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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

NANO YAPILI DESTEK MATERYALLERI UZERINE LiPAZ ENZIMININ TUTUKLANMASI VE
TUTUKLANMIS ENZIMIN AKTIVITE ILE ENANTIYOSECIMLILIGE ETKiSININ INCELENMESI

Giilcan COSKUN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ulkii MEHMETOGLU

Bu tez calismasinda Candida antarctica lipazim1 nanoparcaciklara tutuklayarak lipaz aktivitesini ve
enantiyose¢imliligini arttirmak hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, oncelikle nanoparcaciklar
tiretilerek Candida antarctica lipazi kovalent baglama yontemi ile {Uretilen nanopargaciklara
tutuklanmigtir. Tutuklanmis enzimler (R,S)-1-feniletanoliin enantiyse¢imli transesterlesme tepkimesinde
biyokatalizor olarak kullanilmigtir. Calismanin birinci boliimiinde, grafen oksit (GO), demir oksit (Fe3Os),
grafen oksit/demir oksit nanokompoziti (GO/Fes04), manyetik kitosan (FesO4/KT) ve grafen oksit/demir
oksit/kitosan nanokompoziti (GO/Fe304/KT) iiretilmistir. Ikinci boliimde, iiretilen nanopargaciklar
oncelikle capraz baglayicilardan glutaraldehit (GA) veya epiklorohidrin (EPH) ile aktive edilmis ve
Candida antarctica lipaz1 kovalent baglama yontemi ile bu nanopargaciklara tutuklanmigtir. Saf ve enzim
yiiklii nanopargacilarin yapisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmistir. Tutuklanmis
ve serbest enzim aktivitesinin sicaklik, pH, tutuklama siiresi, yiizey aktif madde derisimi ve capraz
baglayict derisiminden nasil etkilendigi incelenmistir. Serbest enzimin 30 °C ve pH 6’da max. aktivitesi
35 U bulunmustur. GO, Fe304 ve GO/Fe30; iizerine tutuklanmig enzimlerin sirasiyla uygun kosullardaki
aktiviteleri 28.98 U (T=40°C, pH=6, tutuklama siiresi=16 saat), 26.95 U (T=40°C, pH=7, tutuklama
sliresi=16 saat) ve 24.8 U (T=40°C, pH=8, tutuklama siiresi=12 saat) bulunmustur. Bu degerler tutuklama
esnasinda 250 mM GA kulanildiginda elde edilmistir. Yapilan deneyler sonucu gapraz baglayict GA’nin
EPH’den daha iyi aktivite sonuglar1 verdigi goriilmiis ve daha sonraki deneylerde GA ile ¢alisilmistir.
Tween 80 ve Triton X-100 yiizey aktif maddelerinin aktiviteye 6nemli bir katkida bulunmadigi ve bazi
durumlarda enzimin konformasyonel yapisini etkileyerek aktivite kaybina sebep oldugu goriilmistiir. Son
boliimde ise, uygun kosullarda iiretilen tutuklanmig enzimler (R,S)-1-feniletanoliin saf enantiyomerlerini
elde etmek icin kullanilmistir. En iyi sonuglar GO ve GO/Fe30; lizerine tutuklanan enzimler ile elde
edilmistir. GO-GA-LI enzimi ile 4 saat sonunda % 50.73 déniisiim, %>99 enantiyo asirilik (ee) ve 507.74
enantiyomerik oran (E) degerleri elde edilmistir. GO/Fe304~GA-LI enzimi ile 6 saat sonunda % 49.02
oraninda doniisiime ulagilmis; sirastyla %94.32 ee% ve 375.77 E degerleri bulunmustur. Tutuklanmig
enzimler enantiyose¢imli transesterlesme tepkimesinde 5 kez kullanilmig; enantiyosecimlilik ve
enantiyomerik oran degerinde azda olsa bir azalma gériilmiistiir.

Mart 2018, 116 sayfa

Anahtar Kelimeler: Lipaz, tutuklama, nanoparcaciklar, enzimatik aktivite, Kinetik rezoliisyon,
enantiyosegimlilik



ABSTRACT

Master Thesis

IMMOBILIZATION OF LIPASE ENZYME ON NANOSIZE MATERIALS AND INVESTIGATION
OF THE EFFECT OF IMMOBILIZED ENZYME ON ENZYMATIC ACTIVITY AND
ENANTIOSELECTIVITY

Giilcan COSKUN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemical Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Ulkii MEHMETOGLU

In this thesis, it was aimed to immobilize Candida antarctica lipase onto nanoparticles and to increase
enzymatic activity and enantioselectivity. For this purpose, firstly nanoparticles were produced; subse-
quently Candida antarctica lipase were immobilized onto produced nanoparticles by the covalent binding
method and finally immobilized enzymes were used in the enantioselective transesterification reaction of
(R, S) -1-phenylethanol. In the first part, graphene oxide (GO), iron oxide (FesO4), graphene oxide/iron
oxide nanocomposite (GO/Fes0a), magnetic chitosan (FesO4/KT) and graphene oxide/iron oxide/chitosan
nanocomposite (GO/FesO4/KT) were produced. In the second part, produced nanoparticles were first
activated with glutaraldehyde (GA) or epichlorohydrin (EPH) which are cross-linkers, then Candida
antarctica lipase immobilized onto these activated nanoparticles by the covalent binding method. The
structure of the produced nanoparticles was characterized using scanning electron microscopy (SEM).
The influence of temperature, pH, immobilization time, surfactant concentration and cross linker concen-
tration for immobilized and free enzyme was investigated. Free enzyme’s max. activity was found 35 U
(30 °C, pH=6). In the optimum conditions, the activities of the enzymes immobilized onto GO, Fes0, ve
GO/F6304 were 28.98 U (T=4OOC, pH=6, timmobiliza[ion :16 h), 2695 U (T=4OOC, pH=7, timmobilization :16 h)
and 24.8 U (T=40°C, pH=8, t immobilization =12 h), respectively. These values were obtained when 250 mM
GA was used during immobilization. The results showed that the cross-linker GA gave better activity
than EPH and the experiment was run entirely with GA. Tween 80 and Triton X-100 did not make a sig-
nificant contribution to the activity, but in some cases caused the loss of activity by affecting the confor-
mational structure of the enzyme. In the latter part, the immobilized enzymes which produced in the op-
timum conditions were used to obtain pure enantiomers of (R, S)-1-phenylethanol. The best results were
obtained by enzymes that immobilized onto GO and GO/Fe3;04 nanoparticles. After 4 and 6 hours of the
reaction the values of enantiomeric excess (ee-99%, 94.32%), enantiomeric ratio (E-507.74, 375.77) and
conversion (¢=50.73%, 49.02%) were observed with the use of GO-GA-LI and GO/Fe304-GA-LI enzyme,
respectevely. The immobilized enzymes were used 5 times in the enantioselective transesterification
reaction and a small decrease was observed in enantioselectivity and enantiomeric ratio.

March 2018, 116 pages

Key Words: Lipase, immobilization, nanomaterials, enzymatic activity, Kkinetic resolution,
enantioselectivity
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1. GIRIS

Acilgliserolaz, agilhidrolaz ve triagilgliserol hidrolaz olarak tanimlanan lipaz enzimi,
¢ok yonlii ve yaygin bir enzim tiirtidiir. Lipazlar mikrorganizmalarda, bitkilerde ve

hayvanlarda yaygin olarak bulunurlar (Krishina ve Karanth 2002).

Endiistride oldukga genis uygulama alinana sahip olan lipazlar baslica, siit ve kozmetik
endiistrisinde, kati-sivi yag ve zirai ila¢ iiretiminde kullanilirlar. Bunlara ek olarak,
biodizel {iiretmek i¢in petrol endiistrisinde ve attk yag hidrolizinde de
kullanilmaktadirlar (Giil 2013).

Yiiksek stereosecimlilik 6zelliklerinden dolay1 lipazlar, organik kimayada ¢ok kiymetli
enzimlerdir. Rasemik karigimlar1 enantiyomerlerine ayirmak icin kinetik ve kinetik

dinamik rezoliisyonda en ¢ok tercih edilen enzimlerdir (Brem vd. 2011).

Son yillarda, enantiyomerik saflikta tiriin elde etmek i¢in bir ¢ok galisma yapilmustir.
Ozellikle ilag, gida, zirai-Kimyasallar ve parfiim endiistrisinde enantiyomerik olarak saf
bilesikler elde etmek ¢ok Onemlidir. Clinkii, herhangi bir rasematin enantiyomerleri
farkli biyolojik etki gosterebilmektedir. Bir enantiyomer istenen aktiviteyi verirken,
diger enantiyomer inaktif veya toksik olabilmektedir. Kullanicilarda olusabilecek ciddi
yan etkileri ortadan kaldirmak i¢in bazi rasematlarin enantiyomerlerine ayrilmasi sarttir

(Sheldon vd. 1993).

Enantiyomerik agidan saf ikincil alkoller, 6nemli sentetik ara tirtinlerdir; bunun yani sira
sentetik ve analitik uygulamalar i¢in 6nemli kiral yardimer kimyasallardir (Goswami ve
Goswami 2005). ikincil alkollerden kiral feniletanol ve tiirevleri, farmasétikler, zirai
ilaglar ve dogal iiriinler i¢in 6nemli kiral yap1 tasidir (Habulin ve Knez 2009). Optikge
aktif 1-feniletanol, degerli kimyasallarin iiretiminde ve ilag endiistrisinde kiral yapi tasi
ve sentetik ara riin olarak kullanilmaktadir (Hernandez-Fernandez vd. 2008). 1-
feniletanoliin saf R(+) ve S(-) formlari, enantiyomerik safligin belirlenmesinde ve

halkali anhidridler ile epoksidlerin asimetrik a¢iliminda Kiral ajan islevi gormektedir



(Frings vd. 1999). R-1-feniletanol hafif cicek kokusu sebebiyle ozellikle kozmetik
endiistrisinde yaygin olarak kullanilir. Bunun diginda, R-1-feniletanol solvatokromik
boya, oftalmik koruyucu ve Kolestrol bagirsak adsorpsiyon inhibitorii olarakta kullanilir.
(S)-1-feniletanol ise Alzheimer ilaglarinin yapiminda kullanilan bir 6ncii madde

olmasiyla biyokimya alaninda 6nemli bir tirlindiir (Hernandez-Fernandez vd. 2008).

Gegmis yillarda, klasik yontemler ile enantiyomerlerine ayrilamayan bazi kiral ilaglar,
rasemat olarak piyasaya siiriilmiis ve insan sagligina ciddi zararlar vermistir.
Giiniimiizde, bu sorunu ortadan kaldirmak i¢in gesitli ¢alismalar yapilmistir. Bunlardan
biri, biyokatalizor olarak kullanilan enzimlerin aktivitesini ve enantiyosegimliligini
arttirmak i¢in tutuklanmasidir. Birgok c¢alismada serbest enzim ile basar1 elde

edilmezken tutuklanmis enzimler ile saf bilesenler elde edilebilmistir (Sikora vd. 2016).

Tutuklanmig enzimlerin serbest enzimlere gore bir ¢ok avantaji vardir. Tutuklanmis
enzimleri reaksiyon ortamindan ayirmak ¢ok daha kolaydir ve ayrilan enzimleri tekrar
tekrar kullanmak miimkiindiir. Enzimlerin tekrar tekrar kullanilmasi maliyeti diisliren
onemli bir parametredir. Tutuklanmis enzimler ile daha saf {irtinler elde etmek
miimkiindiir. Tutuklanmis enzimler, serbest formlarina kiyasla daha dayanikli bir yapiya
sahip olurlar. Tutuklama yontemine bagli olarak, tutuklanmis enzimin aktivitesi,

kararlilig1 ve seciciligi artabilir (Nelson ve Griffen 1916).

Tutuklama yonteminde; sikca rastlanan diflizyon kisitlamasini azalttiklari, genis bir
yizey alanina sahip olduklar1 ve yiiksek enzim tutma Kkapasiteleri sebebiyle
nanoparcaciklar, son yillarda enzim tutuklama isleminde ideal bir destek materyali
olarak sikca kullanilmaktadirlar (Chang ve Tang 2014). Asagida bu nano pargaciklardan

bazilarina ornekler verilmistir.

Manyetik materyal demir oksit veya demir oksit ile elde edilen kompozit
nanoparg¢aciklar enzim tutuklamada ¢ok sik kullanilmaktadir. Manyetik bir tasiyici elde
etmek i¢cin demir oksit fonksiyonel gruplar veya inorganik bilesenler ile modifiye
edilebilir. Demir oksit nanopargaciklarin (yiizey alani:hacim orani)’nin yiiksek olmasi

daha fazla enzim yiiklenmesini saglar ve tutuklanmis enzimin katalitik verimini arttirir.
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Ayrica tutuklanmis enzimin manyetik olmasi ortamdan kolayca geri kazanimini saglar.
Manyetik bir alan yardimiyla tutuklanmis enzim ortamdan kolayca ayrilir ve yikama
isleminden sonra tekrar tekrar kullanilabilir. Ayrica ortamdan kolayca ayrilmasi daha

temiz triinlerin elde edilmesini ve isletim maliyetinin azalmasimi saglar (Jiang vd.

2009).

Sekil 1.1°de yiizey yapist goriilen grafen oksit (GO), enzim tutuklamada ¢okca tercih
edilen bir destek materyalidir. Genis yiizey alani, iki boyutlu yapisi ve yilizeyinde bolca
reaktif oksijen gruplar1 bulundurmasi baglica tercih sebebidir. GO, hem istenen
biyokatalizoriin yiiksek Olciide yiiklenmesini saglar hemde substrat ve iirlinlerin kiitle
transfrini kolaylastirir. GO bazli enzimler 6zellikle atik su aritiminda basarili sonuglar

vermektedir (Zhang vd. 2014).

COOH COOH

Sekil 1.1 Grafen oksitin yapis1 (Kharrissova vd. 2016)

Enzim tutuklama g¢alismalarinda kullanilan diger bir destek materyali de kitosan ve
kitosan kompozitleridir. Kitosan, gii¢lii bazik bir ortamda ve ¢ok yiiksek sicaklikta
kitinin deasetilasyonu ile elde edilen bir polimerdir. Kitosan suda ¢6ziinmez; ¢ozeltiye
bir alkali ilave edildiginde kolayca yeniden sekillendirilebilir. Biyolojik olarak uyumlu
olmasi, toksik olmamasi, ¢esitli formlarda bulunmasi ve yiiksek mekanik mukavemete
sahip olmasi gibi nedenlerden dolay1 kitosan, tutuklama ydntemi i¢in ¢ok uygun bir
materyaldir. Kitosan iizerine enzim tutuklamak, enzimin kararligini arttirir ve enzimin
aktivitesi kaybolmadan ya da destek materyali kirlenmeden enzimin destekten kolayca
ayrilmasmi saglar. Buna ek olarak, kitosanin enzimlere benzer 6zellikleri mevcuttur.

Ciinkii yiiksek miktarda enzim inorganik materyallere ya da sentetik reginelere



baglanamazken, kitosanin yiiksek reaktif amino gruplarina kolayca baglanabilir (Lau

vd. 2014).

Grafen oksit kompozitler milkemmel mekanik ve termal ozelliklere sahiptir. Benzer
sekilde demir oksit kompozitleride, Ozellikle, enzimin geri kazanilmasi agisindan
onemli destek materyalleridir. Grafen oksit ve demir oksit kitosan ile birlestiginde
kitosanin fiziksel dayamkuligi artmaktadir. Grafen oksit ve demir oksit, kitosan matrisi
igerisinde miikkemmel bir dagilim sergiler. Bu sebeple, grafen oksit/demir oksit/kitosan
kompoziti enzim tutuklamak icin oldukga ideal bir destek materyalidir. Ug bilesen de
farkli kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip oldugundan, olusan kompozit yeni ve ¢esitli

ozellikler kazanir (Yadav vd. 2014).

Tim bu anlatilanlar dogrultusunda, lipaz enzimini nanopargaciklardan olusan farkli
destek materyallerine tutuklayarak enzim aktivitesini ve kararliligini arttirmak miimkiin
olabilir. Enantiyosecimliligi arttirmak ve enantiyomerik saflikta bilesen elde etmek igin
enzim tutuklamak onemli bir yontemdir. Tutuklanmis enzimin ortamdan kolayca geri
alinmasi daha temiz uriinlerin elde edilmesini saglar. Bunlara ek olarak, enzimin
tutuklanmasiyla geri kazanimimin kolay olmasi ve tekrar tekrar kullanilabilir olmasi

ekonomik agidan 6nemlidir.

Bu c¢aligmada, Candida antarctica lipazin1 nanopargaciklara tutuklayarak enzimatik
aktivitesini ve enantiyose¢imliliini arttirmak amaclanmistir. Bu amacgla oncelikle
cesitli nanopargaciklar sentezlenmis; daha sonra sentezlenen nanopargaciklara Candida
antarctica lipazi kovalent baglama yontemi ile tutuklanmis ve son olarak tutuklanmis
enzimler  (R,S)-1-feniletanoliin  enantiysecimli  transesterlesme  tepkimesinde

biyokatalizor olarak kullanilmastir.



2. KURUMSAL TEMELLER

2.1 Enzimler ve Genel Ozellikleri

Enzimler, yan iiriin olusturmaksizin canli organizmalardaki tepkimeleri hizlandiran ve

miikemmel bir iirlin verimi saglayan ¢ok yonlii biyokatalizorlerdir.

Enzimlerde proteinden baska katalitik aktiviteyi saglayan ve kofaktdr denilen protein
olmayan bir kisim vardir. Bu kisim, koenzimdeki bir organik bilesik veya bir metal
iyonu olabilir. Kofaktorler enzimlere gore yiiksek sicakliga daha dayaniklidirlar.
Holoenzim, aktif enzim-kofaktor kompleksi, apoenzim ise kofaktorsiiz ve Katalitik
olarak aktif olmayan proteindir. Enzimlerin etkileyip degisiklige ugrattigi molekiile

substrat adi1 verilir.

Enzim molekiiliiniin {izerinde aktif bir bolge mevcuttur ve bu bolgede kofaktor ve
koenzimler yer almaktadir. Aktif merkezde ise substratin baglanmasi igin bir cep ve
birden fazla katalitik aktivite bolgeleri yer almaktadir. Kendine 6zgli yapisi olan bu

bolgeler aminoasit kalintilarindan olugsmustur (Y1lmaz 2010).

Hem sulu hem de organik ortamda aktif olan enzimler genelde ¢ift yonlii reaksiyonlari

kontrol ederler. Substrat yiizeyinin artmasiyla enzim aktivitesi de artar (Aksoy 2003).

Aktivite tayinlerinde genellikle ya kaybolan substrat miktar1 ya da olusan iirlin miktar1
Olglilmektedir. Enzimin aktivitesini dlgerken pratik ve hassas bir yontemin segilmesi
onemlidir. Bir mikromol substrati bir dakikada ve uygun kosullarda liriine c¢eviren
enzim miktar1 bir iinite olarak adlandirlir. Enzim {niteleri U veya Ul
seklinde gosterilmektedir. Bir miligram proteinde bulunan enzim {iinite sayisi spesifik
aktivite olarak tanimlanir. Enzim safliginin bir 6lgiisii olan spesifik aktivite {inite/mg

protein olarak gosterilir (Cernia 2002).



2.1.1 Enzim kullanmanin avantajlari

e Yan {irlin olusumu Ya ¢ok azdir ya da hi¢ gézlenmemektedir,

e Enzimlerin katalitik etkinligi kimyasal katalizorlerinkine gore ¢ok daha fazladir,

e Reaksiyonlar iliman sartlarda gergeklesir,

e Enzimler dogal katalizor olduklarindan ¢evreye zararli degildirler,

e Daha az basamakli tepkimeler gergeklesir,

e Kimyasal segicilik, bolge segiciligi, diastomer seciciligi ve enantiyomer segiciligi
gosteririler.

e Dogal substratlarla  siirhh  degildirler ve  organik  bilesiklere  de

uygulanabilirler.

2.2 Lipazlar

Lipazlar (E.C.3.1.1.3), trigliseritleri su-yag arayiizlerinde hidroliz etme kabiliyetine
sahip olan bir enzim tiirlidiir. Bu tepkime terisinir oldugundan, lipazlar ayn1 zamanda

gliserol ve serbest yag asitlerinden agilgliserollerin olusumunu da katalizler (Alloue vd.

2007).

Lipazlar ¢ok cesitli reaksiyon ortamlarina dayanikli olduklarindan, hem endiistride hem
de akademik olgiide en ¢ok kullanilan biyokatalizorlerdir. Lipazlar organik ¢oziiciiler,
iyonik sivilar ve siiperkritik akiskanlara uygulanabilirler. Esterlerin hidrolizi, esterlesme
ve transesterlesme gibi bir ¢ok farkli tepkimeyi katalizleyen lipazlar, perhidroliz ve
karbon-karbon bagi olusumu gibi daha karisik tepkimeleri de katalizleyebilirler (Garcia-
Galan vd. 2014). Sekil 2.1’de lipazlarin katalizledigi bir hidroliz tepkimesi

gosterilmistir.

Yiiksek enantiyosecicilik ozelligine sahip olduklar i¢in, rasemik karigimlarin kinetik

rezoliisyonu lipazlarin en ¢ok uygulandigi tepkimlerdendir (Brem vd. 2011).
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Sekil 2.1 Lipazlarin katalitik aktivasyonu (Y1lmaz 2010)

Lipazlarin molekiil kiitlesi 19-60 kDa arahiginda degismektedir (Garrett ve
Grisham1999). Primer yapisina ragmen farkli orjinlere sahip lipazlarin aminoasit
siralarinda farkliliklar gozlenmektedir. Tiim lipazlarda bir pentapeptid (GXSXG)
mevcuttur; ve bu sirada, G:glisin, S:serin ve X:herhangi bir aminoasiti isaret etmektedir.

(Gao 2004).

Endiistride oldukga genis uygulama alinana sahip olan lipazlar baslica, siit ve kozmetik
endiistrisinde, kati-sivi yag ve zirai ilag tretiminde kullanilirlar. Bunlara ek olarak,
biodizel tretmek i¢in petrol endiistrisinde ve atik yag hidrolizinde de
kullanilmaktadirlar (Giil 2013).

2.2.1 Lipazlarin kaynaklari

Lipazlar bitki, hayvan veya mikroorganizma kokenli olabilirler. Genelde, organik kimya
ve biyoteknolojik uygulamalarda kullanilan lipazlar, mikroorganizmalardan baslica

bakteri ve mantardan elde edilirler (Gao vd.2000).

Biyoteknolojide sik¢a kullanilan lipazlarin bazilar1 asagida gosterilmistir (Jaeger ve
Reetz 1998):

Mantar tiirii lipazlar: Rhizomucor miehei, Candida rugosa, Candida antarctica ve

Thermomyces lanuginasus



Bakteriyel lipazlar: Burkholderia cepacia, Chromobacterium viscosum, Pseudomonas

mendocina ve Pseudomonas alcaligenes

Mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar bitki ve hayvanlardan elde edilenlere gore
daha kolay tiretilirler, ucuzdurlar ve giivenlidirler (Wiseman 1995). Bunlarin disinda,
mikroorganizma kokenli lipazlar kofaktore gereksinim duymazlar, ¢oziiciilerde oldukca
kararlidirlar, genis bir substrat 6zelligine sahiptirler ve yiiksek oranda enantiyosegicilik

gosterirler (Sarag vd. 2008).

Bakteri, mantar, bitki veya hayvan kaynakli olmalarina gore lipazlar termal kararlilik,
pH duyarliligi, dayaniklilik, enantiyosecicilik ve bolgesel secicilik gibi 6zelliklerde
farkl etkiler gosterirler (Y1lmaz 2010).

2.2.2 Candida antarctica lipazi

Candida gesitli tirtinlerden elde edilmis bir maya tiiriidiir. Ticari olarak saglanabilen,
heterojen yapili Novozyme 435 Candida antarctica lipazini (Cal-B) igermektedir.
Novozyme 435, makro gozenekli akrilik regineye tutuklanmis olarak ve serbest halde

ticari olarak mevcuttur (Poojari ve Clarson 2013).

Cal-B, trigliseridlerin sentezi ve terpenik alkollerin esterlesmesi gibi bir ¢ok endiistriyel
proseste biyokatalizér olarak kullanilmaktadir (Arroyo vd. 1998). Sekerlerin,
niikleositlerin ve steroidlerin transesterlesme ve esterlesme reaksiyonlarinda biiyiik
Olclide bolgesel secici oldugu gozlenmistir. Organik ¢oziicii icerisindeki esterlesme
tepkimelerinde biiylik oOlgiide basarili bulunan Cal-B, ikincil alkollerin Kkinetik
rezoliisyonunda ve hidroliz tepkimelerinde de yiiksek enantiyosecimlilik ozelligi

gostermektedir (Poojari ve Clarson 2013).

Klahn vd. (2011) X-isinlart difraksiyonu ile Cal-B’nin Kristal yapisini incelemislerdir
(Sekil 2.2). Bu yapinin aktif sitesi orta diizey bir asetilasyon tepkimesini gostermek icin

degistirilmistir.Asetilasyon tepkimeleri lipazlarin katalizledigi 6nemli tepkimelerdendir.



Lipazlar serin, histidin ve aspartik asit katalitik Ugliisiinii iceren, serin hidrolazlar
grubuna girmektedirler. Bu yap1 Cal-B’nin yapisinda da mevcuttur. Ser 105’in hidroksil
grubundan 1 protonu, komsiu olan His 224 zincirine transfer etmesiyle asetilasyon
tepkimesi baglar. Aktive edilmis Ser bir sonraki asamada asetilasyona ugrar ve
tetrahedral yap1 olusturur. Bu tetrahedral yapi cerisinde, aktive edilmis Ser’in oksijen

atomu asetil substrata kovelent baglanma yontemi ile baglanir (Klahn 2011).

CAL-B /‘)

P il
‘ . A s I \

V

R Fal L

4
NN/
&
small helix
Sy i Z

long helix active
site

Sekil 2.2 Lipaz Cal-B’nin kristal yapis1 (Klahn 2011)

2.2.3 Lipazlarin yapisi

Cogunlugu hiicredisi olan ve asidik glikoprotein olarakta bilinen lipazlarin molekiiler
agirhigi 20 ve 60 kDa arasindadir. Saflastirilmig lipazlar genelde % 2-15 oraninda
karbonhidrat i¢cermektedir. Birincil yapilar1 arastirilan hayvan, bakteri veya mantar
kokenli lipazlarin aminoasit sayilarinin 270 ile 641arasinda degistigi gorilmistiir. o/p-
hidrolaz katlanmas1 olarak bilinen bir yap1 tiim lipazlarin ortak noktasidir. Lipazlarin i¢
yapisinda 8 ¢esit § zincirinden meydana gelen bir tabaka ve bu tabakay1 kapsayan 6 tane
a-heliks zinciri mevcuttur (Sekil 2.3). Lipazlarin aktif bolgesinde aspartik (glutamik)
asit, histidin ve serin aminoasitlerini igeren bir katalitik tiglii vardir. Bu katalitik tglii,
serin ve aspartik asit aminoasitlerinin bir hidrojen bagi yardimi ile histidine

baglanmasiyla meydana gelmektedir (Jaeger ve Reetz 1999).



Sekil 2.3 Candida rugosa lipazinin ii¢ boyutlu yapist (Jacger ve Reetz 1999)

Sekil 2.3’teki agik mavi yapilar; her iki taraftan a-heliksler ile kapli olan hidrofobik -
diizlemini, koyu yesil renk; merkez B-diizlemini kaplayan heliksleri, sar1 renk; lipazin

kapali konformasyonunu, kirmizi renk; lipazin agik konformasyonunu gostermektedir.

2.2.4 Lipazlarin ara yiizey aktivasyonu

Lipolitik enzimlerin ¢oziinmeyen substratlar veya Su-yag arayiizleri ile etkilesimi
sonucu, lipazin aktif bolgesi yeni bir yap1 kazanir ve enzim aktivitesinde artig goriiliir.
Ara yiizey katalizinin bu benzersiz 6zelligi, lipazlar1 diger hidrolitik enzimlerden
ayirmaktadir. Estereazlarin tersine, lipazlar monomerik haldeki substartlarda hemen

hemen hig aktivite gostermezler (Martinelle vd. 1995).

Su-yag araylizey olmadig1 durumda lipazlarin aktif merkezi “lid” olarak tanimlanan o-
helikal bir kapak ile ortiilmiistiir. Hidrofobik maddeler ile etkilesim sonucu bu kapak
hareket ederek enzimi kapali yapidan agik yapiya doniistiiriir. Sonugta, hidrofobik bir

yiizey olusur ve aktif merkez ¢oziicii igine ulasabilir (Jaeger vd. 1999).
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2.2.5 Lipazlarin aktivasyonu ve inhibisyonu

Lipazlarin aktivetisini etkileyen metal iyonlari ve reaktifler gibi bir ¢ok materyal
bulunmaktadir. Ornegin, lipaz aktivitesini en ¢ok arttiran iyonun Ca*? oldugu
bulunmustur. Bunun disinda bir ¢ok alkali metal katyonlar1 da lipazlarin aktivitesini

arttirmaktadir (Oztiirk 2001).

Lipaz aktivitesini olumsuz yonde etkileyen maddeler de mevcuttur. Agir metal
katyonlar1 (Ni*2, Sn*2, Hg*2 vb. ), borik asit, anyonik yiizey aktif maddeler ve bazi
fosfor igeren bilesikler (diizopropilfloro fosfat vb.) lipazlari inhibe etmektedirler (Akoh
ve Min 1998). Cizelge 2.1’de bazi mikrobiyal lipazlar1 inhibe veya aktive eden

materyaller gosterilmistir.

Cizelge 2.1 Mikrobiyal lipazlar tizerine EDTA (etilendiamin tetraasetik asit) ve metal
iyonlari etkisi (Barbosa vd. 2012)

Mikroorganizma Aktivator inhibitor
Burkholderia cepacia’ Mg+, Ca?*, Cu?*, Zn?", EDTA
C02+
Metarhisium anisopliae’® Ca>*, Mg?**, Co** Mn?*
Spirulina platensis?® Ca*?, Mg*?, Zn*? Li*', Fe*?, Mn*2, EDTA
Pseudomonas gessardii*? Ca’, Mg* K*, Zn>*, Mn2*, Fe2+,
Cu*", EDTA
Bacillus sp. ITP-001 Ca**, Co?, Fe’*, Mg?*, Cu®*,
Mﬂ3+, Znt

2.2.6 Lipazlarin Katalizledigi reaksiyonlar

Farkli kaynaklardan elde edilen lipazlarin ¢ogu, hidrolitik enzimlere kiyasla polar
olmayan organik ¢oziiciilerde ¢ok daha kararli bir yapi1 sergilemektedirler. Lipazlar,
esterlesme, transesterlesme ve hidroliz tepkimeleri gibi farkl tiirlii bir ¢ok tepkimede
biyokatalizor olarak kullanilmaktadirlar. Tranesterlesme tepkimeleri esterdeki agcil

grubuna gore farkli isimler almaktadir. Acil grubu degisimi bir asit ile yapilmissa
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asidoliziz, alkol ile yapilmigsa alkoliziz, amin ile yapilmigsa aminoliziz veya bir baska

ester ile yapilmigsa interesterlesme adlarini almaktadir (Yilmaz 2010).

1. Hidroliz

R1—(|:|—OR2 + H,0 =~ R, (ﬁ OH + R,—OH
O o)

2. Esterlesme

Ri—C—OH + R,—OH Ri—C—OR, 4+ H,0

1 Il
o o

3. Transesterlesme
v' Asidoliziz

R1—ﬁ_OR2 + Rs_ﬁ—OH - Rg_ﬁ—ORz + R,—C—OH
I

0 0 0 0
v’ Interesterlesme

R1—ﬁ_OR2 + R;—C—O0R, — R1_ﬁ—OR4 + R;—C—O0R,

I I
O 0 0 0
v' Alkoliziz
Ri—C—OR, + R;—OH - R,—C—OR, + R,—OH
[ [l
o) o)

v" Aminoliziz

R1—(|3|—OR2 + R,—NH, —— R1—(|3|—NHR3 + R,—OH
O 0
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2.2.7 Lipazlarin endiistride kullammm alanlari

Lipazlar, sulu ve organik ¢dziiciilerde iyi bir aktivite gosterdikleri i¢in, endiistrinin bir
¢ok alaninda, akademik alanda ve tip alaninda ¢ok Onemlidirler (Bjokling vd. 1991).
Lipaz teknolojisindeki ilerlemeler ile yeni bilesiklerin sentezi miimkiin olmaktadir
(Ghosh vd. 1996). Lipazlar, siit, kagit, kozmetik ve gida endiistrilerinde en ¢ok
kullanilan enzim tiirlerindendir. Kimyasal analiz ve ila¢ proseslerinde, lipazlar ile ¢ok
basarili sonuglar elde edilmistir. Bunlarin disinda, organik sentezlerde ve yag iceren atik

sularin enzimatik degradasyonunda da kullanilmaktadirlar (Vakhlu ve Kour 2006).

Cizelge 2.2 Kullanimi en yaygin olan bazi ticari lipaz tiirleri (Yilmaz 2010).

Tip KAYNAK UYGULAMA  URETICI FIRMA
ALANI
Fungal
C. rugosa Organik sentez ~ Amano, Biocatalysists,
Boehringer

Mannheim, Fluka, Genzyme,

Sigma

C. antarctica Organik sentez  Boehringer
Mannheim

T. lanuginosus  Deterjan katkis1 Boehringer Mannheim, Novo

Nordisk
R. miehei Gida islenmesi  Novo Nordisk, Biocatalysists,
Amano
Bakteriyel
B. cepacia Organik sentez  Amano, Fluka, Boehringer
Mannheim

P. alcaligenes  Deterjan katkis1 Genencor
P. mendocina Deterjan katkis1 Genoncor

Ch. Viscosum Organik sentez  Asahi, Biocatalysists

Tutuklanmis mikrobiyal kaynakli lipazlar giiniimiizde triagilgliserol tayininde
biyosensoOr olarakta kullanilmaktadirlar. Biyosensor olarak lipaz kullanmanin temeli,

analitik bir ornek igerisindeki triagilgliserolden gliserol liretmek ve salinan gliserol
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miktarin1 enzimatik ya da kimyasal bir yontem ile tayin etmeye dayanmaktadir
(Choudhury ve Bhunia 2015). Lipazlarin endiistride kullanim alanlar1 ve en g¢ok

kullanilan lipaz tiirlerinin uygulama alanlar1 ¢izelge 2.2’de verilmistir.

2.3 Enzimatik Aktivite

Enzimlerin katalitik aktivitesi, belirli sartlarda gergeklesen tepkime hizindaki artisin,
yani belli bir zaman aralifinda katalizlenen ve katalizlenmeyen tepkimelerin turnover
sayilar1 arasindaki farkin tespit edilmesine dayanmaktadir. Enzimlerin katalitik
aktivitesi hacminden bagimsiz oldugu i¢in, birim zamandaki substrat doniisiimii, enzim
katalizli tepkimelerde katal (kat, mol doniisiimii.s?) ile ifade edilir. U, pmol.min™ ise
uluslararas1 ve en cok kullanilan enzimatik aktivite birimidir. Enzimlerin spesifik
aktivitesi 1 mg protein basina enzim finitesi (U/mg protein) olarak tanimlanmaktadir
(Isbakan 2006).

2.4 Stereokimya

Kimyanin, molekiillerdeki atomlarin diziligini ve ii¢ boyutlu yapilarini inceleyen kismi

stereokimya olarak tanimlanir.

2.4.1 Kirallik ve enantiyomerlik

Yunanca’da el anlami tasiyan ve chiros sozctgiinden gelen kiral kelimesi, bir molekiil
veya nesnenin ayna gorlntiisii ile st {iste g¢akigsmamasi anlamina gelmektedir

(Karadeniz 2007). Sekil 2.4’te kiral bir bilesigin 6rnegi goriilmektedir.

Kimyada kirallik kavrami Fransiz bir kimya ve biyoloji uzmani olan Louis Pasteur
tarafindan bulunmustur. Pasteur (1848) kiral bir bilesik olan sodyum amonyum
tartaratin iki izomerini ilk kez ayiran kisidir. Bundan sonra, Kiralitenin bitkiler ve
hayvanlar alemi i¢in 6nemli oldugu kadar farmasotik, tarim ve diger kimya

endiistrisinde de ¢cok onemli oldugu anlagilmistir.
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Tim canli organizmalar, amino asitler, proteinler, enzimler, niikleosidler,
karbonhidratlar ve hormonlar kiral bilesik olarak tanimlanirlar. Farmasotik
endiistrisinde ilaglarin % 56°s1 kiral iiriin olarak, geriye kalan ilaglar ise esit oranda iki

enantiyomeri de igeren rasematlar olarak kullanilmaktadir.

Yapay kiral {riinlerin yan1 sira, tiim dogal bilesikler tek bir enantiyomerik formda
bulunmaktadir. Ornegin tiim dogal amino asitler lI-izomer formda (levorotatory) ve tiim
dogal sekerler d-izomer formdadir (dextrorotatory). iki enantiyomerin  kimyasal
yapisinin ayni olmasina karsin, ¢ogu rasemik ilaglarin farkli enantiyomerleri birbirinden
ayr1 biyolojik aktivite sergiler. Bir enantiyomer olumlu etkiye sahipken digeri aktif

olmayabilir ya da toksik etki gosterebilir (Nguyen vd. 2006).

Br
"N [ Lie
F N Cl
S-bromokloroflorometan R-bromokloroflorometan
Ayna goriintiisi Nesne

Sekil 2.4 Bromokloroflorometanin enantiyomerleri (Nguyen vd. 2006)

Kiralitenin kaynag1 eksen etrafindaki kisith doniisler veya diizlemler olabilecegi gibi
asimetrik merkez de kiralite kaynagidir. Genellikle asimetrik merkez, dort farkli yer
degisimli atomu ile bir karbon atomu olmaktadir; fakat fosfor, siilfiir, boron, silikon ve
nadiren bir azot atomu da olabilmektedir. Eger bir molekiil birden fazla asimetrik
merkeze sahipse enantiyomer c¢iftlerinin sayis1 artmaktadir. Bir ¢iftin enantiyomerleri
polarize 15181 zit yonde dondiirme ve diger kiral ortamlarla farkli etkilesim kurma

becerisi hari¢, ayn1 kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahiptirler. Enantiyomerlerin kiral
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tanimas1 tiim biyoaktif maddeleri etkiler; 6rnegin farmasoétikler, bocek ilaglari, tarim

ilaglari, tatlandiricilar, parfiimler ve gida katki maddeleri (Turcu 2010).

Sekil 2.5’te asimetrik merkezde iki enantiyomer ayn1 A, B, C, D atomlarin1 farkli
mekansal dagilimla yapisinda bulundurmaktadir. Farmakolojik etkisini gostermek igin,
bir ilacin aktif enantiyomerinin ii¢ atomunun (A, B ve C) reseptordeki baglanma
bolgesine karsilik gelen a, b ve ¢ olarak etiketlenmis bdlgeler ile etkilesime girmeleri
gerekir. ilacin hedefe baglanmasi, bir eldivenin igine elin girmesi gibi paralel bir yap1
ile tarif edilir. Istenen biyolojik etkinin basarilabilmesi i¢in aktif enantiyomerin iig
boyutlu yapis1 Aa, Bb ve Cc diziliminde olmaldir. inaktif veya daha az aktif olan
enantiyomer aktif enantiyomer ile ayni1 gruplara (A, B, C, D) sahip olsada, ii¢ boyutlu
yapisindan dolayr reseptore baglanmasina ve uygun bir etkilesim gerceklestirmesine

izin verilmez (Turcu 2010).

Aktif enantiyomer inaktif enantiyomer

ilac baglanma bdlgesi ' ilac baglanma bdlgesi ilag baglanma bolgesi

Sekil 2.5 Kiral bir ilacin enantiyomerlerinin etkilesimini ve baglanma bdlgesini gosteren
basit bir model (Turcu 2010).

2.4.2 Rasemik karisumlar

Rasemik bir karisim iki enantiyomerin esit oranda bulundugu bir karigimdir.
Rasematlarin  enantiyomerleri, polarize 151k diizlemini esit fakat zit yonde
degistirdiklerinden polarize 151k diizlemindeki net etki sifir olur ve optikge aktif

olmazlar. Farmokolojik aktif kiral maddeler genellikle rasemat seklindedirler. Ilag
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endistrisinde biiyiikk 6nem tasiyan kiral maddelerin enantiyomerleri birbirinden farkli
etki gosterir. Enantiyomerlerden biri istenen olumlu etkiyi gosteririken, digeri yan veya
toksik bir etki goOsterebilir. Bu sebeple, rasematlar1 enantiyomerlerine ayirarak

istenmeyen enantiyomerin % 0.1 oranina diisiiriilmesi gerekir (Tiiziin 1994).
2.4.3 Enantiyosecicilik

Enantiyomerik oran (E) ve enantiyomerik asirilik (ee) enzim katalizli tepkimelerde
kullanilan iki O6nemli terimdir. Enantiyomerik asirilik, rasemik bir karisimdaki
enantiyomerik saflig1 ifade etmektedir. Enantiymerik oran ise, enzim katalizli kinetik
rezoliisyon tepkimelerinde enantiyoseciciligi karakterize etmek icin kullanilmaktadir.
Esitlik 2.1’de enantiyomerik asiriligin nasil hesaplandigi gosterilmistir. Burada R-
enantiyomerin ve S-enantiyomerin derisimleri R ve S olarak gosterilir. Rasemik bir

karisimin ee degeri “0”, enantiyomerik saflikta bir bilesigin ee degeri ise “% 100 diir.

Yceg===x100  R>S 2.1)

Lipazlar kiral yapili olduklarindan rasemik bir karisimin iki enantiyomerini ayirma
kabiliyeti ~ gosterirler.  Lipaz  katalizli  tepkimelerin  stereose¢imliligi  veya
enantiyose¢imliligi enantiyomerik oran (E) olarak tanimlanir. E degeri iki

enantiyomerin spesifiklik sabitinin oranidir (Ghanam ve Aboul-Enein 2004).

_ (kcat/ kM)R

E —
RS™ (keat/ kg

(2.2)

Bu esitlikte Kcat hiz sabiti ya da turn over sayisi, kv ise Michaelis—Menten sabi.tidir. Sih
vd. (1989) bu denklemi iirlinlerin enantiyomerik asiriligi (eep), reaksiyone girmeyen
substratlarin enantiyomerik asiriligi (ees) ve doniisim (c) cinsinden gelistirmistir.

Tersinir bir enzimatik reaksiyon icin E degeri asagidaki esitlik ile ifade edilir:
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_ Ln[1-(1+K)(cteeg(1-¢))]
Ln[1-(1+K)(c-ees(1-¢))]

(2.3)

Bu esitlikte K denge sabitini gdsterir. Reaksiyon tersinmez oldugunda ya da tersinir

reaksiyon i¢in K degeri ihmal edildiginde esitlik asagidaki gibi kisaltilir:

E— Ln[(1-c)(1-ees)]

"~ Ln[(1-0)(1+eeg)] 24)
eeg
‘S ees+ee, (25)

2.5 Enantiyomerik Saflikta Uriin Elde Etme Yontemleri

Enantiyomerik saflikta iirlin elde etmek i¢in, kullanilan baslangi¢ maddesinin ¢esidine

bagli olarak, temelde ii¢ ¢esit yontem vardir (Sekil 2.6).

Akiral

Kiral Havuz —=——— Bilesikler

© Asimetrik -

Sentez © Rasematlar : % Sentez &

, Kramotografi. 555*—;55 Biyokatal 'Z“

5=§.Kr|stallzasyqiiu:1:

Kinetik

enzimatik

Sekil 2.6 Enantiyomerik saflikta iiriin elde etme yontemleri
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Enzim kullanilarak enantiyomerik saflikta iirlin elde etmek igin stereosecici sentez ve
rasematlarin rezoliisyonu yontemleri kullanilir. Bu ¢aligmada rasematlarin rezoliisyonu
tizerinde durulacagi i¢in, stereosecici sentez sadece sematik olarak gosterilmistir (Sekil

2.7). Rasematlarin rezoliisyonu ise detayli sekilde anlatilmistir.

-~ (R)-B 7 (R)-B
d RS)-B Z
‘\k ( J" ~
S S
™ (S)-B ™~ (9)-B
Stereosegici Sentez Rasematlarin Rezoliisyonu

Sekil 2.7 Stereosegici sentez ve rasematlarin rezoliisyonu (Ghanam ve Aboul-Enein 2004)

Asimetrik sentez i¢in etkili gelismeler olmasimna ragmen, rasematlarin rezoliisyonu
endistriyel sentez icin baskin bir liretim yontemidir. Enantiyomerlerin rezoliisyonu
temelde dort kategoridir: (i) Dogrudan tercihli kristalizasyon, (ii) Diastreosegici tuzlarin
kristallesmesi, (iii) kromotografi ve (iv) kinetik rezoliisyon (Ghanam ve Aboul-Enein
2004).

2.5.1 Tercihli kristalizasyon

Tercihli kristalizasyon yontemi endistriyel olgekli bir ¢ok maddenin iiretiminde
kullanilmaktadir. Bu maddelerden en ¢ok karsilasilanlar1 ise kloramfenikol ve a-metil-
L-dopa iiretimidir. Bu yontem sadece yiginlar olusturabilen rasematlar icin teknik
olarak uygulanabilir. Yani iki enantiyomer kristalinin mekanik karisimini esit miktarda
iceren rasematlara uygulanabilir. Maalesef, sadece % 20 oraninda rasemat
konglomeradir, kalan gercek rasemik bilesikler bu yontemle ayrilamazlar. Bir
konglomera igin tercihli kristalizasyon tekniginin basarisi, rasemik karigimin diger iki

enantiyomerden daha ¢dziinebilir olmasina baglhidir (Ghanam ve Aboul-Enein 2004).
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2.5.2 Diastereosecici kristalizasyon

Rasemat ger¢ek bir rasemik karisim ise, tercihli kristalizasyon ile ayrilamaz ve bu
durumda diastereosecici kristalizasyon kullanilir. Su ya da metanol igerisindeki rasemik
karisim ¢ozeltisi saf enantiyomerlerden biri (¢Oziicli ajan) ile tepkimeye girer; boylece
diastereomerlerin bir karigimi olusur. Olusan bu karisimi diastereosecici kristalizayon

ile ayirmak miimkiindiir (Ghanam ve Aboul-Enein 2004).
2.5.3 Kinetik rezoliisyon

Rasematlarin rezoliisyonunda kullanilan ti¢lincii metod kinetik rezoliisyondur. Bu
yontemin basarisi, iki enantiyomerin kiral bir madde ile farkli hizlarda tepkimeye
girmesine baghdir. Kiral madde katalitik miktarda olmalidir; bu enzim ya da
mikroorganizma gibi bir biyokatalizor olabilecegi gibi kiral asit-baz veya kiral metal
kompleksi gibi bir kemokatalizér de olabilir. Rasemik bilesiklerin kinetik rezoliisyonu,
lipazlar tarafindan katalizlenen transformasyon ¢esitlerinden en yaygin olanidir. Enzim
iki enantiyomer arasinda hangisinin daha hizli iriine doniisecegine gore se¢im

yapmaktadir.

Kinetik rezoliisyon kr ve Ks birbirine esit olmadig1 bir zamanda olur ve doniisiim 0 ile
% 100 arasinda oldugu bir zamanda sonlanir. Enantiyomerlerden biri digerinden daha
hizli tepkimeye girer; 6rnegin R reaksiyona giren tek bir enantiyomer ise ks sifir olur.
Bu durumda, baglangigtaki 50/50 karisim % 50 doniisiim ile % 50 reaktan (S) ve % 50
iiriin (P) meydana getirir. Bu yontem tek bir enzim ile iki enantiyomeri ayirmanin en

kolay yollarindan biridir (Sekil 2.8).

Kk
R N
kS
s - Q

Sekil 2.8 Katalitik kinetik rezoliisyon (Ghanam ve Aboul-Enein 2004)
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2.5.4 Dinamik kinetik rezoliisyon

Yukarida anlatilan klasik kinatik rezoliisyon yontemi saf enantiyomerler elde etmek icin
etkili bir yontem olmasina karsin, maksimum %50 verim ile saf enantiyomerlerin

iretilmesi yontemin dezavantajidir. Bu kisitlamayr ¢6zmek i¢in bazi yontemler

gelistirilmistir:
) Mezobilesimler ya da prokiral substratlar kullanmak,
i) Istenmeyen enantiyomerin stereoddniisiimiinii saglamak,

iii)  Rasemizasyon ve istenmeyen enantiyomerin geri kazanilmasi,

iv) Dinamik kinetik rezoliisyon yontemi.

Dinamik kinetik rezoliisyon tepkimelerinde, rasemizasyon ve kinetik rezoliisyon birlikte
olmaktadir. Siklikla kullanilan kinetik rezoliisyon ve dinamik kinetik rezoliisyonda (R)-
enantiyomeri (S)-enantiyomerinden daha hizli (R)-iirlintine doniisiir (kr>ks) (Sekil 2.9).
Dinamik Kkinetik rezoliisyonun bir fark: ise (S)-enantiyomeri proses boyunca izomerlesir
ve boylece baslangi¢ (R)-substratinin tamami (R)-iirtiniine doniisiir ve Kras > kr 0lmasi
gerekir. Bu tepkimede maksimum verim olan %100’e ulasmak miimkiindiir.
Rasemizasyon tepkimelerinde biyokatalizor olarak rasemazlar ve kimyasal katalizor

olarak baz ya da asit kullanilabilir (Babaarslan 2008).
kg
(R)-substrat — 5 (R)-lirlin
kras kras

ks
(S)- substrat —P&—»  (S)-iiriin

Sekil 2.9 Dinamik kinetik rezoliisyon (Ghanam ve Aboul-Enein 2004)
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2.6 Enzim Tutuklama

Canli hiicrelerdeki biyokimyasal reaksiyonlarin hizlarini arttiran protein molekdllerine
enzim denir. Enzimler herhangi bir tepkime sonrasi degisime ugramadiklarindan ayni
enzimi tekrar tekrar biyokatalizor olarak kullanmak miimkiindiir. Fakat sivi haldeki
enzimi bulundugu ortamdan ayirabilmek kolay degildir. Bu durumda enzim kat1 bir
destege tutuklanir ve triinler ile enzimi ortamdan ayirmak kolaylagir. Kat1 bir destege
tutuklanan enzim, iizerinden gecen substratin iirline c¢evrilmesini saglar ve bu arada

enzimin katalitik aktivitesi korunmaktadir (Kasavi 2006).

2.6.1 Tutuklanms enzimin serbest enzime gore iistiinliikleri

Tutuklama islemiyle bir katiya baglanan enzimin, ¢ozelti igerisindeki bir

enzime gore bir ¢ok avantaji bulunmaktadir (Telefoncu 1997):

Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme

v.b.) ve iirlinlerin enzim tarafindan Kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz

e (Cevre kosullarina ( pH, sicaklik v.s.) kars1 daha dayaniklidir

e Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir

o Siirekli islemlere uygulanabilir

e Sivi formuna kiyasla daha kararlidir

e Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir

e ok basamakli tepkimeler i¢in uygundur

e Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir

e Enzimin kendi kendini pargalama olasilig1 azalir

e Avantajlar1 fazla olmasina karsin, tutuklanmis enzimlerin endiistriyel uygulamalari
asagidaki nedenlerden dolayi sinirhidir (Kasavi 2006):

o Serbest enzimlerin maliyetinin daha diisiik olmasi

e Geleneksel yontemlerin degistirilmek istenmemesi

o Kurulmus prosesleri degistirmek i¢in yeni yatirimlara gerek duyulmasi

e Tutuklama isleminde kullanilacak tasiyicinin maliyeti

e Sistemin performansi
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2.6.2 Enzim tutuklama yontemleri

Enzim tutuklamak i¢in bir ¢ok yontem kullanilmaktadir; en sik kullanilan tutuklama

yontemleri temel olarak cizelge 2.3’te gosterilmistir:

Cizelge 2.3 Enzim tutuklama yontemleri

Fiziksel Adsorpsiyon

E Iyonik Baglama

<

i~

2 Kovalent Baglama
53

CE

€3 Capraz Baglama
N =

c:o

Ll =

Kati Destege Hapsetme

2.6.2.1 Fiziksel adsorpsiyon

En eski ve basit enzim tutuklama yontemi olan fiziksel adsorpsiyon, enzimin suda
¢Ooziinmeyen bir tasici yiizeyine tersinir bir etkilesim ile tutuklanmasi esasina
dayanmaktadir (Sekil 2.10). Uygun bir tasiyicit materyalin secilmesi durumunda, diger
tutuklama yontemlerine gore daha az maliyetlidir. Fiziksel adsorpsiyon yontemi ilk
defa, beta-D-frukto-furanosidaz enziminin aluminyum hidroksit matrisi {izerine

tutuklanmasi i¢in kullanilmistir.

Fiziksel adsorpsiyon yonteminde, van der Waals kuvvetleri, hidrojen ve iyonik bag
etkilesimleri gibi elektrostatik kuvvetlerin yam1 sira, hidrofobik baglanma da
olugsmaktadir. Tutuklama islemi sirasinda, enzimin konformasyonel yapisinda veya aktif
merkezinde degisim goriilmemekte veya dnemsiz 6l¢iide degisim goriilmektedir. Enzim
aktivitesini arttirmak i¢in ya da enzimin inaktif olmasini engellemek i¢in, sicaklik, pH,
enzim konsantrasyonu gibi parametrelerin uygun degerleri tespit edilmelidir. Ayrica,
uygun bir ¢dziicli se¢imi enzimatik aktiviteyi etkileyen dnemli bir parametredir (Kasavi

2006).
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Sekil 2.10 Fiziksel adsorpsiyon ile enzim tutuklama (Mohamad vd. 2015)

Bu tutuklama yonteminin bir avantaji, destek materyelini aktiflemek igin daha az
basamakli islemlere ihtiyag duyulmasidir. Ayrica baglanma islemi hidrojen baglar1 ve
van der Waals kuvvetleriyle oldugundan, kimyasal baglanmaya gore enzim tlizerindeki

bozucu etki azalmis olur.

Avantajlar1 yaninda, adsorpsiyon ile enzim tutuklama yonteminin dezavantajlart da
bulunmaktadir. Tasiyict ve enzim arasinda olusan zayif baglardan dolayr enzimin
¢ozeltiye sizmasi muhtemeldir. Ayrica, ortamdaki diger maddeler veya proteinler
tagiyictya adsorplanarak kirlilik olusturabilir ve tutuklanmig enzimin O6zelliklerini
degistirerek aktivitesini dustirebilir. Fiziksel adsorpsiyon yonteminde destek materyali
olarak genellikle, kil, cam, alumina, aktif karbon ve kolojen kullanilmaktadir (Kasavi
2006).

2.6.2.2 Tyonik baglama

Iyonik baglama ydnteminde (Sekil 2.11), enzim suda ¢dziinmeyen bir tasiyiciya iyonik
baglar ile baglanir. Kovalent baglanmaya goére daha iliman sartlarda gergeklesen iyonik
baglanma yontemi, enzimde daha az konformasyonel degisikliklere sebep olur. Enzim
aktif merkezi zayif baglardan dolayr degisime ugramaz, fakat zayif baglar enzimin
¢ozeltiye sizmasima sebep olabilir. Iyon degisim recineleri, iyon degisim merkezine
sahip polisakkaritler ve bazi sentetik polimerler iyonik baglama yonteminde destek

materyali olarak kullanilabilir (Y1lmaz 2010).
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Sekil 2.11 Fiziksel adsorpsiyon ve iyonik baglama (Brena ve Batista-Viera 2006)

2.6.2.3 Kovalent baglama

En sik kullanilan enzim tutuklama yontemlerinden biri olan kovalent baglamanin basit
bir yapist Sekil 2.12°de goriilmektedir. Enzimlerdeki substrat baglama bolgesinde veya
aktif merkezde bulunmayan aminoasitler destek materyaline kovalent baglar ile
baglanmaktadir (Uygun 2006).

o)

SONNNNN

Sekil 2.12 Kovalent baglanma (Brena ve Batista-Viera 2006)

Kovalent baglama yontemi ile tutuklanmis enzim aktivitesi, destek materyalinin sekline,
biiyiikliigiine, bilesimine ve tutuklama kosullarina baglidir. Enzim ve tasiyici materyal
arasindaki kovalent baglanmada, enzimin baglanma yonii enzimin kararlilii agisindan
cok oOnemlidir. En yiiksek enzim aktivitesini saglamak icin destek materyaline

baglanmada aminoasidin aktif merkezi bulunmamalidir (Mohamad vd. 2015).
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Kovalent baglama yonteminde, enzim ve destek materyali arasindaki bag, tutuklanacak
molekiiliin tizerindeki aktif gruplara bagl olarak, iki sekilde olmaktadir. Birincide
reaktif fonksiyonel gruplar herhangi bir modifikasyona ugramamis destege dogrudan
baglanirlar, ikincide ise destek matrisi aktif gruplar olusturmak i¢in modifiye edilir. Her
iki durumda da destek materyali iizerinde {iretilen elektrofilik gruplar, protein

tizerindeki giiclii niikleofiller ile reaksiyona girerler (Mohamad vd. 2015).

Kovalent baglama yonteminde enzim ile destek matrisi arasinda daha gii¢lii baglar
olustugundan, enzimin c¢oOzeltiye sizmasi diger yontemlere gore daha azdir. Cok
basamaklt bir yontem olan kovalent baglamada, oOncelikle destek materyalinin
aktiflenmesi, daha sonra enzim ile etkilesimi gerceklestirilir. Cok basamakli olmasi
yontemin dezavantijidir ve genellikle enzimin inaktif olmasina sebep olabilir. Bunun
disinda, enzimin uygun olmayan bir destege tutulmaya zorlanmasi veya uygun olmayan
bir aktifleyici madde se¢cimi de enzimin inaktivasyonu ile sonuglanabilmektedir.
Enzimin inaktif olmasini engelleyecek bir kag¢ koruyucu yontem mevcuttur: Substrat
ya da inhibitor esleginde enzimin tutuklanmasi, ¢apraz baglayicilar ile modifiye edilmis

enzim kullanmak ve tersinir bir enzim-inhibitér kompleksi kullanmak (Yilmaz 2010).

Bu tiir bir baglanma i¢in tasiyici materyalin ve aktifleyici maddenin se¢imi oldukga
mithimdir. Genellikle, agaroz, seliiloz, polivinil kloriir, iyon degistirici regineler ve

gozenekli cam destek matrisi olarak kullanilmaktadir (Mohamad vd. 2015).

Kovalent baglama ile lipaz tutuklama calismalarindan biri sekil 2.13-2.15’te detayl
olarak gosterilmistir. Rios vd. (2016) mezaporlu silika olarak bilinen SBA-15’i 3-
amino-propyltriethoxysilane (APTES) ile modifiye edip ¢apraz baglayic1 glutaraldehit
ile aktive etmislerdir. Daha sonra olusan aktif materyale Candida antarctica lipase B
(Cal-B) kovalent baglama metodu ile tutuklanmustir. Oncelikle mezaporlu silikanin
yiizeyine APTES ile amin gruplarinin baglanmasiyla silanlama yapilmistir (Sekil 2.13).
Daha sonra yiizeyde olusan amin gruplart GA ile tepkimeye girerek detegin aktivasyonu
saglanmistir. GA molekiilleri oldukca biiylik oldugundan bir ¢ok grup ile bir uzatma
kolunun olusmasini saglar ve bu gruplar, tutuklama kosullarina bagl olarak, enzim ile

cesitli sekilde etkilesime girerler (Sekil 2.14). Bu etkilesim bdlgelerinden birincisi
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destegin amin gruplarimin olusturdugu iyonik etkilesim bolgesi, ikincisi GA
molekiiliiniin karbon zinciri boyunca olusan hidrofobik etkilesimleri barindiran bolge ve
son bolge kovalent reaktif gruplar boyunca olusan kovalent baglanma bolgesidir (Sekil
2.15). Aktive edilmis destek Cal-B lipazi ile etkilesime girmis ve lipazin amin gruplari
destegin kovalent baglanma bdlgesine baglanmistir. Bu asamadan sonra kovalent

baglama ile tutuklama iglemi tamamlanmistir (Sekil 2.16).

\\/O‘ISi/\/\NHZ
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APTES \ {NH: /NH;
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OH OH OH OH OH OH o/(‘) 0 o/o\o
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Sekil 2.13 Mezaporlu silikanin APTES ile modifikasyonu
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Sekil 2.14 Modifiye edilmis silikanin GA ile aktivasyonu
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Sekil 2.15 GA ile aktive edilen destegin farkl etkilesim bolgeleri
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Sekil 2.16 Modifiye edilmis aktif silika {izerine Cal-B tutuklanmast1
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Kovalent baglama agagidaki avantajlara sahiptir:

o Biyokatalizor tastyicidan sizmaz,

o Biyokatalizor ve tasiyici arasindaki giliclii baglardan dolayr biyokatalizoriin
karalilig1 artar,

o Baglanmamis enzim ortamdan kolayca uzaklastirilir,

o Strekli sitstemler i¢in uygundur.

Avantajlar1 yani sira kovalent baglamanin bazi istenmeyen 6zelleikleri vardir:

o Baglanma aktivite i¢in zorunlu aminoasit fonksiyonel gruplari {izerinden
gerceklestigi icin aktivite diigebilir,

o Biyokatalizoriin  toksik ajanlara ve sert reaksiyon kosullarina maruz
kalmasindan dolayi iiriin verimindeki diisiis gozlenir,

o Enzimin tasiyiciya baglanmasi 6zel ve masrafli hazirliklar gerekli kilabilir.

2.6.2.4 Capraz baglama

Capraz baglama yonteminde (Sekil 2.17), iki ya da ikiden fazla fonksiyonel reaktif
gruplar1 bulunan kiiciik molekiiller enzim molekiilleri arasinda ¢apraz baglar yaparak,
suda ¢oziinmeyen yapilart olusturur. Tutuklama kosullari, protein ve reaktif derigimi,
serbest enzim tiirii ve ¢apraz baglayici tiirli bu yontem i¢in ¢ok énemlidir. Glutaraldehit,
kloroformat, epiklorohidrinler, bioksiranlar, divinilsiilfonlar, metal gecis iyonlar1 ve

heterosiklik halojeniirler siklikla kullanilan ¢apraz baglayicilardandir (Uygun 2006).

Capraz baglama yontemi kovalent baglama yontemine benzemektedir, fakat kovalent
baglamada enzimin tutuklanmasi gereken aktif hale getirilmis tasiyic1 detsek materyali
bu yontemde yoktur. Bu yontemde, enzim kendisinin bir tasiycist gorevindedir.
Oncelikle aseton, amonyum siilfat ve etanol gibi coktiiriiciiler igerisinde enzim ve
capraz baglayici tepkimeye girerek ¢apraz baglarin olugmasini saglar (Mohamad 2015).

Bu sekilde enzimin tiglinciil yapist degisime ugramadan kovalent olmayan, ¢apraz baglh
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yapilar meydana getirilir. Coktiirme islemi, enzim saflastirmak amaciyla da kullanildigi
icin bu yontem ile ayn1 zamanda saf tutuklanmis enzimler de elde edilebilmektedir
(Sheldon 2007).

El@r
as

£ Eb gy

Sekil 2.17 Capraz baglama ile enzim tutuklama (Brena ve Batista-Viera 2006)

2.6.2.5 Kati bir destege hapsetme

Kat1 bir destege hapsetme yonteminde (Sekil 2.18), enzim disariya ¢ikamayacag belirli
bir mekanda tutulmaya zorlanmaktadir. Kovalent baglama veya c¢apraz baglamada
oldugu gibi fiziksel ya da kimyasal bir bag ile enzim tasiyict materyale baglanmaz. Bu
yontemde, kafes (polimer matris), mikrokapsiil, lipozom, membran ve ters misel
kullanilir. Kafes tipi yontemde, enzim ¢ozeltisi igerisinde biiyiik Ol¢lide ¢apraz bag
igeren bir polimer matrisi olusturulur. Polimerlesme sonucunda enzim ¢apraz baglar
arasinda kalarak ¢ozeltiye gegemez. Bu yontem kolay uygulanabilir olmasi, az miktarda
enzim ile gerceklesmesi ve fiziksel bir yontem olmasi agisindan avantajlidir. Bunun
yanmi sira, fiziksel bir metod olmasi suda c¢oziinmeyen, nétral tasiyicilarin da
kullanilmasma imkan verir. Fakat bu yontemde, enzimin aktivitesini korumasi igin
kiigiik substratlar segilmesi zorunlulugu ve aktivitenin tepkime kosullarina ¢ok baglh

olmas1 yontemin dezavantajlaridir (Uygun 2006).

i

Sekil 2.18 Kati bir destege hapsederek enzim tutuklama (Brena ve Batista-Viera 2006)
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Mikrokapsiilleme yontemi, mikrokapsiil adi verilen kiire seklinde taneciklerin
olusumuna ve biyokatalizoriin s1v1 veya siispansiyon halinin, yar1 gecirgen polimerik bir
membrana olusan bu kiireciklerin igerisinde tutuklanmasi esasina dayanmaktadir.
Mikrokapsiil pargaciklarinin boyutu 50 nm ve 2 mm arasinda degismektedir. Sekil
2.19’da bazi mikrokapsiillere 6rnek verilmistir. Bu proseste genel olarak, hidrofilik,
hidrofobik veya ikisinin karisimindan olusan polimerler kullanilmaktadir (Singh vd.

2010).

(a)

Sekil 2.19 Mikrokapsiil 6rneklerinin taramali elektron mikroskop (SEM) goriintiileri
(Singh vd. 2010)

a.Mononiikleer mikrokapsiiller, b.Kiimelenmis mikrokapsiiller, c.Mikrokapsiil yiizeyi

Polimerik, seramik, metal veya sivi membranlar enzim tutuklamada siklikla
kullanilmaktadir (Sekil 2.20). Bu yontem kimyasal bir etkilesim olmaksizin enzimin
membran tarafindan sarilmasi olaymi kapsamaktadir. Kiiciik bir hacimde enzim ve
substrat etkilesime gecebilir. Enzimin ¢ozeltiye sizma olasilig1 vardir ve bu da enzim

sarfiyatini arttiran bir dezavantajdir (Jochems vd. 2011).

Ters misel yonteminde oncelikle yiizey aktif madde ve organik bir ¢oziicii etkilesime
gecerek ters miseller olusturur. Olusan bu ters miseller igerisine biyokatalizoriin

tutuklanmasiyla islem tamamlanir (Uygun 2006).
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Sekil 2.20 Membranda enzim tutuklama (Y1ilmaz 2010)

2.7 1-Feniletanol

Ikincil alkollerden kiral feniletanol ve tiirevleri, farmasotikler, zirai ilaglar ve dogal
trtinler i¢in onemli kiral yapr tasidir (Habulin ve Knez 2009). Optikce aktif 1-
feniletanol, degerli kimyasallarin iiretiminde ve ila¢ endiistrisinde kiral yap: tas1 ve

sentetik ara tirtin olarak kullanilmaktadir (Hernandez-Fernandez vd. 2008).

OH
.-‘\“H
H4C

Sekil 2.21 1-feniletanoliin molekiil yapis1 (R ve S formlari)

Sekil 2.21°de goriilen 1-feniletanoliin saf R(+) ve S(-) formlari, enantiyomerik safligin
belirlenmesinde ve halkali anhidridler ile epoksidlerin asimetrik agiliminda kiral ajan
islevi gormektedir (Frings vd. 1999). R-1-feniletanol hafif ¢igek kokusu sebebiyle
ozellikle kozmetik endiistrisinde yaygin olarak kullanilir. Bunun disinda, R-1-
feniletanol solvatokromik boya, oftalmik koruyucu ve kolestrol bagirsak adsorpsiyon
inhibitorii olarakta kullanilir. (S)-1-feniletanol ise Alzheimer ilaglarinin yapiminda
kullanilan bir oncii madde olmasiyla biyokimya alaninda Onemli bir {riindiir

(Hernandez-Fernandez vd. 2008).
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3. KAYNAK ARASTIRMASI

Enzim tutuklama ile ilgili ge¢mis yillarda ve giinlimiizde yapilan bir ¢ok g¢alisma
mevcuttur. Bu calismalarda farkli enzimler, farkli destek materyallerine g¢esitli

tutuklama yontemleri ile tutuklanmistr.

Kovalent baglama metodu ile yapilan ilk ¢alisma H. Brandenberger (1956) tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu calismada, lipaz enzimi iyon degistirici recine {izerine kovalent

baglarla tutuklanmistir (Y1lmaz 2010).

Enzimler hidrofobik ortamda kararli bir yap1 gostermediklerinden, hidrofilik materyaller
enzim tutuklamak icin ¢cok daha iyi matrisler olusturmaktadir. Kontrolsiiz enzim destek
etkilesimini engelledikleri i¢in, inert destekler de tutuklama materyali olarak tercih
edilebilir. Ayrica organik ve inorganik destek materyalleri, enzim tutuklamak igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Silikalar, metal oksit bazli matrisler, seramikler ve
mezaporlu camlar inorganik destek materyallerine; poliamitler, polisakkaritler ve

poli(vinilalkol) organik destek materyallerine ait 6rneklerdir (Zucca vd. 2016).

Mojovik vd. (1998), Candida rugosa lipazint polimer destek iizerine tutuklamiglar ve
tutuklama verimini % 62 bulmuslardir. Tutuklanmis enzim palmiye yaginin hidrolizi
tepkimesinde katalizor olarak kullanilmistir. Ayni kosullarda tepkime tekrarlanmis ve
besinci tepkime sonunda tutuklanmis enzimin aktivetisi, baglangi¢ aktivitesine gore %

56 bulunmustur.

Liu vd. (2005), enzim tutuklamak i¢in manyetik mikro boyutlu (<8um) kiireler
tiretmislerdir. Kiirelerin, yiiksek manyetik 6zellikler gosterdigi ve manyetik bir alan
yardimiyla ortamdan kolayca ayrilabildikleri tespit edilmistir. Uretilen manyetik mikro
kiireciklere Candida cylindracea lipaz1 kovalent baglarla tutuklanmistir. Tutuklanmis
lipazin yiiksek aktivite verimi (% 72.4), enzim yiiklemesi (34 mg/g ) ve tekrar kullanim
stiresince ¢ok 1yi bir kararlilik gosterdigi tespit edilmistir. Mikron biiyiikligiindeki
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manyetik destek maddelerinin enzim tutuklamak i¢in ekonomik ve kararli olduklari;

ayrica igletim kolaylig1 sagladiklar: tespit edilmistir.

Bhushan vd. (2007), Arthrobacter sp. lipazini sentetik, makro gézenekli, alkillestirilmis
epoksi kopolimerlere tutuklamiglardir. Tutuklanmis enzimler asetil 1-feniletanoliin

kinetik rezoliisyonunda kullanilmistir.

OCOR OH COR
Tutuklanmis ;
enzim '
» +
RS(+)R = CH, R-(+)ee 99% S-(-)

Sekil 3.1 Asetil 1-feniletanoliin kinetik rezoliisyonu

% 99 ee degerine serbest lipaz kullanilarak 24 saatte ulasilirken, tutuklanmuis lipaz ile 15
saatte ulagilmistir. Tutuklanmis lipazin tekrar kullanilabilirligi arastirildiginda, 15 kez
tepkime sonunda bile aktivite kayb1 olmadigi gorilmiistiir. Sonug¢ olarak, tekrar
kullanilabilirligi, reaksiyon siiresini kisaltmasi ve maliyeti diisiirmesi agisindan basarili

bir calisma olmustur.

Netto vd. (2009), C. antartica (Cal-B) lipazin1 manyetik nanoparcaciklara tutuklamiglar
ve tutuklanmis enzimlerin katalitik aktivitesini ikincil alkollerin kinetik rezoliisyon
tepkimesinde incelemislerdir. Oncelikle ortak ¢oktiirme metodu ile siiperparamanyetik
nanopargaciklar (MagNP) iiretilmis ve bu pargaciklar c-aminopropiltrietoksilan (APTS)
ile silanlanarak modifiye edilmistir. APTS ile nanopargaciklarin yiizeyi silika ile
kaplanmis ve hava ile oksidasyonu engellenerek saglam bir yapt meydana getirilmistir.
Bunun yanisira, APTS igerisindeki amin grubu pH’in 7 oldugu bir ortamda
nanoparcaciklarin topaklanmasina engel olmus ve enzim ile etkilesimi arttirmistir.
Yiizey modifikasyonu sonrasinda Cal-B lipazi kovalent baglarla destege tutuklanmistir

(CAL-B/APTSMagNP).
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Sekil 3.2 APTS ile modifiye edilmis manyetik nanopargaciklar (APTS-MagNP)
(Netto vd. 2009)

Tutuklanmis lipazin karakteristik katalitik aktivitesini incelemek i¢in aktivite tayini
yapilmis; tutuklanmis enzimin aktivitesinin (0.8 U/mg) serbest enzime (0.4 U/mg)

gore iki kat arttig1 gdzlenmistir.

Tutuklanmig enzim biyokatalizor olarak 1-feniletanoliin transesterlesme tepkimesinde
kullanilmigtir. Rasemik 1-feniletanol vinil asetat agil vericisi ile tepkimeye girmis ve R-

1-feniletil asetat olusmustur (Sekil 3.3).

qmagnet
CAL-B CAL-B
OH

R/©/§+/\OJ\ { R/©A+R©/K

(RS)-1a-f 1L (R)-1a-f (S)-2a-f
1a R=H, 1dR=Cl
1b R=NO, 1e R=Br N\
1c R=CH30 1f R=Me [

Sekil 3.3 CAL-B/APTS-MagNP tutuklanmis enzimi ile 1-feniletanoliin transesterlesme
tepkimesi (Netto vd. 2009)

Rasemik karisimin R-enantiyomeri % 99 oraninda bir enantiyosegimlilik gostererek
miitkemmel sekilde asetillenmistir. Enantiyomerik oran (226, 320, 458) tutuklanmig

enzimin yiiksek spesifikligini gostermektedir (Cizelge 3.1).



Cizelge 3.1 (RS)-1-feniletanoliin kinetik rezoliisyonu (Netto vd. 2009)

Substrat Vinila. (mmol) t(h) (S)-la-fee% (R)-2a-fee% don.% E
OH
a | = 5 6 13 > 99 12 226
> 24 48 > 99 32 320
{RS}-1a
OH
b | RS 50 24 76 >99 43 458
Z
{RS}H1a

a. Substrat (1 mmol), VA (5 mmol), MTBE (1 ml), CAL-B/APTS-MagNP (30 mg), 32 °C, 6-24 saat
b. Substrat (10 mmol), VA (50 mmol), MTBE (1 ml), CAL-B/APTS-MagNP (300 mg), 32 °C, 24 saat
Doniisiim (%) = ees/(ees + eep)  E=In{(1 - ees)/(1 + eeseep) HIn{(1 + ees)/(1 + eesleep)}

Tutuklanmig enzimin tekrar kullanilabilirligini incelemek icin 1-feniletanol ile
transesterlesme tepkimesi dort kez denenmistir. DoOrt tepkime sonrasi, enzimlerin
katalitik aktivitesini korudugu ve sadece % 5 oraninda aktivite kaybettigi gézlenmistir.
Enantiyomerik oran ve enantiyosec¢imlilik, benzer sekilde, dort tepkime sonrasi
baslangigtaki degerlerini korumustur. Her dongii sonrasi enantiyomerik oran % 300,

enantiyose¢imlilik ise % 99 bulunmustur.
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Sekil 3.4 Tutuklanmis enzimlerin tekrar kullanilabilirligi (Netto vd. 2009)

Jiang vd. (2009), tarafindan manyetik nanoparcacikalar {izerine lipaz enzimi tutuklama
calismas1 yapilmistir. Nanoparcaciklarin yiizeyine tetraetil ortosilikat (TEOS) ile silika
kaplanmistir. Manyetik silika farkli iyonik sivilar ([C1C(S)Im]Cl, [C1C(S)Im]BF4,
[C1C(S)Im]PFs, [CsC(S)Im]PFs, [CsC(S)Im]PFe) ile tepkimeye sokularak yiizey
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modifikasyonu gerceklesmistir. Candida rugosa lipazi modifiye edilmis manyetik silika
yiizeyine, Triton X-100 yiizey aktif maddesi varliginda ve yoklugunda iki sekilde
tutuklanmistir. Demir oksit nanopargaciklarin TEM goriintiistinde 20 nm boyutunda
nanopargaciklar ve biiyiik oranda agregasyon oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.5.a). TEOS
ile ylizeyi silika kaplanmig demir oksit nanoparcaciklarda ise agregasyon ortadan
kalkmis ve 100 nm boyutlu daha biiyiik parcaciklar elde edilmistir (Sekil 3.5.b). Iyonik
stvilar ile ylizey modifikasyonu yapilmis nanoparcaciklarin SEM goriintiisiinde ise hafif

bir agregasyon ve 55 nm boyutlu pargaciklar oldugu gozlenmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.5.a. TEM goriintiisii FesO4 nanopargaciklar, b. FesOs-Silika nanopargaciklar
(Jiang vd. 2009)

NONE

Sekil 3.6 SEM goriintiisii FezO4-Silika- iyonik siv1 (Jiang vd. 2009)

Serbest haldeki Candida rugosa lipazinin aktivitesi 106.54 iinite olarak bulunmustur.

Iyonik sivilar olumlu etki yapmis ve tutuklanmis enzimlerin aktivitesi artmustir.
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CsC(S)Im]PFe’nin 132.33 iinite enzim aktivitesi ile en iyi sonug¢ veren iyonik sivi

oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Iyonik sivilarin enzim aktivitesi {izerine etkisi (Jiang vd. 2009)

Katalizor Aktivite, U Katalizor Aktivite, U
Native lipase  106.54 |C,C(S)im|PFs  126.87
[CdS)Imjcl 19.27 [C4C(S)Im]PFs  130.70
[C,C(S)im|BF,  125.10 [CsC(S)Im|PFs  132.33

Lipaz derisiminin ve Triton X-100 aktifleyicisinin enzim baglanma verimi (mg lipaz/
100 mg tastyici) lizerine etkisi incelenmistir. 3 mg/ml lipaz derisimine kadar Triton X-
100 varliginda baglanma veriminde herhangi bir degisim olmamustir. Lipaz derisimi 3
mg/ml nin tizerine ¢iktiginda Triton X-100 varliginda verimde diisme goriilmistiir. 4
mg/ml lipaz derisiminde Triton X-100 varliginda baglanma verimi 50 mg lipaz/100 mg

tasiyict iken Triton X-100 olmaksizin bu deger 65 olarak bulunmustur.
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3 04 —*—  Baglanma verimi % 0.5 Triton X
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Baslangigtaki lipaz derisimi mg/ml
Sekil 3.7 Lipaz konsantrasyonunun aktivite ve baglanma verimi {izerine etkisi

(Ciipaz=0-0.4 mg/ml, fosfat tamponu=50 ml, pH=7, T=25 °C, t=20-180 dk, Triton X 100 =% 0.5)
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Enzim aktivitesinin sicakliga (25-80 °C) etkisi sekil 3.8’de gosterilmistir. Tutuklanmis
ve serbest enzim i¢in uygun sicaklik 37 °C bulunmustur. Serbest enzimin aktivitesi artan
sicaklik ile 6nemli Olglide azalmistir. Sicaklik 60 °C’ye vardiginda baslingic aktivite
degerinin yalnizca %31.5°1 kalmistir. Tutuklanmis enzim ise artan sicaklikla azalmis;
fakat serbest enzime gore degisimden daha az etkilenmistir. 80 °C sicaklikta bile
baslangi¢ aktivite degerinin % 60’1 kalmistir. Bu ¢alisma ile iyonik sivilarin tutuklanmis
enzimin termal karaliligini arttirdigi ve enzimin ¢ok iyi bir 1si1l direng gosterdigi
kanitlanmistir.  Iyonik sivilarin enzimin konformasyonunu korudugu ve yiiksek

sicaklikta enzimin ikincil yapisinin yikim hizini azalttigi goriilmistiir.

e B
O—p
—
O

17N TS
' \

80
[
(]
60
—0O- Tutuklanmis lipaz
®

40 L—® Serbest lipaz \.
1 1 1 1

20 30 40 50 60 70 80

Aktivite pmol/(min.mg lipase)

T, °C
Sekil 3.8 Sicakligin enzimatik aktiviteye etkisi (Jiang vd. 2009)

Tutuklanmig enzimlerin 6nemli bir avantaji da isletim karaliligidir. Tutuklanmis enzim
bes dongii sonrasinda bile baslangictaki aktivitenin % 92’sini korumustur (Sekil 3.9).

Bu kararlik, 6zellikle pahali enzimlerin tutuklanmasini kullanish hale getirmektedir.
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Sekil 3.9 Tutuklanmis enzimlerin tekrar kullanilabilirligi (Jiang vd. 2009)

Barbosa vd. (2010)’nin c¢alismasinda, serbest Cal-B lipazi Eupergit C desteklere
tutuklanmig, tutuklama oncesinde Eupergit C (EC) desteklerin epoksi gruplari
etilendiamin (EDA), iminodiasetik asit (IDA) ve bakir- iminodiasetik asit (Cu-IDA) ile
modifiye edilmigtir. Aktivite tayininde, tutuklanmis enzim aktivitesinde azalma
goriilmiistiir. Tutuklanmis enzimler ile rasemik propranololiin lipaz katalizli

transesterifikasyonu gerceklestirilmistir.

o/\/\

II il OCOCH;

o /\'/\NHCH(CHJ);
In - R-OBP +
/U\ caLB
+ /\o CHa o/\‘/\ NHCH(CHa),

toluen 1
R/S Propranolol Vinil asetat OO

S-Propranolol

NHCH(CHg)

Sekil 3.10 Propranololiin kinetik rezoliisyonu (Barbosa vd. 2010)

Tutuklama esnasinda Cal-B lipazinin farkli konformasyonel degisiklikler sergiledigi,
modifiye edilmis desteklere tutuklanan lipazin farkli yonelimleri nedeniyle istenmeyen

konformasyonlarin olustugu ve bu nedenle diisiik enantiyosegimlilik gosterdikleri
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belirlenmistir. Sonug olarak, %30 doniisiim, ees=96, eep=73 ve E=57 degerleri elde
edilmistir. Enzimin isletim dayanimini belirlemek i¢in tekrar kullanilmasit durumunda,

her tekrarda enzimin aktivitesinde % 10 diisiis gézlenmistir.

Gupta ve Salonki (2011), adsorpsiyon metodu ile Candida rugosa lipazini demir oksit
nanoparcaciklara tutuklamislardir. Bu ¢alismada birlikte ¢oktiirme yontemi ile demir
oksit nanoparcaciklar liretilmistir. Daha sonra {iretilen nanopargaiklar ylizey aktif madde
Tween 80 ve polietilenimin polimeri ile modifiye edilmistir. Modifiye edilmis
nanopargaciklara Candida rugosa lipazi adsorpsiyon yontemi ile tutuklanmis ve iiretilen
enzim yiiklii nanopargaciklar 1-feniletanoliin kinetik rezollisyonunda kullanilmistir. 1
mmol 1-feniletanol, 1 mmol vinilesatat ile 1 ml hegzan igerisinde tepkimeye girmistir.
Daha sonra tutuklanmis enzim eklenmis ve 30 °C’de, farkli siirelerde tepkime
gerceklesmistir. Serbest enzimin spesifik aktivitesini 233 U/mg, modifiye edilmemis
demir oksitinkini ise 519 U/mg bulmuslardir. Tween 80 ve polietilenimin polimeri ile
modifiye edilmis nanoparcaciklara tutuklu enzimlerin spesifik aktiviteleri sirastyla 442
ve 663 U/mg bulunmustur. Tiim modifiye ¢esitleri basarili olmus ve spesifik aktivite
serbest enziminkine gore 2-3 kat artmistir. Tiimii basarili olsada spesifik aktivitenin
artmasinda en faydali polietilenimin bulunmustur. Yikli polimerler, ylizey aktif
maddeler ve ara yiizeyler molekiiler kapak hareketine yol agarlar ve bu sebeple
lipazlarin aktif bolgesinin agilmasina sebep olurlar. Sonu¢ olarak polietilenimin ile
modifiye edilmis nanoparcaciklara tutuklu enzimler eszamanli saflagtirmanin kiimiilatif
etkisini ve kapak hareketi sebebiyle lipazin aktivasyonunu saglamistir. Polietilenimin
ile modifiye edilmis enzim biyokatalizorliigiinde yapilan 1-feniletanoliin kinetik
rezoliisyonundan elde edilen % doniisiim, % ee ve E degerleri sirasiyla % 41, % 99 ve
412 bulunmustur. Enantiyomerik oranin 100’ilin {izerinde olmasi basarili bir ¢alisma
oldugunu gosterir. Polietilenimin lipazin arayiizey aktivasyonunu saglamis ve bagarili
bir sonug elde edilmistir. Cozelti icerisindeki Candida rugosa lipazt molekiilleri ve
FesOs nanopargaciklari negatif yilklidiir. Enzimin negatif yiikli bu parcaciklara
baglanmas1 dogal olarak elektrostatik olmadigini gosterir. Fakat pozitif yiikli
polietilenimin kapli demir oksit nanopargaciklar1 anyon degistirici gorevi yaparak

proteinleri kirletmez ve eszamanli saflastirmayi saglar (Gupta ve Salonki 2011).
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Bezbradica vd. (2011), calismalarinda elektrokimyasal sentez yontemi ile polianilin
destek materyalleri liretmiglerdir. Glutaraldehit ile aktive edilen polianilinin yiizeyi
karbodiimid ve etilendiamin ile modifiye edilerek yiizeydeki amin gruplarinin sayisi
arttirtlmis ve modifiye edilmis destek materyaline Candida rogosa lipazi tutuklanmustir.
Uygun glutaraldehit konsantrasyonu % 2 (w/v), enzim konsantrasyonu 4 mg/ml
bulunmus ve biiyiik 6l¢iide (93.7 mg protein/g destek) enzimin destege yiiklendigi tespit
edilmistir (Sekil 3.11, 3.12). Destege ylizey modifikasyonu yapilmadan ve yapildiktan
sonraki durumlar igin tutuklama sonucglart Kkarsilastirildiginda, yiizeydeki amin
gruplarinin artmastyla daha yiiksek spesifik aktivite ve termal kararlilik gosteren
tutuklanmis enzimler elde edildigi goriilmiistiir. Ayrica, tutuklanmis enzimin isletim
kararliligini arttirdigi, on bes kez kullanim sonunda baslangi¢ aktivitesine gore kalan

aktivitenin %91 oldugu bulunmustur.
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Sekil 3.11 Polianilin aktivasyonunda glutaraldehit derisiminin aktiviteye etkisi
Bezbradica vd. (2011)
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Sekil 3.12 Polianilin {izerine Candida rugosa lipazi tutuklanmasinda enzim miktarinin
aktiviteye etkisi (Bezbradica vd. 2011)

Rios vd. (2016) tarfindan yapilan ¢alismada, mezoporlu silika ( SBA-15) iizerine Cal-B
lipaz1 kovalent baglama metodu ile tutuklanmistir. Destek materyali ylizeyinde amin
gruplarini arttirmak i¢in SBA-15 APTES (3-amino-propyltriethoxysilane) ile yiizey
modifikasyonu yapilmistir. Daha sonra destek materyali divinilsiilfon ve glutaraldehit
capraz baglayicilart ile aktive edilmis ve aktif destege Cal-B kovalent baglama ile
tutuklanmgtir. Isletim kararlihgini degerlendirmek icin tutuklanmis enzimler, hidroliz
tepkimesi ile (R,S)-feniletil asetatin kinetik rezoliisyonunda kullanilmistir. Uriinlerin
enantiyomerik asiriligi, substratlarin enantiyomerik asiriligi, doniisiim ve enantiyomerik

oran sonuglari ile tutuklanmig enzimlerin verimi ¢izelge 3.3’te degerlendirilmistir.

Cizelge 3.3 (R,S)-feniletil asetatin kinetik rezoliisyonu (Bezbradica vd. 2011)

SBA-15-APTES-GA-LIPB 99 99 50 1057
SBA-15-APTES-DVS-LIPB 96 99 49 789

Reaksiyon kosulllart: 30 °C, 24 saat, 250 rpm, fosfat tamponu: pH 7

43



Her iki enzimin tepkimeyi katalizledigi, biiyiik oOlgiide segici olduklari, yiiksek
enantiyomerik oran degerlerinden (> 700) anlasilmaktadir. % 49-50 donilisim degerleri

iki enzimin de oldukg¢a aktif oldugunu gostermektedir.

Ayni tepkime kosullar1 gecerli olmak {izere, tutuklanmis enzimlerin tekrar
kullanilabilirligi, hidroliz tepkimeleri ile test edilmistir. Yiiksek enantiyosegicilik
gostermesine karsin, SBA-15-APTES-GA-LIPB enziminin enantiyomerik oran degeri
besinci tepkimede 1057°den 50°ye diismiis ve sabitlenmistir. SBA-15-APTES-DVS-
LIPB enziminin E degeri ise besinci tepkime sonrasi 789°’dan >400’c¢ diismiis ve

sonrasinda sabit kalmistir.

Farkli aktifleyicilerin enzimin 6zelliklerini etkiledigi; farkli aktivite, enantiyosegicilik
ve kararlilik gosterdigi goézlenmistir. DVS ile kimyasal modifikasyonun enzim
kararliligini arttirdigi ve en az bes kez ayni enzimin tepkimelerde kullanilabilecegi

gorilmiistiir.

Sikora vd. (2016), manyetik kitosan nanoparcaciklara kovalent baglanma yontemi ile
Candida rugosa lipazini tutuklamiglardir. Lipazin karboksil grubu ile nanopargaciklarin
birincil amin grubu arasinda bir amid bagmin olusmasiyla tutuklama ger¢eklesmistir.
Kovalent  baglanma  esnasinda  ¢apraz  baglayict  olarak EDC  (N-(3-
dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimide hydrochloride) ve sulfo-NHS (N-hydroxy-
sulfosuccinimide sodium salt) aktifleyicileri kullanilmistir (Sekil 3.13,3.14).
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Sekil 3.13 Capraz baglayicilar ve lipazin birbirine baglanmasi (Sikora vd. 2016)

[
HN—C—-Lipase

Sekil 3.14 Lipaz ve ¢apraz baglayicilar arasinda amid bagi olustuktan sonra manyetik
kitosana tutuklanma islemi (Sikora vd. 2016)

Elde edilen manyetik kitosan nanopargaciklar atenololiin kinetik rezoliisyonunda
kullanilmustir (Sekil 3.15). Enantiyose¢imlilik (ee) 24-240 saat siire araliginda % 99’un
tizerinde elde edilmistir. Enantiyomerik oran (E) ise artan siire ile artmis ve 240 saat
sonunda 66.9 bulunmustur. Tim bu degerler dogrultusunda  manyetik kitosan
nanopargaciklara tutuklanmig Candida rugosa lipazi atenololii enantiyomerlerine

ayirmay1 basarmistir. Siirenin ¢ok uzun olmasi ¢alismanin dez avantajidir.
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Sekil 3.15 Tutuklanmig enzim biyokatalizorliigiinde rasemik atenololiin asetillenmesi
(Sikora vd. 2016)

Cizelge 3.4 Atenololiin enantiyosecimliligi (Sikora vd. 2016)

Reac . ees% eep® c2%
time Slre,saat
24 48.76 18.14 9522 16
48 37.01 19.69 93.66 17.37
72 34.78 23.54 93.02 20.2
. . 6 27.13 25.2 91 21.69
Candid. Fe3;04-CS-EtNH; tizerine >0 45.48 30.64 o424 Sa54a
I?F S0 tutuklanmis Candida 44 435 33.99 93.79 26.6
€384 rugosa lipazi 68 58.51 39.74 95.07 29.48
92 53.68 42.11 94.52 30.82
216 65.17 52.41 94.95 35.57
240 66.9 67.71 94.1 41.84
24 20.06 10.5 89.52 10.49
48 22.84 10.87 90.71 10.7
72 28.82 10.33 92.6 10.03
. o 6 36.32 10.66 94.07 10.18
Can‘dld' FE304'CS-BUNH2 uzerine 20 32.16 1091 93 31 10.47
g;gl:f tutuklanmis Candida el 30.46 11.09 92.94 10.66
rugosa lipazi 68 29.29 11.29 92.65 10.86
92 27.96 11.53 923 11.11
216 33.55 11.89 93.52 11.28
240 34.04 13.39 93.52 12.53

Bir sonraki katalitik sistemde tekrar kullanilabilirligi 6l¢mek igin, tutuklanmis enzimler

bes kez ayni tepkimeyi Kkatalizlemislerdir. Elde edilen degerler sekil 3.16°da

gosterilmistir. Sonuglar tutuklama prosediiriiniin etkili ve verimli oldugunu, tutuklanmis

enzimlerin bes tepkime sonrasi bile karaliligin1 ve katalitik aktivitesini korudugu tespit

edilmistir.
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Sekil 3.16 (R,S)-Atenololiin kinetik rezoliisyonunda tutuklanmis enzimlerin tekrar
kullanilabilirligi (Sikora vd. 2016)

Chang vd. (2016) fenol ve 2,4-diklorofenoliin katalitik oksidasyonu ¢alismasinda grafen
oksit/demir oksit (GO/Fe304) manyetik nanopargaciklar sentezlemisler ve Horseradish
peroksidase (HRP) “bayir turbu peroksidazi” enzimini bu nanoparcaciklar iizerine

tutuklamislardir (Sekil 3.17).

Tutuklanmig enzim dozunun katalizor etkisi sekil 3.18’de gosterilmistir. Uygun HRP
derisimi 90 mg/L bulunmus; 90 mg/L’ye kadar tutuklanmis enzim miktar1 arttik¢a
fenoliin uzaklagmasi 6nemli 6l¢iide artmistir. 90 mg/L enzim miktarindan sonra ise
fenoliin uzaklagmasi yavaglamigtir. HRP derisiminin artmasi, inaktivasyon sansini
azaltan, inert-orta seviyeli iriinlerin, fenoksil radikallerin, daha fazla {iretilmesine

sebep olmustur.

Fenoliin uzaklastirilmasi1 tepkimesinde tutuklanmis enzimin tekrar kullanilabilirligi
incelenmis ve 4 tepkime sonucunda % 40 aktivite kaybi oldugu goriilmistiir.
Reaksiyon ortaminda olusan polimerin enzimi kaplamasi ve bir sonraki tepkimeyi
etkilemesi bu duruma sebep olarak diistiniilmiistiir. Tutuklanmis enzimin aktivite kayb1
olmadan ya da cok az bir kayipla tekrar kullanilabilmesi icin ileri arastirilmalar

gelistirilmesi onerilmistir.
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Sekil 3.17 Demir oksit manyetik nanopargaciklarin olusumu ve HRP’ nin manyetik
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Sekil 3.18 Tutuklanmis enzim dozunun fenoliin uzaklastirilmasina etkisi (Chang vd. 2016)
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Sekil 3.19 GO/Fe304 nanokompozite tutuklanmis enzimlerin tekrar kullanilabilirligi
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Materyal

4.1.1 Kullanilan aletler

Yiiksek basinglt s1vi kromotografisi (HPLC)
Santrifiij cihazi

pH metre

Ultrasonik banyo

Vakumlu etiiv

Doner buharlastirici

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM)
FT-IR Spektroskopisi

N N N R

4.1.2 Kullamlan kimyasallar

Candida antarctica lipaz1 (Cal-B, sivi form), Glutaraldehit (GA, %50 wt. in H>0),
Epiklorohidrin  (EPH), Triton X-100 [C14H220(C2H40)n(n=9-10)], Tween 80
(CeaH124026), Demir (II) kloriir hekzahidrat (FeClo-4H2O, 99%) Demir (III) kloriir
hekzahidrat (FeCls.6H20, %97), Demir (II) siilfat heptahidrat (FeSO4.7H20, %99),
kitosan [orta molekiil agirlikli, MMW), Grafit oksit, Zeytin yagi (yiliksek 6l¢iide rafine
edilmis, disiik asit), Kalsiyum kloriir (CaClz), Di sodyum hidrojen fosfat di hidrat
(Na2HPO4 * 2 H,0), Potasyum di hidrojen fosfat (KH2PO4), Sodyum hidroksit (NaOH),
Hidroklorik asit (HCI), Fenolftalein (C20H1404), Aseton (CsHeO), Etanol (C2HsO), R,S-
1-feniletanol, Hekzan (CsH14), Heptan (C7H16), Toluen (C7Hs), 2-propanol (C3HgO).

Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta olup Sigma, Riedel,
Novozymes, Grafen ve Merck’ten temin edilmistir. Kullanilan kimyasallarm isimleri ve

bazi 6zellikleri EK 5’te verilmistir.
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4.2 Yontem

Bu tez calismasinda, deney diizeni temelde dort basamaktan olusmaktadir. Birinci kisim
nanoparcaciklarin elde edilmesi, ikinci kisim elde edilen nanoparcaciklarin capraz
baglayicilar ile aktive edilmesi, tiglincti kisim ise aktif nanoparcaciklara lipaz enzimi
tutuklanmasidir. Son kisim ise tutuklanmis enzim biyokatalizorliigiinde 1-feniletanoliin
kinetik rezoliisyonudur. Asagida farkli tiirden nanopargaciklarin nasil iretildigi, aktive
edilmesi ve tutuklama islemi detayli sekilde anlatilmistir. Ayrica nanopargaciklarin
aktive edilmesi ve aktif nanopargaciklara enzim tutuklama islemi asamalar1 sekil

4.1,4.2°de gosterilmistir.

15-20mg ~ 15-50 mM
nanopargamk Tween 80

Trlton X 100

Y,

—> 0 — @ 150-300 mM
EPH veya GA

fosfat tamponu uItrasomk banyo

pH 7, 50 mM siizme ve yikama \ /
kurutma 6
@ <— w < orbital galkala ici
4 saat, 30 C, 150 rpm
Aktif nanopargaciklar slizme ve ylkama fosfat tamponu

pH7,5

Sekil 4.1 Nanopargaciklarin aktive edilmesi
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enzim yukli
nanoparcgaciklar

sizme ve yikama

Sekil 4.2 Aktif nanoparcaciklara Novozyme Cal-B lipazi tutuklama asamalari

4.2.1 Manyetik Fe3O4 nanoparg¢acik sentezi

Manyetik nanoparcaciklar alkali ortamda, ortak ¢oktliirme yontemi ile sentezlenmistir.
Mol orami 0.5 olarak ayarlanmis demir tuzlari (FeCl2-4H.O ve FeCls.6H20), HCI
cozeltisi (0.16 M) igerisinde ¢oziinmiistiir. Olusan karisim 80 °C sicaklikta ve inert
atmosfer altinda NaOH (1M, 50 ml) ¢o6zeltisine eklenmistir. Elde edilen ¢ozelti 30 dk
stire ile gii¢lii bir sekilde mekanik olarak karigtirilmig ve siire sonunda 10,000 rpm de,
15 dk santrifiij edilerek manyetik pargaciklar ortamdan ayrilmistir. Pargaciklar ii¢ kez

deiyonize su ile yikanip 50 °C’de vakum altinda kurutulmustur (Atila-Dinger vd. 2014).

4.2.1.1 Manyetik FesO4 nanoparcaciklarm aktiflenmesi

Yukarida elde edilen nanopargaciklardan 15-20 mg alinir ve 5 ml fosfat tamponu (50
mM, pH 7.0) icerisine eklenir. Bu karisima yiizey aktif maddelerden Triton X-100 ve
Tween 80 (10, 20, 30, 40, 50 mM) belli miktarda ilave edilir ve 45 dKk siire ile ultrasonik
banyoda tepkime gergeklesir. Siire sonunda nanopargaciklar miknatis yardimi ile ayrilir
ve ii¢ kez deiyonize su ile yikanarak baglanmamis yiizey aktif maddeler ortamdan
uzaklastirilir. Yiizeye amin gruplari eklemek i¢in nanoparcaciklar fosfat ortaminda, 2 ml
etilendiamin ile 2 saat oda sicakliginda tepkimeye girer. Ayrilan nanoparcaciklar tekrar
5 ml fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0) igerisine alinir ve g¢apraz baglayict olarak
kullanilan glutaraldehit veya epiklorohidrin (150, 200, 250, 300 mM) belli miktarlarda
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bu karisima eklenir. Olusan karisim orbital c¢alkalayicida 30 °C’de, 4 saat siire ile 150
rpm de karistirilir. Siire sonunda miknatis ile ayrilan nanoparcaciklar ii¢ kez deiyonize

su ile yikanir ve oda sicakliginda kurutulur.

4.2.1.2 Aktif manyetik nanoparcaciklara lipaz enzimi tutuklama

Novozyme Cal-B (Candida antarctica lipazi, sivi form) lipazindan 1.0 ml alinir ve 4 ml
fosfat tamponu (pH 5, pH 6, pH 7, pH 8) igerisine eklenir. 15 mg aktif nanopargacik
tartilir ve enzimli tampon ¢ozeltisine eklenir. Olusan karisim orbital ¢alkalayicida farkl
siirelerde (4, 8, 12, 16, 20 saat) ve farkli sicakliklarda (20, 30, 40, 50, 60 °C), 150 rpm
de karnstirilir. Stire sonunda nanoparcaciklar miknatis ile ayrilir ve sivi kisim
baglanmamis enzim aktivitesini 6lgmek icin saklanir. Nanoparcaciklar ise ii¢ kez
deiyonize su ile yikanir ve oda sicakliginda kurutulur. Kuruyan enzim yiikli
pargaciklar +4 °C de saklanir. Elde edilen parcaciklar glutaraldehit ile aktive edilmigse
FesOs-GA-LI (parcacik-glutaraldehit-lipaz), epiklorohidrin ile aktive edilmisse FeszOa-
EPH-LI (paracik-epiklorohidrin-lipaz) adin1 alur.

—OH
H

N~ ——

7O

etilendiamin

Sekil 4.3 Fe304-GA-LI enziminin iiretim mekanizmasi
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Sekil 4.4 Glutaraldehit ve etilendiamin (Xue vd. 2015)

4.2.2 Grafen oksit (GO) nanoparcaciklarin sentezi

Grafen oksit (1 mg/ml), grafit oksit tozunun sulu ¢6zeltisinden elde edilmektedir. 200
mg grafit oksit 200 ml deiyonize suya eklenir ve amonyak ¢ozeltisi ile yaklasik 3
civarinda olan ortam pH’1 10 a ¢ikartilir. Olusan kahverengi ¢6zelti ultrasonik banyoda
oda sicakliginda 1 saat bekletilir. Siire sonunda olusan grafen oksiti siizerek ayirmak
cok zordur. Bu sebeple ¢ozelti petri kaplarina alinir ve vakumlu etiivde 40 °C’de
kurutularak suyun tamamen buharlagsmasi saglanir. Geriye kalan grafen oksit

parcaciklar1 petri kabindan spatiil yardimiyla toplanir.

4.2.2.1 Grafen oksit nanoparcaciklarin aktiflenmesi

Yukarida elde edilen nanopargaciklardan 15-20 mg alinir ve 5 ml fosfat tamponu (50
mM, pH 7.0) igerisine eklenir. Bu karisima yiizey aktif maddelerden Triton X-100 ve
Tween 80 (10, 20, 30, 40, 50 mM) belli miktarda ilave edilir ve 45 dk siire ile ultrasonik
banyoda tepkime gerceklesir. Siire sonunda nanoparcaciklar vakumlu siizme cihazi ile
ayrilir ve lic kez deiyonize su ile yikanarak baglanmamis ylizey aktif maddeler
ortamdan uzaklastirilir. Yiizeye amin gruplari eklemek icin nanoparcaciklar fosfat
ortaminda, 2 ml etilendiamin ile 2 saat oda sicakliginda tepkimeye girer. Ayrilan
nanopargaciklar tekrar 5 ml fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0) igerisine alinir ve ¢apraz
baglayici olarak kullanilan glutaraldehit veya epiklorohidrin (150, 200, 250, 300 mM)
belli miktarlarda bu karisima eklenir. Olusan karisim orbital c¢alkalayicida 30 °C’de, 4
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saat stire ile 150 rpm de kanstirilir. Siire sonunda vakumlu slizme ile ayrilan

nanopargaciklar ii¢ kez deiyonize su ile yikanir ve oda sicakliginda kurutulur.

Sekil 4.5 GO nanopargaciklarin etilendiamin ile modifikasyonu (Xue vd. 2015)

4.2.2.2 Aktif grafen oksit nanoparcaciklara lipaz enzimi tutuklama

Novozyme Cal-B (Candida antarctica lipazi, sivi form) lipazindan 1.0 ml alinir ve 4 ml
fosfat tamponu (pH 5, pH 6, pH 7, pH 8) igerisine eklenir. 15 mg aktif nanopargacik
tartilir ve enzimli tampon ¢ozeltisine eklenir. Olusan karisim orbital c¢alkalayicida farkl
stirelerde (4, 8, 12, 16, 20 saat) ve farkl sicakliklarda (20, 30, 40, 50, 60 °C), 150 rpm
de karistirilir. Siire sonunda nanopargaciklar vakumlu siizme ile ayrilir ve sivi kisim
baglanmamis enzim aktivitesini 6lgmek icin saklanir. Nanopargaciklar ise ili¢ kez
deiyonize su ile yikanir ve oda sicakliginda kurutulur. Kuruyan enzim yiiklii pargaciklar
+4 °C de saklanir. Elde edilen pargaciklar glutaraldehit ile aktive edilmisse GO-GA-LI
(pargacik-glutaraldehit-lipaz), epiklorohidrin ile aktive edilmisse GO-EPH-LI (parcacik-
epiklorohidrin-lipaz) adini alir.

4.2.3 GO/Fe304 nanokompozit sentezi

GO/Fe304 nanokompozit tiretimi ultrasonik destekli, ters ortak ¢oktiirme metoduna goére
yapilmistir. Daha once elde edilen grafen oksitten 0.2 gr tartilir ve 25 ml deiyonize suya

eklenerek ultrasonik banyoda 30 dk bekletilir. Baska bir erlen igerisinde demir tuzlari
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hazirlanir. Demir tuzlarindan FeCls.6H>0 (0.47 gr) ve FeSO4.7H.O (0.48 gr) 25 ml
deiyonize su igerisinde ¢Ozliniir. GO ve demir tuzlari bu asamada birbirleri ile
karistirilmaz ¢linkii ortam pH’1 4 ten kiigiik ise GO yigin olusturur ve yiizey alanindaki
aktif bolge azalir. Demir tuzlarinin bulundugu 25 ml olan karistmin pH’1 Olgiliir
(pH=2.1) ve 1 M NaOH ekleyerek ortam pH’1 4’¢ ayarlanir. pH 4 oldugunda GO sulu
cozeltisi eklenir ve tekrar 1 M NaOH ile ortam pH’1t 10 yapilarak siyah manyetik
cokeleklerin olusmasi1 saglanir. Olusan bu karisim ultrasonik banyoya alinir ve 60
°C’de 45 dk boyunca etkilesim saglanir. Siire sonunda elde edilen manyetik ¢okelekler
miknatis yardimi ile ya da vakumlu stizme ile ayrilir ve ii¢ kez deiyonize su ile yikanip

oda sicakliginda kurutulur (Chang vd. 2016).

HOOC COOH

HOOC COOH COOH OH

FeCls.6H20
FeS0O4.7H,0

Fe(acac)s

COOH COOH

Fes04/Grafen oksit

COOH COOH e Fe3zOy4
Grafen oksit  (GO)

Sekil 4.6 GO/Fe304 kompoziti iiretim semasi (Kharissova vd. 2016)

4.2.3.1 GO/Fe304 nanokompozitin aktiflenmesi

Elde edilen nanokompozitten 15-20 mg alinir ve 5 ml fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0)
icerisine eklenir. Bu karigima yiizey aktif maddelerden Triton X-100 ve Tween 80 (10,
20, 30, 40, 50 mM) belli miktarda ilave edilir ve 45 dk siire ile ultrasonik banyoda
tepkime gergeklesir. Siire sonunda nanopargaciklar vakumlu siizme cihazi ile ya da
miknatisla ayrilir ve lic kez deiyonize su ile yikanarak baglanmamis ylizey aktif
maddeler ortamdan uzaklastirilir. Yiizeye amin gruplar1 eklemek i¢in nanopargaciklar
fosfat ortaminda, 2 ml etilendiamin ile 2 saat oda sicakliginda tepkimeye girer. Ayrilan
nanoparcaciklar tekrar 5 ml fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0) igerisine alinir ve ¢apraz

baglayici olarak kullanilan glutaraldehit veya epiklorohidrin (150, 200, 250, 300 mM)
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belli miktarlarda bu karisima eklenir. Olusan karigim orbital ¢alkalayicida 30 °C’de, 4
saat siire ile 150 rpm de karistirilir. Siire sonunda ayrilan nanopargaciklar ii¢ kez

deiyonize su ile yikanir ve oda sicakliginda kurutulur.

4.2.3.2 Aktif GO/Fe304 nanokompozitine lipaz enzimi tutuklama

Novozyme Cal-B (Candida antarctica lipazi, sivi form) lipazindan 1.0 ml alinir ve 4 ml
fosfat tamponu (pH 5, pH 6, pH 7, pH 8) igerisine eklenir. 15 mg aktif nanokompozit
tartilir ve enzimli tampon ¢ozeltisine eklenir. Olusan karigim orbital ¢alkalayicida farkli
siirelerde (4, 8, 12, 16, 20 saat) ve farkli sicakliklarda (20, 30, 40, 50, 60 °C), 150 rpm
de karigtirilir. Stire sonunda nanokompozitler vakumlu siizme ile ayrilir ve sivi kisim
baglanmamis enzim aktivitesini 6lgmek icin saklanir. Nanokompozitler ise li¢ kez
deiyonize su ile yikanir ve oda sicakliginda kurutulur. Kuruyan enzim yiiklii par¢aciklar
+4 °C de saklanir. Elde edilen parcaciklar glutaraldehit ile aktive edilmigse GO/Fe30s-
GA-LI, epiklorohidrin ile aktive edilmisse GO/Fe3Os-EPH-LI adini alir.

4.2.4 Manyetik kitosan nanoparcacik sentezi

Sekil 4.7°de yapist gosterilen 0.2 gr kitosan % 1°lik 20 ml asetik asit ¢ozeltisine eklenir
ve oda sicakliginda, orbital ¢alkalayicida (20 dk,150 rpm) karistirilir. Demir tuzlarindan
FeClz.6H20 (7 mmol) ve FeSO4.7H20 (3.5 mmol) bu karisima eklenir ve 1 M NaOH ile
ortam pH’1 10 yapilarak siyah c¢okeleklerin olugsmasi saglanir. Olusan karigima 2 ml
etilendiamin eklenir ve 2 saat siire ile oda sicakliginda karistirilir. Elde edilen siyah
manyetik ¢okelekler miknatis yardimi ile ortamdan ayrilir ve 3-5 kez deiyonize su ile
yikanir; oda sicakliginda 24 saat kurtulur (Sikora vd. 2016). Sekil 4.8’de manyetik

klitosanin liretim semas1 ayrica gosterilmistir.

4.2.4.1 Manyetik kitosan nanoparcaciklarin aktiflenmesi

Manyetik kitosan nanopargaciklarindan 15-20 mg alinir, 10 ml fosfat tamponu (50 mM,

pH 7.0) icerisine eklenir ve 45 dk siire ile ultrasonik banyoda bekletilir. Siire sonunda
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karisima 800 mM glutaraldehit eklenir. Olusan karisim orbital ¢alkalayicida 30 °C’de,
4 saat siire ile ve 150 rpm de karistirilir. Siire sonunda ayrilan nanoparcgaciklar ii¢ kez

deiyonize su ile yikanir ve oda sicakliginda kurutulur.

OH OH OH
O 0] 0
HO HO /?Eiﬁi:;Q&/OH
NH: NH; NH.
L In

Sekil 4.7 Kitosanin yapis1 (Li vd. 2014)

4.2.4.2 Manyetik kitosan nanoparcaciklara lipaz enzimi tutuklama

Novozyme Cal-B (Candida antarctica lipazi, sivi form) lipazindan 1.0 ml alinir ve 4 ml
fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0) igerisine eklenir. 15 mg aktif nanomateryal tartilir ve
enzimli tampon ¢oOzeltisine eklenir. Olusan karisim orbital calkalayicida 12 saat,
30°°C’de ve 150 rpm de karistirilir. Siire sonunda manyetik kitosan nanopargaciklar
miknatis ile ayrilir, li¢ kez deiyonize su ile yikanir ve oda sicakliginda kurutulur.
Kuruyan enzim yiiklii pargaciklar +4 °C’de saklanir. Elde edilen parcaciklar Fe304/KT-
GA-LI (demiroksit/kitosan-glutaraldehit-lipaz) adini alir.

4.2.5 GO/Fe304/Kitosan nanokompozit sentezi

Oncelikle 50 mg kitosan % 2’lik 25 ml asetik asit ¢dzeltisinde ¢oziiniir ve jel seklinde
bir ¢ozelti elde edilir. Yukarida elde edilen GO/Fe3O4 nanokompoziti 50 ml deiyonize
su icine alinir ve 15 dk ultrasonik banyoda bekletilir. Siire sonunda igerisine kitosan-
asetik asit cozeltisi ilave edilir. Bu karisim 1 saat orbital ¢alkalayicida karistirilir (150
rpm, 30 °C). Daha sonra igerisine 2 ml glutaraldehit ilave edilir ve 1 M NaOH ile ortam
pH’1 9-10’a ayarlanir. Olusan karigim orbital ¢alkalayicida 60 °C’de 2 saat karigtirilir.
Siire doldugunda, siyah pargaciklar miknatis yardimiyla toplanir; 3-5 kez deiyonize su
ile yikanir ve 30 °C’de bir gece kurutulur (Ye vd. 2014).
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—_—
Kitosan Grafen oksit (GO)
F(‘;O; Manyetik kitosan/Grafen oksit

Manyetik Kitosan

Sekil 4.8 Manyetik kitosan nanoparcaciklarin sentez semast (Li vd. 2014)
4.2.5.1 GO/Fe304/Kitosan nanokompozitin aktiflenmesi

Elde edilen nanokompozitten15-20 mg alinir, 10 ml fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0)
icerisine eklenir ve 45 dk siire ile ultrasonik banyoda bekletilir. Siire sonunda karigima
800 mM glutaraldehit eklenir. Olusan karisim orbital ¢alkalayicida 30 °C’de, 4 saat siire
ile ve 150 rpm de karistirilir. Stire sonunda miknatis yardimiyla ayrilan nanopargaciklar

tic kez deiyonize su ile yikanir ve oda sicakliginda kurutulur.
4.2.5.2 Manyetik GO/Fe304/Kitosan nanokompozite lipaz enzimi tutuklama

Novozyme Cal-B (Candida antarctica lipazi, sivi form) lipazindan 1.0 ml alinir ve 4 ml
fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0) igerisine eklenir. 15 mg aktif nanokompozit tartilir ve
enzimli tampon c¢ozeltisine eklenir. Olusan karisim orbital ¢alkalayicida 12 saat, 30
°C’de ve 150 rpm de karistirilir. Siire sonunda manyetik kitosan nanoparcaciklar
miknatis ile ayrilir, ii¢ kez deiyonize su ile yikanir ve oda sicakliginda kurutulur.
Kuruyan enzim yiikli parcaciklar +4 °C’de saklanir. Elde edilen pargaciklar
GO/Fe304/KT-GA-LI (grafen oksit/demir oksit/kitosan-glutaraldehit-lipaz) adini alir.

4.2.6 Lipaz aktivitesinin belirlenmesi

Serbest ve tutuklanmig haldeki lipazlarin spesifik aktivitesi, 1 ml serbest lipaz veya 10
mg tutuklanmis enzim tozu tarafindan 1 dakika igerisinde zeytinyagi trigliserollerinden

aci8a c¢ikarilan yag asitlerinin pmol cinsinden miktar1 olarak tarif edilmektedir. Aktivite
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Olglimiinde, trigliserol substrati olarak zeytinyagi kullanilmistir. 2 ml zeytinyagi, 0.5 mL
0.1 M CaCl, , 3 ml fosfat tampon ¢ozeltisi [41.3 ml KH2PO4 (1/15 mol/L) + 58.7 ml
Na2HPO4 (1/15 mol/L) pH=7] ve 5 ml deiyonize su orbital ¢alkalayicida (37 °C, 10 dk,
150 rpm) karistirilmistir. Elde edilen karisima, 1 ml serbest enzim veya 10 mg
tutuklanmig enzim tozu ilave edilmis ve tekarar orbital calkalayiciya alinmistir (37 °C,
20 dk, 150 rpm). Enzimi inaktive etmek i¢in, 20 ml aseton-etil alkol karisimi (1:1
hacim) ¢ozeltiye eklenmistir. Hidroliz tepkimesi sonucu zeytinyagindan agiga ¢ikan yag
asitlerinin miktar1 ~0.2 M NaOH ile fenolftalein indikatoriine kars1 pH 10’a kadar
titrasyon yapilarak belirlenmistir. Ayni1 kosullarda sahit denemeler de yapilmistir.
Reaksiyon sonunda enzimin 1 dakikalik zaman icerisinde agiga ¢ikardig1 yag asitleri

miktar1, pmol olarak, agagidaki formiille hesaplanmistir (Uozaki vd. 1997):

Spesifik Aktivite (U/ml veya mg)( umol /dak.ml veya mg)= (V1-V2)*C*1000/20*E
V1= Numune i¢in sarf edilen NaOH hacmi (ml)
V> = Sahit i¢in sarf edilen NaOH hacmi (ml)
C = NaOH konsantrasyonu ( mol/l)

E = Numunenin miktari (ml veya mg)’dir.

Toplam aktivite (U:iinite), spesifik aktivitesi saptanan drnegin miktari (ml veya mg) ile
spesifik aktivite degerinin ¢arpilmasiyla hesaplanir. (Her aktivite dl¢iim islemi iki kez

yapilip ortalama deger esas alinmistir).

4.2.7 (R,S)-1-feniletonuliin kinetik rezoliisyonu

4.2.7.1 (R,S)-1-feniletonuliin tutuklanms enzimler ile kinetik rezoliisyonu

Rasemik 1-feniletanoliin enantiyose¢imli esterlesme tepkimesinde enzim etkisini
incelemek amaciyla biyokatalizér olarak Candida antarctica lipaz1 (Novazyme Cal-B,
katt form) ve farkli tutuklanmis enzimler denenmistir. Farkli lipazlarin Katalizledigi

tepkimeler toluen, hegzan ve heptan gibi organik ¢oziiciilerde gergeklestirilmistir.
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Tepkimeler vida kapakli siselerde ve 3 ml hacimde gergeklesmistir. Agil verici olarak
kullanilan 240 mM ve 480 mM vinil asetat, organik c¢oziiciide ¢oziildiikten sonra
tepkime ortamina 120 mM (R,S)-1-feniletanol ve 100 mg molekiiler elek eklenmistir.
En son 50 mg enzim eklenerek tepkime baslatilmistir. Tepkimeler 40 °C’de ve 150 rpm
karistirma hizindaki orbital calkalayicilarda gergeklestirilmistir. Genel olarak tim
tepkimeler yukarida anlatildigi gibi yapilmis fakat farkli biyokatalizorlerin tepkime
kosullar1 asagida detaylandirilmistir:

o Fes0s-GA-LI tutuklanmis enziminin biyokatalizdr gorevi yaptig1 tepkimelerde 120
MM 1-feniletanol ve 480 mM vinil asetat kullanilmigtir. Organik ¢oziicli olarak
hegzanin se¢ildigi tepkimelerde 12, 15 ve 18 saat siire ile ¢calisilmistr.

o GO-GA-LI tutuklanmis enzimin biyokatalizér olarak gorev yaptii tepkimeler
hegzan ve heptan ortaminda yapilmistir. 120 mM 1-fenil etanol, 240 mM vinil asetat
ile 6, 8 ve 10 saat siirelerde heptan igerisinde tepkimeye girmistir. Hegzan igerisinde
gerceklesen tepkimede substrat:agil verici orani heptanda oldugu gibi 1:2 olarak
secilmistir. 120 mM 1-fenil etanol, 240 mM vinil asetat ile 4, 6 ve 8 saat siirelerde
hegzan igerisinde tepkimeye girmistir.

o GO/ Fe30s-GA-LI biyokatalizoriiniin katalizledigi tepkimeler 6 ve 8 saat siirmiis,
tepkimelerde 120 mM 1-fenil etanol, 240 mM vinil asetat ile hegzan igerisinde
tepkimeye girmistir.

o Fe304/KT-GA-LI enzimi, organik ¢oziicii olarak hegzanin kullamldig: tepkimelerde
gorev yapmuistir. Substrat ve agil verici oran1 1:2 olarak se¢ilmis; 120 mM 1-fenil
etanol, 240 mM vinil asetat ile hegzan igerisinde 12, 14 ve 16 saat tepkimeye
girmistir.

o GO/Fe304/KT-GA-LI enzimi igin toluen organik ¢oziicii olarak secilmistir. Benzer
sekilde substrat ve agil verici orani 1:2 olarak sec¢ilmis 9, 12, 15 ve 18 saat siirelerde

tepkimeler yapilmaistir.

Tiim bu anlatilanlara ek olarak deney asamasi sekil 4.9°da 6zetlenmistir.
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Sekil 4.9 1-feniletanoliin tutuklanmis enzimler ile kinetik rezoliisyonu

4.2.7.2 Analiz yontemi

Tepkime sonunda ornekler yiiksek basing sivikromatografi ile, analiz edilmistir.
Tastyici faz olarak, hegzan/2-propanol (95/05), akishiz1 0.90 mL/dak, 10 pL enjeksiyon
hacmi, 30 °C’de Chiralcell OB kolonu (4.6 mmx50 mm, Daicel Chemical Ind. Ltd.
France) UV dedektor (254 nm) ile analizlenmistir.Chiralcell OB kolonunda; (R)-1-
feniletanol ve (S)-1-feniletanol farkli kalma siirelerinde kolonu terk etmektedir.
Rasemik 1-feniletanol i¢in kalibrasyon dogrulari olusturulmustur (EK 1, Cizelge 1). Bu

kosullarda gergeklestirilen analize ait kromatogram EK 3’te verilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

Tutuklanmig enzimlerin, endistriyel olarak oldukca genis uygulama alanlari vardir.
Coziiniir formdaki enzime gore tekrar kullanilabilirlik, geri kazanim, isletim kolaylig
gibi bir¢ok avantaja sahiptirler. Ayrica tutuklama islemi ile enzimler denatiirasyona
kars1 daha kararli bir yapiya sahip olurlar. Enzimin kazandigi bu kararliligin 6lgiisii
enzimin {i¢ boyutlu yapisina, tutuklama teknigine ve tasiyici tipine bagli olarak
degismektedir. Bu g¢alismada tutuklama tekniklerinden kovalent baglama metodu ile
enzimlerin farkli tip tastyicilara tutuklanmasi gerceklestirilmistir. Calisma temelde ii¢
boliimden olusmaktadir; birincisi lipazi1 tutuklamak icin gerekli destek maddelerinin
hazirlanmasi, ikincisi kovalent baglama ile lipazin destek materyallerine tutuklanmasi
ve son olarak tutuklanmig enzimin, 1-feniletanoliin kinetik rezoliisyonunda

biyokatalizor olarak kullanilmasidir.

5.1 Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu

Sekil 5.1 Fe3O4 ve Fe3Os-GA-LI enziminin SEM gériintiisii
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GO/FE‘304

GO/FG304-GA-

Sekil 5.2 GO/Fes04 ve GO/Fes04-GA-Li’nin SEM gériintiisii

Hazirlanan nanoparcaciklarin ve tutuklanmis enzimlerin ylizey yapisini incelemek igin

taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile analiz yapilmistir. Demir oksit ve demir

oksit/grafen oksit kompozitine ait goriintillerde, enzim baglandiktan sonra daha

diizensiz, pliriizli bir yiizey ve proteinlerin bir kiime olusturdugu goriilmektedir (Sekil

5.1,5.2). Ayrica her iki tutuklanmis lipaza ait EDX spektrumlarinda gézlenen P elementi
lipazin baglandigina dair bir kanittir (Singh ve Mukhopadhyay 2014) (Sekil 5.3,5.4).
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Sekil 5.3 Fe;04ve Fes04-GA-LI enziminin EDX spektrumlari, a. Fe304, b. Fe304-GA-LI
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Sekil 5.4 GO/Fe30s ve GO/Fes04-GA-Li enziminin EDX spektrumlar1 a. GO/Fe304,
b. GO/Fe304sGA-LI

5.2 FT-IR Analizi

Saf nanopargaciklar ve enzim tutuklanmis formlari i¢in FT-IR spektrumlari incelenerek
enzimin baglandigina dair kanitlar elde edilmistir. Literatiire gore, proteinlere 6zgii
amid adi1 verilen 9 ¢esit (amid A, B, I, II,...VII) band vardir.Bunlardan en 6nemli iki
band amid 1 (1600-1700 cm™) ve amid Il (1510-1570 cm™) bandlaridir. Kat1 ve sivi
formdaki saf Cal-B, B-aggregat, B-serit, diizensiz siralanmis, a-sarmal ve donmeli yapisi
gbz oniinde bulunduruldugunda sirasiyla 1617, 1636, 1647, 1653 ve 1662-1669 cm™
dalga sayilarinda amid I bandin1 gésteren sinyaller vermektedir. Amid II band ise amid
I bandina gore daha karmasik olup, N-H egilme (potansiyel enerjinin %40-60’1) ve C-N
(%18-40) ile C-C (~%]10) gerilim titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Amid III band1
cok zayif bir band olmakla birlikte 1230-1350 cm™ araliginda goriilebilmektedir
(Fanseco dos Reis vd. 2005). Ayrica birincil amidler (NH2) 3350 ve 3180 cm™ dalga
boyular1 civarinda iki bandkincil amidler (-NH) ise 3300 cm™ civarinda tek bir pik
vermektedir (Mancilla 2015).

FesOs’in FT-IR spektrumnda (Sekil 5.5) gozlenen disiik dalga sayilarindaki
(<700 cm™) bandlar demir oksitin Fe-O bandlarinin titresiminden kaynaklanmaktadir

(Chiaradia vd. 2016). Lipazin baglanmasiyla olusan ve C=0 gerilim titresimlerinden
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kaynaklanan amid I band1 1641 cm™ dalga sayisinda goriilmektedir. 1570-1540 cm™
civarinda degisen sinyaller amino asitlerin NH*™® grubunun simetrik egilme ve C-N
gerilim titresiminden kaynaklanan amid II (N-H) bandini gostermektedir (Foresti vd.
2010). 1558 cm™ dalga sayisindaki pik amid II bandmin ve N-H bagmm egilim
titresimlerinin kamitidir. Ayrica birincil aminler 3400-3500 cm™’de pik vermektedirler.
Bu sebeple 3419 cm™*deki genis pik NH, O-H gerilimi ve hidrojen baglarinin birlesmis
pikidir. Baglanmis propil grubunun varliginda C-H gerilme titresimleri 2924 ve 2893

cm’de goriilmektedir.
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Sekil 5.5 Fe304’lin saf ve enzim yiiklii formunun FT-IR spektrumu

GO’nun karakteristik bandlarindan olan ve enzimli, enzimsiz her iki formunda da
gdzlenen 3425 cm™ dalga boyundaki genis ve yogun pik C-OH gruplarinin O-H gerilim
titresimini gostermektedir. GO’nun her iki formunda goriilen, karbonil ve karboksilik
asitlerin C=0 gerilim titresimini gosteren pik 1743 cm™ dalga boyunda ortaya ¢ikarken
enzimin baglanmasiyla 1732 cm™’e kaymistir. GO’nun saf formunda ortaya ¢ikan 1625
cm™ dalga boyundaki pik oksitlenmemis grafit veya adsorblanmis suyu, 1048 cm™’deki
pik C-O gerilim titresimlerini ve 1226 cm™’deki pik ise C-OH gerilim titresimlerini
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temsil etmektedir (Tolasz vd. 2014). Lipazin baglandigina kanit olan amid I ve amid 11
bandalr sirasiyla 1647 ve 1540 cm™de goriilmektedir (Sekil 5.6).
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Sekil 5.6 GO’nun saf ve enzim yiikli halinin FT-IR spektrumu

GO/Fe304’iin her iki formunda gdzlenen Fe-O piki (580 cm™), demir oksitin grafen
oksite baglandigina kanittir. GO’nun karakteristik bandlarindan olan ve 3419 cm™
dalga boyunda gozlenen pik C-OH gruplarimin O-H gerilim titresimini gostermektedir.
Enzimin baglanmasiyla NHz, O-H gerilimi ve hidrojen baglar1 birlesmis ve bu pik daha
belirgin hale gelerek 3437 cm™’e kaymistir. Ayrica, lipazin baglandigina kanit olan
amid I ve amid II bandalr1 sirastyla 1647 ve 1540 cm™*’de goriilmektedir (Sekil 5.7).
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Sekil 5.7 GO/Fe304’1in saf ve enzim yiiklii halinin FT-IR spektrumu

Fe3O4/KT nin enzim yiikli ve saf formunun FT-IR spektrumunda, Fe3O4’iin Fe-O
band1 567 ve 571 cm™’de goriilmektedir. Fe3sOs/KT nin iki formunda goriilen kitosan
icin karakteristik O-H gerilim ve N-H gerilim titresimleri, saf Fe3O4/KT igin 3437
cm! dalga boyunda ortaya cikarken, enzimin baglanmasiyla daha belirgin hale gelmis
ve ayn1 pik 3426 cm™’e kaymistir. Kitosana 6zgii diger karakteristik gruplar olan C-H
gerilim titresimleri 2938 cm™*de, C-O-C bag titresim gerilimi 1100 cm™’de, C-O bag1
titresim gerilimi 1049 cm™’de goriilmektedir. Bu ortak pikler bir miktar kayma ile
manyetik kitosanin enzim bagli formunda da ortaya c¢ikmustir (Lopez vd. 2013).
Kitosana 6zgili diger karakteristik bandlar ise lipazlarda oldugu gibi amid bandlardir.
Fe304/KT’nin enzimsiz formundaki amid I (C=0 gerilme) ve amid Il (N-H egilme)
bandlar sirasiyla 1635 ve 1589 cm™’de goriiliirken, ayni pikler enzim baglandiktan
sonra 1641 ve 1558 cm™’e kaymistir. Ayrica amid III bandi olan zayif band
1338 cm™°de goriilmektedir (Sekil 5.8).
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Sekil 5.9 Fe3s04/GO/KT’nin saf ve enzim yiiklii halinin FT-IR spektrum
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Fe304/GO/KT ile FesO4/KT’nin FT-IR spektrumu birbirine benzemektedir. Lipazin
baglandigina kanit olan amid I ve amid II bandlar1 1635 ve 1558 cm™’de gériilmektedir.
GO’nun baglanmasiyla ortaya ¢ikan C-O titresimleri, lipaz tutuklandiktan sonra daha
belirgin hale gelmistir (1057 cm™). Birincil aminler 3400-3500 cm™’de pik
vermektedirler. Bu sebeple 3417-3429 cm™’deki genis pik NH2, O-H gerilimi ve
hidrojen baglarinin birlesmesiyle olusmustur (Sekil 5.9).

5.3 pH’1n Serbest ve Tutuklanms Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

pH sulu ¢ozeltilerde enzimatik aktiviteyi degistiren en onemli faktorlerden biridir.
Enzimin tutuklanmasiyla pH degisir ve bu nedenle enzimin konformasyonu da
degisiklige ugrar. Genellikle tutuklanmis lipazlarin pH profilleri serbest enziminkine
gore daha genis bir araliga sahiptir ve boylece enzim aktivitesi genis bir pH araliginda
korunmaktadir. Calisilan pH araliginda serbest lipazin uygun pH’1 6 ve bu degerde
enzimatik aktivitesi 35 U bulunmustur. Calismada tutuklanmis lipazlardan bazilarinin
[(FesOs-GA-LI)=(FesOq’iin glutaraldehit ile aktive edilmesiyle tutuklanmus lipaz), (GO-
GA-LI)=(GO’nun glutaraldehit ile aktive edilmesiyle tutuklanmis lipaz) ve (FesO4/GO-
GA-LI)=(Fe304/GO’nun glutaraldehit ile aktive edilmesiyle tutuklanmis lipaz)] aktivite
lizerine etkisini incelemek i¢in nanopargaciklar oncelikle 250 mM GA ile 4 saat
aktiflestirilmis ve sonrasinda 12 saat serbest Cal-B ile farkli pH larda (pH 5-8)
tutuklama islemine tabi tutulmustur. Nanopargaciklar1 aktifleme ve enzim tutuklama

islemi orbital ¢alkalayicida 150 rpm ve 30 °C’ de gerceklestirilmistir.

FesOs-GA-LI tutuklanmis enzimin pH degisimine bakildiginda, uygun pH’1 7 ve
enzimatik aktivitesi 22.4 U’dur. Tutuklanmis enzimin pH’min 7 olmasi, kovalent
baglama siiresince enzimde onemli 6l¢iide konformasyonel degisiklerin olmadigini ya
da destek materyalinin asidik ya da bazik karakterli olmadigini gostermektedir. En
uygun pH degerinde serbest enzimin sadece %68’1 kazanilabilmistir. Sekil 5.11°e
bakildiginda ise GO iizerine tutuklanmig enzimin pH’nin serbest enziminkine esit
oldugu goriilmektedir. Her ikisinde de en uygun pH 6 ve tutuklanmis enzim aktivitesi
25.12 U’dur. Serbest enzimin %72’si kazanilabilmistir. Sekil 5.12°de GO/Fez0as

kompozitine tutuklanmis enzimin degisen pH’a gore enzim aktivitesi goriilmektedir. Bu
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durumda ise uygun pH’ta enzim aktivitesi 24.5 U ve kazanilan aktivite %72’dir.
GO/Fe304 kompozitinde pH’in 8 olmasi, uygun pH degerinin bir miktar alkali bolge
civarina kaydigin1 géstermektedir. Bu kayma, matrisin yiikii ve yapisina bagli olmasinin
yaninda tutuklama metoduna da baglidir. Destegin imino fonksiyonlastirilmis yiizeyinin
temeli bu sonuca bagli olabilir. Destek maddesinin yiizeyindeki imino gruplari esas
cozelti ve yiizey arasindaki hidrojen baglarmin diizenli yayilmasini onlemektedir

(Yadav ve Jadhav 2005, Wang vd. 2006).

Chiaradia vd. (2016) manyetik poli(iire-iiretan) nanoparcaciklari (manyetik PUU
nanopargaciklari) iretmisler ve bu pargaciklar1 Candida antartica lipazinin
tutuklanmasinda destek materyali olarak kullanmiglardir. Tutuklanmig ve serbest
enzimin pH kararliligin1 6lgmek i¢in, enzimler fosfat tamponu igerisinde (pH 4, 7 ve
10), 30 °C’de, 6 saat termal galkalayicida (150 rpm) inkiibe edilmistir. Tepkime
sonunda tutuklanmis enzimlerin kalan aktiviteleri hesaplanmis ve pH 4, 7 ve 10’da
sirastyla % 81, 76 ve 69 bulunmustur. Serbest enzimin ise sirasiyla kalan aktivitesi
%100, 100 ve 63 bulunmustur. Tutuklanmis enzimin uygun pH’inin 4 oldugu ve yiiksek
pH’a (pH 10) tutuklanmis enzimin serbest enzime gore daha direncli oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 5.10 Fes04-GA-LI tutuklanmis enzim aktivitesi iizerine pH etkisi
(Fe304=15 mg, GA=250 mM, Cal-B=1 ml, Fosfat t.=50 mM, t=12 saat, T=30 °C ve N=150 rpm)
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Sekil 5.11 GO-GA-LI tutuklanmis enzim aktivitesi {izerine pH etkisi
(GO=20 mg, GA=250 mM, Cal-B=1 ml, Fosfat t.=50 mM, t=12 saat,T=30 °C ve N=150 rpm)
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Sekil 5.12 GO/Fe30s-GA-LI tutuklanmis enzim aktivitesi {izerine pH etKisi
(GO/Fe304=20 mg, GA=250 mM, Cal-B=1 ml, Fosfat t.=50 mM, t=12 saat, T=30 °C ve N=150 rpm)

5.4 Sicakhgin Serbest ve Tutuklanmis Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

(FesOs-GA-LI), (GO-GA-LI) ve (Fe3s04GO-GA-LI) tutuklanmis lipazlarin termal
kararliligin1 incelemek i¢in nanoparcaciklar oncelikle 250 mM GA ile 4 saat

aktiflestirilmis; sonrasinda 30-60 °C sicakliklarda ve pH 7°de 12 saat boyunca serbest
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Cal-B ile tutuklama islemine tabi tutulmustur. Nanopargaciklari aktifleme ve enzim

tutuklama islemi orbital ¢alkalayicida 150 rpm de gergeklestirilmistir.

Calisilan sicaklik araliginda serbest Cal-B lipazinin uygun sicaklik degeri 30 °C iken,
farkli destek materyallerine tutuklanmis enzimlerin {iciiniinde ((FesOs-GA-LI), (GO-
GA-LI) ve (Fe304/GO-GA-LI)) sicakliklar1 40 °C bulunmustur. Tutuklanmis enzimlerin
(Fes0s-GA-LI, GO-GA-LI ve Fe304GO-GA-LI) 40 °C’de aktiviteleri sirasiyla 24.5,
26.86 ve 24.8 tnitedir; relatif aktiviteleri ise sirasiyla %74.2, %81.4 ve %75.15tir
(Sekil 5.13-5.15). Enzim ve destek materyalleri arasinda olusan kovalent baglanma
sirasinda molekiillerin  konformasyonal hareketliligi smirlt oldugu igin, degisik
deaktivasyon giiglerine karsi stabilitede artis gozlenmektedir (Arica ve Bayramoglu
2004, Phadtare vd. 2004). Yiksek sicakliklarda serbest lipazlar kolaylikla
denatiirasyona ugrarken tutuklanmis lipazlar rijit konformasyonlarindan dolay: Katalitik
aktivitelerini korumaya devam ederler. Bu sebeple, tutuklanmis enzimler daha yiiksek
sicakliklarda katalitik aktive gostermektedirler (Ye vd. 2005).
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Sekil 5.13 FesO4-GA-LI tutuklanmis enzim aktivitesi iizerine sicaklik etkisi
(Fe304=15 mg, GA=250 mM, Cal-B=1 ml, Fosfat t.=50 mM, pH=7 t=12 saat ve N=150 rpm)
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Sekil 5.14 GO-GA-LI tutuklanmis enzim aktivitesi iizerine sicaklik etkisi
(GO=20 mg, GA=250 mM, Cal-B=1 ml, Fosfat t.=50 mM, pH=7 t=12 saat ve N=150 rpm)
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Sekil 5.15 GO/Fe304-GA-LI tutuklanmis enzim aktivitesi iizerine sicaklik etkisi
(GO/Fe304=20 mg, GA=250 mM, Cal-B=1 ml, Fosfat t.=50 mM, pH=7, t=12 saat, N=150 rpm)

Chiaradia vd. (2016) manyetik poli(iire-iiretan) nanoparcaciklar (manyetik PUU

nanopargaciklari) ilizerine Candida antartica lipazin1 kovalent baglama yontemi ile

tutuklamislardir. Serbest ve tutuklanmis enzimin termal kararliigini 6lgmek igin,

enzimler fosfat tamponu icerisinde 40, 60 ve 80 °C sicakliklarda inkiibe edilmistir. 6
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saatlik tepkime sonunda, 40, 60 ve 80 °C sicakliklarda tutuklanmis enzimlerin kalan
aktiviteleri sirasiyla % 95, 100 ve 100 bulunmustur. Serbest enzimin ise ayni
sicakliklarda kalan aktiviteleri sirasiyla % 100, 84 ve 98 bulunmustur. Sicakligin

artmasi ile tutuklanmis enzimde aktivite kaybinin olmadigi, serbest enzimin ise yiiksek

sicaklikta aktivite kaybettigi tespit edilmistir.

5.5 Tutuklama Siiresinin Enzim Aktivitesi Uzerine EtKisi

Fe304-GA-Li GO-GA-LI GO/Fe304-GA-Li
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Sekil 5.16 Tutuklama siiresinin aktiviteye etkisi

(Fes04=15 mg, GA=250 mM, Cal-B=1 ml, Fosfat t.=50 mM, pH=7, T=40 °C ve N=150 rpm)
(GO=20 mg, GA=250 mM, Cal-B=1 ml, Fosfat t.=50 mM, pH=6, T=40°C ve N=150 rpm)
(GO/Fe304=15 mg, GA=250 mM, Cal-B=1 ml, Fosfat t.=50 mM, pH=8, T=40 °C ve N=150 rpm)

Nanoparcaciklarin  ¢apraz baglayicilar ile aktive edilmesinden sonra, aktif
nanopargaciklarin belli bir siire enzim ile etkilesime gegmesiyle aralarinda kovalent bir
bag olusur. Bu bagin olusmasi i¢in uzunca bir siire gecmesi gerekir. Uc farkli aktif
destek materyali (Fes04-GA, GO-GA, GO/Fes04-GA) serbest lipaz ile 8-24 saat
araliginda kovalent baglanma i¢in tepkimeye girmis ve tutuklanma siiresinin aktiviteye
etkisi Sekil 5.16°da gosterilmistir. FesOs-GA-LI enzimine bakildiginda uygun
tutuklanma siiresi 16 saattir ve bu siirede enzim aktivitesi 26.95 U’dur. 16 saatten sonra

enzim aktivitesinde azalma goriilmiistir. GO-GA-LI enziminde ise on ikinci ve on
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altinc1 saatlerde sirastyla aktivite 26.86 ve 28.98 U olarak bulunmustur. Bu durumda
enzimin belli bir slireden sonra daha fazla baglanamadigi goriilmektedir. Daha uzun
siirelerde ise enzim aktivitesi diismiistiir. GO/Fe30s-GA-LI enzimi en yiiksek aktiviteyi
(24,8 U) 12 satte gostermistir. GO/Fe3Os nanokompozitinin tepkimeyi hizlandirdigi
sOylenebilir. Her ii¢ durumda da serbest enzimin % 100’ii kazanilamamistir. Siire ne
kadar uzun tutulursa tutulsun enzimin belli bir kismi baglanamayip sivida kalmis ve

serbest enzimin sadece % 75-80’i kazanilabilmistir.

5.6 Aktifleyici Madde Derisiminin Enzim Aktivitesine Etkisi

Kovalent baglama ile enzim tutuklama iki basamaktan olusmaktadir. Birinci basamakta
destek materyalleri ¢apraz baglayicilar ve ¢esitli katki maddeleri (yiizey aktif maddeler,
metal iyonlar1 vb.) ile aktive edilir, ikinci basamakta ise enzim aktiflesmis destek
materyallerine tutuklanir. Enzim aktivitesi tutuklama yontemine, tastyici tipine ve ortam
kosullarina baglh oldugu kadar, ¢apraz baglayici tipine ve derisiminede baghidir. Bu
calismada glutaraldehit ve epiklorohidrin olmak iizere iki tlir capraz baglayici ile
calistlmis ve aktivite iizerine etkileri incelenmistir. Derisimi 150-300 mM arasinda
degisen ¢apraz baglayicilar ile nanopargaciklar 4 saat, 30 °C’de aktive edilmis ve enzim

aktivitesine etkileri sekil 5.17-5.19’da gosterilmistir.

Sekil 5.17°de Fe3O4 nanopargaciklarin GA ve EPH ile aktiflenmesi sonucunda degisen
enzim aktivisi goriilmektedir. GA 1ile aktive edilen nanoparcaciklara tutuklanan
enzimlerin aktivitesine baktigimizda 150 mM GA derisiminden sonra aktivitede yavas
bir artis goriilmiistiir. 26.95 U (relatif aktivite=%78) olan en yliksek aktivite ise 200
mM GA derisiminde elde edilmistir. EPH ile aktive edilmis enzimlere bakildiginda yine
300 mM derisimde en yiiksek aktivite 24.87 U (relatif aktivite=%71) bulunmustur.

Sekil 5.18’de GO-GA-LI ve GO-EPH-LI tutuklanmis enzimlerin aktivite degisimi
goriilmektedir. GA ile aktifleme islemi sonucuna bakildiginda, tutuklanmis enzimin
aktivitesi artan GA derisimi ile artmakta ve 250 mM GA derisiminden sonra aktivite
azalmaktadir. En yliksek aktivite 28.98 U (relatif aktivite=%82.8) olmak {izere 250 mM
GA ile elde edilmistir. Ayni sekil tizeinde EPH derisimi etkisi incelendiginde, artan
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EPH derisimi ile tutuklanmis enzim aktivitesinin de arttigi goriilmiistiir. 250 mM EPH
kullanilarak aktive edilmis nanoparcaciklara tutuklanmis enzimlerin aktivitesi 26.86

U(relatif aktivite=%76.7) bulunmustur.

Fe304-GO nanokompoziti GA ile aktive edildiginde tutuklanmis enzimin aktvite degeri
200 mM’a kadar artmis daha sonra azalmistir. 200 mM’da en yiiksek aktivite 25.47
U’dur. EPH derisimi incelendiginde ise 200-250 mM derisimde aktiviteler birbirine
olduk¢a yakindir. 250 mM derisim sonrasi aktivite azalmig, 23.69 iiniteden 22.10’a
diismiistiir (Sekil 5.19).

Sekiller incelendiginde ii¢ farkli destek materyalinde de genel olarak 250 mM GA ve
200 mM EPH derisimi en iyi sonuglar1 vermistir. Belli bir ¢apraz baglayict miktarina
kadar derisim artmis, sonrasinda muhtemelen fazla aktifleyici enzimin tersiyer yapisini

degistirerek denatiirasyona sebep olmustur (Panek vd. 2013).
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Sekil 5.17 Glutaraldehit ve epiklorohidrin derisiminin Fe3Os-GA-LI ve Fe3Os-EPH-LI
tutuklanmis enzim aktivitelerine etkisi

(Fes04=15 mg, GA=150-300 mM, EPH=150-300 mM, Fosfat tamponu=50 mM, pH=7, Cal-B=1 ml,
T=40 OC, takti\/asyon:4saat, ttutuklama=16 Saat ve N:150 rpm)
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Sekil 5.18 Glutaraldehit ve epiklorohidrin derisiminin GO-GA-LI ve GO-EPH-LI
tutuklanmis enzim aktivitelerine etkisi

(GO=20 mg, GA=150-300 mM, EPH=150-300 mM, Fosfat tamponu=50 mM, pH=6, Cal-B=1 ml, T=40
OC, taktiva5y0n=4saat, ttutuklama:].e Saa.t ve N=150 I‘pm)
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Sekil 5.19 Glutaraldehit ve epiklorohidrin derisiminin GO/Fes04-GA-LI ve GO/Fe304-
EPH-LI tutuklanmis enzim aktivitelerine etkisi

(GO/Fe304=15 mg, , GA=150-300 mM, EPH=150-300 mM, Fosfat tamponu=50 mM, pH=8, Cal-B=1 ml,
T:40 OC, taktivasyon:4 Saa.t, ttutuklama:12 saat ve N:150 I’pm)

Rehman vd. (2016) vyaptiklar1 caligmada, Pencilluim notatum lipzim1 GA ile
tutuklayarak capraz bagli agregatlar olusturmuslardir. Bu c¢alismada 50-300 mM
arasinda degisen GA kullanilmis, 200 mM derisimde en yiiksek aktiviteye ulasilmig ve
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200 mM’dan sonra aktivite azalmaya baglamistir. Derisimin artmasi ile asir1 ¢apraz
baglanma goriilmiis ve enzimin esnek yapisini kaybetmesine sebep olarak aktiviteyi
diistirmistiir. Ya da istenmeyen capraz baglanmalar gii¢lii bir difiizyon kisitlamasina

sebep olarak aktivitenin azalmasina neden olmustur (Rehman vd. 2016).

Uc ayn destek materyalinde GA ile aktive edilmis nanopargaciklara tutuklanmis
enzimler, EPH ile aktive edilmis olanlara gore daha yiiksek bir aktivite sergilemistir. Bu
durumda her iki aktive edici madde farkli kimyasal modifikasyona sebep olmustur. GA
ile kovalent baglama sik¢a kullanilan bir enzim tutuklama metodudur. No6tr pH
ortaminda GA proteinlerin birden fazla fonksiyonel grubu ile tepkimeye girmektedir.
Destek materyali iizerindeki amino fonksiyonel gruplart GA ile aldehit gruplarina
transfer edilmis ve lipazin amin grubuna baglanmistir. GA’nin daha yiiksek bir aktivite
gostermesi muhtemelen GA yapisindaki aldehitlerin once destek yiizeyine baglanmasi
ve daha sonra kalan aldehit gruplarinin enzimin —NHz grubuna baglanarak saglam bir

yap1 olusturmasi olarak agiklanabilir (Zhu vd. 2015).

5.7 Katki Maddelerinin Enzim Aktivitesine Etkisi

Son zamanlarda, enzim tutuklama yontemlerinde enzimin aktif merkezini korumak i¢in
ortama cesitli katki maddeleri eklenmektedir. Adsorpsiyon veya g¢apraz baglama
metodlarinda tutuklama ortamina direkt olarak eklenen katki maddeleri, kovalent
baglama yonteminde tutuklama ortamina degil, destek materyalinin aktivasyonu
sirasinda tepkimeye eklenmektedir. Metal iyonlar, ligandlar, yag asitleri ve yiizey aktif

maddeler sik¢a kullanilan katki maddeleridir.

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (anyonik), Tween 80, Tween 20 ve Triton X-100
(noniyonik) katki maddelerinden en ¢ok kullanilanlardir. Farkli yiizey aktif maddeleri
ayni kosullarda farkli enzim aktivitesi gostermektedir. ki lipaz molekiiliiniin agik formu
arasindaki etkilesim sonucu lipaz homo- veya heterodimerleri olusur. Yiizey aktif
maddeler, olusan bu lipaz homo- veya heterodimerleri kirarak lipazin agik halini

dengede tutarlar ve lipaza hiperaktivite kazandirirlar. Ayrica ylizey aktif maddeler
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lipazin topaklanmasini oOnleyerek araylizey alanini dengede tutarlar ve bdylece

substratin enzime ulagsmasini kolaylastirirlar (Bussamara vd. 2011).

Bu ¢alismada noniyonik yiizey aktifleyicilerden Tween 80 ve Triton X-100 kullanilarak
tutuklama {izerine etkisi incelenmistir. Derisimi 10-50 mM arasinda degisen katki
maddeleri destek materyalinin aktive edilmesi i¢in ultrasonik banyoda ve tampon
ortaminda (pH=7.0) 45 dk tepkimeye girmistir. Daha sonra, onceden anlatildig1 gibi
tutuklama islemi ger¢eklesmistir. Elde edilen enzimatik aktivite degerleri sekil 5.20-

5.22°de gosterilmistir.
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Sekil 5.20 Tween 80 ve Triton X-100 derisiminin Fe3Os-GA-LI tutuklanmis enzim
aktivitesine etkisi

(Fes04=15 mg, GA=250 mM, Fosfat tamponu=50 mM, pH=6, Cal-B=1 ml, T=40 °C, taivasyon=4 Saat,
trutuklama=16 saat ve N=150 rpm) Katki maddesi olmadan ayni kosullarda enzim aktivitesi=26.95 U

Sekil 5.20’de manyetik demir oksit nanopargaciklarinin Triton X-100 ve Tween 80’den
nasil etkilendigini gormekteyiz. Tween 80 kullanildigi durumda aktivitenin 30 mM
derisime kadar artip sonrasinda azaldig1 goriilmiistiir. Fakat 10-50 mM derisim arasinda
aktivitede genel olarak ¢ok biiyilik farklar goriilmemistir. Ortalama aktivite Tween 80
kullanildiginda 26-27 U arasinda degismektedir. En yiiksek aktivite, 27.82 U, ise 30
mM Tween 80 kullanildiginda gozlenmistir. Triton X-100 incelendiginde yine benzer
sonuglar goriilmiistiir. En yuksek aktivite olan 27.10 U, 40 mM Triton X-100
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kullanildiginda elde edilmistir. 40 mM’dan sonra aktivite azalmistir. Katki maddesi
olmadan ayni kosullarda tutuklanan enzimin aktivitesi, 28.98 U, ile kiyaslama
yapildiginda her iki noniyonik yiizey aktif —maddesinin de aktiviteyi azalttigi

gorilmistiir.
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Sekil 5.21 Tween 80 ve Triton X-100 derisiminin GO-GA-LI tutuklanmis enzim
aktivitesine etkisi

(GO=20 mg, GA=250 mM, Fosfat tamponu=50 mM, pH=7, Cal-B=1 ml, T=40 °C, taivasyon=4 Saat,
tuwkama=16 saat  ve N=150 rpm) Katki maddesi olmadan aym kosullarda tutuklanan enzim
aktivitesi=28.98 U

Sekil 5.21°de GO-GA-LI tutuklanmis enziminin aktivite degisimini goriiyoruz. FesOg-
GA-LI enzminde oldugu gibi benzer sonuglar karsimiza ¢ikiyor. 30 mM Tween 80
kullanildiginda en yiiksek ativite 28.41 U iken, 40 mM Triton X-100 kullanildiginda en
yiiksek aktivite 25.65 U’dur. GO destek materyaline tutuklanmis enzimlerin, noniyonik
yiizey aktifleyicilerin derisim degisiminden pek etkilenmedigi soylenebilir. Katki
maddesi  kullanilmadan ayn1  sartlarda tutuklanan enzimin aktivitesi ile
karsilagtirildiginda, 30 mM Tween 80 kullanildiginda aktivite 26.95 U’dan 28.41 U’ya
cikmistir. Triton X-100 ise tiim derisimlerde aktiviteyi az da olsa diisiirmiistiir; 40 mM

Triton X-100 ile, 26.95 U’ya en yakin aktivite 25.65 U olarak elde edilmistir.
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Sekil 5.22 Tween 80 ve Triton X-100 derisiminin GO/Fe3s04-GA-LI tutuklanmis enzim
aktivitesine etkisi

(GO/Fe304=15 mg, GA=250 Mm, Fosfat tamponu=50 mM, pH=8, Cal-B=1 ml, T=40 °C, taiivasyon=4 Saat,
trutudama=12 saat ve N=150 rpm Katki maddesi olmadan ayni1 kosullarda enzim aktivitesi=25.47 U

Sekil 5.22°de GO/Fes04-GA-LI  kompozitinin  kullanilan noniyonik yiizey
aktifleyicilerden nasil etkilendigi goriilmektedir. Genel olarak bakildiginda, farkli
derigimlerde her iki noniyonik aktifleyici birbirinden ¢ok farkli aktivite gdstermemistir.
Yani tiim derisim degerlerinde enzim aktiviteleri birbirine yakin sonuglar vermis ve
aktiviteler 24-26 U arasinda degismistir. Katki maddesi olmadan tutuklanan enzim ile
kiyaslama yapildiginda, 40 mM Tween 80 kullanildiginda aktivite 25.47 U’dan 25.65
U’ya c¢ikarak ¢ok az bir artig sergilemistir. Yine 40 mM Triton X-100 kullanildiginda
ise enzim aktivitesi 25.47 U’dan 25.89 U’ya artmistir. Bu sonuglara gore, her iki katki
maddesi de 40 mM kullanildiginda en yiiksek sonuglar elde edilmis, enzim aktivitesi

azalma gostermemis fakat belirgin bir artista s6z konusu olmamustir.

Her destek materyali i¢in farkli derisimlerde farkli enzimatik aktivite goriilmiistiir.
Genel olarak, Fes0s-GA-Li destek materyali igin katki maddeleri negatif etki
gosteritken GO-GA-LI ve GO/Fe304-GA-LI destek materyalleri igin katki maddeleri
azda olsa pozitif etki gostermistir. Bunun sebebi destek materyallerinin farkli gruplar
icermesi ve katki maddelerinin bu gruplara baglanarak farkli bir konformasyonel yap1

olusturmasidir. Literatiirde benzer ¢alismalar yapilmis ve bu ¢alismalarda katki maddesi
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olarak Triton X-100 ve Tween 80 kullanildiginda enzim aktivitesinin ¢ok etkilenmedigi
ya da aktiviteyi azalttigi goriilmiistiir. Bu c¢alismalardan bazilar1 asagida kisaca

anlatilmistir.

Gupta ve arkadaslar1 (2009)’nin yaptig1 ¢alismada Thermomyces lanuginosa kaynakli
bir lipazin glutaraldehit ile ¢apraz baglanmasiyla tutuklama islemi c¢alisilmistir.
Tutuklama ortamina, her biri ayr1 olmak {izere, 5 ml hacim i¢in 100 er mg SDS, Tween
80 ve Triton X-100 eklenmistir. Anyonik SDS kullanildiginda serbest enzimin relatif
aktivitesi % 100’den % 137.0’ye yiikselmistir. Noniyonik Tween 80 ve Triton X-100
kullanildiginda ise relatif aktivite sirasiyla % 78.2 ve % 17.6 olarak bulunmustur. Bu
tutuklama yontemi ve lipaz igin Triton X-100 ve Tween 80 kullanmanin negatif etkisi

oldugu goriilmiistiir.

Salameh ve Weigel (2010), cesitli yiizey aktif maddelerin lipaz aktivitesine etkisini
arastiran bir ¢alisma yapmustir. Calismada Thermosyntropha lipolytica adli anaeorobik
termofilik lipolitik bakterisinden elde edilen bir lipaz kullanilmistir. Yiizey aktif
maddelerin lipaz aktivitesine etkisini incelemek i¢in derisimi 1 mM ve 10 mM arasinda
olan SDS, CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide), Triton X-100, Tween 20 ve
Tween 80 ile belli kosullarda tepkime gergeklesmistir. Anyonik SDS kullanildigi
durumda spesifik aktivite 1 mM SDS i¢in 3 U/mg iken 7 mM SDS i¢in 105 U/mg’ a
hizla artmig ve daha fazla SDS derisiminde enzim denatiire olarak spesifik aktivite
diismeye baglamistir. Katyonik yiizey aktifleyici CTAB, ayn1 derisimlerde lipazi inhibe
etmis ve aktiviteyi diislirmiistiir. Muhtemelen, tepkime esnasinda istenmeyen
elektrostatik etkilesimler substratin baglanmasinda negatif etki ortaya ¢ikartmistir. Ayn
derisimde noniyonik yilizey aktif maddeler (Triton X-100, Tween 20 ve Tween 80)

kullan1ldig1 durumda ise aktivitenin ¢ok etkilenmedigi goriilmuistiir.

5.8 Sivida Kalan (Baglanmamis Enzim) Aktivite Miktari

Tutuklamanin ne kadar basarili oldugunu ve enzimin c¢ozeltiye sizip sizmadigini
anlamak i¢in sivida kalan kismin aktivitesi ayrica Ol¢lilmiistiir. Derisimi 150-300 mM

arasinda degisen capraz baglayict GA ile nanopargaciklar 4 saat, 30 °C’de aktive
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edilmis ve ortama enzim eklenerek tutuklama gergeklestirilmistir. Once tutuklanmus

enzimin aktivitesi daha sonra ¢ozelti aktivitesi onceden anlatildigi gibi Olglilmiistiir.

Elde edilen sonuglar sekil 5.23-5.25’de gosterilmistir.
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Sekil 5.23 Baglanmamis ve tutuklanmis enzim aktivitesi (FezOs-GA-LI)
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Sekil 5.24 Baglanmamis (¢ozeltide kalan) ve tutuklanmis enzim aktivitesi (GO-GA-LI)
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Sekil 5.25 Baglanmamis ve tutuklanmis enzim aktivitesi (GO/Fe3Os-GA-LI )

Calismanin biiyiik béliimiinde siv1 aktivitesi Ol¢iilmiis; ve her ¢ozeltide biiylik oranda
enzimin kaldig1 goriilmistiir. Yukaridaki her ii¢ tutuklama calismasinda da biiyiik
oranda enzim destege baglanmamis ve ¢ozeltide kalmistir. Genel olarak, yaklasik 12-18
U arasinda enzim c¢ozeltide baglanmadan kalmis; yaklasik 22-29 U arasinda enzim
destege tutuklanmistir. Tutuklanmis enzimlerin aktivitesi sivida kalan aktiviteye gore
daha yiiksek bulunmustur.Uygun kosullarda serbest enzimin aktivitesi (35 U) ile toplam
aktivite karsilastirildiginda, her ii¢ tutuklama ¢alismasinda da toplam aktivite artmistir.
Fakat burada onemli olan destege tutuklanan enzim miktaridir. Serbest enzime gore

tutuklanan enzim aktivitesinin daha az olmasinin ¢esitli nedenleri olabilmektedir.

Kovalent baglanma ile tutuklanmis enzim aktivitesi, tasiyict materyalin sekil ve
blytikliigline, tutuklama metodunun dogasina, tasiyict materyalin bilesimine ve
tutuklama kosullarina baglidir. Kovalent baglar diger kovalent olmayan adsorpsiyon
bazli enzim tutuklama yontemleri ile karsilagtirilacak olursa genellikle enzim ve
tasiyici arasinda en giiglii baglar1 saglar. Fakat bu yontem enzim tutuklama i¢in bir cok
kimyasal reaksiyon igerir. Genelde tasiyict tutuklama basamagindan Once aktive
edilmelidir. Ardindan ¢apraz baglayici bir ajan, enzimin fonksiyonel bir grubuyla aktive
edilmis tastyiciyr baglamak i¢in kullanilir. Bu ¢ok basamakli enzim tutuklama teknigi

stiresince enzimin deaktivasyonuyla sonuglanabilir. Buna ragmen eger gerekli
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kimyasallar enzimle uyumlu olursa enzim ile destek maddesi arasinda kovalent bagdan
dolayr tutuklanmis enzim daha iyi bir aktivite gosterebilir. Fonksiyonel grup ile

destegin se¢imi, enzim ile destegin davranisi ve enzimin dayanikliligina baglidir.

Bu ¢alismada serbest enzim aktivitesine gore tutuklanmis enzim aktivitesi daha azdir.
Yaklagik % 75-80 oraninda serbest enzim destege tutuklanabilmistir. Yukarida
anlatilanlar dogrultusunda, enzim ile uyumlu destek materyali segmek, destegi uygun
aktiflyiciler ile aktive etmek, enzimin konformasyonunun bozulmasii engelleyecek
uygun katki maddeleri esliginde tutuklama yapmak gibi yontemler ile daha iyi sonuglar

elde edilmeye calisilmalidir.

5.9 (R,S)-1-Feniletonuliin Tutuklanmis Enzimler ile Kinetik Rezoliisyonu

Rasemik bilesiklerin  kinetik rezoliisyonu, lipazlarin katalizledigi doniisim
tepkimelerinden en yaygin olanidir ve lipaz enzimi rasemik karigimdaki iki enantiyomer
arasinda ayrim yapabilir. Dolayisiyla bir enantiyomer digerinden daha hizli iiriine
dontstiirilir. Calismanin bu asamasinda, tutuklanmis enzimler rasemik bir bileseni
enantiyomerlerine ayirmak i¢in biyokatalizor olarak kullanilmistir. Rasemik 1-
feniletanoliin enantiyose¢imli transesterlesme tepkimesinde enzim etkisini incelemek
amactyla biyokatalizor olarak Candida antarctica lipazinin tutuklanmig farkli formlar
denenmis ve % 50 doniisim ile % 100 enantiyomerik asiriliga ulagsmak igin hangi
tutuklanmis enzimin daha iyi sonug¢ verdigi incelenmistir. Kullanilan her enzim ig¢in
enantiyomerik asirilik, enantiyomerik oran, doniisiim degerleri belirlenmis ve tepkime

stiresinin etkisi incelenmistir.

Farkli lipazlarin katalizorliigiindeki tepkimeler toluen, hegzan ve heptan gibi organik
coziiciilerde gergeklestirilmistir. Tepkimeler vida kapakli siselerde ve 3 ml hacimde
gerceklesmistir.  Acil verici olarak kullanilan 240 mM veya 480 mM vinil asetat,
organik ¢oziiciide ¢oziildiikten sonra tepkime ortamina 120 mM (R,S)-1-feniletanol ve
100 mg molekiiler elek eklenmistir. En son 50 mg enzim eklenerek tepkime
baslatilmistir. Tepkimeler 40 °C’de ve 150 rpm karistirma hizindaki orbital
calkalayicilarda gerceklestirilmistir.
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5.9.1 Fes04-GA-LI enzimi ile (R,S)-1-feniletonuliin Kinetik rezoliisyonu

FesOs-GA-LI enziminin kullanildig1 tepkimede 1:4 oraminda substrat:acil verici
kullanilmis ve tepkime hegzan ortaminda gergeklesmistir. 12, 15 ve 18 saat siiren
tepkimelerden elde edilen enantiyomerik asirilik (ee(S)) ve enantiyomrik oran (E)

sonuglari sekil 5.26, 5.27°de gosterilmistir.

FesO4-GA-LI enziminin biyokatalizor olarak kullanildig1 tepkime incelendiginde 18
saat tepkime sonrasi bile % 50 doniigiim elde edilememistir. Donilisiim degeri ortalama
% 30 olarak bulunmustur. % ee(S) ve E degerleri ise siirenin artmasiyla ¢ok az bir artig
gostermistir. 18 saat sonunda % 30.54 doniisiim degerinde, % ee(S) ve E degerleri
sirastyla % 24.15 ve 4.33 bulunmustur (Sekil 5.26, 5.27). Fes0s-GA-LI lipazimin 1-
feniletanolii enantiyomerlerine ayirmak i¢in uygun bir biyokatalizor olmadig:
goriilmistiir. Demir oksit nanopargaciklart biiyiikk yiizey alanina sahiptir. Ayrica
gozenek difiizyon mukavemeti ve kirleneme olmaksizin biiyiik oranda enzim
yiiklenebilir. Burada basarili sonug elde edilememesinin sebebi tutuklanmig enzimin 1-

feniletanoliin transesterlesme tepkimesi i¢in uygun bir biyokatalizér olmmasidir.

60,00 40,00
30,00
31,36 30,54 '
40,00 28,55
% ee 20,00 %c
20,00
10,00
0,00 0,00
12 15 18
t, saat
=---%cee %c

Sekil 5.26 Fes0s-GA-LI enzimi ile rasemik 1-feniletanoliin transesterlesme
tepkimesinde siirenin enantiyomerik asirilik ve doniisiim tizerine etkisi

(Cr9-1-,e=120 MM, Cva=480 MM, Mresos-cari =50 mg, Org. ¢dziici=Hegzan, Viop=3 mMl, Mmolckiier
elek=100 mg, T=40 °C, N=150 rpm, enzim aktivitesi=26.95 U)
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Sekil 5.27 Fe304-GA-LI enzimi ile rasemik 1-feniletanoliin transesterlesme
tepkimesinde siirenin enantiyomerik oran ve doniisiim iizerine etkisi

(C(R's).l.FE:lZO mM, Cya=480 mM, Meesosca-Li =50 mg, Org. ¢oziicii=Hegzan, Vtop:3 MI, Molekiler
elek=100 mg, T=40 °C, N=150 rpm, enzim aktivitesi=26.95 U)

Son yillarda bir ¢ok ¢alismada Candida rugosa veya Candida antarctica lipazi kovalent
baglanma ile nanoparcaciklara tutuklanmistir. Kovalent baglama ile lipaz tutuklama
calismalarinin gogunda, lipazin serbest amino gruplar1 ile reaktifler tepkimeye
girdiginde lipazin inaktif oldugu gozlenmistir. Fakat farkli lipazlarin ya da farkli
nanopargaciklarin kullanildig1 basarili olmus kovalent baglama ¢aligmalarida mevcuttur.
Lipazin inaktif olmasini engellemek i¢in, lipazi adsorpsiyon metodu ile demir oksit

nanoparg¢aciklara tutuklamak daha basarili sonuglar vermistir (Gupta ve Salonki 2011).

Gupta ve Salonki’nin (2011) yaptiklar1 ¢alismada, Tween 80 ve polietilenimin polimeri
ile modifiye edilmis demir oksit nanopargaciklar iiretilmis ve Candida rugosa lipazi bu
nanopargaciklara adsorpsiyon metodu ile tutuklamistir. Serbest enzime gore tutuklanmis
enzimlerin aktivitesinde 2-3 kat artis goriilmiistiir. Polietilenimin ile modifiye edilmis
enzim biyokatalizorliigiinde yapilan 1-feniletanoliin kinetik rezoliisyonundan elde
edilen % doniisiim, % ee ve E degerleri sirasiyla % 41, % 99 ve 412 bulunmustur.
Enantiyomerik oranin 100’{in {izerinde olmasi basarili bir ¢alisma oldugunu

gostermektedir.
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5.9.2 GO-GA-LI enzimi ile (R,S)-1-feniletonuliin kinetik rezoliisyonu
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Sekil 5.28 GO-GA-Li enzimi ile rasemik 1-feniletanoliin transesterlesme tepkimesinde
siirenin enantiyomerik asirilik ve doniisiim iizerine etkisi

(C(R,s).l.FEZJ.ZO mM, Cva=240 mM, Mgo-ca-Li =50 mg, Org. g:t')zﬁciiZHeptan, Vtop:3 mI,
Munolekiiter etek=100 mg, T=40 °C, N=150 rpm,enzim aktivitesi=28.98 U)
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Sekil 5.29 GO-GA-LI enzimi ile rasemik 1-feniletanoliin transesterlesme tepkimesinde
stirenin enantiyomerik oran ve doniisiim iizerine etkisi

(C(R,S)-l-FE:]-ZO mM, Cva=240 mM, Mgo.ca-Li=50 mg, Org. ¢dziicii=Heptan, Vmp:3 ml, Muolekiiler elek=100
mg, T=40 °C, N=150 rpm, enzim aktivitesi=28.98 U)
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GO-GA-LI enziminin kullanildig1 tepkimede 1:2 oraninda substrat:acil verici
kullanilmis ve tepkime hegzan ile heptan ortaminda ger¢eklesmistir. Organik ¢oziicli
olarak heptanin kullanildigi ve 6, 8, 10 saat siiren tepkimelerden elde edilen
enantiyomerik asirilik (ee(S)) ve enantiyomrik oran (E) sonuglar1 sekil 5.28, 5.29°da
goriilmektedir. 4, 6 ve 8 saat siire ile calisilan tepkimelerde ise hegzan organik ¢oziicii
olarak kullanilmistir. Elde edilen enantiyomerik asirilik (ee(S)) ve enantiyomrik oran

(E) degerleri sekil 5.30, 5.31°de goriilmektedir.

Organik ¢oziicii olarak heptanin  kullamldig1 tepkimede GO-GA-LI lipazinin
enantiyomerik asiriliga etkisine baktigimizda % 99 oraninda bir basar1 goriilmektedir. 6,
8 ve 10 saat siire ile calisilan tepkimelerde 6 saat sonunda % 51.56 doniisiim elde
edilmis ve bu durumda % ee(S) degeri % 99.83 olarak bulunmustur (Sekil 5.28).
Siirenin artmastyla doniisiim zamanla artmis ve bu sebeple enantiyomerik oran zamanla
azalmistir. En yiiksek E degeri % 51.56 doniisliim ile 217.63 olarak bulunmustur (Sekil
5.29).

Organik ¢oziicli olarak hegzanin se¢ildigi tepkimede benzer sonuglar goriilmektedir. 4,
6 ve 8 saat siiren tepkimelerde yine % 100’e yakin oranda basar1 elde edilmistir. 4 saat
sonunda % 50.73 doniisiim degeri ile % ee(S) degeri % 99.91 bulunmustur. Bu siire
sonunda E degeri ise 507.74 bulunmustur. Tepkime siiresinin artmasiyla doniisiim de
artmis ve buna bagl olarak E degeri biiylik 6l¢iide azalmistir (Sekil 5.30, 5.31). Her iki
tepkimede de % 100’e yakin bir basar1 elde edilmis olup hegzanin tepkime siiresini
kisalttig1 goriilmiistiir. GO-GA-LI tutuklanmis enzimi kisa bir tepkime siiresi ile 1-

feniletanolii saf enantiyomerlerine ayirmak i¢in oldukc¢a basarili bulunmustur.
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Sekil 5.30 GO-GA-LI enzimi ile rasemik 1-feniletanoliin transesterlesme tepkimesinde
stirenin enantiyomerik asirilik ve doniigiim iizerine etkisi

(Crs)}1-,e=120 MM, Cva=240 mM, Mgocati =50 mg, Org. ¢oziici=Hegzan, V=3 ml,
M molekiiter elek=100 mg, T=40 OC, N=150 rpm, enzim aktivitesi=28.98 U
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Sekil 5.31 GO-GA-LI enzimi ile rasemik 1-feniletanoliin transesterlesme tepkimesinde
siirenin enantiyomerik oran ve doniisiim iizerine etkisi

(Crs-1,e=120 MM, Cva=240 mM, MgocaLi =50 mg, Org. ¢oziici=Hegzan, Vip=3 ml, Mmpolckiiter
elek=100 mg, T=40 °C, N=150 rpm, enzim aktivitesi=28.98 U)

90



5.9.3 GO/Fe304-GA-LI enzimi ile (R,S)-1-feniletonuliin kinetik rezoliisyonu

130,00 54,61 60,00
49,02
50,00
110,00
40,00
% ee 90,00 30,00 %c
20,00
70,00
10,00
50,00 0,00
6 8
t, saat
——=%ee %c

Sekil 5.32 GO/Fe304-GA-LI enzimi ile rasemik 1-feniletanoliin transesterlesme
tepkimesinde siirenin enantiyomerik asirilik ve doniisiim tizerine etkisi

(Cr9-1-,e=120 MM, Cya=240 MM, Mgoresos-ca-Li =50 mg, Org. ¢oziicii=Hegzan, Viep=3 Ml, Mmoiekiiler
elek=100 mg, T=40 °C, N=150 rpm, enzim aktivitesi=25.47 U)
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Sekil 5.33 GO/Fe30s-GA-LI enzimi ile rasemik 1-feniletanoliin transesterlesme
tepkimesinde siirenin enantiyomerik oran ve doniisiim iizerine etkisi

(Crs)-1-,e=120 MM, Cva=240 mM, Mcorresos-ca-Li =50 mg, Org. ¢oziici=Hegzan, Viop=3 Ml, Muolekiiter
elek=100 mg, T=40 °C, N=150 rpm, 25.47 U)
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GO/Fes04-GA-LI enzimi ile yapilan calismada benzer sekilde hegzan organik ¢dziicii
olarak kullanilmis olup, 6 ve 8 saat siirede tepkimeler olmustur. Bu tepkimelerden elde

edilen % c, % ee(S) ve E degerleri sekil 5.32, 5.33te gosterilmistir.

6 saat sliren tepkimede % 49.02 doniistime ulasilmis ve bu durumda % ee(S) degeri
94.32, E degeri ise 375.77 olarak bulunmustur. 8 saat sonunda ise doniisiim % 50’nin
tizerine ¢ikmis ve % ee(S) ile E degerleri azalmistir (Sekil 5.32, 5.33). GO/Fe304-GA-
LI tutuklanmis enzimide, GO-GA-LI tutuklanmis enzimi gibi kisa bir tepkime siiresi ile

1-feniletanolii saf enantiyomerlerine ayirmak i¢in olduke¢a basarili bulunmustur.

5.9.4 FesO4/KT-GA-LI enzimi ile (R,S)-1-feniletonuliin kinetik rezoliisyonu

GO ve demir oksit bazli nanoparcaciklar disinda kitosan temelli nanoparcaciklar da
{iretilmis ve bu pargaciklara da aym enzim tutuklanmustir. Fes04/KT-GA-LI enziminin
biyokatalizor olarak kullanildigi tepkimede hegzan ve 1:2 oraninda substrat:agil verici
kullanilmustir. 12, 15 ve 18 saat siiren tepkimelerden elde edilen sonuglar sekil 5.34,

5.35’te gosterilmistir.

FesO4/KT-GA-LI enziminin gérev yaptigi tepkimede 12, 15 ve 18 saat siirelerde
calisilmig ve istenen doniisiim oranina ulasilamamistir. En yiliksek doniisiim degeri 15
saat sonunda % 38.70 bulunmustur. Bu durumda % ee(S) ve E degerleri sirasiyla %
20.40 ve 2.36’dir. Fakat siirenin artmasiyla % ee(S) ve E degerleri 6nce artmis sonra
azalmistir. En yiiksek degerlere en az doniisim degerinde yani % 35.40 doniisiim
oldugu zaman ulasilmistir. Bu durumda % ee(S) ve E degerleri ise sirasiyla % 28.01 ve
4.03 bulunmustur (Sekil 5.34, 5.35). FesOa/KT-GA-LI lipazinin 1-feniletanoliin kinetik

rezoliisyonunda 1yi bir katalizér olmadig1 goriilmiistir.
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Sekil 5.34 Fe304/KT-GA-Li enzimi ile rasemik 1-feniletanoliin transesterlesme
tepkimesinde siirenin enantiyomerik asirilik ve doniisiim {izerine etkisi

(Crig)-1-,E=120 MM, Cya=240 MM, MrezoakT-ca-Li =50 mg, Org. ¢oziici=Hegzan, Viop=3 Ml, Mmoickier
elek=100 mg, T=40 °C, N=150 rpm, enzim aktivitesi=21.56 U)
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Sekil 5.35 Fe304/KT-GA-LI enzimi ile rasemik 1-feniletanoliin transesterlesme
tepkimesinde silirenin enantiyomerik oran ve doniisiim iizerine etkisi

(Crs1-,e=120 MM, Cyva=240 MM, Mresoaxt-caLi =50 mg, Org. ¢dziicii=Hegzan, Vip=3 ml,
Minolekiter elek=100 mg, T=40 °C, N=150 rpm, enzim aktivitesi=21.56 U)
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5.9.5 GO/Fe304/KT-GA-LI enzimi ile (R,S)-1-feniletonuliin Kinetik rezoliisyonu
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Sekil 5.36 GO/Fe304/KT-GA-LI enzimi ile rasemik 1-feniletanoliin transesterlesme
tepkimesinde siirenin enantiyomerik asirilik ve doniisiim {izerine etkisi

(C(R,s).l.FE:lzo mM, Cva=240 mM, McorrezoaikT-ca-Li =50 mg, Org. gézﬁcii:Toluen, Vtop:3 mI, M molekiiler
elek=100 mg, T=40 °C, N=150 rpm, enzim aktivitesi=23.87 U)
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Sekil 5.37 GO/FesOs/KT-GA-LI enzimi ile rasemik 1-feniletanoliin transesterlesme
tepkimesinde siirenin enantiyomerik oran ve doniigiim {izerine etkisi

(Crs)-1-,e=120 MM, Cva=240 mM, Maoresoat-ca-Li =50 mg, Org. ¢oziicii=Toluen, Viep=3 ml,
Mnolekiiter elek=100 mg, T=40 °C, N=150 rpm, enzim aktivitesi=23.87 U)
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Diger kitosan temelli tutuklanmis enzim olan GO/FesO4/KT-GA-LI enziminin
kullanildig1 tepkime ise toluen ortaminda gerceklesmistir. Bu tepkimede diger
tepkimelerden farkli olarak hegzan yerine toluen organik ¢oziicii olarak kullanilmistir.
Ciinkii hegzan ve heptan kullanildiginda azda olsa bir enantiyomerik ayrim olmadigi
goriilmistiir. 9, 12 ve 15 saat siiren tepkimeler sonucunda elde edilen % c, % ee(S) ve

E degerleri sekil 5.36, 5.37°de gosterilmistir.

GO/Fe3s04/KT-GA-LI enzimi ile 9, 12 ve 15 saat calisilmis, en yiiksek doniisiim
degerine 12 saatte ulasilmistir. Bu durumda déniisiim % 45.88 bulunmustur. Istenilen
doniistim degerine ulasilamamis olup, tepkime siiresi arttiginda yani 15 saat sonra
dontigiim degeri ¢ok az bir azalma ile % 45 bulunmustur. Bu durumda en yiiksek ee(S)

ve E degerleri elde edilmis, sirastyla % 44.95 ve 5.27 bulunmustur.

5.10 Tutuklanmis Enzimlerin Tekrar Kullanilabilirligi
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Sekil 5.38 Tutuklanmis enzimlerin tekrar kullanilabilirligi

(Cro1-,e=120 MM, Cva=480 MM, Mresos-ca-Li =50 mg, Org. ¢oziicii=Hegzan, Vip=3 Ml, Mmoekier
elek=100 mg, T=40 °C, N=150 rpm, t=18 saat, enzim aktivitesi=26.95 U)

(C(R,S)-l-FE:]-ZO mM, Cva=240 mM, Mgo.ca-Li=50 mg, Org. ¢oziicii=Heptan, Vmp:3 ml, Muolekiiler elek=100
mg, T=40 °C, N=150 rpm, t=4 saat, enzim aktivitesi=28.98 U)

(C(R,s).l.FE=12O mM, Cva=240 mM, Mcosresos-ca-Li =50 mg, OI‘g. gézﬁcﬁ=HegZan, Vtop=3 mI, M nolekiiler
elek=100 mg, T=40 °C, N=150 rpm, t=6 saat, enzim aktivitesi=25.47 U)
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Tutuklanmigs  enzimlerin serbest enzimlere gore tekrar tekrar kullanilabilmesi
endistriyel uygulamalarda ¢ok énemlidir. Tutuklanmis enzimleri bir katalitik sistemden
digerine kolayca transfer etmek {iretim maliyetini diisiiriir; bu durum ekonomik agidan

oldukca faydalhdir.

Tutuklanmig enzimlerin tekrar kullanilabilirligini 6lgmek i¢in  enzimler aymi
transesterlesme tepkimesinde beser kez kullanilmistir. Her kullanimdan sonra enzimler
yikanip kurutulmustur. Bes kez kullanimda bile enantiyomerik asirilik degerlerinde ¢ok
az bir azalma oldugu gozlenmistir (Sekil 5.38). Bu durum tutuklama calismasinin

verimli oldugunu ve kararli bir yapinin meydana geldigini gosterir.

Netto vd. (2009)’nin ¢alismasinda tekrar kullanilabilirlik agisindan benzer sonuglar elde
edilmistir. Bu ¢alismada yiizeyi c-aminopropyltriethoxysilane (APTS) ile kaph
slipermanyetik nanopargaciklar tiretilmis ve bu parcaciklara Candida antarctica lipazi
tutuklanmustir. Serbest enzime gore aktivitesi 2 kat artan tutuklanmis lipaz, rasemik 1-
feniletanoliin transesterlesme tepkimesinde kullanilmis ve % 99’un iizerinde miikemmel
bir enantiyosegicilik ile 300’iin Tlizerinde enantiyomerik oran elde edilmistir.
Tutuklanmis enzimin tekrar kullanilabilirligir ayn1 tepkime ile bes kez test edilmis ve

her dongiide sadece % 5’in altinda kii¢iik bir azalma gorilmiistiir.
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6. SONUCLAR

Bu ¢alismada Candida antarctica lipazin1 nanopargaciklara tutuklamak ve tutuklanmis
enzimi (R,S)-1-feniletanoliin kinetik rezoliisyonunda biyokatalizor olarak kullanarak,
optikge saf enantiyomerler liretmek hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda oncelikle
nanopargaciklar iiretilmis; daha sonra iiretilen nanoparcgaciklara Candida antarctica
lipaz1 kovalent baglama yontemi ile tutuklanmig ve son olarak tutuklanmis enzimler

(R,S)-1-feniletanoliin enantiysecimli transesterlesme tepkimesini katalizlemislerdir.

Birinci kisimda, grafen oksit (GO), demir oksit (Fe3Os), grafen oksit/demir oksit
nanokompoziti (GO/Fe304), manyetik kitosan (FesO4/KT) ve grafen oksit/demir
oksit/kitosan nanokompoziti (GO/Fe304/KT) iiretilmistir.

Ikinci kisimda, iiretilen tiim nanopargaciklara ¢apraz baglayicilar olan glutaraldehit
(GA) ve epiklorohidrin (EPH) esliginde Candida antarctica lipaz1 kovalent baglama
yontemi ile tutuklanmistir. Tutuklanmis ve serbest enzim aktivitesinin sicaklik, pH,
tutuklama stiresi, yiizey aktif madde derisimi ve ¢apraz baglayict derisiminden nasil
etkilendigi incelenmistir. Ayrica lretilen saf ve enzim yliklii nanoparaciklarin yapisi

taramal1 elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak karakterize edilmistir.

Serbest enzimin uygun pH degeri 6 ve sicaklik degeri 30 °C olarak tespit edilmis ve bu

kosullarda enzimatik aktivitesi 35 U bulunmustur.

GO, Fe30s ve GO/Fe30s tizerine tutuklanmis lipazlarin aktivite ilizerine etkisini
incelemek icin nanoparcaciklar oncelikle 250 mM GA ile 4 saat aktiflestirilmis ve
sonrasinda 12 saat, 30 °C’de serbest Cal-B ile farkli pH larda (pH 5-8) tutuklama
islemine tabi tutulmustur. FesOs-GA-LI tutuklanmis enzimin uygun pH’1 7 ve enzimatik
aktivitesi 22.4 U’dur. Uygun pH degerinde serbest enzimin sadece % 68’1
kazanilabilmistir. GO iizerine tutuklanmis enzimin uygun pH’nin serbest enziminkine
esit oldugu goriilmiistiir. Her ikisinde de uygun pH 6 ve tutuklanmig enzim aktivitesi

25.12 U’dur. Serbest enzimin % 72’si kazanilabilmistir. GO/Fe3s04-GA-LI enziminin
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uygun pH’ta enzim aktivitesi 24.5 U ve kazanilan aktivite % 70’dir. GO/Fe304
kompozitinde uygun pH’mm 8 olmast pH degenin bir miktar alkali bolge civarina

kaydigini gostermektedir.

FesOs-GA-LI, GO-GA-LI ve Fe304GO-GA-LI tutuklanmis lipazlarin  termal
kararliligimmi incelemek i¢in nanoparcaciklar oncelikle 250 mM GA ile 4 saat
aktiflestirilmis; sonrasinda 30, 40, 50, 60 °C sicakliklarda ve pH 7’de 12 saat boyunca
serbest Cal-B ile tutuklama islemine tabi tutulmustur. Serbest Cal-B i¢in uygun sicaklik
30 °C iken farkli destek materyallerine tutuklanmis enzimlerin {i¢iinlinde en uygun
sicakligt 40 °C bulunmustur. Tutuklanmis enzimlerin FesOs-GA-Li, GO-GA-LI ve
Fes04/GO-GA-LI 40 °C’de aktiviteleri sirasiyla 24.5, 26.86 ve 24.8 iinitedir; relatif
aktiviteleri ise sirasiyla %74.2, %81.4 ve %75.15’tir. Enzim ve destek maddeleri
arasinda olusan kovalent baglanma sirasinda molekiillerin konformasyonal hareketliligi

siirlandigindan, degisik deaktivasyon giiglerine karsi stabilitede artis gdzlenmistir.

Nanoparcaciklarin ¢apraz baglayicilar ile aktive edilmesinden sonra, aktif
nanoparcaciklarin belli bir siire enzim ile etkilesime ge¢cmesiyle aralarinda kovalent bir
bag olusur. Bu bagin olusmasi i¢in uzunca bir siire gecmesi gerekir. Uc farkli aktif
destek materyali serbest lipaz ile 8-24 saat araliginda kovalent baglanma i¢in tepkimeye
girmistir. FesO4-GA-LI, GO-GA-LI ve Fe304/GO-GA-LI enzimlerinin uygun sicaklik
ve bu sicakliktaki aktiviteleri sirasiyla soyledir: 16 saat, 26.95 U; 16 saat, 28.98 U ve 12
saat, 24.80 U. GO/Fe304 nanokompozitinin tepkimeyi hizlandirdig1 gozlenmistir. Her {i¢
durumda da serbest enzimin %100’ kazanilamamustir. Siire ne kadar uzun tutulursa
tutulsun enzimin belli bir kism1 baglanamayip sivida kalmis ve serbest enzimin sadece

% 75-80’1 kazanilabilmistir.

Bu calismada glutaraldehit ve epiklorohidrin olmak iizere iki tiir capraz baglayici ile
calisilmis ve aktivite ilizerine etkileri incelenmistir. Derisimi 150-300 mM arasinda
degisen ¢apraz baglayicilar ile nanopargaciklar 4 saat, 30 °C’de aktive edilmistir. Ug
farkli destek materyalinde de genel olarak 250 mM GA ve 200 mM EPH derisimi en
iyl sonuglari vermistir. Belli bir capraz baglayici miktarima kadar derisim artmuis,

sonrasinda muhtemelen fazla aktifleyici enzimin tersiyer yapisin1 degistirerek
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denatiirasyona sebep olmustur. GA’nin EPH ye gore daha yiiksek aktivite sagladigi
goriilmiis ve diger tiim deneylerde GA ¢apraz baglayici olarak se¢ilmistir. GA’nin daha
yiiksek bir aktivite gOstermesi muhtemelen GA yapisindaki aldehitlerin once destek
yiizeyine baglanmasi ve daha sonra kalan aldehit gruplarinin enzimin —NH, grubuna

baglanarak saglam bir yap1 olusturmasi olarak aciklanabilir.

Son zamanlarda, enzim tutuklama yontemlerinde enzimin aktif merkezini korumak i¢in
ortama cesitli katki maddeleri eklenmektedir. Iki lipaz molekiiliiniin acik formu
arasindaki etkilesim sonucu lipaz homo- veya heterodimerleri olusur. Yiizey aktif
maddeler olusan bu lipaz homo- veya heterodimerleri kirarak lipazin agik halini
dengede tutarlar ve lipaza hiperaktivite kazandirirlar. Ayrica yiizey aktif maddeler
lipazin topaklanmasini Onleyerek araylizey alanini dengede tutarlar ve bdylece
substratin enzime ulasmasini kolaylastirirlar. Bu calismada noniyonik yiizey aktif
maddeler Tween 80 ve Triton X-100 kullanilarak tutuklama {izerine etkisi incelenmistir.
Derigimi 10-50 mM arasinda degisen katki maddeleri destek materyalinin aktive
edilmesi i¢in ultrasonik banyoda ve tampon ortaminda (pH 7.0) 45 dk tepkimeye
girmigtir. Genel olarak, FesO4-GA-LI destek materyali igin katk1 maddeleri negatif etki
gosteritken GO-GA-LI ve GO/Fe30s-GA-LI destek materyalleri icin katki maddeleri
azda olsa pozitif etki gostermistir. Bunun sebebi destek materyallerinin farkli gruplar
icermesi ve katki maddelerinin bu gruplara baglanarak farkli bir konformasyonel yap1

olusturmasidir.

Son kisimda ise, en uygun kosullarda iiretilen tutuklanmis enzimler (R,S)-1-
feniletanoliin saf enantiyomerlerini elde etmek i¢in kullanilmislardir. En i1y1 sonuglari
GO ve GO/Fe30y iizerine tutuklanan enzimler vermistir. GO-GA-LI enzimi 4 saat
sonunda % 50.73 doniisiim ile % 99 enantiyo asirilik (ee) ve 507.74 enantiyomerik oran
(E) degeri gostermistir. GO/FesOs~GA-LI ise 8 saat sonunda % 49.02 oraninda
dontisiime ulasmis; sirasiyla % 94.32 ee % ve 375.77 E degerlerini gostermistir. Yapilan
caligmada ii¢ farkl destek materyalinin rasemik 1-feniletanoliin kinetik rezoliisyonunda
farkl1 etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Fe304-GA-LI enzimi ile saf enantiyomerler
elde edilemezken, GO-GA-LI ve GO/Fe304-GA-LI enzimleri ile % >99 ve % 94.32

oraninda enantiyomerik asirilik degerleri ile saf enantiyomerler elde edilebilmistir.
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Tutuklanmig enzimler enantiyosecimli transesterlesme tepkimesinde 5 kez kullanilmig
ve kiiciik miktarda enantiyosecimlilik ve enantiyomerik oran degerinde azalma
gorilmistir. Yapilan calisma ile tutuklanmis enzimlerin kararli bir yap1 olusturdugu
gozlenmistir. Buna ek olarak, tutuklanmis enzimlerin bir katalitik sistemden digerine
kolayca aktarilabilecegi goriilmiistiir. Bu durumda enzimler tekrar tekrar kullanilabilir

ve boylece maliyetin diismesi saglanir.

Sonug olarak, yapilan ¢alismada kararli ve ¢evre kosullarina daha dayanikli enzimler
iiretilmistir. Bu c¢alismadaki tutuklanmis enzimlerden ozellikle GO-GA-LI ve
GO/Fe304-GA-LI enzimlerinin karali bir yap1 kazandig1 ve rasemik-1-feniletanoliin saf
enantiyomerlerini ayirmak icin uygun birer katalizor olduklar1 gorilmistiir.
Tutuklanmis enzimlerin tekrar tekrar kullanilmasi ekonomik ac¢idan ¢ok Onemlidir.
Calismada tutuklanmis enzimlerin en az bes kez kullanilabilecegi gézlenmistir. Yapilan

calisma ileride yapilacak endiistriyel uygulumalar i¢in yol gozterici olabilir.
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7. ONERILER

Bu calismada bazi kisitlamalar da mevcuttur. Calismanin gelistirilmesi gereken yoni,
tutuklanmis enzimlerde goriilen aktivite kaybidir. Tiim destek materyellerine tutuklama
yapilirken enzimler aktivite kaybina ugramistir. Kazanilan aktivite yaklasik %70-80
oranindadir. Kovalent baglamada tutuklama kosullar1 diger tutuklama yontemlerine
gore daha karmasiktir. Bu nedenle kovalent baglamada enzimin aktif merkezi ve
konformasyonel yapisi degisiklik gostermekte ve buna bagl olarak enzimin aktivitesi
diismektedir. Aktivite diismesini engellemek i¢in enzimin katalitik aktivite gosteren
gruplart disindaki fonksiyonel gruplarmin tasiyiciya baglanmasi gerekmektedir. Aktif
bdlgenin aminoasit kalintilariyla inaktivasyon reaksiyonlarinin engellenmesi sonucunda
yiiksek aktiviteler elde edilmektedir. Ya da tersinir, kovalent olarak baglanmiy enzim-

inhibitér kompleksi kullanilabilir.

Kovalent baglamada kullanilan ¢apraz baglayicilar ile kararl, ¢cevredeki ¢ozeltiye sizinti
yapmayan tutuklanmis enzim tiirevleri elde edilmektedir. Baglanma reaksiyonlarinin ve
kovalent bag yapabilen taszyicilarin gesitliligi  bu yontemin genellikle kullanilan bir
tutuklama yontemi olmasini saglamaktadir. Aktivite kaybinin sebeplerinden biri uygun
olmayan capraz baglayici olabilir. Kloroformat, bioksiranlar, divinilsiilfonlar, metal
gecis iyonlar1 ve heterosiklik halojentirler gibi farkli aktifleyicilerin bu c¢alismada

kullanilan destek materyallerine daha uygun olup olmadig: arastirilmalidir.

101



KAYNAKLAR

Akkus, P. 2006. Lipaz Kullanilarak Seker Esteri Sentezi. Yiiksek Lisans Tezi, Gebze
Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Miithendislik ve Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya
Anabilim Dali, 125, Kocaeli.

Akoh, C.C. and Min, D.B. 1998. Microbial Lipases and Enzymatic Interesterification In
Food Lipids-Chemistry. Nutrition and Biotechnology, Marcel Deccer Inc,
New York, 641-698.

Aksoy, C. 2003. Lipaz ve Ureaz Enzimlerinin Cesitli Tastyicilara Immobilizasyonu.
Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya
Anabilim Dali, 140, Istanbul.

Alloue, W., Destain, J., Amighi, K. and Thonart, P. 2007. Storage of Yarrowia
lipolytica lipase after spray-drying in the presence of additives. Process
Biochemistry, 42, 1357-1361.

Arica, M.Y. and Bayramoglu G. 2004. Reversible Immobilization of Tyrosinase Onto
Polyethyleneimine-grafted and Cu(ll) Chelated poly(HEMA-co-GMA) Reactive
Membranes. J. Mol. Catal. B: Enz., 27, 255-265.

Arroyo, M., Sanchez-Montero, M.J. and Sinisterra, J.V. 1998. Thermal stabilization of
immobilized lipase B from Candida antarctica on different supports: Effect of
water activity on enzymatic activity in organic media. Enzyme and Microbial
Technology, 24, 3-12.

Atila-Dincer, C., Yildiz, N., Aydogan, N. and Calimli, A. 2014. A comparative study of
FesOs nanoparticles modified with different silane compounds. Applied
Surface Science, 318, 297-304.

Babaarslan, C. 2006. Biyokatalitik olarak enantiyose¢imli a-hidroksi keton iiretim
prosesinin gelistirilmesi. Doktora Tezi, Ankara Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisti, Kimya Miihendisligi Anabilim Dal1, 128, Ankara.

Barbosa, J.M.P., Ranyere, L., Alini, T., Fricks, F., and Soares, L. 2012. Biochemical
characterisation of lipase from a new strain of bacillus sp. Quim. Nova,
35(6),1173-1178.

Bezbradicaa, D., Jugovig, B., Gvozdenovic, M., Jakovetic, S. and Knezevi, Z. 2011.
Electrochemically synthesized polyaniline as support for lipase immobilization.
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 70, 55-60.

Bjokling, F., Godtfredsen, S.E., Kirk, O. 1991. The future Impact of Industrial
Lipases. Trends in Biotechnology, 9, 360-363.

102



Brem, J., Pilbak, S., Paizs, C., Banoczi, G., Irimie, F. D., Tosa, M. 1., & Poppe, L.
2011. Lipase-catalyzed Kinetic Resolutions of Racemic 1-(10-ethyl-10H-
phenothiazin-1,2, and 4-yl)ethanols and Their Acetates. Tetrahedron
Asymmetry, 22(8), 916-923.

Brena B., Gonzalez-Pombo P., Batista-Viera F. 2013. Immobilization of Enzymes: A
Literature Survey. In: Guisan J. (eds) Immobilization of Enzymes and Cells.
Methods in ~ Molecular Biology (Methods and Protocols), vol 1051. Humana
Press, Totowa, NJ.

Bussamara, R., Agnol, L. D., Schrank, A., Fernandes, K. F. and Vainstein M. H. 2011.
Optimal Conditions for Continuous Immobilization ofPseudozyma hubeiensis
(Strain HB85A) Lipase by Adsorption in a Packed-Bed Reactor by Response
Surface Methodology. Hindawi Publishing Corporation Enzyme Research,
Avrticle ID329178.

Castro, H.F., Oliveira, P.C., Soares, C.M.F., Zanin, G.M. 1999. Immobilization of
Porcine Pancreatic Lipase on Celite for Application in the Synthesis of Butyl
Butyrate in a Nonaqueous System. JAOCS, 76,147-152.

Caterina, G.C.M., Leonardo, A., Henrique, E. 2009. Enantioselective transesterification
catalysis by Candida antarctica lipase immobilized on superparamagnetic
nanoparticles. Tetrahedron: Asymmetry, 20, 2299-2304.

Cernia, E., Deflini, M., Cocco, E., Palocci, C. and Soro, S. 2002. Investigation of
lipase-catalysed hydrolysis of naproxen methyl ester : Use of NMR spectroscopy
methods to study substrate-enzyme interaction. Bioorganic Chemistry, 30, 276-
284.

Chang, Q. and Tang, H. 2014. Immobilization of Horseradish Peroxidase on NHa-
Modified Magnetic Fes04/SiO> Particles and Its Application in Removal of 2,4
Dichlorophenol. Molecules, 19, 15768-15782.

Chang Q., Huang J., Ding Y., Tang H. 2016. Catalytic Oxidation of Phenol and 2,4-
Dichlorophenol by Using Horseradish Peroxidase Immobilized on Graphene
Oxide/Fe304. Molecules, 21(8), 1044.

Chiaradia, V., Soares, N.S., Valério, A., Débora de Oliveira, Aratjo, P.H.H. and
Sayer, C. 2016. Immobilization of Candida antarctica Lipase B on Magnetic
Poly(Urea-Urethane) Nanoparticles. Appl Biochem Biotechnol, 180, 558-575.

Ching-Shih, C. and Sih J. C. 1989. General Aspects and Optimization of
Enantioselective Biocatalysis in Organic Solvents: The Use of Lipases. Angew.
Chem. Inr. Ed. Engl., 28, 695-707.

Choudhury, P. and Bhunia, B. 2015. Industrial Application of Lipase: A Review.
Biopharm Journal, 1(2), 41-47.

103



Fonseca dos Reis, E., Campos, F.S., Lage, A.P., Leite, R.C., Heneine, L.G,,
Vasconcelos, W.L., Lobato, Z.P. and Mansur, H.S. 2005. Synthesis and
Characterization of Poly (vinyl alcohol) Hydrogels and Hybrids for rMPB70
Protein Adsorption. Materials Research, 9(2),185-191.

Foresti, M.L., Valle, G., Bonetto, R., Ferreira, M.L. and Briand, L.E. 2010. FTIR, SEM
and fractal dimension characterization of lipase B from Candida
antarctica immobilized onto titania at selected conditions. Applied Surface
Science, 256, 1624-1635.

Frings, K., Koch, M., Hartmeier, W. 1999. Kinetic resolution of 1-phenyl ethanol with
high enantioselectivity with native and immobilized lipase in organic solvents.
Enzyme and Microbial Technology, 25, 303-309.

Gao, X. 2004. Immobilization of Lipases via Sol-Gel Procedures and Application of the
Immobilized Lipases in Oleochemical Reactions. PhD Thesis, University of
Nebraska, 166, Lincoln.

Gao, X.G., Cao, S.G., Zhang, K.C. 2000. Production, Properties and Application to
Nonaqueous Enzymatic Catalysis of Lipase from a Newly Isolated
Pseudomonas strain. Enzyme and Microbial Technology, 27, 74-82.

Garcia-Galan, C., Barbosa, O., Hernandez, K., dos Santos, J. C. S., Rodrigues, R. C. and
Fernandez-Lafuente, R. 2014. Evaluation of Styrene-Divinylbenzene Beads as a
Support to Immobilize Lipases. Molecules, 19, 7629-7645.

Garrett, R., Grisham, C. 1999. Biochemistry, 2nd edition, edited by S. Kiselica,
Saunder College Publishing, 426-435, Orlando, Florida.

Ghanem, A. and Aboul-Enein, H.Y. 2004. Lipase-Mediated Chiral Resolution of
Racemates in Organic Solvents.Tetrahedron: Asymmetry, 78(15), 3331-3351.

Ghosh, P.K., Saxena, R.K., Gupta, R., Yadav, R.P., Davidson, S. 1996. Microbial
Lipases: Production and Applications. Science Progress, 79, 119-157.

Goswami A. and Goswami J. 2005. DMSO-triggered enhancement of enantioselectivity
in  Novozyme[435]-catalyzed transesterification of chiral 1-phenylethanols.
Tetrahedron Letters, 46, 4411-4413.

Gupta, P., Dutt, K., Misra, S., Raghuwanshi, S., Saxena , R.K. 2009. Characterization of
cross-linked immobilized lipase from thermophilic mould Thermomyces
lanuginosa using glutaraldehyde. Bioresource Technology, 100, 4074-4076.

Giil, U. D. 2013. Fungal Lipazlar ve Endiistride Kullanim Alanlari. Afyon Kocatepe
University Journal of Science and Engineering, 13:1-8.

Hernandez-Fernandez, F.C., Rios, A.P., Tomas-Alonso, F., Gomez, D. and Villora, G.
2009. Kinetic resolution of 1-phenylethanol integrated with separation of
substrates and products by a supported ionic liqguid membrane. Chem
Technol Biotechnol, 84, 337-342.

104



Hung, T.C., Giridhar, R., Chiou, S.H., Wu, W.T. 2003. Binary Immobilization of
Candida Rugosa Lipase on Chitosan, Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, 26, 69-78.

Isbakan, N. 2006. Lipaz enzimi biyokatalizorliigiinde enantiyomerik saflikta 1-fenil-1-
propanoliin transesterlesme tepkimesiyle kinetik rezoliisyonu. Yiiksek Lisans
Tezi, Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Miihendisligi
Anabilim Dal1, 107, Ankara.

Jaeger, K.E. and Reetz, M.T. 1998. Microbial lipases form versatile tools for
biotechnology. Trends in Biotechnology, 16, 396-403.

Jiang, Y., Guo, C., Xia, H., Mahmood, I., Liu, C. and Liu, H. 2009. Magnetic
nanoparticles supported ionic liquids for lipase immobilization: Enzyme activity
in catalyzing esterification. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic,
58, 103-1009.

Jochems, P., Satyawali, Y., Diels, L. and Dejonghe, W. 2011. Enzyme
immobilization on/in polymeric membranes: status, challenges and perspectives
in biocatalytic membrane reactors (BMRs). Green Chem., 13, 1609-1623.

Karaca, N. 2006. Poli(N-Dimetilakrilamit-Ko-Akrilamit) ve Poli(N-izopropilakrilam T-
Ko-Akrilamit)/Karragenan ~ Polimerler =~ Kullanilarak  Lipaz ~ Enziminin
Immobilizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi, Gazi Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitust, 123, Ankara.

Karadeniz, F. 2007. Rasemik 1-fenil 1-propanolin Lipaz katalizorliigiinde
enantiysecimli Esterlesme Tepkimesiyle Kinetik Rezollisyonu. Yiiksek Lisans
Tezi, Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Miihendisligi
Anabilim Dal1, 145, Ankara.

Kasavi, C. 2006. Kovalent baglanma ve fizikseladsorpsiyon metotlar1 ile proteaz
enziminin immobilizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Teknik U., Fen
Bilimleri Enstitiisii, Kimya Miihendisligi Anabilim Dal1, 81, istanbul.

Kharissova, V.O., Garcia, B.O., Kharisov, B.I. and Méndez U.O. 2016. Magnetic-
Graphene-Based Nanocomposites and Respective Applications. InTech, 51,
Rijeka.

Klahn, M., Lim, G. S., Seduraman, A. and Wu, P. 2011. On the different roles of anions
and cations in the solvation of enzymes in ionic liquids. Phys. Chem. Chem.
Phys., 13, 1649-1662.

Krishna, S.H. and Karanth, N.G. 2002. Lipases and lipase-catalyzed esterification
reactions in nonaqueous media. Catalysis Rewiews, 44(4), 499-591.

Lau, S.C., Lim, N.H., Basri M., Masoummi, H.R.F., Tajudin, A., Huang, N.M.,
Pandikumar, A., Chia, C.H., Andou, Y. 2014. Enhanced Biocatalytic
Esterification with Lipase-Immobilized Chitosan/Graphene Oxide Beads. Plos
One. 9(8), 104695.

105


http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3APeter%20Jochems
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AYamini%20Satyawali
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ALudo%20Diels
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AWinnie%20Dejonghe

Leon-Mancilla, B.H., Araiza-Téllez, M.A,. Flores-Flores, J.O. and Pina-Barba, M.C.
2016. Physico-chemical characterization of collagen scaffolds for tissue
engineering. Journal of Applied Research and Technology 14, 77-85.

Létant, S.E., Hart, B.R., Kane, S.R., Hadi, M.Z., Shields, S.J. and Reynolds J.G. 2004.
Enzyme Immobilization on Porous Silicon Surfaces. Advanced Materials,

16, 689-693.
Li, L., Fan, L., Luo, C., Duan, H. and Wang, X. 2014. Study of fuchsine adsorption on

magnetic chitosan/graphene oxide. RSC Advances, 4, 37114.

Loépez, R.G., Pineda, M.G., Hurtado, G., Ramo6n Diaz de Leén, Fernandez, S., Saade,
H. and Bueno, D. 2013. Chitosan-Coated Magnetic Nanoparticles Prepared in
J. Mol. Sci.,

One Step by Reverse Microemulsion Precipitation. Int.

14,19636-19650.

Martinelle, M., Holmquist, M. and Hult, K. 1995. On the interfacial activation of
Candida antarctica lipase A and B as compared with Humicola lanuginosa

lipase. Biochimica et Biophysica Acta, 1258, 272-276.

Mohamada, N.R., Marzukia, N.R., Buanga, N.A., Huyopb, F. and Abdul Wahab, R.
2015. An overview of technologies for immobilization of enzymes and surface
analysis  techniques for immobilized enzymes. Biotechnology &
Biotechnological Equipment, 29(2), 205-220.

Mojovic, L., Knezevic, Z., Popadic, R., Jovanovic, S. 1998. Immobilization of lipase
from Candida rugosa on a polymer support. Appl Microbiol Biotechnol, 50,

676-681.
Immobilization of Lipase from Candida

Moreno J.M., Sinisterra J.V. 1994.
Cylindracea in Inorganic Supports. J. Mol. Catal., 93, 357-369.

Nelson, J.M. and Griffen, E.G. 1916. Adsorption of Invertase. Journal of the American
Chemical Society, 38, 1109-1115.

Nguyen, L.A., He, H.andPham-Huy C. 2006. Chiral
International Journal of Biomedical Science, 2(2), 85-100.

Drugs: An Overview.

Oztiirk, B. 2001. Immobilization of lipase from Candida rugosa on Hydrophobic and
Hydrophilic Supports. Yiiksek Lisans Tezi, izmir Institute of Technology,

87, Turkey.

Panek, A., Pietrow, O., Synowiecki, J. and Filipkowski, P. 2013. Immobilization on
magnetic nanoparticles of therecombinant trehalose synthase from Deinococcus

geothermalis. Food and bioproducts processing, 9, 632-637.

Phadtare, S., Britto, D.V., Pundle, A., Prabhune, A., Sastry, M. 2004, Invertase-Lipid
Biocomposite Films: Preparation, Characterization, and Enzymatic Activity.

Biotechnol. Progr., 20, 156-161.

106


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nguyen%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23674971
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=He%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23674971
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pham-Huy%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23674971

Poojari Y. and Clarson S.J. 2013. Thermal stability of Candida antarctica lipase B
immobilized on macroporous acrylic resin particles in organic media.
Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 2, 7-11.

Rehman, S., Bhatti, H.N., Bilal M. and Asgher, M. 2016. Cross-linked enzyme
aggregates (CLEAs) of Pencilluim notatum lipase enzyme with improved
activity, stability and reusability characteristics. International Journal of
Biological Macromolecules, 91, 1161-1169.

Rios, S.N., Pinheiro, P.M., José, S., Lima, D.L., Marcos C. de Mattos, Freire, D.M.G.,
Ivanildo, J., Rodriguez-Aguado, E., Gongalves, L.R.B. 2016. Strategies of
covalent immobilization of a recombinant Candida antarctica lipase B on pore-
expanded SBA-15 and its application in the kinetic resolution of (R,S)-
Phenylethyl acetate. Journal of Molecular Catalysis B:Enzymatic 133, 246-258.

Salameh, M. and Wiegel, J. 2010. Effects of Detergents on Activity, Thermostability
and Aggregation of Two. Alkalithermophilic Lipases from Thermosyntropha
lipolytica The Open Biochemistry Journal, 4, 22-28.

Sharma, R., Chisti, Y., Banerjee, U.C. 2001. Production, Purification, Characterization,
and Applications of Lipases. Biotechnology Advances, 19, 627-662.

Sheldon, R.A. 1993. Chirotechnology. Marcel Dekker, Inc, 47-83, New York.

Sheldon, R. A. 2007. Cross-linked enzyme aggregates (CLEAS): stable and recyclable
biocatalysts. 7th International Conference on Protein Stabilization. Department
of Biotechnology, Delft University of Technology, Julianalaan 136, 2628 BL
Delft, The Netherlands.

Sikora, A., Chelminiak-Dudkiewicz, D., Siédmiak, T., Tarczykowska, A., Sroka, W.,
Ziegler-Borowska, M. and Marszalt, M. 2016. Enantioselective acetylation of
(R,S)- atenolol: The use ofCandida rugosa lipases immobilized onto magnetic
chitosan nanoparticles in enzyme-catalyzed biotransformation. Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic, 134, 43-50.

Singh, A.K. and Mukhopadhyay, M. 2014. Immobilization of Candida antarctica lipase
onto cellulose acetate-coated Fe»O3z nanoparticles for glycerolysis of olive oil.
Korean J. Chem. Eng., 31(7), 1225-1232.

Singh, M.N., Hemant, K.S.Y., Ram, M., and Shivakumar, H.G. (2010).
Microencapsulation: A promising technique for controlled drug
delivery. Research in Pharmaceutical Sciences, 5(2), 65-77.

Solanki, K. and Gupta, M.N. 2011. Simultaneous purification and immobilization of
Candida rugosa lipase on superparamagnetic FesO4 nanoparticles for catalyzing
transesterification reactions. New J. Chem., 35, 2551-2556.

Surewicz, W.K., Mantsch, H.H. and Chapman, D. 1993. Determination of Protein
Secondary Structure by Fourier Transform Infrared Spectroscopy: A Critical
Assessment. Biochemistry, 32(2), 389-394.

107


https://pubs.acs.org/action/showCitFormats?doi=10.1021%2Fbi00053a001

Takac, S. and Bakkal, M. 2007. Impressive Effect of Immobilization Conditions on the
Catalytic Activity and Enantioselectivity of Candida rugosa Lipase toward
S-Naproxen Production. Process Biochemistry, 42, 1021-1027.

Telefoncu, A. 1997. Enzimoloji Lisansiistii Yaz Okulu, Ege Universitesi Fen Fakiiltesi
Baskisi, 249-306, Kusadasi-Tiirkiye.

Tolasz, J., Stengl, V. and Ecorchard, P. 2014. The Preparation of Composite Material of
Graphene Oxide—Polystyrene 3rd International Conference on Environment,
Chemistry and Biology. IPCBEE vol.78, Singapore.

Tiizlin, C. 1994. Stereokimya. Palme Yayincilik, Ankara.

Turcu, M.C. 2010. Lipase-catalyzed approaches towards secondary alcohols:
intermediates for enantiopure drugs. University of Turku, Institute of
Biomedicine, Faculty of Medicine, Turku, Finland.

Uozaki, R.R., Iwasaki, Y. and Yamane, Y., 1997. Repeated Use of Immpbiliozed
Lipase for Monoacylglycerol Production of Solid-phase Glycerolysis of Olive
Oil, JAOCS, 74, 445-450.

Uygun, M. 2006, Aspergillus niger ATCC 9642'nin Alginat Kiireleri Uzerine
Immobilizasyonu ve Bazi Tekstil Boyalar1 ile Zeytin Karasuyunun Renk
Gideriminde Kullanimimin Arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri
Enstitiisti, Kimya Anabilim Dali, 106, Aydin.

Vakhlu, J. and Kour, A. 2006. Yeast Lipases: Enzyme Purification, Biochemical
Properties and Gene Cloning. Electronic Journal of Biotechnology, 9, 69-85.

Wang, Z.G., Wang, J.Q., Xu, Z.K. 2006, Immobilization of Lipase from Candida
rugosa on Electrospun Polysulfone Nanofibrous Membranes by Adsorption. J.
Mol. Catal. B: Enz., 42, 45-51.

Wiseman, A. 1995. Introduction to principles. In: Wiseman A (ed). Handbook of
Enzyme Biotechnology, 3rd edn. Ellis Horwood Ltd, Cornwall, 3-8.

Xue, B., Zhu, J., Liu, N. and Li, Y. 2015. Facile functionalization of graphene oxide
with ethylenediamine as a solid base catalyst for Knoevenagel condensation
reaction. Catalysis Communications, 64, 105-1009.

Yadav, G.D., Jadhav, S.R. 2005. Synthesis of Reusable Lipases by Immobilization on
Hexagonal Mesoporous Silica and Encapsulation in Calcium alginate:
Transesterification in Non-aqueous Medium. Micropor. Mesopor. Mater. 86,
215-222.

Yadav, M., Rhee, K.\Y., Park, S.J. and Hui, D. 2014. Mechanical Properties of
Fe304/GO/chitosan Composites. Composites: Part B, 66, 89-96.

108



Ye, N., Xie, Y., Shi, P.,, Gao, T. and Ma, J. Synthesis of Magnetite/Graphene
oxide/Chitosan Composite and its Application for Protein Adsorption. Materials
Science and Engineering C, 45, 8-14.

Ye, P., Xu, Z., Che, A., Wu, J., Seta, P., 2005. Chitosan-Tethered poly(acrylonitrile-
comaleic acid) Hollow Fiber Membrane for Lipase Immobilization.
Biomaterials, 26, 6394-6403.

Yilmaz, E. 2010. Farkli Teknikler Kullanarak Degisik Destek Materyallerine lipaz
Immobilizasyonu ve Biranti-inflammator Olan S-naproksenin Olusumunda
Kullanilmas1. Doktora Tezi, Selguk Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya
Anabilim Dal1, 261, Konya.

Zaitsev, S.Y., Gorokhova, 1.V., Kashtigo, T.V., Zintchenko, A. and Dautzenberg, H.
2003. General Approach for Lipases Immobilization in Polyelectrolyte
Complexes. Colloids and Surfaces A: Physicochemmistry Engineering
Aspects, 221, 209-220.

Zhang, H., Feng, J., Fei, T., Liu, S. and Zhang, T. 2014. SnO2 nanoparticles-reduced
graphene oxide nanocomposites for NO2 sensing at low operating temperature.
Sensors and Actuators B: Chemical, 190, 472-478.

Zhu, W., Li, Y., Zeng, F., Yin, H., Wang L. and Zhu, H. 2015. Superparamagnetic
FesOs nanoparticles modified by water-soluble and biocompatible
polyethylenimine for lipase immobilization with physical and chemical
mechanisms. The Royal Society of Chemistry, 5, 23039-23045.

Zucca, P., Fernandez-Lafuente, R. and Sanjust, E. 2016. Agarose and Its Derivatives as
Supports for Enzyme Immobilization. Molecules, 21, 1577.

109



EKLER

EK 1 (R,S)-1-feniletanol’e Ait Kalibrasyon Grafigi

EK 2 (R,S)-1-feniletanol’e Ait Fiziksel Ozellikler

EK 3 (R)-1-feniletanol ve (S)-1-feniletanol’e Ait HPLC Kromatogrami ve
Enantiyosegicilik Ornek Hesabi

EK 4 Enzim Aktivitesi Olciim Hesabi

EK 5 Kullanilan Kimyasallara Ait Fiziksel Ozellikler

110



EK 1 (R,S)-1-Feniletanol’e Ait Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 1 Rasemik 1-feniletanoliin kalibrasyon grafigi, 254 nm
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EK 2 (R,S)-1-Feniletanol’e Ait Fiziksel Ozellikler

Cizelge 1 (R,S)-1-feniletanol’e Ait Fiziksel Ozellikler

Diger adx
Kapal formiilii

CAS no
Molekiil agirhg:
Yogunluk

Kaynama noktasi

Metil fenil karbinol, stiren
alkol, alfa-metilbenzil alkol
CeHsCH(OH)CH3

98-85-1

122.16 g/mol

1.012 g/mL (25 °C’da)

204 °C
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EK 3 (R)-1-Feniletanol Ve (S)-1-Feniletanol’e Ait HPLC Kromatogram ve

Enantiyosecicilik Ornek Hesab1
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Sekil 1 (R,S)-1-feniletanoliin referans HPLC kromotogrami

(C(R's).l.FE:lZO mM, Cya=240 Mm, Org. ¢oziicii=Heptan, Vtop:3 Ml, Muolekiiler elek=100 mg, T=40 °C,

N=150 rpm)
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Sekil 2 (R)-1-feniletanol ve (S)-1-feniletanol’e Ait HPLC Kromatogrami

(C(R,S)-l-FE:]-ZO mM, Cva=240 mM, Org. ¢oziicii=Heptan, Vtop:3 mMl, Muolekiiler etel=100 mg, T=40 °C, t=6
saat, N=150 rpm, Mgo-ca-Li =50 mg, enzim aktivitesi=28.98 U
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EK 4 Titrimetrik Aktivite Ornek Hesabi

PR . lipa: o e .
Y ag asit esteri + H,0 5 yag asidi + gliserol

Bir iinite enzim (U), bir dakikada 1 umol yag asidi agiga ¢ikaran enzim miktari olarak

tanimlanmastir.

Spesifik Aktivite (U/ml veya mg)( umol /dak.ml veya mg)= (V1-V2)*C*1000/20*E

V1= Numune i¢in sarf edilen NaOH hacmi (ml)
V> = Sahit i¢in sarf edilen NaOH hacmi (ml)
C = NaOH konsantrasyonu ( mol/l)

E = Numunenin miktar1 (ml veya mg)’dir.

Toplam aktivite (U:iinite), spesifik aktivitesi saptanan 6rnegin miktar1 (ml veya mg) ile

spesifik aktivite degerinin ¢arpilmasiyla hesaplanir.

V1=2.95 ml, V>=0.1 ml, C=0.191 M, E=20 mg

_(3.1-0.1)x0.191x1000

Spesifik aktivite= 3020 =1.432 U/mg

Toplam aktivite=1.432 mig x20 mg=28.65 U
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EK 5 Kullanilan Kimyasallara Ait Fiziksel Ozellikler

Cizelge 1 Kullanilan Kimyasallara Ait Fiziksel Ozellikler

Adi

MTBE

Hegzan
Toluen
Heptan
Vinil asetat
Glutaraldehit

Epiklorohidrin
Triton X-100

Tween 80

Kapah
Formiil

CsH120
CeH14
C7Hs
C7H16
C4He0O2
CsHgO>
CsHsCIO
C14H220(C2H40)n

C32H60010

Erime
Sic., °C
-109
-95
-93
-90.6
-93.0
-14.0
-25.6
6

-20.5
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Kaynama
Sic., °C
55.2
69
110.6
98.4
72
187
117.9
270

>100

Molekiil
Agirhgi
g/mol

88.15
86.18
92.14
100.20
86.09
100.117
92.52

647
604.82

Yogunluk
g/ml

0.74
0.65
0.87
0.68
0.93
1.06
1.18
1.07

1.08
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