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Ultrases (ultrason) islemi, 6zellikle gida, biyoteknoloji ve biyofarmasoétik endistrileri olmak Uzere ¢esitli alanlarda
kullanilan yesil ve etkili bir termal olmayan islem teknigi olarak son yillarda dikkat gekmektedir. Ultrason isleminin bu
endustrilerde 6nemli uygulamalara sahip enzimatik reaksiyonlarda etkilerinin belirlenmesi énemlidir. Yodun ultrason
kosullari enzim inaktivasyonuna neden olurken iliml ultrason kosullarinda (yani dusik yogunluk ve kisa sure) enzim
aktivitesinin arttinlabildigi bildirilmektedir. Ultrason islemi serbest enzime, substratta ve immobilize enzime
uygulanabilir. Ultrasonikasyon isleminin enzim ve substrat yapisi ile enzimatik hidroliz kinetigi ve termodinamik
parametreleri Gzerine etkileri bulunmaktadir. Bu islem, molekdillerin yapisini olumlu sekilde degistirebilir ve bdylece
enzim aktivitesi ile Grin verimi arttinlabilir. Bu derlemede ultrason igleminin serbest enzim, immobilize enzim ve
substrata uygulanmasi sonucu meydana gelen molekiller yapidaki ve enzim aktivasyonundaki degisiklikler, bu
degisikliklerin mekanizmalari ve bu mekanizmalari etkileyen faktorler ile ilgili bilgiler verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ultrason, Enzim aktivasyonu, Serbest enzim, immobilize enzim

Effect of Ultrasonication on Enzyme Activation
ABSTRACT

Ultrasound has attracted attention in recent years as a green and effective non-thermal processing technique used in
various fields, especially in the food, biotechnology and biopharmaceutical industries. It is important to determine the
effects of ultrasonication on enzymatic reactions that have important applications in these industries. While intense
ultrasonication conditions cause enzyme inactivation, it has been reported that enzyme activity can be increased
under mid-ultrasound conditions (i.e. low intensity and short duration). Ultrasound treatment can be applied to free
enzyme, substrate and immobilized enzyme. Ultrasonication may have a positive effect on the structure of molecules,
increasing enzyme activity and product yield. In this review, information is given about the changes in molecular
structure and enzyme activation that occur as a result of the application of ultrasound treatment to free enzyme,
immobilized enzyme and substrate, the mechanisms of these changes and the factors that affect these mechanisms.

Keywords: Ultrasound, Enzyme activation, Free enzyme, Immobilized enzyme
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biyoyakit ve biyokataliz de dahil olmak Uzere bir dizi
Enzimler, her turli biyolojik ve kimyasal prosesler igin endustriyel sirecte énemli uygulamalara sahiptir [1, 2,
yuksek katalitik aktivite ve segcicilie sahip ayni zamanda 3]. Enzimatik islemler, daha ylksek verim, daha az
aktivasyon enerjisini diglrerek reaksiyonlari hizlandiran malzeme tuketimi, proses icin gereken enerjinin etkili bir
makromolekuler biyolojik katalizérlerdir. Enzimler gida, sekilde azaltilmasi ve ayni zamanda toksik yan drlnlerin
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olusumunun azaltiimasi nedeniyle tercih edilir [4]. Son
yilllarda enzim hazirlama maliyetlerinin azaltiimasina ve
gida enzimlerinin  uygulamalarinin  genisletiimesine
yonelik artan talep, biyokatalizor gelistirmede enzim
aktivasyonunun arttirilmasini zorunlu hale getirmektedir.
Enzimlerinin aktivitesini arttirmaya yonelik ¢esitli islemler
arasinda yesil, termal olmayan bir teknoloji olarak
ultrasonun, yalnizca enzim aktivitesini yogunlastirmakla
kalmayip ayni zamanda cesitli gida matrislerinin farkh
yapisina gore enzim Ozelliklerini uygun hale getirmede
de yararli oldugu kanitlanmistir [5].

Ultrason teknolojisi gesitli kimyasal ve biyokimyasal
alanlarda arastirilan, izotermal olmayan ve ¢evre dostu
bir isleme teknolojisidir [6, 7, 8]. Isitilebilir frekans
araligini asan yani 20 kHz'in tzerindeki ses dalgalarina
'‘Ultrason' adi verilmektedir [9]. Ultrasonik dalgalar,
genlesme ve sikigtirma fazlarn olusturarak, 20 kHz ila
100 MHz frekans araliginda mekanik bir dalga olarak
herhangi bir ortamda yayilabilir [10]. Ultrasonik dalga
spektrumu gu¢ ultrasonu (20 kHz—1 MHz frekans
araliginda) ve tanisal ultrason (1 MHZz'den daha yulksek
frekans araliginda) olmak Uzere iki bolgeye ayrilabilir:

Birincisi, son zamanlarda gida ve biyoproses
genlesme
Ultrasonik
dalga
sikistirma

sikistirma

endustrisinde ekstraksiyon, madde modifikasyonu ve
reaksiyon hizlandirma gibi c¢esitli uygulamalar igin
yukselen bir teknoloji haline gelirken, ikincisi esas olarak
tibbi  ve endlstriyel goruntileme amaclar igin
kullanilmaktadir [4, 5, 11]. Ultrason, gaz ortamlarda
basing degisiklikleri ve kati ortamlarda sivi hareketi
uretir [6]. Ultrasonun sivi sistemler Gzerindeki ana etkisi
kavitasyondur [7]. Bu etki, ultrason strecinde en énemli
etki olarak kabul edilir. Kabarcik/balon olusumu,
buylimesi ve patlamasi sureci (Sekil 1) olarak bilinen
kavitasyon, disariya dogru yayillan sok dalgalariyla
siddetli basinglar Uretebilir ve bu da cevredeki ortamda
ciddi tdrblulansa neden olabilir. Bu ani degisiklikler,
makromolekillerdeki kimyasal baglari kirabilen ve
bdylece molekdller Gzerinde bir dizi modifikasyon
etkisine neden olabilen yiksek kesme gradyanlar
uretmektedir [4]. Ayrica kavitasyon, kutle transferinin

artisina ve yuksek enerjili serbest radikallerin
olusmasina neden olmaktadir. Ultrason, guvenli bir
islem olmasindan dolayi SIvI gidalarin
karistirimasi/ayrilmasi/ekstraksiyonu, proteinlerin

emllsifikasyonu ve iglevsellik modifikasyonu gibi cesitli
sureglerde kullaniimigtir [7].

genlesme

Sekil 1. Ultrasonik dalgalar sonucu olusan kavitasyon balonlarinin olusumu ve patlamasi
Figure 1. Formation and explosion of cavitation bubbles resulting from ultrasonic waves

Ultrason, uygulanan uygun veya uygunsuz kosullara
bagl olarak enzim aktivasyonu ve inaktivasyonu igin de
kullanilimistir. Birgok kimyasal ve fiziksel etki ayni anda
meydana geldiginden, spesifik enzim aktivasyonu veya
inaktivasyonu mekanizmasini agiklamak zordur. Ancak
enzim aktivitesindeki degisikliklerin, esas olarak amino
asit bilesimine ve protein konformasyonuna bagh oldugu
bilinmektedir [7, 12]. Kavitasyon balonlarinin sikistirma
etkisi ile ¢okmesi sonucu, lokal basing (1.000 MPa) ve
sicaklik (5.000°K) artisi meydana gelmektedir. Ayrica
ultrason, kararli kavitasyon balonlarinin titresmesini
saglayarak gugcli kayma gerilimine ve bitigsik sivida
mikro akisa neden olan sok dalgalari olusturmaktadir.
Bu ekstrem kosullar altinda sonikasyon, polipeptit
zincirlerindeki hidrojen baglarinin ve van der Waals
etkilesimlerinin bozulmasina neden olabilir ve bu da
proteinin ikincil ve Uglncil yapisinin degismesine yol
acabillir. Proteinin ikincil ve uguncul yapisindaki bu tur
degisiklikler nedeniyle enzimin biyolojik aktivitesi
genellikle kaybolmaktadir. Basing ve sicakliktaki agsiri
lokal artis ayrica homolitk su  molekulindn
parcalanmasina, hidroksil ve hidrojen serbest radikalleri
gibi yuksek enerjili ara Urdnlerin olugsmasina neden
olmaktadir. Olusan  serbest radikaller enzim
stabilitesinde, substrat baglanmasinda veya katalitik
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fonksiyonda goérev alan bazi aminoasit kalintilariyla
reaksiyona girerek biyolojik aktivitede degisiklige neden
olabilir [13]. Ancak ultrason, iIhmh sicaklik kosullarinda
tim enzimleri etkisiz hale getirmez [8, 13, 14]. Uygun
frekanslarda ve yogunluk seviyelerinde ultrason
islemlerinin  kullaniimasi, fiziksel ve (biyo-)kimyasal
etkiler nedeniyle enzim aktivitesinin artmasina yol
agabilir. Bu etkiler, (mikro) karistirma nedeniyle kutle
transferinin artmasi gibi fiziksel etkiler ile hicre
parcalanmasindan dolayr substrat miktarinin artmasi
dolayisiyla belirli enzimlerin Gretiminin indUklenerek
hicre dokular icindeki biyokimyasal reaksiyonlarin
uyariimasina neden olan biyokimyasal etkilerdir [13].
Ayrica ultrason buyik enzim molekullerinin daha kuguk
pargalara bolinmesine, daha fazla aktif bolgelerin agiga
¢cilkmasina ve bdylece enzim aktivitesinin artmasina yol
agabilir [8].

Ultrason iglemlerinde maksimum faydayi elde etmek igin
calisma parametreleri (frekans, islem dongisu, gug ve
islem suresi) iyi optimize edilmelidir. Burada da
aciklandigi gibi kontrolsiz ve uzun sureli sonikasyon,
proteini denatire edecek ve dolayisiyla Kkatalitik
aktivitede kayba neden olacak veya asiri enerji kaybina
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yol agacaktir. Dolayisiyla gergeklestirilen islem, enzim
aktivite kaybi nedeniyle ekonomik olmayacaktir [15].

Ultrason iglemi, ultrasonik su banyosu veya prob
kullanilarak gergeklestirilebilir [4, 11]. Prob sonikatérd,
sistemde toplu veya surekli modda manipule edilebilen
kavitasyon etkisini tUretmenin dogrudan bir yolu olarak
sivi bir ortama daldirilacak sgekilde tasarlanmigtir.
Ultrasonik banyo, reaksiyon sivisinin dogrudan reaktére
veya bir cam kaba vyerlestirilebildigi, numuneyle

dogrudan veya dolayli temasla nispeten tekdiize (prob
sonikatoriyle karsilastirildiginda) ve sireksiz kavitasyon
Yapilan

saglayan bir temizleme kabidir [4, B5].

banyosu

Ultrasonik islem

islem Parametleri

calismalarda enzimlerde ultrason islemi icin her iki
ultrason tipi kullaniimigtir. Ultrason problarinin enzimler
Uzerindeki etkisi olumlu iken bu problarin endustriyel
diizeyde uygulanmasi (6lgek bliylitme) zordur. Ek olarak
ultrason problarinin yiksek asinma ve yipranma 6zelligi,
sinirl - bir hizmet &mriine neden olur dolayisiyla
endustriyel uygulamalardaki kullanimini kisitlar [4, 8].

Enzim aktivitesinin artirlmasi i¢in uygulanan ultrason

islemleri, 6n islem prosedirlerine ve/veya kombine
enzime uygulanarak gerceklestirilebilir. Sekil 2'de
ultrason  teknolojisi ile  enzim  aktivasyonunun

artinlmasina yonelik uygulanan stratejiler 6zetlenmistir.

Serbest enzime * Gug Substrata yonelik
yonelik uygulamalar ¢ !:erEkanS uygulamalar
* |slem siiresi

islem déngiisi

immobilize enzime
yoénelik uygulamalar

Sekil 2. Ultrason teknolagijisi ile enzim aktivasyonunun artiriimasina yénelik uygulanan stratejiler
Figure 2. Strategies applied to increase enzyme activation with ultrasound technology

Bu derlemede ultrasonikasyon isleminin serbest enzim,
immobilize enzim ve substrata uygulanmasi sonucu
meydana gelen molekul yapisindaki degisiklikler, bu
degisikliklerin ~ mekanizmalari, bu  mekanizmalari
etkileyen faktorler ile enzimin aktivasyonuna iligkin
bilgilere yer verilmistir.

Ultrasonik Iglemlerin Serbest Enzim Aktivitesi
Uzerine Etkisi

Serbest enzimler, sulu bir ¢dzelti veya dondurularak
kurutulmus toz halinde elde edilebilen enzimin
geleneksel bir formudur. immobilize enzimlerin sundugu
bazi benzersiz avantajlara ragmen kullanimi kolay olan
serbest enzimler, ylksek enzim aktiviteleri ve ucuz
maliyetleri g6z 6nune alindiginda bira, sut ve nisasta
gibi bazi endustriyel sektorlerde hala vazgegilmezdir [4].

Surdurdlebilir  biyokutlenin - enzimatik  hidrolizinin
iyilestirilmesi igin enzim gereksiniminin ve islem
suresinin azaltilmasi gereklidir. Ultrasonik islem, enzim
aktivitesini ve stabilitesini etkilemektedir. Ancak bu
etkinin nasil oldugu, uygulanan gi¢ ve frekans gibi
sonikasyon parametrelerine baghdir.  Glnimuzde
enzimlerin ultrasonla aktivasyonuna iligkin arastirmalarin
¢ogu serbest enzimler Uuzerinde gergeklestirimistir
(Tablo 1). Bu arastirmalarda, ilimli ultrasonik kosullari
altinda gergeklestirilen enzimatik reaksiyonlarin enzim
aktivitesinde artisa yol actigi gozlemlenmistir.
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Ultrasonun serbest enzimlerin yapi, kinetik ve
termodinamik parametreleri Uzerine etkileri
bulunmaktadir.  Enzimlerin  birincil  yapisi, peptit

baglariyla bagli amino asitlerden olusmaktadir. Bu
polipeptit zincirleri, hidrojen bagdi yoluyla a-heliksler, -
yapraklar (akodeon), B-donlsler ve rastgele sarmallar
dahil olmak Uzere ikincil yapilar olusturma egilimindedir.
Bu tidr ikincil yapilar, hidrofobik etkilesimler yoluyla
uclncul yapilari olugturan alt birim haline gelmek Uzere
U¢ boyutlu olarak katlanirken dérduncual yapi, van der
Waals kuvvetleri ile iligkili alt birimleri icermektedir.
Enzim yapisinin degistiriimesi islevselligini, stabilitesini
ve kalan aktivitesini de degistirecektir. Enzimin katalitik
yetenegi, aktif merkezine baglidir. Ultrason esas olarak
enzimlerin aktif merkezini etkileyerek katalitik reaksiyonu
etkilemektedir [16, 17]. Enzim c¢ozeltisine ultrason
uygulandiginda, kavitasyon balonlarinin patlamasiyla
olusan kesme kuvvetleri, enzim molekill igindeki van
der Waals kuvvetlerini, hidrojen baglarini ve hidrofobik
etkilesimleri etkileyebilir, bu da ikincil ve Ugincdl
yapllarda ve dolayisiyla  katalitik  aktivitelerde
degisikliklere neden olabilir. Yogun ultrason kosullari
(asiri ultrasonik yogunluk veya uzun iglem suresi gibi)
gecici kavitasyon etkilerinin olusmasina izin verir,
burada kavitasyon kabarciklarinin ice dogru gékmesi ve
patlamasi sok dalgalarina neden olabilir ve ortamda
ciddi bir kayma gradyani yaratabilir. Bu tir siddetli
kayma kuvveti, enzim konformasyonunu ve aktif
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bdlgeleri olusturan kimyasal baglar yok edecek kadar
glcli olabilir ve enzim inaktivasyonuna yol agabilir [5].
Ancak son calismalar, uygun ultrason isleminin ayni
zamanda enzimin aktivitesini de destekledigini
gOstermistir. llimh ultrasonik kosullarin (yani disuk
yogunluk ve kisa sure) neden oldugu kararh bir
kavitasyon etkisi, salinimli rezonans kabarciklarinin
¢ozelti boyunca mikro akimlar olusturmasina neden
olabilir, bdylece c¢o6zeltide daha hafif kesme gerilimi
Uretebilir. Bu seviyedeki mekanik etki, enzim yapisini,
uzaysal konformasyonunu gevsetecek ve daha fazla
aktif bolgelerin agiga ¢ikmasini saglayabilir ve bdylece
enzim aktivitesi iyilestirilebilir [5, 16].

Enzimatik reaksiyon hizi ile reaksiyon hizini etkileyen
cesitli  faktorler (enzim konsantrasyonu, substrat
konsantrasyonu, pH, sicaklik, aktivator, inhibitoér vb.)
arasindaki iliskiyi gosteren enzimatik kinetik, Michaelis-
Menten denklemi ile gosteriimektedir. Bu denklemin
Lineweaver-Burk grafigi ile dogrusallastiriimasi ile,
enzim kinetiginde onemli iki kinetik parametre olan
doygun substrat konsantrasyonunda elde edilen
sinirlayici reaksiyon hizini temsil eden maksimum
reaksiyon hizi (Vmax) ve enzimin substrata olan ilgisini
gosteren Michaelis-Menten (Km) sabiti
hesaplanmaktadir. Yukarida bahsedildigi gibi, ultrason,
enzimlerin molekuler yapilarini kolaylikla degistirerek
daha aktif bdlgelerin agiga gikmasina neden olabilir, bu
da enzimatik reaksiyon sirasinda substratin enzime
baglanmasini kolaylastirabilir. Bu nedenle ultrason
islemine tabi tutulan enzimlerin Kn'sinin orijinal enzimle
karsilastirildiginda azaldigi yani enzim ile substrat
arasindaki iliskinin arttigi; ultrason tarafindan indiiklenen
enzim molekillerindeki fiziksel ve kimyasal degisiklikler
nedeniyle de enzimatik reaksiyonlarin Vmax degerinin
arttigi ifade edilmektedir [5, 17].

Enzimatik termodinamik, maddenin hallerinin
donusimunu ve enzimatik reaksiyonlarda yer alan enerji
degisikliklerini  aciklayan  bir  teoridir.  Enzimin
termodinamik parametrelerinden biri olan aktivasyon
enerjisi (Ea), bir kimyasal reaksiyonun gerceklesmesi
icin gereken minimum enerji miktarini temsil eder ve
Arrhenius denkleminden hesaplanabilir. Ultrasonun,
cesitli enzimler tarafindan katalize edilen enzimatik
reaksiyonlarin Eaz’sini azaltmada etkili oldugu bdylece
enzim aktivasyonunu arttirdidi ifade edilmektedir. Diger
termodinamik parametreler olan entalpi (AH), entropi
(AS) ve Gibbs serbest enerjisi (AG) degisimleri bir
enzimin uzaysal konformasyonunun katlanma veya
acllma durumuyla iligskili oldugundan ultrasonun,
enzimler Uzerindeki modifikasyon etkilerini
degerlendirmek icin Onemli gdbstergelerdir. AH, bir
termodinamik sistemin enerjisini temsil eden ve bir
reaksiyonun isi transfer durumunu goésteren énemli bir
durum fonksiyonudur. AH O0'dan biyidk oldugunda
reaksiyon endotermiktir, aksi takdirde ekzotermiktir.
Enzimatik reaksiyonlarda entalpi, hidrojen baglarinin ve
hidrofobik  ¢ekirdeklerin  olusumu ve yikimi gibi
enzimlerin konformasyonel yapisiyla yakindan iliskilidir.
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Enzimlerin ultrasonik islem ile aktivasyonu sirasinda,
AH'deki degisiklik muhtemelen enzim molekdllerindeki
hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimler ve van der
Waals kuvvetleri gibi zayif baglarin sono-mikrojetler ve
sok dalgalar tarafindan kiriimasi nedeniyle meydana
gelmektedir. Bu tir bir konformasyonel degisim, enzim
ve substrat arasindaki baglanmayi destekleyebilir ve
bdylece daha ylksek bir reaksiyon verimliligi ortaya

cikabilir.  Entropi, reaksiyon sisteminin molekuler
rastgeleliginin ~ bir  Olglstdir. Enzime  ultrason
uygulandiginda AS'deki degisimler, kavitasyon

nedeniyle olusan serbest radikaller ile enzimdeki amino
asit kalintilarinin oksidasyonu ile ilgilidir, bu nedenle
artabilir veya azalabilir. AG, sabit sicaklik ve basingta
cesitli termodinamik sureglerin kendiliginden
ilerlemesinin  yénudnu ve sinirini degerlendirmek igin
kullanilabilir.  Enzimatik bir reaksiyonda, yalnizca
artnlerin toplam serbest enerji miktari
substratlarinkinden dusukse (AG<0) kendiliginden
ilerleyebilir. Ultrasonla aktive edilen enzimle gergeklesen
reaksiyonlarda azalan bir AG olabilir, bu da artan enzim
aktivitesini ve dolayisiyla enzimatik reaksiyonlarin
kendiliginden arttigini  goésterir [5, 18]. Ultrasonun
serbest enzim aktivasyonuna etkisi Uzerine yapilan
¢alismalar ve bu c¢alismalarda elde edilen O6nemli
bulgular, Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Ultrasonik islemlerin Substrat Uzerine Etkisi

Substratin yapisini iyilestirmek ve enzim ile hidrolizini
arttirmak amaciyla substratlara ultrasonik islemler
uygulanabilir. Enzimatik hidrolizden &nce ultrasonik
islemin, substrat molekullerinin  ylzey yapisini
degistirebilecedi ifade edilmektedir. Ultrasonik 06n
islemin, substratlarin ylzey morfolojisini degistirerek
enzimlerin substratlara baglanmasini arttirmak gibi
enzimatik reaksiyonlarin desteklenmesi tzerinde énemli
etkileri vardir. Substrat molekiliindeki bu degisiklikler,
g6zenek ve oluklarin olusumu ile molekiler yizeyin
puruzliligunde bir artis ve dolayisiyla substrat
molekillerinin spesifik ylUzey alaninda bir artis ile
beraber bazi siki molekuler yapilarin tahrip edilmesi ve
substrat molekiler vyapilarinin gevsemesi seklinde
gerceklesebilir. Ultrasonik on islem, substratlarin ikincil
yapisini degistirebilir, polimerizasyon derecesini
azaltabilir. Depolimerizasyon sirasinda kovalent bir
bagin homolitik ve/veya heterolitik kirlmasi meydana
gelebilir ki makromolekuildeki en yaygin mekanizma C-C
baginin  kirlmasidir.  Ultrasonun  neden  oldugu
kirlmanin, zincirin ortasina yakin bir yerde meydana
gelmesi tercih edilir. Boylece molekil boyutundaki
azalma kutle transferini arttirabilir. Bbylece enzimler,
aktif substrat gruplari ile daha kolay birlesebilir boylelikle
enzimatik reaksiyonun etkinligi artabilir. Ultrasonik 6n
islem ayrica diger maddelere bagh substratlari ayirabilir
veya toplanmis substratlari dagitabilir  bodylece
enzimlerle temas alanini genisletebilir ve enzimatik
hidrolizi tesvik edebilir [3, 16].
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Pourmohammadi ve ark. [19], a-amilaz ile patates
nigsastasinin hidrolizinde substrata ultrasonik iglemin

etkisini incelemislerdir. Bu c¢alismada ¢ift frekansl
ultrasonik banyo kullanmiglardir. Ultrasonik
uygulamanin nisasta grandillerini daha gbézenekli

yapilara donastlirdidgand, bu durumun enzimin hidroliz
icin nisasta granullerine nifuz etmesini kolaylastirdigini
ifade etmislerdir. Boylelikle nisastalarin ultrasonikasyon
yoluyla islenmesinin nisasta hidrolizinin de
iyilestirilebilecegi sonucuna varmiglardir.

Roohi ve ark. [20], a-amilaz ile nigsastanin hidrolizi
Oncesinde ultrason destekli modifikasyona tabi tutulan
nigastalarin reolojik davraniginin ve viskozitelerinin
belirlenmesi Uzerine bir calisma gergeklestirmislerdir.
Calismada, goOzenekli nisasta elde etmek igin
sonikasyona tabi tutulan misir ve patates nisastasi igin
ultrason geometrisinin, glciiniin ve frekansinin sivi akisi
Uzerindeki etkisi degerlendirilmistir. Ultrasonik banyoda
on isleme (300 W, 25 + 40 kHz, 10 dakika) tabi tutulan
nisastalarda a-amilazin daha etkili oldugunu tespit
etmiglerdir. Bunun sebebinin sonikasyon igleminin
nisasta granillerinin ylzeylerinde hasara, catlaklara ve
gOzeneklilige neden olmasi dolayisiyla nisasta
grandllerinin yapisal butinliginin bozulmasi ile enzim
hidrolizinin kolaylastigini ifade etmislerdir. Yazarlar, o-
amilaz tarafindan hidrolize duyarli olan hasarl
nisastanin Uretilmesi i¢cin ultrasonikasyon isleminin
kullanilabileceg@ini dnermiglerdir.

Soares ve ark. [21], yaptiklari c¢alismada Kkegi
kremasinin lipaz ile hidrolizinde ultrasonun lipaz, krema
ve reaksiyon Uzerindeki etkisini arastirmiglardir.
Ultrasonun reaksiyondaki (krema+ lipaz)
etkisi incelendiginde ultrasonik islem destekli enzimatik
reaksiyon, geleneksel prosesle karsilastirildiginda daha
yuksek bir hidroliz orani (55°C'de %12, 40°C'de %23 ve
25°C'de %28) gdsterdigini belirlemislerdir. Yazarlar
kavitasyon sirasinda kabarcik ¢dkmesiyle glglu
turbulansla birlikte yayillan sok dalgalari ve kesme
kuvvetleriyle sonuglanan &énemli bir enerji salinimi
oldugunu olusan bu mekanik etkilerin sadece enzim
yapisini ve aktivitesini degistirmedigini ayni zamanda
enzim ve substrat arasindaki difiizyonu azaltarak
reaksiyon sirasinda kitle transferini artirip reaksiyonun
hizlandigini vurgulamiglardir.

Ultrasonik Islemlerin immobilize Enzim Aktivitesi
Uzerine Etkisi

Serbest enzimler yiliksek katalitik aktivite Uretmelerine
ve kullanimlarinin daha kolay olmasina ragmen, dusuk
kararliliklari ve yeniden kullanilamamalari endustriyel
uygulamalarini kisittamaktadir. Bu nedenle, immobilize
edilmis enzimlerin aktivasyonuna ve modifikasyonuna
giderek artan bir ilgi duyulmaktadir [1, 17].

Cesitli matrisler kullanilarak immobilize edilmis enzimler
hazirlamak i¢cin ¢ok sayida yontem bulunmaktadir.
immobilizasyon materyalleri dogal polimerler, sentetik
polimerler veya inorganik malzemeler olabilir. Enzim
immobilizasyon teknikleri fiziksel ve kimyasal olmak
Uzere iki yonteme ayrilabilir. Fiziksel immobilizasyon
yontemleri, van der Waals kuvvetleri, hidrofobik
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etkilesimler ve hidrojen bag iceren fiziksel kuvvetler

yoluyla  gerceklesir.  Kimyasal yontemler, geri
dondurilemez bir sure¢ yoluyla kovalent veya iyonik
baglar  kullanilarak  enzimlerin  farkh  matrislere

baglanmasini icerir [1, 3].

Reaksiyon ortamindan kolayca ayrilabilen heterojen bir
katalizdér olarak immobilize enzimler, reaksiyonun
herhangi bir zamanda sonlandiriimasini saglayarak
kirletici icermeyen saf bir Urtin elde edilmesini saglarlar.
Ayrica, endustriyel bir suregte birden ¢ok kez
kullanilabilirler. Geleneksel serbest enzimlere gére bu
avantajlar, immobilize enzimlerin gida endustrisinde
kullamimini artirmaktadir. immobilize enzimlerin katalitik
aktivitesinin ve Ozelliklerinin iyilestiriimesi, daha verimli
ve uygun maliyetli bir endustriyel slrece katkida
bulunacaktir [5]. Immobilizasyon isleminin verimliligi ve
enzimatik aktivitenin sabit tutulmasi sinirhdir. Bu
nedenle immobilizasyon verimliligini ve geri kazanimi
artirmak igin farkli teknikler kullaniimaktadir [3]. Ultrason
islemi, enzimlerin serbest formunu modifiye etmenin
yani sira son zamanlarda immobilize enzimlerin
aktivitesini iyilestirmede de kullaniimigtir. Ultrasonun
teknolojisi ile immobilizasyonda enzim aktivasyonunun
artirnimasina yoénelik farkli stratejiler bulunmaktadir
(Sekil 3). Bu stratejilerden biri, immobilizasyon 6ncesi
serbest enzime ultrason igleminin uygulanmasi sonra
islem gérmis enzimin immobilize edilmesidir ki serbest
enzime ultrasonun  etkisi  yukarndaki  boélimde
aciklanmistir.  Bir  diger strateji, immobilizasyon
materyaline (tasiyici) ultrason &n iglemidir. immobilize

materyaline o6n islem ile, immobilizasyon sirasinda
enzim molekllleri ile etkilesimini hizlandirmak igin
tasiyicinin  yapisini  degistirerek immobilize enzimin

aktivitesinin iyilestiriimesi amaclanmaktadir [5, 17, 22].
Ultrasonla indiklenen kesme kuvveti, sok dalgalar ve
serbest  radikallerin, immobilizasyon  materyalinin
Ozelliklerini  ve materyal ile enzim arasindaki
etkilesimlerini  degistirdigi, sonu¢ olarak enzimin
substratlara olan etkili temas alanini genigletilebildigi
boylece katalitik  aktivitenin de dolayh olarak
iyilestirilebildigi ifade edilmektedir [3, 22].

immobilizasyondan énce 6n islem asamasinda ultrason
kullanmanin yani sira, enzim aktivitelerinin daha fazla
iyilestiriimesine olanak taniyan bir baska yaklasim da
enzimlerin immobilizasyonu  sirasinda  ultrason
uygulamaktir. Bu tir bir uygulama, isleme sisteminde
daha fazla madde/molekul oldudu igin bir dizi genis
kapsamli sonuca yol agabilir ve ayni zamanda kontrol
edilmesi daha zor olan karmasik bir sirectir [5, 23]. Bu
siirecte (i¢ olgu meydana gelebilir. ilk olarak ultrasonun,
enzimlerin g¢oOzeltiden tasiyicilarin  ylzeyine kitle
transferini hizlandirmasi ve enzimlerin tasiyici ylizeylere
adsorpsiyonunu desteklemesidir. Bodylece ultrasonik
kavitasyon tarafindan olusturulan bir dizi mekanik etki,
kutle transfer 6zelliklerini azaltir. Sonug olarak, sistemin
katle transferi artinimis ve daha homojen bir karigim
elde edilerek tasiyicilar ve enzimlerin kombinasyonu
desteklenmis olur. ikinci olarak ultrasonik kavitasyon,
enzimin konfiglirasyonunu degistirebilir ve bdylece
enzimin aktivitesini dogrudan iyilestirebilir. Ugiinciisii
ultrason, tasiyiclyr degistirebilir ve enzimlerle temasa
daha duyarh hale getirebilir [3, 22]. Wang ve ark. [23],
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yapmis olduklari galismada ultrasonun, sodyum aljinatin
hidrofobik  etkilesimlerini ve araylz aktivitelerini
artirdigini béylece sodyum aljinat ile enzimler arasindaki
capraz baglanmanin kolaylastigini ifade etmiglerdir.

Tablo 2’de ultrasonun immobilize enzim aktivasyonuna
etkisi lizerine yapilan ¢alismalar ve bu ¢aligmalarda elde
edilen 6nemli bulgular 6zetlenmisgtir.

1. Strateji 3. strateji
) Immobilizasyon ‘ Immobilize Enzim
Enzim + materyali enzim Ultrason ‘ immobilize
’ + uygulamasi enzim
Ultrason | _serbest enzime 6n islem | immobilizasyon | !immobilizasyon siirecine yardim
uygulamasi materyali =~ “ttttttmotomomoomoomosoooosooooooos '
2. strateji 4. strateji
) Immobilizasyon Immobilize . Immobilizasyon Immobilize
Enzim materyali enzim Enzim + materyali enzim
T mobilizayon R T—
Ultrason materyaline é'm};slem E lf’.ﬂf’f'.'Ob'“Zj; illml§ : Ultrason
UygUlAMAS] bocmmmes 2o ___Enzimin modifikasyonu | uygulamast

Sekil 3. Ultrason teknolojisi ile immobilizasyonda enzim aktivasyonunun artiriimasina yonelik uygulanan stratejiler
Figure 3. Strategies applied to increase enzyme activation in immobilization with ultrasound technology

Tablo 2. Ultrasonun immobilize enzim aktivasyonuna etkisi
Table 2. Effect of ultrasound on immobilized enzyme activation

Enzim Arastirma konusu Ultrason kogullan Onemli bulgular Kaynak
& Gukosidar Ean;;:]nﬁa US”eon ilﬁﬂ:ﬁqn;hiliz?:sy:si ulﬁraso;i_k t?_ar]yl?j; 5200%} %30« Onlislemden sunrglimmobililzle edil:len enzim ile iglem gormemis immobilize 28]
(gluteraldehit ve amonyum silfat) gorev déngistnde, enzime kiyasla %82lik bir aktivite geri kazanimi
Immobilize  enzimin  oldugu . " L . .. W
Glukoamilaz ve o- ekslraksiyon ortamina US is,lenqli; dtrasonik banyo, 20kHz, 20 ' IUItrasuln ve |mmpb|||ze enzim ile eksquk5|yon verimi 108:.23 mg/g iken on -
amilaz MNP'e birikie immobiize edimis W, 15 dk islemsiz ekstraksiyon verimi 89.97 mglg; ekstraksiyon veriminde 13-15 kat  [36]
enzimler artg
Peroksidaz Ulirason  kullantlarak ~ Zn-MOF ultrasonik prob; 20 kHz, 200 +  Immobilizasyon verimi, %93.3 7]
nanoyapisi sentezi W, 20 dk, 90°C +  Immobilize enzimin spesifik aktivitesi, serbest enzime gore yaklagik 3 kat artmig
Ulirasonik destekli immobilizasyonda
o Lipaz yikleme miktan (177.3 mg/g ve verim %41.3) ultrasonik olmayana (84.4
immobilizasyon iglemine destek; drasonik orob: 20 kHz 100 mglg) gore 1.1 kat yiksek
Lipaz Mezopor (cok gdzenekli) silka W 10 dk prob; ' o Katalitik verim (6.4 mmolig saat) 9.1 kat yiksek [38]
iizerine immobilizasyon ' Vel
+  Ultrason destekliimmobilize enzim, 11.24 x 107
+  Immobilize enzim, 3.10 x 10°
, Immobilize enzime islem; Amino- . )
Peinaz  ve i bt in i o UITESONK bamyo; 20 RHZ 10 gy 3t Kadar bt B9
seliilaz . W, 20 dk
enzimler
L .. Ultrasonik  on  islemin, domuz W Do . - .
P oy G ik gt 5 it * NS el Lt e o DGk vk
Ramm pozy diasigliserol  (DAG)  sentezi  boyunca 45°C ve giig 250 W reafsi o s "|9' et 1y -onlglem, g
iizerindeki etkisi yon siresini dnemli dlciide kisaltmis
Immobilizasyon islemine destek; . ]
Lizozim kasiyum  ainat fim zerne oo pb 22 K 4TS, yiasimum et aie (7234 U) %13.2 oraninda et 3
immobilizasyon e
+ |Immobilize enzim aklivitesi, yiksek substrat konsanirasyonunda kontrole
Lipez US  desteki  manyetik Ta- ultrasonik prob; 25°C sicaklik, kiyasla artmig 2
MOF @Fe;0, nanoyapi sentezi 15 dakikalik siire ve 120 W +  Immobilize enzimin termal stabilitesi daha fazla artmis
»  Reaksiyon sonunda immobilize enzim aktivitesini %95 korumus
+  Oniglem sonrasinda lipaz akivitesi 1.6 kata kadar artmis
+  Kmve Vmaxdederleri sonikasyona tfabi futumus immobilize lipaz
Lipaz Enzime 6n islem; immobilizasyon  ultrasonik prob; 22 kHz, 11.38 ile sonikasyona tabi tutulmus serbest lipaz ile hemen hemen ayni (18]
materyali: MOF Werm®, 25 dk +  Immobilize enzim art arda 7 kez yeniden kullanim dongiisinden sonra kalan
akfivite %54
+ 25 ginlik depolamada aktivitesini %90'ini korumug
Solilaz Immobilize enzime iglem; MNP'le dtrasonik banyo; 6.3 W, dk Immobilize enzimin aktivitesi 3.6 kata kadar artmig 1]

immobilize edilmis enzimler

Vg 51 arimig ve Ky azalmig

US: Ultrason, MNP: Magnetik nano partikal, MOF: metal-organik cerceve
US: Ultrasound, MNP: Mmagnetic nanoparticles, MOF: Metal organic framework
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SONUG ve ONERILER

Uygun ultrasonik islem serbest enzime, substrata
ve/veya immobilize enzime uygulandiginda enzimin
aktivitesini iyilestirebilir, enzimatik reaksiyonun hizini ve
verimini artirabilir. Enzim aktivasyonunun artisinda
ultrason tarafindan olusturulan kavitasyonun énemli bir
roli bulunmaktadir. Kavitasyon dinamik bir olgudur ve
etkileri buylk ol¢lide calisma parametrelerine baglidir.
Uygun kosullarda gercgeklestirilen ultrason, enzimin ve
substratin konformasyonunu degistirir, bu da enzimin
katalitik etkinliginde bir iyilesmeye yol acabilir.
Ultrasonun neden oldugu mekanik etkiler
makromolekuller Uzerinde kayma kuvvetleri olusturur,
enzimlerin ve substratlarin kiimelesmelerini zayiflatir ve
baglanmalari kolaylastirir.

Ultrasonun enzim aktivitesi Uzerine umut verici
sonuglarina ragmen, bu teknolojinin o6lgeklenebilirligi
konusunda bazi zorluklar devam etmektedir. Bu
zorluklarin  Ustesinden gelebilmek igin yapilacak
calismalarla ultrasonun, enzimatik  reaksiyonlar
Uzerindeki olumlu etkisinin ve c¢alisma kosullarinin
etkisinin incelenmesi sonrasinda verimli bir ultrason
destekli enzimatik reaksiyonun tasarlanmasi ¢ok
onemlidir. Ayrica enzimatik reaksiyon verimliligini
artirmak ve ultrason ekipmaninin enerji tlketimini
azaltmak igin ultrason proses parametrelerinin optimize
edilmesi gereklidir.
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