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OZET

SUPERKRITIK AKISKAN ORTAMDA
LIPAZLARIN TASIYICISIZ ENZIM IMMOBILIZASYONU

HASAN APTIS
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Miihendisligi Anabilim Dali
Danigman: Dog. Dr. Ugur SALGIN
2012, 98 sayfa

Presipite edilen enzimlerin kovalent ¢apraz baglanmasiyla olusturulan ¢apraz
bagli enzim agregatlar1 (CLEA) tastyicisiz immobilize enzim ailesine son yillarda
katilmistir. Yiiksek lisans tez projenin temel amaci; yaygin uygulamalar i¢in katalitik
acidan oldukca aktif ve yeniden kullanilabilir CLEA’larinin tasarimina yonelik esnek
bir teknoloji platformu olusturmaktir. Bu yeni teknoloji ile hazirlanan CLEA’lar enzim
agregatlarin partikiil boyutlarinin kontrolii, enzim konformasyonunun esnekligi ve
enzim aktivitesinin artirtlmasit gibi 6nemli avantajlar saglamaktadir. Siiperkritik
akiskanin fizikokimyasal karakteristiklerinin proses parametreleri ile degistirilmesi
sonucu enzimin mikro ¢evresi meydana gelen degisimler enzimin katalitik aktivitesini
ve kararliligini etkilemektedir. Bir protein ¢ozeltisi siiperkritik CO, (scCO,) ile
basin¢landirildiginda ¢ozeltinin  asitlik derecesini azaltarak potansiyel protein
presipitasyonu gergeklesmektedir. Cozeltilerin elektrostatik sabiti uygun presipitant ve
agregat ajaninin eklenmesiyle degistirilebilir. Yiiksek lisans tez projesinde model enzim
olarak Candida rugosa lipazt (CRL) kullanilmistir. CLEA teknolojisindeki
darbogazlarin ¢6ziimii tasiyicisiz enzim immobilizasyonunun kosullar1 optimize
edilerek ¢oziilebilinir ve elde edilen immobilize enzimlerin morfolojik ve yapisal
degisimleri ile karakterize edilebilir. Bu projesinin amaci dogrultusunda yiiksek basing
reaktor sistemi igerisinde scCO; ortaminda 6n islem goéren CRL enzimleri ile
olusturulan CLEA’larin katalitik performansinin gelistirilmesi hedeflenmistir. scCO, ’in
sicaklik ve basing kosullari sirasiyla 31-50 °C ve 7.38-30 Bar araliginda degistirilmistir.
CRL enzimi kullanilarak olusturulacak olan CLEA’larin katalitik performanslarini
gelistirmek icin en uygun 6n islem kosullar;; 31 °C, 100 bar ve 15 min olarak
belirlenmistir. CLEA aktivitelerinde baslangi¢ enzim derisimi (Cg,=150 mg/mL) ve
amonyum siilfat derisimi (C(nHa)2s04=600 mg/mL) etkisinde incelenmistir. Olusturulan
agregatlarin birbirine baglanmasinda ¢apraz baglayici ajan olarak gluteraldehit (GA)
kullanilmistir. GA derisimi Cga=20-40 pL/mL degisim araliginda incelenmistir.
Sentezlenen CLEA’larin katalitik aktivitelerini arttirmak i¢in proteik feeder ajan olarak
bovin serum albiimin (BSA) ve lizin, katki maddesi olarak da Triton X-100
kullanilmistir. Sentezlenen CLEA’larin katalitik aktivitelerini arttirmak i¢in proteik
feeder ajan olarak bovin serum albiimin (BSA) ve lizin, katki maddesi olarak da Triton
X-100 kullanilmistir. BSA derisimi Cgsa= 3.33-16.65 mg/mL, lizin derisimi
(CLizin=1.67-8.35 mg/mL) ve Triton X-100 derisimi Cryiton x-100=3.33-6.66 pL/mL
degisim araliginda incelenmistir. CLEA sentezinde ortam pH’min etkisi de
incelenmistir. Ortam pH’1 5-9 araliginda degismistir. En yiiksek CLEA aktivitesine,
pH=7"1 olan 0.1 M NayHPO4-NaH,P04.2H,0 tampon ortaminda 6n islem gormiis
enzimin Cgo=150 mg/mL, Cca=20 pL/mL, CnHay2s04=600 mg/mL, Clizin =6.67 mg/mL
Ve Crriton x-100=6.66 puL/mL kosullarinda elde edilmis ve CLEa aktivitesi 3755 Ul/g
CLEA olarak saptanmustir.



Anahtar kelimeler: Tasiyicisiz enzim immobilizasyonu, Capraz bagli enzim agregatlari,
Candida rugosa lipazi, Enzim, Stiperkritik CO,
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ABSTRACT

LIPASE ENZYME IMMOBILIZATION
CARRIER OF SUPERCRITICAL FLUID ENVIRONMENT

HASAN APTIS
Master of Science Thesis, Department of Chemical Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ugur SALGIN
2012, 98 pages

Cross-linked enzyme aggregates created by covalent cross-linking of the enzyme
precipitated have participated in the carries-free enzyme immobilization family in the
recent years. This master project is to construct a flexible technology platform for
designing highly active and reusable CLEAs for broad applications. CLEAS preparing
with this new technology provides significant advantages such as particle size control of
enzyme aggregates, flexibility of enzyme conformation and improvement of enzyme
activity. The alteration of physicochemical characteristics of supercritical fluids by
process parameters remark influence around the micro environment of enzymes and this
also affect catalytic activity and stability of enzyme. The acidity degree of a protein
solution decreases with the pressurization of supercritical CO,, and so the potential
protein precipitation can occur. The electrostatic constant of solutions can be changed
with the addition of the appropriate precipitant and aggregate agents. The solution of
drawbacks in the CLEA technology can be solved by the enzyme immobilization
conditions. The immobilized enzyme obtained can be characterized by morphological
and structural changes. For the purpose of this project we are aim to enhance the
catalytic performance of enzyme which treated with scCO, medium in high pressure
reactor system before the CLEA preparation of CLEA. The pressure and temperature
conditions of scCO, were varied 31-50 °C and 7.38-30 Bar, respectively. The
appropriate pre-treatment conditions to improve the catalytic performance of CLEASs
synthesized using CRL were determined as 31 °C, 100 bar and 15 min. The effect of
initial enzyme concentration (Cg,=150 mg/mL) and ammonium sulphate concentration
(CnHay2s04=600 mg/mL) on CLEAs activities were investigated. Glutaraldehyde (GA)
as cross-linking agent was used for binding in the generated aggregates. The
concentration of GA varied from 20-40 pL/mL. Bovine serum albumin (BSA) and
lysine as a proteic feeder and also Triton X-100 on CLEAs activities were also
investigated to increase the catalytic activity of the synthesized CLEAs. BSA
concentration (Cgsa) and lysine concentration (Cyysine) varied from 3.33to 16.65 mg/mL,
and from 1.67 to 8.35 mg/mL, respectively, and also Triton X-100 concentration (Cryiton
x100) varied from 3.33 to 6.66 pL/mL. The effect of the environment pH was also
investigated in CLEA synthesis. The range of the environment pH range varied from 5
to 9. The maximum CLEA activity obtained as approximately 3755 U/g CLEA
atCgo=150 mg/mL, Cga=20 uL/mL, C(nHay2504=600 mg/mL, C ysine =6.67 mg/mL and
Crriton x-100=6.66 uL/mL with pH=7 0.1M Na,HPO4-NaH,P0O,.2H,0 buffer

Keywords: Carrier free enzyme immobilization, Cross linked enzyme aggregates,
Candida rugosa lipase, Candida antarctica lipase, Enzyme, Supercritical CO,
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TESEKKUR
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1 GIRIS

Enzim ve enzim sistemlerine yonelik teknolojilerin giderek gelismesi, enzimatik
sentezlerle elde edilen ekonomik degeri yiiksek kimyasal ya da biyokimyasal
molekiillerdeki cesitliligin artmasi nedeniyle biyokatalizér uygulamalarin yer aldigi
biyoteknoloji sektdrlerinde endiistriyel enzimlere ve enzim sistemlerine olan ilgiyi giin
gectikce arttirmaktadir. Enzimatik sentezlerin yer aldig ilgili proseslerde iiriin ya da
endiistriyel proses gelistirmeye yonelik AR&GE caligmalarinda; iiretim ortami ve
isletme kosullarina karst maksimum performans gosterebilecek ideal biyokatalizor
sistemlerinin gelistirilmesi, alternatif biyokatalizor sistemleri olusturmak i¢in yeni
teknolojiler olugturulmasi ya da var olan enzim sistemlerindeki darbogazlarin ¢ézlimiine
yonelik caligmalar da giin gectikce arttirmaktadir. Proseslerinde enzim kullanimina
gerek duyan endiistrilerin bu ihtiyacini karsilamak i¢in enzim iiretimini gergeklestiren
tireticilerin satig hacimleri hakkinda detayli bir bilgi 2012 yili Koncept Analytics
raporunda sunulmustur [1]. Sekil 1.1°de goriildiigii gibi bu raporda 2005-2011 yillar1
arasinda gerceklesen global endiistriyel enzim satis hacimleri dikkate alindiginda

belirilen yillar arasinda yaklasik %70°1ik bir s6z konusudur.
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Sekil 1.1 2005-2011 yillar1 arasinda global endiistriyel enzim satis hacmi

Endiistriyel olarak kullanilan enzimlerin %59’unu proteazlar, %?28’ini
karbohidrazlar, %3’iinii lipazlar ve %10’unu ise diger enzimler olusturmaktadir [2]. 21.
ylizyilin baglarina dogru lipaz enzimlerinin global endiistriyel enzim satig hacimleri

icerisindeki pay1 %4’ e ylkselmistir [3, 4]. Lipazlar, suda ¢oziinmeyen trigliseritleri, di-



ve mono-acilgliseridlere, serbest yag asitlerine ve gliserole hidrolizini katalizleyen
enzimlerdir. Lipazlar, enzim siniflandirmasinda hidrolazlar (E.C.3), ester baglarini
parcalayanlar (E.C.3.1), karboksilik ester hidrolazlar (E.C.3.1.1) ve triagilgliserol
lipazlar (E.C.3.1.1.3) i¢inde yer almaktadirlar. Lipaz enzimleri basta hidroliz olmak
lizere esterlesme, transesterlesme, interesterlesme, alkoliziz ve aminoliziz tepkimelerini
diistik sicaklikta katalizleyebilme potansiyeline sahiptir.

Yaglar suda ¢oziinmezler ve eger hiicre i¢in besleyici olarak islev goriirlerse,
emilimi kolaylastirmak i¢in daha disiik molekiilli pargalarina hiicre disinda
parcalanmasi gerekmektedir. Bu nedenle canli sistemlerinde lipazlarin ¢ogu hiicre
disinda (extra cellular) bulunurlar. Sekil 1.2°de triagilgliseroliin lipaz katalizli hidroliz

tepkimesinin stokiyometrik denklemi gdsterilmistir.

CH,O0CR CH,0H

| Lipaz |

CHOOCR +3H,0 ——> CHOH + 3RCOQOH
-

CH,00CR CH,OH

Sekil 1.2 Triagilgliseroliin lipaz katalizli hidroliz tepkimesi

Lipazlar hayvansal, bitkisel ve dogal veya genetik olarak iyilestirilmis
mikroorganizmalardan elde edilebilir. Cesitli bakteri, maya ve kiifler ticari lipaz tiretim
potansiyeline sahip mikroorganizmalardir. Cizelge 1.1°de lipaz iiretim potansiyeline
sahip bazi mikroorganizmalarin tiirleri gdsterilmistir. Mikroorganizmanin tiiriine bagl
olarak elde elden lipaz enzimlerinin en kii¢iik molekiil kiitlesi 20-25 kDa araliginda ve
en biiyiik molekiil kiitlesi ise 60-65 kDa arasinda degismektedir [5].

20. yiizyilin son ¢eyregine kadar lipazlarin pek ¢ok biyoteknoloji sektoriindeki
onemi ekonomik agidan anlagilamamigtir. Tiim enzimlerde oldugu gibi lipazlarin da
ilgili biyoteknoloji sektorlerinde yaygin olarak kullanimini engelleyen en Onemli
faktorler arasinda enzimlerin diigiik stabilitesi, aktivitesi ve seciciligi yer almaktadir.
Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan
sentezlenmektedir. Mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel ya da hayvan kaynakli
enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yliksek olmasi, istenmeyen yan iiriin
olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalar1 ve fazla miktarda elde edilebilmeleri gibi

avantajlara sahiptir. Mikrobiyal kaynakli lipazlarin da biyokatalitik potansiyelinin



anlasilmasiyla birlikte, lipaz enzimleri endiistrinin pek ¢ok alaninda yaygin olarak

kullanilmaya baglanmis ve bdylece toplam satis hacminde {i¢iincii sirada yer almigtir

[6].

Cizelge 1.1 Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen bazi lipaz 6rnekleri [1]

Mikroorganizma

Cinsi Tirt
Kaynagi
) Bacillus megaterium
Bacillus .
Bacillus cereus
Staphylococcus canosus
Staphylococcus
] Staphylococcus aereus
Bakteriler ]
) Micrococcus luteus
Micrococcus . L
Micrococcus fredenreichii
Pseudomonas glumae
Pseudomonas
Pseudomonas fluorescens
] Rhizopus delemar
Rhizopus )
Rhizopus oryzae
) Aspergillus flavus
Aspergillus ) )
Aspergillus niger
Mantarlar . Penicillium cyclopium
Penicillium o B
Penicillium camambertii
Mucor miehei
Mucor ) ]
Mucor javanicus
) Candida rugosa
Candida ) )
Candida antarctica
Mayalar o Pichia bispora
Pichia o
Pichia Svicola
o Streptomyces cinnamomeus
Aktinomisetler Streptomyces

Streptomyces coelicolor

Son wyillarda lipaz enzimlerinin katalizledigi  hidroliz, esterlesme,
transesterlesme, interesterlesme, alkoliziz ve aminoliziz reaksiyonlar ile ekonomik
acidan uygun igletme kosullarinda sentezlenen kimyasal ve biyokimyasal
molekiillerdeki c¢esitligin artmas1 nedeniyle arastirmacilart enzim kullaniminda

karsilagilan darbogazlarin ¢6zlimiine yonelik AR&GE calismalarini hizlandirmistir.



Ozellikle genetik miihendisligi prensipleri ile genetik &zellikleri gelistirilmis
mikroorganizmalar yardimiyla lipaz enzimlerini gibi diger enzim {iretim kapasitelerinde
artiglar saglanmistir [7]. Enzim igerikli iiretim proseslerin global olarak ekonomik
acidan rekabet edilebilirliginin saglanabilmesi i¢in stratejik yaklasimlar gelistirilmistir.
Bunun i¢in enzimlerin katalitik 6zelliklerinin gelistirilmesi i¢in baz1 fiziksel ve
kimyasal islemler uygulanmasi 6n plana ¢ikmistir. Bu stratejilerden en &nemlileri
arasinda enzimlerin immobilizasyonudur. Enzim immobilizasyon; yani lipaz gibi suda
¢cOziinen ve cozeltide serbest hareket edebilen enzim molekiillerin, suda ¢oziinmeyen
reaktif polimer tasiyiciya kovalent baglanarak, yine suda ¢oziinmeyen ylizey aktif
tagiyicilarda adsorplanarak bifonksiyonel reaktifler ile ¢apraz baglanarak ve polimer
matriste yart gecirgen membran veya mikro kapsiillerde tutuklanarak hareketinin
sinirlandirilmasi olay1 olarak tanimlanabilir [8]. Enzim immobilizasyonu ilk olarak
stirekli sistemlerde enzim kullanimini saglamak igin gelistirilmistir. Bunun yan1 sira,
tepkime ortamindan etkin bigimde uzaklastirilabilmesi sonucu hem prosesin kontrolii
kolaylastirilabilmekte hem de enzimlerin geri kazanimi ile tekrar kullanimi
saglanabilmektedir. Ayrica enzimlerin immobilizasyon ile katalitik aktivitesi, segiciligi

ve stabilitesi de arttirilabilmektedir [9].
Serbest enzimlerle kiyaslandiginda immobilize formdaki enzimlerle;

) reaksiyon ortamdan kolayca uzaklastirilabilmekte,

i) reaksiyon tiriiniiniin enzim attig1 igermesi 6nlenebilmekte,

iii)  biyoproses kosullarina kars1 dayanimu arttirilabilmekte,

iv) uzun siire reaksiyon ortamlarinda  yeniden  kullanilabilirligi
arttirillabilmekte,

V) seri ve paralel reaksiyonlarin yer alacagi biyokatalitik reaktor
sistemlerinin gelistirilmesiyle hem {iriin se¢imliligi hem de verimliliginin
kontrolii saglanabilmekte,

vi) dogal enzimlere kiyasla kararliliklar gelistirilebilmekte,

vii)  bazi durumlarda serbest enzimlere kiyasla daha yiiksek aktivite
gosterebilmekte, ve ayrica

viil) bazi enzimlerin immobilize edilmesi sonucu otokatalizi yani kendini

parcalama olasilig1 da azaltilabilmektedir.



Enzimlerin immobilizasyonu siireci ilk olarak 20. yiizyilin ikinci yarisinda
baslamistir. Son 70 yildir enzimlerin immobilizasyonu siirecinde bir¢ok tasiyici sistemi
enzim immobilizasyon yontemlerinde gelistirilmistir [9]. Bu siiregte, mikrokiire,
membran, film, kapsiil gibi degisik immobilizasyon sistemleri tasiyict yani destek
maddeleri olarak kullanilmistir. Bu destek maddeleri dogal, yar1 sentetik ya da sentetik
polimerler ya da biyopolimerlerden olugmaktadir. Tasiyict destek maddelerinin

kullanmasindaki temel amag;

1) enzimin s1vi (su ya da organik bir bilesik) tepkime ortaminda ¢dziinmez
duruma getirmek,

i) tastyictya baglanmis enzimin ortam kosullarina karst dayanikliliini
artirmak, ve

i) enzimin tepkime ortamindan ayrilmasini kolaylastirmaktir.

Tastyicili immobilizasyon sistemlerinde destek maddesi olarak kullanilan
materyalin (dogal, yar1 sentetik ya da sentetik polimerler ve biyopolimer) Katalitik
olmayan kiitlesi immobilize enzim formundaki biyokatalizoriin katalitik aktivitesinde
azalmaya neden olur. immobilizasyon islemi sonunda elde edilen biyokatalizdriin birim
kiitlesi basmma enzim miktarmin arttirilmasi —yani daha fazla enzim yiiklemesinin
yapilmasi— biyokatalizoriin katalitik aktivitesinde serbest enzime gore %50’den fazla
azalmaya neden olabilmektedir [10].

Son yillarda, yukarida belirtilen bu darbogazlarin ¢6ziimii igin tasiyicisiz enzim
immobilizasyonu ve tastyicisiz enzim immobilizasyon sistemlerinin gelistirilmesine
yonelik bilimsel ¢aligmalar hem siireli yayin literatiirlinde hem de patent literatiiriinde
genis yer almaktadir. Tastyicisiz enzim immobilizasyon islemine yonelik ilk ¢alisma
1960 wyillarinda serbest enzimlerdeki —NH, gruplart ile ¢apraz baglayici ajan
gluteraldehitin -~ —CHO  gruplarmmin  birbirleriyle =~ kovalent  baglanmasiyla
gerceklestirilmistir. Cozlinmils enzim molekiillerinin uygun ¢apraz baglayict ile
birbirlerine baglanarak gerceklestirilen immobilizasyon yonteminde molekiiller arasi
capraz baglanmanin aktiviteyi, mekanik dayanimi ve verimi azalttigi saptanmustir.
Karsilasilan bu darbogazlarin ¢oziimiine yonelik ¢apraz bagl enzim kristalleri (CLEC:
cross-linked enzyme crystals) seklinde gergeklestirilen immobilizasyon yontemi ile
ilgili caligmalar ilk olarak Quiocho ve Richards tarafindan 1964 yilinda

gerceklestirilmistir. Capraz baglayict ajan olarak gluteraldehitin  kullanildigi bu
5



calismadaki immobilizasyon yonteminde boyut kontroliinde karsilasilan problemler ve
yiiksek saflikta kristal formunda enzim gereksinimi immobilizasyon yonteminin temel
dezavantajlar1  arasindadir.  Enzimlerin  immobilizasyonunda  karsilasilan  bu
darbogazlarin ¢oziimii i¢in ¢apraz bagli enzim agregatlar1 (CLEA: cross-linked enzyme
aggregates) bicimindeki enzim immobilizasyon yontemi gelistirilmeye baglanmistir.
Son yillarda CLEA formunda gerceklestirilen enzim immobilizasyon yontemi ise 6zel
ilgi gérmektedir.

Bu immobilizasyon yonteminde, Sekil 1.3°de gosterildigi gibi ¢dziinmiis enzim
molekiilleri arasindaki uzaklik uygun bir presipitasyon ajani yardimi ile siklastirilarak
agregat olusumunu saglanmasi ve uygun bir ¢apraz baglayici ajan yardimi ile agregat

formundaki enzimlerin birbirleriyle kovalent baglanmas: siirecini kapsamaktadir.

’ “ ~ Presipitasyon Capraz
‘ “ ajam baglsn icrajan
Enzim ¢ozeltisi Agregatolusumu CLEA

Sekil 1.3 Capraz bagli enzim agregatlar1 bigimindeki tasiyicisiz enzim immobilizasyonu
[11]

Stireli yaym literatlirlinde c¢apraz bagli enzim agregatlar1 formunda
gerceklestirilen biyokatalizorlerin katalitik performans: ve kararliliginin capraz baglh
enzim kristalleri formundaki biyokatalizorlerin katalitik performansi ve kararliligina
benzer oldugu bildirilmektedir. Capraz bagli enzim kristallerinin aksine ¢apraz bagh
enzim agregatlar1 yogun is giicii gereksinimine ve yliksek saflikta kristal formda enzim
kullanimina gerek duyulmaz [12]. Capraz bagl enzim agregatlari diger tasiyicisiz enzim
immobilizasyon yontemlerine alternatif ve 2000’11 yillardan sonra ortaya ¢ikmis yeni bir
yontem olasina karsin;

i) enzim agregat boyutlarinin herhangi bir diflizyon kisitlamasi olmadan
nasil kontrol edilebilecegi,

i) enzim konformasyonunun nasil daha esnek hale getirilebilecegi, ve

iii)  enzim aktivitesi ve segiciliginin agregasyon kosullarinin farklilagtiriimasi

ile nas1l ayarlanabilecegi

gibi darbogazlarin aydinlatilmasi1 gerekmektedir.
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Yiiksek lisans tez projesinin amaci; Candida rugosa lipaz enzimlerinin Sekil
3.1’de gosterilen agregasyon basamagi Oncesi, tampon ortaminda ¢odziinmiis serbest
formdaki lipaz enzimlerinin siiperkritik CO;, (scCO;) ortaminda 6n islem gérmesiyle
enzim konformasyon yapisinda bir tersinir basing denatiirasyonu gergeklestirerek aktif
konumlarin korunmasini saglamaktir. Boylece ¢apraz baglayici ajan gluteraldehitin
enzimlerde asir1 baglanmasi onlenerek katalitik performansi gelistirilmis ¢apraz bagh

enzim agregatlar1 formundaki enzim immobilizasyonunun tasarimini gergeklestirmektir.

2 GENEL BIiLGILER

2.1 Enzimler

Enzimler, kimyasal ya da biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyebilen biyomolekiiler
yapidaki proteinlerdir. Proteinler, belirli amino asitlerin belirli sayida ve belirli bir
dizilis sirasinda karakteristik diiz zincirlerle birbirlerine kovalent baglanmasiyla
olusmus polipeptitlerdir. Enzimlerin makromolekiiller yapida olmasma karsin
substratlara kars1 dogrudan katalitik aktivite gdsteren konumlarin sayis1 ise ¢ok azdir.
Aktif konumlarinin sayisi genellikle 3 ya da 4 aminoasitten olusur [13]. Katalitik atik
iceren enzim parcasl ylizey iizerine baglanir ve kimyasal degisimle 3 aminoasit
birleserek aktif konum denilen katalitik iiclii olustururlar. Enzim i¢in gerekli olan
aktivite ve seciciligi, amino asit dizilimindeki protein yapisinin karakteristik katlanma
modeli belirler. Enzimler sicaklik ya da pH gibi ortam kosularindaki ekstrem
degisimlere maruz kalmast durumunda denatiirasyona ugrayarak protein yapisi
degisebilir ve katalitik 6zelliklerini kaybeder .

Katalitik aktivitenin gerceklesebilmesi icin bircok enzim kofaktor olarak
adlandirilan ve protein 6zellikte olmayan ek bir enzim bileseni ile bagli olmas1 gerekir.
Kofaktorler proteinin metal iyonlarindan (Ca*?, K* ,Mg*,Zn*?) meydana gelen koenzim
kismidir. Koenzim, enzimlerin aktivite gostermeleri i¢in gereksinim duyduklar organik
molekiillerdir. Bircok kofaktdr enzim ile bagli olmamasina karsin kovalent bag ile kendi
aralarinda oldukga siki bir bag yaparlar. Enzim ve kofaktdr arasindaki baglanma giiglii
ise kofaktore protez grup denir, boyle bir enzime halojen enzim de denir. Enzimler
yiiksek aktivite ve secicilik gibi miikemmel 6zelliklere sahip olup, g¢evre dostu
biyomolekiillerdir. Canli sistemlerde dogal evrim siireciyle birlikte biyolojik

fonksiyonlarmi optimize eden enzimler, kompleks biyokimyasal reaksiyonlarin yer


http://www.diyadinnet.com/YararliBilgiler-1225&Bilgi=asit
http://www.diyadinnet.com/YararliBilgiler-1378&Bilgi=ve

aldig1 metabolik yol izinde ve geleneksel yontemlerle sentezi miimkiin olmayan
reaksiyonlar1 katalizleyebilirler.

Proteinlerde oldugu gibi enzimlerinde hemen hemen hepsi kiral olan aminoasit
molekiillerinden meydana gelen yapilardan olusur. Enzimler katalizledikleri tepkimeye
gore oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar olmak

tizere 6 grupta siniflandirilir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Enzimlerin siiflandirilmasi [14]

Siif Alt Guruplari Kod Numarasi
CH-OH bagini etkileyenler E.C.1.1"
C=0 bagim etkileyenler E.C1l2
. , C-C bagmu etkileyenler E.C13 ( EC1
Oksidorediktazlar C-NHZ%)aglm etk}illeyenler EC14 -
C-NH- grubunu etkileyenler E.C.15
NADH veya NADPH’a etkileyenler E.C.1.6 )
Tek karbon gurubu aktaranlar E.C.2.1 )
Aldehit ya da keton gurubunu E.C.2.2
aktaranlar
Acil transferazlar E.C.23
Transferazlar Glikosiltransferazlar E.C24 > E.C.2
Akil ve benzeri gruplar1 aktaranlar E.C.25
Azotlu gruplar1 aktaranlar E.C.2.6
Fosfor iceren gruplar aktaranlar E.C.2.7
Kiikdirtlii gruplari aktaranlar E.C.28 J
Ester bagini hidroliz edenler E.C.3.1 )
Glikozil bilesiklerini hidroliz edenler | g.c.3.2
Eter baglarin1 hidroliz edenler EC.3.3
. Peptid baglarini hidroliz edenler C3. C.
Hidrolazlar Peptid diginda kalan C-N baglarim Eggg ; =C3
hidroliz edenler
Asit anhidrit baglarini hidrolize EC.3.6
edenler J
C-C bagim bolenler E.C4.1 )
C-O bagini bolenler E.C4.2
Liyazlar C-N bagimi bolenler EC43 HEC4
C-S bagini1 bolenler E.C44
C-halojeniir bagini bolenler E.C45 )
Rasemaz ve epimerazlar E.C5.1
Cis-Trans izomerazlar E.C5.2
[zomerazlar Molekiiler arasi transferazlar E.C.5.3 E.C5
Molekiiller aras1 oksido-rediiktazlar E.C54
Molekiiller arasi liyazlar E.C.55
C-O baglarii olusturanlar EC6.1
Ligazlar C-S baglarini olusturanlar E.C.6.2
C-N baglarii olusturanlar E.C63 (ECS6
C-C baglarini olusturanlar E.C.6.4
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Hidrolazlar bilimsel arastirmalarda ve endiistriyel uygulamalarda en yaygin
kullanilan enzimlerdir. Hidrolaz grubunda yer alan enzimler; C-O, C-N, C-C ve
fosfatlarda P-O baglarimi igeren ve bazi diger baglarin hidrolitik pargalanmasini
katalizlerler. Hidrolitik enzimler etki mekanizmalarina gore serin hidrolazlar, sistein
hidrolazlar, metalloproteazlar ve aspartil proteazlar olmak iizere 4 gruba ayrilirlar.
Lipazlar serin hidrolazlar grubunda yer alir. Serin hidrolazlar, enzimin aktif bolgesinde
serin, histidin ve aspartik asitten olusan katalitik ti¢lii tasirlar. Katalitik ti¢liide serin
kalintis1 yardimiyla enzime kovalent olarak baglanan 0-agil ara {iriiniinlin olusumunu

katalizler. Bu ara tirliniin niikleofilik yer degistirmesi sonucu, {iriin agiga ¢ikar [15].

2.1.1 Lipazlar
Lipaz (E.C. 3.1.1.3, triacilgliserol agilhidrolaz), triagilgliserol agil hidrolizi ve suda
¢oziinmeyen lipid substratlart ester baglarinin hidrolizini katalizler bu nedenle
esterazlarin bir alt smifin1 olusturan suda ¢oziinebilen enzimlerdir. Karboksil ester
baglar1 disindaki baglarin baska lipaz katalizorliigiinde oldugu tespit edilmistir. Bu
kapsamda, lipazlar karboksil esterazlar olarak ele alinir ve biiyilik esteraz ailesi i¢inde
ayr1 bir grup olusturmaktadir. Lipazlarin fizyolojik 6nemi agisindan canli sistemlerinde
potansiyel oneme sahiptir. Lipitler canli sistemlerin; sindirim, tasinim ve beslenme
proseslerinde ¢ok Onemli fonksiyonlara sahiptir. Bu nedenle bitki, hayvan ve
mikroorganizma gibi degisik canli sistemlerinde lipaz enzimi bulunabilir. Lipazlar
hayvansal ve bitkisel yaglarin normal kosullar altinda tersinir hidrolizini katalizleyen
enzimlerdir. Lipazlarin yogun bulundugu canli sistemlerine drnekler Cizelge 1.1°de
verilmistir. Mikrobiyal sistemlerden sentezlenen lipazlar daha yaygin olarak
Kullanilmaktadir. Son yillarda, sulu ya da organik sistemlerde gergeklestirilen pek ¢ok
degerli biyomolekiiliin reaksiyonlarini katalizleyebilen mikrobiyal kaynakli lipazlarin
biyokatalitik  performanslarmin  gelistirilmesiyle  birlikte  endiistriyel iiretimi
gerceklestirilen tiriinlerin sentezlendigi proseslerdeki reaksiyonlarin
gerceklestirilebilmesinde ve iirlin verimliligi ya da se¢imliligi yiiksek ticari {irlinlerin
sentezinde biyokatalizor goéreviyle bir inert besleme bileseni olarak reaksiyon
ortamlarinda yer almaya baglamistir.

Organik ¢oziiciilere karsi toleransit ve sicaklifa karsi stabilitesi nedeniyle
biyoteknoloji uygulamalarinda yaygin kullanim alanina sahiptirler [16]. Ester bagina
spesifik olan lipazlar yiiksek sicaklik kosullarinda da aktif 6zellik gosterirler. Enzim

substrat 1iliskisinden sonra mikrobiyal kontaminasyonu ve yan {riin olusumunu
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engellerler. Son yillarda farkli biyolojik kaynaklardan izole edilen lipazlar ile organik
coziiclilere ve yiiksek sicakliga karst karaliliklarini artirmaya yonelik bilimsel
caligmalar genis bir spektrumda siirdiiriilmektedir. Diger enzimlerin aksine lipazlar
ekonomik ve kolay bulunabilirliginin yani1 sira hem kimyasal hem de biyoteknolojik
proseslerde hizla artan kullanim genis bir potansiyel sahiptir [17].

Lipazlar yag asitlerinin zincir uzunlugu, doyma derecesi, yag asidinin
pozisyonu ve substratin fiziksel durumuna uygun spesifiklik  gdosterirler.
Triagilgliseroliin lipaz katalizli hidroliz tepkimesine bir 6rnek Sekil 1.1°de
gosterilmistir. Lipolitik enzimlerin aktivitesi siit endiistrisinde dnemlidir. Margarinler,
sorteningler (shortening), firm firiinleri ve bitkisel iriinler gibi {rlinlerde lipazla
modifiye edilmis tereyagi liriinleri aroma gelistirici olarak kullanilmaktadirlar [14].
Lipazlar, hem sulu hem de susuz ¢oziicli sistemlerinde katalitik aktivite gosterdikleri
icin pek ¢ok biyoteknolojik sektoriinde 6zellikle farmasotik ve medikal alaninda 6nemli
bir potansiyele sahiptirler. Bu enzimlerin lipid igeren atik sularin enzimatik
degradasyonunda, organik sentezlerde, deterjan formiilasyonlarinda, biyolojik
siirfektanlarin  sentezinde, oleokimyasal endiistrisi, agrokimyasal endiistrisi, siit
endistrisi, kagit endiistrisi, gida endiistrisi, kozmetik endiistrisi ve farmasotik
endistrisinde yaygin uygulama alanlart bulunmaktadir. Mikrobiyal lipazlarin
biyoteknoloji sektorlerde yiiksek kullanim potansiyeli; organik ¢oziicii sistemlerinde
stabil olmalari, kofaktore gereksinim duymamalari, genis substrat spesifikligine sahip
olmalar ve yiiksek enantiyosecimlilik gostermelerinden kaynaklanmaktadir.

Lipaz enzimleri tarafindan katalizlenen reaksiyonlar dogal metabolik yol izinde
yer alan reaksiyonlara benzer. Kimyasal reaksiyonlara kiyasla ekosistem ile uyumlu bir
biyomolekiil olarak tanimlanirlar. Diislik aktivasyon enerjilerine sahip olmalarindan
dolay lipazlarla gergeklestirilen biyokatalitik reaksiyonlar daha diigiik sicaklik ve notral
pH ortamlarinda gergeklestirilmektedir. Ayrica enerji gereksinimleri diisiik olup, tiriin
ve substratlara kars1 aktiviteleri ok yiiksektir. Ozellikle yiizey aktivasyonu nedeniyle
yag-su ara yiizeyinde lipazlarin aktiviteleri en yiiksek seviyededir.

Lipazlar suda ¢oziinmeyen substratlarin yer aldigi sistemlerde biyokatalitik
tepkimeleri katalizleyebilme 6zelligine sahiptir. Ancak reaksiyon ortaminda istenilen
doniisiim oranina ulagabilmek ic¢in yag-su arayiizeyine sahip olmasi1 gerekir. Yapilan
aragtirmalar sonucunda tiim lipazlarin;

) o/B-hidrolaz katlanmasi (merkezde her iki taraftan a-heliksler ile kaplanan

hidrofobik B-diizlemi),
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i) Ser-His-Asp/Glu katalitik {igliistinden olusan bir aktif konum,
lii) bir oksianyon boslugu (substratin karbonil gruplart  iizerindeki
oksianyonlarin gelisiminin dengede tutulmasini saglar) ve

iv)  pek ¢cok durumda aktif konumu kapatan a-heliksten olusan bir kapak

icerdikleri gézlemlenmistir. Yukarida belirtilen acik ve kapali konformasyonlarin iig

boyutlu (3D) yapis1 Candida rugosa lipazi enzimi igin Sekil 2.1.”de gosterilmistir [18].
Acik
konformasyon

Kapali
konformasyon

Merkezde heriki taraftan

a-heliksler ile kaplanan Merkezde her iki
hidrofobik B-diizlemini taraftan a-heliksler ile
kaplanan hidrofobik
B-duzlemin

Sekil 2.1 Acgik ve kapali konformasyonlar1 igeren Candida rugosa lipazi enziminin

3D yapis1

1990 yilinda lipaz enziminin 3D yapisinin tanimlanmasindan sonra ara ylizey
aktivasyon olaymin, ¢ozelti i¢indeki enzimin aktif merkezini bir kapak gibi ¢evreleyen
ampifilik peptidik yapidaki bir halkadan kaynaklandigi disliniilmiistiir. Ara yilizeyin
olmamasi1 durumunda lipaz ikincil yap1 elemanlarina sahiptir ve bu yap1 enzimin
substrata ulasmasini engeller. Fakat, hidrofobik bir ara yiizey ile karsilagmasi
durumunda lipaz “acik yap1” durumuna gecer ve aktif hale gelir. Bu sekilde lipazlar
katalitik merkezi ¢evreleyen hidrofobik alanlar araciligiyla hidrofobik yiizeylere giiglii
bir sekilde adsorbe olur. Bu mekanizma kapak yapisi ile agiklanabilir. Daha once de
belirtildigi tlizere lipazin aktif merkezi Asparjin—Histidin—Serin aminoasitlerini
icermektedir. Cozelti i¢cindeyken, heliksel bir kisim lipazin aktif merkezini cevreler

fakat lipit veya organik ¢oziicii varliginda kapagin agilmasi ile yapisal bir degisim olur
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ve aktif merkezi iceren hidrofobik merkez ortamla temas eder. Bu sebeple, ara yiizeye
olan gereksinim aktivite i¢in temeldir. Kapagin dis yiizeyi nispeten hidrofilik iken aktif
merkeze doniik olan kisim hidrofobiktir. Ara yiizey ile olan etkilesim artar ve substrat
aktif merkezi iceren hidrofobik tiinele girer. Kapak genellikle hidrofobik ve hidrojen
baglar1 ile yerinde tutulur. Kapagin yapisi yiizeydeki yerlesim ve sayi olarak
degismektedir. Lipazin lipit ara yiizeyine baglanma etkinligi kapaktaki o-heliksinin
ampifilitesine bagli olarak degismektedir. Amphifilik o6zellikler azaldik¢a enzimin
aktivitesi de azalir. Bu sekilde ara ylizey aktivasyonunun lipaz yapisinda bazi
degisikliklere sebep oldugu varsayilmaktadir. Bu degisiklikler ile katalitik 6zellikler ve
ozellikle de segicilik gelisir. Lipazin ara yiizeylerdeki davranislari g6z Oniine
alindiginda, adsorpsiyonun geri donebilirligi, aktivite kaybi olasilig1 ara yiizeyin kalitesi
gibi baz1 faktorler incelenmelidir. Genel olarak, artan yiizey basincinin desorpsiyona
sebep oldugunun bilinmesinden dolayi, lipazlarin ara yiizeylere geri doniisiimlii olarak
adsorbe oldugu dusiiniiliir. Ara yiizeyin Kkalitesi lipazin aktivitesini etkileyebilir.
Enzimin ara yiizeye olan egilimi ve molekiillerin yerlesimi de aktivite tizerinde etkilidir.
Canlilarda suda ¢oziinmeyen lipid ile suda ¢dzilinebilen lipazin etkilesmesi sonucu
trigliserid sindirimi su-yag ara yiizeyinde ger¢eklesmektedir. Ara biriminin yiizey alani
hidroliz hizin1 belirler. Ote yandan, reaksiyonun tersinir oldugu ve lipazlarm diisiik su
derisimi i¢eren ortamlarda ise reaksiyon ester sentezi ile transesterifikasyon i¢in katalize
edebilir oldugu da bilinmektedir [19].

Endiistriyel uygulama potansiyeli nedeniyle gilinlimiizde lipaz enzimleri bircok
proseste ve akademik arastirmalarda yaygin bi¢imde kullanilmaktadir. Lipazlar; hayvan,
bitki ve bircok dogal ya da genetigi modifiye edilmis mikroorganizmalarin endojen ve
eksojen formlarindan elde edilebilinir. Bitki, hayvan ve mikrobiyal orijinli lipazlarin
katalitik Ozellikleri arasinda miikemmel bir uyum bulunmasma karsin, mikrobiyal
yontemle lipazlarin tiretimi daha kolay ve ¢esitli hidrolitik ve senteztik reaksiyonlari
katalizleyebilir. Metabolik yol izinde yer alan birgok reaksiyon mekanizmasi lipazlar
yardimiyla gerceklestirilmektedir. Bu nedenle lipaz katalizli reaksiyonlarin yer aldig
prosesler icin ¢evre dostu biyomolekiiller olarak ele alinabilirler [20]. Kimyasal ve
stereo-secicilik ozelligi nedeniyle lipazlar yiiksek katma degerlikli {riinlerin iiretim
proseslerinde yer alir. Lipazlarin yer aldig: reaksiyonlar kimyasal katalizorlere kiyasla
diisiik aktivasyon enerjisine sahip oldugundan tepkime hizlar1 daha fazladir. Ancak
ilimlt sicaklik ve pH kosullarda gergeklestirilen reaksiyonlar nedeniyle tepkiyen ve

iriiniin i¢cin bir tehlike bulunmaz. Bunun yami sira organik ¢0ziicli ortaminda
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gerceklestirilen lipaz katalizli reaksiyonlarda enzim kararli§inin korumak i¢in kofaktore
gereksinim duyulmaz. Lipazlar; gida farmasotik, tarimsal ilag, aloe kimyast ve deterjan
sektorleri gibi degisik biyoteknolojik proseslerde yaygin kullanima sahiptir.
Gliniimiizde organik kimyacilar, farmakologlar, fizikgiler, biyokimyasal ve proses
mithendisleri, biyoteknoloji, mikrobiyolog ve biyokimyacilarin arastirmalarinda da

lipazlar en ¢ok ilgi géren potansiyel biyokatalizorlerdendir.

2.1.1.1 Lipazin yapi ve islevi

Hemen hemen tiim enzimler gibi lipazlar da kiiresel protein yapisindadir. Diger
enzimlerde oldugu gibi lipazlarin da uzun, diiz zincirli ve kivrimli aminoasitlerden
olusan 3D yapist bulunmaktadir. Lipazlarin 3D yapisal 6zelligi Sekil 2.2°de gosterildigi
gibi a-heliks tarafindan her iki yandan ¢evrelenmis sekiz paralel B-yapraktan olusur ve
hidrolaz1 bir o/p yapisi izler [21].

1958 yilinda Sarda ve Desnuelle ara ylizey aktivasyonu olayimni temel alarak,
lipazlarin etki mekanizmasimi kinetik olarak tanimlamislardir. Buna gore, lipazlarin
aktiviteleri ¢oOziinen substratlara karsi zayif, ancak c¢Oziinmeyen substratlara kars
oldukga fazladir. Bu ozellikleri ile lipazlar, suda ¢6ziinen ester molekiillerine etki eden
esterazlardan oldukg¢a farklidirlar ve uzun zamandan beri lipazlar, suda agrage olan
molekiillerin hidrolizinde aktif olan, 6zel esteraz smifi olarak anilmaktadirlar.
Esterazlar, lipazlardan arayiizey aktivasyonu gostermemeleri ve etki ettikleri
subsratlarin farkliliklardan dolayr ayrilirlar. Esterazlar, uzun zincirli yag asitlerin
esterlerini hidrolizlemezler ve suda ¢6ziinebilen substratlari tercih ederler [22-23].

1990 yilinda, ilk kez insan pankreatik lipazi (HPL) ve Rhizomucor miehei
lipazlarinin yapilari, X-1511 kirmim yontemi ile ortaya ¢ikarilmistir. Bu lipazlarda, bir
kapagi aktif bolgeyi kapladigi goriilmiistiir. Daha sonraki arastirmalarda, lipaz ve
substrat analoglar1 arasindaki ortak kristallerin X-151n1 yapilarindan, lipid-su arayiizeyi
varliginda, kapagin konformasyonal bir yeniden diizenlenme ile aktif bolgeyi, substrati
kabul edebilecek hale getirdigi ortaya ¢ikmustir [24]. Ancak, Avrupa Lipaz Projesi
cergevesinde, 1990-1994 yillar1 arasinda 24 laboratuarda, yiiksek safliktaki lipazlar
tizerinde gerceklestirilen yapisal ve biyokimyasal ¢alismalar sonucunda tiim lipazlarin
arayiizey aktivasyonu gostermedigi belirlenmistir. Ornegin, tersiyer yapilar1 bilinen
Pseudomonas glumae ve Candida antarctica (CAL-B) lipazlar1 da aktif bolgelerini
kaplayan amfipatik kapaga sahip olduklar1 halde, araylizey aktivasyonu

gostermemektedirler [22]. X-1s11 yap1 arastirmalari tiim lipazlarin o/p hidrolaz kivrim
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ailesinden olduklarin1 ve o sarmal ve 3 yapraklarin spesifik dizininden olusan ortak bir
yapiya sahip olduklarini goéstermistir. o/f Hidrolaz kivrimi, amfipatik iki o-sarmal
arasima sikismig, merkezi, sekiz seritli hidrofobik pB-yapraktan olusmaktadir. Sekil
2.2’de bu yap1 sematik olarak gosterilmistir [22-24].

Cogu lipazin bir diger ortak ozelligi ise, amfipatik a-sarmal peptit dizinine
sahip olan ve kapali konformasyonda substratin katalitik ii¢cliiye ulasmasini 6nleyen bir
kapaga sahip olmalaridir. Bu kapak, lipaz govdesine esnek yapi elemanlar1 ile
baglanmis bir ya da iki adet kisa a-sarmallardan olusur. Kapak agildiginda, hidrofobik
substratin baglandigi genis bir hidrofobik yiizey ortaya c¢ikar. Tahmin edilen bu
mekanizma, alkil fosfonatlar, sikloalkilfosfonatlar veya alkil siilfonatlar gibi hidrofobik
inhibitorlerle kovalent kompleks olusturulmus lipazlarin  X-151m1  yapilariyla
desteklenmistir [22-24]. Sekil 2.3’te  Mucor miehei lipazinin agik ve kapali formlari

gosterilmistir.

ul)

ik

Sekil 2.2. Lipazlarin a-sarmal ve B-yaprak yapilarinin sematik gosterimi (Silindirler a-
sarmallari, oklar da B-yaprak yapilar1 simgelemektedir. Aktif bolge kalintilar1 siyah
yuvarlaklar halinde gsterilmistir. Ser, B>’ten sonra, Asp/Glu p”’den sonra, His ise BS ile

oF arasinda yer almaktadir).
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Sekil 2.3. Mucor miehei lipazinin kapali (A, C) ve agik (B, D) formlarinin yapisi

Lipazlarin birincil yapilarinin aminoasit sayisinda biiyiik farkliliklar olmasina
karsin, biitlin lipazlarin ortak ozelligi aktif konumlarinin ii¢ serin aminoasit olan
aspartat, glutamat ve histidinden olusmasidir. Lipazlarin aktif bolgesindeki kapaklarin
bliyiik bir boliimii ylizeysel sarmal oOzelliktedir. Katalitik aktivitenin tam
gerceklesebilmesi i¢in lipazda olmayan ek protein bilesenli proco lipazlar: adi verilen
yapilar gereklidir.

Lipazlarin yapis1 ve fonksiyonlar1 genis kapsamli olarak incelenmistir. 1990
yilinda Winkler vd. pankreasinin lipaz yapisin1 aydmnlatmistir. Ug yil sonra Van
Tilbeurgh vd. ara yiizeyi harekete gegirecek mekanizmayi ortaya koymustur (Sekil 2.4).
Yani, kataliz sirasinda kisa bir a—sarmal (kapak) tamamen farkli bir uyum benimser ve
geri enzimin aktif sitesine baglamak igin zemin saglayan lipaz (agik form), aktivasyona
sebep olabilir. Aksi halde, su-lipid ara yiizey yoklugunda, lipaz ve inaktif durumda
bulunan bir kapak aktif sitesini (kapali form) kapsar [25-26].

2.1.2 Enzim/Proteinlerin ii¢ boyutlu yapisi
Her protein, islevini yansitan bezersiz bir ii¢ boyutlu yapiya sahiptir. Proteinlerin yapist

bircok zayif etkilesimle sabitlenmektedir. Hidrofobik etkilesimler, ¢ogu ¢oziiniir
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proteinin kiiresel yapisinin sabitlenmesine biiyiik katki saglar, hidrojen baglar1 ve iyonik
etkilesimler ise termodinamik olarak en kararli 6zgiil yapinin olusumunu saglar [27].

Polipeptik zincirindeki kovalent baglarin dogasi, yap1 tizerindeki sinirlamalari
belirler. Peptit bagi, kismi ¢ift bag karakteri sergiler ve bu yapi, biitlin peptit grubunu
kat1 bir diizlemsel konfigiirasyonda tutar. Bir polipeptit zincirinin 3D yapisim (li¢
boyutlu yapis1) agiklayan iciinciil yapi, sik rastlanan degisken olarak; siiper ikincil
yapilar, motifler ya da katlanmalar olarak isimlendirilen kararli alt yapilarin
incelenmesiyle anlasilabilir [27].

Proteinlerin fibroz ve globiiler seklinde iki genel sinifi vardir. Baslica yapisal
gorevleri olan fibroz proteinler, ikincil yapinin basit tekrarlayan elementlerine sahiptir.
Ikincil yapmin ana konformasyonlari, a-heliks ve PB-kivrilmalaridir. Her ikisi de
polipeptit iskeletindeki peptit baglar1 arasinda optimal hidrojen baglariyla
karakterizedir. Keratin ve kollajen gibi fibr6z proteinlerde, ikincil yapinin tek bir tipi
baskindir. Polipeptit zinciri halat seklinde siiper sarmal olusturur ve daha sonra kuvvet
saglamak icin daha biiyiik sarmallar halinde birlesir. ipek fibroininin p tabakalar1 giiclii
fakat esnek yapiyr olusturmak igin st iste istiflenmistir. Kiiresel proteinler daha
karmasik bir {iglinciil yapiya sahiptir ve siklikla ayni polipeptit zinciri i¢inde ikincil
yapmin birka¢ tipini igerir. X-1sin1 kirmnimi yontemleri kullanilarak belirlenen ilk
kiiresel protein yapis1 miyoglobine aittir. Bu yapi, 6n goriilen bir ikincil yapinin
proteinlerdeki varligin1 dogruladi. Bir diger deyisle dogrulanan bu yapiyla, hidrofobik
amino asitlerin, proteinin i¢ kisminda yer aldig1 ve kiiresel proteinlerin siki paketlendigi
gosterilmistir. Daha sonra pek ¢ok kiiresel protein yapist lizerinde yapilan aragtirmalar
bu sonuglar1 destekledi ve liciinciil yapida biiyiik ¢esitlilik olabilecegini gosterdi [27].

Dérdiinctil yapr ¢oklu alt birimli proteinlerin veya biiyilik protein topluluklarinin
alt birimler arasindaki etkilesimi ifade eder. Baz1 multimerik proteinler tek alt birimin
tekrarlayan birimlerine veya protomer olarak tanimlanan alt birim grubuna sahiptir.
Protomerler genellikle rotasyonel veya helikal simetriyle iliskilidir. Proteinlerin ii¢
boyutlu yapisi, zayif etkilesimleri bozan islemlerle bozulabilir, bu siire¢ denatiirasyon
olarak adlandirilir. Denatiirasyonun, proteinin islevini bozmasi, yap1 ve islev arasindaki

iliskiyi kanitlamaktadir [27].

2.1.3 Lipaz Uygulamalar:
Biyokatalizorlerden ozellikle lipazlar, giderek artan {istiin 6zellikleri nedeniyle organik

kimyada kullanilir. Lipazlarin kullanilabilirligi her seyden once onlar1 ¢ok etkileyici bir
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hale getirmistir. Lipazlar gesitli mikroorganizmalarin izolasyonu ile elde edilebilir ve
giintimiizde ¢esitli ticari tedarik¢ilerden satin alinabilir. Rekombinant DNA teknikleri
ile, lipazlar da yiiksek saflik elde edilebilir bu da onlar1 organik kimya kullanimi i¢in
ideal hale getirmektedir. Lipazlarin ikinci bir avantaji ise yiiksek stabilitedir. Bir¢ok
lipazlarin yiiksek sicaklikta ve ¢esitli organik ¢oziiciide yapisi bozulmaktadir. Lipazlarin
kabul edilen diger 6dnemli bir 6zelligi dogal olmayan yiizeylerde genis alana sahip
olmasidir. Dogal olan yiizeylerden farki, kullanilabilir lipazlarin uygulanabilirligini
arttirmasidir.  Ayrica lipazlar regio ve stereoselektif sekilde katalizler. Farkl
kaynaklardan gelen lipazlar farkli enansiyoselektif ozelliklerine ve farkli ylizey
Ozelliklerine sahiptir. Bu nedenle, lipazlarin belirli bir sentez yapabilmesi igin
veritabanindan dogru enzimi se¢meleri genellikle miimkiindiir. Ester hidroliz,
esterlestirme, interesterifikasyon, polimerizasyon ve amidation reaksiyonlarini
bildirmektedir.

i) Hidroliz

R, —C—OR, + H20 «—=R;,—C —OH + R,— OH
b b

ii) Esterlesme

R, —C—OH+R,— OH «—R;,— C —OR,+ H,0
'é i

iii) Transesterlesme

Asidoliziz
R, — ﬁ —OR, +R,— c”— OH —>R, — c” — OR,+ R, — c” — OH
0] 0] @) 0]
Interesterlesme

R,— ﬁ —OR, + Ry— c”— OR~—R; — c|| — OR,+ Ry— c” — OR,
0 0 0 0
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iv) Alkoliziz

R,— C—OR, + R,— C— OH—>R;— C — OR,+ R;— C — OH

I I I I
0] 0] o) O
v) Aminoliziz

R,— C —OR, + R;— NH, «—R, — C — NHR; +R,—OH

I
O O

Dogal olmayan ylizeylerde farkli reaksiyon tiirlerini katalize edebilmeleri,
yiksek sicakliklarda ve organik c¢oziiclilerde istikrarli, enantioselectivity ve
kullanilabilir olmalari, gibi biiyiik cesitlilik igeren bu avantajlar lipazlarin organik
kimyada kullanim1 i¢in umut verici olmaktadir. Lipazlar gida, kozmetik, ilag, kimyasal
maddelerin sentezinde ve deterjan gibi bir siirii 6rnek uygulamalarinda kullanilmaktadir.
Ancak, bir ¢amagir deterjanina eklenmek i¢in, lipaz kosullarinin (30-60 °C), proteazlar
ve yiizey aktif yikama maddelerinin tolere edebilmesi gerekir ve onlarin, farklh
kompozisyonlarin yag ¢ikarmak i¢in diisik bir substrat 06zgilliigli igermesi
gerekmektedir. Gida iretiminde lipazlar diger tiirlerden farki, yiiksek degerli yag ile
istenmeyen yag yerine kullanilmasidir. Ornegin, Undurraga ve ark. bir kakao yag
yedegini Uretmek icin stearik asit ile palmiye yagi palmitik asit yerine bir
transesterifikasyon reaksiyonu igin Novo-Nordisks lipozym kullanmiglardir. ilag,
kozmetik ve kimya sanayisinde kullanilan lipazin diger tiirlerden farki enansiyoselektif

tirlinler yapmada katalizor olarak kullanilmasidir.

2.2 Enzim Immobilizasyonu

Endiistriyel ve bilimsel arastirmalarda enzimlerinin kullaniminda elde edilebilen
potansiyel yararlarin yam sira, biiylik olgeklerli sistemlerde gereksinim duyulan c¢ok
fazla enzim miktar1 ve buna paralel olarak gerceklesen yiiksek biyokatalizor maliyetleri
ve diisiik enzim stabilizasyonu nedeniyle, inorganik/organik biyokatalizorlere kiyasla

ekonomik agidan birim fiyat1 diisiik {iriin/liriinlerin sentezlerinin gergeklestirilmesinde
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enzimlerin yaygin bi¢cimde kullaniminda Onemli darbogazlar olusturmaktadir.
Endiistriyel boyutta enzim kullanimi i¢in ekonomik a¢idan uygulanabilir 6zellikte ve
katalitik performansi reaksiyonun gergeklestirildigi prosesin isletme kosullarina karsi
diren¢ kazandirilmis yeniden kullanilabilir ve geri kazanimi kolay biyokatalizor
sistemlerinin  gelistirilmesine  yonelik miihendislik stratejilerin  gelistirilmesi
gerekmektedir. Belirtilen darbogazlarin ¢oziimiine yonelik enzim immobilizasyonu
Oonemli bir stratejik yaklasimdir.

Yukarida da vurgulandigi gibi dogal enzimler miikemmel 6zelliklere sahiptir.
Ancak endiistriyel isletme kosullari (isletme sicakligi, ¢oziicii etkileri, kesme gerilimleri
gibi) altinda bazi fonksiyonel 6zelliklerini kaybederek denatiire olabilirler. Reaksiyon
ortamindan serbest formdaki enzimlerin ayrilmast oldukc¢a zordur. Dogal olmayan
ortamlarda enzim performansinin iyilestirilmesi i¢in kullanilan en iyi ydntem
immobilizasyondur. Immobilizasyon enzim hareketliligini kisitlayan ve enzimin bir
sistem igerisinde hareketsiz lokalizasyonudur. ilk enzim immobilizasyonu maliyeti
yiiksek enzimlerin yeniden kullanilmasi i¢in gelistirilmis ve birgok aragtirmaci 1950°1i
yillardan itibaren yogun bicimde c¢ok degisik immobilizasyon konfigiirasyonlarinda
enzimleri bir tasiyict matris sisteminde hareketsiz hale getirmistir. Ilk immobilizasyon
calismalar1 Georg Manecke tarafindan polimer tasiyici sistemlerde proteinleri nispeten
kararli olacak bi¢imde immobilize etmistir [28].

Immobilize enzimlerin ilk endiistriyel uygulamalar1 optikge saf aminoasit
tiretiminde ve hidroliz reaksiyonu ile Penisilin-G’nin tiretiminde kullanilmistir [29].
Immobilizasyonun temel avantaji enzimin reaksiyon islemi sonunda geri kazanimmin
kolay ve yeniden kullanilabilirligini saglamaktir. Bunun yaninda gelistirilmis katalitik
performansi da diger bir avantajidir. immobilizasyon sonrasi bazi enzimler normal
sicaklik kosullar1 tizerinde ve organik ¢oziiciilere karsi artan bir tolerans gosterirler.
Endiistride immobilize enzim sistemi kullanimimin sagladigi avantajlar asagida

siralanmistir [30].

1)  Yeniden kullanilabilirlik,

i) Sirekli isletim sistemlerinde kullanilabilirlik ve kontrol edilebilirlik,

iii)  Uriinler kolayca ayrilabilirligi,

Iv)  Enzimlerin katalitik performanslart degisik immobilizasyon stratejileri ile
proses kosullarina kars1 avantaj saglanabilirligi,

V) Yiiksek saflikta iiriin verimliginin saglanabilirligi,
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vi)  Reaksiyon ortamlarinda enzimlerin {iriin inhibisyonuna karsi minimize
edilebilirligi,
vii)  Optimum pH ve sicaklik kosullarinda saglanabilir kararlilik ve

viii) Ideal reaktor sistemlerinin tasarlanabilirligidir

Yukarida siralanan tiim avantajlara karsin immobilize enzim sistemlerinin endiistriyel
uygulamalarda giiniimiizdeki kullanimi sinirhidir. Immobilizasyon yéntemleri kisaca;
fiziksel adsorpsiyon (enzim hidrofobik, van der Waals ya da iyonik etkilesimleri ile bir
destek materyale baglanabilir), kovalent baglanma (enzim kovalent etkilesim ile bir
destek materyale baglanabilir), hapsetme (enzim bir polimer ag ya da bir mikrokapsiil
yapidaki bir membran sistemine sikistirilmistir) ve makro parcaciklar olusturmak iizere

enzimlerin bifonksiyonel ajanlar ile ¢apraz baglanmasi seklinde 6zetlenebilinir.

2.2.1 immobilize Enzimlerin Ozellikleri

Immobilize enzimlerin &zellikleri enzim ve tasiyict destek materyalinin dzelliklerine
bagli olarak degisebilir. Serbest ve tasiyict enzim sistemlerinin arasinda bir
karsilastirma Sekil 2.4’de gosterilmistir. Yiizeyde molekiiler kiitle, fonksiyonel gruplar
ve saflik gibi enzimin biyokimyasal 6zellikleri immobilizasyon i¢in 6nemli faktorlerdir.
Ornegin enzim yiizeyindeki fonksiyonel gruplarin tiirii, destegi ve enzim arasinda
gergeklesen etkilesimler hakkinda bilgi verebilir. Ayrica enzimin safligi da 6nemlidir.
Saf olmayan bir enzim kullanildiginda kirliligin substrati1 etkilemesi Ornek olarak
gosterilebilir. Immobilize enzim parametrelerini belirlemek igin reaksiyon tipi ve enzim
tarafindan katalizlenen reaksiyon kinetiginin bilinmesi gerekir. Aktivasyon, inhibisyon,
spesifik aktivite kinetik parametreler ile stabilite gibi ozelliklerinin yani sira pH,

sicaklik, ¢oziicii tiirli ve safsizliklarda immobilize enzim sistemlerini etkiler.
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Serbest

Enzim
Biyokimyasal Ozellikler Kimyasal Karakteristig
| |
Reaksiyon Tiiriive Kinetid Mekanik Ozellikler
| |
Immobilizasyon Yéntemi | | Kiitle Transfer Etkileri Isletme Kararlihg
Verim (%) Verim (1)

Performans

Enzim Tiiketimi [tinite (kg tirtin)!]

Verimlilik [(kg iiriin) tinite?!]

Sekil 2.4 Serbest ve tastyici enzim 6zelliklerinin karsilastirilmasi [31]

Tasiyict malzemenin fiziksel ve kimyasal ozellikleri de immobilize enzimin
sistemlerinin G6zelliklerini etkiler. Tastyicinin en 6nemli 6zelliklerinden biri enzim ile
etkilesimi belirleyecek kimyasal yapisidir. Destek malzemesi ¢ok gézenekli ise gozenek
blytikligl ve gozenek dagilimi immobilize enzim 6zelliklerinin belirlenmesinde 6nemli
bir rol oynar. Enzimlerin yapisal diizenlenmesinde kiiclik gozeneklilik ve hareketsiz
olmalar difiizyon hareketinin sinirlanmasina neden olabilir. Ancak, gdzenek boyutu ¢cok
biiylik oldugu durumlarda ise enzimler bir arada olabilinir. Enzim ve tasiyici 6zellikleri
birlestirildiginde immobilize enzim sisteminde tstiin Gzellikler kazandirilabilir.
Yukarida tartisilmig immobilizasyon yontemi ayni zamanda biyokatalist 6zellikler (pH,
sicaklik, immobilizasyon siiresi, gibi) i¢in ¢ok 6nemlidir.

Enzimlerin katalizledikleri sistemlerde reaksiyon hizi kiitle aktarim etkilerinden
biiyiik 6l¢iide etkilenir. Immobilize enzim sistemlerinin mikro ya da nano ortamlar igine
yonelik kiitle akarimi derisim ve pH farkindan kaynaklanir. Bu etkiler enzimin
immobilize edildigi destek materyaline de baglidir. Enzimi ¢6zebilme potansiyeline
sahip bir ¢dziicli ortaminda serbest formdaki enzime kiyasala hareketliligi kisitlanmig
destek materyalinde enzimler ile gerceklestirilen reaksiyonlarda enzimatik sentezlerde

genellikle azalma s6z konusudur. Bunun yani sira gbzenekli bir matris igerisine
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substratin molekiiler diizeyde tasimim siirecinin uzun zaman almasit nedeniyle de

reaksiyon hizlarinda diisiisler s6z konusu olabilir.

2.2.2 Destek materyali

Daha o6nce de belirtildigi gibi en yaygin immobilizasyon yontemleri destek materyaline
fiziksel adsorpsiyon, kovalent baglanma ve hapsetme seklindedir. Sekil 1.5°den de
gorilebilecegi gibi bir immobilize enzim sisteminin performansi tasiyici destek
materyalinin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine baghidir. Bu nedenle katalitik acidan
basarili bir immobilize enzim sisteminin tasariminda destek materyalinin hem fiziksel
hem de kimyasal ozellikleri dikkatli bicimde secilmelidir. Giiniimiizde en yaygin

kullanilan destek materyalleri asagidaki gibi siniflandirilabilinir [32].

i) Inorganik bazl destek materyalleri
i) Dogal kaynaklardan elde edilen organik destek materyalleri

iii) Sentetik organik bazli destek materyalleri

Immobilize enzim sistemlerinde kullanilan inorganik bazli destek materyalleri
genellikle organik bazli destek materyallerinden daha stabildir. Ciinkii inorganik bazli
destek materyalleri yliksek basing ve sicaklik gibi reaksiyon kosullarina ve o6zellikle
karigtirmali  tank tipi reaktor ya da biyoreaktdr sistemlerindeki yiiksek kesme
gerilimlerine karst daha dayaniklidir. Immobilize enzim sistemlerinde en yaygmn
kullanilan inorganik bazli destek materyalleri; silika ve tiirevleri, celite ve aliiminyum
tirevleridir. Glinlimiize kadar bu destek materyallerini ile bir¢ok enzimin
immobilizasyon siireci kapsamli olarak incelenmistir. Elde edilen deneysel bulgular
hem laboratuar hem de endiistriyel boyutta inorganik destek materyallerinin uygulama
potansiyellerinin olabilecegi sonucunu gostermektedir.

Bunun yani sira genellikle polisakkaritler basta olmak tizere dogal 6zellikteki
destek materyalleri ve organik bazli destek materyallerin enzimler ile gelistirilmis
uyumluluk avantaji s6z konusudur. Bu tip destek materyalleri hidrofilik &zellikte
olduklarindan enzimlerle etkilesimleri zayiftir. Ancak minimum inaktivasyona neden
olmalarindan ve fonksiyonel Ozellikleri immobilize enzim sistemlerinin tasariminda
avantaj gibi goriilmesine karsin fiziksel agidan zayif olup mekanik dayanimlar1 oldukg¢a
diisiiktiir. Agaroz ve selilloz tiirevleri ile capraz bagh dextranlar yaygin olarak

kullanilan dogal destek materyalleridir. Sentetik polimerler gibi organik destek
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materyalleri de immobilizasyon siireglerinde yaygin olarak kullanilan tasiyici
sistemlerdir. Bazi iyon degisim oOzellikteki materyalleri de yogun bigimde enzim
immobilizasyonunda kullanilmistir. Ornegin farkli ag yogunluguna sahip polistiren,
divinilbenzen miktarina bagli olarak elde sentezlenebilinir. Bunun yani sira birkag
kopolimerlerde enzim immobilizasyon igin kullanilmistir [33]. Iki komonomer
arasindaki orana bagl olarak segici 6zelligi arttirilmis kopolimer bazli tastyict sistemleri
gelistirilebilinir. Bu nedenle farkli amaglar i¢in her tiirlii tasiyicili immobilize enzim

sistemi Ozel olarak tasarlanabilinir.

2.2.3.2 immobilizasyon Yontemleri

2.2.3.1 Fiziksel Adsorpsiyon

Fiziksel adsorpsiyon ile enzim immobilizasyonu hidrofobik, van der waals ya da iyonik
etkilesimler ile enzimin destek materyaline baglanmasidir. Yontem genellikle islemin
kolayligi ve diisik maliyet nedeniyle yaygin bi¢imde kullanilmaktadir. Fiziksel
adsorpsiyon yontemi ile gerceklestirilen enzim immobilizasyon yonteminde siire¢ pH
degisimi sayesinde tersine cevrilerek reaksiyon ortaminda denatiire olan enzimlerin
uzaklastirilmasi saglanabilir ve yeni enzim destek materyaline yeniden baglanabilinir.
Bu ozellik fiziksel adsorpsiyon yonteminin baglica avantajlar1 arasindadir. Degisik
polimerler, karbon nanolifler, silis ve celite gibi destek materyalleri iizerine lipazlarin
fiziksel adsorpsiyon ile baglanmalari bu yontemle gerceklestirilmistir. Hidrofobik
ozellikteki destek materyallerin yiizeylerinde lipazlarin fiziksel absorpsiyonu ile
gerceklestirilen immobilize enzim sistemlerinde lipazlarin ara yiizey aktivasyonunun
etkin oldugu belirlenmistir. Oktadesil-sepabeads iizerine Candida antarctica B, Mucor
miehei ve Candida rugosa lipazlarinin fiziksel adsorpsiyonu basarili bigimde
gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda belirtilen lipaz enzimlerinin glyoxyl-agaroz {izerine
coklu kovalent baglama ile immobilizasyonlar1 da gergeklestirilmistir. ~ Oktadesil—
sepabeads iizerine adsorplanan lipazlar asiri aktivite sergiledigi bildirilmektedir [34].
Aktivite degerindeki artisin nedeni lipazlarin hidrofobik ozellikteki destek materyali
yiizey ve ara yiizeyindeki adsorpsiyonu hiperaktivasyonundan kaynaklanmaktadir
(Sekil 2.5). Lipaz enzimi hidrofobik 6zellikteki destek materyalinin yiizeyi ile
etkilestiginde kapak acilir ve denge kosullarina ulasildiginda acik form nedeniyle
aktivitesinde bir artig goriiliir. Fiziksel adsorpsiyon ile immobilize edilen enzimlerin

aktivite gosterebilmesi ortam sicakligt ve pH’ma baghidir. Candida rugosa lipaz
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enzimlerinin  poli(N—methylolacrylamide) {izerine fiziksel adsorpsiyonu ile
gerceklestirilen immobilizasyon siirecinde enzimin en etkin katalitik performansi diisiik

ortam sicakliklarinda maksimuma ulasmaktadir [35].

Hidrofobik destek
materyali

-.7‘(__.‘

y

Kapaliform Agik form Adsorplanmig lipaz

Sekil 2.5 Disiik iyonik giiciinde hidrofobik destekler iizerinde lipazin ara yiizey
aktivasyonu [36].

2.2.3.2 Kovalent Baglanma

Enzim immobilizasyonunda yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri de enzimlerin
destek materyaline kovalent bag ile baglanmasidir. Kovalent bag ile bir destek materyali
lizerine kimyasal olarak siki bigimde baglanan enzimlerin destek materyalinden
desorpsiyonu ya da ekstraksiyonu gerceklesmez ve kuvvetli baglanma nedeniyle destek
materyali de ayrica zarar gormez. Ancak kesme gerilimlerine karsi fiziksel dayanimi
arttirtlmis immobilize enzim sistemlerinin tasarlanmasinda enzim ve destek materyali
arasindaki bagin giiclinii arttirmak i¢in yapilan girisimler enzimin devre dis1 kalmasina
neden olabilir.

Kovalent baglanma yontemiyle gergeklestirilen enzim immobilizasyonu
genellikle iki farkl yontem ile gerceklestirilir. Bunlardan ilki destek materyali ile enzim
arasinda her iki materyalin uzun bir baglayici ajan molekiilii ile tek noktadan
baglanmas1 olmasina karsin ikinci yontemde ise destek materyali ile enzim molekiilleri
cok noktadan ve daha kisa bir uzunlukta baglayici ajan molekiilleri ile baglanmasi
seklindedir (Sekil 2.6). Immobilizasyonda ¢ok noktadan baglanma daha stabil enzim
sistemlerinin olusturulmasina katki saglarken baglanmanin gergeklestirildigi uzunlugun
derecesi enzim konfigiirasyonunda 1limi bir kisitlama yaratmaktadir. Cok noktadan
baglanma ydnteminde bir bifonksiyonel ajan gluteraldehit capraz baglayici olarak

yaygin bigimde kusanilmaktadir [37-38].
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Sekil 2.6 Kovalent baglanma seklinde yaygin olarak kullanilan immobilizasyon

teknikleri (A: tek noktadan uzun space kolu ile, B: ¢ok noktadan kisa space kolu ile)

Kovalent baglanma seklinde gergeklestirilen immobilizasyon yontemleri ile
elde edilen enzim sistemleri kesme gerilimlerine karsi daha stabil biyokatalizorlerin
geligtirilmesine  olanak sagladigindan bu yonteme olan ilgi de artmistir
([39,40,41,42,43,]) Bu yontemde kullanilacak immobilize biyokatalizoér sistemleri
reaksiyon ortamlarina bagl olarak fiziksel ve kimyasal 6zellikleri farkli pek cok destek
materyalin farkli enzim tiirleri ile immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Destek
materyallerine enzimlerin baglanma noktasi genellikle enzimlerin amin grubu iizerinden
gerceklesmektedir. Ornegin epoksi halkalari ya da aktif karbonil gruplar1 gibi reaktif
guruplar enzimlerin amin gruplar ile baglanmasinda aktif konumlar1 olusturmaktadir.
Ayrica geri ¢oziiniibelir Ozellikteki bazi polimerlerin de destek materyali olarak
kullanildigi immobilizasyon siiregleri s6z konusudur. Bu tip destek materyali ile
gergeklestirilen immobilizasyon tekniginde hem enzimin hem de polimerik yapida olan
destek materyalinin geri kazanimi  saglanabilmektedir. Aym1 zamanda kati-sivi
sistemlerde karsilasilan kiitle katarim mekanizmalarinda ki gézenek i¢in difiizyon
kisitlamalarinda  karsilasilan  darbogazlarin  iistesinden  gelinerek  enzimatik
reaksiyonlarin gergeklestirilmesi saglanir.

v—Fe203 gibi manyetik 6zellikteki nanopartikiillere CRL enzimlerinin kovalent
immobilizasyonu da gergeklestirilmistir [44]. Manyetik partikiillerin avantaji basit bir
manyetik alanda immobilize enzim sistemlerinin geri kazanimini kolaylastirmasidir.
Bunun yani sira nano boyuttaki destek materyali lizerine kovalent baglarla baglanan
Immobilize enzim sistemlerin biyolojisk sistemlere uygulanabilirligi de s6z konusudur.

Fiziksel adsorpsiyon ve c¢oklu noktalardan kovalent baglarla baglanmis
immobilize enzim sistemlerinde lipaz enzimlerinin uygulamasi potansiyel avantajlar
saglamaktadir. Hidrofobik ylizeylere ¢oklu noktalardan lipaz enzimin fiziksel
absorpsiyon seklinde baglanmasinda ya da gluteraldehit ile ¢coklu noktadan kovalent
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baglarla baglanmas1 gerceklestirilebilmektedir.  Siireli yayin literatiiriinde yer alan
baska bir ¢aligmada ise epoksi silika HPLC kolonuna lipaz enzimlerinin immobilize
edildigi bildirilmistir [45]. Yukarida belirtilen immobilizasyon islemleri sonucu enzim
aktivitelerinin ham toz enzime kiyasla daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Ancak
bircok uygulamada da destek materyali ilizerine immobilize edilen enzimlerin
konformasyonel yapilarinda olusan degisimler ya da aktif konumlar iizerinden
gerceklesebilecek kovalent baglanmalarin aktif konum sayilarini azalmasi nedeniyle
katalitik performanslar1 da azalmaktadir. Bu gibi durumlarin s6z konusu oldugu
immobilize enzim sistemlerinde kismen diisiik aktiviteye sahip olan biyokatalizorlerin
sahip oldugu 6zellikler nedeniyle endiistriye kullanilmaktadir. Burada en 6dnemli kriter
gelistirilmis stereospesifiklik kazandirilmis immobilize enzim sistemlerinin yaratilmig
olmasidir. Pseudomonas fluorescens’dan izole edilen lipaz enzimin glyoxyl-agaroz
tizerine ¢oklu noktadan kovalent baglarla gerceklestirildigi bir immobilizasyon sonucu

enzimin enantiose¢imliginde 3 kat artis oldugu saptanmistir [47].

2.2.3.3 Hapsetme

Hapsetme ile enzimlerin immobilizasyonu Sekil 2.7°da gosterildigi gibi yar1 gegirgen
bir kafes sistemi i¢ine ya da enzimi ¢evreleyen yar1 gegirgen polimerik bir membran
sisteminde enzimin hareketinin kisitlanmasidir. Ancak ortam ile enzim arasinda substrat
ve Urlinlin penatrasyonunun siirekliligi saglanmakta olup, enzimin jel matris ya da
membran yiizeylerine fiziksel ya da kimyasal olarak baglanmasi s6z konusu
olmadigindan yaygmn kullanim alanma sahiptir. Kimyasal olarak gergeklestirilen
baglanma yonteminde enzimlerin katalitik konumlarinda kayiplar gozlenebilir. Bu
nedenle enzimlerin immobilizasyon siirecinde en uygun immobilizasyon kosullarinin ve

yontemlerin dikkatli bicimde se¢ilmesi gerekir.

26



Kafes tipi capraz baglama Mikrokapsiilleme

Sekil 2.7 Hapsetme yontemi ile immobilizasyon

Tuzak kapsiil ve mikrokapsiil grubu olarak siniflandirilabilir.

1)  Kafes tip tuzak bir ¢apraz bagli suda ¢oziinmeyen polimer bosluklari igindeki
siiriklenmemesine enzimler icerir. Bu tiir baz1 poliakrilamid gibi sentetik
polimerler, polivinilalkol vb., dogal polimerler bu teknik kullanilarak
immobilize enzimler i¢in kullanilmistir.

1)  Mikrokapsiil tipi siiriiklenmemesine yar1 gecirgen polimer membranlar i¢inde
enzimler kapsayarak icerir. Bu durumda az gelismis immobilizasyon teknigi
immobilize edilen enzim ve biitin ¢evre olmasina ragmen, tuzakla
immobilizasyon yontemine c¢ok benzemektedir. Mikrokapsiilleme bir zarla
yapay hiicrelere ayrilmis yapidadir. Enzim mikrokapsiiller hazirlanmasi son
derece iyi kontrol edilen kosullar gerektirir; ve enzimlerin mikro kapsiilasyon
icin prosediirler sivi kurutma, faz ayrilmasi ve arayiizey polimerizasyon

yontemi vardir [48].

Boyle bir immobilizasyon teknigin avantaji enzimin kimyasal polimer ile
etkilesimde olmamasidir; bu nedenle denatiirasyon genellikle onlenir. Bununla birlikte,
membran etrafinda kiitle transferi olaylar1 problem teskil etmektedir. Substrat ve iirlin
zar1 difiizyon hizin1 genellikle etkileyen sinirlayici bir parametredir. Genellikle, yiiksek
konsantrasyonlarda substrat niifuzunu sinirlamak i¢in gereklidir. Biiyiik olanlari
membran gegmek ve biyo katalizor aktif sitesine ulagsmak i¢cin miimkiin olmayabilir,

yana siirliklenen enzimler daha kiigiik yilizeylerde kullanilir [48].
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2.2.4 Tasiyicisiz enzim immobilizasyonu

Tasiyicilt enzim immobilizasyon sistemlerinde enzimin aktivitesi tasiyict olarak
kullanilan materyalin katalitik olmayan kiitlesinden dolay1 birim biyokatalizor kiitlesi
basina aktivite kayiplarina yol agmaktadir. Tasiyicisiz enzim immobilizasyonu
geleneksel immobilizasyondaki tasiyicili immobilizasyon sistemlerinin yarattig
darbogazlar1 ortadan kaldirmak i¢in alternatif olarak gelistirilmig bir yontemdir. Bu
yontemde tasiyicitya gerek duyulmaksizin enzimlerin birbirlerine ¢apraz baglanmasi
sonucu gerceklestirilen bir yontemdir. Bu yontemin temel amaci, tasiyicili
immobilizasyon sistemlerine kiyasla enzimlerin katalitik aktivitesini arttirmak, yiiksek
secicilik kazandirmak ve daha diisiik maliyetli biyokatalizor sistemlerini gelistirmektir
[49]. Tastyicisiz enzim immobilizasyon sistemlerine yonelik caligmalar asagida

belirtildigi gibi dort farkli grupta siniflandirilabilirler [50].

1) Capraz bagl ¢oziinmiis enzim (CLE, Cross—Linked Enzymes)

i) Capraz bagh enzim kristalleri (CLEC, Cross—Linked Enzyme Crystals)

iii) Capraz bagh puskiirtiilerek kurutulmus enzim (CSDE, Cross—Linked Spray
Dried Enzyme)

Iv) Capraz bagh enzim agregatlart (CLEA, Cross-Linked Enzyme Aggregates)

Sulu ¢ozeltilerinden yola ¢ikilarak tasiyicisiz  enzim immobilizasyon
sistemlerinin gelistirilmesine yonelik yontem kisaca Sekil 2.8’da gosterilmistir.
Tastyicili enzim immobilizasyon sistemlerine alternatif olarak gelistirilen ilk tasiyicisiz
enzim immobilizasyon yontemi g¢apraz bagli ¢oziinmils enzimlerdir. Bu yontemde,
uygun bir ¢apraz baglayici ajan yardimiyla ¢oziinmiis enzim molekiillerinin dogrudan
capraz  baglanmasi  sonucu tasiyicisiz  enzim  immobilizasyon  sistemleri
gerceklestirilmistir. Ancak enzimlerin sulu sistemlerdeki yiiksek ¢oziintrligi ve
immobilizasyon silirecinde enzim molekiilleri arasindaki yakinligin etkin olarak
ayarlanamamasindan dolayr enzim molekiilleri arasinda zayif baglanmalar
gerceklesmektedir. Zayif baglanma ise biyokatalizorlerin mekanik dayanikliliginin
diisiik olmasina neden olmaktadir. Ayrica kontrolsiiz bicimde gerceklesen asiri
baglanmalar ise hem aktif konum sayisinin azalmasina hem de tasiyicisiz enzim
immobilizasyonu formundaki biyokatalizorlerin boyut kontroliindeki zorluklara neden

olmaktadir [51].
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Sekil 2.8 Tasiyicisiz immobilizasyon igin dort farkli metodolojik yaklagim

Capraz bagli ¢oziinmiis enzim formundaki tasiyicisiz enzim immobilizasyon
yonteminde karsilasilan darbogazlarin ¢6ziimiine yonelik alternatif ¢apraz bagl enzim
kristalleri gelistirmistir. Capraz baglayici ajan olarak gluteraldehitin yer aldigi ilk
calisma Quiocho ve Richards tarafindan 1964 yilinda yapilmistir. Ancak bu yontem ile
gerceklestirilen immobilizasyon islemlerinde yiliksek saflikta ve kristal formda
enzimlere gereksinim duyulmasi ve boyut kontroliinde karsilasilan darbogazlar, bu
yontemin en Onemli dezavantajlarint olusturmaktadir [52]. Capraz bagli enzim
kristalleri hazirlanirken enzimlerin, yiiksek saflikta yani kristal formda olmasi
gerekmektedir. Uygun presipitasyon ajani yardimiyla kristal formdaki enzim
molekiilleri birbirlerine yaklastirilarak enzim molekiillerinin arasindaki uzaklik azaltilir.
Birbirlerine yakinlagtirilan enzim molekiilleri uygun bir ¢apraz baglayict ajan
yardimiyla birbirlerine baglanarak ¢apraz bagl enzim kristalleri seklindeki tasiyicisiz
enzim immobilizasyonu gerceklestirilir. Capraz bagli enzim kristali formundaki
biyokatalizorler ile enzimlerin sicaklifa karsi toleranst ve mekanik dayanimi
arttirtlabilinir. Ayn1 zamanda genis pH araliginda ¢alisabilme olanagi saglanmig ve
organik ¢oziiciilere karsi toleranslart gelistirilmistir [51]. Capraz bagli enzim
kristallerinde, kristallestirme ortaminin kosullari ayarlanarak daha yiiksek aktivite

gosterebilen ve secicilik i¢in en dogru kristal boyutu ve geometrisi tasarlanabilinir.
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Biyokatalizorlerin katalitik aktiviteleri; substratin boyutuna, 6zelliklerine ve reaksiyon
ortamindaki bilesiklere ve derisimlerine, enzimatik reaksiyonun gergeklestirildigi
reaktor sistemlerindeki isletme kosullarina da baghidir. Bu baglamda capraz bagh
enzim kristallerinin boyutu 1-100 pm aralifinda tutularak, olduk¢a aktif ve stabil
tagiyicisiz enzim immobilizasyonu gercgeklestirilebilmektedir. 20. yiizyilin sonlarindan
baslayarak gilinlimiize kadar lipazlar, proteazlar ve akilazlar gibi bir¢ok hidrolaz,
asimetrik sentez i¢in kiral biyokatalizor olarak iiretilmekte ve biyoteknolojik sektorlere
sunulmaktadir. Capraz bagli enzim kristallerinin bir baska uygulama alanmi ise
kromatografide kullanilan mikro gézenekli materyaller ya da protein igerikli ilaglarin
kontrollii salim sistemleridir [8].

Capraz bagli enzim agregatlar1 ise 20. ylizyilin baglarinda ortaya c¢ikan ve
tasiyicisiz enzim immobilizasyon yontemi olarak bu sinifa yeni katilmis bir tekniktir.
Presipite edilen enzim bifonksiyonel capraz baglayici ajanlar ile kovalent baglanir.
Fazladan katalitik kiitleye ihtiyag duymadigindan aktivitelerinde Onemli disis
goriilmez [53].

Capraz bagl enzim agregatlari, ¢apraz bagli enzim kristallerine alternatif olarak
gelistirilmistir. Bu yontemde capraz bagli enzim kristallerinde oldugu gibi kristal
formda yani yiiksek saflikta enzime gerek duyulmaz. Bilindigi gibi organik ¢oziiciiler,
tuzlar ya da iyonik sivilar proteinleri ¢oktiiriirler. Capraz bagli enzim agregatlarinda
¢ozlinmiis enzim molekiillerinin bu uygun presipitasyon ajanlar1 yardimiyla
presipitasyonu saglanir. Yani enzim molekiillerinin arasindaki uzakligi etkileyen
ozellikler degistirilir [51].

Presipitasyon kosullarinda, sulu sistemlerde yiiksek c¢oziiniirlikli enzim
molekiilleri bir araya toplanarak dogal enzim konformasyonunda ¢dziinmez enzim
agregatlar1 olusturmak {iizere ¢okelti olustururlar. Bu fiziksel ¢oziinmez agregatlar,
enzim Kristallerinin ¢apraz baglanmasina benzer sekilde bifonksiyonel ¢apraz
baglayicilar ile ardi ardina baglanir. Capraz bagli enzim agregatlarinin enzim
kristallerine yakin aktiflik ve kararlililk degerlerine sahip oldugu literatiirde
bildirilmistir. Capraz bagli ¢éziinmez enzimlerin, proteinin cogunlugunun ¢oktiiriildiigii
durumda en yiiksek aktiviteye sahip oldugu, herhangi bir ¢okeltme maddesi
katilmadiginda CLE ise en diisiik aktiviteyi verdigi kesfedilmistir. Bu gozlemler,
cozlinmez enzim agregatlarinin olusumunun, ¢apraz baglanma boyunca enzim
aktivitesini korumak i¢in baslica basamak oldugunu 6ne siirmektedir. Acikg¢asi bu siki

molekiiller, ¢6ziinmiis ve daginik halde bulunan molekiillerden daha kolay c¢apraz
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baglamaktadir. Bu durum, enzim molekiillerinin ¢ozelti i¢inde gluteraldehit eklenmesi
halinde bile neden gapraz baglanmadiklarini agiklamaktadir [8].

Capraz bagh enzim agregatlarinin spesifik aktivitesi yiiksektir, oda sicakliginda ve
belirli pH araliginda stabil olup yiiksek iiriin verimliligine sahiptir. sSCCO, ve iyonik
stvilar (IL) gibi konvansiyonel olmayan ortamlarda ise daha aktif olup yiiksek saflikta
enzim gerektirmezler. Ekstrem sicaklik ve pH degerlerinde denatiirasyona ugramazlar,
kararhidirlar. Yeniden kullanilabilirligi yiiksek, biyotepkime ortamlarindan filtrasyon
gibi basit ayirma siirecleri ile geri kazanimi kolay, kesikli sistemlerde yeniden
kullanilabilir, siirekli sistemlerde ise uzun siire ve pratik olarak kullanilabilirler [54].

Capraz baglh enzim agregatlar1 hazirlanirken presipitasyon islemi i¢in genellikle
amonyum siilfat kullanilir. Amonyum siilfat tuzunun 0-30 °C araliginda ¢ozinirliigi
cok diisiik olup, proteinleri stabilize eder. Amonyum siilfatin 4 M doygun ¢dzeltisinin
yogunlugu, c¢ozeltideki protein agregatlarinin yogunlugundan kiiciiktiir. Bu nedenle
santrifiij ile proteinlerin ya da enzimlerin amonyum siilfat ortamindan ayirma islemi
kolaydir. Tuzun yogunlugu agregat yogunlugundan diisiik oldugu i¢in agregatin saf
halde dibe ¢okiip tuzun onun iizerinde kalmasi, yiiksek derisim degerlerinde (doygun
coOzelti) bakteriyel kontaminasyonun engellemesi acgisindan amonyum siilfat tuzunun
kullanim1 6nemlidir. Coktiiriici yani presipitant derisimi arttikga agregat boyutu artar.
Amonyum siilfat tuzu proteinlere bagli olan suyu g¢ekeceginden enzimlerin ¢okmesi
saglanir. Buna salting out etkisi denir. Coziinmiis enzimlere tuz eklenerek enzimin
¢cOziinlirligli azalir ve enzimler agregat olusturmaya baslarlar, enzimler ¢oktiikce
agregat boyutlar1 da artar. Yine aym sekilde gluteraldehit derisimi arttikca agregat
boyutu da artar. Fakat agregat boyutunun artmasi bir siireye kadar aktiviteyi yiikseltir.
Agregat boyutundaki artislar her zaman i¢in iyi sonug vermez [49]. Capraz bagli enzim
agregatlar1 hazirlanirken agregat aktivitesini ylikseltmek amacglhi proteik feeder ajan
kullanilmaktadir. Proteik feeder, ortamda gluteraldehitin enzime fazla baglanmasim
onleyerek enzimin aktif konumlarinin ac¢ik tutulmasini saglamaktadir. Boylece c¢apraz
bagli enzim agregatlariin aktivitesinde yiikseligse neden olmaktadir. Agregat boyutu da
katalitik aktivite i¢in 6nemli bir etkendir.

CLEA formundaki immobilize enzim sistemleri hidrolazlar (lipaz, esteraz,
amidaz, proteaz, nitrilaz ve gilikodideraz), liyaz (nitril hidrataz, oksinitrilaz ve aldolaz)
ve oksidorediiktazlar (galaktoz oksidaz, glukoz oksidaz ve lakkaz) gibi endiistriyel

olarak kullanilan pek ¢ok enzim i¢in uygulanabilme potansiyeline sahiptir [51]. Cizelge
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2.2’de tasiyicisiz  immobilize enzim sistemlerinin avantaj ve dezavantajlar

karsilastirilmistir.

Cizelge 2.2 Tasiyicisiz immobilize enzim yontemlerinin karsilastirilmasi

Form Avantaj Dezavantaj

e Diisiik katalitik performans

e Mekanik gerilimlere kars1 dayanimi
CLE e Yiiksek termostabilite cok zayif

e Rastgele ¢apraz baglanma nedeniyle

tekrarlanabilirlik az

e Yiksek termostabilite
Kristal formda enzim kullaniminin

e Mekanik gerilimlere kars1

dayanim yiiksek gereksinimi
CLEC : e Yiksek maliyet
e pH kullanim aralig1 geniz uksek maliye
e Organik ¢oziiciilere karsi
yiiksek tolerans
e Yiiksek termostabilite
e Mekanik gerilimlere kars1 e Katalitik performansi presipitasyon
dayanimu yiiksek ajan Ozelliklerine bagli olarak
CLEA

e Genis pH kullanim aralig1 degisebilmekte

e Ayarlanabilir partikiil boyutu

ile etkin kiitle aktarimi

CSDE . ol e Diisiik katalitik aktivite
e Uretimi kolay
e Tersinmez enzim deaktivasyonu

2.2.5 Capraz bagh enzim agregatlar iiretiminde karsilasilan darbogazlar
CLEA diger tasiyicisiz enzim immobilizasyon yontemlerine alternatif ve yeni ortaya

¢ikmis (~2000) bir yontem olmasina karsin;
i)  Enzim agregat boyutlarinin herhangi bir difiizyon kisitlamasi olmadan nasil

kontrol edilebilecegi,

i)  Enzim konformasyonunun nasil daha esnek hale getirilebilecegi, ve

32



1) Enzim aktivitesi ve se¢iciliginin agregasyon kosullarinin farklilastirilmas:  ile

nasil ayarlanabilecegi

gibi darbogazlarin aydinlatilmas: gereckmektedir. Her ne kadar diger yontemlerle,
ozellikle de CLEC ile aktivite, dayaniklilik ve temel prensip acisindan benzerlik
gosterse de hala CLEA hakkinda cevaplanmasi gereken bir¢ok soru bulunmaktadir.
CLEA’nin genis bir enzim araliginda uygulanabilirligi, boyut kontrolii, yeni agregasyon
yontemleri ve yeni ¢apraz baglayicilar su an en ¢ok calisma yapilan konulardir. Amag,
daha yaygin uygulamalar i¢in gii¢lii capraz bagli enzim agregatlarini segip, tasarlamak
tizere esnek bir teknoloji platformu olusturabilmektir. Tasiyicisiz immobilize enzimlerin
biyokatalizér olarak kullanilmaya baslamasi, endiistriyel uygulamalar acgisindan bazi
avantajlar sunmaktadir. Bunlar; tasiyicisiz immobilize enzimin maliyetini diisiirecek ve
pazarlamay1 kolaylastiracak sekilde hazirlama kolayligi, yaygin bir alanda, esnek

kullanim firsatlar1 sunmalari olarak 6zetlenebilir.

2.3 Siiperkritik Akiskanlar

1985 yilindan itibaren su icermeyen siiperkritik akigkan (SCF) ortamlarinda
gerceklestirilen enzim katalizli reaksiyonlarin akademik arastirmalarda basarili sonuglar
vermesiyle homojen/heterojen katalitik reaksiyon alanindaki uygulamalar 6zel ilgi
gérmeye baslamistir [55]. Siiperkritik kosullardaki ¢oziicii ortaminin sicaklik ve basing
gibi termodinamik degiskenlerinin degistirilmesiyle reaksiyon ortaminin fizikokimyasal
ve tasmim karakteristikleri ayarlanabilmektedir. Bu karakteristik degisimler
homojen/heterojen katalitik reaksiyonlarda kiitle aktarimi ve reaksiyon kinetigi iizerine
Oonemli avantajlar saglamaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalarda reaksiyon
ortaminda kullanilan enzimlerin katalitik aktivitelerinin ¢oziicii 6zelliklerine baglh
oldugu agikga gostermislerdir [56-57]. SCF’ler enzim katalizli reaksiyon ortaminin
sicaklik ve basing gibi termodinamik degiskenlerin degistirilmesiyle reaksiyonun
secimliligi ve verimliliginde 6nemli avantajlar saglamaktadir. Sicaklik ve basing konlari
kritik nokta ve {izerinde olan akigkanlar SCF olarak adlandirilir. Sekil 2.9°de goriildiigii

gibi kritik alt1 civarin da genis uygulama alan1 bulmaktadir.
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Siiperkritik akiskanlann
endiistriyel kullanim bilgesi

“a

Siiperkritik
Bélge

b Y < X ) R [ ——

Kritik nokta

Kritik alti

Basing Kati
(bar)

0.0006 1 ::,71
I

€O, = 311
H,0 = 0 374

Sicakllk °C) ————
Sekil 2.9 Saf CO, ve H,0 igin basing-sicaklik faz diyagrami [58]

Stiperkritik akigkanlarin fizikokimyasal ve taginim Ozellikleri gaz ve sivi
akiskanlarm 6zellikleri arasinda yer alir. Ornegin, SCF’larin yogunluklar1 sivilara, kiitle
difizivitesi ve momentum diflizivitesi ise gazlara benzer. Bu nedenle, SCF’lerin
gazlara benzer diislik kiitle difiizivitesi ve momentum difiizivitesi sayesinde serbest ya
da ozellikle immobilize formdaki enzim sistemlerindeki aktif konumlara substratin
molekiiler diizeyde ulasim hizim1 arttirmasi1 nedeniyle kiitle aktarim kisitlamal
reaksiyonlarda 6nemli avantajlar saglamaktadir. Ozellikle gozenek igi kiitle aktarim
kisitlamalarin s6z konusu oldugu heterojen kati-akiskan reaksiyon sistemlerinde SCF
icinde ¢Oziinmils substrat molekiiler diizeyde gozenek i¢indeki tasinim hizinin
artmasinda etkin rol oynamaktadir. Bu nedenle yiiksek substrat derisimlerinde
gerceklestirilen enzim katalizli reaksiyonlarda gozlenen reaksiyon hizi artar.

Kritik konlarda SCF’lerin yogunluklar: sicaklik ve basinca karsi ¢ok duyarlidir.
Dielektrik sabiti, ¢coziiniirliik parametresi ve ¢dzgen tutma parametresi gibi yogunluga
bagl ¢oziicii 6zellikleri reaksiyon ortam basincina bagh olarak degistirilebilmektedir.
Basing kosularmin degistirilmesiyle belirtilen ¢6ziicii karakteristiklerinde (solvent
tunabilty) Onemli degisimler saglanabilmekte ve reaksiyon miihendisligi ve

uygulamalari agisindan SCF’ler reaksiyon ve sistem miihendislerine 6nemli avantajlar
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yaratmaktadir. Giiniimiizde enzimatik sentezlerde yaygin olarak kullanilan SCF’ler

Cizelge 2.3’da gosterilmistir.

Cizelge 2.3 Ekstraksiyon uygulamalarinda kullanilan baz1 akiskanlarin kritik sicaklik ve

basing degerleri [59]

Bilesik T. (°C) P (bar)
Su 374.1 221.2
CO; 31 73.8
Propan 96.7 42.5
Etanol 240.8 61.4
Hekzan 234.4 30.1
Dietil eter 193.55 36.4
Aseton 235.0 47.0
Izopropil alkol 235.2 47.6

Stiperkritik akigkan teknolojisi uygulularinda CO; en popiiler SCF olarak basta
ekstraksiyon olmak iizere, kromatografi, reaksiyon, mikro ya da nano partikiil sentezi
gibi uygulamalarinda ¢6ziicii ya da anti¢oziicli akiskan ortami olarak rol oynamaktadir.
Cizelge 2.4’de de goriildiigli gibi diisiik kritik sicaklik ve basing degerlerine sahip olan
CO; bu 6zelligi nedeniyle 6zellikle biyoteknoloji sektoriinde potansiyel 6neme sahiptir.
Bunun yani sira diisiik toksik 06zelligi, inert olmasi, yanici ve patlayict 6zellik
géstermemesi, ucuz ve yaygin bulunabilirligi 6nemli diger Onemli avantajlari
arasindadir. Siiperkritik CO, (scCO,) akademik ve endiistriyel Olgekte karsilasilan
uygulamalarindaki darbogazlara pozitif yonde katki saglamasina kargin bir¢ok kimyasal
ve biyokimyasal madenin scCO; ortamindaki ¢oziintirliikkleri diigiiktiir. Ayrica yiiksek
basing ekipmanlardan olusan siiperkritik akigkan teknolojilerinin endiistriyel
uygulanabilirligi glinimiizde yaygin bi¢cimde gelismesinde Onemli sinirlamalar
getirmektedir. Burada en onemli faktor yiiksek basing teknolojilerinin yiiksek yatirim
maliyetleridir. ~ Yiiksek  yatirnrm  maliyetlerinden = kaynaklanan  endiistriyel
uygulamalarinda yatirim agisindan darbogazlar goriilmesine karsin kimyasal ve
biyokimyasal reaksiyon miihendisligi uygulamalarinda saglanan yiiksek se¢imlilik ve
verimlilik nedeniyle 6zel ilgi gdrmektedir. Enzimlerin organik ¢6ziicli ortamlarma
kiyasla scCO, ortaminda ulastig1 yliksek katalitik performans ve stabilite nedeniyle

scCO; ortaminda enzim katalizli reaksiyonlar iizerine siireli yayimn literatiiriinde
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yayimlanan arastirmalarin sayisinda son yillarda hizla artan bir paya sahip olmustur.
Enzimler ilimli reaksiyon kosullarinda ve substrat spesifikligine sahip reaksiyonlari
katalizlerler. Atmosferik basing kosullar1 iizerinde kritik alti ya gergeklestirilen da
stiperkritik kosullarda bir akiskan ile agresif reaksiyon kosullar1 altinda gergeklestirilen
reaksiyonlarda yan {iriin olusumu minimize edilebilmektedir. Serbest enzim formlarinin
yani sira farkli mithendislik uygulamalar ile gelistirilmis biyokatalizor sistemlerindeki
cesitlilik sayesinde lriin spesifik enzimlerin katalitik aktivite ve stabilite Ozellikleri
siiperkritik basing ve sicaklik gibi operasyonel isletim kosullarina karst modifiye
edilebilinir. Bununla birlikte hem reaksiyon ortam kosullart hem de bu kosullarin
degistirilmesiyle birlikte es anli degisimler gosterebilen SCF ortamlarinin
fizikokimyasal ve tasinim Ozellikleri sayesinde enzimatik reaksiyonlarda yer alan
enzimin aktivite, stabilite ve spesifik ozellikleri de kontrol edilebilir. Reaksiyon ve
sistem miihendislikleri agisindan bu tiir enzimlerin yapisal-fonksiyonel-mikrogevre
arasindaki etkilesimler gelistirilerek gelecekte enzimlerinin kimyasal ve biyokimyasal
miihendislik uygulamalarinda 6nemli degisimlere adim atacagi 6n goriilmektedir [60-
61]. Icinde bulundugumuz yiizyilda her alanda gelisen bilim ve teknoloji sayesinde
SCF’lerin heniiz gergeklestirilememis reaksiyonlarin katalizlenmesinde enzimlerle

birlikte 6nemli rol alacaktir.

Cizelge 2.4 Siiperkritik karbondioksitin suda ¢oziiniirliigii [60]

Su Su
Sicaklik Basing Coziimirliigii  Coziiniirkii
ozunuriu ozunuriugu
(°C) (bar) &t 8
(wt %) (mol %)
105.0 344.8 0.19 0.90
50.0 344.8 0.31 0.75
75.0 344.8 0.55 1.33

2.3.1 Siiperkritik Akiskanlarin Uygulamalar:

Giliniimiizde 150’ye endiistriyel proseste siiperkritik akigkan bir ¢6ziicli ya da anti
¢Oziicii ajan olarak gorev almaktadir. Gelisen teknoloji ve yliksek basing sistemlerin
ekonomik maliyetlerindeki diislise paralel olarak proses sayilarindaki yillik atis %10
oldugu bildirilmektedir. Siiperkritik akiskanlarin yer aldig1 proseslerin ekonomik agidan

stratejik Oonemleri nedeniyle proseslere iligkin bilgi siireli yayin ve patent literatiiriinde
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kapsamli bi¢imde yer almamaktadir. 1990’Ih yillara kadar siiperkritik akiskanlarin

endiistriyel uygulamalarina yonelik proseslere 6rnekler asagida sunulmustur [62].

)} Ham yaglardan agir bilesenlerin uzaklastirilmasi (ROSE Prosesi)

i) Yag geri kazanimi

iii) Yiiksek basing kosullarda polietilen {iretimi

iv) Asetonun antibody yapilarindan uzaklastirilmasi

V) Stiperkritik su ile organik kirliliklerin atik sulardan uzaklastirilmasi

vi) Sprey boyama prosesi (UNICARB)

vii)  Siiperkritik akigkan kromatografisi

viii)  Cay ve kahveden kafein ve degerli biyomolekiillerin geri kazanimi ve
kafeinsiz ¢ay ve kahve iiretimi

IX) Farmasotik agidan O6neme sahip bitkilerden degerli biyomolekiillerin
ekstraksiyon proses ile geri kazanimi

X) Reaksiyon ve reaksiyon {irlinlerinin geri kazaniminin yer aldigi es anli
prosesler (Klorobenzen — Fenol + Difenil oksit, Isobiiten — ikincil

biitil alkol, Aminasyon (etilen ve trietil aliminyum)

Bunun yanmi sira SFE’lerin gelismekte olan endistriyel uygulamalari arasinda;
presipitasyon prosesleri (RESS, GAS, PCA), ters misel ayirma prosesleri,
adsorbentlerin dejenerasyonu, yar1 iletkenler sistemlerindeki organik Kirliliklerin
temizlemesi, organik kirliliklerin topraktan geri kazanimi, selat olusumu ile agir
metallerin uzaklastirilmasi, gidalardan yag ve kolesteroliin uzaklastirilmasi, sudan
etanol ve diger organiklerin uzaklastirilmasi, yaglarin fraksiyonlarma ayrilmasi yer

almaktadir [62].

2.3.2 Siiperkritik Akiskan Ortaminda Enzimlerin Katalitik Performanslarim

Etkileyen Faktorler

Su Icerigi: Siiperkritik akiskan ortamlarinda gergeklestirilen enzim katalizli reaksiyon
uygulamalarindan Once, enzimlerin sadece sulu ya da organik ¢ozgiici ortamda bir
isleve sahip olabilinecegi diisiincesi hakimdi. Su enzimlerin katalitik aktivitesi ve
stabilitesinin siirdiiriilebilirligi agisindan ¢ok kritik rol oynamaktadir. Ancak su

disindaki baska c¢oziicii sistemlerinde c¢esitli enzimlerin katalitik agidan aktif rol
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oynayabilecegi saptanmustir [62,63,64]. Hidrofilik o6zellikteki enzimlerin katalitik
performanslarindaki siirekliligi saglayabilmesi i¢in enzimin mikro ¢evresindeki su
iceriginin kontroliiniin de saglanmasi gerekmektedir. Enzimlerin mikro yapilarini
aydinlatmaya yonelik arastirma bulgularinda bir enzim molekiiliiniin yiizeyini
cevreleyen tek tabaka halinde lokalize olmus suyun enzimin katalitik aktivite
gostermesinde onemli bir rol oynadigi ve bunun yani sira enzimlerin denatiirasyonunu
engelledigi vurgulanmaktadir. Su enzimlerin dogal konformasyonlarin1 korumak igin
kovalent olmayan etkilesimlerde kritik role sahiptir. Gereksinim duyulan su igerigi
¢Oziicl tiirine ve enzim—substrat iliskisine bagli olarak degisir. Ancak dikkat edilmesi
gereken nokta, enzimatik sentezi katalizleyebilecek ve enzimin katalitik performansini
koruyabilecek kritik su iceriginin saptanmasidir. Siiperkritik akiskan ortamlarinda
gerceklestirilecek bir enzimatik reaksiyonda ise suyun segilen SCF igerisinde bir
¢cozlinme potansiyeline sahip olmasidir. Bunun yani sira enzim ve substratin yer aldigi
faz disinda suyun bagka bir fazda bulunmamasi gerekmektedir. SCF ortaminda
gerceklestirilen bazi1 enzimatik sentezlerde su, substrat ve iriiniin ¢oziiniirliigiinde
arttirici rol oynayabilir ve yerel derisimlerinde degisimlere neden olabilir. Enzimlerin
yer aldig1 sistemlere su beslemesi yapildiginda reaksiyona bagli olarak SCF ortaminda
enzimlerin katalitik aktivitelerinde bir atis oldugu saptanmistir. Esterlesme
reaksiyonlarinda iiriin ve esterlesme reaksiyonlarinda ise girdi olarak yer alan su,
transesterifikasyon reaksiyonlarinda ise 6nemli bir darbogazdir. Bu nedenle reaksiyona
bagli olarak optimum su igeriginin saptanmasi hem enzimin katalitik performansi hem
de reaksiyon kinetigi acisindan hayati 6nem tagimaktadir.

Randolph vd. scCO, ortaminda kolesterol oksidaz enzimi aktivitesine su igerigi
etkisini incelemislerdir. Sulu sistemlerde kolesterol oksidaz enziminin kuru scCO;
ortamina kiyasala 10 kata daha fazla katalitik aktiviteye sahip oldugunu saptamiglardir.
Calismada, susuz ortama %1 (v/v) oraninda su eklemesinin enzim aktivitesin tamamen
geri kazanilabilecegi belirlenmistir [65]. Miller vd. kuru ve suyla doygun scCO;
ortamlarinda trilaurin ile miristik asit interesterifikasyonunu 95 bar ve 35 °C
kosullarinda immobilize formdaki lipaz enzimi kullanarak gergeklestirmislerdir. Bu
calismada, suyla doygun scCO; beslemesinin trilaurin ¢oziiniirliiglinde azalmaya neden
oldugunu belirlenmistir [66]. Ancak Dumont vd. etanol ile miristik asit esterlestirme
tepkimesinde reaksiyon ortaminda yeterli miktarin1 su icerigi saglandigi durumda

maksimum reaksiyon hizina ulastiklarini bildirmislerdir [67].
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Stiperkritik akiskan ortaminda gergeklestirilen enzimatik reaksiyonlarda yer
alan immobilize formdaki enzimlerin destek maddesi ozelliklerine ve enzim ya da
¢Oziicii tiirline bagli olarak optimum su igerigi degisebilmektedir. Gozenekli bir
immobilize enzim sistemindeki gozeneklilik, aktif yiizey alani ve destek materyalinin
hidrofobik 06zelligi de immobilize formdaki materyalinin su tutma kapasitesini
etkilemekte ve boylece enzim mikro ¢evresindeki yerel su derisimini
etkilenebilmektedir. Marty vd. , ticari olarak iiretilen ve Lipozyme olarak adlandirilan
makro gozenekli anyonik regine boncuklarina immobilize edilen Mucor miehei lipaz
enzimi ile oleik asit ile etanoliin lipaz katalizli esterifikasyonunu gerceklestirmislerdir
[68]. Arastirmacilar maksimum Kkatalitik aktivite i¢in immobilize sistemin kiitlesine
bagli olarak reaksiyon ortamindaki su iceriginin yaklasik %10 (w/w) olmas1 gerektigini
bildirilmistir. SCF ortaminda gerceklestirilen enzimatik reaksiyonlarda optimum su
icirigini belirlenmesinin gerekliliginin nedeni enzimlerin hidrofobik ¢oziiciiler i¢inde
daha yiiksek katalitik aktivite gostermeleridir.

Siireli yaymnlarda yer alan bazi arastirmalarda, reaksiyon ortamina suyun
dogrudan beslenmesi yerine immobilize formdaki enzimler ile doldurulmus bir dolgulu
kolonda tipi reaktorlere reaksiyon dncesi ekleme yapilmasinin enzimde daha yiiksek bir
katalitik aktiviteye sahip olabilecegi yonde stratejik yontemler gelistirilmistir. Halling
vd. SCF’lerinde bulundugu susuz ortamlarda su aktivitesinin enzimlerin katalitik
performanslarina etkilerini incelemislerdir. Arastirmacilar gozeneksiz biyokatalizor
sistemlerinde enzim mikro c¢evresindeki su aktivitesini kontrol etmek stratejik
yaklasimlar gelistirilmistir. Reaksiyon ortamina dogrudan tuz hidrat eklemesi ile su

aktivitesinin korunmasinda tampon goérevi yaptigini bildirmislerdir [69-70].

Basing: Daha once de belirtildigi gibi SCF’ler sikistirilabilir akigkanlar sinifinda yer
aldigindan akiskan basincindaki kiigiik degisimler ile akiskanin basta yogunluk olmak
tizere fizikokimyasal ozellikleri kontrol edilebilir.  Siiperkritik  ¢dziiciiniin
fizikokimyasal 6zelliklerindeki degisiklik enzimin 6zellikle gozlenen reaksiyon hizina
dogrudan bir etki yapmadigi bilinmektedir [71]. Stiperkritik kosullar altinda reaksiyon
hiz sabiti lizerine basincin direkt etkisi Eyring Gegis Hal Teorisi ile agilanabilinir.
Klasik gecis hal teorisine gore bir kimyasal reaksiyon tepkiyenler ile dengedeki bir
gecis hal kompleksinin olusumuyla gergeklesir. Reaksiyon hiz1 gegis hal kompleksinin

derisimiyle orantili olup reaksiyon hiz sabiti denklem (1) ile ifade edilebilinir.
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k =r (kg T/h) K* 1)

Burada; k, gozlenen reaksiyon hiz sabiti; kg, Boltzmann sabiti (J/K); h, Planck sabiti
(J/s); T, mutlak sicaklik (K); r, basing ve sicakliktan bagimsiz bir ve K* ise gecis hal

kompleksi ve tepkiyenlerin serbest enerjisi arasindaki serbest enerji farkidir.
AG*=RT InK" (2)

Standart termodinamik iliskilerden, serbest aktivasyon enerjisi ve aktivasyon hacmi

tiretilebilinir.
(AG* [dp)r = AV* 3

Burada; AV*, aktive edilmis kompleks ve tepkiyenlerin kismi molar hacimleri olup
aktivasyon hacmi olarak tanimlanmaktadir. Aktivasyon hacmi ve reaksiyon hiz sabiti

arasinda denklem (4)’de gosterildigi gibi bir iligki kurulabilir.

olnk/ oP =— AV*/RT 4)
Aktivasyon hacmi denklem (5) ile tanimlanabilinir.

AV* =V VaVa-VeVp (5)

Denklemde V. aktif kompleksin kismm molar hacmi (m*mol); v, tepkiyenlerin
stokiyometrik denklemede sahip oldugu stokiyometrik katsayilarin1 ve V ise her bir
tepkiyenin kismi molar hacmi (m3/mol) gostermektedir. Denklem (4)’de verilen
reaksiyon hiz sabitinin derisim ile iliskisinin tanimlanabilmesi i¢in denkleme B ¢6ziicii
sikistirabilirlik katsayisinin  eklenmesi gerekmektedir. Ciinkii  Stiperkritik konlarin

civarinda SCF’lerin sikistirabilirligi cok yliksektir.

AInk/6P = —AV#RT + Zpvi (6)

Basing SCF ortaminda gerceklestirilen reaksiyonlarin kinetigini ve ayni zamanda

SCF‘in fizikokimyasal Ozelliklerini etkiler. Basingtaki kii¢iik bir degisim dielektrik
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sabiti, ¢oziicli giiclinii karakterize eden ve ¢oziicii yogunlugun bir fonksiyonu olan
Hildebrand ¢oziiniirliigii parametresinde bir degisime neden olur. Siiperkritik
kosullardaki akigskanlar1 disinda geleneksel ¢oziicii ortamlarinda gergeklestirilen
arastirmalarda; dielektrik sabiti, dipol moment, log P degeri ve hidrofobiklik gibi
¢ozliciniin fiziksel oOzelliklerinin enzimlerin katalitik aktivitesini, spesifikligini ve
enantiose¢imliligi tizerinde c¢esitli etkilere sahip oldugu gostermistir [72-73]. Cizelge
2.5°de farkli mikrobiyal kaynaklardan sentezlenmis ticari proteaz enzimlerinin
enantiosec¢imligi lizerine siiperkritik triflormetan (fluoroform) ortam basincinin etkisi
gosterilmistir.  Sabit  sicaklikta basincin  artmasiyla  siiperkritik  kosullardaki
triflormetanin  hidrofilik 6zelligi artmakta ve bu 0zellik proteaz enzimlerin

enantiosec¢imliliginin de artmasina neden olmaktadir.

Cizelge 2.5 50°C sicaklik kosullarinda proteaz enzimlerinin enantiose¢imligine

stiperkritik triflormetan ortam basincinin etkisi

Basing (Keat/ Km) L/ (Keat/ K)o

(bar) Subtilisin Carlsberg  Aspergillus proteaz
65 109 5.73

103 100 5.81

124 186 5.68

165 214 6.67

207 229 8.00

289 217 9.17

Kamat vd. lipaz enzimi aktivitesinin siiperkritik triflormetan ve etanin dielektrik sabiti
ile iligkili oldugunu bildirmislerdir [74]. Chaudhary vd. siiperkritik triflormetanin
basinct ile Subtilisin Carlsberg proteaz enziminin spesifikliginin degistirdigini rapor
etmiglerdir [75]. Enzimin Kkatalitik aktivitesi ve spesifikliginin basing ile degisen
stiperkritik triklometanin dielektrik sabiti ve log P gibi fiziksel o6zelliklerinin
degisiminden kaynaklandigi arastirmacilara tarafindan vurgulanmistir. Ayrica bazi
arlastirmalarda da siiperkritik akiskanin ortam basincinin bazi enzimlerin stabilitesini de
etkiledigi bildirilmektedir [76]. Yang vd. lipaz ve amilaz enzimlerinin scCO; ile islem
gérmesiyle enzimlerin molekiiler yapisi iizerinde bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir

[77]. Randolp vd. elektron paramanyetik rezonans spektroskopisi ile scCO; ve sivi CO;
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ortam basincinin kolesterol oksidaz enzimi  konformasyonel yapisina etkisini
incelemiglerdir [77]. Arastirmacilar elektron paramanyetik rezonans spektrumlari
incelendiginde  kiicik  basing  degisikliklerinden enzim  konformasyonunun
etkilenmedigini saptanmislardir. Ancak Kasche vd. tripsin, kimotripsin ve penisilin
amidazin konformasyonel yapilarinin scCO; ile 6n islem gormesi ile degistigi
bildirmislerdir. Basinglandirilmis CO; ortaminda su derisiminin kontrolii bu enzimlerin
konformasyonel yapilarindaki degisimlerin kontrol edilebilecegi arastirmacilar
tarafindan belirtilmistir. Ayrica ani basing indirgeme islemi siirecinde kimotripsin ve
tripsinde kismi inaktivasyon oldugu bildirilmektedir. scCO; basing degeri ile indirgeme
basinct kosullar1 arasindaki farkin artmasiyla inaktivasyon derecesinin de arttidi

bildirilmektedir [78].

Coziicii etkisi: Kamat vd. kiikiirt hekzafloriir, propan, etan, etilen, floroform ve CO,’nin
kullanildig1 stiperkritik reaksiyon ortaminda metilmetakrilat ile 2-etilkehazaoliin lipaz
katalizli reaksiyonunda enzim mikro ¢evresindeki bagli suyun korunmasinin son derece
onemli oldugunu vurgulamislardir. Bu enzimlerin katalitik aktivitelerinin korunmasi
icin gerekli olan temel su molekiillerinin enzime bagli olarak bulunmasi, hidrofobik
ozellikteki siiperkritik ¢oziiciilerde enzimdeki su igeriginin korunmasi agisindan son
derece onemlidir. Arastirmacilar siiperkritik CO, ortaminda lipazlarin diger SCF’lere
kiyasla daha aktif oldugunu bildirmislerdir. Ayrica scCOz’nin enzim aktivitesi ve
kararlilig1 agisindan popiiler bir SCF oldugunu vurgulamiglardir. Zagrobelny vd. in-situ
olarak floresans spektroskopisini ile tripsin enziminin konformasyon yapisina scCOz
yogunlugunun etkisini arastirmiglardir [80]. Bu ¢alismada basinglandirma siirecinde
protein yapisinda 6nemli degisiklikler saptanmistir. Benzer amaca yonelik bir ¢alisma
Randolph vd. tarafindan spin—etiketli ve elektron paramanyetik rezonans spektroskopisi
kullanilarak  kolesterol oksidaz enzimi igin gergeklestirilmistir [81]. Enzim
konformasyon yapisi iizerine scCO; termodinamik parametrelerinin hi¢ bir etkisinin
olmadigi bu arastirmada da saptanmistir. Yukarida aciklandig:r belirtildigi gibi
SCF’lerin fizikokimyasal ozelliklerindeki degisimler tiiriine bagl olarak enzimlerin
aktivitesi ve/veya stabilitesi iizerine olumsuz etkileri olabilir. Hidrofilik ya da
hidrofobik 6zelliklerine bagli olarak enzimlerin ¢dziinmeden yani dispersiyon halde
bulunan biyokatalizér sistemleri ¢oziicii acisindan bir heterojen sistem olusturur.
Coziicli tiiriine bagh olarak enzimlerin homojen ya da heterojen sistemler olusturmasi

enzim katalizli reaksiyonlarda i¢ ve dis kiitle aktarim mekanizmalarin1 etkiler. Kiitle
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aktarim hizi; ¢Oziiciiniin fizikokimyasal 6zelliklerine, enzimin formasyonel yapisi ve
morfolojisi gibi ozelliklerine bagli olarak degisir. Ancak SCF’lerin fizikokimyasal
Ozelliklerinin basing ve sicaklik gibi proses isletme kosullarinin degistirilmesiyle kiitle
aktarim hizinin kontrolii manipiile edilebilir. Diflizyon kisitlamali enzim katalizli
reaksiyonlarda bu durum avantaj haline getirilebilinir. Ciinkii sivilara ortamlara gore
SCF ortamlarinda yayinirlik daha yiiksektir. Kamat vd. ¢dziinmemis enzimlerin yer
aldig1 heterojen katalizli tepkimelerde diflizyon kontrolii SCF ortaminda avantaj
saglandig1 saptamuslardir [82]. Arastirmacilar SCF ortaminda dis kiitle aktarim
direnglerinin s6z konusu oldugu durumlarda kiitle transfer hizimin arttirilabildigini
bildirmislerdir. Siirekli isletim sistemlerde dis kiitle aktarim direnci akis hizina baglh
iken kesikli sistemlerde ise y1gin fazin karistirma hizina baghdir. Enzim morfolojisine
bagli olarak gozenek i¢i ya da kavite bosluklarindaki kiitle aktarim hizi enzim
sisteminin bulundugu yigin fazin fizikokimyasal 6zelliklerine baglidir. Enzimin yer
aldig1 homojen ya da heterojen sistemin su ya da organik ¢oziicli 6zelliklerine bagl
olarak enzimlerin agregasyonu derecesi degisebilmektedir. Siiperkritik akigkan

ortamlarinda ise enzimlerin morfolojik 6zellikleri sicaklik ve basinca bagli olabilir.

Aktif konum igerigi: Enzimin ¢oziinmemis halde bulundugu ortamlarda ¢dziicii tiliriiniin
degismesiyle enzimin aktif konumlarinin durumu da degisilebilir. Bu nedenle enzimler
organik ortamda ¢oOziinmediklerinden enzimin molekiiller yapisindaki aktif
konumlariin bir bolimii reaksiyon siirecinde aktif halde olmayabilir. Bu nedenle aktif
bolge sayist ya da derisim bilgisi enzimlerin heterojen sistemler olusturdugu enzim
katalizli reaksiyonlarda ic¢in Onemlidir. Wangikar vd. enzimlerde aktif konum
derisiminin enzim tiirline ve siiperkritik ¢dziicliniin hidrofobik 6zelligine bagl oldugunu

bildirmislerdir [83].

2.4 Konu Uzerinde Onceki Cahsmalar

Stireli yaymm ve patent literatiirlinde tasiyicisiz enzim immobilizasyonu Oncesi
enzimlerin scCO; ortaminda 6n islem gormesi sonucu konformasyon yapisinin esnek
hale getirilerek CLEA ya da bagka bir tasiyicisiz enzim immobilizasyon siirecine
yonelik sadece bir ¢alisma Dingyiirek vd. tarafindan gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada;
Candida rugosa lipaz (CRL) enzimlerinden hazirlanan CLEA formundaki biyokatalizor

sistemlerinin katalitik performanslarini gelistirmek ve en yiiksek immobilizasyon
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etkinligine ulasmak igin en uygun scCO; 6n islem kosullar1; 40 °C ve 10 MPa olarak
secilmistir. Kat1 formdaki enzimlerin CLEA islemleri 6ncesi scCO, ortaminda 40 °C ve
10 MPa kosullarinda 15 min siireyle basing denatiirasyonuna maruz birakilmasi sonucu
olusturulan CLEA’larin katalitik aktivitelerinde on islem gérmemis enzimlerin katalitik
aktivitelerine kiyasla onemli artiglar saglanmigtir. CLEA hazirlama siirecinden 6nce
scCO; ile on igslem gormiis CRL enzimleri kullanilarak; Cg,=150 mg/mL, Cga=40
uL/mL, Cnhay2s04=600 mg/mL, Ciyine=1.67 mg/mL ve Criton x-100= pL/mL
kosullarinda  gergeklestirilen immobilizasyon siireglerinde maksimum CLEA
aktivitesine ulasilmis ve aktivite 2279 U/g CLEA olarak saptanmistir. Ticari olarak
tiretilen CRL enziminin CLEA aktivitesine gore elde edilen bu aktivite degeri yaklasik
2.2 kat daha fazladir. Konvansiyonel CLEA hazirlama yontemi kullanilarak; Cgo=150
mg/mL, Cga=40 pL/mL, C(NHay2s04=600 mg/mL, Ciysine=1.67 mg/mL ve Cryiton x-
100=3.33 puL/mL kosullarinda elde edilen maksimum CLEA aktivitesi ise 1718 U/g
CLEA degerine ulasmustir. Serbest enzim immobilizasyonunda CLEA formunda
biyokatalizorlerin sentezinde Candida rugosa lipaz enzimlerinin scCO, ortaminda 6n
islem gdrmesi sonucu biyokatalizorlerin katalitik performanslarinda genel olarak 6nemli
artiglar saglanmistir. Ayrica scCO; kullanimiyla biyokatalizor tiretimindeki enzim kaybi
azaltilmistir [84].

Siireli yayin literatiiriinde farkli enzimlerin kullanildig ve siiperkritik akiskanlar
disinda su gibi ortamlarinda gergeklestirilen CLEA calismalarina yonelik son yillarda
yapilmis yayimlarin ¢alismamiza 1s1k tutmasi agisindan asagida degerlendirilmistir.

Cao vd., B penisilin agilaz enziminin fiziksel agregat olusturmasi ve daha sonra
bunlarin birbirlerine kimyasal olarak capraz baglanmasi ile yeni bir immobilizasyon
yontemi ¢apraz bagli enzim agregatlarini gelistirmislerdir. Arastirmada sentezlenen
CLEA’larinin reaksiyon ortaminda yiiksek katalitik aktivite gdsterdigi ve ayrica polar
ve apolar organik ¢oziiciilere kargt dayaniklihigin yiiksek oldugu saptanmistir [85].

Serrano vd., 7 farkl ticari lipaz enzimi -Candida antarctica lipaz1 A, Candida
antarctica lipaz1 B, Pseudomonas alcaligenes lipazi, Thermomyces lanuginosus lipazi,
Rhizomucor miehei lipazi, Aspergillus niger lipazi, Candida rugosa lipazi1 kullanarak
hazirladiklar CLEA formundaki tasiyicisiz enzim immobilizasyon siirecine ortam
bilesenleri ve bilesimlerinin etkisini arastirmiglardir. Bu ¢alismada; 1,2-dimetoksietan,
(NH,)2SO,4 ve aseton gibi farkli presipitasyon ajan tiirii ve derisimin CLEA formundaki
enzim aktivitesine etkisi incelenmistir. Bifonksiyonel capraz baglayici ajan olarak

gluteraldehit kullanilmistir. Hidrofilik 6zellik gosteren lipaz enzimlerinin organik
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¢oziicli ile presipitasyonunda enzimlerdeki aktivite kayiplarinin 6nlenmesi amaciyla; tag
eter (crown ether) ve sodyum dodesil siilfat (SDS) yardimci katki maddesi olarak
kullanilmistir. Presipitasyon ajani olarak kullanilan organik ¢oziiciiler lipaz enzimlerinin
aktif konumlarinda denatiirasyona neden oldugundan CLEA c¢alismalarinda en uygun
presipitasyon ajaninin (NH4)2SO, oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar, tasiyicili ve
tagiyicisiz  enzim sistemlerinin immobilizasyon siireglerinde siklikla kullanilan
bifonksiyonel ¢apraz baglayici ajan olan gluteraldehitin CLEA formundaki enzimlerin
birbirine asir1 baglanmasii onlemek ve serbest enzime gore aktivite geri kazanim
oranini arttirmak icin tag¢ eter, SDS ve Triton X-100 gibi farkli siirfaktan tiirii ve
derigimlerinin etkisi kapsamli bi¢cimde incelemislerdir. Enzimlerin katalitik 6zellik
gosteren aktif konumlarinin, siirfaktan molekiilleri tarafindan ¢evrelenmesiyle, aktif
konumlar iizerinden gerceklesebilecek capraz baglanmalarin siddetinin azaltildigini
belirtmislerdir. Ozellikle, Thermomyces lanugiosus lipaz1 ve Rhizomucor miehei lipazi
kullanilarak gergeklestirilen CLEA formundaki enzimlerin katalitik performanslari
(NH4)2SO4 ve SDS varliginda dogal enzime gore sirasiyla 2 ve 3 kat oraninda arttigini
saptamiglardir. Ayrica, CLEA formunda hazirlanan bu biyokatalizérlerin organik
ortamlardaki katalitik aktivitelerinin de yaklasik 10 kat arttigini bildirmislerdir [86].

Aytar ve Bakir’in, tirosinaz enziminin CLEA’larin1 hazirlamak igin proteik
feeder olarak BSA, presipitasyon ajani olarak (NH4),SO4, ¢apraz baglayici ajan olarak
da gluteraldehit kullanilmigtir. Aminoasit gruplarinca daha zengin olan proteik feeder
ajan BSA’nin lizine gore gluteraldehit ile daha fazla baglanarak enzimin aktif
konumlarmin korunmasi amaglanmistir. Farkli  derisimlerdeki (NHg4),SO4 ve
gluteraldehitin CLEA aktivitesine etkisini incelemisler ve taramali elektron mikroskobu
(SEM) resimlerinden hazirlanan CLEA’larda olusan kavitenin enzim aktivitesindeki
etkisini tartigmuslardir. (NHy)2SO4 derisim araliginin % 40-90 (w/v) oldugu kosullarda
presipitasyon ajan derisiminin artmasi ile azalan partikiil biiyiikligi ile birlikte
aktivitenin arttigini bildirmislerdir. Arastirmacilar gluteraldehit derisimlerinin CLEA
aktivitesine etkisi % 1-4 (v/v) araliginda incelenmis, gluteraldehit derigiminin
artmastyla aktivitenin arttigini, sentezlenen CLEA’larinin ¢apinin ise azaldigimi ve
kavite sayisinin artigini belirlemislerdir. Kavite sayisindaki artisin kiitle aktarim
kisitlamalarin1 da onledigini bildirilmektedir. %2 (v/v) gluteraldehit derisimi ve %60
(W/V) (NHg4)2SO,4 derisiminde ki kosullarda hazirlanan CLEA’larda aktivite geri
kazaniminin yaklagik %100 oldugunu saptamislardir [87].
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Yu vd. CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA’larin partikiil biiytlikliigiine ve
CLEA aktivitesine agregasyon kosullarin etkisini aragtirmislardir. Calismada LiCl,
NaCl, NH4Cl, Na;SOy4, (NH4)2SO, gibi farkli tuzlarin enzim agregat boyut kontroliine
etkisi arastirilmis ve belirtilen tuzlarin c¢ozelti igerisindeki elektrostatik dengeyi
etkileyerek molekiiller arasindaki hidratlasma derecesinin degismesiyle, enzimlerin
birbirlerine yakinlastigin1 vurgulanmistir. Presipitasyon ajani ¢ozeltinin ¢oziiniirligiinii
azaltarak enzimleri ¢6ziinmez durumda birbirine yakinlastirilmasin1 saglamaktadir.
Farkli tuzlarin CLEA c¢oziinlrligiinii nasil etkiledigi incelenmis ve enzim molekiil
¢oOziinlrliiglinii en fazla azaltan tuzun (NH4)2SO4 oldugunu saptamislardir. Calismada,
(NH4)2SO4 derisiminin artmasiyla enzim ¢oziiniirliigliin azaldigini, agregasyonun arttigi
ve partikiil biiyiikliigiiniin de buna bagl olarak arttifini vurgulanmistir. Gluteraldehit
derisimi, ortam pH’1 ve enzim derisiminin CLEA aktivitesine etkisi incelenmis ve
yiiksek derisimlerinde daha biiylik partikiil capina sahip CLEA’larinin olustugu
bildirilmistir. Partikiil biiylikligliniin kiitle aktarimi agisindan 6nemli oldugu, CLEA
boyut kontroliiniin aktivite i¢in olumlu sonug¢ verdigi vurgulanmis ve en yiiksek aktivite
degerini partikiil biiytikliigii 40-50 pm ¢apindaki CLEA’larin gosterdigi bildirilmistir
[88].

Perez vd., kloroperoksidaz enziminin katalitik a¢idan kararliligin1 ve yiiksek
sicakliga karst dayamikliligmi arttirmak ve pH’a karsi stabilitesini gelistirmek icin
enzimin CLEA’larii olusturmuslardir. Bu ¢alismada serbest amino gruplar1 eklenerek
enzim aktivitesinde artis saglanmasi1 amaglanmistir. Serbest amino gruplari enzimin
yiizeyini kaplayarak gluteraldehitin enzimin aktif konumlarina asir1 baglanmasini
onlemektedir ve olusturulan biyokatalizorde aktivite artistna neden olumaktadir.
Arastirmada proteik feeder olarak polilizin ve polietilenimin kullanilmigtir. %1 (v/v)
derisiminde gluteraldehit ve donor grup olarak polilizin ve polietilenimin
kullanildiginda olusturulan CLEA’larda aktivite kaybmin en aza indirgendigini
saptamiglardir. Olusturulan CLEA’larin1 aktivitesini kaybetmeden tepkime ortamlarinda
defalarca kullanilabilecegi vurgulanmistir [89].

Kumar vd., farkli pH (5-9) ve sicaklik (4-45 °C) araliginda gerceklestirilen
tasiyicisiz immobilizasyon siirecinde aktivite geri kazanim orani acisindan en uygun
capraz bagli nitrilaz enzimi agregatlarinin olusturulmasini amaglamislardir %35’°lik
amonyum siilfat ¢ozeltisi ve 125 uM derisiminde gluteraldehit kullanildiginda nitralaz
enzimlerinden yola ¢ikilarak olusturulan CLEA’larindaki aktivite geri kazanim oraninin

%70 oldugunu belirlemislerdir. Aktivite geri kazanim oranina gluteraldehit derisiminin
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etkisi 12.5-250 mM derisim araliginda incelenmis ve gluteraldehit derisiminin
artmasiyla aktivite geri kazanim oranin arttigit ve daha sonra hemen hemen sabit
kaldigin1  bildirilmektedir. Arastirmacilar nitrilaz  enziminin tasiyicisiz  enzim
immobilizasyonunda baglangi¢ enzim aktivitesinin artmasi ile aktivite geri kazanim
oraninin azaldigint saptamislardir. Aragtirmacilar CLEA iiretim siirecinde kullanilan
tampon ile gergeklestirilen yikama islemlerinde siipernatantta herhangi bir aktivite olup
olmadigima bakilmis ve bu siiregte gluteraldehit derisimi ve baslangi¢c enzim derisimin
artmasiyla aktivite kayiplarmin degisimini incelemislerdir. Gluteraldehit derisimi ile
aktivite kaybinda 6nemli bir degisim olmamasina karsin baglangi¢c enzim derigiminin
artmastyla 6nemli dl¢lide aktivite kaybi1 yani enzim kaybinin oldugu saptamislardir [90].

CLEA enzimatik iiretim proseslerinde serbest ya da immobilize enzim
kullanimindaki darbogazlarin ¢oziimii icin son yillarda gelistirilen yeni bir
immobilizasyon yontemidir. CLEA’lar1 diger tasiyicisiz enzim immobilizasyon
yontemlerine gore alternatif ve yeni ortaya ¢ikmis bir yontem olasina karsin; enzim
agregatlarinin boyutunun herhangi bir difiizyon kisitlamasina gitmeden nasil kontrol
edilebilecegi, enzim konformasyonunun nasil daha esnek hale getirilebilecegi ve enzim
aktivitesi ve segiciliginin agregasyon kosullarinin farklilagtirilmasi ile nasil
ayarlanabilecegi gibi darbogazlarin aydimnlatilmast  gerekmektedir. Enzimatik
sentezlerde, coziicli ortamlarina alternatif olarak scCO;’nin kullanilmasi enzimlerin
bolgesel ve stereo secimli Ozelliklerini artirilabilmektedir. Sicaklik ve basing gibi
biyoproses  parametrelerindeki  kiiciik  degisimler,  siiperkritik  akiskanlarin
fizikokimyasal 0Ozelliklerini  6nemli 0Olgiide etkilemektedir. Enzimlerin mikro
cevresindeki bu degisimler biyokatalizorlerin katalitik aktivite ve yapisal kararliligin1 da
etkiler.

Yiiksek lisans tez projesinin temel amaci yaygin uygulamalar i¢in katalitik agidan
oldukga aktif ve yeniden kullanilabilir CLEA’larmin tasarimina yonelik esnek bir
teknoloji platformu olusturmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda, scCO; ortaminin basing ve
sicaklik gibi kosullarina bagl olarak bu ortamlarda 6n islem gormiis fosfat tamponunda
¢oziinmiis CRL enzimlerinin aktivitelerindeki degisimlerin etkisi arastirilarak
CLEA’larinin olusturulmasinda en uygun 6n islem kosullarinin etkisi arastirilmistir.
Immobilizasyon oncesi enzim konformasyonunda bir esneklik saglanmasi amaciyla
gerceklestirilen ve en uygun scCO; ortaminda o6n islem gormiis enzim c¢ozeltisi
kullanarak gergeklestirilen CLEA’lariin katalitik performansina etki eden temel ortam

bilesimlerinin etkisini arastirmaktir. Yiiksek lisans tez projesi kapsaminda presipitasyon
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ajani olarak amonyum siilfat [(NH)2SO4] ve bifonksiyonel ¢apraz baglayici ajan olarak
gluteraldehit kullanilmistir. Candida rugosa lipazi enzimlerinin CLEA’larin katalitik
aktivitelerine baglangi¢ enzim derisimi, bifonksiyonel ¢apraz baglayici ajan derisimi,
presipitasyon ajan derisimi etkisi, proteic feeder olarak bovin serum albiimin (BSA) ve
lizin derisim etkisi ile yiizey aktif maddesi Triton X-100 derisiminin etkisi sistematik
olarak aragtirllmistir. Elde edilen bulgular siireli yayin literatiiriinde yer alan ve Serrano
vd. Onerilen yontemle elde edilen CLEA’larmin katalitik aktivite degerleri ile

kiyaslanmistir [91].

48



3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyaller

Yiiksek Lisans tez projesi kapsaminda CLEA’larmi olusturmak i¢in Candida rugosa
lipaz (Sigma L1754, Type VII Aktivite > 700 U/mg) enzimi kullanilmistir. Capraz
baglayict ajan olarak gluteraldehit (Sigma G5882, Grade 1 % (v/v) 25), presipitasyon
ajani olarak amonyum siilfat (Merck 1217, saflik> %99.5), proteik feeder ajan olarak
BSA (Sigma A9647, Fraction V, saflik> 96) ve/veya L(+)-lizin (Sigma L5501), yiizey
aktif maddesi olarak TritonX-100 (Sigma, 93429) tasiyicisiz immobilize enzim
sistemlerinin hazirlanmasinda yer almistir. Serbest enzim ya da CLEA formundaki
biyokatalizérlerin katalitik stabilitesini korumak amaciyla tampon ¢ozeltisinin
hazirlanmasinda NaH,PO42H,O (Merck 6345) ve NaHPO, (Merck 6586)
kullanilmistir. Hem serbest hem de CLEA formundaki biyokatalizorlerin katalitik
aktivitelerini belirlemek amaciyla asetonitril (Merck 100030) igerisinde hazirlanmis p-
nitrofenil asetat (Sigma N8130) substrat olarak kullanilmistir. Serbest ve ¢apraz bagh
enzim agregatlar1 formlarindaki enzimlerin aktivitelerinin belirlenebilmesi igin
kalibrasyon dogrusunun hazirlanmasinda tepkime {iriinii olan p-nitrofenol (Merck 6798)
kullanilmistir.

Stiperkritik kosullardaki akiskan ortaminin saglanmasi i¢in saflik derecesi
%99.995’dan biiyiik olan 55 bar basing kosullarinda sivi CO, (Hat Grup, Kocaeli) hem
presipitasyon ajan1 hem de enzimin basing denatiirasyonunun gergeklestirilmesinde
kullanilmistir.

Yiiksek lisans tez calismasinda hazirlanan tiim sulu ¢ozeltilerde iletkenlik degeri
182 MQ.cm™ olan Milli-Q su (Milli-Q Gradient Model, Millipore, A.B.D)
kullanilmistir. Deiyonize su igin gerekli saf su ise Cumhuriyet Universitesi Saglik

Hizmetleri ve Uygulama Hastanesi Hemodiyaliz B6liimii’nden saglanmistir.

3.2 Capraz Bagh Enzim Agregatlarinin Hazirlanmasi

3.2.1 Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Hidrojen iyonu derisimi 6 ile 8 aralifinda olan 0.2 M derisimdeki sodyum fosfat tampon
sistemlerinin hazirlanmasinda asit tuzu olarak NaH,PO,2H,O ve baz tuz olarak
Na,HPO, kullanilmistir. Istenilen pH degerinde NaH,PO;-Na;HPO, tamponlarinin
hazirlanmasi icin gerekli basamaklar asagida belirtilmistir.
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I. 100 mL hacminde derisimi 0.2 M olan NaH,PO,2H,0 (M,=156.01) ve
Na;HPO, (My=141.96) stok ¢ozeltileri hazirlamak igin balon jojeler igerisine
sirasiyla; 3.1202 g NaH,PO42H,0 ve 2.8392 g Na,HPO, eklenerek deiyonize su
ile hacimleri 100 mL’ye tamamlanir.

ii. 0.1 M derisiminde ve istenilen pH kosulundaki tampon sistemini hazirlamak i¢in
Cizelge 3.1’de belirtilen miktarlarda NaH,PO,2H,0 ya da Na,HPO, stok
¢ozeltilerin biri -genellikle daha fazla hacimli olan stok ¢6zelti- 150 mL hacimli
bir beher igerisine eklenir. Sodyum fosfat tampon ¢ozeltisinin pH degeri diger
stok c¢oOzeltiden belirtilen miktarda kontrollii bigimde ¢o6zelti icine eklenir.
Cozelti igerisine daldirilmis bir pH probu yardimiyla ¢6zeltinin pH degeri es anli
olarak pH metreden (pH ve iletkenlik Olger, Sartorius A.G Professional 50PP
Model, Almanya) siirekli olarak kontrol edilir.

lii. Tampon sistemin pH degerinin dogru bi¢cimde hazirlanabilmesi igin tampon
ortamlar1 bir sicaklik kontrollii manyetik karigtiricida (IKA Co., RH-D-KT/C
Model, Almanya) siirekli olarak karistirilir. Tampon sistemleri 25 °C sicaklikta
hazirlanmigtir. 0.1 M derisimde sodyum fosfat tamponunu hazirlamak i¢in 0.2 M
tampon c¢ozeltisine es hacimde deiyonize su eklenerek derisimi 0.1 M’a

seyreltilir.

Cizelge 3.1 Tampon sisteminin hazirlanmasi i¢in gerekli ortam bilesimi [51]

H X mL y mL
Pr 0.2 M NazHPO,4 0.2 M NaH,PO,2H,0
6.0 6.15 43.85
7.0 30.5 195
7.2 36.0 14.0
7.5 42.0 8.0
8.0 47.35 2.65

3.2.2 Uretim Ortamindan Gelen Safsizhklarin Giderilmesi
Enzimin saflastirma isleminde, Liou vd. (1998) tarafindan gergeklestirilen saflastirma

islemi siireci modifiye edilerek gergeklestirilmistir [52]. Bu siirecte CLEA formunda
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biyokatalizor sistemleri olusturmak i¢in 30 mL i¢ hacimli polipropilen santrifiij tiipleri
kullanilmistir. Enzimin saflastirma siirecinde gergeklestirilen basamaklar Sekil 3.1°de

Ozetlenmis ve asagida agiklanmustir.

0.45g CRL
3 mL pH=7.2 0.1M sodyum fosfat tamponu

|

Karistirma
200rpm, +4°C, 2 h

|

Santrifajleme
10000 rpm, +4 °C, 30 min

|

Karistirma
200 rpm, +4 °C, 2 h

|

Santrifujleme
10000 rpm, +4 °C, 30 min

|

Fazlarin ayrilmasi

Sekil 3.1 Candida rugosa lipaz1 enziminin saflastirma basamaklari

I. Derigimi 0.15 g/mL olacak sekilde CRL enzimi ve pH’1t 7.2 olan 0.1 M
sodyum fosfat tamponu 30 mL hacimli polipropilen santrifiij tiip icerisine
eklenir. Karisim bir vorteks cihazinda (IKA Co., VG3 Model, Almanya)
yaklagik 5 min silireyle homojen bir enzim ¢ozeltisi olusuncaya kadar
karistirilir.

ii. Sodyum fosfat tamponunda hazirlanan enzim ¢ozeltisi karistirma hizi
kontrollii bir orbital karistirmali calkalayici (Selecta Co., Rotabit Model,
Ispanya) ile 200 rpm karistirma hizinda 2 h siire ile karigtirilmistir.
Karnistirma islemi Sekil 3.2°de gosterildigi gibi polipropilen santrifiij
tiiplerinin yerlestirilmesine uygun olacak sekilde dizayn edilmis 4 °C
sicakliktaki 1s1 banyosu igerisine daldirilmistir. Is1 banyosu ¢evresi ceket tipi
bir 1s1 degistirici ile ¢evrelenmis olup banyo ortaminin sicakligi 4 °C

sicaklikta bir sogutma akigkaninin siirekli olarak sirkiilasyonu ile
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gerceklestirilmistir. Sogutma, akiskan sicaklik kontrolii ve sirkiilasyonu bir
sicaklik kontrollii sogutmalr sirkiilatorii yardimiyla (Thermo Elektron Co.,
HAAKE Phoenix 1l P2-C25P Model circulator, Hampshire, Ingiltere)
gerceklestirilmistir.

Sekil 3.2 Sogutma sirkiilatorlii, orbital karistirma sistemi

ii. Sodyum fosfat tamponunda 4 °C sicakliktaki doygun CRL enzim ¢dzeltisini
elde etmek ve ortamdaki safsizliklart ¢ozeltiden ayirabilmek igin Sekil
3.3’de gosterilen sicaklik ve karigtirma hizi kontrollii santriflij cihazi
(Selecta Co., Medifriger BL-S Model, ispanya) ile 4 °C ve 10000 rpm
kosularinda 30 min siire santrifiijleme islemi gerceklestirilmistir. Santrifiij
tiipii tizerindeki diisiikk yogunluklu sivi -siipernatant- 30 mL hacimli baska
bir santrifiij tiipline dikkatlice alinmigtir.

iv. Siipernatant ortamina ii. ve iii. basamaklara yer alan siire¢ler yeniden

uygulanir.
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Sekil 3.3 Santrifiij cihaz1

3.2.3 Siiperkritik CO, Ortaminda Enzimlere On islem Uygulanmasi

3.2.3.1. Yiiksek Basin¢ Reaktor Sistemi
Candida rugosa lipazinin aktivite ve yapisal kararliligina siiperkritik CO, (scCOy)
ortaminin etkisi 100 mL i¢ hacimli safir cam pencereli mekanik karistirmali yiiksek

basing reaktor sisteminde (Thar, R100WS Model, PA, U.S.A) incelenmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 Safir cam pencereli ve mekanik karistirmali yiliksek basing reaktor sistemi

Sistem maksimum 100 °C sicaklik ve 650 bar basing kosullarinda calisabilme
potansiyeline sahiptir. Yiiksek basing reaktor ortamindaki degisimlerin on-line olarak

gozlenebilmesi i¢in reaktérde aydinlatmali bir kamera sistemi bulunmaktadir. Ortam

53



sicakligr reaktér govdesine monte edilmis bir termogift yardimiyla olgiilmektedir.
Reaktdr govdesinin altinda bulunan bir elektrikli 1sitict yardimiyla istenilen ortam
sicaklifi  termogiftten  alinan  bilgiler ~dogrultusunda +1 °C  duyarlhilikla
saglanabilmektedir. Reaktor ortamindaki basing, reaktér govdesine monte edilmis bir
basing sensorii yardimiyla kontrol panelinden izlenebilmektedir. Yiiksek basingh
sistemin iizerinde ayrica 1 adet basing gostergesi de monte edilmis olup buradan da
ortam basinct ayrica gorsel olarak izlenebilmektedir. Reaktor ortaminin karigtirma hizi
reaktdr iist govdesine monte edilmis bir 4-bicakli 45° acili egik tiirbin tipi mekanik
karigtirict (CROSCHOPP, PM6015 Model, U.S.A.) ile saglanmaktadir. Karistirma hizi,
kontrol paneli iizerinde bulunan potansiyometre yardimiyla 0-2400 rpm araliginda
istenilen degere ayarlanabilmektedir.

Yiiksek basing reaktor sistemine istenilen sicaklik ve basing kosullarindaki
stiperkritik CO,, siringa tipi yiiksek basing pompast (ISCO, 100 DX Model, NE,
Linhon, A.B.D.) yardimiyla saglanmaktadir. Siiperkritik akiskanin yiiksek basing
reaktor ortamina girisi reaktor {izerine monte edilmis besleme hattindan
gerceklestirilmektedir. 100 mL hacim kapasitesine sahip silindir ortamindaki CO’in
1sitilmasi/sogutulmasini saglamak i¢in piston bagliklarinin dis yiizeyi ceket tipi bir 1s1
degistirici ile ¢cevrelenmistir. Siiperkritik CO2’in sicakligi 1s1 degistiriciye siirekli olarak
beslenen 1sitma ya da sogutma akigkanin sirkiilasyonu ile saglanmistir. Bu islem
sicaklik kontrolii bir sirkiilator yardimiyla (Thermo Elektron Co., HAAKE Phoenix II
P2-C25P Model circulator, Hampshire, Ingiltere) gergeklestirilmistir. Siringa pompa
sistemi ile baglantili bir kontrol {initesi yardimiyla istenilen basing ve akis hizinda
stiperkritik CO, beslemesi yiiksek basing reaktore saglanabilmektedir. Deneylerde saflik
derecesi >%99.995 olan 55 bar basing kosullarinda sivi CO, (Hat Grup, Kocaeli)

kullanilmistir.

3.2.3.2 Enzimlerin Siiperkritik CO; ile Tersinir Basin¢ Denatiirasyonu

Saflagtirllma islemi gergeklestirilerek hazirlanan ¢o6zelti halindeki CRL enzimleri
reaktor igerisinde 15 min siire ile statik basing altinda CO; ile 6n islem gérmiis ve bu
stire¢ yiiksek basing reaktoriiniin kamera sisteminden on-line olarak izlenilmistir. CO,
ile 6n islem siiresi tamamlanmis enzimler, yiiksek basing reaktdr sistemindeki akigkan
basincinin ani olarak azalmasini ve numune kaybini engellenmesi i¢in basing kontroli,
yiiksek basing reaktdr sisteminin kontrol vanasi (HIP, Erla Model, PA, U.S.A.)

yardimiyla saglanmistir. Kontrol vanasindan CO;, gazinin ani ¢ikisi genlesmeye neden
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oldugundan kuru buz olusumuna neden olmaktadir. Kuru buz olusumu hem kontrol
vanasinin tikanmasina hem de enzim ¢ozeltilerinin katalitik aktivitesinin degismesine
neden olacagindan sicaklik kontrollii elektrikli 1sitici (Brisk-Heat Corporation,
SDC240KC-A-E Model, U.S.A)) ile ortalama 50°C ye kadar 1sitilarak kontrol vanasmin
buz tutmas1 engellenmistir.

scCO,’nin Candida rugosa lipaz enzim aktivitesine ortam sicakligi ve basincin
etkisi sirastyla 31, 40 ve 50 °C sicaklik, 73.8,100,150, 200 ve 300 bar basing kosullarda
pH=7.2 olan 0.1 M Na,HPO,4-NaH;P0,.2H,0 tampon ortaminda ¢6ziinmiis enzim i¢in

arastirilmistir.

3.2.4 Capraz Bagh Enzim Agregatlarimin Uretimi

Capraz bagli enzim agregatlarinin (CLEA) {iretimi hem yiiksek basing reaktor
sisteminde On islem gormiis CRL enzim ¢ozeltileri i¢cin hem de islem gérmemis CRL
enzim ¢ozeltileri i¢in olusturulmustur. CLEA iiretim agamalari adim adim agagida

sunulmustur.

I. Coktirme islemi; hacmi 30 mL olan polipropilen santrifiij tiiptine 3 mL
hacimdeki belli bir baglangi¢c enzim derisimine sahip enzim c¢ozeltisi konulmus ve
presipitasyon ajan1 amonyum siilfat enzim ¢dzeltisine yavas yavas eklenmis ve karigim
diisiik bir hizda vorteks cihazinda karistirilarak homojenize edilmistir. Enzimin yiiksek
derisimdeki tuz etkisiyle presipitasyonu (salting out) karigtirma hizi1 kontrollii orbital
karistiricida (Selecta Co., Rotabit Model, Ispanya) 2 h siire ile +4 °C sicaklik ve 200
rpm karistirma hizi kosullarinda gerceklestirilmistir.

ii. Capraz baglama islemi; enzim molekiillerinin birbirlerine ¢apraz olarak
baglanma islemi karistirma hizi kontrollii orbital karigtiricida (Selecta Co., Rotabit
Model, ispanya) 30 min siire ile +4 °C sicaklik ve 200 rpm karistirma hizinda belirli
derisimlerde gluteraldehit ¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirilmistir. Karistirma islemi
sonunda CLEA’larin olusumu icin 6rnekler 4-8 °C sicakliktaki buzdolabinda 48 h
boyunca bekletilmistir.

iii. Yikama islemi; olusturulan CLEA’larin ¢dzelti ortamindan geri kazanimi ve
liretim ortamindan gelen safsizliklardan ayrilmasi icin drnekler 48 h sonunda +4 °C
sicaklikta 1000 rpm karigtirma hizinda 30 min siireyle sogutmali santrifiijde (Selecta
Co., Medifriger BL-S Model, Ispanya) santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonunda st

faz1 ayrilan Ornekler lizerine pH’1 7.2 olan 0.1 M Na,HPO4-NaH,P0O,.2H,0O tampon
55



¢ozeltiden 3 mL eklenmis ve vorteks islemi uygulanmistir. Belirtilen bu yikama islemi
kirliligin en aza indirilmesi i¢in 3 kez tekrarlanmigtir.

Proteik feeder ajan tiirii ve derisim etkisi ve ylizey aktif madde derigiminin
olusturulan CLEA formundaki biyokatalizorlerin katalitik aktivitesine etkisinin
incelendigi immobilizasyon islemlerinde; proteik feeder ajan enzim ¢dzeltisinin
saflastirma islemi sonrasi, yiizey aktif maddesi ise enzim ¢dzeltisinin saflagtirma islemi
oncesi eklenmistir.

Deneylerde Candida rugosa lipazi enziminin ¢apraz bagli enzim agregatlarinin
aktivitesi lizerine proteik feeder ajan BSA ve lizin derisiminin etkisi, yiizey aktif
maddesi TritonX-100 derisiminin etkisi (1/10 oraninda deiyonize su igerisinde

seyreltilerek) incelenmistir.

3.3 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Candida rugosa lipazi enzimi kullanilarak hazirlanan CLEA formundaki tasiyicisiz
enzim sistemlerinin aktivitesi (U), substrat olarak p-nitrofenilasetat (p-NPA)’in lipaz
enzimi ile tepkimesi sonunda {iretilen p-nitrofenol (pNP)’in iretim hiz1 Olgiilerek
belirlenmistir (Goto vd., 2003; Salgin, 2007). Tepkimenin stokiyometrik denklemi
Sekil 3.5’ de verilmistir.

. E:? o o+ H Lipaz enzimi "o o
—C- —< >— + > NO, + R—C-
2 20 Fosfat tamponu _O 2 + R-C-OH
pH = 7.5, 25 °C
p NPA p NP

Sekil 3.5 p-nitrofenilasetat lipaz katalizli enzimatik hidroliz tepkimesi

Candida rugosa lipazi ile olusturulan gapraz bagli enzim agregatlarinin aktivitesini
belirlemek i¢in belirli bir miktar CLEA erlen igerisine alinmistir. 25 ml 0.1 M ve
pH=7.5 olan Na;HPO;-NaH,P0O4.2H,0O tamponunda 10 min karigtiritlip ¢oziinmesi
saglandiktan sonra ¢ozeltiye 125 pL p-nitrofenol substrat ¢ozeltisinden eklenerek
tepkime Dbaglatilir. p-nitrofenol {iretim hizi, spektrofotometrik olarak UV-vis
spektrofotometre cihazinda (Shimadzu, 1800 model Uv-vis spektofotometre, Japonya)
A=404 nm dalga boyunda ve 25 °C sicaklikta, kinetik modda 1.5-3.0 ve 4.5 min’de
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cozeltiden alinan Orneklerin absorbans degerlerinin belirlenmesi ile hesaplanmistir.
Absorbans 6l¢limii 6ncesinde olusturulan CLEA’lar 0.45 pum gozenekli polivinilidin
floriir (PVDF, Millex VV) filtrelerde siiziilmiistiir. Her bir p-NP derisimi i¢in okunan

absorbans degerleri spektrofotometrik olarak A=404 nm i¢in belirlenmistir.

3.4 Enzimin Konformasyonel Yapisindaki Degisimler
Protein yapisinda olan enzimlerin konformasyonel yapisindaki degisimler belirlenmesi
isleminde FTIR-ATR spektrofotometresi (Spectrum 100, Perkin Elmer) kullanilmistir
(Sekil 3.6). FTIR spektrofotometresi ile amid bdlgesindeki 1simn absorpsiyonunun
gozlenmesi ile proteinin ikincil yapisindaki degisimler saptanabilmektedir. Amid grubu,
amid A, B ve I-VII olmak flizere 9 titresim modu gostermektedir. Proteinin ikincil
yapisindaki degisimlerin belirlenmesi icin tercih edilen spektral bilesenler amid I, amid
Il ve amid III bandlaridir [94].

scCO; ile islem sonrasinda Candida rugosa lipazinin ikincil yapisinda meydana
gelebilecek degisimler, CRL’nin kuru toz formu ve iiretimden gelen safsizliklarin
giderildigi saflastirilmis formu ile incelenmistir. Saflastirma isleminin asamalar1 bir
onceki boliimde aciklanmistir. SCCO, islemi i¢in 0.010g kuru enzim ve 20 uL
saflagtirillmis enzim ayr1 vialler igerisine alinarak safir cam pencereli mekanik
karistirmali yiiksek basing reaktor sistemine yerlestirilmistir. Kuru ve saflastirilmis
formadaki CRL enzimlerine yiiksek basing reaktdr sisteminde 31, 40 ve 50 °C sicaklik
ve 73.8, 100, 150, 200 ve 300 bar basing kosullarda scCO; islemi uygulanmaistir.

Proteinlerin ikincil yapisindaki degisimlerin infrared spektrofotometresi ile
belirlenmesi isleminde 6zellikle sulu ¢ozelti iginde bulunan proteinler i¢in suyun 1600-
1700 cm™ dalga sayis1 araliginda -belirtilen bu aralik proteinlerin ikincil yapisi ile ilgili
olan amid I bandma karsilik gelmektedir- infrared 1smmin1 absorplamasi problem
yaratmaktadir. Bu nedenle bu tip analizlerde amid I ve amid II bolgesinde absorpsiyon
yapmayan D,O c¢ozeltisinin kullanilmasi onerilmektedir [95]. Bu nedenle scCO; ile
islem goren sivi formdaki CRL enzim orneklerine 0.5 mL D,O (Sigma 151882)
eklenerek FTIR-ATR spektrumlari alinmistir.
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Sekil 3.6 FTIR-ATR spektrofotometresi

3.5 Enzim Boyutundaki Degisimler

Saflastirma islemi uygulanmis enzimlerin 31, 40 ve 50 °C sicaklik ve 73.8, 100, 150,
200 ve 300 bar basing kosullarda scCO; ile islem gormesinden sonra fiziksel olarak
enzim yapisinda meydana gelen degisimler, Zetasizer cihazi ile (NanoZS, Malvern,

UK) (Sekil 3.7) enzimlerin hidrodinamik boyutlari/yaricaplar dlgiilerek belirlenmistir.

Sekil 3.7 Zetasizer cihazi
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Zetasizer cihazinda hidrodinamik boyut analizleri DLS (Dynamic Light Scattering)
teknigi ile yapilmaktadir. Bu teknik ile sivi iginde disperse olmus Brownian hareketi
yapan partikiil/molekiillerin difiizyonu odl¢iilmektedir. Olgiilen degerler yardimi ile
Stokes-Einstein denklemi (Esitlik 3.1) kullanilarak partikiillerin hidrodinamik boyut
degerleri cihazin software programi tarafindan hesaplanmaktadir.

kgT

dH) =—"——
(H) 3-7-n-D

[3.1]

Esitlik 3.1°de d(H); hidrodinamik yaricap/boyut (nm), kg; Boltzmann sabiti (1.38x10%]
K™, T; sicaklik (K), n; viskozite, D; difiizyon katsayisini gostermektedir [96].
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4 DENEYSEL BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Siiperkritik CO; Ortaminda Termodinamik Degiskenlerin Candida Rugosa
Lipaz Enzimi Aktivitesine Etkileri

Bolim 3.2.2°de belirtilen sekilde CRL’nin iiretim ortamindan gelen safsizliklarin
giderilmesi isleminden sonra saflastirilan, 0.1 M derisim ve pH=7.2 olan NaH,PO4-
Na,HPO,4 tamponu i¢inde bulunan enzim ¢ozeltileri kullanilarak yiiksek basing reaktor
sisteminde CRL aktivitesine scCO,’nin sicaklik ve basing gibi termodinamik
degiskenlerinin etkisi incelenmistir. Siiperkritik COy’nin belirtilen termodinamik
degiskenlerin tampon sisteminde ¢oziinmiis serbest formundaki enzim aktivitesine
etkisi; 31-50 °C sicaklik ve 73.8-300 bar basing aralifinda sistematik bir bi¢imde
arastirilmistir. Deneyler 100 mL hacime sahip safir cam pencereli ve mekanik
karistirmali yiiksek basing reaktor sisteminde Vsccoo/Vcre orant 20/1 olacak sekilde
gerceklestirilmis ve 15 min siire ile enzim ¢ozeltisi statik basing altinda tutulmustur. Bu
siire¢ sonunda ortam basincinin atmosferik kosullara indirgenmesi isleminde ani basing
diismesinden kag¢inilmis ve bu siire¢ 30-45 min arasinda gergeklestirilmistir. Sekil
4.1’de yukarida belirtilen islemler sonunda, scCO; termodinamik degiskenlerinin
atmosferik kosullara indirgenmis enzim ¢ozeltisinin katalitik aktivitesine etkisi
gosterilmistir.

Siiperkritik CO,’nin kritik sicaklik degeri (31.1 °C) yakininda gergeklestirilen n
islemlerde enzim aktivitesinin basingla degisimi kritik basing degerinin (73.8 bar)
tizerindeki kosullarda ortam basincinin artmasi ile 6nce artmakta ve 200 bar
kosullarinda bir maksimum aktiviteye (23.80 U) ulasildiktan sonra azalmaktadir. Ortam
sicakligmin 40 °C oldugu kosulda basincin artmast ile enzim aktivitelerinde 100,150 ve
200 bar basing degerlerinde fazla bir degisim olmamuis; en yiiksek aktivite 300 bar
basing degeri i¢in 20.16 U olarak belirlenmistir. Belirlenen bu deger 73.8 bar basing
degerindeki CRL aktivitesinin yaklagik 1.29 katidir. Ortam sicakliginin 50 °C oldugu
kosulda ise basincin artmasi ile aktivite degerleri yine salimim gostermis 200 bar
degerinde maksimum aktivite (21.28 U) degeri elde edilmistir.

scCO,’de islem goren CRL enziminin aktivite degerleri incelendiginde, 31 °C
sicakliginda 73.8, 150 ve 200 bar basing degerlerinde, diger iki sicaklik degerlerine gore
CRL aktivitelerinin daha ytliksek oldugu belirlenmistir. CO,’nin kritik konlarma yakin
degerlerdeki CRL aktivitesi 17.57 U olarak belirlenmistir. 31 °C ve 200 bar

degerlerinde elde edilen aktivite 23.80 U yani 73.8 bar’daki degerin 1.35 katidir. 31 °C
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ve 200 bar kosullarinda daha yiiksek aktivite elde edilmesine ragmen kullanilan
sistemin teknik Ozellikleri, yiiksek basing reaktérde scCO,’in ani basinglandirma ve
genlestirme siirecleri ve dolayisiyla isletme maliyetleri de goz 6niine alindiginda yiiksek
lisans tez projesi kapsaminda CRL enzimlerinin CLEA formundaki biyokatalizor
sistemlerinin hazirlanmasinda scCO; ile 6n islem kosullar1 31 °C sicaklik ve 100 bar

basing ve 15 min islem siiresi olarak belirlenmistir.

25
(] BN 73.8 bar
. I 100 bar
20 3 150 bar
_ [ 200 bar
—— _ N 300 bar
S 15 -
it
>
< i
< 10
. I
0 p
31 40 20
Sicaklik (°C)

Sekil 4.1 scCO; ile 6n islem goérmiis serbest formadaki CRL enzimlerinin aktivitesine

termodinamik degiskenler sicaklik ve basincin etkisi

Arastirma projesi kapsaminda serbest formdaki CRL enzimlerinin belirtilen sicaklik ve
basing araliginda scCO; ile 6n islem gordiikten sonra atmosferik kosullara indirgenmesi
islemini takiben hidrodinamik boyutundaki degisimler Zetasizer cihazinda belirlenerek

Cizelge 4.1°de sunulmustur.
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Cizelge 4.1 Saflastirilmis CRL enzimlerinin hidrodinamik boyutunun scCO; ortaminda
farkli sicaklik ve basing degerleriyle degisimi

Sicaklik Basing Hidrodinamik boyut
(°C) (bar) (nm)
31 73.8 287
31 100 135
31 150 199
31 200 84
31 300 95
40 73.8 73
40 100 149
40 150 154
40 200 199
40 300 205
50 73.8 77
50 100 87
50 150 192
50 200 219
50 300 168

scCO; ortaminda islem gérmemis CRL enziminin hidrodinamik boyutu 291 nm
olarak belirlenmistir. 31 °C sabit sicaklikta CRL hidrodinamik boyutunun basmcim
artmasi ile salmm gosterdigi ancak genelde azaldigi sdylenebilir. 40 ve 50 °C
sicakliklarda basmcin artmast ile CRL hidrodinamik boyutunun genelde arttig1
gozlenmistir. scCO; ortaminda islem goren enzimlerin hidrodinamik boyutunun, scCO,
ortaminda islem gérmemis CRL enzimine kiyasla daha kiiciik oldugu belirlenmistir.

Yiiksek basing proteinleri denatiire etme egilimindedir ve denatiire olmus
durumdaki protein-¢oziicli sistemi dogal durumdaki hacmine gore daha kiigiik hacim
kaplar. Ayn1 zamanda basing oligomerik proteinlerin ¢oziinmesine sebep olur ve
boylece sistemin net hacmi azalir. Bu etkiler bir¢ok faktoriin kombinasyonundan
kaynaklanir. Katlanmis protein yapisi i¢inde veya oligomer arayiizeyinde kavitelerin
varlig1 protein ¢dziinmesini ve katlanmis yapinin acilmasini saglar. Protein iizerine

basing uygulanmasi kismen ya da tamamen dengedeki protein yapisini katlanmis
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protein yapisinin degistigi konformasyonlara kaydirabilir. Dogal protein yapisinin
kismen veya tamamen bozulmasina bagli olarak protein hacmindeki azalma polar
olmayan amino asit kalintilarinin agiga ¢ikmasi, agiga c¢ikan yiiklerin elektriksel
biiziilmesi ve serbest hacmin azalmasi ile agiklanabilir [97-98].

Basing sadece protein-¢oziicii sisteminin hacmini etkilerken, sicaklik hem hacmi
hem de 1s1l enerji degisimlerini etkiler. Bircok protein i¢in basing denatiirasyonunun
tersinir oldugu, sicaklik denatiirasyonunun sicaklikla birlikte hidrofobik etkilesimlerin
artmasindan dolay1 tersinmez agregasyon ile sonuglandigi belirlenmistir [99]. Dolayis1
ile 31 °C sicaklikta basincin artmasi ile CRL hidrodinamik boyutunun azalmasi protein
hacminin azalmasina yani basing denatiirasyonuna bagli olarak yorumlanabilir. 40 ve
50°C sicakliklarda ise basingla birlikte genelde hidrodinamik boyutun artmasi dolayisi
ile enzim agregatlarin olusumu sicaklik denatiirasyonu varligima bagli olarak

yorumlanabilir.

4.2 Siiperkritik CO; Ortaminda Termodinamik Degiskenlerin Candida rugosa
Lipaz Enziminin Konformasyonel Yapisina Etkileri
CRL enzimlerinin konformasyonel yapisindaki degisimler belirlenmesi i¢in FTIR-ATR
spektrofotometresi kullanilmistir. FTIR spektrofotometresi ile amid bolgesindeki
degisimlerden proteinin ikincil yapisindaki farkliliklar saptanabilmektedir.

scCO; ile islem sonrasinda CRL’nin ikincil yapisinda meydana gelebilecek
degisimler, CRL’nin iiretimden gelen safsizliklarin giderildigi saflastirilmis sivi formu
icin incelenmistir. Sivi formun FTIR-ATR ile incelenmesinde 6rnekler igine D,O

eklenmistir.

4.2.1 Saflastirilmis CRL Enziminin Konformasyonel Yapisindaki Degisimler
Saflagtirma islemi gergeklesmis olan sivi formdaki 20uL hacmindeki CRL enzimlerine
scCO; ortaminda 15 min siire ile 31, 40 ve 50 °C sicaklik ve 73.8,100, 200 ve 300 bar
basing degerlerinde 6n islemler uygulanmis ve 0.5 mL D,O eklenerek FTIR-ATR
spektrumlar1 alinmagtir.

Sekil 4.2°de 31 °C sicakliginda farkli basing degerlerinde scCO; ortaminda 6n
islem gormiis ve scCO; ortaminda 6n islem géormemis sivi formdaki CRL enzimlerinin

FTIR-ATR spektrumlari verilmistir.
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Sekil 4.2 scCO; ortaminda farkli basing degerlerinde 6n islem uygulanan saflastirilmis
CRL enzimlerinin, scCO; ortaminda 6n islem gormeyen CRL enzimi ile karsilastirmali

spektrumlari: T=31 °C

Calisilan tim kosullar i¢in gozlenen 3390.79 cm™ dalga sayisindaki pikler protein
yapisindaki N-H gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir. Ayrica 1455.95 cm™ dalga
sayisinda tiim kosullarda protein yapisina ait C-N gerilme titresimi ve N-H gerilme
titresiminden kaynaklanan amid II bandlar1 gézlenmistir. Normalde amid II bandlar
1480-1575 cm™ dalga sayisinda yer almaktadir. Amid II bandlarmim frekansinin daha
diisiik bir degere kaymasinin sebebi amid baglarindaki hidrojen-déteryum degisiminin
gerceklesmesidir [95]. Calisilan tiim kosullarda amid II bandinin siddetinde, scCO; ile
islem gormemis CRL enzimine kiyasla azalma olmasi enzimin konformasyonel

yapisinin sCCO; ile islem gormesiyle degistigini gostermektedir.
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Benzer sonuglar scCO; ortaminda 40 °C ve 50 °C sicakliklarinda 73.8,100, 200
ve 300 bar basing degerlerinde 6n islem gormiis CRL enzimleri i¢in de elde edilmis ve
FTIR-ATR spektrumlar1 scCO; ortaminda 6n islem gormemis CRL enzimleri ile

kiyaslamali olarak siras1 ile Sekil 4.3 ve 4.4°de gosterilmistir.
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Sekil 4.3 scCO; ortaminda farkli basing degerlerinde 6n islem uygulanan saflastirilmig
CRL enzimlerinin, scCO; ortaminda 6n islem gormeyen CRL enzimi ile karsilagtirmali
spektrumlari: T=40 °C
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Sekil 4.4 scCO; ortaminda farkli basing degerlerinde 6n islem uygulanan saflastirilmis
CRL enzimlerinin, scCO; ortaminda 6n islem gormeyen CRL enzimi ile karsilastirmali
spektrumlari: T=50 °C

4.3 Capraz Bagh Enzim Agregatlarinin Uretiminde Enzim Aktivitesine Etki Eden

Parametrelerin Incelenmesi

4.3.1 Gluteraldehit ve Lizin Derisimi Etkisi

Tasiyicisiz enzim immobilizasyonu siirecinde CRL enzimlerinin kovalent olarak
baglanabilmesi i¢in bifonksiyonel bir reaktif olan gluteraldehit (GA) kullanilmistir.
CLEA iiretimi i¢in 100 bar basing ve 31 °C sicaklik kosullarinda scCO, ortaminda 6n
islem gormiis ve On islem gormemis CRL enzimleri kullanilarak olusturulan
biyokatalizor sistemlerinin katalitik aktivitesine GA derisimi etkisi Cga= 20, 30 ve 40
pL/mL derisim degerlerinde incelenmistir. Ayrica GA derigimi etkisi incelenirken ayni
zamanda CLEA aktiviteleri iizerine proteik feeder ajan olarak kullanilan ve bir amino
asit olan lizin derisimi etkisi de Cii;n=1.67, 3.34, 5.01, 6.68 ve 8.35 mg/mL

degerlerinde incelenmistir.
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CLEA firetiminde GA ve lizin derigimi etkisinin incelendigi deney setinde
baglangic enzim derisimi Cgo=150 mg/mL, presipitasyon ajant (NH4);SO4 derisimi
C(NH2)2504=600 mg/mL (pH=7.2, 0.1 M Na,HPOs-NaH,PO, tamponunda hazirlanmistir)
ve katki maddesi olarak kullanilan yiizey aktif maddesi Triton X-100 derisimi Crritonx-
100=6.66 pL/mL degerlerinde kullanilmistir.

Sekil 4.5’de baslangic lizin derisiminin 1.67 mg/mL oldugu durumda CLEA
formundaki enzim sistemlerinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalarda scCO; ortaminda
on islem gormiis ve géormemis CRL enzimlerin kullanildigi siireglerde CLEA’larin

katalitik aktivitesine GA derisiminin etkisi gosterilmistir.

1800
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1600 .
I islem Gormemis

1400 A
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800 -
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Sekil 4.5 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan

CLEA’larin aktivitesine GA derisimi etkisi: Cyi;in=1.67 mg/mL

GA derisiminin artmast ile hem SCCO; ortaminda 6n islem gérmiis hem de islem
gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA’larin aktivite degerlerinde genelde
azalma gozlenmistir. Bifonksiyonel ¢apraz baglayict ajan olan GA derisiminin artmasi,
CRL enziminin aktif konumlarinin baglama siddetini arttirmis ve asir1 ¢gapraz baglanma
olusturulan CLEA’larin aktif konumlarmmi kapatarak katalitik aktivitelerinin
azalmalarma neden olmustur. Cga=20 pL/mL oldugu kosullarda 6n islem gérmemis

enzimler ile olusturulan CLEA aktivitesi 1545.67 U, scCO; ile 6n islem goéren CLEA
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aktivitesi ise 876.34 U olarak tespit edilmistir. C5a=30 ve 40 pL/mL oldugu kosullarda
ise scCO; ile 6n islem goren CLEA aktiviteleri daha yiiksektir.

Lizin derisiminin Cyj;in=3.34 mg/mL oldugu kosulda scCO, ortaminda 6n islem
gormiis ve gormemis CRL enzimleri kullanilarak iiretilen CLEA’larin aktivitesinin GA

derigimi ile degisimi Sekil 4.6’de gosterilmistir.
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Sekil 4.6 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan

CLEA’larin aktivitesine GA derisimi etkisi: Cyizn= 3.34 mg/mL

Lizin derisimin Cij;n=1.67 mg/mL oldugu durumda elde edilen aktivitelerle
kiyaslandiginda Cyj;in=3.34 mg/mL degerine arttirildigi durumda scCO; ortaminda 6n
islem gormiis ve gdrmemis enzimlerle hazirlanan CLEA’larin aktiviteleri artmistir. GA
derigiminin 20 pl/mL oldugu kosulda scCO, ile 6n islem goérmemis enzim aktivitesi,
scCO; ile 6n islem goérmiis enzim aktivitesine gore yaklasik 2 kat artis gdstererek en
yiiksek 0n islem gormemis katalitik enzim aktivitesine ulagilmistir. SCCO; ile 6n islem
gormemis CRL enzimlerinin, 6n islem gormiislere gore aktivitelerinin artmasinin
sebebi; siiperkritik kosullarda CO’in enzimin hidrofilik ve hidrofobik kalintilarini
cozerek kolaylikla hidrofobik katalitik konumuna ulagmasi ve tiim yapiyr pertiirbe

etmesi olarak yorumlanabilir [100].
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Sekil 4.7°de lizin derisiminin Cyj;in=5.01 mg/mL oldugu durumda ise -lizin
derigimlerinin Cyj;j,=1.67 ve 3.34 mg/mL oldugu durumda elde edilen sonuglardan
farkl1 olarak- scCO, ile islem gormiis CLEA’larin, scCO, ile islem gérmemis

CLEA’larin aktivitelerinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

2500
Em islem Gormis SCCO,

I islem Gérmemis

2000 A

1500 A

Aktivite (U)

1000 -

500 A

20 30 40

Gluteraldehit (uL/mL)

Sekil 4.7 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan

CLEA’larin aktivitesine GA derisimi etkisi: Cizin= 5.01 mg/mL

GA derisiminin artmasi ile sSCCO; ortaminda islem goérmiis CRL enzimlerinden yola
cikilarak hazirlanan CLEA aktivitelerinin 6nce azaldigi sonra ise arttifi, ScCO;
ortaminda islem gormemis CRL ile hazirlanan CLEA aktivitelerinin ise azaldigi
gozlenmistir. En yiliksek aktivite degerine GA derisiminin 20 pL/mL kosulda
ulagilmistir ve bu kosuldaki scCO; ile 6n islem gormiis ve SCCO; ile 6n islem gérmemis
aktivite degerleri sirastyla 2077.43 U ve 1173.03 CLEA olarak tespit edilmistir.

Lizin derisiminin 6.68 mg/mL oldugu kosulda iiretilen CLEA’larin katalitik
aktivitesine GA derisiminin etkisi Sekil 4.8’de gosterilmistir. Ci;in=6.68 mg/mL
degerinde iken scCO; ortaminda islem goren CRL enzimlerinden sentezlenen CLEA
aktivitelerinin, scCO; ile 6n islem gérmemis CRL enzimlerinden sentezlenen CLEA
aktivitelerinden daha yiliksek oldugu goriilmektedir. scCO; ile 6n islem sonucunda
hazirlanan CLEA aktivitesi GA derisiminin 30 pl/mL degerine arttirilmasi ile
azalirken, 40 pL/mL GA derisiminde aktivitenin pek fazla degismedigi gozlenmistir.
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scCO; ile 6n islem gormeyen CRL enzimlerinden sentezlenen CLEA aktiviteleri GA
derigiminin artmasiyla azalmistir. scCO; ile 6n islem gormiis ve gormemis CRL
enzimleri ile hazirlanan CLEA’larin en yiiksek aktivite degerleri Cga=20 pL/mL
kosullarinda sirasiyla 2857.32 U ve 1296.16 U olarak saptanmustir.
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Sekil 4.8 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan

CLEA’larin aktivitesine GA derisimi etkisi: Cyjz;n= 6.68 mg/mL

Sekil 4.9°da lizin derisiminin C|;ip=8.35 mg/mL oldugu kosulda, scCO,
ortaminda 6n islem gérmiis ve gormemis CRL enzimlerin kullanildig: siireglerde
CLEA’larin katalitik aktivitesine GA derisiminin etkisi sunulmustur. scCO; ile 6n islem
gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA aktiviteleri GA derisiminin artmasi ile
azalirken, scCO; ile 6n islem goren CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA aktivitesi GA
derisiminin artmasi ile dnce degismemekte sonra azalmaktadir. Lizin derisiminin 8.35
mg/mL kosulda, scCO; ortaminda 6n islem gormiis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin katalitik aktiviteleri, scCO;, ortaminda 6n islem gérmemis CRL enzimleri
ile hazirlanan CLEA’larin katalitik aktivitelerinden ¢alisilan tiim GA derisimlerinde
yaklasik 2 kat artis gostermistir. SCCO, ile on islem gormiis CRL enzimleri ile
sentezlenen CLEA’larin katalitik aktivitelerinin en yliksek degeri GA derisiminin 20 ve

30 pL/mL oldugu degerlerde ortalama 1320 U olarak saptanmistir. scCO; ile 6n islem

70



gormemis CRL enzimleri ile sentezlenen CLEA’larin katalitik aktivitelerin en yiiksek

degeri Cga=20 pL/mL derisimde 683.35 U olarak belirlenmistir.

1400
mmm islem Gérmiis SCCO,
1200 - I islem Gormemis
1000 -
= 800 -
8
=
X 600
<
400 -
200 -
0
20 30 40
Gluteraldehit (L/mL)

Sekil 4.9 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan

CLEA’larin aktivitesine GA derisimi etkisi: Cyjz;n= 8.35 mg/mL

Genelde, proteinler dis ylizeyleri lizerinde yer alan ve amin gruplariin polaritesi
nedeniyle sulu ortamla temas halinde bulunan lizin kalintilar1 igermektedir. Bir amino
asit olan lizin kalintilar1 genelde enzimin katalitik 6zelligini saglayan grup i¢inde yer
almaz, ancak ¢apraz baglanma yaparak protein konformasyonunu dolayisiyla katalitik
aktivitesini korurlar. GA sulu ¢ozelti iginde farkli formlarda —momomerik, polimerik ve
siklik yapilar- bulunmaktadir ve bu formlarin hepsi proteinlerin lizin kalintilart (¢-amino
grup) ile tepkime verebilmektedir [101].

Lizin derisiminin arttirillmasi ile GA, enzimin aktif konumlarindaki katalitik
gorev yapan amino asitler yerine lizin ile ¢apraz baglanarak aktif konumlarda bulunan
amino asitlerin ¢apraz baglanmasini engellemistir. Dolayisiyla lizin derigiminin artmasi
CLEA aktivitesini arttirmistir. Siiperkritik kosullardaki CO,’in enzim aktivitesi ve
kararlilig1 tizerine olumlu ya da olumsuz etkileri olabilir. Bu etkiler enzimin tiiriine,
¢oOzeltideki su miktarina ve uygulanan basing ve sicaklik degiskenlerine baglidir [102].

Lizin derisiminin 1.67 ve 3.34 mg/mL ve GA derisiminin 20 uL./mL oldugu durumlarda
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scCO; ile islem goren CRL ile hazirlanan CLEA aktiviteleri, islem gérmeyen CRL ile
hazirlanan CLEA aktivitelerinden diisiik ¢ikarken, diger tim c¢alisilan kosullarda
CRL’nin scCO; ile islem gormesiyle tiretilen CLEA aktiviteleri yiiksek ¢ikmis ve
scCO; ile 6n islemin olumlu etkisi gézlenmistir. Lizin derisiminin etkisinin incelendigi
deney setinde CLEA aktivitesinin en yiiksek oldugu kosullar 20 pL/mL GA derisimi ve
6.68 lizin derisimi olup aktivite degeri 2857.32 U olarak belirlenmistir.

4.3.2 Katki Maddesi Triton X-100 ve BSA Derisimi Etkisi

Noniyonik bir deterjan olan Triton X-100 hem polar hem de nonpolar gruplar igerir.
Triton X-100 tuzlu ortamlara ve ¢ozeltinin pH’ina kars1 diger yiizey aktif maddelere
gore daha az duyarlidir. Immobilizasyon siirecinde Triton X-100, enzimin Katalitik
acidan 6nem tasiyan aktif konumlarinin korunmasi amaciyla kullanilmstir.

Capraz bagli enzim agregatlari bi¢ciminde gerceklestirilen tasiyicisiz enzim
immobilizasyon  siireglerinde  kullanilan  enzimlerin  yiiksek  saflikta  olma
gereksinimlerinin olmamas1 bu prosesin énemli bir avantajidir. Ticari olarak satilan
bir¢ok lipaz enzimi de iiretim ortamindan gelen safsizliklar nedeniyle birim kiitlesinde
diistik miktarda katalitik Ozellik gosteren proteine yani lipaz enzimine sahiptir. Bu
nedenle ortama fazladan katalitik 6zellik gostermeyen proteik feeder ajan olarak BSA
gibi proteinlerin katilmasi, CLEA bi¢iminde hazirlanan biyokatalizér sistemlerinin
katalitik performanslarina 6nemli katkilar sagladigi bildirilmektedir [86].

scCO;, ortaminda 6n islem gérmiis ve gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin aktivitesine BSA derisiminin etkisi; Triton X-100’tin Cryitonx-100=3.33-6.66
puL/mL  degerlerinde; presipitasyon ajant (NH4)2SOs’ i Cnpay2s04=600 mg/mL
degerinde, baslangi¢ enzim derisiminin Cg,=150 mg/mL ve GA derisiminin Cga=40
pL/mL oldugu degerlerde incelenmistir. Bu kosullarda ise BSA derisiminin CLEA
aktivitesine etkisi 3.33, 6.66, 9.99, 13.32 ve 16.65 mg/mL degerlerinde incelenmistir.
Tiim immobilizasyon islemleri pH=7.2 ve 0.1 M Na,HPO4-NaH,PO, tamponunda
gerceklestirilmistir.

GA derisiminin 40 pL/mL ve yiizey aktif madde Triton X-100 derisiminin 3.33
pL/mL oldugu kosullarda scCO, ile 6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimleri
kullanilarak hazirlanan CLEA’larin aktivitesine BSA derisimi etkisi Sekil 4.10’de

sunulmustur.
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Sekil 4.10 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan

CLEA’larin aktivitesine BSA derisimi etkisi: Cryiton x-100=3.33 pL/mL; Cca=40 pl/mL

Proteik feeder ajan BSA derisiminin artmasi ile scCO; ortaminda islem gormiis
ve gormemis CRL ile olusturulan CLEA aktiviteleri azalma ve artma seklinde salinim
gozlenmistir. Genelde scCO; ortaminda 6n islem géren CRL’den sentezlenen CLEA
aktiviteleri daha yiiksek degerler vermistir. CLEA aktivitelerinde en yliksek deger
1495.9 U olup, scCO, ortaminda 6n islem goren CRL’den sentezlenen ve BSA
derisiminin 9.99 mg/mL oldugu kosulda elde edilmistir. Belirlenen bu aktivite degeri,
ayni kosullarda scCO; islemi uygulanmamis CRL ile olusturulan CLEA aktivitesinin
yaklagik 5 katidir. Islem gérmemis CRL enzimleri ile olusturulan CLEA’larin en
yiiksek aktivitesi ise BSA’nin Cgspa=16.65 mg/mL varliginda 883.60 U olarak
belirlenmistir. scCO; ortaminda GA derisiminin 40 uL/mL ve yiizey aktif madde Triton
X-100 derisiminin 6.66 pL/mL oldugu kosullarda scCO, ile 6n islem gérmiis ve
gérmemis CRL enzimleri kullanilarak hazirlanan CLEA’larin aktivitesine BSA derisimi
etkisi Sekil 4.11°de sunulmustur. Genelde, yiizey aktif madde Triton X-100 derisiminin
2 katina ¢ikarilmasi ile scCO, ortamda on islem gérmiis ve gérmemis CRL enzimleri
kullanilarak hazirlanan CLEA’larin aktivitesinde artis- BSA’nin 9.99 mg/mL derigim
degerinde scCO; ile 6n islem gormiis CRL harig- gozlenmistir. BSA’nin Cgsa=9.99
mg/mL derisim degerinde Crritonx-100=3.33 pL/mL oldugu kosullarda scCO, ortaminda
on islem gormiis CRL ile olusturulan CLEA’larin enzim aktivitesi 1495.90 U iken,
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Crritonx-100=6.66 pL/mL derisiminde CLEA aktivitesi azalarak 651.30 U degerine
diismiistiir. scCO3 ile 6n islem gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA’lar da ise
bu durum tam tersidir; Crriton x-100=3.33 uL/mL oldugu kosulda CLEA aktivitesi 300.40
U iken, Crritonx-100=6.66 uL/mL oldugu kosulda 6nemli bir artis gostererek 1005.80 U
degerine yiikselmistir.
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Sekil 4.11 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan

CLEA’larin aktivitesine BSA derisimi etkisi: Cryiton x-100=6.66 uL/mL; Cca=40 pl/mL

Yiizey aktif madde Triton X-100, lipazin konformasyonel yapisindaki degisimlere
sebep olmaktadir. Triton X-100 enzim yapisi i¢inde gomiilii olarak bulunan hidrofobik
gruplar1 aciga c¢ikararak konformasyonel degisimi saglar. Boylece substratin enzimin
aktif konumlarina ulasimi kolaylagtirtlmig olur. Triton X-100 genelde proteinleri
denatiire etmez. Bu 6zelligi Triton X-100 molekiiliiniin sahip oldugu yiiklii olmayan
polar bas kismi ve apolar alkilfenil kuyruk kismindan kaynaklanmaktadir, yani ne ¢ok
uzun ne ¢ok esnek bir molekiildiir. Triton X-100’iin bu karakteristik 6zellikleri lipaz
enzimlerinin aktivasyonu i¢in énemlidir [103]. Dolayisi ile scCO; ile islem gormiis ve
gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA’larin aktivitesinde genelde Triton X-100
derisiminin artmasi ile artis meydana gelmesi Triton X-100’iin hidrofobik gruplar1 agiga
cikararak yapisal degisim yaratma Ozelliginden kaynaklanmaktadir. Siiperkritik CO;
ortaminda da enzimler yapisal degisimlere ugramakta enzimlerin katlanmis dogal yapisi

acilarak, hidrofilik ve hidrofobik amino asit kalintilar1 ortaya ¢ikmaktadir. Triton X-100
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ve scCOy’de her ikisi de farkli mekanizmalarla enzimin konformasyonel yapisi iizerine

etki etmektedir.

4.3.3 Katki Maddesi Triton X-100 ve Lizin Derisimi Etkisi
Boliim 4.3.1°de proteik feeder lizin derisiminin (Ci;in=1.67, 3.34, 5.01, 6.68 ve 8.35
mg/mL) etkisi sabit Triton X-100 derisiminde (Crritonx-100=6.66 puL/mL) farkli GA
(Cca=20, 30 ve 40 pl/mL) derisimleri i¢in incelenmistir. Bu boliimde ise lizin etkisi
Triton X-100’iin derisiminin 3.33 pl/mL oldugu durumda farkli GA derisimleri (Cga=
20, 30 ve 40 pL/mL) i¢in incelenerek elde edilen sonuclar Boliim 4.3.1°de elde edilen
sonuglarla karsilastirmali olarak verilmistir. Bu boliimde ise lizin etkisi Triton X-100’lin
derisiminin 3.33 pl/mL oldugu durumda farkli GA derisimleri (Cga= 20, 30 ve 40
pL/mL) icin incelenerek elde edilen sonuglar Bolim 4.3.1°de elde edilen sonugclarla
karsilastirmali olarak verilmistir. Bu deney setinde baglangic enzim derisimi Cgo,=150
mg/mL, presipitasyon ajani (NH4),SO4 derisimi C(nmay2s04=600 mg/mL (pH=7.2, 0.1 M
Na,HPO4-NaH,PO, tamponu) olarak hazirlanmstir.

Csa=20 pl/mL ve Cryiton x-100=3.33 ul/mL oldugu kosullarda, CLEA formundaki
enzim sistemlerinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalarda scCO, ortaminda 6n islem
gormiis ve gormemis CRL enzimlerin kullanildigi siireglerde CLEA’larin katalitik

aktivitesine proteik feeder ajan lizin derisiminin etkisi Sekil 4.12°da gosterilmistir.
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Sekil 4.12 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin aktivitesine lizin derisiminin etkisi: Cryiton x-100=3.33 pL/mL; Cga=20
ul/mL

Bu kosullarda scCO; ile 6n islem gérmiis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA
aktiviteleri, lizin derisiminin artmasi artmakta ve sonra azalmaktadir. On islem
gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA aktiviteleri ise lizin derigsiminin artmasi
ile artmaktadir. CLEA aktivitelerinin en yiiksek degeri scCO; ile 6n islem gormiis i¢in
CLizin=3.34 mg/mL derisiminde 1168.46 U, scCO; ile on islem gormemis igin
CLizin=6.68 mg/mL derisiminde 800.95 U olarak tespit edilmistir. Cy;in=3.34 mg/mL
oldugu kosulda scCO, ile 6n islem gormiis CLEA aktivitesi, scCO, ile 6n islem
gormemisine kiyasla %100°lik bir artig gostererek bu kosullar i¢in en 1yi deger olarak
saptanmistir.

Csa=20 pl/mL ve Cryiton x-100=6.66 ul/mL oldugu kosullarda, CLEA formundaki
enzim sistemlerinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalarda scCO, ortaminda 6n islem
gormiis ve gormemis CRL enzimlerin kullamildig1 stireglerde CLEA’larin katalitik
aktivitesine proteik feeder ajan lizin etkisi Bolim 4.3.1°de elde edilen sonuglardan

yararlanarak hazirlanmis ve Sekil 4.13’da sunulmustur.
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Sekil 4.13 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin aktivitesine lizin derisiminin etkisi: Cryion x-100=6.66 pL/mL; Cga=20
ul/mL

Triton X-100 derisiminin: Cryiton x-100=6.66 uL/mL oldugu kosul i¢in scCO; ile
on islem goren CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA aktivitesi Ci;in=6.68 mg/mL
derisimin degerinde maksimum degerine ulasmis ve 2857.32 U aktivite degeri elde
edilmistir. On islem gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA’larin katalitik
aktiviteleri once artan daha sonra azalan salinim hareketi gostermis ve en yiiksek
katalitik enzim aktivitesi Cyi;in=3.34 mg/mL varliginda 1996 U olarak tespit edilmistir.

GA derisiminin Cga=30 ul/mL ve Triton X-100 derisiminin Crriton x-100=3.33
pl/mL oldugu kosullarda, CLEA iiretiminde scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve
gormemis CRL enzimlerin kullanildig1 siireglerde CLEA’larin katalitik aktivitesine

farkli derisimlerde lizin etkisi Sekil 4.14’de gosterilmistir.
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Sekil 4.14 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin aktivitesine lizin derisiminin etkisi: Cryiton x-100=3.33 pL/mL; Cga=30
pl/mL

scCO; ortaminda 6n islem gormiis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA’larin en
yiiksek aktivite degerleri Cga=30 pL/mL ve Cyiton x-100=3.33 pl/mL derisiminde lizin
derisiminin 3.34 mg/mL oldugu kosullarda ulagilmistir ve katalitik aktivite degeri
623.90 U olarak saptanmistir. scCO, ortaminda 6n islem gérmemis CRL enzimleri ile
hazirlanan CLEA’larin en yiiksek aktivite degeri ise lizin derisiminin 1.67 mg/mL
oldugu kosulda 1115.88 U olarak saptanmuistir.

Cea=30 wl/mL ve Crriton x-100=6.66 pl/mL oldugu kosullarda, CLEA formundaki
enzim sistemlerinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalarda scCO; ortaminda 6n islem
gormiis ve gormemis CRL enzimlerin kullanildig1 stireglerde CLEA’larin katalitik

aktivitesine proteik feeder ajan lizin etkisi Sekil 4.15°de gosterilmistir.
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Sekil 4.15 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin aktivitesine lizin derisiminin etkisi: Cryiton x-100=6.66 pL/mL; Cga=30
pl/mL

scCO; ortaminda 6n islem goérmiis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA’larin en
yiiksek aktivite degeri, lizin derisiminin 8.35 mg/mL oldugu kosulda 1322.81 U olarak
saptanmistir. scCO; ortaminda 6n islem gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin en yiiksek aktivite degeri ise lizin derisiminin 3.34 mg/mL oldugu kosulda
637.74 U olarak saptanmistir. Cga=30 pL/mL ve Cryiton x-100=6.66 pl/mL derisiminde
farkli miktarlarda lizin kullanilarak sentezlenen ve scCO; ile 6n islem géren CLEA
katalitik aktivitelerinin, scCO, ile 6n islem gormeden hazirlanan CLEA aktivite
degerlerinden fazla oldugu tespit edilmistir dolayisiyla siiperkritik kosullarda CO,
kullanimiin CLEA aktivitelerine olumlu etkiler yaptig1 saptanmigtir.

Csa=40 ul/mL ve Crritonx-100=3.33 pL/mL oldugu kosullarda, CLEA formundaki
enzim sistemlerinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalarda scCO; ortaminda 6n islem
gormiis ve gormemis CRL enzimlerin kullanildig1 stireglerde CLEA’larin katalitik
aktivitesine proteik feeder ajan lizin etkisi sadece iki deger i¢in incelenmis ve sonuglari

Sekil 4.16’da sunulmustur.
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Sekil 4.16 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin aktivitesine lizin derisiminin etkisi: Cryiton x-100=3.33 pL/mL; Cga=40
ul/mL

Lizin derisiminin artmasi ile hem scCO; ortaminda 6n islem gérmiis hem de gérmemis
CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA aktivitelerinde azalma gozlenmistir. Lizin
derigiminin 1.67 mg/mL oldugu kosulda scCO; ortaminda 6n islem goérmiis CRL ile
hazirlanan CLEA aktivitesi 822.55 U, scCO; ortaminda 6n islem goérmiis CRL ile
hazirlanan CLEA aktivitesi 450.11 U olarak belirlenmis ve her iki lizin derigimi i¢in
scCO, ortaminda 6n islem goérmiis CRL ile hazirlanan CLEA aktivitelerinin daha
yiiksek oldugu belirlenmistir.

Cea=40 pwl/mL ve Cryitonx-100=6.66 pL/mL oldugu kosullarda, CLEA formundaki
enzim sistemlerinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalarda scCO; ortaminda 6n islem
gormiis ve gormemis CRL enzimlerin kullanildig: siire¢lerde CLEA’larin katalitik
aktivitesine lizin derisimi etkisi sonuglar1 Sekil 4.17°de sunulmustur. Triton X-100
derisiminin artmasi ile 1.67 mg/mL lizin derisiminde hem scCO; ortaminda 6n islem
gormiis hem de gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA aktivitelerinde azalma
gbzlenmistir. 3.34 mg/mL lizin derisiminde ise Triton X-100 derisiminin 3.33 pL/mL

oldugu kosula gore artis saptanmustir.
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Sekil 4.17 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin aktivitesine lizin derisiminin etkisi: Cryiton x-100=6.66 pL/mL; Cga=40
pl/mL

Katki maddesi Triton X-100 ve proteik feeder ajan lizin icermeyen ortamlarda
scCO, ortaminda o6n islem gormiis ve gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin aktivitesinin GA derisimi ile degisimi Sekil 4.18’de verilmistir. Katki
maddesi ve proteik feeder ajan olmadan CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA’larin
katalitik enzim aktiviteleri Cca=20-40 pL/mL igin incelenmistir. scCO; ile 6n islem
gormiis ve gormemis CRL enzimlerinden sentezlenen CLEA aktiviteleri GA
derisiminin artmas1 ile artmaktadir. GA derisiminin 40 pL/mL oldugu kosullarda scCO
ile 6n iglem gormiis CLEA’larin katalitik aktiviteleri Cga=20 pL/mL oldugu kosullara
gore %44.56’1ik artig gostermistir.
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Sekil 4.18 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larmn aktivitesinin GA derisimi ile degisimi: Cg=150 mg/mL, Cnha)2504=600
mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu

CRL enzimleri saflastirilarak hazirlanan CLEA’lara proteik feeder ajan olarak
BSA ve lizinin birlikte etkisini incelemek amaciyla Ci;in=1.67 mg/mL ve Cgsa=3.33
pL/mL derisim degerlerinde es anli olarak ortamlara eklenmistir. scCO, ortaminda 6n
islem gormiis ve gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA’larin aktivitesinin GA

ile degisimi Sekil 4.19°da sunulmustur.
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Sekil 4.19 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larmn aktivitesinin GA derisimi ile degisimi: Cg=150 mg/mL, Cnna)2504=600
mg/mL, CTriton x-100=3.33 uL/mL, Cgsa=3.33 uL/mL CLizin=1.67 mg/mL ve pH:72 0.1

M fosfat tamponu

Cea=20 pL/mL i¢in elde edilen katalitik aktivite degerleri 6n islem gérmiis ve
gormemis CLEA’lar icin sirasiyla 976.74 U ve 502.39 U olarak tespit edilmistir.
Cea=40 pL/mL i¢in elde edilen katalitik aktivite degerleri 6n islem gormiis ve
gormemis CLEA’lar icin sirasiyla 554.03 U ve 625.85 U olarak tespit edilmistir.
Gluteraldehit derisiminin Cga=20 pL/mL oldugu kosullarda proteik feeder ajan
eklenmeden olusturulan CLEA’larin katalitik aktivitelerine gére scCO; ile 6n islem
gormiis CLEA aktivitelerinde %306.16, scCO; ile 6n islem gormemis CLEA
aktivitelerine ise %124.46 degerlerinde artis gozlenmistir. Cga=40 pL/mL oldugu
kosullarda ise scCO; ile 6n islem gérmiis CLEA aktivitelerinde %275.58, scCO; ile 6n
islem gormemis CLEA aktivitelerinde ise %293.86 degerinde artis belirlenmislerdir. Bu
degerler sonucunda proteik feeder ajan olarak kullanilan lizin ve BSA’nin CLEA
aktivitesi lizerine etkisinin GA derisiminin 20 uL/mL oldugu durumlarda daha olumlu
oldugu gozlenmistir. Bunun nedeni olarak bifonksiyonel bir reaktif olan GA’in yliksek
derisimlerde asir1 ¢apraz baglanma yaparak aktif konumlar1 kapatmasi ve diistik aktive

degerlerine sebep olmasidir.
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4.3.4 Yiiksek Basin¢ Reaktor Sisteminde CLEA Uretimi
Onceki boliimlerde verilen sonuglar; saflastirilmis enzimlere siiperkritik kosullarin
yiiksek basing reaktor sistemi iginde uygulandigl ancak CLEA iiretim isleminin yiiksek
basing reaktorii disinda gergeklestirildigi deney sonuglarma ait verilerdi. Bu boliimde
ise CLEA iiretim islemi yiiksek basing reaktor sistemi igerisinde gergeklestirilmistir.

Saflagtirma islemi gerceklestirilen CRL enzimleri yiiksek basing reaktor sistemi
igerisine alinarak istenilen sicaklik ve basing kosulunda 30 min siire ile siiperkritik
kosullardaki CO, ile muamele edilmistir. Bu siirenin sonunda sistem igerisindeki gaz
bosaltilarak kapak acilmig ve igerisine (NHg4)>SO4 tuzu eklenerek sistem istenen
kosullarda tekrar basinglandirilmistir. Reaktoriin iist govdesine monte edilmis 4-bigakl
45° acgili egik tiirbin tipi mekanik kanstirict ile 400 rpm karistirma hizinda 30 min
karistirma islemi uygulanmis ve bu islemi takiben sistemin basinci bosaltilarak tekrar
acilmis ve enzim agregatlarin olusturulmasi i¢in igerisine ¢apraz baglayict ajan olan
gluteraldehit eklenmistir. Sistem belirtilen kosullarda tekrar basinglandirilarak 30 min
karistirma islemi uygulanmais, belirtilen siirenin sonunda karistirma islemi durdurularak
CO; akis1 kesilmis ve istenen basing degerinde yiiksek basing reaktdr sistemi iginde
CLEA iiretimi gerceklestirilmigtir.

Yukarida agiklanan yonteme bagli olarak 2 adet deney yapilmistir, deneylere ait

kosullar Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Yiiksek basing reaktor sisteminde CLEA olusumunda kullanilan parametre

ve degerler

Parametre Deger
Sicaklik (°C) 31
Basing (bar) 73.8-300
CRL (mg/mL) 3000
G.A. (uL/mL) 800
(NH,4)2SO4 (mg/mL) 12000

Karistirma Siiresi (min) 30

Bekleme Siiresi (h) 20

Tiim parametreler ayni kalip, sadece basing kosulu degistirilerek 2 fakli deger
icin 73.8 ve 300 bar olarak denenmistir. 73.8 bar basing degerinde olusturulan

CLEA’larin katalitik aktivite degeri 235.37 U olarak saptanirken, 300 bar basing icin
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degerinde olusturulan CLEA’larin katalitik aktivitesi 206.33 U CLEA olarak
saptanmistir. Yiiksek basing reaktor sisteminin i¢ hacmi 100 ml olup tim
immobilizasyon islemleri reaktor igerisinde gerceklestirilmistir. Reaktor hacmine baglh
olarak icerisine konulan madde miktarlar1 da arttirilmistir. Olusan biiyiik molekiilli
CLEA reaktor ¢ikis hattinda tikanmalara neden olmustur. Tikanmalar 6zellikle 300 bar
basing kosullar1 icin ciddi boyutlara ulasmaktadir. Ayrica CLEA {iretim isleminin
yiiksek basing reaktorii disinda gergeklestirildigi durumda iiretilen CLEA aktiviteleri,
CLEA iiretim isleminin yliksek basing reaktoriinde gergeklestirildigi durumuna kiyasla
daha yiiksektir. Belirtilen nedenlerden dolay: bu yontem kullanilarak CLEA {iretiminin

gerceklestirilmesi uygun goriillmemistir

4.3.5 CLEA Aktivitesine Na,HPO4-NaH,PO, Tampon pH’min Etkisi

Na,HPO,-NaH,PO, tamponu CLEA iiretiminde, CRL enzimlerinin saflastirma
basamaginda kullanilmaktadir. scCO; ortaminda o6n islem goéren CRL enzimleri
kullanilarak olusturulan CLEA’lar i¢in 0.1 M derisim ve pH=7.2 degerine sahip
Na,HPO,4-NaH,PO,4 tamponunda belirlenen en uygun kosullar Tablo 4.3’de verilmistir..

Cizelge 4.3 CLEA iiretimi igin belirlenen en uygun kosullar

Parametre Uygun
Kosul
Sicaklik (°C) 31
Basing (bar) 100
CRL (mg/mL) 150
G.A. (uL/mL) 20
(NH,4)2SO4 (mg/mL) 600
Lizin (mg/mL) 6.68

Triton X-100 (uL/mL) 6.6

Cizelge 4.3’de verilen kosullarda CLEA aktivitesine tampon pH’min etkisi pH=5-9
araliginda 0.1 M tampon derisiminde incelenerek elde edilen sonuclar Sekil 4.20°de

sunulmustur.
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Sekil 4.20 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan

CLEA aktivitelerine tampon pH’1nin etkisi

Saflagtirma basamagi belirtilen pH degerlerinde gergeklestirilen CRL enzimleri ile
hazirlanan ve scCO; ile 6n islem goérmiis CLEA’larin katalitik aktiviteleri pH=7"ye
kadar artan sonra ise azalan bir egilim gostermistir. pH=5, 6,7.2 ve 7.5 degerlerinde
CRL enzimleri kullanilarak hazirlanan scCO; ile 6n islem gormiis CLEA’larin katalitik
aktiviteleri hemen hemen ayni aktivite degerine sahiptir. pH=8 ve 9 degerlerinde
olusturulan CLEA’larin katalitik aktivitelerinde 6nemli bir diisiis saptanmistir. Bu pH
degerlerine kadar scCO; ile On islem gorerek olusturulan CLEA’larin katalitik
aktiviteleri scCO; ile o6n islem gormeden olusturulan CLEA’larin katalitik
aktivitelerinden daha yiliksek c¢ikmistir. scCO, ile 6n islem gorerek olusturulan
CLEA’larin en yiiksek katalitik aktivite degeri pH=7.0 degerinde 3754.72 U, scCO; ile
on islem gormeden olusturulan CLEA’larin en yiiksek aktivite degeri pH=7.5 degerinde
1817 U olarak tespit edilmistir.

GA ile capraz baglama islemi asidik ortamlarda, ndtral veya bazik ortamlara
gore daha yavas gerceklesmektedir. Ticari olarak satilan GA c¢ozeltileri asidik pH

degerine sahiptir ve bu ¢ozeltiler icinde GA monomer, oligomer, polimer ve bazi halkali
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yap1 formlarinda bulunabilmektedir. Bu formlarin her biri immobilizasyon siirecinde
etkili olabilmektedir [104]. Dolayisiyla elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, asidik
pH degerlerinde CLEA aktivitesinin diisiik ¢ikmasinin nedeni GA’nin ¢apraz baglama
reaksiyonunun yavas olmasina, bazik pH degerlerinde CLEA aktivitesinin diisiik
cikmasinin nedeni GA’nin bazik kosullarda polimerize olarak farkli formlar

olusturmasina baglanabilir.
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5 SONUCLAR
Capraz bagl enzim agregatlar1 (cross-linked enzyme aggregates, CLEA), enzimatik
iiretim proseslerinde serbest ya da immobilize enzim kullanimindaki darbogazlarin
¢Ozlimii i¢in son yillarda gelistirilen yeni bir immobilizasyon yontemidir. CLEA’lar
diger tastyicisiz enzim immobilizasyon yontemlerine gore alternatif ve yeni ortaya
cikmis bir yontem olmasina karsin; enzim agregatlarinin boyutunun herhangi bir
difiizyon kisitlamasina gitmeden nasil kontrol edilebilecegi, enzim konformasyonunun
nasil daha esnek hale getirilebilecegi ve enzim aktivitesi ve segiciliginin agregasyon
kosullarimin farklilagtirilmasi ile nasil ayarlanabilecegi gibi darbogazlarin aydinlatilmasi
gerekmektedir. Enzimatik sentezlerde ¢dziicii ortamlarina alternatif olarak scCO;’in
kullanilmast enzimlerin bolgesel ve stereo secimli Ozeliklerini artirilabilmektedir.
Sicaklik ve basing gibi biyoproses parametrelerindeki kiigiik degisimler siiperkritik
akiskanlarin fizikokimyasal Ozelliklerini 6nemli Olglide etkilemektedir. Enzimlerin
mikro ¢evresindeki bu degisimler biyokatalizorlerin katalitik aktivite ve yapisal
kararliligimi da etkiler. “Siiperkritik Akiskan Ortaminda Lipazlarin Tastyicisiz Enzim
Immobilizasyonu” konulu yiiksek lisans tez projesinin temel amaci, CLEA bicimindeki
tasiyicisiz enzim immobilizasyon yonteminde karsilasilan darbogazlarin ¢oziimii igin
yeni bir teknoloji platformu olusturmaktir. Ayrica bu yontem siireli yayim ve patent
literatiirlinde hi¢ yer almamis olup arastirma orijinalliligi agisindan bir ilki de
olusturmaktadir. Bu temel ama¢ dogrultusunda endiistriyel 6nemi yiiksek olan ve
Candida rugosa lipaz (CRL) enzimi model enzim olarak secilmistir. Enzimin sulu
cozeltisitiikksek basing altinda CO; ile basinglandirilmasi sonucu protein yapisinda
morfolojik ve konformasyonel degisimler yaratara k  katalitikperformansi gelistirilmis
CLEA’larin tasarimi gerceklestirilmistir.
scCOy’in sicaklik ve basing kosullari sirasiyla; 31-50 °C ve 7.38-300 bar

araliginda incelenmistir. Belirtilen 6n islem kosullarinda gerceklestirilen 6n denemeler
sonucu CLEA’larin katalitik performanslarini gelistirmek i¢in en uygun oOn islem
kosullari; 31 °C, 100 bar ve 15 min olarak belirlenmistir. CRL enzimlerinin CLEA
aktivitelerine;

e Enzim derisimi

e Gluteraldehit derisimi

e Amonyum siilfat derisimi

e Proteik feede ajan (BSA ve lizin) derisimi
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e Yiizey aktif madde (Triton X-100) derigimi
e pH

gibi temel ortam bilesenlerini etkisi sistematik bigimde arastirilmistir.

scCO; ile 6n islem gormis ve gérmemis enzimlerden hazirlanan CLEA’larin
katalitik aktivitelerine etki eden baslangic enzim derisimi, bifonksiyonel ¢apraz
baglayict ajan derisimi ve presipitasyon ajan derisiminin etkisi incelendiginde hem en
yiiksek katalitik aktivite degerine; Cgo=150 mg/mL, Cea=40 uL/mL ve CnHay2s04=600
mg/mL olarak belirlenen kosullarda scCO, ile 6n isem goérmiis CLEA’larinda
ulasilmistir. Belirtilen bu kosullarda scCO, ile 6n islem gormiis ve gormemis CRL
enzimlerinden hazirlanan CLEA aktiviteleri sirasiyla 461 U CLEA ve 212 U CLEA’dur.
On islem gérmemis CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA formundaki biyokatalizor
sistemlerine gore enzimin scCO- ile On islem gérmesi sonucu katalitik aktivite %117
oraninda artig saglanmistir. Ancak 1076.4 U CLEA olarak saptanan ve ticari olarak
kullanilan CRL enzimlerini CLEA formudaki katalitik aktivite degerine kiyasla bu
calismada sentezlenen CLEA aktivitelerinin diisiik kaldig1 goriilmektedir.

Siireli yaymn literatiirinde CLEA formunda hazirlanan enzimlerin katalitik
aktivitesi ve stabilitesini arttirmaya yonelik ¢aligmalara degisik proteik feeder ajan tiirii
ile yilizey aktif madde etkisi incelenmis ve bu baglanmada Onemli gelismeler
kaydedilmistir. Bu ¢alismada da, CLEA aktiviteleri {izerine proteik feeder ajan bovin
serum albiimin (BSA) 3.33-16.65 mg/mL ve lizin 1.67-8.83 mg/mL derisim araliginda
yiizey aktif madde triton X-100’tin ise 3.33-6.66 pl/mL derisim araliginda etkisi
incelenmistir.

CLEA aktivitesine yiizey aktif madde triton X-100 (Cryiton x-100) Ve katkit maddesi
BSA derisimi (Cgsa) etkisinde; Cgo=150 mg/mL, Cga=40 pL/mL, Cnna)2504=600
mg/mL, Crriton x-100=3.33 uL/mL kosullarinda CLEA hazirlama iglemi Oncesi enzim
¢ozeltisine Cgsa=9.99 mg/mL derisiminde eklenmesi sonucu SCCO; ile 6n islem gormiis
CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA aktivitelerinde sScCO; ile 6n islem gormeden CRL
enzimlerinden hazirlanan CLEA aktivitelerine gore ©nemli artiglar saglanmistir.
Belirtilen kosullarda BSA katkisinin oldugu durumda ulagilan CLEA aktiviteleri scCO;
ile 6n islem gérmemis biyokatalizor sistemleri i¢in 883 U CLEA iken, enzimin scCO,
ile 6n islem gérmesi katalitik aktiviteyi 5 kat oraninda arttirarak 1495 U CLEA degerine
ulagtirmistir. scCO;, ile on islem gormiis CRL enzimlerinden sentezlenen CLEA

aktivitelerinin ticari olarak iiretilen CLEA aktivitesinde %69.30 daha yiiksek oldugu
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belirlenmistir. Cgo=150 mg/mL, Cea=20 uL/mL, CNHa)2s04=600 mg/mL, Crriton x-
100=6.66 pL/mL immobilizasyon isleminde enzim ¢o6zeltisine Ci;n=6.68 mg/mL
derisiminde lizin eklenmesi sonucu ulasilan katalitik aktivitelerin ticari olarak iiretilen
CLEA aktivitelerinden daha yiiksek oldugu saptanmistir. Belirtilen kosullarda lizin
katkisinin oldugu durumda ulagilan CLEA aktiviteleri scCO, ile 6n islem gérmemis
biyokatalizor sistemleri i¢in 1996 U CLEA iken, enzimin scCO; ile 6n islem gérmesi
katalitik aktiviteyi %43.13 oraninda artarak 2857 U CLEA degerine ulastirmistir. scCO,
ile 6n islem gérmiis CRL enzimlerinden sentezlenen CLEA aktivitelerinin ticari olarak
tiretilen CLEA aktivitesinde %65.52 daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

CRL enzimlerinin saflastirma basamaginda kullanilan Na,HPO4-NaH,PO,
tamponu yapilan tiim deneylerde en yiiksek aktivitenin gerceklestirildigi kosullar i¢in
pH 5-9 araliginda Cgo=150 mg/mL, Cca=20 puL/mL, CNHay2s04=600 mg/mL, Crriton x-
100=6.66 pL/mL ve Cii;in=6.68 mg/mL gerceklestirilmis ve pH: 7°de scCO; ile 6n islem
gormemis CRL enzimlerinden sentezlenen CLEA aktiviteleri scCO;, ile 6n islem
gérmemis biyokatalizor sistemleri icin 1817 U CLEA iken, enzimin scCO; ile 6n islem
gormesi katalitik aktiviteyi 3 kat arttirarak 3754 U CLEA degerine ulastirmigtir.Serbest
enzim immobilizasyonunda CLEA formunda biyokatalizorlerin sentezinde Candida
rugosa lipaz enziminin scCO, ortaminda 6n islem gérmesi sonucu biyokatalizorlerin
katalitik performanslarinda ticari enzime gore 3.5 kat artis saglamaktadir.

2000°1i yillarin baglarindan giiniimiize kadar biyokimyasal siireglerde yer alan
tepkimerde kullanimi hizla artan CLEA formundaki biyokatalizor sistemlerinin bu
caligmada arttirillmis katalitik performansi sonucu potansiyel Onemi agisindan
endiistriyel proseslerde {irlin verimliligi ve proses ekonomisi agisindan Onemli

avantajlar saglayacaktir.
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