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OZET

Anahtar Sozciikler: Lipaz, hint yagi, risinoleik asit, agaroz taneleri, immobilizasyon

Enzimlerin organik hidroliz ve doniigiimler i¢in biyokatalizorler olarak kullanilmasi,
molekiiler tantma ve secici kataliz gibi bir¢ok avantaj saglar. Lipaz, triagilgliserol
acil hidrolaz, hidroliz ve transesterlesme reaksiyonlar1 i¢in en ¢ok kullanilan
enzimlerden biridir. Bu ¢alismada, lipaz kovalent baglanma yoluyla agaroz
boncuklar iizerine immobilize edildi ve hint yaginin etanol ortaminda hidroliz/
transesterlesmesini katalize etmek icin kullanildi. Hint yagi, hafif kosullarda bir
risinoleik asit ve risinoleik asit esterleri liretmek i¢in hint yaginin enzimatik hidrolizi
/transesterifikasyonu i¢in bir yag asitleri deposu ve lipazlarin bir trigliseritidir. Etanol
ortaminda, hem hidroliz hem de transesterlesme reaksiyonlarinin her ikisi de olustu.
Immobilize edilmis lipazin aktivitesi, substrat olarak 346 nm'de p-nitrofenoliin
salmmminin Olgiilmesiyle test edildi. Sentezlenen immobilize lipaz, herhangi bir
yiizey aktif cismi ve tuz kullanilmadan oda sicakliginda hint yaginin enzimle katalize
edilen hidroliz/transesterifikasyonu i¢in  kullanilmistir.  Ana  hidroliz  ve
transesterifikasyon triinleri, sirasiyla, risinoleik asit ve etil risinoleat. Maksimum
reaksiyon verimini bulmak i¢in hareketsizlestirme ve hidroliz/transesterlesme
kosullar1 incelenmistir. %90 etanol, diger tampon-etanol karisimindan daha ¢oziicii
olarak kullanildiginda daha iyi sonuglar elde edilmistir. Yetmis iki saatte 1 gram (g)
hint yag1 kullanilarak %87 (%40 risinoleik asit ve %47 etil risinoleat) doniisiim elde
edildi.

ix



INVESTIGATION OF CASTOR OIL REACTIONS WITH
IMMOBILIZED LIPASE ENZYME

SUMMARY

Keywords: Lipase, castor oil, riciniloic acid, agarose beads, immobilization

The use of enzymes as biocatalysts for organic hydrolysis and transformations
provides many advantages, such as molecular recognition and selective catalysis.
Lipase, triacylgliserol acylhydrolase, is one of the most used enzymes for hydrolysis
and transformation reactions. In this study, lipase was immobilized on agarose beads
via covalent bonding and used to catalyze the hydrolysis/transesterification of castor
oil in ethanol medium. Castor oil is a triglyceride of fatty acids and lipases can be
used for enzymatic hydrolysis /transesterification of castor oil to produce ricinoleic
acid/ricinoleoic acid esters under mild conditions. In ethanol medium, both of the
hydrolysis and transesterification reactions were occurred. The activity of
immobilized lipase was assayed by measuring the release of nitrophenol at 346 nm
fromp-nitrophenyl butyrate as substrate. The synthesized immobilized lipase was
used for enzymecatalyzed hydrolysis/transesterifaciton of castor oilat room
temperature without the use of any surfactants and salts. The main hydrolysis and
transesterification products were ricinoleic acid and ricinoleic acid ethyl ester,
respectively. The immobilization and hydrolysis/transesterification conditions were
investigated to find maximum reaction yield. Better results were obtained when 90%
ethanol was used as solvent than other buffer-ethanol mixture. 87% (40% ricinoleic
acid and 47% ethyl ricinoleate) conversion was obtained with using 1.0 g of castor
oil at 72 hours.



BOLUM 1. GIRIS

Insanlar uzun yillar boyunca enzimlerden yararlanmaktadir. Biyoteknolojik kimyasal
degisimlere Ornek olarak bira yapimi, ekmek yapimi, alkol fermantasyonunu
sayilabilmektedir. Milattan o6nce 2000’li yillarda mayalar sarap {retimi igin
kullamlmustir. Islenmemis enzim &zleri, canli organizma kullannmindan ©6nce
kullanilmustir. Incir agacindan elde edilen incir enzimi hakkinda milattan énce 600°1ii
yillara ait Truva destaninda siitiin kesilmesi i¢in ve peynir yapiminda kullanildigi

yazilmistir (Sirin, 2016).

Biyokimya dalinin olusumundan bu yana arastirmalarin biiyiikk cogunlugunu
enzimler {izerindeki calismalar olusturmustur. Midede meydana gelen enzimatik
sindirim lizerine 1760 ile 1825 yillarinda gergeklestirilen 6nemli sayilan denemeler
kataliz olayimi kapsamaktadir. Berzelius 1835°te ilk olarak belirli bir enzim {izerinde
calismaya baslamustir. /n vivo ile diastazin nisastay1 diger kimyasallara oranla daha
iyi ve daha yiiksek verim alarak hidrolizlemeyi bagarmistir. Enzimlerin yalnizca canli
organizmalarda islev gordiigiinii diisiinen Pasteur, fermantasyon olayinin enzimlerin
yardimiyla gerceklestigini ilk olarak 1860 yilinda ispat etmesiyle birlikte ferment
terimi enzimleri tanimlamak amaciyla kullanilmaya baslanmistir. 1926 yilinda
Summer, ireazi Canavalia ensiformis bitkisinde kristallendirme yontemini
kullanarak protein yapisinda bir bilesik oldugunu belirterek elde etmesi enzimoloji
alaninda &nemli gelismeler arasina girmistir. Ilk baslarda siiphe ile karsilanan bu
sonug, 1930’lu yillarda tripsin, kimotripsin ve pepsin enzimlerini kristallendiren
Northrop’un bunlarin protein yapisinda olduklarmi kesin olarak ispatlamasindan

sonra dogrulanmistir (Keha ve Kiihrevioglu, 2000).

Enzimleri biyolojik reaksiyonlari canli organizmalara zarar vermeyecek 1liml

kosullarda gergeklestiren ve protein yapilarinda bulunan biyokatalizorler olarak



tanimlayabiliriz (Alagéz, 2007). Biitiin proteinlerde oldugu gibi enzimlerin de
monomeri, amino asitlerdir. Canli organizmalar, yasamlarin1 devam ettirebilmek i¢in
bircok biyokimyasal reaksiyonlardan mesuldiirler (Stimengen, 2011). Enzimler,
kimyasal reaksiyonlar1 yiiksek bir secicilikle katalizlerler ve oldukg¢a yiiksek
verimlilikle iriin elde edilmesini saglarlar. Bu kimyasal reaksiyonlar, biitiin canl
organizmalarin temel metabolik reaksiyonlaridir. Enzimler endiistriye, hizl, etkili ve
daha ekonomik biyokatalitik doniistiiriiciiler saglarlar (Beilen ve Li, 2002).
Enzimlerin avantajlari, yiiksek katalitik etkinlikleri ve sahip olduklar1 6zgiinliikleri
sayesinde ortaya cikar. Istenilen son iiriiniin saglanmas1 ve istenmeyen yan iiriin
olusumunu engellemek i¢in enzimlerin substratlara karst yiiksek segicilik
gostermeleri kullanilabilir. Ayrica enzimler, katalizlenmemis reaksiyonlara kiyasla
reaksiyon hizim 107-10"® kez arttirirlar. Katalizledikleri reaksiyonlar arasinda,
literatiirlerde bulunan organik kimya metotlariyla ulasilamayan, kompleks kimyasal
transformasyon reaksiyonlar1 vardir. Bu durum enzim c¢esitlerini biyoteknolojik
kullanimlar i¢in son derece 6nemli hale getirmistir (Berg ve ark., 2002). Tiim bu
ozellikleri dolayistyla 1960 yilindan bu yana enzimlerin endiistriyel kataliz olarak
kullanimlar1 artmaktadir (Siimengen, 2011; Oz¢dmlekci, 2006). Genis uygulama
alanina sahip enzimler, sanayilerde kullanim amagli, analitiksel amacl, tipta bulgu,

tedavi ve ila¢ diizenlemelerinde kullanilmaktadir (Stimengen, 2011; Alptekin, 2009).

Enzimlerin fiziksel olarak bir yere tutuklanmasi ya da yerlestirilmesi ile beraber
katalizleme giiciiniin korunmasi ve bunlarin yaninda siirekli yenilenebilir olmasini
saglamak  olarak  enzim  immobilizasyonunu  tamimlayabiliriz.  Enzim
immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicinin  fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
immobilize enzimin performansini (6rnegin; aktivitesini, kararliligini, seciciligini)
direkt olarak etkilemektedir. Secilen tasiyicilar reaktif degil ise yardimci bir reaktif
yardimiyla aktiflestirilmesi gerekir. Aktiflestirilmis desteklerdeki enzimlerin
immobilizasyonunda diisiilk immobilizasyon etkinligi ve enzim kararliliginda artis
veya azalis meydana gelebilmektedir (Stimengen, 2011; Alptekin, 2009; Hiirrem,
2010).

Lipazlar hidrolaz bdliimiinde bulunan triacil gliserol ester hidrolazlar olarak



tanimlanabilirler ve hayvan, bitki ve mikrobiyal yaglarin ana bileseni olan mono, di
ve triacilgliserollerin karboksil ester baglarinin hidrolizini katalizlerler. Hidroliz
sonucunda alkoller ve karboksilik asitler meydana gelir (Bakkal, 2006). Enzimler
biyoteknoloji alaninda kullanilir ve bunlarin asagr yukari %25°1t lipazlardir
(Benjamin, 1998; Mutlu 2006). Sanayi alanindaki lipaz uygulamalar1 bugiin bile
Ozgiirce kullanilmasina ragmen yeni ¢agda bile enzimlerin yenilenebilir olmasi ile
ilgili teknoloji alanindaki izlenecek yollarin olumlu yonde finanse edebilmek ve sik
kullanilan enzimatik proseslerde meydana gelen enzim ile {irlin ayrigtirmasinin
olusturdugu olumsuzluklar1 6nlemek amaciyla, lipaz enzimleri immobilize edilir
(Bailey, 1986; Webb, 1992; Benjamin ve Pandey, 1998; Paiva ve ark., 2000; Kamori
ve ark., 2002; Bakkal 2006).

Hint yag1 (HY), diisiik maliyeti, dislik toksisitesi ve tarimsal kaynak olarak elde
edilebilirligi nedenleri ile sentezlerde kullanilmaya oldukca elverislidir (Mutlu ve
Meier, 2010; Yeganeh ve Talemi, 2007). HY, diger bitkisel yaglardan ana
komponentinin bir hidroksiasit olmasindan dolay1 farklidir. Esas olarak risinoleik asit
(RA) (cis-12-hidroksi-9-oktadesenoik asit) esteri olan HY, diger dogal bitkilerde
goriilmeyen yiiksek viskoziteye, alkollerde c¢oziinebilirlige ve optikce aktiflige

sahiptir (Yeganeh ve Talemi, 2007; Rogero ve ark, 2003).

Hint tohumlarindan elde edilen HY, %85 kadar risinoleik asit igeren ve sivi HY
igeren modern bir HY tiirtidiir ki buda %95 kadar risinoleik asit igeren miktarlar1 elde
etmemize izin verir. Hindistan ve Cin, diinya iilkelerinden baslica HY iireticileridir.
Yiiksek RA icerigi nedeniyle HY, tip ve veterinerlik biliminde yaygin olarak
kullanilir, sahip oldugu o6zellikleri (6rnegin, yiiksek viskozite, hidroksi stabilitesi ve
yiiksek yogunluklu) farkli endiistrilerde kullanilmaya uygun hale getirir. HY
kullanimindaki en O©nemli trendlerden biri, dokuzuncu karbon atomunun sis
konformasyonuna sahip doymamais bir hidroksi asit ve dokuzuncu karbon atomunun
bir kiral karbonhidrat asitinin elde edilmesidir. HY hidrolizinin bilinen yontemleri
saf olmayan bir {iriinii yani risinoleik asiti verir. HY 'nin enzimatik hidrolizi sonucu
olusan iiriinii, agik renkli ve kokusuz oldugundan iiretim i¢in alternatif bir ayricaliga

sahiptir (Meenal, 2006).



Risinoleik asite ila¢ alaninda oldukca biiyiik ilgi duyulmaktadir, ¢iinkii bakteri
oldiirticti etkisi ve iltihap Onleyici etkiye sahip olmasindandir. Bununla birlikte, ana
uygulama alani organik sentez, yani, bir dizi asit (sebasik, azelaik ve undesilenik),
heptanal, 2-oktanol, yiizey aktif cisimleri ve diger degerli iriinler elde etmektir.
Risinoleik aside ek olarak, dirisinoleik asit daha yiiksek sicakliklarda tetra ve
pentarisinoleik asitlerde reaksiyon sonucu birlikte olusur. Bu sebeple, kimyasal
hidrolizin, yumusak kosullar altinda, yani 35-45°C sicaklik aralifinda ve ytiksek
basing olmadan saf RA elde etmemizi saglayan enzimatik hidrolizle degistirilmesi

mantiklidir (Gamayurova, 2013).



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Enzimler

Canli hiicrelerde {iretilen, reaksiyonlari hizlandiran ya da basitlestiren, farkli
maddeleri blinyesinde barindiran, reaksiyonlardan degismeden c¢ikan protein
molekiillerine enzim denir (Keha ve ark., 2004). Kataliz ile yapilan kimyasal
reaksiyonlara gore biyokimyasal reaksiyon hizin1 enzimler defalarca kez arttirilar.
Enzimler, substratlar1 ile bag yaparak tek bir iirlin olusturabilmeleri substratlara kars1
1yi derecede spesifiklik gostermelerinden kaynaklidir (Chaplin ve ark., 1990). Sanayi
alaninda  kullanilan  reaksiyonlardan  canli  organizmalarin  6zelliklerinin
diizenlemesine kadar olan iyi 6zellik yelpazesinin yaninda tabi ki sorunlarda vardir.
Belirli substrat spesikligine sahip, iiretiminde harcanan degerin yliksek olmasi ve
kararsiz olmalar1 sorunlardan birkacidir (Wong ve ark., 1994). Kendi ortamlarindan
yalitilmis enzimlerin aktivasyonunun diismesi de yasanan sorunlarin igerisindedir
(Aehle, 2004). Kimya alanindaki son zamanlarda ki gelismeler, sanayi alanindaki
yeni ihtiyaclar bu sorunlarin kalkmasina yonelik calismalarin yapilmasina olanak
saglar. Enzimlerin yliksek secicilikleri dogal ve dogal olmayan substratlar ile birlikte
istenilen ara iiriin ya da istenilen son iiriin elde edilebilecegini kanitlanmasina sebep

olur (Bugg, 1996).
Avantajlar:
- Substratlara kars1 oldukca spesifiktirler. Sadece dogal olanlara kars1 degil,

kimyasal bilesiklere de uygulanabilirliginden sadece istenilen {iriin olusarak

%100 verim elde edilir.



- Katalizlere oranla binlerce kez daha hizli kimyasal reaksiyon gerceklesmesini
saglarlar.

- Dogal isleyis bi¢imlerine sahiptirler. Bu sebepten bulunduklar1 ortama uygun
enzim aktivitesi diizenlenebilirdir. Enzim aktivitesi, ortam sartlarinda bulunan
diger mokeliillere gore degisim gosterebilir.

- Basing altinda, degisen sicaklikta ve fizyolojik pH’ta ¢alisabilirler. Bunlarin
yaninda diisiik sicaklikta ve daha az enerjiyle gerg¢eklesmesini reaksiyonun
aktivasyon enerjisini azaltarak saglarlar.

- Reaksiyon sonucunda yenilenebilir ve tekrar kullanilirlar (Wiseman, 1986).

2.1.1. Enzimatik bir tepkimenin hizimi etkileyen faktorler

pH: Enzim aktivitesi, ortamda bulunan [H]  derisimine bagl olarak degisim
sergileyebilir. Enzim igerikli reaksiyonun hiz degerinin maksimum oldugu ve her

enzime 6zel optimum pH degeri bulunabilmektedir.

Sicaklik: Sicaklik enzim igerikli reaksiyonlarda tepkime hizini ¢ogunlukla arttirir.
Bunun nedeni molekiiller arasi carpismadan kaynaklidir. Fakat c¢ikabilecegi
maksimum sicakliktan sonra sicaklikta artis devam ettigi takdirde hizda azalmalar

meydana gelir ve bu sicaklik birimi optimum sicakliktir.

Enzim derisimi: Eger reaksiyon ortaminda olduk¢a fazla substrat var ise,

tepkimedeki hiz enzim derisimi ile dogru orantili sekilde artis gosterir.

Substrat derisimi: Reaksiyon basinda ortamda bulunan substrat diger degerler
degismeden arttirildiginda, ortamdaki enzim derisimi ve tepkime hizinda artis
meydana gelir. Reaksiyon hizi maksimum seviyeye ulastiginda eklenen substrat

miktar1 hizda herhangi bir degisiklik meydana getirmez (Kutay, 2002).

Leonard Michaelis ve Maud Menten 1913°te enzimin reaksiyon hizina karsi substrat
konsantrasyonu grafigini cizerek hiperbolik egri ortaya c¢ikarmiglaridir (Sekil 2.1.).

Daha sonrasinda bu egrinin matematiksel ifadesini olusturdular.
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Sekil 2.1. Enzim reaksiyon hizina kars1 substrat konsantrasyonu grafigi

Olusan matematiksel ifade Michaelis-Menten esitligi olarak adlandirilmistir ve

enzim tepkime hizi bu denklem ile hesaplanmaya baslanmistir.

_ Vmaka
" K,+ S

V: Tepkimenin baslama hizi
Viak: Tepkimenin maksimum hizi
K. Denklem sabiti

S: Substrat derisimi

Tepkimenin maksimum hiz1 (Vi) grafikten tam olarak tespit edilemez. Bu sebepten
bu olusturulan denklemin her iki yan1 1’e boliindiigiinde yeni bir denklem meydana

gelmistir. Bu denkleme ise Lineweaver-Burk adi verilmistir.

1/S degerlerine karsi 1/V degerleri grafige islendiginde V. ve K, degerleri
bulunabilir hale gelmistir (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Lineweaver-Burk Grafigi

2.2. Enzim Immobilizasyonu

Immobilizasyon, enzim teknolojisinin en eski ve en pratik tekniklerinden birisi
olmustur. Immobilize enzimler ve bu enzimlerin uygulamalar ile ilgili ¢alismalar
siirekli olarak gelismeye devam etmektedir. Immobilize enzimler, gida sanayinde,
klinikte ve endiistriyel alanda pek ¢ok uygulama alaninda yer alirlar. Enzimlerin
katalitik potansiyellerinden maksimum bir sekilde yararlanilmak isteniyorsa, en
uygun immobilizasyon yOnteminin belirlenerek sartlarin uygun hale gelmesi
gerekmektedir. Enzimler i¢in uygun immobilizasyon metodu aranirken karakteristik
Ozelliklerini uyumu, bulunacagi ortam ve onaylanan metod ile Ozelliklerinin
uyusmasina 6nem gosterilir. Immobilize enzimler serbest enzimlere gore daha

kullanigh ve avantajli molekiillerdir.

Immobilize islemi gérmiis enzimin iistiinliikleri:

- Islem sonlandiginda ortamdan cesitli yontemlerle uzaklastirilirlar.
- Enzim iirtinleri kirletmez.

- pH, sicaklik vb. tarzda ortam olanaklarina kars1 dayaniklidirlar.

- Yenilenebilirler. Devamli muamelede uzun siire kullanilabilirler.
- Kararhdirlar.

- Reaksiyon sonucu olasacak iiriinler kontrol edilebilir.

- Bir¢ok basamakli prosesler i¢in uygundurlar.

- Aktiviteleri diger serbest enzimlere oranla ¢ok daha yiiksektir.



- Otoliz olma ihtimali oldukg¢a azdir.

- Sanayi alaninda ekonomik yarar temin eder ve liretimde meydana gelecek

kaybi azaltabilirler (Onal, 2000).

2.2.1. Enzim immobilizasyonunun tarihteki yeri

Nelsen ve arkadaglar1 1916 yillarinda siikroz hidrolizinin odun komiiriinde ihtiva
eden maya intervazinin katalizledigini gozlemlemistir (Nelson ve ark., 1916). Bu
gozlem sonucunda cesitli tasiyicilar ile immobilizasyon iizerine c¢okca calisma
yapilmaya baglanmistir. Grubhofer ve arkadaslari 1953°te bazi 6nemli enzimlerin
kovalent baglanma yontemiyle poliaminstiren reginesine immobilize etmistir. Bunun
ortaya ¢cikmasiyla birlikte pratik bir kullanim alani ortaya ¢ikmistir (Grughofer ve
ark., 1953). Mitz 1956’da iyonik baglanmay1 inceleyerek katalazin DEAE-seliiloz
tizerine katalaz enziminin immobilize islemini gerceklestirdigini yayinladi (Mitz,
1956). 1963’te Bernfeld ve arkadaslari enzimlerin poliakrilamide jel iginde
immobilize edilmesini tamimladi (Bernfeld, 1963). Capraz baglanma ile
immobilizasyonu ise 1964 yilinda Quiocho ve arkadaslar1 karboksipeptidaz A
enziminin gluteraldehitle gerceklestirerek ortaya sunmuslardir (Quiocho, 1964).
Mikrokapsiil immobilizasyonu Chang 1964°te karbonik anhidraz enzimi ile kanitlad1
(Chang, 1964). Immobilize enzimlerin sanayi alanindaki uygulanmasinda adini ilk
olarak duyuran isim Chibata ve calisma arkadaslar1 1969°da aminoagilazi iyonik
baglanma metoduyla immobilize ederek sonunda N-agil-D,L.-amino asitleri hidroliz
reaksiyonlart yardimiyla L-amino asitlere doniistiirmeyi gergeklestirmislerdir
(Chibata ve ark., 1972). Fakat Chibata ve arkadaslari bununla kalmayip 1973’te
Escherichia coli hiicrelerinin jel ile tutuklama yontemiyle immobilizasyonunu
gerceklestirdikten sonra amonyum fumarattan L-aspartat elde etmeyi basarmislardir

(Nasliyan, 2012).

2.2.2. Enzim immobilizasyonunun avantajlari

Enzimlerin, yiiksek sicakliklardan ve organik ¢oziiclilerden etkilenmeleri gibi

nedenlerden Otliri canli mikroorganizmalarda gosterdikleri kararliliklarinda,
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laboratuar kosullarinda bir kayip s6z konusu olur. Enzimlerin immobilizasyonuyla
bu kararsizliklarin ¢ogu ortadan kaldirilsa da tamamen yok edilemez.
Immobilizasyon ile enzimin kararlilig: artar, tekrar kullanimi saglanir, tepkimeler
kontrol edilebilir ve yiiksek saflikta iiriinler elde edilebilmektedir. Immobilize
enzimler, serbest hallerine oranla inhibisyondan daha az etkilenir. Immobilize
enzimlerin tekrar kullanilabilmeleri, maliyeti 6nemli Olc¢lide diisiirir ve substrat

6l¢iimleri i¢in uygun enzim kaynaklar1 saglanir.

Deneysel c¢alismalar i¢in, bitki ve hayvanlardan elde edilen enzimler, endiistriyel
uygulamalar i¢in, mikroorganizmalardan elde edilen enzimler kullanilir. Bunun
nedeni, enzimlerim mikrobiyolojik kaynaklardan elde edilir olmasi, bitki ve
hayvanlardan elde edilmesinden daha diisiik maliyetli olmasi, iiretimin zamaninin

daha kisa olmasi ve genis aralikta iiretim yapilabilmesidir (Mateo ve ark., 2007).

2.2.3. immobilize enzimlerin 6zellikleri

Enzimler immobilizasyon islemi sonrasinda, kataliz giicli ya da termal kararliligi,
coziinme yetenegine sahip olan esleniklerle degisim gosterir (Kiener, 2001;
Hartmeier, 1988; Trevan 1980). Bu degiskelerin iki farkli sebebi olabilmektedir, ya
immobilize edilen enzim aktivitesinin artmasi veya azalmasi ya da immobilize
islemine tabi tutulan enzim ile substrati arasinda meydana gelen karsilikli etkinin
cozeltinin sahip oldugu hacimden degisik olmasindan kaynaklidir. Enzim
immobilizasyonlar1 arasindaki katalizle ilgili olan niteliklerindeki farkliliklar
proteinlerin sahip oldugu iic boyutlu (3D) yapisindaki degisim diisiiniilebilir.
Immobilize islemi goren enzimler, sahip olduklar1 islemsel stabilitesini
gelistirmektedir. Immobilize enzimler i¢in énemli kavramlardan biridir stabilizasyon
terimi. Bir¢ok verilen emekte goriilen calisma azimliligi, immobilizasyon islemi
sirasinda islem goren enzimin fazla eklenmesiyle alakali oldugu gosterilmistir

(Blanco ve ark., 1989).

Katalitik etkinligin kaybi1 immobilize enzimler i¢in ¢ok biiyiikk problem teskil

etmektedir (Zaks, 2001). Bunun sebebi olarak enzimin immobilize islemi sirasinda
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sadece substratin yiizeyindeki maddelerle bag kurmasi sonucu bu kayip goriilmiis
olabilir. Katalitik aktivitenin kayiplarinin sebeplerinden birisi de enzim ile makro
molekiil substrat arasindaki etki olabilir (Boundy ve ark., 1976). Olusan sterik
problemler icin giiniimiize kadar yontemler gelistirilmis fakat bazis1 immobilize
olacak enzim kalintilarinin dikkatli sec¢imi, izole makro molekiiler zincirlerin

aglarindan olusan tasiyicilarin se¢cimindendir (Guisan, 1997).

2.2.4. immobilize enzimlerin uygulama alanlari

Enzimler ge¢misten giiniimiize kadar bira, sarap, ekmek, peynir gibi mayalama ya da
fermente islemi gerektiren {rlinlerin yapiminda kullanilir. Bunlarin yaninda ilag
yapiminda da onemli yere sahiptirler. Enzimlerin izolasyonu, saflastirilmas:t ve
yapilarinin tayini ile ilgili yapilan ¢alismalarda katalitik potansiyeli ve tabiati daha
1yi bir sekilde anlagilmis olup ve endiistride bu ¢ok faydali maddelerden genis 6l¢iide
yararlanilmaya baglanmistir. Endiistriyel katalizatér olan enzimler klasik kimyasal
katalizatorlere gore bazi iistiinliiklere sahiplik ederler. ileri derecede substrat
spesifikligi, istenmeyen yan iiriinlerin olusumunu biiyiik 6l¢iide elimine etmekte ve
sadece  materyal maliyetini  diisiirmekle  kalmayip, g¢evre  sorunuda
yaratabilmektedirler. Bazi stereospesifik reaksiyonlar, enzimlerin yardimi olmaksizin
gerceklesmezler. Operasyon kosullarinin 1stya duyarli substratlar1 bozma olasiligini
azaltir ve operasyonun korozyon etkilerinin yaninda enerji gereksinmesini
diistirebilir. Reaksiyonun hiz1 yiiksek ve reaksiyonun maliyet disiiktiir. Bu
avantajlara karsin enzimlerin izolasyonu ve saflastirilmasi oldukc¢a pahalidir. Cogu
enzim canli hiicre disinda ¢okc¢a dayaniksizdir, ¢oziinen formda ve sulu ortamda
kullanilir. Endistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu ¢ozeltilerde gerceklesir. Serbest
enzimlerin katalizor olarak kullanilmasi bir¢ok sakinca yarattigindan immobilize

enzimler tercih edilebilirler (Telefoncu, 1986; Telefoncu, 1996) .

Immobilize enzimlerin, tibbi, analitik ve endiistriyel uygulamalar olmak iizere iic
alanda kullanim imkani bulunmustur. Tibbi uygulamalara 6rnek olarak tedavi amagl
kullanimlar, yapay organlar, analitik uygulamalara analiz otomatlari, biyosensorlerin

hazirlanmasi, ELISA testleri, endiistriyel uygulamalara L-aminoasit tiretimleri, siit
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sekerinin parcalanmasi ve rafinoz hidrolizi sayilabilir. Endiistriyel agidan
bakildiginda immobilize enzimlerin olduk¢a genis bir uygulama alani oldugu
sOylenebilir. Bu uygulama alanlar1 sayilacak olursa, biyotransformasyonlar, gida
sanayi, deterjan sanayi, deri sanayi, tekstil sanayi ve diger sanayiler soylenebilir.
Endiistriyel uygulama olanagt bulunan enzimlerin c¢ogu hidrolaz sinifina ait
enzimlerdir. Endiistriyel enzimler icerisinde proteolitik enzimlerin hissesi %60,

glikozidazlarin hissesi ise %20’ dir.

Biyotransformasyonlar, enzimler ya da bunlari iceren mikroorganizmalar tarafindan
katalizlenen kimyasal donilisiim reaksiyonlaridir. Amino asit doniisiimleri (amino
asit, rasemik karisimlarindan L-amino asit {retimi, L-amino asit sentezi,
hidroksiasitlerden amino asit sentezi), antibiyotik doniistimleri (6-aminopenisilanik
asit iiretimi, yar1 sentetik penisilin iiretimi), diger biyokimyasal doniisiimler (L-Malik
asit iretimi, Urokanik asit {iiretimi), organik sentezler (hidrolitik, oksidasyon-
rediiksiyon, glikozil transfer ve halojenleme reaksiyonlari) biyotransformasyonlarin

en dnemli uygulamalar1 olarak gosterilir.

Gida sanayinde immobilize enzimler olduk¢a genis bir uygulama alanina sahiptirler.
Genellikle hidrolaz, oksidorediiktaz ve izomeraz sinifi enzimler (o- ve P-amilaz,
glukoamilaz, glukonaz, seliilaz, laktaz, glukoz oksidaz, pektinaz, proteaz, glukoz
izomeraz gibi) kullanilmaktadir. Siit teknolojisi (laktozun hidrolizi), nisasta sanayi
(yiiksek fruktozlu misir surubu {iretimi, maltoz liretimi), protein modifikasyonu (soya
protein hidrolizatlarinin hazirlanmasi), bira sanayi, lipid modifikasyonu (yaglarin
enzimatik interestarifikasyonu), meyve suyu sanayi, ekmek sanayi ve aspartam
tiretimi immobilize enzimlerin kullanildig1 endiistriyel siireglerdir. Gida sanayisinde
kullanilacak enzimlerin giivenilirligi ve saglik acgisindan herhangi bir sakincasinin

olup olmadig1 mutlaka test edilmelidir.

Immobilize enzimlerden, deterjan sanayisinde, yikama etkinliginin artirilmasinda,
deri sanayinde, deri isleme prosesinin yikama asamasinda, seker sanayisinde
rafinozun hidrolizinde, seliilozun parcalanmasinda, tekstil sanayisinde iplik

kalitesinin arttirilmasinda yararlanilmaktadir (Onal, 2000).
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2.3. Enzim immobilizasyon Yontemleri

Enzim immobilizasyonu sisteminde bulunan bilesenler, enzim, matriks, enzimin
matriksle olusturdugu baglanma yontemleridir. Matrikse kati-faz destek ve tastyicida
denilebilmektedir (Colak, 2011). Katalitik etkinliginde kayip yasatmayan, kendi
yapisinda degisim gostermeyen yontemin secilerek enzimi bir yere immobilize
ederken tasiyict maddenin ozellikleri 6nemli noktalardir ve bunun saglanabilmesi
icin enzimin substrat ile baglanacagi bolgenin bilgilerinin bilinmesi gereklidir (Wang
ve ark.,2008). Substrat ile bag yapacak enzim bdlgesinin immobilize islemi
esnasinda korunabilir olamasi ve bunun i¢in bazi ek maddelerin kullanilmasi
miimkiindiir. Bu maddeler immobilize islemi sonrasinda etlinliginin kaybina

sebebiyet vermeden ortamdan ayrilabilirler (Oz¢omlekgi, 2006).

Immobilize islemi goérmiis enzimin gdsterebilecegi oOzellikler, yiiksek saflik ve
kararlik, ekonomik olusu, yenilenebilir olusu, {iriin veriminin yiiksekligi ve reaksiyon

kontroliine olanak vermesidir.

Giliniimiizde enzimler adina immobilizasyon islemi i¢in uygulanacak belirli bir yol
bulunmaz bu sebeple immobilizasyon i¢in en uygun sartlart bulmak amaciyla ¢esitli
denemeler yiiriitiiliir. immobilizasyon uygulamasi i¢in uygun ydntemin belirlenmesi,
istenilen sonun ana O6gesi ele alinarak, tepkimenin ve tepkime gerceklesmesi icin
kullanilan maddeler belirlenerek yapilir. Suanda bile kullanilan immobilzasyon
yontemleri Sekil 2.3.’te gosterilmistir. Elbette ki bu yontemler birlestirilerek
kullanilabilmektedir (Oz¢dmlekei, 2006). Immobilizasyon metodlar1 iki gruba
ayrilarak incelenebilmektedir (Alptekin, 2009).
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2.3.1. Coziinmez formda immobilizasyon yontemleri
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Cozliinmez formda gerceklesen immobilizasyon yontemleri 2 tanedir ve bunlar;

baglama ve tutuklama yontemidir.

2.3.1.1. Baglama yontemleri

Baglama yontemi ise kendi igerisinde ii¢ gruba ayrilarak incelenebilir. Bunlar, capraz

baglama, enzim kopolimerizasyonu ve tasiyiciya baglanmadir.
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2.3.1.1.1. Capraz baglanma

Kiigiik molekiillii birden fazla fonksiyonel grup igeren reaktifler enzim biinyesinde
bulunan kii¢lik molekiiller ile ¢apraz bag olustururlar (Sekil 2.4.). En sik kullanilan
tepkenler; ge¢is metal iyonlari, bioksiranlar, divinilsiilfonlar, heterosiklik
halojeniirlerdir (Fernandes, 2008). Gluteraldehit, kolay bulunabilirlginden ve diger

tepkenlere gore daha ucuz oldugundan ¢apraz baglamaya en uygun reaktiftir.

Intermolekiillerin ¢apraz

Capraz
baglayict

Intramolekiillerin capraz

Sekil 2.4. Capraz baglama ile immobilizasyon(Alagdz 2007)

2.3.1.1.2. Enzim kopolimerizasyonu

Enzimler matrikse baglanirken monomer gibi tutum gosterirler bu sekilde olmasi

enzimin tutuklu kalmasina olanak saglar.

2.3.1.1.3. Tasiyiciya baglama

Madde iizerindeki fonksiyonel yapi, hidrofobik bolge ve iyonik gruplar tasiyiciya
baglama immobilizasyon metodunda basi ¢ektiklerinden dolay: kullanilacak enzimin
molekiil biinyesindeki yapilardan yararlanilmaktadir. Immobilizasyon islemi
gerceklesirken dogal ya da dogal olmayan organik ve inorganik gerecler
kullanilabilir. Tasima islemini goren katman, katt ve polimer olabilmektedir.

Tastyiciya baglama metodu bes grupta incelenebilir. Bunlar; iyonik baglama,
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biyospesifilk baglama, adsorpsiyon, selat baglama ve kovalent baglamadir (Sekil
2.5).

Iyonik baglama: Sulu ortamda ¢dziinmeye uframayan tasiyict membranlar iyon
degistirme giiclinii biinyesinde bulundurarak enzmin substratina iyonik baglar

yardimiyla baglanmasina dayanmaktadir.

Bu yontem 1limli kosullarda uygulandigindan enzimin sahip oldugu 3D boyutunda ve
aktif merkezinde degisime sebep olmadan sonlanabilmektedir. Fakat iyonik baglar
kovalent baglara oranla daha az kuvvetli olmasindan dolay1 enzimin tutulmamasi ile

karsilagilabilmektedir (Alptekin, 2009).

—W\ Ep -——-—-En
—>D — D
fyonik Adsorpsiyon
— En —CZ En
—> D — 5
Biyospesifik Selat baglama

Sekil 2.5. Tastyiciya baglama yontemleri (D:Destek, En: Enzim)

Biyospesifik baglama: Biyospesifik baglama metodunda biyospesifik etkilesimden
faydananilir ve bu etkilesimler enzimler, antikorlar ve lektinler arasinda

gerceklesmektedir.

Adsorpsiyon: Enzim immobilizasyonu ortaya ¢ikisindan beri kullanilan kolay
yontemdir adsorpsiyon. Suda ¢dziinme yetenegine sahip olmayan bir adsorbanin
enzimin i¢erisinde bulundugu ¢ozelti ile birlestirilmesiyle ve ortamda bulunan enzim
fazlaliklarimin =~ uygun  yikama  yoOntemleri  kullanilarak  yikanmasi  ve
uzaklastirilmasiyla olmaktadir. Enzim ile tasiyict membranlar arasinda van der Walls

kuvvetleri etkindir (Sekil 2.6.).
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Enzim

Destek

Sekil 2.6. Enzimi destege adsorpsiyon yontemiyle baglama (Alagéz, 2007)

Selat baglama: Gegis elementelerinin aktif olarak kullanildig1 bir yontem olmakla
birlikte bu elementler destek katisin1 etken hale getirmek ve enzimin tutuklanmasini

saglamaktadirlar.

Kovalent baglama: Suda ¢oziinme yetenegine sahip olmayan enzim tasiyicisina,
kuvvetli kovalent baglarla enzimi baglama kabiliyetine dayanan bir yontemdir.
Kovalent baglarin ¢okca kuvvetli olmasi bu yontemi ¢ok tercih edilen
immobilizasyon yontemi haline getirmistir ve bu sayede enzim kagist ¢ok aza

indirilmistir.

Bu metod, kimyasal tepkime agisindan oldukc¢a zengindir. Enzimin yiizeyinde
bulunan amino asitlerin artiklari, kovalent bag olusmasi istenen destegin lizerinde yer
alan fonksiyonel grup ile olusan kimyasal bag Sekil 2.7.’de gosterilmistir (Alptekin,
2009).

Enzim

l_,c

Sekil 2.7. Kovalent baglama ile immobilizasyon (A: Amino asit artigi; B: Destegin bag yapacak grubu ; C:
Destek; D: Ara kol)
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Sekil 2.8.’de kovalent baglama ile immobilazsyon sirasinda aktif olarak gorev alan

amino asit artiklar1 verilmistir (Oz¢dmlekgi, 2006).

NH,

ST Enzim N
OH

\/m/o
HO OJ_OHO
O

Sekil 2.8. Kovalent baglama immobilizasyonunda aktif gérev yapan a.asit artiklar:

H

Immobilizasyon islemlerinde kullanilacak aktif tasiyicimin 6zellikleri immobilize
edilmis enzimin kararliligini, aktivitesini, secicigilini vb. 6zelliklerini etkilemektedir.
Secilen tasiyicilar reaktif degil ise yardimci bir reaktif yardimiyla aktiflestirilmesi
gerekebilmektedir. Aktiflestirilmis desteklere enzimlerin immobilizasyonunda diisiik
immobilizasyon etkinligi, enzim kararhilifinda artis veya azalis meydana gelebilir

(Hiirrem, 2010).

Baglanmada yer alabilecek fonksiyolan gruplar sunlardir; amino, karboksil, siilfidril,

hidroksil, imidazol, fenolik, tiol ve treonin gruplaridir (Coskun, 2007).

Kovalent baglar yardimiyla immobize edilmis enzimin performansini etkileyebilecek
ozellikler su sekilde sayilabilmektedir. Enzim yonlenmesi, kimyasal bagin yapisi,
enzimin baglanma ortaminin O6zellikleri, enzim ve destek arasinda olusan bagin
sayisi, destegin yiizeyindeki ya da destegin i¢indeki enzim dagilimi, destegin fiziksel
ozellikleri (gozenek biiytkliigi, gegirgenligi, sekli vb.), immobilizasyon sirasinda ya
da immobilizasyon sonrasinda enzimin konformasyonu, destegin kimyasal yapisi
(yapmin kimyasal bilesimi, aktif fonksiyonel gruplar, aktif olmayan fonksiyonel

gruplar).
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Immobilizasyon islemi kovalent baglama ydntemi ile gerceklestirilmis enzimlerin

avantajlar:

- Kuvvetli kovalent bag sebebiyle, yararlanilacak basamakta kayba ve
bozunmaya sebebiyet vermez,

- Enzim immobilizasyon sonrasinda substrati ile bagini zahmetsiz sekilde
kurabilmektedir bunun sebebi ise enzimin destegin lizerine kuvvetli kovalent
baglar ile tutturulmasidir,

- Is1 istikrarmin yiikselisi enzim ile destek olarak kullanilan madde ile giicli

etkilesimler meydana getirmesidir.

Immobilizasyon islemi kovalent baglama ydntemi ile gerceklestirilmis enzimlerin

dezavantajlari:

- Umumi olarak bakildiginda destek yiizeyleri yenilenebilir olmamaktadir,

- Immobilizasyon isleminin gerceklesmesi igin gerekli olan uygun sartlarin
bulunabilmesi zordur,

- Enzimlerin etkinlikleri modifikasyonlar sebebiyle bozunma gosterebilirler,

- Kuvvetli kovalent baglar enzimlerin olagan davraniglarini
engelleyebileceginden dolayr enzimin etkinliginde diisiis meydana

getirebilmektedir.

2.3.1.2. Tutuklama yontemleri

Bu immobilizasyon yonteminde enzim bir bdlgede sabit tutulmaya zorlanarak olduk-
lar1  yerden c¢ikamayabilirler ve polimer matrikste bulunan keseciklerde
gerceklestirilmelerinin  yaninda yar1 saydam katmanlarda mikrokapsiilleme ile
misiller yontemleri kullanilarak gerceklestirilmektedir. Bu yontemde enzim
tasiyictya baglanmadigindan dolay1 kovalent baglama yontemi ile immobilizasyon ve

capraz baglama ile immobilizasyon islemlerinden ayiran 6zelligidir (Sekil 2.9.).
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Enzim
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Jel ¢oOzeltisi

Sekil 2.9. Enzimin tutuklama yontemiyle immobilizasyonu (Alagdz, 2007)

Bu yontemde ayrica kendi igerisinde ¢esitlerine ayrilabilmektedir. Bunlar; polimer

matrikse tutuklama, mikrokapsiilleme, lipozom teknigidir.

2.3.2. Coziiniir formda immobilizasyon

Bu metodta enzimin tastyicisiyla kimyasal ya da fiziksel etkilesiminden ziyade, yar1
saydam bir ¢eper ile kaplandiginda, enzimin serbest hareketi i¢in oldukga yerin
hazirlandigt metodtur (Sekil 2.10.). Coziinlir formda immobilizasyon islemi
kimyasallara ya da kimyasal bir teknigin kullanilmasina gerek kalmadan, zahmetsiz

sonug veren yontemlerdendir.

Enzimlerin  geometrisi, esneklik ve katalitik eylemlerinin  degismeden
gerceklesebilmesinin @ nedeni  enzimin  bir  yere bagli  olmamasindan
kaynaklanmaktadir. Fakat kullanilan yar1 saydam membrandan substrat gecisi zor

olacagindan bu yontemin en biiyiik dezavantaji budur.

Enzimin etkinliginin artmasi substratin boyutuna baglidir. Ciinkii baglanacak substrat

ne kadar kiiglikse membrandan gegiside o kadar kolay olmaktadir.

Enzimlerin bu yontem uygulanmadan Once daha kararli olmasi gerekmektedir.
Bunun saglanmasi i¢in enzimin cinsine gore diislik ya da yiiksek molekiil agirligina
sahip maddelerle kimyasal reaksiyonlarla degistirilmesi gerekebilmektedir (Hiirrem,

2010).
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Enzim fazi €— Enzim

— Dispersiyon faz

Arayiizey (S1vi membran)

Sekil 2.10. Coziiniir formda immobilizasyon

2.4. Enzim immobilizasyon Yontemlerinin Kiyaslanmasi

Enzim immobilizasyonu i¢in tek bir yontem bulmak miimkiin olmamistir. Bunun
nedeni ise her enzimin yapisinin farkli olmasi, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
farkliligi, ana iriinlin ve kendisine uygun olacak substratin farkli olmasim
istemesinden kaynaklidir. Bu sebeplerden otiirii bir enzimin immobilize edilmesi
istendiginde farkli metodlar &nerilir. immobilizasyon yéntemlerin kiyaslanmasi

Tablo 2.1."de sergilenmektedir (Alptekin, 2009).

Tablo 2.1. Immobilizasyon yontemlerinin kiyaslanmasi

Karakteristik Fiziki Iyonik Baglama ~ Selat ve Metale Kovalent
Absorsiyon Baglanma Baglama
Hazirlama Kolay Kolay Kolay Zor
Baglanma Giicti Zayif Orta Orta Gl
Enzim Aktivitesi Orta Yiiksek Yiiksek Yiiksek
Dest.ek e gess Miimkiin Miimkiin Miimkiin Nadiren
Yenilenebilirligi
Immobilizasyon Diisiik Diisiik Ort YViiksek
Maliyeti st st a iikse
Kararlilik Diistik Orta Orta Yiiksek
Genel
Uygulanabilirklilik =V Evet Evet Hayr
Enzimin Mikrobiyal
Ataklara Kars1 Hayir Hayir Hayir Hayir

korunabilmesi
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2.5. Lipazlar

Lipazlar triagilgliserol agil hidrolaz sinifinda bulunan bitkisel ile hayvansal yaglarin
olagan sartlarda tersinir hidrolizinde kataliz gérevi goren enzimler olarak karsimiza
cikarlar. Sadece hidroliz tepkimelerini degil esterifikasyon, transesterlesme tarzi
tepkimelerde de kataliz gorevi yaparlar. Lipaz enzimi lipid-su ara yilizeyinde
aktiftirler (Chen ve ark., 2003; Sayari ve ark., 2005), suda ¢ézlinmeyen uzun zincirli

trigliseritlere kars1 maksimum aktivite gostermislerdir (Droge, 2004).

Sulu ve susuz ortamlarda etkin olan lipazlar, sanayi ve tipta olduk¢a miihim yere
sahip olmusturlar. Uygulama alanlar1 oldukg¢a genistir ve siit endiistrisi, kagit yapima,
besin endiistrisi, deterjan alaninda ve organik sentez alanlarinda kullanilmak tizere

oldukga timit veren uygulama alanina sahiptirler (Bjikling ve ark., 1991).

Lipazlar, genellikle hidroliz reaksiyonlar1 ve sentez ya da agil degisim reaksiyonlari
arasinda farkli olabilen yiiksek oranda kimyasal, bolgesel veya enantiyoselektif
biitliin reaksiyonlar1 gerceklestirebilmektedirler (Gunstone, 1999). Enzim alaninda
onemli bir yere sahip olan lipazlarin yerinin genislemesinde, enzimin enantio
seciciligi, belirli bir bolge se¢mesi ve kendisine ait substrat 6zglinliigli sayesinde

oldukga biiyiik etki gostermistir (Yang ve Rhee, 1992).

2.6. Lipazin Yapi ve islevi

Hemen hemen tiim enzimler kiiresel protein yapisindadir ve lipazlarda onlara
dahildir. Diger enzimlerde oldugu gibi lipazlarin da uzun, diiz zincirli ve kivrimh
amino asitlerden olusan 3D yapisi vardir. Lipazlarin 3D yapisal ozelligi Sekil
2.10.’da gosterilmistir ve a-heliks tarafindan her iki yandan ¢evrelenmis sekiz paralel
B-yapraktan olusarak hidrolazi bir o/f yapist izler. 1958 yilinda Sarda ve Desnuelle
ara ylizey aktivasyonu olaymi arastirarak, lipazlarin etki mekanizmasint kinetik
olarak sdylemislerdir. Buna gore, lipazlarin aktivitelerinin ¢6ziinen substratlara karsi
zayif, ancak c¢oziinmeyen substratlara karsi oldukca fazla oldugu bulunmustur. Bu

ozellikleri ile lipazlar, suda ¢oziinen ester molekiillerine etki eden esterazlardan
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olduk¢a farklidir. Uzun zamandan beri lipazlar, suda agrage olan molekiillerin
hidrolizinde aktif olan, 6zel esteraz smifi olarak anilirlar. Esterazlar, lipazlardan
arayiizey aktivasyonu gostermemeleri ve etki ettikleri subsratlarin farkliliklardan
dolayr ayrililabilirler. Esterazlar, wuzun zincirli yag asitlerin esterlerini
hidrolizlemezler, suda c¢oziinebilen substratlar1 isterler (Schmid ve ark., 1998;
Bornscheuer ve ark., 2002). Ilk kez insan pankreatik lipaz1 ve Rhizomucor miehei
lipazlarinin yapilari, X-151n1 kirinim yontemi ile 1990 yilinda ortaya ¢ikarilmistir. Bu
lipazlarda, bir kapagin aktif bolgeyi kapladigi goriilerek, daha sonraki aragtirmalarda,
lipaz ve substrat analoglar1 arasindaki ortak kristallerin X-151n1 yapilarindan, lipid-su
araylizeyi varliginda, kapagin konformasyonal bir yeniden diizenlenme ile aktif
bolgeyi, substrati kabul edebilecek hale getirdigi ortaya ¢ikarilmistir (Pleiss ve ark.,
1998). Ancak, Avrupa Lipaz Projesi g¢ercevesinde, 1990-1994 yillar1 arasinda 24
laboratuarda, yiiksek safliktaki lipazlar {izerinde gerceklestirilen yapisal ve
biyokimyasal caligmalar sonucunda tiim lipazlarin araylizey aktivasyonu
gostermedigi bulunmustur. Ornegin, tersiyer yapilar1 bilinen Pseudomonas glumae
ve Candida antarctica (CAL-B) lipazlar1 da aktif bolgelerini kaplayan amfipatik
kapaga sahip olduklar1 halde, arayiizey aktivasyonu gostermezler (Schmid ve ark.,
1998). X-1s1mm1 yap1 arastirmalart tiim lipazlarin o/f hidrolaz kivrimailesinden
olduklarimi vea sarmal ve B yapraklarin spesifik dizininden olusan ortak bir yapiya
sahip olduklarint gosterir. o/f Hidrolaz kivrimi, amfipatik iki a-sarmal arasina
sikigmis, merkezi, sekiz seritli hidrofobik B-yapraktan olusur. Sekil 2.11.’de bu yap1
sematik olarak gosterilmistir (Schmid ve ark., 1998; Pleiss ve ark., 1998).

Sekil 2.11. Lipazlarin o-sarmal ve B-yaprak yapilarmin sematik gosterimi (Silindirler a-sarmallari, oklar da f-
yaprak yapilar1 simgelemektedir. Aktif bolge kalintilar1 siyah yuvarlaklar halinde gosterilmistir. Ser,

B5°ten sonra, Asp/Glu B7’°den sonra, His ise B8 ile oF arasinda yer almaktadir).
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Lipazlarin birincil yapilarinin amino asit sayisinda biiyiik farkliliklar olmasina
ragmen, biitlin lipazlarin ortak 6zelligi aktif konumlarinin ii¢ serin amino asit olan
aspartat, glutamat ve histidinden olusmus olmasidir. Lipazlarin aktif bolgesindeki
kapaklarin biiyiik bir boliimii ylizeysel sarmal 6zelligindedir. Katalitik aktivitenin
tam gerceklesebilmesi i¢in lipazda olmayan ek protein bilesenli proco lipazlar: adi

verilen yapilar gerekmektedir.

Lipazlarin yapist ve fonksiyonlar1 genis kapsamli olarak incelenmis ve 1990 yilinda
Winkler ve ark. pankreasin lipaz yapisini aydinliga kavusturmuslardir. Ug yil sonra
Van Tilbeurgh ve ark. ara yiizeyi harekete gegirecek mekanizmayr ortaya
cikarmiglardir. Yani, kataliz sirasinda kisa bir a—sarmal tamamen farkli bir uyum
benimser ve geri enzimin aktif sitesine baglamak i¢in zemin saglayan lipaz,
aktivasyona sebep olurlar. Aksi halde, su-lipid ara yiizey yoklugunda, lipaz ve
inaktif durumda bulunan bir kapak aktif sitesini kapsamaktadir (Winkler, 1990;
Tilbeurgh, 1993).

2.7. Lipazlarin Ozellikleri

2.7.1. Optimum pH

Yiiksek pH’larda enzimlerin genellikle etkinlikleri yok olur. Optimum pH enzimlerin
aktivitelerinin en yliksek oldugu pH’a geldiklerinde okunan degerdir. Cok diisiik ya
da c¢ok yiiksek pH gosteren enzimler vardir. Bunlar istisnai durumlardir ve
cogunlukla optimum pH araligi 4,5 ile 8,5 arasindadir. Eger bu araliklarda optimum
pH diizeyine sahip bir enzimin pH degeri yiikseltilirse enzimin aktivitesi diisecektir
bunun nedeni ise protein yapisinda olusan bozulmalardir ve eski haline geri donemez

(Fennema, 1985).

Mikrobiyal lipazlarin 6nemli 6zyapisal niteliklerini olusturan degerler pH:7 ile 9,
sicaklik ise 30 ile 40°C’dir. En iyi aktivitelerini bu degerler arasinda gosterirler (Ollis

ve ark., 1992; Fadioglu, 1996).
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2.7.2. Optimum sicaklik ve termal kararhhk

Lipazlar 30 ile 40°C arasinda genellikle maksimum aktivite gosterirler. Hayvan
kaynakli ve bitki kaynakli lipazlar, mantar ile bakteri lipazlarina oranla termal

istikrart azdir (Fadioglu, 1996).
2.7.3. Lipaz aktivasyonu ile inhibisyonu

Agir metallerin lipazlarin aktivasyonuna azalma sagladigi, alkali metallerin ise artig
sagladig1 incelemeler sonucu ortaya ¢ikmistir ve bulgular sonucu lipaz aktivitesinde
artis meydana getiren iyonun Ca*" oldugu bulunmustur. Sn*", Co*", Ni%, Hg2+’nin
tuzlart ve bazi boronik asitler lipaz enziminin aktivitesinde engelleme meydana

getirdigi bulunmustur (Akoh ve ark., 1998).

2.7.4. izolektrik nokta

Proteinlerin yiikleri sifir degerinden wuzaklastikca ¢oziinme degerlerinde artis
meydana gelir. pl degerine yakin noktalarda sulu ¢ozeltilerinde az ¢oziiniirler, pl
degerlerinden uzaklastik¢a ¢oziinme degerleri artar ve anlasildig: iizere pl degeri net
yiikiin sifir oldugu noktadir (Kutay, 2002; Whellcuright, 1991).

2.8. Lipazlarin Siniflandirilmasi

Gosterdigi karakteristik 6zellige gore spesifik olmayan lipazlar, 1,3-spesifik lipazlar

ve yag asiti spesifik lipazlar olarak ti¢ grupta incelenebilirler (Telefoncu, 1997).
2.8.1. Spesifik olmayan (non-spesifik) lipazlar
Spesifik olmayan lipazlar kiimesine dahil olan enzimler, trigliseridlerin biinyesinde

bulunan acil gruplar1 biitiinden ayirabilme o6zelligine sahiptirler ve reaksiyon

sirasinda olusan ara {iriinler diagil ve monoagilgliserinlerdir. Trigliseridlere
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parcalanma islemi uygulandiginda gliserin ve yag asitlerine parcalanirlar (Sekil

2.12)).

H,C—O0—C—R

R—C—O—(:?H ﬁ

H,C—O0—C—R

0
I

3H,0

N

=~——= 3R—COH + HOC

CH,OH

CH,OH
3H,0

Sekil 2.12. Spesifik olmayan lipazlarin katalizledigi reaksiyonun denklemi

2.8.2. 1,3-spesifik lipazlar

1 ile 3 konumlarindan 6zellikli bir sekilde nétral yaglar hidrolizleyebilmektedirler.

Bu tepkimelerin sonucunda cesitli agilgliserinler meydana gelir. Bu sekilde olan

acilgliserinler enzimlere tekrar

substrat

olarak  gorev

yapabilmektedirler.

Trigliseridleri glisin ve yag asitlerine pargalayarak spesifik olmayan lipazlarla ayni

islemi gormektedirler (Sekil 2.13.).

0
H0 CH,OH H0
H,C—O0—C—R >
e 2
” | | N A
S P - o 3RCOH + HOC
T N\ CHoH ¥ N\
H,C—O0—C—R O H,0
i
H,0 CH,OH
H,C—CR 2 0
CH,OH 2
|C|) ” ? izomerlesme | \\_/ ||
JRCHOH + RCO—CH <~——= CHOH ‘—/_\ CHOH+  RCOH
CH,OH CH,OH H,O CH,0H

Sekil 2.13. 1,3-Spesifik lipazlarin katalizledigi reaksiyon denklemi
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2.8.3. Yag asiti spesifik lipazlar

Sekil 2.14.’te goriildiigii gibi yag asitleri meydana getirdigi ester baglarinin
parcalanmasini saglamaktadirlar. Bu yag asitleri agilgliserinlerde bulunan 6zel yag

asitlerindendir.

0 cl) ﬁ

o HC—O=C=R" o MC—OH  y,c—0—C-R
| I o N |

R'—ICI—O—CH o + R-C-0-CH (O <=2RCOH + R'=C-O-CH 5 HO-CH O

I
H,C—O0—C—R

| I
Hzé—o—g—[{" H,C—O0—-C—R" H,C-0—-C—R" H,C—O0—C-R"

Sekil 2.14. Yag asidi spesifik lipazlarin katalizledigi reaksiyonun denklemi

2.9. Lipazlarin Analiz Yontemleri

Enzimatik bir tepkimenin hizinin tayini olarak enzim aktivitesini tanimlamak
miimkiindiir, bu sebepten dolay1 normal bir kimyasal tepkimenin hizin1 bulmak i¢in
hangi yollar izleniyorsa enzim aktivitesini bulmak i¢inde o yollar izlenebilir.
Aktivasyonu Olcerken ortamdan eksilen substrati veya olusan ana iirliniin miktarini
tayin ederek aktivite Ol¢limii yapilabilmektedir. Lipazlar, trigliseridleri hidrolize
ederler sonucunda yag asitlerinin ve gliseroliin ortaya ¢ikmasina sebep olarak, lipaz
enzimlerinin miktarin1 bulmak amaciyla ¢oziimleme yontemleri olarak serbest yag
asitlerinin analiz edilebilmesi kriterleri etrafinda gelistirilir. Yag asitlerinin
olusumlarini tespit etmek amaciyla cesitli medodlar uygulanabilir. Bunlar; kalitatif

ve kantitatif, titrimetri, kromotografik cihazlardir (Beisson ve ark., 2000).

2.10. Lipazlarin Kaynaklar

Lipaz elde etmek i¢in bitkisel kaynaklari, hayvansal canli dokular1 ve organizmalar
kullanilmaktadir. Hayvansal kaynakli lipazlar, canli doku ile viicutta bulunan
stvilardan ¢ogunlukla pankreastan, bitki kaynakli lipazlar ise kabuk ve koklerde
bulunarak yagl tohumlardan elde edilmektedir (Mukherjee ve ark., 1994). Lipaz
enzimi yag miktar1 ¢cok olan findik, aycicegi, zeytin gibi bitkilerde bulunabilir
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(Arpigny ve ark., 1999). Mikroorganizmalarda dogal halde bulunan lipazlar,
iretiminin zahmetsiz olmasi1 ve hidrolitik, yapay tepkimeyi katalizleme 6zelliginden
otiirii yiiksek miktarlarda kullanilan mikrobiyal kaynakli lipazlardan olmustur.
Okaryot hiicreye sahip canlilarda lipaz, tekrardan meydana gelmek, yag sindirimi,
absorpsiyon ve lipoproteinlerin kimyasal doniistimleri i¢inde olmak {izere
metabolitik reaksiyonlarin gerceklesmesi i¢in gerekli yapi1 taslaridir. Lipazlar
bitkilerde ihtiva ederken enerji barindiran dokularda bulunurlar (Balashev ve ark.,
2001). Lipazlar dogal ortamda olduk¢a fazla bulunmasina karsin (Klibanov, 2001),

mikrobiyal lipazlar tecimsel olarak 6nem arz eder (Saxena ve ark., 2003).

Lipaz barindiran canli dokulari, enzim elde edilirken bulunduklar1 hiicrenin ¢eperinin
parcalanmas1 gerekebilmektedir, bu sebepten lipazlar1 bitki ve hayvan dokusundan
ayristirmak fazlaca zahmetli bir islemdir. Zahmetin ortadan kalkmasi i¢in oncelikle
hiicrenin parcalanmasin1 saglayacak fazladan iirlin gerekmektedir fakat hiicre

parcalanirken enzim bu sirada zarar gorebilir (Taipa ve ar., 1992).

Hiicre dis1 lipaz iiretimi saglayan mikroorganizmalar, endiistriyel alanda fazlaca
ihtiya¢c duyulan mikrobiyal lipazlarin temin edilmesini zahmetsiz ve kazancl hale
getirmislerdir (Rathi ve ark., 2001; Sharma ve ark., 2001). Mikrobiyal lipazlar
istenildigi kadar iiretilebilme olanagia sahip olmalarindan dolay1 (Jaeger ve ark.,
2002) sanayi alaninda diger lipaz ¢esitlerine gore daha da 6nemli hale gelmislerdir
(Gill ve ark., 1997). Mikrobiyal lipazlar kararli olmalarindan 6tiirii olusturduklar
trtinler kullanigh ve gliven teskil ederler (Wiseman, 1995). Lipaz iiretimine katki
saglayan mikroorganizmalardan olan kiif, maya ve bakteriler (Sharma ve ark., 2003),
degisik alanlardaki topraklar (Jinwal ve ark., 2003), endiistriyel atiklar (Gombert ve
ark., 1999), kompost yiginlar1 (Rathi ve ark., 2000;Tsai ve ark., 2007), komiir
madenleri (Wang ve ark., 1995) ve sicak su kaynaklar1 (Castro-Ochoa ve ark., 2005;
Li ve Zhang, 2005) gibi farkli habitatlardan izole edilerek elde edilmislerdir.

2.11. Lipazlarin Onemi

Endiistri alaninda kullanilan enzimler, ¢esitli yontemlerde yiiriitiilebildiklerinden
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dolayr bilhassa mikrobiyal olarak karsimiza c¢ikanlara yonelik istek artis
gostermektedir. Zahmetli ve de maliyetli kimyasal reaksiyonlardan daha 6n plana
cikan enzim igerikli tepkimeler avantajlarindan dolayr cazip hale gelmislerdir.
Gilinlimiizden on yil Oncesi 6nemi ¢okg¢a artan lipazlar, bilhassa organik bilesim

sahasinda diger enzimlere oranla fazlaca ehemmiyeti artmistir.

Lipazlardan bir¢ok alanda ilaglarin tayininde, bitkisel yag amagli iiretilen maddelerin
tayininde, yakit tayininde, kisiye 6zel iirlinlerin tayini ve aroma verici Uriinlerin
sentezinde faydalanmilmaktadir. Genis kullanim alanina sahip olan lipazlar
kimyacilarin, eczacilarin, biyofizik¢ilerin, siire¢ mithendislerinin son zamanlarda ilgi

odag1 olmustur.

Hidrolazlar grubuna ait olan lipazlar hi¢bir kofaktore ihtiya¢ duymazlar (Jaeger ve
ark., 1994). Sulu ortamda diisilk ¢oziinme yetenegine sahip olan trigliseridler
lipazlarin saf substratlaridir. Lipaz enzimi sulu ortamda ¢dzlinmeyen substrat ile
enzimin igerisinde ¢oziinemedigi sivi faz ile olusan ester baglanirinin hidroliz
islemini katalizleyebilmektedirler. Bir reaksiyon sirasinda eger su yok ise lipazlar
tepkimeyi ters yone c¢evirerek yag asitleri ile gliserolden gliserid elde edilmesine

olanak saglar.

Transesterlesme, peynir i¢in degisik aromalarin gelistirilmesinde, hayvanlar i¢in 6zel
iiretilen mamalarin iretiminde tadin giizellestirilmesinde kullanilan yontemlerde
ester baglarina rastlanir, lipazlarda bu ester baglarma etki eder. Suanda bile
kullanilan uygulamalar arasinda yer alan organik asit ve alkoller ile ester sentezi

coziiciileri i¢in lipaz kullanim1 6nerilmistir (Seren, 2013).

2.12. Lipazlarin Kullanim Alanlari

2.12.1. Lipazlarin Endiistriyel Uygulamalari

Endiistriyel uygulamalardaki potansiyelinden dolayr mikrobiyal lipaz {iretimine ilgi

son yillardir giderek artis gostermektedir. Protein ekstraksiyonu ve saflastirma
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metotlar1, genetik miihendisligi ve buna bagli olarak klonlama c¢alismalarinin
ilerlemesi ile lipaz katalizli reaksiyonlarin klasik kimyasal yontemlere kiyasla, ticari

acidan daha uygun alternatif olusturacag: diisiiniilebilir.

Ekolojik kaygilar da lipaz kullanimin1 desteklemektedir, lipaz katalizli reaksiyonlar

canli metabolizmasinda gerceklesen metabolik yollara esdeger oldugundan bu
reaksiyonlar, kimyasal katalizli reaksiyonlara gbre c¢evre agisindan sorun
olusturmazlar (Jaeger ve Reetz, 1998). Bu uygulamalara 6rnek olarak; gida katkisi
(lezzet artiric1), kozmetik (lipidlerin uzaklastirilmasi), eczacilik (gidalardaki kati ve
stvi yaglarin sindirimi), kaliteli kimyasallar (ester sentezleri), deterjanlar (yaglarin
hidrolizi), atik su aritimi (yag kalintilarinin uzaklastirilmasit ve ayrilmasi), dericilik
(hayvan derisindeki yaglarin uzaklastirilmasi), medikal (kan trigliserid tayini)

verilebilir (Kirk ve ark., 2002). Bunun yani sira lipazlarin diger avantajlari;

- Sterospesifiklik, se¢cimlilik ve substrat se¢cimliligi gibi 6zellikleri sayesinde
kimyasal katalizorlere gore daha kaliteli iirlin {iretimine imkan tanimasi,

- Distik aktivasyon enerjisine gereksinim duymalarindan ve ilimli kosullarda
tepkime vermelerinden dolay1, diisiik sicaklik sebebiyle tepkime sonucu ¢ikan

tirtinler sicaklik sebebiyle herhangi bir zarara ugramadan alinabilmektedir.

Yikama esnasindaki yag uzaklastirma islemi, lipolitik yikim gerektirdiginden
sentetik kimyasal deterjanlar yerine enzim iceren deterjan iiretimi lipazlar i¢in biiyiik
alan olusturmustur. Yiiksek hizla gelisim gostermekte olan biyoteknoloji alanmi
acisindan mikrobiyal lipazlar biiylik 6l¢lide 6nem tegkil etmektedirler. Poliiiretan ve
yag atiklarimi boliistiirme isleminin hizinin artmasi sebebiyle lipazlar kolaylikla

kullanilabilmektedirler. Yaygin bir sekilde kullanilan ticari lipazlar Tablo 2.2.°de

verilmistir.
Tablo 2.2. Mikrobiyal lipaz kaynaklar: ve uygulama alanlari
Tip Kaynak Uygulama Alani Uretici Firma
Amano,
Fungal C.rugosa Organik sentez Biocatalysis,

Boehringer
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Tip Kaynak Uygulama Alani Uretici Firma
Fungal C.antarctica Organik sentez Mannheim, Novo,
Nordisk
Novo Nordisk,
Fungal T.lanuginosus Deterjan katkis1 Biocataliysis,
Amano
Boehringer,
Fungal R.miehei Gida islenmesi Mannheim,
Amano, Fluka
Fungal B.cepacia Organik sentez Genencor
Bakteriyel P.alcaligenes Deterjan katkis1 Genencor
Bakteriyel P.mendocina Deterjan katkis1 Asahi
Bakteriyel Ch.viscosum Organik sentez Biocataliysis

2.12.2. Uygulama alanlar

Lipazlar bugiin bile endiistriyel alanda bir¢ok tepkimelerin ihtiyac kaynagi

olmasindan o6tiirti kullanimi ¢okga goze ¢arpmaktadir. Tablo 2.3.’te lipaz ¢esitlerinin

hangi amagcla hangi iiriinlere etki ettigi verilmistir (Chen ve ark., 2003; Kirk ve ark.,

2002).
Tablo 2.3. Mikrobiyal lipazlarin endustriyel alanlarda kullanimi
Sektor Etki Uriin
Ekmekeilik Tatlandirma ve raf omril Unlu mamiiller
uzatma

Mesrubat Aroma Mesrubat

Kimyasal Enantiosegicilik Klral yapilar ve
kimyasallar
Kimyasallar, surfaktanlar

Temizleme Sentez ve hidroliz gibi temizleme ajanlarmin
uzaklastirilmasi

Kozmetik Sentez Emillsifiyerler,

nemlendiriciler
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Sektor Etki Uriin
) Sﬁttekl yagin hidrolizi, Tatlandinicy, peynir,
Stit peynir olgunlastirilmast,

Kati ve s1v1 yaglar

Gida susleme

tereyaginin modifikasyonu

Trans-esterifikasyon

Kalite arttirma

tereyag
Kakao yag1, margarin

Mayonez, siisleme

Dericilik Hidroliz Deri isleme

Et ve balik Tat gelistirme ve yag Et ve balik tiriinleri
uzaklagtirmasi

Kagit Hidroliz Kagit tiriinleri

Saglikli gida Trans-esterifikasyon Saglikli gida tiriinleri

2.13. Yaglar

2.13.1. Yaglarin kimyasal yapisi

Gliserol ve yag asitlerinin esterlesme tepkimesi sonucu Sekil 2.15.te goriildiigii gibi

meydana gelen bir mol trigliserid ve yaninda {ic mol su olusumu gozlenir

(Bockish,1998). Yaglarin temel bileseni olan trigliseridler saf bitkisel yagin %95’ini

olusturabilirler fakat %5°lik kisim safsizliklar olarak tanimlanabilmektedir (Strayer

ve ark., 2006; Nas ve ark., 2001). Rafinasyon islemi yardimiyla istenilmeyen

safsizliklar yagdan uzaklastirilabilirler ve sonucunda %5’lik deger %0,02’lere

diisebilmektedir (Nas ve ark., 2001).

H
H—l—OH
H—(|1—0H
H—l—OH

k

H—C—O—C—R

i
OH—C—R
ﬂ esterlesme
OH—C—R
i |
[l
OH—C—R H

[
H—C—O0——C—R

H—C—O—COR + H,0

H,0

I H,0

Sekil 2.15. Yag olusum reaksiyonu
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2.13.1.1. Trigliseridler

Yapisinda bulunan yag asitlerinin benzerliklerine gore ikiye ayrilmaktadirlar. Eger
bilinyesinde bulundurdugu ii¢ yag asidi de ayni ise basit, li¢ yag asidi de farkl ise
bilesik trigliserid denilmektedir (Sekil 2.16.).

o) H o)
H—C—O—!—R1 H—C—O0—C—R,
o) o)
H—C—O—!—R, H—C—O—|C|—R2
o) o)
H—C—O0—C—R, H—c—o—u—R3
! )

2.16. Basit ve bilesik trigliserid (Aygiin, 2009)

2.13.1.2. Yag asitleri

Yag asitleri, cogunlukla karbon sayisinin ¢ift oldugu, diiz ve farkli zincir uzunluguna
malik monobazik asit olarak tanimlanabilmektedir (Saldamli 1998). Son yillardaki
bilgilere gore sivi ile kat1 yaglarin 200 ve daha iistii miktarda yag asidi ihtiva ettigi
bilinmektedir. Ancak bilinen bu yag asitlerinin yalmizca %3’linii kapsayan kisim

canlilarin tiiketebilecegi yaglardandir.

Dogada ihtiva eden yag asitleri c¢ogunlukla monobazik dallanmig yapida
goriilmektedirler (Bockish, 1998). Biinyelerinde bulunan tek ya da ¢ift baglara gore
siniflandirilabilmektedirler. Doymus yag asitleri biinyelerin ¢ift baglar1 barindirmaz
bu sebeple de doymus adi verilir fakat ¢ift bag iceriyorsa doymamis yag asidi olarak
adlandirilmaktadirlar (Swern, 1979). Genelleme yapildiginda icerisinde “doymamis
yag asidi barindiran™ gliseridler sivi, “doymus yag asitlerini” barindirtyorsa kati

denilebilmektedir (Tyler ve ark., 1973).
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2.13.1.2.1. Doymus yag asitleri

En diisiik karbonlu asetik asit (C,) trigliserid yapis1 i¢inde yer almaz, en diislik
karbonlu gercek yag asidi biitirik asittir (C4). Cg’e kadar olan yag asitleri sividir ve

siit yagi igerisinde bulunur.

Kaprik, miristik ve laurik asitler kakao yagi ve palm ¢ekirdegi yaginda bulunur;
palmitik ve stearik asitler ise en yaygin doymus yag asitleri olarak bilinmektedir
(Bockisch 1998). Tablo 2.4.te doymus yag asitlerinin, basit ve sistematik isimleri

verilmektedir (Christie 1973).

Tablo 2.4. Doymus yag asitleri

Kisa Gosterim Sistematik isim Basit isim

2:0 Etanoik asit Asetik asit
3:0 Propanik asit Propionik asit
4:0 Biitanoik asit Biitrik asit
5:0 Pentanoik asit Valerik asit
6:0 Hekzanoik asit Kaproik asit
7:0 Heptanoik asit Enantik asit
8:0 Oktanoik asit Kaprilik asit
9:0 Nonanoik asit Pelargonik asit
10:0 Dekanoik asit Kaprik asit
11:0 Hendekanoik asit -

12:0 Dodekanoik asit Laurik asit
13:0 Tridekanoik asit -

14:0 Tetradekanoik asit Miriktik asit
15:0 Pentadekanoik asit -

16:0 Hekzadekanoik asit Palmitik asit
17:0 Heptadekanoik asit Margarik asit
18:0 Oktadekanoik asit Stearik asit
19:0 Nonandekanoik asit -
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2.13.1.2.2. Bir ¢ift baga sahip doymamus yag asitleri

Dogal yaglarda bugiine kadar bulunmus en kisa zincirli doymamis yag asidi, siit
yaginda eser miktarda bulunan kaproleik asittir. Tek ¢ift baga sahip yag asitlerinden
10-18 karbona kadar olanlar siit yaglarinda, 1624 karbona kadar olanlar1 balik
yaglarinda, 30 karbona kadar olanlar1 ise bitki tohumu yaglarinda bulunur (Bockisch

1998). Baz1 6nemli tek cift bagl yag asitleri Tablo 2.5.te verilmektedir (Christie

1973).

Tablo 2.5. Baz1 6nemli tek ¢ift baga sahip yag asitleri

Kisa Gosterim

Sistematik isim

Basit isim

12:1 (n-3) Cis-9-dodekenoik asit Lauroleik asit
14:1 (n-5) Cis-9-tetradekenoik asit Miristoleik asit
16:1* Trans-3-hekzadekenoik asit -

16:1 (n-7) Cis-9-hekzadekenoik Palmitoelik asit
18:1 (n-12) Cis-6-oktadekenoik asit Petroselinik asit
18:1 (n-9) Cis-9-oktadekenoik asit Oleik asit

18:1* Trans-9-oktadekenoik asit Elaidik asit

18:1 (n-7) Cis-11-oktadekenoik asit Cis-vassenik asit
18:1* Trans-11-oktadekenoik asit Trans-vassenik asit
20:1 (n-11) Cis-9-eikosenoik asit Gadoleik asit
20:1 (n-9) Cis-11-eikosenoik asit Gondoik asit
22:1 (n-9) Cis-13-dokosenoik asit Erusik asit

24:1 (n-9) Cis-15-tetrakosenoik asit Nervonik asit

2.13.1.2. 3. Cift baga sahip doymams yag asitleri

Birden fazla cift baga sahip doymamis yag asitleri yenilebilen tiim kati ve sivi
yaglarda goriiliir. Sadece bitkisel yaglarda tiim cis izomerleri bulunmaktadir ve
bunlardan bazilar1 da hayvansal yaglarda da karsimiza ¢ikmaktadir. Bunun nedeni
viicudun bunlar1 sentezleyememesinden kaynaklidir. Organizma bu yaglan

bitkilerden alarak karsilar.
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Konjuge doymamis yag asitlerinin yok denilecek kadar az bir kismi yenilmeyen kati
ve s1v1 yaglarda ihtiva ederler. Linoleik ve linolenik asitler hem miktarlar1 agisindan
hem de canli viicudunun gereksinimi agisindan en onemli ¢ok cift bag iceren yag
asitleridi arasindadir. Arasidonik asit de az miktarlarda bulunsa da Onemli yag
asitidir (Bockisch 1998). Yaygin olarak bulunan bazi yag asitleri Tablo 2.6.’da
verilmektedir (Christie, 1973).

Tablo 2.6. Bazi 6nemli ¢ift baga sahip yag asitleri

Kisa Gosterim  Sistematik isim Basit isim

18:2 (n-6) 9,12-oktadekadienoik asit Linoleik asit

18:3 (n-6) 6,9,12-oktadekatrienoik asit y-Linolenik

20:3 (n-6) 8,11,14-eikosatrienoik asit homo- y-Linolenik
20:4 (n-6) 5,8,11,14-eikosatetraenoik asit Arasidonik asit
20:5 (n-6) 4,7,10,13,16-dokosapentaenoik asit -

18:3 (n-3) 9,12,15-oktadekatrienoik asit o -Linolenik

20:5 (n-3) 5,8,11,14,17-eikosapentaenoik asit -

22:6 (n-3) 4,7,10,13,16,19-dokosahekzaenoik asit -

20:3 (n-9) 5,8,11-eikosatrienoik asit -

2.13.1.2.4. Diger yag asitleri

Doymus, tek ¢ift baga sahip doymamis ve birden fazla ¢ift baga sahip doymamis yag
asitlerinin yaninda, alkin yag asitleri, dallanmis yag asitleri, alisilik yag asitleri ve
substite olmus yag asitleri yaglarin yapisinda bulunabilirler. Bu yag asitleri yenilen

yaglarin hepsinin yapisinda bulunamayabilirler.

Alkin yag asitleri oldukca nadir bulunurlar (isanik ve taririk asit gibi). Dallanmis yag
asitleri ise cogu yaglarda 6zellikle hayvansal yaglarinda eser miktarda ihtiva ederler.

Substite olmus yag asitleri olduk¢a nadirdir ancak ¢ok 6nemli yerleri vardir.
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Hidroksi yag asitleri serebrositlerin (beyin sivisi) %353’iinli olusturur, beyin
fonksiyonlar1 i¢in ¢ok onemlidir (Bockisch 1998). Nadir olarak goriilen bazi yag

asitlerinin yapisi, basit isimleri ve hangi bitkiden elde edildikleri Tablo 2.7.’de

gosterilmistir (Christie 1973).

Tablo 2.7. Ender goriilen bazi yag asitleri

Sistematik

Kisa Gosterim sim Basit isim
CH;3(CH,)sCH2CH,CH=CH(CH,);COOH Risinoleik asit  Hint yag1
OH

CH;(CH,),C=—=CCH,=—=CH(CH,),COOH ;(Srietlpemmk Crepis foetida

H,

C Sterculiaceae

/ N Sterilik asit 1 95

CH;(CH3),C—=C(CH,);COOH
CH;(CH,);CH=CHCH=CHCH=CH(CH,),COOH :S'ﬁ‘e"“e“k Tung yag
CH;(CH,),CH— CHCH,CH=—=CH(CH,),COOH (+)—Vemolik Vernonia

0 asit anthelmintica

(CH,),,COOH Solmugrik Hydnocarpas
212 asit tirleri

_ - Douglasii

CH;(CH,),CH—=CH(CH,)s;CH=—=CH(CH,);COOH - tohuiq yag

Hint yaginin yapisinda bulunan yag asitleri;

Stearik asit: Yiiksek kalitedeki stearik asit, %40’dan az stearik asit ve %40’dan az
palmitik asit icermez ve bu iki asidin toplam1 %90’dan az olmamalidir. Saflastirilmig
stearik asit %90’dan az stearik asit icermez ve toplam palmitik ve stearik asit igerigi

%96’dan az olmamalidir. Bu maddeler kati, soluk sar1 veya beyaz renkli kat1 ya da
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toz maddeler olup suda ¢oziinemez. Steraik asit emiilsiyon birlestiricisi ve tablet

yaglayicist amaciyla kullanilmast miimkiindiir (Tyler ve ark. 1988).

Oleik asit: Oleik asit yenilebilen kati yaglardan ve sabit yaglardan elde
edilebilmektedir. Genellikle stearik asidin {iretiminde yan f{irlin olarak elde
edilmektedir. Oleik asit, temel olarak cis—9 oktadekenoik asidi igerir ve renksiz ya da
soluk sar1 renkli yagimsi bir s1vi halindedir. Suda ¢6zlinmez fakat alkolle karisabilme
ozelligine sahiptir. Oksijeni yavas bir sekilde absorplar ve havaya maruz kaldiginda
rengi koyulagmaya baglar. Oleik asit bir emiilsiyon birlestiricisi olarak da kullanilir

(Tyler ve ark. 1988).

Linoleik ve linolenik asitler: Linoleik ve linolenik asitler birden fazla ¢ift baga sahip
oktadekenoik asitlerdendir. Bu yag asitleri insan beslenmesinde ¢ok Onemlidir ve
vitamin F olarak adlandirilir. Cogunlukla linoleik asit ve linolenik asit iceren
doymamis yag asidi karisimi soya yagi ve diger uygun bitkisel yaglardan elde etmek
miimkiindiir. Bu yag asitlerinin karisimi besinlere ek olarak kullanilmalidir (Tyler ve

ark. 1988).

Risinoleik asit: RA (12-hidroksi—9-oktadekanoik asit) 18 karbonlu, 12. Karbon
atomunda hidroksil grubu bulunan ve 9 ile 10. karbon atomlar1 arasinda da cis-¢ift
baga sahip olan yag asididir. Molekiil agirlig1 298,46 ve notralizasyon degeri 188°dir
(Tallent ve Sumrell 1974). Viskoz, acik sar1 renkte bir yag asidi olup, erime noktasi
5,5°C, kaynama noktasi ise 245°C’dir. Saf alkolde ¢oziiniir, suda ¢oziinmez ve petrol
kokenli alifatik ¢oziiclilerde belli bir orana kadar ¢oziinmesi saglanmaktadir (Cherry
2000). Risinoleik asidin varlig1 hint yagina essiz olma ve nadir olarak goriilen ¢cok
yonlii kullanim 6zelliklerini sunmaktadir (Tallent ve Sumrell, 1974). RA, degerli

kimyasal endiistrisinde kullanilan tek hidroksile yag asidi olmustur (Cherry, 2000).

2.14.Hint Yag Bitkisi

Tohum bitkisi olan ve 10 metre uzayabilen tropikal soya sahip, yag ihtiva eden

Ricinus communis, genellikle hint yagi bitkisi olarak taninmaktadir. Hint yagi,
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tohumunun biinyesinde bulunan risin ve risinin, degisik alerjik unsurlardan dolayi
toksin yapabilmektedir ve bu sebepten canlilar tarafindan tiiketilmesi sakincalidir.
Fakat %56 ile %45 yag icermektedir (Barajas, 2005; Ogunniyi, 2006; Scholz ve
Silva, 2008). Is1s1 yiiksek ve rutubetli alanlarda ekilip biiyiitiiliir (Aygiin, 2009). Sekil
2.17.’de HY bitkisi ve hangi siniflandirmalarda yer aldigi verilmistir (TUBITAK,
2007).

Sekil 2.17. Hint yag: bitkisi

2.15. Hint Yag1

HY tohumlarinin yarisi saf yag, yararli olmayan risin, alkolid, steroller, E vitamini
ve lipaz ihtiva eder. Bu yag alkol igerisinde oldukca kolay ¢oziilebilmektedir
(Baytop, 1980). Ekstraksiyon yontemi yardimiyla hint yagi bitkisi tohumlarindan
elde edilmistir. Kurumayan ve ugucu olmayan bir yag c¢esididir. Diger yaglara oranda
raf siiresi uzundur ve c¢ok vyiikksek sicakliklara maruz birakilmadigi siirece

bozulmayan bir yagdir (Ogunniyi, 2006).

Bitki kokenli yaglar kadar, esterlesme islemi gérmiis gliserolden ve yag asidinin
bilesiminden olusan trighiseridtir (Akpan ve ark., 2006). Hint yagini tercih edilen
hale getiren niteligi ise, %88 civarlarinda bir adet c¢ift bag i¢eren karbon sayis1 18
olan risinoleik asit icermesidir (Kirk-Othmer, 1979). RA yapisal olarak oleik yag
asidine olduk¢a benzemektedir fakat RA’ nin bilinyesinde bir adet OH bulundurmasi
ikisini birbirinden ayiran 6zelliktir (Baytop, 1980). Sivi halde ve bir yag asidi olan
cesitli ¢oziiciilerde (kloroform, alkol, eter, aseton) c¢oziinebilen RA, trigliseridi
oldugu bilinen HY, dogal yasamimizda karsimiza ¢ikabilicek en ar1 gliseridlerden

birisi olumustur (Keys, 1976).
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HY nin aktif olarak islem gormesi sanayi alaninda epey coktur (Kirk-Othmer, 1979).
Cokca senelerdir miirekkep, boya ve kaplama sanayilerinde HY kullanimi bir¢ok
avantaj icerir. Zahmetsiz temin edilebilmesinin yaninda ekonomik anlamda fiyatinin
diisiikliigli ve canli yagamina zarar vermeyisi bu avantajlar igerisindedir (Cherry,

2000).

2.15.1. Hint yagimin kullanim alanlar:

HY bitkisi tohumlar1 tahminen biinyesinde %45 ile %54 arasinda yag bulundurur.
Fakat bu yagin igerisinde bulunan yag asitlerinin bazi birlesimlerinden ve
iceriklerden otiirii gida kolunda degil de, sanayi alaninda kullanima elverislidir
(Austin, 1984).Sivilara nazir direng gosterebilme yeteneginden koruyucu Orti,
yalitim, kaplama, maske ve besinlerin dis kaplarinda kullaniminin yaninda silah
sanayinde de olduk¢a yaygin olarak kullanilmistir. Hos olmayan koku ve tadina
karsin ¢okca bitki kokusu ve meyve esanslari elde etmekte kullanilabilmektedir ve
bunlarin eldesi ise HY nin biinyesinde bulunan RA sayesinde olmaktadir (Swern,
1979). Hayvan besini olarak kullanilanilan HY bitkisi, yag1 ayrildiktan sonra kalan
posas1t icerisinde yararli olmayan toksinleri barindirmasindan dolayr buhar
yardimiyla bu zararli toksinler pargalanilarak uzaklastirilmasi saglanarak
kullanilmalidir (Johnson ve Fritz, 1989). Ge¢mis senelerde HY miishil diye
kullanilird1 fakat biinyesinden bulunan risin maddesi zehirlenmelere sebebiyet verdi
ve bu sebebpten suanda bile kullanilmasi yasaktir (Evans, 2002). HY bitkisinin
govde kismi gemilerde kullanilmak i¢in halat imalatinda, olta kullanim siirelerinin
artmasi i¢in kullanilmaktadir. Tekstil sanayinde ve vernik yapiminda HY yaglama
islemi icin kullanilir. Normal sartlarin altindaki 1s1 ve yliksek basingta kararli
olabilmelerinden dolay1 ugcak motorunda da yaglama islemi yapmak i¢in kullanilir

(Scarpa ve Guerci, 1982).

HY biinyesinde bulunan RA’in —OH grubu ve sahip oldugu cift baglar, bu yagin
bircok tepkime gergeklestirmesine olanak saglamaktadir. Tepken olan —OH grubu,
fazla 1s1 piroliz, kostik birlesim yardimiyla oldukg¢a kisa zincire sahip iirlinlerin elde

edilmesini saglar (Ogunniyi 2006). Degisik kosullarda oksijensiz ortamda yakilan
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HY, bircok sanayi alaninda ila¢ yapimi, parfiim yapimi, polime yapimi gibi islerde
islenmemis yag ya da aramadde olarak tepkimeye girerek farkl: tiriinler olusmasim
saglarlar (Vasishtha ve ark., 1990).HY ve onun tiirevi olan maddeler sanayi alaninda
olduk¢a ¢ok islem alanina haizdir ve giin gectikce yeni kullanim alanlar1 ortaya
cikmaktadir. RA’in biinyesinde bulunan hidroksil grubu kimyasal tepkimeler
yardimiyla ortamdan ayrildiginda c¢ift baglarin sayist ikiye c¢ikar. Bu cift baglh RA,
hizl1 kuruma yetisine sahip olmasi sebebiyle dehisrasyon iglemi gérmiis HY vernik

ve boya lireticileri tarafindan ilgi gormektedir (Erciyes ve ark., 1991).

2.15.2. Hint yaginin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

HY 9%10’luk kismi1 hari¢ RA olarak bilinen yag asidinden olugsmaktadir. Fakat HY
bitkisi tohumunda bulunan, yag kisminda olmayan, zararli toksik alkolit risini ve
lektin olan risini igerir. Toksit maddelerin baginda sayilan risin kotii hayati sonuglar
olusturabilmektedir (Keys, 1976; Wyk ve ark., 1977). HY nin &zellikleri Tablo
2.8.’de siralanmistir. HY nin sahip oldugu asit degeri, HY bitkisinin senesi, hasarl

tohumlar, hatali ekstraksiyon, depoda saklanma siiresi gibi sebeplerden artar.

Tablo 2.8. Hint yaginin fiziksel 6zellikleri

Fiziksel Ozellik Deger

Asitlik indisi (maksimum) 2,0

Hidroksil degeri 160—-168
Sabunlagma indisi 176184
Sabunlagsmayan madde miktar1 (maksimum, %) 0,7

Iyot indisi 84-88
Peroksit degeri <5

Kirilma indisi (25°C) 1,4764-1,4778
Bagil yogunluk (25/25°C) 0,957-0,961
Viskozite (25°C) (cm2/s=stokes) 6,5-8,0

Hintyaginin yag asidi kompozisyonu ve Sekil 2.18. ve Tablo 2.9.” da verilmektedir.
(Kirk-Othmer 1979).
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\

M Risinoleik asit
M Linoleik asit
M Oleik asit

B Palmitik asit
M Stearik asit

M Linolenik asit

Sekil 2.18. Hint yaginin yag asidi bilesim

Tablo 2.9. Hint yaginin yag asidi kompozisyonu

.. (Oliveira (Lima (Schneider
Yag asitleri (2(3§gnnly1 ve ark. ve ark. ve ark.
)
2005) 2004) 2004)
Risinoleik Asit (C18:1-OH) 89,0 88,9 88,0 88,2
Linoleik Asit (C18:2) 4,2 4,9 2,0 4,9
Oleik Asit (C18:1) 3,0 3,5 5,0 3,8
Palmitik Asit (C16:0) 1,0 1,4 2,0 1,4
Stearik Asit (C18:0) 1,0 0,9 3,0 0,9
Dihidroksistearik Asit 0,7 - - -
Arasidik Asit (C20:0) 0,3 - - -
Linolenik Asit (C18:3) 0,3 0,3 - 0,3
¥ Doymus Yag Asitleri 2.3 2.3 5,0 2.3
Y Doymamis Yag Asitleri 97,2 97,6 95,0 97,2
2 Yag Asitleri 99,5 99,9 100,0 99,5




BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller ve Kullanilan Cihazlar

Immobilizasyon islemlerinde baglanma fazi olarak yiiksek yogunluklu glioksal
iceren Glioksal agaroz (GA) (ABT-6BCL) kullanilmistir. Glioksal agaroz
yiizeylerine ise Pseudomonas cepacia’tan izole edilen ticari lipaz (Sigma) enzimi
immobilize edilmistir. RA (TCI Chemicals), etanol, sodyum hidroksit (NaOH),
asetonitril, aseton, p-nitrofenilbiitirat (Merck) firmasindan temin edilmistir. Islem
sonrasi elde edilen ¢ozeltiler RP-HPLC analizi 6ncesi 0,45 pm gozenek capina sahip
seliloz  ester (CHEMLAB) ile fitre edilmistir.  Fostat  tamponu
sodyumdihidroksifosfat (NaH,PO,4) ve disodyumhidroksifosfat (Na,HPOj)
kullanilarak hazirlanmistir. Immobilizasyon reaksiyonu 0,1 M’lik sodyum bikarbonat
(NaHCO:3) ¢ozeltisi igerisinde gerceklestirilmistir. Iimmobilizasyon sonrasinda enzim
aktivitesinin Ol¢iimlerinde substrat olarak p-nitro fenil biitiirat kullaniimistir.
Reaksiyon sonucu olusan p-nitro fenol’un absorpsiyon spektrumu alinarak,

hazirlanan standart ¢ozeltiler yardimi ile miktar1 hesaplanmistir.

Aktivasyon Olgiimleri icin Schimadzu model (UV-2600) spektrofotometre
kullanilmistir. Hidroliz islemleri sonucu elde edilen cozeltiler Schimadzu model
HPLC kullanilarak analiz edilmistir. Karakterizasyon icin Perkin Elmer model

(Spectrum Two) FTIR kullanilmistir.
3.2. Glioksal Agaroz Uzerine Lipaz immobilizasyonu
Immobilizasyon islemi literatiirde belirtildigi gibi yapilmistir (Bolivar ve ark. 2008).

Lipaz enzimi, 25 mL, 0,1 M sodyumbikarbonat (NaHCOs3) ¢ozeltisi igerisinde

¢Oziilmiistiir. Hazirlanan bu ¢ozelti tizerine 2,5 mL GA kiirecikleri ilave edilmistir.
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Optimum immobilizasyon siiresini bulmak amaciyla hazirlanan siispansiyon orbital
kanistiricida 150 rpm karigtirma hizi ile 1, 2, 4, 8 ve 12 saat calkalanmistir. Siire
sonunda, enzim ile glioksal agaroz kiireler arasinda olusan bagin indirgenmesi
amaciyla cozeltiye 20 mg sodyumborhidriir (NaBHj) eklenerek 30 dk daha
calkalanmistir. Hazirlanan lipaz immobilize edilmis glioksal agaroz kiirecikler bolca
ultra saf su ile yikandiktan sonra fosfat tamponu (pH=7) igerisinde +4°C’de
saklanmigtir. Ayrica glioksal agaroz kiireler {izerine baglanacak optimum enzim
miktarin1 bulabilmek amaciyla 2,5, 5 ve 7,5 mg lipaz miktarlar1 ile de

immobilizasyon reaksiyonlar: gergeklestirilmistir.

3.3. Aktivasyon Ol¢iimleri

Aktivasyon Olgiimleri igcin 1 mM konsantrasyona sahip stok p-nitro fenol (p-NF)
cozeltisinden, 0,01-0,04 mM konsantrasyon araligina sahip standart cozeltiler
hazirlanmigtir.  Seyreltme islemleri fosfat tamponu ile yapilarak 346 nm’de
kalibrasyon dogrusu olusturulmustur. Aktivasyon denemeleri i¢in ise 25 mL 0,04
mM p-nitrofenilbiitirat (p-NFB) hazirlanmis ve igerisine 3 mL immobilize enzim
ilave edilmistir. Bu c¢ozelti oda sicakliginda, 150 rpm karistirma hizinda, 2 s
calkalanmistir. Cozelti filtre edildikten sonraelde edilen {iriin olan p-NF’nin

absorbansi 346 nm de UV-Vis spektrofotometresiyle dl¢lilmiistiir.

3.4. Hidroliz/Transesterlesme Denemeleri

Hidroliz/Transesterlesme denemeleri %90 etonol igceren cozelti igerisinde 2-72 s
reaksiyon siiresi, 30-200 rpm ¢alkalama hizi, 1-5 mL immobilize lipaz miktari, 0,1-2
g HY kullanilarak gergeklestirilmistir. Cozeltiler filtre edildikten sonra RP-HPLC ile
analiz yapilmistir.

3.5. Uriin Analizi

Elde dilen {irtinler absorbans dedektorii igeren ters faz HPLC’de 205 nm de analiz

edilmistir. Mobil faz olarak aseto nitril, aseton (2:1) karigimi kullanilmigtir. Karbon
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18 (150 mm x 4,6 mm, Sum, intersustain) kolon kullanilmistir. Kolon sicaklig1 25
°C’de sabit tutulmustur. Analiz siiresi 20 dk olarak bulunmustur. Akis orani ise 1,25

mL/dk olarak se¢ilmistir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Enzim immobilizasyonu

Immobilizasyon reaksiyonu lipazin amin gruplari ile GA kiirelerinin aldehit gruplari
arasinda gereklesmektedir. Reaksiyon sonucu olusan imin gruplari, NaBH, eklenerek
indirgenir ve lipaz ile GA kiireleri arasinda saglam kovalent baglar olusur (Bolivar
ve ark. 2008; Keskin 2014). Immobilizasyon isleminin gergeklestigini ve enzimin
aktivitesini korudugunu gorebilmek i¢in p-NFB kullanilarak aktivasyon ol¢limleri
yapilmistir. Substrat olarak kullanilan p-NFB reaksiyon sonucu p-NF’ye
dontismektedir (Zaid ve ark. 2017). Gergeklesen reaksiyon Sekil 4.1.°de

gosterilmistir.
NO, O,N
o
O Immobilize lipaz
_ > 4
o OH
OH
p-nitrofenil biitirat p-nitrofenil Biitirik asit

Sekil 4.1. immobilize lipaz ile p-nitrofenil biitiratin reaksiyonu

Maksimum immobilizasyonu elde etmek i¢in yapilan zaman denemelerinin sonuglari
ise Sekil 4.2.’de gosterilmistir. 1 s reaksiyon sonucu elde edilen verim % 56 iken 12
s reaksiyon siiresinde %99 immobilizasyon verimi elde edilmistir. Reaksiyon
sliresinin artmasi ile enzim ve glioksal agaroz kiireleri arasindaki etkilesim miktar1 da
artmaktadir. Bunun sonucu olarak immobilze enzimde daha fazla aktivite ve
baglanma gozlemlenmektedir. Ayrica immobilizasyon i¢in farkli enzim miktarlari

denenerek, optimumenzim miktar1 bulunmustur. Buna goére 2,5 mg enzim
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kullanildiginda 12 s siire sonucunda %389 verim elde edilmistir. 5 mg ve 7,5 mg lipaz
kullanilarak yapilan denemelerde ise %100 aktiviteye ulasilmistir (Sekil 4.3.). 2,5 mg
enzimin agaroz Kkiireler lizerine immobilizasyonu, kullanilan p-NFB’in hepsinin
hidrolizi i¢in yeterli olmamistir. 5 mg enzim immobilizasyonu ise p-NFB’1n tiimiinii
hidroliz etmek i¢in yeterli olmustur. Sonuglara bakilarak immobilizasyon i¢in

optimum siiresi 12 s, optimum enzim miktar1 ise 5 mg olarak bulunmustur.

100 - —

o0
e
1
L 4

[}
e
1

Aktivite (%)

40 1 1 1 1 L 1
0 2 4 6 10 12

Zaman (s)

o0

Sekil 4.2. immobilizasyonazamanin etkisi (5.0 mg Lipaz, 2.5 mL glikoksal agaroz)

!
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o0
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Lipaz miktar1 (mg)

Sekil 4.3. immobilizasyona enzim miktarinim etkisi (2,5 mL GA, 12 s)
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4.2. Hidroliz/Transesterlesme Reaksiyonlari

Reaksiyon ortami olarak farkli etanol/fosfat tamponu karisim oranlar1 denenmistir.
Sadece fosfat tamponu kullanildiginda yagin su igerisindeki ¢oziiniirliigii ¢ok az
oldugu i¢in enzim substrat etkilesimi ¢ok diisiik derecede gerceklesmistir. Literatiirde
bu sorunu ¢dzebilmek icin ylizey aktif madde, cesitli tuzlar veya yiiksek sicaklik
kullanilsada bu yontemlerin bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Alkol kullanilarak
yag cozlnlrliigl arttirilabilir. Fakat reaksiyon ortaminda alkol oranmnin artmasi
hidroliz reaksiyonunun ger¢eklesme derecesini diisiirmektedir. Alkol kullanimi ile
ortamda  hidroliz  reaksiyonunun yaninda transesterlesme  reaksiyonuda
gerceklesmektedir. Yapilan denemelerde alkol oraninin arttirtlmasi ile ¢éziinmiis yag
orani arttig1 icin hem hidroliz hemde transesterlesme reaksiyonlarinin gerceklestigi
goriilmistiir. Kullanilabilen maksimum alkol oran1 %90°dir. Ciinkii immobilize lipaz
fosfat tamponu igerisinde saklanmakta ve reaksiyon ortamina fosfat tamponu ile
beraber eklenmektedir. %90 etanol ortaminda gerceklesen hidroliz ve transesterlesme
reaksiyonlart Sekil 4.4.°te gosterilmistir. Hidroliz reaksiyonu sonucu serbest yag

asitleri olusurken transesterlesme reaksiyonu sonucu yag asidi esterleri olugsmaktadir.

o
R—H—o—cnzcn3
(|D| HO——CH,
R—C——O——CH,CH; + HO——CH
o HO——CH,
o
I R——C——O——CH,CHj,
R——C——O——CH,

R——C——O——CH,

HO——CH,

-+ HO——CH

T HO——CH,

Sekil 4.4. Hidroliz ve transesterlesme reaksiyonlari
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4.3. Uriin Analizleri

Uriin karakterizasyonu igin ters faz HPLC ve FTIR analizleri yapilmstir. Sekil
4.5.te hint yagmin fosfat tamponu igerisinde yapilan reaksiyon iirlinii ve etanol
icerisinde yapilan reaksiyon iirlinlerinin kromatogramlar1 gosterilmistir. HY yaklasik
%70 oraninda tririsiniloein(TAG)’den olusmustur. Sekilde de goriilebilecegi gibi
fosfat tamponu igerisinde yapilan reaksiyonda yliksek miktarda TAG bulunmaktadir.
Alkol ortaminda gerceklesen reaksiyonda ise TAG miktar1 azalmig, hidroliz ve
transesterlesme iirtin miktarlar1 artmistir. Ana hidroliz {irtinii olan RA’in alikonma
zamani 3,47 dakika (dk) olarak bulunmustur. Ana transesterlesme iiriinii olan etil
risinoleatin alitkonma zamani ise 4,72 dk olarak bulunmustur. Kromotogramda

goriilen diger pikler ise rinoleik, oleik, palmetik, stearik asit ve bunlarin esterleridir.

mAU Risinoleik asit Etil risinoleat

Etanol icerisinde reaksiyon

A =

Risinoleik asit

Fosfat tamponu
icerisinde reaksiyon

- —

y /

Hint yag:

_‘A_A_pﬁ._.r\__.f\ﬁj _ﬁ'\_ e
L I e e Y R R |
2.5 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5
dk

Sekil 4.5. Etanol, fosfat tamponu igerisinde gerceklestirilen reaksiyon tirlinleri ve hint yaginin kromatogramlari

(1,25 mL/dk akis hiz1)
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Urlin igerisinde bulunan risinoleik asit miktarinin bulunmasi amaciyla 0,1 — 1,5 g
risinoleik asit igeren standart ¢ozeltilerin kromatogramlar1 alinmis ve kalibrasyon
dogrusu olusturulmustur (Sekil 4.6). 2,5 mL immobilize enzim kullarak 72 saat (s)

sirede 1 g HY ile yapilan reaksiyon sonucunda 0,47 g RA olustugu sonucuna

varilmistir.
1,20E+07 1 y = SE+06x + 3E+06
R2=0,9005 .
1,00E+07 A e
8,00E-+06 - o
= °
= +06 -
< 6,00E+06
4,00E+06 -
2,00E+06 { ©
0,00E+00 T T T 3
0 0,5 1 1,5 2
HY miktar (g)

Sekil 4.6. Risinoleik asit tayini i¢in olusturulan kalibrasyon dogrusu

Hint yagin1 ve %90 alkol igerisinde gerceklesen reaksiyon iiriintintin FTIR spektrum

Sekil 4.7.’de gosterilmektedir. HY spektrumunda goriilen 3380 cm™ piki OH
titresimi nedeniyle olusmustur. 3009 cm™ de goriilen pik ise C=C titresimleri sonucu
ortaya ¢cikmistir. C=0 ve C-O simetrik gerilme titresimleri sirasiyla 1743 ve 1162

cm” de ortaya ¢ikmistir.

Uriiniin FTIR analizine bakildiginda reaksiyon sonucunun bir karisim oldugu
anlagilmaktadir. 1700 cm™ civarinda ¢ikan yarilmis bant yag asidi C=0 ve yag asidi
esteri C-O nedeniyle ortaya ¢ikmistir. Benzer sekilde yag asitlerine ait C-O titresim
bandi 1179 cm™ ortaya cikarken yag asidi esterlerine ait C-O piki ise 1034 cm” de
cikmistir. Bu sonuglar literatiir ile uygundur (Khaskheli ve ark. 2015).
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-1
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e

Sekil 4.7. Hint yag1 ve reaksiyon tiriintiniin FTIR spektrumlari

4.4. Optimizasyon Deneyleri

Optimizasyon deneyleri oda sicakliginda yaklasik 25°C*de yapilmistir. Reaksiyonda

alkol kullanildig1 i¢in sicaklik etkisi denemeleri arastirilmamaistir.

Reaksiyon zamani denemelerine ait sonuglar Sekil 4.8.’de gosterilmistir. 2,5 mL
immobilize enzim kullanilarak yapilan denemelerde 2 s reaksiyon siiresinde %35
hidroliz verimi elde edilirken 72 s reaksiyon siiresinde %87 verim elde edilmistir. Bu
artis zamanin artmastyla enzim substrat etkilesiminin de artmasi ile agiklanabilir. 2

ve 72 s reaksiyon siirelerine ait lirlinlerin kromatogramlar Sekil 4.9.”da verilmistir.

2 s reaksiyon siiresinde hint yaginin yapisinda bulunan TAG pik siddetindeki
(ve/veya alanindaki) azalmanin ¢ok kiiciik oldugu goriilebilmektedir. 72 s reaksiyon
stiresinde ise bu pikin hemen hemen kayboldugu goriilebilmektedir. Bu durum 72 s
reaskiyon siiresinde HY yapisinda bulunan TAG’in biiyiik ¢ogunlugunun hidroliz

oldugunu gostermektedir.



~ 100
S
5]
g 80
S
g 60
&
=
s 40
&=
N
§20
=
T 0

20

40

Reaksiyon siiresi (s)

80

Sekil 4.8. Zamanin reaksiyona etkisi (1 g hint yagi, 2,5 mL immobilize lipaz, 150 rpm)
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Sekil 4.9. 2 saat reaksiyon siiresinde elde edilen {iriin kromatogrami (1 mL/dk akis orani, 1 g hint yagi, 2,5 mL

immobilize lipaz, 150 rpm)
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mAU
7007

72 saat

600*;
500*;
400*;
300*;
200*;

100*; l\A} U L B

00 25 50 75 100 125 150 175 dk.

Sekil 4.10. 72 saat reaksiyon siiresinde elde edilen {irlin kromatogrami (1 mL/dk akis orani, 1 g hint yagi, 2,5 mL

immobilize lipaz, 150 rpm)

Benzer sekilde karistirma hizininda artmasi ile reaksiyon verimini artmistir (Sekil
4.11.). 30 rpm de elde edilen verim %30 iken, 150 rpm de elde edilen verim %87 dir.
Reaksiyon ortaminda GA kiireleri ¢evresinde bir sivi film olusmaktadir. Diisiik
karistirma hizlarinda substratin bu filme difiizyon orant daha azdir. Yiksek
karistirma hizlarinda ise substratin film diflizyon oraninin artmasinin yaninda film

direncide elimine olmaktadir (Ertugay ve Bayhan 2008).

100

o0
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1
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1
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[a)
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Calkalama hiz1 (rpm)

Hidroliz/Tranesterlesme (%)

Sekil 4.11. Calkalanma hizinin reaksiyona etkisi (1 g hint yagi, 2,5 mL immobilize lipaz, 72 saat)
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Kullanilan lipaz immobilize edilmis GA kiirelerinin miktar1 1 mL’den 5 mL’ye
arttirlldiginda elde edilen verim %31°den %99°a ¢ikmaktadir (Sekil 4.12.). Enzim

miktarinin artmasi ile hidrolize olmadan kalan TAG’larin da hidroliz olmas1 verimi

arttirmistir.
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Immobilize lipaz miktar1 (mL)

Sekil 4.12. Immobilize lipaz miktarmin reaksiyona etkisi (1 g hint yagi, 150 rpm ,72 saat)

Yag miktar arttirildiginda ise elde edilen reaksiyon verimi diigmektedir. Bu diistisiin
nedeni var olan yag ile reaksiyona girecek yeterli miktarda enzimin olmamasidir. 0,1
g HY kullanilarak elde edilen verim %99, 0,5 g HY kullanildiginda %90 iken, 2 g
HY kullanildiginda elde edilen verim %43 tiir (Sekil 4.13.). Sekil 4.14’de 0,5 g HY
kullanilmasi ile elde edilen kromtogram gdsterilmistir. Kromatogramda TAG pikinin

hemen hemen kayboldugu goriilebilmektedir.
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Sekil 4.13. Hint yag1 miktarmin reaksiyona etkisi (2.5 mL immobilize lipaz, 150 rpm, 72 saat).
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BOLUM 5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢aligmada hint yag1 6rnegi lipaz immobilize edilmis glioksal agaroz kiireleri ile
hidroliz/transesterlesmesi incelenmistir. Bu amagla ticari olarak alinan lipaz enzimi
glioksal agaroz kiireleri lizerine immobilize edilmistir. Kovalent baglanma ile
gerceklesen immobilizasyon ile enzimin kararliligi serbest haline gore arttirilmistir.
Immobilizasyon sonrasi enzim aktivitesi p-NFB’a kars1 bakilmis ve %100 aktivite
verim elde edilmistir. Aktivasyon oOlgtimleri i¢in UV-Goriinlir alan spektoskopisi
kullanilmigtir. 346 nm’de olusturulan kalibrasyon dogrusu vasitasiyla reaksiyon

sonucu olusan p-NF’nin miktar1 tayin edilmistir.

Sadce fosfat tamponu igerisinde gerceklestirilen yag hidrolizi denemelerinde elde
edilen verimler ¢ok diistik ¢cikmistir. Bu yiizden farkli ¢oziicii ortamlar1 denenmis ve
etanolde karar kilinmistir. %90 etanol ortaminda gerceklestirilen denemlerde 1 g hint
yagt icin 0,47 g risinoleik asit elde edilmistir. Elimizde etilrisinolat’in standardi
bulunmadig1 i¢in olusan etilrisinoloat miktar1 tayin edilememistir. Bunun yerine hint
yag1 igerisinde var olan ve {riinlerin temel kaynagi olan triagilgilerol (TAG)
yapisinda olan tririsinolein’in doniisiim oranlar1 deney sonuglar1 olarak verilmistir.
2,5 mL immobilize agaroz kullanilarak elde edilen doniisim oram1 %87 iken, 5
mL’de %99’ a ulasilmistir. Reaksiyon iiriinleri ters faz HPLC ile asetonitril: aseton
(2:1) hareketli faz1 ve C18 kolon kullanilarak analiz edilmistir. FTIR spektroskopisi

ile de tirtinlerin karakterizasyonu yapilmaya ¢alisilmistir.

Sonuglara gére immobilizasyon i¢in optimum siire 12 s, optimum enzim miktar1 ise 5
mg olarak bulunmustur. Yag hidrolizinde ise 72 s siirede, 150 rpm calkalama
hizinda, 2,5 mL ve 5 mL immobilize enzim kullanilarak 1,0 g yag i¢in sirasiyla %87

ve %99 doniisiim verimi elde edilmistir.
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Hint yaginin ana hidroliz ve transesterlesme iiriinleri risinoleik asit ve etil risinoloat
bilesikleridir. Bunlarin yaninda linolenik, oleik, stearik asit ve bunlarin esterleri de
olugmaktadir. Bu hidroliz ve transesterlesme iirlinleri endiistride pek c¢ok alanda
kullanilmaktadir. Ayrica hint yagi transesterlesmesi sonucu elde edilen esterlerin
biyodizel olarak kullanim alanida mevcuttur. Bu friinlerin enzim kullanilmadan
iiretimi, “sert kosullar” isimi de verilen yiiksek sicaklik ve basing altinda veya ilave
kimyasallar kullanilarak gergeklestirilmektedir. Enzim kullanilmasi daha “yumusak
kosullarda” bahsi gegen iirlinlerin elde edilmesini saglamaktadir. Tez kapsaminda
yapilan denemelerde ana {iriin olan risinoleik asit ve esteri yiiksek verimde elde
edilmistir. Ana triinlerin yaninda yan {iriinlerde olusmustur. Reaksiyon ile tek bir
hidroliz iiriini elde edilmeye calisilmis fakat basarilamamistir. Reaksiyon karigimi

cesitli ayirma metotlar1 kullanilarak saflagtirilabilir.
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