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BiYONANOKOMPOZIT DESTEGE LIiPAZIN TUTUKLANMASI
OZET

Modern kimya endiistrisi enzimlerin segiciligi ve 6zgilliigiinden faydalanarak biyo-
iiriinlerin iiretimiyle daha yesil bir kimyaya yon ¢evirmektedir. Endiistride kullanilan
serbest enzimlerin aktivitesinin diisiirilmeden geri kazaniminin ve tekrar
kullaniminin miimkiin olmamasi nedeniyle endiistride tercih edilmezler. Lipazlar,
yuksek secimlilikleri, ¢oziiciisiiz ortamda aktivite gostermeleri, biyobozunur olmalari
nedeniyle pek cok avantaja sahip biyobozunur ve biyouyumlu biyo-katalizérlerdir.
Biyonanokompozit destekler ¢evre dostu ve yesil kimya goriisiine uygunluk
gosterdikleri i¢in, enzim destek malzemesi olarak son yillarda oldukga tercih edilen
malzemelerdir.

Bu calismada kitosan ve fonksiyonellestirilmis c¢ok duvarli karbon nanotiip (f-
CDKNT) biyonanokompozit destek malzemeleri olarak secilmistir. Lipazi
tutuklamak i¢in ¢apraz baglayici ajan kullanilmistir. Biyonanokompozit kiirelere
doniistiiriilen destek tizerine Thermomyces lanuginosus (TL 100 L) lipaz1 ilk kez bu
calisma ile tutuklanmistir. FTIR, TGA ve SEM analizleri ile {iretilen destegin
karakteristik bag yapisi dogrulanmistir. Sicaklik, pH, ¢apraz baglayict derigimi, f-
CDKNT derisimi, destek miktari, enzim miktar1 ve siirenin tutuklamaya etkileri 6n
denemelerle incelenmistir. Bunlar arasindan sicaklik, pH ve enzim miktarinin
tutuklamaya etkisi Yant Yiizey Yontemi (YYY) kullanilarak optimize edilmistir.
Belirlenen optimum parametrelerle (38.3°C, 7,75 Tris-HCl, 70 mg/ml enzim
derisimi) gercgeklestirilen tutuklama verimi ve destek basina tutuklanan protein
miktar1 YYY ile sirastyla, %98.77 ve 42.4 mg protein/g destek olarak, dogrulama
deneyi sonucunda ise sirasiyla, % 91.76 ve 35.7 mg protein/g destek olarak
belirlenmistir. Serbest ve tutuklanan enzim aktiviteleri zeytinyagi hidroliz yontemi
ile belirlenmistir. Tutuklanan enzimin 9 kullanimdan sonra baslangi¢
aktivitesinin %70’ini korudugu saptanmigtir. f-CDKNT ilavesi ile gelistirilen bu yeni
ve Ozgiin biyonanokompozit destege tutuklanan lipazlar, katalizledikleri
tepkimelerde tekrar kullanima olanak sagladiklari i¢in ticari enzimlere alternatif
olarak degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Biyonanokompozit, Fonksiyonel Cok Duvarli Karbon Nanotiip,
Kitosan, Thermomyces lanuginosus, Tutuklama.

viil



IMMOBILIZATION OF LIPASE ON BIONANOCOMPOSITE SUPPORT
ABSTRACT

The modern chemical industry is moving towards greener chemistry with the
production of bio-products, utilizing the selectivity and specificity of enzymes.
Lipases are environmentally friendly biocatalysts with many advantages due to their
high selection, active in solvent-free conditions, biodegradable. In recent years,
bionanocomposite carriers have been preferred as an enzyme support material
because they are environmentally friendly, biodegradable, biocompatible, and
suitable for green chemistry.

In this study, chitosan and f-multi-walled carbon nanotube (f-MWCNT) were
selected as bionanocomposite support materials. Thermomyces lanuginosus (TL 100
L) has been immobilized on bionanocomposite beads for the first time with this study.
Characterization of support was determined with FTIR, TGA, and SEM analysis.
The effect of temperature, pH, concentration of crosslinking, f-MWCNT
concentration, bionanocomposite amount, enzyme amount and immobilization time
was examined with preliminary trials. Among these, the effect of temperature, pH
and enzyme quantity on the immobilization is optimized using the Response Surface
Methodology (RSM). The immobilization yield and amount of protein immobilized
with the optimum parameters (38,3°C, 7,75 Tris-HCI, 70 mg/ml enzyme
concentration) were determined as 98,77% and 42,4 mg protein/g support with RSM,
respectively, and 91,76% and 35,7 mg protein/g, respectively, as a result of the
verification experiment. It was determined that after 9 uses it retained 70% of its
initial activity. Lipase, which has been immobilized for this new and original
bionanocomposite support developed with the addition of f-CDKNT, can be
considered as an alternative to commercial enzymes as they provide reuse in their
catalytic reactions.

Keywords: Bionanocomposite, Functional multi-walled carbon nanotube, Chitosan,
Thermomyces lanuginosus, Immobilization.
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GIRIS
Son yillarda iklimlerin degismesi, kiiresel 1sinmanin ve ¢evre kirliliginin artmasi,
diinyanin dogal dengesinin bozulmaya baslamasi bilim insanlarinin yeni tiriin-iretim

yontemlerine olan ilgi ve arastirma taleplerinin artmasina yol agmistir. Kimya

endiistrisinde biyobozunur {iriinlerin iiretim ve kullanim1 giderek yayginlagsmaktadir.

Gilinlimiizde, yenilenebilir ve biyobozunur biyokompozit malzemeler; akilli gida
paketleme, biyomedikal ve ila¢ salinimi, biyo-membranlar, otomotiv endiistriyel
uygulamalart gibi c¢esitli uygulama alanlarinda umut vaadedici yesil malzemeler

olarak biiytiik dikkat cekmektedir [1].

Biyoteknolojik uygulamalarda enzimlerin kullanimlarinin 6nemi giderek artmaktadir.
Lipaz enzimi ticari olarak en ¢ok kullanilan enzimlerden biridir[2]. Lipazlar; ¢ok
fonksiyonlu kullanim saglamalari, kimyasal proseslere spesifiklik kazandirmalari,
proses sonrast ayirma islemlerinin kolaylastirmalart nedeniyle tercih sebebi
olmuslardir Bugiine kadar bitki, hayvan ve mikroorganizmalarindan izole edilen
dogal kaynakli ¢ok fazla lipaz bulunmaktadir. Hayvan hiicrelerinde, ¢esitli bitkilerin
yapilarinda, insan viicudunda ve mikroskobik canlilarda ¢esitli kisimlarda ( biyolojik
stvilar, organlar, dokular vb.) lipaz bulunmaktadir. Lipaz enziminin; kagit sanayi,
gida endiistrisi, temizlik endiistrisi, ila¢ endiistrisi gibi birbirinden farkli endiistriyel
kullannm alanlar1 bulunmaktadir [3]. Lipazlarin hidrofobik destekler iizerine
tutuklanmalari, destek ylizeyi ile lipazin aktif merkez ylizeyleri arasindaki etkilesime
baghdir[4].Hidrofobik yiizey, lipaz molekiiliiniin a¢ik formdaki halini hareketsiz
kilar ve diger dis ara yiizeyler tarafindan agilmasini engelleyerek daha fazla enzimin
aktif merkezle etkilesimini saglar [5]. Destegin yapisi tutuklanma kosullarini ve

enzim katalitik 6zelliklerini de degistirebilir [6].

Bu bilgiler 1s181nda ilerlendiginde bu tez c¢alismasi icin enzim destek malzemesinin

hidrofobik Ozellikte olmasina karar verilmistir. Hidrofobik destek iizerine lipazin

tutuklanmasinda fiziksel ya da kimyasal molekiiler arasi capraz baglayicilar

kullanilabilir.



Bu tez calismasinda yaygin olarak kullanimi bulunan gluteraldehit (GLA) capraz
baglayict olarak kullanmilmigtir. GLA 1ile capraz baglama yapildiginda, enzimin

serbest lipaza gore daha kararli hale geldigi literatiirde belirtilmistir.

Destek malzemesi olarak yiiksek mekanik dayanima sahip, hidrofobik o6zellikte,
biyobozunur dogal bir polisakkarit olan KTS biyopolimeri se¢ilmistir. Enzim
substrat kompleksinin olusmasini saglamasi i¢in ¢ok genis ylizey alanina sahip
olduklarindan f-CDKNT kullanilmistir. Oldukca genis yiizey alani sunmalar
sayesinde destege adsorblanan enzim miktarin1 arttirdiklarindan dolay1r enzim
aktivitesi de yiiksek olmaktadir [7]. Literatiirdeki caligmalar incelendiginde ¢ok
duvarli karbon nanotiiplerinin, enzim yilikleme miktarini artirmalarinin yanisira,
enzim kararliligini, mekanik dayanimini ve termal dayanimim iyilestirme

potansiyeline sahip olduklar1 goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinin amaci, kitosana (KTS) belli oranda f-CDKNT eklenmesiyle elde
edilen biyonanokompozit destege enzim tutuklanmasi ve aktivitesinin
tyilestirilmesidir. Bu amacla Thermomyces lanuginosus (TL 100 L) lipaz1 yiizeyi
aktif hale getirilen f-CDKNT destekli KTS bazli biyonanokompozit kiirelere
tutuklanmistir. YYY kullanilarak ANOVA analizi ile tutuklama optimize edilmistir.
Bu calisma ile enzim uygulamalar i¢in alternatif olusturacak, yeni ve 6zgilin bir

biyonanokompozit destek tliretilmistir.



1. GENEL BIiLGILER

Bu boliimde, ¢alismanin amaci, ¢alismada kullanilan malzemelerin {istlinliikleri ve

olusturulacak olan biyonanokompozit destegi anlamak igin teorilere yer verilmistir.

1.1. Enzimler

Enzimler canli hiicrelerde kimyasal doniisiimleri katalizleyen, amino asit
zincirlerinden olusan protein yapili biyolojik katalizorlerdir. Enzimler apoenzim ve
ona yardimci olan kofaktdr veya koenzim kisimlarindan olusmaktadirlar. Protein
kisimdan olusan apoenzime, organik molekiillerden olusan kofaktdr veya vitamin
gibi molekiillerden olusan koenzim kismi destek olmaktadir. Bitkisel, hayvansal,
mikroorganizma kaynakli elde edilebilirler. En Onemli rollerinden biri hiicre
icerisindeki kimyasal doniisiim oranlarini hemen hemen hepsini arttirmaktadirlar.
Tepkimelerde kalic1 bir degisiklige neden olmadan veya harcanmadan sentez oranini
arttirirlar [8]. Genellikle katalizledikleri tepkimeleri oda sicakligi veya notral sulu
kosullar gibi 1liml sartlar altinda gergeklestirmeleri, secici substrat spesfikligi
saglamalar1 nedeniyle kimya endiistrisinde olduk¢a kullanimi yaygindir. Organik
sentezlerde bu biyokatalizorler diger enzimlerle farkli kombinasyonlar olusturur veya
biyolojik olmayan reaktiflerle bir tepkimede tek katalizor olarak kullanilabilirler [9].
Enzimlerin sentezlerde uygulanmasi, kimya endiistrisi ve farmasotik gibi sektorlerde
irlinlerin gelistirilmesi i¢in firsatlart temsil etmektedir. Biyoteknolojik alanda
enzimlerin kullanimi oldukc¢a yaygindir. Tepkimelerin optimizasyonunun saglanmasi
icin enzimlerin tercih edilmesi ve enzimatik katalizérler ile gelistirilmesi spesifik
iirin ve polimer iiretilmesine kadar ilerlemistir [10]. Enzimlerin sahip oldugu bazi

avantaj ve dezavantajlar Tablo 1.1°de gdsterilmistir.

Tablo 1.1. Enzimlerin baz1 avantaj ve dezavantajlari

AVANTAJLARI DEZAVANTAJLARI
Spesifiklik/6zgiilliik saglamalari Karmasgik molekiil yapilar
Iliml kosullarda yiiksek aktivite Yiiksek iiretim maliyetleri
Biyobozunurluk Yapisal kirilganlik
Reaksiyon enerjisini diisiirmeleri Proses sonrasi ayirma islemlerinde giicliik




1.2. Lipazlar

Lipazlar (triagilgliserol hidrolazlar, EC 3.1.1.3), yag hidrolizi, esterlesme,
transesterifikasyon ve aminoliz gibi bircok biyolojik donilistimii katalizleyen enzim
gruplaridir [11 — 13]. Hidrolaz grubundan olan lipazlar; ¢ok yonliiliige, organik
coziiciilere kars1 toleransa ve termal stabiliteye sahip olmasi nedeniyle ticari olarak
en ¢ok kullanilan enzimlerden biridir. Sekil 1.1°de lipazlarin ii¢ boyutlu yapilardaki

acik ve kapali kapak formu gosterilmistir.

A Kapali kapak formu B Acik kapak formu

N,

Sekil 1.1. Ug boyutlu lipaz kapali/acik formu [14]

Katalitik 0Ozelliklerine gore hayvansal (pankreatik, hepatik, mide), mikrobiyal(
bakteriyel, mantar, maya) veya bitkisel kaynakli olabilirler. Birbirinden farkli
substratlar ile benzerlikleri, sicaklik, pH kararliliklar1 nedeniyle de cesitli
uygulamalarda kullanilabilirler. Lipazlar, biyodizel {retimi i¢in oldugu kadar
agrokimya, ila¢c ve gida endiistrilerinde ve yagli atik aritmada etkili olarak

kullanilabilir [15].

Lipazlar karmasik molekiilleri katalizleyebildikleri i¢in iyi bir alternatif olarak
goriilmektedir. Sulu ve susuz ortamlarin ara ylizeylerinde katalizor islevi gormeleri
lipazlarin 6nemli o6zelliklerinden biridir. Lipazlarin katalizledikleri reaksiyonlarda
ara yiizeyin aktivasyonu substrastlarinin agreage halde olmasindan kaynaklidir. Fakat
ara yiizeylerinde lipaz-lipit iligkisinin nasil meydana geldigi halen bir arastirma

konusudur [16].
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Sekil 1.2. Lipazlarin katalizledigi baz1 tepkimeler [17]

Lipazlarin ¢ogu aktif bolgelerinde hidrofilik dis kapaklara sahiptirler. Aktive
olduklar1 zaman bu kapaklar agilir ve ylizeyler arasi baglanma meydana gelir. A¢ik
formdaki kapak, hidrofobik yiizeyler ile etkilesim haline gecerek substratlarin aktif
alana ge¢mesine izin verir [18]. Lipazlarin katalizledigi bazi tepkimeler sekil 1.2°de

gosterilmistir.

o Thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL 100 L)

Thermomyces lanuginosus (Humicola lanuginosa), termofilik bir mantar tiirtidiir [19].
Termofilik mantarlar, 20-60°C arasinda yetisen mantar tiirleridir. Termofiller,

mezofillerden daha fazla 1siya dayaniklidir.



Lipozyme TL 100 L, esterlesme, transesterlesme, ester hidrolizi ve asimetrisizasyonu

icin kullanilan etkisi yiiksek bir katalizordiir.

Lipozyme TL 100 L, Thermomyces lanuginosus kaynakli 1,3 spesifik bir fungal
lipaz tiirtidiir. Bu termofilik mantar tarafindan iiretilen lipolaz, amilaz, ksilanaz, fitaz
ve kitinaz gibi hidrolitik enzimler ile hemiseliilozlarin parcalanmasina yardimeci
olurlar. Bu enzimler hidrolitik 6zelliklerinden dolay1r kimyasal, cevresel ve
endiistriyel uygulama alanlarina sahiptir. Gida, petrol, kagit hamuru, kagit ve hayvan

yemi endiistrilerinde kullanilirlar [20].

Lipozyme TL 100 L aktivitesi 100 KLU/g olarak bilinmektedir [21]. Renk
yogunlugu enzim aktivitesinin bir gostergesi olarak ileri siiriilemez. Serin ve giines

1s18indan uzak yerde depo edilmelidir.

1.3. Tutuklanmis Enzimler

Enzimler belirlenmis bir bolgede fiziksel/kimyasal olarak hapsedilmis, ya da
inert/suda ¢oziinmeyen bir tasiyici destek lizerine tutuklanmaktadirlar [22]. Enzim
tutuklamasi lizerine arastirmalar 1900’li yillarin ortalarina dogru baslamis olup ilk
olarak endiistriyel kullanimi, sentetik rasemik D-L amino asitlerinin Aspergillus
oryzae’dan elde edilen aminoasilaz ile parg¢alanmasidir. [23]. Enzim tutuklama
yontemlerinin esas amaci tepkime ortamindan kolaylikla ayrilabilen ve tepkime
sonunda ¢ok az miktarda aktivite kaybiyla birka¢ kez kullanilabilen bir biyokatalizor

saglamaktir [24].

Endiistride serbest formda kullanilan enzimlerin baz1 dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Lipazlarin ise endiistriyel islemlerde kullanim fizibiliteleri birka¢ faktore baglidir;
endiistriyel kosullar altinda enzim kararlilig1, organik c¢oziiciilere direng, pH, sicaklik,
basing; endiistriyel substrata yonelik enzim aktivitesi, seciciligi ve ozgilligi; ve
enzim saflig1 vb [25]. Bagka bir sorun ise enzimlerin serbest halde kullanildiklarinda
ortamdan ayrilmasini zorlastiran, suda ¢oziiniir bir yapida olmasidir. Bu nedenle,
serbest halde kullanilan enzimler, proses sonunda hala aktivitelerini korumalarina
ragmen kaybedilebilirler ve her proses baslangicinda yeni bir enzim yiiklemesi
yapilmasi gerekmektedir. Serbest enzimin siirekli olarak yeni yiikleme yapilmasi

proses maliyetlerini arttirmaktadir.



Bu islem enzimlerin endiistrideki kullanim maliyetini arttirdig1 i¢in katalizor olarak
kullanimin1 engelleyebilmektedir. Bu gibi dezavantajlar, arastirmacilar1 enzimler ile
katalizlenen tepkimelerde serbest enzim yerine tutuklanmis enzim kullanimina

yoneltmektedir [26].

1.3.1. Tutuklama yontemleri

Enzimlerin endiistride proses maliyetlerini ve enzimlerin aktivitelerinin
disiiriilmeden geri kazanimlart i¢in bazi tutuklama yontemleri gelistirilmistir.
Enzimlerin tutuklanmasi yiiksek iiretim maliyetleri, ¢oziiniirliik ve enzimlerin belirli

ortam kosullarindaki kararsizlifina kars1 gelistirilen en basit ¢oziimdiir [27].

Tablo 1.2 Tutuklanmis enzimlerin bazi avantaj ve dezavantajlari[28]

Avantajlar Dezavantajlar

Yiiksek enzim substrat orani Yiiksek maliyet orani

Tekrarl kullanim olanagi Sinirl uygulamalarda kullanim
Gelismis hiperaktivite Destek sinirlamalari

Siire¢ kontrolii Destegin yiizey ozellikleri
Arttirilmig fonksiyonel verimlilik Capraz baglayic1 gereksimi sorunlari

Sistemde olusan 1sinin neden oldugu

Iyilestirilmis iiriin stabilitesi deaktivasyon

Tablo 1.2°de tutuklanmis enzimlerin avantaj ve dezavantajlari verilmistir. Enzim
tutuklama yontemleri Sekil 1.3’de gosterildigi gibi  enzim-destek aras1 i¢
etkilesimlerine gore fiziksel ve kimyasal yontemler olmak {izere iki ana gruba
ayrilmaktadir. Fiziksel yontemler, enzim ve destek arasinda zayif hidrojen, Van der
Walls etkilesimleri ile meydana gelmektedir. Kimyasal yoOntemler ise geri
dondiiriilemeyen enzim ve tasiyicit destek arasinda daha giiclii i¢ etkilesimlerin

kurulmasi yani kovalent baglanmalar sonucu meydana gelmektedir [29].

[ ENZIM TUTUKLAMA YONTEMLER ]
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Sekil 1.3. Enzim tutuklama yontemleri



e Adsorpsiyon

Fiziksel yontemlerden biri olan adsorpsiyon yontemi hidrofobik, hidrojen, Van der
Wall etkilesimleri yardimiyla gergeklesir. Suda ¢oziinmeyen bir destek {izerine
enzimlerin adsorbe edilmesi ile meydana gelmektedir. Bu yontemde siklikla tercih
edilen substratlar, katyon-anyon degisim regineleri, aktif karbon, silika jel, aliimina,
seliiloz, agaroz, cam, seramik gibi dogal malzemelerdir. Maliyeti diisiik ve basit bir

stirectir. Diflizyon ile kontrol edilmektedir[29].

Proses 1limli kosullar altinda gerceklestigi i¢in katalitik etkinligini kaybetmez ve
enzimin protein yapisinda ¢ok az kayip veya hi¢ degisiklik olusmaz. Iyonik giic,
isoelektrik nokta, pH ve yilizeyin karakteristik oOzellikleri enzimin destege
adsorpsiyonunu etkileyen parametrelerdir. Cogunlukla destegin kapasitesi 2-50 mg

protein /gram destek olarak bilinmektedir [30].

e Hapsetme

Enzimlerin kiimelesme egilimi gostermeleri katalitik aktivitelerini azaltmaktadir.
Hapsetme yontemi, polimer veya gozenekli bir matris igerisinde enzimlerin

hareketsizlestirilmesi esasina dayanmaktadir.

Yontem diisiik maliyetlidir. KTS, kalsiyum aljinat, kollajen, seliioz triasetat,
poliakrilamit, jelatin, agar, silikon kauguk, polivinilalkol ve poliliretan gibi farkl

matrisler kullanilabilir [31].

e FEnkapsiilasyon

Bu teknikte, hem organik hemde inorganik destek malzemeler icerisinde c¢esitli
kapsiilleme islemleri gelistirilmistir [32]. Normal sartlarda kapsiillenmis bir biyolojik
bozunmaya karst dayamim gostermektedir. Tekrarli bir sekilde proseslerde

kullanilabilmeye olanak saglamaktadir.

Adsorpsiyondan ayiran 6zelligi ise enzimi tepkime ortami ile dogrudan temastan
koruyarak ortamdaki ¢oziiciiden dolayr meydana gelebilecek inaktivasyonu minimize
etmektedir. Bu ylizden diger yontemlere gore enzimin daha uzun siire kararl
kalmasina olanak saglar ve enzimin ortam sartlarindan ¢ikarilmasi gibi bir proses

basamagina ihtiyag¢ yoktur [33].



e Kovalent baglama

Enzim tutuklanmasinda kullanilan geleneksel bir yontem olan kovalent baglanma
enzim ile tastyict destek materyali arasindaki genellikle modifiye edilmemis enzim
zincirinin fonksiyonel gruplarimi igeren kimyasal tepkimelerin meydana gelmesiyle

olusmaktadir [31]-[34].

Amino, karboksilik, imizadol ve fenolik hidroksil gruplarinin fonksiyonel gruplari
kovalent baglarin olusumu i¢in elverislidir [35]. Kovalent baglar, enzimin destek
matrisinden sizmasini Onleyerek kararliliginin korumasina yardimci olur. Fakat
enzim molekiilleri ve destek matrisleri arasindaki kimyasal tepkimelerin olugmasi
enzimin aktif bolgelerini inaktive edebilir ve bu durum katalitik aktivitesinin

diismesine sebep olur.

e (Capraz baglama

Biyoteknolojik uygulamalarda enzimi daha kararli, yeniden kullanilabilir ve diisiik
maliyetli bir kullanimla sunabilmek i¢in enzim tutuklama yontemlerinden biridir.
Enzim molekiillerinin i¢ tepkimelerine dayanarak cift fonksiyonlu reaktif ajanlarin
kullanimiyla destek matrislerine tekrarli kullanimi ve kararliligi iyilestirmek i¢in siki
bir sekilde hareketsiz hale getirilirler. GLA, izosiyanat ve N,N-etilen bis maleimid,

epiklorohidrin fonksiyonel gruplara sahip reaktiflerdir [29].

Son yillarda enzim ve destek arasindaki etkilesimleri gelistirmek i¢in bir ¢ok calisma
yapilmaktadir. Capraz bagl ajan yardimiyla enzimin ylizeyinde bulunan amino asit
gruplar1 ile molekiil i¢i ve molekiiler arasi capraz baglar olusturararak gergeklestirir.
Enzimler, ¢apraz baglama reaktiflerinin iki ucunun reaktif olmasindan dolay1 bir
tasiyici1 destege veya birbirine ¢apraz bagli olarak baglanabilmektedir. Capraz
baglama enzimin termal kararliliginmi arttirirken, ¢apraz baglama sirasinda katalitik
aktivitelerini kaybetme gibi riskleri de vardir. Sicaklik, pH, capraz baglayici ajan

derisimi gibi faktorler ¢apraz baglama sirasinda enzimi inhibe edebilir [29 -31].

Capraz baglama yonteminin amact enzimi dis ortam kosullarindan korumaktir ve
ayrica adsorpsiyonla birlikte uygulanarak enzim sizintistn1 en diisiik seviyeye
indirmektedir [24]. Tutuklama yoOntemlerinin karsilastirilmast Tablo 1.3’de

verilmistir.



Tablo 1.3. Tutuklama yontemlerinin karsilastirilmasi[36]

Spesifik ozellikler ~ Adsorpsiyon Hapsetme Koy alent Czipraz
baglama baglama
Proses dncesi
hazirhik Kolay Zor Zor Zor
Enzim aktivitesi Diisiik Cok iyi Cok iyi Iyi
Substrat .. - .. ..
spesifikligi Degismez Degismez Degisken Degisken
Rejenerasyon Miimkiin Miimkiin Imkansiz Imkansiz
Bag kuvveti Zayif Kuvvetli Kuvvetli Kuvvetli
Uygulanabilirlik Disiik Yiiksek Orta Disiik
Maliyet Ucuz Ucuz Pahali Orta

Literatiirdeki ¢alismalar referans alinarak Sekil 1.4°de 2013-2018 yillar1 arasinda
uygulanan enzim tutuklama yontemleri incelendiginde adsorpsiyon ve capraz

baglayici ajan yardimiyla tutuklama yonteminin 6ne ¢iktig1 soylenebilir [29].

20

18 m Adsorpsiyon
16

14 m Hapsetme

12

10 1Enkapsiilasyon

8

u Kovalent B.

ESN

u Capraz B.

N

2013 2014 2015 2016 2017 2018

Sekil 1.4. 2013-2018 yillar1 arasindaki arastirmalarda kullanilan
tutuklama yontemleri[29]

1.3.2. Enzim tutuklanmasin etkileyen parametreler

Enzim tutuklamasi yapilirken enzim aktivitesini ve tutuklama verimini etkileyen bazi
parametreler vardir; kullanilan enzimin tiiri ve miktari, tamponun tiiri, pH’1 ve
derisimi, destek derisimi, sicaklik ve tutuklama siliresi. Bu parametreler enzimin

tutuklandig1 ortam kosullari i¢in biiyiik 6nem tasimaktadirlar.
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e Optimum pH

Tutuklanan enzimin en yiiksek aktivite/verim sagladigt pH degeri optimum pH
olarak tanimlanmaktadir. Bazi lipazlar genis pH araliklarinda ciddi miktarda
kararlilik gostermektedirler. Cogunlukla lipazlar i¢in optimum pH degeri 4,5 ile 8,5

aralig1 olarak bilinmektedir.

Mikrobiyal lipazlar pH 7-9 arasinda calisirken fungal kaynakli Thermomyces
lanuginosus pH 7-10 arasinda optimum pH aktivite degerini gostermektedir [21].
Optimum pH degerleri genellikle nétral pH’larda veya pH 6 -7,5 araligina yakin
olmakla beraber, asidik pH 4’den alkali pH 8’¢ kadar genis bir aralikta dnemli

kararlilik gosteren tlirler de mevcuttur [2].

e Optimum sicaklik

Her enzimin maksimum aktivite gostererek calisabildigi bir optimum sicaklik degeri
vardir. Enzimler belli sicaklik araliklarinda 1yi aktivite gosterirken, yliksek
sicakliklarda protein yapilt olduklarindan otiirii denatiire olabilirler. Pankreatik
lipazlar 40 °C tlizerinde depolandiginda aktivitesini kaybederken mikrobiyal kaynakli

lipazlar 1s1ya kars1 direng gosterirler.

Aspergillus niger, Rhizopus japonicus ve Chromobacterium viscosum tarafindan
sentezlene enzimler 50 °C’de c¢ozelti igerisinde termal kararaliliga sahipken,
Humicola lanuginosa fungali (Thermomyces Lanuginosus) 60 °C’de lipaz
iretmektedir. Termofilik bakteriyel lipazlar 40-60 °C’de yiiksek enzim aktivitesi
gostermektedirler [2]. Bu nedenle, lipazlarin hangi kaynaktan elde edildigi termal
ozelliklerini belirleyen bir unsurdur. Serbest haldeki enzimlere gore tutuklanmis
enzimler sicaklifa karsi daha fazla direng gostermektediler. Bu yiizden tutuklama

sonrast kullanimlar i¢in tutuklama igleminin 6nemli oldugu sdylenebilir.

e Tepkime siiresi

Serbest enzimlerin tutuklanma siiregleri i¢in uygun deney kosullar1 altinda
tepkimeleri gerceklestirmeleri gereklidir. Literatiirdeki caligmalar incelendiginde
siirenin belli bir degere kadar artmasi tutuklanma verimine olumlu etki yaparken,
belli bir siireden sonra enzim tutuklanmasi i¢in negatif etki yaptig1 veya sabit kaldigi

gorilmiustiir [37- 38].
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e Enzim tiirii ve derisimi

Lipazlarin yapisal 6zellikleri geregi aktif merkezleri vardir ve bu aktif merkezlerdeki
kapaklarda hidrofobik yapiyr saglayan bir bolge bulunmaktadir. Lipazin aktif
konuma gecebilmesi icin bu kapagin agilmast gerekmektedir. Sekil 1.5°de
Thermomyces lanuginosus (TL 100 L) lipazinin ii¢ boyutlu kapali kapak hali

gosterilmistir.

s g
Sekil 1.5. Kapali kapak formundaki TL 100 L
lipazinin 3D goriintiisii [38]

1.4. Tutuklanmis Enzimlerin Kullanim Alanlari

Endiistride serbest halde kullanimlarinin aksine sagladiklar1 avantajlar nedeniyle
tutuklanmis enzimler tercih edilmektedir. Bu enzimlerin aktif olarak endiistride

kullanilabilmeleri i¢in kararli ve ortam sartlar1 altinda tamamen islevsel calisarak

tepkimeleri katalizlemeleri gerekmektedir [39].

Tablo 1.4. Lipazlarin endiistriyel uygulamalari [40]

Endiistriyel Kullanim amaci Nihai Uriin
kullaninm

Unlu mamiiller Lezzet arttirici, raf 6mrii uzatici Unlu mamiiller
Icecek Aroma gelistirici Icecekler
Kimya Enantiyo segicilik Kiral kimyasallar
Temizleme Hidroliz Deterjanlar
Kozmetik Esterlesme Emiilgator, nemlendiriciler
Siit ve siit {iriinleri Tereyag1 modifikasyonu Peynir, tereyagi
Gidasal yaglar Trans esterlesme, hidroliz Kakao yagy, yag asitleri
Soslar Kalite gelistirilmesi Mayonez, krema
Saglikl1 Gidalar Trans esterlesme Saglikli gidalar
Biyoyakit Biyoyakait iiretimi Biyodizel
Deri Hidroliz Deri iiriinleri
Et ve Balik Lezzet gelistirmesi, yagin pargalanmasi Et ve balik tiriinleri
Kagit Hidroliz Kagit iiriinleri
Eczacilik Trans esterlesme Lipitler, probiyotikler
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Genellikle endiistriyel alanlarinda kullanilan enzimlerin biiylik bir kismi
mikroorganizmalardan elde edilirken, bitkilerden iiretilen enzimler de bu alanda
tercih edilmektedir. Endiistriyel alanlarda 6zellikle deterjan, gida, ilag, kozmetik, deri,
biyoteknoloji (biyosensor), kagit endiistrisinde kullanim alanlar1 mevcuttur.
yapiminda fungal kaynakli proteazlar kullanilirken, deri islemlelerinde pankreatin

kaynakli enzimler kullanilmaktadir.

1.5. Kiiresel Pazar

Lipazlar temel olarak sayisiz saglik ve endiistriyel yararlara sahip oldugu i¢in enzim
pazarinda hizla ivme alan pazarlardan biridir. Endiistriyel uygulamalari, kiiresel
enzim pazarmin %80’ini ifade etmektedir [9].Mikrobiyal kaynakli lipaz pazarinin
2018 yilinda 425 milyon dolar $ deger bazinda % 6,8’lik bir yillik birlesik biiytime
orant ile 2023 yilina kadar 590,2 milyon dolara § ulagmasi ongoriilmektedir (Sekil
1.6). Sekil 1.7°de diinya pazarinda kullanilan enzim  kaynaklar1 igerisinde
mikroorganizma kaynakli enzimlerin en biiyllk paya sahip oldugu, ardindan
hayvansal kaynakli enzimlerin kullanildigi goriilmektedir. Enzim modifiyeli
peynirlerin ve siit Urlinleri iceren gidalara olan talebin kiiresel bazda biiylimesi,
hayvansal ve bitkisel lipazlara gére mikrobiyal lipazlarin daha ¢ok avantaj saglamasi
nedeniyle mikrobiyal lipazlarin kullanim hacminde artig beklenmektedir. Hindistan,
Cin ve Brezilya gibi ekonomisi gelismekte olan {ilkelerde lipaz hacminin arttirilmasi

istenmektedir. 2014 yilindaki en biiyiik lipaz kullanim hacminin Asya- Pasifik

bolgelerindedir [41].
600
M Lipaz pazan /
7
2 400
(=S
=
g
=]
©n 2
A 00
0
2018 2023
Siire ( y1l)

Sekil 1.6. 2018-2023 yillar1 arast Ongoriilen
mikrobiyal lipaz pazari bliylimesi [41]
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m Bitkisel
Hayvansal

® Mikroorganizma

Sekil 1.7. Kiiresel pazarda kullanilan enzim kaynaklari [42]

1.6. Destek Cesitleri

Enzimlerin tastyic1 destek iizerinde tutuklanmasi i¢in uygun destek se¢imi oldukga
onemlidir. Enzim tutuklama ¢alismalarinda tasiyici destek maddesi olarak organik,
inorganik, sentetik polimerler, nano malzemeler gibi ¢esitli destek malzemeleri

kullanilabilir.

Hidroksil, karboksil ve amino gruplar1 gibi aktif gruplari tasiyict igermeli ve bu
gruplar enzim-destek tutuklamasi sirasinda aktivitelerini kaybetmemeli ve enzimi
inhibe etmemelidir. Enzim destek malzemesi kolaylikla bulunabilmesi, enzimin
gorevini yerine getirebilmesi igin genis yilizey alanina ve minimum seviyede

difiizyon kisitlamasi ile substrat ve irlin taginimini saglamalidir [43].

Dogal | Polisakkaritler |
Polimerler Proteinler

Polistren
Se_ntetik Poliakrilatlar
Polimerler Poliamidler
vb.

N

TASIYICILAR

. | . | Bentonit '
INORGANIK —% Mineraller { Silika vb.

Sekil 1.8. Desteklerin siniflandirilmasi
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Enzimin tutuklanmasi i¢in destek malzemesi segilirken mekanik dayanim, kimyasal
dayanim, termal dayamim, yiiksek tutuklama verimi, biyouyumluluk, mikrobiyal
saldirilara kars1 direngli olma, toksik olmama, tekrarli kullanima uygun olma gibi
ozellikler gbz Oniine alabilir [44- 45]. Desteklerin siiflandirilmasi Sekil 1.8’de

gosterilmistir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda ¢evre dostu, yesil malzemelerin kullanimiyla 6ne
cikan kitinin deasetilasyonu ile elde edilen KTS temelli destek malzemesi tercih

edilmektedir.

Enzimin tutuklanmasi i¢in kullanilacak olan bir destek malzemesinden beklenilen

ozellikler:

Kimyasal kararlilik

Termal kararlilik

Tekrarlt kullanim

Ulagilabilirlik ve uygun fiyat
Fonksiyonel reaktif gruplarin bulunmasi
Biyouyumluluk

Enzim i¢in ytiksek ilgi

22 2 =2 2 2 =2 2 <2

Tepkime kosullarinda ¢éziinmemesi [46].

Organik destekler, enzim uygulamalar: i¢in standart bir destek malzemesi yoktur bu
ylizden uygulama/proses’de istenilen 6zellige gére enzim tasiyici malzemesi organik
veya inorganik secilebilir. Organik destekler genellikle dogal ve sentetik polimerler
olmak iizere iki ana gruba ayrlabilir. Dogal polimerler; polisakkaritler, proteinler
gibi dogada bulunan destekler iken polistriten, poliakrilatlar gibi sentez iirlinleri
sentetik polimerler olarak bilinmektedir. Sentetik polimerlerin sagladigi en biiyiik
avantaj ise uzun polimer zincirini olusturaran monomerlerin enzimin tutuklanacagi

prosese gore uygun olarak segilebilmesidir [47].

Biyopolimerler, sentetik polimerlere alternatif olarak sunulan biyo (dogal) kokenli
polimerlerin enzim destek materyalidir. Kitin, KTS, seliiloz, keratin, karregenan,
aljinat, kolajen enzim tutuklamasinda kullanilan bazi biyopolimerlere 6rnek olarak

gosterilebilir [48- 49].

15



Inorganik destekler, dogada bolca karbon kaynakli malzemeler, metal oksitler ve
mineraller inorganik destekleri olusturmaktadir. Mineraller, tepkime kosullar1 altinda
tyilestirilmis enzim kararhiligina sahip geri kazanilabilir biyokatalitik prosesleri
meydana getirmek i¢in destek malzemesi olarak kullanilabilirler.Saflastirma prosesi
olmadan elde edilen mineraller maliyet olarak daha ekonomik bir ¢6ziim sunar.

Kolaylikla dogada bulunmasi ve miikemmel biyouyumluluk saglarlar [50- 51] .

Silika, 1y1 mekanik ozelliklere, yiiksek kimyasal ve 1s1 dayanimina sahip olmasi
nedeniyle siklikla kullanilan inorganik bir enzim destegidir. G6zenekli yapisi, iyi
emme Ozellikleri ve ylizey alani saglamasi tercih sebeblerindendir [52]. 21. yiiz yilin
basindan beri karbon kaynakli malzemeler enzim destek malzemesi olarak verimli
bir sekilde kullanilmaya baslamistir. Aktive edilmis karbonlar, modifiye edilmis ve
islem gormemis komiirler gibi karbon bazli malzemeler kullanilmaktadir.
Gelistirilmis gdzenekli yapilar1 vardir, istenilen boyutta elde edilebilirler ve enzimin
tutuklanmasi i¢in gerekli olan genis bir temas yiizeyine (50-1315 m?/g’ye kadar)
sahiptirler [46- 53]. Tablo 1.5’de inorganik ve organik destekler kullanilan tutuklama

caligmalar1 gosterilmistir.

Tablo 1.5. inorganik ve organik desteklerdeki tutuklama calismalari[46]

Destek Destek Fonksiyonel Tutuklama Tutuklanan
tiirii malzemesi grup yontemi enzim
Inorganik  Sol-jel silika —OH Adsorpsiyon Aspergillus niger
Inorganik Silika jel —OH, C=0 Kovalent b. Lipaz
Inorganik  Hidroksiapatit —-OH Adsorpsiyon  Glukoz oksidaz,
Aspergillus niger
Inorganik Bentonit —~OH, -NH2  Kovalentb. Glukoz oksidaz,
Aspergillus niger
Inorganik  Aktif carbon —OH, C=0,  Adsorpsiyon Papain
COOH
Organik Kitosan —OH, -NH2 Hapsetme  Candida rugosa
Organik Polistren C=0, Kovalent b. Lipaz
epoksi gruplari
Organik Seliiloz —OH Adsorpsiyon Candida rugosa
Organik Agar —-OH Hapsetme o-amylase
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Kompozit destekler, birbirinden farkli ozelliklere sahip iki veya daha fazla
malzemenin birlestirilmesiyle olusan malzemeler kompozit olarak tanimlanir. Ustiin
mekanik Ozellikleri, hafifligi, cevresel kosullara karsi dayanimli 6zellikleri bu

malzemelerin talep gérmesine yol agmustir.

Bu malzemelerin tekne, ingaat panelleri, otomotiv govdeleri gibi alanlarda kullanimi
yaygindir. Gelisen teknolojiyle birlikte camin yerini karbon elyaflar almistir. Bunlar
ozellikleri bakimindan cam elyaftan daha {istiin olmasina karsi liretimleri yiiksek

maliyetlidir.

Kompozit malzemelerin kullaniminda yiizey o0zelliklerinin yetersiz kaldig:
durumlarda nano boyuttaki malzemeler ile bu yetersizlik giderilmektedir. Bir diger
kompozit malzemesi olan karbon nanotiipler cam elyaf ve karbon elyaf ile
karsilastirildiginda hafif ve daha mukavemetlidir. Karbon nanotiiplerin pahali olusu

dezavantaj olarak sdylenebilmektedir [54].

Nano destek malzemeleri, biyoteknoloji ve biyomedikal alanlar gibi c¢esitli
sektorlerdeki potansiyel enzim uygulamalarina yol acan bir cok alternatif
sunmaktadir [55]. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, polimer mikrokiireler, fiberler,
nanotiipler gibi nano boyutlu tasiyicilara tutuklanan enzimler, metal ve manyetik

nanopartikiillerin oldugu bilinmektedir [55- 56].

Biyokatalizorlerin ¢calisma etkinliklerinin iyilestirilmesi i¢in miikemmel bir tasiyici
ozelligi saglayan nanomalzemeler, tutuklanma verimindeki ana unsurlar1 belirleyen
parametreleri (ylizey alani, kiitle transfer dayanimi ve yiiksek enzim etkinligi vb.)

saglamaktadir [57- 58].

Karbon nanotiipler; optik, elektronik, termal, mekanik ve kimyasal 6zelliklerinin ¢ok
1yl olmas1 nedeniyle nano malzemeler icerisinde yogun ilgi gormektedirler. Grafenin
farkli yonlerde sekillendirilip nano diizeyde silindir haline déniistiiriilmesiyle karbon
nanotiipler elde edilebilmektedir. Fonksiyonel hale getirildiklerinde organik,

biyolojik ve polimerik yapilar ile miikemmel nanokompozit malzemeler olustururlar.

Nano boyuttaki malzemeler ile olusturulan nanokompozit malzemeler bir g¢ok

avantaja sahiptirler ve bunlardan bazilar1 asagida belirtildigi gibidir:
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Mekanik kararlilik
Termal kararlilik
Optik kararlilik

Fiziko kimyasal kararlilik

2 2 =2 2 2

Bariyer 6zelligi [59].

1.7. Kitosan

KTS, kitinin deasetillenmis bir tiirevi olan katyonik bir polisakkarittir. Cogunlukla
yengec, karides, istakoz gibi deniz  kabuklularmmin dis  duvarlarinda,
eklembacaklilarda, kafadanbacaklilarin gagalarinda ve mantarlarin da hiicre
duvarlarinda bulunmaktadir [49]. Dogada selillozdan sonra en ¢ok bulunan

biyopolimer KTS dir.

KTS, kitinin alkali kosullar altinda deasetilasyonu veya kitin deasetilaz ile enzimatik
hidroliz sonucu elde edilen veya kitinin alkali kosullar altinda deasetilasyonu ile
B-(1 — 4) baglh monosakkaritlerin (2-asetamin-2 deoksi-B-Dglukopiranoz) iceren
dogrusal yapilt bir kopolimerdir (Sekil 1.9) [61]. Polimer molekiilii bagina diisen
seker birimi sayisi, molekiil agirlig1 ve deasetilasyon derecesi KTS nin fonksiyonel

fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini belirlemektedir[62- 63].
A

(103 i
HO O (0] HO
OHO / (0]
0 O
4 0 HO =] o
NH
OH

o Kitin
Deasetilasyon
reaksiyonu
HO NH, @ o HO ,T‘E‘Iz
HOO 0] OHO ‘\O/ 0
7~ ’ ¢ HO ‘ 0
NH, |
L@ ) o
Kitosan

Sekil 1.9. Kitinden kitosanin eldesi [64]
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Dogada en bol bulunan polisakkaritlerden biri olan KTS, c¢ok islevlilik, biyo
uyumluluk, biyolojik olarak parcalanabilirlik, diisiik maliyet, toksik olmama, cevre
dostu olma, yiiksek kararlilik, proteinlere karsi yiiksek ilgi, yiiksek yiikleme
kapasitesi gibi ¢ok sayida avantaj sunmaktadir. Medikal, gida, tarim, kozmetik,
farmasoétik, atik su aritimi ve tekstil gibi birbirinden farkli bir ¢ok alanda kullanimi

yaygindir.

Biyouyumlu ve dogada kendiliginden yok olmast kemik doku tedavilerinde
kullanimini saglarken, antibakteriyel olmasi kontrollii ilag salinimi, optik lens tiretimi
ve cerrahi ipliklerin liretimi gibi bir¢ok medikal sektorde kullanimini elverisli hale
getirmistir [65-67]. Serbest halde amino ve hidroksil gruplarina sahip olmasi
biyoteknoloji alaninda enzim tutuklama proseslerinde tasiyici destek malzemesi
olarak kullanilmasi i¢in olanak saglamaktadir [64]. Sekil 1.10’da KTS’ nin ¢apraz

baglayici ajan ile tepkimesi goriilmektedir.

B 7 HO S o~
OH Gluteraldehit
, N
HO - = , O
» 4

NH, /
Kitosan <

Sekil 1.10. Kitosanin ¢apraz baglayici ajan ile yaptig1 baglar [64]

KTS’nin ¢evre dostu bir materyal olmasi nedeniyle enzim tutuklama stire¢lerinde
kullanimi1 6ne ¢ikan bir destek malzemesi olmustur. Hidrofobik, katyonik ve anyonik
ozelliklerini kontrol etmek i¢in gesitli fonksiyonel gruplar kullanilabilir. Genellikle
bu tutuklama proseslerinde epiklorohidrin, etilendiamin, 1-etil-3-karbodiimid,
glioksal, sitrik asit ve GLA c¢apraz baglayici ajan olarak kullanilir. GLA nin bakteri
ve mantarlara karsi ilgisi, uygulama kolayligi ve giivenilir olmasi nedeniyle
adsorpsiyon ve kovalent baglama yontemlerinde kullanimi yaygindir. GLA’nin KTS
ile birlikte kullaniminin bir diger 6nemli gorevi ise tepkime sirasinda enzimle Schiff
bazina doniisecek aldehit gruplari olusturmak i¢in amino gruplarina sahip KTS’yi

aktive etmektedir [63].
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1.8. Cok duvarh karbon nanotiipler

90’11 yillarda ark buharlagsma yontemi sirasinda kesfedilen CDKNT ar1 kovanina
benzeyen yapilardir. CDKNT kalinliklar sag teli ile karsilastirildiginda binlerce kat
daha incedir. Dis ¢aplar1 4-30 nm ve uzunluklar 1 mm’ye kadar olan grafit kaynakl
karbon tiibiilleri es merkezli olarak iki veya daha fazla i¢ ice ge¢mis grafen
silindirlerinden olusmaktadir. Bu silindirler ve CDKNT yapisi Sekil 1.11°da
gosterilmistir [68]. He ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada ise
CDKNT’lerin dis ¢aplarinin  2-100 nm oldugu ve iki silindir arasindaki mesafenin
0,38 nm oldugu belirtilmistir. CDKNT’ler tek duvarli karbon nanotiipler ile
karsilagtirildiginda herhangi bir katalizor kullanilmadan meydana getirilebilir ve
sentezlenmeleri daha basit bir prosestir, ¢ok yiiksek saflikta {iretilebilirler, c¢ok
sayida i¢ ice geemis grafenlerden olusurlar, daha dayaniklidirlar, daha biiyiik yiizey
alan1 saglamaktadirlar. CDKNT’ler genellikle HNOs;, H>SO4 gibi giiglii asitlerin
oksidasyonu ile fonksiyonel 6zellik kazanirlar (f-=CDKNT). Acik uglarinda ve yan
duvarlarinda karboksil gruplar1 (-COOH) olusturulur ve kovalent baglama ile amino

asitlerin etkilesimi saglanir [69].

Sekil 1.11. CDKNT (a), i¢ ve dis ¢cap uzunluklar1 belirtilen es
merkezli tiibiillerin gdsterimi(b) [68]

Ayn1 merkezli tek duvarli karbon nanotiiplerin, merkez noktalarinin birlestirilmesiyle
meydana gelirler. I¢i bos kiireler, elipsoid, tiipler ve farkli birgok karbon allotrop
sinifin1 olusturmaktadirlar. Tek duvarli karbon nanotiiplere gore kimyasal dayanima
ve genis capa sahip olmasi nedeniyle iiretim prosesi daha basittir. Endiistriyel
kullanimda ise mekanik ve kimyasal dayaniminin iyi olmasindan dolayr tercih

edilmektedir.
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Kimya sektoriinde gaz, enzimatik, immiino ve DNA biyosensorleri olarak
kullanimlar1 mevcuttur [70].  Sekil 1.12° da enzim tutuklamasi igin iiretilen

biyonanokompozitin f-CDKNT ve KTS ile kurdugu baglar gosterilmistir.

Q 0
H
—>l Y
C

Kitosan 0O 0
(KTS) . o .
Fonksiyonellestirilmis KTS/A-CDKNT Enzim tutuklama
¢ok duvarh karbon nanotiip biyonanokompoziti prosesi icin iiretilen
(f-CDKNT) biyonanokompozit

Sekil 1.12. f-CDKNT ile biyonanokompozit liretimi

Karbon nanotiipler polar yapili baglara sahip olmamalar1 nedeniyle sulu ¢ozeltilerde
ve kimyasal sartlama olmadik¢a herhangi bir ¢oziicii igerisinde ¢oziinmezler. Yiizey
hacim orami yiiksek olmasi ve toluen, dimetil formamit gibi organik c¢oziiciiler
icerisinden kararli yapida olmalar1 ekstraksiyon proseslerinde olduk¢a tercih
edilmelerini saglar [71]. Cok hafif olmalari, elektronik performanslarinn iyi olmasi,
yiiksek elastisite modiiliine sahip olmalar1 ve sagladig1 genis ylizey alanlar1 nedeniyle
enzim tutuklanmasinda ve biyosensor substratlarin gelistirilmesinde potansiyel bir

destek malzemesi olarak goriilmektedir [72].
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2. LITERATUR ARASTIRMALARI

Bu tez calismasinin amacina yonelik olarak literatiirdeki caligmalar asagida

Ozetlenmistir.

Wang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir caligmada, manyetik Fe;Os-KTS
nanopartikiilleri NaOH icerisinde coktiiriilerek hazirlamislardir. Fourier doniistimlii
kizilotesi spektroskopisi ile manyetik nanopartikiilleri tutuklama 6ncesi ve sonrasi
karakterize etmislerdir. KTS icin karakteristik adsorpsiyon bantlar1 N-H i¢in 3438
cm!, OH grubu 2899 cm™, alifatik C-H ve C-O kirilma titresimlerine karsilik gelen
1069 cm! oldugunu ortaya ¢ikarmislardir. Manyetik Fe;Oq ile karsilastirdiklarinda
598 cm™! ’de yeni bir karakteristik pik gdzlemlemislerdir. Thermomyces lanuginosus
(TL 100 L) tutuklamada kullanilan enzim olup optimum tutuklama kosullarin1 30 °C,
pH 5 ve 4 saat siire olarak belirlemislerdir. Bu kosullar altinda, %75 en yliksek
tutuklama veriminde destek basina diisen protein miktarini1 16,8 mg/g destek olarak
elde etmislerdir. Tekrarli kullanimini incelediklerinde 10 kez kullanim sonunda
tutuklanan enzimin halen baslangi¢ aktivitesinin %70’ini korudugunu saptamislardir

[73].

Aisverya ve Sudha, hazirladiklar1 f=CDKNT ile KTS/Polivinilpirolidon (PVP)
karistminin karakterizasyonunu FTIR ve termogravimetrik analiz (TGA) ile
incelemiglerdir. Hazirladiklar1 karisimda KTS’nin  amin gruplarimin  yapiya
baglanmasi i¢in aldehit fonksiyonel gruplarina sahip olan GLA ¢apraz baglayici ajan
olarak kullanilmistir. TGA yontemi ile 1s11 kararliligini 0-800 °C araliginda
gerceklestirmislerdir.  Gelistirdikleri GLA c¢apraz bagh f-CDKNT/KTS/PVP
kompozitin %80’inin 780 °C sicakliginda bozundugunu gormiislerdir. Analiz
sonunda, GLA igermeyen Ornegin %24,77 GLA kullandiklar1 6érnegin %33,7’sinin
kalint1 olarak kaldigini saptamislardir [74].

Yiicel, zeytin posasi iizerine tutuklama islemi gerceklestirilmis ve deney kosullar
YYY ile optimize edilmistir. 25 °C ’de 24 saat siiresince TL 100 enzimini
tutuklamistir. Tutuklanmis TL 100 L i¢in uygun bulduklarimi kosullar pH 7,5
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tamponunda konsantrasyonu 65 Mm, enzim konsantrasyonu %9 (v:v) olarak yanit
ylizey yontemi ile bulmustur. Yontemi 5 merkezli diizey, 3 faktor olarak kullanmaistir.
Sistem tarafindan tutuklanmis enzim spesifik aktivitesi belirlenen optimum

kosullarda 6 mmol p-NP/mg enzim olarak o6nerilirken, dogrulama deney sonucu ile

karsilastirildiginda 6,21 p-NP/ mg enzim olarak bulmustur. Tutuklanmis lipazin prina
yag1 transesterifikasyonu ile 10 kez tekrarli kullanimindan sonra kalan %80

aktivitesini korudugunu belirlemistir [75].

Yiicel ve arkadaslari, iki farkli lipaz1 Thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL 100
L) ve Novozyme 388 olmak iizere kullanarak tutuklama parametrelerini
incelemiglerdir. Birbirinden farkli destek materyalleri (celite 545, silika jel, stiren-
divinilbenzen kopolimeri) adsorpsiyon biitcesi g6z Onilinde bulundurarak
kullanmislardir. En iyi destek malzemesi celite 545 olarak secildi ve Thermomyces
lanuginosus i¢in maksimum immobilizasyon verimi % 79, en yiiksek spesifik
aktivite Novozym 388 i¢in 6,5 U / mg protein olarak bulmuslardir. Maksimum metil
ester verimi % 98,3 olarak saptamislardir. Kovalent baglama yontemiyle tutuklanan
lipazlarin 10 defa tekrarli kullanimdan sonra bile kararli oldugunu kanitlanmiglardir

[76].

Shahedi ve arkadaslari, palm yagindan biyodizel iiretimini gelistirmek amaciyla
epoksi ile fonksiyonellestirilmis silika jel lizerine Candida antartica lipaz B (CALB)
ve Thermomyces lanuginosus ( TL 100 L) lipazlarin1 tutuklamiglardir. Tutuklama
islemi icin deney kosullarim1i pH 7, 25 tamponunda 3 saat boyunca 25°C’de
gerceklestirmislerdir. Bu kosullar altinda tutuklama verimini %100 ve enzim
aktivitesini 1,23 U/mg  bulmuslardir. Tutuklanan enzimleri palm yaginin
transeserifikasyonu ile biyodizel prosesi i¢in kullanmiglardir. YYY optimizasyon
caligmalarinda merkezi bilesik dondiirelebilir tasarimi, bagimsiz 5 degiskenin
( sicaklik, metanol/yag orani, t-biitanol derisimi ve CALB/TLL derisimi) etkisini

incelemek i¢in se¢gmislerdir.

Bu yontemle,optimum tepkime kosullarini sicaklik i¢in 47°C, CALB/TLL oram 2,1/1,
metanol/yag oranin1 2/3 olarak belirlemislerdir. Optimum kosullarda elde ettikleri
biyodizel verim yanit1 %98 iken dogrulama deneyleri sonucunda %94’liik bir verim

bulmuslardir [77].
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Shahedi ve arkadaglari, palm yagindan biyodizel iiretimini gelistirmek amaciyla
epoksi ile fonksiyonellestirilmis silika jel lizerine Candida antartica lipaz B (CALB)
ve Thermomyces lanuginosus ( TL 100 L) lipazlarin1 tutuklamiglardir. Tutuklama
islemi icin deney kosullarim pH 7,25 tamponunda 3 saat boyunca 25°C’de
gerceklestirmislerdir. Bu kosullar altinda tutuklama verimini %100 ve enzim
aktivitesini 1,23 U/mg  bulmuslardir. Tutuklanan enzimleri palm yaginin
transeserifikasyonu ile biyodizel prosesi i¢in kullanmiglardir. YYY optimizasyon
caligmalarinda  merkezi bilesik dondiirelebilir tasarimi (CCRD) , bagimsiz 5
degiskenin ( sicaklik, metanol/yag orani, t-biitanol derisimi ve CALB/TLL derisimi)
etkisini incelemek i¢in se¢mislerdir. Bu yontemle,optimum tepkime kosullarim
sicaklik icin 47°C, CALB/TLL oram1 2,1/1, metanol/ya§ oramim1 2/3 olarak
belirlemislerdir. Optimum kosullarda elde ettikleri biyodizel verim yanit1 %98 iken

dogrulama deneyleri sonucunda %94’liik bir verim bulmuslardir [77].

Aybastier ve arkadaslari, Thermomyces lanuginosus lipazini, mikro gdzenekli stiren-
divinilbenzen poliglutaraldehit (STY — DVB — PGA) kopolimerinden olusan bir
destek iizerine kovalent bagli tutuklama gergeklestirmislerdir. Tutuklama kosullarini
optimize etmek i¢in YYY kullanmislardir. TL 100 L lipaz1 i¢in tutuklama kosullari;
enzim derisimi (% 4-16, v/v), pH 68 tampon derisimi (20-100mM) ve tutuklama
siresi 8-40 saat olarak belirlemislerdir. Sonuclar1 optimize ederken, polinom
denklemi olusturmuglardir. Optimum tutuklama yanitlari; siire 24 saat, pH 8, enzim
derisimi %4 v/v ve tampon derisimini 75 mM olarak bulmuglardir. Tahmini spesifik
aktivite 8,78 mol p- NP / mg enzim iken optimum kosullar altinda yapilan dogrulama

deneyi ile 8,41 mol p-NP / mg enzim olarak elde etmislerdir [78].

Kutluk, Thermomyces lanuginosus lipazimn Mg/Al hidrotalsit ve perlit {izerine
tutuklama islemini bitkisel yagdan biyodizel iiretimi amaci ile gerceklestirmistir.
Tutuklama kosullar1 0,01 g destek icin Mg-Al hidrotalsit i¢in 37 °C, pH 8,5 de, 50 ul
enzim kullanarak 24 saat boyunca gerceklestirmistir. Tutuklama verimleri sirasiyla
Mg-Al hidrotalsit ve inorganik perlit i¢in %36 ve %15 olarak bulmustur. Tutuklama
islemini farkli olarak kalsine ve kalsine olmayan perlit kullanmis 24 saat sonraki
tutuklama verimini sirasiyla %17 ve %12 olarak; spesifik enzim aktivitelerini
sirastyla 0,0072 U/mg destek ve 0,0069 U/mg destek olarak bulmustur. Enzim

tutuklama veriminin diisiik olmasina bagli olarak spesifik aktiviteleri de diislik
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ciktigindan dolay1 perlit destegin TL 100 L enziminin tutuklanmasi i¢in uygun bir

destek olmadigini dnermistir [79].

Ashjari ve arkadaslari, manyetik Fe304-S1i02 nanopartikiilleri iizerine Rizomucor
Miehei ~ ve  Thermomyces  lanuginosus  lipazin1  aldehit  gruplariyla
fonksiyonellestirerek tutuklama prosediiriinii uygulamiglardir. En yiiksek spesifik
aktiviteleri Rizomucor Miehei ve Thermomyces lanuginosus sirasiyla 5,8 mg enzim/
g destek ve 21,2 mg enzim/ g destek olarak bulurken, tutuklama verimini
sirastyla %79 ve %100 olarak saptamiglardir. Gelistirdikleri destek iizerine lipaz
tutuklamasini biyodizel tretim prosesi i¢in kullanmislardir. YYY ile biyodizel
verimine etki eden 5 degisken faktorii incelemislerdir. Tutuklanmis lipazlarin 5
cevrim sonrasinda baslangi¢ aktivitelerinin Rizomucor Miehei ve Thermomyces

lanuginosus i¢in sirastyla %80 ve %95’ini korudugunu gozlemlemislerdir [80].

Kwon ve arkadaslari, lipaz aktivitesini gelistirmek amaciyla Thermomyces
lanuginosus lipazin1t KTS pargacikli bir destek malzemesine konjuge etmislerdir.
Destek malzemesini  lrettikten sonra, yaptiklar1 calismada tutukladiklar1 lipaz
aktivitesini oda sicakliginda 7 ay boyunca baslangic aktivitesinin %93’1i, immobilize
edilmemis lipazin %40 baslangi¢ aktivitesini korudugunu goézlemlemistir. Daha
sonra mezogozenekli silika ile birlestirilen KTS-lipaz konjugati 45 °C’de 28 hafta
boyunca bozulmamis ve serbest enzime gore kararli Ozellik sergiledigini
gormiislerdir. Mezogo6zenekli silikalar optimize edilmis ve en iyi lipaz aktivitesi i¢gin
gozenek boyutu 0,5 secilmistir [81]. Thermomyces lanuginosus lipazinin farkl
tasiyici destek materyale tutuklanmasina iligskin olarak yapilmis literatiir calismalari
Tablo 2.1°de 6zetlenmistir. Okura ve arkadaglari, KTS hidrojelini sirasiyla GLA ve
glisin (Gly) ile aktive ederek daha fazla fonksiyonellestirme yoluyla yeni bir
heterofonksiyonel destek (KTS-GLA-Gly) hazirlamislardir.  Thermomyces
lanuginosus lipazm1  bu destek {izerine aktive ederek KTS-GLA ile
karsilagtirmiglardir. Destekleri FTIR, TGA analizleri ve zeta potansiyeli ile
karakterize etmislerdir. Her iki destek i¢in 53-55 mg protein/g destek degerinde
benzer maksimum lipaz yliklemesi bulmuslardir. Her iki biyokatalizér heptan, toluen
ve 1zo- oktan igerisinde 50 °C’de 48 saat boyunca inkiibe edilmis ve ilk
aktivitelerinin %40’m1 koruduklarimmi saptamislardir. KTS-GLA-Gly ile kovalent

baglanan lipazin hem zeytinyagi hidrolizinde hem de esterlestirme yolu ile alkil
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palmitat sentezinde KTS-GLA iizerinde tutuklanan lipaza gore 4 kat daha aktif
oldugunu belirlemislerdir. Urettikleri biyokatalizoriin dokuz kez esterlestirme
tepkimesinde kullanimi sonrasinda %40 baslangic aktivitesini korudugunu
gozlemlemislerdir [82]. Literatiirde Thermomyces lanuginosus kaynakli lipazin KTS
bazli desteklere tutuklanmasina ait ¢alismalar yapilmistir. Ancak CDKNT gibi bir
destek malzemesine fungal kaynakli bir lipazin tutuklanmasina rastlanilmamistir. Bu
ylzden bu a¢i1g1 gidermek amaciyla KTS esasli ve f-CDKNT ile birlikte nano yapili
bir destek malzemesi Tlretilerek bilim diinyasina fayda ve yarar saglanmasi
hedeflenmistir. Bu tez calismasinda Thermomyces

lanuginosus lipazinin

tutuklanmasi i¢in tasiyict destek materyali olarak KTS ile f~=CDKNT kullanild.

Tablo 2.1 TL 100 L lipazimin farkli tasiyic1 destek malzemelerine tutuklanmasi ile
ilgili literatiir caligmalari

Tutuklanan Optimum Destek Verim/
. . . . c . Referan
lipaz parametreleri malzemesi Enzim aktivitesi
Thermomyces T=30°C Manyetik %75 verim [73]
lanuginosus ~ pH S5, t=4h Fe;04-KTS 16,8 mgprotein/ gdestek
nanopartikiilleri

Thermomyces T=25°C Zeytin posasi transesterifikasyon [75]
lanuginosus pH 7,5, t=24 h 10 tekrarli kullanim
Novozyme 388 enzim: %9 (v/v) %80 kalan aktivite
Thermomyces - Celite545,Silika jel TL verim %79 [76]
lanuginosus stiren-divinilbenzen metil ester verimi:%98,3
Novozyme 388 kopolimeri
Candida T=25°C, Epoksi ile fonksiyonel verim %100 [77]
antarrctica pH 7,25,t=3h  silika jel spesifik aktivite 1,23 U/mg
Thermomyces
lanuginosus
Thermomyces T=25°C Stiren-divinilbenzen spesifik aktivite [78]
lanuginosus pH8,t=24h poliGLA 8,41 mol p-NP/mg enzim
Thermomyces T=30°C Mg-Al hidrotalsit %36 ve %15 verim [79]
lanuginosus pH 8,5, t=24h inorganik perlit spesifik aktivite

50 pl enzim 0,0072 U/mg destek

0,01 g destek 0,0069 U/mg destek
Thermomyces - manyetik Fe;04-SiO; TL: 5,8 mgenzim/ g [80]
lanuginosus nanopartikiilleri destek, %100
Rizomucor Rizomucor M. :21,2 mg enzit
Miehei g destek,%79
Thermomyces - KTS-mezogozenekli 7 ay sonra baslangic [81]
lanuginosus silika lipaz aktivitesi %93
Thermomyces - KTS- GLA spesifik aktivite: 53-55 U/mg [82]
lanuginosus KTS- GLA- katalitik aktivite: t= 48h, %4l

glisin Chit-GA-Gly 4 kat daha

hidrolitik aktivite yiiksek

26



3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Malzemeler

Tez caligmasinda, Thermomyces lanuginosus (Lipozyme® TL 100 L) termofilik Tez

calismasinda, Thermomyces lanuginosus (Lipozyme® TL 100 L) termofilik fungus
kaynakli, lipaz aktivitesi 100 KLU/g olan ticari lipaz kullanilmis olup Novozymes
(Danimarka) firmasindan serbest sivi formda tedarik edildi. Serbest lipaz enziminin
tutuklandig1 tastyict biyonanokompozit destegin olusturulmasi i¢in kullanilan KTS
Sigma-Aldrich (Almanya), f-CDKNT Nanografi Nano Teknoloji A.S. firmasindan,
capraz baglayici ajan olarak kullanilan GLA, %25 (w/v) sulu ¢6zeltisi olarak Merck
(Almanya) firmasindan tedarik edildi. KTS ¢oziinmesi icin %?2’lik asetik asit
cozeltisi kullanilmistir. Bradford yontemi ile protein tayini etmek i¢in Brilliant Blue
G ¢ozeltisi kullanildi. Tutuklama sirasinda tampon ¢ozelti olarak 0,1 M Tris-HCI ve
potasyum fosfat ¢ozeltisi farkli pH’larda hazirlandi. Enzim aktivitesinin ol¢limii i¢in
zeytinyag1 (Riviera tipi) piyasadan, Etanol analitik saflikta olup Merck (Almanya)
firmasindan, dietileter Riedel-de Haen (Almanya) firmasindan tedarik edildi.

Deneylerde kullanilan kimyasallar ve 6zellikleri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Deneyde kullanilan kimyasallarin ad1 ve 6zellikleri

Kimyasal Firma Adi Ozellikleri
Lipaz enzimi Novozymes Lipozyme TL 100 L, serbest
Kitosan Sigma Aldrich Orta Molekdiler agirhk
f-Cok duvarli karbon nanotiip | Nanografi Nano Teknoloji A.S. | % 96 saflik, 8-18 nm
Gluteraldehit Merck % 25’lik Sulu cozelti
Asetik asit Sigma Aldrich % 100 Analitik saflik
Trizma bazi Sigma Aldrich %99,9 Analitik saflik
Hidroklorik asit Sigma Aldrich %37 Analitik saflik
Potasyum dihidrojen fosfat Merck % 99,5 Analitik
Sodyum hidroksit Merck Saf peletler
Brillant Blue G Sigma Aldrich Konsantre Soliisyon
Etanol Merck Analitik saflik
Dietileter Riedel-de Haen % 99,5 Analitik saflik
Zeytinyag Zeo Riviera tipi
Orto Fosforik Asit Tekkim Kimya % 85 Gida Tipi
n-Biitanol Merck % 99,5 Analitik saflik
n-Propanol Merck % 99,5 Analitik saflik

27




3.2. Cihazlar

Bu tez ¢alismasinda ortam pH’larmi istenen degerlere ayarlamak i¢in pH metre

(Mettler Toledo) kullanildi.

Tim tartimlar, hassas terazide (KERN) yapilmistir. Biyonanomkompozit
olusturabilmek i¢in hazirlanan ¢ozeltiler manyetik karistiricida (IKA RTC standard)
karistirilmistir. Numunelerin karistirilmast i¢in vorteks (VELP Scientifica) cihazi

kullanildz.

Enzim tutuklama deneyleri ve parametrelerinin incelenmesi sicaklik ve karistirma
hiz1 kontrollii inkiibatorlerde (IKA KS 4000 i ve New Brunswick Scientific Innova
40) gergeklestirildi. Tutuklama islemi i¢in Bradford yontemi ile protein tayin etmek
icin UV/Vis spektrofotometre (Jenway 6800) kullanildi. Tutuklama sirasindaki ve
sonrasindaki tim numuneler ependorf numune kaplarina alinarak analiz ig¢in +4

°C’de buzdolabinda saklandi. Deneylerde kullanilan tiim cihazlar Sekil 3.1° de

gosterilmigtir.

Sekil 3.1. Deneyde kullanilan cihazlar (1) manyetik karistirici, (2) inkiibator
(New Brunswick Scientific Innova 40), (3) vorteks, (4) inkiibator (IKA KS 4000
1), (5) pH metre, (6) UV-VIS spektrofotometre
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3.3. Deneysel Yontem
3.3.1. Biyonanokompozit destek iiretilmesi

Lipazin tutuklanmasi i¢in ilk olarak biyonanokompozit destek iiretimi gergeklestirildi.
Bu iiretim i¢in Aisferya ve Sudha tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek
uygulandi. Desteklerin iiretimi icin 2 g KTS, hacimce %2’lik (v/v) asetik asit
cozeltisinde 24 saat boyunca, 500 rpm’de, 30°C’de ¢ozdiiriilerek %2’lik (w/v) KTS
aktif ¢ozeltisi hazirlandi. Sonrasinda hazirlanan ¢ozelti igerisine, 2 ml saf su iginde
hazirlanan 0,2 g f-CDKNT eklenmis ve homojen siispansiyon bir karigim
saglanincaya kadar karistirildi. Cozeltinin igerisine GLA ¢ozeltisinden %2 (v/v)
eklenerek 37 °C’de 2 saat boyunca karistirildi. Kiireleri elde etmek i¢in, 1 M NaOH
bazik c¢ozeltisi igerisine 100ml’lik  enjektdér yardimiyla hazirlanan bu
karisimdandamlatilarak biyonanokompozit kiirecikler elde edildi. Son islem olarak
biyonanokompozit kiireler pH 7 olana kadar saf su ile yikand1 ve tutuklama islemi

i¢in oda kosullarinda distile su i¢erisinde muhafaza edildi [74].

3.3.2. Biyonanokompozit destege lipaz tutuklanmasi ve 6n denemeler

Hazirlanan biyonanokompozit kiirelere lipaz tutuklama islemi cam viyaller icerisinde

gerceklestirildi. Bu calismada Thermomyces lanuginosus (Lipozyme® TL 100 L)
termofilik fungus kaynakli lipaz kullanildi. Tutuklama islemi i¢in belirlenen deney
kosullar1t 6 ml 0,1M Tris- HCl tamponu igerisine belirlenen enzim derisimlerinde
(mg/ml), 35°C sicaklik, 24 saatte gerceklestirildi. Tutuklama yonteminde 2015
yilinda Sristava ve arkadaslar1 tarafindan kullanilan ¢apraz baglayici ajan ekleme

yontemi revize edilerek kullanildi.

Tutuklamanin 6n asamasi i¢in 1 giin 6nceden hazirlanan 0,5 g tartim alinan yas
kiirecikler, 6 ml tampon ortaminda gece boyunca %2 GLA sulu ¢ozeltisi eklenerek
inkiibe edildi [83]. Ertesi giin bu destekler Tris-HCl tamponu ile yikanarak
tutuklama ortamina alindi ve belli miktarda serbest enzim eklendi. 24 saat boyunca
inkiibasyon gergeklestirildi. Literatiir incelendiginde tutuklanma verimi i¢in yeterli
olmasi ve uygulamada kolaylik olmasi agisindan tiim deneyler 200 rpm sabit

karistirma hizinda gerceklestirilmistir [79].
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3.3.2.1. Tutuklamaya pH ve siirenin etkisi

Biyonanokompozit desteklere enzim tutuklanma siiresinin belirlenmesi i¢in 0-24 saat
boyunca belli araliklar ile ortamdan 6rnekler alinmistir. Yapilan 6n ¢alismalarda 0-2
saat arasinda tutuklanan enzim miktarinda fazla bir degisim olmadig: i¢in 0., 4., 6. ve
24. saatlerde ornekleme yapilmistir. Tutuklama kosuluna karar verebilmek icin farkl
pH degerlerinde 0,1 M fosfat tamponu ve 0,1 M Tris-HCL tamponu kullanilarak 24
saat boyunca tutuklama islemi gergeklestirildi. Her enzimin calisabildigi uygun bir
pH araliginin oldugu bilinmektedir. Bu nedenle uygun tampon pH’min belirlenmesi
icin 0,1M fosfat tampon pH araligi 6-7,5 ve 0,1 M Tris-HCI tampon pH 5-9
aralifinda 6n denemeler yapildi. Tutuklama islemi icin aksi belirtilmedikce
uygulanan deney kosullar1 soyledir: 6 ml 0,1 M Tris-HCI tampon, pH 7,5, 100 ul TL
100 L enzimi, 35°C sicaklik, 200 rpm karistirma hiz1 ve 24 saat siire.

3.3.2.2. Tutuklamaya sicakhigin etkisi

Sicaklik enzimlerin tutuklanma ve aktivitesini belirleyici bir parametredir. Bu
nedenle denatiirasyona izin verilmeden tutuklama isleminin yapilmasi gerekmektedir.
Tutuklama prosesine sicakligin etkisini incelemek amaciyla tutuklama islemi 25-45
°C sicaklik araliginda gerceklestirildi. 24 saat boyunca belirli araliklar ile numuneler

alindi.

3.3.2.3. Enzim derisiminin etkisi

Biyonanokompozit destege enzim tutuklanmasinda, TL 100 L enzim derisiminin
etkisini incelemek amaciyla pH 7,5 olan 6 ml Tris-HCI tampon ¢o6zeltisi igerisine
100-500 pl araliginda serbest formdaki enzim ¢ozeltisi eklenerek tutuklama islemi
cam viyallerde gercgeklestirilmistir. Ortama eklenen enzim derisimleri sirasiyla, 17,5
(100 ul), 35 (200 ul), 52,5 (300 pl), 70 (400 pl) ve 87,5 mg/ml (500 pl,) olarak
hesaplandi (Lipazin bagil yogunlugu plipaz=1,05).

3.3.2.4. Capraz baglayici derisimi etkisi

Uretilen KTS bazli f-CDKNT destegine tutuklama veriminin arttirilmasi amaciyla
yaygin olarak kullanilan ve ulasilabilirligi kolay olan GLA capraz baglayicisi

kullanilarak tutuklama islemi yapildi.
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Tutuklama 6ncesinde bir gece boyunca % 0, % 2, % 4 ve % 6 (v/v) derisimine sahip
GLA tampon ortaminda kiirecikler bekletilmis, daha sonra 300 pl (52,5 mg/ml)

enzim miktar1 ile 7,5 Tris-HCI] tamponunda tutuklama prosesi ger¢eklestirildi.

3.3.2.5. Destek miktar etkisi

Sentezlenen KTS/f-CDKNT destek miktarininin tutuklamaya etkisini incelemek icin
0,1-0,6 gram araligindaki yas destekler 8 saat stiresince 0,1 M Tris-HCl tamponunda
bekletilmis, daha sonar 200 pl (35 mg/ml) enzim derisimi kullanilarak tutuklama

islemi gercgeklestirilmistir.

3.3.2.6. CDKNT miktarinin etkisi

KTS igerisine kiitlece % 0-1 (w/v) oraninda eklenen f-CDKNT miktarinin
tutuklamaya etkisinin incelenmesi amaciyla 6 ml 0,1 M Tris-HCI ortaminda, 100 pl

(17,5 mg/ml) enzim kullanilarak deneyler gergeklestirilmistir.

3.4. YYY ile Enzim Tutuklama Optimizasyonu

YYY, ilgili bir yanitin farkli degiskenlerden etkilendigi problemlerin modellenmesi
ve yanitin optimizasyonu i¢in faydali olan matematiksel ve istatiksel yontemlerden
biridir. YYY, en kiigiik kareler teknigiyle bir modele uyum saglamasi i¢in merkezi
birlesik tasarim (CCD) gibi deneysel bir tasarim kullanir [84]. Design Expert paket

programi deneylerin tasarlanmasi i¢in siklikla kullanilan bir bilgisayar programidir.

Tablo 3.2. Deney tasarim bagimsiz degiskenleri, kodlanmis ve gercek degerleri

Bagimsiz degiskenler

Faktor Parametreler Birim
A Sicaklik °c
B pH -
C Enzim ulL

Kodlanmis ve Gergek degerler

Faktor -2 -1 0 1 2
A 25 30 35 40 45
B 7.00 7.25 7.50 1.75 8.00
C 100 200 300 400 500
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Bu calismada Design-Expert® Version 11 Software programi kullanilmistir.
Tutuklama o6n denemeleri ile enzim miktari, sicaklik ve tampon pH degerinin
tutuklamay1 etkileyen 6nemli parametreler oldugu belirlenmis ve bu ii¢ parametre

YYY etkili bagimsiz degisken parametreleri olarak kullanildi.

On deneyler sonucunda, orta degerler sicaklik icin 35°C, pH 7,5 olan Tris-HCI
tamponu ve enzim miktar1 300 pl olarak belirlendi. Tutuklamaya etki eden

parametrelerin kodlanmis ve gergek degerleri Tablo.3.2’de verilmistir.

Tutuklama verimi ve sentezlenen biyonanokompozit destege tutuklanan protein
miktar1 ise modelin yanitlar1 olarak belirlendi. Modelin karesel terimleri eksen
noktalarina bakilarak belirlenir. Tablo 3.2°de CCD deneme deseni verilmistir. Deseni
olustururken +1 ve -1 olarak birbirine esit iist ve alt limit degerleri referans alindi. Bu

degerler yukaridaki Tablo 3.3’de gosterilmektedir.

Tablo 3.3. Merkezi bilesik tasarimi

Xi X2 e Xk

—a 0 e 0

+a 0 e 0
0 —a 0
0 +a 0
0 0 —a
0 0 +a

Bu tasarimda CCD’de, k faktdr sayisi olarak tanimlanmis olup, 2¥ tane iki diizeyli
faktoriyel denemenin, 2k tane eksen nokta veya yildiz kombinasyonundan

olusmaktadir [85].

Bu yontemde 5 orta noktali tekrar deneyi se¢ildi ve programin 6nerdigi 19 deney
yapildi. Deneylerin desen tasarimi ve degisen faktorleri i¢in deney kosullarin1 veren

EK-E’de verilmistir.
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3.5. Analiz Yontemleri

Bu tez calismasinda, iiretilen biyonanokompozit destegin tutuklanma sonrasi protein
miktar1 Bradford yontemi ile, enzim aktivitesi Zeytinyagi hidroliz yontemiyle tayin
edilmistir. Fonksiyonel gruplarinin belirlenmesi i¢in Fourier doniisiimlii kizilotesi
(FTIR) spektroskopisi, sicakliga karst termal bozunmanin incelenmesi i¢in
Termogravimetrik (TGA) analiz, ylizey 0Ozelliklerinin mikroskobik boyutta

incelenmesi icin polarize optik mikroskobu (POM) kullanilarak analizleri yapildi.

Biyonanokompozit desteklerin yiizey morfolojilerinin incelenmesi i¢in SEM analizi
hizmet alimi karsihiginda Ortadogu Teknik Universitesi (ODTU) Merkez

Laboratuvari tarafindan yapilmistir.

3.5.1. Protein tayini

Tutuklama isleminde alinan Orneklerdeki cozeltilerde kalan protein, Bradford
yontemi kullanilarak tayin edildi. Bu yontem c¢ozelti icerisinde kalan proteinlere
baglanan Coomassie Brillant Blue G250 boyasinin Uv-Vis spektrofotometresinde
595 nm dalga boyunda absorbans vermesine dayanan spektrofotometrik bir
yontemdir [86]. Olgiim i¢in gerekli olan absorbansa karsilik gelen protein miktar1

(ng/ul) ile standart protein kalibrasyon grafigi EK-A’da verilmistir.

Uv-Vis spektrofotometresinde 6l¢iim yapmak i¢in oncelikle Bradford ¢ozeltisi; 1 ml
etanol, 2ml orto fosforik asit, 0,45 ml Brillant Blue G250, 15 ml distile suyun

karistirilmasi ile hazirlandi [79].

Cam kuvars kiivet igerisine hazirlanan 2,4 ml Bradford ¢ozeltisi icerisine 100 pl
ornek eklendi. Ornek karistirildi ve 10 dakika boyunca Bradford ¢ozeltisi ile
tepkimeye girmesi i¢in beklendi. 595 nm dalga boyundaki absorbans degeri 6l¢iildii.
Kalibrasyon grafiginden yararlanarak, elde edilen absorbans degerine karsilik gelen

protein (enzim) miktart dlciildii.

Tutuklama verimini hesaplamak icin, enzim tutuklama islemine baslamadan 6nce t=0
aninda, belirli araliklarda ve t=son aninda Ornekler alindi. Hesaplanan tutuklama

verimi Denklem 3.1° de verilmistir.
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% Y ="==x100 (3.1)

% Y : Tutuklama verimi
Co : Tutuklanma Oncesi protein miktar: (U/mg enzim)

¢t : Tutuklanma sonrasi protein miktar1 (U/mg enzim)
3.5.2. Zeytinyag hidroliz yontemi ile enzim aktivite tayin

Serbest veya tutuklanmis bir enzimin hidrolitik aktivitesini titrimetrik olarak 6lgmek
i¢in yaygin olarak kullanilan zeytinyag: hidroliz yontemi uygulanmaktadir. Oncelikle
25 ml’lik erlen igerisine 2,5 ml 0,1 M pH 7 fosfat tamponu, daha sonra 2,5 ml
zeytinyagi( Riviera tipi) eklendi. Erlen igerisindeki ¢ozelti 37 °C’ye geldiginde lipaz
tutuklanmis lipaz igeren 0,1 g biyonanokompozit boncuk ortama eklendi ve 30
dakika boyunca 200 rpm karistirma hizinda inkiibasyonu saglandi. Tepkimeyi
sonladirmak i¢in tepkime ortamina 2,5 ml 1:1 oraninda etanol/eter karisimi eklendi
ve 3-4 damla %1’ lik fenoftalein c¢ozeltisi damlalik ile damlatilmistir. Enzim
hidrolitik aktivitesinin hesaplanmasi i¢in 0,1 M NaOH ile titre edilerek harcanan
miktardan hesaplamalar yapildi. Numunelerin her biri i¢in ikiser tekrarli ol¢timler

alindi.

Hesaplamalar asagida verilen Denklemler (3.2- 3.5) referans alinarak yapildi

Denklemlerde tanimlanan lipaz aktivite degerleri, U/ml enzim ve U/mg enzim olarak

verilmigstir[87].
U _ (Ornek»mlharcanan_$ahit»mlharcanan)(NaOH)X[NaOH]X1000
ml enzim (Venzimml)xt
(3.2)
U _ (Ornek,mlpgrcanan—sahit, Mlpgrcanan) (Naom) X0,1N X1000 (3 3)
ml enzim (0,1ml)x30dk )
U _ (Ornek»mlharcanan_$ahit»mlharcanan)(Na0H)X[NaOH]Xl()OO
mg enzim (Menzimmg) Xt
(3.4)
U _ (Ornek»mlharcanan_$ahit»mlharcanan)(Na0H)XOJNXlOOO (3 5)
mg enzim (100mg)x30dk )

Zeytinyagindan dakikada 1 pmol yag asidi hidroliz eden miktar bir linite enzim (U)

olarak tanimlanmistir [87 — 89].
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3.5.3. Enzim kararhliklarinin belirlenmesi

Biyonanokompozit destege tutuklanmis olan TL-100L nin sicaklik, pH ve depolama
kararliliklarinin  belirlenmesi amaciyla uygulanan islemler sonrasinda hidrolitik
aktiviteleri Olgiildii. pH kararhiliginin belirlenmesi i¢in, tutuklama sonrasinda
kiirelerin t=0 aninda hidrolitik aktiviteleri 6l¢iildii. Daha sonra degisen pH araliginda
(5-9) 0,1 M fosfat tamponu igerisinde 1 saat inkiibe edildikten sonra hidrolitik

aktiviteleri tekrar olctldii.

Sicaklik (termal) kararliliginin belirlenmesi i¢in, tutuklanmis kiirelerin t=0 aninda
hidrolitik aktivitesi 6l¢iildii. Ardindan farkl sicaklik degerlerinde (4 °C, 25 °C, 35°C,
45 °C, 55 °C, 65 °C) 1 saat inkiibe edildikten sonra hidrolitik aktiviteleri tekrar
Olciildii.Depolama kararliliginin belirlenmesi igin, tutuklanan biyonanokompozit
kiireler kurutulup sabit tartima getirildikten sonra 28 giin boyunca 4°C ve 25°C oda

sicakliginda bekletildi.

Olgiimler alinirken &nceden kurutulmus olan kiireler 1,5 saat boyunca 0,1M Tris-
HCI pH 7,5 tamponunda aktivite dl¢lilmesi i¢in inkiibe edildi. 28 giin boyunca 7

giinde bir 6l¢lim aliarak kararliliklart hidrolitik aktivitelerine bakilarak tespit edildi.

3.5.4. Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR) analizi

Fourier dontisiimlii kizilotesi (FTIR) spektroskopisi; kati, sivi veya gaz materyallerin
sogurma, emisyon, fotoiletkenlik veya Raman sa¢ilmasinin kizilétesi spektrumunun
belirlenmesinde en yaygin olarak kullanilan spektroskopik yontemlerden biridir [90].
Bir IR 1smnmin gectigi yola yerlestirilmis bir numune ile farkli IR frekanslarinin

absorpsiyon 6l¢iimiinii temsil etmektedir [91].

IR spektroskopik tekniginin en onemli amaci ise, Ornekteki kimyasal fonksiyonel
gruplart belirlemektir. Bu nedenle FTIR farkli analiz tiirleri i¢in de faydali bir
yontemdir. Bu tez calismasi i¢in, Sekil 3.2° de gosterilmis olan Perkin Elmer
Spectrum 100 model FTIR cihazi kullanildi. Uretilen biyonanokompozit destek oda
sicakliginda kurutuldu ve fonkiyonel gruplarinin belirlenmesi i¢in germanyum kristal
baslig: kullanilarak dlgiimleri alinds. Ilgili spektrumlarin elde edilmesi igin 650- 4000

cm’! dalga sayisi araliginda dlciimler yapildi.
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Sekil 3.2. FTIR cihazi

3.5.5. Termogravimetrik (TGA) analiz

TGA, Ozellikle polimer gibi malzemelerin  karakteristik  6zelliklerinin
belirlenmesinde yayginca kullanilan bir yontemdir. Bu teknikle, malzemedeki
bozunma sicakliklari, nem igerigi, inorganik ve organik bilesenlerin yiizdesi

belirlenebilir [92].

Bu analiz yontemi kullanilarak tretilen KTS/f~CDKNT destek malzemesinin 1sil
bozunma sicakliklar1 Sekil 3.3’deki Mettler Toledo TGA cihaz1 kullanilarak
belirlendi. Termal karakterizasyon i¢in, 0,5-0,7 mg aras1 kuru numune alinarak azot

ortami altinda, 25-600 °C arasinda dakikada 10 °C 1sitma yapildu.

Sekil 3.3. TGA cihazi
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3.5.6. Taramal elektron mikroskop (SEM) analizi

Taramali elektron mikroskobu (SEM), malzemenin yiizey morfolojilerinin
incelenmesi i¢in kullanilan malzemenin oldukea yiiksek kalitedeki bir goriintiisiiniin

elde edildigi elektron mikroskobudur.

Biyonanokompozit desteklerin kurutulduktan sonraki enzim tutuklanmis hali ve
tutuklanmamaisg ylizey morfolojilerinin goriintiilenmesi i¢in SEM analizi hizmet alimi
karsihginda, Ortadogu Teknik Universitesi (ODTU) Merkez Laboratuvar: tarafindan
Quanta 400F Field Emission markali cihazda farkli boyutta biiylitmeler yapilarak

gorintiiler alindi.

3.5.7. Polarize optik mikroskobu (POM) ile yiizey analizi

Uretilen biyonanokompozit desteklerin mikroskobik boyuttaki yiizey goriintiilerinin

incelenmesi i¢in Nikon Eclipse LV100 Pol markali POM cihazi (Sekil 3.4) kullanildu.

Sekil 3.4. POM cihazi goriniimii
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu boéliimde tez donemi boyunca yapilan deneysel ¢alismalarin sonuglar1 incelenmis
ve literatiirdeki benzer c¢alismalarla karsilagtirilarak degerlendirilmesi yapilmistir.
Serbest formdaki TL 100 L enziminin iiretilen destege tutuklanmasi, tutuklamaya
etki eden parametrelerin 6n denemeleri, en kisa siire ve en az deney sayisi ile hangi
parametrelerin ayr1 ayr1 ve birlikte etkilerinin 6nemli oldugunun belirlenmesi
amaciyla YYY ile optimasyon c¢alismast yapilmis; son olarak iiretilen

biyonanokompozit destek karakterize edilmistir.

4.1. Biyonanokompozit Destege TL 100 L Tutuklanmas1 On Deneyleri

IIk olarak boliim 3.1°de bahsedilen iiretim yontemi ve tutuklama kosullar1 altinda
biyonanokompozit destek iretilerek, TL 100 L enziminin tutuklanmasi
gerceklestirildi. Tutuklamaya tampon pH’1 ve tutuklama siiresi, sicaklik, enzim
miktari, capraz baglayici derisimi, f-CDKNT kullanimi ve destek miktar1 gibi

parametrelerin etkisi incelendi.

4.1.1. pH ve siirenin etkisi

Tampon pH’min tutuklamaya etkisinin incelendigi deneylerde fosfat tamponunda
biyonanokompozit kiirelerin ¢oziinmesi nedeniyle tutuklama deneylerine Tris-HCL

tamponu ile devam edilmesine karar verildi.

Sekil 4.1°de farkli pH degerlerinin tutuklama verimi iizerindeki etkisi (A) ve tretilen
destege tutuklanan protein miktarina etkisi (B) goriilmektedir. pH degerinin
artmastyla 24 saat sonunda elde edilen tutuklanma veriminin arttig1 sdylenebilir. En
yuksek tutuklama verimine (%98,9) pH 8 Tris-HCL tamponu ile ulagilmistir. Ayni
tutuklama kosullarinda, tutuklama siiresinin artmasiyla destek basma tutuklanan

enzim miktarmin Sekil EK-B’de arttig1 sdylenebilir.

Literatiirde yapilan caligmalardan birinde, KTS/f-CDKNT bazl1 bir destege Porcine

pankreatik lipaz enziminin tutuklama ¢alismasinda uygun tampon pH degeri 8 olarak,
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KTS temelli destek malzemesinin kullanildigi TL 100 L enziminin tutuklandigindi
bir diger calismada ise pH 8,5 olan tampon uygun olarak belirlenmistir [79-103].
Destek bagma tutuklanan protein miktar1 incelenen pH araliginda 9,8-14,2 mg
protein/ g destek mertebesinde olmus, en yiiksek degere (14,2 mg protein/g destek)
pH 7,5 tamponu ile ulasilmistir. Bu nedenle deneysel ¢alismalara bu pH degerinde

devam edilmesine karar verilmistir.

YYY ile tutuklamanin optimizasyon 6n denemeleri i¢in daha dar bir pH araliginda
(7.25-7.75) calisilmis ve elde edilen sonuglar Sekil EK-B’de verilmistir. 8. saate

kadar silirenin artmastyla tutuklama veriminin arttig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.1. Tutuklama verimi (A) ve protein miktarina (B) pH etkisinin incelenmesi
(Deney kosullari: 100 ul TL 100 L, 6 ml 0,1 M Tris-HCI, 35°C, 200 rpm, 24 h)
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4.1.2. Sicaklik etkisi

Tutuklama sicakligt ve siiresinin tutuklama verimine etkisi  Sekil 4.2.°de
gosterilmistir. Oncelikle tutuklama verimi incelendifinde 24 saatin sonunda tiim
sicakliklar icin % 94-% 100 araliginda gergeklesmis, en yiiksek tutuklama verimine
(%100) 35 °C’de ulasilmistir. Sicaklik etkisinden efektif olarak sonu¢ almak ig¢in
tutuklanan protein miktarinin etkisi incelenmelidir, nihai hedef en yiiksek tutuklama
veriminde destek basina tutuklanan protein miktarina en yiiksek diizeyde ulasirken
enzim aktivitesini korumaktir. Protein miktar1 45 °C icin 4. saatten sonra sabit

ilerlemistir (Sekil 4.3- A) fakat 25 °C ve 35 °C i¢in zamanla giderek artmistir.

g 1: 7 %25°C -35C ~45°C > %
f. R

Sekil 4.2. Tutuklanma verimine sicakligin etkisinin incelenmesi (Deney kosullar: 100 pl
TL 100 L, 6 ml 0,1 M Tris-HCI pH 7,5, 200 rpm, 24 h, 0,5 g destek)

Tutuklanan protein miktarlart 25 °C (8,1 mgprotein/g destek) i¢in, 35 °C (14,1
mgprotein/g destek) ve 45 °C (14,8 mgprotein/g destek) ile karsilastirildiginda
yetersiz kaldig1r sOylenebilir. 35 ve 45 °C’de tutuklanan protein miktar1 birbirine

yakin olmakla beraber enzim aktivitesinin belirlenmesi ile uygun sicaklik secilebilir.

Tutuklanan enzim aktivitesine sicakligin etkisi Sekil 4.3- B’de verilmistir. Enzim
aktivitesinin sicaklik arttikga artmasi ve daha yiiksek sicaklikta azalmasinin nedeni

kullanilan TL 100 L lipazinin denatiire olmasi ile agiklanabilir.

Sekil 4.3- B incelendiginde tutuklanmis olan enzimin 35 °C’de en yiiksek hidrolitik
aktiviteye (19,8 U/mg) sahip oldugu goriilebilir. On denemeler sonucunda 35°C’nin

biyonanokompozit tutuklama prosesi i¢in uygun sicaklik olduguna karar verilmistir.
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Sekil 4.3. Tutuklanan protein miktarima (A) ve enzim aktivitesine (B) sicakligin
etkisinin incelenmesi (Deney kosullari: 100 ul TL 100 L, 6 ml 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5, 200 rpm,
24 h, 0,5 g destek)

4.1.3. Enzim derisiminin etkisi

Kullanilan enzim miktarinin artmasi ile tutuklanan enzim miktar1 azalabilecegi gibi
sabit kalmast durumu da gdzlenebilir. Optimum enzim derisiminin se¢ilmesi proses
maliyetini de olumlu yonde etkileyebilir. Enzim miktarinin tutuklama verimi ve
tutuklanan protein miktarina olan etkisi Sekil 4.4’de gosterilmistir. Enzimin
tutuklandig1 destek miktar1 sabit tutularak enzim miktarinin artirilmasiyla zamanla
alman Orneklerin tiimiinde tutuklama veriminde bir diisiis gbzlemlenmistir. 24 saat
sonunda 100 pl enzim kullaniminda en yiiksek tutuklama verimi %93,6 olarak elde
edilmigstir. Ortama eklenen enzim miktarinin artmasiyla destek basina tutuklanan
protein miktar1 once artmis, 300 ul (52,5 mg/ml) enzim eklemesi ile en yiiksek

degere (29,8mg protein/g destek) ulagmis, artan enzim miktari ile bu deger yaklasik
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olarak sabit kalmistir. Bu sonuglara gore sonraki tutuklama proses paramatrelerinin

incelendigi deneylerde 300 pl (52,5 mg/ml) enzim miktar1 uygun bulunmustur.

Literatiirde TL 100 L lipazinin Fe3s04-KTS temelli bir tasiyici lizerine tutuklamasi
incelendiginde tutuklama veriminin enzim derisimi arttirildiginda belli bir yere kadar
arttig1 daha sonra diisiis egiliminde oldugu goriliirken, 19,8 mg/g enzim derisimi
kullanimi ile en yiiksek tutuklama verimi %75, tutuklanan protein miktar1 ise 16,8

mg protein/g destek olarak belirlenmistir [73].
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Sekil 4.4. Enzim miktarimin tutuklama verimi verimi (A) ve tutuklanan protein
miktarina (B) etkisi (Deney kosullari: 6 ml 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5, 200 rpm, 35°C, 24 h, 0,5 g
destek)

4.1.4. Capraz baglayic1 derisimi etkisi

GLA derisiminin tutuklama verimi ve tutuklanan protein miktarina etkisi Sekil
4.5’de verilmistir. Capraz baglayici kullanilmamasi durumunda (%0 GLA) enzimde
kiimelesme gorildiigli icin bu kosulun tutuklamaya etkisi incelenememistir.
Tutuklama siiresi sabit iken GLA derisimi arttikca hem tutuklama verimi (Sekil 4.5-
A) hem de tutukalanan protein miktarinin (Sekil 4.5-B) diistiigii sOylenebilir.
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%2 GLA derisimi kullaniminda tutuklama siiresinin artmasiyla verim artmis ve 24
saat sonunda maksimum tutuklama verimine (%97) ve maksimum tutuklanan protein
miktara (32,14 mg protein/ g destek) ulasilmistir. Daha yiliksek GLA desimlerinde
ise verimde ve tutuklanan protein miktarinda tutuklama siiresinin artmasiyla fazla bir

artis olmamastir.
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Sekil 4.5. GLA derisiminin tutuklama {izerindeki etkisi, (A) Tutuklama verimi, (B)
Tutuklanan protein miktar1 (Deney kosullari: 6 ml 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5, 200 rpm, 35°C, 24

h,0,5 g destek)

Literatiirde KTS {izerine polivinilpirolidon ve karbon nanotiip eklenerek hazirlanan
bir destek malzemesi iiretimi icin i¢in ¢apraz baglayict GLA orant % 2 olarak
kullanildig1 goriilmektedir [74]. Literatiirde yapilan baska bir ¢calismada ise, KTS-
karbonanotiip destek malzemesi, epiklorohidrin ile capraz baglanarak olusturulmus,
pankreatik kaynakli lipaz enzimi %64,3 verimle tutuklanmis, 1,16 mg protein/g
destek miktar1 bulunurken tutuklanan enzimin aktivitesi 0,174 U/g bulunmustur

[103].
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Yapilan bu tez calismasiyla KTS/f- CDKNT ile polivinilpirolidon kullanilmadan
iretilen biyonanokompozit tasityici destek icin uygun GLA oraninin %2 (v/v)

olduguna ve sonraki deneylerde de bu derisimin kullanilmasina karar verilmistir.

4.1.5. Destek miktari etkisi

Tutuklanmis enzim iceren biyonanokompozit destek miktarmin tutuklama verimi
iizerindeki etkisi Sekil 4.6’da verilmistir. Destek miktarinin 0,5 g degerine kadar
artirilmast ile tutuklama veriminin artarak en yiiksek degere (%99) ulastigi, bu
degerin iizerinde ise sabit kaldig1 sdylenebilir. Bu nedenle sonraki deneylere 0,5 g

biyonanokompozit destek ile devam edilmistir.

100

80 -
60
40
0 Y
0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6

Destek miktari (g)

1

1

Tutuklama verimi
(%)

1

Sekil 4.6. Destek miktarinin tutuklama verimi lizerindeki etkisi (Deney kosullari: 3 ml
0,1 M Tris-HCI, 200 rpm, 35°C, 24 h, 100 ul TL 100 L)

4.1.6. CDKNT miktarinin etkisi

KTS’na eklenen f~-CDKNT miktariin destek basina tutuklanan protein miktarina ve
tutuklama verimine etkisi Sekil 4.7°de gosterilmistir. Grafik incelendiginde hem
kontrol (%0 f-CDKNT) hem de tim f-CDKNT derisimlerinde siirenin artmasiyla
verim artmistir.  %0.1 (w/v) f-CDKNT miktar1 ile 24 saat sonunda en yiiksek
tutuklama verimi (%100) elde edilmis, artan f-CDKNT degerlei ile verimde diisme
gozlenmistir (Sekil 4.7-A). f-CDKNT derisiminin artmasiyla tutuklanan protein
miktar1 6nce artmis, %0,2 (w/v) derisiminde en yliksek degere (13,84 mg protein/g

destek) ulagsmis ve bu derisimin iizerinde ise azalis gostermistir (Sekil 4.7-B).
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Sekil 4.7. f~=CDKNT’ nin tutuklama verimi (A) ve tutuklanan protein

miktar1 (B) iizerindeki etkisi (Deney kosullari: 6 ml 0,1 M Tris-HCI, 200 rpm,

35°C, 24 h, 100 pl TL 100 L)
Tutuklanmis olan enzimin hidroliz aktiviteleri incelendiginde %0, %0,1, %0,2, %0,5
ve %1 (w/v) derisimlerinde f-CDKNT kullanim1 i¢in aktivite degerleri sirasiyla, 12,3
U/mg, 14,6 U/mg, 44,9 U/mg, 18,2 U/mg, 11,6, U/mg olarak hesaplanmistir. Enzim
aktiveleri karsilagtirildiginda %0,2 f-CDKNT igeren biyonanokompozit destek ile en
iyl enzim aktivite degeri elde dilmesi nedeniyle sonraki deneyler i¢in bu derisim
kullanilmigtir.Literatiirde yapilan benzer bir ¢alismada, f~-CDKNT eklenerek enzim
tutuklanma isleminde genis yiizey alan1 saglanmasi nedeniyle tutuklama veriminde
once bir artis ve daha sonra artan f-CDKNT miktar1 ile azalis gosterdigi
bilinmektedir [72]. Kitosana f-CDKNT eklenmesiyle tutuklanma veriminin ve
tutuklanan protein miktarinin arttirilmasi 6ngériilmekteydi. Yapilan bu ¢alismayla bu

durumun kanitlandig1 sylenebilir.
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4.2. YYY ile Deneyin Optimizasyonu

Biyonanokompozit kiirelere enzim tutuklama isleminde, tutuklanma verimi ve
tutuklanan enzim miktar1 bagimli degiskenler olarak belirlenmis ve YYY ile
tutuklama prosesi optimize edilmistir. TL 100 L lipazinin iretilen destege
tutuklanmasi pek ¢ok parametreye baghdir. Tutuklama islemi i¢in 6n denemelerin
yapilmasi YYY i¢in 6nemlidir. YYY yOnteminin kullanilabilmesi i¢in Boliim 4.1°de
gergeklestirilen tutuklama ©n denemeleri sonucunda program iizerinde modelin
calistirilmast amaciyla optimizasyon saglanmistir. Design Expert programinda
modelin olusturulmasini saglamak i¢in 6ncelikle 6n denemelerle belirlenmis olan en
etkili bagimsiz degiskenlerin (sicaklik, pH ve enzim miktar1) aralik degerine ihtiyac

duyulmaktadir.

Tablo 4.1. Bagimsiz degiskenleri igeren deney kosullari i¢in yanitlar

RUN Sicakhk pH Enzim Tutuklama  Tutuklanan protein
°O) (n) verimi (%) miktar
(mg/ gdestek)

1 40 7,25 400 87,34 41,33
2 40 7,25 200 94,43 19,94
3 35 7,50 300 98,07 32,15
4 30 7,25 400 86,34 37,76
5 40 7,75 200 98,7 24,6
6 45 7,50 300 93 30

7 35 7,50 100 93,6 8,28
8 35 7,50 300 99,73 32,55
9 35 7,00 300 78,79 23,74
10 30 7,75 200 92,39 19,92
11 40 7,75 400 97,84 44,89
12 30 7,25 200 94,85 23,13
13 35 7,50 300 98,77 32,21
14 30 7,75 400 92,4 40,37
15 25 7,50 300 95,93 38,42
16 35 7,50 300 98,68 31,01
17 35 7,50 300 98,5 32,07
18 35 7,50 500 87,78 50,55
19 35 8,00 300 99,57 30,7
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Yapilan 6n deneyler sonucunda, orta degerlerin sicaklik i¢in 35°C, pH i¢in 7,5 Tris-
HCI tamponu ve enzim miktarinin 300 pl olarak belirlendi. Bu degerlere gore
bagimsiz faktorlerin alt ve st aralik degerlerine karar verildi. Daha sonra bu degerler
merkezi bilesik tasarimi (Central Composite Design), (CCD)) kullanildi. Yapilan
optimizasyon deneyleri i¢in parametreler ve araliklar1 3. Boliim Tablo 3.2°de ve
desen tablosu Tablo 3.4’de verilmistir. Onerilen modelin yeterliligi, varyans analizi
(ANOVA) ile saglanan dogrulama deneyleri kullanilarak ortaya cikarildiginda Tablo

4.1°deki model tarafindan verilen 19 tane yanit meydana geldi.

4.2.1. Tutuklama veriminin YYY ile optimizasyonu

YYY’nde yanitlarin sisteme girilmesi ile tutuklama verimi i¢in en uygun model
olarak Tablo 4.2°deki kuadratik model program tarafindan Onerilmistir. Bunun
nedeni, Onerilen modelin uyumsuzluk p degerinin 0,0024 olmasi (<0,05) en
etkilesimli sonucu vermesidir. P degerinin istatiksel anlamliliginin kabul edilebilmesi
i¢cin <0,05 olmas1 gerekmektedir [ 105]. Boylece calismada kuadratik model secilerek,
etkilesim i¢in toplu denklem Denklem (4.1)’de verilmistir.

Y =98,55+1,10xA+2,04xB-1,76xC+ 1,40 xAxB+0,0688 xAxC+ 1,84
xBxC-0,4505%xA*-2,47xB*-2,09 x C* 4.1)

Tablo 4.2. Tutuklama verimi i¢in YY'Y ile onerilen model tablosu

Kaynak Ardisik Uyumsuzlugun  Diizeltilmis Tahmini
p-degeri p-degeri R? R?
Lineer 0,0173 0,0005 0,3778 0,1632
2FI 0,5688 0,0003 0,3383 -0,0382
Kuadratik 0,0048 0,0024 0,7765 0,0780
Kiibik 0,0003 0,7269 0,9902 0,9769

Her katsayinin onemi p degerlerine (p<0,05) gore degerlendirilmektedir. Test
degiskenleri arasindaki karsilikli etkilesim modelini anlamak icin gerekli olan

katsayilarin her birinin 6nemi, p degeri azaldikca artar.

Tablo 4.3 incelendiginde, modelin F oraninin 12,25, p degerinin ise 0,0005 olmasi

modelin anlaml1 oldugunu gostermektedir.
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Tablo 4.3. Tutuklama verimi i¢in kuadratik modele ait ANOVA sonucu

Kaynak Katsay1 Karelerin df Karelerin F- p-
tahmini toplam ortalamas1  degeri degeri
Model 98,55 539,92 9 59,99 12,25  0,0005
A-sicaklik | 1,10 19,38 1 19,38 3,96 0,0778
B-pH 2,04 224,48 1 22448 45,85  <0,0001
C-enzim m.| -1,76 49,32 1 49,32 10,07  0,0113
AB 1,40 15,60 1 15,60 3,19 0,1079
AC 0,0688 0,0378 10,0378 0,0077 0,9319
BC 1,84 27,20 1 27,20 5,56 0,0428
A? -0.4505 4,81 1 4,81 0,9817 10,3477
B? -2,47 144,24 1 29,46 29,46  0.0004
C? -2,09 103,49 I 21,14 21,14 0,0013

Std. Sap. = 2,21, R?2= 0,9246, Diizeltilmis R?= 0,7765, Tahmini R?= 0,0780, C.V.= 2,35, Sinyal

giiriiltii oram (Adeq precision)=11,6832
Tutuklama verimi i¢in kuadratik modele ait ANOVA sonucu Tablo 4.3’de verilmistir.
Her katsayinin onemi p degerlerine (p<0,05) gore degerlendirilmektedir. Test
degiskenleri arasindaki karsilikli etkilesim modelini anlamak icin gerekli olan
katsayilarin her birinin 6nemi, p degeri azaldikca artar. Tablo 4.3 incelendiginde,
modelin F oraninin 12,25, p degerinin ise 0,0005 olmas1 modelin anlamli oldugunu
gostermektedir. Bu calismada parametreler tek tek degerlendirildiginde pH, enzim
miktarinin anlamli oldugu, ikili etkilesimlerde ise pH - enzim miktar1 etkilesimi
onemli olmus, ayrica pH ve enzim miktar1 i¢in ikinci mertrebe katsayilarin anlamli
oldugu, p degerlerinin <0,05 den kiiciik olmasi ile belirlenmistir. Bu terimler,
olusturulacak kuadratik modelde yer alacak en etkili terimler olarak degerlendirilmis

ve Denklem (4.1) gerekli sadelestirmeler yapilarak Denklem (4.2) ile verilmistir.

Y =98,55+2,04xB-1,76 x C +1,84 x B x C —2,47 xB> - 2,09 x C? (4.2)

Olusturulan kuadratik modelin hata dagilimlar1 incelendiginde sabit varyansla
dagildig1 goriilebilir. Bu durum olusturulan modelin giivenirliligini gosterdigi
soylenebilir. Ayrica modelin regresyon katsayis1 R?> degerinin 0,9246 ve modeldeki

degisim miktar: 6l¢iimiinii belirten diizeltilmis regresyon katsayist R* adj degerinin
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ise 0,7765 oldugu goriilebilir. Tahmini R? degeri ise 0,0780 olarak hesaplanmistir
(Tablo 4.3).

Tahmini deger ve Ongoriilen deger arasindaki fark birbirine yakin degerler
¢tkmamistir. Tahmini ve diizeltilmis R? degerleri arasindaki fark (~0,4) 0,2’den
biliyiik ¢ikmistir. Bu durumda olusan hata Sekil 4.8’de gosterilmistir. Bu durumun
kontrolii dogrulama deneyleri ile saglanabilir. Giiriiltii oraninin sinyal 6l¢limiiniin
yapilabilmesi i¢in yeterli hassasiyeti (Adeq precision) degerinin 4’den biiyiik olmas1
gerekmektedir, deneysel ¢alismada bu deger icin Tablo 4.3’de goriildiigii gibi
11,6832 yeterli bir sinyal degeridir.pH, sicaklik ve enzim miktar1 parametrelerinin
tutuklama verimi tizerindeki etkisinin belirlenebilmesi i¢in model denklemden
faydalanilarak hazirlanan grafikler Sekil 4.9°da gdsterilmistir. Bu grafikler
hazirlanirken incelenen parametrenin alt ve iist sinir degerleri arasindaki fark esas

alimirken diger iki parametrenin merkez nokta seviyesi sabit olarak alindi.

Ongoriilen
¥ 2

-300 -200 -100 0.00 1.00 20 300

Gergek
Sekil 4.8. Tutuklama verimi i¢in hatalarin
dagilim egrisi
Tutuklama verimine en ¢ok etki eden parametrelerin Sekil 4.9 incelendiginde pH ve
enzim miktar1 oldugu sdylenebilmektedir. pH degeri arttik¢a tutuklama verimi artarken,
enzim miktar1 ise belirli bir noktaya kadar artis gostermis daha sonra azalma

gostermistir.
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Bu yilizden ¢ok fazla miktarda enzim miktar1 ile calisiimamalidir. Calisilan deger
araliklarinda sicaklik parametresinin tutuklama verimi iizerine anlamli bir etkisinin

oldugu sdylenemez.
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Sekil 4.9 Parametrelerin tutuklama verimi tizerindeki etkisi (A):Sicaklik
etkisi (Diger iki parametre orta degerde, pH:7,5; enzim:300 pul); (B): pH
etkisi (Diger iki parametre orta degerde, sicaklik: 35°C ; enzim :300
pl);(C) Enzim miktar: etkisi (Diger iki parametre orta degerde, pH:7.5;
sicaklik: 35°C)

50



105 —| C: Enzim miktar: (ul)
100 —| T
s = 3 '.'-__7*“—*—\%
o /‘//7/7// ______
= o R —_——
= - LeEETT ==meg
E e
5 -z
> -
E "
=
= &
=
b= 85 —
80 —
75 -
| T I | I I
7.25 7.35 7.45 7.55 7.65 7.75
B: pH

Sekil 4.10 pH ile enzim miktarinin tutuklama verimindeki i¢ etkilesimi

Sekil 4.10°da sicaklik 35 °C’de sabit tutuldugunda pH ve enzim miktar1 etkisinin
tutuklama verimine olan i¢ etkilesimi incelenmistir. Enzim miktar1 400 pl ve tizerinde

tutuldugu zaman pH’1n da artmasiyla tutuklama verimi artmaktadir.

Ancak pH degeri diisliriiliir enzim miktarida arttirilirsa tutuklama veriminde diisiis
gozlemlenmektedir. Enzim miktar1 200 pl iken pH artmasi tutuklama verimi lizerine
cok fazla etki ettigi sdylenemez. Tutuklama verimine pH ve enzim miktarinin etkisi

ii¢ boyutlu ve iki boyutlu ¢izimler halinde Sekil 4.11°de verilmistir.

Grafik incelendiginde enzim miktar1 ve pH arasinda ters iliski goriilmiistiir. Enzim
miktar1 sabit tutulurken pH degeri arttikca tutuklama verimi de artar. Fakat pH sabit
tutulurken enzim miktar1 artarsa tutuklama verimi azalmaktadir. Bdylece enzim
miktar1 artis1 tutuklama verimi iizerinde olumsuz etki olustururken pH artis1 olumlu
etki yaptig1 goriilmiistiir. Tutuklama verimine diger ikili etkilesimlerin (enzim-pH ve

pH- sicaklik) etkisi ii¢ boyutlu grafikler halinde EK-C’de verilmistir.
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Sekil 4.11 Tutuklama verimine pH ve enzim miktarinin etkisi
(sicaklik orta degerde, 35°C) (a) Ug boyutlu gosterim, (b) Iki
boyutlu gosterim
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4.2.2. Tutuklanan protein miktarinin YYY ile optimizasyonu

Destek basina tutuklanan protein miktarinin YYY ile modellenmesi Tablo 3.3’deki
deney deseni esas alinarak yapildi. YYY’nde yanitlarin sisteme girilmesi ile
tutuklanan protein miktar1 i¢in en uygun model olarak Tablo 4.4’de kuadratik model

program tarafindan onerilmistir.

Bu deney deseni baz alinarak verilen yanmitlar programa girilidginde, modelin
regrasyon katsayist R? degerinin 0,9753, tahmini R? degeri 0,8021, diizeltilmis R?
degeri ise 0,9506 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.5).

Tahmini ve gercek R? degerleri arasindaki fark <0,2’den kiigiiktiir. Sonuglar bize
modelin uygun oldugunu gostermektedir. Giiriiltii oraninin 6l¢iilebilmesi i¢in gerekli
olan sinyal (Adeq precision) degerinin 4’den biiyiik olmas1 gerektigi bilindigine gore,
tutuklanan protein miktari i¢cin bu degerin 29,278 olmasi sinyal i¢in yeterli sayilabilir

ve bu model tasarim alaninda kullanilabilir.

Tahmin edilen ve diizeltilmis R? degerleri arasindaki fark lineer modelde <0,2’den
kiiciik olsa bile diizeltilmis R? degerinin kuadratik modelde daha yiiksek olmasindan
dolayr bu c¢alismada kuadratik model {izerinden denklem (4.3)’deki sekilde

kurulmustur.

Y =098,25-0.2114 x A+ 0.8063 x B+ 10.08 x C +1.10 x A x B+ 0.8251 x A x C +
0.5895 x B x C +0.7933 x A*> — 0.6561 xB* —0.6499 x C2 (4.3)

ANOVA tablosundaki faktor veya etkilesimin tepki iizerindeki etkisi p degerine
bakilarak anlagilmaktadir. %95 gliven araliginda (p<0,05) iken faktor veya
etkilesimin tepki iizerinde anlamli oldugu sonucuna ulasilir. Tutuklanan protein
miktar1 i¢in kuadratik modele ait ANOVA sonuglarint gosteren Tablo 4.5
inclelendiginde p degerlerine gore en etkili parametrenin enzim miktar1 oldugu
sOylenebilir (p<0,0001).Parametrelerin ikili etkilesimleri ve 2. mertebe katsayilari
yuksek p degerleri ile modelde onemsiz terimler olarak ifade edilebilir. Yukaridaki
denklemde etkili terimler iizerinden gerekli sadelestirmeler yapilarak Denklem (4.3),

Denklem (4.4)’deki haline dontismektedir.

Y = 98,25+ 10.08 x C (4.4
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Tablo 4.4.Tutuklanan protein miktar1 i¢in YY'Y ile 6nerilen model tablosu

Kaynak Ardisik Uyumsuzlugun Diizeltilmis Tahmini
p-degeri  p-degeri R? R?
Lineer <0,0001 0,0022 0,9264 0,8828
2FI 0,5144 0,0018 0,9234 0,8316
Kuadratik 0,0763 0,0034 0,9506 0,8021
Kiibik 0,0005 0,9893 0,9975 0,9989

Tablo 4.5 Tutuklanan protein miktar1 i¢in kuadratik modele ait ANOVA sonucu

Kaynak Katsay1 Karelerin df Karelerin F- p-
tahmini toplami ortalamas1  degeri  degeri

Model 98,25 1700,96 9 189,0 39,51 <0,0001
A-sicaklik -0,2114 0,7150 1 0,7150 0,1495  0,7080
B-pH 0,8063 10,40 1 10,40 2,17 0,1744
C-enzim m| 10,08 1625,92 1 1625,92 339,86 <0,0001
AB 1,10 9,71 1 9,71 2,03 0,1879
AC 0,8251 5,45 1 5,45 1,14 0,3138
BC 0,5895 2,78 1 2,78 0,5811 0,4654
A? 0,7933 14,90 1 14,90 3,11 0,1114
B? -0,6561 10,19 1 10,19 2,13 0,1784
c? -0,6499 10,0 1 10,0 2,09  0,1821

Std. Sap. = 2,19, R?= 0,9753, Diizeltilmis R>= 0,9506, Tahmini R?= 0,8021, C.V.= % 6,93, Sinyal
giiriiltii oran1 (Adeq precision) : 29,278.

Model F-degerinin 39,51 ve model p-degerinin <0,05’den kii¢iik olmasi (p < 0,0001)
modelin anlamli oldugunu gostermektedir. Giiriiltii nedeniyle bu kadar biiylik bir F

degerinin olusma ihtimali yalnizca %0,01 dir.

Tutuklanan protein miktari i¢in olusturulan kuadratik modelin Sekil 4.12°de verilen hata
dagilimlar1 incelendiginde sabit varyansla dagildigi goriilmektedir. Boylece olusturulan

modelin glivenli oldugu anlasilabilir.
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Tutuklanan protein miktar1 i¢in olusturulan kuadratik modeli Sekil 4.12°de verilen
hata dagilimlar1 incelendiginde sabit varyansla dagildigi goriilmektedir. Boylece

olusturulan modelin giivenli oldugu anlasilabilir.
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Sekil 4.12 Tutuklanan protein miktari i¢cin hatalarin dagilim egrisi

Biyonanokompozit destege tutuklanan protein miktar1 tizerine sicaklik, pH ve enzim

miktar1 parametreleri incelendiginde asagidaki grafikler elde edilmistir.

Biyonanokompozit destege tutuklanan protein miktar1 tizerine sicaklik, pH ve enzim
miktar1 parametrelerinin tek tek etkileri incelendiginde Sekil 4.13 ile verilen grafikler

elde edilmistir.

Goriildigii gibi destege tutuklanan protein miktarina en c¢ok etki eden parametre
enzim miktaridir (Sekil 4.13-A). Enzim miktar1 arttik¢a destege tutuklanan protein
miktar1 da artar. Sicaklik ve pH’in tutuklama verimi {izerine incelenen aralikta

anlaml bir etkisi yoktur (Sekil 4.13-B ve C).
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Sekil 4.13 Parametrelerin tutuklanan protein miktar1 lizerine etkisi
(A):Sicaklik etkisi (Diger iki parametre orta degerde, pH:7,5;
enzim:300 pl); (B): pH etkisi (Diger iki parametre orta degerde,
sicaklik: 35°C ; enzim :300 pl);(C) Enzim miktar1 etkisi (Diger iki
parametre orta degerde, pH:7.5; sicaklik: 35°C)
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Sekil 4.14°de pH orta deger olan 7.5’ta sabit tutuldugunda, diisiik enzim miktarinda
(250 pl ve altinda) tutuklanan protein miktarinin diisiik oldugu ve bu degerin sicaklik
artisindan fazla etkilenmedigi goézlendi. Yiksek enzim miktarinda (400 pl) ise
tutuklanan protein miktarinin arttigi, sicaklik artisinin ise bu degeri biraz diistirdiigi
gozlenmistir. Enzim miktar1 ve sicaklik degeri diistiiglinde destege tutuklanan protein
miktarinda azalma goriilmektedir. Sicaklik sabit tutulurken enzim miktar1 artarsa
destege tutuklanan protein miktar1 artmaktadir. Boylece enzim miktar1 artis1 destege
tutuklanan protein miktari tizerinde olumlu etki olustururken sicaklik artisinin 6nemli
bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Tutuklanan protein miktarina sicaklik-enzim ikili

etkilesiminin etkisi ti¢ boyutlu grafik halinde EK-D’de verilmistir.

Kuo ve arkadaslar1, Candida rugosa lipazinin manyetik Fe3O4—KTS nanopartikiillere
tutuklanmasina etki eden parametreleri (siire, pH ve enzim/destek orani) inceledikleri
caligmada, en yiiksek enzim aktivitesini 20 U/g FesO4—KTS olarak bulmuslardir [93].
Thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL-100L) ve Novozyme 388 lipazlarinin
tutuklandig1 bir bagka calismada ise, adsorpsiyon yontemi kullanilarak maliyetleri
diisiik olan ti¢ farkli destek malzemesi (celite 545, silika jel ve stiren-divinil benzen
kopolimeri) secilmis, tutuklama islemi 25 °C’de gerceklestirilmistir. Celite 545 en 1yi
destek malzemesi olarak secilmis ve Thermomyces lanuginosus igin maksimum
tutuklama verimi % 79 olarak bulunmustur. Kovalent olarak tutuklanan lipazlarin,

tekrarlanan 10 kullanimdan sonra bile kararli oldugunu kanitlanmistir [76].

Shadedi, Thermomyces lanuginosus (TLL) lipazim1 kullanarak silika jel iizerine
tutuklama yapmistir. pH 7, sicaklik 25 °C'de, 3 saat siire ile 10 mg enzim/g destek
kosullarinda tutuklamay1 gerceklestirmis, bu kosullarda tutuklama verimini %100

olarak bulmustur [77].

YYY’den elde edilen optimizasyon degerleri; sicaklik i¢in 38.276 °C, pH icin 7.75
ve enzim miktar1 i¢in 400 pl’dir. Bu kosullar altinda modelin 6nerdigi tutuklama
verimi %98,77 ve destege tutuklanan protein miktar1 42,377 mg protein /g destek
degerlerinde olmus, bu kosullarda gerceklestirilen dogrulama deney sonuglar1 ise,
tutuklama verimi i¢in %91,76 ve protein miktart i¢in 35,7 mg protein/ g destek

olarak bulunmustur.
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Tutuklama verimi i¢in standart sapma degeri 4,7 ve deste§e tutuklanan protein
miktar1 i¢in standart sapma degeri 4,9 olarak hesaplanmistir. Literatiir ile ve yapilan
deneyler ile karsilastirildiginda pH ve enzim miktarlar1 birbirine yakin degerler

oldugu soylenebilir.

Deneysel deger ve teorik deger karsilastirildiginda olusan farkin deney sirasinda
olusturulan biyonanokompozit kiirelerin farkli zamanlarda olusturulan tiretimlerden
kaynaklanabilecegi, tutuklama sirasindaki laboratuvar dis  kosullarindan
kaynaklanabilecegi gibi, deney sirasinda kisisel kaynakli yapilan el hatasindan dolay1
olusmus olabilecegi yorumu yapilabilir. Fakat deney modelinin %90 iizerinde

cikmasi yapilan deneyin anlamli ve glivenilir oldugunu gostermektedir.

4.3. Biyonanokompozit Destegin Karakterizasyonu

Bu béliimde {iretilen yeni ve 6zglin KTS bazli f-CDKNT ilaveli biyonanokompozit
destegin morfolojik karakterizasyonlar1 bag yapisinin incelenmesi amaciylaFTIR
spektroskopisi, termal dayaniminin saptanmasi i¢in TGA yontemi, yiizey morfolojisi

icin SEM ve POM kullanilarak sonuglar incelenmistir.

4.3.1. FTIR analizi

Biyonanokompozit destek tiretilmesi i¢in KTS igerisine eklenen f~=CDKNT ilavesi ve
GLA ceklenmesi ile bag yapisinda olusabilecek degisiklikleri gosteren FTIR
spektroskopisi Sekil 4.15°de verilmistir. FTIR spektrumlari incelendiginde 3354-
3279 cm™ araliginda goriilen yayvan pikler O-H gruplarina ait frekansa denk

gelmektedir.

2923-2854 cm™' arahiginda goriilen pikler ise C-H gerilmesinin oldugunu
gostermektedir. 1643 cm™'deki gerilme C=0 bagmnin varligin1 gosterirken ve Amid-I
bandinin olustugunu, 1574 cm™’de meydana gelen pikler ve N-H biikiilmesinden

dolay1 olusan Amid-II bandina denk gelmektedir.

1060-1022 ¢cm™ araligindaki derin pikler ise alifatik C-H diizlem igi egrilmelerini
ifade etmektedir. Biyonanokompozit destegin O-H pik derinliginin azalmasi ile

islemin basarili oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.15. Biyonanokompozit destegin FTIR spektrumlari

Literatiirde yapilan bir calismada ise KTS, hidroksiapetit ve CDKNT kullanilarak
olusturulan kemik doku iskelesi KTS’ye ait karakteristik piklerin 3318 cm’!
frekansma karsilik gelen O-H pikleri, 2885 cm™’de C-H gerilmelerinin oldugunu,
1600-1700 cm™! arasindaki Amid-I ve C=O biikiilmelerinin oldugu, 1533 cm' N-H
dalga sayindaki frekansa denk gelen pikler Amid II’nin varligin1 kanitlamaktadir [74].
Baska bir calismada ise, 1648 cm™’deki frekansa karsilik gelen minik tepenin
hidrojen baglanmasini igeren karbonil gruplarina karsilik geldigi raporlanmistir [94].
Uretilen destek icin KTS ve f-CDKNT’min basarili bir biyonanokompozit

olusturdugu, karakteristik 6zellik tasiyan piklerin varlig ile gozlemlenmistir.

4.3.2. TGA analizi

TGA yontemi ile {iretilen biyonanokompozit destegin 1s1l bozunma sicaklilar1 0,5 ve
0,7 mg kuru destek almarak N> ortam sartlarinda 25 °C’den baglayarak 10 °C/dk
sicaklik artis hiziyla 600 °C’ye kadar ¢ikarilarak yapilan 6l¢iim sonucu elde edilen
bozunma grafigi Sekil 4.16’da verilmistir. Grafige bakildiginda yaklasik olarak iki
basamakli bir termal bozunma gerceklestigi sodylenebilirken, ilk %10’luk bir

bozunmanin gerceklestigi ve tek basima KTS’nin 1s1l bozunmasina bakildiginda
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168,5 °C’de ilk bozunmanin gergeklestigi ve kiitle kaybinin da % 9,1 oldugu
goriilmistiir. Olusturulan biyonanokompozit destegin ilk ayrisma basamaginin 231,9
°C’de oldugu soylenebilir. Sonu¢ olarak f-CDKNT eklenerek olusturulan
biyonanokompozit destegin ilk kademedeki bozunmasinin 231,9 °C’de gerceklestigi
ve halen baslangic kiitlesinin %90,8’ini korudugu goriilmiistiir. Biyonanokompozit
destek tretilirken f-CDKNT ilavesi ile bozunma sicakliginin arttirilacagi
ongoriilmekteydi, sonuclar yorumlandiginda 1sil bozunma sicakliginin f-CDKNT
ilavesi ile yaklasik olarak 63,4 °C artarak daha ge¢ bozundugu sOylenebilir. TGA
egrileri incelendiginde biyonanokompozit destegin sadece KTS kullanilan destege
gore 151l kararliliginin artmis oldugu goriilmiistiir. Literatiirde yapilan bir calismada,
KTS’nin 1s1l bozunmasimin iki basamakli oldugu ve ilk bozunmanin 30 °C ile 145 °C
araliginda icerisindeki nemin giderilmesiyle %35, ikinci basamagin ise KTS’nin
parcalanmasindan dolay1 yaklasik 150 °C’de %47, 500 °C ise %352 kiitle kaybinin

olustugu raporlanmistir [95].
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Sekil 4.16. Biyonanokompozit destegin 1s1l  bozunma
termogramlari (Deney kosullar: 10 °C/dk hizla,N,, 0,5-0,7 mg destek)
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4.3.3. Yiizey analizleri (SEM, POM)

Biyonanokompozit destegin enzim tutuklanmis ve tutuklanmamis olarak taramali

elektron mikroskobu (SEM) altinda analizi ile x10.000, x25.000 ve x50.000 biiyiitme

oranlarinda elde edilen sonuglar Sekil 4.17°de gosterilmistir.

Sekil 4.17. Biyonanokompozit destegin SEM mikrograflart ((a),(c) ve (e); enzim
tutuklanmamus destek, (b),(d) ve (f) TL 100 L tutuklanmis destek)
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SEM gortintiileri incelendiginde biyonanokompozit destegin yiizeyinin kiiresel
formda oldugu ve bazi béliimlerinde derin bosluklar oldugu goriilmiistiir. Literatiirde
yapilan c¢aligmaya bakildiginda gluetraldehit ile ¢apraz bagli KTS’nin ylizey
morfolojisinin piiriizsiiz ve diiz bir formda oldugu bilinmektedir [96]. Bu yiizden bu
bosluklarin igerisine eklenen f-CDKNT lerden kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir.
Enzim tutuklanan yapilarin Sekil 4.17°deki (b,d,f) gorsellerinde daglanmis bir yap1
olusturdugu  goriilmiistiir. Capraz  baglanmis  biyonanokompozit destegin
partikiillerinin mini partikiillerden olustugu ve bu yapilarin substrat molekiillerinin

destege tutunmasini kolaylastiran bir ¢ok kii¢iik bosluklar sundugu gorilmiistiir.

500 um

s

Sekil 4.18. Biyonanokompozit destegin POM goriintiileri

Sekil 4.19. Biyonanokompozit destegin boyutu

Yiizey Ozelliklerinin POM ile elde edilen gorintiler Sekil 4.18’da goriilen
agromerasyonlarin literatiirle karsilastirildiginda f~=CDKNT’lerden kaynakli oldugu,
manyetik nanopargaciklar ile KTS arasindaki elektrostatik etkilesimden
kaynaklandig1 soylenebilir [93]. Kiirelerin 12 megapiksel fotograf makinesiyle
fotograflarinin ¢ekilmesi ile elde edilen goriintii ise Sekil 4.19°da goriildiigi gibidir.

Bir kiirecigin ortalama c¢apt 4 mm olarak 6l¢iilmiistiir.
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4.4 Enzim Kararhhiklar

Bu baglik altinda tutuklanan serbest formdaki TL 100 L lipazinin termal, pH, tekrarl

kullanim ve depolama kararlilig1 gibi parametreleri incelenmistir.

4.4.1. Termal kararhhk

Biyonanokompozit destege tutuklanmis olan lipazin termal kararliliklarinin
incelenmesi i¢in tutuklama sonrasinda, 4 - 65 °C sicaklik araliginda ilgili tamponda 1
saat siire ile inkiibe edildikten sonra Olgiilen enzim aktiviteleri Sekil 4.20°de

verilmistir.
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Sekil 4.20. Tutuklanmig enzimin termal kararlilig1 (inkiibasyon kosullari: 3ml 0,1 M Tris-
HCI, 1h, 0,5 g destek)

Bagil aktivitenin hesaplanmasi i¢in maksimum aktivite degeri %100 olarak
tanimlanmistir. Grafik incelendiginde, sicakligin 35 °C’ye arttirilmasiyla tutuklanmig
enzimin aktivitesinin once arttigi, bu sicaklikta enzimin c¢aligmasi i¢in gerekli olan
maksimum degere geldikten sonar artan sicaklikla aktivitede diisiis yasandigi
goriilmektedir. Bu diislis artan sicakliklarin tutklanan enzimin denatiirasyonuna

neden olmasindan dolayidir.

35°C’de enzim aktivitesinin %100’ini korundugu goriilmektedir. Bu sonuca gore 35
°C’nin enzimin ¢alismasi i¢in uygun sicaklik oldugu sdylenebilmektedir. 65 °C’de

ise aktivitenin sadece %7’s1 korunmustur. Zeytinyagi hidroliz yontemi kullanildig:
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icin serbest enzimin termal kararliliginin 6l¢tilmesi miimkiin olmamustir. Literatiirde,

TL 100 L enziminin termal kararlilig1 ile ilgili ¢alismaya pek rastlanilamamastir.

Wang tarafindan yapilan bir caligmada, manyetik partikiiller iizerine kovalent
bagama ile Thermomyces lanuginosus tutuklanmis, serbest ve tutuklanmis enzimlerin
termal kararhiliklar1 karsilastirilmis, tutuklanmis enzimin daha genis bir sicaklik
araliginda (30-80 °C) c¢alismis ve optimum sicaklik olan 70 °C’de
aktivitesinin %75’ini korurken, serbest enzim ise %30 mertebesinde kalan aktivite
degerini korudugunu soylemistir [73]. Tutuklanmis enzimin yiiksek sicalikta
aktivitesini korumasi enzimin destege kovalent baglarla baglanmis olmas1 nedeniyle
inaktivasyondan korumus olabilecegi sOylenebilir. Schroeck ve dig. tarafindan
yapilan bir diger calismada, ¢apraz baglanmis olan TL lipazini transesterlesme
tepkimesinde kullanmiglar, balik yagi ve kolza yagi ile biyokatalizor elde
edilmesinde, katalitik aktiviteyi 40 - 60 °C arasinda incelemisler ve tutuklanan

enzimin 50- 55 °C arasinda maksimum aktivite gosterdigini gozlemlemislerdir [97].

Serbest ve tutuklanmis enzimler karsilastirildiginda genellikle tutuklanmis
enzimlerin termal kararliliklar1 artmaktadir [98]-[99]. Capraz baglama isleminin,
tutuklama sirasinda enzimin baglarin giiclendirilmesi nedeniyle TL 100 L enziminin
termal kararliligimi artidigr soylenebilir. Endiistriyel iiretimler dikkate alindiginda
kullanilan lipaz enzimlerinin sicaklik, pH vb. gibi kararliliklarinin yiiksek olmasi
istenmektedir. Kovalent baglama ile tutuklama islemi, enzimlerin organik
coziiciilerler veya zorlayici sicaklik kosullar1 gibi denatiirasyona neden olabilecek

ortam kosullarina kars1 yiiksek kararliliga sahip olmasini saglar .

4.4.2. pH kararhhg

Tutuklanmis TL 100 L enziminin farkli pH’larda gosterdigi kararliligi incelemek
amaciyla iki farkli tampon ortaminda deneyler gerceklestirilmis ve pH’a karsi
enzimin gostermis oldugu kalan aktivitesi bagil olarak incelenmis, eld edilen
sonuclar Sekisl 4.21°de verilmistir. Bagil degeri hesaplamak i¢in en yiiksek
degerdeki aktivite %100 olarak kabul edilmistir. Fosfat tamponunda gerceklestirilen
deneyde, biyonanokompozit destege tutuklanan enzimin kalan aktivitesinde pH 7 ve
pH 8 araliginda artis gozlemlenmistir. Fosfat tamponunda pH 8’de aktivitesinin

tamamint korudugu soylenebilirken pH 7 de aktivitesinin %88’in1 korudugu
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sOylenebilir. Bu durumda tutuklanan enzimin ¢alisma aralig1 i¢in en uygun pH’larin
pH 7 ve pH 8 aralig1 oldugu sdylenebilir. Literatiirdeki yapilan diger ¢aligmalarda da
bu calismayi destekleyen pH 8 ve pH 8,5 gibi sonuglar elde etmislerdir [79-103].

a) Fosfat tamponunda inkiibasyon
100

80
60
40

20

Bagil aktivite (%)

pH

b) Tris-HCI tamponunda inkiibasyon

Bagll aktivite (%)

pH

Sekil 4.21. Tutuklanmis enzimin fosfat (a), Tris-HCI (b) tamponlarindaki pH
kararlil1g1 (Inkiibasyon kosullar: 3ml 0,1 M Tris-HC1,0,1 M fosfat, 1h, 0,5 g destek)

Tris-HCI tamponunda inkiibe edilen tutuklanmis kiireler i¢in ise pH degeri arttik¢a
kalan aktivite degerinde diisiis gozlemlendi. pH 7 degerinde enzim
aktivitesini %96’sinin  halen korunurken, pH 8 degerinde %83’lik ve pH 9
degerinde %40 kalan aktivitesinin korundugu goriildii. Tris-HCl tamponunda daha
diisiik pH degerlerinin denenmemesinin nedeni biyonanokompozit destek i¢in uygun

pH degerlerinin incelenen degerler oldugudur.
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Yapilan bir calismada, manyetik partikiillere Thermoymces lanuginosus lipazinin
ECH ile tutuklanmig, p-NPP yontemiyle pH kararliligi 6l¢iilmiis; tutuklanmis olan
lipazin serbest enzime gore pH 7 - 11 araliginda % 50 daha fazla aktivitesini

korudugu gozlemlenmistir [73].

4.4.3. Tekrarh kullanim

Tutuklanmis enzimlerin tekrarli kullanim gibi miikemmel bir avantaj saglamasi,
endiistride kullaniminin daha cazip hale gelmesini saglar. Dogru bir tasiyiciya
tutuklanan serbest formdaki enzimler siirekli iiretimlerde veya ¢esitli reaktorlerde

enzimatik aktivitelerini tekrarli kullanim i¢in korumaktadirlar [100].

Tekrarli kullanim sayisin1 6lgme kosullar1 ilk alinan hidrolitik aktivitesi t=0 olarak
tanimlanmis olup daha sonra n-heptan, n-propanol, n-biitanol gibi ¢oziiciiler ile
yikama islemi yapilarak hidroliz aktiviteleri belirlenmis ve kalan aktivite degerleri

Sekil 4.22°de ifade edilmistir.

N-heptan, n-biitanol ve n-propanol gibi organik c¢oziicliler yardimi ile yikama
islemleri yapildiginda sirasiyla baslangi¢ aktivitelerinin 7 kez kullanimda (%72,4), 9
kez kullanimda (55.,4), 9 kez kullanimda (%70,8) korudugu sdylenebilir. Kullanim
sayis1 arttikca aktivitede sabit kalis ve daha sonrasinda diisiis gézlemlenmektedir.
Aktivitenin azalmasinin nedeni biyonanokompozit destekte kullanim sayisi arttik¢a
yikama isleminden ve enzim sizintisindan kaynakli olugsmus olabilecegi One

surilebilir.

Coziicli kullanilmasinin nedeni enzim aktivitesinin dlgiilmesi i¢in zeytinyagi hidroliz
yonteminin kullanilmasi her hidroliz isleminden sonra ortamdaki serbest yag
asitlerinin uzaklastirilmas1 amaglanmistir. Coziicii kullaniminin lipaza ve iiretilen
biyonanokompozit tasiyici iizerinde olumsuz olarak etki yaratabilece§i ve proses
maliyetini arttiracagi gz oniinde bulundurulmalidir. Bu ylizden en uygun ¢6ziiciiniin

secilmesi gerekmektedir.

Literatiirde yapilan bir ¢alismada Thermomyces lanuginosus lipazinin immobead
150-A destegine tutuklandiktan sonra aycicek yaginin hidroliz edilmesi sonucu %1
v/v) n-heptan kullanilmasiyla aktiviteyi %35,6 arttirdigi rapor edilmistir [101].

Yapilan bir diger calisma PEI-oktil-glioksil tizerine tutuklanmis Thermomyces
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lanuginosus lipazinin galaktoksidaz desorpsiyonunda biyokatalizor olarak 3 kez
kullanilmas1  sonucunda baslangi¢ aktivitesinin %80’inini korudugu saptanmistir

[102].

Wang ve dig. yaptiklar1 ¢calilsmada, KTS-manyetik partikiillere ¢apraz baglanan TL
enziminin p-NPP hidroliz yontemiyle 10 kullanim sonrasinda baslangi¢ aktivitesinin

hala %70’ini korudugunu gézlemlemislerdir [73].

Kutluk tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise atik kizartma yagindan biyodizel
yagindan {iretimi icin hidrotalsite tutuklanmis olan Thermomyces lanuginosus
lipazinin 4 kez kullanimi sonucunda yag asidi metil esterleri iceriginin yaklasik

olarak %50 oraninda oldugu rapor edilmistir [79].

Literatiirdeki diger calismalarla karsilastirildiginda, bu tez c¢alismasinin, KTS/f-
CDKNT ilavesi ile iiretilen biyonanokompozit destegin 9 kez tekrarli kullanim
sonrasinda % 70’in lizerinde aktivitesini korumasiyla, literature Onemli katki

sagladig1 sOylenebilir.
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Kullanim

Sekil 4.22. Tutuklanmis enzimin tekrarli kullanimi (Tutuklama kosullari: 35°C,
300 pul TL 100 L, 24 h, 200rpm, 0,5 g destek)

4.4.4. Depolama

Raf omriiniin incelenmesi, daha sonraki liretim proseslerinde kullanilmas: amaciyla,
kurutularak +4°C’ve 25°C’de saklanan biyonanokompozit desteklerin 28 giin

boyunca depolama sonrasi enzim aktivitesinin ne kadarii korudugu Sekil 4.23 ’de
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belirtildigi gibidir. 28 giin boyunca haftada bir 6rnekler alinarak 6l¢iimler yapilmaistir.
Fakat burada cikan 6l¢timlerden kararli sonuglar alinamadigi i¢in islem boncuklarin
ilk olarak kurutulup daha sonra ilgili tamponda yas haline getirildikten sonra hidroliz
aktivitesinin Sl¢iilmesi yolu izlenerek devam edilmistir. Ilk giinkii aktivitesi %100
olarak tanimlanan destegin 28 giin sonunda degisken aktivite degerlerine sahip
oldugu soylenebilir. Aktivite kayiplar1 karsilastirildiginda oda sicakliginda depolanan
orneklerin buzdolabina gbére daha hizli bir sekilde aktivitesinde diisiis
gozlemlenmistir. Bu durumun her kiirenin aktif merkez sayisinin farkli olmasindan

veya kovalent bagli olmasindan dolay1 farkli konformasyonlarinin olabilecegi

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.23. Tutuklanmis enzimin raf dmriiniin incelenmesi

a) enzim aktivitesi, b) Bagil akitvite
Kovalent bagl tutuklama yapilan lipazlarda, enzim aktivitesinin genel olarak artig
gosterdigi bilinmektedir [103]. Literatiirde yapilan bir caligmada, ipliksi destek
materyaline Thermomyces lanuginosus lipazinin tutuklanmasi sonucunda +4°C’de
depolanan tutuklanmis enzimin 10. giin sonunda aktivitesinde artis gézlemlenirken,

25°C’de 18.glinden sonra artig ve daha sonra diisiis gézlemlenmistir [104].
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Glinlimiizde ve yakin gelecekte enzimlerin 6zellikle lipazlarin endiistriyel alanda
kullanimlarinin giderek artti1 bilinmektedir. Fakat bu artista ticari olarak kullanilan
serbest enzimlerin en biiylik dezavantajlar1 tekrarli kullanimlarimin olmamasi ve
proses maliyetini olumsuz etkilemeleridir. Bu olumsuz durumun, bilim diinyasinda
yapilan enzim- tasiyici destek materyal ¢aligmalar ile giderilmesi hedeflenmektedir.
Cevresel farkindaligin artmasi ve kimya sektoriinde daha yesil bir kimya anlayisinin
ilerlemesi gibi durumlar esas alindiginda enzim tasiyici destek malzemesinin
biyobozunur olmasi, toksik madde icermemesi ve gilivenilir olmasi gibi 6nemli

ozellikleri gbz Oniine alinmaktadir.

Bu tez calismasinda, yukarida bahsedilenler dogrultusunda T7Thermomyces
lanuginosus (TL 100 L) enzimin tutuklanmasi tasiyici bir destek materyal olan KTS
bazli yesil ¢evreye ideolojisine uyumlu bir biyonanokompozit destege tutuklanarak
biyokatalizor olusturulmasi amaclandi. Tutuklama islemi i¢in KTS esash bir
malzeme se¢ilmesinin nedeni, KTS’ nin dogada bolca bulunan ¢evre dostu ve kolay
ulagilabilen biyo kokenli bir polisakkarit olmasidir. Destegin nanoboyutta bir partikiil
tagiyarak az sarfiyat ile yiiksek verim elde edilebilmesi i¢in genis yiizey alani
saglamas1 ve mekanik dayanim gibi fiziksel 6zelliklerinin yliksek olmasindan dolay1
f-CDKNT tercih edilmistir. Olusturulan biyonanokompozit destegin tutuklama
prosesi sirasinda kimyasal bag yapisinin daha kuvvetli olmas1 amaciyla ¢apraz bagl

tutuklama proseslerinde siklikla kullanimina bagvurulan GLA kullanilmistir.

Thermomyces lanuginosus (TL 100 L) lipaz enzimin tutukladigi protein miktarinin
en iyi (14,2 mg protein/ g destek ) pH 7,5 degeri 0,1 M Tris-HCI tamponu olarak
belirlenmistir. Tutuklama prosesinin gergeklesecegi sicaklik kosulu 24 saat
tutuklanma siiresi boyunca ise %100 tutuklama verime ve 19,8 U/mg hidroliz

aktivitesine ulastig1 35 °C sicaklik degeri secildi.

Enzim derisiminin tutuklama iizerindeki etkisinin 6nemli bir parametre oldugu goz

ontine alindig i¢in 52,5 mg/ml (300 pl) enzim derigimi ile tutklanan protein miktar1
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29,8 mg protein/g destek olarak hesaplandi. Capraz baglayici ajan olan %2 (v/v)
GLA eklenmesi ile %90’lik tutuklama verimine ulagilirken protein miktari ise 14 mg

protein/ g destek olarak kaydedildi.

Biyonanokompozit destegin 0,5 g kullanilmas: ile destege adsoplanan protein miktari
artmistir. Tutuklama verimini ve protein miktarin arttirmasina paralel olarak enzim
aktivitesini arttirmasi amaciyla eklenen nano boyuttaki f~-CDKNT’iin %0,2 (w/v)

ilavesi ile enzim aktivitesi 44,9 U/mg olarak 6l¢iilmiistiir.

Tutuklama 6n denemeleri sonucunda belirlenen uygun parametreler (35°C, 7,5 Tris-
HCI, 200 rpm, 24 h, 52,5 mg/ml enzim derisimi) altinda gerceklestirilen deneylerde,
tutuklanma veriminin maksimum %99,7 ve destek basina tutuklanan protein miktari

ise 33,5 mgprotein/g destek olarak raporlanmaistir.

Tez caligmasi kapsaminda, iiretilen biyonanokompozit destegin lipaz tutuklama
verimi, ve tutuklanan protein miktar1 iizerine pH, sicaklik, zaman, enzim miktari,
capraz baglayici etkisi, f~=CDKNT etkisi gibi parametreler incelenmistir. Yapilan 6n
denemeler sonucunda, parametrelerin (sicaklik, pH ve enzim miktar1) yanitlara olan
etkileri YYY ile merkezi bilesik tasarimi kullanilarak degerlendirilmis ve deney

kosullarinin optimizasyonu saglanmistir.

Modelin 6nermis oldugu kosullarda (38.276 C, pH 7,75 ve 70 mg/ml enzim
derisimi) elde edilen teorik tutuklama verimi %98,77, tutuklanan protein miktar1 ise
42,38 mg protein/g destek degerinde olmus, bu kosullarda dogrulama deneyleri
yapildiginda ise bu degerler sirasiyla %91,76 verim ve 35,69 mg protein/g destek

protein olarak bulunmustur.

Deneysel verilerin, YYY ile verdigi yanitlar dogrultusunda, tutuklama verimi
iizerinde en etkili olan parametrelerin pH ve enzim miktari, destege tutuklanan
protein miktar1 lizerinde ise en etkili olan parametrenin yalniz enzim miktar1 oldugu
gozlenmistir. Orta deger olarak belirlenen degerlere yakin olan sicaklik degerlerinin
tutuklama verimi ve tutuklanan protein miktarinda etkisinin pek fazla etkisi

gorilmemistir.
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Yapilan varyans analizi (ANOVA) sonucunda, sistem tarafindan onerilen kuadratik
modelin F oranlarinin yiliksek olmast ve p degerinin diisiik seviyede olmasi
olusturulan kuadratik denklemin anlamli oldugunu ve R? degerlerinin %90 nin
iizerinde olmasi modelin giivenilir oldugunu agiklamaktadir. YYY’de, merkezi
kompozit tasarimi kullanilarak daha az deneysel veri ile sonuca ulasilmasinin

miimkiin oldugu bu caligma ile kanitlanmistir.

Biyonanokompozit destegin karakterizasyonunun gergeklestirilmesi i¢in kullanilan
FTIR spektroskopisinde KTS ve f-CDKNT’e ait olan karakteristik piklerin
spektrumlar1 goriilmiistiir. TGA yapilan destegin sadece KTS kullanilan destege gore
f=CDKNT ilavesi ile termal kararliligini arttirdigi gézlemlenmistir.  Yiizey
ozelliklerinin mikro boyutlarda incelenmesi amaciyla SEM goriintiileri alinan destek
malzeme ve tutuklanmis enzim iceren destegin SEM mikrograflar1 incelendiginde

enzim tutuklama igleminin basarili oldugu goriilmiistiir.

TL 100 L lipaz enzimin pH, sicaklik, depolama ve tekrarli kullanim kararliliklarinin
tutuklanma islemi ile daha kararli hale gelerek arttirdigi belirlenmistir. Endiistriyel
kullanimlar1 agisindan tutuklanmis olan enzimin 6zellikle tekrarli ve paralel olarak
dokuz kez kullaniminda bile baslangi¢c aktivitesinin %70’in1 korudugu goz Oniine

alindiginda proses maliyetlerine olumlu etki yapabilecegi one siiriilmektedir.

Thermomyces lanuginosus TL 100 L lipazinin biyobozunur ¢evre dostu olan KTS
bazli biyonanokompozit destege tutuklanmasi amaciyla gerceklestirilen deneysel

caligmalar ve teorik analizler sonucunda ¢evresel yarar sagladig1 goriilmiistiir.
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EK-A:

Protein tayini i¢in kalibrasyon egrisi
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Sekil EK-A.1. Protein tayini i¢in referans alinan kalibrasyon grafigi
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EK-B: YYY icin kullanilan pH etkisi grafigi
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Sekil EK-B.1. YYY i¢in tampon pH degerinin tutuklamaya etkisi (A)

Tutuklama verimi, (B) Tutuklanan protein miktari, (C) Tutuklanan

enzim aktivitesi (Deney kosullari: 100 pl TL 100 L, 6 ml tampon, 0,1 M Tris-HCI,
200 rpm, 24 h, 0,5 g destek)
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EK-C: YYY’de kullanilan 3 boyutlu etkilesim verim miktar1 grafikleri
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Sekil EK-C.1. Tutuklama verimine ikili etkilesimlerin etkisi, (ii¢ boyutlu
grafikleri) (A) enzim- pH etkilesimi (sicaklik 40°C), (B) pH- sicaklik etkilesimi

(Enzim:400 pl)
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gi

YYY’de kullanilan 3 boyutlu etkilesim adsorplanan protein miktar1 grafi
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Sekil EK-D.1. Tutuklanan protein miktarina sicaklik-enzim ikili etkilesiminin

etkisi (li¢ boyutlu grafik) (pH
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EK-E: Deney desen parametrelerinin kodlanmis ve gercek degerleri

Tablo EK-E.1. Deney desen parametrelerinin kodlanmis ve gercek degerleri
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