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ÖZET 

SÜPERKRĠTĠK CO2 ile ÖN ĠġLEM GÖRMÜġ   

Candida rugosa ve Candida antarctica LĠPAZ ENZĠMLERĠNĠN  

ÇAPRAZ BAĞLI ENZĠM AGREGATLARI 

  DERYA DĠNÇYÜREK  

Yüksek Lisans Tezi, Kimya Mühendisliği Anabilim Dalı 

DanıĢman: Doç.Dr. Uğur SALGIN 

2011, 91 sayfa 
 

Çapraz bağlı enzim agregatları (cross-linked enzyme aggregates, CLEA), enzimatik 

üretim proseslerinde serbest ya da immobilize enzim kullanımındaki darboğazların çözümü için 

son yıllarda geliĢtirilen yeni bir immobilizasyon yöntemidir. CLEA’ları diğer taĢıyıcısız enzim 

immobilizasyon yöntemlerine göre alternatif ve yeni ortaya çıkmıĢ bir yöntem olasına karĢın;  

enzim agregatlarının boyutunun herhangi bir difüzyon kısıtlamasına gitmeden nasıl kontrol 

edilebileceği, enzim konformasyonunun nasıl daha esnek hale getirilebileceği ve enzim aktivitesi 

ve seçiciliğinin agregasyon koĢullarının farklılaĢtırılması ile nasıl ayarlanabileceği gibi 

darboğazların aydınlatılması gerekmektedir. Enzimatik sentezlerde çözücü ortamlarına alternatif 

olarak süperkritik CO2 (scCO2)’in kullanılması enzimlerin bölgesel ve stereo seçimli özeliklerini 

artırılabilmektedir.  Sıcaklık ve basınç gibi biyoproses parametrelerindeki küçük değiĢimler 

süperkritik akıĢkanların fizikokimyasal özelliklerini önemli ölçüde etkilemektedir. Enzimlerin 

mikro çevresindeki bu değiĢimler biyokatalizörlerin katalitik aktivite ve yapısal kararlılığını da 

etkiler.  Yüksek lisans tez projesinin temel amacı yaygın uygulamalar için katalitik açıdan 

oldukça aktif ve yeniden kullanılabilir CLEA’larının tasarımına yönelik esnek bir teknoloji 

platformu oluĢturmaktır. Bu amaç doğrultusunda scCO2 ortamında ön iĢlem gören enzimlerin 

CLEA iĢlemleri öncesi katalitik performansının geliĢtirilmesi hedeflenmiĢtir.  Bu çalıĢmada,  

model enzim olarak Candida rugosa lipazı  (CRL)  ve Candida antarctica lipazı B (CALB) 

kullanılmıĢtır.  scCO2 ’in sıcaklık ve basınç koĢulları sırasıyla 31-60 
o
C ve 7.38-40 MPa aralığında 

değiĢtirilmiĢtir. CLEA’ların katalitik performanslarını geliĢtirmek ve en yüksek immobilizasyon 

etkinliğine ulaĢmak için ön iĢlem koĢulları 40 
o
C ve 10 MPa olarak seçilmiĢtir. CLEA 

iĢlemlerinde scCO2 ortamında 15 min süreyle ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL ve CALB 

enzimleri kullanılmıĢtır. CLEA aktivitelerine baĢlangıç enzim deriĢimi  (CEo=50-200 mg/mL), 

gluteraldehit deriĢimi (CGA=26.7-100 µL/mL) ve amonyum sülfat deriĢiminin  (C(NH4)2SO4=500-

800 mg/mL) etkisi araĢtırılmıĢtır. Bunun yanı sıra CLEA aktiviteleri üzerine proteik feeder olarak 

bovin serum albümin (BSA) ve lizin, ve Triton X-100 katkısı da incelenmiĢtir.  BSA deriĢimi 

(CBSA)  ve lizin deriĢimi  (CLizin) 0.88-16.67 mg/mL aralığında ve Triton X-100 deriĢimi ise                      

(CTriton X100) 1.67-4 µL/mL aralığında değiĢtirilmiĢtir. CLEA hazırlama sürecinden önce scCO2 ile 

ön iĢlem görmüĢ CRL enzimleri kullanılarak; CEo=150 mg/mL, CGA=40 µL/mL,                     

C(NH4)2SO4=600 mg/mL, CLysine=1.67 mg/mL and CTriton X100= µL/mL koĢullarında gerçekleĢtirilen 

immobilizasyon süreçlerinde 2278.9 U/g CLEA olarak belirlenen maksimum CLEA aktivitesine 

ulaĢılmıĢtır. Ticari olarak üretilen CRL enziminin CLEA aktivitesine göre elde edilen bu aktivite 

değeri yaklaĢık 2.2 kat daha fazladır. Konvansiyonel CLEA hazırlama yöntemi kullanılarak;                     

CEo=150 mg/mL, CGA=40 µL/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, CLysine=1.67 mg/mL ve                          

CTriton X100=3.33 µL/mL koĢullarında elde edilen maksimum CLEA aktivitesi ise 1718.2 U/g 

CLEA değerine ulaĢmıĢtır. Ancak 40 
o
C ve 40 MPa koĢullarındaki scCO2 ortamında ön iĢlem 

gömüĢ CALB enzimleri ile hazırlanan CLEA’ların katalitik aktivitesinde önemli bir artıĢ 

olmamıĢtır. 

Anahtar kelimeler: TaĢıyıcısız enzim immobilizasyonu, Çapraz bağlı enzim agregatları,             

Candida rugosa lipazı, Candida antarctica lipazı, Enzim,  Süperkritik CO2 



 

iv 

 

ABSTRACT 

CROSS LINKED ENZYME AGGRAGATES  

of  Candida rugosa and Candida antarctica  

PRETREATMENT with SUPERCRITICAL CO2  

  DERYA DĠNÇYÜREK  

Master of Science Thesis, Department of Chemical Engineering 

Supervisor : Assoc.Prof.Dr. Uğur SALGIN 

2011, 91 pages 
 

Cross-linked enzyme aggregates (CLEA) has been development to solve drawbacks for used free 

enzyme or carrier-bound enzyme is a new immobilization method in enzymatic production 

process, recently. Though CLEA is an alternative and a new immobilization method to others 

carrier-free immobilization methods, many critical questions still remain to be explored, including 

how to control the particle size of enzyme aggregates without causing significant diffusion 

constraints, how to make the enzyme conformation flexible, and how to modulate the enzyme 

activity and selectivity by altering aggregation conditions.  Supercritical CO2 (scCO2) as an 

alternative enzymatic synthesis medium to organic solvents is increased the regional and stereo 

selectivity properties of enzymes. The alteration of physicochemical characteristics of scCO2 by 

process parameters remark influence around the micro environment of enzymes and this also 

affect catalytic activity and stability of enzyme.  This master project is to construct a flexible 

technology platform for designing highly active and reusable CLEAs for broad applications.  For 

this purpose, we are aim to enhance the catalytic performance of enzyme which treated with 

scCO2 medium before the preparation of CLEA of enzyme.  Candida rugosa lipase (CRL) and 

Candida antarctica lipase B (CALB) are be used as model enzymes in this study. The pressure 

and temperature conditions of scCO2 were varied 31-60 
o
C and 7.38-40 MPa, respectively. To 

enhance the catalytic performance of CLEAs and reach highest immobilization efficiency, the 

pretreatment conditions were selected as 40 
o
C and 10 MPa. CRL and CALB were exposed in 

neither in scCO2 medium for 15 min or not before the CLEA preparation process. The effect of 

initial enzyme concentration (CEo=50-200 mg/mL), glutaraldehyde concentration (CGA=26.7-100 

µL/mL), ammonium sulphate concentration (C(NH4)2SO4=500-800 mg/mL) on CLEAs activities 

were investigated. Addition of the bovine serum albumin (BSA) and lysine as a proteic feeder and 

also Triton X-100 on CLEAs activities were also investigated. BSA concentration (CBSA)   and 

lysine concentration (CLysine) varied from 0.88-16.67 mg/mL, and also Triton X-100 concentration                     

(CTriton X100) varied from 1.67-4 µL/mL. The maximum CLEA activity for CRL enzyme reached to 

2278.9 U/g CLEA at CEo=150 mg/mL, CGA=40 µL/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL,                     

CLysine=1.67 mg/mL and CTriton X100= µL/mL when CRL enzyme exposed to scCO2 medium before 

CLEA preparation procedure. This CLEA activity value for CRL enzyme is more than about     

2.2-fold increased according to a commercially produced CLEA.  The maximum CLEA activity 

obtained using conventional CLEA preparation procedure reached to 1718.2 U/g CLEA at 

CEo=150 mg/mL, CGA=40 µL/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL,  CLysine=1.67 mg/mL and                           

CTriton X100=3.33 µL/mL. However, CLEA activities for CALB enzyme did not show a significant 

increase when the enzyme exposed to scCO2 medium at 40 
o
C and 10 MPa. 

 

Keywords: Carrier free enzyme immobilization, Cross linked enzyme aggregates,                     

Candida rugosa lipase, Candida antarctica lipase, Enzyme, Supercritical CO2 
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hazırlanan CLEA’ların enzim aktivitesine proteik feeder ajan bovin 

serum albümin deriĢiminin etkisi  (CGA=50 µL/mL, CEo=150 

mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, pH=7.2  0.1 M fosfat tamponu) 
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ġekil 3.19 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile 

hazırlanan CLEA’ların enzim aktivitesine proteik feeder ajan bovin 

serum albümin deriĢiminin etkisi  (CGA=60 µL/mL, CEo=150 

mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu. 
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ġekil 3.20 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile 

hazırlanan CLEA’ların enzim aktivitesine proteik feeder ajan lizin 

deriĢiminin etkisi   (CGA=40 µL/mL, CEo=150 mg/mL, 

C(NH4)2SO4=600 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu) 
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ġekil 3.21 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile 

hazırlanan CLEA’ların enzim aktivitesine proteik feeder ajan lizin 

deriĢiminin etkisi    (CGA=50 µL/mL, CEo=150 mg/mL, 

C(NH4)2SO4=600 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu) 
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ġekil 3.22 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile 

hazırlanan CLEA’ların enzim aktivitesine proteik feeder ajan lizin 

deriĢiminin etkisi    (CGA=60 µL/mL, CEo=150 mg/mL, 

C(NH4)2SO4=600 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu) 
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ġekil 3.23 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile 

hazırlanan CLEA’ların enzim aktivitesine yüzey aktif maddesi 

Triton X-100 deriĢiminin etkisi  (CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 

mg/mL, CGA=40 µL/mL, CBSA=3.33 mg/mL,  pH=7.2 0.1 M fosfat 

tamponu) 
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ġekil 3.24 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile 

hazırlanan CLEA’ların enzim aktivitesine yüzey aktif maddesi 

Triton X-100 deriĢiminin etkisi  (CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 

mg/mL, CGA=40 µL/mL, CLizin=1.67 mg/mL,  pH=7.2 0.1 M fosfat 

tamponu) 
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ġekil 3.25 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CALB enzimleri 

ile hazırlanan CLEA’ların enzim aktivitesine ortam bileĢimlerini 

etkisi 
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1  GĠRĠġ 

 

 

Enzimler canlı hücrelerde sentezlenen ve organizmadaki tüm reaksiyonların ılımlı 

koĢullarda gerçekleĢmesini sağlayan biyolojik katalizatörlerdir. Uygun koĢullar altında 

katalitik performanslarını doğal ortamlarının dıĢında da gösterebilen enzimler; 

 

i) ileri derecede substrat spesifikliğine sahip olmalarından dolayı istenmeyen yan 

ürünlerin oluĢumunu engellemesi,  

ii) katalizlediği reaksiyonlarda yüksek ürün verimliliği sağlaması ve  

iii) stereospesifik reaksiyonları katalizleyebilmesi 

 

gibi reaksiyon mühendisliği uygulamalarında kimyasal katalizörler göre büyük avantaj 

sağlamaktadır.  Ayrıca ılımlı koĢullarda gerçekleĢen enzimatik sentezler ile iĢletme 

maliyeti azaltılmakta ve ekolojik problemlerin oluĢumu önlenmektedir (Batista-Viera ve 

Brena, 2006) 

 

Kimya ve biyokimya endüstrisi baĢta olmak üzere biyoteknolojik proseslerin yer 

aldığı birçok sektörlerde enzimler yaygın bir kullanım alanına sahiptir. Endüstriyel 

uygulamalarda serbest enzimlerin katalitik aktivitesini kaybetmeden geri kazanılması ya 

çok zordur ya da hiç mümkün değildir. Aynı zamanda, serbest enzimlerin reaksiyon 

ortamından istenilen anda uzaklaĢtırılmasında karĢılaĢılan darboğazlar nedeniyle 

kimyasal ya da biyokimyasal sentezlerin kontrolünü zorlaĢtırır (Guisan, 2006).  Çok 

yaygın kullanım alanına sahip olan enzimlerin, mühendislik uygulamalarında karĢılaĢılan 

darboğazların çözümü için geliĢtirilen en önemli çözüm yöntemlerinden biri enzimlerin 

immobilizasyonudur.  Ġmmobilizasyon;  suda çözünen ve çözeltide serbest hareket 

edebilen enzim moleküllerin, suda çözünmeyen reaktif polimer taĢıyıcıya kovalent 

bağlanarak, yine suda çözünmeyen yüzey aktif taĢıyıcılarda adsorplanarak bifonksiyonel 

reaktifler ile çapraz bağlanarak ve polimer matriste yarı geçirgen membran veya 

mikrokapsüllerde tutuklanarak hareketinin sınırlandırılması olayı olarak tanımlanabilir 
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(Topçular, 2006). Enzim immobilizasyonu ilk olarak sürekli sistemlerde enzim 

kullanımını sağlamak için geliĢtirilmiĢtir. Bunun yanısıra, tepkime ortamından etkin 

biçimde uzaklaĢtırılabilmesi sonucu hem prosesin kontrolü kolaylaĢtırılabilmekte hem de 

enzimlerin geri kazanımı ile tekrar kullanımı sağlanabilmektedir. Ayrıca enzimlerin 

immobilizasyon ile katalitik aktivitesi, seçiciliği ve stabilitesi de arttırılabilmektedir 

(Mateo vd., 2003). 

 

Serbest enzimlerle kıyaslandığında immobilize formdaki enzimlerle;  

i) reaksiyon ortamından kolayca uzaklaĢtırılabilmesi sağlanmakta, 

ii) tepkime ürününün enzim atığı içermesi önlenebilmekte,  

iii) biyoproses koĢullarına karĢı dayanım arttırılabilmekte,   

iv) uzun süre reaksiyon ortamlarında yeniden kullanılabilirliği arttırılabilmekte,  

v) seri ve paralel reaksiyonların yer alacağı biyokatalitik reaktör sistemlerin 

geliĢtirilmesiyle hem ürün seçimliliği hem de verimliliğin kontrolü 

sağlanabilmekte,  

vi) doğal enzimlere kıyasla kararlılıkları geliĢtirilebilmekte, 

vii)  bazı durumlarda serbest enzimlere kıyasla daha yüksek aktivite 

gösterebilmektedir. 

 

Ayrıca bazı enzimlerin immobilize edilmesi sonucu otokatalizi yani kendini parçalama 

olasılığı da azaltılabilmektedir (Telefoncu, 1997). 

 

 Enzimlerin immobilizasyonu süreci ilk olarak 20. yüzyılın ikinci yarısında 

baĢlamıĢtır. Son 60 yıldır enzimlerin immobilizasyonu sürecinde birçok taĢıyıcı sistemi 

enzim immobilizasyon yöntemlerinde geliĢtirilmiĢtir. Bu süreçte, mikroküre, membran, 

film, kapsül gibi değiĢik immobilizasyon sistemleri taĢıyıcı yani destek maddeleri olarak 

kullanılmıĢtır. Bu destek maddeleri doğal, yarı sentetik ya da sentetik polimerler ya da 

biyopolimerlerden oluĢmaktadır. TaĢıyıcı destek maddelerinin kullanılmasındaki temel 

amaç; 
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i) enzimin sıvı (su ya da organik bir bileĢik) tepkime ortamında çözünmez duruma 

     getirmek  

ii) taĢıyıcıya bağlanmıĢ enzimin ortam koĢullarına karĢı dayanıklılığını artırmak ve  

iii) enzimin tepkime ortamından ayrılmasını kolaylaĢtırmaktır(Sheldon vd., 2006). 

 

TaĢıyıcılı immobilizasyon sistemlerinde, destek maddesi olarak kullanılan 

materyalin katalitik olmayan kütlesi, immobilize enzim formundaki biyokatalizörün 

katalitik aktivitesinde azalmaya neden olur.  Ġmmobilizasyon iĢlemi sonunda elde edilen 

biyokatalizörün birim kütlesi baĢına enzim miktarının arttırılması–yani daha fazla enzim 

yüklemesinin yapılması-biyokatalizörün katalitik aktivitesinde serbest enzime göre 

%50’den fazla azalmaya neden olabilmektedir (Sheldon vd., 2006). 

 

Son yıllarda, yukarıda belirtilen bu darboğazların çözümü için taĢıyıcısız enzim 

immobilizasyonu ve taĢıyıcısız enzim immobilizasyon sistemlerinin geliĢtirilmesine 

yönelik bilimsel çalıĢmalar, hem süreli yayın literatüründe hem de patent literatüründe 

geniĢ yer almaktadır. TaĢıyıcısız enzim immobilizasyon iĢlemine yönelik ilk çalıĢma 

1960 yıllarında serbest enzimlerdeki –NH2 grupları ile çapraz bağlayıcı ajan 

gluteraldehitin –CHO gruplarının birbirleriyle kovalent bağlanmasıyla 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  ÇözünmüĢ enzim moleküllerinin uygun çapraz bağlayıcı ile 

birbirlerine bağlanarak gerçekleĢtirilen immobilizasyon yönteminde moleküller arası 

çapraz bağlanmanın, aktiviteyi, mekanik dayanımı ve verimi azalttığı saptanmıĢtır. 

KarĢılaĢılan bu darboğazların çözümüne yönelik çapraz bağlı enzim kristalleri (CLEC: 

cross-linked enzyme crystals)  Ģeklinde gerçekleĢtirilen immobilizasyon yöntemi ile ilgili 

çalıĢmalar ilk olarak Quiocho ve Richards tarafından 1964 yılında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Çapraz bağlayıcı ajan olarak gluteraldehitin kullanıldığı bu çalıĢmadaki immobilizasyon 

yöntemi boyut kontrolünde karĢılaĢılan problemler ve yüksek saflıkta kristal formunda 

enzim gereksinimi, immobilizasyon yönteminin temel dezavantajları arasındadır.  

Enzimlerin immobilizasyonunda karĢılaĢılan bu darboğazların çözümü için çapraz bağlı 

enzim agregatları (CLEA: cross-linked enzyme aggregates) biçimindeki enzim 
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immobilizasyon yöntemi geliĢtirilmeye baĢlanmıĢtır.  Son yıllarda CLEA formunda 

gerçekleĢtirilen enzim immobilizasyon yöntemi ise özel ilgi görmektedir(Sheldon, 2007). 

 

  Bu immobilizasyon yönteminde, ġekil 1.1’ de gösterildiği gibi çözünmüĢ enzim 

molekülleri arasındaki uzaklık, uygun bir presipitasyon ajanı yardımı ile sıklaĢtırılarak 

agregat oluĢumunun sağlanması ve uygun bir çapraz bağlayıcı ajan yardımı ile agregat 

formundaki enzimlerin birbirleriyle kovalent bağlanması sürecini kapsamaktadır. 

 

 

 

 

ġekil 1.1 Çapraz bağlı enzim agregatları biçimindeki taĢıyıcısız enzim immobilizasyonu 

(Sheldon, 2007) 

 

 

Süreli yayın literatüründe, çapraz bağlı enzim agregatları formunda gerçekleĢtirilen 

biyokatalizörlerin katalitik performansı ve kararlılığının, çapraz bağlı enzim kristalleri 

formundaki biyokatalizörlerin katalitik performansı ve kararlılığına benzer olduğu 

bildirilmektedir. Çapraz bağlı enzim kristallerinin aksine çapraz bağlı enzim 

agregatlarında yoğun iĢ gücü gereksinimine ve yüksek saflıkta kristal formda enzim 

kullanımına gerek duyulmaz (Sheldon, 2007). 
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Çapraz bağlı enzim agregatları diğer taĢıyıcısız enzim immobilizasyon 

yöntemlerine alternatif ve 2000’lı yıllardan sonra ortaya çıkmıĢ yeni bir yöntem olmasına 

karĢın; 

 

i) enzim agregat boyutlarının herhangi bir difüzyon kısıtlaması olmadan nasıl  

      kontrol edilebileceği,  

ii) enzim konformasyonunun nasıl daha esnek hale getirilebileceği,  

iii) enzim aktivitesi ve seçiciliğinin agregasyon koĢullarının farklılaĢtırılması ile nasıl 

     ayarlanabileceği gibi darboğazların aydınlatılması gerekmektedir.  

 

Yüksek lisans tez projesinin amacı;  Candida rugosa lipazı (CRL) ve Candida 

antarctica lipazı B (CALB) enzimlerinin agregasyon öncesi scCO2 ortamında ön iĢlem 

görmesiyle enzim konformasyon yapısında bir tersinir basınç denatürasyonu 

gerçekleĢtirilerek, aktif konumların korunmasını sağlamak ve aynı zamanda çapraz 

bağlayıcı ajan gluteraldehitin, enzimlerde aĢırı bağlanmasını önleyerek, katalitik 

performansı geliĢtirilmiĢ, çapraz bağlı enzim agregatları formundaki enzim 

immobilizasyonunun tasarlanmasıdır. Bu bağlamda, süperkritik CO2 ortamının basınç ve 

sıcaklık koĢullarına bağlı olarak Candida rugosa lipazı ve Candida antarctica lipazı B 

enzimlerinin aktivitelerindeki değiĢimlerin etkisi araĢtırılarak, çapraz bağlı enzim 

agregatlarının oluĢturulmasında en uygun ön iĢlem koĢullarının etkisi araĢtırılmıĢtır. 

Ġmmobilizasyon öncesi enzim konformasyonunda bir esneklik sağlanması amacıyla 

gerçekleĢtirilen ve en uygun scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ enzimler kullanarak 

gerçekleĢtirilen çapraz bağlı enzim agregatlarının katalitik performansına etki eden temel 

ortam bileĢimlerinin etkisini araĢtırmaktır. Yüksek lisans tez projesi kapsamında 

presipitasyon ajanı olarak amonyum sülfat [(NH)2SO4] ve bifonksiyonel çapraz bağlayıcı 

ajan olarak gluteraldehit kullanılmıĢtır.  Candida rugosa lipazı ve Candida antarctica 

lipazı B enzimlerinin çapraz bağlı enzim agregatların katalitik aktivitelerine baĢlangıç 

enzim deriĢimi, bifonksiyonel çapraz bağlayıcı ajan deriĢimi, presipitasyon ajan deriĢimi 

etkisi, proteic feeder olarak bovin serum albümin ve lizin deriĢim etkisi ile yüzey aktif 
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maddesi Triton X100 deriĢiminin etkisi sistematik olarak araĢtırılmıĢtır.  Elde edilen 

bulgular süreli yayın literatüründe yer alan ve Serrano vd. (2002) önerilen yöntemle elde 

edilen çapraz bağlı enzim agregatlarının katalitik aktivite değerleri ile kıyaslanmıĢtır. 

 

1.1 Enzimler 

 

Enzimler metabolizma reaksiyonların çoğunu hızlandıran protein yapısındaki 

biyolojik katalizörlerdir. Enzimler ile kimyasal katalizörler arasındaki en önemli fark 

enzimlerin substratlara karĢı spesifik özellik göstermeleridir.  Genel olarak enzimler 

belirli substratlar arasındaki belirli reaksiyonları katalize ederler. Enzimlerin protein 

kısmına apoenzim denir. Enzimlerin protein kısmı diğer proteinlerde de olduğu gibi peptit 

bağlarıyla birbirlerine bağlanmıĢ 20 amino asitten oluĢur. Bu kısım ılımlı koĢulların 

üzerindeki sıcaklıklarda kolaylıkla denatüre olan bir yapıya sahiptir. Enzimlerin bazıları 

basit proteinlerdir. Bunların katalitik etki gösteren kısmı doğrudan doğruya proteinin 

polipeptit zinciridir. Enzimlerin katalitik aktiviteleri, doğal protein konformasyonunun 

kararlılığına bağlıdır. Eğer enzim denatüre olursa ya da alt birimlerine ayrılırsa katalitik 

aktivitesi genellikle kaybolur. Bu nedenle enzimlerin birincil, ikincil, üçüncül ve 

dördüncül yapısı, katalitik aktivite için önemlidir. Enzimler, proteinlerde olduğu gibi 

molekül kütleleri 12000–1010
6
 aralığında değiĢebilir. Bazı enzimler amino asit 

kalıntıları dıĢında aktivite için kimyasal gruplara gereksinim duymazken  bazıları ise 

kofaktör olarak adlandırılan Fe
+2

, Mg
+2

, Mn
+2

  ya da Zn
+2

 gibi bir ya da daha fazla 

inorganik iyona ya da koenzim olarak adlandırılan kompleks organik ve metalloorganik 

moleküllere gereksinim duyar.  Bazı enzimler ise katalitik aktiviteleri için hem koenzime 

hem de bir ya da daha fazla metal iyonuna gereksinim duyar.  Apoenzime çok sıkı ya da 

kovalent olarak bağlanan bir koenzim ya da metal iyonu, prostetik grup olarak 

adlandırılır. Metal iyonlarıyla ve/veya koenzimiyle birlikte katalitik olarak aktif olan bir 

enzim holoenzim denir.  Belirtilen özellikteki enzimlerin protein kısmı apoenzim ya da 

apoprotein olarak adlandırılır. Koenzimler özgül iĢlevsel grupların geçici taĢıyıcısı olarak 

iĢleve sahiptir. Bu bağlamda bazı enzim proteinleri fosforillenme, glikozillenme ve diğer 
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süreçlerle kovalent olarak modifiye edilebilirler.  Bu değiĢimlerin birçoğu enzim 

aktivitesinin düzenlenmesini de kapsar (Nelson ve Cox, 2005). 

 

Enzimlerin genel özellikleri aĢağıda gibi sıralanabilir; 

 

i) Enzimler reaksiyon ortamlarında inert bir girdi olup sadece reaksiyonun 

aktivasyon enerjisini azaltan biyolojik katalizörlerdir. Katalizledikleri reaksiyonun 

denge sabitlerini değiĢtirmezler. 

ii) Enzimler substrata karĢı yüksek spesifiklik özelliği gösterirler. Bu nedenle bir ya 

da birkaç spesifik substratla etkileĢime girmesine karĢın sadece bir tip kimyasal 

reaksiyonu katalizler. 

iii) Enzim molekülleri katalitik üçlünün bulunduğu aktif bir bölgeye sahiptir.  Bu 

bölge substrata komplementer olan aminoasit yan zincirlerini içerir. Aktif bölge 

substratı bağlar ve ġekil 1.2’ de gösterildiği gibi anahtar kilit modeli Ģeklinde 

enzim-substrat kompleksini (ES) oluĢturur.  

 

 

ġekil 1.2  Anahtar kilit modeline göre enzim-substrat komplesinin oluĢumu   

(http://wapedia.mobi) 

 

iv) Enzim, basit yapıdaki bir protein ise katalitik aktivite için kendi doğal 

konformasyonu yeterlidir.  Ancak konjuge yapıda bir protein ise katalitik aktivite 

apoenzim+kofaktör =holoenzim Ģeklinde hem protein konformasyonuna hem de 

kofaktörlerin varlığına dayanır.  

v) Enzimlerin katalitik aktiviteleri ya aktive ya da inhibe edilebilecek Ģekilde regüle 

edilebilir.  Böylece biyoteknolojik proseslerde istenilen ürün oluĢum hızı, ürün 
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verimliliği ya da ürün seçimliliği için modifiye edilebilinir. Birçok enzim hücre 

içindeki spesifik organellerde lokalize bulunur. Böylece substratın ya da sentez 

ürünlerinin farklı enzimatik sentezlere karĢı izole edilmiĢtir. Bu sayesinde uygun 

bir sentez ortamına sahip olurlar. Hücrede bulunan enzimler hücrenin aynı 

zamanda fonksiyonunu da belirlerler (Kalaycıoğlu vd., 2006). 

 

Enzimler genellikle substrattan daha büyük biyomoleküllerdir.  Enzim molekülü 

üzerindeki kofaktörlerin ve/veya koenzimlerin yer aldığı, enzim substrat kompleksinin 

oluĢturduğu dar bir bölge aktif merkezi oluĢturur. Enzimlerin aktif merkezlerinde 

substratın bağlama bölgesi için bir ya da daha fazla katalitik açıdan  aktif bölgeler 

bulunur.  Enzimin aktif merkezlerine, substratların bağlanması üzerine iki hipotez 

bulunmaktadır.  Bunlardan ilki  substratla enzim arasındaki  anahtar kilit modeli diğeri ise 

indüklenmiĢ uyum modelidir (Kalaycıoğlu vd., 2006). 

 

ġekil 1.2’ de de görüldüğü basit bir enzimatik tepkimenin stokiyometrik denklemi 

denklem (1.1)’de gösterildiği gibi yazılabilir. Burada enzim (E) ve substrattan (S) enzim–

substrat geçiĢ komplesi (ES) oluĢumu ve daha sonra enzim–ürün geçiĢ komplesinin (EP) 

oluĢumu izler. Bu süreç sonunda da biyokatalizör görevini yapan ve inert özellik gösteren 

enzim ile ürün (P) oluĢur. 

 

E + S    ES     EP    E + P      (1.1) 

 

Enzimatik sentezlerde tepkime hızı ve tepkimenin termodinamik denge süreci 

arasındaki farkın belirlenmesi önemlidir. Biyokatalizörün görevi, enzimatik reaksiyonun 

hızını arttırmak olmasına karĢın reaksiyonun dengesini değiĢtirmez.  S    P gibi bir 

reaksiyon modelindeki enzimatik reaksiyon süresince enerji değiĢimlerini gösteren bir 

reaksiyon–koordinat  diyagramıyla tarif edilebilinir. 
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ġekil 1.3 Enzimatik reaksiyon süresince enerji değiĢimlerini gösteren bir reaksiyon 

koordinat diyagram (http:// en.wikibooks.org) 

 

 

Tepkimenin hızı tamamıyla farklı parametrelere bağlıdır. S ve P arasında reaktif 

grupların sıralanması, kararlı olmayan geçici yük oluĢumu, bağların yeniden 

düzenlenmesi ve tepkimenin her iki yönde ilerlemesinde gerekli, diğer dönüĢümler için 

gereken bir enerji engeli vardır. Tepkimenin ilerlemesi için moleküler bu engeli aĢmalıdır 

ve böylece daha yüksek bir enerji düzeyi kazanmalıdır. Enerji eğrisinin tepe noktası, S 

veya P durumuna dönüĢme olasılığının eĢit olduğu bir noktadır. Bu, geçiĢ durumu olarak 

adlandırılır. GeçiĢ durumu herhangi bir belirgin kararlılıkta kimyasal bir özellik değildir 

ve tepkimenin ara ürünleriyle karıĢtırılmamalıdır. Basitçe bağların yıkılması, bağ 

oluĢumu ve yük geliĢimi gibi olayların olduğu hızlı moleküler geçiĢ alanları hem substrat 

hem de ürüne eĢit oranda dönüĢmenin olduğu belirli bir noktaya ilerletilir. Zemin durumu 

ve geçiĢ durumunun enerji düzeyleri arasındaki fark, aktivasyon enerjisi olarak 

adlandırılır. Tepkime hızı, bu aktivasyon enerjisini yansıtır; yüksek aktivasyon enerjisi, 

yavaĢ bir tepkimeyi gösterir. Tepkime hızı, sıcaklığı artırarak arttırılabilir, böylece enerji 

engelini aĢmak için yeterli enerjiye sahip moleküllerin sayısı artar. Alternatif olarak 

aktivasyon enerjisi, katalizörün ilavesiyle daha da düĢürülebilir. Katalizörler, tepkime 

hızını, aktivasyon enerjisinin düĢürülmesiyle arttırırlar (Nelson ve Cox, 2005). 
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Aktivasyon enerjileri kimyasal tepkimeler için enerji engelleridir, bu engeller 

yaĢam için oldukça önemlidir. Molekülün kararlılığı kendi aktivasyon enerjilerinin 

büyüklüğüyle artar. Böyle enerji engelleri olmazsa, kompleks makro moleküller daha 

basit moleküler formlarına kendiliğinden dönüĢür ve kompleks ve yüksek düzendeki 

yapılar ve hücrelerin metabolik süreçleri var olamaz. Enzimler hücre yaĢamı için gerekli 

olan tepkimeler için seçicilikle düĢük aktivasyon enerjileri oluĢtururlar (Nelson ve Cox, 

2005). 

 

1.1.1 Enzimlerin sınıflandırılması 

 

Enzimler, katalizlediği reaksiyona göre sınıflandırılır. Birçok enzim, aktivitesini 

tarif eden bir deyim, bir kelime ya da substratın adına “–az” son eki ilavesiyle 

adlandırılır. Örneğin üreaz, ürenin hidrolizini, DNA polimeraz, DNA oluĢturmak üzere 

nükleotitlerin polimerleĢmesini katalizler.  Pepsin ve tripsin gibi diğer enzimler ise  

substratlarını ya da reaksiyonlarını  belirtmeksizin isimlendirilir. Bazen aynı enzimler iki 

ya da daha fazla ada ya da iki farklı enzim aynı ada sahip olabilir. Bu gibi belirsizlikler ve 

yeni keĢfedilen enzimlerin sayısındaki sürekli artıĢ nedeniyle enzimlerin sınıflandırılması 

ve adlandırılması için uluslararası anlaĢmayla bir sistem belirlenmiĢtir.  Bu sistemde 

Çizelge 1.1’ de gösterildiği gibi katalizlediği reaksiyon tipini temel alarak enzimleri her 

bir alt grubuyla altı temel gruba ayırır (Salgın, 1996). 

 

 

1.1.2  Lipazlar 

 

Enzimler, katalizledikleri tepkimeye göre oksidoredüktazlar, transferazlar, 

hidrolazlar, liyazlar, izomerazla ve ligazlar olmak üzere 6 grupta incelenirler (Çizelge 

1.1).  Lipazlar, hidrolazlar grubunda yer alır. Lipazlar, bilimsel araĢtırmalarda ve 

endüstride geniĢ kullanım alanına sahiptir. Lipazlar, farklı hayvan, bitki ve mikrobiyal 

(bakteri ve fungus) kaynaklardan elde edilmektedir.  Mantar ve bakteri  kullanarak biyo- 
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Çizelge 1.1 Enzimlerin sınıflandırma sistemi (Salgın, 1996) 

Grup Katalizledikleri tepkime Katalizlenen grup 

1. Oksidoredüktazlar 
Yükseltgenme ve 

indirgenme tepkimeleri 

1.1   > CH–0H 

1.2   > C=0 

1.3  –CH=CH– 

1.4  >CH=NH2 

1.5  >CH–NH– 

2. Transferazlar 
Fonksiyonlu grup  

aktarımı 

2.1  Tek –C’lu grup 

2.2  Aldehit ve keton grupları   rı 

2.3  Asil grubu 

2.4  Glikosil grubu 

2.5  Fosfat grubu 

3. Hidrolazlar 
Hidroliz tepkimeleri 

 

3.1 Esterler 

3.2 Glukositik bağlar 

3.3 Eter bağları 

3.4 Peptit bağları 

4. Liyazlar 
Çift bağlara ekleme/ 

doyurma 

4.1  >C=C< 

4.2  >C=O 

4.3  >C=N– 

5. Ġzomerazlar 
Ġzomerasyon 

Tepkimeleri 
5.1 Rasemazlar 

6. Ligazlar 
ATP parçalanması ile 

bağ oluĢturma 

6.1 C–O 

6.2 C–S 

6.3 C–N 

6.4 C–H 

 

 

 

 

 



 

12 

 

teknolojik reaktör sistemlerinde de üretilebilirler. Bitki, hayvan ve mikrobiyal lipazlar 

arasında çok geniĢ uygulama alanı bulan lipazlar ise mikrobiyal lipazlardır. Kimyasal ve 

biyokimyasal uygulamalarında substrat seçimliliği, ürün verimliliği ve enantiyo 

seçimliliği yüksektir. Hidrofobik yüzeyleri sayesinde substratlarla kolayca etkileĢime 

girebilirler  (Sanchez vd., 1999). 

 

 Lipazlar; esterleĢme, transesterleĢme, interesterleĢme, alkoliziz, aminoliziz ve 

hidroliz tepkimelerini düĢük sıcaklıkta katalizleyebilirler. Organik çözücülere karĢı 

toleransı ve sıcaklığa karĢı stabilitesi nedeniyle biyoteknoloji uygulamalarında yaygın 

kullanım alanına sahiptirler (Rua vd., 1997). Ester bağına spesifik olan lipazlar, yüksek 

sıcaklık koĢullarında da aktif özellik gösterir.  Enzim substrat iliĢkisinden sonra 

mikrobiyal kontaminasyonu ve yan ürün oluĢumunu engeller. Son yıllarda farklı biyolojik 

kaynaklardan izole edilen lipazlar ile organik çözücülere ve yüksek sıcaklığa karĢı 

kararlılıklarını artırmaya yönelik bilimsel çalıĢmalar geniĢ bir spektrumda 

sürdürülmektedir.  Diğer enzimlerin aksine lipazlar, ekonomik ve kolay bulunabilirliğinin 

yanı sıra hem kimyasal hem de biyoteknolojik proseslerde hızla artan kullanım geniĢ bir 

potansiyel sahiptir (Li ve Zhang, 2005). 

 

 

1.1.2.1. Candida rugosa lipaz enzimi  

 

Candida rugosa lipaz (CRL) enzimi; serin, glutamin ve histidin katalitik 

üçlüsünden oluĢan ve bu katalitik üçlüyü kaplayan bir kapağa sahiptir. Bu kapak,                   

α–heliks yapısında olup kapağın aktif bölgeye bakan iç yüzeyi, hidrofobik, dıĢ yüzeyi ise 

hidrofilik özelliğe sahiptir.  CRL enziminin yer aldığı reaksiyon ortamlarında katalitik 

açıdan aktif olabilmesi için kapağın kapalı formdan çıkıp açık forma geçmesi 

gerekmektedir. CRL enzimi özellikle farmasötik bileĢiklerin rezolüsyonunda, 

deterjanlarda biyosürfaktan olarak, biyosensörlerde, karbohidrat ester sentezinde, 

enantiyomerik saflıkta amin ve amidlerin üretiminde, deri endüstrisinde, kozmetik ve 

parfümeride geniĢ kullanım alanına sahiptir.  CRL’nin ekonomik kullanımını sağlamak 
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için tutuklanmıĢ enzimin ticari kullanımı daha yaygındır. CRL enzimlerindeki serin aktif 

konumu enzimdeki α–heliks ve β–tabaka arasında  yer alırken histidin ve glutamin aktif 

konumları ise α–heliks ve β–tabaka yanında yer alır. Substratla etkileĢimi sırasında 

substrat aktif yüzeyi kaplayan hidrofobik kanala girerek nükleofilik serin üzerinden 

etkileĢim gerçekleĢir. Lipazların substrat ile etkileĢimi sırasında iki ara ürün oluĢur.  

Serin, substrata nükleofilik etki ederken, bir proton serinden histidine transfer edilir ve 

böylece serin daha da nükleofilik hale gelir. Serin, substrata nükleofilik olarak etki ederek 

birinci ara ürünü olan E–S kompleks geçiĢi oluĢturmaktadır. Daha sonra histidin 

üzerindeki proton alkoksi grubuna bağlanır ve ara üründen alkol ayrılarak açil-enzim 

kompleksi meydana gelir. Yüksek reaktif ara yüzey daha sonra su molekülü veya ikinci 

bir alkolle (transesterleĢme) tepkimeye girerek ürünü oluĢturmakta ve enzim serbest hale 

geçmektedir (Bakkal, 2006). CRL enziminin üç boyutlu yapısı ġekil 1.4’ de 

gösterilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 1.4  Candida rugosa lipaz enziminin üç boyutlu yapısı (ĠĢbakan, 2006) 
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1.1.2.2  Candida antarctica lipaz enzimi 

 

Yüksek ürün dönüĢümü için benzersiz uygulanabilirliği olan bir lipaz türüdür. 

Ġmmobilizasyonunda ise son derece kararlı parçacıklar üretilmesine olanak sağlar. 

Basidiomyceteous mayasından üretilen  A ve B olmak üzere iki çeĢit Candida antarctica 

lipazı vardır.  Candida antarctica lipazı A ve B dayanıklılığı ve üstün özellikleri 

nedeniyle biyokimyasal süreçlerde olağanüstü avantajlar sağlar. Bu iki lipaz birbirinden 

çok farklıdır. Enzimlerin stabilitesi onların uygulanabilirliği için kritik bir faktördür. 

Candida antarctica lipazı A (CALA) asidik ortamlarda ve Candida antarctica lipazı B 

(CALB) alkali ortamdaki pH’ a karĢı dayanıklıdır.   CALA enzimi 90 
o
C gibi yüksek 

sıcaklık koĢullarında, sıcaklığa karĢı katalitik stabilitesini korur. Ayrıca CALA lipazının 

üstün bir özelliği de soğuk ortamlara karĢı adaptasyon yeteneğidir. Buna karĢın 

CALB’nin, CALA’ ya göre ısıl stabilitesi zayıftır.  Fakat her iki enzimin immobilize 

formları, yüksek sıcaklık koĢullarında katalitik aktivitesinde önemli bir kayıp olmadan 

uzun süre biyokimyasal süreçlerde faaliyet gösterirler.  Katalitik aktivitesi ve spesifikliği, 

enzimlerin katalizör olarak kullanılabilirliğini tanımlayan kritik faktörler arasındadır.  

Ancak CALA ve CALB enzimlerin yüksek maliyetli olması nedeniyle bu lipazlarla   

göreceli olarak daha az sayıda bilimsel çalıĢma yapılmıĢtır (Kirk ve Christensen, 2002). 

 

CALB enziminin üç boyutlu yapısı ġekil 1.5’de gösterilmiĢtir. CALB’nin aktif 

bölgesi α/β hidrolaz grubu arasındaki kavitede yer alır. Ancak Candida rugosa 

lipazında olduğu gibi aktif bölgeyi kaplayan kapak yapısı bulunmaz. Aktif bölgede 

katalitik üçlü serin, aspartik asit ve histidinden oluĢur. Serin nükleofilik bir gruptur ve 

aktifliği aspartik asit ve histidin grupları tarafından sağlanır. Mekanizma serin 

hidrolaz aktif konumundan baĢlar (Ericsson vd., 2007). 
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ġekil 1.5  Candida antarctica lipazı B enziminin üç boyutlu yapısı (Ericsso vd., 

2007). 

 

     

1.1.3  Enzimlerin katalitik performansına etki eden parametreler 

 

Enzimlerin katalitik performansı, katalitik aktiviteleri ile tanımlanmaktadır.  

Enzimin aktivitesi, enzimin yapısı dıĢında ortam pH’ına, sıcaklığa, basınç ve kesme 

gerilimlerine, ortamdaki kimyasal ya da biyokimyasal bileĢiklerin bileĢimine, ıĢık, ses ve 

iyonizasyon radyasyonuna bağlıdır. Bu nedenle, aktivite tanımının belli koĢullarda 

yapılması gerekir. Enzimlerin aktiviteleri genellikler katalizledikleri tepkimenin baĢlangıç 

hızları tayin edilerek bulunur. AĢağıda belirtildiği gibi iki tür aktivite tanımı 

yapılmaktadır.  

 

1.  Turn–over sayısı: Birim zamanda bir mol aktif enzim tarafından ürüne 

dönüĢtürülen substratın mol sayısı ve  

2.  Enzim ünitesi:  Dakikada bir mikromol substratı ürüne dönüĢtüren miligram 

enzim miktarı  
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olarak tanımlanmaktadır. Molekül içi kuvvetler arasındaki denge enzimlerin bütünlüğü ve 

kararlılığı açısından çok önemlidir.  Enzimlerin mikro ya da makro çevreleri dıĢındaki 

değiĢiklikler, enzimlerin yapısında ve kararlılığındaki dengeyi etkiler.  Yani kararlı ya da 

tersi denatüre (bozunmuĢ) olmasına neden olur. Doğal enzimler sadece kendi 

bulundukları ortamlarda kararlıdırlar. Denatürasyon ya da inaktivasyon koĢullarında 

enzimlerin yapıları değiĢir. Bunun sonunda enzimler inaktif hale gelir. Çevre etkili 

denatürasyon değiĢik fiziksel, kimyasal ve biyolojik bozucu bileĢenlerin etkisiyle 

meydana gelir (Bailey ve Ollis, 1988). 

 

Sıcaklık etkisi: Kimyasal kinetik kurallarına göre reaksiyon hızlarının sıcaklıkla 

artmasından dolayı enzim aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisini incelemek oldukça 

karmaĢık bir iĢtir. Enzim reaksiyonları ise belirli bir sıcaklığa kadar bu kurala uyar. Bu 

kurala bağlı olarak, enzimlerin katalize ettiği tepkime hızları da optimum sıcaklığa kadar 

sıcaklıkla orantılı olarak artar. Belli bir sıcaklıktan sonra enzimler yapısal değiĢmeye ve 

denatüre olmaya baĢlar dolayısıyla enzimin aktivitesinde düĢüĢler saptanır. Bu nedenle 

optimum sıcaklıktan daha yüksek sıcaklıklarda, enzim tepkime hızları yavaĢlamaya 

baĢlar. Genelde enzimlerin çoğu 50–60 
o
C’ de denatüre olurken 80–100 

o
C’ ye kadar 

aktivitelerini koruyan enzimlere de rastlanmaktadır (Bailey ve Ollis, 1988). 

 

pH etkisi: Sıcaklık etkisine benzer olarak enzimlerin en yüksek etkinlik gösterdiği belirli 

pH değerleri vardır. En uygun pH değerinin altında ya da üstünde enzimlerin etken 

grupları, değiĢime uğrar ya da denatüre olup etkisiz hale gelirler. Bu olay enzimatik 

tepkimeye iliĢkin bazı sabitlerin pH ile birlikte değiĢik değerler almasından ileri gelir 

(Bailey ve Ollis, 1988). 

 

Substrat derişimi etkisi: Enzimli tepkimelerde substrat konsantrasyonu arttıkça enzim 

aktivitesi de artar. Ancak birçok durumda substrat deriĢiminin fazlası, enzimin inhibe 

olmasına neden olduğundan dolayı aktivitede kayıplar olur (Bailey ve Ollis, 1988). 
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Enzim derişimi etkisi: Enzim tarafından katalize olunan bir reaksiyonun baĢlangıç hızı, 

enzim konsantrasyonu ile doğru orantılıdır. Bunun nedeni de her enzim molekülünün 

diğerinden bağımsız olarak çalıĢmasıdır. Bu nedenle de ne kadar çok enzim molekülü 

varsa ve çalıĢıyorsa, reaksiyonda o kadar hızlı olacaktır (Bailey ve Ollis, 1988). 

 

1.1.4  Enzim/Proteinlerin üç boyutlu yapısı 

 

          Her protein, iĢlevini yansıtan bezersiz bir üç boyutlu yapıya sahiptir. Proteinlerin 

yapısı birçok zayıf etkileĢimle sabitlenmektedir. Hidrofobik etkileĢimler, çoğu çözünür 

proteinin küresel yapısının sabitlenmesine büyük katkı sağlar, hidrojen bağları ve iyonik 

etkileĢimler ise termodinamik olarak en kararlı özgül yapının oluĢumunu sağlar (Nelson 

ve Cox, 2005). 

 

           Polipeptik zincirindeki kovalent bağların doğası, yapı üzerindeki sınırlamaları 

belirler.  Peptit bağı, kısmi çift bağ karakteri sergiler ve bu yapı, bütün peptit grubunu katı 

bir düzlemsel konfigürasyonda tutar. Bir polipeptit zincirinin 3D yapısını (üç boyutlu 

yapısı) açıklayan üçüncül yapı, sık rastlanan değiĢken olarak; süper ikincil yapılar, 

motifler ya da katlanmalar olarak isimlendirilen kararlı alt yapıların incelenmesiyle 

anlaĢılabilir (Nelson ve Cox, 2005). 

 

Proteinlerin fibröz ve globüler Ģeklinde iki genel sınıfı vardır. BaĢlıca yapısal 

görevleri olan fibröz proteinler, ikincil yapının basit tekrarlayan elementlerine sahiptir. 

Ġkincil yapının ana konformasyonları, α-heliks ve β-kıvrılmalarıdır. Her ikisi de polipeptit 

iskeletindeki peptit bağları arasında optimal hidrojen bağlarıyla karakterizedir. Keratin ve 

kollajen gibi fibröz proteinlerde, ikincil yapının tek bir tipi baskındır. Polipeptit zinciri 

halat Ģeklinde süper sarmal oluĢturur ve daha sonra kuvvet sağlamak için daha büyük 

sarmallar halinde birleĢir. Ġpek fibroininin β tabakaları güçlü fakat esnek yapıyı 

oluĢturmak için üst üste istiflenmiĢtir. Küresel proteinler daha karmaĢık bir üçüncül 

yapıya sahiptir ve sıklıkla aynı polipeptit zinciri içinde ikincil yapının birkaç tipini içerir. 
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X-ıĢını kırınımı yöntemleri kullanılarak belirlenen ilk küresel protein yapısı miyoglobine 

aittir. Bu yapı, ön görülen bir ikincil yapının proteinlerdeki varlığını doğruladı. Bir diğer 

deyiĢle doğrulanan bu yapıyla, hidrofobik amino asitlerin, proteinin iç kısmında yer aldığı 

ve küresel proteinlerin sıkı paketlendiği gösterilmiĢtir. Daha sonra pek çok küresel 

protein yapısı üzerinde yapılan araĢtırmalar bu sonuçları destekledi ve üçüncül yapıda 

büyük çeĢitlilik olabileceğini gösterdi (Nelson ve Cox, 2005). 

 

Dördüncül yapı çoklu alt birimli proteinlerin veya büyük protein topluluklarının alt 

birimler arasındaki etkileĢimi ifade eder. Bazı multimerik proteinler tek alt birimin 

tekrarlayan birimlerine veya protomer olarak tanımlanan alt birim grubuna sahiptir. 

Protomerler genellikle rotasyonel veya helikal simetriyle iliĢkilidir. Proteinlerin üç 

boyutlu yapısı, zayıf etkileĢimleri bozan iĢlemlerle bozulabilir, bu süreç denatürasyon 

olarak adlandırılır. Denatürasyonun, proteinin iĢlevini bozması, yapı ve iĢlev arasındaki 

iliĢkiyi kanıtlamaktadır (Nelson ve Cox, 2005). 

 

 

1.2 Enzimlerin immobilizasyonu 

           

20. yüzyılın ikinci yarısında, enzimlerin sürekli sistemlerde kullanımından 

yararlanmak amacıyla farklı konfigürasyonlarda taĢıyıcılı enzim immobilizasyon 

sistemleri geliĢtirilmiĢtir. Bu süreçte, enzimlerin reaksiyon ortamından verimli bir Ģekilde 

ayrılması sağlanarak iĢletme maliyetleri azaltılmıĢtır. Ayrıca enzimlerin stabilitesi, 

seçiciliği ve aktivitesindeki kayıplarda önlenmiĢtir. Günümüzde immobilizasyon, 

taĢıyıcılı ve taĢıyıcısız enzim immobilizasyonu olmak üzere iki grupta 

sınıflandırılmaktadır.  Ġlk zamanlarda enzim immobilizasyonu bir bir destek materyali 

üzerine enzimlerin fiziksel ya da kimyasal olarak tutuklanmasıyla enzimlerin çözünmez 

duruma gelmesi sağlanmıĢtır. TaĢıyıcılı immobilizasyon iĢlemlerinde kullanılan ve 

katalitik olmayan taĢıyıcı sistemlerin seçimi, katalizör görevi yapan enzimlerin, katalitik 

aktivitelerinin kolay kontrol sağlayacağı düĢünülmüĢtür.  Enzimin katalitik aktivitesini 
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korumak ya da geliĢtirmek amacıyla taĢıyıcı olarak kullanılan bu katalitik olmayan destek 

maddelerin seçiminde; hidofobik ve hidrofilik denge, gözeneklilik yapısı, yüzey kimyası, 

fiziksel ve kimyasal özellikleri oldukça önem taĢımıĢ ve enzimler, seçilen taĢıyıcı destek 

maddeleri üzerine değiĢik yöntemlerle modifiye edilmiĢlerdir (Cao vd., 2003).  

 

Kovalent bağlı immobilizasyon süreçlerinde enzim ile taĢıyıcı arasında kovalent bir 

bağ oluĢturulur. TaĢıyıcılı sistemler üzerine kovalent bağlanma, enzim üzerindeki 

fonksiyonel gruplarla taĢıyıcı arasında oluĢmaktadır.  Bu yöntemde taĢıyıcı üzerindeki 

grupların kovalent bağlanma için reaktif olması gerekir. Bu reaktiflik ya kendiliğinden ya 

da farklı yardımcı reaktiflerle gerçekleĢtirilir.  Ġyonik bağlı immobilizasyon 

yöntemlerinde ise yine çözünmeyen taĢıyıcıya enzimlerin iyonik olarak bağlanması 

prensibine dayanır. Zayıf biçimde gerçekleĢen bu bağlanma sürecinde immobilize 

enzimin aktif konumlarında önemli kayıplar meydana gelmez. Ancak iyonik bağlı 

immobilizasyon sistemleri, kovalent bağlı immobilizasyon sistemlerinden daha güçlü 

olmadığından ayırma iĢleminde enzim kayıpları söz konusudur. Enzimlerin adsorpsiyon 

mekanizması ile gerçekleĢtirilen immobilizasyon iĢlemleri oldukça basit bir 

immobilizasyon sürecidir. Bu konfigürasyonda gerçekleĢtirilmiĢ bir immobilizasyon 

yönteminde vander Waals, iyonik ya da hidrojen bağı gibi elektrostatik güçler etkindir. 

Bu yöntemde taĢıyıcı adsorpsiyon özelliklerine sahip olmalıdır. Yöntemin oldukça basit, 

hızlı, ucuz olması ve çok sayıda taĢıyıcı türü seçme olanağı vermesi gibi avantajları 

olmasına karĢın destek maddesi ile enzim molekülleri arasında kuvvetli olmayan bir 

bağlanma nedeniyle ayırma iĢleminde önemli enzim kayıplarına neden olmakta ve 

reaksiyon ortamındaki ürün kirliliği gibi dezavantajlar yaratmaktadır. TaĢıyıcılı bir matris 

sistemlerinin tutuklama yönteminde genellikle jelimsi yapıya sahip doğal makro 

moleküller kullanılır. TaĢıyıcıda aranan en önemli özellik, enzimin dıĢarı çıkmasını 

önleyip substratın içeri giriĢ ve çıkıĢına izin vermesidir. Bu yöntemde küre, tabaka, 

silindir veya iplik formunda tutuklama yöntemleri yer almaktadır. TaĢıyıcı matriste 

tutuklama yöntemi, endüstride en yaygın kullanılan tutuklama yöntemleri arasındadır. 

Membran ile tutuklama yönteminde ise enzimler yarı geçirgen membranlara tutuklanması 

ve bu membranların enzim dıĢındaki maddelerin giriĢ çıkıĢına izin vermesi temeline 
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dayanır. Bu süreç enzim kayıplarını önlemeyi  amaçlamaktadır. Bu yöntemlerin etkili 

olabilmesi için en uygun taĢıyıcının belirlenmesi gerekir (Batista-Viera ve Brena, 2006).  

 

 

1.2.1  TaĢıyıcısız enzim immobilizasyonu 

 

TaĢıyıcılı enzim immobilizasyon sistemlerinde enzimin aktivitesi taĢıyıcı olarak 

kullanılan materyalin katalitik olmayan kütlesinden dolayı birim biyokatalizör kütlesi 

baĢına aktivite kayıplarına yol açmaktadır. TaĢıyıcısız enzim immobilizasyonu geleneksel 

immobilizasyondaki taĢıyıcılı immobilizasyon sistemlerinin yarattığı darboğazları ortadan 

kaldırmak için alternatif olarak geliĢtirilmiĢ bir yöntemdir.  Bu yöntemde taĢıyıcıya gerek 

duyulmaksızın enzimlerin birbirlerine çapraz bağlanması sonucu gerçekleĢtirilen bir 

yöntemdir. Bu yöntemin temel amacı, taĢıyıcılı immobilizasyon sistemlerine kıyasla 

enzimlerin katalitik aktivitesini arttırmak,  yüksek seçicilik kazandırmak ve daha düĢük 

maliyetli biyokatalizör sistemlerini geliĢtirmektir (Yu vd., 2006).  TaĢıyıcısız enzim 

immobilizasyon sistemlerine yönelik çalıĢmalar aĢağıda belirtildiği gibi dört farklı grupta 

sınıflandırılabilirler (Mateo vd., 2003). 

 

i) Çapraz bağlı çözünmüĢ enzim (CLE, Cross–Linked Enzymes) 

ii) Çapraz bağlı enzim kristalleri (CLEC, Cross–Linked Enzyme Crystals) 

iii) Çapraz bağlı püskürtülerek kurutulmuĢ enzim (CSDE,  Cross–Linked Spray 

Dried Enzyme) 

iv) Çapraz bağlı enzim agregatları (CLEA, Cross–Linked Enzyme Aggregates) 

 

Sulu çözeltilerinden yola çıkılarak taĢıyıcısız enzim immobilizasyon sistemlerinin 

geliĢtirilmesine yönelik yöntem kısaca ġekil 1.6’ da gösterilmiĢtir. TaĢıyıcılı enzim 

immobilizasyon sistemlerine alternatif olarak geliĢtirilen ilk taĢıyıcısız enzim 

immobilizasyon yöntemi çapraz bağlı çözünmüĢ enzimlerdir. Bu yöntemde, uygun bir 

çapraz bağlayıcı ajan yardımıyla çözünmüĢ enzim moleküllerinin doğrudan çapraz 



 

21 

 

bağlanması sonucu taĢıyıcısız enzim immobilizasyon sistemleri gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ancak enzimlerin sulu sistemlerdeki yüksek çözünürlüğü ve immobilizasyon sürecinde 

enzim molekülleri arasındaki yakınlığın etkin olarak ayarlanamamasından dolayı enzim 

molekülleri arasında zayıf bağlanmalar gerçekleĢmektedir. Zayıf bağlanma ise 

biyokatalizörlerin mekanik dayanıklılığının düĢük olmasına neden olmaktadır.  Ayrıca 

kontrolsüz biçimde gerçekleĢen aĢırı bağlanmalar ise hem aktif konum sayısının 

azalmasına hem de taĢıyıcısız enzim immobilizasyonu formundaki biyokatalizörlerin 

boyut kontrolündeki zorluklara neden olmaktadır  (Sheldon, 2007). 

 

 

ġekil 1.6  TaĢıyıcısız enzim immobilizasyon süreçleri (Sheldon vd., 2003)  

     CRY: Kristal, AGG: Agregat, SDE: Püskürtülerek kurutulmuĢ enzim 
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Çapraz bağlı çözünmüĢ enzim formundaki taĢıyıcısız enzim immobilizasyon 

yönteminde karĢılaĢılan darboğazların çözümüne yönelik alternatif çapraz bağlı enzim 

kristalleri geliĢtirmiĢtir. Çapraz bağlayıcı ajan olarak gluteraldehitin yer aldığı ilk çalıĢma 

Quiocho ve Richards tarafından 1964 yılında yapılmıĢtır. Ancak bu yöntem ile 

gerçekleĢtirilen immobilizasyon iĢlemlerinde yüksek saflıkta ve kristal formda enzimlere 

gereksinim duyulması ve boyut kontrolünde karĢılaĢılan darboğazlar, bu yöntemin en 

önemli dezavantajlarını oluĢturmaktadır (Sheldon vd., 2005). Çapraz bağlı enzim 

kristalleri hazırlanırken enzimlerin, yüksek saflıkta yani kristal formda olması 

gerekmektedir. Uygun presipitasyon ajanı yardımıyla kristal formdaki enzim molekülleri 

birbirlerine yaklaĢtırılarak enzim moleküllerinin arasındaki uzaklık azaltılır. Birbirlerine 

yakınlaĢtırılan enzim molekülleri uygun bir çapraz bağlayıcı ajan yardımıyla birbirlerine 

bağlanarak çapraz bağlı enzim kristalleri Ģeklindeki taĢıyıcısız enzim immobilizasyonu 

gerçekleĢtirilir. Çapraz bağlı enzim kristali formundaki biyokatalizörler ile enzimlerin 

sıcaklığa karĢı toleransı ve mekanik dayanımı arttırılabilinir. Aynı zamanda geniĢ pH 

aralığında çalıĢabilme olanağı sağlanmıĢ ve organik çözücülere karĢı toleransları 

geliĢtirilmiĢtir (Sheldon, 2007). Çapraz bağlı enzim kristallerinde, kristalleĢtirme 

ortamının koĢulları ayarlanarak daha yüksek aktivite gösterebilen ve seçicilik için en 

doğru kristal boyutu ve geometrisi tasarlanabilinir. Biyokatalizörlerin katalitik 

aktiviteleri; substratın boyutuna, özelliklerine ve reaksiyon ortamındaki bileĢiklere ve 

deriĢimlerine, enzimatik reaksiyonun gerçekleĢtirildiği reaktör sistemlerindeki iĢletme 

koĢullarına da bağlıdır.  Bu bağlamda çapraz bağlı enzim kristallerinin boyutu 1-100 μm 

aralığında tutularak, oldukça aktif ve stabil taĢıyıcısız enzim immobilizasyonu 

gerçekleĢtirilebilmektedir. 20. yüzyılın sonlarından baĢlayarak günümüze kadar lipazlar, 

proteazlar ve akilazlar gibi birçok hidrolaz, asimetrik sentez için kiral biyokatalizör 

olarak üretilmekte ve biyoteknolojik sektörlere sunulmaktadır.  Çapraz bağlı enzim 

kristallerinin bir baĢka uygulama alanı ise kromatografide kullanılan mikro gözenekli 

materyaller ya da protein içerikli ilaçların kontrollü salım sistemleridir (Topçular, 2006).  

 

Çapraz bağlı enzim agregatları ise 20. yüzyılın baĢlarında ortaya çıkan ve taĢıyıcısız 

enzim immobilizasyon yöntemi olarak bu sınıfa yeni katılmıĢ bir tekniktir.  Presipite 
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edilen enzim bifonksiyonel çapraz bağlayıcı ajanlar ile kovalent bağlanır. Fazladan 

katalitik kütleye ihtiyaç duymadığından aktivitelerinde önemli düĢüĢ  görülmez (Serrano 

vd., 2002).  

 

Çapraz bağlı enzim agregatları, çapraz bağlı enzim kristallerine alternatif olarak 

geliĢtirilmiĢtir. Bu yöntemde çapraz bağlı enzim kristallerinde olduğu gibi kristal formda 

yani yüksek saflıkta enzime gerek duyulmaz.  Bilindiği gibi organik çözücüler, tuzlar ya 

da iyonik sıvılar proteinleri çöktürürler. Çapraz bağlı enzim agregatlarında çözünmüĢ 

enzim moleküllerinin bu uygun presipitasyon ajanları yardımıyla presipitasyonu sağlanır. 

Yani enzim moleküllerinin arasındaki uzaklığı etkileyen özellikler değiĢtirilir (Sheldon, 

2007).   

 

Presipitasyon koĢullarında, sulu sistemlerde yüksek çözünürlüklü enzim molekülleri 

bir araya toplanarak doğal enzim konformasyonunda çözünmez enzim agregatları 

oluĢturmak üzere çökelti oluĢtururlar. Bu fiziksel çözünmez agregatlar, enzim 

kristallerinin çapraz bağlanmasına benzer Ģekilde bifonksiyonel çapraz bağlayıcılar ile 

ardı ardına bağlanır. Çapraz bağlı enzim agregatlarının enzim kristallerine yakın aktiflik 

ve kararlılık değerlerine sahip olduğu literatürde bildirilmiĢtir. Çapraz bağlı çözünmez 

enzimlerin, proteinin çoğunluğunun çöktürüldüğü durumda en yüksek aktiviteye sahip 

olduğu, herhangi bir çökeltme maddesi katılmadığında CLE ise en düĢük aktiviteyi 

verdiği keĢfedilmiĢtir. Bu gözlemler, çözünmez enzim agregatlarının oluĢumunun, çapraz 

bağlanma boyunca enzim aktivitesini korumak için baĢlıca basamak olduğunu öne 

sürmektedir. Açıkçası bu sıkı moleküller, çözünmüĢ ve dağınık halde bulunan 

moleküllerden daha kolay çapraz bağlamaktadır. Bu durum, enzim moleküllerinin çözelti 

içinde gluteraldehit eklenmesi halinde bile neden çapraz bağlanmadıklarını 

açıklamaktadır (Topçular, 2006). 

 

Çapraz bağlı enzim agregatlarının spesifik aktivitesi yüksektir, oda sıcaklığında ve 

belirli pH aralığında stabil olup yüksek ürün verimliliğine sahiptir. scCO2 ve iyonik 

sıvılar (IL) gibi konvansiyonel olmayan ortamlarda ise daha aktif olup yüksek saflıkta 
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enzim gerektirmezler. Ekstrem sıcaklık ve pH değerlerinde denatürasyona uğramazlar, 

kararlıdırlar. Yeniden kullanılabilirliği yüksek, biyotepkime ortamlarından filtrasyon gibi 

basit ayırma süreçleri ile geri kazanımı kolay, kesikli sistemlerde yeniden kullanılabilir, 

sürekli sistemlerde ise uzun süre ve pratik olarak kullanılabilirler (Fazary vd., 2009). 

 

Çapraz bağlı enzim agregatları hazırlanırken presipitasyon iĢlemi için genellikle 

amonyum sülfat kullanılır. Amonyum sülfat tuzunun 0–30˚C aralığında çözünürlüğü çok 

düĢük olup, proteinleri stabilize eder. Amonyum sülfatın 4 M doygun çözeltisinin 

yoğunluğu, çözeltideki protein agregatlarının yoğunluğundan küçüktür. Bu nedenle 

santrifüj ile proteinlerin ya da enzimlerin amonyum sülfat ortamından ayırma iĢlemi 

kolaydır. Tuzun yoğunluğu agregat yoğunluğundan düĢük olduğu için agregatın saf halde 

dibe çöküp tuzun onun üzerinde kalması, yüksek deriĢim değerlerinde (doygun çözelti)  

bakteriyel kontaminasyonun engellemesi açısından amonyum sülfat tuzunun kullanımı 

önemlidir. Çöktürücü yani presipitant deriĢimi arttıkça agregat boyutu artar. Amonyum 

sülfat tuzu proteinlere bağlı olan suyu çekeceğinden enzimlerin çökmesi sağlanır. Buna 

salting out etkisi denir. ÇözünmüĢ enzimlere tuz eklenerek enzimin çözünürlüğü azalır ve 

enzimler agregat oluĢturmaya baĢlarlar, enzimler çöktükçe agregat boyutları da artar. 

Yine aynı Ģekilde gluteraldehit deriĢimi arttıkça agregat boyutu da artar. Fakat agregat 

boyutunun artması bir süreye kadar aktiviteyi yükseltir. Agregat boyutundaki artıĢlar her 

zaman için iyi sonuç vermez  (Yu vd., 2006). Çapraz bağlı enzim agregatları 

hazırlanırken agregat aktivitesini yükseltmek amaçlı proteik feeder ajan kullanılmaktadır. 

Proteik feeder, ortamda gluteraldehitin enzime fazla bağlanmasını önleyerek enzimin 

aktif konumlarının açık tutulmasını sağlamaktadır. Böylece  çapraz bağlı enzim 

agregatlarının aktivitesinde yükseliĢe neden olmaktadır (Shah vd., 2005). Agregat boyutu 

da katalitik aktivite için önemli bir etkendir.  
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1.2.2  Çapraz bağlı enzim agregatları üretiminde karĢılaĢılan darboğazlar 

 

CLEA diğer taĢıyıcısız enzim immobilizasyon yöntemlerine alternatif ve yeni ortaya 

çıkmıĢ (~2000) bir yöntem olmasına karĢın; 

 

i. enzim agregat boyutlarının herhangi bir difüzyon kısıtlaması olmadan nasıl 

kontrol edilebileceği, 

ii. enzim konformasyonunun nasıl daha esnek hale getirilebileceği,  

iii. enzim aktivitesi ve seçiciliğinin agregasyon koĢullarının  farklılaĢtırılması ile 

nasıl ayarlanabileceği  

 

gibi darboğazların aydınlatılması gerekmektedir. Her ne kadar diğer yöntemlerle, 

özellikle de CLEC ile aktivite, dayanıklılık ve temel prensip açısından benzerlik gösterse 

de hala CLEA hakkında cevaplanması gereken birçok soru bulunmaktadır. CLEA’nın 

geniĢ bir enzim aralığında uygulanabilirliği, boyut kontrolü, yeni agregasyon yöntemleri 

ve yeni çapraz bağlayıcılar Ģu an en çok çalıĢma yapılan konulardır. Amaç, daha yaygın 

uygulamalar için güçlü çapraz bağlı enzim agregatlarını seçip, tasarlamak üzere esnek bir 

teknoloji platformu oluĢturabilmektir. TaĢıyıcısız immobilize enzimlerin biyokatalizör 

olarak kullanılmaya baĢlaması, endüstriyel uygulamalar açısından bazı avantajlar 

sunmaktadır. Bunlar; taĢıyıcısız immobilize enzimin maliyetini düĢürecek ve pazarlamayı 

kolaylaĢtıracak Ģekilde hazırlama kolaylığı, yaygın bir alanda, esnek kullanım fırsatları 

sunmaları olarak özetlenebilir. 

           

1.3  Süperkritik akıĢkanlar 

           

          Süperkritik akıĢkanlar (SCF) belli bir sıcaklık ve basınç değerinde, gaz ve sıvı 

fazları birbirleriyle özdeĢtir. Ġki fazlı sistemlerin tek faza dönüĢtüğü bu nokta kritik nokta 

olarak adlandırılır. AkıĢkan sıcaklığı, kritik sıcaklık(TC) ve basıncı da kritik basınç (PC) 
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değeri üzerine çıkartıldığında karĢımıza “süperkritik bölge” olarak adlandırılan yeni bir 

bölge çıkar. Bu bölgede yer alan akıĢkanlar SCF olarak tanımlanır. Saf CO2 ve H2O için 

iki boyutlu basınç-sıcaklık diyagramı ġekil 1.7’ de gösterilmiĢtir (Salgın, 2007). 

 

 

1.3.1  Süperkritik CO2’in fizikokimyasal özellikleri 

         

Süperkritik akıĢkanların (SCF) belli bir sıcaklık ve basınç değerinde gaz ve sıvı 

fazları birbirleriyle özdeĢtir. Ġki fazlı sistemlerin tek faza dönüĢtüğü bu nokta kritik nokta 

olarak adlandırılırlar.  AkıĢkan sıcaklığı kritik sıcaklık (TC) ve basıncı da kritik basınç 

(PC) değeri üzerine çıkartıldığında karĢımıza “süperkritik bölge” olarak adlandırılan yeni 

bir bölge çıkar.  Bu bölgede yer alan akıĢkanlar SCF olarak tanımlanır.  Saf CO2 ve H2O 

için iki boyutlu basınç-sıcaklık diyagramı ġekil 1.7’de gösterilmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 1.7  Saf CO2 ve H2O için basınç-sıcaklık faz diyagramı (Salgın, 2007) 
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SCF’ların fizikokimyasal özelikleri dikkate alındığında bu akıĢkanlar, gaz ve sıvı 

akıĢkan özelikleri arasında yer alır. Fiziksel ya da kimyasal kütle aktarımı süreçleri için 

bu özelik önem kazanır. Süperkritik bölgede saf haldeki bir bileĢik sabit basınç koĢularda 

sıcaklık değiĢimlerinde ya da sabit sıcaklık koĢullarda basınç değiĢimlerinde herhangi bir 

faz geçiĢi gözlenmeksizin sıvı fazdan gaz faza geçebilir. Süperkritik bölgede bir 

akıĢkanın belirtilen bu davranıĢları taĢıyıcı akıĢkan özelikleri için potansiyel bir özeliktir.  

SCF uygulamalarında bir çok süreç kimyasal/biyokimyasal maddelerin süperkritik 

CO2’deki yüksek çözünürlüğüne dayanmaktadır. Gözenekli katı yapılarda genellikle 

sıvılar için gözlenen kütle aktarım dezavantajları akıĢkanın süperkritik hale geçmesi ile 

taĢınım özelikleri de yeni performans kazanır. Ayrıca SCF’ların yüzey gerilimlerinin çok 

düĢük olması bir gözenekli katı yapı içine gaza benzeyen penetrasyon özeliğine olanak 

sağlar. SCF ortamında gerçekleĢen enzimatik tepkimelerde ya da fiziksel ayırma 

süreçlerinde bu taĢınım özelikleri önem kazanır. Enzimatik tepkimede, ortam içinde 

dağılmıĢ olan enzimlerin aktif konumlarına substratların kütle aktarım hızı artar, kütle 

aktarım kısıtlamalı tepkimeler, SCF içinde sıvılardakinden daha hızlı gerçekleĢebilir 

(Savage vd., 1995; Russel vd., 1994; Nakamura vd., 1989). Bir akıĢkan PC ve TC 

değerinin üzerindeki basınç ve sıcaklık koĢullarında yüksek yoğunluk ve yüksek çözme 

gücü gibi sıvı fazın özelliklerini gösterir. SCF’ların çözme gücü basınca ve sıcaklığa bağlı 

olarak değiĢtirilebilmektedir. Biyokimyasal sentezlerin ayırma ve saflaĢtırma SCF’de 

çözünmüĢ maddeler atmosfer koĢulları ile dengeye getirilerek kolayca geri 

kazanılabilmektedir. Sıcaklığa duyarlı maddeler için bu özellik önem kazanır. SCF’ların 

viskoziteleri sıvı viskozitelerinden yaklaĢık 100 kat daha düĢüktür. Bu özelik SFE 

uygulamalarında yüksek akıĢ hızlarında çalıĢma olanağı sağlamaktadır. Viskozite, 

süperkritik koĢullarda gerçekleĢtirilen ayırma süreçlerinde; sistemdeki basınç düĢmesini, 

kütle aktarım hızı ve kapasitesini etkiler.  (Brunner, 1994).  SCF’larda çözünen 

moleküllerin yayınma hızları sıvılarınkinden 10 kat daha yüksektir.  SCF’ların yüzey 

gerilimlerinin çok düĢük olması gözenekli yapılarda gaz özeliğine benzeyen penetrasyona 

olanak sağlar. Bu nedenle, SCF ortamında gerçekleĢen katalitik/enzimatik tepkimelerde, 

ortam içinde dağılmıĢ olan katalizör/enzimlerin aktif konumlarına tepkiyen/substratların 

kütle aktarım hızı artar, kütle aktarım kısıtlamalı tepkime/biyotepkimelerde, SCF içinde 
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sıvılardakinden daha hızlı gerçekleĢebilir (Savage vd., 1995; Russel vd., 1994; Nakamura 

vd., 1989). 

 

1.3.2  Süperkritik CO2 ortamında enzimatik sentezler 

 

SCF ortamında gerçekleĢtirilen enzimatik tepkimeler lipaz dıĢındaki enzimler ile 

katalizlenen tepkimeler ve lipaz enzimleri ile katalizlenen tepkimeler olmak üzere 2 

grupta sınıflandırılır.  SCF ortamında lipaz dıĢındaki enzimler ile katalizlenen 

tepkimelerde; alkalin fosfataz, kolesterol oksidaz, polifenol oksidaz, termolizin, subtilisin 

carlsberg, -chymotrypsin, -amilaz,  glukoamilaz ve selülaz gibi enzimler 

kullanılmaktadır. Lipaz enzimleri ile katalizlenen tepkimelerde lipazların SCF ortamında 

aktif ve kararlı olmaları, yüksek substrat seçimlilikleri, hidrofobik substrat 

çözünürlüğünün yüksek olması,  ticari olarak yaygın kullanım alanına sahip olmaları, 

taĢınım özelliklerin yüksek olması ve çözücünün üründen kolaylıkla uzaklaĢtırılabilir 

olmasından dolayı kullanımları oldukça yaygındır. Lipaz enzimleri ile katalizlenen 

tepkimelere lipitlerin düzenlenmesi (esterleĢme, interesterleĢme, hidroliz, asidoliziz ve 

alkoliziz tepkimeleri ile), kiral bileĢiklerin sentezi (esterleĢme, interesterleĢme, hidroliz 

ve alkoliziz tepkimeleri ile), aroma ve kozmetik ürünlerin sentezi (esterleĢme ve alkoliziz 

tepkimeleri ile) örnek olarak verilebilinir (Kamat vd.,  1995). 

 

Süperkritik akıĢkanların enzimatik tepkime ortamında kullanımlarının sağladığı 

avantajları aĢağıda özetlenmiĢtir. 

  

 SCF ile gerçekleĢtirilen tepkimelerde ürünlerin in-stiu olarak ayrılmasına avantaj 

sağlarlar. Bu SCF’arın çözme güçlerinin sıcaklık ve basınca bağlı olmasından 

kaynaklanmaktadır.  

 SCF’ların düĢük viskozite ve yüzey gerilim özellikleri tepkiyenlerin bu 

ortamlardaki yüksek yayınırlıkları nedeniyle heterojen katalitik sistemlerdeki 

kütle aktarım kısıtlamalarını azaltır.  
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 Lipazlar sulu ortamlarda hidroliz tepkimelerini katalizleyebilen enzimlerdir.  SCF 

ortamında su aktivitesinin düĢük koĢularda ise tepkimeyi terse çevirerek 

esterleĢme tepkimelerini de katalizleyebilirler. 

 Hidrofobik substrat ve ürün çözünürlüğü SCF ortamında yüksektir. 

 Polar bileĢenlerin çözünürlükleri iĢletme basıncın artırılması ve/veya polar 

entrainer (yardımcı çözücü) eklenerek artırılabilir.  

 SCF ortamlarında mikrobiyal kontaminasyon gerçekleĢmez. 

 SCF ortamlarında enzimler çözünmediği için ayırılmaları kolaydır. TutuklanmıĢ 

enzim formlarının kullanılmasını gerekmez. 

 Sıcaklığa duyarlı bileĢikler ile gerçekleĢtirilen tepkimelerde düĢük kritik sıcaklığa 

sahip SCF’lar tepkime ortamı için avantajlıdır. 

 

 

1.3.3 Süperkritik CO2 ortamında enzimlerin katalitik performanslarına etki eden  

parametreler 

 

 

         Enzimlerin konformasyonel yapısında değiĢimler yaratabilmek için scCO2 

teknolojisi, alternatif bir yöntem olup proteinlerin basınç altında tersinir denatürasyonu 

immobilizasyon öncesi önemli avantajlar sağlayabilir. Sıcaklık ve basınç parametreleri 

scCO2 ortamında enzimlerin katalitik performanslarına etki eder. Her enzimin daha aktif 

olduğu bir sıcaklık değeri vardır fakat enzimler genellikle yüksek sıcaklıklarda 

denatürasyona uğrayıp etkisini kaybeder. 

 

Enzimlerin inaktivasyon derecesi scCO2 koĢullarına bağlı olarak değiĢtirilebilir. 

scCO2 hidrofobik özellikteki bir akıĢkandır ve bu hidrofobiklik basınca bağlı olarak 

değiĢtirilebilir. Enzimlerin aktif konumlarının da hidrofobik yapıda olduğu bilinmektedir 

dolayısıyla akıĢkanla etkileĢimi daha fazla olup kütle aktarım kısıtlamalarını 

azaltmaktadır. Süperkritik akıĢkan teknolojisi son yıllarda artan bir potansiyele sahiptir. 
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AkıĢkanın hidrofobikliğinin basınca bağlı olup, basıncın artmasıyla akıĢkanın 

hidrofobikliği artmaktadır. Artan hidrofobiklikle enzimlerin inaktivasyon derecesi de 

artar. Ġnaktivasyon enzimlerin tersinir denatürasyonu anlamına gelmektedir. Amaç 

immobilizasyon öncesi enzimin inaktivasyonuyla birlikte aktif konumların korunması 

daha sonra korunan aktif konumların açılarak aktifliğini göstermesidir (Messiano vd., 

1999).  

 

1.4  Konu Üzerinde Önceki ÇalıĢmalar  

 

CLEA enzimatik üretim proseslerinde serbest ya da immobilize enzim 

kullanımındaki darboğazların çözümü için son yıllarda geliĢtirilen yeni bir 

immobilizasyon yöntemidir. CLEA’ları diğer taĢıyıcısız enzim immobilizasyon 

yöntemlerine göre alternatif ve yeni ortaya çıkmıĢ bir yöntem olasına karĢın;  enzim 

agregatlarının boyutunun herhangi bir difüzyon kısıtlamasına gitmeden nasıl kontrol 

edilebileceği, enzim konformasyonunun nasıl daha esnek hale getirilebileceği ve enzim 

aktivitesi ve seçiciliğinin agregasyon koĢullarının farklılaĢtırılması ile nasıl 

ayarlanabileceği gibi darboğazların aydınlatılması gerekmektedir. Enzimatik sentezlerde, 

çözücü ortamlarına alternatif olarak scCO2’in kullanılması enzimlerin bölgesel ve stereo 

seçimli özelliklerini artırılabilmektedir. Sıcaklık ve basınç gibi biyoproses 

parametrelerindeki küçük değiĢimler, süperkritik akıĢkanların fizikokimyasal özelliklerini 

önemli ölçüde etkilemektedir. Enzimlerin mikro çevresindeki bu değiĢimler 

biyokatalizörlerin katalitik aktivite ve yapısal kararlılığını da etkiler.  Yüksek lisans tez 

projesinin temel amacı yaygın uygulamalar için katalitik açıdan oldukça aktif ve yeniden 

kullanılabilir CLEA’larının tasarımına yönelik esnek bir teknoloji platformu 

oluĢturmaktır. Süreli yayın ve patent literatüründe taĢıyıcısız enzim immobilizasyonu 

öncesi enzimlerin scCO2 ortamında ön iĢlem görmesi sonucu konformasyon yapısının 

esnek hale getirilerek CLEA ya da baĢka bir taĢıyıcısız enzim immobilizasyon sürecine 

yönelik bir çalıĢma bulunmamaktadır. Ancak farklı enzimlerin kullanıldığı CLEA 
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çalıĢmalarına yönelik son yıllarda yapılmıĢ yayımların çalıĢmamıza ıĢık tutması açısından 

aĢağıda değerlendirilmiĢtir. 

 

Cao vd. (2001), -laktam antibiyotiklerinin sentezinde aktif olarak kullanılan 

penisilin açilaz enziminin biyoreaksiyon ortam bileĢimlerinden ve iĢletme koĢullarından 

önemli ölçüde etkilendiğini ve prosesin temel darboğazlarını oluĢturduğunu 

bildirmiĢlerdir. Belirtilen darboğazların çözümüne yönelik penisilin açilaz enziminin 

fiziksel agregat oluĢturması ve daha sonra bunların birbirlerine kimyasal olarak çapraz 

bağlanması ile yeni bir immobilizasyon yöntemi olan penisilin açilazın, çapraz bağlı 

enzim agregatlarını geliĢtirmiĢlerdir. AraĢtırmada penisilin açilaz enziminin 

CLEA’larının reaksiyon ortamında yüksek katalitik aktivite gösterdiği bildirilmiĢtir. 

Ayrıca polar ve apolar organik çözücülere karĢı dayanıklılığın yüksek olduğu 

saptanmıĢtır.  

 

Serrano vd. (2002), 7 farklı ticari lipaz enzimi -Candida antarctica lipazı A, 

Candida antarctica lipazı B, Pseudomonas alcaligenes lipazı, Thermomyces lanuginosus 

lipazı, Rhizomucor miehei lipazı, Aspergillus niger lipazı, Candida rugosa lipazı-  

kullanarak hazırladıklar CLEA formundaki taĢıyıcısız enzim immobilizasyon sürecine 

ortam bileĢenleri ve bileĢimlerinin etkisini araĢtırmıĢlardır. Bu çalıĢmada; 1,2-

dimetoksietan, (NH4)2SO4 ve aseton gibi farklı presipitasyon ajan türü ve deriĢimin 

CLEA formundaki enzim aktivitesine etkisi incelenmiĢtir. Bifonksiyonel çapraz bağlayıcı 

ajan olarak gluteraldehit kullanılmıĢtır. Hidrofilik özellik gösteren lipaz enzimlerinin 

organik çözücü ile presipitasyonunda enzimlerdeki aktivite kayıplarının önlenmesi 

amacıyla; taç eter (crown ether) ve sodyum dodesil sülfat (SDS) yardımcı katkı maddesi 

olarak kullanılmıĢtır. Presipitasyon ajanı olarak kullanılan organik çözücüler lipaz 

enzimlerinin aktif konumlarında denatürasyona neden olduğundan CLEA çalıĢmalarında 

en uygun presipitasyon ajanının (NH4)2SO4 olduğu bildirilmiĢtir. AraĢtırmacılar, taĢıyıcılı 

ve taĢıyıcısız enzim sistemlerinin  immobilizasyon süreçlerinde sıklıkla kullanılan 

bifonksiyonel çapraz bağlayıcı ajan olan gluteraldehitin CLEA formundaki enzimlerin 

birbirine aĢırı bağlanmasını önlemek ve serbest enzime göre aktivite geri kazanım oranını 
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arttırmak için taç eter, SDS ve Triton X100 gibi farklı sürfaktan  türü ve deriĢimlerinin 

etkisi kapsamlı biçimde incelemiĢlerdir.  Enzimlerin katalitik özellik gösteren aktif 

konumlarının, sürfaktan molekülleri tarafından çevrelenmesiyle, aktif konumlar 

üzerinden gerçekleĢebilecek çapraz bağlanmaların Ģiddetinin azaltıldığını belirtmiĢlerdir. 

Özellikle,  Thermomyces lanugiosus lipazı ve Rhizomucor miehei lipazı kullanılarak 

gerçekleĢtirilen CLEA formundaki enzimlerin katalitik performansları  (NH4)2SO4 ve 

SDS varlığında doğal enzime göre sırasıyla 2 ve 3 kat oranında arttığını saptamıĢlardır. 

Ayrıca, CLEA formunda hazırlanan bu biyokatalizörlerin organik ortamlardaki katalitik 

aktivitelerinin de yaklaĢık 10 kat arttığını bildirmiĢlerdir. 

 

Aytar ve Bakır’ın (2008),  maruldan ekstrakte edilen tirosinaz enziminin 

CLEA’larını hazırlamak için kullanmıĢlardır. AraĢtırmada, proteik feeder olarak BSA, 

presipitasyon ajanı olarak (NH4)2SO4, çapraz bağlayıcı ajan olarak da gluteraldehit 

kullanılmıĢtır. Aminoasit gruplarınca daha zengin olan proteik feeder ajan BSA’nın lizine 

göre gluteraldehit ile daha fazla bağlanarak enzimin aktif konumlarının korunması 

amaçlanmıĢtır. Farklı deriĢimlerdeki (NH4)2SO4 ve gluteraldehitin CLEA aktivitesine 

etkisini incelemiĢler ve taramalı elektron mikroskobu (SEM) resimlerinden hazırlanan 

CLEA’larda oluĢan kavitenin enzim aktivitesindeki etkisini tartıĢmıĢlardır. (NH4)2SO4 

deriĢim aralığının  % 40-90 (w/v)  olduğu koĢullarda presipitasyon ajan deriĢiminin 

artması ile azalan partikül büyüklüğü ile birlikte aktivitenin arttığını bildirmiĢlerdir.               

ġekil 2.8’de gösterildiği gibi, araĢtırmacılar  (NH4)2SO4  deriĢiminin artmasıyla 

CLEA’larında kavite oluĢumunun arttığı ve buna bağlı olarak da kütle aktarım 

kısıtlamalarının azaldığını vurgulamıĢlardır. Gluteraldehit deriĢimlerinin CLEA 

aktivitesine etkisi % 1-4 (v/v)  aralığında incelenmiĢ, gluteraldehit deriĢiminin artmasıyla 

aktivitenin arttığını ve ġekil 1.9’da gösterildiği gibi hazırlanan CLEA çapının ise 

azaldığını ve kavite sayısının artığını vurgulamıĢlardır. Kavite sayısındaki artıĢın, 

substratın CLEA’ya kütle aktarım kısıtlamalarını da önlediğini bildirmiĢlerdir. 

AraĢtırmacılar, %2 (v/v) gluteraldehit deriĢimi ve %60 (w/v) (NH4)2SO4  deriĢimindeki 

koĢullarda hazırlanan CLEA’larda aktivite geri kazanımının yaklaĢık  %100 olduğunu 

saptamıĢlardır. 
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ġekil 1.8 Tirosinaz enzimi ile hazırlanan CLEA formlarına amonyum sülfat deriĢiminin 

etkisi (a) % 40 (w/v) (b)   % 60 (w/v) (c) % 80 (w/v)   

 

 

 

 

ġekil 1.9  Tirosinaz enzimi ile hazırlanan CLEA formlarına gluteraldehit deriĢiminin 

etkisi (a) % 1 (v/v) (b)   % 2 (v/v) (c) % 3 (v/v)  (d) %4 (v/v) 
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Yu vd. (2006) yılında yaptığı bir çalıĢmada Candida rugosa lipazından hazırlanan 

CLEA’ların partikül büyüklüğüne ve CLEA aktivitesine agregasyon koĢullarının etkisini 

araĢtırmıĢlardır. AraĢtırmada LiCl, NaCl, NH4Cl, Na2SO4, (NH4)2SO4 gibi farklı tuzların 

etkisi incelenmiĢtir. Presipitasyon ajanının çözelti içerisindeki elektrostatik dengeyi 

etkileyerek moleküller arasındaki hidratlaĢma derecesinin değiĢmesiyle, enzimlerin 

birbirlerine yakınlaĢtığını vurgulamıĢlar ve presipitasyon ajanının, çözeltinin 

çözünürlüğünü azaltarak enzimleri çözünmez durumda birbirine yakınlaĢtırılmasını 

sağladığını bildirilmiĢlerdir. Farklı tuzların CLEA çözünürlüğünü nasıl etkilediği 

incelenmiĢ ve enzim molekül çözünürlüğünü en fazla azaltan tuzun  (NH4)2SO4 olduğunu 

saptamıĢlardır. ÇalıĢmada, (NH4)2SO4 deriĢiminin artmasıyla enzim çözünürlüğün 

azaldığını, agregasyonun arttığı ve partikül büyüklüğünün de buna bağlı olarak arttığını 

vurgulanmıĢtır. Gluteraldehit deriĢimi, ortam pH’ı ve enzim deriĢiminin CLEA 

aktivitesine etkisi incelenmiĢ ve yüksek deriĢimlerinde daha büyük partikül çapına sahip 

CLEA’larının oluĢtuğu bildirilmiĢtir. Partikül büyüklüğünün kütle aktarımı açısından 

önemli olduğu, CLEA boyut kontrolünün aktivite için olumlu sonuç verdiği vurgulanmıĢ 

ve en yüksek aktivite değerini partikül büyüklüğü 40-50 µm çapındaki CLEA’ların 

gösterdiği bildirilmiĢtir.  

 

Perez vd. (2009) kloroperoksidaz enziminin katalitik açıdan kararlılığını ve yüksek 

sıcaklığa karĢı dayanıklılığını arttırmak ve pH’a karĢı stabilitesini geliĢtirmek için 

enzimin CLEA’larını oluĢturmuĢlardır.  AraĢtırmacılar, CLEA oluĢum sürecini iki 

adımda gerçekleĢtirmiĢlerdir. Bu sürecin ilk adımı enzimlerin fiziksel agregatının 

oluĢumu için enzim presipitasyonu, ikinci adım ise bu agregatların birbirlerine çapraz 

bağlanmasıdır. ÇalıĢmada, presipitasyon ajanı olarak izopropil alkol, 1,2-dimetoksi etan, 

ters-butil alkol, aseton, asetonitril gibi farklı organik çözücülerin ve amonyum sülfat 

tuzunun agregat oluĢumu üzerine etkisi incelenmiĢtir. CLEA’lardaki aktivite kayıplarının 

önlenmesi için proteic feeder olarak bovin serum albümin kullanılmıĢtır. CLEA oluĢum 

sürecindeki aktivite kayıplarını saptamak için santrifüj iĢleminden sonra ayrılan çözeltinin 

aktiviteleri ölçülmüĢtür. 1,2-Dimetoksietanın, kloroperoksidaz enzim için en iyi 
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presipitasyon ajanı olduğu saptanmıĢ ve 1,2-dimetoksietan kullanıldığında yıkama 

çözeltisindeki aktivitenin yok denecek kadar az olduğu gözlemiĢlerdir. Bu çalıĢmada 

serbest amino grupları eklenerek enzim aktivitesinde artıĢ sağlanması amaçlanmıĢtır. 

Serbest amino grupları enzimin yüzeyini kaplayarak gluteraldehitin enzimin aktif 

konumlarına aĢırı bağlanmasını önlemektedir ve oluĢturulan biyokatalizörde aktivite 

artıĢına neden olumaktadır.  AraĢtırmada proteik feeder olarak polilizin ve polietilenimin 

kullanılmıĢtır. %1 (v/v) deriĢiminde gluteraldehit ve donor grup olarak polilizin ve 

polietilenimin kullanıldığında oluĢturulan CLEA’larda aktivite kaybının en aza 

indirgendiğini saptamıĢlardır.  OluĢturulan CLEA’larını aktivitesini kaybetmeden 

tepkime ortamlarında defalarca kullanılabileceği vurgulanmıĢtır. 

 

Kumar vd. (2010)  %35’lik amonyum sülfat çözeltisi ve 125 µM deriĢiminde 

gluteraldehit kullanıldığında nitralaz enzimlerinden yola çıkılarak oluĢturulan 

CLEA’larındaki aktivite geri kazanım oranının %70 olduğunu belirlemiĢlerdir. Aktivite 

geri kazanım oranına gluteraldehit deriĢiminin etkisi 12.5–250 mM deriĢim aralığında 

incelenmiĢlerdir. Guteraldehit deriĢiminin artmasıyla aktivite geri kazanım oranın arttığı 

daha sonra hemen hemen sabit kaldığını belirlemiĢlerdir. Aktivite geri kazanım oranına 

baĢlangıç enzim deriĢiminin etkisi ise 15–150 mM deriĢim aralığında incelemiĢlerdir. 

Nitrilaz enziminin taĢıyıcısız enzim immobilizasyonunda baĢlangıç enzim aktivitesinin 

artması ile aktivite geri kazanım oranının azaldığını bildirmiĢlerdir. AraĢtırmacılar 

değiĢik pH (5-9) ve sıcaklık (4-45 
o
C) aralığında gerçekleĢtirilen taĢıyıcısız 

immobilizasyon sürecinde aktivite geri kazanım oranı açısından en uygun çapraz bağlı 

nitrilaz enzimi agregatlarının oluĢturulmasını amaçlamıĢlardır. 

 

 CLEA üretim sürecinde kullanılan tampon ile gerçekleĢtirilen yıkama iĢlemlerinde 

süpernatantta herhangi bir aktivite olup olmadığına bakılmıĢ ve bu süreçte gluteraldehit 

deriĢimi ve baĢlangıç enzim deriĢimin artmasıyla aktivite kayıplarının değiĢimini 

incelemiĢlerdir. Gluteraldehit deriĢimi ile aktivite kaybında önemli bir değiĢim 

olmamasına karĢın baĢlangıç enzim deriĢiminin artmasıyla önemli ölçüde aktivite kaybı 

yani enzim kaybının olduğu saptamıĢlardır. 
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2  MATERYAL VE METOT 

 

2.1   Materyal 

 

Bu çalıĢmada, Candida  rugosa  lipazı Type VII (Sigma L1754, Aktivite  700 

U/mg) ve Candida antarctica lipazı B (Sigma 65986, Aktivite 1.09 U/mg ) olmak üzere 

iki farklı lipaz kullanılmıĢtır. Çapraz bağlı enzim agregatlarının hazırlanması sürecinde 

ortam bileĢimi olarak;  bifonksiyonel çapraz bağlayıcı ajan olarak gluteraldehit (Sigma 

G5882, Grade I %25’lik çözelti), presipitasyon ajanı olarak amonyum sülfat (Merck 

1.001217, Saflık %99.5), proteik feeder ajan olarak bovine serum albümin Fraction V 

(Sigma A9647, saflık 96) ve L(+)-lizin (Sigma L5501), yüzey aktif maddesi olarak 

TritonX-100 (Sigma 93429) kullanılmıĢtır. Enzim çözeltilerinin hazırlanmasında 

kullanılan tampon sistemleri Na2HPO4 (Merck 1.06586) ve NaH2PO4
.
2H2O (Merck 

1.06345)  ile hazırlanmıĢtır. Serbest ve çapraz bağlı enzim agregatları biçiminde 

gerçekleĢtirilen taĢıyıcısız enzim immobilizasyon sistemlerinin aktivitelerinin 

belirlenmesinde substrat olarak p-nitrofenil asetat (Sigma N8130) kullanılmıĢtır. p               

nitrofenil asetat çözeltisi HPLC saflıkta asetonitril (Merck 1.00030) ortamında 

hazırlanmıĢtır. Serbest ve çapraz bağlı enzim agregatları formlarındaki enzimlerin 

aktivitelerinin belirlenebilmesi için kalibrasyon doğrusunun hazırlanmasında tepkime 

ürünü olan p-nitrofenol (Merck 6798) kullanılmıĢtır. Ayrıca, Candida rugosa lipaz 

enzimlerinden hazırlanan çapraz bağlı enzim agregatlarının katalitik aktivitelerinin 

karĢılaĢtırılmasında, ticari olarak sentezi son yıllarda gerçekleĢtirilmiĢ Candida rugosa 

lipaz enziminin CLEA formundaki biyokatalizörleri (Fluka 74793 Aktivite  1.32 U/mg)  

kullanılmıĢtır. 

 

Süperkritik akıĢkan ortamında hem Candida rugosa lipazı hem de Candida 

antarctica lipazı B enzimlerinin immobilizasyon öncesi gerçekleĢtirilen ön iĢlemlerde 

saflık derecesi  %99.995 olan sıvılaĢtırılmıĢ CO2 (HatGrup, Kocaeli) kullanılmıĢtır. 



 

37 

 

2.2  Çapraz bağlı enzim agregatlarının hazırlanması 

2.2.1  Süperkritik CO2 ortamında enzimlerin ön iĢlemi  

  

 

Çapraz bağlı enzim agregatları Ģeklindeki taĢıyıcısız enzim immobilizasyon 

sürecinde Candida rugosa lipazı ve Candida antarctica lipazı B model enzim olarak 

kullanılmıĢtır. ScCO2 ortamında enzimlerin ön iĢlem süreci aĢağıda açıklanmıĢtır. 

 

TaĢıyıcısız enzim immobilizasyon iĢlemi öncesi enzimler yüksek basınç 

koĢullarındaki scCO2 ortamında, tersinir basınç denatürasyon iĢlemi uygulanmıĢtır. Bu 

iĢlemler akıĢkan fazına göre yarı sürekli katı faza göre ise kesikli olarak iĢletilen ISCO 

SFX 220 Model Süperkritik AkıĢkan Ekstraksiyon Sistemi  (ISCO SFX  Model, 

Supercrtical Fluid Extraction System,  NE, Illinois, ABD) olan yüksek basınç sisteminde 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  Sistemin akım Ģeması ġekil 2.1’de gösterilmiĢtir. Sistemde 

kullanılan ekstraktör kısmı modifiye edilerek yerine yüksek basınca dayanıklı bir reaktör 

ünitesi (7) tasarlanmıĢtır. Yüksek basınca dayanıklı reaktör ünitesinin iç hacmi yaklaĢık 5 

mL’dır. Yüksek basınç sisteminde ön iĢlem sonundaki basıncın yeniden atmosferik 

koĢullara indirgenmesi sırasında liyofilize haldeki enzim partiküllerinin reaktörden 

taĢmasını/kaçmasını önlemek için scCO2 giriĢ ve çıkıĢının aynı olduğu bölüme 

gözenekliliği 0.2 m olan sinterleĢtirilmiĢ Si-Al karıĢımından yapılmıĢ bir filtre 

kullanılmıĢtır.  Sistem 2 adet yüksek basınç Ģırınga tipi pompa ünitesi içermektedir (3, 4). 

Pompalardaki vuruntunun önlenmesi ve özellikle sıvı CO2 tankındaki akıĢkanın 

süperkritik koĢullara getirilebilmesini sağlamak amacıyla her iki pompanın baĢında 

bulunan ısıtma/soğutma ceketlerinden soğutma sirkülatörü  (9) yardımıyla +4 
o
C 

sıcaklıktaki soğutma akıĢkanı geçirilerek pompa baĢlarının soğuması sağlanmıĢtır.  

Ġstenilen basınç koĢulu sağlanan scCO2’in ön iĢlem sıcaklığına ulaĢabilmesi için yüksek 

basınç reaktör ünitesinin öncesinde ve yüksek basınç reaktör ünitesini içine alan sıcaklık 

kontrollü basınç ünitesi  (8)  boru hatlarındaki ısıtma sistemleri yardımıyla otomatik 

olarak sağlanmıĢtır. Sistemdeki bu süreç sistem üzerinde yer alan kontrol ünitesi (2) 
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tarafından otomatik olarak sağlanmaktadır. ScCO2 ortamında enzimler                                        

15 dakika süre ile statik basınç altında ön iĢlem görmüĢlerdir.  

  

 

 

ġekil 2.1 Yüksek basınç reaktör sisteminin Ģematik gösterimi (Salgın ve Korkmaz, 2011) 

 

(1) Süperkritik akıĢkan reaktör ünitesi 

(2) Kontrol ünitesi 

(3) ġırınga tipi yüksek basınç pompası 

(4) ġırınga tipi yüksek basınç pompası 

(5) Restriktör sıcaklık kontrol ünitesi 

(6) Sıcaklık kontrollü akıĢ hızı ayarlanabilir restriktör 

(7) Yüksek basınç reaktör 

(8) Sıcaklık kontrollü basınç ünitesi 

(9) Soğutmalı sirkülatör 

(10) Sıvı CO2 tankı 

(11) Katkı maddesi tankı 

(12) Atık ürün toplama kabı  

 

 

Ön iĢlem süresi tamamlandığında yüksek basınç sistemindeki akıĢkan basıncının 

ani olarak azalmasını engellemek amacıyla CO2 basıncı, yüksek basınç reaktör sistemi 

çıkıĢında yer alan eĢ merkezli ve akıĢ hızı ayarlanabilir vana (6) (ISCO coaxially heated 
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adjustable back pressure valve)  yardımıyla sağlanmıĢtır. Yüksek basınç koĢullarındaki 

CO2,  sıcaklık kontrollü akıĢ hızı ayarlanabilir restriktörden çıkıĢı sırasında meydana 

gelen ani genleĢme kuru buz (katı CO2) oluĢumuna neden olmaktadır. Kuru buz 

oluĢumunu engellemek amacıyla restriktörün sıcaklığı +80 
o
C sıcaklıkta tutulmuĢtur. 

Sıcaklık kontrolü sistemde yer alan sıcaklık kontrol ünitesinde (8) (ISCO Restrictor 

temperature controller) otomatik olarak sağlanmıĢtır.  Basıncın atmosferik koĢullara 

düĢürülmesi sonucu enzimler yüksek basınç reaktör ortamından taĢıyıcısız enzim 

immobilizasyon süreci için uzaklaĢtırılmıĢtır. 

 

Candida rugosa lipaz enzim aktivitesine scCO2 ortam sıcaklığı ve basıncın etkisi 

sırasıyla 31–60 
o
C ve 7.38–40 MPa aralığındaki koĢullarda hem katı formdaki enzim hem 

de pH’ ı 7.2 olan 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 tampon ortamında çözünmüĢ enzim için 

araĢtırılmıĢtır. Katı formdaki enzimlerle gerçekleĢtirilen araĢtırmalarda 0.02 g Candida 

rugosa lipaz enzimi kullanılmıĢtır. Tampon ortamında çözünmüĢ enzimler ile 

gerçekleĢtirilen araĢtırmalarda ise enzim deriĢimi 0.02 g/mL’dir.   Candida antarctica 

lipazı B enzim aktivitesine scCO2 ortam sıcaklığı ve basıncın etkisi ise sadece katı 

formdaki liyofilize enzim kullanılarak 15 dakika süre ile 40 
o
C sıcaklık ve 10 MPa basınç 

koĢullarında araĢtırılmıĢtır. 

 

2.2.2  Üretim ortamından gelen safsızlıkların giderilmesi  

 

Candida antarctica lipazı B enzimi için herhangi bir safsızlık giderme iĢlemi 

uygulanmamasına karĢın Candida rugosa lipazı enzimi için üretim ortamından gelen aĢırı 

safsızlıkların gidilmesine yönelik immobilizasyon öncesi, bileĢimindeki safsızlıkların 

azaltılması amacıyla bir dizi ayırma iĢlemleri gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

Birinci adımda, 3 mL hacimdeki pH’ı 7.2 olan 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 tampon 

ortamında eklenen enzimlerden homojen bir çözelti oluĢturmak amacıyla  vorteks 

cihazında (IKA Co., VG3 Model, Almanya) karıĢtırılarak çözülmesi sağlanmıĢtır. Ġkinci 
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adımda ise pH’ı 7.2 olan 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 tampon ortamında çözünmüĢ 

Candida rugosa lipazı enzimi çözeltilerinin +4 
o
C sıcaklıkta karıĢmasını sağlamak 

amacıyla 30 mL hacimli polipropilen tüpün içerisine yerleĢtirilebildiği özel olarak 

yapılmıĢ ve çevresinde sıcaklık kontrolünün sağlanabileceği bir ceketli kap içerisine 

yerleĢtirilmiĢtir. Sıcaklık  kontrollü soğutmalı sirkülatör yardımıyla (Thermo Elektron 

Co., HAAKE Phoenix II P2-C25P circulator, Hampshire, Ġngiltere) +4 
o
C sıcaklıktaki bir  

soğutma akıĢkanı bu ceketten geçirilerek enzim çözeltisinin soğutulması sağlanmıĢtır. 

KarıĢtırma hızı kontrollü orbital karıĢtırmalı shaker (Selecta Co.,  Rotabit Model, 

Ġspanya) üzerine yerleĢtirilen enzim çözeltisi 200 rpm karıĢtırma hızında 2 saat süre ile 

karıĢtırılmıĢtır. Bu iĢlem sonunda enzim çözeltisi            +4 
o
C sıcaklıkta 10000 rpm’ de 

30 dakika süreyle soğutmalı bir santrifüjde (Selecta Co., Medifriger BL-S Model, 

Ġspanya)  santrifüjleĢmiĢtir. Santrifüj tüpü üzerindeki üst faz (süpernatant) benzer 

hacimdeki yeni bir santrifüj tüpüne alındıktan sonra yukarıdaki iĢlemler tekrarlanmıĢtır. 

Bu iĢlemler hem scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ enzimlerin hem de ön iĢlem görmemiĢ 

enzimlerin yer aldığı immobilizasyon süreçlerinde kullanılacak enzimler için 

tekrarlanmıĢtır.  

 

2.2.3  Çapraz bağlı enzim agregatlarının üretimi 

  

Candida rugosa lipazı için safsızlıkların giderilmesine yönelik santrifüjleme 

yöntemi ile ayrıma iĢlemleri gerçekleĢtirildikten sonra, Candida antarctica lipazı B 

enzimi için ise safsızlık giderme iĢlemi uygulanmadan eĢ anlı olarak hem scCO2 

ortamında ön iĢlem görmüĢ hem de görmemiĢ enzimler kullanılarak çapraz bağlı enzim 

agregatlarının oluĢturulması için aĢağıda belirtilen adımlar izlenmiĢtir. 

 

1. 30 mL hacimli polipropilen santrifüj tüpü bulunan 3 mL hacimdeki belli bir 

baĢlangıç enzim deriĢimine sahip enzim çözeltisi, presipitasyon ajanı amonyum 

sülfatın katı formunun doğrudan enzim çözeltisine yavaĢ yavaĢ eklenerek 

enzimin salting out etkisiyle presipitasyonu karıĢtırma hızı kontrollü orbital 
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karıĢtırmalı karıĢtırıcıda (Selecta Co.,  Rotabit Model, Ġspanya) 2 saat süre ile 

+4 
o
C sıcaklık ve 200 rpm  karıĢtırma hızı koĢularında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

AraĢtırmalarda CLEA formundaki biyokatalizör sistemlerinin katalitik 

aktivitesine amonyum sülfat deriĢiminin etkisi; 500–800 mg/mL aralığında 

incelenmiĢtir. 

 

2. Ġyonik kuvvetlerle birbirlerine yakınlaĢtırılan enzim moleküllerinin birbirlerine 

çapraz olarak bağlanma iĢlemi karıĢtırma hızı kontrollü orbital karıĢtırmalı bir 

karıĢtırıcıda (Selecta Co.,  Rotabit Model, Ġspanya) yarım saat süre ile +4 
o
C 

sıcaklık ve 200 rpm  karıĢtırma hızında belli deriĢimde gluteraldehit 

kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. KarıĢtırma iĢlem sonunda örnekler 2 gün 

boyunca 4- 8 
o
C sıcaklıktaki buzdolabında bekletilmiĢtir. AraĢtırmalarda CLEA 

formundaki biyokatalizör sistemlerinin katalitik aktivitesine gluteraldehit 

deriĢiminin etkisi 26.7–100 µL/mL aralığında incelenmiĢtir. 

 

3. Çapraz bağlı enzim agregatları biçiminde üretilen biyokatalizörlerin çözelti 

ortamındaki geri kazanımı ve üretim ortamından gelen safsızlıklardan ayrılması 

için örnekler +4 
o
C sıcaklıkta 1000 rpm karıĢtırma hızında 30 dakika süreyle 

soğutmalı santrifüjde (Selecta Co., Medifriger BL-S Model, Ġspanya)  

gerçekleĢtirilmiĢtir.  Santrifüj iĢlemi sonunda üst fazı ayrılan örnekler üzerine 

pH’ı 7.2 olan 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 tampon çözeltiden 3 mL eklenmiĢ ve 

vorteks iĢlemi uygulanmıĢtır. Belirtilen bu yıkama iĢlemleri 5 kez 

tekrarlanmıĢtır. 

 

 

Proteik feeder ajan türü ve deriĢim etkisi ve yüzey aktif madde deriĢiminin 

oluĢturulan CLEA formundaki biyokatalizörlerin katalitik aktivitesine etkisinin 

incelendiği immobilizasyon iĢlemlerinde; proteik fedeer, ajan enzim çözeltisinin 

saflaĢtırma iĢlemi sonrası yüzey aktif maddesi ise enzim çözeltisinin saflaĢtırma iĢlemi 

öncesi eklenmiĢtir.  
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Deneylerde Candida rugosa enziminin çapraz bağlı enzim agregatlarının aktivitesi 

üzerine proteik feeder ajan BSA ve lizin deriĢiminin etkisi 0.88-16.67 mg/mL aralığında, 

yüzey aktif maddesi Triton X-100 deriĢiminin etkisi ise 1/10 oranında deiyonize su 

içerisinde seyreltilmiĢ Triton X-100 çözeltisinin 1.67-4 µL/mL deriĢim aralığında 

incelenmiĢtir. Candida antarctica lipazı B enziminin CLEA biçimindeki enzim 

immobilizasyon süreci ise Candida rugosa enziminin en yüksek katalitik aktivite 

değerlerinin saptandığı en uygun baĢlangıç enzim deriĢimi, amonyum sülfat deriĢimi ve 

gluteraldehit deriĢiminde ve hem BSA ve lizin hem de Triton X-100 için belirlenen en 

uygun koĢullarda gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Yüksek lisans tez projesi kapsamında gerçekleĢtirilen tüm deneyler, scCO2 ile ön 

iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ Candida rugosa enzimi ve Candida antarctica lipazı B 

enzimleri için eĢ anlı olarak gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

2.3  Enzim aktivitesinin belirlenmesi 

 

Candida rugosa enzimi ve Candida antarctica lipazı B enzimleri kullanılarak 

hazırlanan CLEA formundaki taĢıyıcısız enzim sistemlerinin hidrolitik aktivitesi (U), 

substrat olarak p-nitrofenilasetat   (pNPA)’ın lipaz enzimi ile tepkimesi sonunda üretilen 

p-nitrofenol (pNF)’in üretim hızı ölçülerek belirlenmiĢtir (Goto vd., 2003; Salgın, 2007).  

Tepkimenin stokiyometrik denklemi ġekil 2.2’de verilmiĢtir. 

 

 

 ġekil 2.2  p-nitrofenilasetat lipaz katalizli enzimatik  hidroliz tepkimesi  
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p-nitrofenol üretim hızı spektrofotometrik olarak UV-vis spektrofotometre 

cihazında (Shimadzu, 1800 model Uv-vis spektofotometre,  Japonya) λ=404 nm dalga 

boyunda ve 25°C sıcaklıkta, kinetik moda belirli zaman aralığında okunan absorbans 

değerlerinin farkından yararlanılarak hesaplanmıĢtır.  Kalibrasyon doğrusu için 0.1 M ve 

pH=7.5 fosfat tamponunda (Na2HPO4-NaH2PO4) hazırlanan pNP’nin belli 

deriĢimlerindeki çözeltileri kullanılmıĢtır. Her bir pNP deriĢimi için elde absorbans 

değerleri spektrofotometrik olarak λ=404 nm için belirlenmiĢtir. Absorbans ölçümü 

öncesinde CLEA’lar 0.45 µm gözeneli polivinilidin florür (PVDF, Millex VV)  filtrelerde 

süzülmüĢtür.  
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3 DENEYSEL BULGULAR 

 

3.1   Katı Formadaki Enzimlerin Katalitik Aktivitesine Süperkritik CO2’in Sıcaklık 

ve Basınç Etkisi 

 

 

scCO2 ortamında enzim konformasyonunun nasıl daha esnek hale 

getirilebileceğine yönelik çalıĢmalarda, katı formdaki CRL enzimleri, 31-60 
o
C sıcaklık 

ve 7.38-40 MPa basınç aralığı koĢullarında 15 dakika süre ile scCO2 ortamında ön iĢlem 

görmüĢlerdir. ġekil 3.1’de farklı sıcaklık koĢullarında CRL enzim aktivitesine basıncın 

etkisi gösterilmiĢtir. 
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ġekil 3.1  scCO2 ortamında ön iĢlem gören katı formdaki CRL enzim aktivitesinin farklı 

sıcaklıklarda basınç ile değiĢimi 
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Katı formdaki CRL enzimlerinin, doğrudan scCO2 ile ön iĢlem görmesi sonucu 

enzim konformasyonel yapısında önemli değiĢimlerin olduğu görülmektedir. 40 
o
C  gibi 

ılımlı sıcaklık koĢullarında gerçekleĢtirilen çalıĢmalarda  kritik basınç değeri 7.38 MPa 

olan scCO2’in belirtilen basınç değerinin üzerindeki koĢullarda aktivitesi,  2.55 U olarak 

saptanan scCO2 ile ön iĢlem görmemiĢ serbest enzim aktivitesinin altında olduğu 

saptanmıĢtır.  Kullanılan sistemin teknik özellikleri ve yüksek basınç reaktörde scCO2’in 

ani basınçlandırma ve genleĢtirme süreçlerinde enzim aktivitesine etkileri de dikkate 

alındığında yüksek lisans tez projesi kapsamında CRL enzimlerinin CLEA formundaki 

biyokatalizör sistemlerinin hazırlanmasında ön iĢlem koĢulları 40 
o
C, 10 MPa ve 15 

dakika olarak belirlenmiĢtir. 

 

 

3.2 Enzim Çözeltisinde Serbest Formda Bulunan Enzimlerin Katalitik Aktivitesine  

ScCO2’in Sıcaklık ve Basıncının Etkisi 

 

CLEA formundaki enzim sistemlerinin geliĢtirilmesine yönelik çalıĢmalarda 

immobilizasyon süreci öncesi pH’ı 7.5 olan 0.1 M fosfat tamponunda çözünmüĢ serbest  

CRL enzimleri 31-60 
o
C sıcaklık aralığı ve 7.38-40 MPa basınç aralığı koĢullarında 15 

dakika süre ile scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢlerdir. ġekil 3.2’de farklı sıcaklık 

koĢullarında tampon sisteminde çözünmüĢ serbest CRL enzim aktivitesine basıncın etkisi 

gösterilmiĢtir. Enzimatik sentezlerde çözücü ortamlarına alternatif olarak scCO2’in 

kullanılması, enzimlerin bölgesel ve stereo seçimli özeliklerini artırılabilmektedir.  

Sıcaklık ve basınç gibi biyoproses parametrelerindeki küçük değiĢimler süperkritik 

akıĢkanların fizikokimyasal özelliklerini önemli ölçüde etkilemektedir. Enzimlerin mikro 

çevresindeki bu değiĢimler biyokatalizörlerin katalitik aktivite ve yapısal kararlılığını da 

etkiler. Enzim çözeltisinde serbest formda bulunan CRL enzimlerin katalitik aktivitesine  

scCO2’in sıcaklık ve basınç etkisi dikkate alındığında geniĢ bir sıcaklık ve basınç 

aralığında serbest enzimlerin katalitik aktivitelerinin arttığı saptanmıĢtır.  
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ġekil 3.2  scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ serbest formdaki CRL enzim aktivitesinin 

farklı sıcaklıklarda basınç ile değiĢimi 

 

 

 

3.3  Çapraz Bağlı Enzim Agregatlarının Üretiminde Enzim Aktivitesine Etki Eden 

Parametrelerin Ġncelenmesi 

3.3.1. Candida rugosa lipaz enzimi  

3.3.1.1 BaĢlangıç enzim deriĢimi etkisi 

 

TaĢıyıcısız enzim immobilizasyon sürecinde 10MPa ve 40 
o
C koĢullarında scCO2 

ortamında ön iĢlem görmüĢ CRL enzimi ve ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimi ile 

oluĢturulan CLEA’larının immobilizasyonu eĢ anlı olarak gerçekleĢtirilmiĢtir. CLEA 

formunda oluĢturulan immobilize enzim sistemlerin, katalitik aktivitesine baĢlangıç 
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enzim deriĢiminin (CEo) etkisi CEo=50, 100, 150 ve 200 mg/mL koĢullarında 

araĢtırılmıĢtır. Bu süreçte bifonksiyonel çapraz bağlayıcı ajan deriĢimi 26.7–100 µL/mL 

aralığındaki farklı gluteraldehit deriĢimlerinde (CGA) incelenmiĢtir. Presipitasyon ajanı 

(NH4)2SO4’ın deriĢimi (C(NH4)2SO4) ise pH’ı 7.2 olan 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 

tamponunda  700  mg/mL olarak saptanan doygunluk deriĢimi koĢularında gerçekleĢtiril-

miĢtir.  
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ġekil 3.3  CRL enzimleri ile oluĢturulan CLEA’nın enzim aktivitesine baĢlangıç enzim 

deriĢi ve gluteraldehit deriĢiminin etkisi (C(NH4)2SO4=700 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat 

tamponu) 

 

ġekil 3.3’de gösterilen 2D grafiklerinde scCO2 ortamında ön iĢlem görmemiĢ CRL 

enzimi ile oluĢturulan CLEA’ların katalitik aktivitelerine, baĢlangıç enzim deriĢimi ve 

gluteraldehit deriĢim etkisi birlikte gösterilmiĢtir. BaĢlangıç enzim deriĢiminin                  
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150–200 mg/mL ve gluteraldehit deriĢiminin 26.7–60 µL/mL olduğu koĢullarda yüksek 

aktivite değerlerine ulaĢılmıĢtır. scCO2 ile ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimleri kullanılarak 

oluĢturulan CLEA’ların en yüksek aktivite değeri CEo=200 mg/mL ve CGA=40 µL/mL 

koĢullarında elde edilmiĢ ve aktivite 683.7 U/g CLEA olarak saptanmıĢtır.  
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ġekil 3.4  scCO2 ortamında 10 MPa ve 40
o
C koĢullarında ön iĢlem gören CRL enzimleri 

ile oluĢturulan CLEA’nın enzim aktivitesine baĢlangıç enzim deriĢi ve gluteraldehit 

deriĢiminin etkisi (C(NH4)2SO4=700 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu) 

 

 

10MPa ve 40 
o
C  koĢullarındaki scCO2 ortamında ön iĢlem gören CRL enzimi ile 

oluĢturulan CLEA’ların katalitik aktivitelerine baĢlangıç enzim deriĢimi ve gluteraldehit 

deriĢimin etkisi ġekil 3.4’de gösterilmiĢtir. BaĢlangıç enzim deriĢiminin 100–200 mg/mL 

ve gluteraldehit deriĢiminin 26.7-40 µL/mL olduğu koĢullarda yüksek aktivite değerleri 

elde edilmiĢtir. scCO2 ile ön iĢlem gören CRL enzimleri kullanılarak oluĢturulan 
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CLEA’ların en yüksek aktivite değerine CEo=150 mg/mL ve CGA=40 µL/mL koĢullarında 

elde edilmiĢ ve aktivite 708.1 U/g CLEA olarak saptanmıĢtır. Bu koĢullarda scCO2 ile ön 

iĢlem görmemiĢ CRL enzimleri kullanılarak oluĢturulan CLEA’ların en yüksek aktivite 

değeri ise 307.8 U/g CLEA’dir.  

 

CRL enzimlerinin CLEA Ģeklindeki taĢıyıcısız enzim immobilizasyon sürecinde 

baĢlangıç enzim deriĢiminin enzim aktivitesine etkisi dikkate alındığında, bifonksiyonel 

ajan deriĢimine bağlı olarak farklılıklar göstermektedir. Bu nedenle sabit bir gluteraldehit 

deriĢiminde, baĢlangıç enzim deriĢiminin aktivite üzerine etkisi aĢağıda detaylı biçimde 

ele alınmıĢtır.  scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimlerinin pH’ı 7.2 olan 

0.1M Na2HPO4-NaH2PO4 tampon ortamında, CGA=26.7 µL/mL ve                       

C(NH4)2SO4=700 mg/mL koĢullarında gerçekleĢtirilen immobilizasyon sürecinde elde 

edilen CLEA aktivitelerinin baĢlangıç enzim deriĢimi ile değiĢimi ġekil 3.5’de 

gösterilmiĢtir. Belirtilen koĢullarda scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ CRL enzimleri ile elde 

edilen CLEA aktivitelerinin scCO2 ile ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimleri ile elde edilen 

CLEA aktivitelerinden daha yüksek olduğu görülmektedir.  scCO2 ile ön iĢlem görmemiĢ 

CRL enzimleri için baĢlangıç enzim deriĢiminin 50 mg/mL’den 200 mg/mL’ye artması 

ile CLEA formundaki biyokatalizör aktivitesinin 150.2 U/g CLEA’dan 542.5 U/g 

CLEA’a yükselmektedir.  BaĢlangıç enzim deriĢiminin 5 kat arttırılması, CLEA 

aktivitesinde yaklaĢık % 262’lik bir artıĢa neden olmuĢtur. Ancak immobilizasyon öncesi 

enziminin 10 MPa ve 40 
o
C koĢullarında scCO2 ile ön iĢlem gördüğü durumda, CRL 

enzimlerinin CLEA formundaki biyokatalizörlerin katalitik aktiviteleri, baĢlangıç enzim 

deriĢiminin 50 mg/mL’den 150 mg/mL’ye artması ile önce artmakta, 150 mg/mL 

üzerindeki baĢlangıç enzim deriĢimlerinde ise azalmaktadır. BaĢlangıç enzim deriĢimin 

150 mg/mL olduğu koĢullardaki CLEA formundaki enzimlerin katalitik aktivitesi 628.9 

U/g CLEA olarak belirlenmiĢtir. Aynı baĢlangıç enzim deriĢiminde ön iĢlem görmemiĢ 

enzimlerin kullanıldığı immobilizasyon iĢleminde oluĢturulan CLEA’ların katalitik 

aktivitesi ise 539.5 U/g CLEA olarak saptanmıĢtır. 
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ġekil 3.5 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile oluĢturulan 

CLEA’nın enzim aktivitesine baĢlangıç enzim deriĢiminin etkisi (CGA=26.7 µL/mL, 

C(NH4)2SO4=700 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu) 

 

 

scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimlerinin pH’ı 7.2 olan 0.1 M 

Na2HPO4-NaH2PO4 tampon ortamında; CGA=40 µL/mL ve C(NH4)2SO4=700 mg/mL 

koĢullarında gerçekleĢtirilen immobilizasyon sürecinde elde edilen CLEA aktivitelerinin 

baĢlangıç enzim deriĢimi ile değiĢimi ġekil 3.6’da gösterilmiĢtir.  scCO2 ile ön iĢlem 

görmemiĢ CRL enzimleri için baĢlangıç enzim deriĢiminin 100 mg/mL olduğu koĢullarda 

biyokatalizörün katalitik aktivitesi bir minimum değer vermektedir. 100 mg/mL 

üzerindeki baĢlangıç enzim deriĢimlerinde ise aktivite artmaktadır.  Ön iĢlem görmemiĢ 

enzimler ile gerçekleĢtirilen taĢıyıcısız immobilizasyon iĢlemlerinde en yüksek CLEA 

aktivitesi CEo=200 mg/mL koĢullarında 683.7 U/g CLEA’dır.  CRL enzimlerinin scCO2 
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ile ön iĢlem görmesiyle oluĢturulan taĢıyıcısız enzim sistemlerinin katalitik aktivitesi 

baĢlangıç enzim deriĢiminin 150 mg/mL olduğu koĢullarında en yüksek değer olan                     

708.1 U/g CLEA’ya ulaĢmıĢtır. Ancak yüksek baĢlangıç enzim deriĢimindeki CLEA’ların 

aktivitesinin azaldığı ve yaklaĢık %68’lik bir aktivite kaybının olduğu görülmektedir 
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ġekil 3.6  scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile oluĢturulan 

CLEA’nın enzim aktivitesine baĢlangıç enzim deriĢiminin etkisi (CGA=40 µL/mL, 

C(NH4)2SO4=700 mg/mL, pH=7.2  0.1 M fosfat tamponu) 

 

 

scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimlerinin pH’ı 7.2 olan 0.1 M 

Na2HPO4-NaH2PO4 tampon ortamında; CGA=60 µL/mL ve  C(NH4)2SO4=700 mg/mL 

koĢullarında gerçekleĢtirilen immobilizasyon sürecinde elde edilen CLEA aktivitelerinin 

baĢlangıç enzim deriĢimi ile değiĢimi ġekil 3.7’de gösterilmiĢtir.   
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ġekil 3.7 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile oluĢturulan 

CLEA’nın enzim aktivitesine baĢlangıç enzim deriĢiminin etkisi (CGA=60 µL/mL, 

C(NH4)2SO4=700 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu) 

 

 

BaĢlangıç enzim deriĢiminin 50 mg/mL üzerindeki koĢullarda  scCO2 ile ön iĢlem 

gören CRL enzimleri kullanılarak oluĢturulan CLEA’larının katalitik aktivite değerleri 

dikkate alındığında, ön iĢlem görmemiĢ enzimler kullanılarak oluĢturulan immobilize 

enzim aktivitelerinden daha yüksek olduğu görülmektedir.  scCO2 ile ön iĢlem görmemiĢ 

CRL enzimlerinin CLEA’larındaki aktivite değeri baĢlangıç deriĢiminin artması ile önce 

artmakta daha sonra azalmaktadır. Ancak ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimlerinin 

CLEA’larının aktiviteleri baĢlangıç deriĢiminin artması ile belirgin bir özellik 

göstermemektedir. scCO2 ile ön iĢlem gören CRL enzimlerinin CLEA’ları için en yüksek 

katalitik aktivite değerleri CEo=150 mg/mL koĢullarında 485.1 U/g CLEA olarak 
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saptanmıĢtır. Aynı deriĢim koĢullarında ön iĢlem görmemiĢ enzimler kullanılarak 

gerçekleĢtirilen immobilizasyon çalıĢmasında ise ulaĢılan katalitik aktivite değeri               

228.6 U/g CLEA olarak gerçekleĢmiĢtir.  Enzimlerin scCO2 ortamında ön iĢlem görmesi 

sonucu CLEA formundaki enzimlerin katalitik aktivitelerindeki artıĢ yaklaĢık %112’dir. 

Ön iĢlem görmemiĢ enzimlerin kullanıldığı immobilizasyon sürecinde ise en yüksek 

katalitik aktivite değeri CEo=200 mg/mL koĢullarında 411.5 U/g CLEA olarak 

saptanmıĢtır.   

  

scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimlerinin pH’ı 7.2 olan 0.1 M 

Na2HPO4-NaH2PO4 tampon ortamında; CGA=80 µL/mL ve C(NH4)2SO4=700 mg/mL 

koĢullarında gerçekleĢtirilen immobilizasyon sürecinde elde edilen CLEA aktivitelerinin 

baĢlangıç enzim deriĢimi ile değiĢimi ġekil 3.8’de gösterilmiĢtir. Ġmmobilizasyon 

iĢleminde kullanılan çapraz bağlayıcı ajan deriĢiminin artması ile CLEA formundaki 

enzimlerin katalitik aktivitelerinde önemli azalmalar gerçekleĢmiĢtir. BaĢlangıç enzim 

deriĢiminin 200 mg/mL’ den küçük olduğu koĢullarda, scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ 

enzimler ile oluĢturulan CLEA aktivitelerinin ön iĢlem görmemiĢ enzimler kullanılarak 

oluĢturulan CLEA aktivitelerinden daha yüksek olduğu görülmektedir. En yüksek CLEA 

aktivitesi, scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ CRL enzimlerinin kullanıldığı immobilizasyon 

süreçlerinde CEo=150 mg/mL koĢullarında     405 U/g CLEA ve ön iĢlem görmemiĢ CRL 

enzimlerinin kullanıldığı immobilizasyon süreçlerinde CEo=200 mg/mL koĢullarında 

458.6 U/g CLEA olarak saptanmıĢtır. Ön iĢlem görmemiĢ enzimlerin yer aldığı 

immobilizasyon iĢlemlerinde baĢlangıç enzim deriĢimi ile CLEA aktiviteleri arasında 

belirgin bir değiĢim gözlenmemektedir. CRL enzimlerinin 10 MPa ve 40
o
C koĢullarında 

scCO2 ile ön iĢlem görmesi sonucu CLEA aktiviteleri baĢlangıç enzim deriĢiminin 

artmasıyla CEo=150 mg/mL koĢullarında bir maksimum vermektedir.  
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ġekil 3.8  scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile oluĢturulan 

CLEA’nın enzim aktivitesine baĢlangıç enzim deriĢiminin etkisi (CGA=80 µL/mL, 

C(NH4)2SO4=700 mg/mL, pH=7.2  0.1 M  fosfat tamponu) 

 

 

scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimlerinin pH’ ı 7.2 olan 0.1 M 

Na2HPO4-NaH2PO4 tampon ortamında; CGA=80 µL/mL ve C(NH4)2SO4=700 mg/mL 

koĢullarında gerçekleĢtirilen immobilizasyon sürecinde elde edilen CLEA aktivitelerinin 

baĢlangıç enzim deriĢimi ile değiĢimi ġekil 3.9’da gösterilmiĢtir. scCO2 ortamında ön 

iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ enzimlerin kullanıldığı taĢıyıcısız immobilizasyon sürecinde 

elde edilen biyokatalizör sistemlerinin katalitik aktiviteleri baĢlangıç deriĢiminin 

artmasıyla önce artmakta ve daha sonra azalmaktadır. En yüksek CLEA aktivitelerine 

CEo=150 mg/mL koĢullarında ulaĢılmıĢ ve aktive değerleri ön iĢlemin gerçekleĢtirildiği 
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enzimlerde 436.4 U/g CLEA ve ön iĢlem görmemiĢ enzimlerde ise 348.7 U/g CLEA 

olarak saptanmıĢtır. 
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ġekil 3.9  scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile oluĢturulan 

CLEA’nın enzim aktivitesine baĢlangıç enzim deriĢiminin etkisi (CGA=100 µL/mL, 

C(NH4)2SO4=700 mg/mL, pH=7.2  0.1 M fosfat tamponu) 

 

 

3.3.1.2  Gluteraldehit deriĢimi etkisi 

 

CLEA formundaki taĢıyıcısız enzim immobilizasyon sürecinde 10 MPave 40 
o
C 

koĢullarında scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimi 

kullanılarak oluĢturulan biyokatalizör sistemlerinin katalitik aktivitesine gluteraldehit 

deriĢimini etkisi CGA=26.7, 40, 60, 80 ve 100 µL/mL koĢullarında araĢtırılmıĢtır. Bu 

süreçte baĢlangıç enzim deriĢim 50–200 mg/mL aralığında incelenmiĢtir.  Presipitasyon 

ajanı (NH4)2SO4’ın deriĢimi (C(NH4)2SO4) ise pH’ı 7.2 olan 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 
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tamponunda 700 mg/mL olarak saptanan doygunluk deriĢimi koĢularında 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

BaĢlangıç enzim deriĢiminin 50 mg/mL olduğu koĢullarda, scCO2 ortamında ön 

iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri kullanılarak farklı gluteraldehit deriĢimlerinde 

sentezlenen CLEA’ların katalitik aktivitesindeki değiĢimler ġekil 3.10’da gösterilmiĢtir.  
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ġekil 3.10 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile oluĢturulan 

CLEA’larının katalitik aktivitesine gluteraldehit deriĢimi etkisi (CEo=50 mg/mL, 

C(NH4)2SO4=700 mg/mL, pH=7.2  0.1 M fosfat tamponu) 

 

 

 Reaktif özelliği oldukça yüksek olan bifonksiyonel çapraz bağlayıcı ajan 

gluteraldehit düĢük enzim deriĢimlerindeki immobilizasyon çalıĢmalarında enzimlerin 

aktif konumlarındaki bağlanma Ģiddetini artırmaktadır. AĢırı bağlanma sonucu CLEA 

formundaki biyokatalizörlerin katalitik performanslarında önemli azalmalara neden 
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olmaktadır. Belirtilen koĢullarda ulaĢılabilen tüm CLEA aktiviteleri 400 U/g CLEA’dan 

düĢüktür. En düĢük gluteraldehit deriĢiminde scCO2 ortamında ön iĢlem gören CRL 

enzimlerinden yola çıkılarak üretilen CLEA’larda 375.7 U/g CLEA olarak saptanan en 

yüksek katalitik aktivite değerine ulaĢılabilmiĢtir. Gluteraldehit deriĢiminin 26.7 µL/mL 

olduğu koĢullarda ön iĢlem görmemiĢ enzimler ile gerçekleĢtirilen CLEA aktivitesi ise 

150.2 U/g CLEA’dır. 
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ġekil 3.11 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile oluĢturulan 

CLEA’larının katalitik aktivitesine gluteraldehit deriĢimi etkisi (CEo=100 mg/mL, 

C(NH4)2SO4=700 mg/mL, pH=7.2  0.1 M fosfat tamponu) 

 

 

BaĢlangıç enzim deriĢiminin 50 mg/mL’ den 100 mg/mL’ ye 2 kat arttırıldığı 

koĢullarda CLEA formundaki biyokatalizörlerin katalitik aktivitesine gluteraldehit 

deriĢiminin etkisi ġekil 3.11’de gösterilmiĢtir.  Çapraz bağlayıcı ajan deriĢiminin                   
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40 µL/mL olduğu koĢulların hem scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ hem de ön iĢlem görmemiĢ 

CRL enzimlerinden elde edilen taĢıyıcısız enzim sistemlerinin katalitik aktivite 

değerlerinde bir minimuma ulaĢılmıĢ olmasına karĢın tüm ön iĢlem görmüĢ CRL 

enzimlerinin CLEA formundaki aktivitelerinin daha yüksek olduğu saptanmıĢtır. En 

yüksek CLEA aktivitesine gluteraldehit deriĢiminin 26.7 µL/mL olduğu koĢullarda 

ulaĢılmıĢtır. scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ enzimlerden sentezlenen CLEA’lar 

için en yüksek katalitik aktivite değeri sırasıyla;  463.2 U/g CLEA ve 456.4 U/g CLEA 

olarak belirlenmiĢtir.  

 

BaĢlangıç enzim deriĢiminin 150 mg/mL olduğu koĢullarda CLEA formundaki 

enzim sistemlerinin geliĢtirilmesine yönelik çalıĢmalarda scCO2 ortamında ön iĢlem 

görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimlerin kullanıldığı süreçlerde CLEA’ların katalitik 

aktivitesine gluteraldehit deriĢiminin etkisi ġekil 3.12’de gösterilmiĢtir. Bu süreçte scCO2 

ortamında kullanılan CRL enzimlerinden yola çıkılarak sentezlenen CLEA aktivitelerinin 

ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimlerinden yola çıkılarak sentezlenen CLEA aktivitelerinden 

daha yüksek olduğu görülmektedir. scCO2 ile ön iĢlem gören CRL enzimlerinin 

kullanıldığı taĢıyıcısız immobilizasyon sürecinde CLEA aktivitesi gluteraldehit 

deriĢiminin artması ile önce artmakta ve daha sonra azalmaktadır. En yüksek CLEA 

aktivitesi CGA=40 µL/mL koĢullarında ulaĢılmıĢ ve aktivite değeri 708.1 U/g CLEA 

olarak saptanmıĢtır. Ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimlerinden yararlanarak gerçekleĢtirilen 

CLEA çalıĢmalarında ise gluteraldehit deriĢimin 60 µL/mL olduğu koĢullarda minimum 

aktivite gözlenmiĢtir. Ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimlerinin en yüksek CLEA aktivitesi 

539.5 U/g CLEA olarak saptanmıĢ ve bu aktivite değeri CGA= 26.7 µL/mL koĢullarında 

elde edilmiĢtir. 
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ġekil 3.12  scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile oluĢturulan 

CLEA’larının katalitik aktivitesine gluteraldehit deriĢimi etkisi (CEo=150 mg/mL, 

C(NH4)2SO4=700 mg/mL, pH=7.2  0.1 M fosfat tamponu) 

 

 

 

BaĢlangıç enzim deriĢiminin 200 mg/mL olduğu koĢullarda CLEA formundaki 

enzim sistemlerinin geliĢtirilmesine yönelik çalıĢmalarda scCO2 ortamında ön iĢlem 

görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimlerin kullanıldığı süreçlerde CLEA’ların katalitik 

aktivitesine gluteraldehit deriĢiminin etkisi ġekil 3.13’de gösterilmiĢtir. Yüksek enzim 

deriĢiminin kullanıldığı bu süreçte en yüksek CLEA aktivitesine gluteraldehit deriĢimin 

40 µL/mL olduğu koĢullarda ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimlerinin kullanıldığı taĢıyıcısız 

enzim sistemlerinde ulaĢılmıĢtır.  
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ġekil 3.13 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile oluĢturulan 

CLEA’larının katalitik aktivitesine gluteraldehit deriĢimi etkisi (CEo=200 mg/mL, 

C(NH4)2SO4=700 mg/mL, pH=7.2  0.1 M fosfat tamponu) 

 

3.3.1.3 Amonyum sülfat deriĢimi etkisi 

 

Proteinlerin sulu çözeltilerinden, ayırma ya da saflaĢtırma süreçlerinde kullanılan 

en yaygın yöntemlerden biri de proteinlerde “salting in” “salting out” etkisi yaratabilen 

tuzların kullanılmasıyla, proteinlerin presipitasyonunun gerçekleĢtirilmesidir. Salting in 

etkisinde, düĢük tuz deriĢimlerindeki tuzlar enzimin çözünürlüğünü arttırır ve enzimlerin 

daha fazla çözünür duruma gelmesini sağlar. Salting out etkisinde ise; yüksek tuz 

deriĢimlerindeki tuzlar, enzimin çözünürlüğünü azaltarak, enzimleri çözünmez durumda 

birbirine yakınlaĢtırarak enzim yüzeyindeki bağlı suyu çeker. Presipitasyon ajanı çözelti 

içerisindeki elektrostatik dengeyi etkileyerek moleküller arasındaki hidratlaĢma 
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derecesini değiĢtirir ve iyonik kuvvetler yardımıyla enzimlerin birbirlerine yakınlaĢmasını 

sağlar (Yu vd., 2006). Enzimler katalitik özellik gösterebilen protein yapısındaki 

biyomoleküllerdir. Enzimlerin presipitasyonu ile enzim moleküleri arasındaki 

uzaklıkların azaltılması ve birbirlerine sulu sistemlerde enzim moleküllerinin 

çözünmesini engelleyecek uygun çapraz bağlayıcı ajanlar ile bağlanmasıyla CLEA 

formundaki taĢıyıcısız immobilize enzim sistemleri geliĢtirilmiĢtir. Bu bağlamda, 

immobilize sistemlerin geliĢmesi endüstriyel biyoreaktör sistemlerinde iĢletme 

koĢullarına karĢı dayanımı ve kararlılığı arttırılmıĢ biyokatalizörlerin geliĢtirilmesine 

yardımcı olmaktadır. Bu çalıĢmada, CLEA Ģeklindeki enzim sistemlerinin 

geliĢtirilmesinde en uygun presipitasyon ajan olan amonyum sülfat seçilmiĢtir. scCO2 

ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimlerinden sentezlenen CLEA’ların 

katalitik aktivitelerine presipitasyon ajan deriĢiminin etkisi; 40, 50 ve 60 µL/mL gibi üç 

farklı gluteraldehit deriĢiminde ve baĢlangıç enzim deriĢiminin 150 mg/mL olduğu 

koĢullarda araĢtırılmıĢtır. TaĢıyıcısız enzim immobilizasyonu çalıĢmalarında pH’ı 7.2 

olan 0.1 M    Na2HPO4-NaH2PO4 tampon ortamı kullanılmıĢtır.  

 

 Gluteraldehit deriĢiminin 40 µL/mL ve baĢlangıç enzim deriĢiminin 150 mg/mL 

olduğu koĢullarda gerçekleĢtirilen immobilizasyon çalıĢmalarında elde edilen CLEA’ların 

katalitik aktivitelerine amonyum sülfat deriĢiminin etkisi ġekil 3.14’de gösterilmiĢtir. 

Amonyum sülfat deriĢiminin artması ile hem scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ hem de 

ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimlerinin kullanıldığı immobilizasyon sürecinde CLEA 

aktiviteleri amonyum sülfat deriĢiminin artması ile önce artmakta daha sonra 

azalmaktadır. DüĢük gluteraldehit deriĢiminde scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ enzimlerin yer 

aldığı immobilizasyon sürecinde sentezlenen CLEA’ların katalitik aktivitelerinin tüm 

amonyum sülfat deriĢim aralığında daha yüksek aktivite gösterdiği saptanmıĢtır. 

Belirtilen koĢullarda en yüksek katalitik aktivite değeri 600 mg/mL amonyum sülfat 

deriĢiminde scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ CLEA’larında ulaĢılmıĢ ve aktivite 709.6 U/g 

CLEA olarak belirlenmiĢtir. Ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimlerinden sentezlenen CLEA 

aktiviteleri ise 591.1 U/g CLEA olarak saptanmıĢtır. 
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ġekil 3.14 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile oluĢturulan 

CLEA’nın enzim aktivitesine amonyum sülfat deriĢimi etkisi (CGA=40 µL/mL,                  

CEo=150 mg/mL, pH=7.2  0.1 M fosfat tamponu) 

 

 

Gluteraldehit deriĢiminin 50 µL/mL ve baĢlangıç enzim deriĢiminin 150 mg/mL 

olduğu koĢullarda gerçekleĢtirilen immobilizasyon çalıĢmalarında elde edilen CLEA’ların 

katalitik aktivitelerine amonyum sülfat deriĢiminin etkisi ġekil 3.15’de gösterilmiĢtir. 

Amonyum sülfat deriĢiminin artması ile scCO2 ortamında ön iĢlem görmemiĢ CRL 

enzimlerinin kullanıldığı immobilizasyon sürecinden oluĢturulan CLEA aktiviteleri önce 

artmakta daha sonra azalmaktadır.  Ancak scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ CRL enziminden 

sentezlenen CLEA aktiviteleri gluteraldehit deriĢiminin artması ile önce artmakta, 600 

mg/mL ve üzerindeki amonyum sülfat deriĢimlerinde hemen hemen önemli bir değiĢim 

göstermemektedir. Amonyum sülfat deriĢim aralığının 600-800 mg olduğu koĢullarda 
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scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ enzimlerden elde edilen CLEA aktivitelerinin ortalama 

değeri 803 U/g CLEA’dır.  50 µL/mL gluteraldehit deriĢiminde gerçekleĢtirilen CLEA 

formundaki biyokatalizörün en yüksek katalitik aktivitesine ön iĢlem gören CRL 

enzimlerinde ve     C(NH4)2SO4=800 mg/mL koĢularında elde edilmiĢ ve aktivite                      

825.7 U/g CLEA olarak saptanmıĢtır. 
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ġekil 3.15 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile oluĢturulan 

CLEA’nın enzim aktivitesine amonyum sülfat deriĢimi etkisi (CGA=50 µL/mL,                  

CEo=150 mg/mL, pH=7.2  0.1 M fosfat tamponu) 

 

 

Gluteraldehit deriĢiminin 60 µL/mL ve baĢlangıç enzim deriĢiminin 150 mg/mL 

olduğu koĢullarda gerçekleĢtirilen immobilizasyon çalıĢmalarında elde edilen CLEA’ların 

katalitik aktivitelerine amonyum sülfat deriĢiminin etkisi ġekil 3.16’da gösterilmiĢtir.  
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ġekil 3.16 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile oluĢturulan 

CLEA’nın enzim aktivitesine amonyum sülfat deriĢimi etkisi (CGA=60 µL/mL,                  

CEo=150 mg/mL, pH=7.2  0.1 M fosfat tamponu) 

 

 

Yüksek çapraz bağlayıcı ajan deriĢiminde gerçekleĢtirilen CLEA sentezlerinde                      

600 mg/mL üzerindeki amonyum sülfat deriĢiminin katalitik aktivite üzerine olumsuz etki 

yaptığı görülmektedir. Yüksek gluteraldehit ve amonyum sülfat deriĢiminde salting out 

etkisi arttığından CRL enziminin aktif konumları aĢırı çapraz bağlanma nedeniyle 

aktiviteyi azaltmaktadır. Genel olarak salting out etkisinin scCO2 ortamında ön iĢlem 

görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile oluĢturulan CLEA’nın enzim aktivitesine etkisini 

incelediğimizde olumsuz etkilerin scCO2 ile iĢlem görmemiĢ CRL enzimlerden 

hazırlanan CLEA’ların aktivitelerine etkisinin daha fazla olduğu görülmektedir. Ancak bu 

etki, scCO2 ile iĢlem görmüĢ CRL enzimlerden hazırlanan CLEA’ların aktivitesine oranla 
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çok daha fazladır. 500 mg/ml amonyum sülfat deriĢiminde scCO2 ile ön iĢlem görmemiĢ 

CRL enzimlerinden hazırlanan CLEA’larda maksimum aktivite değerine ulaĢılmıĢtır. 

Belirtilen koĢullar için CLEA aktivitesi 836.4 U/g CLEA olduğu saptanmıĢtır. 600 

mg/mL amonyum sülfat deriĢiminde ise scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ CRL enzimlerinden 

hazırlanan CLEA’larda en yüksek aktivite değerine ulaĢılmıĢ ve aktivite değeri 751.2 U/g 

CLEA olarak belirlenmiĢtir.      

 

3.3.1.4  Proteik feeder ajan deriĢimi etkisi  

 

Çapraz bağlı enzim agregatları biçiminde gerçekleĢtirilen taĢıyıcısız enzim 

immobilizasyon süreçlerinde kullanılan enzimlerin yüksek saflıkta olması gereksimi 

bulunmamaktadır. Bu özellik CLEA’lar biçimindeki taĢıyıcısız enzim immobilizasyon 

süreçlerinin temel avantajlarından biridir. Ticari olarak satılan birçok lipaz enzimi de 

üretim ortamından gelen safsızlıklar nedeniyle birim kütlesinde düĢük miktarda katalitik 

özellik gösteren proteine yani lipaz enzimine sahiptir. Bu nedenle ortama fazladan 

katalitik özellik göstermeyen BSA gibi proteinlerin katılması, CLEA biçiminde 

hazırlanan biyokatalizör sistemlerinin katalitik performanslarına önemli katkılar sağladığı 

bildirilmektedir. Aynı zamanda proteinlerin yapı taĢını oluĢturan aminoasitlerin de CLEA 

biçiminde hazırlanan biyokatalizör sistemlerinin katalitik performanslarına önemli 

katkılar sağlamaktadır (Aytar ve Bakır, 2008).   Bu çalıĢmada da proteik feeder ajan 

olarak BSA ve lizin kullanılmıĢtır. Belirtilen proteik feeder ajanların oluĢturulan CLEA 

aktivitelerine etkisi aĢağıda tartıĢılmıĢtır.  

 

 

3.3.1.4.1 Bovin serum albümin deriĢimi etkisi 

 

scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan 

CLEA’ların enzim aktivitesine proteik feeder ajan BSA deriĢiminin etkisi;  

C(NH4)2SO4=600 mg/mL, ve CEo=150 mg/mL, CGA= 40, 50 ve 60 µL/mL için                                
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0-16.67 mg/mL BSA deriĢimi (CBSA) aralığında incelenmiĢtir. TaĢıyıcısız enzim 

immobilizasyonu çalıĢmalarında pH’ı 7.2 olan 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 tampon ortamı 

kullanılmıĢtır.  

 

Gluteraldehit deriĢiminin 40 µL/mL olduğu koĢullarda, scCO2 ortamında ön iĢlem 

görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan CLEA’ların enzim aktivitesine proteik 

feeder ajan BSA deriĢiminin etkisi ġekil 3.17’de gösterilmiĢtir.  
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ġekil 3.17  scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan 

CLEA’ların enzim aktivitesine proteik feeder ajan bovin serum albümin deriĢiminin etkisi  

(CGA=40 µL/mL, CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, pH=7.2  0.1 M fosfat 

tamponu) 
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BSA varlığında gerçekleĢtirilen immobilizasyon sürecinde hazırlanan CLEA 

aktivitelerinin, incelenen tüm BSA deriĢim değerlerinde arttığı görülmektedir. CLEA 

aktivitelerindeki en büyük artıĢ CBSA= 3.33 mg/mL deriĢiminde elde edilmiĢtir. Bu 

koĢullarda ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimlerinden hazırlanan CLEA’ların kataltik 

aktivite değeri, 924.4 U/g CLEA olmasına karĢın enzimlerin scCO2 ortamında ön iĢlem 

görmesi sonucu aktivitenin %35 artarak 1250.8 U/g CLEA değerine ulaĢtığı saptanmıĢtır. 

Proteik feeder katkısı olmadan aynı koĢullarda elde edilen CLEA aktiviteleri dikkate 

alındığında, ön iĢlem görmemiĢ CLEA aktivitesindeki artıĢ, yaklaĢık %56 iken scCO2 

ortamında ön iĢlem CRL enzimlerinden hazırlanan CLEA aktivitelerinde ise yaklaĢık 

%76 olarak gerçekleĢmiĢtir. Ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimlerinden hazırlanan 

CLEA’larda elde edilen en yüksek aktivite değeri ise CBSA= 8.33 mg/mL deriĢiminde 

1118.4 U/gCLEA olarak elde edilmiĢtir.  

 

 

Gluteraldehit deriĢiminin 50 µL/mL olduğu koĢullarda, scCO2 ortamında ön iĢlem 

görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan CLEA’ların enzim aktivitesine proteik 

feeder ajan BSA deriĢiminin etkisi ġekil 3.18’de gösterilmiĢtir. Bu koĢullarda scCO2 

ortamında ön iĢlem gören CRL enzimlerinden hazırlanan CLEA’ların katalitik aktiviteleri 

dikkate alındığında, hem ön iĢlem görmemiĢ enzimlerden yola çıkılarak elde edilen 

biyokatalizör sistemlerinin aktivitelerinin,  hem de proteik feeder ajan katkısının olmadığı 

immobilizasyon sürecinde elde edilen aktivite değerine kıyasala, tüm BSA deriĢim 

değerlerinde elde edilen CLEA aktivitelerinin daha yüksek olduğu saptanmıĢtır.  En 

yüksek CLEA aktivitesi, CBSA= 0.88 mg/mL deriĢiminde ön iĢlem görmüĢ CRL 

enzimlerinden hazırlanan CLEA’larda elde edilmiĢ ve aktivite değeri 1002.5 U/g CLEA 

olarak belirlenmiĢtir. Ön iĢlem görmüĢ CRL enzimlerinden hazırlanan CLEA 

aktivitelerinin BSA deriĢiminin artması ile önce arttığı ve daha sonra azaldığı 

görülmektedir. Ancak ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan CLEA’ların 

aktiviteleri ile BSA deriĢimi arasında belirgin bir değiĢim gözlenmemektedir.  Ön iĢlem 

görmemiĢ enzimlerden hazırlanan CLEA’larda ise en yüksek aktive değeri CBSA=3.33 

mg/mL koĢullarında  823.3 U/g CLEA olarak saptanmıĢtır. 
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ġekil 3.18 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan 

CLEA’ların enzim aktivitesine proteik feeder ajan bovin serum albümin deriĢiminin etkisi  

(CGA=50 µL/mL, CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, pH=7.2  0.1 M fosfat 

tamponu) 

 

 

Gluteraldehit deriĢiminin 60 µL/mL olduğu koĢullarda scCO2 ortamında ön iĢlem 

görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan CLEA’ların enzim aktivitesine proteik 

feeder ajan BSA deriĢiminin etkisi ġekil 3.19’de gösterilmiĢtir.   
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ġekil 3.19  scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan 

CLEA’ların enzim aktivitesine proteik feeder ajan bovin serum albümin deriĢiminin etkisi  

(CGA=60 µL/mL, CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat 

tamponu) 

 

 

Yüksek gluteraldehit deriĢimlerinde gerçekleĢtirilen immobilizasyon çalıĢmalarında 

proteik feeder ajan BSA’nın enzim aktivitesine etkisinin CGA=40 ve 50 mg/mL 

deriĢimlerinde daha düĢük olduğu görülmektedir.  En yüksek katalitik aktivite değerine 

CBSA=0.88 mg/mL koĢullarında scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ CRL enzimlerinden 

hazırlanan CLEA’larda saptanmıĢ ve aktivite değeri 882.3 U/g CLEA olarak ölçülmüĢtür.  
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3.3.1.4.2 Lizin deriĢimi etkisi 

 

scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan 

CLEA’ların enzim aktivitesine proteik feeder ajan lizin deriĢiminin etkisi;  

C(NH4)2SO4=600 mg/mL, ve CEo=150 mg/mL, CGA=40, 50 ve 60 µL/mL için                                

0-16.67 mg/mL amino asit lizin deriĢimi (CLizin) aralığında incelenmiĢtir. TaĢıyıcısız 

enzim immobilizasyonu çalıĢmalarında pH’ı 7.2 olan 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 tampon 

ortamı kullanılmıĢtır.  
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ġekil 3.20 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan 

CLEA’ların enzim aktivitesine proteik feeder ajan lizin deriĢiminin etkisi                        

(CGA=40 µL/mL, CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat 

tamponu) 
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Gluteraldehit deriĢiminin 40 µL/mL olduğu koĢullarda, scCO2 ortamında ön iĢlem 

görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan CLEA’ların enzim aktivitesine proteik 

feeder ajan lizin deriĢiminin etkisi ġekil 3.20’de gösterilmiĢtir.  Hem ön iĢlem görmüĢ 

hem de ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimlerinden hazırlanan CLEA aktiviteleri, lizin 

deriĢiminin artması ile önce artmakta daha sonra azalmaktadır.  Lizin varlığında 

gerçekleĢtirilen immobilizasyon sürecinde hazırlanan CLEA aktivitelerinin, incelenen 

tüm BSA deriĢim değerlerinde arttığı saptanmıĢtır. En yüksek CLEA aktivitelerine                    

CLizin= 1.67 mg/mL deriĢiminde elde edilmiĢtir. Bu koĢullarda ön iĢlem görmemiĢ CRL 

enzimlerinden hazırlanan CLEA’ların katalitik aktivite değeri 1192.8 U/g CLEA 

olmasına karĢın enzimlerin scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ CLEA aktiviteleri 1270.2 

U/g CLEA’dir.  Proteik feeder katkısı olmadan aynı koĢullarda elde edilen CLEA 

aktiviteleri dikkate alındığında ön iĢlem görmemiĢ CLEA aktivitesindeki artıĢ yaklaĢık 

%102 iken, scCO2 ortamında ön iĢlem CRL enzimlerinden hazırlanan CLEA 

aktivitelerinde ise yaklaĢık %79 olarak gerçekleĢmiĢtir. 

 

Çapraz bağlayıcı ajan deriĢiminin 50 ve 60 µL/mL olduğu koĢullarda lizin 

deriĢiminin scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan 

CLEA’ların enzim aktivitesine etkisi sırasıyla ġekil 3.21 ve ġekil 3.22’de gösterilmiĢtir.  

Gluteraldehit deriĢiminin 40  µL/mL olduğu koĢullardaki tüm proteik feeder ajan 

deriĢimlerinde elde edilen CLEA aktivite değerlerinin, CGA=40 µL/mL ve           

CLizin=1.67 mg/mL koĢullarında elde edilen en yüksek aktivite değerlerinin altında 

kalmıĢtır. 
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ġekil 3.21  scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan 

CLEA’ların enzim aktivitesine proteik feeder ajan lizin deriĢiminin etkisi                        

(CGA=50 µL/mL, CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat 

tamponu) 

 

 

scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ CRL enzimleri ile lizin varlığında hazırlanan 

CLEA’ların en yüksek aktivite değerleri CGA=50 ve 60 µL/mL deriĢimlerinde lizin 

deriĢiminin 0.88 mg/mL olduğu koĢullarda ulaĢılmıĢ ve katalitik aktivite sırasıyla; 1011.1 

U/g CLEA ve 691.5  U/g CLEA olarak saptanmıĢtır.  scCO2 ortamında ön iĢlem 

görmemiĢ CRL enzimleri ile lizin varlığında hazırlanan CLEA’ların en yüksek aktivite 

değerleri CGA=50 µL/mL deriĢiminde lizin deriĢiminin 1.67 mg/mL ve CGA=50 µL/mL 

deriĢiminde ise lizin deriĢiminin 3.33 mg/mL koĢullarda ulaĢılmıĢtır. Bu koĢullardaki 

aktivite değerleri sırasıyla 878.8 U/g CLEA ve 788.2 U/g CLEA olarak belirlenmiĢtir. 
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ġekil 3.22  scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan 

CLEA’ların enzim aktivitesine proteik feeder ajan lizin deriĢiminin etkisi                        

(CGA=60 µL/mL, CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat 

tamponu) 

 

 

 3.3.1.5  Yüzey aktif madde Triton X-100 deriĢimi etkisi 

 

 

CLEA formundaki taĢıyıcısız enzim immobilizasyon süreçlerinde baĢlangıç enzim 

deriĢimi,  bifonksiyonel çapraz bağlayıcı deriĢimi, presipitasyon ajan deriĢimi ve proteik 

feeder ajan türü ve deriĢimini etkisi Bölüm 3.2.1.1-3.2.1.4’de sistematik biçimde 

incelenmiĢtir.  Bu bölümde ise 10 MPa ve 40 
o
C koĢullarındaki scCO2 ortamında ön iĢlem 

görmüĢ CRL enzimlerinden yola çıkılarak elde edilen en yüksek katalitik aktivite 

değerlerini sağlayan koĢullarda yüzey aktif madde Triton X-100 deriĢiminin CLEA 
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aktivitesi üzerine etkisi araĢtırılmıĢtır. 1/10 (v/v) oranında deiyonize su içinde seyreltilen 

Triton X-100 çözeltisinden immobilizasyon ortamındaki deriĢimi 1.67, 3.33 ve 4 µL/mL 

olacak biçimde üç farklı Triton X-100 deriĢiminin (CTritonX100)  CLEA aktivitesine etkisi 

araĢtırılmıĢtır.  Belirtilen deriĢimlerdeki yüzey aktif maddesi pH=7.2’ı   0.1 M olan fosfat 

tampon ortamında çözünmüĢ serbest enzim çözeltisi içerisine immobilizasyon süreci 

öncesi eklenmiĢtir. Ġmmobilizasyon sürecinde yüzey aktif maddesinin temel fonksiyonu;  

serbest halde bulunan enzimlerin katalitik açıdan önem taĢıyan aktif konumlarının ve 

enzimin katalitik açıdan inert yapısını oluĢturan aminoasit gruplarının yüzey aktif madde 

Triton X-100 ile çevrelenmesini sağlamaktır. Böylece, taĢıyıcısız immobilizasyon 

sürecinde kullanılan bifonksiyonel çapraz bağlayıcı ajan gluteraldehitin bu konumlar 

üzerinden aĢırı bağlanması önlenerek katalitik açıdan daha yüksek aktivite gösterebilen 

CLEA tasarımı hedeflenmektedir. Bu bağlamda, proteik feeder ajan BSA’nın               

CBSA=3.33 mg/mL ve proteik feeder ajan lizinin CLizin=1.67 mg/mL deriĢimlerinde             

1.67-4 µL/mL aralığında Triton X-100 deriĢiminin CLEA aktivitesine etkisi 

araĢtırılmıĢtır. BaĢlangıç enzim deriĢimi, amonyum sülfat deriĢimi ve gluteraldehit 

deriĢimleri sırasıyla; 150 mg/mL, 600 mg/mL ve  40 µL/mL’dır. 

 

3.33 mg/mL deriĢiminde BSA’nın katkı maddesi olarak kullanıldığı koĢullarda 

scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan 

CLEA’ların enzim aktivitesine Triton X-100 deriĢiminin etkisi ġekil 3.23’de 

gösterilmiĢtir.  Ġmmobilizasyon öncesi tampon ortamında çözünmüĢ ve serbest haldeki 

enzim moleküllerinin Triton X-100  ile iĢlem görmesi sonucu hem scCO2 ortamında ön 

iĢlem görmüĢ hem de ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimlerden hazırlanan CLEA’ların 

katalitik aktivitelerinde önemli artıĢlar sağlanmıĢtır.  Ön iĢlem görmemiĢ CRL 

enzimlerinden hazırlanan CLEA aktiviteleri Triton X-100 deriĢiminin artması ile 

artmaktadır. Belirtilen koĢullarda, yüzey aktif maddesinin kullanılmadığı durumda CLEA 

aktivitesi 924.4 U/g CLEA iken gluteraldehit ile çapraz bağlama iĢlemi uygulanmadan 

önce serbest enzim moleküllerinin 4 µL/mL deriĢiminde Triton X-100 ile iĢlem görmesi 

ile oluĢturulan CLEA aktivitesi yaklaĢık %103 artarak 1871.5 U/g CLEA değerine 

ulaĢmıĢtır. scCO2 ortamında ön iĢlem görmemiĢ katı CRL enzimlerinden hazırlanan 
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CLEA aktivitesi 1250.8 U/g CLEA iken çapraz bağlama iĢlemi öncesi enzim 

moleküllerinin 1.67-4 µL/mg derĢim aralığında Triton X-100 ile iĢlem görmesi sonucu 

CLEA aktivitelerinde Triton X-100 deriĢimine bağlı olarak yaklaĢık olarak %33-62 

arasında artıĢlar saptanmıĢtır. Triton X-100 ile iĢlem görmesi ile oluĢturulan CLEA 

aktivitesi yaklaĢık %103 artarak 1871.5 U/g CLEA değerine ulaĢmıĢtır. 3.33 mg/mL 

deriĢiminde BSA’nın katkı maddesi olarak kullanıldığı koĢullarda scCO2 ortamında ön 

iĢlem görmüĢ CRL enzimlerinden hazırlanan CLEA’ların en yüksek katalitik aktivitesi    

4 µL/mg deriĢiminde Triton X-100 kullanıldığı durumda ulaĢılmıĢ ve aktivite değeri 

2028.8 U/g CLEA olarak belirlenmiĢtir. 
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ġekil 3.23  scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan 

CLEA’ların enzim aktivitesine yüzey aktif maddesi Triton X-100 deriĢiminin etkisi  

(CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, CGA=40 µL/mL, CBSA=3.33 mg/mL,  pH=7.2 

0.1 M fosfat tamponu) 
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1.67 mg/mL deriĢiminde lizinin katkı maddesi olarak kullanıldığı koĢullarda, scCO2 

ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan CLEA’ların enzim 

aktivitesine Triton X-100 deriĢiminin etkisi ġekil 3.24’de gösterilmiĢtir.  Ġmmobilizasyon 

öncesi tampon ortamında çözünmüĢ ve serbest haldeki enzim moleküllerinin Triton               

X-100 ile iĢlem görmesi sonucu hem scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ hem de ön iĢlem 

görmemiĢ CRL enzimlerden hazırlanan CLEA’ların katalitik aktiviteleri Triton X-100 

deriĢiminin artmasıyla önce artmakta daha sonra azalmaktadır. Hem scCO2 ortamında ön 

iĢlem görmüĢ hem de ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimlerden hazırlanan CLEA’ların en 

yüksek katalitik aktiviteleri Triton X-100 deriĢimimim 3.33 4 µL/mL olduğu koĢullarda 

elde edilmiĢtir.  
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ġekil 3.24  scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimleri ile hazırlanan 

CLEA’ların enzim aktivitesine yüzey aktif maddesi Triton X-100 deriĢiminin etkisi  

(CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, CGA=40 µL/mL, CLizin=1.67 mg/mL,  pH=7.2 

0.1 M fosfat tamponu) 
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Belirtilen koĢullarda, yüzey aktif maddesi Triton X-100’ün kullanılmadığı 

durumda CLEA aktiviteleri scCO2 ile ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimlerinden hazırlanan 

CLEA için 1192.8 U/g CLEA iken scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ CRL enzimlerinden 

hazırlanan CLEA için 1270.2 U/g CLEA’ dır. Ancak 3.33 µL/mg deriĢiminde Triton               

X-100 ile iĢlem gören serbest CRL enzimlerinden hazırlanan CLEA aktiviteleri; scCO2 ile 

ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimlerinden hazırlanan CLEA aktivitesi yaklaĢık %44 artarak 

1718.2 U/g CLEA’ye ve scCO2 ile ön iĢlem gören CRL enzimlerinden hazırlanan CLEA 

aktivitesi ise yaklaĢık %76 artarak 2278.9 U/g CLEA’ye ulaĢmaktadır. 1.67 mg/mL 

deriĢiminde lizinin katkı maddesi olarak kullanıldığı süreçte Triton X-100 ile çapraz 

bağlama öncesi sulu çözeltilerinde serbest formda bulunan scCO2 ortamında ön iĢlem 

görmüĢ enzimlerden hazırlanan CLEA’ların katalitik aktiviteleri bu araĢtırmada incelenen 

tüm Triton X-100 deriĢim aralığında oldukça yüksek katalitik performans göstermekte ve 

CLEA aktiviteleri 2188.1 – 2278.9 U/g CLEA arasında değiĢmektedir. 

 

  

3.3.2  Candida antarctica lipaz B enzimi 

 

TaĢıyıcısız enzim immobilizasyon sürecinde 10 MPa ve 40 
o
C koĢullarında scCO2 

ortamında ön iĢlem görmüĢ CRL enzimleri ve ön iĢlem görmemiĢ CRL enzimi ile 

oluĢturulan CLEA’larının immobilizasyon sürecinde oluĢturulan biyokatalizör 

sistemlerinin katalitik aktivitelerine; 

i.     BaĢlangıç enzim deriĢimi 

ii. Gluteraldehit deriĢim 

iii. Amonyum sülfat deriĢimi 

iv. Proteik feeder ajan türü ver deriĢimi  

v. Yüzey aktif maddesi Triton-X100 deriĢimi  

gibi ortam bileĢimi ve deriĢimi sistematik biçimde araĢtırılmıĢtır. CALB enziminin 

yüksek birim fiyatı ve proje bütçesindeki darboğazlar nedeniyle Bölüm 3.2.1’de CRL 

enzimi için belirlenen en uygun ortam bileĢimi ve deriĢimindeki koĢullar kullanılmıĢtır.  
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Bu koĢullarda 10 MPa ve 40 
o
C’de scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ CALB enzimleri 

ve ön iĢlem görmemiĢ CALB enzimi ile oluĢturulan CLEA’larının immobilizasyon 

sürecinde oluĢturulan biyokatalizör sistemlerin aktivitelerindeki değiĢimler ġekil 3.25’de 

gösterilmiĢtir. 

 

pH=7.2 olan 0.1 M fosfat tamponunda 10 MPa ve 40 
o
C’de scCO2 ortamında ön 

iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CALB enzimlerinin baĢlangıç enzim deriĢiminin 150 mg/mL, 

amonyum sülfat deriĢiminde 600 mg/mL ve gluteraldehit deriĢiminin 40 µL/mL olduğu 

koĢullarda gerçekleĢtirilen taĢıyıcısız immobilizasyon sürecinde ön iĢlem görmemiĢ 

CLEA aktivitelerinin daha yüksek olduğu görülmektedir (ġekil 3.25 A). scCO2 ortamında 

ön iĢlem görmemiĢ ve görmüĢ CALB enzimlerinin katalitik aktiviteleri sırasıyla;                

5734 U/g CLEA ve 3604.6 U/g CLEA olarak saptanmıĢtır.   

 

Proteik feeder ajan türünün aktivite üzerine etkisi incelendiğinde ise BSA deriĢimin 

3.33 mg/mL olduğu koĢullarda hem scCO2 ortamında ön iĢlem görmemiĢ hem de görmüĢ 

CALB enzimlerinin katalitik aktivitelerinde oldukça yüksek düĢüĢler gerçekleĢmiĢtir           

(ġekil 3.25 B). scCO2 ortamında ön iĢlem görmemiĢ ve görmüĢ CALB enzimlerinin 

katalitik aktiviteleri sırasıyla; 1515.0 U/g CLEA ve 1123.7 U/g CLEA olarak 

saptanmıĢtır.  Benzer değiĢimler proteik feeder ajan lizin deriĢimin 1.67 mg/mL olduğu 

koĢullarda hem scCO2 ortamında ön iĢlem görmemiĢ hem de görmüĢ CALB enzimlerinin 

katalitik aktivitelerinde gerçeklemiĢtir  (ġekil 3.25 C).  Bu koĢullarda scCO2 ortamında 

ön iĢlem görmemiĢ ve görmüĢ CALB enzimlerinin katalitik aktiviteleri sırasıyla;             

1076.6 U/g CLEA ve 1402.5 U/g CLEA olarak saptanmıĢtır. CALB enzimleri için 

baĢlangıç enzim deriĢiminin 150 mg/mL, amonyum sülfat deriĢiminde 600 mg/mL ve 

gluteraldehit deriĢiminin 40 µL/mL olduğu koĢullarda hazırlanan CLEA’larının katalitik 

aktivitelerine proteik feeder ajan türü ve deriĢiminin CBSA=3.33 mg/mL ve                  

CLizin=1.67 mg/mL olduğu koĢulların immobilizasyon sürecindeki katalitik açıdan aktif 

konumlarının korunamadığı görülmektedir. 
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ġekil 3.25 scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CALB enzimleri ile 

hazırlanan CLEA’ların enzim aktivitesine ortam bileĢimleri etkisi 

 

A) CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, CGA=40 µL/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat 

tamponu 

B) CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, CGA=40 µL/mL, CBSA=3.33 mg/mL, 

pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu 

C) CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, CGA=40 µL/mL, CLizin=1.67 mg/mL, 

pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu 

D) CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, CGA=40 µL/mL, CTrito X100=1.67 µL/mL, 

pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu 

E) CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, CGA=40 µL/mL, CBSA=3.33 mg/mL, 

CTriton X100=4 µL/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu 

F) CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, CGA=40 µL/mL, CLizin=1.67 mg/mL, 

CTriton X100=3.33 µL/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu 

 

 

 

 



 

80 

 

Yüzey aktif maddesi Triton X-100’ün CALB enziminden yola çıkılarak hazırlanan 

CLEA’ların katalitik aktivitesine etkisi,  proteik feeder ajanın  hem BSA (ġekil 3.25 D) 

hem de  lizin (ġekil 3.235 F) varlığında ve proteik feeder ajanın bulunmadığı durumda;  

baĢlangıç enzim deriĢiminin 150 mg/mL, amonyum sülfat deriĢimi 600 mg/mL ve 

gluteraldehit deriĢiminin 40 µL/mL olduğu koĢullarda (ġekil 3.25 D)  incelenmiĢtir. 

Ġmmobilizasyon ortamına proteik feeder ajan katkısının olmadığı durumda 

immobilizasyon sürecinde çapraz bağlama öncesi serbest enzim moleküllerinin Triton                

X-100 ile ön iĢlem görmesi scCO2 ile ön iĢlem görmemiĢ CALB enzimlerinden 

hazırlanan CLEA aktivitelerinin arttırmasına karĢın scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ CALB 

enzimlerinden hazırlanan CLEA aktivitelerini azaltmıĢtır. Bu çalıĢmada CALB 

enzimlerinden  hazırlanan en yüksek CLEA aktivitesi scCO2 ortamında ön iĢlem 

görmemiĢ CALB enzimlerinin; CEo=150 mg/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL,                             

CGA=40 µL/mL, ve CTriton X100=1.67 µL/mL koĢullarında hazırlanan CLEA’larında elde 

edilmiĢ ve biyokatalizör aktivitesi 7555 U/g CLEA olarak belirlenmiĢtir.  Aynı koĢullarda 

scCO2  ile ön iĢlem görmüĢ CALB enzimleri ile hazırlanan CLEA aktiviteleri ise yaklaĢık 

2.5 kat daha küçük olup aktivite değeri 2972.4 U/g CLEA’dır. TaĢıyıcısız enzim 

immobilizasyon sürecinde scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CALB 

enzimlerinin agregat oluĢumu ve çapraz bağlama iĢlemi öncesi yüzey aktif maddesi 

Triton X-100 ile etkileĢiminin olduğu koĢullarda immobilizasyon ortamına proteik feeder 

ajan BSA ve lizin deriĢiminin CBSA=3.33 mg/mL ve CLizin=1.67 mg/mL olduğu durumda 

gerçekleĢtirilen immobilizasyon sürecinde CLEA aktivitelerinde önemli düĢüĢler 

görülmektedir (ġekil 3.25 E ve F). Ancak Triton X-100 ve proteik feeder ajan katkısı ile  

gerçekleĢtirilen CLEA aktivitelerinin Triton X-100 eklenmemiĢ duruma kıyasla daha 

yüksek olduğu görülmektedir.  
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4  SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 

 

 

Çapraz bağlı enzim agregatları (cross-linked enzyme aggregates, CLEA), 

enzimatik üretim proseslerinde serbest ya da immobilize enzim kullanımındaki 

darboğazların çözümü için son yıllarda geliĢtirilen yeni bir immobilizasyon yöntemidir. 

CLEA’ları diğer taĢıyıcısız enzim immobilizasyon yöntemlerine göre alternatif ve yeni 

ortaya çıkmıĢ bir yöntem olmasına karĢın;  enzim agregatlarının boyutunun herhangi bir 

difüzyon kısıtlamasına gitmeden nasıl kontrol edilebileceği, enzim konformasyonunun 

nasıl daha esnek hale getirilebileceği ve enzim aktivitesi ve seçiciliğinin agregasyon 

koĢullarının farklılaĢtırılması ile nasıl ayarlanabileceği gibi darboğazların aydınlatılması 

gerekmektedir. Enzimatik sentezlerde çözücü ortamlarına alternatif olarak scCO2’in 

kullanılması enzimlerin bölgesel ve stereo seçimli özeliklerini artırılabilmektedir.  

Sıcaklık ve basınç gibi biyoproses parametrelerindeki küçük değiĢimler süperkritik 

akıĢkanların fizikokimyasal özelliklerini önemli ölçüde etkilemektedir. Enzimlerin mikro 

çevresindeki bu değiĢimler biyokatalizörlerin katalitik aktivite ve yapısal kararlılığını da 

etkiler.  Yüksek lisans tez projesinin temel amacı, yaygın uygulamalar için katalitik 

açıdan oldukça aktif ve yeniden kullanılabilir CLEA’ların tasarımına yönelik esnek bir 

teknoloji platformu oluĢturmaktır. Bu amaç doğrultusunda scCO2 ortamında ön iĢlem 

gören enzimlerin CLEA iĢlemleri öncesi katalitik performansının geliĢtirilmesi 

hedeflenmiĢtir.  Model enzim olarak Candida rugosa lipazı  (CRL)  ve Candida 

antarctica lipazı B (CALB) kullanılmıĢtır.   

 

scCO2’in hem katı toz formuna hem de pH’ ı 7.5 olan 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 

tampon sistemindeki serbest formuna sıcaklık ve basınç etkisi incelenmiĢtir. 31-60 
o
C ve 

7.38-40 MPa aralığındaki koĢullarda gerçekleĢtirilen iĢlemlerin enzim aktivitesine etkisi 

araĢtırılmıĢtır. 15 dakika süreyle hem katı hem de  sulu sistemdeki serbest enzim 

aktivitesine sıcaklık ve basınç etkisi sistematik biçimde araĢtırılmıĢtır. Katı formdaki 

CRL enzimlerinin scCO2 ön iĢlemi sonucu geniĢ bir sıcaklık ve basınç aralığında enzimn 
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katalitik aktivite kaybettiği saptanmıĢtır. Ancak CRL enzimin sulu sistemlerine doğrudan 

scCO2 uygulaması yapıldığında enzim aktivitelerinin geniĢ bir sıcaklık ve basınç 

aralığında arttığı saptanmıĢtır.  

  

CRL enzimlerinden hazırlanacak olan CLEA formundaki biyokatalizör sistemlerin 

katalitik performanslarını geliĢtirmek ve en yüksek immobilizasyon etkinliğine ulaĢmak 

için ön iĢlem koĢulları 40 
o
C ve 10 MPa olarak seçilmiĢtir.  Katı formdaki enzimlerin 

CLEA iĢlemleri öncesi scCO2 ortamında 40 
o
C ve 10 MPa koĢullarında 15 dakika süreyle 

basınç denatürasyonuna maruz bırakılması sonucu oluĢturulan CLEA’ların katalitik 

aktivitelerinde ön iĢlem görmemiĢ enzimlerin katalitik aktivitelerine kıyasla önemli 

artıĢlar sağlanmıĢtır. Çizelge 4.1’de scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL 

enziminden hazırlanan CLEA’larında ulaĢılan en yüksek aktivite değerinin sağladığı 

koĢullar ve bu koĢullardaki  % aktivite artıĢ oranları ile scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ 

enzimlerden sentezlenen CLEA’larının ticari CLEA’lara göre % aktivite artıĢ 

oranlarındaki değiĢimler gösterilmiĢtir. CRL enzimlerinin CLEA aktivitelerine; 

 

 BaĢlangıç enzim deriĢimi  (CEo=50-200 mg/mL), 

 Gluteraldehit deriĢimi (CGA=26.7-100 µL/mL)  

  Amonyum sülfat deriĢiminin  (C(NH4)2SO4=500-800 mg/mL)  

 

gibi temel ortam bileĢimlerini etkisi sistematik biçimde araĢtırılmıĢtır.  

 

 scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ enzimlerden hazırlanan CLEA’ların 

katalitik aktivitelerine etki eden baĢlangıç enzim deriĢimi, bifonksiyonel çapraz bağlayıcı 

ajan deriĢimi ve presipitasyon ajan deriĢiminin etkisi incelendiğinde hem en yüksek 

katalitik aktivite  değerine; CEo=150 mg/mL, CGA=40 µL/mL ve C(NH4)2SO4=600 mg/mL 

olarak belirlenen koĢullarda scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ CLEA’larında ulaĢılmıĢtır. 

Belirtilen bu koĢullarda scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CRL enzimlerinden 

hazırlanan CLEA aktiviteleri sırasıyla 708.1 U/g CLEA ve 307.8 U/g CLEA’dır.  Ön 

iĢlem görmemiĢ CRL enzimlerinden hazırlanan CLEA formundaki biyokatalizör 
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sistemlerine göre enzimin scCO2 ile ön iĢlem görmesi sonucu katalitik aktivite %130.1 

oranında artıĢ sağlanmıĢtır. Ancak 1076.4 U/g CLEA olarak saptanan ve ticari olarak 

kullanılan CRL enzimlerini CLEA formudaki katalitik aktivite değerine kıyasla bu 

çalıĢmada sentezlenen CLEA aktivitelerinin düĢük kaldığı görülmektedir.  

 

Süreli yayın literatüründe CLEA formunda hazırlanan enzimlerin katalitik 

aktivitesi ve stabilitesini arttırmaya yönelik çalıĢmalara değiĢik proteik feeder ajan 

türünün etkisi incelenmiĢ ve bu bağlamda önemli geliĢmeler kaydedilmiĢtir. Bu çalıĢmada 

da, CLEA aktiviteleri üzerine 0.88-16.67 mg/mL deriĢim aralığında proteik feeder ajan 

bovin serum albümin (BSA) ve lizinin  etkisi incelenmiĢtir. CEo=150 mg/mL, CGA=40 

µL/mL ve C(NH4)2SO4=600 mg/mL koĢullarında CLEA hazırlama iĢlemi öncesi enzim 

çözeltisine CBSA=3.33 mg/mL deriĢiminde BSA eklenmesi ya da CLizin=1.67 mg/mL 

deriĢiminde lizin eklenmesi sonucu hem scCO2 ile öne iĢlem görmüĢ hemde görmemiĢ 

CRL enzimlerinden hazırlanan CLEA aktivitelerinde önemli artıĢlar sağlanmıĢtır. 

Belirtilen koĢullarda BSA katkısının olduğu durumda ulaĢılan CLEA aktiviteleri scCO2 

ile ön iĢlem görmemiĢ biyokatalizör sistemleri için 924.4 U/g CLEA iken, enzimin scCO2 

ile ön iĢlem görmesi katalitik aktiviteyi %35.3 oranında arttırarak 1250.8 U/g CLEA 

değerine ulaĢtırmıĢtır.  scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ CRL enzimlerinden sentezlenen CLEA 

aktivitelerinin ticari olarak üretilen CLEA aktivitesinde %13.9 daha yüksek olduğu 

belirlenmiĢtir.   CEo=150 mg/mL, CGA=40 µL/mL ve C(NH4)2SO4=600 mg/mL koĢullarında 

immobilizasyon iĢleminde enzim çözeltisine CLizin=1.67 mg/mL deriĢiminde lizin 

eklenmesi sonucu ulaĢılan katalitik aktivitelerin ticari olarak üretilen CLEA 

aktivitelerinden daha yüksek olduğu saptanmıĢtır.  Belirtilen koĢullarda lizin katkısının 

olduğu durumda ulaĢılan CLEA aktiviteleri scCO2 ile ön iĢlem görmemiĢ biyokatalizör 

sistemleri için 1192.8 U/g CLEA iken, enzimin scCO2 ile ön iĢlem görmesi katalitik 

aktiviteyi %6.5 oranında artarak 1270.2 U/g CLEA değerine ulaĢtırmıĢtır. scCO2 ile ön 

iĢlem görmüĢ CRL enzimlerinden sentezlenen CLEA aktivitelerinin ticari olarak üretilen 

CLEA aktivitesinde %15.3 daha yüksek olduğu belirlenmiĢtir. 
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Çizelge 4.1  scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ Candida rugosa lipaz enziminden hazırlanan CLEA’larında 

ulaĢılan en yüksek aktivite değerinin sağladığı koĢullarda % aktivite artıĢ oranları ve scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ 

enzimlerden sentezlenen CLEA’larının ticari CLEA’lara göre % aktivite artıĢ oranları 

 

 

Proteik Feeder Sürfaktant CLEA Aktivitesi  (U/g CLEA) 

scCO2 ile ön iĢlem 

görmemiĢ CLEA’lara 

göre  

% Aktivite artıĢı 

 

CEo 

(mg/mL) 

 

CGA 

(µL/mL) 

 

 

C(NH4)2PO4 

(mg/mL) 

 

CBSA 

(mg/mL) 

 

CLizin 

(mg/mL) 

 

CTriton X100 

(µL/mL) 

 

scCO2 ile 

ön iĢlem 

görmüĢ 

CRL 

scCO2 ile 

ön iĢlem 

görmemiĢ 

CRL 

 

Ticari 

CLEA 

scCO2 ile 

ön iĢlem 

görmemiĢ 

enzime göre 

Ticari 

enzime 

göre 

        1076.4   

150 40 700    708.1 307.8  130.1 -52.0 

150 40 600    709.6 591.1  20.0 -51.7 

150 40 600 3.3   1250.8 924.4  35.3 13.9 

150 40 600  1.67  1270.2 1192.8  6.5 15.3 

150 40 600 3.3  1.67 2028.8 1871.5  8.4 46.9 

150 40 600  1.67 3.33 2278.9 1718.2  32.6 52.8 
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Gluteraldehit ile çapraz bağlama iĢleminde enzimin mikroçevresindeki reaktif 

grupların bir yüzey aktif madde ile çevrelenerek aĢırı çapraz bağlanmanın önüne 

geçilmesi sonucu CRL’enzimlerinden oluĢturulan CLEA formundaki katalizörlerin 

katalitik aktivitelerinde artıĢ sağlanması amacıyla; 1.67-4 µL/mL deriĢim aralığında 

Triton X-100’ün CLEa aktivitelerine etkisi incelenmiĢtir. CLEA hazırlama sürecinden 

önce scCO2 ile ön iĢlem görmüĢ CRL enzimleri kullanılarak; CEo=150 mg/mL, CGA=40 

µL/mL,   C(NH4)2SO4=600 mg/mL, CLysine=1.67 mg/mL and CTriton X100= 3.33µL/mL 

koĢullarında gerçekleĢtirilen immobilizasyon süreçlerinde 2278.9 U/g CLEA olarak 

belirlenen maksimum CLEA aktivitesine ulaĢılmıĢtır. Ticari olarak üretilen CRL 

enziminin CLEA aktivitesine göre elde edilen bu aktivite değeri yaklaĢık 2.2 kat daha 

fazladır. Konvansiyonel CLEA hazırlama yöntemi kullanılarak; CEo=150 mg/mL, 

CGA=40 µL/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, CLysine=1.67 mg/mL ve CTriton X100= µL/mL 

koĢullarında elde edilen maksimum CLEA aktivitesi ise 1718.2 U/g CLEA değerine 

ulaĢmıĢtır.  CLEA aktivitesi en uygun proteik feeder ajan BSA ve lizin deriĢimlerinde 

immobilizasyon öncesi enzim çözeltisine yüzey aktif maddesi Triton X-100 eklenmesi 

sonucu katalitik aktivite üzerine olumlu sonuçlar vermiĢtir.  Ticari olarak üretilen CRL 

enzimlerinden hazırlanmıĢ CLEA aktivitesine göre scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ 

CRL enzimlerinden hazırlanan CLEA aktivitelerindeki artıĢ;  CEo=150 mg/mL, CGA=40 

µL/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, CBSA=3.33 mg/mL and CTriton X100=1.673µL/mL 

koĢullarında %46.9 iken, CEo=150 mg/mL, CGA=40 µL/mL, C(NH4)2SO4=600 mg/mL, 

CLysine=1.67 mg/mL and CTriton X100= 3.33µL/mL koĢullarında %52.8 olmuĢtur.  

 

scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ CALB enziminden hazırlanan 

CLEA’larında ulaĢılan en yüksek aktivite değerinin sağladığı koĢullar ve bu koĢullardaki  

% aktivite artıĢ oranlarındaki değiĢimler Çizelge 4.2’de gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmada,               

40 
o
C ve 10 MPa koĢullarındaki scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ CALB enzimleri ile 

hazırlanan CLEA’ların katalitik aktivitesinde önemli bir artıĢ kaydedilmemiĢtir. CALB 

enzimlerinin birim fiyatlarının çok yüksek olması ve proje bütçesindeki ekonomik 

darboğazlar nedeniyle scCO2’in farklı sıcaklık ve basınç aralığında immobilizasyon 

öncesi CALB enzimlerine scCO2’in ön iĢlem koĢullarının CLEA aktivitesine etkisi 
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araĢtırılamamıĢtır. Bu sürecin daha ayrıntılı biçimde ele alınması sonucu CRL 

enzimlerinde beklenen aktivite artıĢlarının CALB enzimlerinde de olabileceği 

düĢünülmektedir. 
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Çizelge 4.2  scCO2 ortamında ön iĢlem görmüĢ ve görmemiĢ Candida antarctica lipazı B enziminden hazırlanan CLEA’larında 

ulaĢılan en yüksek aktivite değerinin sağladığı koĢullarda % aktivite artıĢ oranları  

 

 

  

Proteik Feeder 

 

Sürfaktant CLEA Aktivitesi  (U/g CLEA) 
scCO2 ile ön iĢlem 

görmemiĢ  

CLEA’lara göre  

% Aktivite artıĢı 

 

CEo 

(mg/mL) 

 

CGA 

(µL/mL) 

 

 

C(NH4)2PO4 

(mg/mL) 

 

CBSA 

(mg/mL) 

 

CLizin 

(mg/mL) 

 

CTriton X100 

(µL/mL) 

 

scCO2 ile ön 

iĢlem görmüĢ  

CAL B 

scCO2 ile ön iĢlem 

görmemiĢ  

CAL B 

150 40 600    3604.6 5734.0 - 59.1 

150 40 600 3.33   1123.7 1515.0 -34.8 

150 40 600  1.67  1076.6 1402.5 -30.3 

150 40 600   1.67 2972.4 7555.1 -154.2 

150 40 600 3.33  4.00 3242.7 1639.2 49.5 

150 40 600  1.67 3.33 2231.9 1383.0 38.1 
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