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Ozet

Bu c¢alismada lipaz enzimi (Thermomyces lanuginosus) pirina lizerine kovalent baglama metoduyla tutturulmustur.
Thermomyces lanuginosus enziminin en yliksek tutuklanma degeri 18.7 mg/g pirina olarak hesaplanmustir. Destek
maddesi lizerine tutturulan Thermomyces lanuginosus enzimi igin en yiiksek aktivite degeri 20.3 pmol pNP/ g pirina.dk ve
en yiiksek spesifik aktivite degeri ise 10.3 pmol pNP/mg enzim dk olarak belirlenmistir. Enzim tutuklanmasi 6ncesinde ve
sonrasinda pirina destek maddesinin yiizey o6zellikleri taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Enzim
konsantrasyonu, ¢ozelti pH’s1 ve tampon ¢ozeltisinin derisim degerlerinin lipaz tutuklanmasi ve aktivitesi {izerindeki
etkileri aragtirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Zeytin kati atig1 (pirina), Thermomyces lanuginosus, Enzim tutuklanmasi, Destek maddesi

Abstract

In the present work, microbial lipase from Thermomyces lanuginosus was immobilized by covalent binding onto olive
pomace. The maximum immobilization of Thermomyces lanuginosus was calculated as 18.7 mg/g olive pomace. The
highest activity was obtained as 20.3 pmol pNP/ g olive pomace min. and also the highest specific activity was 10.3 pmol
pNP/mg enzyme min. for Thermomyces lanuginosus which is immobilized on support material. The surface properties of
the olive pomace support material were investigated by scanning electron microscopy (SEM) before and after enzyme
immobilization. The effects of protein concentration, pH and buffer concentration on the immobilization and lipase

activity were investigated.
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Giris

Son yillarda yiiksek maliyetler nedeniyle enzimle-
rin uygun bir destek maddesi {izerine tutturularak
defalarca kullanilabilmesi endiistriyel uygulamalar
acgisindan 6nemli hale gelmistir (Hasan ve ark.,
2006; Yiicel, 2010). Enzimlerin ¢esitli metotlarla
kat1 bir destek maddesine tutturulmasi énemli aras-
tirma alanlarindan birini olusturmaktadir. Enzim-
lerin tekrar kullanimina ve elde edilen {iriiniin
ortamdan kolayca ayrilmasina imkan sagladigindan
ucuz ve kullanima uygun enzim tutuklama teknik-
lerinin gelistirilmesi biiyiikk Onem tagimaktadir.
Katalitik proseslerde enzim molekiillerinin kata-

litik aktifligini koruyarak tekrar ve siirekli kul-
lanim1 saglamak amacryla bir destek maddesine
fiziksel veya kimyasal tutturulmasina enzim
tutuklanmasi denir (Yiicel, 2008). Bdylece enzim-
lerin tek kullanim yerine defalarca kullanilmasina
olanak saglanarak ekonomik agidan biiyiik avantaj
elde edilmis olur (Guang ve ark., 2010; Oztiirk,
2001).

Enzim tutuklanmasinda kullanilan destek maddesi
enzime kazandirdigi biyokimyasal, mekanik ve
kinetik &zellikler nedeniyle olduk¢a Onemlidir.
Destek maddesine tutturulan enzim reaksiyon
ortamindan kolaylikla ayrilabilmekte ve siirekli
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proseslere uygulanabilmektedir (Guang ve ark.,
2010). Bir ¢ok endiistriyel alanda kullanilan lipaz
enzimi celite (Chang ve ark., 2007), Naylon-6
(Pahujani ve ark., 2008), yiin lifleri (Monier ve
ark., 2010), ¢itosan (Rodrigues ve ark., 2008) ve
zeolit (Yagiz ve ark., 2007) gibi farkli tiirlerdeki
destek maddelerine basarili bir sekilde tutturul-
mustur. Enzimler destek maddelerine tutturulma-
dan once destek maddelerinin aktive edilmesinde
glutaraldehit olduk¢a ¢ok  kullanilmaktadir
(Betancor ve ark., 2006). Glutaraldehit ile aktive
olan destek maddesine baglanan enzim c¢ok daha
saglam ve kararli olmaktadir (Yang ve ark., 2009).

Ulkemiz ekonomisi agisindan zeytin tarimi, zeytin
isleme ve zeytinyag: sektorii biiyiik 6nem tagimak-
tadir. Tiirkiye zeytin iiretiminde italya, Ispanya ve
Yunanistan’m ardindan dordiincii siray1 almaktadir
(Cetin ve ark., 2004). Zeytinyag: iiretim igletme-
lerinde proses sonucu zeytinyagi, kati yan {iriin
(pirina) ve s1vi yan {riin (karasu) olmak iizere li¢
faz olusmaktadir. Ulkemizde zeytin tarimima baglh
olarak yilda ortalama 200-250 bin ton/yil pirina
artig1 olustugu bilinmektedir (Tekin ve Dalgig,
2000). 100 kg zeytinden ortalama 15-22 kg zeytin-
yagl ve 35-45 kg pirina elde edilirken; 100 kg
pirinadan ortalama 6-7,5 kg pirina yag1 ve 60-70
kg kuru pirina elde edilmektedir (Gogis ve
Maskan, 2006).

Ulkemizdeki zeytin tarim ve zeytinyagi isletmeleri
dikkate alindiginda, yag fabrikalarindan g¢ikan
pirina artiginin oldukg¢a 6nemli miktarlarda oldugu
goriilmektedir. Pirinanin en yaygin kullanim alam
yakit amagh kullanimdir. Pirinanin direkt yakilmak
suretiyle kullanilmasi ekonomik yoénden randi-
manli olmamakla birlikte ¢evre kirliligi agisindan
da olumsuzluklar getirmektedir. Zeytinyagi tesis-
lerinin yan iirlinli olan pirinanin katma degeri
yliksek bir maddeye doniistiiriilerek tekrar kul-
lanilmasinin  saglanmast hem ekonomik yonden
hem de ¢evre kirliligi yoniinden birgok fayda
saglayacaktir.

Bu caligmada pirinanin enzim tutuklanmasinda
destek maddesi olarak kullanilabilir olup olmadig:
arastirilmigtir.  Thermomyces lanuginosus enzimi
pirina destek maddesi iizerine kovalent baglama
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metodu kullanilarak basarili bir sekilde tutturul-
mustur. Enzim tutuklanmasindan 6nce ve sonra
pirina destek maddesinin yiizey 6zellikleri taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir.
Enzim tutuklanmasinda Onemli parametrelerden
enzim konsantrasyonu, ¢ozelti pH’st ve tampon
¢ozeltisinin derisim degerlerinin lipaz tutuklanmasi
ve aktivitesi tlizerindeki etkileri arastirilmustir.
Boylece zeytinyagi isletmelerinden ¢ikan pirinanin
katma degeri yiiksek bir maddeye donistiiriilerek
tekrar kullanilmasinin saglanmasi, yilin belli do-
nemlerinde atil kalan zeytinyagi isletmelerine eko-
nomik ydnden katki saglanmasi ve zeytin artik-
larmin bolgesel ekosisteme olan olumsuz etkile-
rinin 6nlenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot
Materyal

Ticari olarak Lipozyme TL 100 L (aktivite: 16.05
U/mL) olarak bilinen lipaz enzimi Novo Nordisk
(Denmark)’tan temin edilmistir. Pirina yerel bir
yag fabrikasindan alinmistir. Glutaraldehit, potas-
yum hidrojen fosfat, dipotasyum hidrojen fosfat,
Coomassie brilliant blue G 250, sodyumtetraborat
ve HCl Merck’ten temin edilmistir. Triton X-100,
gum arabic, p-nitrofenil palmitat, p-nitrofenol ve
bovine serum albumin Sigma’dan satin alinmustir.
Diger tiim kimyasallar analitik safliktadir.

Lipaz Enziminin Pirina’ya Tutturulmasi

Thermomyces lanuginosus lipaz enzimi pirina
tozlar1t  iizerine poliglutaraldehit beraberinde
kovalent baglama ile tutturulmustur. Pirina destek
maddesi uygun boyutlara getirilerek behere aktaril-
mis ve taze hazirlanmis %5’lik poliglutaraldehit
¢ozeltisi ile 24 saat muamele edilerek poliglutaral-
dehitin pirina yiizeyine tutunmasi saglanmustir.
Pirina’nin aktive edilmesinden sonra fosfat tam-
ponunda (45 mL, 20 mM, pH 6.0) hazirlanan 5 mL
enzim ¢Ozeltisi pirina ile 25 °C’de 24 saat siireyle
calkalanmustir.

Enzim Tutuklama Isleminde Etkili
Parametrelerin incelenmesi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan lipaz ¢ozelti-
lerinin (%2,5-%20 v/v), farkli pH (5,0, 6,0, 7,0,



Zeytin Bilimi

8,0 ve 9,0) degerlerinin ve farkli tampon kon-
santrasyonlarinin (10 mM ile 100 mM) lipaz
tutuklanmasi ve aktivitesi lizerindeki etkileri arasti-
rilmustir.

Enzim Miktarinin Belirlenmesi

Tutuklanan enzim miktar1 Bradford metodu ile
belirlenmistir (Bradford, 1976). Bu metotta
Coomassie Brilliant Blue boyasi kullanilmakta ve
kullamlan bu boya ortamdaki proteinlerle kompleks
olusturarak ortamdaki proteinin yogunluguna gore
acik veya koyu mavi renk vermektedir. Protein
tayini i¢in Oncelikle 100 mg Coomassie Brilliant
Blue (CBB) boyasi, 50 mL metanol igerisinde
coziilerek iizerine 100 mL %85’lik fosforik asit
(H;PO,) ilave edilmis ve saf su ile 200 mL’ye
seyreltilerek bradford boyasi hazirlanmistir. Co-
zelti kullanilincaya kadar koyu renkli bir sise
icerisinde buzdolabinda (+4°C) saklanmustir. Protein
analiz sirasinda belirli oranlarda bradford boyasi,
saf su ve 4-aminoantipirin igeren analiz reagentin-
den 5 mL alinmis 100 pL 6rnek ile karistirilarak 5
dk. bekletilmis ve 595 nm’de UV absorbansi
okunmustur. Farkli derisimlerde Bovin Serum
Albumin (BSA) standart potein ¢ozeltileri ile ha-
zirlanan Bradford kalibrasyon grafigi kullanilarak
orneklerdeki protein miktar1 hesaplanmustir.

Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi spetrofotometrik metotla belirlen-
mistir (Winkler ve Stuckmann, 1979). Metot enzim
molekiillerinin birim zamanda pNPP’1 (para-nitro-
fenil palmitat) pNP’e (para-nitrofenol) doniistiirme
miktarinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. 1 birim
enzim; reaksiyon kosullarinda, pNPP’dan (para-
nitrofenil palmitat) bir dakikada, 1 mmol pNP
(para-nitrofenol) olusturan enzim miktar1 olarak
tanimlanmustir. Enzim aktivitesinin belirlenmesi
amaciyla oncelikle standart pNP (para-nitro fenol)
¢ozeltileri hazirlanarak UV spektrofotometresinde
410 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiis ve kalibrasyon
grafigi hazirlanmigtir. Daha sonra 0,5 g Ornek
tartilarak 9 hacim 25 mM fosfat pH 6 tamponu ile
1 hacim 10 mM pNPP, % 0,8 triton X100 ve % 0,2
gum arabic’den olusan 15 mL’lik ¢ozelti karisi-
mina ilave edilecek ve manyetik balikla 5 dk. 125

rpm hizla karistinlmigtir. Sonra 6rnek beyaz bant
stizge¢ kagidi ile siiziilmiis ve UV spektrofoto-
metresiyle 410 nm’de absorbansi Olgiilerek lipaz
aktivitesi ve spesifik aktivite hesaplanmustir.

Destek Maddesinin Yiizey Analizi

Pirina’nin yiizeyi enzim tutunmasinda Once ve
sonra SEM (Jeol JSM 500LM Taramali Elektron
Mikraskobu) cihazi ile goriintiilenmistir.

Bulgular ve Tartisma

Enzim Tutuklama isleminde Etkili Parametrelerin
Incelenmesi

Enzim konsantrasyonunun tutuklama iizerinde
etkisini gosteren sonuglar Tablo 1.’de verilmistir.
Sonuglar incelendiginde pirina iizerine tutunan en
yiiksek enzim miktart %35 enzim konsantras-
yonunda 45 mL, 20 mM, pH 6,0’da elde edilmistir.
Lipaz konsantrasyonu arttik¢ca enzim-enzim etki-
lesmeleri nedeniyle tutuklanan enzim miktarinda
diisme g6zlenmistir.

Tablo 1 Enzim konsantrasyonunun tutuklamaya etkisi

Lipaz konsantrasyonlar1 Tutuklanmis enzim miktari

(%, VIV) (mg/g)
25 9,12

5 16,90

10 7,14

15 5,05
20 448

Enzim tutuklama kosullari: Farkli derigimlerdeki
lipaz ¢ozeltileri pirina (1 g) ile fosfat tamponu (45
mL, 20 mM, pH 6.0) iginde calkaland1 (125 rpm
hizla 25 “C’de 24 saat).

Tablo 2.’de pH degerinin enzim tutuklamaya etkisi
goriilmektedir. Pirina {izerine tutunan en yiiksek
enzim miktar1 (7,71 mg/g-pirina) pH 6 degerinde
45 mL, 20 mM fosfat tamponunda elde edilmistir.
Yiiksek pH degerlerinde enzimin denature oldugu
goriilmektedir. Tampon konsantrasyonunun enzim
tutuklama iizerinde etkisini gosteren sonuglar ise
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Tablo 3’te gdsterilmistir. Sonuglar incelendiginde
pirina iizerine tutunan en yiiksek enzim miktar1 20
mM tampon konsantrasyonunda (45 mL, pH 6.0)
elde edilmistir.

Tablo 2. pH’nin enzim tutuklamaya etkisi

Tutuklanmig enzim

pH miktar1 (mg/g)
5 4,68
6 7,71
7 7,57
8 5,05
9 421

Enzim tutuklama kosullart: %5’lik lipaz ¢ozeltisi
pirina (1 g) ile farkli pH degerlerinde (5-9) farkli
tampon ¢dzeltileri (45 mL, 20 mM) i¢inde ¢alka-
land1 (125 rpm hizla 25°C’de 24 saat). Enzim
tutuklama isleminde pH: 5-8 degerleri arasinda
fosfat tampon ¢ozeltileri, pH:9 degerinde ise sod-
yumtetraborat-HCI tampon ¢6zeltisi kullanilmigtir.

Tablo 3. Tampon konsantrasyonunun immobilizasyona etkisi

I bili i
Tampon konsantrasyonu (mM) MMOBIIZe enzim

miktar1 (mg/g)
10 14,53
20 16,90
50 7,57
80 5,52
100 4,96

Enzim tutuklama kosullart: %5°lik lipaz ¢ozeltisi
pirina (1 g) ile fosfat tamponunda (45 mL, pH 6)
farkli tampon konsantrasyonlar1 (10-100 mM)
icinde ¢alkaland1 (125 rpm hizla 25°C’de 24 saat).

Destek Maddesinin Yiizey Analizi

Sekil 1.’de verilen SEM resimleri incelendiginde
lipaz tutuklama Oncesinde pirina ylizeyinde amorf
yapi ve farkli geometrik sekiller gézlenirken (Sekil
1a) tutuklama sonrasinda daha piiriizsiiz ve diizenli
ylzey yapist gozlenmistir (Sekil 1b). Pirinanin
yizey morfolojisindeki bu degisimler destek
iizerine enzimin tutundugunu gostermektedir.
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(b)

Sekil 1. Pirina’nin SEM resimleri (a) lipaz tutuklanmasindan
once (b) lipaz tutuklanmasindan sonra

Pirinaya Tutturulan Lipaz Enziminin
Karakterizasyonu

Pirinaya tutturulan lipaz enziminin karakterize
edilmesi amaciyla farkli enzim konsantrasyon-
larinin (%2.5 ile %20 v/v), farkli pH degerlerinin
(4 ile 9) ve farkli tampon konsantrasyonlarinin
enzim aktivitesine etkileri aragtirilmistir. Sonuglar
sirastyla Sekil 2, 3 ve 4’te gosterilmistir. Sekiller
incelendiginde pirinaya tutturulan enzim aktivitesi-
nin en yiiksek oldugu optimum degerler %5 enzim
konsantrasyonu, pH 6 ve 20 mM tampon kon-
santrasyonu olarak belirlenmistir.
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Sekil 2. Enzim konsantrasyonunun tutuklanmis lipaz
aktivitesine etkisi
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Sekil 4. Tampon derigiminin tutuklanmig lipaz aktivitesine
etkisi
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Yapilan deneysel caligmalar sonucunda oOnemli
tarim iirlinlerimizden zeytin meyvesinin yan tirtini
olan pirinanin enzim tutuklanmasinda dogal destek
maddesi olarak kullanilabilir potansiyele sahip
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Sekil 3. pH’nin tutuklanmis lipaz aktivitesine etkisi

oldugu belirlenmistir. Thermomyces lanuginosus
enzimi pirina destek maddesi iizerine kovalent
baglama metodu kullanilarak basarili bir sekilde
tutturulmustur. Enzim tutuklanmasindan 6nce ve
sonra pirina destek maddesinin yiizey ozellikleri
taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelen-
mistir. Lipaz enziminin pirinaya tutturulmasinda
onemli parametreler igcin en uygun deneysel
kosullar %5 enzim konsantrasyonu, pH 6 ve 20
mM fosfat tampon konsantrasyonu olarak belir-
lenmistir. Boylece zeytinyagi isletmelerinden ¢ikan
pirinanin katma degeri yiliksek dogal destek mad-
desine doniigmesi saglanmis ve zeytin kati artik-
larmin bodlgesel ekosisteme olan olumsuz etki-
lerinin giderilmesi amaglanmustir.
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