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OZET

SU KiRLETICiSi OLARAK YAGLARIN PARCALANMASINDA LiPAZ BAGLI
MIKROMOTORLARIN KULLANIMININ ARASTIRILMASI

Sever E. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Cevre Saghg
Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2023.

Amac: Bu tezde su kirleticisi olarak yaglarin parcalanmasina yonelik lipaz enzimi igeren

mikromotorlarin hazirlanma ve kullanilabilme potansiyelininin arastirilmasi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Bu tezde PPy-COOH/Ni mikromotorlar: sentezlenmis ve bu
mikromotorlara lipaz enzimi kovalent olarak baglanmistir. Lipaz bagli mikromotorlar SEM,
EDX ve FTIR teknikleri ile karakterize edilmistir. Serbest ve immobilize lipazin aktivitesi
incelenmis ve kararliligi degerlendirilmistir. Ayrica, lipaz bagli mikromotorlarin bir yag

damlacigini pargalama etkinligi de degerlendirilmistir.

Bulgular: Lipaz bagli mikromotorlarin optimum pH’1 8.0 ve optimum sicakligr 45 °C
olarak bulunmustur. Serbest lipaza gére immobilize lipazin 1s1l ve depo kararlilig1 yiiksek
bulunmus ve defalarca kullanilabilmistir. Immobilize lipaz tribiitirin yag damlacigmi 90

dakika sonunda %90 oraninda par¢alamustir.

Sonu¢: Bu tezde hazirlanan lipaz bagli mikromotorlarin yag pargcalama potansiyelinin

bulundugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Lipaz, mikromotor, immobilizasyon, triagilgliserol, yag



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE USAGE OF THE LIPASE ATTACHED
MICROMOTORS FOR DEGRADATION OF OILS AS WATER CONTAMINANT

Sever E. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Health Science,
Eviromental Health Interdisciplinary Master of Science Thesis, Aydin, 2023.

Objective: In this thesis, it is aimed to investigate the potential of preparation and use of

micromotors containing lipase enzyme for the degradation of oils as water pollutants.

Materials and Methods: In this thesis, PPy-COOH/Ni micromotors were synthesized and
lipase enzyme was covalently attached to these micromotors. Lipase attached micromotors
were characterized by SEM, EDX and FTIR techniques. The activity of free and
immobilized lipase was examined and its stability was evaluated. In addition, the efficiency
of lipase-attached micromotors to break up an oil droplet was also evaluated.

Results: The optimum pH of the lipase attached micromotors was 8.0 and the optimum
temperature was found to be 45 °C. Compared to free lipase, the thermal and storage
stability of immobilized lipase was found to be higher and it could be used repeatedly. The
immobilized lipase degradated the tributyrin oil droplet 90% after 90 minutes.

Conclusion: It has been observed that the lipase attached micromotors prepared in this

thesis have the potential to degradation of fat.

Keywords: Lipase, micromotor, immobilization, triacylglycerol, fat
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1. GIRIS

Her giin milyarlarca litre atik su iretilerek dogaya birakilmakta ve bu da ciddi bir
tehdit olusturmaktadir. Ayrica diinya ¢apinda artan niifusun taleplerini karsilamak igin tath
su temininin sinirli olmasi, verimli ve gelismis atik su stratejilerinin tesvik edilerek suyun
miimkiin olan her durumda korunmasini1 zorunlu kilmaktadir. Atik su aritilarak doga istenen
su kalitesine kavusmaktadir. Atik sularin desarj edilmeden once aritilmasi igin birgok
kimyasal/fiziksel atik su aritma stratejisi kullanilmaktadir. Ancak bu sistemler yeterli oranda
giivenli su saglamada etkisiz kalmaktadirlar. Son zamanlarda, enzim bazli aritmadaki
teknolojik sigrama, suyu 1liman ortamlarda isleyerek tasinabilirlik derecesine kadar

aritmistir.

Enzim miihendisligi, her alandaki komplikasyonlar i¢in verimli ¢oziimler bulmak i¢in
yeni tekniklerle gelismistir. Bir biyokatalizor olan enzimler birgok kimyasal ve
biyokimyasal reaksiyonu hizlandirir ve ilag endiistrisinde, teshiste, tekstil endiistrisinde,
biyoyakit endiistrisinde, gida endiistrisinde yogun olarak kullanilir. Zehirli bilesiklerin
sudan uzaklastirilmasi, niifus ve kentlesmenin artmasiyla birlikte Kirleticilerin de arttigi bu
cagdas diinyada cok ihtiya¢ duyulan bir teknolojidir. Ote yandan, serbest enzimler nispeten
kararsizdir ve endiistriyel uygulamalar s6z konusu oldugunda bazi dezavantajlar vardir.
Serbest enzimlerin ayrica daha az kararhilik ve reaksiyon karisimindan geri
doniistiiriilememe gibi ¢esitli dezavantajlar1 oldugu yaygin olarak bilinmektedir. Immobilize
enzimler, serbest enzimlere gore c¢ok fazla avantaja sahiptir. Enzim molekiilleri, bir
hareketsizlestirme araci olarak fiziksel veya kimyasal olarak veya her iki etkilesimle bir
destek veya matriks iizerinde veya i¢inde hapsedilir. Immobilizasyon i¢in kullanilan farkli
teknikler arasinda mikrokapsiilleme, kovalent baglama, adsorpsiyon ve tutuklama yer alir.
Immobilize enzimler, ¢esitli islemlerle kararli hale getirilerek birgok avantaj sunar. Bu
avantajlar immobilize enzimlerin reaksiyon karisimindan geri kazanildiktan sonra tekrar
kullanilabilmesi ve enzim aktivitesinin daha uzun siire muhafaza edilebilmesidir (Karthik ve
digerleri, 2021).

Yag ve gres igerigi bakimindan zengin atik su, potansiyel Kirletici yagli madde
oldugundan endise konusudur. Niifus patlamas1 ve hizli kentlesme, yag ve gres igeren biiyiik

hacimli atik sularin iretilmesinden sorumludur. Yag igerigi, sivi fazda farkli formlarda



bulunur ve genis bir konsantrasyon araliginda tek veya birden fazla tiir igerir. Yagh atik
sularda bulunan yagin tiirii ve dogasi, kaynaktan kaynaga degisir. Yagh atik su kat1 yaglar,
siv1 yaglar, kesme sivilari, yaglayicilar, yemeklik yaglar ile gres, ham yaglar ve mazotlari
iceren agir hidrokarbonlarin yani sira kerosen, benzin, jet yakiti gibi hafif hidrokarbonlar
icerir. Uygun yag ve su ayirma teknigi, yagl atik suyun kaynaklar1 ve ozellikleri

anlasildiktan sonra segcilebilir.

Kantinler, evlerin ve restoranlarin mutfaklari, petrol rafinerileri, benzin istasyonlari,
atolye veya garajlar, bitkisel yag ve diger endiistriler, bilyali rulman, 6giitme ve metal
islemeden diizenli olarak biiyilk miktarda yagli atik su olusmaktadir. Bunun disinda
yiyecek-icecek sanayi, tabakhane ve mezbaha, ticari ve askeri gemiler, iskele ve petrol
terminal rihtimlarinda petrol yiikleme ve bosaltma, sehir i¢inde petrol tiriinlerinin depolama
ve dolum istasyonlar1 biiyilk miktarda yagli maddeye katkida bulunur. Yagli atik sular
aritilmadan su kiitlelerine, karaya ve kanalizasyon hatlarina desarj edildiginde g¢esitli
olumsuz etkiler gézlenmektedir. Su ortaminda ¢igek ve fauna dagilimi igin farkli ekolojik
etkiler, su yiizeyinde gegirimsiz bir tabaka olusmasi nedeniyle alglerin ve su bitkilerinin
fotosentezini engelleyerek baliklarin ve diger suda yasayan organizmalarin 6lmesine sebep
olur. Ayrica dogal peyzajin tahrip edilmesi, mahsul tiretiminde azalma, toprak, yiizey sulari
ve yer alt1 su kaynaklarinin kirlenmesi ve kanalizasyonun tikanmasi, 151k penetrasyonunda
ve ¢oziinmiis oksijende azalma goriilen diger etkilerdir. Yagl atik suyun bazi bilesenleri gok
toksik ve kanserojendir; bobrek, karaciger ve kani etkilediginden ve sonugta kanser riskini
artirdigindan insan sagligi i¢in ciddi tehlikeler olusturmaktadir. Bu nedenle, yagli atik

sularin aritim1 kadar islahi da en énemli konulardan biridir (Sanghamitra ve digerleri, 2021).

Atik su aritma yontemleri temel olarak fizikokimyasal ve biyolojik yontemleri
icermektedir. Atik su aritiminda kimyasal oksidasyon, damitma, membran bazli ayirma
teknikleri ve adsorpsiyon gibi fizikokimyasal yontemler kullanilmaktadir. Bu stratejiler
aritma amagclidir, ancak ¢ok pahalidirlar ve daha fazla kirlilige ve hasara neden olabilirler.
Biyolojik yontemler daha ¢evre dostudur ve atik sudaki kirleticilerin ¢ogunu giderebilir. Bu
yontemler, atik su aritimi igin bitkiler, mikroplar ve enzimleri kullanmaktadir. Bu
teknolojilerde uygulanan organizmalar, siire¢ sirasinda Kirleticileri pargalayabilir veya
toplayabilir. Bununla birlikte, bitkiler ve mikroplar, atik sulardan kaynaklanan bazi zehirli

Kirleticilere kars1 hassasken, enzimler hizli ve segici bir sekilde ¢alisabilirler.

Enzimler, 6zellikle 1limh kosullar altinda maddeleri biyolojik olarak parcalayabilen
etkili biyokatalizorlerdir. Atik su aritiminda en cok kullanilan enzimler hidrolazlar ve

2



oksidorediiktazlardir. Giintimiizde lipaz, lakkaz, peroksidaz gibi enzimler ticari olarak
kullanilmaktadir. Lakkaz ve peroksidaz, genis substrat 6zgiilliikleri ile bazi organik mikro
Kirleticileri uzaklastirmak igin yaygm olarak kullanilmaktadir. Enzim teknolojisi “yesil
kimya” kapsaminda anilmaktadir ve geleneksel kimyasal islemlerle karsilastirildiginda,
enzimatik islemler daha yiiksek reaksiyon kinetigine sahiptir ve daha az su ve enerjiye
ihtiya¢ duyar. Ayrica enzimler reaksiyonlar tarafindan tiiketilmez ve tekrar kullanilabilir.
Bakteriler ve diger biyolojik yontemlerden farkli olarak, enzimler diger mikrobiyal yasam
formlariyla rekabet etmez. Bahsedilen sebeplerle, enzimatik prosesler, yag, gres ve organik
mikro Kirleticiler gibi direngli Kirleticilerin atik sudan uzaklastirilmasinda umut vericidir
(Feng ve digerleri, 2021).

Lipaz enzimleri triagilgliseroller olarak bilinen yaglari, yag asitleri ve gliserole
pargalayan hidrolaz smifi enzimlerdendir ve bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalardan
saflagtirilarak kullanilirlar. Maliyetlerinin yliksek olmasi ve kararliliklarini uzun siire
koruyamamalari nedeniyle lipaz enzimleri farkli destek materyallerine immobilize
edilmektedirler. Immobilizasyon suda ¢oziinmeyen bir destege enzimin baglanmasi veya
tutuklanmasi olup, enzimin tekrar kullanilabilmesi, kararliliginin artmasi ve diisiik maliyet

gibi 6nemli avantajlar sunmaktadir.

Bu tezin arastirma sorusu “sularda kirletici olarak bulunan yaglarin pargalanmasinda
lipaz bagli mikromotorlardan yararlanilabilir mi ve bu mikromotorlarin etkinligi ne
kadardir?” seklinde kurgulanmistir. Bu kapsamda destek materyali olarak manyetik 6zelligi
bulunan mikromotorlarin hazirlanmasi, bu mikromotorlara lipaz enziminin kovalent olarak

baglanmasi ve yaglarin par¢alanmasinda kullanilabilirliginin belirlenmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lipidler

Lipidler suda ¢o6ziinmeyen, apolar yapidaki hidrofobik bilesiklerdir. Lipidlerin
biyolojik islevleri onlarin kimyasi kadar gesitlidir. Biyolojik enerji i¢in depo ve transport
maddesi olarak kullanilmalari, hiicre membranimnin yapisal bileseni olmalari, canli
organizmalarin etrafinda koruyucu bir kilif olarak bulunmalari ve hiicre yiizey bilesikleri
olarak hiicrelerin birbirini tanimasinda, tiir 6zgilliginde ve doku imminitesinde rol
almalar1 bilinen en temel biyolojik fonksiyonlaridir. Ayrica elektron tasiyict molekiiller, 151k
absorblayici pigmentler, hidrofobik kancalar, emiilsifiye edici ajanlar, hormonlar ve hiicre

i¢i haberci molekiiller olarak da gorev alirlar.

Lipidler ana iskelet yapilar1 esas alinarak kompleks ve basit lipidler olarak
smiflandirilirlar (Sekil 1).

LIPIDLER
BASIT KOMPLEKS
LIPIDLER LIPIDLER
PROSTAGLANDINLER TRIACILGLISEROLLER
& Fosfatidiletanolamin
" " . # Fosfatidilserin
STEROIDLER FOSFOGLISERIDLER == . o o o dilkolin
# Fosfatidilinositol r
TERPENLER MUMLAR

& Sfingosinler

& Sfingomiyelin
# Serebrosidler
& Gangliosidler

SFINGOLIPIDLER —_—

Sekil 1. Lipidlerin siiflandiriimasi.



Kompleks lipidlerin esas bilesenleri yag asitleridir. Kat1 ve sivi yaglar olarak bilinen
triagilgliseroller veya trigliseridler kompleks lipidlerin en onemli ailelerinden biridir.
Triagilgliseroller her biri gliserol molekiilii ile ester bagi yapmis ii¢ tane yag asidinden
olusur. Gliserole baglanan yag asitlerinin iicii de aym ise basit triagilgliserol, farkli ise
karisik triagilgliseroller meydana gelir. Gliseroliin ti¢ hidroksil grubu da yag asitleri ile ester
baglar1 olusturdugundan olusan triagilgliseroller polar degildir ve suda ¢oziinmezler. Cogu
okaryot hiicresinde sulu sitozol i¢inde mikroskobik yag damlalar1 seklinde ayr1 bir faz
olusturan triagilgliseroller, metabolik yakit depolar1 olarak gorev yaparlar. Omurgalilarda,
adiposit ya da yag hiicreleri olarak adlandirilan 6zellesmis hiicreler, biiyiik miktarlarda
triagilgliserolii neredeyse tiim hiicreyi dolduran yag damlaciklari seklinde depolarlar.
Triagilgliseroller ¢gogu bitki tiirliniin tohumlarinda sivi yag olarak da depolanir ve tohumun
cimlenmesi siiresince gerekli enerji ve biyosentetik onciillerin saglanmasinda kullanilir.
Adipositler ve c¢imlenen tohumlar lipaz enzimlerini igerir, bu enzimler depolanmis
triagilgliserollerin hidrolizini katalizler ve salinan serbest yag asitleri yakita ihtiyag duyulan
yerlere ulastirilir. (Nelson D.L, 2013)

2.2. Atik Sudaki Lipidlerin Kaynaklar: ve Davramslari

Yag ve gres gibi gesitli lipidler kozmetik, petrol rafinerisi, tarim, ilag, otomobil, kagit
hamuru, tabakhane ve gida endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu endiistriler
atik suya ¢ok miktarda lipid salmakta ve bu da ciddi ¢evresel hasara, bitkiler, hayvanlar vb.
tizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir. Herhangi bir atik sudaki lipid igerigi ve
konsantrasyonu, atik iiretiminin kaynagina baglidir. Gida isleme endiistrilerinde yag, ¢esitli
gida maddelerini islemek ve pisirmek igin genis Olgekte yaygimn olarak kullanilmaktadir.
Kullanilmis yag, yiiksek sicaklikta isitma sirasinda kimyasal ve fiziksel ozelliklerinde
meydana gelen degisiklikler nedeniyle pisirme amacli olarak geri doniistiirilememekte ve
bu tiir kullanilmis yaglar atik suya karigsmaktadir. Mutfak ve restoranlarda malzemeleri
yikama, kasitsiz dokiilme ve gida atiklarinin bertarafi gibi ¢esitli faaliyetler, kanalizasyon
hatlarinda lipid kontaminasyonuna katkida bulunmaktadir. Et isleme endiistrilerinden
bosaltilan atik su 250-5000 mg/L yag/gres igerir. Siit endiistrisinde, atik su desarji siit
yaglari agisindan zengindir (Nimkande ve Bafana, 2022).



2.3. Lipid Giderme Teknikleri

Atik sudan lipid giderimi ¢ok 6nemli bir adimdir ve etkili atik su aritimi igin biiyiik bir
zorluktur. Aritma isleminden once atik sudan yag/gresi emiilsifiye etmek veya ¢ikarmak igin

birgok teknik test edilmektedir. Baslica lipid giderme yaklasimlar1 asagida tartisilmaktadir.

2.3.1. Kimyasal ve Mekanik Teknikler

Birincil atik su aritiminda lipidleri uzaklastirmak i¢in farkli mekanik yontemler
kullanilir. Siyirma tanki ve yag gres tutucu, yag/gres gidermek igin atik su aritma
tesislerinde yaygin olarak kurulur. Yag tutucu, yag ve su arasindaki yogunluk farkindan
dolay1 yerg¢ekimi ayrimina dayanir. Daha hafif lipid parcaciklarini suyun st yiizeyinde
toplayarak >150 um damlacik boyutuna sahip serbest yagin uzaklastirilmasina yardimci
olur. Siyirma tanki, yagh tabakanin siyrilmasini igerir. Bu geleneksel yontemler, diisiik
verimlilik, daha yiiksek isletme ve bakim maliyeti gibi ¢esitli sinirlamalara sahiptir. Ayrica
emiilsifiye olmus lipidlerin uzaklastirilmasinda da etkili degildirler. Yiizdiirme ve hidro-
siklon gibi bazi alternatif yontemlerin de lipidleri atik sudan ayirdigi bildirilmektedir.
Yiizdiirme yontemi daha once mineral ve metal ayirmada kullanilmig, daha sonra gevresel
uygulamalar bulmustur. Bu yontem, emiilsifiye edilmis lipidlerin uzaklastirilmasinda
faydalidir. Coziinmiis hava flotasyonunda, atik suya ince hava kabarciklart pompalanir, bu

da lipidlerin toplanmasini ve ardindan uzaklastirilmasini destekler.

Kimyasal aracili aritma, dagilmis yagi c¢ikarmak igin yararhidir. Yaygin olarak
kullanilan baz1 kimyasal yontemler pihtilasma, flokiilasyon ve ¢okeltmedir. Bu yontemler,
askida kalan ve kolloidal yag damlaciklarinin daha biiyiik pargaciklar halinde toplanmasina
yardimer olur ve mekanik lipid giderme tekniklerinin performansini gelistirir. Cesitli emici
malzemelerin yiiksek gozenekliligi ve/veya genis yiizey alani1 nedeniyle, lipidler adsorbe
edilir ve kolaylikla uzaklastirilabilir. Kimyasal pihtilagtiricilar kullanilarak yaklasik %71
oraninda yag/gres giderimi rapor edilmistir. Lipid gidermeye yonelik bu kimyasal
yontemler, diisiik verimlilik, daha yiiksek isletme maliyeti ve ikincil ¢evre kirliligi olusumu
gibi sorunlardan muzdariptir. Baslica mekanik ve kimyasal lipid giderme teknikleri
pahalidir ve tehlikeli reaktifler kullanir. Ayrica, mekanik ve kimyasal aritma

yontemlerinden toplanan lipid atiklar1 ya yakilmakta ya da ¢opliiklere atilmakta ve bu da
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cevre kirliligi yaratmaktadir. Bu sorunlar, lipid agisindan zengin atik su aritimi igin gevre
dostu ve siirdiiriilebilir yontemlerin arastirilmasini zorunlu kilmaktadir (Nimkande ve
Bafana, 2022).

2.3.2. Biyolojik Teknikler

Kimyasal ve mekanik yontemlerin ortaya ¢ikardigi sorunlarin iistesinden gelmek igin
dikkatler ¢evre dostu ve uygun maliyetli tekniklere kaymistir. Atik su aritma proseslerinde
lipidlerin biyodegradasyonu igin farkli yontemler c¢alisilmistir. Dogal biyoremediyasyon
igin, atik su aritma tesisinde gerekli besin yiikiinliin saglanmasi esastir. Ayrica birkag
arastirmaci, Kirleticilerin uzaklastirllmasinda 6nemli bir rol oynayan biyolojik ajanlarin
stirekli biiylimesi i¢in 6nceden kiiltiirlenmis mikroplarin eklenmesini tavsiye etmistir.
Mikroorganizmalar, lipidleri etkili bir sekilde pargalayan hiicre disi lipazlar salgilama

yetenegine sahiptir ve fizikokimyasal yontemlere gore ¢evre dostu ve uygun maliyetlidir.

Mikroorganizmalarin ve enzimlerin, degisken ¢evresel ve fizikokimyasal kosullara
kars1 duyarli oldugu unutulmamalidir (sicaklik, pH, organik solventlerin varligi, metaller,
atik sudaki tuzlar vb.). Bu nedenle, kirletici giderme etkinlikleri, atik su bilesimine ve
gecerli kosullara baglidir. Endiistriyel atiklar genellikle farkli tiirde organik, inorganik ve
birgok inatg1 bilesen igeren karmasik bilesimlerdir. Bu nedenle, lipid bakimindan zengin atik
suyun etkili bir sekilde aritilmasi, biiyiik 6lgiide lipaz enziminin dogasina baghdir. ideal
lipaz, farkli sicaklik (5-60 °C), farkli pH (5.0-9.0) ve etkili lipid giderimi i¢in ¢oziiciilerin
varlig gibi karmasik kosullari tolere etmelidir (Nimkande ve Bafana, 2022).

2.4. Lipazlar

Lipazlar (triagilgliserol ester hidrolaz, EC 3.1.1.3) uzun zincirli agilgliserollerin
gliserol, serbest yag asitleri ve mono ve diagilgliserollere hidrolizini katalizleyen
karboksilesterazlardandir. Lipazlar iki fazli sistemlerin arayiizeylerinde calisacak sekilde
uyarlanmiglardir ve bu yiizey aktivasyonu olarak bilinen bir olgudur. Lipazlarin
arayiizeylerdeki aktivasyonu ilk olarak Sarda ve Desnuelle tarafindan X-1s11 yapisal analizi
ile rapor edilmis ve ¢ok sayida lipazin ortak bir &zelligi olarak kabul edilmistir.
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Araylizeylerin yoklugunda lipazlar aktif bolgelerini 6rten ve onlari substratlar igin erigilmez
hale getiren (kapali konformasyon) bazi ikincil yapi ekipmanlarma (“kapak” olarak
adlandirilir) sahiptir. Bununla birlikte hidrofobik arayiizeylerde (6rnegin bir damla yag veya
gaz kabarciklari) lipazlarin “agil” yapisini olusturan onemli konformasyonel degisiklikler
meydana gelir. Bu degisiklikler, hidrofobik arayiiz ile etkilesime giren ve enzime islevsellik
kazandiran hidrofobik yiizeylerin agiga ¢ikmasina neden olur. (Mendes ve digerleri, 2012)

Lipazlar, yesil kimyada baskin bir enzim sinifi olarak degerlendirilmektedir. Serin
hidrolazlar sinifina aittirler ve ¢6ziinmeyen bir substrat fazi ile sulu faz arasindaki arayiizde
ester baglarmin hidrolizini katalize ederler. Lipazlari bu kadar ¢ekici ve yaygin olarak
kullanilan bir enzim sinifi kilan onlarin yapist ve o6zellikleridir. Birincisi, genellikle
miikemmel stereosegicilik, kemosegicilik ve bolgesel segicilik sergilerler. Ikincisi, bircogu
mikroorganizmalardan, yeni mantarlardan ve bakterilerden iretilebildigi i¢in kolay
bulunabilirler. Ugiincii olarak, bircok lipazin Kristal yapisiin kesfi, gelismis Kkataliz ile
rasyonel sentetik stratejilerin tasarimini kolaylastirmis olmalaridir. Ayrica lipazlarin
kofaktore  gereksinim  duymamalari  onlar1  organik  kimyanin  onde  gelen

biyokatalizorlerinden kilmistir (Bavandi ve digerleri, 2020).

Lipaz enzimleri kaynagma (hayvan, bitki veya mikroorganizmalar) gore biiyiik
farkliliklar gosterir ve ticari olarak bulunan en ucuz preparasyon domuz pankreasindan izole
edilmistir. Mikrobiyal lipazlarla karsilastirildiginda daha az kullanilmasina ragmen, domuz
pankreatik lipaz enzimi esterlesme Ve transesterlesme reaksiyonlarinda oldugu gibi susuz
ortamlarda yiiksek stabilite ve aktiviteye sahiptir. Domuz pankreatik lipazi 50-52 kDa
molekiil agirhi@ina sahip, 449 amino asitlik tek bir polipeptid zincirinden olusan kiigiik
kiiresel bir proteindir (Resim 1). U¢ boyutlu yapisinin belirlenmesi ile iyi tanimlanms iki
alanin varligin1 ortaya ¢ikarmistir. N-terminal olani1 o/f tipindedir ve bu 1-336 aminoasit
birimlerini igerir ve sirasiyla 153, 177 ve 264 konumlarinda korunan katalitik tiglii Ser, Asp
ve His bulunmaktadir. C-terminal olani bir B-sandvigtir ve yalnizca kolipaz ile etkilesime
giren 337-449 birimlerini igerir. Pankreatik lipazlarin hidrolitik aktivitesi lipaz, kolipaz ve

safra tuzlarinin birlesik aktivitesinden kaynaklanir (Mendes ve digerleri, 2012).



Resim 1. Porcine Pankreas lipazinin farkli agilardan ii¢ boyutlu yapisininin gosterimi

(https://swissmodel.expasy.org).



2.4.1. Lipazlarim Uygulama Alanlari

2.4.1.1. Biyodizel Uretimi

Biyodizel, hayvansal ve bitkisel yaglarin triagilgliserollerinden elde edilen uzun
zincirli yag asitlerinin bir monoalkil esteri olarak bilinir. Biyodizel {iretimi bir¢ok iilkenin
stratejik planlariin en onemli bilesenlerinden biri haline gelmistir. Biyodizel, toksik
olmayan, biyolojik olarak pargalanabilen ve geleneksel sivi yakita (petro-dizel) alternatif
yenilenebilir bir kaynak olarak dikkatleri tizerine gekerek partikiil madde ¢ikisinda ve CO,
CO,, NOy, SOy gibi sera gazlarinda belirgin bir azalma saglamistir. Bu nedenle biyodizel,
petro-dizele ¢evre dostu bir alternatif olarak giiclii bir verimlilik gostermektedir (Ismail ve
Baek, 2020).

2.4.1.2. Organik Sentez

Organik maddelerin kimyasal sentezinde lipazlarin kullanilmasi giderek daha 6nemli
hale gelmektedir. Ciinkii lipazlar ¢ok gesitli kemo, regio ve stereosegicilik reaksiyonlarini
katalize etme kabiliyeti gostermektedir. Lipaz kullanilarak sentezlenen organik maddeler
gida, ilag, deri isleme, kozmetik ve deterjan endiistrilerinde kullanim bulmustur (Shuai ve
digerleri, 2017).

2.4.1.3. Lipidce Zengin Atik Sularin On Aritim

Lipidler atik sularda ciddi ¢evre kirliligine neden olan 6nemli bilesenlerdir. Bu lipid
kalintilarinin ¢ikarilmasi igin gesitli stratejiler onerilmistir. Bunlar arasinda, spesifik enzim
(lipaz) kullanma alternatifi, siki g¢evre diizenlemeleri ve lipazlarin temiz ve Kkolay
uygulanmasi nedeniyle son zamanlarda potansiyel olarak daha fazla dikkat g¢ekmistir
(Mendes ve digerleri, 2012).
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2.4.2. Lipazlarin Iimmobilizasyonu

Lipazlarin canli hiicrelerdeki ana metabolik roli, trigliseritleri yag asitleri ve gliserole
hidrolize etmeleridir. Bununla birlikte biyoteknoloji ve endistride lipazlar,
transesterifikasyon ve interesterifikasyon gibi esterlesmeler de dahil olmak tizere normal
aktiviteleri ile ilgili ¢ok sayida reaksiyonu katalize etmek icin verimli bir sekilde
kullamilmustir. Lipazlar biyodizel, farmasotikler, emiilgatorler, kozmetikler, aromalar ve
kokularin  {iretiminde kullanilmaktadir ve yeni desteklerin  gelistirilerek lipaz
immobilizasyonunda kullanilmas1 endiistriyel biyoteknolojide oldukg¢a dnemlidir. Lipazlar,
hedef reaksiyonu katalize etmek igin enzim hizin arttiran yeterli gézeneklilik, yiizey alani
ve hidrofobik/hidrofilik dengeye sahip yeni destekler gelistirilerek immobilize edilebilirler
(Ismail ve Baek, 2020).

2.5. Mikro-Nanomotorlar

Makineler ve motorlar insanoglunun yasam kosullarini kolaylastirmig ve sanayinin
gelisimini hizlandirmustir. Kimyasal yakat, elektrik, riizgar ve su akisi ile ¢alisan bu cihazlar,
medeniyetin yayilmasina ve gelismesine ve insan faaliyetlerinin dl¢eginin genislemesine
biiyiik katki saglamigtir. Hemen hemen her alanda yer alan makinelerde muazzam basarilar
elde edilmis olsa da, nanoteknolojideki sinirlamalar ve makroskobik ve mikroskobik siiriis
ilkeleri arasindaki farklar nedeniyle mikro/nano olgekte motorlar/cihazlar tasarlamak ve
imal etmek hala zordur. Diisiik Reynolds sayisi sisteminde yiizen mikro/nano nesneler igin,
atalet kuvveti artik hareket i¢in baskin bir faktor olarak hareket etmez. Bunun yerine,
nesneler ve ortam molekiilleri arasindaki c¢arpismalarin neden oldugu anlik net kuvvet,
kiiciik cihazlarin hizin1 aninda degistirebilen 6nemli bir rol oynar. Yani, mikro-nano
nesneler Brownian hareketi tarafindan yonetilir. Bu nedenle siirekli hareket igin

mikro/nanomatorlara etki eden net kuvveti korumak igin siirekli enerji girisi esastir.

Yapay mikro/nanomotorlar, otonom olarak gezinebilen ve mikro/nano o6lg¢ekte belirli
gorevleri yerine getirebilen kiiciik aygitlardir. Mikro/nano motorlarin siirekli hareket
ozellikleri ve ilgili hareket kaynakli mikro karistirma etkisi, bu cihazlarin karsilik gelen
kimyasal/fiziksel siiregleri kolaylastirmak i¢in “hareket halinde” temizleyiciler, sensorler ve

reaktorler olarak hareket etmelerini saglar (Sekil 2).
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Sekil 2. Cesitli uygulamalar i¢in "hareket halinde™ mikro-nano motorlarin sematik gosterimi
(Hu ve digerleri, 2022).

Uygun tasarim Ve spesifik ylizey fonksiyonellestirme ile mikro/nano motorlar ¢evresel

algilama ve kimyasal uygulamalarda biiyiik umutlar vaat etmektedir (Hu ve digerleri, 2022).

Su kathigr kritik bir sorundur ve smirh siirdiiriilebilir aritma stratejileri ve artan insan
faaliyetleri nedeniyle yakin gelecekte daha siddetli hale gelecegi tahmin edilmektedir. Hem
endiistriyel hem de dogal kimyasal bilesikleri igeren su kirliligi, kendini geri kazanma
kapasitesi sinirli olan su kaynaklari i¢in biiyiik bir ¢evresel tehdit olusturmaktadir. Mutlak
su kitlig1 sorunlar1 olan iilke veya bolgelerde 1,8 milyar niifusun zarar gorecegi ve 2025
yilina kadar diinya niifusunun tgte iKisinin su kaynaklar1 kithig1 kosullariyla karsi karsiya
kalacagi tahmin edilmektedir. Atik su geri kazanimi igin geleneksel yontemler kimyasal
¢cokeltme, adsorpsiyon, iyon degisimi, gelismis oksidasyon siiregleri ve membran ayirmadir.
Bilim insanlari ve mihendisler, enerji acgisindan daha verimli ve uygun maliyetli
stirdiirtilebilir su kaynag: saglayabilen verimli su temizleme teknolojileri gelistirmek igin
Oonemli cabalar sarf etmektedirler. Gelismis su temizleme teknolojileri iki 6nemli Kriteri
karsilamalidir: Detoksifikasyon yetenegi ve atik su aritma islemi sirasinda ortaya ¢ikmasi
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muhtemel ilave kirleticilerin en aza indirilmesi. Ayrica, geleneksel su aritma yontemlerinin
uygulanamadig kiigiik borular, bosluklar ve mikro kanallar gibi sinirli kosullar i¢in yerinde

temizleme teknolojileri gereklidir. (Ying ve Pumera, 2019)

Son yirmi yilda, nanoteknolojinin hizli gelisimi, geleneksel su aritma yontemlerinde
onemli gelismeler saglamistir. Bu yontemlerden bazilar, iki boyutlu malzemeler
kullanilarak ultra ince membran ayirimi, nanoparcacik bazli katalizorler kullanilarak
Kirleticilerin ayristirilmasi1 ve Kirleticilerin manyetik olarak duyarli emiciler tarafindan

adsorpsiyonu gibi atik su aritimzi i¢in yeni nesil teknolojiler olarak onerilmistir.

Gegtigimiz yarim on yilda, gelismis mikro-nano motorlar biiytik kirleticilerin tespiti
veya Kirlenmis sahalarin iyilestirilmesi gibi ¢evresel alanlarda derin bir etki yaratmistir
(Sekil 3).

Marangoni Effect
External Field

seveen

Self-Propulsion

Direct Visual Detection ;| Adsorption
Velocity Change; | Catalysis
Indirect Detection; | Fenton Reaction (AOP)
Electrical or Light Signal, | ......

Sekil 3. Atik su aritiminda mikro-nano motorlarin kullanim1 (Ying ve Pumera, 2019).

Geleneksel remediyasyon yaklasimlari difiizyonla sinirhidir ve bu nedenle atik su
arttmimi  hizlandirmak ig¢in harici c¢alkalanma gerekir. Bununla birlikte, mikro-nano
motorlar, kendi kendini itme yetenekleri sayesinde aktif karistirma yoluyla potansiyel olarak
difizyon smirmi asabilirler. Bu kendinden siiriictilii mikro-nanomotorlar, malzemelerin
mikro/nano yapisi, yani genis yiizey alani ve aktivitesi ile birleserek su aritma verimliligini

onemli 6l¢iide hizlandirirlar (Ying ve Pumera, 2019).
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2.5.1. Mikro-Nano Motor Nedir?

Kendinden siiriictilic mikro-nano motorlar, ¢ozelti i¢inde kendiliginden hareket eden
ve enerjiyi hareketlere ve kuvvetlere doniistiren mikro ve nano 6lgekli biyo-ilhaml
motorlardir. Bununla birlikte, nano olgekte hareket zordur ve Brownian difiizyonu ve
viskozite gibi parametreler mikro-nanomotorlarin hareketini engeller. ATP, bazi bakteriler
ve sperm hiicrelerinin hareketi gibi dogal olaylar, bilim insanlarina kimyasal reaksiyonlarla
ve ayrica manyetik, 1sik, sicaklik gradiyentleri ve akustik alanlar gibi dis alanlar tarafindan
harekete gegirilen mikro/nanomotorlarin yaratilmasi i¢in ilham vermistir (Zarei ve Zareli,
2018).

2.5.2. Mikro-Nanomotorlarin Tahrik Mekanizmalari

Mikro-nano motorlar, makro o6l¢ekli muadillerinden farkli olarak ataletleri ile
hareketlerini  siirdiiremezler. Mikro-nanomotorlarin  mikro-nano  6lgekli  boyutlari,
hareketlerine viskoz kuvvetler ve Brownion hareketinin hakim oldugu diisiik Reynold sayili
bir rejimde hareket etmelerini saglamistir. Mikro-nanomotorlar sivi ortamda otonom
hareketini gergeklestirmek i¢in, dogada bulunan mikroorganizmalarinkini taklit eden mikro-
nanomotorlarin hareket ettigi gesitli tahrik mekanizmalar1 gelistirmistir. Kabarcik tahriki
incelenen tiim tahrik mekanizmalarinin %54’tinii olusturarak en yaygm kullanilanlar
arasindadir ve bunu kabarcik tahriki ve manyetik tahrikin birlesimi olan kabarcik
tahriki/manyetik tahrik (%29), foretik kendinden tahrik (%9), manyetik itme (%4) ve
kaldirma kuvveti (%4) izler (Chang, 2022).

2.5.2.1. Kabarck Tahriki

Kabarcik tahriki en giiclii, verimli ve yaygm olarak kullanilan hareket stratejisidir.
Sanchez ve arkadagslar1 kabarcik olusumunun yonlendirdigi fizyolojik sicakliklarla 10
mm/sn’den daha hizli hareket davraniglar1 gdsteren olaganiistii performansli bir mikrojet
motoru gelistirmistir (Ye ve digerleri, 2021). Hem Janus pargaciklar1 hem de tiibiiler mikro
motolar, katalitik olarak iiretilen mikro-kabarciklarla hizli ve verimli itis giicii sergiler (Sekil
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4). Bu reaktif kimyasal reaksiyonlarin dikkatli kontrolii, bu kabarcikli mikromotorlari
tasarlamanin 6nemli bir pargasidir. En yaygmn kullanilan tahrik katalitik reaksiyonlart,
H.0,’in katalizor olarak platin, giimiis ve mangan oksitlerle katalitik ayrismasidir. Cok kisa
Oomiirlerine ragmen hidrojen kabarciklar1 olusturmak igin su veya asitle reaktif metallerin
kullanilmast umut verici stratejilerdendir. Gaz halindeki {iriinler, gerekli itici giicii
olusturarak siviyr mikro-nanomotorlardan uzaklastirmak icin g¢ekirdeklenme, kabarcik
olusumu, biiylime ve miiteakip ayrilmaya ugrayacaktir. Mikro-kabarciklarin siirekli tiretimi
ve akisi kendinden tahrikli davraniglar igin sabit bir itici giic uygular. Cogu durumda
mikromotolar kabarcik ¢ikarma yonlerinden uzaklasir. Iyi kontrol edilirse, mikromotorlarin
hareketi baloncuklarin ¢ikisiyla ayni yonde olabilir. Motorlarin geometrik seklinin,
boyutunun ve mikro-kabarciklarin ve ¢6zeltinin fiziksel-kimyasal 6zellikleri dahil olmak
izere bircok faktoriin hareket modellerini etkiledigi goz Oniinde bulundurulmalidir.
Kabarcik tahriki stratejisi, su saflastirma, patojenik bakterilerin 6ldiiriilmesi, ilag dagitimi ve
elektrokimya ile analitik algilama gibi bircok uygulamada yaygm olarak kullanilmistir
(Chang, 2022).

Fuel \

Motion Fusl \ Motion

Gas Gas
bubbles . Non-catalytic bubbles ; Non-catalytic
.Catalync outer layer Catalytic outer layer
inner layer inner layer
(a) (b)
Fuel Fuel
\ ' Motion Motion
Gas " Gas /
bubbles bubbles
Catalytic Non-catalytic Reactive metal Non-reactive
hemisphere hemisphere hemisphere  hemisphere
(© (d)

Sekil 4. Konik (a) ve silindirik (b) ve Janus katalitik (c) ve Janus katalitik olmayan (d)

mikro-nano motorlarin tipik kabarcik tahrik mekanizmalar1 (Chang, 2022).
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2.5.2.2. Kabarcik Tahriki/Manyetik Itme

Kabarcik tahrikinin, simetri kirilmasi1 yoluyla mikro-nanomotorlarin spontan yonlii
hareketine izin verirken giiclii bir itici giic ve yiikksek hiz gibi olaganiistii avantajlari
olmasmma ragmen dalgalanan kabarcik olusturma siireci, mikro-nanomotorlarin hizini
istikrarsizlastirarak hareketlerini  kontrol etmeyi zorlastirir. Bu nedenle ¢ok sayida
arastirmaci kabarcik tahrikli mikronanomotorlarin yonselligi iizerinde hareket kontroliinii
gerceklestirmek igin kabarcik itme/manyetik ¢alistirma (Wu ve digerleri, 2019), kabarcik
itme/elektroforez (Guo ve digerleri, 2018), kabarcik itme/isikla g¢alistirma (Zhou ve
digerleri, 2021), kabarcik itme/ultrasonik ¢alistirma (Xu ve digerleri, 2014) gibi baska bir

itme mekanizmasiyla kabarcik tahrikini birlestirmistir.

Manyetik itme, sinirli Kimyasal yakitlar ve diger g¢evresel faktorlerin herhangi bir
girisimi olmadan, esas olarak sabit miknatislardan veya elektronik miknatislardan tiretilen
uzaktan uygulanan bir manyetik alan yoluyla, manyetik malzemeler igeren mikro-
nanomotolara manyetik kuvvetler ve torklar uygulayarak yiiriitilen bir tahrik
mekanizmasidir. Kolay manevra kabiliyeti, hassas oryantasyon manipiilasyonu, hizli yonsel
hareket kontrolii, minimum istila, seffaflik ve iyi biyolojik giivenligi nedeniyle mikro-
nanomotorlarin uzaktan kontrolii ve kablosuz kontrolii igin gii¢lii bir tahrik mekanizmasi
olarak biiyiik ilgi gérmiistiir. Metal iyonu tespiti ve sudan uzaklastirilmasi i¢in manyetik
olarak yonlendirilebilir kabarcik tahrikli mikromotorlar, sadece kabarcik veya manyetik

tahrikli mikromotora gore daha hizli ve iki yonlii hareket kontrolii sergiler (Chang, 2022).

2.5.2.3. Foretik Kendinden Tahrikli

Foretik kendi kendine itme, net harekete ulagmak i¢in ylizeylerindeki asimetrik
kimyasal reaktiviteyi izleyen mikro-nanomotorlar boyunca kendi kendine iiretilen kimyasal
gradyanlara dayanan mikro-nanomotorlarin kuvvet, tork ve kabarciksiz bir hareket
mekanizmasidir. Genel olarak mikro-nanomotorlarin kendi etraflarinda sirasiyla elektrik
alani, ¢oziinen konsantrasyon ve sicaklik gradyanlarini tireterek hareket ettigi kendi kendine
elektroforez, kendi kendine difiizyonoforez ve kendi kendine termoforez olarak ayrilabilir.
Hem kendi kendine elektroforez hem de kendi kendine difiizyon, mikro-nanomotorlari

ilerletmek icin kendi kendine termoforezden daha yaygin olarak kullanilir. Bununla birlikte
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mikro-nanomotorlart itmek igin kullanilan en eski itme mekanizmalarindan da olsalar
foretik kendi kendine itme, kendi kendine elektroforez veya kendi kendine difiizyonoforez
iyonik kuvvet, pH, sicaklik ve hapsedilenlerin dogasi gibi ¢evresel faktorlere karsi hassastir
ve bu da onlarin biyolojik ortamlar kadar kompleks atik su uygulamalarin1 da engeller
(Chang, 2022).

2.5.2.4. Kaldirma Kuvveti Siiriiciilii Tahrik

Kaldirma kuvveti siiriiciilii tahrik, mikro-nanomotorlarin yiizeylerinde {iretilen
kabarciklarin kaldirma kuvveti ile mikro-nanomotorlara etki eden yergekimi kuvveti
arasindaki farka dayali olarak bir yakit ¢ozeltisinde mikro-nanomotorlarin yonlii dikey
yukar1 ve asag1 hareketlerini hassas bir sekilde kontrol edebilen gelismekte olan bir hareket

mekanizmasidir (Chang, 2022).

2.6. Enzim immobilizasyonu

Enzimler, birgok biyokimyasal ve kimyasal reaksiyonu katalize eden katalizorlerdir.
Uretim kolaylig1, substrat dzgiilliigii ve yesil kimyas1 nedeniyle bu biyokatalizérler gida,
tekstil, saglik, ilag, kagit ve kagit hamuru yapimi ve deterjan gibi endiistrilerde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Enzimlerin bir diger onemli uygulamasi atik yonetimi, 6zellikle
kat1 atik aritma ve atik su aritma i¢indir. Enzimlerin biyodizel, biyoetanol, biyohidrojen ve
biyokiitle donilisiimiinden biyogaz gibi biyoyakitlarin iiretiminde kullanim alan1 bulmalari
enzimlerin onemine isaret etmistir. Enzimlerin tim bu arzu edilen ozellikleri ve yaygin
endiistriyel uygulamalari, uzun vadeli operasyonel kararlilik, raf omri, geri kazanim ve
yeniden kullanilabilirlik eksiklikleri nedeniyle ¢ogu zaman engel teskil etmektedir (Ahmad
ve Sardar, 2015). Enzim immobilizasyonu bu problemlerin tistesinden gelme stratejilerinden
biridir (Sekil 5).
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Sekil 5. Enzim immobilizasyonu ve uygulama alanlarinin sematik gésterimi (Maghraby ve
digerleri, 2023).

“Immobilize enzimler” terimi, fiziksel ve/veya kimyasal olarak hapsedilmis veya
tutuklanmus, Katalitik aktivitesi korunmus ve stirekli ve tekrar kullanilabilen enzimler olarak
tamimlanir (Brena ve Batista-Viera, 2006). Enzim immobilizasyonu, ilk kez Nelson ve
Griffin tarafindan 1916'da invertaz enziminin komiire adsorbe edildikten sonra siikrozu
hidrolize edebildiginin farkedilmesiyle ortaya ¢ikmustir. 1960'lardan itibaren ilgi ¢ekici bir
arastirma konusu olan enzim immobilizasyon stratejileri kademeli olarak gelismis, bununla
birlikte, biyoteknolojik/nanoteknolojik gelismeler enzimlerin immobilizasyon stratejilerine

olan ilgiyi biiyiik 6l¢iide canlandirmigtir (Maghraby ve digerleri, 2023).

Enzim immobilizasyon sistemlerinde ti¢ temel faktor etkilidir: Enzim, tasiyici sistem

(destek materyali) ve immobilizasyon yontemi.

2.6.1. immobilizasyon Yontemi

Enzim immobilizasyon yontemleri, enzim ve destek materyali arasindaki etkilesim
tirlerine gore fiziksel yontemler ve kimyasal yontemler olarak siniflandirilabilir. Kimyasal
yontemler kovalent baglanma ve gapraz baglanma, fiziksel yontemler ise enzim ile destek
materyali arasinda kovalent etkilesimin olmadigi adsorpsiyon ve tutuklama islemlerini igerir
(Sekil 6). Bazi durumlarda, enzim immobilizasyonu ig¢in ¢oklu enzim-destek

etkilesimlerinden yararlanilir (Liu ve digerleri, 2018).
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Sekil 6. Enzim immobilizasyonu yontemleri (Nargotra ve digerleri, 2023).

2.6.1.1. Kovalent Baglama

Bu yontemde, enzim ile destek materyali diazotasyon, amino bagi, Schiff bazi
olusumu, amidasyon reaksiyonlari, tiyol-disiilfit, peptit bagi ve alkilasyon gibi reaksiyonlar
sonucu kovalent baglarla baglanir (Dwevedi, 2016). Enzimin destek materyali ile kovalent
baglanmasi, enzim yiizeyindeki arjinin, aspartik asit, histidin gibi amino asit yan zinciri ve
destek materyali yiizeyinde bulunabilecek imidazol, indolil, fenolik hidroksil gibi farkli

fonksiyonel gruplar sayesinde gergeklesir (Ahmad ve Sardar, 2015).

Kovalent baglama ile immobilizasyon enzimlerin fiziksel ve kimyasal kosullara (6rn.
sicaklik, denatiiranlar, organik ¢oziicliler) karsi kararliligini arttirmaya yardimer olur.
Bununla birlikte, bu immobilizasyon yontemi, enzimin destek materyali ile etkilesimi
sirasinda enzimin konformasyonel ve katalitik 6zelliklerinde ciddi degisikliklere yol agabilir
(Dwevedi, 2016).

2.6.1.2. Capraz Baglama

Bu yontemde, enzim molekiileri bi veya mutlifonksiyonel reaktifler veya ligandlar

araciligiyla birbirine baglanir. Capraz baglama yontemi herhangi bir destek maateryali
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kullanilmadig i¢in tercih edilen bir immobilizasyon yontemi degildir. Kovalent tiirde bir
bag icerdiginden, bu sekilde immobilize edilen enzimler siklikla konformasyonel
degisikliklere ugrar ve sonug¢ olarak aktivite kaybi olur. Bununla birlikte, diger
immobilizasyon yontemleriyle kombinasyonu ile enzim sizintisin1 en aza indirmek igin
kullanim alan1 bulmaktadir (Dwevedi, 2016).

2.6.1.3. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon yonteminde enzim, destek materyaline iyonik veya hidrofobik
etkilesimler, hidrojen bag: ve van der Waals kuvvetleri dahil olmak iizere kovalent olmayan
baglarla ve destek materyalinin herhangi bir 6n aktivasyonu olmaksizin baglanir. Enzim ve
destek materyali etkilesimi pH, sicaklik, ¢oziicii, iyonik kuvvet, enzim ve adsorban
konsantrasyonu gibi degiskenler ile optimize edilir. Yontem, herhangi bir konformasyonel
degisiklik olmaksizin enzim immobilizasyonunun yani sira es zamanli saflagtirmaya

yardimet olmasi agisindan avantajlidir (Dwevedi, 2016).

2.6.1.4. Tutuklama

Tutuklama yontemi, enzimlerin bir kafes yapiya sahip olan bir destek materyali veya
lif icinde veya polimerlerin zarlarinda tutulmasi olarak tanimlanir. Yontemde, substratin
veya iriiniin serbest difiizyonuna izin veren polimerik agin gézenek boyutunun kontrol
edilmesi sayesinde enzim sizintis1 kolayca onlenebilir. Bu immobilizasyon yontemi,
enzimlerin yiiksek yiikleme kapasitesi, diisiik tiretim maliyetleri, tutuklanan enzimlerin
gelismis mekanik stabilitesi ve daha disiik kiitle transferi dahil olmak {izere c¢esitli
avantajlara sahiptir. Ayrica, enzimler polimerlerle reaksiyona girmez; sonug olarak,

denatiirasyon genellikle nlenir (Maghraby ve digerleri, 2023)
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2.6.2. Destek Materyali

Enzim immobilizasyonu igin organik/inorganik ¢ok sayida destek materyali
bulunmaktadir. Destek materyalinin 6zellikleri, immobilize enzim sisteminin basarisinda
anahtar rol oynar. ideal bir destek materyali, iyi bir stabiliteye sahip olmals,
fonksiyonellestirilebilmeli, go6zenekli yapida ve yiiksek immobilizasyon verimliligi i¢in
genis bir ylizey alanina sahip olmalidir. Ayrica, disiik maliyetli, bol ve gevre dostu
olmalidir (Ahmad ve Sardar, 2015).

2.7. Lipaz Enziminin immobilizasyonunun Onemi ve Literatiirde Yapilmis Cahsmalar

Artan niifus, sanayilesme ve uygarlik nedeniyle temiz su ve c¢evreye olan talep
artmaktadir. Atik su aritimi, yiiksek oranlarda atik su iiretimi ve geri doniisiim ihtiyaci
nedeniyle 6nemli zorluklar tagimaktadir. Uygun atik su aritimi, atik desarjinin kaynagi
(endiistriyel, evsel), kimyasal bilesimi (agir metaller, inorganik ve organik madde igerigi),
atik sudaki askida ve ¢oziinmiis bilesenler (yiiksek iyonik gii¢, mevcudiyet) gibi cesitli
faktorlere baghdir. Yag ve gres gibi lipidler, gida isleme endiistrileri, restoranlar, siit
tirtinleri, petrol rafinerisi, et isleme, tabakhane, kozmetik ve ilag endiistrilerinden atik suya
bosaltilan 6nemli bilegenlerdir. Siit tirtinleri atik suyu 8288 mg/L yag/gres igerirken, petrol
rafinerisi, restoranlar ve evsel atik sularmin yag/gres icerigi sirasiyla 110-26,4150, 100
1000 ve 50-100 mg/L arasinda degismektedir.

Islenmis veya kismen islenmis lipidlerin yukaridaki endiistrilerden bosaltilmasi, su
yiizeyinde oksijen ve giines 1s1gmin niifuz etmesini engelleyen yagli bir tabakanin
gelismesine yol acarak su ekosistemi iizerinde olumsuz etkilere neden olur. Ayrica, yag
damlaciklar1 atik suda askida kalan partikiillerle birleserek kanalizasyon hatlarinda
tikanikliklar olusturarak aritma siirecini ve atik su akisini Kesintiye ugratir. ilaveten,
yemeklik yaglar acik havada yiiksek sicaklikta isitildiginda oksitlenir ve 6zelliklerini
degistirerek kanserojen yan iriinlerin olusmasina neden olur. Avrupa Birligi, biyolojik
birikim yoluyla insan yasami igin tehdit olusturmalar1 nedeniyle yemeklik yaglari hayvan
yemi olarak bile yeniden kullanilmasini1 yasaklamistir. Boylece atik sudaki lipidler sadece

ekosistem i¢in tehdit olusturmaz, ayn1 zamanda insan sagligi i¢in de risk olustururlar.
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Yukarida bahsedilen hususlar nedeniyle, atik sudan lipid giderimi biiyiikk 6nem
tasimaktadir ve bu amagla farkli mekanik ve kimyasal teknikler kullanilmaktadir, ancak
bunlarin yiiksek maliyeti ve olumsuz cevresel etkileri nedeniyle uygulamalar1 sinirhdir.
Biyoremediyasyon, Kirleticileri dogal olarak aritmak igin etkili ve popiiler olan
yontemlerden biridir. Bircok bakteri ve mantar, biyoremediyasyonda yardimeci olan diger
hidrolitik enzimlerle birlikte lipaz {iretir. Lipazlar, Enzim Komisyonu (E.C.) numarasi
3.1.1.3 olan triagilgliserol agilhidrolazlar sinifina ait enzimlerdir. Bu enzim, triagilgliserolii
gliserol ve yag asitlerine hidrolize etme Kkabiliyeti nedeniyle kapsamli endiistriyel
uygulamalara sahiptir. Ayrica enzimatik reaksiyon igin herhangi bir ek kofaktore ihtiyag
duymamasi 6nemli bir avantajdir. Yapilan ¢alismalar, endiistriyel uygulamalar igin gerekli
olan farkli kimyasallarin (asitler, bazlar, ¢oziiciiler, deterjanlar ve tuzlar) varliginda ve farkli
cevresel kosullarda (sicaklik, pH) bile ¢ok az lipazin oldukga etkili oldugunu bildirmistir
(Nimkande ve Bafana, 2022).

Lipazlar bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda bulunur ve yaglarin
metabolizmasinda anahtar bir role sahiptir. Lipidlerin depolanmasi, transferi ve
metabolizmasinda rol alirlar. Lipazlar trigliseridlerdeki karboksil ester baglarini yag asitleri
ve glisorele parcalayan hidrolaz sinifi enzimlerdir (E.C.3.1.1.3). Lipazlar lipid-su ara
yiizeyindeki bir reaksiyonu katalizlerler ve bir oyuk igerisine yerlesmis niikleofilik dirsek
tizerinde serin aktif merkezini igeren merkezi bir L levhasina sahiptirler. Bu oyuk bir peptit
kapag ile kaplanir, lipaz lipid-su yiizeyi ile etkilestiginde bu kapak acil birimlerinin aktif
bolgeye ulasilabilirligini saglamak i¢in konformasyonel degisime ugrar. Lipazlar hidrolaz
aktiviteleri yaninda esterifikasyon ve transesterifikasyon (alkoliz ve asidoliz) gibi
endiistriyel olarak onemli gesitli reaksiyonlarin gergeklesmesini de saglarlar (Mendes ve
digerleri, 2012).

Lipazlar genis kullanim alani olan enzimler olmakla birlikte yiiksek maliyetleri,
reaksiyon kosullart altinda uzun siireli kararliliklarinin olmamasi, ¢ok adimli islemlerde
yeniden kullanimlarinin imkansizligi ile ayirma, geri kazanim ve yeniden kullanimdaki
zorluklar1 nedeniyle sinirliliklar icermektedir (Cheng ve digerleri, 2020). Bahsedilen bu
siirlamalarin  istesinden gelmek igin uygun bir destek materyaline lipaz enziminin
immobilizasyonu akillict  bir ¢6zim olarak kullanilmaktadir. Lipaz enziminin

immobilizasyonuna iliskin literatiirde yapilmis ¢alismalar asagidaki 6zetlenmistir.

Shang ve digerleri (2014), ZnO nanotelleri ve makrogozenekli silikadan olusan bir

kompozit yapisi hazirlamislar ve elde edilen kompozitlerin karakterizasyonunu SEM ve
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XRD teknikleri ile gergeklestirmislerdir. Daha sonra bu destek iizerine Candida Antartica
lipaz enzimini adsorpsiyon yoluyla immobilize etmislerdir. Kompozite baglanan lipaz
miktari1 196,8 mg/g bulmuslar ve 48 saat boyunca immobilize lipazin aktivitesinin
degismedigini rapor etmislerdir. Immobilize lipaz (R,S)-2-oktanoliin, kinol ayriminda

basaril1 bir sekilde kullanilmustir.

Shang ve digerleri (2015), Zn nanotelleri/nanogdzenekli SiO, kompozit yapilarina
Candida Rugosa lipazin1 immobilize etmisler ve fitosterol esterlerinin sentezinde
kullanmislardir. immobilize lipaz yaygm 1sitma ydntemleri ile kiyaslandiginda mikrodalga

1sitmasi altinda 55 °C’de yiiksek termal kararlilik gostermistir.

Yiice-Dursun ve digerleri (2016), hibrid epoksi-silika polimer filmleri, sol-jel metodu
ile hazirlamiglar ve Candida Rugosa lipazinin kovalent immobilizasyonunda kullamislardir.
Polimerik destegin morfolojisini SEM ve FTIR teknikleri ile incelemisler ve karakterize
etmislerdir. Hazirlanan immobilize lipaz iki farkli reaksiyon sistemi olarak sulu ortamdaki
p-nitrofenil palmitatin hidrolizinde ve n-hekzan ortamindaki p-nitrofenil linoleatin
sentezinde basarili bir sekilde kullamilmistir. Arastirmacilar, serbest ve immobilize lipazin

tekrar kullanilabilirligini ve depo kararliligini1 degerlendirmislerdir.

Jamie ve digerleri (2016), Candida Rugosa lipaz enzimini ¢ok duvarli karbon
nanotiipler tizerine kovalent olarak immobilize etmislerdir. Hazirlanan immobilize lipaz
yapilari1 SEM, TEM, TGA ve FTIR teknikleri ile karakterize etmislerdir. Immobilize lipaz
%98 oraninda aktivitesini korumus ve yagh atik suyun aritiminda basarili bir sekilde

kullanilmistir.

Costa-Silva ve digerleri (2017), Cercospora kikichii lipaz enzimini kitosan
mikrokiirelerine immobilize edebilmek igin farkli ¢apraz baglayici ajanlar (glutaraldehit,
sodyum metaperiyodat, epiklorohidrin) kullanmislar ve %1,5’lik glutaraldehit ile en yiiksek
aktiviteyi gozlemlemislerdir. Hazirlanan immobilize lipaz ile hindistan cevizi yagmnmn

transesterifikasyonu incelenmis ve %97,9 gibi yiiksek ester igerigi elde edilmistir.

Gao ve digerleri (2017), monodispers ¢ekirdek-kabuk manyetik organosilika
nanocicek yapilarini hazirlamislar ve SEM, XPS ve VSM teknikleri ile karekterizasyonlarini
yapmislardir. Hazirlanan nanogigek yapilari lipaz enziminin kovalent immobilizasyonunda
kullanilmig ve maksimum lipaz yiiklemesi 93 mg/g destek ve spesifik hidrolitik aktivitesi
22,700 U/g destek olarak bulunmustur. Hazirlanan lipaz bagli nanogigek yapilari, farkli

zincir uzunluguna sahip alkoller (n-biitil alkol, n-kaprilik alkol, n-lauril alkol) kullanilarak
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levulinik asidin esterifikasyonu ile alkil levulinotlarin sentezinde basarili bir sekilde

kullanilmistir.

Adetunji ve Olaniran (2018), lipid¢e zengin atik sulardan izole edilen Bacillis
aryabhattai SE3-PB mikroorganizmasinin ekstraseliiler lipaz enzimini, tutuklama yoluyla
aljinat kiirelere immobilize etmislerdir. Serbest ve immobilize lipaz aktivitesine pH ve
sicakligin etkisini incelemisler ve her iki enzim igin pH’1, 9.5 ve optimum sicakligi 60 °C
olarak rapor etmislerdir. Ayrica serbest ve immobilize lipazin Kp ve Vmax degerleri

belirlenerek depo kararlilig: ile tekrar kullanilabilirligi incelenmistir.

Miao ve digerleri (2018), Fe3O, manyetik nanopartikiiller hazirlayarak APTES ile
fonksiyonellestirmisler ve lipaz enziminin kovalent immobilizasyonunda kullanmiglardir.
Hazirlanan enzim bagli nanoyapilar TEM, TEM-EDS, XRD, FTIR ve magnetometer
kullanilarak Kkarakterize edilmistir. Serbest ve immobilize lipazin optimum sicaklik ve
optimum pH degerleri incelenmis ve yag asidi metil esterleri doniisiimiinde %89,4 verim
sagladiklar1 goriilmistiir. Arastiricilar lipaz bagli bu nanoyapilarin biyodizel iiretiminde

¢evre dostu bir arag oldugunu rapor etmislerdir.

Wang ve digerleri (2019), mezogozenekli silika nanomotorlar hazirlayarak bunlara
lipaz enzimi baglamislar ve trioasetin ve tributirin varliginda hareketini ve yag giderimini
incelemislerdir. Lipaz bagli mikromotorlarin tributirini yiiksek oranda pargaladigini rapor

etmislerdir.

Bacha ve digerleri (2019), Staphylococcus aureus ALAL lipaz enzimini Celit 545,
CaCOs; ve silika jel tizerine immobilize etmisler ve en yiiksek immobilizasyon verimini
CaCOs ile elde etmislerdir. CaCOj3 lizerine immobilize edilen lipazin optimum pH, optimum
sicaklik degerleri ile aktiviteleri {izerine ¢esitli metal iyonlarmin ve ajanlarmin etkilerini
incelemislerdir. Serbest ve immobilize lipazin zeytinyagi, palm yagi, misir tohumu yagi,
aycicek yagi ve hindistan cevizi yag: tizerindeki hidroliz etkisini aragtirmiglardir. Ayrica
Sudi Arabistan Wadi Hanifah nehrindeki yaglarin biyoremediyasyonunu da basarili bir

sekilde gerceklestirmislerdir.

Brito ve digerleri (2020), aktive karbonu fonksiyonellestirerek lipaz
immobilizasyonunda kullanmiglardir. Hazirlanan aktive ve fonksiyonellestirilmis karbonun
SEM ve FTIR analizleri yapilarak karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Lipaz
immobilizasyon kapasitesine pH ve sicakligin etkisi arastirilmistir. Immobilize enzim pH

5.0 ve 30 °C immobilizasyon kosullarinda en yiiksek spesifik aktiviteyi (<0,450 U/mg)
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gdstermistir. Immobilize lipaz substrat olarak asetik asit ve izoamil alkol kullanilaraak

esterifikasyon reaksiyonunda basarili bir sekilde kullanilmistir.

Wang ve digerleri (2020), ti¢ farkli strateji (iyonik adsorpsiyon, glutaraldehit
yardimiyla Kkovalent baglama ve hidrofobik etkilesimler) ile mezogbzenekli silika
nanopartikiillere Candida rugosa lipaz enzimini baglayarak, farkli lipaz konformasyon ve

yonlenmesinin motorun performansina etkisini degerlendirmislerdir.

Xing ve digerleri (2020), Janus nanomotorlar (DMS/C@Pt) hazirlamislar ve TEM
analizini yaparak karakterize etmislerdir. Arastiricilar bu janus motorlarin lipaz, 1sik ve
H,0, siiriiciilii olarak kullanimlarini gostermislerdir. Bu ¢alismadan elde edilen bilgilerle
biyomedikal uygulamalardaki karmasik gorevleri yerine getirebilecek ¢ok fonksiyonlu

mikro/nanomotorlarin hazirlanabilecegini rapor etmislerdir.

Xing ve digerleri (2021), karbon@silika nanomotorlart1 hazirlayarak bu
nanomotorlarin yakin kizilotesi 15181 siirticiili olarak trigliseritlerin pargalanmasini basarili

bir sekilde gerceklestirdigini rapor etmislerdir.

Zhou ve digerleri (2021), manyetik kovalent organik gergeveler hazirlamislar ve SEM,
XRD, TGA ve VSM ile Kkarakterize etmislerdir. Lipaz enziminin hazirlanan destege
immobilizasyonu fiziksel adsorpsiyon yolu ile gergeklestirilmis ve substrat ve immobilize
enzimin aktivitesine pH ve sicakligin etkisi degerlendirilmistir. Hazirlanan biyokompozit
yapilari, kurkas yagindan biyodizel iiretiminde basarili bir sekilde kullanilmisgtir.

Isik ve digerleri (2021), yumurta kabugu membranma Acinetobakter haemolyticus
lipaz enzimini adsorpsiyon ve c¢apraz baglama metodlarimi kullanarak immobilize
etmislerdir. Serbest ve immobilize lipazin optimum pH, optimum sicaklik degerleri ile
kinetik parametrelerini belirlemislerdir. Ayrica misir 6zii yagi, zeytinyagi, soya yagi ve
aycicek yagi gibi yenilenebilir yaglarm hidrolizini serbest ve immobilize lipaz ile

gerceklestirerek karsilagtirmislar.

Yao ve digerleri (2022), grafen oksit {izerine immobilize edilmis lipaz enziminin,
kesikli sistemde endiistriyel atik su atiklarindan azo boyalarinin gideriminde kullanimini
aragtirmigtir.  Sonuglar enzim aktivitesinin lipaz derisimi, pH ve sicaklik ile arttigini
gostermistir. Boya giderme performansini arastirmak i¢in adsorpsiyon izotermi ve kinetik
caligmalar yapilmistir. Azo boya giderme etkinligi, 240 dakikalik temas siiresinde ve 5
mg/L baslangi¢ boya konsantrasyonunda %89,47 olarak bulunmustur.

Bacha ve digerleri (2022), 1s1ya ve ¢ozgenlere dayanikli alkalin lipaz olan termofilik
Bacillus stearothermophilus lipazint kismen saflastirmig ve enzimin ¢alisma kosullarini
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belirlemislerdir. Daha sonra bu enzimi CaCOg iizerine adsorpsiyon yoluyla immobilize
ederek farkli substrat ortamlarinda (palm, misir 6zii, ay¢icek ve hindistan cevizi yagi)
aktiviteleri degerlendirilmistir. Ayrica hazirlanan immobilize lipaz atik su aritiminda
basaril1 bir sekilde kullanilmugtir.

Mulinari ve digerleri (2023), Everse Transform 2.0 Lipazin1 (ET2) bir aliimina
membran tizerine tek adimli ve iki adimli islemle immobilize ederek karsilastirmiglardir.
Her iki strateji kullanilarak immobilize edilen enzim, yagli atik su filtrasyonunda
miikkemmel kirlenme direnci ve kendi kendine temizleme performansi gostermistir.

26



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Cihazlar

Deneylerde Palm Sens4 potansiyostat, Beko no frost buzdolabi, Radwag (AS220 C/2)
analitik terazi, Memmert (Beschicung-Loading Model 100-800) etiiv, Hanna (pH 211) pH
metre, Sigma (3-30 KS) santrifiij cihazi, Shimadzu (UV-1900i) UV-Vis spektrofotometre,
Velp (multistirrer) 15 ¢oklu manyetik karistirici, Ultrasonic (LC30) ultrasonik banyo, GFL
(2001/4) saf su cihazi, Millipore Simplicity UV ultra saf su cihazi, Isolab (CAPP) otomatik
pipetler ve Heidolph Reax top vorteks kullanildi.

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Whatman siklopor polikarbonat membran (2 um), 3,4-etilendioksitiyofen (EDOT),
pirol 2-karboksaldehit (PPy), potasyum nitrat (KNO3), sodyum dodesil siilfat (SDS), nikel
(1) siilfat (NiSO4), nikel (1) kloriir (NiClz), borik asit (H3BO3), aliimina, metilen klorir
(CH.CIy), izopropil alkol (C3HgO), etil alkol (C,H40), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
karbodiimid (EDC), N-hidroksisiiksinimid (NHS), lipaz enzimi Sigma-Aldrich (Steinheim,

Almanya)’dan temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. PPy-COOH/Ni Mikromotorlarin Hazirlanmasi

Mikromotorlar kalip yonelmeli elektrobiriktirme yontemi kullanilarak sentezlendi. Bu

amagla, 2 um ¢apinda konik sekilli mikrog6zenekli polikarbonat membran (Katalog No:
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7060-2511) kullanildi. Membranin bir yiizii, ¢alisma elektrodu olarak kullanilmak tizere 50
nm kalinliginda altin tabakasi ile kaplandi. Hazirlanan membran Teflon kaplama hiicresi
igine yerlestirildi ve iletkenligin saglanmasi i¢in araya aliiminyum folyo yerlestirilerek
calisma elektrodu olarak kullanildi. Platin tel, Ag/AgCI sirasiyla karsit ve referans elektrot
olarak kullanildi. Poli(3,4-etilendioksitiofen) (PEDOT) mikromotorlar 15 mM EDOT, 3
mM PPy, 7.5 mM KNO;3; ve 100 mM sodyum dodesil siilfat (SDS) igeren kaplama
¢ozeltisinin +0.80 V’da 3C yiikte elektropolimerizasyonu ile hazirlandi. Ardindan nikel
biriktirilmesi i¢in nikel standart c¢ozeltisi hazirlanarak membran yiizeyinde oyuklar
olusturulmasi i¢in -20 mA akim ile 10 kez pulse uyguland: ve kronopotansiyometri yontemi
ile olusturulan oyuklara nikelin biriktirilmesi i¢in -6 mA akim 360 s boyunca uygulandi.
Elektrobiriktirme islemlerinden sonra membran, kaplama hiicresinden alinarak saf su ile
yikandi. Daha sonra altin tabaka once kalin ¢apl aliimina ile sonrasinda ise ince ¢apl
alimina ile siyrildi ve membrant ¢oziindiirme amaci ile 1.0 mL diklor metan icinde 30
dakika boyunca calkalandi. Ardindan 8.000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapilarak ¢dzgen
atild1. Diklor metan ile yikama islemi 2 kez tekrarlandi. Daha sonra 1.0 mL izopropil alkol
ile yikama yapildi ve 9.000 rpm’de 2 dakika santrifiij islemi yapildi. Ardindan
mikromotorlar 1.0 mL etil alkol ile yikand1 ve 10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij islemi
yapildi. Son olarak 1.0 mL saf su ile yikanan mikromotorlar 12.000 rpm’de 2 dakika
santrifiijlendi. Su ile yikama islemi 3 kez tekrarlandi ve saf su iginde siispanse edilen

mikromotorlar daha sonra kullanilmak tizere +4 °C’de saklandi (Uygun ve digerleri, 2017).

3.2.2. PPy-COOH/Ni Mikromotorlarin Karakterizasyonu

Hazirlanan mikromotorlarin sekil, boyut ve yiizey 6zellikleri hakkinda bilgi edinmek
icin IYTE MAM’da bulunan taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dagilimli X-
isin1 analiz (EDX) cihazlar1 kullanildi. Hazirlanan mikromotorlarin  manyetikligi bir

miknatis yardimi ile kontrol edildi.

3.2.3. Lipaz Enziminin PPy-COOH/Ni Mikromotorlara immeobilizasyonu

Sentezlenen PPy-COOH/Ni mikromotorlarin  karbonil fonksiyonel gruplariin
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aktivasyonu ve lipaz enziminin immobilizasyonu EDC/NHS kimyas: ile gergeklestirildi. Bu
amagla, miknatis ile ¢Oktiiriilen mikromotorlarin tizerine 0,4 M EDC, 0,1 M NHS ve 2
mg/mL derisiminde lipaz enzimi igeren ¢ozelti ( pH 5.5 PBS tamponunda) eklendi ve +4
°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda mikromotorlara baglanan lipaz miktar
baslangic ve denge anindaki lipaz derisimlerinin belirlenmesi ile hesaplandi. Bos ve lipaz
bagli mikromotorlarin FTIR analizi Kimya Bolimi, Biyokimya ABD arastirma

laboratuvarinda bulunan. FTIR-ATR cihaz1 (Spektrum 2, Perkin Elmer) ile gerceklestirildi.

3.2.4. Lipaz Aktivite Tayini

Lipaz aktivitesi substrat olarak p-nitrofenillaurat, 4-nitrofenil dodekanoat (p-NPL)

kullanilarak spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (Sigurgisladottir ve digerleri, 1993).

Bu amagla, 100 uL p-NPL (10 mM, etanolde) ¢ozeltisi ve 0,1 mg/mL derisiminden
100 pL lipaz enzimi, 800 pL Tris-HCI (50 mM, pH 8.0) tamponuna edilerek 40 °C’ de 30
dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda reaksiyon karisimina 0,25 mL 0,1 M
Na,COj3 eklendi ve reaksiyon durduruldu. Karisim 10.000 x g’de 15 dakika santrifiijlendi ve
stipernatanin 410 nm’deki absorbansi, spektrofotometrede 6l¢iildii. Bir tinite lipaz aktivitesi,
reaksiyon kosullar altinda 1 dakikada p-NPL’dan 1 umol p-nitrofenol olugmasini saglayan
enzim miktar1 olarak tanimlandi. immobilize lipaz ile aktivite tayinlerinde mikromotorlara

bagli lipaz enzimi kullanildi.

3.2.5. Serbest ve Immobilize Lipazin Optimum pH ve Optimum Sicakhginin

Belirlenmesi

Serbest ve immobilize lipaz aktivitesine pH’1n etkisi farkli pH’larda (pH 4.0-5.0 asetat
tamponu (0,1 M), pH 6.0-8.0 fosfat tamponu (0,1 M), pH 9.0 karbonat tamponu (0,1 M))
aktivite olglimleri yapilarak incelendi. Bu amagla aktivite 6l¢iimleri yukarida anlatilan
sekilde yapildi ve en yiiksek aktivite degeri 100 kabul edilerek % aktivite degerleri
hesaplandi. Yiizde aktivite degerleri grafige gecirilerek serbest ve immobilize lipazin

optimum pH’s1 belirlendi.

Serbest ve immobilize lipaz aktivitesine sicakligin etkisi 25-65 °C arasinda aktivite
29



Olgtimleri yapilarak belirlendi ve sicaklik degerlerine karsilik % aktivite degerleri grafige

gecirilerek serbest ve immobilize lipazin optimum sicaklik degeri belirlendi.
3.2.6. Serbest ve Immobilize Lipazin Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize lipazin Kkinetik parametrelerinin belirlenebilmesi i¢in enzim
derisimi sabit tutularak farkli substrat derisimlerinde (1.0-25 mM) aktivite tayini yapildi.

Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak lipaz enzimlerinin kinetik parametreleri hesaplandi.

3.2.7. Serbest ve Iimmobilize Lipazin Isil, Depo ve islemsel Kararhhigmin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize lipazin 1s1l kararlilig1 45 °C’de incelendi. Bu amagla, serbest ve
immobilize lipaz ¢ozeltileri 45 °C’de inkiibe edilerek belirli zaman araliklarinda aktivite

olgtimleri yapildi ve zamana karsilik % aktivite degerleri grafige gegirildi.

Serbest ve immobilize lipazin depo kararliliginin belirlenmesi amaciyla +4 °C’de 30
giin boyunca inkiibe edilen serbest ve immobilize lipaz ¢ozeltilerinden belirli zaman

araliklarinda alinarak aktivite degerleri 6l¢iildii ve zamana kars1 grafige gegirildi.

Immobilize lipazin islemsel kararlihiginmn belirlenebilmesi igin aktivite dl¢iimleri ayn
mikromotor-lipaz sistemi kullanilarak 5 kez tekrar edildi. Aktivite 6lglimleri dongii sayisina

kars1 % aktivite olarak grafige gegirildi.

3.2.8. Lipaz Bagh PPy-COOH/Ni Mikromotorlarim Yag Gideriminde Kullaniminin

Arastirilmasi

Lipaz bagli mikromotorlarin yag giderim potansiyelini arastirmak amaciyla substrat
olarak tribiitirin kullanildi (Sekil 7). Bu amagla, tribiitirin damlacig1 {izerine immobilize
lipaz ilave edildi ve mikroskop altinda zamana bagl olarak damlacigin ¢apindaki azalma
takip edildi.
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Lipaz-PPy-COOH/Ni mikromotor & Biitirik asit

‘ Tribitirin @® Gliserol

Sekil 7. Lipaz immobilize mikromotorlarin tribiitirin giderimi tizerindeki etkisinin sematik

gosterimi.

31



4. BULGULAR

4.1. PPy-COOH/Ni Mikromotorlarin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

PPy-COOH/Ni  mikromotorlar kalip yonelmeli elektrobiriktirme yontemi ile
sentezlenmis ve elde edilen mikromotorlarin SEM fotografi Resim 2’de 1000X biiyiitme ile
gosterilmistir. Gortintiilenen fotograflardan mikromotorlarin benzer morfolojide silindirik
yapida oldugu anlagilmaktadir. Mikroroketlerin manyetikligi bir miknatis yardimiyla kontrol
edilmis ve elde edilen fotograflar Resim 3’de gosterilmistir. Mikromotorlar miknatis
varhiginda Ni segmentinden dolay1 hareket etme kabiliyetine sahiptir ve bu mikromotorlarin

manyetik stirticiilii olarak davranmasina izin vermistir.

Y, spot [ det | mag [ WD pressure 11/5/2021 ——— 100 pm
15.00kvV | 5.0 | CBS | 1000x | 11.1 mm | 3.32e-3 Pa | 10:49:50 AM IYTEMAM

Resim 2. PPy-COOH/Ni mikromotorlarin SEM fotografi.
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Resim 3. PPy-COOH/Ni manyetik mikromotorlarin miknatis ile ayrilmasi.

4.2. Lipaz Bagh Mikromotorlarin Hazirlanmasi

PPy-COOH/Ni mikromotorlarina lipaz enzimi EDC/NHS kimyas1 kullanilarak
kovalent immobilizasyon yontemi ile baglanmis ve baglanma miktar1 322,5 mg/g olarak
bulunmustur. Bos ve lipaz bagli mikromotorlarin SEM fotograflar1 Resim 4’te sunulmustrr.
Bos mikromotorlarin yiizeyi piiriizsiiz iken, lipaz bagli mikromotorlarin yiizeyi piiriizli
olarak goriilmektedir. Lipaz bagli mikromotorlarin SEM-EDX goériintiileri Resim 5’te
sunulmugtur. Elde edilen goriintiilerdeki Ni, O, C ve N atomlari mikromotorlarin yapisindan
kaynaklanirken, S atomlar lipaz enziminin varligina isaret etmektedir. Bos ve lipaz bagh
mikromotorlarin FTIR fotograflart Resim 6’te verilmistir. Bos mikromotor igin elde edilen
spektrumdan, 1700 cm™? civarinda C=0 gerilmeleri ve 1510 em™ civarinda pirol halkas1
kaynakli gerilmeler goriilmektedir. Lipaz immobilize mikromotor ic¢in elde edilen
spektrumda, 1640 cm?, 1540 cm™ ve 1240 cm™? civarinda bantlar goriilmektedir ve bunlar
lipaz enzimi yapisinda bulunan sirasiyla amid I, amid II ve amid IIl baglar1 nedeniyle

olabilir.
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Resim 4. (a) Bos ve (b) Lipaz bagli PPy-COOH/Ni mikromotorlarin SEM fotografi.
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Resim 5. Lipaz bagli PPy-COOH/Ni mikromotorlarin SEM-EDX fotografi.
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Resim 6. Bos ve lipaz bagli PPy-COOH/Ni mikromotorlarin FTIR spektrumu.

4.3. Serbest ve Immobilize Lipazin Optimum pH ve Optimum Sicakhginin

Belirlenmesi

Mikromotorlara bagl lipazin aktivitesi pH 3.0-9.0 araliginda farkli tampon ¢ozeltiler
kullanilarak incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 8’de gosterilmistir. Sekil 8
incelendiginde asidik kosullarda serbest ve immobilize lipazin aktivitesinin olduke¢a diisiik
oldugu ve her iki formun optimum pH’min 8.0 oldugu bulunmustur. ilaveten immobilize
lipazin, serbest lipaza gore pH 6.0, 7.0 ve 9.0’da daha yiiksek aktivite gosterdigi

goriilmektedir.
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Sekil 8. Serbest ve immobilize lipaz aktivitesine pH’1n etkisi.

Mikromotorlara bagli lipazin aktivitesi 25 °C-65 °C araliginda incelenmis ve sicakliga
kars1 % aktivite grafigi ¢izilerek Sekil 9°da sunulmustur. Hem serbest hem de immobilize
lipazin sicaklik karsisinda sergiledigi aktivite grafigi ¢an egrisi seklinde iken, immobilize
lipazin daha genis bir egri grafigi sundugu goriilmektedir. Sekil 9’dan serbest ve immobilize

lipazin optimum sicakligi 45 °C olarak bulunmustur.
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Sekil 9. Serbest ve immobilize lipaz aktivitesine sicakligin etkisi.
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4.4. Serbest ve immobilize Lipazin Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize lipazin Kinetik parametrelerinin belirlenmesi i¢in 1,0-25 mM
derisim araliginda p-NPL substrat1 kullanilarak aktivite 6l¢timleri yapilarak hiz hesaplanmis
ve 1/[S]’e kars1 1/V grafigi cizilerek Sekil 10°da verilmistir. Cizilen bu Lineweaver-Burk
grafiklerinden serbest lipaz i¢in K, degeri 41.84 mM, immobilize lipaz i¢in K, degeri 2,55
mM olarak bulunmustur. Ayrica serbest lipaz ig¢in Vma degeri 0,0915 pmol/dak ve

immobilize lipaz i¢in Vmax degeri 0,0024 umol/dak olarak hesaplanmustir.
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Sekil 10. Serbest ve immobilize lipaz igin Lineweaver-Burk grafigi.

Tablo 1. Serbest ve immobilize lipaza ait kinetik parametre verileri.

Kmn (mM) Vmax (umol/dak)
Serbest Enzim 41,84 0,0915
Immobilize Enzim 2,55 0,0024
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4.5. immobilize Lipazin Isil, Depo ve Islemsel Kararhliginin Belirlenmesi

Immobilize lipazin 1s11 kararlihigi 45 °C’de 180 dakika boyunca belli zaman

araliklarinda aktivite olgtimleri yapilarak incelenmis ve elde edilen grafik Sekil 11°de

gosterilmistir. Bu grafikten serbest lipazin zamana bagl olarak aktivitesini kaybettigini ve

ilk 15 dakika sonunda aktivitesinin %53,5’nu koruyabildigi goriilirken immobilize lipazin

15 dakika sonunda aktivitesinin %92,3’iinii korudugu goriilmektedir. Ilaveten 180 dakika

sonunda serbest lipaz %26,3 aktivite gosterirken immobilize lipaz %68,2 oraninda aktivite

gostermistir.
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Sekil 11. Serbest ve immobilize lipazin 1s1l kararlilik profili.

Immobilize lipazin depo kararliligr 30 giin boyunca aktivite dlgiimleri ile izlenmis ve

serbest lipaz ile karsilastirilarak Sekil 12°de sunulmustur. 30 giin sonunda serbest lipaz

baslangi¢ aktivitesinin %38,4’iinii korurken, immobilize lipaz baslangig aktivitesinin

%85,1’ini korumustur.
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Sekil 12. Serbest ve immobilize lipazin depo kararlilik profili.

Immobilize lipazin islemsel kararlilig: art arda bes kez kullanilarak aktivitesinin

belirlenmesi yoluyla degerlendirilmis ve elde edilen grafik Sekil 13’da verilmistir. Bu

grafikte bes kullanim sonunda immobilize lipazin baslangi¢ aktivitesinin  %73,5’ini

korudugu goriilmektedir.
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Sekil 13. Serbest ve immobilize lipazin islemsel kararlilik profili.
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4.6. Lipaz Bagh Mikromotorlarin Yag Gideriminde Kullaniminin Arastirilmasi

Lipaz bagli mikromotorlarin yag giderim potansiyelini arastirmak tizere substrat
olarak tribiitirin kullanilmistir. Lipaz bagli mikromotorlarin tribiitirin damlacigini pargalama
etkinligi bir optik mikroskop altinda damlacigin ¢apindaki azalma takip edilerek belirlenmis
ve elde edilen mikroskop goriintiileri Resim 7°de gosterilmistir. Elde edilen goriintiilerden
bos motorun damlacik capinda degisiklik olusturmadigi ve lipaz bagli mikromotorlarin
tribiitirin damlacigim1 zamana bagli olarak ortadan kaldirdigi anlasilmistir. Sekil 14°de
zamana bagli olarak tribiitirinin % damlacik ¢apindaki degisim sunulmustur. Elde edilen
sonuglardan 90 dakika sonunda kontrol damlaciginin ¢apinda degisiklik olmazken, lipaz
bagli mikromotorla muamele edilen tribiitiirin damlaciginin %90 oraninda parcalandig

goriilmiistiir.

J . g | oy Lipaz-PPy-COOH/Ni
. A mikromotor

Resim 7. Lipaz bagl mikromotorlarin tribiitirin damlacigini par¢alama etkinligi.
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Sekil 14. Tribiitirin % damlacik ¢apinin zamana bagli olarak degisimi.
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5. TARTISMA

5.1. PPy-COOH/Ni Mikromotorlarin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Hidrojen peroksit gibi bir bilesigin yikimi ile meydana gelen itici gazin etkisiyle
hareket eden mikro/nanomotorlarin aksine yakit gerektirmeden manyetik alan etkisi ile
hareket eden mikromotorlar; yakit tiiketimlerinin olmamasi, yan firiin olusturmamalari,
kolay ve kontrollii manipiile edilebilmeleri nedeniyle son yillarda son yillarda oldukg¢a
dikkat ¢ekmistir. Bu tezde de Ni segmentinden dolayr manyetik 6zelligi olan PPy-COOH/Ni
mikromotorlar kalipli elektrobiriktirme yontemiyle hazirlanmis SEM fotograflart Resim
2’de gosterilmistir. Sentezlenen mikromotorlar; silindirik yapida, yaklagik 5 um ¢apinda ve
15 pm boyutundadir. Mikromotorlarin manyetik 6zelligi miknatis varligindaki hareketleri
ile gosterilmistir ve Resim 3’de sunulmustur. Bos ve lipaz enzimi bagli mikromotorlarin
FTIR spektrumlar1 Resim 6’de verilmistir ve bu spektrumlar mikromotorlara lipaz

enziminin baglandigin1 gostermistir.

5.2. Lipaz Bagh Mikromotorlarin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Enzimler gevre dostu olmalar1 nedeniyle diger geleneksel yontemlere gore ¢ok tercih
edilmekte ve son yillarda ¢evresel uygulamalar1 giderek artmaktadir. Yiiksek ozgiilliik ve
segicilikleri yaninda diisiik kararliliklart ve tekrar kullanilmalarini saglamak tizere bir destek
materyaline immobilizasyonlar: tercih edilen yontemlerden biridir. Bu tez ¢alismasinda da
PPy-COOH/Ni mikromotorlar1 hazirlanmig ve bu mikromotorlara lipaz enzimi EDC/NHS
kimyast kullanilarak kovalent olarak baglanmistir. Enzimin manyetik mikromotorlarin
yiizeyine baglandigi Resim 4’te gosterilen SEM fotograflarindaki yiizey morfolojisinin
degismesinden ve SEM-EDX analizinde yapiya katilan S atomlarindan anlasilmaktadir.
Ayrica Resim 6’da sunulan FTIR fotograflarindan mikromotorlara enzimin baglandigi

gorilmektedir.
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5.3. Serbest ve Immobilize Lipazin Optimum pH ve Optimum Sicakhginin

Belirlenmesi

Enzimlerin immobilizasyon isleminden sonra pH ve sicakliga karsi kararliliklarinin
artmasi istenen bir 6zelliktir. Bu tez ¢alismasinda Sekil 8’de goriildiigi iizere immobilize
lipazin optimum pH’1 8 olarak bulunmus ve serbest lipaza gére immobilize lipazin pH 6.0-
7.0 ve 9.0’da daha yiiksek aktivite sergiledigi gozlenmistir. Ayrica immobilize lipazin daha
genis bir egri profili sunarak optimum sicakligi 45 °C bulunmus ve elde edilen profil sekil
9’da sunulmustur. Benzer sonuglar Suo ve digerleri (2019) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
sunulmustur. Suo ve digerleri (2019) manyetik kitosan nanopartikiillere domuz pankreas
lipazin1 immobilize etmisler ve triasetin substrati varliginda serbest lipazin optimum pH’m
7.5 ve immobilize lipazin optimum pH’in1 8.0 olarak bulmuslardir. Sicakligin aktiviteye
etkisini incelediklerinde serbest lipaz i¢in optimum sicakligi 45 °C ve immobilize lipaz igin

50 °C olarak rapor etmislerdir.

5.4. Serbest ve immobilize Lipazin Kinetik Parametrelerinin incelenmesi

Serbest ve immobilize lipaz enzimleri igin Lineweaver-Burk profilleri Sekil 10’da
verilmis ve Ky ve Vpax degerlerinin immobilizasyon ile azaldigi goriilmistiir. Ky, bir
enzimin substratina olan ilgisini gosterdiginden, bu c¢alismada ilgi artmigken, enzimin
doygun substrat konsantrasyonunda sergiledigi maksimum hiz olan Vpax azalmistir. Benzer
sonuglar Qi ve digerleri (2018) yilinda yapilan bir ¢alismada elde edilmistir. S6z konusu
caligmada poli(karboksibetain metakrilat) ile fonksiyonellestirilmis manyetik kompozit
partikiillere domuz pankreas lipazi immobilize edilmis ve p-nitrofenil laurat substrati
varhginda serbest lipaz i¢in Ky 2,803 mM ve immobilize lipaz i¢in Ky, 1,526 olarak
bulunmustur. ilaveten serbest lipaz i¢in Vimax degeri 9,196x10°> mM/dak ve immobilize lipaz
icin 7,471x10™° mM/dak olarak rapor edilmistir.
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5.5. iImmobilize Lipazin Isil, Depo ve Islemsel Kararhliginin Belirlenmesi

Immobilizasyonla enzimlerin 1s1l, depo ve islemsel kararliliklarmin artmasi beklenir.
Bu tezde immobilize lipazin 1s1l kararliligi 45 °C’de incelenmis ve Sekil 11°de sunulmustur.
Elde edilen sonuglar immobilize lipazin 1sil kararliliginin serbest lipaza gore yiiksek
oldugunu (180 dakika sonunda %68 aktivite) gostermistir. Qiu ve digerleri (2020) mezo
gozenekli silika-kitosan nanokompozitine lipaz enzimini kovalent olarak baglamislar ve 65
°C’de 150 dakika boyunca inkiibe ettiklerinde immobilize lipazin baslangi¢ aktivitesini

%60’1n lizerinde korudugunu bulmuslardir.

Immobilize lipazin depo kararhligi 30 giin boyunca izlenmis ve Sekil 12’te
gosterilmistir. Immobilize lipaz 30 giin sonunda baslangig aktivitesinin %85,1’ini
korumustur. Suo ve digerleri (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada iyonik sivilarla
modifiye manyetik kitosan kompozitlere lipaz enzimi immobilize edilmis ve grafen oksit
(GO) ile kaplayarak immobilize lipazin kararliligi arttirtlmistir. S6z konusu ¢alismada GO
ile korunmug immobilize lipazin depo kararliligi 35 giin boyunca izlenmis ve 35 giiniin
sonunda immobilize lipazin lipaz baslangig aktivitesinin %87,5’ini korumustur.

Tekrar tekrar kullanilabilmeleri immobilize enzimlerin en 6nemli 6zellikleridir. Bu
tezde immobilize lipazin tekrar kullanilabilirligi yani islemsel kararliligi bes kez kullanim
sonundaki aktivitesi olgiilerek hesaplanmis ve %73,5 olarak bulunmustur. Taghizadeh ve
digerleri (2021) zeolitik imidazolat ¢ergevelerine (ZIF-90) porsin pankreas lipaz enzimini
immobilize etmisler ve alt1 kez kullanim sonunda enzimin baslangig¢ aktivitesinin %39’unu

gosterdigini bulmuslardir.

Bu tezde hazirlanan lipaz bagli mikromotorlarin 1sil, depo, islemsel kararliligi

yukaridaki 6rneklerde verildigi sekilde literatiirle karsilastirildiginda oldukga yiiksektir.

5.6. Lipaz Bagh Mikromotorlarin Yag Gideriminde Kullamminin Arastirilmasi

Bu tezde, lipaz bagli mikromotorlarin tribiitirin trigliseridini parcalama yetenegi
aragtirtlmistir. Yag damlaciginin kiigiilmesi Resim 7°de gosterilmis ve damlacik ¢apindaki
azalma Sekil 14°de gosterilerek kontrol 6rnegi ile karsilastirilmigtir. Elde edilen sonuglar
lipaz bagli mikromotorlarin tribiitirin trigliseridini 90 dakika sonunda %90 oraninda
parcaladigini  gostermistir. Evli ve digerleri (2022) rediikte grafen oksit/Nikel/Platin
nanoteller hazirlamiglar ve lipaz immobilizasyonunda kullanmislardir. Lipaz bagh
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nanotelleri tribiitirin pargalanmasinda kullanmiglar ve 65 dakika sonunda yag damlaciginin
timiiyle kayboldugunu rapor etmislerdir. Bu tezde hazirlanan lipaz bagli mikromotorlar da
yiiksek bir oranda (%90) yag giderimi saglamislardir. Bu sonuglar bize lipaz bagh
mikromotorlarin ~ ¢evresel  uygulamalarda  kullanilma  potansiyelinin  oldugunu

gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tezde gevresel uygulamalarda kullanim bulma potansiyeli bulunan lipaz bagh
mikromotorlar hazirlanmistir. Bu amagla oOncelikle PPy-COOH/Ni  mikromotorlar
sentezlenerek SEM fotograflar1 ¢ekilmis ve manyetikligi bir miknatis yardimi ile kontrol
edilmistir. Lipaz enzimi bu mikromotorlara kovalent baglanarak SEM, SEM-EDX ve FTIR
analizleri ile karakterize edilmistir. Elde edilen mikromotorlar yaklasik 15 um boyutunda ve
5 um ¢apindadir. Mikromotorlara baglanan lipaz miktar1 322,5 mg/g’dir. immobilize lipazin
optimum pH’1 8.0 ve optimum sicaklig1 45 °C olarak bulunmustur. Immobilizasyonla Ky, ve
Vmax degerleri azalmistir. Immobilize lipazin 1s11, depo ve islemsel kararliliklar1 serbest
lipaza gore oldukga yiiksektir. Lipaz bagli manyetik mikromotorlar tribiitirin trigliseridini
gidermekte kullanilmis ve 90 dakika sonunda yag damlaciginin %90 oraninda kiigildiigi

gOriilmiistiir.

Atik sulardan yaglarin gideriminde mekanik ve kimyasal yontemlerin kullanimi
yiiksek maliyetli ve ¢evredeki olumsuz etkileri nedeniyle smirliliklar tagimaktadir. Enzim
temelli biyoremediyasyon yontemleri oldukga ilgi ¢gekmektedir ve bu konudaki ¢alismalar
daha az denenmistir. Bu tezde yaglar olarak bilinen triagilgliserolii gliserol ve yag asitlerine
hidrolize etme yetenegi olan lipaz enzimi, elektrokimyasal biriktirme ile sentezlenen PPy-
COOH/Ni mikromotorlarina baglanmis ve ¢alisma kosullari arastirilmustir. Ilaveten bir
triagilgliserol olan tribiitirinin hidrolize edilmesi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.
Gergek bir atik su Orneginde yaglarin parcalanmasimin gerceklestirilmesi ve bu

pargalanmanin GC-MS sistemleri ile de gosterilmesi yapilmasi planlanan ¢alismalardandir.

Yapilan bu tezle atik sularda yaglarin parcalanmasinda kullanilan kimyasal ve
mekanik tekniklere alternatif olarak lipaz bagli mikromotorlarin kullanilabilme
potansiyelinin oldugu gorilmekle birlikte, bu arastirmanin saha denemeleri daha genis ¢apli
bir ¢caligma (doktora tezi) olarak gelecekte yapilabilir. “Su Kirleticisi Olarak Yaglarin
Parg¢alanmasinda Lipaz Bagli Mikromotorlarin Kullaniminin Arastirilmasi” baslikli bu tezin

Cevre Sagligi alanindaki ¢alismalara katki saglamasi beklenmektedir.
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T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“Su Kirleticisi Olarak Yaglarin Parcalanmasinda Lipaz Bagli Mikromotorlarin
Kullaniminin Arastirilmast” baslikli Yiiksek Lisans tezimdeki biitiin bilgileri etik davranig
ve akademik kurallar g¢er¢evesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirlanan bu ¢alismada, bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif
yaptigimu bildiririm. Ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her tiirlii yasal sonucu

kabul ettigimi beyan ederim.
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