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OZET

TASIYICI ICERMEYEN IMMOBILIiZE COKLU-ENZIM
SISTEMLERININ TASARIMI

Hasan Zeynel ENDOGAN
Yuksek Lisans Tezi
Kimya Miihendisligi Anabilim Dah
Danmisman Prof. Dr. Sema SALGIN
2020, 77+ xv sayfa
Cesitli  biyodoniisiim tepkimelerinin  katalizlenmesinde tutuklanmis enzimlerin
kullanim1 giiniimiizde yaygin olarak kullanilan bir yaklagimdir. Son yillarda, capraz
bagl enzim agregat (CLEA)'lar1, yeni ve ¢ok yonlii biyokatalizor tasarimi olarak ortaya
cikmigtir. Bu yiiksek lisans tez ¢caligmasinda, ticari amilaz ve lipaz enzimlerinden ¢oklu
CLEA'nin biyokatalizorleri sentezlenmistir. Bu ¢oklu enzimatik sistem yaklasimi, kisa
dongii siiresi, lretimi artirma ve ardisik enzimatik reaksiyonlarda substratin etkili
transferi gibi bazi avantajlar saglayabilir. Bu c¢alismada, ticari amilaz ve lipaz
enzimlerini igeren ¢oklu-CLEA biyokatalizorlerinin hazirlanmasi igin toplam enzim
derisimi, ¢apraz baglanma siiresi, ¢apraz baglayici gluteraldehit derigimi, presipitasyon
ajani tiirli ve derisimi, katki maddelerinin derisimi parametreleri incelenmistir. Coklu-
CLEA biyokatalizorii kinetik parametreler, 1s1l kararlilik, pH kararliligi ve tekrar
kullanilabilirlik agisindan karakterize edilmistir. Sentezlenen biyokatalizorlerin

morfolojisi ve kimyasal yapisi sirasiyla SEM ve FTIR analizi ile belirlenmistir.

CLEA sentezi i¢in optimum kosullar 150 mg / mL'lik toplam enzim konsantrasyonu,
30 dakikalik capraz baglama siiresi, 32.6 mM GA konsantrasyonu, 0.60 g ¢okeltici
PEG-6000 ve 6.66 mg / mL lizin katki maddesidir. Ayrica ¢oklu CLEA'nin kullanimi1

i¢in en uygun pH ve sicaklik degerleri sirasi ile 7.5 and 35°C olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Coklu-CLEA, amilaz, lipaz, katki maddesi, presipitant, sentez

kosullar1.
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ABSTRACT

DESIGN OF IMMOBILIZED MULTI-ENZYME SYSTEMS
WITHOUT CARRIER

Hasan Zeynel ENDOGAN
Master of Science Thesis
Department of Chemical Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Sema SALGIN
2020, 77+ xv pages

The use of immobilized enzymes for catalyzing various biotransformations is now a
widely used approach. In recent years, cross-linked enzyme aggregates (CLEAS) have
emerged as a novel and versatile biocatalyst design. In this master’s thesis study, the
biocatalysts of multi-CLEA from commercial amylase and lipase enzymes were
synthesized. This approach of multi-enzymatic systems can significantly offer some
advantages such as short cycle time, production enhancement and efficient transfer of
substrate in sequential enzymatic reactions etc. In this study, for the preparation of
multi-CLEA containing amylase and lipase enzymes, the parameters of total enzyme
concentration, cross-linking time, glutaraldehyde (GA) cross-linker concentration, the
type of precipitant and concentration, the additive concentration have been examined.
The multi-CLEA biocatalyst were characterized in terms of kinetic parameters, thermal
and pH stability and reusability. The morphology and the chemical structure of the

synthesized biocatalysts were determined by SEM and FTIR analysis, respectively.

The optimum conditions for CLEA synthesis are the total enzyme concentration of
150 mg/mL, the cross-linking time of 30 min, the GA concentration of 32.6 mM, the
precipitant PEG-6000 of 0.60 g and the lysine additive of 6.66 mg/mL. In addition, the
optimum pH and temperature values for the use of multi-CLEA were determined as 7.5

and 35°C, respectively.

Key Words: Multi-CLEA, amylase, lipase, additives, precipitant, synthesis conditions.
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1. GIRIS

Enzimatik tepkimeler oda sicakligi, atmosferik basing ve fizyolojik pH degerinde 1limli
kosullarda gergeklesir. Enzimatik siirecler daha ekonomik, daha ¢evre dostu ve daha
strddrdlebilir oldugu igin tizerinde genis ¢alismalar yapilmaktadir (Sheldon & Pelt,
2013). Enzimatik sentezlerle elde edilen ekonomik degeri yiiksek kimyasal ve
biyokimyasal iirtinlerdeki g¢esitliligin artmasi nedeniyle biyokatalizér uygulamalarinin
yer aldig1 biyoteknoloji proseslerinde, endustriyel enzimlere ve enzim sistemlerine olan
ilgi giin gectikge artmaktadir. Enzimatik sentezlerin yer aldigi ilgili proseslerde iiriin ya
da endiistriyel siire¢ gelistirmeye yonelik AR-GE calismalarinda; iiretim ortami ve
isletme kosullarma karst maksimum performans gosterebilecek ideal biyokatalizor
sistemlerinin gelistirilmesi, alternatif biyokatalizor sistemleri olusturmak igin yeni
teknolojilerin gelistirilmesi ve var olan enzim sistemlerindeki darbogazlarin ¢6ziimiine

yonelik ¢aligmalar da giin gectik¢e artmaktadir (Aptis, 2012).

Biyokatalitik tepkimeler genelde serbest enzimin viskoz veya iki fazli sistemde yer
aldig1 y181in ¢ozelti i¢inde gerceklesmektedir. Tepkime ortaminda serbest halde bulunan
enzimlerin tepkime sona erdikten sonra geri kazanimi ve geri dongiisii pek miimkiin
degildir. Enzimlerin biyoiiriin ortamindandan yiiksek saflikta geri kazaniminin zorlugu
ve yliksek ayirma maliyeti, reaksiyon sonrasi enzim aktivitesinin korunamamasi,
reaksiyon sonrasinda enzimin tekrar kullanilabilirliginin olmamasi ya da diisiik sayida
olmas1 endustriyel biyodoniisiim proseslerinde sik¢a karsilasilan problemlerden
bazilaridir. Dolayisiyla enzimatik {iretimler sadece yiiksek fiyatl iirlinler i¢in maliyet
acisindan uygun olabilir. Bu dezavantajlarin giderilmesi i¢in ¢esitli immobilizasyon
yontemlerine bagvurulmustur (Sheldon & Pelt, 2013). Immobilizasyon yontemleri
tasiyicti/destek {lizerine tutuklama ve tastyicisiz tutuklama olarak ikiye ayrilabilir.
Tastyic1 iizerine tutuklama hapsetme ya da baglanma ile gercgeklesir. Hapsetme
yontemleri; jel igine hapsetme, mikrokapsilleme, lif icine hapsetme yontemleridir.
Baglanma ise, fiziksel adsorpsiyon, adsorpsiyon veya capraz baglama, selat (metal)
baglama, iyonik baglama, biyospesifik baglama ve kovalent baglama ile gergeklesir.
Tastyiciya baglama isleminde spesifik aktivitede azalma gézlenmesine ragmen kullanim
omrii ve isletme kararliliginda artis gézlenmektedir. Ancak tasiyiciya bagli ¢oziinmez
formda enzim {retiminde iki temel dezavantaj bulunmaktadir. Birincisi katalitik

olmayan kiitlenin biiyiik bir kisminin (toplam kiitlenin %90'1) liretimde kullanilmasi
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dolayistyla diisiik spesifik aktivite elde edilmesi, ikincisi ise kullanilan tasiyicilarin
pahali olmasidir. 1960'larin basinda tasiyicisiz enzim immobilizasyon yontemlerinin
gelistirilmesiyle tasiyicili enzim immobilizasyonunun dezavantajlar1 giderilmeye
calistlmistir. Capraz bagli enzim kristalleri (CLEC; Cross-linked Enzyme Crystal),
capraz bagli enzimler (CLE; Cross-linked Enzyme), ¢apraz bagl sprey kurutma
enzimleri (CSDE; Cross-linked Spray-Dried Enzyme) ve capraz bagli enzim agregati
(CLEA; Cross-Linked EnzymeAggregate) sentez yontemleri tasiyicisiz  enzim
immobilizasyon yodntemleridir. Bu yontemlerle Uretilen biyokatalizorlerin genellikle
spesifik aktivitesinin yiiksek olmasi, yliksek kararliliklart ve diisiik iiretim maliyeti gibi
belirgin avantajlari bulunmaktadir (Elaldi, 2018; Sheldon vd., 2009). Gunimuzde
birden fazla enzimi iceren coklu/birlesik CLEA formlarinin hazirlanmasi {izerine
calismalar yogunlasmistir. iki veya daha fazla enzimi igeren bu ¢alismalarin ortak amaci
ardigik reaksiyonlari tek bir adimda gergeklestirilebilmektir (Touahar vd., 2014, Ning
vd., 2014, Goetze vd., 2017, Dalal vd., 2007, Sojitra vd., 2016, Ahumada vd., 2015)

Bu calismada, deterjan, gida ve biyoyakit endiistrisi basta olmak iizere birgok
endistriyel alanda kullanilan hidrolaz enzim grubunda yer alan amilaz ve lipaz
enzimlerini  iceren ¢oklu-CLEA biyokatalizorii  sentezlenmistir. Coklu-CLEA
biyokatalizorlerinin hazirlanmasi igin toplam enzim derisimi (100 — 300 mg/mL),
capraz baglanma siiresi (15 — 60 min), ¢apraz baglayici glutaraldehit (GA) derigimi,
presipitasyon ajani tiiri (aseton, etanol, tag eter ve (NH4)2SO4)) ve katki maddeleri
(lizin, bovin serum albumin (BSA), ta¢ eter ve Triton X-100) tir( gibi parametreler
incelenmistir. Coklu-CLEA biyokatalizériniin - kinetik parametreler, 1s11 ve pH
kararlilign  ve tekrar kullanilabilirlik acgisindan  incelenmistir.  Sentezlenen
biyokatalizorlerin morfolojisi ve kimyasal yapist sirasiyla taramali elektron mikroskobu
(SEM; Scanning Electron Microscopy) ve Fourier dontisiimli kizil6tesi (FTIR; Fourrier

Transform Infrared Spectrum) analizi ile belirlenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Enzimler

Enzimler canli organizmalardaki biyokimyasal reaksiyonlarin 1limli kosullarda
gergeklesmesini saglayan protein yapisindaki 6zgiil biyokatalizorlerdir (Tiiziin, 1997).
Bununla birlikte uygun kosullarin saglanmasi durumunda etkilerini dogal ortamlarinin
disinda da gosterebiliyor olmalart pek ¢ok alanda kullanilmalarina da olanak

saglamaktadir (Telefoncu, 1997).

Enzimlerin substratlara 6zgli olmasi, kimyasal katalizorler ile enzimler arasindaki en
onemli farktir. Yani belirli substratlar arasindaki belirli reaksiyonlar1 katalizlerler.
Enzimler, kimyasal katalizorlerin tersine, prosesin enerji ihtiyacini azaltarak atmosfer
basincinda ve 20 — 40°C sicaklik araligindaki reaksiyonlari katalizleme o&zelligi
gosterirler. Genellikle uygun pH degeri 5 — 8 araligindadir. Enzimlerde yan reaksiyon
olarak bozulma, rasemizasyon, izomerizasyon ve yeniden dizenlenme gibi durumlar
olmamaktadir. Kimyasal katalizérlere gore biyokatalizorler, tepkimeleri 108-10%° kat

daha hizli ve daha diisiik derisimde katalizlerler.

Enzimlerin biiyilk ¢ogunlugu protein yapisindadir ve protein konformasyonunun
biitiinliigi katalitik aktiviteyi etkiler. Bir enzimin alt birimlere ayristirilmasi veya
denatiire olmas1 durumunda katalitik aktivitesi genellikle kaybolmaktadir. Enzimlerin
birincil, ikincil, Gi¢linciil ve dordiinciil yapilar katalitik aktivitelerinin temelini olusturur
(Sekil 2.1).

Enzimlerin bazilar katalitik aktivite gostermek icin yapisinda protein olmayan, kofaktor
olarak adlandirilan bir bilesene de gereksinim duyarlar. Kofaktor, bir organik molekiil
(koenzim) ya da bir metal iyonu (Fe?*, Mg?*, Mn?*, Zn?*) olabilir. Koenzimler spesifik
gruplarin gegici tasiyicilari olarak davranirlar. Baz1 enzimlerin aktiflik gostermeleri icin
koenzim ile beraber birden fazla metal iyonu gerekir. Koenzim veya metal iyonu enzim
proteinine kovalent olarak baglandiginda prostetik grup olarak isimlendirilir. Katalitik
olarak aktif bir enzimle bagli olan koenzim veya metal iyonlar1 haloenzim olarak
isimlendirilir. Boyle bir enzimin protein kismi apoenzim veya apoprotein olarak

isimlendirilir. Sonug olarak bazi enzim proteinleri fosforilleme, glikolizleme gibi bazi



islemlerle kovalent olarak degistirilebilir. Bu degisikliklerin bir¢ogu enzim

aktifliklerinin diizenlenmesiyle de ilgilidir (Nelson ve Cox, 2005).

Dérdincial yapa
fTtomplaics protsin molsicallsri

Sekil 2.1 Proteinlerin birincil, ikincil, iiglinciil ve dordiinciil yapisi.

Enzimle katalizlenmis bir tepkimenin ayirt edici 6zelligi, tepkimenin enzim {iizerinde
aktif bolge olarak adlandirilan kisimda gergeklesmesidir. Aktif bolgeye baglanan ve
enzimlerin katalizledikleri tepkimelerde tepkimeye giren bilesenlere substrat denir
(Sekil 2.2). Aktif bolgenin yiizeyi amino asit kalintilartyla, substrata baglanan ve
kimyasal doniistimleri katalizleyen gruplarla oriiliidiir. Genellikle substrat tarafindan

aktif bolge sarilir ve ¢ozeltiden ayristirilir (Nelson ve Cox, 2005).
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Sekil 2.2 Substratin enzimin aktif bolgesine baglanmasi, iiriin olusumu ve ayrilmasi.

Enzimler genellikle etkiledikleri substrat veya katalizledikleri tepkimenin sonuna "az"

eki getirilerek adlandirilir. Bazi enzimlerin adlandirilmasi ise substratlarini ya da

tepkimelerini belirtmeden yapilir. Ancak adlandirmada karigikliga sebep olan, ayni

tepkimeyi katalizleyen veya ayni substrata etki eden enzimlerin bulunmasi durumunda

bu karisiklig1 6nlemek adina enzimler katalizledikleri tepkime tiiriine gére Uluslararasi

Biyokimya Birligi (International Union of Biochemistry) tarafindan Uluslararasi Enzim

Komisyonu (IEC; The Commission on Enzymes) kurulmustur. IEC katalizledikleri

reaksiyon tipine gore enzimleri Cizelge 2.1'de gosterilen 6 temel gruba ayirmustir
(Sharma vd., 2001; Narli, 2006, Sahutoglu, 2013; Elaldi, 2018).

Cizelge 2.1 Enzimlerin siniflandirilmasi.

Grup no. | Smf Katalizlenen tepkime tlr(

1 Oksidorediiktazlar | Elektronlarin transferleri

2 Transferazlar Grup transfer tepkimeleri

3 Hidrolazlar Hidroliz tepkimleri (fonksiyonel gruplarin suya
transferi)

4 Liyazlar Cift baga gruplarin eklenmesi ya da gruplarin
uzaklagmasiyla ¢ift baglarin olugma reaksiyonlari

5 [zomerazlar Izomerik formalar1 olusturmak {izere molekiiler
gruplarin transferi

6 Ligazlar ATP’nin ayrilmast ile eslesmis kondenzasyon
tepkimeleri ile C-C, C-S, C-O ve C-N baglarmin
olusmasi




Cizelge 2.2’de ise tip, eczacilik, tarim, hayvancilik, ¢evre, gida, kagit, tekstil, deterjan

vb. bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilan enzimler 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2 Enzimlerin kullanim alanlart.

Kolestrol oksidaz

Tipta kolestrol tayininde

Proteaz, lipaz, amilaz

Deterjan sanayinde

Laktaz, mikrobiyal proteaz

St ve sut Urtnleri endistrisinde

Pektinaz, seliilaz, limonaz

Meyve suyu saayinde

Proteaz, lipaz

Deri sanayinde

Amilaz, glukoz, izomeraz

Nisasta endiistrisinde

Katalaz, amilaz

Tekstil sanayinde

Amilaz, amiloglikozidaz, pentosanaz

Unlu gida endiistrisinde

Rediktaz, amilaz, fosfotaz, oksidazlar

Analitik amacl analizlerde

Termolizin

Aspartam retiminde

Ksilenaz

Kagit endiistrisinde

Papain, katalaz

Et endistrisinde

Penisilin amidaz, oksidaz

Eczacilikta




2.1.1 Lipazlar ve Amilazlar

Enzim smiflandirmasinda hidrolazlar sinifinda yer alan lipazlar, tri-, di- ve
monoagilgliserollerin (hayvan, bitki ve mikrobiyal yaglarin ana bileseni) karboksil ester
baglarinin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Bu reaksiyon sonucu karboksilik asitler
ve alkoller olusur. Lipazlar birgok tepkimeyi katalizleyebilmeleri, yiksek enantio ve
regio segiciligiyle birlikte genis spesifisiteleri nedeniyle bir¢ok endiistride yiiksek
oranda kullanilmaktadir ve lipazlarin, fizyolojik ve endiistriyel onemi yiiksektir.
Lipazlar yaglar1 hidrolize ederek gliserol ve yag asitleri olarak parcalarlar ve sadece
su/yag ara yiizeyinde aktivasyon gosterirler (Sekil 2.3). Ayrica bu hidrolitik reaksiyon
tersinirdir ve azalan su miktar1 ve organik c¢oziiciiler varliginda lipazlar ¢esitli
esterifikasyon, interesterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlar: igin de etkili
katalizorlerdir (Elaldi, 2018; Sheldon vd., 2009; Bakkal,2006).
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Sekil 2.3 Lipazlarin genel hidroliz tepkimesi.

Lipazlar serin hidrolazlar simifi igerisinde yer alir ve bu nedenle kofaktdre ihtiyag
duymazlar (Tuna, 2011). Lipaz enziminin aktif bolgesi (sar1 bolge), kapagi agik (pembe
bolge) ve kapali (mavi bolge) konumlari ile Sekil 2.4’te sunulmustur. Candida rugosa
Lipazi (CRL) Serin, Glutamin ve Histidin katalitik ii¢liisiinden olusan ve 31 amino
asitten olusan bir kapagi olan aktif bolgeye sahiptir. Kapagin aktif bolgeye bakan i¢
ylizeyi hidrofobik, dis yiizeyi ise hidrofiliktir. Aktif bodlgenin kapak tarafindan
kapatildig1 durumda enzimin aktivitesi oldukca diisiiktiir ve bu forma “kapali form”
denir. Kapagin hidrofobik arayiizeyle etkileserek agilmasi ile enzim aktivitesi 6nemli

Olgiide artig gosterir. Kapagin agik oldugu bu forma ise “agik form” denir (Bakkal,
2006).



Sekil 2.4 Lipaz enzimi

Lipazlar Kkatalitik aktivitelerini substrat emiilsiyonunun yag-su gecis fazinda
gerceklestirir. Enzimatik reaksiyonun hizi, olusan ylizey alanina baghdir. Lipazlar; yag
asitlerinin zinci uzunlugu, doymusluk derecesi, yag asidinin pozisyonu ve substratin
fiziksel durumuna 0zel spesifite gosterir. 4-10 karbonlu yag asitleri daha uzun karbonlu
yag asitlerine gore daha hizli bir sekilde hidroliz olarak yagin yapisindan ayrilir ve
serbest hale gegerler (Tuna, 2011). Lipazlarin segicilik 6zelligi; enzimin molekdler
Ozellikleri, substratin yapist ve enzimin substrata baglanmasini etkiliyen faktorler
tarafindan kontrol edilir. Lipaz spesifikligi 3 temel grupta toplanir; pozisyon, substrat ve

streo segiciliktir.

CRL, ozellikle farmasoétiklerin rezolisyonunda, deterjanlarda biyosurfaktan olarak,
biyosensorlerde, karbohidrat ester sentezinde, enantiyomerik saflikta amin ve amidlerin
iretiminde, deri endistrisinde, kozmetik ve parfiimeride kullanim alanlar
bulunmaktadir. CRL’nin ekonomik kullanimini saglamak icin tutuklanmis enzimin

ticari kullanim1 daha yaygindir (Bakkal, 2006).

Giugcli katalizleme 06zelligi nedeniyle lipazlar, organik kimyasal iiretimi, deterjan
tiretimi, biyosiirfektanlarin sentezi, gida, tarim kimyasallar1 tretimi, kagit Uretimi,
kozmetik ve ila¢ iretiminde genis aralikta kullanilan enzimlerdir. Bu enzimlerin
kullanimim1 yeni bilesiklerin sentezi i¢in lipaz bazli teknolojilerin gelistirilmesi ile
yayginlastirmaktadir. Ancak istenen nitelikteki lipaz azligi sinirlayici bir faktorddr. Bazi

ticari lipazlar Cizelge 2.3’de verilmistir.(Elaldi, 2018).



Cizelge 2.3 Kullanim1 yaygin olan bazi ticari lipazlar

Tip Kaynak Uygulama alam | Uretici firma
Fungal C. rugosa Organik sentez | Amano, Biocatalysist, Boehringer
Mannheim, Fluka, Genzyme, Sigma
C.antartica Organik sentez | Boehringer Mannheim, Novo
Nordisk
T. lanuginosus | Deterjan katkist | Boehringer Mannheim, Novo
Nordisk
R. miehei Gida isletmesi NovoNordisk, Biocatalysists, Amano
Bakteriyel | B. cepacia Organik sentez | Amano, Fluka, Boehringer
Mannheim
P. alcaligenes | Deterjan katkis1 | Genencor
P. mendocina | Deterjan katkis1 | Genencor
Ch. Viscosum | Organik sentez | Asahi, Biocatalysists

Lipazlarin endiistrideki bazi uygulama alanlar1 ve gorevleri Cizelge 2.4’te verilmistir.

Cizelge 2.4 Mikobiyal lipazlarin endiistriyel uygulamalari

Endustri Gorevi Uriin ya da uygulama
Deterjan Yaglarin hidrolizi Kumaslardan yag lekelerinin uzaklastirilmasi
Sut dranleri | Siit yagmin hidrolizi Peynir, siit ve tereyagindaki tatlandiricilarin
gelistirilmesi
Kozmetik Sentez Nemlendiriciler
Kagit Hidroliz Gelistirilmis kalitede kagit
Deri Hidroliz Deri urunleri
Temilik Hidroliz Yaglarin uzaklastirilmasi
Iag Transesterifikasyon Sindirim diizenleyiciler
flag Hidroliz Ozel lipidler
Yag Transesterifikasyon Margarin, gliserol
Yag Hidroliz Mono ve diagil gliseroller




Sekil 2.5’te ii¢ boyutlu yapisi gosterilen amilazlar ise bilinen en 6nemli ve eski
endustriyel enzimlerdir. Nisasta amilolitik enzimler tarafindan indirgenir. Amilazlar,
nisasta molekiiliinii hidroliz ederek dekstrin ve glikoz birimlerinden meydana gelen bir
karisim olustururlar (Ozdemir, 2019). Nisasta, polisakkaritlerin depolanmasini saglayan,
insan beslenme diizeninin ana 6gelerinden biridir. Bu nedenle ¢esitli gida iirlinlerinin
enzimatik proseslerinde kullanilmaktadir (de Souza ve de Oliveira-Magalhées, 2010).
Nisasta, glikojen ve bunlarla iliskili oligo ve polisakkaritler ile sentetik
polisakkaritlerdeki a-1,4 veya a-1,6 glikozidik baglarina etki eden enzimler amilolitik
enzimler veya amilazlar olarak adlandirilirlar (Whitaker, 1993; Wong, 1995). Amilolitik
enzimler endiistriyel acidan Onemli amilazlar ile yine endiistriyel acidan uygulama
potansiyeli bulunan pullanaz, a-glukozidaz ve siklodekstrin glikoziltransferaz gibi

enzimleri iceren bir gruptur (Wong, 1995).

Sekil 2.5 Amilazin yapisi.

Nisastanin enzimatik doniisiimii; ¢irislenme (jelatinizasyon), sivilasma (liquefaction) ve
sekerlenme (sakkarifikasyon) olmak iizere li¢ asamada meydana gelir. Jelatinizasyon;
nisasta graniillerinin ¢oziinmesi ve viskoz bir siispansiyon olusturmasi, sivilagsma;
nisastanin kismi hidroliz ile viskozitenin azalmasi olayidir. Sekerlenme ise nisastadan
glikoz ve fruktoz olugsmasidir. Jelatinizasyon, nisastanin su ile 1sitilmasi ile olusur ve
nisasta, sadece yiiksek sicaklikta suda ¢oziinebilir (Rakshit, 1998). Nisasta (Sekil 2.6),
glukan birimlerinden olusan amiloz ve amilopektin polimerlerinden olusur ve
sindirilebilir karbonhidratin asil kaynagidir (Meral, 2013). a-(1-4) ve a-(1-6) glikosidik

bag ile baglanan glikoz birimlerinin suda ¢dziinmeyen bir polisakkariti olan nisasta,
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gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan sekerlerin iiretimi i¢in ucuz bir kaynaktir.
Buna ek olarak iiretilen sekerler, biyoetanol iiretmek icin fermente edilebilir. Nigasta
donilisiimiinde yaygin olarak kullanilan baglica yaklasimlar fiziksel, kimyasal ve
biyokatalitik prosediirlerdir. Fiziksel ve kimyasal siirecler bir dereceye kadar faydali
olduklarin1t gostermis olsalar da, bu islemler enerji tuketmekte ve birgok yan drin
tiretmektedir. Aksine, enzime dayali biyokatalitik islemler, daha yiiksek (iiriin
seciciligine sahip daha yumusak ve daha yesil reaksiyon kosullar1 altinda
gerceklestirilir. Bu nedenle, enzim destekli nisasta doniisiimii, proses maliyetlerini
azaltan, istenmeyen yan iiriinleri 6nleyen ve reaksiyon spesifikligini arttiran alternatif

bir yesil yaklagim olarak kabul edilir (Talekar vd., 2017).
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Sekil 2.6 Nisasta yapisi.

a-Amilaz enziminin, nigasta sivilastirma, sekerlesme, mayalama ile iiretilen cesitli gida
riinleri, damitmaya dayali endiistriyel {irlinler, kagit sanayi, tekstil {irtinleri, deterjan
endiistrisi gibi bir¢ok alanda kullaniminin artmasi iiretimine daha ¢ok 6nem verilmesine
neden olmustur (Gupta vd., 2003). Bu enzimler glinumiizde buytik bir 6neme sahiptir ve
gida, fermentasyon, tekstil ve kagit v.b endiistrilerinde kullanilmaktadirlar. Endiistriyel
alanda kullanilan amilazlar bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kdkenli olmakla birlikte
agirhikli  olarak  mikroorganizmalardan elde edilmektedirler. Bunun nedeni,
mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik aktivitelerinin yiiksek olmasi, istenmeyen
yan urin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, biiylik miktarda ve yiiksek

saflikta elde edilebilmeleridir (Fukara, 2007).

a-Amilaz (EC 3.2.1.1, 1,4-a-D-glukan glukanohidrolaz) substratin i¢ pozisyonundaki

a-1,4-glukozidik bagi kiran ve iirlin olarak C1-OH’1i o konfiglirasyonuna sahip
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dekstrinler ve oligosakkaritler olusturan bir endoglukozidazdir. Endoenzim rastgele bag
yikimi gergeklestirmekle birlikte, cesitli calismalar enzimin izole edildigi kaynak
organizmaya gore belirli bir diizen goriilebildigini gdstermistir. Substratin o-1,6
dallanma noktasina komsu pozisyonda bulunan bir a-1,4 bag1 enzimin ataklarina karsi
dayaniklidir (Wong, 1995; de Souza ve de Oliveira-Magalhaes, 2010; Sahutoglu, 2013;
Sundarram ve Murthy, 2014). Maltoz, maltotrioz, maltoteroz, maltopentoz ve
maltoheksoz nisasta hidrolizi (Sekil 2.7) sonucunda meydana gelen ana Urunlerdir.
Hidrolizde olusan iiriinlerin dagilimi substrat derisimi, nisastanin yapisi, enzim miktari
gibi reaksiyon kosullarma bagli olarak degisir (Bayramoglu vd., 2004; Hasirct vd.,
2006).
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Sekil 2.7 Nisastanin hidrolizi

a-Amilazlar bircok organizmadan elde edilebilmektedir ancak her bir kaynaktan elde
edilen a-amilazin optimum pH, sicaklik gibi parametreleri birbirinden farklidir. Biitiin
amilazlar en az bir Ca*™ iyonu iceren metaloenzimlerdir. a-Amilazlar ¢ok miktarda
kaynaktan elde edilmesine ragmen endiistride mikrobiyal kaynaklardan elde edilenleri
kullanilmaktadir. Mikrobiyal amilazlar hiicre dis1 enzimlerdir ve genellikle Bacillus
trleri tarafindan tretilir. Kolay ayrilmasi, uygun fiyati, tekstil, kagit ve besin endistrisi
gibi ylksek sicaklik ve pH’ mn gerekli oldugu zor kosullarda dayanikli olmasi
mikrobiyal kaynakli enzimlerin tercih edilme nedenidir. Bu amacla en cok Bacillus
licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens ve Aspergillus oryzae kaynaklarindan elde

edilen a-amilazlar kullanilmaktadir (Meral, 2013).
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2.2 Enzim Kinetigi

Kimyasal bir reaksiyonun gerceklesebilmesi igin reaksiyona giren molekiillerin
aktivasyon enerjisi ad1 verilen bir potansiyel enerji engelini asmalar1 gerekir. Enzimler
Sekil 2.8’de gosterildigi gibi bu aktivasyon enerjisinin diisiirilmesini saglarlar

(Sahutoglu, 2013).
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Sekil 2.8 Katalizorsiiz ve enzim katalizli reaksiyonlar i¢in enerji diyagrami.

Saflastirilmis bir enzim tarafindan katalizlenen bir tepkimenin hizini etkileyen anahtar
etmen substrat derisimi [S]’dir. Ancak tepkime ilerlerken substrat derisiminin degismesi
ile etkisi karmasiklasir. Kinetik calismalarda temel yaklagimlardan biri substrat
derisiminin enzim derisiminden [E] ¢ok bilylk oldugu durumda ilk hizi 6lgmektir.
Gegen sure oldukca kisa ise substrat derisimi sabit olarak kabul edilir. Enzim derigimi
sabitken; substratin diisiik derisimlerindeki hizinin degisimi substrat derisiminin
degisimi ile dogrusaldir. YUksek substrat derisimlerinde substrat derisimindeki degisim
karsihiginda hizdaki degisim daha kigUktur. Substrat derisimdeki artis bir noktadan
sonra hiz degerini degistirmez ve bu nokta maksimum hiz olarak adlandirilir. 1903
yilinda Wurtz 6nderliginde Victor Henry bir enzimin substratiyla ES kompleksi
olusturmak igin bir araya gelmelerinin sart oldugunu savunmuslardir. 1913 yilinda
Leonor Michaelis ve Maud Menten tarafindan bu goériis enzim davranisinin genel
teorisine uygulanmistir. Enzimin ilk olarak substrat ile kompleks olusturmak igin

goreceli hizli tersinir bir basamakta birlestigini ileri stirmiislerdir:

K-1
E+S s ES
K1
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Bu basamagin ardindan ES kompleksi daha yavag ikinci bir basamakta yikilir, serbest
enzim ve tepkime Grin0na verir.

K-2

ES = E+P

ka
Daha yavas olan ikinci tepkimeden dolay1 tim tepkimelerin hizi sinirlanir ve tepkime
hiz1 ikinci basamaktaki tirlerin derisimine baglidir (Meral, 2013).
Michaelis-Menten esitligi substrat ve hiz arasindaki iligkiyi matematiksel olarak ifade
etmektedir. Tepkimenin baslangicinda urun miktart 6nemsizdir ve k-> ihmal edilebilir.
ES ile belirlenen V, Urin olusturmak (zere ES’ nin pargalanmasi ile belirlenebilir.
Michealis-Menten denkleminin (Est. 2.1) lineerlestirilmis formu Lineveawer-Burke
denklemini (Est. 2.2) vermektedir. Ky degeri enzimden enzime hatta ayni enzimin farkli
substratlarina gore degisiklik gdsterir. Km ayni zamanda bir enzimin substratina olan
ilgisinin bir 06lcusl olarak distiniilebilir. Km degeri aslinda tepkimenin farkli
basamaklarinin goéreceli hizlar1 gibi tepkime mekanizmasina 6zgii 6zelliklere baglidir

(Nelson ve Cox ,2005).

Vmax CS
V=— 2.1
K, + Cq (1)
1 K, 1
== + (2.2)
V Vmasz Vmax

2.3 Enzim Immobilizasyonu ve Yontemleri

Enzimler suda ¢ozilinebilen, spesifik biyokatalizorlerdir. Biyokataliz, son yillarda daha
strddrdlebilir bir biyo-temelli ekonomiye ©Ongoriilen gecisi saglamak igin Oncili bir
teknoloji olarak ortaya c¢ikmigtir (Sheldon, 2019). Serbest enzim, endistriyel
uygulamalarda sulu c¢ozeltilerde katalizor olarak kullanildiktan sonra tepkime
ortamindan aktivitesini kaybetmeden geri kazanilmasi ve istenildigi anda tepkime
ortamindan ayrilmasi neredeyse imkansizdir. Bu nedenle tepkimenin kontrolii kolay
degildir. Bu duruma ¢oziim olarak tepkime ortamina inhibitdr eklenerek kontrolii
saglanabilir. Fakat bunun sonucunda da ortamda istenmeyen maddeler/kirlilik
olusacaktir. Ek olarak, ¢oziinilir enzimler kullanildiginda proseste safsizlik olarak kalir.
Saflagtirilmis enzimlerin ¢oziinlir formda kullanilmasi, sadece atiga degil ayn1 zamanda

enzimlerin sinirl yeniden kullanimma da yol agar. immobilize enzimler kullanildiginda,
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bu, enzimler yeniden kullanilabilir ve aymrma islemlerini azaltabilir. Kirliliklerin
uzaklastirilmasi ise proses maliyetinin artmasina neden olur. Enzimlerin endustriyel
uygulamasi genellikle uzun siireli operasyonel stabilite eksikligi, enzimin zor bir sekilde
geri kazanilmasit ve yeniden kullanilmasi prosesin maliyetini artirdigr i¢in stirekli
sistemlerde kullanilmaz (Talekar vd., 2014; Elaldi, 2018). Endiistriyel kullanilabilirlik
icin geri doniistiiriilebilir katalizorler olarak enzimlerin immobilizasyon yoluyla kolayca
geri kazanilabilmesi ve geri doniistiiriilebilmesi 6nemlidir (Sheldon, 2019). Enzimin s1v1
bir formillasyondan ziyade bir kat1 olarak daha uygun sekilde kullanilmasina ek olarak,
urinun reaksiyon ortamindan kolay ayrilmasini saglar, bdylece {iriiniin protein
kontaminasyonunu en aza indirir veya ortadan kaldirir. Ayrica, hareketsizlestirilmis bir
enzim cilde kolayca niifuz edemez ve bu nedenle diisiikk veya hig alerjenite gostermez
(Roessl vd., 2010; Sheldon, 2011). Endiistriyel olgekte, cogunlukla farmasoétik ara
triinler ve diger ince kimyasallarin imalatinda gerceklestirilen 130'dan fazla
biyodoniisiim vardir. En geleneksel organik sentezlere kiyasla enzimatik yontemlerin
baglica avantajlari, genellikle yiiksek kemo-, regio- ve stereosecicilikleri ve hafif
reaksiyon kosullaridir (ortam sicakligi ve sudaki basing). Ayrica, enzimatik sentezler
genellikle koruma ve koruma kaldirma adimlarina olan ihtiyaci ortadan kaldirarak ve
cevreye zararli olan organik ¢oziiciilerin kullanilmasindan kaginarak daha az islem
igerir. Ote yandan, ticarilestirilmeleri cogu zaman nispeten yiiksek fiyatlari ile birlikte
bircok enzimin operasyonel stabilitesinin olmamasi nedeniyle engellenmektedir. Bu
dezavantajlar genellikle uygun bir immobilizasyon yontemi uygulanarak asilabilir
(Sheldon vd., 2009, Sheldon, 2011; Talekar vd., 2013b).

Immobilizasyon ayrica enzimin verimli bir sekilde geri kazanilmasmi ve yeniden
kullanilmasii kolaylastirir, boylece Ornegin siirekli, sabit yatakli proseste maliyetin
etkin kullanimin1 miimkiin kilar. Diger bir avantaj, hem depolama hem de calisma
kosullar1 altinda genellikle 1s1 veya organik ¢oziiciiler veya otoliz yoluyla denatlirasyona
dogru gelismis kararliliktir. Iyilestirilmis enzim performansi ve tekrar kullanimi, daha
yuksek katalizor verimliliklerini (kg enzim basina kg {irin) yansitmaktadir. Tastyiciya
bagli enzimlerle c¢alisan bir biyoreaktore biiylik miktarda katalitik olmayan kiitle
verilebilir. Diisiik spesifik aktiviteye sahip enzimler kullanildiginda bu ciddi bir sorun
olabilir. Ayrica, kullanilan tasiyicilar genellikle kendilerine bagli enzimlerden ¢ok daha
pahalidir. Bu nedenle, ¢oziiniir proteinin spesifik aktivitesinin iyi tutulmasi ve aym

zamanda mekanik streslere kars1 dirence sahip ¢6ziinmeyen bir pargaciga ¢okeltilmesi
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ile gucli bir tasiyict igermeyen heterojen biyokatalizor elde edilebilir (Roessl vd.,
2010).

Immobilize enzim, kompleks serbest biyokatalizoriin temel biyokimyasal aktivitesine
sahipken kat1 destegin de fiziksel karakteristik 6zelliklerini gosterir. Immobilizasyon
akiskanin gecisini, 6zel bir modiil iizerinde ¢oziinmeyen bir kompleks olusturarak
saglamaktadir (Y1lmaz, 2016).

Serbest enzimlere gore immobilize enzimlerin Ustiinliigli fazladir. Bu stiinliikler
enzimlerin  siirekli veya kesikli sistemlerde kullaninmin1  kolaylastirmaktadir.
Immobilizasyon prosesleri ekonomik agidan avantajlidir, bununla birlikte immobilize

enzimlerin genel 6zellikleri asagidaki gibi siralanabilir;

e  Enzimler tekrar tekrar kullanilabilir,

e Prosesin kontrolii saglanabilir,

e Tepkime ortamindan iiriin kolaylikla ayrilabilir,

e Enzim nedeniyle olusan tiriin kirliligi azalir,

e Enzimin, aktivitesi ve 1siya dayaniklilig1 artirilabilir,
e Serbest enzime gore daha karalidir,

e Kirlilik problemleri en aza indirilebilir.

Enzim immobilizasyonu fiziksel (¢c6ziinen formda immobilizasyon) ve kimyasal
(¢6ziinmez formda immobilizasyon) baglama yontemleri kullanilarak gergeklestirilir
(Sekil 2.9). Fiziksel yontemlerde enzim destege hapsedilir veya zayif olarak baglanir.
Kimyasal yontemlerde ise kati destek ve enzim arasinda kovalent bag kurulur. Aktif
merkezin, enzim immobilize edilirken etkilenmemesi gerekir. Aktif merkezde katalitik
merkez ve substrat spesifikligi saglayan merkez olarak iki bolge bulunmaktadir. Aktif
merkezdeki aminoasitler veya merkezin ii¢ boyutlu yapisi degisirse katalitik aktivite
azalir ve substrat spesifikligi degisir. Immobilizasyon islemi ideal kosullarda
gerceklestirilmelidir aksi durumda denatiire olabilir ve dolayisiyla enzim aktivitesi

azalir (Elaldi, 2018).

Kimyasal yontemlerde kovalent baglama ve ¢apraz baglama yontemleri vardir. Capraz
baglama tasiyict matrise baglama ya da tasiyicisiz immobilizasyon olarak iki gruba
ayrilir. Tasiyict gerektiren immobilizasyonda, enzim tasiyictya baglanabilir veya

hareketsiz matrislere tutturulabilir. Tasiyic1 gerektirmeyen immobilizasyon ise kimyasal
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yontemler baslig1 altinda c¢apraz baglama yontemi ile gergeklestirilir (Liu vd., 2018;
Sheldon vd., 2009; Pera vd, 2005; Chen vd., 2017).

Enzim immobilizasyon
Yontemleri

Fiziksel Kimyasal
Yontemler Yontemler

1
‘ Jellif icine Mlkl okfupsulleme Metal \,\G Tasiyic1 Matrise
‘ hs Ipsetme Baglama Capraz Ba lgl ama

b Enzim
Sekil 2.9 Enzim immobilizasyon yéntemleri.

Enzim immobilizasyonu genellikle biyokatalizérin katalitik aktivitelerini uzun sire
boyunca korundugu fiziksel hapsi olarak ele alinir. Enzim iretiminin yiliksek
maliyetleri, saflastirilmasi ve enzimatik siireclerin gelistirilmesinin zorluklar1 gibi
olumsuz etkenler biyokatalizorlerin istenen sekilde yeniden kullanilmasini ihtiyag
haline getiren baglica faktorlerdir. Geleneksel enzim immobilizasyon teknikleri
genellikle Vi velveya Km gibi katalitik parametreler yoluyla gdzlemlenen katalitik
aktiviteleri azaltir. Immobilizasyon prosediirleri hem enzimlerin uzun siire stabilitesini
hem de biyokatalizoriin bir¢ok kez geri doniisiim olasiligini arttirir. Yeni tasiyicilarin ve
yeni tekniklerin molekiiler diizeyde gelistirilmesi, enzim stabilitesini ve aktivitesini

birka¢g kez ve ayrica bazi durumlarda enzim hiperaktivasyonunu gelistirir (Pera vd.,
2005).

2.3.1 Tasiyicisiz immobilizasyon

Tastyictya bagli enzimlerin, tasiyiciya baglanma veya kapsiil i¢cine hapsedilmesi gibi
immobilizasyon yontemlerinin belirgin bir dezavantaji, genellikle toplam kiitlenin %90
ve %99'u arasinda degisen katalitik olmayan kiitle icermesinden kaynaklanan katalitik

aktivitenin azalmasidir. Bu kaginilmaz olarak daha diisiik hacimsel verime, uzay-zaman
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verimine ve daha diisiik katalizor verimine yol agar. Tersine, enzim molekiillerinin
bifonksiyonel baglama maddeleri ile gapraz baglanmasi yoluyla immobilizasyon, bu
ikinci dezavantajdan muzdarip degildir. Capraz baglama maddesinin molekiiler agirligi,
enziminkine kiyasla ithmal edilebilir oldugundan, elde edilen biyokatalizor esas olarak
agirlikga %100 protein igerir (Schoevaart vd., 2004; Sheldon, 2011; Talekar vd., 2012;
Talekar vd., 2013b).

Bu yontemde, kovalent baglar enzimlerin lizin, sistein veya aspartik ve glutamik asit
kalintilar1 gibi yan zincir amino asitleri arasindaki kimyasal reaksiyonlar yoluyla olusur.
Ek olarak, amino, karboksilik, imidazol, indolil ve fenolik hidroksil gruplarinin

fonksiyonel gruplari, kovalent baglarin olusumu i¢in uygundur (Lui vd., 2018).

Cao vd. (2000) capraz bagli enim agregatlarin1 tanitmis ve ticarilestirmistir. Tasiyicisiz
hareketsizlestirilmis enzimlerin tasiyict olarak ekstra inaktif kiitleye ihtiyaci yoktur.
Genellikle ¢6ziinmiis, kristalize olmus, spreyle kurutulmus ve fiziksel olarak toplanmig
enzimler gibi farkli enzim preparatlarinin dogrudan ¢apraz baglanmasiyla hazirlanirlar,
bu da sirasiyla ¢apraz bagl enzim (CLE), capraz bagli enzim kristalleri (CLEC), ¢apraz
bagh spreyle kurutulmus enzimler (CSDE) ve capraz bagli enzim agregatlar1 (CLEA)
olusumuyla sonuglanir (Cao vd. 2003).

Capraz bagli enzimler (CLE), ¢oziinmiis bir enzimin dogrudan ¢apraz baglanmasiyla
elde edilir. Sonucta meydana gelen enzim preparati, diisiik aktivite tutma, zayif
tekrarlanabilirlik ve mekanik stabilite, diizensiz geometri sergiler ve jelatinimsi dogasi
nedeniyle kullanimi zordur (Talekar vd. 2013b). Coziinmeyen biyokatalizrler ayrica
enzimlerin dogrudan ¢ozeltide ¢apraz baglanmasiyla da elde edilir. Bunun sonucunda,
olusan enzim preparatlarinin tasinmasi zor ve mekanik olarak kararsizdir. Cokeltme, bir
dizi islem degiskeninin (protein ve g¢apraz baglayici konsantrasyonu, pH, sicaklik,
iyonik gii¢, karistirma ve digerleri) hassas bir sekilde dengelenmesini gerektirmistir ve

bu nedenle genellikle tekrarlanamaz (Cao vd.,2003; Sheldon, 2011).

Capraz bagli spreyle kurutulmus enzimler (CSDE) saglandiginda makul aktivite
muhafaza edilmistir. Piskiirtmeli kurutma isleminin enzimleri geri doniisiimlii olarak
devre dist birakmasi nedeniyle, CSDE simdiye kadar kullanilmamistir (Talekar vd.
2013b).
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1960'larda kesfedilen CLEC yontemi, riboniikleaz A, subtilisin, kaprboksipeptidaz B,
alkol dehidrojenaz ve bazi lipazlari igeren sinirlt sayida enzime uygulanmistir (Cao vd.,
2003). Lipaz CLEC'lerin siirfaktanlar veya B-siklodekstrin ile kaplanmasi, raf démriiniin
ve operasyonel stabilitenin daha da arttirilmasina katkida bulunabilir (Rajan & Abraham
2008). CLEC'ler aktivite retansiyonu, 1s1 ile denatiirasyona stabilite, organik ¢oziculer
ve proteoliz, mekanik stabilite, parcacik geometrisi agisindan daha iyi sonuglar verdigi

ve bu nedenle basarili oldugu bulunmustur (Talekadar vd., 2013b).

Capraz bagli enzim kristalleri (CLEC) oldukg¢a aktif ve kararli biyokatalizorlerdir.
Ancak, yeterli bir kristalizasyon protokoliiniin gelistirilmesi pahali ve zaman alicidir, bu
da CLEC metodolojisinin biiyiik dezavantajidir. CLEA c¢apraz baglanmasi ¢ok daha
basit bir tekniktir. Temel olarak bir ¢0Okeltilmis enzimin kovalent capraz
baglanmasindan olusan prosediir, enzimlerin ve genel olarak proteinlerin denatiirasyona
girmeden inorganik tuzlar, iyonik olmayan polimerler veya organik ¢Ozuculer gibi

maddeler tarafindan ¢okeltilebilecegi biyoproseslerdir (Lopez-Serrano vd., 2002).

Bir¢ok ¢alisma, enzim yiiklemesi ve aktivite ekspresyonunun biiyiik dlciide tasiyicidaki
gbozeneklerin boyutuna ve erisilebilir yilizeye bagli oldugunu acikg¢a gostermistir.
Yiiksek aktivite tutma oranina ulagsmak i¢in gézenek boyutu ile yilizey alani arasinda bir
orant1 saglanmalidir. Bu dezavantaj serbest CLEA kullanilarak asilabilir. Serbest
CLEA'lar (herhangi bir harici tasiyici kullanilmadan) genellikle, ¢oziilebilen enzim
molekiillerinin yakinliklarim1 etkileyen ozelliklerin, denatiire edici olmayan protein
ayrilmasinda yaygin olarak kullanilanlar gibi uygun agregasyon ajanlarinin kullanimiyla
olusturulan fiziksel enzim agregatlarinin kimyasal olarak c¢apraz baglanmasiyla
hazirlanir (Cao, 2005). Prensip olarak, CLEA'lar ¢6ziilebilen enzime bir tuz, iyonik
olmayan polimer ya da bir organik coziici ilave edilerek enzimin cokeltilmesi ve
ardindan elde edilen enzim agregatlarinin glutaraldehit ile capraz baglanmasiyla
hazirlanmaktadir (Sekil 2.10). ki fonksiyonlu bir reaktif ajan olan glutaraldehit, yiiksek
aktiviteye sahip ¢Oziinmeyen biyokatalizorler verecek sekilde enzimin yilizey amin
grubu ile aldehit grubu reaksiyonu yoluyla agregatlardaki enzim molekillerini capraz
baglayabilir. Cokelme genellikle enzimleri saflastirmak i¢in kullanildigindan, CLEA'lar
olarak enzim immobilizasyonu, saflastirma ve immobilizasyonu tek bir birim islemde

birlestirir (Talekar vd., 2012).

19



S
= TN LR
X

Presipitasyon Capraz baglama {h‘,\,\j\;’.;:
— > —P> A
ey |( 1'\ v
Lz e 2
~
Serbest enzim Enzim agregati CLEA

Enzim — Capraz baglayici

Sekil 2.10 CLEA sentezi.

CLEA teknolojisi, gozenekli, gozeneksiz ve hetero-fonksiyonel destekler kullanilarak
yapilan immobilizasyon ile Kkarsilastirildiginda, ¢ogu kontaminant protein ile
uyumludur, ¢iinkii her enzime 6zgii uygun kosullar altinda ¢okelebilir. Bu nedenle bir
enzimi hareketsizlestirilmis CLEA formunda dogrudan ham bir 6ziitten (saflastirmadan)
izole etmek miimkiindiir. CLEA'lar, multimerik enzimlerin kuaterner yapisini, ok alt
birimli kovalent baglanma desteklerinden daha iyi stabilize ederek, multimerik

enzimlerin ayrilmasini ve aktivite kaybini 6nler (Talekar vd. 2012).

CLEA'larin dezavantajlarindan biri, tanecik boyutlarinin genellikle 10 mm'nin altinda
olmasidir. Bu nedenle, substrat parcaciklarinin ve CLEA pargaciklarinin ayni boyut
araliginda olabildigi heterojen reaksiyon sistemlerinde kullanildiginda zorluklar ortaya
cikar. Hareketsizlestirilmis bir enzimin stabilitesi, olusan baglarin sayisi, baglarin
dogasi1 (kovalent, kovalent olmayan ya da kovalent ve kovalent olmayan baglarin diger
tiirleri), tastyicidaki enzim molekiillerinin tutulma derecesi, enzim ve tasiyicinin mikro

ortam1 ve immobilizasyon kosullar1 belirler (Cao, 2005).

CLEA, enzim cozeltisi ile organik bilesiklerin, tuz veya iyonik olmayan polimerlerle
karigtirllmasindan kaynaklanan enzim agregatinin capraz baglanmasiyla olusturulur.
Capraz baglama yontemi, enzimlerin molekiilleri arasindaki kovalent baglarin
uretilmesinin bir sonucu olarak agregalara stabil bir yap1 sunar, bu da onlar1 ¢éziinmez
hale getirir (Rehman, 2016; Ozacar vd., 2019).

Kimyasal gapraz baglama yontemleri, kimyasal islevsellik, reaktivite ve buyUkIik
bakimindan farklilik gosteren cok c¢esitli mevcut capraz baglama reaktiflerinden
yararlanir. iki islevsel capraz baglayicilar arasinda, yani proteinleri hedeflemek igin iki
reaktif grup tasiyan GA muhtemelen en sik kullanilan ¢apraz baglayiciy1 temsil eder
(Gupta vd. 2007; Rehman vd., 2016; Talekar vd. 2012). Ek olarak, ayn1 anda ikiden
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fazla fonksiyonel gruptaki proteinleri hedeflemek i¢in de kullanilabilen ¢ok fonksiyonlu
capraz baglayicilara birkag 6rnek vardir. Geleneksel CLEA sentezi, bir agregasyon ajani
kullanilarak enzim agregatlarinin olusumunu, ardindan ¢oken enzimlerin GA ile ¢apraz
baglanmasini igerir. Bununla birlikte, kovalent baglarin olusumu sirasinda, fazla GA,
katalitik olarak aktif enzimin aktif bolgesinde bulunan amino asitleri baglayabilir ve
boylece CLEA'larin aktivitesini onemli 6l¢iide azaltabilir. Bu nedenle, GA ile daha hafif
bir ¢apraz baglama dezavantajlar1 azaltmak icin gereklidir. CLEA aktivitesine
cokeltinin tipi, ¢apraz baglayici tipi, capraz baglama stiresi, pH ve sicaklik gibi gesitli
faktorlerin etkiledigi goriilmistiir (Reahman vd. 2016). Capraz baglayicinin enzime
molar orani, elde edilen CLEA'nin aktivitesini, stabilitesini ve partikiil boyutunu
etkilediginden 6nemlidir. Oran ¢ok diislikse, suda sizintiya karsi ¢ok esnek ve kararsiz
olan bir CLEA saglayan yeterli capraz baglama meydana gelmez. Cok yiiksekse, ¢cok
fazla c¢apraz baglama, enzimin esnekliginin ve dolayisiyla aktivitesinin tamamen
kaybolmasina neden olabilir (Sheldon, 2011). CLEA preparatlarini, 6rnegin ¢apraz
baglamay1 tesvik etmek i¢in proteinli besleyiciler ekleyerek optimize etme yontemleri
ve gozenekleri makromolekiiler substratlar icin erisilebilir hale getirme stratejileri

gelistirilmektedir (Shah, 2006; Sheldon, 2011; Sheldon, 2019).

CLEA’nin dezavantajlarin1 azaltmak i¢in dikkate alinabilecek birkag¢ prosediir vardir;
Mekanik direnglerini arttirmak i¢in dehidrasyon ve yogun bir ¢apraz baglama ile
sertlestirilebilir veya sol jel iizerinde immobilize edilebilir veya bir inert protein veya
polimer ilave edilebilir. Enzimlerin NH4(SO.): ile ¢cOkeltilmesi sonucunda saflastirilmis
enzimlere ulasabilir (Mahmod vd., 2015).

Sheldon (2011), farkli enzimler ile sentezlenen ve farkli biyodoniisiimlerin bagimsiz
olarak gergeklestirilmesi ig¢in kullanilabilen CLEA'lar igin ¢oklu-CLEA ismini
kullanmistir. Kaskad reaksiyonlarin katalizi i¢in c¢oklu enzim komplekslerinin
kullanilmas: gerekmektedir. Birden fazla enzim aktivitesi ayn1 anda tek bir CLEA'da
yakalanabilirse, bu c¢oklu-CLEA c¢esitli biyodoniisiimler igin kullanilabilir. Coklu-
CLEA’lar kaskad reaksiyonlarda iki ardistk admmi tek bir biyodoniisiimde
gerceklestirmek i¢in belirtilmis olsa da kaskad olmayan biyodoniisiimlerde de
kullanilabilir (Dalal vd., 2007). Coklu-CLEA’lar, ¢evresel ve ekonomik verimlilikten
atomik verimlilige, katalitik basamaklari, ara maddelerin ayrilmasina gerek kalmadan

tek basamakta, katalitik bir kaskad isleminde birlestirmektir (Sheldon, 2007). Katalitik
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kaskad sureclerinin daha az birim operasyon, daha az reaktér hacmi ve daha yuksek
hacim verimleri, uzay-zaman verimleri, daha kisa ¢evrim siireleri ve daha az atik
tiretimi gibi sayisiz potansiyel faydasi vardir. Ayrica, adimlar1 birlestirerek olumsuz
dengeler iiriine dogru yonlendirilebilir. Prensip olarak, iki veya daha fazla enzimin
coklu-CLEA sentezinde birlikte ¢okeltilmesi ve ¢apraz baglanmasiyla gergeklestirilir
(Sheldon, 2007; Mahmod vd., 2015; Xue ve Woodley, 2012; Talekar vd., 2013a; Chen
vd., 2016; Talekar vd. 2017). Coklu-CLEA sentezindeki baslica zorluklar, enzimlerin
eszamanlt ¢okeltilmesi i¢in bir yontem gelistirmek ve enzimlerin tiimi i¢in 6nemli
diizeyde aktivite tutulmasina izin veren ¢apraz baglama kosullarin1 tanimlamaktir (Dalal

vd., 2007).

Sheldon (2007), ¢alismasinda iki enzimin ayr1 ayrt CLEA aktivitelerinin, ¢oklu-CLEA
aktivitelerine oranla daha az katalitik aktivite gosterdigini bildirmistir. Bu durumu
coklu-CLEA igerisindeki iki enzimin yakin mesafesinin birinci asamada olusan iirtiniin

ikinci kataliz basamagindaki aktif bolgeye daha hizli aktarilmasi olarak agiklamistir.

Mateo vd. (2006), kaskad reaksiyonlarda iki enzim aktivitesini saglamak i¢in ¢oziilmesi
gereken potansiyel uyumsuzluklarinin pH ve reaksiyon ortami oldugunu bildirmislerdir.

Goklu-CLEA sentezinin bu sorunlarin agilmasinda etkili oldugunu géstermislerdir.

Genel olarak ¢oklu-CLEA'lar, agregatlar olusturmak i¢in denatiirasyona ugramadan ve
daha sonra agregatlari genellikle uygun dialdehitler genellikle glutaraldehit gibi iki
fonksiyonlu bir ajan kullanarak baglayarak inorganik tuzlar veya organik ¢oziiciiler gibi
ajanlar tarafindan iki veya daha fazla ¢0ziiniir enzimin birlikte c¢okeltilmesiyle
olusturulur (Gupta vd., 2007; Talekar vd. 2013a).

2.4 Literatdr Ozeti

Shah vd. (2006), yaptiklar1 ¢alismada Pseudomonas cepacia lipazinin ve penisilin
acilazin CLEA formunu hazirlamislardir. Proteik feeder BSA varliginda hazirlanan
lipaz CLEA’s1 aktivitesini baglangi¢ aktivitesine gore %100 korudugu gozlenirken,
BSA olmadan hazirlanan CLEA’nin baslangi¢ aktivitesinin yalnizca %0.4’linli
korudugunu goézlemlemislerdir. Tribiitrinin transesterifikasyon tepkimesinde lipaz
CLEA’st kullamildiginda serbest enzime kiyasla aktivitenin 12 kat arttigim

gozlemislerdir. Jatrofa yagiin transesterifikasyonunda serbest enzimle %77 doniisiime
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ulagsmak i¢in 50 mg serbest lipaz ve 8 h gerekli iken, CLEA ile %90 doniisiime ulagmak
icin sadece 6.25 mg lipaz ve 6 h gerektigini belirtmiglerdir. Penisilin agilaz
kullanildiginda, BSA ile hazirlanan CLEA aktivitesini %86 korurken; BSA olmadan
hazirlanan CLEA aktivitesini %50 korudugunu ayrica BSA olmadan hazirlanan CLEA
aktivitesinin 45°C'de 8 h sonunda %20 azaldigini, aymi kosullarda BSA igeren

CLEA'n aktivitesini tamamen korudugunu bildirmislerdir.

Dalal vd. (2007), ¢alismalarinda a-amilaz, lipaz ve fosfolipazA2 enzimlerinin ¢oklu-
CLEA formunu sentezlemislerdir. Termal stabilitenin serbest enzime kiyasla biiyiik
Olgiide kararlilik gosterdigini sunmuslardir. Vmax Ve Km degerlerinde fosfolipazA2 ve
lipaz icin buyik olgiide degisiklik olmazken a-amilaz icin blylk Olclide azalma
oldugunu gostermislerdir. SEM goriintiileri ile yeniden kullanimlar sonrasi
morfolojideki degisiklikleri sunmuslardir. Presipitant tiirii olarak aseton, dimetoksietan
(DME) ve t-bitanol organik ¢oziciilerini kullanmislardir. Capraz baglanma siiresinin
artmasiyla aktivitede azalma oldugunu bildirmislerdir. En iyi aktivite sonuglarini;

20 mM GA, DME kullanilarak sentezlenen ¢oklu-CLEA’larda elde etmislerdir.

Aytar ve Bakir (2008), calismalarinda, mantardan izole ettikleri tirozinaz enziminin
CLEA formunu sentezlemislerdir. CLEA aktivitesi tizerindeki (NH4)2SOs, GA ve BSA
derisim etkilerini arastirmiglar ve CLEA'y1 pH, 1s1l ve saklama kararlilig1 yoniinden
incelemislerdir. Serbest enzime kiyasla enzimin CLEA formunun optimum pH ve
sicaklik degerlerinde kiiciik degisikliklerin meydana geldigini bildimislerdir. CLEA i¢in
optimum sicaklik ve pH degerlerini sirasiyla; 34°C ve 6.5, serbest trizonaz i¢in 32°C ve
7.0 olarak belirlemislerdir. Serbest trizonaz ve CLEA'siin {i¢ aydan fazla bir siirede
4°C’de saklanmasi sonucunda baslangic aktivitelerinin sirasiyla %36 ve %84'Unin
korundugunu bildirmiglerdir. Ayrica oda sicakliginda i aydan fazla saklanan
CLEA’nin baglangi¢ ativitesinin %83'linli korudugu dolayisiyla saklama sicakliginin

CLEA aktivitesini etkilemedigini rapor etmislerdir.

Sangeetha ve Abraham (2008) calismalarinda Bacillus subtilis'den dretilen proteaz
enziminin CLEA’sin1 sentezlemislerdir. Enzimin agregatlarin1 (NH4)2SO4 ve polietilen
glikol ortamlarinda, Triton X-100 ve tween 20 surfektanlari varliginda hazirlamislar;
pH, sicaklik, enzim kinetigi, termal kararlilig1 ve organik ¢oziiciilerdeki kararliligini

aragtirmiglardir. CLEA i¢in optimum pH ve sicaklik degerlerini sirastyla 9.0 ve 70°C

23



olarak bulunmuslardir. Ayrica CLEA'nin tekrar kullanilabilirligi ve yiizey morfolojisi
lizerine de aragtirma yapmisglardir. Subtilisin CLEA’sinin, hekzan ve siklohekzan gibi
polar olmayan organik ¢dziiciilerde kararliliginin oldukga iyi oldugu ve 60°C’ye kadar
yuksek termal kararliliga sahip olduklarini belirtmislerdir. Bu nedenle sulu ortamda
¢Oziinmeyen bilesiklerin biyotransformasyonu icin katalizor olarak
kullanilabileceklerini bildirmiglerdir. Farkli katki maddeleri kullanilarak CLEA'nin
aktivite degerlerini belirlemislerdir. TritonX-100 ve polietilen glikol (PEG) birlikte
kullanildiginda en diistik aktivite degeri gozlenirken, (NH4)2SOs kullanildiginda en
yiiksek aktivite degerini gozlemlemislerdir. Subtilisin CLEA’sinin, 60°C'de 11 kez
kullanildiktan sonra aktivitesinin %68'ini korudugu ve bu nedenle tekrar kullanilabilirlik

icin uygun oldugunu belirtilmislerdir.

Matijosyte vd. (2010), Trametes versikolor, Trametes villosa ve Agaricus bisporus
olmak iizere {i¢ farkli mikroorganizmadan izole edilen lakkaz enzimlerinin CLEA'larini
hazirlamislardir. Presipitant tiirli, pH, sicaklik, GA derisimi ve ¢apraz baglanma siiresi
gibi c¢esitli parametrelerin CLEA'larin geri kazanim aktiviteleri iizerine etkilerini
incelemigler her bir CLEA'nin igletme ve saklama kararliliklar1 i¢in farkli sonuglar elde
etmislerdir. Lakkaz ile elde edilen CLEA'larin, serbest enzime gore beklenen kararlilik
artis1 gosterdigini ancak bunun ylizeydeki lizin kalintilarinin sayist ile dogrudan bir
iliskisinin olmadigimi belirtmisglerdir. BSA'nin enzim kararhligini arttirmadiginm
gozlemlemislerdir. Lakkaz CLEA’larin, pH’1 4 olan sulu tamponda aldehitlere benzer
olarak lineer Cs-Cyo alifatik alkollerinin aerobik oksidasyonu igin aktif ve kararli
katalizor olduklarini belirtmislerdir. Sonug¢ olarak CLEA’larin serbest enzime goére daha
yiiksek kataliz hizina sahip olduklarim1 ve CLEA'larin kayda deger bir aktivite kaybi
olmadan birkag¢ kez kullanilabildigini bildirmislerdir.

Yamaguchi vd. (2011), sentezledikleri CLEA’larda Lys katkisinin etkisini
incelemislerdir. Capraz baglayic1 yokken herhangi bir bulaniklik olmadigini, Lys
varliginin arttiritlmasi ile hazirlanan CLEA’daki bulanikligin arttigini bunun da etkili
sekilde capraz baglanmadan kaynaklandigini diisiinmiislerdir. Lys konsantrasyonun
arttirilmasiyla aktivitenin de artti§1 goriilmiistiir. Ayrica CLEA’larin 1.6 kat daha fazla

termal stabilite gdsterdiklerini sunmuslardir.
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Talekar vd. (2012) ¢alismalarinda a-amilaz enziminin manyetik CLEA’sinthazirlamislardir.
Baslangigtaki o-amilaz aktivitesinin  %100'U manyetik CLEA ile geri kazanilirken,
manyetik olmayan CLEA ile a-amilazin diisiik lizin iceriginden dolayr sadece %45
oraninda geri kazamim saglamiglardir. SEM analiz sonuglar1 ile CLEA ve manyetik
CLEA’nin kiiresel yapida oldugunu belirlemislerdir. CLEA ve manyetik CLEA igin
optimum pH degerinin asidik yonde degistigini, manyetik CLEA nin optimum sicakliginin
serbest enzim ve CLEA’ya gore arttigini bildirmislerdir. CLEA ve manyetik CLEA’da
enzimin Vmax degerlerinin degismedigini ancak enzimin substrat afinitesinin arttigini
gozlemlemiglerdir. Manyetik CLEA nin 1s1l ve saklama kararliliklarinin manyetik olmayan
CLEA'ya kiyasla fazla oldugunu ve manyetik CLEA’nin baslangi¢c aktivitesini 6 kez
kullanildiginda da %100 korudugunu belirlemislerdir.

Talekar vd. (2013a), amilaz, pullulanaz ve glukoamilaz enzimlerini kullanarak
sentezledikleri ¢oklu-CLEA c¢alismalarinda ¢oklu-CLEA biyokatalizoriinin %100
aktivite sergiledigini bunun yani sira serbest enzimlerin ise %60 ve %40 aktivite
sergiledigini bildirmislerdir. Coklu-CLEA’nin aktivitesinin 5 dongiiye kadar iyi

korundugunu ve termal stabilitesinin yliksek oldugunu bildirmislerdir.

Kim vd. (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada, Candida boidinii'den format dehidrojenazi
immobolize etmek i¢cin CLEA yontemini kullanmiglardir. CLEA'larin hazirlanmasi i¢in
optimum kosullar, ¢apraz baglayict ajan miktar1 ve yapisi, katki maddesi derisimi,
capraz baglanma siliresi ve pH gibi ¢esitli parametrelerin etkileri incelenerek
belirlenmigstir. CLEA’larin geri kazanilan aktivitesinin GA derisimine onemli Olgiide
bagli oldugunu ancak capraz baglama 6zelligi zayif olan dekstran polialdehit iceriginin
geri kazanim aktivitesini ciddi bir sekilde etkilemedigini bildirmislerdir. Ayrica proteik
besleyici BSA'nin enzimin aktivite geri kazanimini %130 arttirdigini gozlemlemislerdir.
Dextran polialdehid ile hazirlanan CLEA'nin on kullanimdan sonra aktivitesini %95'in
tizerinde korudugunu bildirmislerdir. Yiiksek GA derisiminin ve capraz baglanma
stiresinin uzun olmasinin CLEA aktivitesini olumsuz yonde etkiledigini ve CLEA i¢in

optimum pH degerinin 7.0 oldugunu bildirmislerdir.

Mahmod vd. (2014) yaptiklar1 ¢caligmada lipaz enzimini nehir kanali yayin baligi olan
Ictularus punctatus’in i¢ organlarindan ekstrakte etmis ve CLEA formunu

olusturmuslardir. Yaptiklar1 ¢alismada ¢apraz baglayict olarak GA, presipitant ajan
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olarak aseton ve lipaz CLEA’sinin aktivitesini gelistirmek i¢in katki maddesi olarak da
BSA kullanmislardir. Bu ¢aligmalar sonucunda lipaz CLEA'sinin spesifik aktivitesi
1.713 U/mg olarak bulunmus ve bu degerin serbest lipaz aktivitesine gore %20.43 kat

fazla oldugu belirtilmistir.

Mahmod vd. (2015), yaymn baligindan izole ettikleri lipaz ve proteaz enzimlerinin
¢coklu-CLEA formunu sentezlemislerdir. Calismalarinda agregasyon, ¢apraz baglanma
katki maddelerinin ¢oklu-CLEA aktivitesini incelemislerdir. BSA’ nin lipaz ve proteaz
icin aktiviteyi arttirmak icin etkili bir proteik besleyici oldugunu bildirmislerdir.
Proteaz-lipaz ¢oklu-CLEA’larin sentezinde optimum degerleri; ¢apraz baglayici igin
GA derisimini 65 mM, presipitant (NH4)2SO4 derigimini %55 (w/v) ve proteik besleyici
olarak BSA derisimini 0.113 mM olarak bildirmislerdir. Calisma sonuglar1 yiiksek
aktiviteye, stabiliteye ve yiiksek tekrar kullanilabilirlige sahip yeni bir katalizor
gelistirdiklerini gostermistir. Deterjan endiistrisinde kullanimin yani sira biyodizel
uretiminin  katalizlenmesinde de proteaz-lipaz c¢oklu-CLEA biyokatalizorlerinin

kullanilabilecegini savunmuslardir.

Khanahmadi vd. (2015), kakao ¢ekirdek zarindan izole edilen lipaz enziminin CLEA
formunu sentezlemis ve bu sentez i¢in GA, (NH4)2SO4 ve BSA derisimlerinin optimum
kosullarin1 cevap yilizey yontemi kullanarak belirlemislerdir. %20 doygunlukta
(NH4)2SO04, capraz baglayici olarak 60 mM GA ve proteik besleyici olarak 0.17 mM
BSA kullanarak, 20 kez kullanimdan sonra kaydedilen en yiiksek aktiviteyi 9.407 U
(geri kazanilan aktivite %83) bulmuslardir. Ayrica serbest enzim ve immobilize enzim
icin optimum pH degerleri sirasiyla 8.0 ve 8.2, optimum sicaklikdegerleri 45 °C ve
60°C olarak belirlemiglerdir. CLEA'nin pH ve sicaklik kararliliginin serbest lipaza gore
fazla oldugunu ve CLEA'min Km degerinin de serbest lipaza kiyasla fazla oldugunu
belirlemislerdir. Serbest enzime gore CLEA, alti kez tekrar kullanildiktan sonra ilk

aktivitesinin %60'ndan fazlasini korudugunu bildirmislerdir.

Stressler vd. (2015), c¢alismalarinda x-prolil-dipeptidil aminopeptidaz (PepX) ve
aminopeptidaz N (PepN) c¢oklu-CLEA sentezini gergeklestirmislerdir. En uygun
presipitant tlrint 8 farkli presipitant denemesi sonucunda (NH4)2SOs olarak
belirlemislerdir. Organik c¢oziiciilerin presipitant olarak kullanildiginda aktivite

veriminin %3 altinda oldugunu bildirmislerdir. (NH4)2SO4s kullanildiginda sirasiyla
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PepX ve PepN icin %10 ve %6 aktivite verimliligi gozlemislerdir. 0.1 — 4 M derisimleri
arasinda (NH4)2SO4 presipitantt deneyerek en yiiksek aktivite verimliligini 3 M
(NH4)2SO4 presipitantt varliginda %14 olarak elde etmislerdir. Capraz baglayici
derisimi ve c¢apraz baglanma siiresinin aktivite verimliligine etkisini incelmisler ve
aktivite verimliliginin en yiiksek oldugu 2 — 4 h ¢apraz baglanma siiresi ve aktivite
verimliliginin en yiiksek oldugu 50 — 100 mM c¢apraz baglayicit derisimi olarak

bildirmislerdir.

Zhang vd. (2015), Thermomyces lanuginosus lipazi CLEA’s1t sentezinde lipaz
derigimigi, presipitant tiiri, GA derisimi, katki maddeleri ve derisimlerini
incelemislerdir. Etanol, PEG 1500, PEG 800, aseton ve (NHa4)2SOs presipitantlari
kullanilarak sentezledikleri CLEA’nin en yiiksek aktivite sonucunu (NH4)2SO4
kullanilarak sentezlenen CLEA’da elde etmislerdir. Katki maddesi tiirii olarak sodyum
bis-2-etilhekzil stlfosukkinat, setrimid, Tween 80 ve Triton X-100 kullanilmistir. En iyi
aktiviteyi Tween 80 kullandiklari CLEA’larda elde etmislerdir. Lipaz derisiminin
arttirllmasiyla CLEA  aktivitesinin  diistiiglinii  bildirmislerdir. GA derisiminin
arttirtlmasiyla CLEA aktivitesinin bir miktar artti§in1 daha sonra azalma gortldigiini

sunmuslardir.

Sojitara vd. (2016), ¢alismalarinda a-amilaz, pektinaz ve sellilaz1 manyetik nanopartikiil
uzerine immobilizasyonu ile ¢oklu-CLEA sentezlemislerdir. Sentezledikleri manyetik
coklu-CLEA ile serbest enzim formlarinin yarilanma Omriiniin 2.4 kat daha fazla
oldugunu, 50 — 70 °C sicaklik degerleri arasinda termal stabilitesini siirdiirdiigiinii, 3 — 6
pH degerleri arasinda stabilitesini korudugunu gozlemlemislerdir. Immobilizasyon
sonunda Km degerleri yiiksek iken Vmax degerlerinin daha disiik oldugunu rapor
etmiglerdir. Manyetik ¢oklu-CLEA’larin tekrar kullanilabilirliginin 8. dongii sonunda

%77 aktivitesini korudugunu bildirmislerdir.

Rehman vd. (2016) ¢alismalarinda Pencillium notatum lipazini ¢apraz baglayici ajan
GA ve etilen glikol-bis [stksinik asit N-hidroksisiiksinimid] kullanarak CLEA seklinde
immobilize etmislerdir. Verimli bir CLEA sentezi i¢in ¢oktiiriicii tipi, capraz baglanma
stiresi, ¢apraz baglayic1 yapist ve miktar1 gibi parametreleri optimize etmislerdir.
CLEA'nin aktivitesinin GA'nin derisimine 6nemli 6l¢iide bagli oldugunu ancak diger

capraz baglayic1 derisiminden Onemli Olgiide etkilenmedigini  bildirmislerdir.
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CLEA'larin en yiiksek enzim aktivitesini pH 9.0 ve sicaklik 42°C degerlerinde elde
etmiglerdir. Sulu ortamda on kez kullanimdan sonra, GA ve etilen glikol-bis ¢apraz
baglh lipaz CLEA'larin sirastyla baslangic aktivitelerinin %63.62 ve 9%70.9'unu

koruduklarini belirlemislerdir.

Chen vd. (2017), caligmalarinda papain ve notraz enzimlerinin ¢coklu-CLEA formunu
sentezlemislerdir. 1ki veya daha fazla enzimin tasiyicisiz CLEA formunun
sentezlenmesinin tasiyici ilizerine immobilizasyonuna kiyasla daha kolay oldugunu
bildirmislerdir. Optimum kosullar altinda sentezlenen noétraz-papain ¢oklu-CLEA
biyokatalizorinlin serbest enzimlere gore daha yiiksek termostabilite ve pH stabilitesi
oldugunu gostermislerdir. 4°C sicaklik ve pH=7 degerlerinde yiiksek depolama
aktivitesi oldugunu bildirmislerdir. Ayrica polar olmayan ve hidrofilik ¢6ziiciilerde daha
yiiksek aktivite tutuldugunu sdylemislerdir. Capraz baglanma sonrasi ¢oklu-CLEA’larin
molekiil agirligi, termal denatiirasyon sicakliginin arttigi ve izoelektrik noktanin da
azaldigin1 gostermislerdir. Coklu-CLEA’larn yiiksek aktivitesini ve stabilitelerini, daha

yiiksek ylizey alanina ve yiizeydeki daha fazla bosluga bagli oldugunu bildirmislerdir.

Talekar vd. (2017), ¢alismalarinda a-amilaz, pullulanaz ve glukoamilazin demir nano
partikil Uzerine immobilizasyonu ile coklu-CLEA’larin1 sentezlemislerdir. Elde ettikleri
coklu-CLEA aktivitesinin; islevsellestirilmis cam taneciklerine, polianilin, iyon degisim
tanecikleri, jelatin, aljinat tanecikleri, kitosan tanecikleri, mezopor6z silika gibi farkli
kat1 tanecikler ilizerine immobilize edilen CLEA aktivilerine kiyasla daha yliksek
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica ¢oklu-CLEA aktiviteleri hem serbest enzimler hem de
immobilize enzimler ile karsilastirilmistir. Coklu-CLEA’lar daha fazla nisasta hidrolize
edilerek daha biyuk miktarlarda glikoz drettiklerinden, ¢oklu-CLEA’larin daha faydali
oldugunu bildirmislerdir. Tek basamakta gergeklestirilen nisasta doniisiimiinde serbest
enzimlerin %70 doniisiim saglarken, ¢oklu-CLEA’larin %100 doniisiim sagladigini
gozlemlemislerdir. Coklu-CLEA yapisinin termal kararlilik ve katalitik verimliligi
biiyiik ol¢tide etkiledigini gostermislerdir. Sentezledikleri ¢oklu-CLEA biyotkatalizor

8 dongiiye kadar aktivitesinin biiyiik kismini1 korumustur.

Goetze vd., (2017), sentezledikleri 3 enzimli ¢oklu-CLEA biyokatalizériinde 4 farkli
presipitant tiirii, ¢apraz baglayict derisimi, baglanma siiresi ve proteik besleyicilerin

coklu-CLEA aktivitesine etkisini incelemislerdir. Proteik besleyici kullanilan ve
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kullanilmayan ¢oklu-CLEA’nin serbest enzime kiyasla 1.5 kat daha fazla termal
stabilitesi oldugun bildirmislerdir. Coklu-CLEA sentezinde en uygun kosullar1 5 saat
reaksiyon sdresi, 110 mM GA, 0.66 mg/mL proteik besleyici ilavesi ve presipitant
tirtinii etanol olarak bildirmislerdir. Coklu-CLEA aktivitesinde 10 déngi sonunda %20

geri kazanim elde ettiklerini bildirmiglerdir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

Bu calismada ¢oklu-CLEA hazirlanmasi siirecinde Aspergillus oryzae’dan iiretilen
(E.C. 3.2.1.1) a-amilaz (Fluka, 10065) ve Candida rugosa’dan uretilen (E.C. 3.1.1.3)
lipaz (Sigma, L1754) enzimleri kullanilmistir. Bifonksiyonel c¢apraz baglayici ajan
olarak gluteraldehit (Sigma-Aldrich, G5882, Grade 1 %25’lik ¢o6zelti), presipitasyon
ajan tarleri olarak (NH4)2SO4 (Merck, 101217), aseton (Sigma-Aldrich, 32201), etanol
(Merck, 111727), PEG-200, PEG-6000 ve tag eter maddeleri kullanilmistir. Katki
maddeleri olarak L-lizin (Sigma, L5501), BSA (Sigma, A2153) ve Triton X-100
(Sigma, 93426) kullamlmistir. Deneylerde NaHPOs (Merck, 106586) ve
NaH2P04.2H20 (Merck, 106345) tuzlarmi igeren tampondan yararlanilmistir. Coklu-
CLEA aktivitelerinin belirlenmesinde amilaz enziminin substrat1 olarak ¢oziiniir nisasta
(Merck, 101257), lipaz enziminin substrati olarak p-Nitrofenil asetat (p-NPA) (Sigma-
Aldrich, N8130) kullanilmistir. p-Nitrofenil asetat ¢ozeltisi asetonitril (Sigma-Aldrich,
34851) ortaminda hazirlanmistir. Amilaz aktivitesi 6l¢imiinde 3,5-Dinitrosalisilik asit
(Aldrich, 12884), CHs4KNaOs.4H>O (Merck, 8085) ve NaOH (Merck, 106462)
kimyasallart kullanilmistir. Deneylerde tim sulu ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ultra saf
su sisteminden (Milli-Q, Gradient, Millipore) alinan ve iletkenlik degeri 18.2 MQ.cm

(25°C) olan deiyonize su kullanilmigtir.

3.2 Coklu-CLEA Sentezi

Birden fazla enzimi iceren ¢coklu-CLEA sentezinde, Arastirma Grubumuz tarafindan tek
bir enzimi igeren CLEA sentezini igeren c¢alismalar temel alinarak kiiciik bazi
modifikasyonlar yapilmis ve c¢oklu-CLEA sentezinde asagida aciklanan yoOntem

izlenmistir.

Iki enzimi iceren ¢oklu CLEA sentezinde lipaz ve amilaz enzimleri NayHPOs-
NaH2P04.2H20 tamponu (0.1 M, pH=7.5) i¢inde vorteks cihazi (IKA, Vortex Genius 3)
kullanilarak ¢oziilmiistiir. Ardindan enzim {retim ortamindan gelen safsizliklarin
giderilmesi ve agregat olusumu igin presipitasyon ajani ortama eklenerek 2 h sireyle ve
200 rpm karistirma hizinda ceket tipi reaktore yerlestirilerek 4 °C’de karistirilmustir.
Reaktorde 4°C sicaklik sirkiilator (Thermo Electron Co., HAAKE Phoenix II P2-C25P
sirkiilator) yardimiyla saglanirken karigtirma islemi ise orbital karistirict (Lab

Companion, Dual-Action Shaker AAH31105K) ile yapilmustir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Coklu-CLEA sentez sistemi; 1) Sirkulator, 2) orbital karistirici, 3) ceket tipi

reaktor, 4) enzim cozeltileri

Karistirma iglemi sonunda ortama gluteraldehit eklenerek ¢apraz baglanma tepkimesi
30 min aym sicaklik ve karigtirma hizinda devam ettirilmistir. Tepkime sonunda
ornekler 4°C sicaklikta buzdolabinda 24 h bekletilmistir. Bu siire sonunda lipaz ve
amilaz enzimlerini iceren ¢oklu-CLEA biyokatalizorlerinin ¢ozelti ortamindan geri
kazanimi i¢in ornekler 10000 rpm karistirma hizinda, 4°C sicaklikta 30 min boyunca
sogutmali santrifiij cihazinda (Selecta Co., Medifriger BL-S Model) santrifiijlenmistir
(Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Sogutmali santrifiij cihazi.

Santrifiij islemi iic kez tekrarlanmis ve her bir santrifiij sonunda iist fazi atilan
orneklerdeki agregatlar NaHPOs-NaH2PO4.2H,O tamponu (pH=7.5, 0.1 M) ile
yikanmistir. Bu islemler sonunda sentezlenen ¢oklu-CLEA ornekleri liyofilize edilmis
(Telstar, Lyostar-85) ve 4°C sicaklikta bir sonraki basamaga kadar saklanmistir (Akkus,
2015; Salgin ve Salgin, 2017; Elald1, 2018).

Coklu-CLEA sentezinde ¢apraz baglanma siiresi (15, 30, 45 ve 60 min), ¢apraz
baglayict ajan miktar1 (32.6, 65.2, 130.4 mM), toplam enzim derisimi (100, 150, 200
mgmL™), presipitasyon ajam tiirii ve miktar1 (etanol, aseton, PEG-200, PEG-6000 ve tag
eter) ve katki maddeleri tiir ve miktarinin (L-lizin, BSA, Triton X-100 ve tag eter)

coklu-CLEA aktivitesi lizerine etkileri incelenmistir.

3.3 Coklu-CLEA Aktivitesinin Belirlenmesi

Ikili enzim sistemi seklinde sentezlenen ¢oklu-CLEA aktivitesi, bu sistemi olusturan
amilaz ve lipaz enzimlerinin ayr1 ayri aktiviteleri Olcililerek belirlenmistir. Her bir
6l¢limde 0.002 g ¢oklu-CLEA kullanilmistir ve 6lgtimler ti¢ kez tekrarlanarak ortalama

degerleri alinmistir.

Amilaz enziminin aktivitesi 1 mL enzim cozeltisinin icinde 20°C’de, 3 min sonucunda

ortaya ¢ikan mg maltoz miktar1 (U) olarak tanimlanmistir. Yontemde; 1 mL enzim

cozeltisi, 1 mL, pH=6.9 olan 0.02 M 100 mL Na:HPO4-NaH2P04.2H>0 tamponunda
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¢oziilmiis 1 g nisasta ¢ozeltisi ile 20°C ve 200 rpm karigtirma hizinda 3 min inkiibe
edilir. Ardindan 3,5-dinitrosalisilik asit, C4HsKNaOs.4H20 ve NaOH igeren ¢Ozeltiden
2 mL eklenir ve karistm 5 min kaynayan su icinde bekletilir. Bu sire sonunda
orneklerin absorbans degerleri A=520 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

UV-Vis spektrofotometre (UV-Vis 1800, Shimadzu) cihazinda belirlenir.

Coklu-CLEA binyesindeki lipaz enziminin aktivitesi p-NPA’in lipaz enzimi ile
tepkimesi sonunda Uretilen p-NP’iin {iretim hiz1 25°C sicaklik, 200 rpm karistirma hizi,
30 min inkiibasyon sonucunda Olgiilerek Dbelirlenmistir. p-NP iiretim hiz1
spektrofotometrik olarak UV-Vis spektrofotometre (UV-Vis 1800, Shimadzu) cihazinda
p-NP’nin maksimum absorbans verdigi A=404 nm dalga boyunda belirlenmistir. Lipaz
aktivitesi Olglimiinde kullanilan p-NPA 0.05 M derisiminde asetonitril ¢oziiciisii

kullanilarak hazirlanmistir.

3.4 Coklu-CLEA i¢in Uygun pH ve Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesi
Coklu-CLEA biyokatalizorleriyle gerceklestirilecek tepkimeler i¢in en uygun pH ve
sicaklik degerleri, enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu pH ve sicaklik degerleri
belirlenerek bulunmustur.

Coklu-CLEA igin optimum pH degeri; 25°C sicaklikta, 300 rpm karistirma hizinda,
pH=6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 degerlerinde biyokatalizdrlerin 1 h inkiibasyon siiresi sonunda
yapilan aktivite dl¢iimleri ile belirlenmistir. Coklu-CLEA i¢in optimum sicaklik degeri;
pH=7.5, 300 rpm karistirma hizinda, T=15, 25, 35, 45, 55, 65°C sicaklik degerlerinde
biyokatalizorlerin 1 h inkiibasyon siiresi sonunda yapilan aktivite oOlctimleri ile

belirlenmistir.

3.5 Coklu-CLEA Tekrar Kullanilabilirligi

Coklu-CLEA nin tekrar kullanilabilirligi optimum sicaklik ve pH (pH=7.5 ve T=35°C)
degerlerinde ardisik olarak gergeklestirilen aktivite dlglimleri ile belirlenmistir. Her bir
aktivite 6lcumi tepkimesinden sonra ¢oklu-CLEA’lar 5 min, 10000 rpm ve 4°C

kosullarinda santriflijlenerek tepkime ortamindan geri kazanilmistir.

3.6 Coklu-CLEA Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

Coklu-CLEA’larin  Michealis-Menten kinetik sabitleri, optimum sicaklik ve pH
(pH=7.5 ve T=35°C) degerlerinde baslangic tepkime hizlarinin o&lgiilmesiyle
belirlenmistir. Coklu-CLEA biinyesindeki lipaz enzimi igin p-NPA substrati, amilaz

enzimi igin ise nisasta substrati farkli derisimlerde hazirlanmis ve her bir derisim igin
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baslangic tepkime hizlart Ol¢iilmistir. Elde edilen veriler Michealis-Menten
denkleminin (Est. 2.1) lineerlestirilmis formu olan Lineveawer-Burke denklemine
(Est. 2.2) uygulanarak coklu-CLEA biyokatalizorleri igin Michealis-Menten kinetik

sabitleri belirlenmistir.

3.7 Coklu-CLEA Karakterizasyonu

Sentezlenen biyokatalizorlerin morfolojisi ve kimyasal yapisi sirastyla taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve Fourier dontisiimlii infrared (FTIR) spektroskopi analizleri ile
belirlenmistir. FTIR spektrometresinde (Spectrum 100, Perkin Elmer), 4 cm™ spektral
coziintirliikte, 4000 — 650 cm™ dalga sayisi arahiginda CLEA biyokatalizérlerinin
kimyasal yapilarindaki degisimler belirlenmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 FT-IR spektrometresi.

Farkli kosullarda sentezlenen CLEA’larin yiizey morfolojileri ise Oncesinde altin-
paladyum kaplanarak SEM (FEI, Quanta 400F) cihazinda analiz edilmistir. Bu islemler
Orta Dogu Teknik Universitesi Merkezi Laboratuvar’indan hizmet alimi ile

yaptirtlmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

CLEA sentezinde toplam enzim derisimi (100, 150 ve 200 mg/mL), ¢apraz baglanma
stresi (15, 30, 45 ve 60 min), capraz baglayici miktar1 (32.6, 65.2 ve 130.4 mM),
presipitasyon ajani tiirii ve miktar1 (etanol, aseton, PEG-200, PEG-6000 ve tac eter) ve
katki1 maddelerinin L-lizin, BSA, Triton X-100 ve ta¢ eter) coklu-CLEA aktivitesine

etkileri incelenmistir.

Coklu-CLEA sentezinde toplam enzim derisimi, ¢apraz baglanma siiresi ve ¢apraz
baglayict derisimi etkilerinin incelendigi deney setlerinde CLEA’lar (NHg)2SOs
presipitanti ile hazirlanmistir. Coklu-CLEA sentezine katki maddesi etkisinin

incelendigi deney setinde ise coklu-CLEA’lar PEG-6000 presipitant1 ile hazirlanmistir.

4.1 Toplam Enzim Derisiminin Coklu-CLEA Aktivitesine Etkisi

Coklu-CLEA yapisinda bulunan amilaz ve lipaz enzimlerinin kiitlece oranlart 1:1
olacak sekilde toplam enzim derisimi 100, 150 ve 200 mg/mL derisimlerinde tepkime
ortamina eklenmis ve Bolim 3.2°de belirtildigi sekilde CLEA sentez tepkime
gerceklestirilmistir. Sentezlenen CLEA’larin aktivitelerinin toplam enzim derisimi ile
degisimi Sekil 4.1°de sunulmustur. Toplam enzim derisiminin 100 mg/mL derisimden
200 mg/mL derisim degerine arttirilmasi ile amilaz aktivitesi 1.32 kat, lipaz aktivitesi
1.02 kat artmustir.

Kartal vd. (2011), lipaz enziminin CLEA formunu hazirladiklar1 ¢alismalarinda lipaz
baslangic enzimi derisiminin (12.5 — 100 mg/mL) CLEA’lara etkisini incelemis ve
serbest enzimlere gore aktivitelerini kiyaslamistir. CLEA aktivitesinin 50 mg/mL enzim
derigimine kadar arttig1 gézlenirken daha sonra azaldig: bildirilmistir. Zhang vd. (2015)
biyodizel Gretimi igin lipaz enziminin CLEA formunu sentezledikleri ¢alismalarinda,
baglangic lipaz derisiminin (5 - 25 mg/mL) CLEA ile gergeklestirilen
transesterifikasyon tepkime verimini digiirdiiglinii bildirmislerdir. Yiiksek enzim
derisiminin kompak CLEA formu olusumuna yol actigin1 ve bu sayede i¢ kiitle aktarim

sinirlamalarinin arttigini bildirmislerdir.

Calismamizda incelenen baslangi¢c enzim derisimleri yukarida verilen ¢aligmalara gore
daha yiiksek derisimde olup hazirladigimiz CLEA formu iki enzimi (lipaz ve amilaz)

icermektedir. Lipaz aktivitesinin toplam enzim derisimi degisiminden ¢ok fazla
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etkilenmedigi amilaz enziminin ise aktivite degerinin bir miktar arttig1 gézlenmistir.

Coklu-CLEA hazirlamasinda toplam enzim derigimi sonraki ¢alismalar i¢in 150 mg/mL

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1 Coklu-CLEA aktivitesinin toplam enzim derisimi ile degisimi.

Farkli baglangi¢ toplam enzim derigimlerinde ¢oklu-CLEA’larin kimyasal yapilar1 FTIR

spektroskopisi ile belirlenmis ve Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2 FTIR spektrumlart: Toplam enzim derigsimi etkisi, (a) 100 mg/mL,
(b) 150 mg/mL ve (c) 200 mg/mL.
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Her ii¢ derisim degerinde de beklenildigi gibi protein yapisina ait olan pikler
gbozlenmistir. Peptid grubu titresimlerine bagli olarak ana protein bantlar
1900 — 1200 cm™ spektral bolgede meydana gelmektedir: amid 1 bandi
(1600 — 1700 cm™) C=0 gerilme titresimlerinden, amid II band1 (1580 — 1510 cm™) N-
H egilme titresimi ve C-N gerilme titresimlerinden, amid III band1 (1400 — 1200 cm™)
N-H egilme titresimi, C-Ca ve C-N gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir. FTIR
spektroskopisinde 3342 — 3392 cm™ dalga boylar1 arasinda bulunan genis pikler N-H
ve O-H gerilme titresimlerinden, 2928 — 2937 cm™ dalga sayilari arasindaki pikler ise
C-H gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Natalello vd., 2005; Salgin ve Salgin,
2017).

4.2 Capraz Baglanma Siresinin Coklu-CLEA Aktivitesine Etkisi

Coklu-CLEA sentezinde ¢oktiirme isleminden sonra enzim agregatlarinin bifonksiyonel
ajan gluteraldehit ile ¢apraz baglanma tepkimesinde baglanma siiresi 15, 30, 45 ve
60 min siirelerde incelenmistir. CLEA’larin aktivitelerinin baglanma siiresi ile degisimi

Sekil 4.3’te sunulmustur.
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Sekil 4.3 Coklu-CLEA aktivitesinin ¢apraz baglama siiresi ile degigimi.

Coklu-CLEA sentezinde ¢apraz baglanma siiresinin artmast ile her iki enzim
aktivitesinde Once artis sonra diisiis gozlenmistir. Tepkime siiresinin 15 min’den 30
min’e arttirtlmasi ile amilaz aktivitesi 4.35 kat, lipaz aktivitesi 1.34 kat artmistir. 60 min

tepkime siresi sonunda ise amilaz ve lipaz enzim aktivitelerinde -30 min. slresi ile
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gerceklestirilen tepkimeye kiyasla- amilaz aktivitesinde 0.72 kat azalma, lipaz
aktivitesinde 0.82 kat azalma g6zlenmistir.

Talekar vd. (2013a), a-amilaz, glukoamilaz ve pullulanaz enzimlerini iceren ¢oklu-
CLEA sentezledikleri ¢alismalarinda 4.5 h gapraz baglama siiresinin en uygun deger
oldugunu bildirmislerdir. Bu slirenin altinda ¢apraz baglanma siiresinin yetersiz
oldugunu, bu siirenin {izerinde ise asir1 ¢apraz baglama sonucu enzimin esnek yapisinin

kaybolmasi nedeniyle enzim aktivitesinin azaldigini bildirmislerdir.

Sojitra vd. (2016), a-amilaz, pektinaz ve selllaz enzimlerini iceren manyetik 6zellikli
coklu-CLEA sentezinde gapraz baglanma siiresinin etkisini inceledikleri ¢alismalarinda,
maksimum aktiviteyi 10 h sure sonunda elde etmislerdir. Capraz baglanma siiresinin
daha uzun siirdiigii tepkimelerde olusan biyokatalizér formunun formda daha siki1 bir

yapiya biiriinmesinden dolay1 enzim aktivitesinin diistiiglinii bildirmislerdir.

Chen vd. (2017), papain ve noétraz enzimlerini iceren ¢oklu-CLEA sentezledikleri
calismalarinda optimum capraz baglanma siiresini 4 h olarak belirtmislerdir. 4 h
tepkime slresinin altinda ¢apraz baglanmanin tam olarak ger¢eklesmedigini ve esnek
bir yap1 olustugunu, 4 h tepkime stresinin Ustiinde ise 6nemli Kkatalitik amino asit

kalintilarinin asir1 ¢apraz baglanmasindan dolay aktivitenin azaldigini bildirmislerdir.

Calismamizda ¢oklu-CLEA sentezinde c¢apraz baglanma siiresi aktivitenin en yiiksek
oldugu deger olarak 30 min segilmistir. Yukarida Ozetlenen ¢alismalara kiyasla bu
calismada belirlenen ¢apraz baglanma siiresi kisadir. Bunun nedeni CLEA sentez

yontemlerinin farkli olmasidir.

Sekil 4.4’te farkli gapraz baglanma siirelerinde sentezlenen Goklu-CLEA’larin FTIR
spektrumlar1 sunulmustur. Capraz baglanma siiresinin degismesiyle CLEA yapilarinda

ve spesifik pik siddetlerinde 6nemli bir farklilik gézlenmemistir.
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Sekil 4.4 FTIR spektrumlari: Baglanma siiresi etkisi, (a) 15 min, (b) 30

min (c) 45 min ve (d) 60 min.

4.3 Capraz Baglayic1 Derisiminin Coklu-CLEA Aktivitesine Etkisi

Coklu-CLEA sentezinde ¢oktiirme isleminden sonra enzim agregatlarinin bifonksiyonel
ajan gluteraldehit ile capraz baglanma tepkimesinde gluteraldehit derisimi 32.6, 65.2 ve
130.4 mM degerlerinde incelenmis ve ¢oklu-CLEA aktivitesi ile degisimi Sekil 4.5’te
sunulmustur. Gluteraldehit derisiminin artmasiyla her iki enzim aktivitesinde azalma
gozlenmistir. Gluteraldehit derisiminin 32.6 mM’dan 130.4 mM derisime arttirilmasiyla
amilaz aktivitesi 5.66 kat, lipaz aktivitesi 2.72 kat azalmistir. Bu azalmanin sebebi asiri
capraz baglanma sonucu CLEA yapisinin daha siki bir forma dontismesi dolayisiyla
substratin aktif konumlara ulagmasmin simirlandirilmasidir (Talekar vd., 2013a;

Stressler vd., 2015; Mahmod vd., 2015; Sojitra vd., 2016; Chen vd., 2017).

Calismamizda ¢oklu-CLEA sentezinde en uygun gluteraldehit derisimi aktivitenin en
yuksek oldugu deger olarak 32.6 mM secilmistir ve ¢oklu-CLEA hazirlamasinda

gluteraldehit derisimi sonraki ¢caligmalar i¢in 32.6 mM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5 Coklu-CLEA aktivitesinin ¢apraz baglayici derigimi ile degisimi.

Sekil 4.6’da farkli ¢apraz baglayicit derisimlerinde sentezlenen CLEA’larin FTIR
spektrumlart sunulmustur. En yliksek capraz baglayici derisimi kullanilarak sentezlenen
ve en dustk aktivitenin elde edildigi ¢oklu-CLEA FTIR spektrumunda (Sekil 4.7c¢)
temel pik siddetlerinde (Amid 1 (1641 cm?) ve Amid 1l (1535 cm?)) azalma
gozlenmistir. Amid | bandlar1 enzimler gibi kiiresel proteinlerin ikincil yapilart
hakkinda bilgi vermektedir. Ikincil yap: ise enzim aktivitesiyle iliskilidir. Enzimin
ikincil yapisini olusturan a-heliks ve B-yaprak yapilarinin ¢apraz baglayici derisimi ile

degismesi sonucunda aktivitede azalma gdzlenmistir (Salgin and Salgin 2017).
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Sekil 4.6 FTIR spektrumlari: Capraz baglayict derisimi etkisi, (a) 32.6 mM,
(b) 65.2 mM ve (c) 130.4 mM.

4.4 Presipitasyon Ajan Turinin Coklu-CLEA Aktivitesine Etkisi

Coklu-CLEA sentezinde organik cozuctler ve iyonik olmayan polimerler gibi farkli
presipitasyon ajan tirleri (etanol, aseton, PEG-200, PEG-6000 ve ta¢ eter) ve

miktarinin etkisi incelenmistir.

Farkli derisimlerde etanol, aseton ve PEG-200 sivi presipitantlart kullanilarak
hazirlanan ¢oklu-CLEA aktivitelerinin degisimi Sekil 4.7°de sunulmustur. Sekil 4.7a’da
etanoliin presipitant olarak kullanildig1 durumda etanol miktarinin 5 mL’den 10 mL’ye
arttirilmast durumunda amilaz aktivitesinde 1.16 kat artis, lipaz aktivitesinde ise 0.61
kat diisiis gozlenmistir. Asetonun presipitant ajani olarak kullanildigi durumda (Sekil
4.7b) ise aseton derisiminin arttirilmasiyla amilaz aktivitesinde 1.14 kat artis, lipaz
aktivtesinde 0.78 kat diisiis gozlenmistir. Sekil 4.7¢’de, PEG-200 kullanildig1 durumda,
presipitant miktarinin arttirtlmasiyla her iki enzim aktivitesinde azalma (amilaz i¢in
0.78 kat, lipaz i¢in 0.43 kat) gozlenmistir. Dolayisiyla lipaz enzimi igin presipitasyon
ajan miktarinin arttirilmasi aktivite Gzerine olumsuz etki yaparken, amilaz enzimi igin

etanol ve aseton presipitantlarinin aktivite tizerine bir miktar olumlu etkisi gézlenmistir.
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Sekil 4.7. S1v1 presipitant tiir ve miktarinin CLEA aktivitesine etkisi; (a) Etanol,
(b) Aseton ve (c) PEG-200.
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Kat1 presipitasyon ajan tiirii olarak PEG-6000 (0.45-1.8 g) ve ta¢ eterin (0.1 ve 0.5 g)
CLEA aktivitesine etkisi incelenmis ve Sekil 4.8’da sunulmustur. Coklu-CLEA
sentezinde PEG-6000 miktar1 i¢in en uygun deger 0.60 g olarak belirlenmis, bu miktarin
ustinde aktivitede azalma gozlenmistir. PEG-6000 miktarinin 0.45 g’dan 0.60 g’a
arttirtlmasiyla amilaz aktivitesinde 1.16 kat, lipaz aktivitesinde ise 1.36 kat artis
gozlenmistir. Coklu-CLEA sentezinde PEG-6000 miktar1 0.60 g degerinden 1.80 g
degerine ¢ikarildiginda amilaz aktivitesinde 0.58 kat, lipaz aktivitesinde 0.75 kat azalma

g6zlenmistir.

Coklu-CLEA sentezinde, PEG-6000 presipitantinin optimum miktar1 (0.60 g) ile
(NH4)2SO4  presipitantt  kiyaslandiginda; PEG-6000 presipitantinin, (NH4)2SO4
presipitantina gore amilaz aktivitesini 1.38 kat arttirdigi, lipaz aktivitesini ise 1.24 kat
arttirdignr  gozlenmistir. PEG-200 presipitantt  kullanildigi durumda ¢oklu-CLEA
aktivitesinde ciddi bir azalma gozlenmesine ragmen, PEG-6000 kullanildiginda
aktivitedeki artisin PEG’in molekiil agirligi ile orantili oldugunu gostermistir. Polizelli
vd. (2008), PEG’in zincir uzunlugunda artisin hidrofobik yapisinda artisa bunun ise
substratin daha kolay aktif konumlara ulasmasina sagladigini ve aktivitenin arttigini

bildirmislerdir.

Sekil 4.8b’de ta¢ eterin presipitant olarak kullanildigi durumda ta¢ eter miktarinin
0.1’den 0.5 g’a arttirilmast durumunda amilaz aktivitesinde 0.22 kat azalma, lipaz

aktivitesinde ise 1.23 kat artis gézlenmistir.
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Sekil 4.8 Kat1 presipitantlarin CLEA aktivitesine etkisi; (a) PEG-6000 ve (b) tac eter.

Deneysel c¢alismalarin baslangi¢ asamasinda ¢oklu-CLEA sentezinde (NH4)2SO4
presipitant olarak kullanilirken bu agamadan sonra yapilan deneylerde presipitant tiirG

olarak daha yiiksek aktivite gézlendigi icin PEG-6000 (0.60 g) kullanilmustir.

Dalal vd. (2007), pektinaz, ksilanaz ve seliilaz iceren coklu-CLEA sentezinde farkli
presipitant tlrlerinde (aseton, dimetoksietan ve n-propanol) ¢oklu-CLEA aktivitesini
incelemislerdir ve n-propanol presipitantinin kullanildigi durumda her ii¢ enzim igin
tam ¢okme oldugunu bildirmislerdir. Coklu-CLEA’da en yiiksek aktiviteyi n-propanol

kullandiklar1 durumda elde etmislerdir.

Matijosyté vd. (2010), sentezledikleri ti¢ farkli kaynaktan elde edilen lakkaz-CLEA igin

organik  cozlcller (etanol, izopropanol, aseton, asetonitril, dioksan ve
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dimetilformamid), (NH4)2SO4 ve iki farkli PEG tirini (PEG 1500 ve PEG 3400)
presipitant olarak incelemislerdir. Her bir lakkaz-CLEA igin presipitant turleri farkl
etkiler gdstermistir. Iyonik olmayan polimerlerde molekiil agirlig: arttikga aktivitenin

arttig1 gdzlenmistir.

Kartal vd. (2011), sentezledikleri lipaz-CLEA igin organik ¢ozuculerin (etanol, tert-
bunatol, aseton ve izo-propanol) ve (NH4)2SOs tuzunun presipitasyona etkisini
incelemislerdir. Maksimum CLEA  aktivite kazanimmni etanol kullanarak
sentezlediklerinde elde etmiglerdir. Agregasyon hizinin enzim denatiirasyonunda
onemli oldugunu bildirmislerdir. Presipitasyon basamaginda olusan enzim
agregatlarinin, reaksiyon icin elverisli olmayan indiiklenmis bir konformasyonda
olabilecegini, fakat tampon icinde tekrar c¢oziindiiklerinde normal aktivite

sergilediklerini bildirmistir.

Cui ve Jia (2013), su ile karigsabilen organik ¢oziiciilerin genellikle enzimlerin
denatiirasyonunu indiikledigini, bunun da enzimlerin aktivite kaybina neden oldugunu
ve sonugta sentezlenen CLEA'larin aktivite verimini diislirdiiglinii belirtmislerdir.
Calismamizda da organik ¢oziiciiler, (NH4)2SO4 ve PEG-6000 presipitantlarina kiyasla

daha diisiik aktivite gdstermistir.

Talekar vd. (2013a), sentezledikleri a-amilaz, glukoamilaz ve pullulanaz enzimlerinin
coklu-CLEA sentezinde etanol, n-propanol, biltanol, aseton, asetonitril, dimetilstlfoksit
(DMSO) ve (NH4)2SO4 maddelerini presipitant olarak denemislerdir. En yiiksek ¢oklu-
CLEA aktivitesini (NH4)2SO;4 ile, en disiik aktivite degerlerini ise DMSO ile elde
etmiglerdir. Presipitantlarin etkin bir c¢oktiirme islemi gergeklestiremedigi takdirde

CLEA aktivitesinde kayip olabilecegini bildirmislerdir.

Nadar vd. (2016), a-amilaz CLEA icin (NH4)2SOg4, aseton, metanol, asetonitril, etanol,
izo-propanol gibi ¢esitli presipitantlarinin aktivite zerine etkisi incelenmisler ve en
yuksek aktiviteyi (NH4)2SO4 ve aseton kullanildigr durumda elde ederken en diisiik

aktiviteyi etanol iceren ortamda elde etmistir.

Chen vd. (2017), ¢oklu-CLEA sentezledikleri g¢alismalarinda (NHa4)2SO4 ve etanol
presipitantin1 kullanmiglardir. Elde ettikleri sonuglarda etanol presipitant1 ile hazirlanan
CLEA’nin  (NH4)2SOs4 kiyasla yaklasitk %7 daha fazla aktivite gosterdigini
belirtmislerdir.
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Pervez vd. (2019), amiloglukozidaz-CLEA sentezinde presipitasyon ajan tlrtinin
etkisini inceledikleri ¢alismalarinda (NH4)2SO4 icin %83, bitanol icin %70, etanol,
metanol ve PEG presipitantlari i¢in sirasiyla %66, %61, ve %56 agregasyon verimini
gozlemislerdir. Organik c¢oziiciilerin protein molekiiliinii denatiire ederek verimi
azalttigini, (NH4)2SO4 derisiminin arttirilmasiyla CLEA’larin iri taneli hale geldigini ve

daha kolay geri kazanim ve yiiksek stabiliteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Ozacar vd. (2019), sentezledikleri proteaz, katalaz ve lipaz iceren Coklu-CLEA’lar igin
aseton ve etanol presipitantlarin1 denemislerdir. Etanolii presipitant olarak kullandiklar
durumda kalan aktivitenin %20’den daha az oldugunu bildirmislerdir. Bunun nedenini
etanoliin enzimi denatiire etmesi olarak bildirmislerdir. Aseton ile daha yuksek bir

aktivite elde etmislerdir.
4.4.1 Presipitasyon ajan turindn ¢oklu-CLEA yapisina etKisi

Farkli presipitant tiirleri ve derisimleri kullanilarak sentezlenen ¢oKlu-CLEA’larin
kimyasal yapilar1 FTIR spektrometrsinde analizlenmistir. Etanol ile presipite edilen
coklu-CLEA’larin Sekil 4.9’da sunulan FTIR spektrumlarinda, etanol derisiminin
arttirilmasinin - biyokatalizor yapist iizerinde fazla bir degisime sebep olmadig

gbzlenmigtir

1391.88

3271.95

1534.95

\
1638.41 5mL

I

1057967 .94

10 mL
I /
978. 8 86741 67122

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800  650.0
cm-1

%T

T
2404.29

T
1446.%1 \
1392.06 1240.

1541.39

3261.81 i
1641.89

Sekil 4.9 FTIR spektrumu: Etanol presipitasyon ajani etkisi.
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Sekil 4.10°da aseton ve Sekil 4.11’de PEG-200 presipitantlar1 kullanilarak sentezlenen
coklu-CLEA’larin FTIR spektrumlari sunulmustur. Her iki presipitant miktarinin
artirilmasiyla temel enzim pikleri olan Amid | ve Amid Il bandlarimin siddetinde

azalma gézlenmistir.
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Sekil 4.10 FTIR spektrumu: Aseton presipitasyon ajani etkisi.
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Sekil 4.11  FTIR spektrumu: PEG-200 presipitasyon ajani etkisi.
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Sekil 4.12°de kati presipitant PEG-6000’nin kullanilarak en yiiksek ve en diisiik aktivite
degerlerinin elde edildigi CLEA’larin FTIR spektrumlart sunulmustur. Enzimin temel

yap1 piklerinde bir bozulma gozlenmemistir.
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Sekil 4.12 FTIR spektrumu: PEG-6000 presipitasyon ajani etkisi.

Sekil 4.13’te sunulan FTIR spektrumlarinda presipitant olarak ta¢ eter kullanilmistir ve
ta¢ eterin enzim yapisini tamamen degistirdigi tespit edilmistir. Yapidaki bu degisim

diger presipitantlara gore aktivitenin ¢ok diisiik olmasina sebep olmustur.
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Sekil 4.13 Coklu-CLEA sentezinde tag eter presipitasyon ajani etkisi: FTIR spektrumu.
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4.4.2. Presipitasyon ajan turuntn ¢coklu-CLEA morfolojisine etkisi

Farkli presipitant tiirleri kullanilarak sentezlenen ¢oklu-CLEA’larin morfolojik yapisi
SEM cihazinda analizlenmistir. (NH4)2SOs, etanol, aseton ve PEG-6000 presipitantlari
ile sentezlenen ¢oklu-CLEA SEM gorintilerinden elde edilen yapilarin gézenekli ve
amorf yapilar oldugu ve ayrica genelde siingerimsi yapiya sahip oldugu gozlenmistir
(Sekil 4.14). Farkli presipitant tiirleri kullanilarak sentezlenen ¢oklu-CLEA’lar
literatiirdeki calismalar ile benzerlik gostermektedir. Bosluklu yapilara sahip olan
CLEA’larin yiizey alani fazladir ve substratin aktif konumlara ulagsmasi/kiitle aktarimi
daha kolaydir. Dolayisiyla daha yiiksek aktivite gosterirler (Schoevaart vd., 2004; Aytar
ve Bakir, 2008; Ayhan vd., 2012; Tiikel vd., 2013; Chen vd., 2017; Salgin ve Salgin,
2017).
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Sekil 4.14 Coklu-CLEA SEM fotograflari: Presipitasyon ajan tlri etkisi, (NH4)2SO4
(A), Etanol (B), Aseton (C), PEG_200 (D), PEG-6000 (E) ve Tag eter (F).
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4.5 Katki Maddelerinin Coklu-CLEA Aktivitesine Etkisi

Coklu-CLEA aktivitesine BSA, L-Lizin, ta¢ eter ve Triton X-100 gibi farkli katki

maddelerinin etkisi tepkime ortamina farkli derisimlerde eklenerek incelenmistir.

BSA’nin ¢oklu-CLEA aktivitesi etkisi 1.67, 3.33 ve 6.66 mg/mL derisim degerlerinde
incelenmis ve Olciilen aktivite degerleri Sekil 4.15’te sunulmustur. BSA’ nin derisiminin
artmasiyla -katkisiz CLEA’ya kiyasla- genelde amilaz ve lipaz aktivitelerinde artis
gbzlenmistir. BSA katkisinin aktiviteye olumlu ektisi lizin kalintilarin1 igermesinden
kaynaklanmaktadir. BSA, protein yapisinda var olan lizinin serbest amino gruplariyla
gluteraldehitin ¢apraz baglanmay1 gelistirir. Tepkime ortamma BSA eklenmesi
ortamdaki protein miktarini artirarak enzimin denatiirasyonunu engeller (Ozacar vd.

2019).
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Sekil 4.15 Coklu-CLEA aktivitesine BSA etkisi.

Coklu-CLEA sentezinde L-lizinin farkli derisimlerinin aktiviteyle etkisi 1.67, 3.33 ve
6.66 mg/mL degerlerinde incelenmis ve Olclilen aktivite degerleri Sekil 4.16’da

sunulmustur.
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Sekil 4.16 Coklu-CLEA aktivitesine lizin etkisi.

Lizin derisimi arttikga amilaz ve lipaz aktivitelerinden olusan Coklu-CLEA aktivitesinin
arttigl gozlenmistir. Bir amino asit olan lizin kalintilar1 genelde enzimin katalitik
ozelligini saglayan amino asit grubu i¢inde yer almaz, ancak ¢apraz baglanma yaparak
protein konformasyonunu dolayisiyla katalitik aktivitesini korurlar. Gluteraldehit capraz
baglayicisi, sulu ¢ozelti iginde farkli formlarda —monomerik, polimerik ve siklik
yapilar- bulunmaktadir ve bu formlarin hepsi proteinlerin lizin kalintilar1 (¢-amino grup)
ile tepkime verebilmektedir. Lizin derisiminin arttirilmasi ile gluteraldehit, enzimin
aktif konumlarindaki katalitik gorev yapan amino asitler yerine lizin ile ¢apraz
baglanarak aktif konumlarda bulunan amino asitlerin ¢apraz baglanmasini engellemistir
(Aptis 2012). Calismamizda lizinin tiim derisim degerlerinde sentezlenen CLEA
aktivitelerinin, lizin icermeyen ortamda sentezlenen CLEA aktivitesine gére daha

yuksek oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.17°de ¢oklu-CLEA sentezinde farkli derisimlerde ta¢ eterin kullanilarak
sentezlendigi CLEA aktiviteleri verilmistir. Tag¢ eterin amilaz aktivitesini her derisim
degerinde arttirdig1 gozlenirken, lipaz aktivitesinde onemli bir degisiklige neden

olmadig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.17 Coklu-CLEA aktivitesine tag eter etkisi.

Triton X-100 katki maddesi derisimiyle ¢oklu-CLEA aktivitesinin degisimi
Sekil 4.18°’de sunulmustur. Triton X-100 derisiminin artmasiyla amilaz aktivitesi
artarken, lipaz aktivitesinde azalma gozlenmistir. Triton X-100 ilavesinin, lipaz CLEA
aktivitesi iizerinde diger yiizey aktif maddelerine kiyasla diisiik bir etkisi oldugu

bilinmektedir (Zhang vd., 2015).
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Sekil 4.18 Coklu-CLEA aktivitesine Triton X-100 etkisi.
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Triton X-100 enzim yapisi iginde gomiilii olarak bulunan hidrofobik gruplar agiga
cikararak konformasyonel degisimi saglar. Boylece substratin enzimin aktif
konumlarma ulasimi kolaylastiritlmis olur. Triton X-100 genelde proteinleri denatire
etmez. Bu 6zelligi Triton X-100 molekiiliiniin sahip oldugu yiiklii olmayan polar bas
kism1 ve apolar alkilfenil kuyruk kismindan kaynaklanmaktadir, yani ne ¢ok uzun ne
¢ok esnek bir molekiildiir (Dingyiirek 2011, Elaldi 2018). Dolayisiyla Triton X-100 bu
karakteristik &zellikleri sayesinde coklu-CLEA binyesindeki amilaz aktivitesinde
caligilan her derisimde artisina sebep olurken, yiiksek derisimlerde lipaz aktivitesinde

diisiise sebep olmustur.
4.5.1 Katki maddelerinin ¢oklu-CLEA yapisina ve morfolojisine etkisi

Katki maddeleri ile ¢alisilan her bir kosulda ¢oklu-CLEA’larin FTIR spektrumlari
alinarak kimyasal yapilar1 analizlenmistir. Sekil 4.19 — 4.22°de sirasiyla BSA, lizin,
Triton X-100 ve ta¢ eterin farkli derisimlerinde sentezlenen coklu-CLEA FTIR

spektrumlart sunulmustur.

Calisilan tiim kosullarda FTIR spektrumunlarinda temel protein pikleri Amid I ve
Amid II bandlarinin korundugu yapinin degismedigi genel olarak gézlenmistir. Temel
pik siddetlerinde az miktarda artis veya azaliglar gozlense de pik siddetlerindeki
degisimi biyokatalizor aktivitesiyle iliskilendirebilmek i¢in ikincil yapi analizlerinin

yapilmasi daha dogru sonug verecektir.

Cesitli katki maddeleri kullanilarak sentezlenen ¢oklu-CLEA’nin SEM gériintiileri ise
Sekil 4.23’te sunulmustur. Genelde CLEA’larin gozenekli ve amorf yapiya sahip

oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.19 FTIR spektrumu: Coklu-CLEA sentezinde BSA miktar1 etkisi.
: \ ]
3269.65 2930.82 145201 1245.0
1535.07 1389.32 1.67
107177
327152 2930.61 1388.84
1534.87
3.33
1641.89
1071.26
I ‘ 1
326542 2883.32 T 1342.64 842.37
/153516
1647.94 6.66
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800  650.0

cm-1

Sekil 4.20 FTIR spektrumu: Coklu-CLEA sentezinde L-lizin miktar etkisi.
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Sekil 4.21 FTIR spektrumu: Coklu-CLEA sentezinde Triton X-100 miktar1 etkisi.
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Sekil 4.22 FTIR spektrumu: Coklu-CLEA sentezinde tag eter miktar etkisi.
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Sekil 4.23 Coklu-CLEA SEM fotograflari: Katki maddesi etkileri, BSA (A), L-Lizin
(B), Triton X-100 (C) ve Tag eter (E).

4.6 Coklu-CLEA igin Optimum Cahsma Kosullarinin Belirlenmesi

Coklu-CLEA aktivitesinin maksimum oldugu optimum pH ve sicaklik degerleri Boliim

3.4’de verilen yontem kullanilarak belirlenmistir.

Farkli pH degerlerinde (pH=6.0, 6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0) hazirlanan 0.1 M NaHPOs-
NaH2PO4.2H20 tamponu igerisine alinan ¢oklu-CLEA’lar 1 h boyunca inkiibe
edildikten sonra aktivite Ol¢timleri gergeklestirilmistir. Sekil 4.24’de c¢oklu-CLEA
aktivitesinin pH ile degisimi sunulmustur. Hem amilaz hem de lipaz enzimi icin benzer
pH degerlerinde CLEA aktivitelerinde artig goriilmiistiir. Coklu-CLEA’da pH degeri
6’dan 6.5’¢ arttirildiginda amilaz aktivitesi de 1.26 Kkat, lipaz aktivitesi ise 1.27 kat
artmistir. pH degeri 6.5’den 7.0 degerine arttirlldiginda ¢oklu-CLEA amilaz
aktivitesinde 0.78 kat, lipaz aktivtesinde ise 0.89 Kkat diisiis gozlenmistir. pH degeri
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7.0’den 7.5’e¢ arttirnnldiginda ¢oklu-CLEA amilaz aktivitesinde 1.05 kat, lipaz
aktivitesinde ise 1.18 kat degerinde artis gozlenmistir. pH degeri 7.5’den 8’e
getirildiginde ise ¢oklu-CLEA amilaz aktivitesinde 0.47 kat, lipaz aktivitesinde ise
0.76 kat diistis gozlenmistir.
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Sekil 4.24 Coklu-CLEA aktivitesinin pH ile degisimi.

Coklu-CLEA igin optimum pH=7.5 olarak belirlenmistir. Coklu-CLEA igin daha

sonraki analizlerde pH=7.5 degerinde ¢aligilmistir.

Literattirde belirtilen serbest a-amilaz’in optimum pH (6.8) ve sicaklik (37°C) degerleri
ve lipaz’in optimum pH (7.5) ve sicaklik (37°C) degerleri, sentezledigimiz g¢oklu-
CLEA’lara gore daha dar pH ve sicaklik araliklarinda aktivite gostermektedir.
CLEA’lar serbest enzimlere kiyasla daha genis pH araliklarinda aktivite gosterebilir
(Isfahani vd., 2015; Nguyen vd. 2017). Coklu-CLEA'larm yiiksek stabilitesi, enzim
konformasyonel degisikliklerini Onleyen, inter ve intramolekiiler kovalent capraz
baglanma ile agiklanabilir (Wang vd., 2011; Ahumada vd., 2015). Bu baglanmalar, ileri
derece yapisal degisikliklerin olusumunu azaltmaya yardimci olmus ve pH direncinin

artmasimna neden olmustur (Nguyen vd. 2107). Enzim molekiillerinin baglandigi
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glutaraldehit, enzimin yiizeyi lizerindeki mevcut tim amino gruplarini ¢apraz baglar.
Dolayistyla, enzim ylizeyindeki asidik gruplar, optimum pH't daha yiiksek degerlere
getiren enzim proteinine negatif yiuk verir. CLEA formu olusturulan enzimlerin
optimum pH noktalar1 serbest formdaki hallerine gore daha baziktir. (Talekar vd.,
2013a; Pervez vd. 2019).

0.1 M, pH=7.5 Na;HPOs-NaH2P0O4.2H>0 tamponu igerisine alinan c¢oklu-CLEA’lar
farkli sicaklik degerlerinde (T=15, 25, 35, 45, 55 ve 65°C) 1 h boyunca inkiibe
edildikten aktivite 6lcimleri gergeklestirilmistir. Sekil 4.25°te ¢coklu-CLEA aktivitesinin
sicaklik ile degisimi sunulmustur. Sicakligin artmasiyla her iki enzim aktivitesi 35°C’ye
kadar artmis daha sonrasinda azalmustir. Sicaklik degeri 15°C degerinden 35°C degerine
kadar arttirildiginda ¢oklu-CLEA amilaz ve lipaz aktiviteleri de artis gostermistir. Bu
sicaklik artis1 ile amilaz aktivitesinde 1.55 kat, lipaz aktivitesinde ise 1.64 kat artis
gozlenmistir. Daha sonra sicaklik degeri 35°C degerinden 65°C degerine arttirildiginda
coklu-CLEA hem amilaz hem de lipaz aktivitesinde azalma gozlenmistir. Bu
sicakliktaki degisim ile amilaz aktivitesinde 0.08 kat, lipaz aktivitesinde ise 0.05 kat
aktivite kaybi gozlenmistir. Bu sonuglara gore daha sonraki iglemler igin optimum

sicaklik degeri her iki enzim i¢in de 35°C olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.25 Coklu-CLEA aktivitesinin sicaklik ile degisimi.
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4.7 Coklu-CLEA Tekrar Kullanilabilirligi

Endiistriyel uygulamalarda immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi, maliyet
acisindan etkin kullanim i¢in 6nemli bir faktordiir. Bu ¢alismada Boliim 3.5’te verilen
yontem uygulanarak lipaz ve amilaz enzimlerini iceren ¢oklu-CLEA’nin tekrar
kullanilabilirligi incelenmistir. Sekil 4.26’da her bir kullanimdan sonra 6lg¢iilen aktivite
degerleri bagil aktivite olarak sunulmustur. Coklu-CLEA’larin 4 dongii sonunda bagil
aktivite degerleri amilaz igin %57, lipaz icin %23 olarak bulunmustur. Talekar vd.
(2013a), sentezledikleri tasiyicisiz c¢oklu-CLEA’da bes dongiide aktivitenin iyi

korundugunu, sonrasinda sekizinci dongiiye kadar aktivitenin diistiigiinii bildirmistir.

Schoevaart vd. (2004), CLEA’larinda santrifiij sonras1 kimelesme problemin oldugunu
ve bunun da substratin aktif merkezlere kiitle aktarimimi zorladigini bildirmistir.
Tekrarlanan kullanimdan sonra aktivitedeki azalma, mekanik hasardan ve tekrarlanan

tamponla yikama ve enzimin sizmasindan kaynaklanabilmektedir (Nadar vd. 2016,

Talekar vd. 2012).

—e— Amilaz
—O— Lipaz

80 A
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40 ~
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2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tekrar Kullamim

Sekil 4.26 Coklu-CLEA tekrar kullanilabilirligi.
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4.8 Coklu-CLEA Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Coklu-CLEA’larin Michealis-Menten Kinetik sabitleri farkli derisimlerde lipaz enzimi
icin p-NPA (0.03 — 0.50 mM) ve amilaz enzimi icin nisasta (11 — 42 mM) substratlari
kullanilarak 0.1 M NapHPO4-NaH>P0O4.2H,O tamponunda optimum sicaklik ve pH
(pH=7.5 ve T=35°C) degerlerinde 200 rpm karistirma hiz1 kosullarinda gerceklestirilen

hidroliz tepkimelerinin baslangi¢ hizlarinin 6l¢iilmesiyle belirlenmistir.

Sekil 4.27°de ¢oklu-CLEA biinyesindeki amilaz enzimi igin nisasta substrati
kullanilarak hidroliz tepkimesinin baslangi¢ hizlarinin 6l¢iim verilerinden olusturulan
Lineweaver-Burke grafigi sunulmustur. Amilaz enzimi i¢in Michealis-Menten sabitleri

Km=442.68 MM ve Vmax=2265.52 mg/min olarak hesaplanmuistir.

Coklu-CLEA bunyesindeki lipaz enzimi i¢in farkli p-NPA derisimlerinde elde edilen
hiz verileri Lineweaver-Burke grafiginin ¢iziminde kullanilmistir (Sekil 4.28). Elde
edilen dogrunun kayma degerinden Vmax degeri 3.45 pmol/min olarak, egim degerinden

Kwm degeri 0.0475 mM olarak belirlenmistir.

0,018

® 2=09971

0,016 -

0,014 -

0,012 -

0,010 1

1/V, min/mg

0,008 -

0,006
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0,02 0,04 0,06 0,08

1c, mm*

Sekil 4.27 Lineweaver-Burke grafigi: Amilaz agregati
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Sekil 4.28 Lineweaver-Burke grafigi: Lipaz agregati

Vmax degeri enzimin kendine ozgii ozelliklerini yansitirken, boliinme ve yayilma
etkilerine bagli olarak Km degeri enzimin etkinligini yansitmaktadir. Km degeri ile
enzimin substrata afinitesi arasinda ters bir iliski vardir (Salgin ve Salgin, 2017).
Immobilizasyona bagli konformasyonel degisikliklerin, enzimin aktif bdlgesini
substrata dogru yonlendirmesine yardimeir oldugunu 6ne siirtilmektedir (Aytar ve Bakar,
2008; Sangeetha ve Abraham, 2008; Talekar vd. 2012). Km degerlerinin yiiksek olmasi
capraz baglandiktan sonra immobilize enzim yapisinin konformasyonel esnekliginin
azaltilmast ve makro molekiiler substrat i¢in smirli erisilebilirligin azalmasi olarak

aciklanabilir (Nadar ve Rathod, 2016; Sojitra vd., 2016) .
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5. SONUCLAR

Coklu enzim sistemlerin tasarimi; kisa dongii siiresi, iliretimin artmasit ve ardisik
enzimatik tepkimelerde substratin etkin taginimi gibi g¢esitli avantajlar sunmaktadir. Bu
yiiksek lisans ¢aligmasinda, amilaz ve lipaz enzimleri tek bir CLEA yapisina entegre
edilerek coklu-CLEA biyokatalizorleri sentezlenmistir. amilaz ve lipaz enzimlerinin
coklu-CLEA formlar1 sentezlenmistir. Coklu-CLEA sentezinde enzim aktivitesine;
toplam enzim miktari, ¢apraz baglayici ajan derisimi, ¢apraz baglanma siiresi, gesitli
presipitantlar, katki1 maddeleri etkileri incelenmistir. Ayrica, ¢oklu-CLEA igin optimum
pH ve sicaklik degerleri, tekrar kullanilabilirligi, Kinetik parametreleri, morfolojik ve

kimyasal yapilar1 incelenmistir. Elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

e Toplam enzim derisiminin arttirilmasi ile ¢oklu-CLEA aktivitesinde artis
gbzlenmistir.

e (apraz baglanma siiresinin arttirilmasiyla ¢oklu-CLEA aktivitesi bir miktar
artmis, daha sonra azalmistir.

e (apraz baglayici derisiminin arttirilmasiyla coklu-CLEA aktivitesi azalmistir.

e En uygun presipitant PEG-6000 olarak ve miktar1 0.6 g olarak belirlenmistir.

e En uygun katki maddesi L-lizin ve derisimi, 3.33 mg/mL olarak belirlenmistir.

e Coklu-CLEA icin en uygun sicaklik ve pH degerleri sirasiyla 35°C, pH= 7.5
olarak kabul edilmistir.

e Coklu-CLEA’lar 4 dongii sonunda katalitik aktivitesini onemli bir kismini

korumustur.
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EK-1 p-NP Spektrum Taramasi

0.1 M ve pH=7.5 kosullarindaki Na;HPO4-NaH2PO4 tampon sisteminde hazirlanan
p-NP'iin UV—Vis spektrofotometreden elde edilen spektrumu Sekil E1'de gosterilmistir.
Spektrum taramasinda da goriildiigii gibi spektrofotometrik ¢alismalar i¢in en uygun

dalga boyu degeri p-NP i¢in 404 nm olarak saptanmustir.

AYE_153252 - Manipulated

0.112 | T T

0.100

404 nm

Abs.

0,080

0,000

0,014 ! 1 ]
200,00 300,00 400,00 500.00 500,00
nm.

Sekil E1 p—Nitrofenol'lin spektrum taramasi
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EK-2 p-NP i¢in Kalibrasyon Dogrusu

Cizelge El'de p-NP’in 0.1 M ve pH=7.5 kosullarindaki Na2HPO4-NaH2PO4
tamponunda farkli derisimlerinde hazirlanan ¢ozeltilerinin 25°C sicaklikta ve A=404 nm
dalga boyunda UV-Vis spektrofotometrede okunan absorbans degerleri sunulmustur.
Cizelge El'deki verilerin grafige gecirilmesi ile elde edilen p-NP’iin kalibrasyon
dogrusu Sekil E2'de gosterilmis olup R? degeri 1 olarak belirlenmistir.

Cizelge E1 p—Nitrofenol derisimlerinde 6l¢iilen absorbans degerleri

p—NP derisimi (uM) 2 4 6 8 10
Absorbans 0.029 0.055 0.081 0.107 0.130
0,16
0.14 - y=0,013x+ 0,002
« R?=0,999
0.12
0,10 +
< 0.08 -
0,06 -
0.04 -
0.02 4
0.00 = T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Cp-NP (HM)

Sekil E2 p—NP i¢in kalibrasyon dogrusu.
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EK-3 p-NP i¢in Absorptivite Degerinin Belirlenmesi ve Enzim Hidrolitik Aktivitesinin
Hesaplanmasi
Seyreltik sistemlerde absorbans ile derisim arasindaki iliski Lambert—Beer yasasi ile
tanimlanir (Esitlik E1).

A=¢ebC (E1)
Burada;

A : Absorbansi

€ : Molar absorptivite katsayisi

b : Isigin ¢bzelti i¢inde aldigi yol

C : Cozelti derisimi
Esitlik (E1)'in her iki tarafi herhangi bir bagimli degiskene gore tiirevi alinirsa
Esitlik (E2) elde edilir.

dA=d(ebC) (E2)
€ ve b birer sabit oldugundan tiirev disina ¢ikartilir ve diizenlenirse Esitlik (E3) elde
edilir.

dA=¢bdC (E3)
Lambert—Beer yasasi, derisim ile absorbans iligkisinin dogrusal oldugu durum igin
tanimlanmis bir yasadir. Bu durumda bir adi tiirevli diferansiyel denklem A seklinde
farklarla ifade edilebilir (Esitlik E4).

AA=¢b AC (E4)
Sekil E2'de gosterilen kalibrasyon dogrusu lineer bir degisim gostermektedir. Bu
degisimin egimi Esitlik (E4)'de verilen eb degerinin kolaylikla Esitlik (ES) yardimiyla
bulunmasini saglar.

Egim =2 =¢b (E5)
Sekil E2’de sunulan p-NP derisime kars1 absorbans degerleri-grafigin egimi Denklem
E5 geregince molar absorptivite katsayist ve 1s18in ¢ozelti icindeki aldigi yolun
carpimina esittir (Esitlik E6).

eb=0.013 uM ! (E6)
Burada; b=1 cm olduguna gore € = 0.013 uM~* cm™ bulunur.
CLEA ile p-NPA’m hizdroliz tepkimesi, tepkime stokiyometrisine gore 1 umol {iriin
yani p-NP a¢iga c¢ikmast i¢in es molar p-NPA substrati gerektirmektedir.

Esitlik (E3)'deki tiirev zamana gore alinirsa Esitlik (E7) elde edilir;
dA

dcC
E = Sba (E7)

75



Derisimin zamanla degisimi olusan iiriin i¢in de ayni zamanda tanimlanabilinir
(Esitlik E8) ve bu derisim lineer bir iligkinin s6z konusu oldugu bolge igin yazilirsa bu

durumda Esitlik (E9) elde edilir.

dc _ 1 dA
dt &b dt (E8)
AC _ 1 AA
E_sb At (E9)

Esitlik (E9)'daki matematiksel ifade, Bolim 3.3’de verilen hidrolitik aktivitenin

tanimina gore asagidaki sekilde diizenlenmistir.

AC 1 AA

At (1cm)(0.013 em™1uM™1)) (60) saniye (E10)
AC M

=—==1282—F"— A (E11)
At saniye

E _ 1282 ul\-/l 60 san.iye umol/L 1L 25 mL. 1000mg enzim AA (E12)
At sanlye 1dakika 1puM 1000 mL 2 mgenzim 1 g CLEA

ac (umol)

At = 9619 (g CLEA)(dakika) (E13)
Ac (umol)

vy U=961.5 (& CLEA) (dakika) AA (E14)

Coklu-CLEA biyokatalizortniin hidrolitik lipaz aktivitesinin belirlenmesine iliskin
ornek bir hesaplama; 35°C ve pH 7.5 kosullarinda p—NPA’m enzimatik hidroliz
tepkimesi sonunda ac¢iga c¢ikan iirin p—NP1in c¢ozelti icindeki {retim hizi
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Kinetik modda gerceklestirilen absorbans
Olgtimlerinin 2-3 ve 3-4 dakikalar1 arasinda olusan {iriiniin absorbans degerleri
farklarinin aritmetik ortalamalarindan yararlanilarak hesaplanmistir. Bu dakikalar
aktivitenin en diizglin artan noktalar1 oldugundan secilmistir. 2, 3 ve 4 noktalarinda
absorbans degerleri sirastyla; 0.604, 0.987 ve 1.244 olarak saptanmistir. Elde edilen
deneysel bulgular 15181nda enzimin hidrolitik aktivitesi Denklem (E14)'den yararlanarak
asagidaki gibi belirlenmistir.
AA23=0.987-0.604 = 0.383

AA34=1.244-0.987 = 0.257

_ AA3,4+AA2,3 _ 0.257+0.383
q

AA: = 0.320

AC_ . _ (umol)
- U=9615 (& CLEA)(dakika) x 0.320

A
U= 307.68 — (™o

(g CLEA)(dakika)
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EK-4 Maltoz icin Absorptivite Degerinin Belirlenmesi ve Enzim Hidrolitik
Aktivitesinin Hesaplanmasi
Coklu-CLEA  biyokatalizérii  ile  nisastanin  hizdroliz ~ tepkimesi, tepkime
stokiyometrisine gore 1 pmol iiriin yani maltoz agiga ¢ikmasi i¢in es molar nisasta
substrat1 gerektirmektedir.
Maltoz derisime karsi absorbans degerleri Esitlik E5 geregince molar absorptivite
katsayisi ve 15181n ¢ozelti i¢indeki aldig1 yolun ¢arpimina esittir (Esitlik E6).

gb=1.503 uM ! (E6)
Esitlik (E9)'daki matematiksel ifade, Bolim 3.3’de verilen hidrolitik aktivitenin

tanimina gore asagidaki sekilde diizenlenmistir.
AC _ 1 A

At (1cm)(1.503 cm~1uM~1)) (180) saniye (E15)
AC M

2= = 3.69x103—+— A (E16)
At saniye

E _ 3.69X10_3 ul\,/l 60 san.iye pmol/L 1L 2 mL . 1000mg enzim A (El?)
At sanlye 1dakika 1pM 1000 mL 2 mgenzim 1gCLEA

AC _ (umol)

ac - 224 oA dakika) (E18)
AC_ = (umol)

r 4 Uu=2214 (& CLEA) (dakika) A (E19)
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