenmektedir. E-TLL serbest TLL’ ye gore 4 kat daha fazla
hidrolitik aktivite gosterirken, CMC-Lipaz serbest lipaza gore 4 kattan daha fazla
hidrolitik aktivite gdstermektedir [Charusheela and Arvind, 2002].

TLL’ nin yuksek aktiviteli ve stabil yapisi endiistriyel anlamda g¢ok fazla
reaksiyonda kullanimina olanak saglamaktadir. Su ve organik c¢ozlct bulunan iki
fazli ortamlarda enzim tarafindan gergeklestirilen bircok reaksiyon bulunmaktadir.
Ornegin, TLL yiksek polaritelere sahip iyonik sivilarda uygun sicaklikta oldukga
etkilidir. Bu ¢ozeltilerin ugucu olmayan, yanmayan o6zelliklerinden dolay1 geleneksel
organik solventlere alternatif olarak ilgi ¢eken ortamlar olusturmaktadirlar. Iyonik
stvilar yiiksek kaynama noktalarina sahiptirler [Yang and Pan, 2005]. Ayrica TLL su
ve iyonik sivi mikroemiilsiyon ortaminda da kullanilmaktadir. Su ve iyonik sivi
ortami noniyonik yilizey aktif madde (Tween 20, Triton X-100) ile lipaz katalizli
esterifikasyon reaksiyonunda kullanilmaktadir. Enzimin katalatik davranisi en ¢ok
yiizey aktif maddenin konsantrasyonuna ve su miktarina baglidir. Ayrica TLL nin
kritik basing ve kritik sicakliktan yiiksek degerlerde yani superkritik sivilarda da
kullanim1 bulunmaktadir. Sicaklik ve basincin fonksiyonu istenilen yogunlukta ve
¢ozlcu gucinde superkritik ortam ve bu ortamlarin normal ortamlara nazaran etkin
¢Ozlnirligii sayesinde TLL hidroliz reaksiyonlarinda, kakao yaginin sentezi, saf
kimyasallarin veya farkli kimyasallarin sentezi gibi reaksiyonlarda olduk¢a yaygin

olarak kullanildigi gériilmektedir [Kamat et al., 1995].

2.3.2.3.1. Yaglarm Hidrolizi

TLL farkli yapidaki yaglarin hidrolizi ile yag asidi elde etmek igin
kullanilmaktadir. Bu enzim C1 ve C3 konumlart igin spesifik olup hidroliz
reaksiyonunda C2 pozisyonunda kalan ester de acil goc¢l ile 1 pozisyonuna gog
etmektedir (Sekil 2.21) [Chew et al., 2008].
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Sekil 2.21: TLL tarafindan yapilan yag hidrolizi ve agil gogU.

Ayrica bir¢ok c¢alismada enzim aktivitesini arttirmak i¢in farkli galismalar
bulunmaktadir. Ornegin, 1-monoolein veya 1,2 diolein monomolekiiler filmlerin
hidrolizi B-siklodekstrin varhiginda aktiviteleri Ol¢iilmustiir.  B-siklodekstrin
varhiginda hidrolitik proses ivme kazanmis bdylece reaksiyon hizi artmustir. Ornegin
aycicek yaginin ve soya lesitininin hidrolizi 60°C’ de ve heptan-tampon ¢ozeltisi (pH
7) ikili faz sisteminde test edilmistir. Aycicek yaginin Lipozyme TL IM ile hidroliz
reaksiyonunda %385,3” liik yag asidi ¢evirimi olurken, lesitin ile %100’ liik bir

dontisiim gergeklesmektedir [Fernandez, 2010].
2.4. Enzim immobilizasyonu

Enzimler, son zamanlarda gida, ilag, kimyasal iiretimi endiistrilerinde yaygin
olarak kullanilmaktadirlar [Klaus et al., 2005]. Gegtigimiz iki yar1 yiizyilldan beri
cesitli uygulamalar i¢in immobilize enzimlerin gelistirilmesiyle ilgili ¢ok fazla
¢alismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda serbest olan enzimden ziyade immobilize
olan enzim kullamilmasi acik sekilde yararli oldugu goriilmiistiir. Immobilize
enzimler prosesin kontrolii ve etkili tekrar kullanimi sayesinde {iriin masrafinda

diisiis saglanmaktadir [Cao, 2006].
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2.4.1. Enzim Immobilizasyon Metotlar1

2.4.1.1. Kovalent Olmayan immobilizasyon

Immobilize enzimler uzun &miirleri ve tekrar kullanilabilme olanaklariyla
serbest enzimlerden daha kullanisli oldugu bilinmektedir. Ayrica reaksiyon hizi,
baslatilmasi1 ve sonlandirilmasi kontrol edilebilmektedir. Saflastirma masraflarini,
enzim substrat arasindaki kontaminasyonu engellemeye yardimci olarak
diisiirmektedir. immobilize enzim i¢in kullanilan birgok metot vardir. Yaygin olarak
tic tanesi kullanilmaktadir. Adsorpsiyon, hapsetme, ¢apraz bagl yada kovalent bagl
sistemlerdir (Sekil 2.22).

/i'

Enzim

o

Polimer

S
Kovalent
) bag
S
Matriks Matriks
A B C

Sekil 2.22: A) fiziksel adsorpsiyon, B) hapsetme, C) kovalent baglanma.

Immobilizasyon metodu ne olursa olsun, enzim immobilizasyonu sirasinda
immobilizasyon ortaminda bulunan ¢oziicliide ¢ozlinmesi gerekmektedir. Genellikle

bu ortamlarda su kullanilmaktadir.

2.4.1.1.1. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon metodu ile enzimler genellikle polimerlerden olusan destek
materyallerine fiziksel olarak adsorbe olmaktadirlar. Bu yontemde enzim ¢ozicu
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ortaminda fiziksel adsorpsiyondan sonra yikanip kurutularak c¢ok basit olan bu
immobilizasyon islemi tamamlanmaktadir. Bu metotla elde edilen immobilize
enzimin tekrar kullanimi, substratin kontaminasyonuyla enzim matriksten

ayrildigindan dolayr miimkiin olmamaktadir [Spahn and Minteer, 2008].
2.4.1.1.2. Iyonik Baglanma

Iyonik baglanma prensibi kromotografide oldugu gibi protein ligand
etkilesimleri temeline dayanmaktadir. Ornek olarak en basiti kromotografide
proteinin geridoniisiimlii olarak iyon degistiricilere baglanmasini sdyleyebiliriz. Bu
metot basittir ve doniisiimliidiir. Hem giiglii baglanma sartlarin1 hemde bu sartlarda

enzimin tamamen aktif oldugu durumu bulmak oldukga gugtdr.
2.4.1.1.3. Hidrofobik Etkilesim

Bu immobilizasyon metodu kimyasal bag icermez, tamamen entropi ile
aciklanmaktadir ve pH, sicaklik, tuz konsantrasyonlar1 gibi degiskenlere baglimh
olarak gergeklestirilmektedir. Etkilesim kuvveti kullanilan adsorbent ve proteinin
hidrofobisitelerine baghidir. Hidrofobik adsorbent hidrofobik ligantlarla modifiye

edilerek immobilizasyonda kullanilabilmektedir.
2.4.1.1.4. Afinite ile Baglanma

Enzimin ilgi duydugu ligantlarin adsorbente baglanmasi ile elde edilen

immobilizasyon ¢esididir. Fakat bu metot oldukca pahalidir.
2.4.1.2. Kovalent immobilizasyon

Bu metotda enzim matrikse kovalent olarak olarak baglanmaktadir. Bu
immobilizasyon metodu kovalent, capraz baglanma, hapsetme, kapsilleme olarak
siiflandirilabilir (Sekil 2.23).

28



—(E(

*  Kovalent

¢
** Hapsetme( bead ve fiber) (E(
L' -

“* Mikrokapsiilleme (E( @ ":3
(& (@
< Gapraz baglanma (E( (&7
a G“
(E(

Sekil 2.23: Enzimin matrikse kovalent immobilizasyonu.

Kovalent olarak enzimin matrikse baglanmasi istenilen sonuglar1 vermesine
ragmen aktivitelerinde diislis gozlenmektedir. Bunu onlemek igin immobilizasyon
ortammna substrat eklenip enzim aktif bolgesi korunarak immobilizasyon
yapildiginda enzim aktivitesinde 6nemli dlciide artis oldugu gozlenmektedir. Boylece
immobilizasyon matriksi aktif bolgedeki fonksiyonel gruplar yerine enzimin diger
bolgelerinde bulunan fonksiyonel gruplar ile kovalent bag yapmasi saglanir [Guisan,
2006]. Ayrica kovalent olarak aktif bolgesi korunmus enzimi matrikse baglayip
aktivitesini 6lgmek beklenilen sonuglar1 veremeyebilir. Kovalent olarak baglanan
enzimin hareket kabiliyeti azaldigindan dolay1 enzim aktivitesinde bir miktar diisiis
go6zlenebilmektedir.

Hapsetme metodu, kafes yapisinda materyali bulunan yada polimer memranlar
arasina immobilize olmus enzimin bulundugu sistemleri ifade etmektedir. Bu
immobilizasyon metodu aslinda enzimlerin kati matrikslerin gézenekleri veya lifleri
arasina hapsedilmesi esasmna dayanmaktadir. Kati matriks olarak kullanilan
malzemeler gozenekli yapiya sahip Ca-Alginat, hallow fiberler, hidrofilik yada
hidrofobik membranlar, N-N’ metilen bisakrilamid ile ¢apraz baglanmis
poliakrilamidlerdir [Chang, 1998].
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2.4.1.2.1. Kafes Tipi

Kalsiyum-Alginat Ile Immobilizasyon: Algin yada alginik asit olarak da
adlandirilan alginat kahverengi deniz yosunlarmin hiicre duvarlarindan elde edilen
anyonik bir polisakkarittir. Bu polisakkarit p-D-manuronat, o-L-guluronat

monomerlerinden olusmaktadir (Sekil 2.24).

- 4'm

Sekil 2.24: m) Guluronik asit, n) manuronik asit
birimlerinden olusan alginat.

Alginat Kullamim Alanlari: Alginatin hizli bir sekilde suyu adsorplayan o6zelligi
bulundugudan dolayr kagit ve tekstil endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ayrica meyve sularinda, dondurmalarda, kozmetikte, ila¢ endiistrisinde, enzim ve
hiicre immobilizasyonlarinda ~ yaygmn olarak kullanilmaktadir. Alginat, sulu
cozeltilerde Ca*? , Sr*2 Ba™, AI", Fe®™ gibi iki yada ii¢ degerlikli metaller ile
kompleks yaparak jel formunu olusturmaktadir.
Alginat kullanilarak ti¢ farkli metotla enzim immobilizasyonu gerceklestirilmektedir.
Bead: Na-Alginat c¢ozeltisine enzim ilave edildikten sonra ortama CaCl,
cozeltisi damlatilarak elde edilir. Ortamda Ca-Alginat bir jel olusturarak enzimin
bead icerinde sakli kalmasmi saglar. Fakat bu yontemde zaman gegtikge enzim
kacislarinin oldugu gozlenmistir. Bunlar1 6nlemek igin;
e Olusan beadler tekrar Na-Alginat ile muamele edilerek tizerinde film tabakasi
olusturulur.
e Beadler kurutularak gozeneklerin kiigiilmesi saglanir. Ayrica ortama CaCl,
eklenir.
e immobilizasyon baslamadan dnce enzim biiyiik molekiil agirlikli polimerlerle
kovalent olarak baglanip daha sonra bead olusturulabilir.

e Enzim, karbodiimid ile aktive olan alginatla kovalent olarak baglanabilir.
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e Enzimin ilgi duydugu katyonlarla immobilize edilebilir. Yada ortama art1 ytiklii
polimerler katilabilir.

Mikrokapsil: Enzim yada bakteri ilk dnce CaCl, ¢ozeltisiyle muamele edilir.
Ortama az miktarda ksantan sakizi katilarak ortamin viskoz olmasi saglanir. Iginde
Na-alginat olan belli hizda karisan ¢6zeltiye yavasga damlatilir. Damlama esnasinda
CacCl; bilesigi disa dogru hareket ederek alginat ile Ca-alginat polimerini olusturur ve

mikrokapsull meydana getirir (Sekil 2.25).

— Sinnga
Sinng Enzim ve

CaCl; ¢bzeltisi

Na-alginat
o cozeltisi
=]

Magnetik bar

Sekil 2.25: Kapsil metodu ile enzim immobilizasyonu.

Chang c¢alismasinda maya hucrelerinin bead ve mikrokapsil yontemleriyle
immobilizasyonunu gergeklestirmis ve bu iki yontemi karsilastirdiginda Ca-alginat
kapsiilleri 27 kullanimdan sonra aktivitesi %100 den %90’ a diiserken, beadlerin
aktivitesi 15 kullanimdan sonra %85’ den %45’ e diistiigi goriilmiistiir. Bu sonug
kapsul yontemi ile yapilan immobilizasyonun daha dayanikli oldugunu kanitlamigtir
[Chang, 1998].

Fiber: Bu immobilizasyon metodu, bead yapimiyla ayn1 asamalara sahip olup
sadece siringa igine yerlestirilen enzim ve Na-Alginat karigimi istenilen boyuta gore
eklenip bead sistemine gore daha etkili olan fiber elde edilmektedir. Tanriseven ve
arkadaglart  alginate  fiber  kullanarak  glukoamilazin  immobilizasyonunu
calismiglardir. Bu ¢alismada misir nisastasi, asetat tampon ¢ozeltisi ile jelatin haline
getirilip Uzerine glukoamilaz ve gliserolde ¢6ziinmiis sodyum alginat eklenerek
karistirtlmistir. Bu karisim glutaraldehit ve maltodekstrin igeren CaCl, ¢0zeltisine
igneli siringa yardimiyla eklenmistir. Solusyonu eklerken ortamda fiber olusumu

bitene kadar karistirma yapilmamistir. Ayrica ayni sekilde bead olusturularak
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immobilizasyon yapilmig her iki immobilizasyonun sonuglarina bakildiginda fiberin
daha {istiin oldugu goriilmistiir. Ayrica fiberde kullanilan nisastanin enzim kagigini
engelledigi ve aktiviteyi arttirdign gozlenmistir. Glutaraldehidin ¢apraz baglar
sayesinde enzim kagist minimuma indirilmistir [Tanriseven et al., 2002]. Bu
metotlarda genellikle enzim stzdirmesini minimize eden ve daha stabil immobilize
sistemler elde edilir. Fakat sistemde enzim aktif bolgesine gidecek substrate limiti
vardir. Bu ylzden substrat secilirken bu parametre géz 6niine alinmalidir [Spahn and
Minteer, 2008].

2.4.2. Matriks Aktivasyon Yontemleri

2.4.2.1. Siyonojen Bromur

CNBr metodu ilk olarak Axen grubu tarafindan kullanilmistir [Porath et al.,
1973]. CNBr ¢esitli polisakkaritlerin hidroksil gruplarmi aktive ederek enzimlerle
kovalent olarak baglanmasi saglanmaktadir. CNBr kullanilacak reaksiyonda
polisakkaridin bazik ortamla muamele edilmesi ile hidroksil gruplarinin niikleofilligi
arttirilmast  gerekmektedir. Fakat bazisitesi yuksek ortam CNBr’ un hidrolize
olmasima sebep olmakta ve hidroksil gruplar1 ile ylksek oranda toksik siyanat

esterlerinin olugsmasini saglamaktadir (Sekil 2.26).

32



—OH - 0—C=N —G—H—NHE
+ cnNpr — _—
——CH ——OH —aH
Separoy l
—0
T
C=NH
L o
Enzim-NI Ig/)/ F Enzim-MHz
I 1
—O—l!_‘! —_— Enzim —0 —J—H Enzim
——0CH ——0H

Sekil 2.26: Separozun CNBEr ile aktivasyonu ve enzim baglanmasi.

2.4.2.2. Karbodiimid

Matriksler tUzerindeki karboksil gruplari karbodiimid ile aktive edilerek enzim
immobilizasyonunda kullanilabilmektedir. Asidik ortamda aminlerle kolay
reaksiyona giren O-agilizoiire olusturulur. Genellikle kullanilan karbodiimid 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil) karbodiimiddir. Matriks aktivasyonu ve enzimle reaksiyonu

Sekil 2.27° de gosterilmistir.

Enzim
HeN—"

— O
1 IR

Sekil 2.27: Karbodiimid ile matriks aktivasyonu ve enzim baglanmasi.

Enzim

i
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2.4.2.3. Epiklorohidrin

Epiklorohidrin Gzerinde halojen grubu ve epoksi grubu igeren, hidroksil grubu
iceren matrikslerle reaksiyona girerek enzimin immobilizasyonu i¢in uygun ortami
saglayan kimyasal bir bilesiktir. Sekil 2.28” de separozun epiklorohidrin ile

aktivasyonu ve enzim immobilizasyonu gdsterilmistir.

o]
|>/\ 0 OH
o /\Q
——OH  Epiklorohidrin —0 Enzim-NH, —o0
_—— -
——OH ——OH ——OH NH
Scparoz Enzim

Sekil 2.28: Epiklorohidrin ile matriks aktivasyonu ve enzim immaobilizasyonu.

Costa ve Reis’ in yaptig1 immobilizasyon ¢alismasinda nisasta seliiloz asetat ve
nisasta polikrapolakton gibi iki farkli polimerik ¢ikis maddesi kullanilmistir. Her iki
yuzey epiklorohidrin ile aktive edilerek katalaz enzimi immobilize edilmistir.
Immobilizasyon sonunda immobilize enzimin yar1 émriiniin serbest enzime gore iki

kat fazla oldugu bulunmustur [Costa and Reis, 2004].

2.4.2.4. Siyanurik Klorar

Polimer ylzeyindeki amino ve hidroksil gruplarini aktif hale getirmenin bir
diger yolu da siyanirik Klorir ile muamele etmektir. Sekil 2.29° da siyanurik
Klortrin herhangibir hidroksil kaynagiyla gergeklestirdigi reaksiyon ve enzim
immobilizasyonu gosterilmistir. Nemenja ve arkadaslari mikroporoz polimer
sentezledikten sonra polimer yiizeyindeki hidroksil gruplarini immobilizasyona
elverisli hale getirmek igin glutaraldehit ve siyanurik klorlr ile muamele etmislerdir.
Sentezlenen polimer iki basamakta modifiye edilmistir. Polimer 1,6-diaminohekzan
ile toluen ortaminda muamele edilmis ve yikanip kurutularak aminasyon basamagi
(1.basamak) tamamlanmistir. Son basamakta (2.basamak) ise kuruyan polimerler

dioksan ve toluen bulunan ortamda siyanurik Klorlr ¢o6zilerek hazirlanan karisimla
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muamele edilmistir. Elde edilen matriks yikanip kurutularak immobilizasyona hazir
hale getirilmistir [Miletic et al., 2009].

€l

- L }—{ S,

MNH
Hidrolsil kaynag Sivarurik klorlr

‘rzim

Sekil 2.29: Siyanurik klortr ile enzim immobilizasyonu.

2.4.2.5. Glutaraldehit

Glutaraldehit (Sekil 2.30), Uzerinde iki adet aldehit grubu bulunduran kapali
formili CH,(CH,CHO); olan organik bilesiktir. Medikal ekipmanlarin dezenfektesi,
endiistriyel sularin bakterilerden korunmasi ve biyoteknolojik ¢alismalarda 0zellikle

enzim immobilizasyonu gibi 6nemli alanlarda kullanilmaktadir.

D/\MD

Sekil 2.30: Glutaraldehit.

Glutaraldehit tizerinde bulunan aldehit gruplarinin herhangibir amin kaynagi
ile shiff baz1 reaksiyonu gergeklestirerek kovalent bag olusturabilmesi enzimler ile
kovalent bag yapma ihtimalini gostermektedir. Ayrica enzim iizerindeki amin
gruplarinin glutaraldehit ile Micheal-tipi katilma reaksiyonu gosterebilmektedir.
Glutaraldehidin bu 6zellikleri enzim immobilizasyonunda yaygin olarak kullaniminin
mulmkiin oldugunu gostermektedir [Nimni et al., 1987].

S.Pahujani ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada ekstraseliiler alkaline
lipaz glutaraldehit tarafindan aktive edilen nylon-6 ya kovalent olarak immobilize
edilmistir. Optimum kosullar altinda nylon-6 ya 228ug/g protein yiiklenmistir.
Nylon-6 ya lipazin immobilizasyonu ise su sekilde yapilmistir. Belli miktarda olan
matriks {izerine (50mg) miktar1 artacak sekilde (2,28-22,8mg) protein eklenmistir. ik
once nylon-6 polimerleri 6N lik HCI ile 30 dk boyunca hidrolize edilmis ve saf su

ile durulanmistir. Potasyum fosfat tampon cozeltisi (pH 7) ile hazirlanan %2,5” luk
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glutaraldehit ile 1 saat muamele edilmistir. Glutaraldehitle aktiflesen nylon-6 asiri
tampon cozeltiyle yikanip kurutularak +4°C saklanmistir [Pahujani et al.,2008].
Glutaraldehidin bir diger uygulamasi, enzimleri birbirlerine ¢apraz bagliyarak
enzimin kararli sekilde immobilize olmasini saglamaktir. Gupta ve arkadaslarinin
yaptigi calismada enzimler ¢okeltilir ve glutaraldehit ile c¢apraz baglanarak
immobilizasyon ger¢eklesmektedir (CLEAs). CLEAs’ 1n stabilite ve tekrar kullanim
caligmalari i¢in zeytin yagi ile hidroliz ¢alismasi yapilmistir. CLEAs ile %90’ dan
fazla aktivite ve 10 kere tekrar kullaniminda sonra en diisiik aktivite kayb1 oldugu
bulunmustur [Gupta et al., 2009].

Bir diger immobilizasyon i¢in kullanilan materyal kati seliiloz ve lignindir.
Bu alanda yapilan enzim immobilizasyonunda basamakli olarak bu materyallerin
uygun konuma getirilmesi saglanir. Ilk olarak sodyumperiodat (NalOy) ile selliloz
tizerindeki seker reziidiilerin 2. ve 3. karbonlar1 yiikseltgenerek aldehit formuna
getirilir. Olusan aldehitler ara bilesik olan diamin ile Shiff bazi reaksiyonu ile kovalet
bag yapilmasi saglanir. Olusan bilesikteki cifte baglarin NaBH, ile indirgenmesi
saglanir. Amin iceren son yapiya enzim baglamak amaciyla aktivatdor olarak
glutaraldehit kullanilmis ve enzim ile Shiff bazi reaksiyonuyla seluloz {izerine enzim

immobilizasyonu saglanmistir (Sekil 2.31) [Monsan, 1983].

CH,0H
THzDH 1-) NalO, T HC—0,
2-)NH;-R-NH S 4-} CHO-(CHj);-CHO
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He OH CH ——————» Hg / > \CH HC/

/>c|:—c:H/ / GHz HC | 2 2|
| ‘ | NH  NH

OH NH NH I I
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Sekil 2.31: Seluloz lizerine enzim immobilizasyonu.

Oztiirk ve Kiling immobilizasyon sirasinda ortama eklenen bazi maddeler ile
enzimin aktivitesi (zerine etkisini ¢aligmislardir. Bu ¢alismada immobilizasyon

aktivitesini arttirmak igin domuz pankreas lipaz (PPL) kovalent olarak polivinilalkol
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(PVA) Uzerine organik solventler esliginde yag asitleri varliginda immobilize
edilmistir. Ortama eklenen yag asidinin etkisi hem hidroliz reaksiyonunda hemde
esterifikasyon reaksiyonunda test edilip karsilastirma yapilmistir. Lipazin
esterifikasyon reaksiyonunda substrati olan degisik tipte yag asitleri, organik solvent
varliginda immobilizasyon ortamina aktif bdlgeyi korumak igin eklenmistir. Bu
deneylerin sonucunda immobilizasyon sirasinda ortama eklenen yag asidi enzimin
hidrolitik ve esterfikasyon aktivitelerini arttirdigir gériilmiistiir. Immobilizasyon
ortaminda organik solvent kullanilmasinin sebebi kullanilan yag asitleri bu ortamda
¢cozlnlr hale gelip istenilen fonksiyonu yerine getirmesi amaciyla kullanilmistir.
Gergeklestirilen immobilizasyondan sonra yapilan hidroliz reaksiyonunun 5 defa

kullanilmasiyla aktivite %100 den %70’ e dismiistiir [Ozturk and Kilinc, 2010].

2.5. Stiren-Divinilbenzen Ko-polimeri

2.5.1. Stiren

Vinil benzen (Sekil 2.32) olarak da bilinir. Kimyasal formili CgHsCH=CH,’
dir. Benzenin bu tiirevi renksiz ve yagimsi yapiya sahiptir. Kolaylikla buharlasabilen
yapist ve buharinin kokusu tathmsidir. Stiren, ¢gogu polimer reaksiyonlarinda olusan
polistirenin dncu maddesidir [Castor, 2005]. 10 haziran 2011’ de Amerika Ulusal
Toksikoloji programinda bu maddenin kanserojen yapict madde oldugu bildirilmistir

[Harris and Gardiner, 2011].

Sekil 2.32: Stiren.

2.5.2. Divinilbenzen

Benzen grubuna bagl iki tane vinil grubu igeren yapidir. Stirene bir tane daha
vinil grubu eklenmesi ile olugur. Divinil benzenin molekiil sekli asagida gosterildigi

gibidir (Sekil 2.33) [Robert, 1984].
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(a) (b)

Sekil 2.33: a) meta-divinilbenzen, b) para-divinilbenzen.

2.5.3. Stiren-Divinilbenzen Uygulamalar:

Stiren ile divinilbenzen birlikte kullanildiklar1 zaman capraz bagli polimerler
ele geger (Sekil 2.34). Bu polimerler genellikle iyon degistirici regine yapiminda
yaygin olarak kullanilmaktadirlar [Castor, 2005].

Matheel D. Al-Sabti ve arkadaslarinin stiren ve divinil benzen ile yapmis
olduklar1 g¢aligmada slspansiyon polimerizasyon teknigi kullanarak makroporoz
stiren-divinil benzen kopolimer kiirelerini degisik mollerde divinil benzen ve degisik
miktarlarda seyreltici kullanarak elde etmislerdir. Seyrelme miktarlarinin farkl
olmasi degisik poroziteli kopolimerlerin elde edilmesini saglamistir. Bu elde edilen
kopolimerlere silfonlama yapilarak katyon degistirici, klorometilasyon yada
aminasyon yapilarak anyon degistirici regine olarak kullanilmaktadir [Matheel et al.,
20071].

~ )

Stiren Divinilbenzen

Stiren divinilbenzen kopolimeri

Sekil 2.34: Stiren divinilbenzen kopolimeri olusumu.
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Munir Ahmed ve arkadaslarida petrol eteri ve siklohekzanon kullanarak
stispansiyon polimerizasyonu ile farkli hacimlerde por biiyiikliigii iceren makroporoz
stiren-divinilbenzen  kopolimer sentezini  gergeklestirmislerdir.  Kopolimerler
sulfonlama yapilarak katyon degistirici re¢ine haline getirilmistir. Regine sentezinde
por biytkligi 0,3-0,4 ml/ g olan kopolimerler yiiksek kapasiteye sahip olan iyon
degistirici olarak kullanilmistir [Ahmed et al., 2004].

2.5.4. Stiren-Divinilbenzen Poliglutaraldehit Ko-polimeri

2.5.4.1. Glutaraldehidin Poliglutaraldehide Doniisiimii

Yagimsi ve renksiz goriinimii olan Glutaraldehit genellikle medikal ve dis
ekipmanlariin dezenfeksiyonu igin kullanilan CH,(CH,CHO), kimyasal formuliine
sahip organik bir bilesiktir [Kohlpaintner et al., 2000]. Glutaraldehit depolanirken
pH: 3.5’ e ayarlanmig ¢ozeltide depolanir. Ortamdaki pH, sicaklik, konsantrasyon
degistikce glutaraldehidin kimyasal formu degisime ugramaktadir. pH 3 ile 8
arasinda glutaraldehit monomerik ve halkali hemiasetal formda bulunmaktadir. pH
degeri 11°e geldiginde kendi i¢inde aldol kondenzasyonu yolu ile polimerleserek

poliglutaraldehidi meydana getirmektedir (Sekil 2.35) [Margel and Rembaum, 1980].

Q L) (o] QO
[ [ [ |
HJ;/\/\E — > HC (_|7H
n
Gluteraldehi Poligluteraldehit
Sekil 2.35: Poliglutaraldehit olusumu.

Enzim immobilizasyonunda ¢ok noktali kovalent bag icin Uzerinde aldehit ve

cift bag bulunduran poliglutaraldehit formu tercih edilmektedir (Sekil 2.36).
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Sekil 2.36: Enzimin kovalent olarak poliglutaraldehide baglanmasi.
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3. KONUYLA ILGILi CALISMALAR

Ulkemizde biyokimyasal alanlardaki g¢aligmalarin endiistriye uygulandig
sektorlerin sayis1 oldukca azdir. Enzim iretimi iilkemizde olmadigindan dolay1
bunun uygulamalarinin sayis1 azinliktadir. Enzimler katalizor olarak kullanildiginda
enerji masraflart ve yan lriin bakimindan diisiik miktarlara sahiptirler. Yaglarin
hidrolizi i¢in yaygin olarak kullanilan yiiksek basing ve yiiksek sicaklik parametreleri
ile kimyasal olarak yag asidi elde edilmesi, ¢ok fazla enerji maliyeti ve istenmeyen
yan triinlerin olusmasi sonucunu dogurmaktadir. Hidroliz igin immobilize lipaz
kullanildiginda bunun gibi sonuglar ortadan kaldirilabilmektedir. Tablo 3.1 de bazi

matrikslere immobilize olan lipazlar ve aktiviteleri verilmistir

Tablo 3.1: Bazi immobilize lipazlar.

_ ) Aktivite

Enzim Matriks _
( U/g matriks)
Aspergillus niger lipaz Ipek ipligi 59
Bacillus coagulans BTS-3 lipaz Naylon-6 1.2
Candida clindracea lipaz Hidrofobik ici bos iplik 35
Mucor miehei lipaz Makro gozenekli iyon 189
degistirici recine

Chatterjee ve arkadaslari lipaz1 glutaraldehit yardimu ile ipek iplikler iizerine
kovalent olarak baglamiglar ve bu enzimi aygigek yaginin hidrolizinde
kullanmuslardir. Iki fazli ortamda hidrolitik aktivitesi diisiik olan sistemde, aycicek
yag1 su ile emiilsiilfiye edilerek aktivitesi arttirilmistir. Immobilize lipazin hidrolitik
aktiviteleri rhamnolipid biosurfactant, triton X100 ve ultrasonikasyon ile sirasiyla
47.73U, 36.11U, 0 U olarak bulunmustur. Serbest lipaza gére %12 gibi daha diisiik
aktivite verimine sahip olan immobilize lipaz elde edilmistir. Immobilize sistemin
yag asidi verimi ikinci, li¢lincli ve dordiincii kullanimlarda sirasiyla %49.45, 9%22.91,
%S5.09 olarak elde edilmistir [Chatterjee et al., 2009].

Pahujani ve arkadaslar1 glutaraldehit ile aktive edilmis nylon-6 polimerinin
lipaz immobilizasyonunda kullanimimi, enzimatik olarak karakteristigini ve
stabilitesini test etmiglerdir. Sicaklik toleransli Bacillus coagulans BTS-3

extrasellller alkaline lipazi kovalent bag ile glutaraldehit tarafindan aktive edilmis
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nylon-6 iizerine immobilize edilmistir. Optimum kosullar altinda, immobilizasyon
nylon-6 iizerine 228ug/g protein yiikleme verimine sahip olmustur. immobilize
enzim pH 7.5’ da ve 55°C’ de maksimum aktiviteye sahip olmustur. Immobilize
enzim 2 saat boyunca 55°C’ de orjinal aktivitesinin %88’ ini korumustur ve p-NPP’
in 8 defa hidrolizinden sonra orjinal aktivitesinin %88’ ini korumustur. Ayrica
katalatik aktiviteye organik solventlerinde etkisi c¢alisilmistir. N-heptanin aktiviteyi
arttirdigr gozlenmistir. Bu enzimin substrat segiciligi ise 16 karbondan fazla olan
ester baglarim1 koparma yoniinde egilimi oldugu ispatlanmistir [Pahujani et al.,
2008].

Mohammad ve arkadaslart mikroporoz polipropilenden yapilan hallow fiber
icindeki Candida cylindracea lipazi ile 40°C’ de zeytin yagini siirekli sistemde
hidrolize etmislerdir. Lipazin yag ile 1slanmis hollow fibere adsorbe olmasi kolay
oldugu tespit edilmistir. Enzim ve gliserol ¢ozeltileri sistemden alindiktan ve
tampon-gliserol ¢oOzeltisi sisteme eklendikten sonra, zeytin yagi hollow fiberin
igerisinden siirekli olarak beslenir bu arada fiberlerin dis1 %18 oraninda tampon
cozelti ve gliserol ile doldurulmustur. Sistem igerisinde enzim miktar1 1-5 mg/ mL
oldugunda 14 giinlik yarilanma omrii degismemistir. Sisteme 0,05mg/ mL enzim
eklendiginde yarilanma 6mrii 6 giinden az oldugu gézlenmistir. 4°C’ nin altinda ve
en az 3 ay boyunca enzim bu sistem icerisinde gliserollii yada gliserolsiiz olarak
saklanabilmekte oldugu bulunmustur. Bu sistem 3 kere temizlenip tekrar hidroliz
yapildiginda baslangi¢ aktivitesini korumustur [Hog et al., 1985].

Lee ve arkadaslar1 immobilize lipaz kullarak hindistan cevizi yagmin
karistirmali  sistemde  hidrolizini  ortam  kosullarin1  optimize  ederek
gergeklestirmiglerdir.  Lipaz  olarak  Mucor miehei immobilize lipazini
kullanmislardir. Optimizasyon i¢in ortamdaki yagin konsantrasyonu, enzim miktart,
su oran1 ve sicaklik parametreleri ¢alisilmistir. Hidroliz reaksiyonu 50 ml toplam
reaksiyon hacmi kullanilarak solventli ve solventsiz ortamda reaksiyonlar
gerceklestirilmistir. ilk olarak ortamdaki enzim miktar1 0.2 ile 0.6 g arasinda
gerceklestirilmistir. En yiiksek hiz 0.5 g enzim ile elde edilmistir. 0.5 g’ dan sonra
reaksiyon hizinin diigmesi ortama salinan yag asitlerinin ara yiizeyde engelleyici
oldugu diisiiniilmiistiir. Ikinci olarak farkli yag miktarlar1 20, 40, 60, 80, %98
miktarinda calisilmis, baslangi¢ reaksiyon hizi %40 miktarinda en yiiksek aktiviteye
ulagirken reaksiyon uzun siireligine yapildiginda %60 olan miktar daha fazla aktivite

gostermistir. Bunun agiklamasinda ortamda ilk etapta olusan fazla miktardaki yag
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asitlerinin enzimi bir miktar gecici olarak inhibe ettigi goriisii ortaya atilmistir.
Hidroliz reaksiyonu i¢in ortamdaki su miktar1 ¢ok fazla 6nem tasidigr goriilmektedir.
Genellikle bu tiir reaksiyonlar organik solvent ortaminda gergeklestirilmekte ve
boylece yag ile su arasindaki etkilesim arttirilmaktadir. Deneyde 1 ile 5 ml arasinda
su miktarlar1 kullanilarak reaksiyon gercgeklestirilmis, 4 ml’ lik su miktar1 esik degeri
olup bunun asirisinda aktivitede diisiis gézlenmektedir. Son olarak reaksiyon hizina
sicakligin etkisi 30 ile 50 °C arasinda ¢alisilmis, normalde sicaklik arttik¢a reaksiyon
hizinin artmas1 beklenirken 45 °C’ de reaksiyon en yliksek baslangic hizina
ulasmistir. Fakat 200 dakikalik reaksiyonla bunlarin son {iriin miktarlarina
bakildiginda 40 °C’ nin digerlerine nazaran agik ara onde oldugu goriilmiistiir. Bu
ylizden tekrar deneyleri yapilirken 45°C yerine 40 °C sicalikta yapilmistir [Chua et
al., 2012].

Kulkarni ve Pandit, lipaz katalizli kastor yaginin hidrolizini ¢alismislardir. Bu
calismada solventin, sicakligin, pH’ 1 ve enzim miktarinin reaksiyon hizina etkisi
incelenmistir. Eklenen solventin reaksiyon hizini etkiledigi gézlemlenmistir. Hidroliz
reaksiyonu 1ml yag ile 8 ml tampon ile 10 dk boyunca sonikasyon banyosunda
muamele edilmis, daha sonra tzerine 1ml enzim ¢o6zeltisi (2mg) pH 7 fosfat tampon
cozeltisi esliginde eklenmistir. Belli zaman periyotlarinda 20ml etanol karigimiyla
reaksiyon durdurulup asit sayisi bakilmig, ortama farkli maddeler eklenmesi ile
enzimin aktivitesideki degisikligin meydana geldigi goriilmiistiir. Kullanilan solvent
ile suyun orami 1:4 olacak sekilde kullanilmis olup 3 saatin sonunda solvent
kullanmadan %16 lik aktivite gosteren sistem solventle birlikte %46’ lik bir verim
gdstermistir. izooktan, n-hekzan, dietileter ¢oziiciileri de aymi etkiyi yapmuslardir. Bu
yiizden denemelerde izooktan ile calisilmistir. Reaksiyon ortaminda izooktan
kullanilmas1 ortamda olusan {irtinlerin inhibitdr etkisinin ortadan kaldirilmasina
sebep olmakta ve bdylece reaksiyon hizina etkisi olumlu yonde oldugu goériilmiistiir.
[zooktanin 3 saatlik reaksiyon sonunda reaksiyon hizini 2.5 Kat arttirdigi gézlenmistir
[Kulkarni and Pandit, 2005].

Sharon ve arkadaslar1 ¢esitli metallerin castor yaginin enzimatik hidrolizine
etkisini ¢alismiglardir. Pseudomonas aeroginosa KKA-5 lipazinin metal kloriirlerle
hidroliz reaksiyonu ¢alisilmig, CaCl, haricinde AICl3, CrCl; ve MgCls’ in hidrolitik
aktiviteyi arttirdig1 gozlenmistir. Ozellikle Cr* hidrolitik aktivite olarak kalsiyumdan
4 kat daha etkili, A" e gére 1,6 kat daha fazla etkili oldugu goriilmiistiir. Aktivite
icin lipaz 10mM potasyum fosfat tampon ¢ozeltisinde 10mM metal iyon klortrleri
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ile pH 8 de ham lipaz ile 30°C’ de ve 30 dk boyunca muamele edilip hazir hale
getirilmis reaksiyon ortaminda ise 0,25g castor yagi, 10ml 10mM potasyum fosfat
(pH 8) tampon cozeltisi, hazir hale getirilmis enzim ve 1ml 0,01M metal kloriirii
eklenip 30°C’ de muamele edilmistir. Reaksiyonu durdurmak icgin ortama 15ml
etanol:aseton (1:1) karistmi eklenip ve daha sonra 0,1M KOH ile fenol fitalein
indikatorliigiinde ortama salinan yag asidi miktar1 tespit edilmistir. Metallerin

hidroliz reaksiyonuna etkisi Tablo 2.2’de gosterilmistir [Sharon et al., 1998].

Tablo 2.2: Farkli tuzlarin Pseudomonas aeroginosa KKA-5
lipaz aktivitesine etkileri.

Metal KlorUrler Aktivite(%)
Kontrol 100
Lityum 89.2
Sodyum 81.5

Potasyum 70
Bakar 77.7

Berilyum 65
Magnezyum 101.5
Kalsiyum 95.6
Srontiyum 79.4
Kadminyum 72.5
Civa 70.4
Aluminyum 73.3
Kursun 66.8
Krom 85.7
Mangan 94.7
Femir 80.9
Nikel 80.6

Radhot ve Pandit yaptiklar1 bir ¢alismada castor yaginin enzimatik
hidrolizinde farkli maddelerin etkisini calismislardir. Ozet olarak 35-40°C’ de ve
yag:su, 3:1 orani ile hidroliz ¢aligmasi gergeklestirilmistir. Ayrica ortama eklenen
solvent ve degisik tipte tuzlarin reaksiyon hizimi arttirdigi goriilmistiir. Ortamdaki
gliseroliin yag hidrolizine etkisi olmadig1 bulunmustur. Kastor yaginin hidrolizi i¢in
200 mM, pH 7 fosfat tampon ¢Ozeltisi ile reaksiyon yapilmistir. Reaksiyon sonunda
sistem santrifiij edilip yag ve su fazi birbirinden ayrilmistir. Enzim miktarinin
etkisini bulmak icin farkli konsantrasyonlarda enzimler ile ayni sartlarda reaksiyon

yapilarak sonuglar elde edilmistir. 159 Kastor yagi iizerine Sml konsantrasyonu
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bilinen enzim eklenmis ve yag:tampon ¢ozelti oran1 3:1 olarak belirlenip, reaksiyon 1
saat sliresince devam etmistir. Her 15 dk da bir numune alinarak yag asidi miktari
test edilmistir. Yaglarin hidrolizinde ortama eklenen solvent ortamdaki yagin
¢Ozilinmesini saglamakta boylece ara yiizey aktivasyonu en aza indirilmis olmaktadir.
Solvent olarak kisa zincirliler, izooktan, hekzan calisilmis olup hidrolitik aktivitede
artis gozlenmistir. Ortama eklenen gliseroliin etkiside galisilmis fakat aktivitede bir
artis gozlenmemistir [Rathod and Pandit, 2009].

Fernandez ve arkadaslari, balik yaginin por6z yiizeye immobilize edilmis lipaz
enzimi yardimiyla hidrolizini c¢alismislardir. Bu c¢alismada ama¢ omega 3 yag
asitlerinin [eikosapentaenik asit (EPA) ve dokasahekzanik asit (DHA)] immobilize
lipazin balikk yagimi hidrolize etmesiyle ortama salinimimi calismislardir.
Hidrolizasyon reaksiyonu 2 fazli sistem yardimiyla gerceklestirilmistir. Bu calismada
Rhizomucor miehei lipazinin (RML) oktil-sepharoz  (izerine immobilizasyonu
optimize edilmistir. Standart reaksiyon kosullar1 ise organik fazinin igerisinde 3
birim siklohekzan ve 7 birim yag bulunmakta, su fazinda ise 10mM pH 7 tris tampon
cozeltisi icerisinde 50mM metil siklo dekstrin ¢oziinmiis halde bulunmaktadir. Tiim
reaksiyonlar 25°C’ de yapilmistir. Ayrica 3 farkli lipaz [Candida antartica lipaz B
(CalB), (TLL), (RML)] kullanilmis ve bunlarin tiirevlerinin daha aktif oldugu
goriilmiistiir. Oleik ve palmitik yag asitlerine gére ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA)
bakimindan CALB cok aktif ve secici oldugu diger bir taraftan DHA’ ya gore
EPA’nin iretilmesinde TLL ve RML tiirevleri daha segici oldugu gozlenmistir

[Fernandez et al., 2011].
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Materyal

4.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasallar Tablo 4.1 de gosterilmistir.

Tablo 4.1: Deneylerde kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Adi Firma Katalog No
Lipaz (Thermomyces lanuginosus) Sigma L0777.250
Divinil benzen Merck 803598
C. Brilliant Blue R-250 Staining Solutions BIO-RAD 161-0435EDU
Stiren Baker 82.572.500
Span 80 Fluka 85548
Glutaraldehit Merck 8.206.031.000
Potasyum persulfat Sigma-Aldrich 7727-21-1
Hidroklorik asit Merck 1.003.172.500
Sodyum hidroksit Fluka 71692
Sodyum azid Merck 1.066.880.250
Hekzan Merck 1.043.682.500
Etil asetat Merck 82.222.772.500
Asetik asit Merck 100.056
Sodyum klorur Sigma-Aldrich 7647-14-5
Kalsiyum Klor(r Sigma-Aldrich 10043-52-4
Magnezyum Klor(r Sigma-Aldrich 7786-30-3
Aliminyum Klortr Sigma-Aldrich 7446-70-0
Polietilen glikol 2000 Sigma-Aldrich 25322-68-3
Aygicek yagi Kirlangi¢ (AS:0) -
Zeytin Yagi Komili (AS:4.5) -
Misir Yagi Kirlangig (AS:2.3) -

4.1.2. Kullanilan Enzim

Caligsmada ticari bir enzim olan Thermomyces lanuginosa lipaz kullanilmstir.

Aktivite birimi (IU), kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisinde (5 ml, 50mM , pH: 6.0)

30g ayg¢igegi yagindan 50°C” de 1 dakikada 1pumol yag asidi olusturan enzim miktari

olarak tanimlandi. Enzimin spesifik aktivitesi 128 IU/mg protein olarak hesaplandi.
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4.1.3. Kullanilan Aletler

Deneylerde kullanilan aletler Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2: Deneylerde kullanilan arag ve gerecler.

ARAC VE GERECLER MARKA MODEL
pH metre WTW Inolab 8F93
Magnetik karistirict Heidolph MR3004
Ince tabaka kromatografi 1siticisi CAMAG Heater 3
Hassas terazi Sartorius Basic
Peristaltik pompa WATSON MARLOW 101U/R
Otomatik pipet (1000uL) Eppendorf R311165
Otomatik pipet (5000uL) Eppendorf R311173
Otomatik pipet (10uL) Eppendorf R311149
Otomatik pipet (200uL) Eppendorf R311157
Celik kolon
Polilretan esnek borular Polilretan
Otomatik titrator ISOLAB 007.01.001
Mikro siringa Hamilton 7002KH
Ince tabaka kromatografi plakas: Whatman K5
4.2. Metot

4.2.1. Aktivite Tayini

0.5g immobilize lipaz, 60°C’ de 30g ay¢igek yagi ile kalsiyum asetat tampon
cozeltisinde (5 ml, 25mM, pH: 5.0) su banyosu (140 rpm) kullanilarak 30dk

muamele edildi. Olusan yag asidi miktar1 asit say1s1 tayin metodu ile belirlendi.

4.2.2. Asit Sayis1 Tayini

Asit sayisi tayin edilecek numune (0.5 g) izopropil alkolde (10 mL) ¢ozulerek
uzerine fenolftalein indikatoru (2 damla) ilave edilir ve etanolde hazirlanan potasyum
hidroksit (0.1 M) ¢ozeltisiyle ortamin rengi pembe olana kadar titre edilir. Asit sayisi
(AS), 1 g numunede bulunan yag asitlerini nétrallestirmek i¢in gerekli olan KOH

miktart (mg) olarak tamimlanmaktadir. Titrasyonda tlketilen potasyum hidroksit
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(0.1 M) miktari, Vs (ml) oldugunda asit sayisi (AS) asagidaki denklem (4.1)

kullanilarak bulunabilir.

Vs(ml)xMa(KOH)x[KOH]
numune(g)

(4.1)

4.2.3. Deneylerde Kullanilan Yaglarin Notralizasyonu

Zeytin (AS: 4.5) ve musir yaglarinda (AS:2.3) bulunan serbest yag asitleri
sodyum hidroksit ¢ozeltisi kullanilarak nétralize edildi. 200g zeytin yagi NaOH
cozeltisiyle (1.3 NaOH, 1 ml saf suda c¢ozlldi) 60°C de 1 saat muamele edildi.
Notralizasyon sonunda olusan sabun oda sicakliginda kaba filtre kagidindan
slizulerek asit sayist O olan 160 gr yag elde edildi. Ayn1 nétralizasyon islemleri, 200
g musir yagmin 1ml suda ¢0ziinen 0.7 g NaOH le muamelesiyle gergeklestirildi ve

asit sayis1 0 olan 180 gr yag elde edildi.
4.2.4. immobilizasyon Matriksinin Hazirlanmasi

4.2.4.1. Poliglutaraldehidin Hazirlanmasi

Glutaraldehit (40 ml, %4 v/v) ¢ozeltisinin pH’> 1 NaOH (0.1M) kullanilarak 11°
e getirildi ve oda sicakliginda (23°C) 30 dakika bir manyetik karistirici kullanilarak
(600 rpm) polimerlesme gergeklestirildi.

4.2.4.2. STY-DVB-PGA Ko-polimerinin Hazirlanmasi

Ko-polimerin iiretilebilmesi igin gerekli olan reaktifler iki ayr1 fazda (organik
ve sulu) hazirlandi. Organik faz %59 stiren (ST) (v/v), %26 Divinilbenzen (DVB)
(v/v) ve %15 Span80 (SP80) (v/v) icermektedir. Sulu faz ise poliglutaraldehit
cozeltisine konsantrasyonu %1,1 (w/v) olacak sekilde potasyum persiilfat ilavesiyle
elde edildi. Polimer sentezi i¢in organik (10 mL) ve sulu faz (40 mL) bir falkon
tipinde vortex kullanilarak karistirildi ve etiivde ilk olarak 3 saat 80°C’ de sonra 48

saat 60°C’ de tutuldu. Sentezlenen polimer rende yardimiyla toz haline getirilip
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elekten (1mm?) gecirildi ve etanol (%96, 1/20 matriks/etanol) ile yikanarak
reaksiyona girmeden kalan monomerler uzaklastirildi. Ko-polimerin hazirlanisi1 Sekil

4.1’ de sematik olarak gosterilmistir.

DVB STY SP80 PGA (%4 viv)

%26 %5 %15 K,S,0g (%1.1)
Organik Su Faz1
Faz %20 %80

1-) 80°C, 3 saat
2-) 60°C, 48 saat
3-) Elek

4-) Etanol

5-) Filtreleme

STY-DVB-PGA
Ko-polimeri

Sekil 4.1: STY-DVB-PGA kopolimerinin hazirlanmas.

4.2.5. Kolon Sistemi Kullamlarak Optimum Sartlarda TLL
Immobilizasyonu

Ca(Ac), cozeltisinde (100ml, 25mM, pH:6) bulunan serbest enzimle (1.2ml,
24.72mg) PEG (2.5¢/L) oda sicakliginda (23°C) manyetik karistirict ( 200 rpm)
kullanilarak 15dk muamele edildi. Bu enzim ¢ozeltisi peristaltik pompa kullanilarak
(30 ml/dk) icinde toz STY-DVB-PGA kopolimeri (1.5g, 1cm elek) bulunan celik
kolon (¢cap: 3cm, boy: 7cm) icinde 2 saat sirkile edildi. Daha sonra enzim
cozeltisine PGA (50ml, %8 v/v) eklenerek sirkilasyona 45 dakika devam edildi.
Immobilize olan enzim kolonda Ca(Ac), tampon ¢ozeltisiyle (150ml, 25mM, pH:6)

yikandi ve sonra vakumlu huni yardimiyla stzuldu.
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Immobilizasyon sistemi, celik kolon (cap: 3cm, yikseklik: 7cm), peristaltik
pompa, manyetik karistirici, besleme tanki ve silikon hortumlardan olusmaktadir
(Sekil 4.2).

Sekil 4.2: 1) Peristaltik pompa, 2) Manyetik karistiric1,3) Besleme tanki,
4) immobilizasyon kolonu, 5) Baglant1 hortumlar1

4.2.6. STY-DVB-PGA Ko-polimerine Enzim immobilizasyon
Optimizasyonu

Enzim immobilizasyonu igin matriks miktarlar1 (1.0-4.0g), tampon cozelti
konsantrasyonlar1 (15-65mM), tampon ¢6zelti pH’ lar1 (4.0-9.0), immobilizasyon
stiresi (30-240dk), PGA (%8 v/v, 50 ml) muamele suresi (30-120dk), serbest enzim
miktar1 (0.7-1.3ml), PEG (1.0-3.0g/L) konsantrasyonu ve PEG muamele streleri (10-
90 dak.) ayrintili olarak galisildi. Calismalarda immobilizasyon ve aktivite verimleri

hesaplanarak optimum sartlar belirlendi.

4.2.6.1. Matriks Miktari

Ca(Ac), tampon c¢ozeltisi (25mM, pH:6.0, 100ml) icerisinde serbest enzim
(0.75ml, 15.45mgq), peristaltik pompa yardimi ile i¢cinde immobilizasyon matriksi
(1.0-4.09) bulunan kolon iginde 2 saat boyunca sirkiile edildi. immobilize enzim,
Ca(Ac), tampon cozeltisiyle (25mM, pH:6.0, 150ml) peristaltik pompa yardimiyla
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temizlendikten (30dk) sonra vakumlu huni yardimiyla vakum altinda suyu
uzaklastirildi. Siiziintiide protein analizi yapildi ve enzim aktiviteleri aktivite tayin

metodu kullanilarak bulundu.

4.2.6.2. pH

Farkli pH’ lardaki [(4.0-6.0) Ca(Ac),, (6.0-9.0) NaH,PO,] tampon ¢ozeltileri
(25mM, 100ml) icerisinde serbest enzim (0.75ml, 15.45mg), peristaltik pompa
yardimui ile 1.5 g immobilizasyon matriksi igceren kolon iginde 2 saat boyunca sirkiile
edildi. immobilize enzim Ca(Ac), tampon cozeltisiyle (25mM, pH:6.0, 150ml)
peristaltik pompa kullanilarak temizlendikten (30dk) sonra vakumlu huni yardimiyla
vakum altinda suyu uzaklastirildi. Siiziintiide protein analizi yapildi ve enzim

aktiviteleri aktivite tayin metodu kullanilarak bulundu.

4.2.6.3. Tampon Cozelti Konsantrasyonu

0.75 ml enzim ihtiva eden farkli konsantrasyonlardaki (15-65mM) Ca(Ac),
tampon c¢ozeltileri (pH:6.0, 100 ml), peristaltik pompa yardimi ile 1.5 gr
immobilizasyon matriksi iceren kolon icinde 2 saat sirkiile edildi. Immobilize enzim,
Ca(Ac), tampon cozeltisiyle (25mM, pH:6.0, 150ml) peristaltik pompa kullanilarak
temizlendikten (30dk) sonra vakumlu huni yardimiyla vakum altinda suyu
uzaklastirildi. Siiziintiide protein analizi yapildi ve enzim aktiviteleri aktivite tayin

metodu kullanilarak bulundu.

4.2.6.4. Sure

0.75 ml serbest enzim iceren Ca(Ac), tampon c¢ozeltisi (25mM, pH:6.0,
100ml), peristaltik pompa kullanilarak 1.5 gr immobilizasyon matriksi ihtiva eden
kolon iginde farkl: siirelerde (30-240dk) sirkile edildi. immobilize enzim, Ca(Ac);
tampon c¢ozeltisiyle (25mM, pH:6.0, 150ml) peristaltik pompa yardimiyla
temizlendikten (30dk) sonra vakumlu huni yardimiyla vakum altinda suyu
uzaklastirildi. Siiziintiide protein analizi yapildi ve enzim aktiviteleri aktivite tayin

metodu kullanilarak bulundu.
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4.2.6.5. immobilize Olan Serbest Enzim Miktarimin ve AKtivitenin
Arttirillmasi

4.2.6.5.1. Enzim Miktar1

(0.7-1.3 ml) serbest enzim iceren Ca(Ac), tampon ¢ozeltileri (25mM, pH:6.0,
100ml) peristaltik pompa kullanilarak 1.5 gr immobilizasyon matriksi i¢eren kolon
icinde 2 saat sirkile edildi. Tampon cozeltilere PGA (50ml, %8) eklenerek
sirkillasyona 45 dk daha devam edildi. Immobilize enzim, Ca(Ac), tampon
cozeltisiyle (25mM, pH:6.0, 150ml) peristaltik pompa yardimiyla temizlendikten
(30dk) sonra vakumlu huni yardimiyla vakum altinda suyu uzaklastirildi. Siiziintiide
protein analizi yapildi ve enzim aktiviteleri aktivite tayin metodu kullanilarak

bulundu.

4.2.6.5.2. PGA Muamele Suresi

1.2 ml serbest enzim igeren Ca(Ac), tampon ¢ozeltisi (25mM, pH:6.0, 100ml)
peristaltik pompa yardimi ile 1.5 gr immobilizasyon matriksi ihtiva eden kolon
icinde 2 saat sirkile edildi. Tampon c¢oOzeltiye PGA (50ml, %8) eklenerek
sirkiilasyona farkl: siirelerde (30-120dk) devam edildi. immobilize enzim, Ca(Ac),
tampon c¢ozeltisiyle (25mM, pH:6.0, 150ml) peristaltik pompa yardimiyla
temizlendikten (30dk) sonra vakumlu huni yardimiyla vakum altinda suyu
uzaklastirildi. Siiziintiide protein analizi yapildi ve enzim aktiviteleri aktivite tayin

metodu kullanilarak bulundu.

4.2.6.5.3. PEG Miktan

1.2 ml serbest enzim iceren Ca(Ac), tampon ¢ozeltisi (25mM, pH:6.0, 100ml)
farkli miktarlarda (1.0-2.5g/L) polietilen glikol (PEG 2000) ile 15dk muamele
edildikten sonra, peristaltik pompa yardimi ile 1.5 gr immobilizasyon matriksi ihtiva
eden kolon iginde 2 saat sirkiile edildi. Tampon ¢6zeltiye PGA (50ml, %8) eklenerek
sirkiilasyona 45dk devam edildi. Immobilize enzim, Ca(Ac), tampon ¢ozeltisiyle

(25mM, pH:6.0, 150ml) peristaltik pompa yardimiyla temizlendikten (30dk) sonra

52



vakumlu huni yardimiyla vakum altinda suyu uzaklastirildi. Siiziintiide protein

analizi yapildi ve enzim aktiviteleri aktivite tayin metodu kullanilarak bulundu.
4.2.6.5.4. PEG Muamele Suresi

1.2 ml serbest enzim ihtiva eden Ca(Ac), tampon ¢o6zeltisi (25mM, pH:6.0,
100ml) 2.5g/L polietilen glikol (PEG 2000) ile farkli siirelerde (10-90dk) muamele
edildikten sonra, peristaltik pompa yardimi ile 1.5 gr immobilizasyon matriksi igeren
kolon iginde 2 saat sirkile edildi. Tampon ¢Ozeltiye PGA (50ml, %8) eklenerek
sirkiilasyona 45dk daha devam edildi. Immobilize enzim, Ca(Ac), tampon
cOzeltisiyle (25mM, pH:6.0, 150ml) peristaltik pompa yardimiyla temizlendikten
(30dk) sonra vakumlu huni yardimiyla vakum altinda suyu uzaklastirildi. Siiziintiide
protein analizi yapildi ve enzim aktiviteleri aktivite tayin metodu kullanilarak

bulundu.
4.2.7. Zeytin, Misir ve Aycicek Yaglarimin Hidrolizi

Aycicek, zeytin ve musir yaglar1 (30 g) kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisi (pH
5, 5ml, 25mM) icinde serbest enzimle (0.4ml, 8.2mg), su banyosunda (60°C, 140

rpom) 30 dakika muamele edildi. Bu sure sonunda olusan yag asidi miktarlart

belirlendi.

4.2.8.Serbest ve Immobilize Enzimin Hidroliz Reaksiyonu Optimizasyonu

Ticari olarak satin alinan serbest ve immobilize edilen enzimlerin optimum
hidroliz sartlarinin belirlenmesinde, tampon ¢6zelti pH’1 (4-9), tampon cozelti
konsantrasyonu (15-200 mM) , tampon ¢dzelti miktart (1-30 ml) ve sicaklik (30-70
°C) parametreleri galisildi. Reaksiyon sonunda karisimdan 0.5g ornek alinarak

izopropil alkol igerisinde ¢ozulerek asit sayisi tayin metodu ile asit sayilar1 bulundu.

4.2.8.1. pH

Farkli pH’lardaki [(4.0-6.0) Ca(Ac),, (6.0-9.0) NaH,PO,] tampon c¢ozeltileri
(25mM, 5 ml) iginde bulunan 30 gr ay¢igek yagi, 0.4ml (8.2mg) serbest enzim veya
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0.5 gr immobilize enzimle su banyosunda (60°C, 140 rpm) 30dk muamele edildi ve

olusan yag asitleri tayin edildi.

4.2.8.2. Tampon Cozelti Konsantrasyonu

Farkli konsantrasyonlardaki (15-200mM) Ca(Ac), tampon ¢ozeltilerinin [(5ml,
pH 6.0 (serbest enzim icin), pH 5.0 (immobilize enzim igin)] icinde bulunan 30g
aycicek yagi, 0.4ml (8.2mg) serbest enzim veya 0.5 gr immobilize enzimle su
banyosunda (60°C, 140 rpm) 30dk muamele edildi ve olusan yag asitleri tayin edildi.

4.2.8.3. Tampon Cozelti Miktari

Farkli miktarlarda (1-30ml) Ca(Ac), tampon c¢ozeltilerinin [(25mM, pH 6.0
(serbest enzim igin), pH 5.0 (immobilize enzim igin)] iginde bulunan 30 g aycicek
yagi, 0.4ml (8.2mg) serbest enzim veya 0.5 gr immobilize enzimle su banyosunda

(60°C, 140 rpm) 30dk muamele edildi ve olusan yag asitleri tayin edildi.

4.2 .8.4. Sicakhik

Ca(Ac), tampon cozeltisinde [(25mM, 5ml, pH 6.0 (serbest enzim i¢in), pH 5.0
(immobilize enzim igin)] bulunan 30 g aygicegi yagi, 0.4ml (8.2mg) serbest enzim
veya 0.5 gr immobilize enzimle su banyosunda (140 rpm) farkli sicakliklarda (30-

70°C) 30dk muamele edildi ve olusan yag asitleri tayin edildi.

4.2.9. Organik Coziicii ve Tuzlarin Hidrolitik Aktiviteye Etkisi

Optimum sartlar belirlendikten sonra, organik ¢oziicii ve ¢esitli tuzlarin
hidroliz reaksiyonuna etkileri arastirildi. Ca(Ac), tampon ¢ozeltisinde (25mM, 5ml,
pH 5.0) bulunan 30g aygicek yagi 0.5 gr immobilize enzimle su banyosunda
(140rpm) ortama farkli miktarlarda organik ¢oziiciiler [heptan, hekzan (0.25-4 ml)]
ve tuzlar (NaCl, MgCl,, CaCl, (1-100mM)) eklenerek 30 dk muamele edildi ve

olusan yag asitleri tayin edildi.
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4.2.10. Yag Hidrolizine SUrenin Etkisi

0.5g immobilize enzim Ca(Ac), tampon ¢ozeltisi (5 ml, pH: 5.0, 25mM)
icinde 30 g aycicegi yagiyla farkli siirelerde (10-50dk) reaksiyona sokuldu ve olusan
yag asitleri tayin edildi.

4.2.11. Siirekli Kullanim ve Depolama Kararhhgi

Stirekli kullanim kararliligi, immobilize enzimin aktivitesinin 20 kez aktivite
tayin metodu kullanilarak Olciilmesiyle belirlendi. Her bir kullanimdan sonra
immobilize enzim Ca(Ac), tampon cozeltisiyle (25mM, pH:5, 30ml) yikand:.
Depolama kararliligi ise, 30 giin siiresince hergin aktivitenin aktivite tayin
metoduyla bulunmastyla belirlendi. Depolama kararlilig1 siiresince immobilize enzim

4°C’ de buzdolabinda saklandi.

4.2.12. Kantitatif Protein Tayini

Protein miktar tayinleri igin Bradford metodu kullanildi [Bradford, 1976].
Standart protein olarak sigir albumini (BSA) kullanildi. Bu proteinin farkli
konsantrasyonlarda (0-0.6mg/ml) ¢ozeltileri hazirland1 ve mikropipet kullanilarak
mikroplaka iizerine 10 puL damlatildi. Uzerine bes kat seyreltilen boya ¢ozeltisi
(Coomassie brilliant blue) (200 L) ilave edilerek 10 dakika bekletildi ve 595 nm’
de absorbanslar UV cihaziyla (BIO-RAD Model 3550-UV ) 6lculdi. Bulunan
degerler kullanilarak protein standart grafigi olusturuldu. Immobilizasyonda
kullanilan lipaz ¢06zeltisi ve immobilizasyon siiziintiilerinde bulunan protein
miktarlari, bu 6rneklerin (10 pL) yukarda anlatilan sekilde Coomassie brilliant blue
ile muamelesi sonrasinda absorbanslarin Olglilmesi ve standart grafiginin

kullanilmastyla tayin edildi.
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5. SONUCLAR

Bu tez caligmasinda Thermomyces lanuginosa lipaz, STY-DVB-PGA ko-
polimeri (zerine basarili bir sekilde immobilize edildi ve aygigek yaginin
hidrolizinde basariyla kullanildi. Serbest enzimle yapilan yag (zeytin, misir ve
aycicegi) hidroliz deneylerinde, en yiikksek yag hidrolizi aygicegi yaginda
gerceklestigi  icin  serbest ve immobilize enzim kullanilan optimizasyon
calismalarinda bu yag kullanildi. Gelistirilen immobilizasyon metoduyla, aktivite ve
immobilizasyon verimleri sirasiyla %85.6 ve %100 olarak elde edildi.
Immobilizasyon ve aktivite verim tanimlar1 Denklem (5.1) ve Denklem (5.2)’ de
gosterilmistir. Denklemlerde, A: Immobilizasyonda kullanilan protein miktarmi, B:
Siiziintii protein miktarini, C: Immobilize lipaz aktivitesini, D: Serbest lipaz

aktivitesini, E: Suzinti lipaz aktivitesini gostermektedir.

. E
% Immobilizasyon Verimi: x100 (5.1)

% Aktivite verimi: x100 (5.2)

D—E
Gelistirilen immobilizasyon metoduyla, 1g polimer basina 16.5 mg protein
immobilize edildi. Elde edilen immobilize enzimin yag hidrolizinde

kullanilabilecegi, enzimin siirekli kullanim ve depolama kararliliklarinin oldugu

gosterildi.

5.1. Protein Standart Grafiginin Olusturulmasi

Deneyde standart protein olarak sigir serum albiimini (BSA) (0.05-0.6 mg/ml)
kullanildi. Elde edilen standart grafik Sekil 5.1” de gosterilmistir.
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Sekil 5.1: Kantitatif protein tayininde kullanilan standart grafigi.

5.2. TLL’ nin STY-DVB-PGA Ko-polimeri Uzerine immobilizasyon
Optimizasyonu

5.2.1. Matriks miktari

Farkli matriks miktarlariyla gergeklestirlen immobilizasyon sonucu elde

edilen degerler Tablo 5.1 de gosterilmistir.

Tablo 5.1: Matriks miktarinin enzim immobilizasyonuna etkisi.

STY-DVB- - - o - Immobilize Suzunttdeki
PGA Immobilizasyon Aktivite verimi | iin aktivitesi protein
. verimi (%) (%) .
MIKTARI (g) (V) miktar1 (mg)
1.0 67.0 43.2 305.1 5.1
1.5 100.0 72.1 760.9 0.0
2.0 100.0 71.2 750.9 0.0
2.5 100.0 70.5 743.8 0.0
3.0 100.0 70.2 740.2 0.0
3.5 100.0 69.5 732.8 0.0
4.0 100.0 69.3 731.3 0.0

Elde edilen sonuglara gore matriks miktar1 1.5 gram oldugunda kullanilan

serbest enzimin tamami matrikse baglanmig ve immobilizasyon verimi %100 olarak

bulunmustur.
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5.2.2. pH

Farkli pH’ da gerceklestirlen immobilizasyon sonucu elde edilen degerler

Tablo 5.2° de sunulmustur.

Tablo 5.2: pH’ 1n enzim immobilizasyonuna etkisi.

Immobilizasyon Aktivite verimi I'mr'nobll.lz? . Suzgntudekl

pH verimi (%) (%) enzimin aktivitesi | protein miktar
(1Y) (mg)

4.0 70.2 61.1 452.6 4.6

5.0 79.9 64.0 539.9 3.1

6.0 100.0 72.1 760.9 0.0

7.0 70.9 45.3 338.6 4.5

8.0 58.6 26.8 165.7 6.4

9.0 54.0 16.9 96.2 7.1

pH 6’ da gerceklestirilen immobilizasyonda serbest enzimin tamami matrikse

baglanmaktadir.

5.2.3.Tampon Cozelti Konsantrasyonu

Farkli tampon ¢ozelti konsantrasyonlarinda gerceklestirlen immobilizasyon

sonucu elde edilen degerler Tablo 5.3’ de sunulmustur.

Tablo 5.3: Tampon ¢ozelti konsantrasyonunun enzim immobilizasyonuna etkisi.

Tampon ¢ozelti Immobilizasyon Aktivite Immobilize Siiztintudeki
konsantrasyonu verimi (%) verimi (%) enzimin protein miktari
(mM) aktivitesi (1U) (mg)

15 75.4 494 392.9 3.8
25 100.0 72.1 760.6 0.0
35 100.0 72.1 760.6 0.0
45 100.0 71.6 755.6 0.0
55 100.0 71.1 750.2 0.0
65 100.0 71.4 753.8 0.0

Elde edilen sonuclara gére immobilizasyonda kullanilan 25mM tampon ¢ozelti

serbest enzimin tamaminin matrikse baglanmasini ve

%100 olarak elde edilmesini saglamaktadir.

immobilizasyon veriminin




5.2.4. Sure

Surenin immobilizasyona etkisi Tablo 5.4” de gosterilmistir.

Tablo 5.4: immobilizasyon siiresinin enzim immobilizasyonuna etkisi.

Si - . - L Immobilize Suzunttdeki
tre Immo!)ﬂ_lzasyon Aktivite verimi enzimin protein miktar:
(dakika) verimi (%) (%) aktivitesi (1U) (mg)

30 52.8 14.1 78.4 7.3

60 66.3 36.2 253.0 5.2

90 79.3 55.6 465.1 3.2

120 100.0 72.1 760.9 0.0

180 100.0 71.4 753.8 0.0

240 100.0 71.8 757.4 0.0

Elde edilen sonuglara gore 120 dakikalik immobilizasyon siiresi serbest

enzimin tamaminin matrikse baglanmasini ve

olarak elde edilmesini saglamaktadir.

immobilizasyon veriminin %100

5.3. Immobilize Olan Serbest Enzim Miktar1 ve Aktivitenin
Arttirilmasi

5.3.1. Enzim miktari

Ik olarak 10.3 mg protein/ g matriks ve %100 immobilizasyon verimi olarak

elde edilen immobilizasyon sartlarina ek olarak immobilize edilen enzim miktarini
arttirmak i¢in PGA [50 ml, %8 (v/v)] kullanildiginda elde edilen sonuglar Tablo 5.5’

de gosterilmistir.

Tablo 5.5: PGA muamelesinin enzim immobilizasyonuna etkisi.

Enzim miktart Immobilizasyon Aktivite verimi In;zlz‘?m::]ze rsc';{éllj:t#f]f tkal .
(mi) verimi (%) (%) aktivitesi (I0) | (mQ)
0.7 100.0 57.4 605.9 0.0
0.8 100.0 57.6 607.7 0.0
0.9 100.0 57.9 611.2 0.0
1.0 100.0 58.1 613.0 0.0
11 100.0 58.4 616.6 0.0
1.2 100.0 74.0 780.5 0.0
1.3 97.5 58.2 598.8 1.9
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Elde edilen sonuclara gére 1.2ml (24.72mg) enzim, %100 immobilizasyon

verimiyle matrikse kovalent olarak baglanmaktadir.

5.3.2. PGA Muamele Suresi

PGA [50 ml, %8 (v/v)] muamele siiresinin immobilizasyona etkileri Tablo

5.6.” da gosterilmistir.

Tablo 5.6: PGA muamele siiresinin enzim immobilizasyonuna etkisi.

Siire Immobilizasyon Aktivite verimi Immqbi!ize SUZ[.]ntU(.jEki
(dakika) verimi (%) (%) enzimin protein miktari

aktivitesi (1U) (mg)
30 81.4 25.3 217.4 4.6
45 100.0 73.3 773.4 0.0
60 100.0 72.1 760.9 0.0
90 100.0 72.1 761.1 0.0
120 100.0 71.3 752.0 0.0

45 dakikalik PGA muamelesiyle kullanilan serbest enzimin tamami kovalent
olarak matrikse baglanmistir.

5.3.3. PEG miktanr

PGA muamelesiyle matrikse baglanan enzim miktarinin arttirilmasinin yaninda
PGA’ nm enzimin aktivitesini olumsuz yonde etkiledigi goriildii. Bu etkiyi en aza
indirmek icin enzim, immobilizasyondan 6nce polietilen glikol’le (PEG 2000)
muamele edildikten sonra immobilizasyon gerceklestirildi. Tablo 5.7’ de farkli

miktarlarda PEG’ in immobilize enzim aktivitesine etkisi gOsterilmistir.

Tablo 5.7: PEG’ in enzim immobilizasyonuna etkisi.

PEG miktari Immobilizasyon Aktivite verimi Irr;;nzc;lr?rﬂaze rS(:{[Zellj:trl:l?]f tI;irl
(/L) verimi (%) (%) aktivitesi (10) | (mQ)
0.0 100.0 73.5 775.2 0.0
1.0 100.0 74.0 780.5 0.0
1.3 100.0 75.3 794.8 0.0
1.5 100.0 79.0 834.0 0.0
2.0 100.0 81.4 858.9 0.0
2.5 100.0 85.8 905.3 0.0
3.0 100.0 85.7 904.4 0.0
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Sonuglardanda anlagilacagi gibi 2.5g/LL PEG miktar1 ile %73.5 olan aktivite

verimi %85.8’ e ¢ikarilmistir.

5.3.4. PEG muamele suresi

Serbest enzimin farkli siirelerde PEG ile muamelesi sonucu elde edilen

sonuclar Tablo 5.8’ de gosterilmistir.

Tablo 5.8: PEG muamele stiresinin aktivite verimine etkisi

PEG . . - . Immobilize Stzintudeki
Immobilizasyon Aktivite verimi L S
muamele S enzimin protein miktari
L verimi (%) (%) D
suresi(dk) aktivitesi (1U) (mg)
10.0 100.0 71.1 750.2 0.0
15.0 100.0 85.6 903.5 0.0
30.0 100.0 85.8 905.3 0.0
45.0 100.0 84.6 892.8 0.0
60.0 100.0 85.3 899.9 0.0
90.0 100.0 83.9 885.7 0.0

PEG’ in enzimle 15 dakika muamelesiyle en yiiksek aktivite verimi (%85.8)

elde edilmistir.

5.4. Zeytin, Misir ve Aycicek Yaglarimin Hidrolizi

Satin alman zeytin ve musir yaglar1 serbest yag asitleri ihtiva ettigi igin

kullanilmadan 6nce nétralize edildiler (Tablo 5.9).

Tablo 5.9: Zeytin ve misir yaglarinm nétralizasyonu

Yag Baslangictaki Asit Sayist Notralizasyon Sonrasi Asit
Sayisi

Zeytin 4.5 0.0

Misir 2.3 0.0

Serbest yag asitleri ihtiva etmeyen zeytin, misir ve aygi¢ek yaglarinin serbest
lipazla gergeklestirilen hidrolizi sonucu elde edilen asit sayilar1 Tablo 5.10° da

gosterilmistir.
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Tablo 5.10: Degisik yaglarin serbest lipazla hidrolizi.

Yag Asit Sayisi
Zeytin 46.1
Misir 50.6
Aycicek 59.1

Cizelgeden goriildiigii gibi en iyi sonug ay¢igcegi yagi kullanilarak elde

edildiginden optimizasyon ¢alismalarinda yalniz bu yag kullanildi.

5.5. Serbest Enzimin Aycicek Yagi Hidroliz Reaksiyonu
Optimizasyonu

Serbest lipazin hidroliz reaksiyonu optimizasyonu i¢in pH, tampon ¢ozelti

konsantrasyonu, tampon ¢ozelti miktar1 ve sicaklik ¢aligildi.

5.5.1. pH

Serbest enzimle farkli pH’ larda gergeklestirilen hidroliz reaksiyonu sonuglart
Tablo 5.11° de sunulmustur.

Tablo 5.11: pH’ 1n serbest enzimin hidrolitik aktivitesine etkisi.

pH Asit sayisi
4.0 28.2
4.5 30.1
5.0 45.7
5.5 51.4
6.0 59.1
7.0 55.1
8.0 49.3
9.0 40.8

Farkli pH’ larda gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlarina gore serbest enzim en

yiiksek aktiviteyi pH 6’ da gostermektedir.

5.5.2. Tampon Cozelti Konsantrasyonu

Serbest enzimin farkli tampon ¢6zelti konsantrasyonlarinda gerceklestirdigi

hidroliz reaksiyonu sonucu elde edilen asit sayilar1 Tablo 5.12° de sunulmustur.
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Tablo 5.12: Tampon ¢ozelti konsantrasyonlarinin serbest enzimin hidrolitik
aktivitesine etkisi.

Tampon Cozelti .
Konsantﬁasygnu (mM) Asit say1s1
15 54.7
20 56.1
25 59.3
50 59.2
100 59.3
200 59.1

Bu sonuglara gore 25mM ve daha ylksek konsantrasyonlardaki Ca(Ac);

tampon ¢ozeltilerinde ayni sonuglar alinmaktadir.

5.5.3. Tampon Cozelti Miktari

Serbest enzimin farkli tampon ¢6zelti miktarlar1 kullanilarak gerceklestirdigi

hidroliz reaksiyonu sonucu elde edilen asit sayilar1 Tablo 5.13” de sunulmustur.

Tablo 5.13: Tampon ¢6zelti miktarinin serbest enzimin hidrolitik aktivitesine etkisi.

Tampon Cozelti .
Mi?{tarf;(ml) Asit Sayisi
1.0 39.1
25 45.9
5.0 54.7
10.0 48.2
15.0 35.1
30.0 22.7

Serbest enzim 5ml tampon c¢ozelti olan ortamda en yuksek aktivitesine

gostermistir.

5.5.4. Sicakhik

Serbest enzimin farkl sicakliklarda gergeklestirdigi hidroliz reaksiyonu sonucu

elde edilen asit sayilar1 Tablo 5.14° de sunulmustur.
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Tablo 5.14: Sicakligin serbest enzimin hidrolitik aktivitesine etkisi.

Sicaklik (°C) Asit sayis1
30 50.2
40 55.7
50 59.2
60 51.2
70 39.4

Serbest enzim 50°C’ de en yiiksek aktivitesini gostermistir.

5.6. Aycicek Yagimin immobilize Lipaz ile Hidroliz Reaksiyonu
Optimizasyonu

Hidroliz optimizasyon reaksiyonlarinda pH, tampon ¢0zelti konsantrasyonu,

tampon ¢ozelti miktari, sicaklik, organik ¢oziicli ve tuz etkileri ¢aligildi.

5.6.1. pH

Immobilize enzimin farkli pH’ larda gerceklestirdigi hidroliz reaksiyonu

sonucu elde edilen asit sayilart Tablo 5.15” de sunulmustur.

Tablo 5.15: pH’1n hidroliz reaksiyonu tizerine etkisi.

pH Asit sayisi
4.0 44.7
4.5 48.4
5.0 50.2
5.5 49.5
6.0 45.9
7.0 42.2
8.0 38.1
9.0 31.6

Immobilize enzim pH 5° te Ca(Ac), tampon ¢ozeltisinde en yiiksek aktiviteyi

gostermistir.

5.6.2. Tampon Cozelti Konsantrasyonu

Immobilize  enzimin  farkli  tampon ¢dzelti  konsantrasyonlarinda
gerceklestirdigi hidroliz reaksiyonu sonucu elde edilen asit sayilar1 Tablo 5.16” da

sunulmustur.
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Tablo 5.16: Tampon ¢ozelti konsantrasyonlarinin aktiviteye etkisi.

Konsantrasyon(mM) Asit sayis1
15 455
20 48.4
25 50.3
50 50.2
100 50.3
200 50.3

Immobilize enzim 25mM ve daha yiiksek tampon ¢ozeltilerinde en yiiksek
aktiviteyi gostermistir. Optimum tampon ¢oOzelti konsantrasyonu 25mM olarak
secilmistir.

5.6.3. Tampon Cozelti Miktari

Immobilize enzimin farkli tampon ¢ozelti miktarlarinda gergeklestirdigi

hidroliz reaksiyonu sonucu elde edilen asit sayilar1 Tablo 5.17” de sunulmustur.

Tablo 5.17: Tampon ¢ozelti miktarlarinin aktiviteye etkisi.

Cozelti miktari(ml) Asit sayis1
1.0 46.0
2.5 48.0
5.0 50.2
10.0 41.9
15.0 35.2
30.0 28.3

Immobilize enzim 5ml tampon ¢dzeltide en yiiksek aktiviteyi gdstermistir.

5.6.4. Sicakhik

Immobilize enzimin farkli sicakliklarda gerceklestirdigi hidroliz reaksiyonu

sonucu elde edilen asit sayilar1 Tablo 5.18 de sunulmustur.
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Tablo 5.18: Sicakligin aktiviteye etkisi.

Sicaklik( °C) Asit sayisi
40 41.4
45 45.7
50 46.6
55 48.2
60 50.6
65 50.1
70 45.9

Immobilize enzim 60°C’ de en yiiksek aktiviteyi gdstermistir.

5.6.5. Organik Coézucu

Immobilize enzimin optimum sartlar1 belirlendikten sonra heptan ve hekzanin

hidrolitik aktiviteye etkileri ¢alisild1 ve sonuglar Tablo 5.19 ve 5.20” de verilmistir.

Tablo 5.19: Heptanin immobilize enzim aktivitesine etkisi.

Heptan (ml) Asit sayisi
0.00 50.6
0.25 50.4
0.50 50.5
1.00 50.3
2.00 50.3
4.00 50.4

Tablo 5.20: Hekzanin immobilize enzim aktivitesine etkisi.

Hekzan (ml) Asit sayist
0.00 50.6
0.25 50.2
0.50 50.1
1.00 50.3
2.00 50.5
4.00 50.3
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Bu sonucglara gore, hekzan ve heptanin immobilize lipazin hidrolitik

aktivitesine etkileri bulunmamaktadir.

5.6.6. Tuz

Immobilize enzimin hidroliz reaksiyonuna degisik tuzlarm (NaCl, CaCly,

MgCl,) etkileri ¢alisildi ve sonuglar Tablo 5.21,5.22 ve 5.23” de gosterilmistir.

Tablo 5.21: NaCl’lin immobilize enzimin aktivitesine etkisi.

[NaCl] (mM) Asit sayis1
0 49.8
5 50.8
10 50.6
20 50.7
40 50.1
100 50.0

Tablo 5.22: CaCl,’ iin immobilize enzim aktivitesine etkisi.

[CaCly] (mM) Asit sayisi
0 49.2
5 49.4
10 49.1
20 49.4
40 49.0
100 49.2

Tablo 5.23: MgCl,’ in immobilize enzim aktivitesine etkisi

[MgCl,] (mM) Asit sayisi
0 49.2
5 49.1
10 49.0
20 49.4
40 49.7
100 49.5

Farkl1 tuzlarin immobilize enzimin hidroliz reaksiyonuna etkisi calisildiginda
sadece NaCl’ in (5 mM) immobilize enzimin aktivitesini %2 oraninda arttirdigi

bulunmustur.
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5.7. Aycicek Yagimin immobilize Lipaz ile Hidrolizinde Siirenin
Etkisi

Aygicek yaginin immobilize lipaz ile zamana karst hidroliz aktivitesine
bakildiginda aktivitenin 30. dakikadan sonra azaldigi bulundu. Bunun nedeni
ortamda olusan {irlinlerin (yag asidi ve gliserol) enzimi kismen inhibe etmesidir

(Sekil 5.2).
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Sekil 5.2: Sirenin immobilize enzimin aktivitesine etkisi.

5.8. Tekrar Kullanim Deneyleri

Immobilize enzim, optimum hidroliz reaksiyon sartlarinda 20 kez hidroliz
reaksiyonunda kullanildi. Deneyler sonunda enzim aktivitesinin %38.5 oraninda
distiigi gozlendi (Sekil 5.3.). Bu diisiisiin bir kism1 (%50) immobilize enzimin
tekrar kullanimlar1 arasinda gergeklestirilen yikamalardan kaynaklanmaktadir. Bir

kismu ise aktif bolgedeki kapak¢igin kapanmasindan olabilir.
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Sekil 5.3: @) Immobilize enzimin tekrarli kullanimlari, o) Immobilize enzimin
tekrarli kullanimlar1 (stizme esnasindaki immobilize enzim miktarinda kayiplar

olmadigi varsayildiginda)

5.9. immobilize Enzimin Raf Omriiniin Belirlenmesi

Immobilize edilen lipazin buz dolabinda (+4°C) saklama siiresinin tayini icin

30 giin boyunca herglin aktivite tayinleri yapildi. Sonuglar Sekil 5.4 de

gosterilmektedir. 30 giin sonunda enzim aktivitesinin %8.13 oraninda diistigii

gOzlenmistir.
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Sekil 5.4: Immobilize lipazin 30 gunlik raf 6mra.
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6. TARTISMA

Bu c¢alismada, TLL’ nin STY-DVB-PGA ko-polimerine immobilizasyonu
optimize edildi ve immobilizasyon %100 immobilizasyon ve %85.6 aktivite
verimleriyle gerceklestirildi. Gram matriks basima 16.5mg protein kovalent olarak
baglanmistir. Baglanan protein miktar1 ve aktivite verimlerini arttirmak i¢in ¢ozunur
PGA ve PEG kullanilmistir. PGA ve PEG kullanilmadiginda gram matriks basina
baglanan protein miktar1  ve aktivite verimi sirasiyla 10.3mg, %73.5° dir.
Immobilizasyonda kullanilan PGA ¢dzeltisi sentezlenen matriks (izerinde daha fazla
serbest aldehit gruplariin olusmasina ve bdylece daha fazla enzimin kovalent olarak
baglanmasina sebep olmustur. Fakat enzimin PGA ile inaktivasyonundan dolay1
enzim aktivitesinde %24 azalma olmustur. Aktivitedeki bu azalmay1 engellemek igin
PEG2000 kullanilmis ve bdylece aktivite verimi %73.5” dan %85.6” ya ¢ikartilmistir.
Serbest lipaz kullanilarak aygicek, misir ve zeytin yaglari hidroliz edildi. En basarili
netice ayci¢ek yaginin hidrolizinde elde edildigi igin hidroliz reaksiyonu
optimizasyon ¢alismalarinda yalniz aygicek yagi kullanildi. Hidroliz optimizasyon
calismalarinda optimum pH, tampon ¢dzelti konsantrasyonu, miktari, sicaklik, tuz
(NaCl, MgCl,, CaCl,) ve organik ¢ozlciu (hekzan, heptan) etkileri galisildi. Hidroliz
ortaminda NaCl (5mM) oldugunda hidroliz reaksiyonunun %2 oraninda arttigi
bulundu. 30 giinliik depolama sonunda immobilize enzim aktivitesinin %8.1” ini, 20
tekrarli deneylerde ise aktivitesinin %38.5 ini kaybetmistir.

Literatirde bu tez caligmasinda kullanilan enzim ve matriksin kullanildig: tg
farkli grup bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda immobilize lipaz yag asidi {iretimi yerine
biyodizel iretiminde kullanilmistir. Dizge ve arkadaslart  TLL’ yi STY-DVB ko-
polimerine adsorpsiyon (immobilizsayon verimi: %63.3), STY-DVB-PGA ko-
polimerine (immobilizasyon verimi: %76.0) ise kovalent olarak baglamislardir.
Gram STY-DVB ko-polimerine 9.5mg protein baglanirken, STY-DVB-PGA ko-
polimerine ise 11.4mg protein baglandigi bulunmustur. En yiikksek immobilizasyon
verimi (%76), pH: 6.0 ve 25mM  Ca(Ac), tampon ¢ozeltisinde yapilan
immobilizasyonla elde edilmistir [Dizge et al., 2009]. Bizim yaptigimiz ¢alismada da
ayni tampon ¢ozelti sistemi optimum sart olarak bulunmustur. Aybastier ve Demir
tarafindan yapilan ¢alismada %59 immobilizasyon verimi elde edilmis ve gram

matriks basma 5.7 mg protein baglanmistir [Aybastier and Demir, 2010]. Yucel
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tarafindan yapilan ¢alismada ise %82 immobilizasyon verimi elde edilmis ve bu
calismada gram matriks basma 12.9 mg protein matrikse kovalent olarak
baglanmistir [YiUcel, 2011]. Yukarida anlatilan c¢alismalardan goriildiigii gibi
yaptigimiz ¢aligmada elde edilen neticeler digerlerinden daha iyidir. Calismamizda
enzim aktivitesini immobilizasyon esnasinda korumak i¢cin PEG 2000 kullanildu.
PEG 2000 (2.5g/L) kullanilarak aktivite verimi %73.5’ den %85.6’ ya ¢ikarilmistir.
PEG enzimi kararli hale getirmektedir. PEG enzim etrafinda bulunan su
molekiillerini uzaklagtirmakta ve ortam vizkositeni arttirmaktadir. PEG’ in degisik
enzimlerin aktivitelerini arttirdigina dair ¢ok sayida yayinlar mevcuttur. Chae ve
arkadaglar1 proteazin glutaraldehit ile yapilan immobilizasyonu sirasinda aktivite
diistisiinii engellemek i¢in ortamda PEG 4000 kullanarak aktivite verimini %38’den
%60’ a ¢ikarmiglardir [Chae et al., 2000]. Rocha ve arkadaslar1 ise Mucor miehei
lipazinin immobilizasyon sirasinda kaybolan aktivitesini kazanmak i¢in ortamda
farkli miktarlarda PEG denemisler ve PEG2000 kullanarak aktivite verimi %40’ dan
%100’ e ¢ikarmislardir [Rocha et al., 1998]. Lipaz tarafindan gergeklestirilen yag
hidroliz reaksiyonlarinda bazi tuzlarin hidroliz reaksiyonunu arttirdig: bilinmektedir.
Salgin ve Taka¢ Candida Rugosa lipazinin p-nitrofenilasetatin hidrolizi sirasinda
LiCl, KCI, MgCl,, NaCl, ZnCl, metal tuzlarmin enzim aktivitesi tizerine etkilerini
calimiglar ve tuzlarin hidrolitik aktiviteyi arttirdigi bulunmustur. Bu tuzlarin
hidrolitik aktiviteye katkist %31 ile %45 arasinda bulunmustur [Salgin and Takac,
2007]. Rathod ve Pandit Aspergillus oryzae lipaz aktivitesi {izerine baz1 tuzlarin(KCl,
NaCl, MgCl,) ve organik ¢ozucilerin (metanol, aseton, izooktan, hekzan) etkilerini
caligmiglar. Herbir tuzun ve organik ¢Oziiciiniin enzim aktivitesini diistirmistiir
[Rathod and Pandit, 2009]. Yaptigimiz tez c¢alismasinda hidroliz reaksiyonu
optimizasyonu ile belirlenen sartlarda farkli tuzlar (KCI, MgCl,, NaCl) denendi.
Yalniz NaCl kullanildiginda hidroliz reaksiyonu aktivitesinde artis gozlendi. SmM
NaCl tuzu kullanildiginda enzimin aktivitesi %5 oraninda arttirildi. Lipazla yag
hidrolizinde reaksiyon hizi olusan yag asitleri tarafindan yavaslatilmaktdir. Serri ve
arkadaglar1 tarafindan yaglarin, enzimatik hidroliz reaksiyonu suresince zamanla
reaksiyon hizinin azaldigi ve sabitlendigi goriilmiistiir. Bunun sebebi olarak ortamda
olusan yag asitlerinin enzimi inhibe etmesi olarak agiklanmaktadir. Bu yuzden
hidroliz reaksiyonlarinda siire olduk¢a oOnemlidir [Serri et al., 2008]. Bizim
¢alismamizda da immobilize ve serbest enzim aktivitesi 50 dakikaya kadar artmakta

ve daha sonra sabitlenmektedir. Dolayisiyla aktivite dlgiimlerinde reaksiyon siiresi

71



olarak 30 dakikalik reaksiyonlar kullanilmistir. Bdylece ortamda olusan yag
asitlerinin enzimi inhibe etme 06zelliginden korunmus olundu. Ting ve arkadaslar
soya yagmi immobilize Candida rugosa lipazi kullanarak gerceklestirmislerdir.
Serbest lipaz immobilize edildikten sonra optimum pH’ 1 7 iken 8, sicaklig1 ise 35°C’
iken 40°C olmustur. Immobilize lipaz 10 kere tekrarli kullanimi sonucunda
aktivitesinin %40’ 11 kaybetmis, 30 giinliikk bekleme sonrasinda aktivitesinde
herhangibir kayip tespit edilmemistir [Ting et al., 2006]. Yigitoglu ve Temogin’ de
Candida  rugosa  lipazzmin  PET-g-Aam  (Uzerine  immobilizasyonunu
gercekletirmislerdir. Serbest enzim ve immobilize enzim tarafindan gergeklestirlen
farkli tipteki yaglarin (musir, zeytin, aycicek ve kanola yaglari) hidrolizini
calismislardir. Serbest enzimin optimum pH’1 6 iken, immobilize hale geldiginde
pH> 1 7 olmustur. immobilize lipaz 10 tekrarli hidroliz reaksiyonu sonucu
aktivitesinin %74’tinli, 60 giinlik saklama sonunda %10’ unu kaybetmistir
[Yigitoglu and Temocin, 2010]. Bizim yaptigimiz ¢aligmada da hidroliz reaksiyonu
optimum pH’ 1 serbest enzimde 6 iken, immobilize enzimde 5 olarak bulundu.
Ayrica bitkisel yaglardan yag asidi iiretimi i¢in gelistirdigimiz immobilize lipaz
sistemi 20 tekrarli kullanimlarda ve 30 giinlik saklama sonrasi aktiviteleri
literatiirdeki calismalarla karsilastirildiginda daha iyi sonu¢ verdigi goriilmektedir.
Yag asidi elde etmek igin gelistirdigimiz bu sistem yeni olup olduk¢a kullanislt bir

yapiya sahiptir.
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7. SONUC

Enzimatik metodla yag asitleri tretiminin yan Urtn problemi ve enerji
maliyetleri agisindan avantajlar1 bulunmaktadir. Ayrica lipazin immobilize formda
kullanilmas1 maliyeti oldukga diisiirmektedir. Bu tez ¢alismasinda Thermomyces
lanuginosa lipaz tizerinde serbest aldehit gruplart ihtiva eden STY-DVB-PGA ko-
polimeri iizerine kovalent olarak optimum sartlarda %100 immobilizasyon ve %85.6
aktivite verimleriyle immobilize edildi. Matriks Uzerine maksimum miktarda enzim
immobilizasyonu i¢in yeni bir metod gelistirildi. Immobilizasyonda PGA ve PEG
2000’in  kullanimiyla gram matriks basina 16.5 mg protein kovalent olarak
baglandi. Sentezlenen matriks ile immobilizasyon optimizasyon ¢aligmalari kolon
sistemi kullanilarak gerceklestirildi.

Immobilize lipaz, musir, zeytin, ve aygicek yaglarinin hidrolizinde kullanildi.
En iyi sonug¢ aycicegi yaginin hidrolizinde alindigi igin, detayli deneylerde yalniz
aycicegi yagi kullanildi.  Hidroliz i¢in optimum sartlar (pH, tampon c¢ozelti
konsantrasyonu, sicaklik, tuz ve organik ¢6ziicii etkileri) belirlendi. Optimizasyon
sonunda 5SmM NaCl’ nin immobilize enzimin ay¢icek yag ile hidroliz reaksiyonunda
%2 enzim aktivitesini arttirdigi gézlendi.

Immobilize enzim 20 tekrar kullanim deneyleri sonucunda baslangigtaki
aktivitesinin %62 sini, 30 gunlik saklama stresi deneyleri sonunda ise aktivitesinin
%92 sini korumaktadir. Bu tez calismasinda Thermomyces lanuginosa lipazin
immobilize formda yag hidrolizinde elde edilen sonuglar literatiirde belirtilen
sonuclarla kiyaslanabilir niteliktedir. Hidroliz deneylerinde membran sisteminin
kullanilmastyla yag asitlerinin inhibisyonu azalacagindan elde edilen hidroliz miktari
arttirilabilir.

Bu c¢alismayla STY-DVB-PGA ko-polimeri (zerine kovalent olarak
immobilize edilen Thermomyces lanuginosa lipazin bitkisel yaglarin hidrolizinde
kullanilabilecegi gosterilmistir. Ilave olarak, gelistirilen yeni bir metodla matriks

tizerine kovalent olarak baglanabilen enzim miktar1 %60 civarinda arttirilmstir.
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