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OZET

Rhizomucor miehei Lipazinin Cesitli Tasiyicilara

immobilize Edilmesi ve Karakterizasyonu

Ece OZDEMIR BABAVATAN

Kimya Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Aysegiil PEKSEL

Es-Danisman: Dog. Dr. Baris BINAY

Bu tez kapsaminda, reaksiyon cesitliligi nedeniyle endiistriyel uygulamalarda
siklikla kullanilmakta olan fakat dogasi geregi coziinir formda kullaniminda
kisitlanmalar meydana gelen Rhizomucor miehei lipazinin cesitli tasiyicilara
immobilizasyonu gerceklestirilmistir. Tasiyict olarak dogal bir kil olan
montmorillonit K-10 ve polivinil alkolden olusan jel tercih edilmistir. Sonuglar lipaz
enziminin hidrolitik aktivitesini 6l¢iimleyerek ii¢ denemenin ortalamasi olarak
verilmistir. Serbest enzim, montmorillonit K-10’a adsorbe edilmis enzim (MMT-
RML) ve polivinil alkol jelde enkapsiile edilmis olan enzim (PVA-RML) i¢in Km
degerleri sirasiyla 3,9, 0,22 ve 4,0 mM olarak bulunmustur. Vmax degerleri ise
sirasiyla 0,35, 0,47 ve 0,4 U/mg protein olarak hesaplanmistir. Elde edilen bulgular
immobilizasyon sonrasi enzimin kinetik 6zelliklerinin gelistigini gostermektedir.
immobilizasyon sonrasi termal olarak daha kararhi hale gelen enzim tekrar

kullanilabilirlik 6zelligini kazanmistir. Serbest enzim icin optimum pH degeri 7,5

Xiv



iken immobilize enzimler icin bu deger 7,0 olarak bulunmustur. Buna goére serbest
enzime gore, immobilize enzimler daha asidik ve nétr kosullarda ¢alismaya daha
elverislidir. Ayrica serbest enzimin optimum pH degerinden daha alkali degerlerde,
immobilize enzimler daha ytlksek aktivite gostermektedir. MMT-RML, serbest
enzime gore daha genis sicaklik araliginda aktivitesini kaybetmeden c¢alisabilir ve
tampon ¢ozelti konsantrasyonu degisikliklerinden daha az etkilenir hale gelmistir.
Ayrica aktivasyon enerjileri degerlendirildiginde adsorpsiyon sonrasi substratin
enzimin aktif bolgesine daha kolay ulastig1 goriilmiistiir. PVA-RML’nin optimum
sicaklik degerinin serbest enzime gore 10 °C daha yiiksek olmasi 1sil islem

gerektiren uygulamalarda bu teknigin kullanilabilirligini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Rhizomucor miehei lipaz, immobilizasyon, montmorillonit K-

10, polivinil alkol.
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FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Immobilization and Characterization of Rhizomucor

miehei Lipase to Various Carriers

Ece OZDEMIR BABAVATAN

Department of Chemistry

Doctor of Philosophy Thesis

Advisor: Prof. Dr. Aysegtil PEKSEL

Co-advisor: Assoc. Prof. Dr. Baris BINAY

Within the scope of this thesis, Rhizomucor miehei lipase, which is frequently used
in industrial applications due to the variety of reactions, but whose nature has
restrictions in soluble form, has been immobilized to various carriers. As the carrier,
a natural clay consisting of montmorillonite K-10, and a gel of polyvinyl alcohol, was
preferred. The results are given as the average of three trials by measuring the
hydrolytic activity of the lipase enzyme. Km values for free enzyme, enzyme (MMT-
RML) adsorbed to montmorillonite K-10 and encapsulated enzyme (PVA-RML) in
polyvinyl alcohol gel were found to be 3.9, 0.22 and 4.0 mM, respectively. Vmax values
were calculated as 0.35, 0.47 and 0.4 U/mg protein, respectively. The results show
that the kinetic properties of the enzyme develop after immobilization. The enzyme,
which became thermally more stable after immobilization, gained reusability. While
the optimum pH value for free enzyme is 7.5, this value was found to be 7.0 for
immobilized enzymes. Accordingly, immobilized enzymes are more suitable to work

under acidic conditions than free enzyme. In addition, immobilized enzymes show

Xvii



higher activity at alkaline values than the optimum pH value of the free enzyme.
MMT-RML can operate without losing its activity in a wider temperature range than
the free enzyme and has become less affected by changes in buffer solution
concentration. In addition, when activation energies were evaluated, it was seen
that the substrate reaches the active site of the enzyme more easily after adsorption.
The optimum temperature value of PVA-RML is 10 °C higher than the free enzyme,

shows the usability of this technique in applications requiring heat treatment.

Keywords: Rhizomucor miehei lipase, immobilization, montmorillonite K-10,

polyvinyl alcohol.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Lipazlar (E.C. 3.1.1.3) global enzim piyasasinda énemli bir grup olan ester baglarini
hidrolizleyen ve sentezleyen biyokatalizorlerdir (Kotogan, ve digerleri, 2018).
interesterifikasyon, alkoliz, aminoliz ve asidoliz lipazlarin diger reaksiyonlaridir
(Oztiirk, Pollet, Phalip, Glivenilir, & Avérous, 2016; Rajasekar, Tambe, & Datla,
2013). Lipazlar, kataliz ettikleri reaksiyonlarin zenginligi, karismayan organik ve
sulu fazlar iceren reaksiyonlari kataliz edebilme ve katalitik etkinliklerini organik
cozuculer icinde muhafaza edebilme 6zellikleri nedeniyle; 6zellikle gida sanayisinin
sut, cikolata, yag endiistrilerinde aroma gelistirici olarak kullanilir (Ulker, Gokalp, &
Guvenilir, 2016). Lipazlar ayrica ekonomik olarak enerji tasarrufu sagladig: icin
bolgesel ve enantiyoselektif sentez ve biyodizel iliretimi alanlarinda hidroliz
reaksiyonlarini ortam sicakliginda kataliz edebilmeleri yetenekleri nedeniyle pek
cok endiistriyel uygulamada kullanilmaktadir (Gholamzadeh, Mohammadi Ziarani,
& Badiei, 2017). Endiistriyel 6neme sahip bu enzimler ayrica, deterjan, eczacilik
alanlarinda; kozmetik, deri ve kagit endiistrilerinde genis bir uygulama alanina
sahiptir (de Albuquerque, ve digerleri, 2016; Salis, Sanjust, Solinas, & Monduzzi,
2005).

Enzimin geri kazanimi ve tekrar kullanilabilirligi, yiiksek ekonomik etkiye sahip
teknolojilerde yer alan enzimatik siirecler icin immobilizasyon ile saglanabilir
(Sarmah, ve digerleri, 2018). Biyokatalizde en ¢ok kullanilan enzimler arasinda olan
lipazlar bazi durumlarda, endiistriyel biyokatalizor olarak kullanilmadan o6nce,
hareketsizlestirme, stabilizasyon ve saflastirma islemlerine tabi tutulurlar
(Fernandez-Lopez, ve digerleri, 2016). Enzimin geri kazanimi ve tekrar
kullanilabilirligi, yliksek ekonomik etkiye sahip teknolojilerde yer alan enzimatik

stirecler icin immobilizasyon ile saglanabilir (Salis, Sanjust, Solinas, & Monduzzi,



2005). Biyoteknolojik uygulamalarda siklikla kullanilan bu enzimlerin
immobilizasyonuyla hem maliyetinin azaltilmasi hem de siirekli siire¢lerde
kullanilabilirlikleri gelistirilmistir (de Albuquerque, ve digerleri, 2016; Salis,
Sanjust, Solinas, & Monduzzi, 2005). Lipazlarin sulu ve sulu olmayan ¢6ziiclilerde
ekonomik ve verimli bir sekilde kullanilmasi ig¢in aktiviteleri, secicilikleri ve

kararhliklar1 immobilizasyonla degistirilebilir (Ulker, Gokalp, & Guvenilir, 2016).

Hala yeterince yaygin kullanimi olmamasina ragmen ve yuksek maliyet gibi
nedenlerle eksikleri de olsa yeni immobilizasyon teknolojileri, yeni tasiyic1 ve
metodlarla gelistirilmektedir (Ke, Fan, Su, & Xu, 2018). Lipazlar ¢ok cesitli
desteklerde farkli immobilizasyon teknikleri ile basarili sekillerde immobilize
edilmistir (Yicel, Demir, Dizge, & Keskinler, 2014). Ekstrem tiretim kosullar1 altinda
lipazin erken inaktivasyonu sorunu tuzaklama, adsorpsiyon, kovalent veya ¢apraz
baglama gibi immobilizasyon teknolojilerindeki ¢esitli ilerlemeler ile ¢6ziilebilir. Bu,
enzimlerin kolay geri kazanilmasini ve yeniden kullanilmasini saglar (Abdul Manan,
Attan, Widodo, Aboul-Enein, & Wahab, 2018). En yaygin enzim immobilizasyon
tekniklerinden biri olan adsorpsiyon ile immobilizasyon yonteminde, enzim
genellikle inorganik kat1 bir tagiyiciya fiziksel olarak adsorbe edilir (Oztiirk, Pollet,
Phalip, Giivenilir, & Avérous, 2016; Ulker, Gokalp, & Guvenilir, 2016). Literatiirde,
adsorban tasiyici olarak montmorillonit, bentonit, amberlit gibi dogal kil
materyallerinin kullanildig1 gorilmiistiir (@ztijrk, Pollet, Phalip, Giivenilir, &
Avérous, 2016; Sanjay & Sugunan, 2008; Karakus, Ozler, & Pekyardimci, 2008; Onal
& Telefoncu, 2003). Enzim immobilizasyonunda kullanilan bu dogal adsorbanlarin
avantajlarindan bazilari; yiiksek mekanik dayaniklilik, yliksek 6zgillilk ve genis
ylizey alani, sisme ve yliksek katyon degisim kapasitesidir (Sanjay & Sugunan, 2008;
Ganguly, Dana, Mukhopadhyay, & Parya, 2011).

Enkapsiilasyon, enzim immobilizasyonunda kullanilan avantajli tekniklerden
biridir. LentiKats® ad1 verilen polivinil alkol (PVA) lens teknolojisi, yaklasik 20 yil
once kesfedilen bir kapsitilleme teknigidir (Rebros, ve digerleri, 2013). Bu teknik,
polivinil alkoliin hidroksil gruplar1 arasindaki hidrojen baglarinin jelasyonuna bagh
olarak yliksek elastik ve stabil hidrojeller iiretmektedir (Gémez de Segura, ve

digerleri, 2003). Oda sicakliginda olusan PVA kapsillerinin sekli, reaksiyon



ortamindan kolay ayrismanin yani sira ¢ok diisiik bir diflizyon sinirlamasi, yiiksek
bir reaksiyon orani ve biyomateryallerin matrikslere dagilimi gibi bir¢ok avantaja
sahiptir (Gomez de Segura, ve digerleri, 2003; Hronska, Mastihuba, TokoSova, &

Rosenberg, 2016).

1.1.1 Rhizomucor miehei Lipaz ile ilgili Yakin Zamanda Yapilmis

immobilizasyon Calismalari

Zhang ve digerleri (2017), RML'yi capraz bagh enzim agregatlar1 haline getirerek
manyetik nano parcaciklarla birlestirmis ve ylizey aktif maddelerle arayiizey
aktivasyonuna sokmuslardir. Bu ¢alismada ¢oktliirme islemi icin amonyum siilfat,
capraz baglama icin ise %1,6 (v/v) glutaraldehit ile calisilmistir. Optimum
enzim:nano pargacik orani denenmis ve 1:1 lipaz:(3-aminopropil)trietoksisilan-
Fe304 (APTES-Fe304) olarak bulunmustur. Maksimum aktivite 4 mM aerosol
sodyum bis-2-(etilheksil)stlfosiiksinat (AOT) ile elde edilmistir. 2-fenil etanol ve
vinil asetatin transesterifikasyonu reaksiyonuyla aktivite tayini gerceklestirilmistir.
Optimum kosullar altinda immobilize enzim serbest enzime gore yaklasik 20 kat
daha yiiksek aktivite gostermistir. Ayrica immobilize RML’nin biyodizel tiretimi i¢in
verimi %93 olup 5. dongliden sonra aktivitesinin %84’tinden fazlasini korudugu

gorulmustir.

Yag asidi metil esterlerini sentezletmek lizere hidroksipropil metil seliiloz (HMC) ve
kitosandan (CHI) yapilmis selilozik kopolimerlerin biyouyumlu hibrid
harmanlarinin (HMC:CHI) denendigi bir ¢calismada RML'nin tutuklama yontemiyle
immobilizasyonu (HMC:CHI:RML) 30°C’de gerceklestirilmistir. Enzimin hidrolitik
aktivitesi 405 nm’de para-nitrofenil biitirat ile (p-NPB) oOlciilmistir.
immobilizasyon verimi %87,71 olarak hesaplanmistir. Serbest enzim i¢in Km ve Vmax
degerleri sirasiyla 7,34%¥0,14 mM ve 65,79+£0,42 pmol/mg/dakika olarak
bulunmustur. Immobilize enzim icin ise bu degerler sirasiyla 6,36+0,06 mM ve
80,65+0,30 umol/mg/dakikadir. Immobilizasyon sonrasi Kkatalitik etkinlik
%141,45’e ylkselirken yarilanma omri 1,44+0,04 giinden 16,65+1,12 giine
cikmistir (Badgujar, Badgujar, Yeole, & Bhanage, 2017).

Abdul Manan ve digerleri (2018), RML’nin kitin-kitosan nano kristal flamanlarinda
(CS/CNWs) kovalent immobilizasyonunu gergeklestirmistir. Lipaz aktivitesi
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eugenol(4-allil-2-metoksifenol) ve benzoik asidin esterifikasyon reaksiyonuna
dayandirilmistir. Immobilizasyon sonrasi RML'nin spesifik aktivitesindeki %137’lik
artis, destege c¢ok noktali baglandigindan lipazin aktif konformasyonunu
koruyabilecegi ve erken denatiirasyona direnebilecegi yargisini desteklemistir.
Optimum reaksiyon kosullar1 50 °C’'de 3 mg/mL enzim ilavesiyle 5 saat olarak
bulunmustur. immobilize enzimin serbest RMLye gére 6jenil benzoat liretiminde 2
kat artis gosterdigi ve optimum reaksiyon kosullarinda 8. dongiiden sonra bile
baslangi¢ aktivitesinin yaklasik %50’sini koruyabildigi saptanmistir. Enzimlere ait
termal inaktivasyon calismalar1 30-70 °C araliginda denenmis ve 50 °C'de %
doniisiim oranlar1 serbest RML ve RML-CS-CNWs icin sirasiyla %20,1 ve %55,8
bulunmustur. 70 °C’de serbest enzim inaktive olurken immobilize enzimin %

donlisim oran1 %42,6'ya inmistir.

Adnan ve digerleri (2018), X-sekilli zeolit imidazol iskeletlerini (ZIF-8) sentezlemek
ve RML'yi immobilize etmek icin (RML@ZIF-8) tek asamali bir enkapsiilasyon
teknigi calismistir. Immobilizasyon i¢cin optimum protein miktar1 denenmis ve bu
amagla tasiyiciya 15-27 mg RML ytiklemesi yapilmistir. 25 mg RML ile yaklasik %24
aktivite artisi tespit edilmis ve artan protein miktarlarinda substratin enzime
ulasilabilirliginin ve immobilizasyon veriminin azaldig1 tespit edilmigtir.
Kapsiilleme siiresi optimizasyonunda ise 20 dakikay1 asan slrelerde aktivitede
azalma gorildugiinden yaklasik %25 aktivite artisi tespit edilen 20 dakika optimum
kapsiilleme siiresi olarak belirlenmistir. Immobilizasyonun optimum sicaklik
kosulu olarak bulduklar1 30 °C'de RML@ZIF-8 icin aktivite yaklasik 26 kat artis
gostermistir. RML@ZIF-8'in soya fasulyesi yagindan biyodizel tiretimi verimi %96,5
olarak bulunmustur. RML@ZIF-8'in biyodizel iiretiminde tekrar kullanilabilirligi
calisilmis ve 10. dongliden sonra immobilize enzimin baslangi¢ aktivitesinin

%84,7’sine sahip oldugu gorilmistiir.

Cesitli fonksiyonel gruplara karsi oldukea reaktif olan amino gruplan ile
aktiflestirilmis silika ve silika nanopor6z materyal (SBA-15) tlizerine 25 °C ve pH
7’de RML’'nin immobilizasyonunun gergeklestirildigi bir calismada 1’er g silika-NH2
ve SBA-NH: tasiyicilan iizerine sirasiyla 150 ve 200 mg protein yiiklenmistir.

immobilize enzimler icin immobilizasyon verimleri %95-100 arahginda



bulunmustur. 348 nm’de p-NPB'in hidrolizi ile aktivite tayini yapilmis ve serbest
enzim icin optimum pH degeri 7 olarak bulunurken her iki immobilize enzim i¢in pH
8 olarak tespit edilmistir. Enzimlerin termal kararliliklar1 calismasinda enzimler 45,
50, 55, 60 ve 65 °C'lerde 2 saat inkiibe edilmistir. 45 °C’de her li¢ enzim icin de
herhangi bir aktivite kaybi gozlenmezken 65 °C’ye c¢ikildiginda serbest enzimin
tamamen inaktive oldugu, SBA-RML'nin baslangi¢ aktivitesinin %62’sini ve silika-
RML'nin ise %28’ini korudugu gozlenmistir. Rasemik ibuprofen ile
esterifikasyonuna ait tekrar kullanilabilirlik calismas1 doniisiim derecesi agisindan
incelenmis ve silika-RML’nin 4. kullanim sonrasi %50, SBA-RML'nin ise 3. kullanim
sonras1 %7 aktivite sergiledigi gorilmiistiir (Mohammadi, Habibi, Gandomkar, &

Yousefi, 2018).

Yildirim ve digerleri (2019), RML'nin altigen olarak hazirlanmis nanoporoéz
aliminyum oksit membranlarina (RML-Al203-NP) adsorpsiyon yoluyla ve mikro
boyutlu potasyum siilfat kristalleri tizerinde RML'nin es zamanli olarak ¢okeltilmesi
yoluyla protein kapli mikrokristaller (RML-PCMC'ler) iizerinde immobilizasyonunu
gerceklestirmistir. RML aktiviteleri p-nitrofenil palmitatin (p-NPP) hidrolizi
izlenerek gerceklestirilmis ve bazi aroma esterlerin sentezi agisindan esterlesme
aktiviteleri incelenmistir. RML-Al203-NP ve RML-PCMC icin immobilizasyon
verimleri sirasiyla %33,8 ve %25,1 olarak bulunmustur. Hidrolitik aktivite
acisindan incelenen katalitik aktiviteler ise serbest enzime gore sirasiyla 2,3 ve 3,9
kat olarak hesaplanmistir. RML-Al203-NP ve RML-PCMC'ler, 10 tekrar kullanimdan
sonra, baslangictaki hidrolitik aktivitelerinin sirasiyla %84 ve 86'sin1 korumustur.
Bu sonuclar, nano goézenekli aliiminyum oksit iizerine adsorpsiyon yoluyla ve
protein kapli mikrokristaller olarak RML'nin immobilizasyonunun oldukg¢a kararli,
katalitik olarak daha aktif ve tekrar kullanilabilir lipaz preparatlarinin alinmasina

yol actigini gostermektedir.

Arana-Pefia ve digerleri (2019), RML, Candida antarctica lipaz B (CALB) ve
fosfolipaz Lesitaz Ultra (LEU) enzimlerinin sodyumborhidrit ile indirgenmis oktil-
glioksil agaroz (OCGLXR) taneciklerine immobilizasyonunu gergeklestirmistir.
immobilizasyon sonrasi aktiviteler incelendiginde CALB’nin stabilitesinin en yiiksek

oldugu gorilmiistiir. Immobilize RML'nin (OC-RML) 50, 55 ve 60 °Clerde termal



inaktivasyonu denemeleri sonucunda 90. dakikadan sonra her bir sicaklik icin
sirasiyla baslangic aktivitesinin yaklasik %70, %40 ve %20’sini korudugu
gorulmiustiir. Ayn1 zamanda deterjan ile inaktivasyonu 6l¢glimlemek adina OC-RML,
%4’lik (v/v) p-(1,1,3,3-tetrametilbiitil)fenil-polietilenglikol (Triton X-100) ve
%4’lik (v/v) hekzadesiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) ile 37 °C’de 1 saat inkiibe
edilmistir. 30. dakika sonunda Triton X-100 ve CTAB ile muamele edilen RML i¢in
sirasiyla baslangig aktivitelerinin yaklasik % 50 ve %40’1n1 korudugu gorulmiustir.
Coklu immobilizasyonun (ko-immobilizasyon) stabilite tizerine etkisini denemek
amaciyla ayni destek materyallerine RML ve CALB enzimlerinin bikombi-
immobilizasyonu yapilmistir. 60 °C’de 120 dakika boyunca inkiibasyon sonunda
OCGLX-CALB baslangi¢ aktivitesinin neredeyse tamamini korumaktadir. OCGLX-
RML i¢in bu deger %30 iken CALB-RML baslangi¢ aktivitesinin %75’ini korumustur.
Enzimlerin tekrar kullanilabilirligi calismalarinda her bir preparat i¢in 5 kez
kullanim uygundur. Ancak daha fazla CALB’nin bulundugu ilk déngiide daha yiiksek
aktivitenin bulunmasinin sebebi non-kovalent olarak immobilize olan CALB’nin ilk
yikamada ortamdan uzaklasmasidir. CALB, RML ve LEUnun tgli ko-
immobilizasyonunda 4. kez tekrar kullanimi gergeklestirilmistir. Bu

immobilizasyon daha kararli olan enzimin tekrar kullanilabilirligine izin vermistir.

Shahedi ve digerleri (2019), CALB ve RML'yi epoksi ile fonksiyonellestirilmis silika
jele birlikte immobilize etmislerdir. 1 gram tasiyiciya 4-15 mg araliginda 6 saat
suresince protein yiiklemesi yapilmis ve CALB:RML oranlan 4:1, 2,5:1, 2:1 ve 1:1
olacak sekilde calisilmistir. Enzimlerin termal kararliligi artan CALB ile dogru
orantili olarak ko-immobilizasyon sonrasi artis gosterirken spesifik aktivitelerde
azalma gorilmiistiir. CALB’'nin RML’ye oraninin arttirilmasiyla immobilize enzim
miktar1 azalmistir. Immobilizasyonun dogal bir sonucu olarak belirtilen a-heliks
yapisinin bozulmasi sonucu CALB’nin tekli immobilizasyonunda spesifik aktivitesi
49,5 U/mg’'dan 8,8 U/mg’a inmistir. RML'nin ise tekli immobilizasyonu sonrasi
spesifik aktivite degeri 43,5 U/mg’dan 9,6 U/mg’'a diismiistiir. CALB’'nin RML'ye
oranina gore ko-immobilizasyonda (4:1, 2:1, 2,5:1 ve 1:1) spesifk aktivite degerleri

6,1, 5,1, 4,9 ve 5,1 U/mg olarak hesaplanmistir.



Yousefi ve digerleri (2020), ham oziitten araylizey adsorspsiyon teknolojisi ile
saflagtirdiklar1 RML ve kimyasal aminasyona tabi tuttuklar1 RML'nin (NH2-RML)
immobilizasyonunu kovalent baglama ile denemislerdir. Calismada kullanilan
tasiyicilar glioksil sefaroz (Gx), glioksil sefaroz ditiotreitol (Gx-DTT), siyanojen
bromiir ile aktive edilmis sefaroz (CNBr) ve iminodiasetik asit ile kismi olarak
modifiye edilmis heterofonksiyonel epoksi (epoxy-IDA) olmak lizere dort tanedir.
RML’nin iki farkli kimyasal ¢esidi ve dort farkli immobilizasyon tasiyicisi i¢cin yapilan
calismalarda immobilizasyon verimleri %11 ila %88 arasinda degismektedir. Tiim
immobilizasyonlar i¢in spesifik aktivite degerleri 0,5 ila 1,9 IU/mg araligindadir. Gx-
DTT-RML ve epoxy-IDA-RML o6rnekleri termal kararhliklarinin tespiti icin 70 °C
sicakliga maruz birakildiklarinda baslangig aktivitelerinin sirasiyla %49 ve %37’sini
korumustur. Orneklerin aktiviteleri 5. tekrar kullanimdan sonar baslangig

aktivitelerinin %50-91 araliginda bulunmustur.

Arana-Pefia ve digerleri (2020a), Candida antarctica lipaz A (CALA), CALB, RML,
Themomyces lanuginosus lipaz (TLL) ve LEU enzimlerini kullanarak katman
immobilizasyonu gerceklestirmigtir. Ilk lipazin immobilizasyonu sonrasi polietilen
imin (PEI) ile kaplama gerceklestirilmistir. Enzimin ka¢isin1 6nlemek i¢in enzim ile
PEI arasinda ¢apraz baglama gergeklestirilmis ve yeni lipaz katmani eklenmistir.
Dietil p-nitrofenil fosfat kullanilarak énceden inaktive edilen biyoktalizérlerin SDS-
PAGE ile elektroforezi sayesinde immobilizasyonlarin basarii bir sekilde
gerceklestigi kanitlanmistir. Enzimlerin aktiviteleri p-nitrofenil biitirat (pNPB), R-

ve S-metil mandelat substratlar1 kullanilarak él¢tilmiistiir.

Arana-Pefia ve digerlerinin (2020b) yapmis oldugu benzer bir calismada, CALA,
CALB, TLL ve RML'nin ¢ok katli immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Enzimler ilk
olarak oktil-agaroz tanecikleri ilizerinde ara yiiz aktivasyonu yoluyla immobilize
edilmistir. PEIl ile muamele edildikten sonra yeni bir enzim katmani, oktil-enzim-PEI
bilesigi lizerinde, oktil-enzim-PEIl-enzim biyokatalizorleri seklinde
immobilizasyona devam edilmistir. LEU kullanimi1 disinda, iki katmanlh
biyokatalizorler oldugunda, yeni bir PEI grubu eklenmesiyle PEI ile immobilize
edilmis enzimin biiylik bir yiizdesinin geri salindig1 gorildigiinden glutaraldehit

capraz baglanmasi ile kacis Onlenmistir. Bu enzim modifikasyonunun bazi



durumlarda enzimin aktivitesini olumsuz etkiledigi goriilmistiir. Enzim, arayiizey
aktivasyonu veya iyon degisimi ile immobilize edildiginde bu olumsuz etkilerin
ortadan kalkmasi s6z konusudur. Ancak, yeni enzim tabakalar eklendikge alt
katmanlarda bulunan enzimlere substratin ulasmasi icin gereken yol arttigindan
substrat diflizyon problemleri meydana gelmistir. Bu problemi ortadan kaldirmak
icin bir sonraki c¢alismada glutaraldehit modifikasyonlarinin uzatilmasi

onerilmektedir.

Sodyum fosfat pH 7’nin destabilize edici etkisinin incelendigi bir ¢alismada, oktil
agaroz Uzerine arayuzey aktivasyonu ile immobilize edilmis Candida antarctica (A
ve B), Candida rugosa ve Rhizomocur miehei lipazlar1 kullanilmistir. 100 mM pH 7
sodyum fosfat tamponunun destabilize edici etkisi glutaraldehit kullanildiginda
azalmaktadir. pH 5-9 aras1 1 M NaCl kullanildiginda fosfatin bu olumsuz etkisinin
azaldigr goriilmiistiir. Sodyum fosfatin immobilize lipazlar tizerindeki olumsuz
etkisi immobilizasyon protokolii ve inaktivasyon kosullari ile azaltilabilmektedir

(Kornecki, ve digerleri, 2020).

Ticari olarak satilan immobilize RML formlan ile ilgili yapilan ¢alismalar giin
gectikce artmaktadir (Niezgoda & Gliszczynska, 2019; Aljawish, Heuson, Bigan, &
Froidevaux, 2019; Marin-Suarez, Méndez-Mateos, Guadix, & Guadix, 2019). Bu da
RML’'nin immobilizasyonunun gelecekteki kullaniminin giderek artacagini

gostermektedir.
1.2 Tezin Amaci

Bu tez kapsaminda enzimlerin endiistride kullanim alanlarinin artmasi ve
immobilize enzimlerin serbest enzimlere Ustiinliikleri goz dniinde bulundurularak
endiistriyel 6neme sahip lipaz enziminin farkh tasiyicilara, farkli yontemlerle
immobilize edilmesi hedeflenmistir. Bu amagla Rhizomucor miehei lipazinin (RML)
dogal bir kil olan montmorillonit K-10'a adsorpsiyon teknigiyle immobilizasyonu
ayrica polivinil alkol lens teknolojisi ile enkapsiilasyonu ¢alisilacaktir. Elde edilen
immobilize enzimin pH, sicaklik, tampon ¢6zelti konsantrasyonu etkisi gibi 6nemli
parametrelerinin immobilizasyon sonras1 gelistigini gozlemleyebilmek adina
serbest ve immobilize enzimlerin karakterizasyonlari yapilacaktir. Ayrica serbest ve
immobilize RML’nin aktivitesi lizerine cesitli katyonlarin ve deterjan etken
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maddelerinin etkisi incelenecek, enzimlere ait aktivasyon enerjileri, Km, Vmax
degerleri, katalitik aktiviteleri ve yarilanma 6miirleri hesaplanarak tasiyicilarin ve
enzimin taslyictya immobilizasyonundan sonraki goriintiileri Taramali Elektron
Mikroskopisi (Scanning Electron Microscopy-SEM) ile incelenecektir. Elde edilen
sonuglara ve yapilan literatiir taramalarina gore immobilizasyon teknikleri
kiyaslanarak immobilizasyon metodlarinin diisiik maliyet, minimum toksisite, kolay
uygulanabilirlik, depolama, tekrar kullanilabilirlik gibi acilardan gelistirilmesi

planlanmaktadir.
1.3 Hipotez

Yapilan deneysel ¢calismalarla Rhizomucor miehei’den iiretilmis olan lipaz enziminin
immobilizasyon sonrast kinetik 0Ozellikleri arttirillarak, enzime tekrar
kullanilabilirlik kazandirilacaktir. Ayrica immobilizasyon ile enzimin termal
kararhligr arttirlarak 1s1l islem gerektiren uygulamalar i¢in uygun bir
immobilizasyon teknigi elde edilecektir. Enzimin hidrolitik aktivitesinin pH,
sicaklik, tampon konsantrasyonu degisikliklerinden; iyon ve deterjanlardan
minimum diizeyde etkilenmesi saglanarak uzun stire depolanabilir immobilize lipaz

enzimi elde edilecektir.



2

ENZIMLER

2.1 Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar: katalizleyen ve herhangi
bir yan Uriin olusmasina izin vermeden %100’ltk bir verim ile ¢alisan biyolojik
katalizorlerdir. Katalitik RNA molekiillerinin (ribozimler) kigiik bir kismi harig
olmak iizere, enzimlerin tiimi protein yapisinda oldugundan proteinlere ait tiim
yapisal ozellikleri gostermektedir ve amino asitlerin polimeri olarak
siniflandirilirlar (Keha & Kiifrevioglu, Biyokimya, 2018). Fosfodiester baglarinin
yikimi ve sentezinde enzimler gibi davranan ribozimlere enzimlerden daha az
rastlanir (Bastem, 2019). Ribozimlerde ¢ok sayida protein altbirimleri ve biiyiik
ribozomal RNA molekiilleri bulunmaktadir (Murray, Bender, Botham, Rodwell, &

Weil, 2015).

Enzim terimi ilk olarak 1876’da Kiihne tarafindan “maya” ismiyle ortaya atilmistir.
1783’te Spallanzani’nin yapay ortamda hazirlanan mide suyunun eti sindirebildigini
gostermis; 1836’da ise Schwann, pepsin enzimini tanimlamistir. 1930’lu yillarda
Northrop, pepsin ve kristal proteolitik olan enzimleri izole ederek, enzimlerin
protein yapisinda oldugunu kanitlamistir. Ancak hiicre ici enzimlerin izolasyonu ve
karakterizasyonunun gii¢ olmasi sebebiyle 1940’h yillarda saf olarak hizl ve ucuz
protein eldesine duyulan ihtiyagla protein saflastirma teknikleri gelistirilmeye

baslanmistir (Aydin Karaagac, 2019).

Bilinen 2000’den fazla enzim bulunmaktadir fakat genellikle bir enzim sadece bir
kimyasal reaksiyonu veya aym ozellikte benzer reaksiyonlar katalizler. Ornegin,
proteolitik enzimler peptid baglarinin hidrolizini gergeklestirirler. Buna bag

spesifikligi ismi verilir (Liu, 2017).

Kimyasal tepkime katalizorleri olan enzimler bir veya birka¢ substrata 6zgilliik
gostermektedir. Genel olarak enzimler bir substrat molekiiliiniin en azindan bir

kismina kars1 mutlaka optik spesifite gostermektedirler. Ornek olarak etkisini a-
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glikozitler lizerinde gosteren maltaz enzimi, (3-glikozitlere etki etmemektedir
(Karahan, 2019). Benzer sekilde bir enzim sadece belirli bir kimyasal grup tlizerine
etkilidir. Buna enzimlerin grup spesifikligi ismi verilir. Ornegin glikozidaz sinifi
enzimler glikozitlere, alkol dehidrogenaz sinifi enzimler ise sadece alkol iizerine etki
etmekte, pepsin ve tripsin enzimi ise peptid baglarinin pargalanmasini katalize

etmektedirler (Karahan, 2019; Bastem, 2019).

Enzimlerin substrat ozgiilliikleri de birbirinden farklidir. Ornegin tripsin, sadece
lisin veya arginin rezidiilerinin karbonil grubu tarafindaki peptid baglarini pargalar
(Keha & Kiifrevioglu, Biyokimya, 2018). Baz1 enzimler ise daha ileri grup 6zgilligi
gostermektedirler. Ornegin karboksi peptidaz, proteinin karboksil ucuna yakin olan,
aminopeptidazlar ise amino ucuna yakin olan peptid baglarinin yikilimini katalize
etmektedirler (Karahan, 2019). Bir¢ok enzimin streospesifiklik 6zelligi de vardir.
Baz1 enzimler substrat molekiiliiniin D- formunu tiriine ¢evirirken, bir kismi da L-
formunu iiriine déniistiiren tepkimeyi katalizlemektedir. Ornegin, glutamat
dehidrogenaz L-glutamat, laktat dehidrogenaz ise L-laktat tlizerinde aktive

olmaktadir (Keha & Kiifrevioglu, Biyokimya, 2018).

Dogal yollarla yalnizca canli metabolizmalar tarafindan sentezlenen enzimler hiicre
icerisinde meydana gelen tepkimelerin hizin1 ve 6zgulliigiinii diizenlerken ¢ogu
zaman hiicre disinda da etkinliklerini korumaktadirlar (Bastem, 2019). Hiicre igi
enzimlerin ¢ok az miktarda kana veya diger viicut sivilarina ge¢melerinin sebebi
biiylik molekiil kiitleleri nedeniyle hiicre zarindan gegememeleridir. Az miktarlarda
sentezlenen bu katalizorlerden pihtilasma faktorleri ve sindirim enzimleri hiicre
disina salgilandiktan sonra fonksiyon gosterirler. Bununla beraber tanisal agidan

onemli enzimlerin ¢ogu sentezlendikleri hiicre icinde aktiflerdir (Karahan, 2019).

Diger proteinler gibi enzimler de basit ve bilesik olarak siniflandirilabilir. Bazi
enzimler sadece proteinlerden meydana gelirken, bazilar1 konjuge protein
yapisindadir. Enzimlerin katalitik etkisini gosteren kismi polipeptid zinciridir

(Bastem, 2019).

Bazen bir metal iyonu (Zn?2+ gibi) veya koenzim olarak bilinen bir organik molekiil
(Nikotinamid adenin dintikleotit-NAD*, Flavin adenin diniikleotit-FAD, Koenzim A
gibi suda c¢oOziinen vitamin tiirevi bilesikler) enzimin aktivitesi icin gerekli

11



olabilmektedir (Karahan, 2019). Enzimlerin aktiviteleri icin gerekli olan ve
genellikle 1s1ya dayanikl, protein yapili olmayan bu iyon veya molekiillere kofaktor
ad1 verilir (Karahan, 2019; Bastem, 2019). Kofaktor olarak metal iyonu kullanan
enzimlere metaloenzim denmektedir. Metal iyonlar1 asit-baz katalizi, kovalent
kataliz veya enzimin yapisal konformasyonunda degisiklik yaparak substratin
baglanmasini kolaylastirmaktadir (Bastem, 2019). Eger enzim ile kofaktor arasi
baglanma yeterince gli¢lii degilse kofaktore koenzim adi verilmektedir (Karahan,
2019). Bu tip koenzimler genellikle diyaliz yontemiyle enzimden ayrilirlar.
Koenzimlerin yapisinda siklikla rastlanan B vitaminleri, 6zel hiicresel
fonksiyonlarin yerine getirilmesinden sorumludur. Enzim-kofaktér kompleksinin
kovalent baglarla birbirine siki sekilde baglandigi durumlarda ise bu kofaktorlere
prostetik grup ismi verilir. Bazen de enzim, aktivite gosterebilmesi i¢cin hem
kofaktore hem de koenzime ihtiya¢ duyabilir. Koenzimler spesifik elektron, proton
veya fonksiyonel gruplarin tasinmasinda énemli rol oynarlar. Ornegin siiksinat
dehidrogenaz FAD’a gerek duyar (Bastem, 2019). Eger enzim koenzimi veya
kofaktorii ile birlikte ve katalitik bakimdan tamamen aktif durumda ise, enzimin bu

formuna “holoenzim” adi verilir (Liu, 2017).

Bir canl tirinde farkhi kimyasal yapiya sahip olmasina ragmen ayni reaksiyonu
katalizleyen enzimlere izoenzim (izozim) adi verilmektedir. Bu enzimlerin
aktiviteleri farkh olabilirken, substrat, kofaktor ve inhibitorlere karsi ilgileri de
birbirinden farkli olabilmektedir (Keha & Kiifrevioglu, Biyokimya, 2018).
izoenzimler farkli sayida yiikli amino asit icerdiginden elektroforezle

birbirlerinden ayrilabilir (Champe & Harvey, 1997).
2.2 Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimler tarafindan iiriine donlisen maddelere substrat adi verilir. Enzimler
onceleri, enzimin etki ettigi substratin adinin sonuna -az eki getirilerek (lireaz, lipaz,
fosfataz vb.) veya enzimi kesfeden kisinin verdigi adlariyla (pepsin, tripsin gibi)
isimlendirilmistir. Gliniimiizde ise Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji
Birligi (IUBMB) tarafindan yapilan sistematik siniflandirmaya gore
isimlendirilmektedirler (Blanco & Blanco, 2017). Bu sistematik siniflandirmaya

gore enzimler alti ana sinifa ayrilmistir. Bunlar sirasiyla; oksidorediiktazlar,
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transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlardir. Her enzime dort

rakaml sistematik kod numarasi (Enzyme Commision-E.C.) verilmistir. E.C.

harflerinden sonra gelen ilk rakam bu ana siniftan hangisine ait oldugunu

gosterirken, ikinci rakam bu ana sinifin alt, tiglincti rakam alt sinifin alt sinifini (alt-

alt sinif) gostermektedir. Dordiincii rakam ise enzimin ayni ili¢ rakama sahip

enzimler arasinda hangi sirada oldugunu belirtmektedir (Cakmak, 2019; Keha &

Kiifrevioglu, 2018).

Ana siniflarin sirasiyla genel o6zellikleri soyledir: (Keha & Kiifrevioglu, 2018;

Kalaycioglu, Serpek, Nizamlioglu, Baspinar, & Tiftik, 2013)

Oksidorediiktazlar: iki substrat arasinda indirgenme-yiikseltgenme
reaksiyonlarini katalizlerler. Dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar,
oksijenazlar ve peroksidazlar gibi geleneksel isimlendirmelere sahip
enzimler bu sinifta yer alir. Kod numarasinda bulunan ikinci rakam
rediikleyici hidrojen veya elektron vericisini, liglincii rakam ise hidrojen veya
elektron akseptoriinii temsil eder.

Transferazlar: iki substrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini
gerceklestirirler. Fosforil grubu transferini saglayan kinazlar bu siniftandir.
Bu siniftaki enzimlerde ikinci rakam transfer edilen grubu, ticiincti rakam ise
akseptori belirtir.

Hidrolazlar: Bazi baglara su molekiiliiniin katilmasiyla gerceklesen
hidrolitik reaksiyonlar: katalize ederler. Hidroliz ettikleri bagin tiirtine gore
karboksilik asit hidrolazlar, tiyol esteraz hidrolazlar, fosforik diester
hidrolazlar gibi isimler alirlar. [kinci rakam hidrolize edilen, tictincli rakam
ise hidrolize olan bagi temsil eder.

Liyazlar: Substrattan gruplarin hidrolitik olmayan yollarla ayrilmasini ve
burada cift bag olusumunu saglayan siniftir. Hidratasyon ve dehidratasyon
reaksiyonlarin1 katalizleyen enzimler bu smiftandir. ikinci rakam yikilan
bagy, liglincii rakam ise ayrilan grubu belirtir.

izomerazlar: Bir molekiil icindeki yapisal ve geometrik degisikliklerle

izomerlerin birbirine doniisiimiinii kataliz eden enzimler bu siniftandir.
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ikinci rakam reaksiyon tipini, ii¢iincii rakam ise izomerizasyona ugrayan
molekiil ¢cesidini gosterir.

e Ligazlar: Genellikle ATP olmak lizere trifosfatlardaki pirofosfati hidrolize
ederek iki molekiil arasinda bag olusumunu Kkatalizlerler. ikinci rakam

sentezlenen bagj, ticiincii rakam ise sekillenen bagi gosterir.
2.3 Enzimatik Kataliz

Enzimle katalizlenen reaksiyonlar, enzim tlizerinde aktif merkez olarak tanimlanan
bir bolgede meydana gelmektedir. Enzimin aktif merkezinden substratina
baglanmasi ile ilgili olarak iki ayr1 hipotez mevcuttur. Bunlardan ilki Emil Fischer
tarafindan 1894'te ileri siiriilen anahtar-kilit modelidir. Bu modelde enzim ile
substratin ii¢ boyutlu uzayda geometrik yapilar1 birbiri ilizerine tam
ortisebildiginden enzimler, substratlarin1 dis yiizeyinden etkiler. Substratin
parcalanarak bir veya iki tirtine dontiismesi s6z konusudur (Aydin Karaagag, 2019;
Bastem, 2019). Bu model enzim-substrat 6zgiilligiinii aciklamada basarili olsa da
gecis durumlarinin enzim tarafindan stabilizasyonunu agiklamada kismen yetersiz

kalabilmektedir (Bastem, 2019).

Enzim-substrat baglanmasiyla ilgili ortaya atilan ikinci hipotez ise 1958'de Daniel
Koshland tarafindan ileri siiriilen indiiklenmis uyum modelidir. Bu hipotezde,
enzimler esnek yapili olduklar icin aktif merkezin sekli enzimin substrat ile uygun
bicimde baglanacak seklide kismi degisikliklere ugramasi s6z konusudur (Aydin
Karaagac, 2019; Bastem, 2019). Substrat parcalandiktan sonra enzim reaksiyondan

degismeden ayrilmaktadir (Bastem, 2019).

Aktivasyon enerjisi, reaktanlar: trinlere doniistirmek icin gerekli olan toplam
enerjidir. Aktivasyon enerjisi tepkime hiz1 ile ters orantihidir, yani aktivasyon
enerjisi ne kadar yiiksekse tepkime o kadar yavas ilerlemektedir. Sicakligin
yukseltilmesi ile molekiillerin kinetik enerjileri ve buna bagh olarak uyarilmis
durumdaki tanecik sayisinin arttirilmasiyla aktivasyon enerjileri diistirtilebilir yani
tepkime hizlandirilabilir. Ancak ytiksek sicaklik proteinlerin yapisini bozacagindan
canl1 organizmaya zarar vermektedir. Bu nedenle reaksiyon ortamindaki
katalizoriin etkisi ile yani enzim varliginda gerceklesen reaksiyonlarda aktivasyon

enerjisinin azaltilmas1 miimkiindiir (Aydin Karaagag, 2019).
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Enzimle katalizlenen reaksiyonlar, enzim kullanilmadan gerceklesen reaksiyonlara

gore yaklasik 108 kat daha hizli gerceklesmektedir (Yadav, Narang, Chhillar, &
Pundir, 2018).

Enzimle katalizlenen reaksiyonlarin hizlar1 bazi1 faktoérlerden etkilenmektedir.

Bunlar:

Enzim Kkonsantrasyonu: Ortamda yeteri kadar substrat varliginda enzim

konsantrasyonu arttikca enzimle katalizlenen reaksiyonun hizi da artmaktadir.

Ancak substrat miktarinda zamana bagli meydana gelen azalma sonucunda

reaksiyon hizi da azalacaktir.

Substrat konsantrasyonu: Tim enzim aktif bolgeleri substratla doyana
kadar sabit bir enzim konsantrasyonunda, substrat konsantrasyonu arttik¢a
enzimle katalizlenen reaksiyonun hizinda artis meydana gelmektedir.
Reaksiyon ortaminda asir1 miktarda substratin bulunmasi enzimin substrata
ulasmasina engel olacagindan substrat konsantrasyonunun asirisi enzim
aktivitesini olumsuz yonde etkiler.

pH: Enzimin en aktif oldugu pH degerine optimum (en uygun-optimal) pH
denir. Enzimlerin aktivitesi pH degisiminde ¢ok hassastir. Optimum pH
degeri disinda enzimli reaksiyonun hiz1 yavaslar veya reaksiyon durur.
Sicaklik: Enzimli reaksiyonun en yiiksek aktiviteyi gosterdigi sicaklhiga
optimum sicaklik denir. Insan metabolizma enzimleri genellikle viicut 1s1s1
olan 37 °C civarinda optimum hizda ¢alisirlar. Enzimler sicaklikta meydana
gelen 1-2 derecelik farktan %10-20 oraninda etkilenirler. Genellikle pek ¢ok
reaksiyonda oldugu gibi enzimle katalizlenen reaksiyonun hizlarn sicaklik
artisiyla artarken 40 °C'nin tizerindeki sicakliklarda metabolizma proteinleri
denatiire olurlar.

Zaman: Reaksiyonda olusan tiriinlerin kendi arasinda etkileserek ters yonde
reaksiyon olusturmalari, enzimin inaktive olmasi, inhibitor maddelerin
olusmasi ve substratin tiikenmesi gibi nedenlerle enzimli reaksiyonun hizi
maksimuma ulastiktan sonra zaman gectikce azalmaya baslar.

Substrat yiizeyi: Sindirim enzimleri gibi enzimlerin katalizledigi

reaksiyonlarda substrat yiizeyinin giderek artmasina bagh olarak enzimin
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substrata ulasmasi1 kolaylasacagindan enzimli reaksiyonun hizina etki
etmektedir.

e Radyasyon: Protein molekiiliindeki sistein, triptofan, histidin gibi amino
asitlerin fotokimyasal reaksiyona girmesi sonucu enzim inaktive olur. Bu

nedenle amino asitleri iceren enzimlerin 1s1ktan korunmasi gerekmektedir.

inhibitér ve aktivatérler: Inhibitér, engelleyen veya énleyen maddeler demektir.
Enzim inhibitorleri enzim-substrat iliskisini bozarak enzimli reaksiyonun hizini
azaltic1 ya da reaksiyonu durdurucu etkiye sahiptir. Aktivatorler ise aktiflestirici
veya etkinlestirici maddelerdir. Enzim aktivatorleri enzimli reaksiyonun hizini
arttiricl etki gosterir (Aydin Karaagag, 2019; Kalaycioglu, Serpek, Nizamlioglu,
Baspinar, & Tiftik, 2013; Aktiimsek, Gokalp, Cakmak, & Zengin, 2018).

Bir enzimin katalitik hizini duisiiren ihibitorlerin enzim aktivitesi lizerine etkisi geri
dontisiimli (reversibl) ve geri doniisiimsiiz (irreversibl) olmak tizere ikiye ayrilir.
Geri dontistimlii inhibisyonda, inhibitor etken ortadan kalktiginda enzim aktivitesi
eskiye donerken geri donlstimsuz inhibisyonda, inhibitor madde enzimin aktif
bolgesine kovalent olarak baglandigindan enzimin kalic1 olarak inaktive olmasina
neden olur. lyodoasetamid ve penisilin geri déniisiimsiiz inhibitérlerdendir (Hames

& Hooper, 2006).

Geri dontistimli inhibisyon; yarismali (kompetitif), yari-yarismal (unkompetitif) ve
yarismasiz (nonkompetitif) olmak tizere tge ayrilir: (Kalaycioglu, Serpek,

Nizamlioglu, Baspinar, & Tiftik, 2013)

Yarismali inhibisyonda, yapisal olarak substrata benzer 6zellikte bir inhibitér varligi
soz konusudur. Bu inhibitér enzime aktif bolgeden baglanarak enzim-inhibitor
kompleksini meydana getirir. Substrat ve inhibitér enzime ayni aktif bolgeden
baglanacagi icin yiliksek substrat konsantrasyonu inhibitériin etkisini yok edebilir
(Kalaycioglu, Serpek, Nizamlioglu, Baspinar, & Tiftik, 2013). Ila¢ preparatlarinin
yaklasik % 60'mnin ¢alisma prensibi yarismali inhibisyon tzerine kuruludur

(Aktiimsek, Gokalp, Cakmak, & Zengin, 2018).

Yarismasiz inhibisyonda, inhibitor enzime substrat ile aym bdlgeden

baglanmayacagindan ya enzime ya da enzim-substrat kompleksine baglanir.
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Substratin enzime baglanmasina engel olmayan bu inhibisyon tiiriinde enzim-
substrat-inhibitor ti¢lii kompleksi meydana geleceginden enzim katalizli reaksiyon
yavaslar ya da durur. Substrat konsantrasyonundaki degisiklik yarismasiz
inhibisyona etki etmez. Kursun, civa, gimus gibi agir metal zehirlenmelerinin
temelinde yarismasiz inhibisyon yatar (Aktimsek, Gokalp, Cakmak, & Zengin,
2018).

Genellikle multi substrat sistemlerde goriilen yari-yarismali inhibisyonda ise
inhibitor yalnizca enzim-substrat kompleksine baglanarak enzimin Kkatalitik

etkinligini azaltir (Kalaycioglu, Serpek, Nizamlioglu, Baspinar, & Tiftik, 2013).

Enzimlerin etki mekanizmasi, enzimlerin aktivasyon enerjisini azaltarak reaksiyon
hizin1 arttirma yetenegine baglidir. Reaksiyon sirasinda enzim (E), substrata (S)
baglanir ve gecici bir enzim-substrat kompleksi (ES) olusturur. Reaksiyonun
sonunda, iirtin ya da iirtinler meydana gelirken enzim degismeden kalir ve bagka bir
substrati baglayabilir. Enzimler metabolizmada bir¢ok kez reaksiyona girebilir

(Blanco & Blanco, 2017).

Enzim aktivitesi, belirli bir siirede olusan iiriin miktar1 veya bir reaksiyonda
tiiketilen substrat Olgtilerek belirlenir. Bir enzim tnitesi (U), tanimlanan optimum
pH ve sicaklik kosullar1 altinda dakikada 1 umol substrat doniisiimiinii katalize eden
enzim olarak ifade edilir. Molar aktivite veya devir sayisi substrat doygunlugu
kosullar1 altinda, enzim molekiili basina birim zamanda lriine doénistiiriilen
substrat molekiilleri olarak tanimlanir. Spesifik aktivite ise, numunede bulunan
miligram protein basina denk gelen enzim iinite degeridir (Blanco & Blanco, 2017).
Spesifik aktivite, aktivitenin mg cinsinden protein miktarina bdliinmesi ile

hesaplanabilir. Aktivite ise dakikada mililitredeki iiriinlin mmol cinsinden miktari
olarak ifade edildiginde spesifik aktivite icin esitlik;
Aktivite mmol trin (2.1)

Spesifik aktivite = =
pesifik aktivite mg protein  mg protein X dakika X mL

denklem (2.1) gibi olur. Eger enzimin molekiil agirlig1 biliniyorsa denklem;
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Aktivite mmol Urin (2.2)

Spesifik aktivite = =
pesifik aktivite mmol protein mmol protein X dakika X mL

(2.2)’deki gibi diizenlenebilir (Liu, 2017).

Uluslararasi Biyokimya Birligi Adlandirma Komitesi (IUPAC), Systeme International
(SI) birimlerine uymak i¢in reaksiyon hizinin saniyede mol cinsinden ifade edilmesi
gerektigini Onermistir. Katal terimi de Sl ile uyumlu yeni bir enzim aktivitesi birimi

olarak onerilmektedir (Vogel, 2018).

Enzimatik reaksiyon hizi, numunede bulunan enzim miktar ile dogru orantilidir.
Ayrica dusiik substrat konsantrasyonu ve ortamin sabit kogullar altinda enzim
aktivitesi substrat konsantrasyonundaki artisla hizla artar. Daha yiiksek substrat
seviyelerinde, etkinlik yavasca artar ve maksimuma ulasma egilimindedir. Etki
hiperbolik bir islevi takip eder; diisiik substrat konsantrasyonunda reaksiyon
birinci derecedir; yliksek substrat konsantrasyonunda reaksiyon substrata gore
sifirinct mertebedendir. Michaelis sabiti (Km), maksimum reaksiyon hizinin yarisina
ulastig1 substrat konsantrasyonundur. Verilen pH ve sicaklik kosullar1 altinda, Km
degeri her bir enzim i¢in ayirt edicidir ve onu karakterize etmek i¢in kullanilir. Cogu
enzim icin, Km degeri, enzimin substratina olan afinitesi ile ters iliskilidir. Afinite ne

kadar ytiksek olursa, Km o kadar diisiik olur (Blanco & Blanco, 2017).

Enzimatik reaksiyonun hizi, kosullar sabit tutularak, reaksiyonun baslangi¢c hizi
bilinmek suretiyle enzim aktivitesi ve enzim konsantrasyonu arasinda ¢izilen grafik
sonucu elde edilen egri tizerinden belirlenebilir. Degisen substrat konsantrasyonlari
altinda enzim aktivitesi incelendiginde ise hiperbolik bir egri elde edilir. Diisiik
substrat konsantrasyonlarinda, enzim aktivitesi substrat konsantrasyonu ile
dogrusal olarak artar. Bu birinci dereceden bir reaksiyonu yansitir. Substrat arttikca
enzim hiz1 da artar ancak, tiim enzim molekiilleri substrata doydugunda substrat
konsantrasyonu artmaya devam etse bile aktivitenin artmadig1 bir tepe noktasi
olusur. Egri, enzimin maksimum hizina (Vmax) karsilik gelen bir noktada yatay olma
egilimindedir. Bu hiperbolik egri, tek substratin dahil oldugu reaksiyonlari temsil
etmektedir. Iki substrat reaksiyona katildiginda ise ikinci substratin asiri

konsantrasyonu kullanilirsa, bunlardan biri icin hiperbolik bir egri elde edilebilir.
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Substrat-aktivite iliskisi, Michaelis ve Menten'in ilk kez tanimladig1 20. yiizyilin
baslarindan beri iyi bilinen bir kavramdir. En basit durumda, substrat geri
donlsumli bir reaksiyonda enzime hizla baglanir. Olusan kompleks, birinci
reaksiyondan daha yavas ayrisir ve enzim, lrini yeniden serbest birakir Sekil
2.1’de enzim-substrat kompleksinden iriin olusumu reaksiyonu gosterilmistir

(Blanco & Blanco, 2017).
. 1 P .
ENZIM + SUBSTRAT k= ES ————= URUN + ENZIM

Sekil 2.1 Enzim-substrat reaksiyonu

Enzim-substrat kompleksinin olustugu bu denklemde enzim-substrat etkilesimine
ait hiz sabiti ki'dir. ES kompleksi k2 hiz sabitiyle tekrar enzim ve substrata
ayrisabilir veya ks hiz sabitiyle iiriine doniisebilir. k3, enzimin saniyede etki ettigi
substrat molekiilii sayisini (turnover sayisi) gostermektedir. Enzimli reaksiyonlarin

katalizleme derecesi turnover sayisi olarak tanimlanmaktadir (Cakmak, 2019).

Vmax degeri teorik bir deger olup sonsuz substrat konsantrasyonu i¢in gecerlidir.
Baslangi¢c hiz1 ve substrat konsantrasyonu arasinda kesin bir iliski kurmak igin
tanimlanan Km sabiti, reaksiyon hizinin maksimumun yarisina esit bir degere

ulastig1 substrat konsantrasyonuna karsilik gelir (Blanco & Blanco, 2017).

Hiperbolik enzim-substrat doygunlugu, Michaelis ve Menten tarafindan tiretilen

denklem (2.3) ile agiklanmaktadir:

Vmax X [S] (2.3)
Km + [S]

Burada V, baslangi¢ substrat konsantrasyonu olan [S]’ye karsilik gelen baslangi¢
hiz1; Vimax, maksimum reaksiyon hizi olmak tizere; Km, spesifik substrat icin Michaelis
sabitini gosterir. [S], Km'min altinda oldugunda, reaksiyon hizi, substrat
konsantrasyonuna baghdir, yani denklem birinci derecedendir. [S], Km degerinden
cok daha yiiksekse, baslangi¢c hizi neredeyse maksimumdur. [S]'nin Km'ye esit
oldugu durumda ise reaksiyon hizi maksimum hizin yarisina esit olur (Blanco &

Blanco, 2017).
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Michaelis-Menten denkleminin tersi alindiginda denklem (2.4)’teki Lineweaver-
Burk denklemi elde edilir ki bu denklem dogrusal bir grafige karsilik gelmektedir.
Boylelikle cesitli substrat konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi dl¢limlerinde Km
ve Vmax degerlerinin belirlenmesi kolaylasmaktadir. Sekil 2.2’de Lineweaver-Burk

grafigi verilmistir (Blanco & Blanco, 2017).

Sekil 2.2 Lineweaver-Burk grafigi

1_Kkm 11
V Vmax  [S] Vmax

(2.4)

Biyokimyasal arastirmalarda enzimlerle ilgili yapilan c¢alismalar oldukga biyiik
oneme sahiptir. Belli bir enzim iizerindeki ilk ¢calisma 1830’lu yillarda isvecli
kimyager S. S. Berzelius tarafindan gerceklestirilmistir. L. Pasteur ise
fermantasyonun enzimlerce katalizlendigini kesfetmistir. Enzimoloji calismalarinda
doniim noktasi ise Amerikali bilim adami James'in Jack Bean bitkisinden iireaz
enzimini saflastirmasiyla gerceklesmistir. Glniimiizde yaklasik 4000 civarinda

enzimin izolasyonu gerceklesmistir (Bastem, 2019).

Enzim aktivite olglimleri baz1 hastaliklarin teshisinde kullanilmaktadir (Karahan,
2019). Ornegin kan iiretimi yetersizligi gibi rahatsizliklarda meydana gelen hiicre
harabiyeti sonucu baz1 enzimlerin plazmaya s1zdig1 bilinmektedir. Plazmadaki bu
enzimlerin  aktivitelerinin  6l¢imi ile hastaliklarin tan1 ve tedavisi
gerceklesmektedir (Bastem, 2019). Bir¢ok ilag, biyolojik etkilerini enzimlerle girdigi
reaksiyonlar sonucunda gostermektedir. Enzimler ayrica kimya endiistrisinde,

yiyecek hazirlanmasinda ve ziraatte de kullanilan biyolojik katalizorlerdir (Karahan,
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2019). Ozellikle amilaz, lipaz, seliilaz, katalaz, glikoz oksidaz gibi enzimler, lif ve
kumas islemeden camasir deterjanlarina ve atik su aritimina kadar, tekstil
islemedeki hemen hemen tiim liretim asamalarina uygulanabilmektedir (Soares, ve

digerleri, 2011).
2.4 Enzimlerin Diizenlenmesi

Metabolizmanin saglikli bir sekilde isleyebilmesi i¢in birden ¢ok enzim bir arada
uyum icinde g¢alismaktadir. Bazi enzimler sistematik bir sekilde isleyis
gostermektedir. Bu tip sistemlere multi enzim sistemleri ad1 verilir. Multi enzim
sisteminde birinci enzimin tiriinii, sonraki enzimin substrati olacak sekilde organize
olmustur. Bu organizasyon ii¢ sekilde gerceklesebilir. Ilk organizasyon biciminde
multi enzim sistemindeki enzimler sitoplazmada ¢6zlinmiis ve birbirinden bagimsiz
halde yer almaktadirlar. ikinci multi enzim organizasyon sisteminde birbirleriyle
fiziksel anlamda birlesmis halde bulunan enzim kompleksi fonksiyonlarini beraber
gerceklestirmektedir. Uciincii tip multi enzim organizasyonunda ise enzimler
membran veya ribozom gibi yapilarin lizerine dizilidir. Muti enzim sisteminde yer
alan en yavas enzimatik reaksiyon o multi enzim sistemi icin sinirlayicidir.
Metabolik faaliyetlerin yerinde gidebilmesi i¢cin birbiriyle uyum i¢inde calismak
zorunda olan bu multi enzim sistemlerinin diizenlenmesi esastir. Bunun icin bir
diizenleyici enzime ihtiya¢ duyulmalidir. Multi enzim sistemlerinde diizenleyici
enzimler genellikle sistemin ilk enzimidir (Keha & Kiifrevioglu, Biyokimya, 2018).
Bu diizenleyici enzimler metabolizmada olusan bazi sinyallere cevaben enzim
sisteminin aktifligini arttirici ya da azaltic1 etki gostermelidir. Boylece hiicrenin
degisen ihtiyaclarina karsilik verilmis olur. Diizenleyici enzimlerin aktiflikleri farkli
sekillerde kontrol altina alinmaktadir. Diizenleyici enzimlere kovalent olmayan
baglanmalarla baglanan allosterik molekiiller sayesinde enzim konformasyonel
degisiklige ugrar. Allosterik modiilatér denen bu molekiillerin enzim tlizerine etkisi

baskilayici ya da uyarici olabilmektedir (Nelson & Cox, 2013).

Uc¢ tip allosterik enzim bulunmaktadir. Bunlar; homotropik, heterotropik ve
homotropik-heterotropik allosterik enzimlerdir (Keha & Kiifrevioglu, Biyokimya,
2018). Homotropik allosterik enzimlerde substrat ile modiilator terimleri

esdegerdir yani substrat konsantrasyonu aktiviteyi arttirici etki gostermektedir
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(Keha & Kiifrevioglu, Biyokimya, 2018; Nelson & Cox, 2013). Heterotropik allosterik
enzimlerde enzim aktivitesine substrattan baska bir modilatéor molekiil etki
etmektedir. Homotropik-heterotropik allosterik enzimler ise multivalan allosterik
enzimlerde goriiliir ve iki veya daha fazla sayidaki modiilatorden birisi o enzimin

substrati gorevini gormektedir (Keha & Kiifrevioglu, Biyokimya, 2018).

Allosterik enzimlerde allosterik olmayan enzimlere gore aktif bolgeye ilaveten
modiilatoriin  baglanmasi icin diizenleyici bodlge ya da allosterik bolge
bulunmaktadir. Birden fazla modiilatére sahip allosterik enzim icin diizenleyici
bolge sayisi artis gostermektedir. Allosterik enzimlerin olusturdugu enzimatik
basamaklar son triniin birikimiyle metabolizmanin istedigi cevab1 almasi
sonucunda geri beslemeli inhibisyona ugrar (Nelson & Cox, 2013). Non-kovalent
baglanmalarla meydana gelen allosterik enzim diizenlenmesine karsin kovalent
diizenlenme de enzimlerin bir diger kontrol mekanizmasidir. Diizenlenecek olan
enzime, baska enzimler tarafindan kii¢tik bir molekiil grubu kovalent olarak takilir
(Keha & Kiifrevioglu, Biyokimya, 2018). Ekstraselliiler ortamda gerceklesen bir
diizenlenme sistemi olan zimojen aktiflesmesinde inaktif 6n bilegsikleri halinde
salgilanan bazi proteinlerde bulunan bir veya birden ¢ok peptid baginin proteolitik
enzimlerle kirillarak aktiflestirilmesi s6z konusudur. Aktif hale gelen bu bilesik bir
enzim ise inaktif haline proenzim adi verilmektedir (Keha & Kiifrevioglu, Biyokimya,

2018; Nelson & Cox, 2013).

Metabolizmada bulunan bazi enzimlerin fizyolojik kontrolii s6z konusudur. Ornegin
sut bezlerindeki laktozun sentezini gerceklestiren laktoz sentetaz enzimi viicutta

hormonal diizenlenme altina alinmistir (Keha & Kiifrevioglu, Biyokimya, 2018).
2.5 Enzim immobilizasyonu

Son on yilda enzimlerin uygulama alanlarinda yiiksek oranda artis meydana
gelmistir. Endiistride enzim kullanilmasinin en 6nemli avantajlar1 biyolojik ve
kimyasal tepkimelerde yiiksek reaksiyon oranlari, stereo ve enantiyo secicilik
gostermeleri, saf lirtin eldesi ve ¢evre dostu uygulamalardir. Bu avantajlarin yaninda
enzim Uretiminin ve saflastirilmasinin maliyetleri unutulmamalidir (Cacicedo, ve

digerleri, 2019).
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Enzimin dogasi1 disindaki ortamlarda aktivitesinin ve stabilitesinin azalmasi, yiiksek
substrat veya tirtin konsantrasyonlarinda inhibisyona ugramasi serbest enzimlerin
endiistriyel uygulamalarda kullanimini kisitlamaktadir (Cacicedo, ve digerleri,
2019). Enzimlerin stabilitesini arttirmak yiiksek stabiliteye sahip enzimleri tireten
mikroorganizmalarin kullanilmasi, stabilizatér maddelerin ilavesi, protein
miithendisligi, modifikasyon teknikleri ve immobilizasyon ile miimkiin kilinmaktadir
(Baykal, Vardar, Attar, & Altikatoglu Yapaoz, 2020). Enzimlerin biyokataliz sonrasi
nihai Uriin ortamindan ayrilmasinda olusan zorluklar, endiistriyel uygulamalarda

enzim immobilizasyonunu 6ncelikli hale getirmistir (Salgin, Cakal, & Salgin, 2020).

Enzim immobilizasyonunun kesfi 1916 yilinda Nelson ve Griffin tarafindandir
(Sneha, Beulah, & Murthy, 2019). 1940'lardan beri gida, biracilik, tibbi, farmasotik,
tekstil, tarim, cevre, biyokimyasal ve kimyasal endiistriyel uygulamalarda kullanilan
enzimler endiistriyel uygulamalardaki potansiyellerini yiikseltmek ve kullanim
alanlarin1 genisletmek tizere immobilize edilmektedir (Hettiarachchy, Feliz,

Edwards, & Horax, 2018).

immobilize enzim, suda ¢dziinmeyen bir tasiyiciya, destek malzemesine veya
tasiyiciya fiziksel olarak baglh bir enzimdir (Hettiarachchy, Feliz, Edwards, & Horax,
2018). Enzim immobilizasyonunun amaci, uzun émiirlii olmayan ve zorlu ¢alisma
kosullan altinda ¢alisabilen saglam bir biyokatalizor gelistirmektir. Endiistriyel
uygulamalarda immobilize enzimlerin tercih edilmesinin nedenlerinden bazilari
immobilizasyon ile Km ve Vmax gibi kinetik parametrelerin azalmasi, enzim
aktivitesinin stabilitesinin arttirillmasi1 ve hatta bazi durumlarda hiperaktivite
sergilemesidir (Cacicedo, ve digerleri, 2019). Enzim immobilizasyonu, enzimin
termal kararlilik ve aktivitesini gelistirirken, reaksiyon trtinleri tarafindan enzimin
inhibisyona ugrama riskini azaltmaktadir. Ayrica immobilizasyon, dogal olmayan
substratlara kars1 enzimin segiciligini arttirir, enzimlerin endiistriyel kullanimini
saglar (Yadav, Vadgama, Kavadia, Odaneth, & Lali, 2019). Endiistriyel
uygulamalarda enzimler, tiim bu avantajlardan yararlanabilmek i¢in ve operasyonel
maliyetleri azaltmak adina bir destek malzemesi lizerinde hareketsizlestirilir (Jacob
& Suthindhiran, 2019). immobilize enzimler giiniimiizde endiistriyel uygulamalarin

disinda laboratuvar 6lgekte organik sentezlerde, analitik uygulamalarda biyosensor
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olarak ve medikal alanda teshis (ELISA testleri) ve tedavi amach (yapay organlar)
kullanilmaktadir (Telefoncu, 1997).

immobilizasyon islemiyle immobilize enzimin, ¢dziiniir enzime gore bir¢ok avantaji
bulunmaktadir. Bu avantajlar asagida listelenmistir (Telefoncu, 1997; Ulutiirk,

2012).

. Immobilize enzim bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilmekte bu da
maliyeti diistirmektedir.

. Immobilize enzim reaksiyon sonunda ortamdan kolayca
uzaklastirilabilir (slizme, santrifiijleme vb.) ve iriinlerin enzim tarafindan
kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz. Boylelikle reaksiyonun hizl bir sekilde
durdurulmasi saglanabilir.

. Immobilize enzim cevre kosullarina (pH, sicaklik vb.) karsi daha
dayaniklidir.

. Immobilizasyonla enzimin kararlihgi artmaktadir.

. Immobilize enzim siirekli islemlerde kullanilabilir.

. Immobilize enzim kullanilarak iiriin olusumu kontrol altinda
tutulabilir.

. Immobilize enzim birbirini izleyen ¢ok adiml reaksiyonlar icin
uygundur.

. Immobilize enzim kullanimiyla atik sivi miktar1 azalmaktadir.

. Bazi durumlarda immobilize enzim serbest enzimden daha yiiksek
aktivite gosterebilir.

. Immobilizasyonla enzimin kendi kendini par¢alamasi olasihig1 azalr.

. Immobilize enziminin yarllanma émrii uzamaktadir.

. Immobilize enzim mekanistik ¢alismalar i¢in uygundur.

Bununla beraber ¢oziiniir formda enzime gore kurulmus proseslerden immobilize
enzime gore sistemin adapte edilmesi, kimi zaman immobilize enzimlerin
maliyetlerinin serbest enzime gore yiiksek olmasi sistemin maliyeti agisindan
dezavantaj olusturmaktadir. Immobilizasyon boyunca enzim aktivitesinin azalmasi
ya da tamamen tiikenmesi ve enzimin ¢ok basamakli immobilizasyon islemlerinde
kararhliginin sinirlanmis olmasi immobilizasyonun olasi dezavantajlarindandir

(Tung, 2006).
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2.5.1 Enzim immobilizasyonunda Yéontem Secimi

Enzimin fiziksel olarak hapsedilmesi, biyokatalizor ile segilen tasiyici arasindaki
farkl etkilesimler veya enzimin kendi kendine agregasyonu ile gelistirilebilir. Enzim
immobilizasyon teknikleri farkli sekillerde siniflandirilabilmekle birlikte en basit
siniflandirma  teknigi tasiyict  kullanilan immobilizasyon ve tasiyicisiz
immobilizasyondur. Tasiyic1 kullanilan immobilizasyon tekniklerinde enzim destek
materyalinin yuzeyine baglanabildigi gibi tasiyici icine de hapsedilebilmektedir
(Cacicedo, ve digerleri, 2019). Bir diger enzim immobilizasyonu siniflandirma sekli
doniisiimlii ve dontisiimsiiz immobilizasyondur. Déniisiimlii immobilizasyonda
enzim tasiyicidan geri kazanilabilir. Bu yontemler, adsorpsiyon ve disiilfit baglar ile
baglanmadir. Geri doniisiimsiiz immobilizasyon ise kovalent baglama, tutuklama ve

capraz baglama olarak tice ayrilir (Guisan, 2013).

Enzim immobilizasyonu, farkli smiflandirma yontemleri olmasina ragmen,
genellikle enzim ve tasiyic1 arasinda meydana gelen kimyasal etkilesime dayanarak
siniflandirdmaktadir (Guisan, 2013). Sekil 2.3'te enzim immobilizasyonunda
kullanilan en yaygin simiflandirma bigimi verilmistir (Yildirim, 2010). Bazi
durumlarda, enzim immobilizasyon protokolleri ¢esitli immobilizasyon

yontemlerinin kombinasyonuna dayanmaktadir (Guisan, 2013).

25



Enzim
Immobilizasyon
Metodlari

Tasiyiciya baglama Tutuklama Capraz Baglama

Kovalent baglama

Adsorpsiyon

Dogrudan gapraz
baglama

Jelde tutuklama

Capraz bagh enzim

FielpElEs e kristalleri

Capraz bagh enzim
agregatlari

iyonik baglama

Afinite

Lipozom olusturma

Membran
yontemleri

Enzim
kopolimerizasyonu

Metal baglama

Sekil 2.3 Baslica immobilizasyon metodlari

2.5.1.1 Tasiyiciya Baglama

Tasiyiciya baglanma yonteminde enzim molekiiliinilin yilizeyindeki ve tasiyicidaki
fonksiyonel gruplar (iyonik, polar ve hidrofobik gruplar) baglanmada rol oynarlar.
Inorganik ve organik kokenli bircok materyal tasiyici olarak kullanilmaktadir. Sekil
2.4’te tasiyiciya baglanma yontemlerinin sematik gosterimi verilmistir (Yildirim,

2010).
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Sekil 2.4 Tasiyiciya baglama yontemleri

Afinite

RN

¢ Kovalent baglama: Kovalent immobilizasyonda diazo baglayicilar, izotire,
alkilleyici ajanlar, peptidler gibi bifonksiyonel reaktifler enzim veya tasiyici
uzerine  baglanarak  yliksek  verimli enzim  immobilizasyonu
gerceklestirilmektedir Sekil 2.5’te kovalent baglama yontemi ile tasiyiciya

enzimin immobilizasyonu gosterilmistir (Zaitsev, Savina, & Zaitsev, 2019).

&

Tagtyici

Enzim

Sekil 2.5 Kovalent baglama yontemi ile tasiyiciya enzim immobilizasyonu

Enzimin amino asitlerine ¢ok noktali olarak baglanan bu bifonksiyonel
reaktifler ayn1 zamanda enzim ile tasiyici arasinda bir koprii vazifesi gorerek

enzimin dinamik yapisini koruyarak enzimatik aktivitenin artmasini
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saglamaktadir. Kovalent baglanma tekniginde kullanilan toksik reaktiflerin
uzaklastirilmasi icin ek saflagtirma islemi gerektirmesi, enzime baglanacak
olan bifonksiyonel reaktifin dogru se¢imi i¢in enzimin yapisinin iyi bilinmesi
gerekliligi bu immobilizasyon yonteminin dezavantajlarindandir (Cacicedo,
ve digerleri, 2019).

Sekil 2.6’da kovalent baglamada kullanilan fonksiyonel gruplar gésterilmistir
(Yildirim, 2010). Sekilde, A anhidrit, B karbonat, C aldehit, D epoksit, E
acilazid, F izosiyanat, G karboksilli asit fenil ester, H ise lakton kimyasal

yapilarini gostermektedir.
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Sekil 2.6 Kovalent baglamada kullanilan fonksiyonel gruplar

Enzim ile tasiyici arasinda disiilfit kopriilerinin olustugu farkli bir benzersiz
kovalent baglama yontemi de mevcuttur. Tasiyici ve enzim arasinda kararl
bir kovalent bag olusmasina ragmen, bu bag hafif kosullar altinda
ditiyotreitol (DTT) gibi uygun bir ajan ile reaksiyona sokularak
kirilabilmektedir. Distlfit bag olusumunu iceren yontemlerin aktivite verimi

genellikle ytliksektir (Guisan, 2013).

Adsorpsiyon: Non-kovalent bir immobilizasyon teknigi olan adsorpsiyon,
ilave kimyasal reaksiyon gerektirmeyen kolay bir prosediir olmasina ragmen
immobilize materyalin stabilitesi cevre kosullarindan etkilenmektedir.
Adsorpsiyonda enzimin tasiyici ile etkilesimi van der Waals, dipol

etkilesimler, London kuvvetleri gibi diisiik enerjili etkilesimlerle olusur
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(Cacicedo, ve digerleri, 2019). Adsorpsiyon yOntemiyle tasiyiciya enzim

immobilizasyonu $ekil 2.7°de verilmistir (Zaitsev, Savina, & Zaitsev, 2019).

&
“y

Sekil 2.7 Adsorpsiyon yontemiyle enzim immobilizasyonu

Enzim

Tasiyici

Zayif fiziksel kuvvetler kullanilarak enzimin tasiyici ylizeyine baglanmasi i¢in
en sik kullanilan tekniklerden biri adsorpsiyondur. Aktivitenin neredeyse
tamaminin korunabildigi bu teknikte enzim aktif bodlgesinin korunmasi
teknigin avantajlarini olustururken enzimin destek materyali iizerinden
desorpsiyonu 6zellikle kuvvetli hidrodinamik kuvvetlerin varliginda
dezavantajidir. Glutaraldehitin bazi proteinleri denatiire edici etkisi goz
onlne alinarak adsorpsiyon, glutaraldehit ile capraz baglama kullanilarak
sabitlestirilebilir. Bu teknikte allimina, silika, gozenekli cam, seramik,
diatomlu toprak, kil ve bentonit gibi inorganik maddeler veya seliiloz (CMC,
DEAE-seliiloz), nisasta, aktif karbon, Amberlite, Sephadex ve Dowex gibi iyon
degistirici  regineler  kullanilmaktadir.  Adsoprsiyon yontemi ile
immobilizasyonda baglanma verimini arttirmak i¢in kimi zaman destek
materyalinin ylizeyi kimyasal veya fiziksel olarak aktiflestirilebilmektedir
(Liu, 2017).

iyonik baglama: iyonik baglamada enzim ile tasiyic1 arasinda yiiksek
enerjili iyonik etkilesimler meydana gelmektedir (Cacicedo, ve digerleri,
2019). Iyonik baglama ¢ok yumusak kosullarda gerceklesmesine ragmen
kovalent baglanma kadar gii¢lii bir baglanma olmadigindan enzim kagisi

gortlebilmektedir (Yildirim, 2010). Ozellikle iyon degisim
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kromatografilerinde kullanilan bu teknikte ¢ok c¢esitli enzimleri ve tiim
hiicreleri baglamak i¢in polietilenimin kullanimina ¢ok sik rastlanmaktadir.
Bu teknikteki bir diger sinirlama ise yiiksek derecede yiikli tasiyicilarin
kullanilmasiyla enzimin optimum pH'indan uzaklasmaya neden olmasidir
(Guisan, 2013).

e Afinite: Tamamlayic1 biyomolekiiller arasindaki biyospesifik etkilesimden
yararlanarak gergeklestirilen bu se¢ici immobilizasyon tekniginde lektinler
veya antikorlar gibi maliyetli bir ligandin tasiyiciya kovalent baglanmasi s6z
konusudur (Yildirim, 2010; Guisan, 2013).

e Metal baglama: Gecis metallerinden 6zellikle titanyumun ve zirkonyumun
tuzlar1 veya hidroksitleri kullanildigi bu immobilizasyon tekniginde metalin
tuzu veya hidroksit formu destek ytlizeyine (seliiloz, kitin, alginik asit, silikat
gibi) 1s1tma veya nétralizasyon yontemi ile ¢oktiirtuliir. Metalin bos d orbitali
ile enzim molekiuliindeki artik amino asit gruplari arasinda immobilizasyon
gerceklesir. Basit bir immobilizasyon teknigi olan selat baglamada enzim
aktivitesinin %30-80’ini koruyabilmektedir. Ancak, metalin destek
ylizeyinden kagmasindan dolay1 immobilizasyonda tekrarlanabilir sonuclar
elde etmek zordur (Yildirim, 2010). Ayrica sterik faktorler nedeniyle,
tasiyicinin - metalin  tiim  koordinasyon pozisyonlarini isgal etmesi
imkansizdir. Adsorpsiyon boélgelerinin olusumunun kontroliinii gelistirmek
icin selator ligantlar, stabil kovalent baglar vasitasiyla kati destekler

tizerinde hareketsizlestirilebilir (Guisan, 2013).
2.5.1.2 Tutuklama

Tutuklama yontemleri, substratin ve lriinlerin gegmesine izin veren ancak enzimi
tutan polimerik bir ag icinde bir enzimin tuzaklanmasina dayanir. Yani membranlar
veya jeller yoluyla kiitle transferi engellenmektedir. Bu yontemde, enzim tasiyiciya
veya membrana baglanmis halde degildir. Enzim tutuklanmasi kullanildiginda,
enzimin kendisi hi¢bir kimyasal reaksiyona girmez. Ayrica bu ydntemlerde
tasiyiciya yiiklenen enzim miktar1 oldukca fazladir. Enzimler sentetik polimerler,
biyolojik olarak bozunabilir polimerler (laktik ve glikolik asit, aljinat, kitosan, vb.

tiiretilmis polimerler ve kopolimerler), lipozomlar hatta kirmizi kan hiicreleri gibi
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diger biyouyumlu materyalleri temel alan polimerlerin icine koyulabilir. Bununla

birlikte, olasi diflizyon bariyerleri sistemlerin performansini kisitlayabilir (Guisan,

2013).

Jelde tutuklama: Bu yontemde enzimi iceren monomer ve ko-monomer
¢Ozeltisinde monomer ve ko-monomerin polimerlestirilmesi sonucu enzimin
polimer igerisinde tutuklanmasi s6z konusudur. Akrilamid, akrilik asit ve
glisidilakrilat,  2-hidroksietilmetilakrilat, N-vinilpirolidon, 2-hidroksi
propilamid, polietilen glikol metilakrilat bu yontemde siklikla kullanilan
monomerlerdendir (Yildirim, 2010). Sekil 2.8’de polimerik jel icinde enzimin

tutuklanmasi gosterilmistir (Zaitsev, Savina, & Zaitsev, 2019).

L™

Sekil 2.8 Polimerik destek icinde enzimin tutuklanmasi

Polimerlesme N,N’-metilenbisakrilamid gibi c¢apraz baglama ajanlari
kullanilarak ya da fiziksel olarak gerceklestirilebilmektedir. Fiziksel olarak
gerceklestirilen capraz baglamada ortamin pH'inin, sicakliginin veya iyonik

siddetinin degistirilmesi s6z konusudur (Yildirim, 2010).

Enkapsiilasyon: Enkapsiilasyon bir maddenin diger bir madde igerisinde
tutunmas1 prosesi olarak tanimlanabilir (Tun¢ Odabas, 2019). Enzim
kapsiilleme teknigi, enzimin tasiyicisinin kapsiillerinin boyutlarina gore
mikro veya nano-enkapsiilasyon olarak gerceklestirilmektedir (Cacicedo, ve
digerleri, 2019). Eger bu islem birka¢ nanometreden birka¢ milimetreye

kadar yapiliyorsa o zaman mikro-enkapsiilasyon olarak tanimlanir (Tung
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Odabas, 2019). Basit bir immobilizasyon ydntemi olan enkapsiilasyon
tekniginde enzimin protein yapisinin dis ortamin etkilerinden korunmasi
saglanmaktadir. ila¢ endiistrisinde siklikla kullanilan bu teknikte enzim
homojen dagilim gostermektedir. Enzim enkapsiilasyonunda kullanilan iki
yaygin teknikten ilki enzimin tasiyicr c¢ozeltisine ilavesi sonrasi
polimerizasyon islemine tabi tutulmasidir. Bu teknikte aljinatlar, pektinler,
silanlar, poli (laktik asit-ko-glikolik asit) (PLGA), akrilik tiirevleri, naylon gibi
polimerik malzemeler kullanilmaktadir. Enkapsiilasyonun bir diger teknigi
ise polimerize tasiyiciya enzim ilavesidir. Bu teknikte ortamin fiziksel
ozellikleri, enzimin molekiiler 6zellikleri ve tasiyicinin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri 6nem arz etmektedir (Cacicedo, ve digerleri, 2019). Yiiksek raf
omrii ve adsorpsiyon kapasitesi nedeniyle jelatin, yiiksek stabilite nedeniyle
de aljinatin ¢apraz bagh tasiyicilar1 enkapsiilasyonda tercih edilen destek
materyalleri olmasin saglamistir. Iyon degistirici polimerler, amberlit ve
dietilaminoetil (DEAE) seliiloz, polietilen glikol, glutaraldehit, polivinil
kloriir, siklodekstrin glukoziltransferaz, polivinil alkol, hekzametil
diizosiyanat, fumarik asit, polilonil gibi sentetik tasiyicilar da kapsiilleme
teknigi ile enzim immobilizasyonunda kullanilmaktadir (Kaur, Choudhar,
Chaudhari, Jayant, & Joshi, 2019). Bu iki teknik haricinde
emiilsifikasyon, iyonik capraz baglama, elektrostatik kapsiilleme, katman
katman biriktirme, dondurarak kurutma, siiperkritik sivilar, termal jellesme,
solventin buharlasmasi, piiskiirtmeyle kurutma, vakum kapsiilleme gibi
enkapstlasyon prosediirleri de bulunmaktadir (Cacicedo, ve digerleri, 2019).
Sekil 2.9°da enzimin enkapsiilasyon teknigiyle immobilizasyonu verilmistir

(Zaitsev, Savina, & Zaitsev, 2019).
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Sekil 2.9 Enkapsiilasyon teknigi ile enzim immobilizasyonu

e Lipozom teknigi: Lipozomlar, nanometrik aralikta fosfolipid ¢ift katmanlari
tarafindan olusturulan vezikiillerdir (Guisan, 2013). Sekil 2.10’da lipozom

teknigi ile enzim immobilizasyonu gosterilmistir (Yildirim, 2010).

Sekil 2.10 Lipozom teknigi ile enzim immobilizasyonu

Bu yontem son yillarda 6zellikle ila¢ salinim sistemlerinde kullanilmaktadir.
Lipozomlar, hidrofilik ilaglari, i¢ sulu bosluklarina kapatir ve boylece in vivo
dolasim siiresini arttirir. Lipofilik ilaglar ise fosfolipid membran igine

hapsedilir. Sekil 2.11’de bir lipozomun yapisi verilmistir (Guisan, 2013).
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Lipofilik
ilag

Lipid ¢ift
tabakasi

Hidrofilik
ilag

Sekil 2.11 Lipozomun yapisi

Membran yontemleri:

Bu yontemde enzim, ¢ok yar1 gecirgen bir zarla cevrelenir ve enzime genis bir
hareket alan1 kalmaktadir. Yar1 gecirgen oOzellik gosteren oyuk elyaf
membranlari ve ultrafiltrasyon membranlarin kullanimi enzimlerin ¢éziiniir
formda immobilizasyon yontemlerinden biridir. Son derece kolay bir yontem
olan oyuk elyaf membranlar ile ultrafiltrasyon membranlar1 ile enzim
immobilizasyonunda substrat ve iliriiniin gecisine izin verir; fakat enzim
membrandan ayrilamaz. Enzimin destege baglanmasina gerek olmadigindan
enzimin herhangi bir fiziksel veya kimyasal 0zellii immobilizasyondan
etkilenmez. Substratin enzime ulagsmasindaki engel bu yontemin en 6nemli
dezavantajidir. Kii¢lik substrat molekiilleriyle bu engel azaltilabilir ve

boylelikle enzimin etkinligi arttirilabilir (Yildirim, 2010).

2.5.1.3 Capraz Baglama

Dogrudan capraz baglama: Bu yontemde enzimin yiizeyindeki reaktif
amino gruplar ile glutaraldehitin ¢apraz baglanmasi s6z konusudur. Bu
yontemin dezavantajlari, elde edilen immobilize enzimin serbest enzime
gore diisiik aktivite gostermesi ve mekanik stabilitesinin diisiik olmasidir.
Ayrica immobilizasyon veriminin azligi dogrudan c¢apraz baglama ile

immobilizasyon yontemindeki bir diger dezavantajdir (Yildirim, 2010).
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Capraz bagh enzim Kkristalleri ve capraz bagh enzim agregatlar::
Bifonksiyonel reaktiflerle tasiyici kullanilmadan g¢apraz bagh enzim
kristalleri (cross-linked enzyme crystals-CLEC) veya capraz bagh enzim
agregatlan (cross-linked enzyme aggregates-CLEA) olarak adlandirilan oto-
immobilizasyon islemi de gerceklestirilebilmektedir (Cacicedo, ve digerleri,
2019). Profesor Roger A. Sheldon tarafindan gelistirilen bu teknikte
glutaraldehit, glikoksal, epiklorohidrin, trimetilpropan triglisidil eter gibi
bifonksiyonel reaktiflerle enzimin kendi iginde c¢apraz baglanmasi
gerceklestirilmektedir (Cacicedo, ve digerleri, 2019). Capraz bagh enzimlerin
olusumu Sekil 2.12’de verilmistir (Zhong, ve digerleri, 2020). CLEA hazirlama
tekniginde etkili ¢capraz baglama i¢in amino gruplari saglayan sigir serum
albiimini (BSA) gibi proteinli bir besleyici kullanilmaktadir (Nair &
Chellapan, 2020). Basit bir teknik olan ¢apraz bagl enzim preparatlarinin en
biiyiik dezavantaji katalitik islem sirasinda enzimin konformasyonel
durumlarindaki kisitlama ile substratlarin ve driinlerin diflizyon
sinirlamasidir. Ayni zamanda saflastirma ve Kristallendirme islemleri bu

teknik icin dezavantaj olusturmaktadir (Cacicedo, ve digerleri, 2019).
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Sekil 2.12 Capraz bagh enzimin sematik gosterimi

Birden fazla enzimi iceren, metabolik yola benzeyen coklu bir biyo-déniisiim
sureci yaratan ¢apraz bagh enzim agregatlar1 da (combi-CLEA) olusturularak
bu sinirlandirmalar ortadan kaldirilmaya c¢alisilmaktadir (Cacicedo, ve

digerleri, 2019).
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e Enzim kopolimerizasyonu: Bu yontemde enzim bir kopolimerizasyon
reaksiyonunun monomerlerinden biri olarak matrikse baglanir. Enzim

kacisini onlemesi bu yontemin avantajlarindandir (Yildirim, 2010).

En sik kullanilan enzim immobilizasyon yontemlerine ait 6zet Tablo 2.1'de

verilmistir (Guisan, 2013).

Tablo 2.1 Temel immobilizasyon yontemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlari

Yontem Baglanma Avantaji Dezavantaji
Fiziksel Zayif baglanma: Kolay Desorpsiyon
adsorpsiyon Hidrofobik, Van .
R Ucuz Secici olmayan
der Waals, iyonik .
N adsorpsiyon
etkilesimler
Afinite Afinite bagi Kolay Pahali
Olaganiistii
secicilik
Kovalent baglama Enzim ve Enzim kagisi yok | Geri doniisiimstiz
ta§1y1'c1n1n Enzim Aktivite kaybi
fonksiyonel 1
stabilizasyonu
gruplar1 arasinda
kimyasal bag
Tutuklama Polimerik ag Genis uygulama Kiitle aktarimi
icinde enzimin alani sinirlanmasi
tutuklanmasi .
Enzim kacisi
Capraz baglama Fonksiyonel Enzim Kiitle aktarimi
kimyasal ile stabilizasyonu sinirlanmasi
enzimin ¢apraz Aktivite kaybi
baglanmasi

2.5.2 Enzim immobilizasyonunda Tasiyic1 Secimi

Enzim immobilizasyonunda enzim ile tasiyic1 arasinda herhangi bir baglanma s6z
konusu ise ya bu baglanmanin aktif merkez tizerinden ger¢eklesmeyecegi tasiyicilar
secilmeli ya da immobilizasyon islemi sirasinda enzimin aktif merkezi korunmalidir
(Telefoncu, 1997). Enzimleri immobilize etmek icin pek ¢ok destek materyali

kullanilmaktadir. Tasiyici olarak isimlendirilen bu destek materyalleri organik,
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inorganik veya sentetik olabilmektedir. Seramikler, siingerimsi cam, seliiloz, kum,
sentezlenmis polimerler, odun kémiirt, metal oksitler, paslanmaz ¢elik ve polimerik
jel enzim immobilizasyonunda en sik kullanilan tagiyicilardandir. Immobilizasyon
sonrasl enzimde istenilen 6zelliklerin gelistirilmesi adina destek materyalinin dogru

secilmesi 6nem arz etmektedir (Hettiarachchy, Feliz, Edwards, & Horax, 2018).

Enzim immobilizasyonunda tasiyici seciminde immobilizasyon yontemi, substratin
yapisl, reaktor tipi ve mekanik 6zellikler dikkate alinmalidir. Tiim enzimler ve enzim
uygulamalar icin genel bir tasiyici bulunmamasina ragmen, tasiyici olarak

kullanilacak maddelerde aranilan bir¢cok 6zellik vardir. Bunlar;

e Proteinlere karsi yiiksek ilgi,

¢ Kimyasal modifikasyonlar ve enzimle direkt olarak reaksiyona girebilmesi
icin gerekli fonksiyonel gruplarin varligi,

e Hidrofiliklik (suya kars1 hidrofobik, proteinlere karsi hidrofilik olmak),

e Yenilenebilirlik,

e Mekanik kararhlik,

e Secilen biyotransformasyon icin farki geometrik sekillerde ve istenilen yiizey
alanlarinda hazirlanabilme kolayhgi,

e Genis ylizey alani,

¢ Kimyasal kararliligin yiiksek olmasi,

e Uygun tanecik capi/boyutu (0,2-1 mm/30-60 nm),

e Iyon degistirebilme kapasitesinin yiiksek olmasi,

e Sisme kabiliyetinin diisiik olmasi,

e Mikrobiyal kararliliginin ytiksek olmasi,

e Insan ve cevre saghiina zarar vermemesi,

e Elastikiyetinin yeterli olmas;,

e Maliyetinin diisiik olmasidir (Telefoncu, 1997).

immobilizasyon yénteminin seciminde yontemin giivenilirligi, maliyetin diistikliigii
aktivitenin korunmasi ve enzimin kararliligi g6z oniinde bulundurulmaldir.
Uretimde optimal kosullarin saptanmasi yalnizca enzim icin degil tasiyia icin de
onemlidir (Telefoncu, 1997). Immobilize enzimlerin kullanildigi proseslerdeki
temel problemin sebebi, kullanilan destek maddelerinin 6zellikleridir. Destek olarak
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kullanilacak ideal materyal iyi bir biyo-uyumluluga, yani ti¢ boyutlu poréz yapi ve
kimyasal gruba sahip olmalidir. Biitiin bu 6zellikler mekanik dayaniklilig1 arttirir ve
genis bir sicaklik, pH, iyonik kuvvet ve organik ¢oziicii araliginda enzimi stabil yapar.
Buna ragmen, formu, sekli, por biiytkligl, sisme kapasitesi ve yiik gibi fiziksel
ozellikler de ¢cok énemlidir; ¢iinkii bunlar prosesin kinetigini etkiler. immobilize
enzimlerin reaksiyon verimleri, enzimatik aktivite, enzimin aktif bdlgelerine
substratin ulasabilme kapasitesi, yiiklenen enzim miktari, substrat konsantrasyonu

ve diflizyon kapasitesine baghdir (Fang, Wang, Zhao, & Wang, 2012).

Sekil 2.13’te enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar siiflandiriimistir

(Guisan, 2013).

immobilizasyonda kullanilan tasiyicilar

Organik inorganik

Dogal
. . Sentetik . .
-Polisakkaritler: Dogal Islenmis
selliloz, dekstran, -Polistiren
agar, agaroz, kitin,
aljinat vb.

Bentonit, silika Cam (gbzeneksiz ve
vb. kontrolli gozenekli),
metaller, kontrolli
gozenekli metal
oksitler

-Diger polimerler:
poliakrilat,

-Proteinler: kolajen, polimetakrilat,
albumin vb. poliakrilamid,

-Karbon poliamid, vinil ve alil- vb
polimerler vb.

Sekil 2.13 Enzim immobilizasyonunda siklikla kullanilan tasiyicilar

2.5.2.1 Organik Tasiyicilar

Dogal polisakkaritlerin enzim immobilizasyonunda kullanilan en bilinen érnekleri
aljinat, kitosan ve Kkitin, karagenan, kollajen, jelatin, seliiloz, nisasta, pektin ve
sefarozdur (Kaur, Choudhar, Chaudhari, Jayant, & Joshi, 2019). Aljinatlar kahverengi
alglerden tiretilir ve iki degerlikli katyonik capraz baglayicilar kullanilarak

yumusak jellesme kosullari nedeniyle enzim immobilizasyonu i¢in ¢ok yaygin olarak
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kullanilir. Capraz bagh aljinat tasiyicilar stabilitelerini arttirir ve dolayisiyla enzim

kapsiilleme i¢in tercih edilir (Kaur, Choudhar, Chaudhari, Jayant, & Joshi, 2019).

Dogada kesfedilen tek katyonik polimer kitosan olup pek ¢ok immobilizasyon
calismasinda kullanilmis ve kullanilmaktadir (Cacicedo, ve digerleri, 2019; Kaur,
Choudhar, Chaudhari, Jayant, & Joshi, 2019). Kitinden iiretilen kitosanda enzimlere
kolayca baglanabilen hidroksil ve amino gruplar1 yer almaktadir. Ayni1 zamanda
kitosan iyi gozeneklilik ve hidrofiliklik saglamaktadir (Kaur, Choudhar, Chaudhari,
Jayant, & Joshi, 2019). Neredeyse tiim uygulamalari i¢in bir engel olusturan kisith
mekanik stabilitesini arttirmak adina kitosan ile nanokompozitler olusturmak igin
nano malzemelerin eklenmesi, fiziksel ve kimyasal ¢capraz baglama islemleri i¢in
mevcut ylizey alanini arttirmak maksadiyla porojenler kullanilmasi kitosanin enzim
immobilizasyonunda siklikla kullanilan ¢alismalar1 arasindadir (Wahba, 2020).
Kitosandaki amino gruplar1 ile aldehit gruplari iceren dekstran gibi capraz
baglayicilarla arasinda imin olusumu reaksiyonu ile kitosanin islevselligi
arttirillabilir (Baykal, Vardar, Attar, & Altikatoglu Yapaoz, 2020). Kitosan ile
manyetik partikillerin kombinasyonlar1 kullanilarak immobilizasyon i¢in ideal
tasiyicilar elde edilmektedir (Dal Magro, ve digerleri, 2019). Literatiirde kitosan ile
cesitli kil materyallerinin karistirilmasiyla da dogayla uyumlu immobilizasyon
destek materyalleri elde edildigi gorilmektedir (Cacciotti, Lombardelli, Benucci, &

Esti, 2019).

Karajenan, psédo-plastik 6zelliklerine sahip stilfatlanmis bir polisakkarit olup lipaz
ve alfa glukozidaz gibi enzimlerin immobilizasyonunda kullanilmistir. Seliilozlar,
galaktozidaz, tirozinaz, lipaz, a-amilaz, glukoamilaz, mantar lakkazi ve penisilin G
asilaz gibi pek ¢ok enzimin immobilizasyonu i¢in en yaygin kullanilan dogal
polimerlerdendir. Agirliginin on katina kadar emme kapasitesine sahip dogal
polimer olan jelatin, bu 6zelliginden dolay1 enzim kapsiilleme tekniginde siklikla
kullanilan tasiyicillardandir. Pektin de papain immobilizasyonu i¢in kullanilan
polisakkarit esasli dogal bir polimerdir. Sefaroz gézenekli yapisindan dolay1 amilaz
ve glukoamilaz gibi enzimlerin immobilizasyonunda kullanilmaktadir (Kaur,

Choudhar, Chaudhari, Jayant, & Joshi, 2019).
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Nanoteknolojinin gelismesiyle tel, tiip, cubuk, tabaka ve lif gibi ¢esitli yapilarda nano
pargaciklar enzim immobilizasyonunda kullanilmaya baslamistir. Kimyasal
ozelliklerine gore genel olarak karbon esasli veya metalik olmak tizere iki gruba
ayrilan nano malzemeler ayrica silika, kitosan ve seliiloz esash da olabilmektedir
(Liu & Dong, 2020). Ozellikle manyetik nanopartikiillerin enzim
immobilizasyonunda kullanilmasi, enzime manyetik alan uygulanmasiyla ortamdan
uzaklastirilmasi kolayligin1 sagladigi icin siklikla kullanilmaktadir (Sharifi, ve

digerleri, 2019).

lyon degistirici polimerler, dietilaminoetil (DEAE) seliiloz, polietilen glikol,
glutaraldehit, polivinil Kloriir, siklodekstrin glukoziltransferaz, polivinil alkol,
hekzametil diizosiyanat, fumarik asit, polilonil gibi tasiyicilar ise enzim
immobilizasyonunda kullanilan organik bazli sentetik polimerlerdendir. Bu
polimerik malzemelerin enzim kapstlleme i¢in kullanildig1 bilinmektedir (Kaur,

Choudhar, Chaudhari, Jayant, & Joshi, 2019).
e Polivinil alkol

Jel olusturan polimerler, 6rnegin polivinil alkol (PVA), ytliksek su icerigi ve
elastik dogas1 geregi insan yumusak dokusuna benzemesi sebebiyle kontakt
lens ve yapay eklem kikirdagi gibi uygulamalarda kullanilir. Seffaflig
sayesinde yara onarimini izlemeye imkan verir. Bu polimerler ayrica viicut
dokulariyla gecirgen ve hidrofilik arayiizey olusturdugundan ila¢ salinim
sistemlerinde kullanilmaktadir (Singh & Singh, 2012). Toksisite degerlerinin
cok diistik olmasi PVA'nin gida endiistrisinde kullanimini da saglamaktadir
(DeMerlis & Schoneker, 2003). PVA, 6zel bir polimerdir ¢iinkii vinil alkoliin
polimerizasyonuyla hazirlanmaz, transesterifikasyon ile polivinil asetattan
hazirlanir ve vinil alkol {linitelerinin yani sira asetil gruplar1 icermektedir
(Sakurada, 1985; U.S/Washington, DC Patent No. 6,960,627, 2005). PVA,
sadece bir zikzak zincir konfigiirasyonuna sahip degildir ayrica zincir
lzerinde rastgele sag ve sol konumlara yerlesik hidroksil gruplan
barindirmaktadir (Bunn, 1948). Ampirik formili (C2H40)n(C4H602)m olan
PVA’'nin kimyasal yapisi Sekil 2.14’te verilmistir (DeMerlis & Schoneker,
2003).
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Sekil 2.14 Kismi hidrolizli (A) ve tamamen hidrolizli (B) PVA

PVA hidrojeller, tek basina veya jelatin gibi ¢cok fonksiyonlu biyopolimerlerle
kombinasyon halinde kullanildiginda jele daha fazla elastikiyet saglayan
hidrojen baglar1 olusumu gercgeklestirir (Singh & Singh, 2012). Bununla
birlikte, bugiin tarif edilen tekniklerin cogu, spesifik enzim i¢in uygun
tasiyiciy1 se¢mek icin rasyonel kavramlardan yoksundur. Aslinda, ti¢ boyutlu
yapl ve amino asit bilesimi sadece birka¢ enzimde tanimlanmistir. Yesil
kimya acisindan degerli olan ve yiiksek yapisal ve kimyasal c¢esitlilige sahip,
saflastirilmasi ucuz ve kolay, dogada bol miktarda bulunan biyopolimerler
immobilizasyonda endiistriyel islemlerin maliyetini azaltmaktadir. Son yirmi
yilda polistiren, polivinil alkol, eupergit, akrilatlar ve tiirevleri gibi sentetik
tasiyicilardan alginatlar, kollajen, pektinler, seliiloz, ipek fibroin ve benzeri
gibi dogal polimerlere ve DEAE tiirevleri gibi hibrit yapida gibi farkh
fizikokimyasal ve biyolojik 0ozellikte, farkli boyut ve sekle sahip,
hidrofiliklik/hidrofobiklik oranlarini degistiren cesitli fonksiyonel gruplar:
iceren  tasiyicllar  kesfedilmis ve  enzim  immobilizasyonunda
kullanilmaktadir. PLGA, alginatlar, pektinler ve ipek fibroin gibi bazi
biyopolimerler enzim immobilizasyonu icin kesfedilen tasiyicilardandir.
Hidrokolloidler enzim immobilizasyonu icin tercih edilen biyopolimerlerdir

(Cacicedo, ve digerleri, 2019).

2.5.2.2 inorganik Tasiyicilar

Termal kararlilik, uygun mekanik kalite ve organik reaktiflere ve mikrobiyal

kontaminasyon ataklarina karsi olduk¢a dayanikli olan bu tasiyicilar genellikle

organik tasiyicilara gore diisiik reaktif 6zelliktedir. Metaller ve oksitleri, gozeneksiz
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karakteristikleri nedeniyle ¢cok az baglayici ylizey icerir. Bu tasiyicilar genellikle
uygun fiyathdir (Hettiarachchy, Feliz, Edwards, & Horax, 2018). Seramik gibi inert
molekiller enzim immobilizasyonu i¢in ideal tasiyicilardandir. Zeolitler gozenekli
kristalin yapilar1 ve secici 06zellikleri nedeniyle adsorpsiyonda kullanilan
tasiyicilardandir. Heterojen yiizeyli zeolitler, enzim destek etkilesimi icin elverisli
olan bircok adsorpsiyon bolgesine sahiptir. Dogada bol miktarda bulunan inorganik
tasiyicilardan biri de silikadir. Nano boyutlu silika yapilar ytliksek ytlizey alanina ve
kimyasal ve mekanik kuvvetlere karsi daha yiiksek stabiliteye sahiptir. Viskoz bir
sivi olan cam ve fonksiyonellestirilmis formlar1 yenilenebilir ve saglam yapilari
nedeniyle immobilizasyonda yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiiksek emis
kapasitesi ve enzimlerle genis bir temas bolgesine sahip olan aktif komiir, enzim
immobilizasyonunda kullanilan diger inorganik tasiyicilardandir (Kaur, Choudhar,

Chaudhari, Jayant, & Joshi, 2019).

Son yillarda enzim immobilizasyonunda kil minerallerinin  kullanimi
yayginlasmistir. Kimyasal olarak inert olmalari, dogada bol miktarda
bulunduklarindan ekonomik olmalari, sicakliga karsi dayanikli olmalari, kimyasal
yapilarinin iyi bilinmesi ve iyon degistirici 6zellikleri inorganik destek materyali
olan kil minerallerinin immobilizasyonda kullanilmasinin en 6nemli
sebeplerindendir (Cacciotti, Lombardelli, Benucci, & Esti, 2019). Son birka¢ on yilda
montmorillonit gibi silikat iceren kil minerallerine proteinlerin baglandigi
gorilmiistiir. Bununla beraber proteinlerin maksimum absorpsiyonunun
izoelektrik noktasina (pl) yakin bir pH degerinde maksimuma ulastig1 bilinmektedir

(Math, Kambiranda, Yun, & Ghebreiyessus, 2020).
e Montmorillonit

Kristal yapilarina gore kaolinit grubu, smektit grubu, illit grubu, klorit grubu
olmak lizere dort ana gruptan olusan kil mineralleri oktahedral veya
tetrahedral atomik kristal yapiya sahip olabilir. Oktahedral yap1 liger oksijen
ya da hidroksilden olusan iki tabaka arasinda iyice paketlenmis katyon
(aliminyum, demir ya da magnezyum) atomu modelidir. Silikat kil
mineralleri, oktahedral ve tetrahedral tabakalardan olusur (Kiransan, 2015).

Tetrahedral yapida, merkezde bulunan silisyumun etrafinda yapiya diizgiin
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dortytzli seklini veren dort oksijen atomu yer almaktadir. Bir oksijen atomu
iki silisyum ile baglandiginda katman denilen tabakali yapiy1 olusturur.
Cevresinde dort ya da alt1 oksijen atomunun bulundugu aliminyum atomu
ile oktahedral yap1 meydana gelir ve sekil diizgiin sekizytizlidir. Oksijen
atomu iki aliminyum ile baglandiginda tabakali yapiy1 meydana

getirmektedir (Ahanibarough, 2016).

Organokillerin en ¢ok kullanilanlardan biri olan montmorillonitin genel
kimyasal yapisl [Al1,67Mgo,33(Nao,33)]Si4010(OH)2] seklindedir.
Montmorillonit (MMT), Fransa'nin Montmorillon bolgesi yakinlarinda
kesfedildiginden bu ismi almistir (Kiransan, 2015). Montmorillonit,
ekstrakte edildigi kil olan bentonit olarak da anilmaktadir (Ahanibarough,
2016). Diinya bentonit rezervinin yaklasik %20’sine sahip olan iilkemizde
isletilen bentonitlerin X-Isin1 Difraktometresi (XRD) analizleri sonucu
cogunlugunda montmorillonit mineraline rastlanmaktadir. Bu kil ham olarak
yurtdisina satiliyor olmakla beraber Tiirkiye’'deki isletmelerde miithendislik
uygulamalari, hayvan yemi, kedi kumu ve deterjan tiretimi gibi ¢ok cesitli
sektorlerde degerlendirilmektedir (Bakir, Akbulut, Kapkag, Karahan, & Cetin,
2012). Silikat icerigine gore MMT'nin rengi kiremit kirmizisindan soluk
sarlya ya da mavi-yesil bir renge doniisebilir (Kiransan, 2015). Yiiksek sisme
kapasitesine sahip MMT'nin spesifik yiizey alan1 750-800 m?2/g arasindadir
(Kiransan, 2015; Ahanibarough, 2016). Bazal boslugunda bulunan katyonlar,
biiyiik boyutlu organik bilesiklerle yer degistirebildigi icin farmasoétik
alaninda ilag¢ olarak ya da ila¢ tasiyicisi olarak kullanilmaktadir (Ciftgi, 2019).

Kildeki yiliksek degerlikli katyonlarla diisiik degerlikli katyonlarin yer
degistirmesi ve slispansiyon ortamindaki iyonik siddet ve pH degisimlerine
kars1 tabaka koselerindeki katyonlarin koordinasyonu sonucu olarak
denklem (2.5) ve (2.6)’da verilen tepkimelerde gosterildigi gibi H30*, H20 ve
OH- gibi fonksiyonel gruplarin olusmasiyla dogal olarak negatif yiiklii olan

MMT’de elektriksel yiikler meydana gelir (Ciftci, 2019).

MOH + H,0 & MO~ + Hy0% (2.5)
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MOH + H,0% & MOH; + H,0 (2.6)

Montmorillonit kil, sodyum ve kalsiyum diye iki tiire ayrilir (Ahanibarough,
2016). MMT’nin sematik olarak gosterimi Sekil 2.15’te verilmistir (Kiransan,
2015). Sekil 2.16 ise MMT’'nin nano ve mikro ol¢cekte incelenen yapisinin

sematik gosterimidir (Kiransan, 2015).

tabakalar arasi
katyon (Ca””, Na™)

1.0 nm

ince tabaka lamelle  birincil partikiil tabaka yigisimlan
(1 nm) (2-8 nm) (0.1-10 pm)

Sekil 2.16 MMT’ nin mikro yapisinin sematik gosterimi
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3

LIiPAZLAR

3.1 Lipazlarin Genel Ozellikleri

Lipazlarin kesfi 1834’de Eberle tarafindan pankreastan izole ile gerceklestirilmistir.
Lipazlar, amilaz ve proteazlarla birlikte bilinen ilk ti¢ ana sindirim enziminden biri
olmustur (Iskender, 2019). Enzim smiflandirma sisteminde sirasiyla hidrolazlar
(E.C.3), ester baglarim1 parc¢alayanlar (E.C.3.1), karboksilik ester hidrolazlar
(E.C.3.1.1) ve triagilgliserol hidrolazlar (E.C.3.1.1.3) icinde yer alan lipazlar;
triacilgliseroliin, gliserol ve yag asitlerine parcalanmasini katalize eden enzimdir
(iskender, 2019; Oztiirk, Pollet, Phalip, Giivenilir, & Avérous, 2016; Rajasekar,
Tambe, & Datla, 2013; Jacob & Suthindhiran, 2019). Bununla birlikte, in vitro
kosullarda lipazlar; esterlesme, transesterifikasyon ve asidoliz gibi dogal rolleriyle
iliskili olan ¢ok sayida reaksiyonu etkili bir sekilde katalize etmek i¢in kullanilmistir
(Rodrigues, ve digerleri, 2019). Genel olarak lipaz enzimi, pH aralig1 2,2-6,8 olan ve
yuksek sicaklikta dahi yiiksek stabiliteye sahip, genis bir substrat yelpazesi olan ve
yuksek substrat konsantrasyonlarinda dahi ¢alisabilen, yalnizca sulu ortamda degil
organik solventlerde de aktivite gosterebilen, ticari ulasilabilirligi yliksek hidrolaz
sinifi enzim ailesindendir (Jacob & Suthindhiran, 2019; Rodrigues, ve digerleri,
2019; Oztiirk, Pollet, Phalip, Giivenilir, & Avérous, 2016; Rajasekar, Tambe, & Datla,
2013). Bu nedenle lipazlar biyoteknolojik uygulamalarda siklikla tercih edilen
endiistriyel biyokatalizorlerdendir (Jacob & Suthindhiran, 2019). Lipazlarin
endiistriyel uygulamalarda tercih edilmelerinin bir diger sebebi ise substratlara
karsi farkl secicilikte olmasindan ileri gelmektedir. Bunlardan ilki, hem yag asidi
hem de lipid siniflarina kars1 gosterdigi secicilik olan kemo-segiciliktir. Lipazlar lipid
siniflarindan triagilgliserol (TAG), diacilgliserol (DAG) ve monoagilgliserollere
(MAG) karsi hidroliz spesifitesine sahiptir. Enantiyo secicilik ise rasemik bir
karisimdaki enantiyomerler arasinda ayrim yapabilen lipazlarin varligindan ileri
gelmektedir. Son olarak bolgesel (regio) spesifiklik ise lipazlarin TAG'larin tam
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hidrolizini gliserol ve serbest yag asitlerine rastgele bir sekilde katalize eden
spesifik olmayan lipazlar ve TAG'lar1 sadece sn-1 ve sn-3 pozisyonlarinda hidrolize

eden spesifik 1,3-lipazlar olarak ikiye ayirmaktadir (Borrelli & Trono, 2015).
3.1.1 Lipazlarin Katalizledigi Reaksiyonlar

Asin su varhigl gibi dogal kosullar altinda lipazlar organik-sulu arayiizeylere etki
ederek hidroliz reaksiyonlarini katalizlerler. Karboksilat ester baglarinin hidrolizi
sonucu serbest yag asitleri ve organik alkol meydana gelir (Borrelli & Trono, 2015).
Lipazlar tarafindan gergeklestirilen ester bagi hidrolizinin sematik gosterimi Sekil

3.1’de verilmistir (Subinya, Steudle, Jurkowski, & Stubenrauch, 2015).

0
D'JJ\(C Hz)iaCH3 OH
lipaz o
H,0 ' an[cﬂz..,cm
MO, MO
p-nitrofenil palmitat p-nitrofencl palmitik asit

Sekil 3.1 Lipaz enziminin ester bagi hidrolizi reaksiyonu

ileri ve geri reaksiyonlar arasindaki denge, su aktivitesi (aw) tarafindan kontrol
edildiginden, sinirlayici su kosullari altinda ters reaksiyon yani esterlesme meydana
gelebilir. Diistik su aktivitesi varliginda, farkl transesterifikasyon reaksiyonlar: da
elde edilebilir. Transesterifikasyon terimi, bir ester ve bir alkol (alkoliz), bir ester ve
bir asit (asidoliz), bir ester ve bir amin (aminoliz) arasinda veya iki ester arasinda
(interesterifikasyon) meydana gelebilir Sekil 3.2°de lipazlarin katalizledigi

reaksiyonlar gosterilmistir (Borrelli & Trono, 2015).
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(0]
[l Y
Hidroliz Ri—C—0—R; 4+ H,0 =——= R;,—C—O—H + R,—OH

0
[l [l
Esterifikasyon R,~-C—O0—H + R,—OH <=—= R;—-C—O0—R, + H0
i
[l
Alkoliz R,~C—O0—R, + R;—OH <—> R;=C—0—R3; + R,—OH
i i i
S [l
Asidoliz R;=C—0—R; + R3—C—0—H=<=—=R;—C—O0—R, + R;—C—0—H
i i
AT [l
Aminoliz R,~C—O—R, + R3—NH, =—=R;—C—NH-R; + R;—OH

(0] 0 O
I

. - Il [l
Interesterifikasyon g ¢ o—g, + Ry——O—R, < R3—E—O—R2+ R,~C—O0—R,

Sekil 3.2 Lipazlarin katalizledigi reaksiyonlar

Sekil 3.3'te lipazlarin katalizledigi transesterifikasyon ve esterifikasyon

reaksiyonlar verilmistir (Elgharbawy, Riyadi, Alam, & Moniruzzaman, 2018).

o]
(@) o i
I HC—C——0—R;
H,C o—-=C R, H,C OH
| i 0
1 I
HC 0—-cC Rz 4 3 HC—OH <—=> HC—C——0—R;, 4 HC OH
o]
H i o—¢ R o
2 c 3 I
HsC—C——0—R;, HaC OH
Trigliserid Metanol Ester Gliserol
o]
(b) [ o
C i
N 0—-cC
R ) + H;C—OH —= / \ + H,0
| HsC R
H
Serbest yag asidi Metanol Ester Su

Sekil 3.3 Lipaz katalizli transesterifikasyon (a) ve esterifikasyon (b)

Lipaz katalizori varliginda, yag asidi metil esterlerinin (Fatty acid methyl esters-
FAME) karisimlarin tiretmek icin karboksilik asit esterlerinin alkol ile reaksiyona

girmesi islemine ise transesterifikasyon denir. Bu reaksiyon kullanilarak biyodizel
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uretimi gerceklestirilmektedir. Biyodizel liretiminin 6zeti Sekil 3.4’te verilmistir

(Elgharbawy, Riyadi, Alam, & Moniruzzaman, 2018).

o)
I .
Yag TAG + 3RLoH =—= 3 R—C—O0—R' + Giliserol
I
Yagasidi =~ R—C—OH + R-OH== r—C—0—R' + HO
o}
Katalizorler: Acil reseptdrler:
Kimyasal (alkali, asidik) Alkoller

Biyokatalizoérler (enzimler, hicreler) -
Sekil 3.4 Biyodizel liretiminin temel 6zeti

Transesterifikasyon reaksiyonunda 3 mol FAME ve 1 mol gliserol tiretmek i¢cin mol
basina 3 mol metanol gerekmektedir. Reaksiyon kiitlece yaklasik %90 yag ve %10
metanol iceren bir karisimla baslar ve benzer oranda biyodizel ve gliserol ile biter.
Transesterifikasyon reaksiyonunun sitokiyometrisi Sekil 3.5’te gosterilmistir (Chen,

ve digerleri, 2018).

Q o
[l
H,C o C—Ry R;—C—O—R
H,C——OH
i i
HC o C—R, + 3 R—OH R,—C—O—R + HC—OH
0 o}
| ] H,C——OH
H,C o} C—Ry R;—C—O—R
Trigliserid Alkol Biyodizel Gliserol

Sekil 3.5 Transesterifikason reaksiyonunun sitokiyometrisi

3.1.2 Lipazlarin Siniflandirilmasi

Lipazlar; memeli lipazlari, bitki lipazlari, bakteriyel lipazlar, maya lipazlarn ve

mantar lipazlari olmak tizere bese ayrilir: (Borrelli & Trono, 2015)

Memeli lipazlar1 pankreatik lipaz gen ailesi (hepatik, endotelyal, lipoprotein,
pankreas lipazi ile iligkili protein 1-3) ve diger lipazlar (hormona duyarh lipaz ve

safra tuzu ile uyarilan lipaz) olmak iizere ikiye ayrilir (Borrelli & Trono, 2015).
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Bitkilerde lipazlar, yagh tohumlarin yag gévdelerinde, tahil ve fasulye tohumlarinda
bulunur. Tohumlarda, fide biiytimesi icin enerji ve karbon saglamak tlizere serbest
birakilmas1 gereken depolanmis yag asitlerinin mobilizasyonu icin lipolitik
enzimlere ihtiya¢c vardir. Bu nedenle, lipaz aktivitesi genellikle asilanmamis
tohumlarda yoktur, ancak ¢imlenmeden sonra hizla ortaya ¢ikar. Lateks olarak
bilinen kaucguk, agaclarin urettigi stitlii 6z suda lipaz aktivitesi mevcuttur (Borrelli &

Trono, 2015).

Endiistrinin hemen  her alaninda  kullanilan lipazlar  genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Ciinkii mikrobiyal enzimlerin bitkisel ve
hayvansal enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yliksek olmasi, istenmeyen
yan Uriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalar1 ve fazla miktarda elde
edilebilmeleri gibi avantajlar1 vardir (Giil, 2013). Kolay ve diisiik maliyetli geri
kazanim gibi biyoteknolojik avantajlar1 nedeniyle, mikrobiyal lipolitik enzimler
kiiresel hidrolaz pazarinin yaklasik %90'in1 olusturmaktadir. Bu enzimler daha az
ham madde, kimyasal bilesikler, su ve enerji kullanarak ayni veya daha iyi kalitede
triinlerin tlretilmesini saglayarak endiistrilerin maliyetlerini diisiirmekte ve daha
az atik olusturarak cevreye zarar vermeden istenen ayni lrlin verimini elde
etmektedir. Siirdiirtlebilir cevre ve enerji tasarrufu saglayan yesil strateji olarak
sadece lipidleri degil, ayn1 zamanda hidrokarbonlar, sentetik plastikler ve
pestisitleri de ayristirma yetenekleriyle bilinen mikrobiyal lipazlar siirecin yan
uriinleri olarak katma degerli bilesiklerin tiretimini de saglamaktadir. Bunlara ek
olarak, modifiye ve immobilize enzimlerin kullanilmasi lipid ve diger hedef atigin
aritilmasi icin gelistirilen stratejilerdendir. immobilizasyon ile enzimler, genellikle
pahali olan bu biyokatalizorlerin yeniden kullanilmasini saglayan farkl destekleyici
malzeme tlizerinde tutulabilir. Enzimlerin immobilizasyonu ayni zamanda, hedef
biyokatalizoriin bazi i¢sel 6zelliklerinin iyilestirilmesini de saglamaktadir (Kumar,

ve digerleri, 2020).

Bakteriyel lipazlar, sekiz aileden olusan bakteriyel lipolitik enzimlerin I numaral
ailesindendir. Bu I numarali aile, yapisal 6zellikler, salgilama mekanizmasi tiirleri ve
diger enzim aileleri ile iliskiler acisindan kendi i¢inde yedi alt aileye ayrilmistir.

Arpigny ve Jaeger siniflamasina gore, Il ila VIII aileleri esterazlar icerir ve su anda
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ESTHER veri tabaninin bir pargasi olan XVI lipolitik enzim ailesi vardir (Borrelli &

Trono, 2015).

Glinlimiizde sadece bakteriyel degil ayn1 zamanda maya, mantar ve memeli
lipazlarini da igeren Lipaz Miihendislik Veri Tabani’'nda yeni bir siniflandirma daha
bildirilmistir. Bu siniflandirma lipazlari ti¢ sinifa ayirir: GX, GGGX ve Y. Ayrica bu
siniflandirma, amino asit dizisi benzerliklerine gore maya lipazlar1 ve mantar
lipazlarini, ikisi GX sinifinda, ikisi GGGX sinifinda ve biri Y sinifinda olmak iizere bes

farkl alt sinifa ayirmaktadir (Borrelli & Trono, 2015).
3.1.3 Lipazlarin Endiistriyel Kullanim Alanlari

Lipazlar, reaksiyon cesitliligi, organik ve sulu ¢oziiciilerde reaksiyona girebilme
yetenegi, enantiyo-selektif Ozellikleri, enerji tasarrufu saglama gibi pek c¢ok
yeteneklerinden dolay1 endistriyel uygulamalarda siklikla tercih edilmektedir
(Kotogan, ve digerleri, 2018; Ulker, Gokalp, & Guvenilir, 2016; Gholamzadeh,
Mohammadi Ziarani, & Badiei, 2017). Lipazlarin endustriyel uygulamalardaki

biyocesitlilgi Sekil 3.6’da verilmistir (Mehdizade, 2019).

m Bakteriyel lipaz
® Mantar lipazi
m Bitkisel lipaz
m Hayvansal lipaz

Alg lipazi

Sekil 3.6 Endiistride kullanilan lipazlarin biyocesitliligi

Lipazlar, oleo-kimyasallar, siit, cay gibi gida endistrilerinden, ilag, zirai kimyasal,
deterjan, kozmetik, deri ve c¢esitli cevresel iyilestirme (biyoremediasyon)
stureclerine kadar endistriyel uygulamalarin ayrilmaz bir parcasini olusturur
(Verma, Thakur, & Bhatt, 2012). Tablo 3.1'de lipazlarin katalizledikleri

reaksiyonlara gore endiistride kullanim alanlari verilmistir (Gtil, 2013).
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Tablo 3.1 Lipazlarin endiistriyel kullanim alanlan

Endistri alani

Reaksiyon

Uriin uygulama alanlari

Siit Siit, yag ve peynir Peynir ve tereyagi
hidrolizi aromasl

Icecekler Aroma arttirici Alkollu ickiler

Saglikh yiyecekler Transesterifikasyon Saglikh yiyecekler

Et ve balik Aroma arttirici Yag1 uzaklastirilmis et ve

balik tirtinleri

azaltma

Kat1 ve siv1 yaglar Transesterifikasyon, Kakao yagi, margarin,
hidroliz gliserol, mono ve
digliseritler
Kozmetik Esterifikasyon Deri ve glines kremleri,
giines yaglari
Temizlik Biyopargalayici suslari Giyeceklerin temizligi

Zirai kimyasallar Esterifikasyon Herbisitler
Farmasotikler Alkollerin hidrolizi Ila¢ yapiminda kullanilan

ara Urunlerin tUretimi
Petrol endiistrisi Transesterifikasyon Biyodizel tiretimi

Kirlilik kontroli

Hidroliz, yaglarin
transesterifikasyonu

Zararli suslarin
uzaklastirilmasi ve atik
yaglarin hidrolizi

Lipaz enziminin en 6nemli uygulama alanlarindan birisi deterjan endustrisidir.

Deterjanlarda kullanilacak lipazlarin aktivitesini sergileyebilmesi icin, 1s1ya, alkali

pH’lara ve selatlama ajanlarina karsi direncli olmasi gerekmektedir. Enerji tasarrufu

acisindan diisiik sicaklikta dahi etkili deterjan tUretimi giderek 6énem kazanan

endustriyel uygulamalardandir. (Sengel, 2007). Lipazlarin endistriyel uygulama

alanlarindan olan deterjan sanayii, ayn1 zamanda gida ve kozmetik gibi endiistri

dallarinda da uygulama alani bulunmaktadir. Gida endiistrisinde deterjanlarla

temizleme islemi dezenfeksiyon oncesi uygulanan bir yontemdir. Dezenfeksiyon

oncesi uygulanan dekontaminasyon yonteminde ve dezenfeksiyonda alkali, asidik,
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notral karakterli bilesikler; Ca ve Mg birikmelerini 6nlemek amaciyla selat olusturan
bilesikler; bakteri, mantar ve protozoalara karsi etkili oldugu bilinmesiyle yaygin bir
kullanimi olan kuaterner amonyum bilesikleri kullanilan deterjan siniflarindandir.
Temizlik triinlerinin temel bileseni olan alkali bilesikler, proteinleri etkili bir
sekilde ¢cozme yetenegine sahiptir. Deterjanlarda kullanilan baslica alkali bilesiklere
NaOH, Na2C0s3, KOH, NH4OH 6rnek verilebilir (Karagozli & Karagozli, 2004). Fe+?,
Fe3+, Cu?*, Zn2+, Ag*, Mn?*, Hg?*, Cd2* gibi metal tuzlarinin lipaz enziminin aktivitesini
azalttig1 hatta enzimi inhibe ettigi kesfedilmistir. Narin kumaslari, insan saghigini ve
cevreyi koruma adina enzimler genel amach iiretilen deterjanlarda bulunmaktadir.
Genel temizlik amaciyla tiretilen deterjanlarda daha iyi bir yikama performansi icin
non-iyonik ve anyonik ytizey aktif maddelerin kullanimi tercih edilmektedir (Sengel,
2007). Deterjanlarda bulunan yapi olusturucu maddeler genellikle sodyum, selat
olusturucu maddeler amino grubu igerir. Ayrica deterjanlarda cesitli tuzlar,

elektrolitler ve boyalar da bulunmaktadir (Giindiiz Balpetek & Giilimser, 2016).
3.1.4 Lipazlarin Yapisal Ozellikleri ve Katalitik Mekanizmalari

Lipazlarin molekiil boyutlari, tiplerine gore degisiklik gostermektedir. 19,4 kDa
kadar kii¢iik boyutlu lipazlar olmasina ragmen her bir altbirimi yaklasik 50 kDa olan
300 kDa’dan daha biiyiik oligomerik yapiya sahip lipazlar da bulunmaktadir.
Lipazlarin primer dizilerdeki amino asit sayilarinda farklilik olmakla beraber biitiin
lipazlarin aktif bolgesinde serin, aspartat, glutamat ve histidin amino asitleri
bulunmaktadir. Lipazlarin a-sarmal ve 3-yaprak yapilari Sekil 3.7’de sematik olarak
gosterilmistir (iskender, 2019). Semada silindirler a-sarmallarini, oklar -
yapraklarin1 simgelemektedir. Aktif bolge kalintilar ise (Ser, Asp/Glu, His) siyah
yuvarlak halinde gosterilmistir. Lipazlarin li¢ boyutlu yapilarindaki ortak benzerlik
birbirine paralel sekiz B-sheet ve bunlari cevreleyen a-helikslerdir (Iskender, 2019).
a/B hidrolazlarin standart katlanmasi Sekil 3.8’de verilmistir (Borrelli & Trono,

2015).
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Sekil 3.7 Lipazlarin a-sarmal ve (-yaprak yapilarinin sematik gosterimi

i} B2 p4 oA p3  [wB |5 aC  |p6 D |p7 uE 8 oF

Sekil 3.8 o/ hidrolazlarin standart katlanmasi

Sekil 3.9 ‘da mavi ve yesil renklerle gosterilenler sirasiyla aspartat ve histidin; siyah
renkte gosterilenler serin, substrat ve su molekiilleridir. Oksyanyon deligi kalintilari
mor ile gosterilmis olup, (a) duyarlh ester baginin karbonil karbonuna serin
hidroksilin niikleofilik saldirisi; (b) tetrahedral ara tirtin; (c) agil-enzim ara maddesi,
salinan alkol ve su ile niikleofilik saldiri; (d) serbest enzim ve serbest birakilmis agil

uriniini gostermektedir (Borrelli & Trono, 2015).
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Sekil 3.9 Lipazlar tarafindan katalizlenen ester baglarinin hidroliz mekanizmasi

3.1.5 Rhizomucor miehei Lipazi

Bir mantar olan Rhizomucor miehei'den elde edilen Rhizomucor miehei lipaz1 (RML),
yapisal lipidlerin ve biyodizelin hazirlanmasi, kiral ilaglarin enantiyomerik
ayrilmasinda yaygin olarak kullanilan bir biyokatalizordiir (Huang, ve digerleri,
2020). Bu enzim 31.600 Da molekiiler ebadi ve 3,8 izoelektrik noktasi olan kararli
bir enzimdir. RML’de 35 adet aspartik ve glutamik kalintis1 ve 10 lizin parg¢a kalintisi
vardir (Zhong, Chen, Liu, & Chen, 2019). RML’nin X-Isin1 Difraksiyonu Sekil 3.10’da

verilmistir (National Center for Biotechnology Information, 2019).
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Sekil 3.10 Rhizomucor miehei lipazinin X-1s1n1 difraksiyonu

Gida endiistrisinde yaygin bir kullanima sahip olan RML, ¢6ziiniir ve immobilize
formlarda ticari olarak satilmaktadir. Sekil 3.11°’de RML'nin gida endiistrisinde
kullanimina 6rnek bir reaksiyon verilmistir (Basso & Serban, 2019). Bu reaksiyonda
su icermeyen sistemde Rhizomucor miehei'den elde edilmis 1,3 secici immobilize
lipaz tarafindan katalize edilen transesterifikasyon reaksiyonu ile kakao yagi
analoglarinin iretimi gerceklesmektedir. Bu lipaz yag/su arayiizlerinde, aktif
bolgenin girisindeki tiim yiizeyi degistirerek, onu daha hidrofobik hale getiren ve
boylece lipid baglama 6zelliklerini degistiren 6nemli konformasyonel degisiklikler
gosterir. Farkli c¢oziiciler RML'nin dinamigi tizerindeki oOnemli etkiler
sergilemektedir. RML'nin o6zgulligiinde, farkli yag asitleri kullanilarak da
degisiklikler meydana gelmektedir (Verdasco-Martin, Garcia-Verdugo, Porcar,
Fernandez-Lafuente, & Otero, 2018). Rhizomucor miehei'den elde edilen lipazin aktif
bolgeyi kapatan kisminin arayiizey aktivasyonu sonrasi 7 A'dan fazla hareket ettigi
ve hidrofobik yiizeyinin 750 A2 kadar arttig1 kesfedilmistir (Urrutia, ve digerleri,
2018). RML'nin farkh sicakliklarda ve farkli hidrofilik ve hidrofobik ¢oziictilerle
yapilan dinamiklerinin analizi c¢alismalarinda yiiksek sicaklik ve hidrofobik
coziiciler varhiginda bu enzimin stabilitesinde azalmalar meydana geldigi
gozlenmistir. Bu dezavantajlar1 ortadan kaldirabilmek icin immobilizasyonu

onerilir (Peters, Toxvaerd, Ande, & Svendsen, 1999).
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Sekil 3.11 Transesterifikasyon ile kakao yag1 analoglarinin tiretimi

Maliyet, RML'nin biiyiik 6lcekli uygulamasini sinirlayan anahtar faktor olmaya
devam etmektedir. RML verimindeki artis ve iiretim maliyetindeki azalma 6nemli
hedeflerdir (Huang, ve digerleri, 2020). Bu nedenle endiistriyel 6lgekte maliyet

azaltmada RML’'nin immobilizasyonu 6nem arz etmektedir.
3.2 Lipaz Iimmobilizasyonu

Lipaz molekiiliiniin aktif merkezi, kapak olarak bilinen bir polipeptid zinciri ile
kapahdir (Liu, Ma, & Shi, 2020). Bu kapak, enzimi organik ortamlarda reaksiyon
katalizine uygun hale getirir (Kumar, ve digerleri, 2020). Bu kapagin enzimin
reaksiyonu katalizleyebilmesi icin immobilizasyon sirasinda ortadan kalkmasi
gerekmektedir (Yadav, Vadgama, Kavadia, Odaneth, & Lali, 2019). Bu ise arayiizey
aktivasyon mekanizmasi yoluyla gerceklesir (Jacob & Suthindhiran, 2019). Lipazin
araylizey aktivasyonu lipaz immobilizasyonunda anahtar bir faktordiir (Liu, Ma, &
Shi, 2020). Bir hidrofobik destek malzemesi lizerine baglanma lipazin molekiiler
yapisinl daha aktif bir forma doénfstiiriir (Jacob & Suthindhiran, 2019). Hidrofobik
bir ylizey varliginda, lipaz acik form olarak sabitlenir ve aktif merkez kataliz icin
tamamen ac¢iga cikar (Yadav, Vadgama, Kavadia, Odaneth, & Lali, 2019). Hidrofobik
bir tasiyiciya lipaz enziminin immobilizasyonuna ait sematik gosterim Sekil 3.12’de

verilmistir (Guisan, 2013).
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Sekil 3.12 Hidrofobik ylizeye lipaz immobilizasyonu

Ayrica, iki agik lipaz molekiilii, lipazin aktif merkezini ¢evreleyen biiytik hidrofobik
ylizey yoluyla birbirleriyle etkilesime girerek arayiizeyler aktivasyona ugrayabilir
(Yildirim, Baran, Ates, Yazici, & Tukel, 2019). Arayiizey aktivasyonu Sekil 3.13’te
gosterilmistir (Rodrigues, ve digerleri, 2019).

Aktif bolge
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Kapak
Sekil 3.13 iki lipaz molekiiliiniin arayiizey aktivasyonu

Lipazlarin hidrofobik destek iizerine immobilizasyonu klasik bir hidrofobik
immobilizasyondan farkhdir. Bu fark, immobilizasyonun disiik iyonik giicte
gerceklesmesi gerekliliginden ileri gelmektedir. Bu strateji, lipazlarin diger
enzimlerden pirifikasyonunu da miimkiin kilmaktadir. Yiiksek iyonik mukavemetin
kullanilmasi, lipaz immobilizasyonunu iyilestirmekten ¢ok, onu yavaslatir ve bu

immobilizasyon yoluyla elde edilen saflastirmanin etkinligini azaltir (Rodrigues, ve
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digerleri, 2019). Lipaz immobilizasyonu icin uygulanan yontemler arasinda,
hidrofobik tasiyicilar iizerinde adsorpsiyon en kritik ve yararl tekniklerden biri
olarak kabul edilir. Baglanma kuvvetleri zayif olmasina ragmen, lipaz hidrofobik
destege kiimiilatif olarak sikica tutunur; boylelikle dogal yap1 ve aktivite korunur
(Yadav, Vadgama, Kavadia, Odaneth, & Lali, 2019). Ayrica hidrofobik destek lizerine
immobilizasyonda aktif merkezin agiga ¢ikmasi araylizey aktivasyonu acisindan da
onemlidir. Sekil 3.14’te hidrofobik destege lipaz adsorpsiyonuyla aktif merkezin

aciga ciktig1 ve enzimin aktivitesinin arttig1 gosterilmektedir (Guisan, 2013).
’,-"'J

Sekil 3.14 Lipazin hidrofobik destege adsorpsiyonu ile hiperaktivasyonu

Tiim lipazlar belirli bir destek i¢in ayni afiniteye sahip degildir. Hidrofobik 6zelligi
fazla olan destek lizerine immobilize edilemeyen ancak daha az hidrofobik bir baska
destek tizerinde immobilize edilmis bazi lipaz 6rnekleri bulunmaktadir (Rodrigues,

ve digerleri, 2019).

Fiziksel adsorpsiyon, destek materyalinin aktiflestirilmesine gerek olmadigi icin
basit bir tekniktir. Adsoprsiyonda enzimin konformasyonu korunarak immobilize
enzimin katalitik aktivitesi nispeten artmaktadir. Enzim o6ziitleme, farkh reaksiyon
kosullarinda hareketsizlestirilmis enzimin kullanimin1 sinirlayan kritik bir
sorundur. Bu sorunu ¢6zmek icin polimer i¢cinde enzimin tuzaklanmasi saglanir.
Boylece operasyonel stabilite artirthir, enzim sizintis1 azaltilir, enzim
konformasyonlar1 korunur ve yiiksek katalitik aktiviteler saglanir. Kimyasal
yontemlerle de immobilize edilebilen lipaz icin en sik kullanilan kimyasal

immobilizasyon yontemleri arasinda kovalent ve ¢apraz baglama yer alir. Lipazin

58



kimyasal yontemle de kimyasallarla modifiye edilmis destek tlizerine baglanmasi
enzim kacisi en aza indirilmekte ve ¢cok noktali baglanma ile operasyonel stabilitede

artis saglanmaktadir (Liu, Ma, & Shi, 2020).

Saflastirildiklar farkli mikroorganizmalarin cins ve tiiriinden kaynakl olarak lipaz
metodolojilerini standardize etmek zordur. Genel olarak lipazin aktif boélgesi bir
serin, bir aspartat veya glutamat ve bir histidinden olusur (Binhayeeding, Yunu,

Pichid, Klomklao, & Sangkharak, 2020).
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4

MATERYAL VE METOD

4.1 Materyal

4.1.1 Kullanilan Cihazlar

Tezde kullanilan cihazlarin isim, marka ve model bilgileri Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1 Tezde kullanilan cihazlar

Cihaz Ad Marka ve Modeli
Hassas terazi Sartorius Extend ED224S ve LE623S
Vortex IKA MS3 Basic vorteks
Mikrosantrifiij Hettich EBA-20
Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 25 UV/VIS
Buzdolabi Bosch
Derin dondurucu Ugur
Manyetik 1s1tic1 Chiltern Hotplate HS31
Calkalamali su banyosu GFL 1086
Distile su cihazi ELGA LA620
pH metre Sartorius PB-11
Etuv Memmert UFB 400

4.1.2 Kullanilan Kimyasallar

Tezde kullanilan kimyasallar Merck, Fluka, Sigma-Aldrich ve RIEDEL-de Haén
firmalarindan temin edilmistir. Tiim kimyasallar analitik saflikta olup kimyasallarin

isim, marka ve katalog numaralar1 Tablo 4.2’de verilmistir.

60



Tablo 4.2 Tezde kullanilan kimyasallar

Kimyasalin Adi Markasi Katalog Numarasi
Aliminyum klortur hekzahidrat Merck 1084.1000g
Amonyum stlfat Fluka 09978-1KG
Asetik asit Sigma-Aldrich 33034
BSA Fluka 05470-1g
Bakir (II) stlfat pentahidrat Merck 1.02787.1000g
Cinko sulfat heptahidrat Merck 1.08881.1000g
Demir (II) stlfat heptahidrat Merck 1.03965.0500g
Demir (IIT) klortiir Fluka 44943-50g

Folin & Ciocalteu Fenol Reaktifi

Sigma-Aldrich

F9252-100ML

Glisin Merck 1.04169.0250g
Hidroklorik asit Sigma-Aldrich 07102-2.5L
Kalsiyum klortir dihidrat RIEDEL-de Haén 12022-1kg
Magnezyum siilfat heptahidrat Fluka 1.05886.1000g
Mangan (II) stlfat Sigma-Aldrich M7634-100G

Montmorillonit K-10 (yiizey
alani1 220-270 m?/g)

Sigma-Aldrich

281522-100G

Mowiol 28-99 Sigma-Aldrich 10849-250G
n-Hekzan Sigma-Aldrich 208752-2.5L
Rhizomucor miehei lipaz Sigma-Aldrich L4277-50ML
(20.000U/g)
Sodyum asetat Merck 1.06268.1000g
Sodyum karbonat RIEDEL-de Haén 13418-1kg
Sodyum fosfat dibazik Sigma-Aldrich S7907-100G
Sodyum fosfat monobazik Sigma-Aldrich S-0751-100g
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Tablo 4.2 Tezde kullanilan kimyasallar (devami)

Sodyum dodesil siilfat Merck 1.13760.0100g

Sodyum hidroksit Merck 1.06462.1000g

Sodyum kloriir Merck 1064060050g
Sodyum tartarat Sigma-Aldrich S.2377-1KG

Tris(hidroksimetilaminometan) Merck 1.08383.0500g
Triton X-100 Fluka 93426-100ml
Tween-80 Fluka 93780-100ml

4-nitrofenil palmitat

Sigma-Aldrich

N2752-5G

4.1.3 Kullanilan Malzemeler

Tezde temel laboratuvar malzemeleri olarak tartim kabi, spatiil, pens, beher, erlen,
balon joje, huni, kimyasal sisesi, vakumlu cam desikator, vakum pompasi, deney
tlipli, santrifiij tiipli, manyetik balik, saat cami, mikropipet ucu, Pasteur pipeti,

Falcon tiip, polistiren plaka, tek kullanimlik polistrien kiivet, piset, pipet, puar, adi

stuizgec¢ kagidi ve parafilm kullanilmistir.

4.2 Metod

4.2.1 RML’nin Montmorillonit K-10’a immobilizasyonu

Rhizomucor miehei lipaz (RML), montmorillonit K-10 (MMT) lizerine immobilize
edildi. 0,05 M, pH 6 sodyum-fosfat tamponu icinde hazirlanan 0,5 mL enzim ¢6zeltisi
(1 mg/mL), 1 g montmorillonit K-10'a ilave edildi ve su banyosunda 15 °C'de
calkalanarak gece boyunca (15 saat) bekletildi. Daha sonra tasiyic filtrasyon ile

ayrild1 ve baglanmayan enzimi uzaklastirmak icin 250 mL distile su ile yikandi.

Tasiyic1 kurutuldu ve +4 °C'de saklandu.
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4.2.2 RML’nin Polivinil Alkol Jel Icinde immobilizasyonu

PVA hidrojel kapsiillerinde RML'nin immobilizasyonu Rebros ve digerlerine gore
yapildi (Rebros, ve digerleri, 2013). 10 g PVA (Mowiol 28-99), 80 mL distile suya
ilave edildi ve karisim, PVA'y1 eritmek i¢in su banyosu icinde 90 °C'de 1sitild1. 25
°C'yve kadar sogutulduktan sonra, 5 mL PVA c¢ozeltisine 1 mg/mL
konsantrasyonunda olacak sekilde 50 mM pH 7,5 sodyum-fosfat tamponu ile
seyreltilmis 1 mL RML ¢6zeltisi eklendi. PVA-RML karisimindan 0,1 mL'lik bir 6rnek
alind1 ve bir polistiren plakanin yiizeyine duzgiin ve hizli bir sekilde damlatildi.

immobilize 6rnekler oda sicakliginda 1 saat bekletildikten sonra +4 °C'de sakland.
4.2.3 Protein i¢erigi Tayini

Protein tayini Lowry testi kullanilarak gergeklestirilmistir (Lowry, Rosebrough,
Farr, & Randall, 1951). Bu testte alkali ortamda proteinlerdeki peptid baglari ile Cu2+
iyonlar1 kompleks olusturarak Cu*! iyonlarini meydana getirir. indirgenmis bakir ve
proteinlerin yan zincirinde yer alan tirozin, triptofan ve sistein amino asitleri Folin-
Ciocalteu reaktifini indirgeyerek mavi renk olusumuna neden olur. Olusan bu rengin
siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve 750 nm’de polistiren

kuivetlerle spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir.
Protein miktar tayininde kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlanislar1 asagida verilmistir:

A c¢ozeltisi: %2’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi (0,1 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi

icinde ¢ozlinerek hazirlandi).

B c¢ozeltisi: % 1’lik bakir silfat ¢ozeltisi ile %2’lik sodyum potasyum tartarat
¢oOzeltisi esit hacimde (1:1) karistirilarak hazirlandi. Her defasinda taze hazirlanan

karisim kullanildi.
C ¢ozeltisi: 50 mL A ¢ozeltisi ve 1 mL B ¢ozeltisi karistirilarak taze olarak hazirlandi.
Folin & Ciocalteu Fenol Reaktifi: Kullanim 6ncesi 1:1 oranda distile su ile seyreltildi.

Protein Standart Cozeltileri: Protein standart ¢ozeltileri 0,0175-0,035-0,07-0,14-

0,28 mg/mL BSA icerecek sekilde distile su ile seyreltilerek hazirlandi.

MMT-RML'nin yikama suyunun 1 mL’si ve protein igerigi tespit edilebilmek i¢in

deforme edilmis bir adet PVA-RML ile lizerine 3 mL C ¢ozeltisi eklendi ve vorteksle
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karistirilarak oda 1sisinda 10 dakika bekletildi. Orneklerin protein tayini icin
numune ile ayn1 sekilde muamele edilen distile su (1 mL) bos referans olarak
kullanildi. Her bir tiipe 0,3 mL Folin reaktifi eklenip vorteks ile karistirildi. Oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi. 750 nm’de kore karsi spektrofotometrede
absorbanslar okundu. Numunelere ait protein degerleri, calisma standart
cozeltilerinin farkli konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri ile
cizilen grafik kullanilarak hesaplandi. MMT-RML icin tiim numuneye ytklenen
protein miktarindan yikama suyunda bulunan toplam protein miktar:1 ¢ikarilarak
adsorbe olmus olan protein miktari hesaplandi. PVA-RML i¢in ise bir lense baglanan
protein miktar1 toplam lens sayisi ile ¢arpilarak enkapsiillenmis enzim miktari

hesaplandi.
4.2.4 Immobilizasyon Verimi Tayini

immobilizasyon verimleri destek materyaline immobilize olmus protein miktari ile
toplam ytiklenen protein miktari arasindaki oranin ytizdesidir. MMT-RML ve PVA-
RML i¢in immobilizasyon verimleri denklem (4.1) ile hesaplandi.

Baglanan protein miktart (4.1)

| bili imi = x 100
mmopiiizasyon verum Yiiklenen toplam protein miktart

Lipazin hidrolitik aktivitesi Pencreac’h ve Baratti (1996) metoduna gore 410 nm
dalga boyunda p-nitrofenil palmitatin (p-NPP) hidrolizi ile belirlendi. Yonteme gore
5 mg immobilize lipazin tizerine 1 pL sodyum-fosfat tamponu (50 mM, pH 7,5)
eklendi. Reaksiyon, 35 °C'de hekzan icinde ¢6ziilmiis 5 mM 0,5 mL p-NPP ilavesiyle
baslatildi. Serbest enzim kullanildiginda, hekzan i¢cinde hazirlanmis 5 mM 0,5 mL p-
NPP, sodyum-fosfat tamponu (50 mM, pH 7,5) icinde hazirlanan 20 pL serbest lipaz
cozeltisine (1 mg/mL) 35 °C'de eklendi. Karisim 2 dakika 100 rpm'de calkalandi.
Reaksiyon distile su ile hazirlanmis 0,1 M 4 mL NaOH ¢6zeltisi eklenerek durduruldu
ve olusan p-NP miktar1 bir spektrofotometre ile 410 nm'de Ol¢iildii. MMT-RML
ornekleri, 410 nm'de absorbans degerleri 6l¢lilmeden 6nce 2 dakika boyunca

10.000 rpm'de santrifiij edildi.

Numunelerin hidrolitik lipaz aktivitesi Pencreac’h ve Baratti metoduna gore

hesapland1 (Pencreac’h & Baratti, 1996). Yontemde, lipaz standartlarinin ve
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numunelerin 410 nm’de absorbanslarinin degisimi 2 ila 5 dakika boyunca izlenmis
ve reaksiyon hizi, p-nitrofenol i¢in 12,75x10 cm?/mol'liik bir goriiniir molar sénme
katsayis1  kullanilarak, absorbansin zamana bagh egrisinin egiminden

hesaplanmistir.

Lipaz aktivitesi (IU) 35 °C'de ve pH 7,5ta 1 dakikada 1 mikromol p-
nitrofenilpalmitatin hidroliz iirtinii olan p-nitrofenolii olusturmak i¢in gerekli enzim
miktar1 olarak tanimlanir (Seghal Kiran, Nishanth Lipton, Kennedy, Dobson, &

Selvin, 2014).

€, molar sonme katsayisi, b, 1s1k yolu, ¢ konsantrasyon olmak flizere, aktivite

degerlerini hesaplamak tizere Lambert-Beer esitligi'nden yararlanildi (4.2).

A=¢egXbXc (4.2)
Denklem (4.2), aktivite hesaplamak i¢in diizenlendiginde; € degeri 12,75x10°

cm?/mol ve b degeri 1 cm olmak tlzere;

12,75 X 10°cm? (4.3)
A= X1lcmXc

mol

denklem (4.3) elde edilir. Bu denklem konsantrasyon tlizerinden diizenlenirse,

A (4.4)

€T 1275x 106 cm?®
mol

halini alir. Denklem (4.4) iizerinde cm3 ile mL donlsimi uygulandiginda ise

denklem,
— A X mol 4.5
€= /12,75 x 106 mL (%5)
(4.5) olur. Bu denklemde mol birimi 106 pmol ile degistirilirse denklem;
_ A umol (4.6)

“=1275 fmL

(4.6)’teki gibi diizenlenebilir.
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p-nitrofenol i¢in, € molar sonme katsayisi, V ml cinsinden hacim, t dakika cinsinden
reaksiyon siiresi olmak iizere; U/mg cinsinden aktivite, denklem (4.7) kullanilarak

hesaplandi (Junior, ve digerleri, 2020).

Absorbans V. 1
Aktivite (U/mg protein) = 5 ( substrat) « (_) (4.7)

€ t

Venzim
4.2.5 Serbest ve immobilize RML Uzerine pH ve Sicakhigin EtKisi

Serbest ve immobilize edilmis lipaz aktivitesi tizerindeki sicakligin etkisi, pH 7,5'te
25 ila 65 °C arasinda degisen farkh sicakliklarda ¢alisildi. pH'inin serbest ve
immobilize lipaz aktivitesi, 4 ila 10 arasinda degisen pH degerlerinde ve optimum
sicaklikta gerceklestirildi. Kullanilan tamponlar arasinda 0,05 M sodyum-asetat
tamponu (pH 4,0-5,5), 0,05 M sodyum-fosfat tamponu (pH 6,0-7,5), 0,05 M Tris-HCl
tamponu (pH 8,0-9,5) ve 0,05 M Glisin-NaOH tamponu (pH 10,0) bulunmaktadir.
Bagil lipaz aktiviteleri, maksimum enzim aktivitesinin yiizdesi (%) olarak

hesaplandi ve sonuglar li¢ denemenin ortalamasi olarak verildi.

4.2.6 Serbest ve Immobilize RML Uzerine Tampon Céozelti

Konsantrasyonunun EtKisi

Serbest ve immobilize edilmis lipaz aktivitesi lizerine tampon konsantrasyonunun
etkisi incelendi. 35 °C'de pH 7,5 sodyum-fosfat tamponunun 25-100 mM
konsantrasyon araliginda lipaz aktivite tayini gerceklestirildi. Bagil lipaz
aktiviteleri, maksimum enzim aktivitesinin yiizdesi (%) olarak hesaplandi ve

sonuclar lic denemenin ortalamasi olarak verildi.
4.2.7 Serbest ve immobilize RML’'nin Depolama Kararhhgi

Polivinil alkol lens (PVA) teknolojisiyle ve montmorillonit K-10'a (MMT)
adsorpsiyon yontemiyle immobilize edilen RML +4 °C’de kurutuldu (Rebros, ve
digerleri, 2013). Tamamen kuruyan PVA-RML ve MMT-RML'nin aktivitesinin
olctldiigi ilk giin 0. giin olarak kabul edildi. +4 °C’de depolanan serbest ve
immobilize enzimlerin haftalik periyotlarla aktivite tayinleri optimum kosullarinda
gerceklestirilerek depolama kararliliklar tespit edildi. Bagil lipaz aktiviteleri,
maksimum enzim aktivitesinin yiizdesi (%) olarak hesapland1 ve sonuglar tg

denemenin ortalamasi olarak verildi.
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4.2.8 Serbest ve Inmobilize RML’'nin Termal Kararhhgi

RML’nin termal kararliligini incelemek iizere serbest ve immobilize edilmis lipaz
ornekleri 5-65 °C araligindaki sicakliklarda 30 dakika boyunca bekletildi ve her 5
dakikada bir érnek alindi. Alinan 6rneklerin optimum kosullarda lipaz aktivite
tayinleri yapildi. Bagil lipaz aktiviteleri, maksimum enzim aktivitesinin yuzdesi (%)

olarak hesaplandu.
4.2.9 immobilize RML’nin Tekrar Kullanilabilirligi

Tekrar kullanilabilirlik, immobilize edilmis RML'lerin hidrolitik aktivitesi
acisindan arastirildi. immobilize edilmis lipaz numunelerinin 20 mg'ina substrat
cozeltisi olan p-nitrofenil palmitattan (hekzan icinde 5mM p-NPP) 4,5 mL eklendi.
35 °C'de 15 dakikalik reaksiyondan sonra, her bir immobilize lipaz numunesi
karisimdan ayrildi ve olusan p-nitrofenoliin (p-NP) ekstrakte edilmesi igin
karisima 4 mL NaOH (su iginde 0,1 M) eklendi. Sulu tabakanin absorbansi1 410
nm'de okundu. Aktivite dl¢ciimleri Pencreac’h ve Baratti (1996) metoduna gore
yapildi. Immobilize edilmis lipaz numuneleri distile suyla durulandi ve +4 °C'de
saklandi. Bir sonraki dongiide, 4,5 mL substrat ¢ozeltisi ilave edildi ve bu islemler
dort defa tekrarlandi. Bagil lipaz aktiviteleri, maksimum enzim aktivitesinin

yuzdesi (%) olarak hesaplandi.

4.2.10 Serbest ve Immobilize RML’nin Aktivitesi Uzerine Katyonlarin ve

Deterjanlarin EtKkisi

Serbest ve immobilize edilmis lipaz aktivitesi lizerine cesitli katyonlarin etkisi
incelendi. Bunun icin +1 degerlikli katyonlardan amonyum ve sodyum; +2
degerlikli katyonlardan demir, bakir, ¢inko, kalsiyum, magnezyum ve mangan; +3
degerlikli katyonlardan aliiminyum ve demir segildi. Bunun i¢in lipaz 6rneklerine
belirlenmis katyonlarin 0,5, 1, 2 ve 3 M’lik konsantrasyonlarindan 20’ser pL ilave
edildi. Orneklere 35 °C'de 30 dakikalik reaksiyondan sonra 500 uL substrat
cozeltisi (hekzan icinde 5mM p-NPP) eklendi. Reaksiyon distile su ile hazirlanmis
0,1 M 4 mL NaOH c¢ozeltisi eklenerek durduruldu ve olusan p-NP miktari
spektrofotometre ile 410 nm'de 6l¢iildii. Tiim lipaz 6rnekleri, absorbans degerleri

olclilmeden 6nce 2 dakika boyunca 10.000 rpm’de santrifiij edildi. Lipaz aktivitesi
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(IU) 35 °C'de ve pH 7,5'ta 1 dakikada 1 mikromol p-NPP’nin hidroliz iiriinti olan p-

NP’yi olusturmak i¢in gerekli enzim miktar: olarak tanimlanir.

Serbest ve immobilize lipazlarin aktiviteleri lizerine deterjan etken maddelerinin
etkisi arastirildi. Deterjan etken maddelerinin lipaz aktiviteleri lizerine etkisini
incelemek tiizere sodyum dodesil siilfat (SDS), Triton X-100 ve Tween 80
(Polioksietilensorbat monooleat) ile ¢alisildi. Tiim lipaz 6rneklerine %1 (w/w)’lik
deterjan etken maddeleri ilave edildikten sonra 35 °C'de 30 dakikalik
reaksiyondan sonra 500 pL p-NPP (hekzan icinde 5mM) eklendi. Reaksiyon distile
su ile hazirlanmis 0,1 M 4 mL NaOH ¢o6zeltisi eklenerek durduruldu ve olusan p-NP
miktar1 spektrofotometre ile 410 nm'de odl¢iildii. Tiim lipaz 6rnekleri, absorbans

degerleri dl¢iilmeden 6nce 2 dakika boyunca 10.000 rpm’de santrifiij edildi.
4.2.11 Serbest ve immobilize RML’nin Aktivasyon Enerjileri

Serbest ve immobilize RML’lerin aktivasyon enerjilerini (Ea) hesaplamak tizere
serbest ve immobilize RML’lerin optimum sicakliktaki aktivite degerlerinin
(U/mL) logaritmasinin 1/T’ye (K1) gore ¢izilen grafiginin e§iminden ve Arrhenius
denkleminden yararlanildi. Aktivasyon enerjileri, R = 1,987 kal.mol-1.K-1 olmak
lizere, denklem (4.8)’den hesaplandu.

LogA = —(Ea/2,303xR)x(1/T) (4.8)

4.2.12 Serbest ve Immobilize RML’nin Kinetik Parametreleri

Michaelis-Menten kinetik sabitleri (Km) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri, her bir
numunenin optimum pH ve sicakliginda farklhi p-NPP (0,25-10 mM)
konsantrasyonlarinda baslangi¢ hizlar 6l¢iilerek belirlendi. Km ve Vmax degerlerini
bulmak i¢in Michaelis Menten denklemine gore SigmaPlot Enzim Kinetigi Moduli
(SigmaPlot siiriim 12.0, Systat Yazilimi, San Jose, CA) kullanildi. Reaksiyon hizi
denklem (2.3) kullanilarak hesaplandi. Deneylerin tigerli tekrar ile sonuglar

ortalama #* standart sapmalar olarak verildi.

Serbest ve immobilize edilmis enzimlerin yarilanma Omri g¢alismalarini
gerceklestirmek icin, numuneler belirli zaman araliklari icin (0-24 saat) 35 °C'de
tutuldu. Her belirli zaman araliginin sonunda, numunelerin aktiviteleri olgtldu.

Serbest ve immobilize numunelerin sifir zamandaki aktivitesi % 100 olarak alindi
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ve bagil aktiviteler maksimum enzim aktivitesinin yiizdesi (%) olarak hesaplandi.
Birinci derece inaktivasyon sabiti (k;) Sadana ve Henley (1987), tarafindan
onerilen dogrusal olmayan bozunma modeline gore hesaplandi. Serbest ve
immobilize lipaz preparatlarinin yarillanma omir (ti/2) degerleri denklem

(4.9)’den faydalanilarak hesaplandi:

_ —In(0,5) (4.9)

Denklemde kullanilan 0,5 degeri aktivitenin % 50’sini belirtmektedir.
Stabilizasyon faktorleri (SF'ler), 35 °C'de immobilize lipazin yarilanma émriint

serbest lipazin aktivitesine bolerek hesaplandi. Tiim deneyler ti¢ kez tekrarlandi.

4.2.13 immobilize RML’lerin Taramah Elektron Mikroskopisi (Scanning

Electron Microscopy-SEM)

Saf montmorillonit K-10 ve MMT-RML'nin ytlizey morfolojisi, bir enerji dagitic1 X-
1sin1 - spektroskopisi detektorii (SEM-EDAX, Philips XL30 SFEG, Eindhoven,
Hollanda) ile donatilmis elektron mikroskobunun taranmasi ile karakterize edildi.
Sarj etkilerini en aza indirmek i¢in 6rnekler bir altin tabaka ile kaplandi. SEM, 15
kV'da calistirildi ve 6rneklerin goriintiileri, 1000 ila 50000 arasinda degisen farkl
biiylitme oranlarinda kaydedildi. Immobilizasyon éncesi ve sonrasinda
montmorillonit K-10'daki morfoloji degisiklikleri, SEM ile birlestirilmis enerji

dagitic1 spektroskopisi (EDS) ile de karakterize edildi.
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8

SONUC VE ONERILER

5.1 Sonuglar

5.1.1 Protein Standart Egrisi

0,0175-0,035-0,07-0,14-0,28 mg/mL konsantrasyon degerlerinde hazirlanan BSA
cozeltilerinin Lowry yontemine gére 750 nm’de absorbanslariyla cizilen grafik Sekil

5.1’de verilmistir.

y =2,3008x

R?=0,9998
0,7

0,6 -
0,5 ~
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1
0 I I I I I 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Konsantrasyon (mg/mL)

Absorbans (750 nm)

Sekil 5.1 Protein standart egrisi
Egri denkleminden yararlanilarak immobilizasyonda baglanan protein miktarlari
belirlenerek immobilizasyon verimleri hesaplanmistir.
5.1.2 immobilizasyon Verimleri

immobilizasyon verimlerini hesaplamak iizere protein standart egrisinin egiminden
yararlanilarak MMT-RML’nin yikama suyu ve bir adet PVA-RML icin protein
miktarlar1 belirlendi. Tasiyicilara yiiklenen protein miktarlari, immobilize olan

protein miktarlari ve bu protein miktarlariyla elde edilen immobilizasyon verimleri
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Tablo 5.1’de verilmistir. Lowry metodu ile Olcgiilen protein miktarlarina gore
MMT’ye immobilizasyon i¢in ytiklenen proteinlerin %76,5’inin baglandig1 goruldi.
Standart 8 mg PVA-RML i¢in ise direkt olarak baglanan protein miktar1 hesaplandi
ve tiim proteinlerin %44’tiniin immobilize oldugu hesaplandi. immobilizasyon
veriminin MMT-RML 6rneginde PVA-RML’ye gore daha yiiksek olarak bulunmasinin
nedeni kilin go6zenekli ve hidrofobik yapisinin enzimin adsorpsiyonunu

kolaylastirmis olmasiyla a¢iklanabilir.

Tablo 5.1 immobilizasyon verimleri

Yiiklenen immobilize olan | Protein miktar iizerinden
protein (mg) protein (mg) immobilizasyon verimi
(%)
MMT-RML 2 1,53 76,5
PVA-RML 1 0,44 44

Badjugar ve digerleri (2017), hidroksipropil metilselilloz ve kitosan harmanina
RML’nin tutuklama ile immobilizasyonunu gercgeklestirmis ve immobilize
preparattaki protein miktar1 %87,71 olarak bulunmustur. Mohammadi ve digerleri
(2018), 25 °Cve pH 7’de amine edilmis silika ve SBA-15 tasiyicilari tizerine RML’nin
immobilizasyonu calismasinda immobilizasyon verimlerini %95-100 araliginda
bulmuslardir. Yildirim ve digerleri (2019), nanoporoz aliminyum oksit ve mikro
boyutlu potasyum siilfat kristallerine RML'nin immobilizasyonunu gergeklestirmis

ve immobilizasyon verimleri sirasiyla %33,8 ve %25,1 olarak bulunmustur.
5.1.3 Lipaz Aktivite Tayini

Serbest RML, MMT-RML ve PVA-RML i¢in aktivite degerleri reaksiyon {iriinti olan p-
nitrofenoliin 410 nm’deki absorbansindan ve lipaz standart egrisinin egiminden
yararlanilarak denklem (4.7) kullanilarak hesaplandi. Sonuglar U/mg cinsinden elde
edildi. Immobilize enzimlerin serbest enzime iistiinliigiiniin arastirilmasi adina
aktivite degerleri, her bir parametre icin optimum kosullarda en ytiksek spesifik

aktivite degerinin %100 olarak kabul edilmesiyle bagil aktivite cinsinden verildi.
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Optimum reaksiyon kosullarinda MMT-RML i¢in aktivite degeri %99,42 iken PVA-
RML i¢in %79,3 olarak bulunmustur. Optimum kogsullardaki bu farkliigin nedeni
enzimin hidrofobik tasiyici ile etkilesimi sonucu enzimin aktif bélgesini kapatan
kisminin hareket etmesi sayesinde arayiizey aktivasyonu ile acik forma
sabitlenmesi ve enzimin hidrofobik ylizeye kiimiilatif olarak tutunmasi olarak ifade
edilebilir. Zincir tizerinde rastgele yerlesmis hidroksil gruplar1 nedeniyle hidrofilik
bir polimer olan PVA, yiiksek su icerigi nedeniyle RML ile immobilizasyonunda
MMT-RML'ye gore daha diisiik aktiviteye sahiptir. Shahedi ve digerleri (2019),
epoksi  fonksiyonellestirilmis  silika jele = RML’nin  immobilizasyonunu
gerceklestirmis ve immobilizasyon sonrasi RML'ye ait spesifik aktivite degeri 43,5

U/mg’dan 9,6 U/mg’a diismiistiir.
5.1.4 Serbest ve immobilize RML Uzerine pH ve Sicakhigin Etkisi

Serbest ve immobilize lipazin karakterizasyonu farkli pH degerlerinde
gerceklestirildi. Optimum pH degerleri, bagil aktivitenin ylizdesine karsi cizilen pH
grafiginden gosterildi. Sekil 5.2’de goriildiigi gibi optimum pH degerleri serbest
enzim icin 7,5 ve immobilize enzimler i¢in 7,0 olarak bulundu. Bu sonug, enzim ve
destekler arasindaki etkilesimlerin, enzimin konformasyonunu korumaktan
sorumlu molekiiler kuvvetleri etkiledigini ve dalgalanan pH kosullar altinda daha
yuksek stabiliteye yol actigini gostermektedir. Montmorillonit K-10’a glikoz oksidaz
adsorpsiyonunda, montmorillonitin yapisindaki pozitif gruplarin varlig1 nedeniyle,
serbest enzimin optimum pH'inin 5,5'ten 4’e kaydigi bildirilmistir (Seleci, ve

digerleri, 2012).
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Sekil 5.2 Serbest ve immobilize RML tlizerine pH’'in etkisi

Wu ve digerleri (1996), zeytinyag1 substrati ile pH'1 3-10 olan farkli tampon
sistemleri kullanarak pH'i'n RML'nin hidrolitik aktivitesi tizerindeki etkisini
belirlemek icin c¢alismis ve RML'nin optimum pH'1' 8 olarak bulmuslardir.
Mohammadi ve digerleri (2015), serbest RML'nin optimum pH'inin 7,0 oldugunu,
aldehit ile fonksiyonellestirilmis silika nanopartikiilleri (SBA-RML) ve aldehit ile
fonksiyonellestirilmis silika (silika-RML) tizerinde hareketsizlestirilen RML'lerin
optimum pH degerlerinin sirasiyla 7,5 ve 8,0 oldugunu bildirmistir. Tako6 ve
digerleri (2017), saflastirilmis RML'nin, p-NPP'nin hidrolizi i¢in 6,8 ila 7,4 arasinda
bir pH optimumuna sahip oldugunu bildirmistir. Mohammadi ve digerleri (2018),
aminlenmis silika ve SBA-15 tasiyicilar1 iizerine RML’'nin immobilizasyonunu
gerceklestirmis ve serbest RML icin 7 olan optimum pH degerinin immobilizasyon

sonrasi pH 8'e ¢iktigini tespit etmislerdir.

Serbest ve immobilize enzimler arasinda sicaklik yoniinden karsilastirmali bir
calisma yapilmistir. Serbest ve immobilize lipazlarin aktiviteleri farkl sicakliklarda
belirlenmistir. Sicaklik-aktivite iliskileri, bagil aktivitenin ylizdesine karsi cizilen
sicaklik grafiginde gosterilmistir Sekil 5.3'te gorildigi gibi optimum sicakliklar,
serbest enzim icin 35 °C, MMT-RML icin 25 °C, PVA-RML ic¢in ise 45 °C olarak
bulunmustur. MMT-RML'nin serbest enzimden daha genis bir sicaklik araliginda

calistig1 soylenebilir. Ayrica MMT-RML oda sicakliginda en iyi aktiviteye sahiptir. 45
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°C’'de serbest enzim ve MMT-RML sirasiyla % 76,63 ve % 76,46 aktivite
gostermesine ragmen, PVA-RML % 100 aktivite gostermistir. Bu sonu¢ PVA-
RML'nin 1s1l islem gerektiren uygulamalar i¢in uygun bir immobilizasyon teknigi
oldugunu gostermektedir. MMT-RML’'nin aktivitesinin ytliksek sicakliklarda
azalmasinin sebebi kilde meydana gelen fizikokimyasal ve mineralojik

degisikliklerle aciklanabilir.
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Sekil 5.3 Serbest ve immobilize RML tizerine sicakligin etkisi

Han ve digerleri (2009), serbest RML'nin optimum sicakhigini 40 °C olarak
belirlemistir. de Vasconcellos ve digerleri (2012) ise, serbest ve farkl zeolitik
destekler tlzerindeki immobilize RML'lerin optimum sicakligini 44 °C olarak
belirlemistir. Abdul Manan ve digerleri (2018), kitin-kitosan nano Kkristal
flamanlarinda RML’'nin kovalent immobilizasyonunu gerceklestirmis ve

immobilizasyon sonrasi optimum sicaklik degerini 50 °C olarak bulmuslardir.

5.1.5 Serbest ve immobilize RML Uzerine Tampon Cézelti

Konsantrasyonunun EtKisi

Serbest ve immobilize RML iizerine tampon ¢dzelti konsantrasyonunun etkisi Sekil

5.4’te verilmistir. Optimum pH ve sicaklikta hem serbest hem de immobilize RML’ler

icin optimum fosfat tamponu konsantrasyonu 50 mM olarak belirlendi. MMT-

RML’nin aktivitesinin serbest ve PVA-RML'ye gére tampon ¢ozelti konsantrasyonu

degisiminden daha az etkilendigi gorildi. PVA-RML'nin ise tampon ¢ozelti
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konsantrasyonu degisiminden serbest enzime gore daha ¢ok etkilendigi saptandi.
MMT-RML'nin degisen tampon c¢o6zelti konsantrasyonlarindan PVA-RML’ye gore
daha az etkilenmesinin sebebi kilin sahip oldugu katyon degisim kuvveti ile

aciklanabilir.
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Sekil 5.4 Serbest ve immobilize RML lizerine tampon konsantrasyonunun etkisi

Kronecki ve digerleri (2020), oktil agaroz iizerine arayiizey aktivasyonu ile RML'nin
immobilizasyonunu gerceklestirmis ve 1 M pH 7 sodyum-fosfat tamponunun
destabilize edici etkisini incelemislerdir. pH 5-9 aras1 1 M NaCl kullanildiginda

sodyum-fosfatin bu olumsuz etkisinin giderildigini tespit etmislerdir.
5.1.6 Serbest ve immobilize RML'nin Depolama Kararlihig:

+4 °C’de depolanan RML, PVA-RML ve MMT-RML'nin aktiviteleri optimum
kosullarda olgtldi. 0. giin yerine baslangi¢ aktivitesi 100 olarak kabul edildi. 7
gliinde bir alinan orneklerde aktivite ol¢iimleri gerceklestirildi. Serbest ve

immobilize RML'lerin depolama kararliklar Sekil 5.5’te verilmistir.

75



120 -
100 -
80
60
40
20

Bagil Aktivite (%)

0 7 14 21 28 35 42
Zaman (gin)

Serbest RML MMT-RML —a—PVA-RML

Sekil 5.5 Serbest ve immobilize RML’'nin depolama kararlilig1

Serbest enzim ticari olarak hazirlanmis preparattan kullanildigi i¢cin yiiksek
safliktadir ve aktivitesini koruyucu maddeler icerdiginden 6l¢iim siiresi boyunca
yiiksek depolama kararliligina sahiptir. immobilizasyon islemi sirasinda enzimde
bulunan stabilizatorlerin destege baglanmamasi nedeniyle depolama siiresi
boyunca immobilize enzimlerin aktivitesinde azalmalarin meydana gelmesi
beklenen bir sonugtur. 21. glinde her iki immobilize form icin de aktivitenin %80’lik
kismin1 koruduklar: goriildi. 42. glinde PVA-RML’nin aktivitesi tiikenirken MMT-
RML 9%23,83 aktivite gosterdi. Depolama siiresi boyunca MMT-RML'nin PVA-
RML’ye gore daha uzun sire baslangi¢ aktivitesini korumasinin sebebi, enzim
molekiillerinin kilin gézeneklerine tutunmasi sayesinde kagisinin 6nlenmesi olarak
aciklanabilir. Adsorpsiyon tekniginde baglanma kuvvetleri zayif olmasina ragmen,
lipazin hidrofobik destege kiimiilatif olarak sikica tutunmasindan dolay:1 baslangi¢
aktivitesinin daha uzun siire korundugu diisiinilmektedir. Michaux ve digerleri
(2010), mezoporoz silika materyaline immobilize ettikleri RML'nin +4 °C’de
depolama kararhiligini incelemis ve 4 ay sonunda baslangi¢ aktivitesinin %47’sini

korudugunu belirtmislerdir.
5.1.7 Serbest ve immobilize RML'nin Termal Kararlihg:

Serbest RML’'nin termal kararlilig Sekil 5.6’da verilmistir. Serbest RML'nin termal
kararlilig1 calismalarinda 35 °C’de ilk 15 dakikada, 45 °C’de ilk 10 dakikada, 55 °C’de

76



ise ilk 5 dakikada aktivitede degisiklik olmazken, 65 °C’de 15. dakikanin sonunda
aktivitenin baslangi¢ aktivitesinin yaklasik %36’sina indigi goruldu. Serbest enzim
30 dakikanin sonunda, 55 ve 65 °C’lik sicakliklarda aktivitesinin tamamim
kaybetmistir. 35 ve 55 °C sicakliklarda ise bu deger yaklasik %73 ve %61 olarak
hesaplanmistir. Serbest halde bulunan enzimin sicaklik degisikliklerinden kolayca
etkilenerek aktif bolge konformasyonunun bozuldugu bilinmektedir. Bunun sonucu
olarak substrati ile etkilesememesi nedeniyle aktivitesinin sicaklikla azaldig1 ve
hatta denattire oldugu bilinmektedir. de Vasconcellos ve digerleri (2012), tiim zeolit
enzim komplekslerinin, baslangi¢ aktivitelerinin yaklasik % 100'ini koruyarak
ayni davranisi gosterdigini, ancak serbest RML'nin, 5 saatlik inkiibasyon siiresinden
sonra baslangi¢ aktivitesinin %40'in1 kaybettigini bildirilmistir. Mohammadi ve
digerleri (2015), serbest RML'nin, 50 °C’'de 24 saatlik inkiibasyondan sonra
baslangi¢ aktivitesinin %85'ini kaybettigini bildirmistir. Diger yandan, kovalent
olarak immobilize edilmis RML preparatlarinin 50 °C’de stabilitesinin iyi oldugu
tespit edilmis ve aktivitesinin tamamini 24 saatlik inkiibasyondan sonra
korumustur. Abdul Manan ve digerleri (2018), serbest RML'nin 70 °C’de inaktive
oldugunu, Mohammedi ve digerleri (2018), silika-RML ve SBA-RML’nin 65 °C’de
aktivitelerinin sirasiyla %28 ve %62'sini koruyabildigini, serbest enzimin ise

inaktive oldugunu bildirmislerdir.
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Sekil 5.6 Serbest RML'nin termal kararhligi
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Sekil 5.77de  MMT-RML'nin termal kararhlhg grafigine gore calisilan tiim
sicakliklarda ilk 20 dakikada enzim aktivitesinde herhangi bir degisiklik olmazken
30. dakikanin sonunda 35, 45 ve 55 °C’lerde elde edilen aktivite degerleri sirasiyla
baslangi¢ aktivitesinin yaklasik %72, %80, %86 ve %55’i olarak hesaplanmistir.
Artan sicakliklara ragmen enzim aktivitesinde 6nemli bir degisiklik olmamasinin
sebebi, immobilizasyon ile enzimin aktif bélgesinin korunmasi ile agiklanabilir. Ayni
zamanda artan sicakliklarda kilde bulunan sisme suyu, go6zenek suyu ve
adsorplanmis olan suyun dehidratasyona ve yapiya bagh kristal suyun
dehidroksilasyona ugramasi nedenleriyle kilin yapisinda meydana gelen
fizikokimyasal degisikliklerle hidrofobikligi artmistir. Sicaklikla artan 6zgiil yiizey
alani, 0zgiil gozenek hacmi, gézenek boyut dagilimi gibi adsorplama 6zellikleri de

degismektedir (Yal¢in, 2010).
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Sekil 5.7 MMT-RML'nin termal kararhligi

Sekil 5.8'de verilen PVA-RML’nin termal kararhhg1 grafigine gore 35 °C’de ilk 15
dakika, 45 °C'de ilk 10 dakika, 55 ve 65 °C’lerde ise ilk 5 dakikada immobilize
enzimin aktivitesi korunmustur. PVA-RML i¢in optimum sicaklik degeri olan 45
°C’'de, 30 dakika inkiibasyon siiresi sonunda dahi enzimin baslangi¢ aktivitesinin
yaklasik %63’linli korudugu goriilmiistiir. 30 dakika sonunda 35, 45 ve 55 °C’lerde
bu degerler sirasiyla yaklasik %40, %23 ve %35 olarak hesaplanmistir. PVA jelleri
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ylksek sicakliklarda ve sulu ortamda hazirlanan hidrofilik jellerdir. PVA-RML'nin
aktivitesinin azalmasi yiiksek sicakliklarda jelden enzim kagisiyla aktif bolgesinin

daha az aktif konformasyona gecisiyle agiklanabilir.
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Sekil 5.8 PVA-RML'nin termal kararliligi

35 ve 45 °C gibi diisiik sicakliklarda serbest ve immobilize enzimlerin ilk 15 dakika
boyunca aktivitelerinde 6nemli bir degisiklik gozlenmezken, ytliksek sicakliklarda,
beklenildigi gibi, immobilize enzimlerin baslangi¢ aktivitelerini serbest enzime gore
daha basarili bir sekilde korudugu, serbest enzimin aktivitesinin ise bu sicakliklara
dayanamadigi goriilmiistiir. 55 ve 65 °C’lerde serbest enzim 30 dakikanin sonunda
inaktive olurken, MMT-RML bu sicakliklarda sirasiyla baslangi¢c aktivitesinin
yaklasik %86 ve %55’ini korumustur. Yildirim ve digerleri (2019), RML'nin altigen
sirali nano gozenekli aliminyum oksit membranlarinda (RML-Al203-NP)
adsorpsiyonu ile ve 6nceden sogutulmus asetonda mikron biiytkligiinde potasyum
sulfat kristalleri (K2S04) tizerinde RML'yi ayni anda ¢okertmek suretiyle protein
kapli mikro kristallerle (RML-PCMC'ler) yapilan immobilizasyonu ¢alismasinda
serbest ve immobilize enzim preparatlarinin termal kararhiligini1 40 °C ve 50 °C‘de
denemislerdir. 0-30 saat inkiibe edilen enzim preparatlarinin aktiviteleri optimum
kosullarda incelenmis ve 40 °C’de 24 saatlik inkiibasyon sonucunda serbest enzimin

aktivitesinin %46’sin1 korurken RML-Al203-NP ve RML-PCMC'lerin sirasiyla %81 ve
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%91 korudugu tespit edilmistir. 50 °C’'de 24 saatlik inkiibasyon sonucunda ise
serbest enzim, RML-Al203-NP ve RML-PCMC'ler icin aktivite kayiplari sirasiyla %93,

%21 ve %12 olarak bulunmustur.
5.1.8 immobilize RML'nin Tekrar Kullanilabilirligi

MMT-RML ve PVA-RML optimum kosullar altinda tekrar kullanilabilirlik agisindan
karsilastirildi. Sekil 5.9'da gorildugu gibi MMT-RML ve PVA-RML, dort tekrar
kullanimdan sonra baslangi¢c aktivitelerinin sirasiyla % 87'sini ve% 65'ini
sergilemistir. MMT-RML'nin PVA-RML’ye gore daha yiliksek bagil aktivite
gostermesi hidrofobik destege adsorpsiyon metoduyla immobilize olan enzimin
immobilizasyon sonrasi aktif bolgesinin 6niinde substrat ile baglanmaya engel
teskil eden ve kapak olarak ifade edilen polipeptid zincirinin ortadan kalkarak
enzimin katalize uygun hale gelmesiyle agiklanabilir. Artan yeniden kullanim
sayilarina gore hem aktif bolgenin daha fazla korunmasi hem de adsorpsiyonda
etkili baglanmalarin zayif etkilesimler olmasina ragmen kilin goézeneklerine
kiimtlatif olarak baglanmis olan enzimin destek materyali ilizerinde daha iyi
tutunmasi sebepleri nedeniyle MMT-RML'ye ait bagil aktivite degerleri PVA-
RML'den daha yiiksektir.
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Chen ve digerleri (2017), klorometil islevli Fes04 nanoparcaciklarl tizerinde
immobilize edilmis Candida rugosa lipazinin p-NPP'nin hidrolizi i¢in 10 kez tekrar
kullanildiktan sonra baslangi¢ aktivitesinin % 69,8'inden fazlasin1 korudugunu
gostermistir. Pitzalis ve digerleri (2018), RM@ZIF-8LR'yi, p-nitrofenil biitiratin
hidrolizi i¢in yeniden kullandiklarinda, ikinci reaksiyon dénglisiinde baslangi¢
aktivitesinin sadece %30'unu korudugunu ve tgiincii donglide tamamen inaktif
hale geldigini bildirmistir. Yildirim ve digerleri (2019), nano gozenekli aliminyum
oksit membranlarn tlizerine (RML-Al203-NP) adsorpsiyon teknigi ile protein kaph
mikro kristaller (RML-PCMC'ler) seklinde immobilize edilmis RML'lerin kismi
aktivitelerini 10 kez tekrar kullanimdan sonra baslangi¢ aktivitelerinin sirasiyla %

84'li ve %86's1 oldugunu bildirmistir.

5.1.9 Serbest ve immobilize RML'nin Aktivitesi Uzerine Iyonlarin ve

Deterjanlarin Etkisi

Serbest RML'nin aktivitesi iizerine +1, +2 ve +3 degerlikli katyonlarin farkh
konsantrasyonlarinin etkisi Sekil 5.10°da verilmistir. Na*, Ca2?*, Mg2* ve Mn?*
iyonlari, calisilan tiim konsantasyonlarinda serbest enzimin aktivitesini arttirici
etki gostermistir. Na*'un 2 M’'lik ¢6zeltisi serbest enzimin aktivitesini %348,75
arttirmistir. Mn2+ iyonunun ayni konsantrasyonu serbest enzimin aktivitesini
%503 arttirmistir. Ca?* icin 0,5 M’lik konsantrasyonda bu artis %256,72 kadardir.
1 M Mg?+ varhiginda serbest enzimin aktivitesi %573,05 artis gostermistir. (NH4)*
ve Fe3*'in 0,5, 1 ve 2 M’lik konsantrasyonlari serbest enzimin aktivitesinde artisa
sebep olurken bu iyonlarin 3 M'lik ¢ozeltilerinin serbest enzime ilavesi aktiviteyi
azaltmistir. 3M (NHa4)* ve Fe3* icin serbest enzimin aktivite degerleri sirasiyla
%384,95 ve %90 olarak bulunmustur. 1M (NH4)* varliginda serbest enzimin
aktivitesi %211,17 iken 0,5 M Fe3*varliginda bu deger % 475,76’ya ulasmistir. Cuz*
iyonunun 2 ve 3 M konsantrasyonlara sahip c¢ozeltilerinin serbest enzime
ilavesinin enzimi inaktive ettigi gézlemlenmistir. Fe2* iyonunun 2 M’lik ¢ozeltisi
serbest enzimin aktivitesinde %135,96'lik artisa sebep olurken 3M
konsantrasyona sahip olan ¢ozeltisi enzimi inaktive etmektedir. Zn2+ ve Al3*
iyonlarinin tiim konsantrasyonlar1 serbest enzimi inaktive etmistir. 0,1465x10-3

U/mg olan enzim aktivitesi Zn2* iyonunun 0,5, 1, 2 ve 3 Mk artan
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konsantrasyonlarinda sirasiyla 0,0123x10-3, 0,0353x10-3, 0,0322x10-3 ve
0,00234x10-3 U/mg degerlerine inmistir. Al3*'un artan konsantrasyonlarinda ise
bu degerler sirasiyla 0,0558x10-3, 0,0384x10-3,0,0363x10-3 ve 0,0324x10-3 U/mg’a
inmistir. Iyonlarin c¢esitli konsantrasyonlar1 varhginda 6lgilen enzim
aktivitelerinde en yiiksek aktivite Mg2* iyonunun 1 M’lik konsantrasyonunda
gozlenmistir. Enzimin iyon varligl olmadan 6l¢iilen aktivite degeri 0,1465x10-3
U/mg iken, 1M Mg2* varliginda bu deger yaklasik 5,7 kat artis gostererek
0,8394x10-3 U/mg’a ulasmistir. Bu sonuglar metal iyonlarinin ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarinin enzimin aktif konformasyonunu bozarak inhibe edici etki
yaptigin1 gostermektedir. Ozellikle Ca2* iyonunun diisiik konsantrasyonlarinin
lipaz enzimlerinin aktif konformasyonunu sabitleyerek substratla etkilesimini
arttirdigl bilinmektedir. Bunun sonucunda Ca?* iyonlar1 aktiviteyi arttirici bir etki
gostermektedir. Ayrica Ca2* iyonlari lipaz enziminin termal stabilitesini de arttirici
etkiye sahiptir (Qin, Zhao, Wu, & He, 2016). Serbest RML'nin 0,1465 x10-3 U/mg
olan aktivite degeri, Ca%* iyonlarmnin 0,5, 1, 2 ve 3 M’lik konsantrasyonlari
varliginda sirasiyla 0,376x10-3, 0,3147x10-3, 0,2175x10-3 ve 0, 0,2041x10-3 U/mg
olarak bulunmustur. Qin ve digerleri (2016), 60 °C‘de 10 dakikada inaktive olan
Pseudomonas stutzeri lipazinin Ca?”un 10 mM’lik c¢6zeltisinin varliginda
inaktivasyon stiresinin 60 dakikaya ¢iktigini tespit etmistir. Qin ve digerleri, bunun
sebebini kalsiyum iyonlarinin lipaz enziminin konformasyonunu yeniden
diizenleyerek daha ytliksek konformasyonel ve termodinamik stabiliteye sahip
olmasini saglayan (3-tabakalarinin artmasina sebep olmasiyla aciklamaktadir. Qin
ve digerleri ayrica, lipaz enziminin Ca?* iyonlarinin varhiginda ilave etkilesimlere
girerek, Ca?+* iyonlar1 yoklugunda esnek halde olan bir bolgeyi stabilize ederek
enzimin a¢ik konformasyonunu sabitledigi ve substratin baglanma olasiligin
arttirdigini ifade etmistir. S6zii gecen ¢alismada, Li* ve Mg2+ iyonlarinin 1 mM’lik;
Cu?*, Mn2* ve Fe?* iyonlarinin 10 mM’lik; Ca%* ve Zn2* iyonlarinin ise her iki
konsantrasyondaki ¢ozeltilerinin enzim aktivitesini arttirici etki gosterdikleri
tespit edilmistir. Benzer sekilde Komakazu ve digerlerinin (1986),
Saccharomycopsis lipolytica lipaz1 ile yapmis oldugu calismada, 0,01 M CaClz
cozeltisinin enzim aktivitesini arttirici etki gosterdigi tespit edilmistir. Kalsiyum

haricinde Mg, K ve Al'un Cl ile yapmis oldugu bilesikleri enzim aktivitesini arttirici
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etki gostermistir. Sharon ve digerleri (1998), Pseudomonas aeruginosa KKA-5
lipazi Gizerine Ca%* ve Mg?* iyonlarinin aktive edici etkisi oldugunu bulmustur.
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Sekil 5.10 Serbest RML'nin aktivitesi lizerine katyonlarin etkisi

Sekil 5.11’"de MMT-RML'nin aktivitesine katyonlarin etkisi verilmistir. Calismada
kullanilan katyonlarin ¢alisilan tim konsantrasyonlarinin MMT-RML'nin
aktivitesini diistiriicii etkide bulundugu gozlemlendi. Iyonlar varliginda MMT-RML
orneklerinin aktivitelerinde meydana gelen azalmalara ragmen 3M Ca?* varliginda
enzim %45,99 aktivite gdstermistir. Bu sonug, Ca?* iyonlarinin lipaz enzimleri i¢in
konformasyonel stabiliteye saglamis oldugu katkiy1 destekler niteliktedir. Dogal
tabakali bir altiminosilikat olan montmorillonit, hem katyonlar1 hem de anyonlari
adsorbe etme yetenegine sahip iki aktif bolge icerir. Katyon adsorpsiyonu,
aliminosilikat tabakalarindaki alkali veya toprak-alkali metal katyonlarinin
esdeger miktarda adsorptif katyonlar ile degistirilmesi seklinde gerceklesen iyon
degisim mekanizmasi ile meydana gelir (Kon’kovaa & Ryseva, 2020). Hidrofobik
destege adsorbe olduktan sonra aktif konformasyonu sabitlenen RML, cesitli
katyonlarin varliginda katyon degisim kapasitesine sahip destek iizerinden

desorbe olarak substrati ile etkilesmesine engel teskil eden ve kapak olarak
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isimlendirilen polipeptid zincirinin aktif bélgesini kapatmasiyla daha az aktif olan
konformasyonuna gecis yapmistir. Bu desorpsiyon sonucunda katyonlarin diisiik
konsantrasyonlarinda dahi MMT’'nin katyon adsorpsiyonu gerceklestirmesiyle
enzim aktivitesinde azalma meydana gelmistir. Lipaz aktivitesini arttiric1 etkiye
sahip oldugu bilinen Ca?* iyonlarinin artan konsantrasyonlarinda katyon degisimi
ile desorbe olarak serbest hale gecen enzimin aktivitesini kismen arttirdig:
goriilmektedir. Ca2*nin 3M’lik konsantrasyonunda dahi 1,1942x10-3 U/mg’lk
aktivite degeriyle MMT-RML'nin iyon etkisi 6ncesindeki 2,5969x10-3 U/mg’lik

aktivitesine erisemedigi gorulmustiir.
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Sekil 5.11 MMT-RML’nin aktivitesi tizerine katyonlarin etkisi

Sekil 5.12’de goruldugu gibi Na*, (NH4)*, Mg?*, Mn?* ve Fe3+* katyonlarinin ¢alisilan
tiim konsantrasyonlar1 PVA-RML’nin aktivitesini arttirici etkisi gozlemlendi. Artan
bu aktiviteler arasinda en yiiksek aktivite degeri Fe3* iyonunun 2M
konsantrasyonunda goézlenmis olup bu deger % 889,92 olarak hesaplanmistir.
Na*, (NHs)* ve Mg2“nin 0,5 Mk konsantrasyonlarinda PVA-RML’nin
aktivitesindeki artis sirasiyla %370,59, %213,81 ve %298,32 olmustur. Ca2+, Cu?+,

Fe2+ katyonlarinin diisiik konsantrasyonlari PVA-RML’nin aktivitesini arttirirken
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yluksek konsantrasyonlarinda aktivitede azalma meydana geldi. Ca2* ve Fe2*
iyonlarinin 0,5 M konsantrasyonlarinda aktivite degerleri %185,07 ve %239,57
olarak bulunmustur. Cu?* ve Mn?*nin 1M’'lik ¢ozeltileri kullanildiginda ise PVA-
RML’nin aktivitesindeki artis sirasiyla %236,12 ve %140,41 olarak hesaplanmistir.
Zn2* ve Al3*'un PVA-RML'nin aktivitesi lizerine etkisi i¢in yapilan ¢alismalarda ise
bu iki katyonun diisik konsantrasyonlarinin aktiviteyi azaltici, yiliksek
konsantrasyonlarda ise inaktive edici etkisi gozlemlendi. Aktivitenin en fazla
oldugu deger, Fe3* iyonunun 2M’lik konsantrasyonunda gozlemlendi. Iyon varhigi
olmadan ol¢iilen aktivite degerinin yaklasik 8,9 kati olan bu maksimum aktivite
degeri 5,1558x0-3 U/mg olarak ol¢lildii. PVA ile uygulanan jelde tutuklama
teknigiyle immobilizasyonda, enzim tasiyiciya veya membrana baglanmamis halde
jel icerisine tuzaklandigl i¢in iyon varliginda MMT-RML’de goriilen desorpsiyon
gibi enzimin aktif bolge konformasyonunu engelleyen etmenlerin olmamasi
nedeniyle ozellikle diisiik konsantrasyonlarda aktivitelerde azalma meydana
gelmemistir. Iyonlarin PVA-RML'nin aktivitesi iizerine arttirici ya da azalticl

etkileri serbest enzimde goriilen etkilere benzer olarak bulunmustur.
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Sekil 5.12 PVA-RML'nin aktivitesi lizerine katyonlarin etkisi
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Sekil 5.13’te deterjan etken maddelerinin serbest enzim aktivitesi iizerine etkisi
verilmistir. %1’lik SDS varliginda serbest enzimin aktivitesi 0,046x10-3 U/mg
olarak hesaplandi. Ayn1 konsantrasyonda Triton X-100 ve Tween 80 ilavesiyle
serbest enzimin aktiviteleri sirasiyla 0,084x10-3 ve 0,113x10-3 U/mg olarak
hesaplandi. Serbest enzim anyonik bir yiizey aktif madde olan SDS ile etkilestikten
sonra baslangi¢ aktivitesinin yalnizca %31,24'linti koruyabilmistir. Non-iyonik
aktif maddelerden olan Triton X-100 ve Tween 80 ile muamele edildikten sonra ise
bu degerler sirasiyla %57,14 ve %90,97 olarak bulunmustur. Anyonik ytlizey aktif
maddelerin hidrofilik fonksiyonel gruplari nedeniyle lipaz enziminin aktivitesinde

azalmaya sebep olmasi beklenen bir sonuctur (Qin, Zhao, Wu, & He, 2016).
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Sekil 5.13 Serbest RML'nin aktivitesi lizerine deterjan etken maddelerinin etkisi

Sekil 5.14’te deterjan etken maddelerinin MMT-RML’nin aktivitesi lizerine etkisine
ait grafik verilmistir.r MMT-RML'nin aktivitesinin deterjan etken maddelerinden
etkilendigi, %1’lik Triton X-100 varhiginda aktivitesinin %15,65’ini koruyabildigi
hesaplandi. Buna ragmen, c¢alisilan tim deterjanlarin MMT-RML'nin
inaktivasyonuna karsin serbest enzimin aktivite degerlerinden daha yiliksek
oldugu goriildi. MMT-RML, kuvvetli bir inhibitér olarak bulunan Tween-80’in
%71’lik ¢cozeltisiyle muamele olduktan sonra bile 0,156x10-3 U/mg’lik aktiviteye
sahiptir. Serbest RML ise bu kosullar altinda 0,133x10-3 U/mg aktivite

sergilemistir. Katyon varliginda oldugu gibi, iyon degistirici etkiye sahip olan
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MMT’nin SDS gibi anyonik ylizey aktif madde varliginda, enzimi desorpsiyona
ugratarak aktivitesinde azalmaya sebep oldugu diisiiniilmektedir. Enzimin aktif
bolgesinin non-iyonik yiizey aktif maddelerin varligindan etkilendigi soylenebilir.
Serbest RML'nin deterjan etken maddeleri olmadan sahip oldugu aktivite degeri
0,1465x10-3 U/mg, MMT-RML'nin Triton X-100 ile muamele olduktan sonraki
aktivite degeri 0,406x10-3 U/mg’dir. Shibata ve digerleri (1998), deterjan etken
maddelerinin lipaz enziminin N-terminal ucunda bulunan hidrofobik bdélgeyi
aktive ettigini vurgulamistir. Bu etki, MMT’ye immobilize olmus RML'nin deterjan
etken maddeleri ile etkilestikten sonra tasiyicidan desorbe olmasina ragmen
serbest enzime gore daha yiiksek aktivite degerine sahip olmasinin nedenini

aciklamaktadir.
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Sekil 5.14 MMT-RML’nin aktivitesi lizerine deterjan etken maddelerinin etkisi

Sekil 5.15’te goruldiigi gibi deterjan etken maddelerinin PVA-RML’nin aktivitesi
tzerine etkisi MMT-RML'ye gore daha az inaktive edicidir. MMT-RML %1’lik SDS
ilavesi sonucunda 0,1723x10-3 U/mg’lik bir aktivite gosterirken, PVA-RML'nin
SDS’in ayni konsantrasyonunda aktivitesi 0,2263x10-3 U/mg oldu. Serbest enzim
Tween 80 varliginda baslangi¢c aktivitesinin %90,97’sini korurken, PVA-RML
baslangi¢ aktivitesinin %74’linii korumay1 basardi. Bu aktivite degerleri serbest
enzim ve PVA-RML i¢in sirasiyla 0,1332x10-3 ve 0,4285x10-3 U/mg olarak
hesaplandi. MMT-RML'’ye benzer sekilde, tiim ¢alisilan deterjanlarin PVA-RML’nin
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inaktivasyonuna karsin serbest enzimin aktivite degerlerinden daha yiliksek
degerlerde oldugu saptandi. SDS gibi anyonik yiizey aktif maddeler varhiginda
PVA'nin yapisinda bulunan hidroksil gruplar1 H donéri olarak etki etmesinden
dolay1 PVA-RML'nin aktivitesinin SDS varliginda serbest enzime gore daha az

etkilendigi diistiintilebilir (Singh, Shukla, & Agrawal, 2020).
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o

Sekil 5.15 PVA-RML'nin aktivitesi lizerine deterjan etken maddelerinin etkisi

Arana-Pefia ve digerleri (2019), sodyumborhidrit ile indirgenmis oktil-glioksil
agaroz taneciklerine RML’'nin immobilizasyonunu gergeklestirmis ve immobilize
RML’nin aktivitesi lizerine Triton X-100'in %4 (v/v)’lik konsantrasyonunu
denemislerdir. 37 °C’de 30 dakika inkiibasyonu sonunda immobilize enzimin

baslangig aktivitesinin %50’sini korudugu gorilmustiir.
5.1.10 Serbest ve immobilize RML’nin Aktivasyon Enerjileri

Serbest ve immobilize RML’lerin aktivasyon enerjileri Arrhenius denkleminden
yararlanilarak hesaplandi ve sonuglar kcal/mol cinsinden Tablo 5.2'de verildi.
Serbest RML’ye ait aktivasyon enerjisi 2,801144 kcal/mol olarak bulunurken
montmorillonit K-10 tizerine adsorpsiyon teknigiyle immobilizasyon sonrasi
enzimin aktivasyon enerjisinin diiserek 0,929398 kcal/mol’e ulastig1 hesaplandi.
Jelde tutuklama ile immobilizasyondan sonra ise olusan PVA-RML 6rneklerinin

aktivasyon enerjisinin 5,05609 kcal/mol degerine ¢iktig1 gozlemlendi.
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Tablo 5.2 Serbest ve immobilize enzimlerin aktivasyon enerjileri

Serbest RML (kcal/mol) MMT-RML (kcal/mol) PVA-RML (kcal/mol)

2,8011 0,9294 5,0561

Bu sonuclara gore adsorpsiyon yontemi ile enzimin aktif bélgesine substratin
ulagmasinin serbest enzime gore daha kolay oldugu ve enzim-substrat modelinin

daha rahat olustugu sonucuna varildi.
5.1.11 Serbest ve immobilize RML’nin Kinetik Parametreleri

Serbest ve immobilize edilmis lipazlarin hidrolitik aktivitesi, substrat olan p-
NPP’nin degisken baslangic konsantrasyonlari kullanilarak incelendi. Km ve Vmax
gibi kinetik parametrelerin hesaplanmasi icin Michaelis-Menten denklemi
kullanildi.

Tablo 5.1'deki veriler kinetik parametrelerin karsilastirmasini gostermektedir. Km
degeri serbest enzim i¢in 3,9 mM olmasina ragmen, MMT-RML'nin Km degeri 0,22
mM olarak hesaplandi. PVA-RML'’ye ait Km degeri olan 4,0 mM ile serbest enzimin
Km degeri arasinda anlamli bir fark goriilmemektedir. Bu sonuclar, substrat
molekillerinin MMT-RML'nin aktif boélgesine erisiminin hizlandirildigin1 ve
boylece substrat afinitesinin artmasina yol actigini1 gésterdi. Serbest RML i¢in Vmax
degeri 0,35 U/mg protein olarak hesaplandi. MMT-RML ve PVA-RML i¢in ise Vmax
degerleri serbest enzime gore bir miktar daha yiiksek olacak sekilde sirasiyla 0,47
ve 0,40 U/mg protein olarak bulundu. Tablo 5.3'te gosterildigi gibi, PVA-RML
hemen hemen serbest RML ile ayni katalitik verimi sergilerken MMT-RML, serbest
RML'den 23,8 kat daha yiiksek katalitik etki gosterdi. Literatiirde p-NPP'ye karsi
serbest RML icin tahmini Km degeri 1,13 mM olarak bulunmustur (Také, ve
digerleri, 2017). Badjugar ve digerleri (2017), RML'nin HMC:CHI destegine
immobilizasyonunu gerceklestirmistir. Serbest ve immobilize RML icin Km
degerlerini sirasiyla yaklasik olarak 7,34 ve 6,36 mM, Vmax degerlerini ise sirasiyla
yaklasik olarak 65,79 ve 80,65 pmol/mg/dk. olarak bulmuslardir. immobilizasyon
sonrasi katalitik etkinlik %141,45 olurken yarilanma ¢mrii yaklasik 1,44’ten 16,65

gine c¢ikmistir. Yildirim ve digerleri (2019), nano goézenekli aliiminyum oksit
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membranlar1 iizerinde immobilize edilmis RML'nin Km ve Vmax degerlerini,
sirastyla p-NPP icin 2,69 mM ve 0,55 U/mg protein olarak belirlemistir. Bu
calismada Kkatalitik aktivite serbest enzime gore sirasiyla 2,3 ve 3,9 kat artis

gostermistir.

Tablo 5.3 Serbest ve immobilize enzimlerin kinetik parametreleri

Enzimin Km Vmax Katalitik etki orani t1/2
A (mM) (U/mg (Vmax/Km)immobilize (saat)
e /(Vmax/Km)serbest
Serbest RML 3,9 0,35 - 14,2
MMT-RML 0,22 0,47 23,8 48,3
PVA-RML 4,0 0,40 1,1 105,1

Serbest ve immobilize lipazin yarilanma émiirleri 35 °C'de 0 ila 24 saat arasindaki
cesitli zaman araliklariyla arastirildi. Tablo 5.3'te goriildiigii gibi, her iki immobilize
lipaz formu, serbest enziminkinden 6nemli 6l¢ciide daha yiiksek bir yarilanma émrti
gostermistir. 7 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra, serbest lipazin baslangi¢
aktivitesinin % 35'ini kaybetmis olmasina ragmen her iki immobilize lipaz baslangi¢
aktivitelerinin tlimiinii muhafaza etmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra
baslangi¢ aktivite kaybi serbest lipaz icin % 54 iken MMT-RML ve PVA-RML i¢in
karsilik gelen baslangi¢ aktivite kayiplari sirasiyla % 12 ve % 5 olmustur. Serbest
RML, MMT-RML ve PVA-RML icin hesaplanan ti/2 degerleri sirasiyla 14,2, 48,3 ve
105,1 saattir. Bu sonuglar, MMT-RML ve PVA-RML'nin yarilanma omiirlerinin,
serbest lipazdan sirasiyla yaklasik 3,4 ve 7,4 kat daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Elde edilen sonuglar, lipazin PVA icinde kapsiillenmesinin,
denatiirasyon veya deaktivasyondan korumak icin bir barinak olusturdugunu
acikca gostermektedir. Enzim kalabaliklasmasi ayrica enzim stabilitesi iizerinde
pozitif veya negatif etkiye sahip olabilir (Zaak, ve digerleri, 2017). Lipaz molekiilleri
PVA-RML'de birbirine yakin olabilir ve bu nedenle enzim stabilitesi artabilir ya da
substratin enzimin aktif bolgesine ulasmasi zorlasabilir. Mohammadi ve digerleri

(2015), serbest RML'nin 50 °C'de 24 saatlik inkiibasyondan sonra baslangi¢
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aktivitesinin %85'ini kaybettigini, kovalent olarak immobilize formlari, SBA-RML ve
silika-RML'nin 24 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra tiim baslangi¢ aktivitelerini
korudugunu bildirmistir. de Vasconcellos ve digerleri (2012), iyon degisimi sonrasi
zeolit P'yi RML icin immobilizasyon tasiyicisi olarak kullanmistir. Serbest RML'nin
baslangi¢ aktivitesinin %40'im1 kaybettigini 44 °C'de 60 dakikalik inkiibasyon
sonrasl immobilize RML ayni kosullarda baslangi¢ aktivitesinin tamamini

korumustur.
5.1.12 immobilize RML’lerin Taramal Elektron Mikroskopisi

Sekil 5.16, immobilizasyondan o6nce ve sonra montmorillonit K-10'un SEM
goruntiilerini gostermektedir. Yetersiz sonuclardan dolayr PVA-RML'nin SEM
goriintileri verilmemistir. Iimmobilizasyon 6ncesi montmorillonit K-10'un yiizey
morfolojisi (Sekil 5.16 (a - ¢)), yiizeyi lipaz molekiilleri ile ytiklendiginde (Sekil 5.16
(d-f)) 6nemli degisiklikler gosterdi.

()

(d)

Sekil 5.16 MMT (a-c) ve MMT-RML'nin (d-f) SEM goriintiileri

Sekil 5.17 MMT’nin immobilizasyondan 6nce, Sekil 5.18 ise immobilizasyondan
sonraki EDS analiz sonuglarin1 gostermektedir. EDS'nin sonucu Si, O, Al'un
immobilizasyon o©ncesi montmorillonit K-10'daki ana elementler oldugunu
gostermektedir. Lipaz immobilizasyonundan sonra, montmorillonit K-10'da C, N, P
ve S elementlerinin bulundugu goézlendi. Sonuglar, enzimin, montmorillonit K-10'a

basariyla immobilize oldugunu gosterdi.
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Bu calismada, RML hafif kosullar altinda adsorpsiyon ve tuzaklama yontemi
kullanilarak bagarili bir sekilde immobilize edilmistir. Immobilizasyon verimleri
sonuglar1 degerlendirildiginde tezde c¢alisilan MMT-RML ve PVA-RML icin
immobilizasyon verimleri sirasiyla %76,5 ve %44 ile Yildirim ve digerlerinin (2019)
yapmis oldugu RML’'nin aliiminyum oksit ve protein kapli mikrokristallere
immobilizasyonu calismasina gore her iki immobilize form i¢in de daha yiiksek
baglanma yiizdesine sahiptir. Yildirim ve digerlerinin (2019) c¢alismasinda
baglanma yiizdeleri sirasiyla %33,8 ve %25,1 olarak bulunmustur. Immobilizasyon
sonrasl enzimin optimum pH degeri her iki immobilize form i¢in asidik bolgeye
dogru kayma egilimi gdstermistir. Serbest enzim icin 7,5 olan optimum pH degeri
immobilizasyon sonrasi her iki immobilize form i¢in de 7’ye inmistir. Optimum
pH'daki kaymalarin tasiyici materyal ve enzim arasindaki etkilesimlerden
etkilendigi bilinmektedir. MMT’ye glikoz oksidaz enziminin immobilizasyonu ile de
enzimin optimum pH'min 5,5’ten 4’e kaymis olmasi bu bilgiyi desteklemektedir
(Seleci, ve digerleri, 2012). Ayn1 zamanda serbest RML’'nin 7 olarak bulunan
optimum pH degeri silika ile aktiflestirilmis destekler kullanildiginda pH 8'e
ylkselmistir (Mohammadi, Habibi, Gandomkar, & Yousefi, 2018). Bu ¢alismaya
kiyasla MMT-RML'nin pH degisikliklerinden daha az etkilendigi s6ylenebilir. MMT-
RML ve PVA-RML, Mohammedi ve digerlerinin hazirlamis oldugu immobilize silika
RML preparatlarina gore diisiik pH degerlerinde daha yiiksek aktivite gostermistir
(Mohammadi, ve digerleri, 2015). Calismada bulunan optimum sicaklik degerleri
serbest RML, MMT-RML ve PVA-RML icin sirasiyla 35, 25 ve 45 °C’dir. Bu sonuglar
Abdul Manan ve digerlerinin (2018) yapmis oldugu c¢alisma ile kiyaslandiginda
MMT-RML ve PVA-RML'nin daha diisiik sicakliklarda daha yiiksek aktivite
sergiledigi sonucunu vermektedir. Abdul Manan ve digerlerinin ¢alismasinda
bulunan optimum sicaklik kosulu olan 50 °C’de dahi immobilize RML, MMT-RML ve
PVA-RML'nin bu kosullardaki aktivitesine gore daha diisiik aktivite gostermistir.
Tampon konsantrasyonlarinin immobilize RML’nin aktivitesi lizerine literatiirde
benzer bir calismaya rastlanmazken tezde ¢alisilan her ti¢ RML formu i¢in optimum
tampon konsantrasyonu 50 mM olarak bulunmustur. 0,1 M pH 7,5 sodyum-fosfat
tamponunda ise aktivite degerleri RML, MMT-RML ve PVA-RML icin sirasiyla
%53,34, %74,33 ve %45,09 olarak bulunmustur. Kronecki ve digerleri (2020), 1 M
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pH 7 sodyum-fosfat tamponunun enzimi destabilize edici etkisi oldugunu ve bu
etkinin pH 5-9 1 M NaCl ile giderilebilecegini vurgulamistir. Depolama kararhliklari
incelendiginde Immobilize RML'lerin 3 hafta sonunda hala baslangig aktivitelerinin
%380’ini korudugu gorilmistiir. Michaux ve digerleri (2010), yaptiklar1 ¢galismada 1
ay sonunda immobilize RML'nin baslangic aktivitesinin yaklasik %70’ini
koruyabildigini gdstermislerdir. Immobilizasyondan sonra RML'nin termal
stabilitesi onemli olciide artis gostermistir. MMT-RML 65 °C'de 30 dakika
inkiibasyon sonrasi bile baslangi¢ aktivitesinin yaklasik %55’ini korurken ayni
kosullarda PVA-RML'nin baslangi¢c aktivitesinin yaklasik %35’ini sergiledigi
gorulmistir. Mohammedi ve digerleri (2018), 65 °C’de inaktivasyona sokulduktan
sonra immobilize enzimlerin baslangi¢ aktivitelerinin %62-28 araliinda
korundugunu tespit etmistir. Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirlikleri
incelendiginde MMT-RML ve PVA-RML i¢in sirasiyla dort tekrar kullanimdan sonra
baslangi¢ aktivitelerinin % 87'sini ve %65'ini koruduklar1 gérilmistir. MMT-
RML'nin, PVA-RML'den daha iyi tekrar kullanilabilirlik performansi sergiledigi
tespit edilmistir. Pitzalis ve digerleri (2018), RM@ZIF-8LR'nin ikinci reaksiyondan
sonra baslangi¢ aktivitesinin ancak %30'unu korudugunu ve {giincii tekrar
kullanimda ise inaktive oldugunu bildirmistir. Mohammedi ve digerleri (2015),
dordiinci kullanimda SBA-RML ve silika-RML i¢in sirasiyla baslangig¢ aktivitelerinin
%74 ve %65’ini korudugunu bildirmislerdir. Na*, Ca?*, Mg2* ve Mn?* iyonlari,
calisilan tim konsantasyonlarinda serbest enzimin aktivitesini arttirici bir etki
gostermistir. (NH4)*, Fe3*'in 0,5, 1 ve 2 M’lik konsantrasyonlar1 ve Fe2* iyonunun 2
M’lik konsantrasyonu serbest enzimin aktivitesinde artisa sebep olmustur. Na*,
NHa4*, Mg2+, Mn?* ve Fe3* katyonlarinin ¢alisilan tiim konsantrasyonlar1 PVA-
RML'nin aktivitesini arttiric1 etkisi gozlemlenmistir. Ca%*, Cu?*, Fe2* katyonlarinin
diisiik konsantrasyonlar:i da PVA-RML’nin aktivitesini arttirmistir. %1’lik Tween 80
ilavesiyle PVA-RML'nin aktivitesinin yaklasik %74'tinli korumaya devam ettigi
gorulmustir. RML, MMT-RML ve PVA-RML icin aktivasyon enerjileri sirasiyla
2,8011, 0,9294 ve 5,0561 kcal/mol olarak bulunmustur. MMT’ye immobilizasyonu
sonrasi RML'nin aktivasyon enerjisinde 3,014 katlik bir azalma meydana gelmistir.
Km degerleri RML, MMT-RML ve PVA-RML icin sirasiyla 3,9, 0,22 ve 4 mM olarak

bulunmustur. RML'nin MMT’ye immobilizasyonu sonrasi1 Km degerindeki azalma
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17,73 kat kadardir. Badjugar ve digerleri (2017), immobilizasyon sonras1 RML'nin
Km degerindeki azalmayi yalnizca 1,15 kat olarak bulmuslardir. Yildirim ve digerler
(2019) ise immobilizasyon sonrasi Km degerinin yalnizca 2,69 mM'a kadar indigini
gozlemleyebilmistir. RML, MMT-RML ve PVA-RML i¢cin maksimum reaksiyon hizlari
U/mg protein cinsinden sirasiyla 0,35, 0,47 ve 0,4 olarak hesaplanmistir. Yildirim ve
digerleri (2019), immobilize RML i¢in Vmax degerini 0,55 U/mg protein olarak
hesaplamistir. Katalitik etkinlik acisindan MMT’ye immobilize olmus RML’nin
serbest enzime gore 23,8 kat artis gosterdigi gorilmektedir. RML, MMT-RML ve
PVA-RML icin yarillanma oOmiirleri sirasiyla 14,2, 48,3 ve 105,1 saat olarak
bulunmustur. Bu sonug¢lar PVA-RML'nin yarisinin bozulmasi i¢in gegen siirenin
serbest RML'ninkine oraninin 7,4 kat daha uzun oldugunu géstermektedir. MMT-
RML icin ise bu oran serbest enzime gore 3,4’tiir. Yildirim ve digerleri (2019), 40
°C’de yarilanma 6miirlerini serbest enzim i¢in 19, immobilize enzimler i¢in ise 78 ve
87 saat olarak hesaplamistir. Bu sonuglar goz ontine alindiginda PVA-RML’nin
yarisinin bozulmasi i¢in ge¢mesi gereken zamanin ¢ok daha uzun oldugu

soylenebilir.

Bu tez calismasinda, endiistriyel oneme sahip RML'nin dogal ve non-toksik
desteklere, kolay uygulanabilir, dusiik maliyetli iki farkl teknikle immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. Immobilizasyon islemleri sonucu baglanma literatiirdeki 6rnek
calismalara gore oldukca etkin bir seklide gerceklesmistir. pH degisimlerinden az
etkilenen ve diisiik sicakliklarda dahi yiiksek aktiviteye sahip bu iki immobilize RML
formu, optimum sicaklik kosullar1 yiiksek olan benzer immobilize lipazlarin bu
optimum kosullarinda dahi daha yiliksek aktivite sergilemistir. Uzun siire
depolanabilme kapasitesi, tekrar kullanilabilirligi ve ytliksek termal stabilitesiyle
literattirdeki diger benzer ¢alismalarin bir adim 6tesinde olan bu iki immobilize
RML pek ¢ok iyon ve ylizey aktif maddeden minimum diizeyde etkilenmis, 6zellikle
PVA-RML'nin aktivitesi pek ¢ok katyon varlifinda artis gostermistir. MMT’ye
immobilize olan RML'nin aktif konformasyonunun sabitlenmesi ile aktivasyon
enerjisinde onemli dl¢lide azalma meydana gelmesine ragmen PVA’ya immobilize
olan enzim icin boyle bir avantajdan s6z edilememektedir. Bunun 6ntine gegmek icin
PVA’'ya immobilize edilmeden o6nce enzimin farklhi yontemlerle aktif
konformasyonuna sabitlenmesi denenebilir. Aktivasyon enerjisinin azalmasina
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sebep olan aktif konformasyona gecis ile benzer bir etkiyle MMT’ye immobilizasyon
sonucu RML’'nin Km degerinde 6nemli 6l¢lide bir azalma meydana gelmistir. Vmax
degerlerinde immobilizasyon sonrasinda ¢ok 6énemli bir farklihik goézlenmezken
MMT’ye immobilizasyon sonrasi enzimin katalitik etkinligi 6nemli o6l¢ude artis
gostermistir. Her iki immobilize formun yarilanma 6miirleri serbest enzime gore

artis gosterirken PVA-RML’de bu artis goz ardi edilemeyecek kadar fazla olmustur.

Yiiksek tampon ¢ozelti konsantrasyonundan minimum diizeyde etkilenmesi, yliksek
sicakliklarda dahi baslangi¢ aktivitesini korumasi, aktivasyon enerjisi ve Km
degerinin dusukligi, katalitik etkinliginin ve yarilanma omriiniin serbest enzime
gore yukselmesi MMT-RML'nin basarili bir immobilize enzim oldugunu
gostermektedir. PVA-RML icin ise bu tstiinliikler katyon varliginda gostermis
oldugu dayaniklilik, diisiik sicakliklarda dahi yiliksek enzimatik aktiviteye sahip

olmasi ve oldukea yiiksek yarilanma émriidiir.

immobilizasyon ile hidroliz reaksiyonlarinda serbest enzime gore cesitli
parametrelerde uistlinliiklerin elde edilmesi endiistriyel agidan degerlendirildiginde
ozellikle gida, deterjan, ila¢ gibi sektorlerde enzimin aktivasyon enerjisinin ve Km
degerlerinin azalmasi ile reaksiyon stirelerinin kisaltilmasi ve reaksiyonun
kolaylasmasi, immobilize  enzimin  reaksiyon  ortamindan  kolaylikla
uzaklastirilabilmesi, liriin olusumunun kontrol altina alinmasi ve atik sivi
miktarlarinin azaltilmasj, tekrar kullanimda aktivitede kayiplarin en aza indirilmesi
ve enzimin yarilanma omriinde artisla maliyetin azaltilmasi, enzimin iiretim
kosullarina dayaniklilik gostermesi, diisiik ve yliksek sicakliklarda aktivitede artis
meydana gelmesi ile tiretim veriminin arttirilmasi, enzimin kararliliginin artmasi ile
cok basamakli ve stirekli islemlere uygulanabilirliginin artmasi gibi agilardan umut

vericidir.

Calismada elde edilen sonuglarin yararlilig1 g6z 6niinde bulundurularak kullanilmig
olan immobilizasyon metodlarinin gelistirilmesi, enzimin farkh tasiyicilara
immobilize edilmesi, substrat spesifikliklerinin belirlenmesi, hidoliz reaksiyonunun
deterjan, gida ve ila¢ endiistrisi gibi endiistrilere olan katkilarinin incelenmesi, lipaz
enziminin hidrolizden farkh olarak esterifikasyon, transesterifikasyon, asidoliz,

aminoliz ve alkoliz reaksiyonlari ile immobilizasyonun tstiinliiklerinin test edilmesi
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ile devam ettirilebilir. Reaksiyon ¢esitliligi tistiinliigliniin immobilizasyon ile devam
ettigi durumlarda transesterifikasyonla immobilize enzim ile biyodizel liretimi, stit
ve sit Urilnleri ile alkollii igeceklerin liretimi ve aroma artirinmina faydasi, yag
analoglarinin ve saglikli yiyeceklerin liretilmesi; esterifikasyonla zirai kimyasallarin
ve kozmetik krem ve yaglarin tretimi gibi endiistriyel 6lcekte immobilize RML

preparatlarinin c¢esitli parametreleri incelenebilir.
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