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Son yillarda, enzim immobilizasyonu i¢in manyetik nanopartikiillerin kullanilmasina
olan ilgi oldukg¢a artmistir.Bu calismada lipaz enziminin immobilizasyonu igin yeni bir
destek materyali olarak manyetik 6zellikte ve nanoboyutta Fe;O, tanecikleri sentezlenmis ve
lipaz enziminin Fe;O, manteyik nanopartikiillere farkli arakollar tizerinden(GA ve ECH)
immobilizasyonu  ve  karakterizasyonu  arastirilmistir.  FesO,  nanopartikilinin
karakterizasyonu icin SEM, FTIR, XRD kullamilmistir. Sentezlenen nanopartikillerin
yaklagik 158,2 nm capinda oldugu gozlemlenmistir. Serbest ve immobilize lipazlarin ortam
kosullarina gore aktivite Olglimleri yapilarak, optimum sicaklik, optimum pH, depolama
kararliligi, termal kararliligi ve tekrar kullamim kararliligi incelenmis ve kinetik sabitler
belirlenmistir.Serbest ve immobilize lipazlar icin optimum pH 7,0 olarak bulunmustur.
Serbest ve immobilize lipazlar igin optimum sicaklik 40 °C olarak belirlenmistir. Serbest ve
immobilize lipazlarin farkli sicakliklarda belirlenen termal kararliliklar1 karsilagtirilmis ve
immobilize enzimlerin dayanikliliginin serbest haline gore daha fazla oldugu goézlenmistir.
Belirlenen optimum kosullarda serbest lipaz i¢in K, Vmax, Keat, Keat/ K degerleri sirasiyla
0,48 mM, 420,7 U/mg protein, 2,82x10* dk™, 58,8x10° dk* mM™, immobilize lipaz
(GA) icin sirasiyla 1,3 mM, 33,6 U/mg protein, 2,25x10° dk?, 1,73x10° dk* mM™,
immobilize lipaz (ECH) i¢in sirasiyla 9,4 mM, 51,7 U/mg protein, 3,47x10° dk?,
0,37x10° dk* ™ M? olarak hesaplanmustir. Immobilize lipazin tekrar kullanilabilirligi
kesikli reactor modelinde arastirilmigtir ve 20 kullamim sonrasi immobilize lipazlarin
baslangi¢ aktivitelerini sirasiyla % 71 (GA) ve % 63 (ECH) ° inii korudugu belirlenmistir.
Serbest lipazin 5°C ve 25°C” de 30 giin depolama siiresi sonunda kalan aktivitesi sirasiyla
baslangig aktivitesin %37 ve %23’ tdiir. Bununla birlikte immobilize lipazlarm 5°C ve
25°C’de 30 giin depolama siiresi sonunda sirasiyla baslangig aktivitelerinin %50 (GA), %44
(ECH) ve %44 (GA), %28 (ECH)’ ini korumustur.

Anahtar Kelimeler: Lipaz, Magnetik nanopartikil, Epiklorohidrin, Glutaraldehit.
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In recent years, much attention has been paid toward synthesis of magnetic nano
sized particles and their use for immobilization of enzyme. In this study, magnetic nano
sized Fe304 particles were synthesized and covalent immobilization and characterization of
lipase enzyme on magnetic nanoparticles by various intermediate arms (GA and ECH) are
researched. Characterization of Fe;O, nanoparticles was conducted using FTIR, SEM and
XRD. The size of prepared nano particles was found approximately 158,2 nm diameter.
Activitiy measurements of free and immobilized lipases were conducted in order to
determine optimum temperature, optimum pH, storage stabilitiy, heat stability and
reusability as well as kinetic parameters ( Kpn, Vimax, Kea, Kea/Km ). Optimum pH was
determined as 7,0 for free and immobilized lipases. Optimum temperature was determined
40 °C for free and immobilized lipases. The termal stabilities of free and immobilized lipases
have been improved greatly .For free lipase at optimum conditions Ky, Vmax, Keat, Keat/Km
values were calculated as sirasiyla 0,48 mM, 420,7 U/mg protein, 2,82XZ|.04 dk'l,
58,8x10° dk* mM™, the same values of immobilized lipase (GA) were calculated as
respectively 1,3 mM, 33,6 U/mg protein, 2,25x10° dk?, 1,73x10° dk* mMand for
immobilized lipase (ECH) calculated as sirasiyla 9,4 mM, 51,7 U/mg protein, 3,47X103
dk?, 0,37x10° dk* ™ M™ .Reusability of immobilize lipases was investigated in a batch
type reactor. After 20 reuses, residual activites of immobilized lipase were about %71 (GA)
and %63 (ECH) of its initial activity. The residual activity for free lipase stored at 5°C and
25°C for 30 days were %37 and %23 of its initial activity, respectively. However, the
immobilized lipases protected %50 (GA), %44 (ECH) and to %44 (GA) ,%28 (ECH) of its
original activities at 5°C and 25°C,respectively for 30 days.

Keywords: Lipase, Magnetic nanoparticles, Epichlorohydrin, Glutaraldehyde.
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1. GIRIS Miige SENGUL

1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler, canli organizmalar tarafindan {iretilen, farklt maddeler igeren,
belirli bir  kimyasal reaksiyonu katalizleyen ya da kolaylastiran, kendisi
reaksiyondan bozulmadan ve degisiklige ugramadan ¢ikabilen protein molekiilleridir
(Keha ve Kifrevioglu, 2004). Enzimler biyokimyasal reaksiyonlarin hizin1 kimyasal
katalizli reaksiyonlara kiyasla 1 milyon kez artirirlar.

Enzimler substratlarina karsi ¢ok iyi spesifite gosterdikleri i¢in kendine 6zgii
ve uyumlu tek bir substratla baglanarak tek bir driin olustururlar (Chaplin ve Bucke,
1990). Canli hiicrelerin fonksiyon ve oOzelliklerini diizenleme gorevinden, endiistriyel
Olcekli birgok reaksiyona kadar genis bir alanda gorev yapabilen enzimlerin yararl
Ozelliklerinin yaninda bazi sorunlari da mevcuttur. Enzimlerin kararsiz oluslar, iiretim
maliyetlerinin yiiksek olmasi1 ve dar bir substrat spesifitesine sahip olmalar1 sentetik
katalizorler olarak kullanmilmalarindaki en 6nemli sorunlardir (Wong ve Whitesides,
1994). Kimyasal reaksiyonlarda serbest enzimlerin kullanilirken, katalizledikleri
reaksiyondan sonra (riini kontamine etmeleri ve tekrar elde edilme proseslerinin ytksek
maliyetli olmasi1 gibi problemler de g6z Oniine alinmalidir. Ayrica, enzimlerin dogal
ortamlarindan izole edilmelerinden sonra aktivitelerinde diislis g6zlenmektedir (Aehle,
2004). Kimya ve biyolojideki yeni gelismeler ve endistrideki yeni gereksinimler
enzimlerin bu dezavantajlarin1 ortadan kaldirmaya yonelik birgok Galisma yapilmasini
saglamistir. Enzimlerin segiciliklerini artirarak dogal ya da dogal olmayan substratlari
faydali ara {irtinlere ya da son iiriinlere doniistiirecek ¢ok sayida enzimatik reaksiyonun
varligr kanitlanmistir. Enzimatik reaksiyonlarin kapasitelerinin biiyiitiilmesi amaciyla,
enzimlerin kararliliklarinin artirilmasi ve tekrar kullanilmak iizere geri kazanimlariin
kolaylastirilmasi i¢in yeni teknikler gelistirilmistir (Bugg, 1996).

Enzimler, ¢amasir deterjanlarinda, kimyasal sentezlerde, biyosensorlerde,
biyoagarticilarda, polimeraz zincir reaksiyonlarinda, proteomik analizlerde, protein
sindiriminde kullanilabilmektedir. Enzimler, 6zgullikleri sayesinde pek ¢ok uygulama

alanina sahiptirler, fakat kisa Omdirleri yiiziinden kullanimlar1 sinirli kalmaktadir. Enzim
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kararlihgindaki  gelismeler pek cok pratik uygulamalara olanak saglamaktadir.
Gereksinim duyulan enzim miktar1 azaltilabilir, enzim reaktorlerinin 6mrii uzatilabilir,
enzimin tekrar kullanilabilirlik potansiyeli arttirilabilir, biyosensorler i¢in miikemmel
sinyaller  saglanabilir. Bu nedenle saflastirilan enzimlerden en yiiksek oranda
faydalanmak igin immobilizasyon teknikleri gelistirilmistir (Telefoncu, 1997).
Gelistirilen farkli immobilizasyon yontemlerinin uygulanmasi ile; enzimler tekrar
kullanilabilirliklerinin ve kararliliklar1 artirilmasi, siirekli sistem c¢alismalarina
uygulanabilir olmasi, kisa islem siiresi, isletim maliyetinin azaltilmig olmasi ve
tiriinlerin saflik derecesi artirilabilmesi miimkiin hale gelmektedir (Arica, 2000;
Bayramoglu, Kaya ve Arica, 2005).

Enzimler, suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak
baglanarak, suda c¢oOziinmeyen bir {irlin veren bir kopolimerizasyona enzim
molekiiliinlin monomer olarak katilmasiyla ve suda ¢oziinmeyen bir matriks veya
mikrokapsullerde tutuklamakla immobilize edilirler.

Immobilize enzimler, katalitik aktivitelerini koruyarak, smirlart belli bir
bolgeye fiziksel olarak hapsedilmis, tekrarli ve siirekli kullanilabilen enzimler olarak
tammlanabilir ~ (Worsfold, 1995). Immobilize enzimler serbest enzimlerin
dezavantajlarim1  ortadan kaldirarak daha kararli olmalarina olanak saglar.
Immobilizasyon prosesinin en  6nemli avantaji, enzimin Katalizledigi reaksiyon
tirlinlerinden kolayca ayrilabilmesidir (Chaplin ve Bucke, 1990).

Immobilize enzimler, filtrasyon ve santrifiljleme prosesleri ile  tekrar
kullanilmak {izere kolayca geri kazanilabilmeleri ve sabit yatak, akigkan yatak ve
kanistirmali tank reaktor gibi siirekli proseslerde kullanilabilmeleri gibi klasik heterojen
katalizorlerin sagladigi avantajlarin tiimiine sahiplerdir. Immobilize enzimlerin diger
avantajlan tekrarli kullanilabilir olmalari, enzimin reaksiyon ortamindan g¢ekilmesiyle
reaksiyonun hizli bir sekilde sonlanmasi (ya da tam tersi) ve reaksiyonlardan sonra
aktivitelerindeki kaybin az olmasidir (Buchholz, Kasche ve Bornscheuer, 2005).

Diger fiziksel ve kimyasal proseslerde oldugu gibi, immobilizasyonun hizi
ve verimi Ozellikle tastyicinin cinsine, immobilizasyon yontemine, konsantrasyona,
pH’a, sicakliga ve reaksiyon siiresine baglidir (Buchholz, Kasche ve Bornscheuer,
2005).
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1.2. Enzim Immobilizasyonu

1.2.1.Enzim immobilizasyon Yontemleri

Enzimler, suda ¢oziinmeyen bir tasiciya fiziksel veya kimyasal olarak
baglanarak, suda ¢oziinmeyen Urln veren bir kopolimerizasyona enzim molekulinin
monomer olarak katilmasiyla ve suda c¢Ozlinmeyen bir matriks veya suda
¢cozinmeyen mikrokapstllerde tutuklamakla immobilize edilirler (Telefoncu , 1986 ).

Immobilizasyon yontemleri cesitli sekillerde siniflandirilmakla beraber Sekil

1.I’de  wverildigi gibi  smiflandirmak  miimkiindiir =~ (Telefoncu,  1997).

|Enz:i.m Immobilizasyon Y@ntemlerﬂ
|
| |

| Camimer Formda Tmmebilizasyon | | Cazinen Formda Immobilizasyon
trafilitrasyon Hollow-fiber
Baglama Tutuldama mermbranlan mernbranlar
Cézinen-gézimtmneyen
enzmler
| | |
Jelde Mlilre Lipozom
tutuldama| kapsiulleme telonis
Captrazr Tasrnct Enzim
baglama| |baglama kopolimerizasyonu
| T | | —
Ldzorpsivon Iyomlc Selat H owalent Bivospesifilke
baglama| |baglama baglama baglama

Sekil 1.1. Enzim Immobilizasyon Yo6ntemleri (Telefoncu, 1997).
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1.2.1.1. Coziinmez Formda Immobilizasyon Yéntemleri

Coziinmez formda immobilizasyon yontemleri baglama ve tutuklama olarak

ikiye ayrilmaktadir.
1.2.1.1(1). Baglama
Baglama yontemi; ¢apraz baglama, enzim kopolimerizasyonu ve tasiyiciya

baglama olmak iizere {i¢ gruba ayrilmaktadir.

1.Capraz baglama; Kiigiik molekiillii iki veya ¢oklu fonksiyonel gruplari olan

reaktifler enzim molekiilleri arasinda ¢apraz baglar yapmaktadirlar (Chibata, 1978).
En c¢ok kullanilan c¢apraz baglama reaktifleri; glutaraldehit, klorformat ve
karbonilimidazol,  heterosiklik halojentrler, bioksiranlar, divinilsulfonlar, p-
benzokinon, ge¢is metal iyonlari ve epiklorohidrinlerdir.

Genellikle pahali olmadigi ve ticari olarak kolay bulundugu igin
glutaraldehit capraz baglama reaktifi olarak kullaniimaktadir (Alptekin, 2009).
Capraz baglama yontemleri;

A. Capraz baglh enzim kristalleri; CLEC ( cross-linked enzyme crystal)

B. Capraz bagli enzim agragatlari; CLEA (cross-linked aggregate enzyme),

C. Capraz bagl puskdrtulerek kurutulmus enzim; CSDE (cross-linked spray
dried enzyme),

D. Capraz bagl ¢ozinmus enzim; CLE (cross-linked dissolved enzyme)
olmak tzere 4 alt sinifa ayrilabilir.

2.Enzim kopolimerizasyonu; Enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda

monomerlerden biri gibi davranarak matrikse baglanmaktadir. Yontem polimer
matrikse tutuklanmaya benzemekle birlikte enzim kagisinin 6nlenmesi gibi iistiinliigii

vardir (Telefoncu, 1997).
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‘::'L\- \!‘:bh Polimerizasyon \A_
e . e

T j /
— VAAVAR
Coymams badlarile kK.o-polimerize
modifiye edilmig enzim edilmiz enzim

Sekil 1.2. Kopolimerizasyon yontemi (Cao, 2005)

3.Taswyiciya baglama; Adsorpsiyon, iyonik baglama, selat baglama,

kovalent baglama ve biyospesifik baglama olarak bes gruba ayrilmaktadir. Bir
protein olan enzim molekiiliiniin yapisindan yararlanilir. Molekiil yiizeyindeki
fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik bdlgeler bu baglamada rol alirlar.
Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik bir¢ok organik ve inorganik
materyal kullanilmaktadir. Tasiyict membran, suda ¢oziinmeyen katit veya polimer
olabilir.  Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicida aranan nitelikler

sunlardir:

J Hidrofilik karakter,

. Suda ¢6ziinmeme, Gozenekli yapi,

. Mekanik stabilite uygun partikil formu,

o Kimyasal ve termal stabilite,

J Kovalent baglamada kullanilacak tastyicilarin yumusak kosullarda
reaksiyon verebilen fonksiyonel gruplar tagimasi,

o Mikroorganizmalara kars1 direnglilik,

J Ucuzluk,

. Zehirsizlik,

) Rejenere olabilme.

Eger kullanilacak olan tasiyict aktif degil ise uygun reaktifler kullanilarak

tasiyici reaktif hale getirilerek immobilizasyonda kullanilir. Enzim ve tasiyici
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arasinda gerceklesecek olan reaksiyonun, oda sicaklifi ve nétral pH gibi 1limh
kosullarda gergeklestirilmesine dikkat edilmelidir (Telefoncu, 1997). Adsorpsiyon,
iyonik baglama, metal baglama (selat), kovalent baglama ve biyospesifik baglama

(affinite) olarak bes gruba ayrilmaktadir (Sekil 1.3.).

iyonik Baglama

ve- @&

Biyospesifik Baglama

o T S

— E
Metal Baglama
HE ve—(E

Kovalent Baglama

—— \\\1\

Sekil 1.3. Tasiyiciya baglama yontemlerinin gésterimi

Adsorpsiyon; enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit
yontemdir. Yiizey aktif, suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin (aktif karbon, gozenekli

cam, kal, silikajel, CaCOS, nisasta, gluten gibi) enzim ¢ozeltisi ile karigtirilmasi ve

enzimin asirisinin yikanarak ortamdan uzaklastirilmasi esasina dayanmaktadir
(Nelson ve Griffen, 1916; Klibanov, 2001). Adsorbsiyon yontemi ile enzim
immobilizasyonu islemi 1limli kosullarda gerceklestirilir, bu sekilde kullanilan
tagtyicinin  aktiflestirilmesine gerek duyulmaz, ekonomik olarak avantajlidir ve
genellikle immobilizasyon islemi sonunda enzim aktivitesini biiylk 6lglide korur
(Messing, 1976; Woodward, 1985). Her ne kadar yontem basit gozikse de
optimizasyon kosullarinin belirlenmesi zordur. Eger tasiyici ve enzim arasindaki
non-kovalent etkilesim yeteri kadar biiylik degilse desorpsiyon ile enzim ortama

gecebilir ve boylelikle Grin kirlenmesine neden olur (Telefoncu, 1997).
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Iyvonik Baglama; iyon degistirme yetenegine sahip, suda ¢oziinmeyen
tastyicilara enzimin iyonik olarak baglanmasi esasina dayanmaktadir (Wang, 1993).
Iyonik baglama ile enzim immobilizasyonu basit bir yéntemdir. Bu yontem enzimin
destege hem kuvvetli baglandigi hem de c¢ok aktif oldugu sartlar1 saglamasindan
dolay1 ayn1 anda bu sartlar1 bulmak zordur. Iyonik baglama ¢ok yumusak kosullarda
gerceklestiginden enzimin konformasyonunda ve aktif merkezde herhangi bir
degisiklige sebep olmaz. Ancak enzim ile tasiyict arasindaki bag kovalent bag kadar
gliclii olmadigindan enzimin tastyicidan ayrilmasi s6z konusudur (Telefoncu, 1997).

Metal Baglama (Selat); bu yontemde, bazi gegis metallerinin (Titan(III),

Titan(IV), Zirkonyum (IV)) selat yapma ozellikleri sayesinde enzimlerin organik ve
inorganik tasiyicilara baglanmasi saglanmaktadir (Kennedy ve ark., 1983). Metalin
tuzu veya hidroksit formu destek yiizeyine (seltiloz, kitin, alginik asit, silikat gibi)
1sitma veya ndtralizasyon yontemi ile ¢oktiiriiliir. immobilizasyon islemi metalin bos
d orbitali ile enzim molekiiliindeki artik aminoasit gruplari arasinda gerceklesir.
Metal baglama ile enzim immobilizasyon yontemi olduk¢a basit bir yontem olup
immobilizasyon islemi sonunda enzimin baslangi¢ aktivitesinin %30 ile %80
arasinda korudugu goriilmektedir. Lakin, metalin tasiyict yiizeyinden uzaklagmasi
dolayisiyla immobilize enzimin operasyonel stabilitesinde degisken ve tekrarlanabilir
sonuglar elde etmeyi zorlastirir (Porath, 1992; Brena ve ark., 1994).

Kovalent Baglama; enzimin tasiyiciya kovalent baglanmasi enzim

zincirindeki aminoasitlerin tasidig1 fonksiyonel gruplar iizerinden gerceklesmektedir
(Zaborsky, 1973). Kovalent baglama yontemi ile yapilan enzim immobilizasyonu
kovalent bagin dogasi geregi enzim molekiilii ve destek arasindaki bagin kararh
olmast ve bu yilizden enzimin destek yiizeyinden kolaylikla ayrilmasimin miimkiin
olmamas1 sebebiyle enzim immobilizasyonunda ¢ok yaygmn olarak kullanilan
yontemlerden birisidir.

Kovalent enzim immobilizasyonunda dikkat edilmesi gereken énemli nokta,
baglanmanin enzimin aktif bolgesinden olmamasi ve baglanma esnasinda sterik
engellemeler nedeni ile bu gruplarin rahatsiz edilmemesidir. Kovalent baglama
yontemi genellikle ¢apraz baglanmayla birlikte uygulanir. Boylece enzim ile destek

arasinda olusmus kovalent baglar ¢capraz baglanma sonucunda daha kararli hale gelir.
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Bu amagla ilk olarak bir bag ajan1 kullanilarak destek iizerindeki fonksiyonel gruplar
aktif hale getirilir. lkinci olarak ise bu aktif hale gelen destekle enzimin
birlestirilmesi ve immobilizasyon isleminin tamamlanmasi saglanir. Aktivasyon
islemindeki amac¢ destek {izerindeki fonksiyonel gruplarin elektrofilik hale
getirilmesi i¢in yapilir. Daha sonra immobilizasyon reaksiyonunda, bu gruplar enzim
yiizeyindeki belli amino asitlerin amino (NH,)" fonksiyonel gruplariyla kovalent bag
olusturur (Bickerstaff, 1997). Enzimin ylzeyinde yer alan aminoasit artig: ile destek
yuzeyinde yer alan fonksiyonel grup arasindaki kimyasal bag Sekil 1.4.’de
gosterilmistir (Cao, 2005).

—

o »

¢

\‘-n.__[ Destek kS ]

Sekil 1.4. Enzimin destege kovalent immobilizasyonu: (A) Aktif amino asit artigs;
(B) destegin fonksiyonel bag yapacak grubu; (C) Destek; (D) Ara kol (Cao,
2005).

Inorganik ve organik yapida birgok dogal ve yapay materyal kovalent
immobilizasyonda destek materyali olarak kullanilabilmektedir. Destek suda
¢oziinmemeli ancak biiyilk Olgiide hidrofobik karakterli de olmamali, suda
1slanabilmeli, ayrica mekanik etkilere karsi dayanikli olmalidir. Bu tiir desteklerin
se¢iminde enzim ile destek arasindaki bagin aktivite icin zorunlu gruplar Uzerinden
olmamasi yaninda destegin enzim tarafindan pargalanmamasi, mikroorganizma
tiremesine olanak vermemesi, pH ve ¢oziiciilere kars1 dayanikli olmasi gibi 6zellikler
tagimasina dikkat edilmelidir (Telefoncu, 1997). Kullanilan destegin fiziksel ve

kimyasal oOzellikleri immobilize enzimin durumunu (6rnegin, aktivitesini,
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seciciligini, kararliligini) dogrudan etkilemektedir (Cao, 2005). Destek ylizeyine
kovalent baglanmada kullanilan farkli aktif fonksiyonel gruplar vardir. Bunlar Sekil

1.5.”da gosterilmistir.
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Sekil 1.5. Kovalent baglanmada ¢ok siklikla kullanilan aktif fonksiyonel gruplarin
sematik gdsterimi (A: Karbonat, B: Anhidrit, C: Epoksit, D: Aldehit, E:
Acilazid, F: Izosiyanat, G: Karboksilli asit fenil ester, H: Lakton) (Yildirrm
2010).

Kovalent baglama yoOnteminin avantajli ve dezavantajli  yoOnleri

bulunmaktadir (Rao ve ark., 1998). Avantajli yonlerini asagidaki gibi siralanabilir;

e Kovalent baglamadaki baglar ¢ok siki oldugu i¢in, immobilizasyonu
yapilmis enzimin kullanimi esnasinda, ortamda yiiksek iyonik karakterli
¢oziicii veya substrat bulunmasi durumunda dahi enzimler destekten
sizmaz.

e Enzim, destek yizeyindeki belirli bolgelere lokalize oldugundan dolay:
enzim ile substratin karsilasma ihtimali artar.

e Enzim molekiilleri ile destek arasindaki giiclii etkilesimden dolay1 enzimin
sicaklik kararliliginda artis gozlenir.

Kovalent baglama yonteminin dezavantajli yonleri ise asagidaki gibi

siralanabilir;
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e Kismi modifikasyondan dolayr enzim molekiillerinin aktif yapilar
bozulmaya egilim gosterir.

e Enzim molekiilleri ile destek arasindaki kuvvetli etkilesimler, enzim
molekdllerinin serbest hareket etmesini engelleyerek enzimin aktivitesinin
diismesine sebep olabilir.

e Immobilizasyon igin optimum kosullar1 bulmak zordur (Rao ve ark.,

1998).

Kovalent immobilizasyonda kullanilacak inorganik destegin yuzeyine daha
fazla enzimin baglanabilmesi igin destegin mumkun olan en kigiuk gozenek
biylkligine sahip olmas: gerektigi bildirilmistir (Weethall, 1976). Enzim
immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicilar reaktif degillerse yardimc bir reaktif ile
aktiflestirilmesi gerekir. Immobilizasyon ¢ok 1liml1 kosullarda (oda sicakligi, nétral
pH  vb.)  gerceklestirilmelidir.  Aktiflestirilmis  desteklere  enzimlerin
immobilizasyonunda distik immobilizasyon etkinligi ve enzim kararliliginda artis
veya azalis meydana gelebilmektedir. Buna sebep olan faktérler su sekilde

siralanabilir;

e Sterik engeller,

e Destegin cevresel etkileri (hidrofobik yizeyler genellikle enzimin
inaktivasyonuna neden olur),

e Matriksin 6zellikleri,

e Enzim molekull ile destek arasinda istenmeyen etkilesimler,

e Enzimin destege yanlhs yonlenmesi (aktif bolgesinden baglanmasi),

e Uygun olmayan mikro cevre,

e Asin ¢oklu noktadan baglanma,

e Enzim hareketliliginin veya konformasyonel esnekligin etkilenmesi.

Enzim immobilizasyonu calismalarinda enzim ile destek arasina cesitli ara

kollar eklenerek enzim aktivitesinin artirllmasina yonelik teknikler arastirilmaktadir
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(Alptekin, 2009). Enzimin destege dogrudan immobilizasyonunda enzim hareketi
sinirli iken ara kol Uzerinden immobilizasyonunda enzim daha serbest hareket
edebilmektedir. Ara kolun immobilize enzim aktivitesi Uzerine etkisi karmasiktir.
Bunun nedeni ara kol varhginda mikro cevredeki, enzim yodnlenmesindeki ve
enzimin esnekligindeki degisimlerdir. Uygun ara kol (uzunluk, hidrofiliklik,
dallanmishik veya dogrusallik v.b.) kullanimiyla immobilizasyon sonunda

immobilize enzim aktivitesi yliksek olabilmektedir (Sekil 1.6).

(C) (d)

Sekil 1.6. Enzimin destege dogrudan (a), dogrusal ara kol (b), dallanmis ara kol (c)
ve yuklu ara kol (d) Gzerinden immobilizasyonu (Cao, 2005).

Biyospesifik Baglama _(Affinite); biyolojik sistemlerdeki gelismis

biyospesifik etkilesme veya tanima sistemleri kullanilarak yapilan immobilizasyon
teknigidir. Bir enzimin, antikor veya lektinler kullanilarak immobilizasyonu
biyospesifik bir immobilizasyondur. Burada kullanilan lektinler belirli karbohidrat
dizisine sahip enzimlere etkili bir sekilde baglanabilir. Son zamanlarda monoklonal
antikorlar kullanilarak da biyospesifik immobilizasyon yapilmaktadir (Telefoncu,
1997).

Biyospesifik baglama yonteminde en sik kullanilan sistem ise biyotinavidin
sistemidir. Avidin, ayrisma katsayisi 10" M civarinda olan spesifik iyon ¢ifti
etkilesimiyle dort adet biyotin ligand1 baglayabilen, tetramerik bir proteindir. Bu tip
bir immobilizasyonda reaktif fonksiyonel gruba bagli biyotin tiirevleri hem tasiyici

ylizeye hem de proteine kovalent baglanmistir. Biyotinlenmis tasiyict oncelikle

11
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avidin ile daha sonra da biyotinlenmis enzim ile mualeme edilir. Kapsaml
manipiilasyonlarin kullanimini gerektirdigi ve maliyet yiiksekligi nedeniyle bu
yontem sadece sulu sistemlerde, pahali enzimlerin kullanildigi durumlarda uygun

olmaktadir (Oztiirk, 2009).

1.2.1.1.(2). Tutuklama

Tutuklama yoénteminde, enzim molekili belirli bir ortamda durdurulmaya
zorlanmaktadir. Bu islem polimer matriks i¢indeki kafeslerde gerceklestigi gibi yari
gecirgen  membranlar  icinde  mikrokapsilleme ve miseller ile de
gergeklestirilebilmektedir. Bu immobilizasyon yontemini diger ii¢ yontemden ayiran
en Onemli 6zelligi bu teknikte enzim molekiiliiniin diger tekniklerde oldugu gibi
herhangi bir tasiyiciya kovalent veya non-kovalent olarak baglanmamis olmasidir
(Telefoncu, 1997). Tutuklama yontemi; polimer matrikste tutuklama,
mikrokapsulleme, lipozom teknigi olarak ti¢e ayrilmaktadir;

Polimer Matrikse Tutuklama Y&ntemi; bu ydntem, polimerizasyon ve

capraz baglamanin olustugu ortamda enzimin de bulunmasi durumunda capraz
baglama sonucu olusan kafeslerde enzimin tutulmasi esasina dayanmaktadir. Bu
yontemin avantajli ve dezavantajli yonleri bulunmaktadir. Yontemin avantajlari; ¢cok
kolay uygulanabilir, gercek bir fiziksel yontem olusu ve ¢ok az miktarda enzime
ihtiyag duyulmasidir. Immobilizasyon islemi sirasinda nétral ve suda ¢dziinmeyen
tastyicilar kullanildigindan yiiklii tasiyicilara gerek duyulmamaktadir. Yontemin
dezavantajlar1 ise; immobilizasyon islemi sirasinda inaktivasyonun, deney
kosullarina oldukg¢a bagimli olmasi ve immobilize enzimin sadece kii¢lik molekiillii
substratlara karsi iyi bir aktivite gostermesidir. Diger bir dezavantaji ise polimer
sentezlenirken gdzenek capinin hassas kontrolii ¢ogunlukla miimkiin olmadigindan
kiitle transferinin kisitlanmasi tutuklanmis enzim i¢in onemli bir problem teskil

etmektedir (Telefoncu, 1997).

12



1. GIRIS Miige SENGUL

Sekil 1.7. Matrikste tutuklama yontemi

Mikrokapsilleme; bu yontem enzim molekiillerinin yar1 gegirgen bir

membran i¢inde tutuklanmasi esasina dayanmaktadir. Mikrokapsiillerin biiytikligi
1-100 p arasinda degismektedir. Yar1 gegirgen membranin gozenek caplari, substrat
molekiillerinin kapsiil i¢ine girisine ve {iriin molekiillerinin disar1 ¢ikisina olanak

verecek bliytikliikte olmalidir (Chang, 1976).

Sekil 1.8. Mikrokapsilde tutuklama yontemi

Lipozom Teknigi; bu yontem, sivi-ylizey yapict membran temeline

dayanmaktadir (Regen ve ark., 1984). Siireksiz, doniisiimlii ve tamamen fiziksel bir
yontemdir. Oldukca biiyiik bir kontak yiizeyine sahip olup, ayn1 anda bir adimda
bircok enzimin immobilizasyonuna olanak saglamaktadir (Sekil 1.9). Bunlarin
yaninda, substrat ve iirlinlin membrandan gegisinin ¢oziiniirliige bagimli olmast,
islem sirasinda enzimin aktivite kaybetmesi ve sivi olan membrandan enzim kagma

olasilig1 bulunmaktadir ( Luisi ve Magid, 1986).
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Sekil 1.9. Lipozom teknigi ile enzim immobilizasyonu (Cao, 2005)

1.2.1.2. Céziiniir Formda immobilizasyon

Coziiniir formda immobilizasyon yontemi enzimin herhangi bir tasiyiciyla
fiziksel veya kimyasal etkilesiminden c¢ok yar1 gegirgen bir zarla c¢evrelendigi ve
enzime genis bir hareket alaninin saglandigi bir yontemdir (Weethall, 1976).
Enzimler ¢oziiniir formda kullanilmadan 6nce diisiik veya yliksek molekiil agirlikli
bilesiklerle kimyasal olarak modifiye edilerek daha kullanigh ve kararli hale
getirilebilirler. Ornegin bazi enzimlerin diisiik molekiil agirhikli bilesiklerle
acillenmesi enzimin kararliligin1 artirmaktadir (Tiikel ve Alptekin, 2007).

Enzimin membran igerisinde immobilizasyonunda ise enzimin kagisi ve
mikrobiyal kontaminasyon séz konusu degildir. Membranlar kolaylikla rejene edilip
kullanilabilir. Birden fazla enzimin bir arada immobilize edilmesi miimkiindiir. Uriin
ve substratlar, membran sayesinde se¢imli olarak kontrol edilebilir. Kiitle
transferinde 6nemli bir engel olusu ve membranda zamanla tabakalasma gozlenmesi
bu teknigin dezavantajlar1 arasinda sayilabilir. (Telefoncu, 1997).

Yar1 gecirgen Ozellik gosteren oyuk elyaf membranlar1 ve ultrafiltrasyon
membranlarin kullanimi enzimlerin ¢oziiniir formda immobilizasyon yontemlerinden
biridir. Bu immobilizasyon yontemi higbir kimyasal bilesigin veya teknigin
kullanilmasinin gerekmedigi son derece kolay bir yontemdir. Oyuk elyaf membranlar

ile ultrafiltrasyon membranlar1 enzimi gecirmezken substrat ve {iriinlin gecisine izin
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verir. Ayrica mikroplarin enzime ulagsmasini engelleyerek koruyucu etki gosterirler.
Enzim destege herhangi bir bolgesinden baglanmadigi i¢cin molekiiler geometrisi,
esnekligi ve dolayisiyla katalitik etkinligi degismez, ancak substratin membrandan
gecip enzime ulagsmasindaki kisitlamalar bu yontemin en 6nemli dezavantajlarindan
birini olusturur. Substrat molekiilii ne kadar kiiclikse membrandan gegisi o denli

kolay olacagindan enzimin etkinligi de o oranda artacaktir (Yildirim, 2010).

1.2.1.1. Enzim immobilizasyon Yéntemlerinin Kiyaslanmasi

Enzimlerin immobilizasyonu i¢in ¢ok sayida teknikler gelistirilmesine
karsin, enzimlerin yapilarinin ve kimyasal Ozelliklerinin birbirinden ¢ok farkl
olmasi, olusan triinlerin ve kullanilan substratlarin farkli 6zelliklere sahip olmalari
nedeniyle enzimler veya uygulamalari i¢in gegerli tek bir yontem belirlemek
miimkiin degildir. Bu nedenle immobilizasyonu diisiiniilen her farkli enzim i¢in ve
her farkli durumda bir veya birkag degisik yontem oOnerilebilir. Cizelge 1.1°de

immobilizasyon yontemlerinin kars1 kiyaslanmalar1 gosterilmistir.
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Cizelge 1.1. Immobilizasyon yontemlerinin kiyaslanmasi (Wiseman, 1986;
Telefoncu,1997).
Kars Fiziki Iyonik Baglanma | Selat veya Kovalent [ginde
Karakteristik Baglama Adsorpsiyon Metale Baglama | BaSlanma Tutma
Hazrlama Orta Kolay Kolay Kolay Lor Lor
Baglanma Giicii Giiglii Zawnf Orta Orta Giiglhii Orta
Enzim Aktivites: Dhigiik Orta ik zek Yiiksek Yiiksek Drisiik
Destegin =~ Tekrar | Imkansiz Miimkiin Miimkiin Miimkiin Nadiren Imkansiz
Eullamlabilirlisi
1111mohilizmj.'ou Orta Driasiik Driasiik Orta Yiiksek Orta
Maliyeti
Kararlilik ik ek Driiziik Orta Orta ik sek Yiiksek
Genel Hayir Evet Evet Evet Hayir Evet
Uygulanabilirlik
Enzimin
Mikrobiyal Miimkiin Hayr Hayir Hayir Hayir Evet
Ataklara Karz
Konmabilmes:

1.3. NANOTEKNOLOJi

Nano, kelime anlami ile herhangi bir fiziksel biiyikligin bir milyarda biri

demektir. Nanoyapilar uzunluk olarak bakildiginda yaklagik 10-100 atomluk

sistemlere karsilik gelmektedirler. 1-500 nanometre biiyiikliik araligina nanodl¢ek
denir (Mark J. Biggs, 2003).
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Sraallesi sz ior

ﬂ Escharichia coll Adycopiaza Foiio 1.'1'?_';.55'

Craredim
~1-5 um ~ 150 15 mm VIS rasadiees ) ~3 mem

0 elmrke §

Sekil 1.10. Nanoolgek (Mark J. Biggs, 2003).

Nanoteknoloji, maddenin tek bir atom veya tek bir molekul dizeyinde
ayrilmasi, birlestirilmesi ve deforme edilmesi  slireclerinden olusur seklinde
tanimlanmistir.

Nanoteknoloji ~ uygulamalarinin ~ temelinde  materyal  boyutlarinin
kiiciiltiilmesi sonucu fiziksel dzelliklerin degismesi vardir. Ornegin nanopartikiller
cok blyik ylzey alani / hacim oranina sahiptirler. Buna bagl olarak floresans gibi
optik Ozellikler partikiil ¢apmnin bir fonksiyonu haline gelirler. Nanopartikiller
kullanilarak yapilan malzemelerde sertlik ve elastikiyet 0Ozellikleri degisir.
Geleneksel polimer yapilarin nanopartikiiller kullanilarak  gii¢lendirilmesi
mumkindlr. Boyle nanoteknolojik olarak giiclendirilmis materyallerin agirlig
azalirken dayanmiklilik ve fonksiyon c¢esitliligi artmaktadir (Papazoglu ve
Parthasarathy, 2007).
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1.3.1. Nanoteknolojinin uygulama alanlar:

1.3.1.1.Tip

Biyoloji ve tip alanindaki ¢esitli uygulamalarda nanomateryallerin benzersiz
ozelliklerinden yararlanilmaktadir. Nanomateryallerin biyolojik molekiil veya
yapilarla birlikte kullanilmas1 uygulamalar1 da giderek artmaktadir.

Nanomateryallerin boyutlar1 pek ¢ok biyolojik molekiil ve yapilarin boyutlari
ile  benzerlik gosterdiginden nanomateryaller in vivo ve in vitro biyomedikal
aragtirmalarda  da  kullanilabilmektedir. Medikal tam1 uygulamalarinda, Ilag
iletiminde, Hedeflenmis veya kisiye 6zel ilag iiretimlerinde ve doku miihendisligi
alaninda da zarar gormiis dokunun tamiri veya yeniden iretilmesi konusunda

nanoteknolojiden yararlanilmaktadir.

1.3.1.2. Kimya ve Cevre

Kimyasal kataliz ve filtrasyon teknikleri nanoteknolojinin simdiden 6ne ¢ikan
uygulamalardir. Belirli bir kimyasal c¢evreye (ligandlar) veya spesifik optik
Ozelliklere sahip nanopartikiiller gibi yapilarin sentezlenmesi, istenen kimyasal
Ozelliklere ulasilmasini miimkiin kilmaktadir.

Cok yiiksek yilizey/hacim oranit saglanmasi nedeniyle nanoteknolojiden
kimyasal kataliz alaninda ¢ok yararlanilmaktadir. Nanopartiklllerden katalizde
yararlanma potansiyeli yakit pillerinden Kkatalitik doniistiiriici ve fotokatalitik
aygitlara kadar genis bir alan1 kapsamaktadir. Atik-su aritilmasi, hava temizlenmesi
ve enerji depolama aygitlarinin gelistirilmesi iizerine de nanokimyanin Onemli

katkilar1 olmaktadir.

1.3.1.3. Enerji

Nanoteknolojinin enerji ile ilgili uygulamalar1 baglica enerji depolanmasi,

dontisiimii, tasarrufu ve yenilenebilir enerji kaynaklariin gelistirilmesi konularinda
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yogunlasmaktadir. Ornegin, enerji tiiketiminin azaltilmasi 1sik-yayan diodlarin
(LED) veya kuantum kafes atomlarin (QCA) iiretilmesinde nanoteknolojiden
yararlanilmas1 seklinde olmaktadir. Ayrica nanopartikiillerin, ylizey alanimi
bliylitmesi nedeniyle daha verimli giines pillerinde (solar cells) kullanilmasi veya
cevre dostu enerji sistemlerinin iiretilmesinde kullanilmasi da son zamanlardaki
uygulamalardir.

Ayrica; Yiyeceklerin {retimi, islenmesi, gilivenligi ve paketlenmesinde,
Nanokompozit materyaller anti-mikrobiyal ajanlarin  kaplama filmlerine
yerlestirilmesinde, Seramik veya cam yuzeylere kendi kendini temizleme veya kolay
temizlenebilir olma oOzelliklerinin kazandirilmasinda da nanoteknolojiden

yararlanilmaktadir. Nanoteknolojinin uygulama alanlar1  Sekil 2.2°deki gibi

genellestirilebilir.
Nanoteknoloji .
| . .
Minyatar Yeni nanomateryaller Nanomihendislk
gelistirme ve nanoaygitlar yaklasimi: atom dizeyinde
i i kontrol ve dizenleme
¢ |
| | Yiksek Nanorobotlar L"Jnivelrsal
Elektronik |} | |Yiiksek performansl tretim dizileri
devreleri performansli| | | materyaller
—— | lteleskoplar T/ %
Fotonik Kozmetik ve Ultra hafif
devreler farmosétikler ucaklar
(nanopartikiller)| | |(nanokompozitler)

Sekil 1.11. Soldan saga dogru nanoteknolojinin dolayli, direkt ve yaklagimsal
uygulama alanlar1 (Ramsden, 2005).

1.4. NANOPARTIKULLER

Enzim immobilizasyonu, siirekli operasyon ve enzim safligi i¢in kullanilan
genis Olcekte uygulanabilen popller bir stratejidir. Immobilize enzimlerin zayif

biyokatalitik etkileri ticari kimyasal proseslerle yarismak icin genis 0Olcekte
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biyoproseslerin gelisimini kisitlamaktadir. Biyokatalitik etkinligin  gelisiminde,
tasiyict materyallerin difiizyon kisitlamast goriilir. Diger yandan, gozenekli
materyaller yiiksek enzim yikleme o6zelligi gosterseler de substrat difuzyon
kisitlamasi1 daha fazla olur (Jungbae ve ark. , 2006).

Enzim tasiyict materyalin boyutundaki azalma genellikle immobilize enzimin
etkinligini gelistirir. Yiizeye baglanmalarda, kucuk partikiller enzimin tutulabilme
icin daha genis ylizey alanina sahiptirler bu sayede partikiiliin birim kiitlesi basina
baglanan enzim miktar1 artar (Jia ve ark., 2003). GoOzenekli materyallere enzim
immobilizasyonunda, kiglk gozenekli partikillerde buyik gozenekli partikillere
oranla substrat difiizyonu az oldugundan, daha diisuk kutle transfer direnci beklenir.

Son yillarda, enzim immobilizasyonu i¢in, destek materyal olarak
nanoyapilarin kullanimina biiyiik ilgi vardir (Daubresse ve ark ., 1996; Chen ve Su,
2001; Chen ve ark., 2001; Jia ve ark., 2003). Nanopartikullerin birim kiitlesi basina
dusen yiuzey alani genis oldugundan dolayi, nanopartikiller Gzerine enzim
baglanmasi etkili bir sekilde basarilabilir (Chen ve Su, 2001).

Performans Ozelliklerine ek olarak, nanopartikillerin ¢ozeltideki davraniglari,
hem homojen hem de heterojen katalizler arasindaki gegis bolgesini de vurgular.
Partikil boyutu ve ¢ozelti viskozitesine bagli olan partikiil hareketliligi, partikillere

immobilize edilmis enzimin asil aktivitesini etkiler (Jia ve ark., 2003).

1.4.1.1. Magnetik nanopartikuller

Magnetik nanopartikuller proteinlerin ve  enzimlerin immobilizasyonu,
biyoayirma, immunoanalizler, ila¢g dagilimi, biyosensorler ve buna benzer genis
uygulamalari nedeniyle oldukga dikkat ¢ekmektedir. Magnetik nanopartikuller ticari
olarak 6nemli olduklar1 kadar analitik kimyada da 6zel bir 6neme sahiptirler. Cunku
herhangi bir analitik protokoliin baginda veya sonunda magnetik alanlar kullanilarak
magnetik nanopartikiilleri ele gegirme olasiligi ile analitlerin tek bir adimda hizli
saflagtirilmasina izin verir (Fuentes ve ark., 2001).

Magnetik nanopartikiiller bir destek materyali olarak g¢esitli avantajlara

sahiptir. Bunlar:
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e lyi kiitle transfer 6zellikleri

e Kolay ayirmaya ve immobilize enzimlerin tekrar kullanilmasina olanak

e Enzimlerin immobilizasyonu i¢in kullanilan genis spesifik ylizey alam
olarak siralanabilir. Magnetik nanopartikiiller simdiye kadar lipazlarin,

proteazlarin ve diger enzimlerin immobilizasyonu i¢in  kullanilmistir

(Kuroiwa ve ark., 2008).

1.5. LIPAZLAR

Lipazlar (triacilgliserol agil hidrolazlar, E.C.3.1.1.3.) gliserol ve uzun zincirli
yag asitlerinden olusan esterlerin sentezini ve hidrolizini katalizlerler. Lipazlar
hidrolaz sinifi enzimlerdendirler. Gliserin esterlerini triolein ve tripalmitin gibi uzun
zincirli yag asitlerini parcalarlar.

Lipazlar biyoteknoloji ¢alismalarinda ¢ok amagl kullanilabilirlikleri,
spesifikligin  olmadig1 kimyasal proseslere spesifiklik kazandirmalari, yan
reaksiyonlar1 6nlemeleri ve reaksiyon 0runlerinin ayrilmasiyla ilgili problemleri
kolaylagtirmalar1 gibi bircok 6zellikleri nedeniyle her gecen giin artan bir ilgi ve
talep vardir. Lipazlarin enzim pazarindaki paymnin biiylimesinde, bu enzimlerin
enantio segicilik, bolgesel seciciligi ve genis substrat 6zgiilliigii gibi 6zellikleri etkili
olmustur. Lipaz enzimleri yeryiizii flora ve faunasinda genis bir yere sahip
olmalarina karsin daha ¢ok bakteri, mantar ve mayalardan olusan mikrobiyal florada
yer almaktadirlar. Lipazlar, domuz ve insan gibi memelilerde, kene otu tohumu
(Ricinus communis) ve kolza tohumu (Brassica napus) gibi yiiksek yapili bitkilerde
de bulunmaktadir. Enzim iiretiminde daha ¢ok mikrobiyal kaynak tercih edilmekle
birlikte, Candida sp. , Pseudomonas sp. ve Rhizopus sp. 6n planda yer alan enzim
kaynaklaridir. Lipazlarla yapilan endiistriyel uygulamalarda genellikle saflastirilmis
ticari enzimler tercih edilmektedir. 1960’larin sonuna dogru lipaz, tipta sindirim
yardimcist olarak kullaniliyordu. Gelisen teknoloji ile beraber lipazlarin kullanim
alan1 da artmistir. Lipazlar, yag asit esterlerinin hem hidrolizini hem de sentezini

katalizleyebilirler. Esterazlarin aksine, lipazlar sadece su-yag arayiizeylerine adsorbe
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olduklarinda aktive edilirler. Katalizleme, su ile ¢6ziinmez substratin olusturdugu ara
yiizeyde gerceklesir. Su ve yagin olusturdugu bu arayiizey enzim aktivitesi i¢in
gereklidir. Lipazin immobilizasyonu sirasinda lipaz ile birlikte immobilize edilmis
olan su, bu arayiizeyin olugsmasini saglar.

Lipazlar, su-yag arayilizeyinde suya karigsmayan trigliseridlerin hidrolizini
katalize eder. Belirli kosullar altinda reaksiyon karigimindaki su miktari, lipaz
tarafindan katalize edilen reaksiyonun yoniinii belirler. Suyun c¢ok az miktarda
oldugu ya da hi¢ olmadig1 zamanlarda yalnizca esterifikasyon ve transesterifikasyon
reaksiyonlart meydana gelirken su igeriginin yiiksek oldugu kosullarda hidroliz
reaksiyonlari olusur (Telefoncu, 1997).

Lipaz tarafindan katalizlenen bir ester-hidroliz sentez reaksiyonu asagidaki

gibi verilebilir:

o Enz R'OH o H,O Enz
I ~_ " I N T ﬁ?
R- C- OR' # R-C-Enz --/l‘_—\ R- C- OH
Enz R'OH H,O Enz

Sekil 1.12. Lipaz tarafindan katalizlenen bir ester-hidroliz sentez reaksiyonu

Lipaz katalizli biyoteknolojik uygulamalara asagida bazi 6rnekler verilmistir:

1. Sentez Reaksiyonlar1

a) Balmumu sentezi

b) Poli

¢) Mikroemulsiyon igerisindeki lipaz katalizli esterifikasyon reaksiyonlari
d) Seker esterlerinin sentezi

e) Acillenmis glukoz sentezi gibi.
2. Interesterifikasyon ve Transesterifikasyon

a) Tereyaginin interesterifikasyonu

b) Trigliseritlerin interesterifikasyonu
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¢) Siit yaginin oleik asitle interesterifikasyonu

d) Hurma yaginin transesterifikasyonu

e) Kilogram o6lcekli ester sentezi gibi.
3. Hidroliz

a) Zeytin yaginn hidrolizi

b) Balik yagi ile zenginlestirilmis doymamis yag asidi sentezi gibi.ol-yag

asidi esterlerinin sentezi gibi.

1.5.1. Lipaz enziminin kullanim alanlar

Cok yonlii mikrobiyal lipazlar hizla gelismekte olan modern biyoteknolojide

vazgecilmez bir role sahip olmuslardir. Biyolojik onemlerinin yaninda lipazlar,

yaglarin islenmesi, deterjan ve yag temizleyicilerin tiretimi, gidalarin islenmesi, ilag

ve kimyasal madde sentezleri, kagit liretimi ve kozmetik {irlinlerinin sentezi gibi pek

cok alanda karsimiza ¢ikmaktadir. Lipazlar ayn1 zamanda yag atiklar1 ve politiretanin

parcalanmasini hizlandirmak i¢in kullanilabilmektedir. Kullanim1 yaygin bazi ticari

lipazlar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanimi yaygin baz1 ticari lipazlar( Telefoncu, 1997).

Tip

Kaynak

Uygulama Alani

Uretici Firma

Fungal

C.rugosa

Organik sentez

Amano, Biocatalysists, Boehringer

Mannheim, Fluka, Sigma, Genzyme

C.antarciica

Organik sentez

Boehringer Mannheim, Novo Nordisk

T lanuginosus

Deterjan katkisi

Boehringer Mannheim, Novo Nordisk

R.miehei

Gida islenmesi

Novo Nordisk, Biocatalysists, Amano

Bakteriyel

B.cepacia

Organik sentez

Amano, Fluka, Boehringer Mannheim

P.alcaligenes

Deterjan katkisi

Genencor

P.mendocina

Deterjan katkisi

Genencor

Ch. Viscosum

Organik sentez

Asahi, Biocatalysists
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Cizelge 3.2. Mikrobiyal Lipazlarin Endiistriyel Uygulamalari

Endiistri

Gorevi

Uriin ya da Uygulama

Deterjan

Yaglarm Hidrolizi

Kumaslardan yvag lekelerinin uzaklastirilmasi

Siir tirtinleri

Siit yagmm hidrolizi

Peynir ve terevagindaki tatlandirici ajanlarin

gelistirilmesi
Hizli olgunlastirma Pevnir
Yaglarin modifikasyonu Tereyag

Kozmetik Sentez Emiilsifive ediciler, nemlendiriciler
Kagit Hidroliz Gelistirilmis kalitede kagit
Deri Hidroliz Deri tirtinleri
Temizlik Hidroliz Yaglarm uzaklastirilmasi
Ilac Transesterifikasyonu Sindirimi kolaylastiricr diizenleyiciler
Hidroliz Ozel lipidler
Yag Transesterifikasyon Kakao yagi, margarin, yag asitleri, gliserol
Hidroliz Mono ve diacil gliseroller
Icecek Aroma gelistirilmesi Icecekler
Ekmek Tat gelistirilmesi Raf émuriiniin uzatilmasi

Stereo secici 0zelliklerinden dolayi lipazlar, birbiriyle karismayan tek fazl

sistemlerde

kullanilmaktadir.

rasemik organik asit

Rasemik alkoller aym

karigimlarint  ¢ozmek igin  de

zamanda, lipazlarin kataliz ettigi

transesterifikasyon reaksiyonlar1 ile olusturulan saf enantiyomerler i¢inde de

cozilebilirler (Telefoncu, 1997).
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Literatiirde farkli destek materyalleri kullanilarak lipaz immobilizasyonuna
yonelik ¢ok sayida c¢alisma bulunmaktadir. Alexander E. lvanov ve ark. 1997,
Pseudomonas fluorescens lipazin1 bes farkli destek materyaline (celite, oktil-silika,
aminopropil-silika, glutardialdehit ile aktive edilmis silika ve Eupergit C 250L)
immobilize ederek tasarlanan immobilize sistemlerin islem kararliliklarini ve
aktivitelerini karsilastirmiglardir. Calismada, en iyi islem kararlili§i gosteren
Eupergit-C250L uUzerine immobilize edilen enzimin birbirini izleyen 11 dongi
sonunda baslangi¢ aktivitesinin %30’ unu korudugu gostermislerdir.

IE. Fuentes ve ark. 2001; Rhizomucor miehei ve Candida cylindracea
lipazlarini ti¢ farkli polisilikat yap1 lizerine (sepiolite, palygorskite, montmorillonite)
immobilize etmigler ve ticari olarak kullanilan bir destek materyali olan Duolite-A
568 reginesiyle gelistirdikleri immobilizasyon yoOntemlerinin aktivitelerini
karsilastirmislardir.  Olgiilen aktivite ve segicilik sonuglari, biyodoniisiimlerde
siklikla kullanilan, goreceli olarak diisiik mol kiitleli proteinlerin immobilizasyonu
icin sepiolite ve palygorskitin destek materyali olarak kullanilabilecegini rapor
etmislerdir.

F. Panzavolta ve ark. 2005; Destek materyali ile enzim arasindaki hidofobik
etkilesimlere dayanan baksa bir ¢alismada; hidrofobik polifenil asetilen polimerine
Candida rugosa lipazi immobilize etmislerdir. Immobilize enzim serbest enzime
gore sicaklik degisimlerine, pH degisimlerine ve organik ¢oziiclilere yliksek
kararlilik gosterdigi ¢calismada rapor edilmistir.

G. Bayramoglu ve ark. 2005; Epoksi grubu iceren poli(GMA-HEMA-
EGDMA) mikrokirelerine Candida rugosa lipaz immobilizasyonunu galismiglardir.
Bu ¢alismada siispansiyon polimerizasyonu teknigi ile hazirlanan epoksi grubu
iceren poli(GMA-HEMA-EGDMA) mikrokiirelerine uzatici kol olarak 1,6-
diaminohekzan takilmis, ardindan baglama ajan1 olarak glutarik dialdehit
kullanilmistir. Gelistirilen immobilizasyon yonteminde maksimum lipaz adsorpsiyon
kapasitesini 28,3 mg/g polimer olarak bulmuslar ve immobilizasyon kosullarini

optimize ederek, kinetik parametreleri hesaplamiglardir.
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Bai ve ark. , 2006; Nano o6l¢ekte hazirlanan SiO; kiireleri aldehit gruplariyla
fonksiyonel hale getirilmis ve lipaz enzimi bu destek materyaline kovalent olarak
immobilize etmislerdir. Gelistirilen immobilizasyon yonteminde zeytin yaginin
hidrolizi i¢in domuz pankreas lipazinin optimum pH ve sicaklik degerleri sirasiyla
8,0 ve 50-60°C olarak saptamislardir.

Kim ve ark. 2006; Bu ¢aligmada Mucor javanicus lipazi Stober yontemiyle
hazirlanan silika nanopartikiiller iizerine glisidil metakrilat (GMA) ile epoksi gruplari
baglayip, aktive ettikten sonra lipaz immobilize etmislerdir. Yine ayni ¢alismada
GMA’nin epoksi gruplari, etilen diamin reaktifi (EDA) ile amin gruplaria
dontisturtlerek Mucor javanicus lipazinin yapilara kovalent immobilizasyonu
saglamiglardir. Calisma sonunda fonksiyonel hale getirilen silika nanopartikllerin
enzim yikleme kapasiteleri ve aktivitelerinde gozle goriiliir bir artis oldugunu,
immobilizasyonla birlikte gerek pH, gerekse 1s1l kararliliklarin serbest enzime gore
daha iyi oldugunu rapor etmislerdir.

Yang ve ark., (2008); Yaptiklar1 ¢alismalarinda serbest lipaz ve manyetik
kirelere immobilize ettikleri Candida rugosa lipazi i¢in optimum sicakligin serbest
ve immobilize lipazlar icin 35-40 °C arasinda oldugunu saptamislardir.

Nadia Kharrat ve ark. 2010; Rhizopus oryzae lipazin (ROL) silika aerojel
lizerine immobilizasyonunu ve serbest enzimle karsilagtirilmasiyla ilgili ¢calismay1
yiiriitmiislerdir. Bu iki tiiriin aktivitesi i¢in de optimum sicaklhik 37° C olarak
belirlemisler ve jel lizerine immobilize edilen lipazin kararliligimin yiiksek sicaklik
ve zor degisen pH aralifiyla birlikte artis gdsterdigini belirtmislerdir. Immobilize
lipazin apolar ¢oziiciilere karsi tolerans gosterdigi ve 4°C de 4 ay boyunca aktif
kaldigim1 saptamislardar.

Chia-Hung ve ark., (2011); Yaptiklari ¢calismalarinda kitosan-Fe3O,4 destek
materyali iizerine lipaz enziminin immobilizasyonunu gergeklestirmisler ve
immobilize enzimin depolama kosullar altinda aktivitesini korudugunu ama serbest

lipazin giin gectikge aktivitesini kaybettigini belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Aragtirmada kullanilan tiim reaktifler analitik saflikta olup Sigma, Fluka ve

Merck firmasi tarafindan saglanmstir.

3.1.1. Arag ve Gerecler:

UV-Vis Spektrofotometre (ATl UNICAM), pH metre (HANNA 8417),
Magnetik karistirici, Santrifiij, Analitik terazi, Isitici, Derece, Otomatik pipet, Su

banyosu kullanilmistir.

3.1.2. Kimyasallar

Lipaz, FeCl3.6H,0, FeCl,.4H,0, Amonyum Hidroksit, Sodyum Hidroksit,
HCI, Etanol, Glutaraldehit, 3-APTES, Fosfat Tamponu  p-nitrofenil palmitat,
Epiklorohidrin, Sodyum Karbonat, CuSO4.5H,0, Sodyum Sitrat, Folin-Ciocalteu,
NaCl, Etilendiamin.

3.2. Metod

3.2.1. Magnetik Nanopartiktllerin Hazirlanmasi:

Magnetik  nanopartikiiller  birlikte ¢okeltme  yontemi  kullanilarak
sentezlenmistir. Valenzuela ve ark., (2009) tarafindan Onerilen yontem modifiye
edilerek kullanilmistir. 300 mL 0,1 M FeCl3.6 H,O c¢ozeltisiyle, 300 mL 0,05 M
FeSO,4.7H,0O cozeltisi hazirlanip bir beherde 25°C’de 250 devir/dak hizla
karigtirarak 1sitilmigtir. Daha sonra bu ¢dzeltinin sicakligi 36°C’ye ulastiginda
tizerine damla damla 1 N NaOH siyah bir ¢okelti olusturuncaya kadar eklenmistir.

Bu islem siiresince ¢ozelti karistirilmis ve 1sitilmaya devam edilmistir. Cozeltinin
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sicakligi 52°C’ye ulastiginda 1sitict kapatilmigtir. Daha sonra ¢ozeltinin iizerine
damla damla 3 N NaOH eklenerek siyah ¢okeltinin yogunlugu arttirilmistir. Elde
ettigimiz ¢okelekler etanol ile yikanarak siiziilmiis ve bir gece boyunca 74°C’de

etiivde kurutulmustur.

3.2.2. Magnetik Nanopartiktllere APTES Ara Kolunun Baglanmasi:

Lipaz enziminin immobilizasyonunda kullanilacak olan  magnetik
nanopartikillerin immobilizasyonundan 6nce ylzeylerinin aktiflestirilmesi ve daha
sonra glutaraldehit ile muamele edilmesi gerekmektedir. Magnetik nanopartikillerin
aktiflestirilmesinde Weethall (1976) tarafindan bildirilen yontem esas alinmis ve 3-
APTES ile destegin alkilamin tdrevi (silanlama) olusturulmustur. Magnetik
nanopartikilin 2,0 grami %4’liikk (v/v) 3-APTES’in aseton igerisinde hazirlanmig
cozeltisine eklenerek 45°C’de 24 saat bekletilerek aktiflestirilmistir. Daha sonra
aktiflestirilen destek saf su ile yikanarak etiivde 115°C’de 1 gece kurutulmustur. 3-
APTES ile aktiflestirilen magnetik nanopartikiil destegindeki serbest amino
gruplarinin miktarinin belirlenmesinde Alptekin ve ark., (2009) tarafindan onerilen

yontem kullanilmistir.

3.2.3. Magnetik Destegin Glutaraldehit ile Aktiflestirilmesi:

1 g destek Uzerine 50 mM pH=7.0 fosfat tamponunda %25 (W/v) olacak
sekilde hazirlanmig glutaraldehit ¢ozeltisinin 25 mL si eklenerek oda sicakliginda 2
saat boyunca karigtirtlir (Cho ve Rhee, 1993). Destek saf suyla, sliziintiide
Glutaraldehit gdzlenmeyinceye kadar iyice yikanir ve 50°C de 1 gece boyunca

kurutulur.

28



3. MATERYAL VE METOD Miige SENGUL

3.2.4. Magnetik Nanopartikiillerin Silanlama Sonrasi ve Glutaraldehit ile

Aktiflestirilmesi Sonrasi Kalan Serbest Amino Gruplarinin Tayini

Magnetik nanopartikuller silanlandiktan sonra destek yuzeyinde bulunan
amino (-NH;) grubunun miktar1 Alptekin ve ark., (2009) tarafindan Onerilen
yonteme gore yapilmistir. Ayni yontem silanlanan desteklerin glutaraldehit ile
etkilestirilmesinden sonra glutaraldehit baglanmadan kalan serbest —NH, grubu
tayini icinde kullanilmistir. Yontemin esasi, -NH2 grubunun ninhidrinle verdigi
reaksiyon sonucunda olusan kompleksin etanol fazina alinarak spektrofotometrik
olarak 570 nm’de absorbansinin 6lgulmesine dayanmaktadir. Amino gruplarinin

tayini icin,

e Derisimi 6x10® 9x10® 12x10® 15x10™, 18x10™, 21x10“* M olan 3-
APTES c¢ozeltileri hazirlanmastir.

e Hazirlanan c¢ozeltilerden 100 pL tiiplere alinarak ve {izerine 200 pL
ninhidrin (%2 (w/v)) cozeltisi eklenmistir. Kor tiipii igin 100 pL su
alinarak uzerine 200 pL ninhidrin ¢6zeltisi eklenmistir.

e Tiupler 15 dakika kaynayan su banyosunda bekletildikten sonra buz
banyosunda sogutulmast icin bekletilmistir.

e Her bir tipe 50:50 etanol:su karisgtmindan 5 mL eklenerek girdap
karistiricida karigtirilmastir.

e (CoOzeltilerin absorbansi kore kars1 570 nm’de okunmustur. Amino grubu
belirlenecek destek materyalinden 10 mg tartilarak tizerine 100 pL su
eklendikten sonra  standart calismasindaki  basamaklar  aynen
uygulanmistir. Ornekler 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
olusan kompleks etanol-su fazina alinarak absorbansi 570 nm’de

okunmustur.
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Sekil 3.1. Ninhidrinin -NH2 grubu ile verdigi reaksiyon

3.25. Candida rugosa Lipazzmn Manyetik Nanopartikuller Uzerine

Glutaraldehit Ara Kolu Uzerinden Kovalent immobilizasyonu

1 g manyetik destek iizerine 1 mg /mL olacak sekilde 50 mM pH =7.0 fosfat
tamponunda hazirlanmis lipaz ¢ozeltilerinin 4 mL si oda sicakliginda 2 saat boyunca
karistirilir. Immobilizasyon siiresi sonrasinda magnet yardimiyla ayrilmalar1 saglanir
ve kendi tampon ¢ozeltileriyle yikanir. Siiziintiilerde protein miktar1 tayini Lowry ve
Ark.(1951)’nin onerdigi yonteme gore yapilir ve baslangicta ortama ilave edilen
protein miktarindan siiziintiide bulunan baglanmayan protein miktar1 ¢ikarilarak

destege baglanan protein miktar1 hesaplanir.
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3.2.6. Magnetik Nanopartikiillerin Epiklorohidrin Tle Aktiflestirilmesi

Magnetik nanopartikillere 1-kloro-2,3-epoksipropan’in  (epiklorohidrin)
baglanmasinda Axen ve ark., (1975) tarafindan 6nerilen yontem kullanilmistir. 2,0 g
destek tlizerine 50 mL 2 M’lik NaOH olacak sekilde hazirlanmis ¢ozeltisi eklenerek
oda sicakliginda 2 saat boyunca karistirilmistir. Daha sonra NaOH ile muamele
edilen magnetik nanopartikullerin tizerine 3,9 mL 0,05 mol epiklorohidrin eklenerek
oda sicakliginda 4 saat bekletilmistir. Epiklorohidrin ile aktiflestirilen magnetik
nanopartikiiller siiziilerek yikanmis ve 24 saat siiresince kurutulmustur. Epoksi
gruplarinin olup olmadigimi kontrol etmek i¢in literatirde Axen ve ark., (1975)
tarafindan Onerilen yontem kullanilmistir. 0,5 g destek alinarak iizerine 2,6 mL 1,3
M’lik sodyum tiyosiilfat (Na,S,0O3) ve bir damla fenolftalein eklenmistir ve 0,1
M’lik HCl ile titrasyon yapilmustir.

3.2.7. Lipaz Enziminin Epiklorohidrin Uzerinden Magnetik Nanopartikullere

Kovalent immobilizasyonu

Lipaz enziminin magnetik nanopartikillere epiklorohidrin tizerinden kovalent
immobilizasyonu Sahoo ve ark., (2011) tarafindan onerilen yonteme goére yapilmustir.
Yukarida bahsedildigi sekilde modifiye edilen magnetik nanopartikillerden 50 mM
pH 7,0 fosfat tamponunda hazirlanmis derisimi 0,25 mg/mL olan lipaz ¢ozeltisinin 8
mL’si 2,0 g destege ilave edilmistir. Karisim 12 saat boyunca 4°C’de karistirilmistir.
Immobilizasyon siresi sonunda immobilize lipaz preparatlar siiziilerek fosfat
tamponu (50 mM, pH 7,0) ile siiziintiide protein kalmayincaya kadar yitkanmistir. Bu
sekilde destege baglanmayan serbest lipazin ortamdan tamamen uzaklastigini
anlamak i¢in siiziintiiniin 280 nm’deki absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Siizlintiilerdeki
protein miktar1 tayini Lowry ve ark., (1951) Onerdigi yonteme goére yapilmistir.
Protein tayini yapildiktan sonra immobilizasyonun baslangicinda ortama eklenen
lipaz miktar1 ¢ikartilarak 1,0 g destege baglanan enzim miktart hesaplanmistir.

Immobilize enzimler kullanilincaya kadar 4°C’de saklanmustir
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3.2.8. Protein Tayini

Protein tayini i¢in Lowry ve ark., (1951) tarafindan Onerilen yoOntem
kullanilmistir.  Alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi olusur. Bu kompleks
fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifini rediikler ve koyu mavi bir renk olusur. Burada
rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Folin
reaktifinin ilavesinde su onemli kaideye dikkat etmek gerekir ki bu reaktif yalniz
asidik ortamda dayaniklidir. Tarif edilen bu rediiklenme ise pH 10’da
gergeklesmektedir. Bundan dolayr folin reaktifi alkali bakir-protein cozeltisine
hemen ilave edilmeli ve derhal siddetle karistirilmalidir. Bu suretle fosfomolibdat-
fosfotungstat reaktifi parcalanmadan Once indirgenme olay1 gerceklesir. Standart
¢Ozelti olarak albiimin ¢6zeltisi kullanilmistir.

Total protein tayininde kullanilacak ¢ozeltiler: Bunun igin igerikleri bildirilen

A, B ve C ¢0Ozeltileri hazirlanmigtir.

e (COzeltiA:20¢g Na2C03 4,0 g NaOH saf suda birlikte ¢ozulip son hacim

1 L’ye tamamlanarak hazirlanmstir.

e (CoOzelti B: 0,5 g CuSO4.5H20, %1’lik sodyum sitrat ¢Ozeltisinde ¢ozilip
son hacim ayn1 ¢ozelti ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmstir.

o Cozelti C: 50 mL Cozelti A ve 1 mL Cozelti B karigtirilarak
hazirlanmstir.

e Folin Ciocalteu reaktifi: Folin Ciocalteu reaktifi saf su ile 1:2 oraninda
seyreltilerek hazirlanmustir.

e Standart protein c¢ozeltisi: 100 mL’de 14 mg sigir albiimini olacak sekilde
saf su icerisinde hazirlanmustir.

e Standart protein egrisinin ¢izimi: 8 adet deney tiipi alinarak tiiplere
sirastyla 0, 50, 100, 125, 250, 500, 750 ve 1000 uL olacak sekilde standart
protein ¢ozeltisinden konulmustur. Her tiip i¢eriginin hacmi su ile 1 mL’ye
tamamlanmis ve her tiipe 5 mL C ¢dzeltisi ilave edilmistir. 10 dakika oda

sicakliginda bekletildikten sonra her tiipe 1:2 oraninda seyreltilmis Folin-
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Ciocalteu ¢ozeltisinden 0,5 mL eklenmistir. 30 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra tiip igeriklerinin absorbanslart kore karst 750 nm’de
okunmus ve bu degerler derisime kars1 grafige gegirilmistir. Orneklerin
protein igerikleri ayni yontemle standart protein grafigi kullanilarak

degerlendirilmistir.
3.2.9. Candida rugosa Lipazimin Aktivitelerinin Olcimii:

Lipaz aktivitesinin 6l¢iimii Wu ve Ark.(2004) 6nerdigi yontem kullanilir. 0.9
mL fosfat tamponu (50mM, pH=7,0 )icerisine derisimi Img/mL olacak sekilde
hazirlanmis lipaz ¢ozeltisinin 0,1 mL si veya 10 mg immobilize lipaz ilave edilir.
Reaksiyon derisimi 0.2 mg/mL olacak sekilde etanol igerisinde hazirlanmis p-
nitrofenil palmitat (p-NNP ) ¢ézeltisinin 1 mL sinin ilavesiyle 35 °C de baslatilmustir.
5 dakika reaksiyon suresi sonunda reaksiyon 2 mL, 0.5N Na,COj ilavesiyle

durdurulduktan sonra agiga ¢ikan p-nitrofenoliin absorbansi 410 nm de Sl¢lilmiistiir.

3.2.10. Candida rugosa Lipazinin Glutaraldehit ve Epiklorohidrin Ara Kollari
Uzerinden Manyetik Nanopartikiillere Kovalent Immobilizasyonu Icin

Optimum Kosullarinin Belirlenmesi:

e En uygun immobilizasyon pH sinin belirlenmesi i¢in pH; 5,0; 5,5; 6,0;
6,5;7,0; 7,5; 8,0 da immobilizasyonlar yapilir.

e En uygun tampon derisimin belirlenmesi i¢in belirlenen uygun pH da 25,
50, 75, 100 mM tampon derisimlerinde immobilizasyon yapilir.

e En uygun immobilizasyon sicakliginin belirlenmesinde belirlenen pH ve
tampon derisiminde 5, 15, 25 OC de immobilizasyon yapilir.

e En uygun immobilizasyon siresinin belirlenmesinde 1, 2, 3, 6, 12 ve 24
saat suresi icin immobilizasyonlar yapilir.

e En uygun enzim derisimlerinin belirlenmesinde 0,25; 0,50; 1,0; 1,5; 2,0

mg/mL enzim derigimlerinde immobilizasyonlar yapilir.
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Destege baglanan lipaz miktari, gram destege baglanan lipazin
immobilizasyon sirasinda  ortama eklenen toplam lipaz miktarina orani

(%) seklinde verilir.

3.2.11 Serbest ve Immobilize Candida rugosa Lipazlarinn Karakterizasyonu:

Serbest ve immobilize lipaz i¢in optimum pH m belirlenmesinde pH 5;
5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; da aktiviteler 6l¢uldr.

Serbest ve immobilize lipaz 6rnekleri i¢in en uygun tampon derisiminin
belirlenmesinde optimum pH da 25, 50, 75 ve 100 mM tampon
derisiminde lipaz aktivitesi l¢tiliiliir.

Serbest ve immobilize lipaz drnekleri i¢in optimum sicakligin belirlenmesi
icin 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60 °C de lipaz aktiviteleri 6lciilir. Belirlenmis
olan optimum kosullarda, 0,1-16 mM p-nitrofenil palmitat derisimleri i¢in
serbest ve immobilize lipaz aktiviteleri Olculir. Maksimum aktivite
(Vmax) ve Michaeles-Menten sabitinin (Km), grafiksel
degerlendirilmesinde, 1/V ye karsi 1/[S] degerlerinin c¢izilmesiyle elde
edilen Linewever-Burk grafigi kullanilir.

Ayrica serbest ve immobilize lipaz i¢in geri donilisiim sayist (Kea=V max
/[E]t ve katalitik etkinlik (Kca/Km) hesaplanir.

Serbest ve immobilize lipaz 6rneklerinin termal kararliginin belirlenmesi
icin serbest ve immobilize lipazlar maksimum aktivite gosterdikleri
sicaklikta ve 60°C de belli siire bekletildikten sonra kalan aktiviteleri
olgulir.

Serbest ve immobilize lipazlarin depolama kararliliginin belirlenmesinde
lipaz 6rnekleri 5°C ve oda sicakliginda bekletilerek belli araliklarla belli

gunlerde kalan aktiviteleri 6lculir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Bu c¢alismada Candida rugosa lipazinin aktiflestirilmis magnetik
nanopartikillere  glutaraldehit ve epiklorohidrin ara kollar1  iizerinden
immobilizasyonu arastirilmistir.  Serbest ve immobilize lipaz 6rneklerinin
karakterizasyonu (optimum pH, tampon derisimi, sicaklik, kinetik parametreler,
termal ve depolama kararliliklar1) belirlenen optimum kosullardaki aktiviteleri
Olciilerek yapilmistir. Bu arastirma sonuclar1 asagida verilen alt basliklarda detayli

bir sekilde verilmistir.

4.1.1. Magnetik Nanopartikiil Sentezi ile Ilgili Bulgular

4.1.1.1. SEM Analizi

Sentezlenen Fe;0,4 magnetik nano yapilarinin boyut analizi, Mastersizer 2000
(Malvern Instruments, Londra, Ingiltere) ile olgiilmiis ve karakterizasyonu SEM
(Zeis) mikroskobunda yapilmistir. Ortalama spesifik agirligi 0,843 m?/g, ortalama
ylizey agirhig 7,113 um ve ortalama hacim agirhigi 30,262 um oldugu tespit
edilmistir. Ayrica hazirlanan nano yapilarin ortalama boyutunun 158,2 nm oldugu

bulunmustur.
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Sekil 4.1. Magnetik Fe3O,4 nanopartikiillerinin  10.000 kat biiyiitiilmiis genel
gérinima
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Sekil 4.2. Magnetik Fe304 nanopartikiillerine glutaraldehit ara kolu bagli 6rnegin
10.000 kat biiyiitiilmiis genel gériiniimii
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Sekil 4.3. Magnetik Fe3;O,4 nanopartikullerine epiklorohidrin ara kolu bagli 6rnegin
10.000 kat biiyiitiilmiis genel gériiniimii

4.1.1.2. FT-IR Analizi

Sentezlenen nanopartikillerin FT-IR grafigi incelendiginde (Sekil 4.4) 3345
cm™ deki pikin numunenin tuttugu suya veya hidrojen bagli —OH gruplarina ait olan
O-H gerilim titresimi oldugu gériiliir. Yine 1635 cm™ ve 1351 cm™ deki pik suya ait
olan O-H gerilim titresiminden, 1044 cm™ deki pikin epoksi gerilim titresiminden
(Ek 3, Ek 4) kaynaklanmustir. 902 cm™>deki pikler ise a-FeOOH’i gdstermektedir
(Chen-Xiao ve ark., 2012).
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Sekil 4.4. Sentezlenen magnetik nanopartiklllerin FT-IR spektrumu

4.1.1.3. XRD Analizi

X-1s1m1 kirmimi kristalin bilesiklerin kalitatif olarak taninmasinda pratik ve uygun bir
yontemdir. Kristal malzemelerin atomlarinin geometrik yapilari ve aralarindaki mesafe
hakkindaki bilgilerin ¢ogu dogrudan kirinim g¢aligmalariyla belirlenmistir (Kili¢ ve ark.,
1998). Sentezlenen nanopartikullerin nitel yapi analizinde Rigaku SmartLab marka X-
Istm Kirimim Cihazi (X Ray Diffractometer) kullanilmistir. XRD analizine gore

sentezledigimiz maddenin yapisinda Fe3O4 ve Fe, O3 bulunmaktadir (Sekil 4.5). Piklerin
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cogu sentezlemek istedigimiz Fe3O4’e aittir.
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Sekil 4.5. Sentezlenen magnetik nanopartikillerin XRD spektrumu
4.1.2. Serbest Lipazin Karakterizasyonu Ile ilgili Bulgular
4.1.2.1. Serbest Lipazin Aktivitesine pH’nin Etkisi Ile Tlgili Bulgular
Serbest lipazin aktivitesi farkli pH'larda (4,5 asetat, 5,5 sitrat, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5
ve 8.0 fosfat) 50 mM tampon i¢inde hazirlanmis 1 mg/mL derisimdeki ¢Ozeltisi

kullanilarak belirlenmistir. Sonuglar % bagil aktivite olarak pH'ya karsi grafige
gecirilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Serbest lipazin aktivitesinin pH’ya baglh degisimi

Sekil 4.6’dan goriilecegi gibi serbest lipaz icin optimum pH 7,0 olarak belirlenmistir.

4.1.2.2. Serbest Lipazin Aktivitesine Tampon Derisimin Etkisi Ile ilgili Bulgular
Serbest lipazin aktivitesi daha dnce belirlenmis olan optimum pH’da (7,0) ve

farkli tampon derisimlerinde (10, 25, 50, 75 ve 100 mM) hazirlanmis substrat

cozeltileri kullanilarak olclilmiis ve sonuglar % bagil aktivite olarak sekil 4.7°de

verilmistir . Sekil 4.7°de goriildiigi gibi serbest lipaz enzimi i¢in tampon derisimi 50

mM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Serbest lipaz aktivitesinin pH 7,0 fosfat tamponunun derisimine bagh
olarak degisimi

4.1.2.3. Serbest Lipazin Aktivitesine Sicaklik Etkisi Ile Tlgili Bulgular

Serbest lipazin daha 6nce belirlenmis olan optimum pH 7,0 ve derisimi 50
mM tampon ¢ozeltisi kullanilarak farkli sicakliklardaki (30, 40, 50, 60, 70 ve 80°C)
aktiviteleri ol¢lilmiistiir. Aktivitenin sicakliga bagli olarak degisimi % bagil aktivite

olarak Sekil 4.8.’de gdsterilmistir.
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Sekil 4.8. Serbest lipazin aktivitesinin sicakliga bagl olarak degisimi

Serbest lipazin optimum c¢alisma sicakligi 40°C olarak belirlenmistir.

40°C’nin Ustlindeki sicaklik degerlerinde lipazin aktivitesi diismektedir.
4.1.2.4. Serbest Lipazin Kinetik Parametreleri ile flgili Bulgular

Serbest lipazin aktivitesi belirlenen optimum sartlarda farkli substrat
derisimlerinde dl¢lilmiis ve Sigma Plot Enzim Kinetik Modiil programi kullanilarak
Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmis (Sekil 4.9) ve kinetik parametreler hesaplanmistir.

Km, Vimax, Keat Ve Kea/ K, degerleri sirastyla 0,48 mM, 420,7 U/mg protein, 2.82x10*
dk?, 58,8x10° dk* mM™ olarak hesaplanmustir.

0,025 -

0,020 -

0,015 A

0,010 A

1/v (umol/dk mg prot)

0,005 A

5 0 5 10 15 20
1/[S] (mM)
Sekil 4.9. Serbest Lipaz i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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4.1.2.5. Serbest Lipazin Termal Kararhhklari ile ilgili Bulgular

Serbest lipaz 2 farkli sicaklikta (40 ve 60°C) 24 saat siireyle inkiibe edilmis
ve belirli araliklarla (baslangig, 1, 2, 4, 8, 16 ve 24 saat) kalan aktiviteleri
belirlenmistir (Sekil 4.10. ). Sekil 4.10.’da goriildiigii gibi % bagil aktivite ve

inkiibasyon siiresine kars1 grafige gecirilmistir.
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Sekil 4.10. Serbest lipazin 40 ve 60°C’deki aktivitesinin inkiibasyon siresine
bagliolarak degisimi

Sekil 4.10.’da goriildiigii gibi % bagil aktivite ve inkiibasyon siiresine karsi
grafige gecirilmistir. 24 saat inkiibasyon suresi sonunda serbest lipazin 40 ve 60°C’de

baslangi¢ aktivitesinin sirastyla %49 ve %39’unu korudugu belirlenmistir.
4.1.2.6. Serbest Lipazin Depolama Kararhhklari ile lgili Bulgular
Serbest lipaz baslangic aktiviteleri belirlendikten sonra 4°C ve oda

sicakliginda (25°C) agz1 kapali siselerde bekletilmis ve bu enzimlerin kalan

aktiviteleri 30 giin boyunca belirli zaman araliklarinda 6l¢iilmiis ve bagil aktiviteleri

hesaplanmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Serbest lipazin 4°C ve 25°C’deki aktivitesinin depolama suresine bagl
olarak degisimi
Serbest lipazin 4°C ve oda sicakligindaki baslangic aktivitesinin sirasiyla

%37’unu ve %23’ln0 koruduklar belirlenmistir.

4.1.3. Lipazin Magnetik Nanopartikiillere Glutaraldehit Ara Kolu Uzerinden

Kovalent immobilizasyonu 1le Tlgili Bulgular

Lipazin magnetik nanopartiklllere immobilizasyonunda ©6nce magnetik
nanopartikiller 3-APTES ile silanlanmistir. Silanlama islemi sonunda destek
yuzeyindeki —OH gruplarina baglanan 3-aminopropil dietoksisilil gruplarinin miktar
(dolayisiyla —NH, gruplarinin  miktar1) spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
Silanlanmis magnetik nanopartikiillerin ylzeyindeki —NH, grubu miktar: 231 umol/
g destek olarak bulunmustur.

Silanlanan magnetik nanopartikiller glutaraldehit ile muamele edilmistir.

Glutaraldehit muamelesinden sonra magnetik nanopartikillerden glutaraldehit
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uzaklasincaya kadar yikanmigtir. Silanlanan destekteki —NH2’nin  %78’ine
glutaraldehitin baglandigi saptanmistir. Ayrica destek iizerine baglanan protein

miktart %28,08 mg prot./g olarak belirlenmistir.

4.1.3.1. Magnetik Nanopartikiillere Glutaraldehit Ara Kolu Uzerinden Kovalent
Olarak immobilize Edilen Lipazin Aktivitesine pH’nin Etkisi Ile Tlgili Bulgular

Magnetik nanopartikillere glutaraldehit ara kolu Gzerinden kovalent olarak
immobilize edilen lipazin farkli pH'larda (4,5 asetat, 5,5 sitrat, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 ve
8.0 fosfat) 50 mM tampon iginde hazirlanmis 1 mg/mL derisimdeki ¢Ozeltisi
kullanilarak belirlenmistir. Sonuclar % bagil aktivite olarak pH'ya karsi grafige

gecirilmistir (Sekil 4.12).

120 -

100 o

80

== glutaraldehit

Bagl aktivite(%)
3

0,0 2,0 4,BH 6,0 8,0 10,0

Sekil 4.12. Magnetik nanopartikillere glutaraldehit ara kolu tzerinden kovalent
olarak  immobilize edilen lipazin aktivitesinin pH’ya bagl degisimi

Sekil 4.12°de goriilecegi gibi immobilize lipaz icin optimum pH 7,0 olarak

belirlenmistir.
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4.1.3.2. Magnetik Nanopartikiillere Glutaraldehit Ara Kolu Uzerinden Kovalent
Olarak immobilize Edilen Lipazim Aktivitesine Tampon Derisiminin Etkisi ile

flgili Bulgular

Magnetik nanopartikullere glutaraldehit ara kolu tzerinden kovalent olarak
immobilize edilen lipazin aktivitesi daha 6nce belirlenmis olan optimum pH’da (7,0)
ve farkli tampon derisimlerinde (10, 25, 50, 75 ve 100 mM) hazirlanmis substrat
cozeltileri kullanilarak Ol¢tilmiistiir (Sekil 4.12). Sekil 4.13’de goriildigi gibi
magnetik nanopartikillere glutaraldehit ara kolu Uzerinden kovalent olarak

immobilize edilen lipaz igin tampon derisimi 50 mM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.13. Magnetik nanopartikillere glutaraldehit ara kolu tzerinden kovalent
olarak immobilize edilen lipazin aktivitesinin tampon derisimine bagl
degisimi
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4.1.3.3. Magnetik Nanopartikiillere Glutaraldehit Ara Kolu Uzerinden Kovalent
Olarak Immobilize Edilen Lipazin Aktivitesine Sicakhgin Etkisi Ile Tlgili

Bulgular

Magnetik nanopartikullere glutaraldehit ara kolu tzerinden kovalent olarak
immobilize edilen lipazin aktivitesinin optimum pH 7,0 ve tampon derisimi 50 mM
kullanilarak farkli sicakliklardaki (20, 25, 30, 35, 40, 50 ve 60°C) aktiviteleri
belirlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Magnetik nanopartikillere glutaraldehit ara kolu tzerinden kovalent
olarak immobilize edilen lipazin aktivitesinin sicakliga bagh degisimi

Sekil 4.14°de goriildigii gibi magnetik nanopartikiillere glutaraldehit ara kolu
Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen lipaz i¢in sicaklik 40°C olarak

belirlenmistir.

4.1.3.4. Magnetik Nanopartikullere Glutaraldehit Ara Kolu Uzerinden Kovalent

Olarak immobilize Edilen Lipazin Kinetik Parametreleri ile Ilgili Bulgular
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Magnetik nanopartikullere glutaraldehit ara kolu tzerinden kovalent olarak
immobilize edilen lipazin aktivitesi belirlenen optimum sartlarda farkli substrat
derisimlerinde Ol¢lilmiis ve Sigma Plot Enzim Kinetik Modiil programi kullanilarak
Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmis (Sekil 4.15.) ve Kinetik parametreler
hesaplanmistir. Ky, Viax, Kear Ve Koo/ K, degerleri sirasiyla 1,3 mM, 33,6 U/mg
protein, 2,25x10° dk?, 1,73x10° dk* mM™ olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.15. Magnetik nanopartikillere glutaraldehit ara kolu tzerinden kovalent
olarak immobilize edilen lipazin Lineweaver-Burk grafigi

4.1.3.5. Magnetik Nanopartikiillere Glutaraldehit Ara Kolu Uzerinden Kovalent

Olarak immobilize Edilen lipazin Termal Kararhhklar ile Ilgili Bulgular

Magnetik nanopartikullere glutaraldehit ara kolu Gizerinden kovalent olarak
immobilize edilen lipaz 2 farkl sicaklikta (40 ve 60°C) 24 saat sureyle inkiibe
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edilmis belirli araliklarla (baslangig, 1, 2, 4, 8, 16 ve 24 saat) kalan aktiviteleri
belirlenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Magnetik nanopartikillere glutaraldehit ara kolu tzerinden kovalent
olarak immobilize edilen lipazin bagil aktivitesinin 40 ve 60°C’deki

inkiibasyon siiresine bagli olarak degisimi
24 saat inkubasyon siresi sonunda magnetik nanopartikillere glutaraldehit
ara kolu Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazin 40 ve 60°C’deki

baslangic aktivitelerini sirasiyla %50 ve %67°sini korudugu belirlenmistir.

4.1.3.6. Magnetik Nanopartikullere Glutaraldehit Ara Kolu Uzerinden Kovalent
Olarak immobilize Edilen Lipazin Depolama Kararlihklari ile flgili Bulgular

Magnetik nanopartikullere glutaraldehit ara kolu tzerinden kovalent olarak
immobilize edilen lipazin baslangi¢ aktiviteleri belirlendikten sonra 4°C ve oda
sicakliginda (25°C) agz1 kapali siselerde bekletilmis ve bu enzimlerin kalan
aktiviteleri 30 glin boyunca belirli zaman araliklarinda lipaz aktivitesi dl¢iilmiis ve

bagil aktiviteleri hesaplanmugtir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Magnetik nanopartikillere glutaraldehit ara kolu Gzerinden kovalent
olarak immobilize edilen lipazin bagil aktivitesinin 4°C ve 25°C” deki
depolama siiresine bagl olarak degisimi.

4.1.3.7. Magnetik Nanopartikullere Glutaraldehit Ara Kolu Uzerinden Kovalent
Olarak immobilize Edilen Lipazin Tekrar Kullamm Kararhhklan fle Tlgili
Bulgular

Magnetik nanopartikillere glutaraldehit ara kolu Gzerinden kovalent olarak
immobilize edilen lipazin tekrar kullanim kararlilig1 belirlenmistir (Sekil 4.18, 4.19,
4.20). 25, 50 ve 100 mg ornekler alinarak 20 kez kesikli reaktdrde kullanimi sonunda
magnetik nanopartikillere glutaraldehit ara kolu Uzerinden kovalent olarak
immobilize edilen lipazin baslangi¢ aktivitelerini yaklasik olarak sirasiyla %49, %61

ve %71’sini korudugu belirlenmistir.
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Sekil 4.18. Magnetik nanopartikillere glutaraldehit ara kolu tzerinden kovalent
olarak immobilize edilen lipazin (25 mg) bagil aktivitesinin tekrar
kullanim sayisina bagl olarak degisimi
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Sekil 4.19. Magnetik nanopartikullere glutaraldehit ara kolu Gizerinden kovalent
olarak immobilize edilen lipazin (50 mg) bagil aktivitesinin tekrar
kullanim sayisina bagl olarak degisimi
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Sekil 4.20. Manyetik nanopartikillere glutaraldehit ara kolu Gizerinden kovalent
olarak immobilize edilen lipazin (100 mg ) bagil aktivitesinin tekrar
kullanim sayisina bagl olarak degisimi

4.1.4. Lipazin Magnetik Nanopartikillere Epiklorohidrin Ara Kolu Uzerinden

Kovalent immobilizasyonu 1le Tlgili Bulgular

Epiklorohidrin ile aktiflestirilen magnetik nanopartikiiller siiziilerek yikanmig
ve 24 saat siiresince kurutulmustur. Epoksi gruplarimin olup olmadigini kontrol
etmek icin literatirde Axen ve ark., (1975) tarafindan 6nerilen yontem kullanilmistir.
0,5 g destek alinarak iizerine 2,6 mL 1,3 M’lik sodyum tiyosiilfat (Na,S,03) ve bir
damla fenolftalein eklenmistir ve 0,1 M’lik HCI ile titrasyon yapilmistir. Bunun
sonucunda magnetik nanopartikullerin ylzeyindeki epoksi grubu miktari 400 pmol/g
destek olarak bulunmustur. Ayrica destek iizerine baglanan protein miktar1 %87,5

mg prot./g olarak belirlenmistir.
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4.1.4.1. Magnetik Nanopartikillere Epiklorohidrin Ara Kolu Uzerinden
Kovalent Olarak Immobilize Edilen Lipazin Aktivitesine pH’nin Etkisi ile Tlgili

Bulgular

Magnetik nanopartikillere epiklorohidrin ara kolu tzerinden kovalent olarak
immobilize edilen lipazin farkli pH'larda (4,5 asetat, 5,5 sitrat, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 ve
8.0 fosfat) 50 mM tampon i¢inde hazirlanmis 1 mg/mL derisimdeki ¢Ozeltisi
kullanilarak belirlenmistir.Sonuglar % bagil aktivite olarak pH’ya karsi grafige

gecirilmistir (Sekil.4.21.).
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Sekil 4.21. Magnetik nanopartikiillere epiklorohidrin ara kolu tizerinden Immobilize
edilen lipazin aktivitesinin pH’ ya bagl degisimi

Sekil 4.21. dan da goriilecegi gibi immobilize lipaz icin optimum pH 7,0

olarak bulunmustur

4.1.4.2. Magnetik Nanopartikillere Epiklorohidrin Ara Kolu Uzerinden
Kovalent Olarak immobilize Edilen Lipazin Aktivitesine Tampon Derisiminin

Etkisi ile Tlgili Bulgular

Magnetik nanopartikillere epiklorohidrin ara kolu tzerinden kovalent olarak

immobilize edilen lipazin aktivitesi daha 6nce belirlenmis olan optimum pH’da (7,0)
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ve farkli tampon derisimlerinde (10, 25, 50, 75 ve 100 mM) hazirlanmig substrat
cozeltileri kullanilarak ol¢iilmistiir (Sekil 4.22). Sekil 4.22°de goriildiigii gibi
magnetik nanopartikillere glutaraldehit ara kolu Uzerinden kovalent olarak

immobilize edilen {ireaz i¢in tampon derisimi 50 mM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.22. Manyetik nanopartikillere epiklorohidrin ara kolu (zerinden
immobilize

4.1.4.3. Magnetik Nanopartikillere Epiklorohidrin Ara Kolu Uzerinden
Kovalent Olarak Immobilize Edilen Lipazin Aktivitesine Sicakhgm Etkisi ile

flgili Bulgular

Magnetik nanopartikullere epiklorohidrin ara kolu tizerinden kovalent olarak
immobilize edilen lipazin aktivitesinin optimum pH 7,0 ve tampon derisimi 50 mM
kullanilarak farkli sicakliklardaki (20, 25, 30, 35, 40, 50 ve 60°C) aktiviteleri

belirlenmistir.
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Sekil 4.23.  Magnetik nanopartikullere epiklorohidrin ara kolu tzerinden
kovalent olarak immobilize edilen lipazin aktivitesinin sicakliga bagl
degisimi
4.1.4.4. Magnetik Nanopartikillere Epiklorohidrin Ara Kolu Uzerinden
Kovalent Olarak immobilize Edilen Lipazin Kinetik Parametreleri ile Ilgili

Bulgular

Magnetik nanopartikillere epiklorohidrin ara kolu tGzerinden kovalent olarak
immobilize edilen lipazin aktivitesi belirlenen optimum sartlarda farkli substrat
derisimlerinde dl¢lilmiis ve Sigma Plot Enzim Kinetik Modiil programi kullanilarak
Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmis (Sekil 4.24.) ve Kkinetik parametreler
hesaplanmistir. Ky, Vimax, Kear Ve Kea/ K, degerleri sirasiyla 9,4 mM, 51,7 U/mg
protein, 3,47x10° dk*, 0,37x10° dk™* ™ mM™ olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.24. Magnetik nanopartikillere epiklorohidrin ara kolu tzerinden kovalent
olarak immobilize edilen lipazim Lineweaver-Burk grafigi

4.1.45. Magnetik Nanopartikillere Epiklorohidrin Ara Kolu Uzerinden
Kovalent Olarak Immobilize Edilen Lipazin Termal Kararhliklar fle Tlgili

Bulgular

Magnetik nanopartikillere epiklorohidrin ara kolu tzerinden kovalent olarak
immobilize edilen lipazin ii¢ farkli sicaklikta (40 ve 60°C) 24 saat sureyle inkiibe
edilmis ve belirli araliklarla (baslangig, 1, 2, 4, 8, 16 ve 24 saat) kalan aktiviteleri
Olgiilmiistlr (Sekil 4.25). 24 saat inkibasyon slresi sonunda magnetik
nanopartikillere epiklorohidrin ara kolu Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen
lipazin 40 ve 60 °C’deki baslangi¢ aktivitelerini sirasiyla %39 ve %50 ‘sini korudugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.25. Magnetik nanopartikullere epiklorohidrin ara kolu (zerinden kovalent
olarak immobilize edilen lipazin bagil aktivitesinin 40 ve 60°C’dekKi
inkiibasyon siiresine bagli olarak degisimi

4.1.4.6. Magnetik Nanopartikillere Epiklorohidrin Ara Kolu Uzerinden
Kovalent Olarak immobilize Edilen Lipazin Depolama Kararhhklan ile ilgili

Bulgular

Magnetik nanopartikillere epiklorohidrin ara kolu tzerinden kovalent olarak
immobilize edilen lipazin baslangic aktiviteleri belirlendikten sonra 4°C ve oda
sicakliginda (25°C) agz1 kapali siselerde bekletilmis ve bu enzimlerin kalan
aktiviteleri 30 glin boyunca belirli zaman araliklarinda lipaz aktivitesi dl¢iilmiis ve
bagil aktiviteleri hesaplanmistir (Sekil 4.26). Magnetik nanopartikillere
epiklorohidrin ara kolu Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazin 4°C ve

oda sicakligindaki baglangi¢ aktivitesinin sirasiyla %28 ve %44’sini koruduklari
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belirlenmistir.
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Sekil 4.26. Magnetik nanopartikillere epiklorohidrin ara kolu tzerinden kovalent
olarak immobilize edilen lipazin bagil aktivitesinin 4°C ve 25°C’deki
depolama siiresine bagli olarak degisimi

4.1.4.7. Magnetik Nanopartikillere Epiklorohidrin Ara Kolu Uzerinden

Kovalent Olarak Immobilize Edilen Lipazin Tekrar Kullamm Kararhhklar le

flgili Bulgular

Magnetik nanopartikillere epiklorohidrin ara kolu tGzerinden kovalent olarak
immobilize edilen lipazin tekrar kullanim kararlilig1 belirlenmistir (Sekil 4.27, 4.28,
4.29). 25, 50 ve 100 mg ornekler alinarak 20 kez kesikli reaktdrde kullanimi sonunda
magnetik nanopartikillere epiklorohidrin ara kolu Gzerinden kovalent olarak
immobilize edilen lipazin baslangi¢ aktivitelerini yaklasik olarak sirasiyla %33, %51

ve %63’ini korudugu belirlenmistir.
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Sekil 4.27. Magnetik nanopartikillere epiklorohidrin ara kolu tzerinden kovalent
olarak immobilize edilen lipazin (25 mg) bagil aktivitesinin tekrar
kullanim sayisina bagli olarak degisim

== epiklorohidrin 50 mg
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Sekil 4.28. Magnetik nanopartikiillere epiklorohidrin ara kolu iizerinden kovalent
olarak immobilize edilen lipazin (50 mg) bagil aktivitesinin tekrar
kullanim sayisina bagli olarak degisim
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Sekil 4.29. Magnetik nanopartikiillere epiklorohidrin ara kolu iizerinden kovalent
olarak immobilize edilen lipazin (100 mg) bagil aktivitesinin tekrar
kullanim sayisina bagli olarak degisim

4.1.5. Serbest Enzim ve Magnetik Nanopartikiillere Glutaraldehit Tle
Epiklorohidrin Ara Kollar1 Uzerinden Kovalent Olarak Immobilize Edilen

Lipazlarin Aktivitelerinin Birlikte Gosterimleri

415.1. Serbest Enzim ve Magnetik Nanopartikiillere Glutaraldehit Tle
Epiklorohidrin Ara Kollar1 Uzerinden Kovalent Olarak Immobilize Edilen

Lipazlarin Aktivitesine pH’nin Etkisi Ile Tlgili Bulgular

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollar1 lizerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazlarin aktivitelerinin
pH’ya baglh degisimleri Sekil 4.30°de birlikte gdsterilmistir. Sirastyla pH’lar 7,0

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.30.Serbest enzim ve magnetik nanopartikiillere glutaraldehit ve
epiklorohidirin ara kolu Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen
lipazlarin aktivitelerinin pH’ bagli olarak degisimi

4.1.5.2. Serbest Enzim ve Magnetik Nanopartikiillere Glutaraldehit Tle
Epiklorohidrin Ara Kollar1 Uzerinden Kovalent Olarak Immobilize Edilen

Lipazlarin Aktivitesine Tampon Derisimi ile lgili Bulgular

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollar1 lizerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazlarin aktivitelerine
belirlenmis optimum pH’larda farkli tampon derisimlerinin etkisi sekil 4.31° de
gosterilmistir.  Sekil 4.31°de gorildiigii gibi  serbest enzim ile magnetik
nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin ara kollar1 tizerinden kovalent olarak

immobilize edilen lipazlar igin tampon derisimleri 50 mM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.31. Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ve
epiklorohidrin ara kolu Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen
lipazlarin aktivitelerinin tampon derisimlerine bagl degisimleri

415.3. Serbest Enzim ve Magnetik Nanopartikiillere Glutaraldehit Tle
Epiklorohidrin Ara Kollar1 Uzerinden Kovalent Olarak Immobilize Edilen

Lipazlarin Aktivitesine Sicakhigin EtKkisi Ile Tlgili Bulgular

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollar1 tlizerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazlarin aktivitelerinin
sicakliga bagli degisimleri Sekil 4.32’de birlikte gosterilmistir. Sekil 4.32’den

goriilebilecegi gibi optimum caligsma sicakliklar sirastyla 40°C olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.32.  Serbest enzim ve magnetik nanopartikullere glutaraldehit ile
epiklorohidrin ara kollar1 tizerinden kovalent olarak immobilize edilen
lipazlarin aktivitelerinin sicakliga bagli degisimleri

4.1.5.4. Serbest Enzim ve Magnetik Nanopartikiillere Glutaraldehit Tle

Epiklorohidrin Ara Kollar1 Uzerinden Kovalent Olarak immobilize Edilen

Lipazlarin Kinetik Parametreleri le Tlgili Bulgular

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollart tizerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazlarin aktivitesi
belirlenen optimum sartlarda farkli substrat derisimlerinde 6l¢iilmiis ve Sigma Plot
Enzim Kinetik Modul programi kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmis ve

kinetik parametreleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Serbest enzim ve immobilize enzimlerin K, Vinax, Keat, Kea/Km  degerleri

V max

(U/mg protein)

Serbest Enzim 0,48 420,7 2.82x10* 58,8x10°

immobilize Enzim 1,3 33,6 2.25x10° 1,73x10°
(Glutaraldehit)

immobilize Enzim 9,4 51,7 3,46x10° 0,37x10°
(Epiklorohidrin)

4.1.5.5. Serbest Enzim ve Magnetik Nanopartikiillere Glutaraldehit Tle
Epiklorohidrin Ara Kollar1 Uzerinden Kovalent Olarak Immobilize Edilen

Lipazlarin Termal Kararhhklan ile flgili Bulgular

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin

ara kollar lizerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazlarin U¢ farkli sicaklikta
(40 ve 60°C) 24 saat siireyle inkiibe edilerek belirli araliklarla (baslangig, 1, 2, 4, 8,

16 ve 24 saat) kalan aktiviteleri belirlenmis ve Cizelge 4.2’de gosterilmistir.

65



4. BULGULAR VE TARTISMA Mige SENGUL

Cizelge 4.2. Serbest enzim ve immobilize enzimlerin termal kararliliklar

Slcakllk(OC) Bagil aktivite(%)
Serbest Enzim 40 %49
60 %47
immobilize Enzim 40 %50
(glutaraldehit) 60 %67
immobilize Enzim 40 %57
(epiklorohidrin) 60 %42

4.1.5.6. Serbest Enzim ve Magnetik Nanopartikiillere Glutaraldehit Tle
Epiklorohidrin Ara Kollar1 Uzerinden Kovalent Olarak Immobilize Edilen

Lipazlarin Depolama Kararhliklan ile flgili Bulgular

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollar1 tzerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazlarin baslangic
aktiviteleri belirlendikten sonra 4°C ve oda sicakliginda (25°C) agz1 kapali siselerde
bekletilmis ve bu enzimlerin 30 giin boyunca belirli zaman araliklarinda kalan iireaz

aktiviteleri 6lctilmiistiir. Kalan aktiviteleri Cizelge 4.3°de gosterilmistir.

66



4. BULGULAR VE TARTISMA Mige SENGUL

Cizelge 4.3. Serbest enzim ve immobilize enzimlerin depolama kararliliklari

30 giiniin sonunda kalan aktiviteler ‘

4°C 25°C
Serbest Enzim %37 %23
immobilize Enzim %50 %44
(glutaraldehit)
immobilize Enzim %44 %28

(epiklorohidrin)

4.1.5.7. Magnetik Nanopartikiillere Glutaraldehit Ile Epiklorohidrin Ara
Kollar1 Uzerinden Kovalent Olarak Immobilize Edilen Lipazlarin Tekrar

Kullamm Kararhliklan Ile ilgili Bulgular
Magnetik nanopartikillere glutaraldehit ve epiklorohidrin ara kolu tzerinden

kovalent olarak immobilize edilen lipazlarin tekrar kullanim kararliliklart Cizelge

4.4°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. Immobilize enzimlerin tekrar kullanim kararliliklart

Miktar(mg) Bagil aktivite(%o)

immobilize Enzim 25 %49
(glutaraldehit) 50 %61
100 %71

immobilize Enzim 25 %33
(epiklorohidrin) 50 %51
100 %63

4.2. Tartisma

Ticari enzimlere 6zelliklede mikrobiyal kaynakli olan enzimelere olan ilgi
pek cok alanda kullanima sahip olmalarindan dolayr giin gegtikge artmaktadir. Son
on yilda mikrobiyal kaynakli lipazin biyokatalitik potansiyelinin anlasilmasindan
sonra, bu enzim sanayide yaygin olarak kullanilmaya baslanmis ve toptan satis
hacminde igcilincii swrada yer almistir. Enzimlerin  sanayide kullaniminin
yayginlagsmasini engelleyen en énemli nedenler ise diisiik dayanim, aktivite, maliyet
ve segiciliktir. Bu sebeple son yillarda, lipazlarin hidrolaz ve sentez
reaksiyonlarindaki katalitik 6zelliklerinin gelistirilmesi i¢in bazi fiziksel ve kimyasal
islemlere tabi tutulmasi giindeme gelmistir (Villeneuve ve ark., 2000).

Lipazlarin kullanim alanlar1 ¢ok genistir. Eczacilikta sindirimi kolaylastirici
ilaglarin yapiminda, gida sanayisinde, ester sentezinde, ekmek yapiminda, yag
modifikasyonlarinda, 6zellikle sut ve st Grlnlerinin elde edilmesinde, tat, lezzet ve
kokularinin gelistirilmesinde, ayrica atik sularin aritiminda da lipazlarla yapilan
calismalar mevcuttur.

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, {irlinlerin kullanim alanlarinin
cesitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yliksek olmasi nedeniyle enzim caligmalari hiz

kazanmistir. Arastirmacilart enzim immobilizasyonu Uzerinde yogun caligmalara
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yonlendiren etkenlerden en Onemlisi, endiistriyel uygulamalarin ¢ogunun sulu
cozeltilerde gerceklesmesinden dolayi, katalizor olarak kullanilan serbest enzimin
aktivitesini yitirmeden geri kazanilmasinin olanak disi olmasidir. Bu dogrultuda
farkli geometrilere sahip olan dogal ve /veya sentetik kokenli destek materyalleri
enzimlerin immobilizasyonu igin kullanilmak {izere tasarlanmistir (Arica ve ark.,
2000; Bayramoglu ve ark.,, 2005). Destegin fiziksel yapist ve kimyasal
kompozisyonu, tutuklanan enzimlerin mikro cevrelerini ve bunun sonucunda da
biyolojik 6zelliklerini etkileyebilir (Chen ve ark., 2000).Lipaz immobilizasyonunda;
Celite, aktil-silika, aminopropil silica, Eupergit-C250L, kitosan gibi ¢esitli destek
materyalleri kullanilmaktadir. Son yillarda enzim immobilizasyonu i¢in destek
materyali olarak nano yapilarin kullanimina biiyiik ilgi vardir ( Daubresse ve ark.,
1996; Caruso ve Schuler, 2000; Chen ve Su, 2001; Jia ve ark., 2003).Nano yapilarin
destek materyali olarak kullanildig1 bir ¢alismada; nano dlgekte hazirlanan SiO;
kiireleri aldehit gruplariyla fonksiyonel hala getirilmis ve lipaz enzimi bu destek
tizerine kovalent olarak immobilize edilmistir (Bai ve ark., 2006).Bu c¢alismada;
Candida Rugosa lipaz1 magnetik nanopartikillere glutaraldehit ve epiklorohidrin ara
kollar1 tizerinden kovalent olarak immobilize edilmistir. Birlikte ¢oktiirme metodu
kullanilarak sentezlenen magnetik nanopartikiillerin boyutu 158,2 nm olarak tespit
edilmistir.Hazirlanan magnetik destek glutaraldehit ve epiklorohidrin ile fonksyionel
hale getirilmis ve enzim baglanmustir.

Calismamizda magnetik nanopartikiller 3-APTES ile aktiflestirilmis ve
yiizeyinde primer amin gruplart olusturulmustur. Primer amin grubu igeren
desteklerin  glutaraldehit ile muamele edilmesi ve sonrasinda enzimin
immobilizasyonu ¢ogu arastiricilar tarafindan yaygin olarak kullanilan bir yontemdir
(Tlkel ve Alptekin, 2004; Taylor ve ark., 2005; Alptekin ve ark., 2009). Destekte
yapilan modifikasyonlardan sonra destekteki fonksiyonel gruplarin sayisi destege
baglanan enzim molekiillerinin miktarini etkileyen en 6nemli parametrelerden biridir.
Magnetik nanopartikillerin 3-APTES ile aktiflestirilmesi sonucunda 1 g destekte
bulunan —-NH; grubu miktarmin 270 pmol/g destek olup ve aktive edilen destegin
glutaraldehit ile muamelesi sonrasinda primer amin grubunun %78’i glutaraldehit ile

modifiye edilebilmektedir. Ayrica destek iizerine baglanan protein miktarinin %63,7
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mg prot./g oldugu belirlenmistir. Yanjun ve ark., (2010), Candida Rugosa lipazini
silanlanmis magnetik nanopartikiiller iizerine kovalent baglama metoduyla
glutaraldehit ara kolu yardimiyla immobilize etmislerdir.Yapilan baska bir ¢calismada
da Liu ve ark., (2011), magnetik alan yardimiyla hazirlanan Fe3O4-kitosan destek
materyali lizerine lipaz enzimini immobilize etmisler ve glutaraldehiti ¢apraz
baglayict olarak kullanmislardir.

Arica, (2000), epoksi grubu tasiyan destek materyallerinin laboratuar
uygulamalarinda ve genis 6lgekli kullanimlarda enzimin ¢ok kolay tutuklanmasina
olanak saglayan malzemeler oldugunu, bu destek materyallerin depolama siiresince
kararli olduklarmi ve epoksi grubu tasiyan destek materyallerinin, 1limli deney
kosullar1 (pH 7,0) altinda farkli protein gruplari ile (amino, tiyol, fenolik) ¢ok kararh
kovalent bag olusturabilmeleri nedeni ile enzim teknolojisi uygulamalarinda énemli
kullanim alanlarina sahip olduklarini bildirmistir. Akkaya, (2006), poli (akrilamit-ko-
akrilikasit)/polietilenimin ve poli (metilmetakrilat-ko-glisidilmetakrilat) desteklerini
epiklorohidrin ile, Sahin, (2007), poli(metilmetakrilat-2-hidroksietilmetakrilat)
P(MMA-HEMA) mikroboncuklarmi epiklorohidrin ile aktiflestirmistir. Axen ve
ark., (1975), modifiye agaroz jeli epiklorohidrin ile aktiflestirmis ve 0,15 mL/3 g jel
siispansiyon i¢erisinde 310 pmol/g epoksi grubu bulundugunu bildirmiglerdir. Bu tez
calismasinda magnetik nanopartikiillerin yizeyindeki epoksi grubu miktar1 400
umol/g destek olarak bulunmustur. Ayrica destek iizerine baglanan protein
miktarinin %87,5 mg prot./g oldugu belirlenmistir.

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollar1 lizerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazlarin aktivitelerinin
pH’ya bagh degisimleri Sekil 4.30’da birlikte gosterilmistir. Sonuglar lipazin
magnetik nanopartikiillere glutaraldehit ve epiklorohidrin ara kollar1 {izerinden
immobilizasyonu ile maksimum aktivitenin ndétral pH’da (7,0) oldugunu
gOstermektedir. Sahin ve ark., (2007); yaptiklar1 galismada PHEMA ve P(HEMA-
MAPA) nano yapilara lipaz adsorpsiyonuna pH etkisini gostermek igin farkli
tampon sistemleri kullanmig ve P(HEMA-MAPA) nanoyapilarin maksimum lipaz
baglama kapasitesi pH 7.0 degerinde bulunmustur. Yanjun ve ark., (2010); yaptiklar

calismada ise amnio-silan modifikasyonuyla Fe3O, partikiilleri sentezlemisler ve
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immobilize ettikleri lipazlar icin optimum pH’ nin yine ndétral pH oldugunu
gozlemlemislerdir.

Sekil 4.31°de goriildiigii gibi serbest enzim ile magnetik nanopartikiillere
glutaraldehit ile epiklorohidrin ara kollar1 {izerinden kovalent olarak immobilize
edilen lipazlar ig¢in tampon derisimleri 50 mM olarak belirlenmistir. Literatiirlerde
tampon derisiminin belirlenmesine yonelik bir ¢alismaya rastlanmamustir. Lin Lei ve
ark., (2008); yaptiklar1 ¢alismalarda 0,1 M ‘lik fosfat tamponu, Chia-Hung ve ark.,
(2012); ise yaptiklar arastirmalarinda 0,05 M ‘lik fosfat tamponu kullanmiglardir.

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollar1 tlizerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazlarin aktivitelerinin
sicakliga bagh degisimleri Sekil 4.32°de birlikte gosterilmistir. Sekil 4.32’de
gorildigt gibi optimum sicakliklar iic enzim icin de 40°C olarak belirlenmistir.
Yang ve ark., (2008); yaptiklar1 ¢aligmalarinda serbest lipaz ve manyetik kiirelere
immobilize ettikleri Candida Rugosa lipazi i¢in optimum sicakligin serbest ve
immobilize lipazlar igin 35-40 °C arasinda oldugunu saptamislardir. Iram ve ark.,
(2012); arastirmalarinda GAMNP iizerine lipaz immobilize etmisler ve optimum
sicakligl serbest ve immobilize lipaz tiirleri igin 30°C olarak belirlemislerdir.

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollar1 tizerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazlarin aktivitesi
belirlenen optimum sartlarda farkli substrat derisimlerinde Sl¢iilmiis ve Km, Vmax,
Keat, Keat/Km degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.1). Cizelge incelendiginde
goriilebilecegi gibi Ky, Vmax, Keat, Keat/Km  degerleri sirasiyla (0,48 mM, 420,7
U/mg prot., 2,82x10* dk* , 58,8x10° dk* mM™ ), (1,3 mM, 33,6 U/mg prot.,
2,25x10° dk*, 1,73x10° dk* mM™), (9,7 mM, 51,7 U/mg prot., 3,46x10° dk™ ,
0,37x10° dk* mM™) olarak belirlenmistir. Lipaz enziminin glutaraldehit ve
epiklorohidrin ara kollar1 iizerinde magnetik nanopartikiillere immobilizasyonu
sonucu Ky, degerlerinin arttigi goriilmektedir (Cizelge 4.1). Glutaraldehit ara kolu
(izerinden immobilize lipazin Kea/Km (1,73x10% dk™* mM™) ve epiklorohidrin ara kolu
tizerinden immobilize lipazin Kea/Kp (O,37x103 dk?! mM’l) oranlarinda serbest
lipazin Keat/Ki (58,8x103 dk?! mM'l) oranma gdre azalma gozlenmistir. Immobilize

enzimlerin kinetik davranislar1 serbest enzime gore farklilik gdsterir. Immobilize
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enzimin K,, degerindeki artig, aktif bolgeye substrat afinitesindeki azalisi ifade
etmektedir. Substrat afinitesindeki bu diislisiin sebepleri, immobilizasyon sonrasi
substratt baglayan enzimin konformasyonel esnekliginin azalisina, tasiyicinin
yarattig1 sterik engellere ve diflizyonel dirence baglanabilir ( Sahoo ve ark., 2011).
Iram ve ark., (2012); yaptiklar1 calismada serbest enzimin Kp, ve Vyax degerlerini
sirastyla 1,45 mM ve 190 mmol/mg/min., GAMNRP {izerine immobilize edilen lipazin
Km Ve Vmax degerleri 0,35 mM ve 297 mmol/mg/min. ile kiyaslamiglar ve sonugta
immobilize edilen degerlerinde bir diisiis gézlemislerdir.

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollart Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazin farkli sicakliklardaki
(40 ve 60°C) ve inkiibasyon siiresinde kalan aktivite miktarlar1 arasindaki iliski
incelenmistir (Sekil 4.16 ve 4.25). Sekillerden de goriilebilecegi gibi 40 ve 60°C de
glutaraldehit ara kolu tzerinden immobilize edilen lipaz 24 saat sonunda baslangic
aktivitesinin sirasiyla %65 ve %46’sin1, epiklorohidrin ara kolu Uzerinden
immobilize edilen lipaz ise sirasiyla %66 ve %44 oraninda korumaktadir. Serbest
enzimin ise 40 ve 60°C de 24 saat sonunda baslangi¢ aktivitesinin ancak %69 ve
%48’ unu korudugu belirlenmistir. Magnetik nanopartikillere glutaraldehit ve
epiklorohidrin ara kollar1 iizerinden immobilize lipazlarin termal karaliliklarinin
birbirine yakin oldugu belirlenmistir. Yang ve ark., (2008); yaptiklar1 ¢aligmalarinda
serbest ve magnetik kiireler iizerine immobilize ettikleri lipazlarin 25-80 °c
arasindaki termal kararliliklarini incelemislerdir. Serbest enzimin 150 dakikanin
sonunda aktivitesini kaybettigini, immobilize lipaz i¢in ise 180 dakika sonunda kalan
akvitesinin - %60 oldugunu bildirmislerdir. Enzimin konformasyonel yapisi
immobilizasyondan etkilenir. Bu konformasyonel sinirlamalardan dolayi, immobilize
enzim serbest enzimden daha yiiksek termal kararliliga sahiptir. immobilizasyon
sonrasinda enzimin termal kararliligi artabilir, azalabilir yada hi¢ degismez.
Genellikle kovalent bagli, suda ¢6ziinmez enzimlerin 1siya ve denatiire edici ajanlara
kars1 serbest forma gore daha dayanikli oldugu bilinmektedir.

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollart tiizerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazin depolama

kararliliklarim1 belirlemek amaciyla 4°C ve oda sicakliginda (25°C) agz1 kapali
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siselerde bekletilmis ve bu enzimlerin kalan aktiviteleri 30 giin boyunca belirli
zaman araliklarinda Ol¢iilmiistiir. Kalan aktivitelerin sirasiyla (%37, %23), (%50,
%44), (%44, %28) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3). Sonuglardan da anlasilacagi
gibi immobilize enzimlerin serbest enzimle karsilastirildiginda daha iyi depolama
kararlilig1 gosterdigi, glutaraldehit ara kolu Uzerinden immobilize olan lipazin
epiklorohidrin ara koluna kiyasla daha iyi depolama karliligina sahip oldugu
belirlenmistir. Chia-Hung ve ark., (2011); yaptiklar1 ¢alismalarinda kitosan-Fe3QO4
destek materyali iizerine lipaz enziminin immobilizasyonunu gerceklestirmisler ve
immobilize enzimin depolama kosullar1 altinda aktivitesini korudugunu ama serbest
lipazin giin gectikge aktivitesini kaybettigini belirtmiglerdir.

Magnetik nanopartikillere glutaraldehit ve epiklorohidrin ara kolu tzerinden
kovalent olarak immobilize edilen lipazlarin tekrar kullanim kararhiliklar1 Cizelge
4.4°de verilmistir. 25, 50 ve 100 mg icin 20 kullanimdan sonra kalan aktiviteleri
baslangig¢ aktivitesinin yaklasik sirasiyla (%49, %61, %71), (%33, %51, %63) olarak
belirlenmistir. Yapilan calismada immobilize lipazin serbest lipaza kiyasla tekrar
kullanim karaliiginin daha iyi oldugu, glutaraldehit ara kolu Gzerinden immobilize
edilen lipazin tekrar kullamim kararliliginin, epiklorohidrin ara kolu uUzerinden
immobilize edilen lipaza gére daha fazla oldugu belirlenmistir. Immobilize
enzimlerin tekrar tekrar kullanilabilmesi enzimin endiistride kullanilmasi a¢isindan
Oonemli bir faktordiir. Artan kararlilik immobilize enzimi serbest enzimden daha
avantajli hale getirmektedir (Lei ve ark., 2007). Chia-Hung ve ark., (2012); yapiklari
arastirmalarda kitosan-Fe3O, destek materyaline immobilize ettikleri lipazin tekrar
kullanim kararliligini1 incelemisler ve 5, 10, 20 kullanimdan sonra kalan aktiviteleri
strastyla %98, %88 ve %83 olarak Ol¢miislerdir. Iram ve ark., (2012); yaptiklar
caligmalarda magnetik destek lizerine glutaraldehit arakolu yardimiyla immobilize
edilen lipazin tekrar kullanim kararliligini incelemisler ve 7 kullanim sonrasinda
baslangic aktivitesinin %65’ini korudugunu belirtmislerdir.

Lipaz immobilizasyonu i¢in nano bir yapida hazirlana destek materyalini
konu alan bu ¢aligmanin, gilinlimiizde olduk¢a popiiler bir aragtirma alani olan

nanobiyoteknolojiye ait bir ¢aligma alani olmasi nedeniyle giincel literatiire katki

73



4. BULGULAR VE TARTISMA Mige SENGUL

saglayacak olmasinin yani sira, sentezlenen bu yapilarin tiirevlendirilebilir olmasinin
getirecegi pek cok avantaji da vardir.

Magnetik nanopartikiiller lizerine enzim immobilizasyonu diger desteklerle
kiyaslandiginda basit hazirlama prosediirii, diisiik maliyet ve magnetik nanopartikiile
bagli enzimin kimyasal kararliliginin yiiksek olmasi nedeniyle cesitli avantajlar
sunmaktadir. Digiik maliyet, geri kazanim ve tekrar tekrar kullanilabilmesi

endustriyel dGnemi olan enzimlerin immobilizasyonu icin énemlidir.

74



5. SONUCLAR VE ONERILER Miige SENGUL

5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuclar

Lipaz enziminin Fe;O, magnetiknanopartikiillerine farkl ara kollar iizerinden
kovalent olarak immobilizasyonunuhedefleyen bu c¢alismada elde edilen sonuglar

asagida 6zetlenmistir.

1. Magnetiknanopartikillerin  FT-IR  spektrumlart alinarak fonksiyonel
gruplarin varhigr arastirilmig, XRD kullanilarak yapi analizi yapilmistir.
Sentezlenen maddenin biyuk 6lctide Fe30,4’den olustugu ancak diger bazi
demir oksit tiirlerini de kismen igerdigi tespit edilmistir. SEM mikroskobu
kullanilarak nano yapilarin boyut analizi yapilmis ve ortalama boyutun
158,2 nm oldugu bulunmustur.

2. Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollar1 (zerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazlarin
maksimum aktivite gosterdikleri pH 7,0 olarak belirlenmistir.

3. Serbest enzim ile magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollar1 tlizerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazlar igin
tampon derisimleri 50mM olarak belirlenmistir.

4. Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollar tizerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazlarin optimum
sicakliklar1 40°C olarak belirlenmistir.

5. Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollar1 tizerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazlarin
aktivitesi belirlenen optimum sartlarda farkli substrat derisimlerinde
Olgtilmiis Km, Vmax, Keat, Keat/Km  degerleri serbest enzim igin sirasiyla
0,48 mM, 420,7 U/mg prot., 2,82x10* dk* , 58,8x10° dk* mm™
Jglutaraldehit ara kolu icin 1,3 mM, 33,6 U/mg prot., 2,25x10° dk™* ,
1,73x10° dk* mM™, epiklorohidrin ara kolu icin 9,7 mM, 51,7 U/mg prot.,
3,46x10° dk™ , 0,37x10° dk'mM™*
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6.Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollar1 tzerinden kovalent olarak immobilize edilen lipaz farkli
sicakliklarda (40ve 60°C) inkiibe edilmis ve 24 saat sonundaki kalan
aktiviteleri serbest enzim igin sirasiyla (%69 ve %48), glutaraldehit ara
kolu igin (%65 ve %46) ve epiklorohidrin ara kolu icin (%66 ve %44)
olarak belirlenmistir.

7. Immobilize enzimlerin serbest enzimle karsilastirildiginda daha iyi
depolama kararliigi gosterdigi, glutaraldehit ara kolu Uzerinden
immobilize olan lipazin epiklorohidrin ara koluna kiyasla daha iyi
depolama karliligina sahip oldugu belirlenmistir.

8. Yapilan calismada glutaraldehit ve epiklorohidrin ara kollar1 iizerinden
immobilize edilen lipazlarin tekrar kullanim kararliliklariin birbirine

yakin oldugu saptanmustir.

5.2. Oneriler

1. Tip, gida ve endiistriyel alanlarda genis uygulamalari olan lipaz enziminin
farkli magnetiknanopartikiillereimmobilizasyonu arastirilabilir.

2. Endustriyel onemi olan enzimlerin
magnetiknanopartikillereimmobilizasyonu incelenebilir.

3. Daha etkin ve daha ekonomik kullanilabilmesi i¢in daha farkli kosullar

arastirilabilir.
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EK1

MASTERSIZER <2aadp

Result Analysis Report

Sample Name: SOP Name: Measured:
Nuri hoca-2 - Average 02 Mayis 2012 Carsamba 11:17:51
Sample Source & type: Measured by: Analysed:
casper 02 Mayis 2012 Carsamba 11:17:53
Sample bulk lot ref: Result Source:
Averaged
Particle Name: Accessory Name: Analysis model: Sensitivity:
Iron 11l Oxide 0.03 Hydro 2000MU (A) General purpose Normal
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
2.420 0.03 0.020 to 2000.000 um 767 %
Dispersant Name: Dispersant RI: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 0.885 % Off
Concentration: Span : Uniformity: Result units:
0.0065 %\Vol 3218 0.999 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
0.843 m?lg 7113 um 30.262 um
d(0.1):  3.052 um d(0.5): 21.284 um d(0.9): T71.538 um
icle Size Distributi
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5
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4
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=
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— Muri hoca-2 - Average, 02 Mays 2012 Carsamba 11:17:51
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oot7 ﬁ n1g2 ﬁ 1905 :’_: 1905 :';': Ze00 :z arTE gﬁ
[iTi] am 0208 a0 2188 P zom poe 70883 om 2611280 om
0240 2512 230 ZE423 884.032
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Operator notes:
Malvern Instruments Ltd. Mastersizar 2000 Ver. 5.60 File name: atomika deneme
Malvern, UK Serial Number : MAL1062387 Record Number: 378
Tel := +[44] (0) 1684-892456 Fax +[44] (0) 1684-892789 02.05.2012 14:57:38

Ek 1. Magnetik nanopartikullerin boyut analizi
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EK 2

AN MASTERSIZER <Ziad»

Result Analysis Report

Sample Name: SOP Name: Measured:
Nuri hoca-4 - Average 02 Mayis 2012 Cargamba 11:32:02
Sample Source & type: Measured by: Analysed:
casper 02 Mayis 2012 Cargamba 11:32:03
Sample bulk lot ref: Result Source:
Averaged
Particle Name: Accessory Name: Analysis model: Sensitivity:
Iron 1l Oxide 0.03 Hydro 2000MU (A) General purpose Normal
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
2420 0.03 0.020 to 2000.000 um 624 %
Dispersant Name: Dispersant RI: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 1.610 % Off
Concentration: Span : Uniformity: Result units:
0.0038 %\Vol 4.280 1.87 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
113 m?lg 5332 um 37.935 um
d(0.1): 2052 um d(0.5): 16.728 um d(09): T73.645 um
Particle Size Distributi
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Operator notes:
Malvern Instruments Ltd. Mastersizer 2000 Ver. 5.60 File name: atomika deneme
Malvern, UK Serial Number : MAL1062387 Record Number: 388
Tel := +[44] (0) 1684-B92456 Fax +[44] (0) 1684-892789 02.05.2012 14:57:51

Ek 2. Magnetik nanopartikullerin boyut analizi
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EK3
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Ek 3. Magnetik nanopartikullere epiklorhidrin ara kolu bagli 6rnegin FT-IR
spektrumu

EK4
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Ek 4. Magnetik nanopartikiillere glutaraldehit ara kolu baglh o6rnegin FT-IR
spektrumu
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EKS5

Ek 5. SEM mikroskobu
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