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OZET
SUPERKRITIK CO, ile ON iISLEM GORMUS
Candida rugosa ve Candida antarctica LIPAZ ENZIMLERININ
CAPRAZ BAGLI ENZIiM AGREGATLARI
DERYA DINCYUREK
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Dog¢.Dr. Ugur SALGIN
2011, 91 sayfa

Capraz bagli enzim agregatlari (cross-linked enzyme aggregates, CLEA), enzimatik
tiretim proseslerinde serbest ya da immobilize enzim kullanimindaki darbogazlarin ¢6ziimii igin
son yillarda gelistirilen yeni bir immobilizasyon yontemidir. CLEA’lar1 diger tasiyicisiz enzim
immobilizasyon yOntemlerine gore alternatif ve yeni ortaya ¢ikmis bir yontem olasina karsin;
enzim agregatlarinin boyutunun herhangi bir diflizyon kisitlamasma gitmeden nasil kontrol
edilebilecegi, enzim konformasyonunun nasil daha esnek hale getirilebilecegi ve enzim aktivitesi
ve seciciliginin agregasyon kosullarinin farklilagtirllmas: ile nasil ayarlanabilecegi gibi
darbogazlarin aydinlatilmasi gerekmektedir. Enzimatik sentezlerde ¢oziicii ortamlarina alternatif
olarak stiperkritik CO, (5cCO,)’in kullanilmas: enzimlerin bolgesel ve stereo se¢imli 6zeliklerini
artirilabilmektedir.  Sicaklik ve basing gibi biyoproses parametrelerindeki kiigiik degisimler
siiperkritik akiskanlarin fizikokimyasal o6zelliklerini dnemli 6l¢iide etkilemektedir. Enzimlerin
mikro ¢evresindeki bu degisimler biyokatalizorlerin katalitik aktivite ve yapisal kararliligini da
etkiler. Yiiksek lisans tez projesinin temel amaci yaygin uygulamalar i¢in katalitik agidan
olduk¢a aktif ve yeniden kullanilabilir CLEA’larmin tasarimina yonelik esnek bir teknoloji
platformu olusturmaktir. Bu ama¢ dogrultusunda scCO, ortaminda 6n islem goéren enzimlerin
CLEA islemleri oncesi katalitik performansinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu calismada,
model enzim olarak Candida rugosa lipazi (CRL) ve Candida antarctica lipaz: B (CALB)
kullanilmistir. scCO; ’in sicaklik ve basing kosullari sirasiyla 31-60 °C ve 7.38-40 MPa araliginda
degistirilmistir. CLEA’larm katalitik performanslarimi gelistirmek ve en yiliksek immobilizasyon
etkinligine ulasmak igin &n islem kosullar1 40 °C ve 10 MPa olarak segilmisti. CLEA
islemlerinde scCO, ortaminda 15 min siireyle 6n islem gormiis ve gérmemis CRL ve CALB
enzimleri kullanilmistir. CLEA aktivitelerine baglangi¢ enzim derisimi (Cg,=50-200 mg/mL),
gluteraldehit derisimi (Cga=26.7-100 uL/mL) ve amonyum siilfat derisiminin (Cnna)2s04=500-
800 mg/mL) etkisi arastirilmistir. Bunun yani sira CLEA aktiviteleri lizerine proteik feeder olarak
bovin serum albiimin (BSA) ve lizin, ve Triton X-100 katkis1 da incelenmistir. BSA derisimi
(Cgsa) ve lizin derisimi  (Cpizn) 0.88-16.67 mg/mL araliginda ve Triton X-100 derisimi ise
(Crriton x100) 1.67-4 uL/mL araliginda degistirilmistir. CLEA hazirlama siirecinden 6nce scCO; ile
on islem gormis CRL enzimleri kullanilarak; Cg=150 mg/mL, Cga=40 pL/mL,
CNha)2s04=600 mg/mL, Cyysine=1.67 mg/mL and Cryiton x100= pL/mL kosullarinda gerceklestirilen
immobilizasyon siireclerinde 2278.9 U/g CLEA olarak belirlenen maksimum CLEA aktivitesine
ulasilmistir. Ticari olarak iiretilen CRL enziminin CLEA aktivitesine gore elde edilen bu aktivite
degeri yaklagik 2.2 kat daha fazladir. Konvansiyonel CLEA hazirlama yontemi kullanilarak;
CE0:150 mg/mL, CGA:40 uL/mL, C(NH4)2504:600 mg/mL, CLysine:1-67 mg/mL ve
Crriton x100=3.33 pL/mL kosullarinda elde edilen maksimum CLEA aktivitesi ise 1718.2 U/g
CLEA degerine ulasmustir. Ancak 40 °C ve 40 MPa kosullarindaki scCO, ortaminda 6n islem
gomiis CALB enzimleri ile hazirlanan CLEA’larin Kkatalitik aktivitesinde Oonemli bir artis
olmamustir.

Anahtar kelimeler: Tasiyicisiz enzim immobilizasyonu, Capraz bagli enzim agregatlari,
Candida rugosa lipazi, Candida antarctica lipazi, Enzim, Siiperkritik CO,



ABSTRACT
CROSS LINKED ENZYME AGGRAGATES

of Candida rugosa and Candida antarctica
PRETREATMENT with SUPERCRITICAL CO,
DERYA DINCYUREK
Master of Science Thesis, Department of Chemical Engineering
Supervisor : Assoc.Prof.Dr. Ugur 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 CO, (scCO;) 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 scCO, 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 CLEASs for broad applications. For
this purpose, we are aim to enhance the catalytic performance of enzyme which treated with
scCO, 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 scCO, were varied 31-60 °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 °C and 10 MPa. CRL and CALB were exposed in
neither in scCO, medium for 15 min or not before the CLEA preparation process. The effect of
initial enzyme concentration (Cg,=50-200 mg/mL), glutaraldehyde concentration (Cga=26.7-100
uL/mL), ammonium sulphate concentration (Cnnasos=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 (Cgsp) and
lysine concentration (Cyysine) Varied from 0.88-16.67 mg/mL, and also Triton X-100 concentration
(Crriton x100) Varied from 1.67-4 uL/mL. The maximum CLEA activity for CRL enzyme reached to
2278.9 U/g CLEA at CEO=15O mg/mL, CGA:4O }J,L/I’IlL, C(NH4)2504:600 mg/mL,
Clysine=1.67 mg/mL and Cryiton x100= pL/mL when CRL enzyme exposed to scCO, 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
CE0:150 mg/mL, CGA:40 uL/mL, C(NH4)2504=600 mg/mL, CLysine=1-67 mg/mL and
Crriton x100=3.33 puL/mL. However, CLEA activities for CALB enzyme did not show a significant
increase when the enzyme exposed to scCO, medium at 40 °C and 10 MPa.

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



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim siiresince bilgi ve tecriibelerinden sinirsizca yaralandigim
ve bu suretle her zaman akademik gelismeme katkida bulunan, ¢alismalarimda bir yol
haritas1 olusturmam ve sonuca basarili bir sekilde ulasmam icin bana 151k tutan degerli
danisman hocam Sayin Dog¢.Dr. Ugur SALGIN’a c¢ok tesekkiir ederim. Deneysel
sonuglarimin yorumlanmasinda ve bazi dar bogazlarin asilmasinda verdigi fikirlerle

calismalarima destek olan hocam Dog¢.Dr. Sema SALGIN’a ¢ok tesekkiir ederim.

Calismalarim boyunca benden yardimlarini esirgemeyen arastirma grubumuzun
tiyeleri degerli arkadaslarim yiiksek lisans dgrencileri; Hasan APTIS, Seda BAHADIR,
Cumhur TEMURER, Nagihan SOYER ve Omer ALTINSOY ’a ¢ok tesekkiir ederim.

Beni bu giinlere getiren, benden maddi manevi destegini esirgemeyen cok
sevdigim aileme Ozellikle her yaptigim iste fikirlerini aldigim annem Meliha EKEN ve
cok sevgili Abim Omer DINCYUREK ’e ve sevgili babam Ferruh Cem DINCYUREK ’e

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

“Siiperkritik CO, ile On Islem Gérmiis Candida rugosa ve Candida antarctica
Lipaz Enzimlerinin Capraz Bagli Enzim Agregatlar1” konulu Yiiksek Lisans Tez Projemi,
CUBAP M-403 nolu proje destekleyen Cumhuriyet Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Birimi’ne ayrica tesekkiir ederim.

Derya DINCYUREK
12/02/2011
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reaksiyon koordinat diyagrami
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Tastyicisiz enzim immobilizasyon siiregleri
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1 GIRIS

Enzimler canl hiicrelerde sentezlenen ve organizmadaki tiim reaksiyonlarin iliml
kosullarda gerceklesmesini saglayan biyolojik katalizatorlerdir. Uygun kosullar altinda

katalitik performanslarini dogal ortamlarinin disinda da gésterebilen enzimler;

i) ileri derecede substrat spesifikligine sahip olmalarindan dolay: istenmeyen yan
riinlerin olusumunu engellemesi,
i) katalizledigi reaksiyonlarda yiiksek tiriin verimliligi saglamasi ve

iii) stereospesifik reaksiyonlar: katalizleyebilmesi

gibi reaksiyon miihendisligi uygulamalarinda kimyasal katalizorler gore biiyiik avantaj
saglamaktadir. Ayrica 1limh kosullarda gerceklesen enzimatik sentezler ile isletme
maliyeti azaltilmakta ve ekolojik problemlerin olusumu 6nlenmektedir (Batista-Viera ve

Brena, 2006)

Kimya ve biyokimya endiistrisi basta olmak iizere biyoteknolojik proseslerin yer
aldig1 bircok sektorlerde enzimler yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Endiistriyel
uygulamalarda serbest enzimlerin katalitik aktivitesini kaybetmeden geri kazanilmas: ya
¢ok zordur ya da hi¢ mimkiin degildir. Ayn1 zamanda, serbest enzimlerin reaksiyon
ortamindan istenilen anda uzaklastirilmasinda karsilagilan darbogazlar nedeniyle
kimyasal ya da biyokimyasal sentezlerin kontroliinii zorlastirir (Guisan, 2006). Cok
yaygin kullanim alanina sahip olan enzimlerin, miithendislik uygulamalarinda karsilasilan
darbogazlarin ¢6zliimii i¢in gelistirilen en 6nemli ¢6ziim yontemlerinden biri enzimlerin
immobilizasyonudur. Immobilizasyon; suda ¢dziinen ve cozeltide serbest hareket
edebilen enzim molekiillerin, suda ¢6ziinmeyen reaktif polimer tasiyiciya kovalent
baglanarak, yine suda ¢dziinmeyen yiizey aktif tagiyicilarda adsorplanarak bifonksiyonel
reaktifler ile capraz baglanarak ve polimer matriste yar1 gecirgen membran veya

mikrokapstillerde tutuklanarak hareketinin sinirlandirilmasi olay1 olarak tanimlanabilir

1



(Topgular, 2006). Enzim immobilizasyonu ilk olarak siirekli sistemlerde enzim
kullannmin1 saglamak igin gelistirilmistir. Bunun yanisira, tepkime ortamindan etkin
bi¢imde uzaklastirilabilmesi sonucu hem prosesin kontrolii kolaylastirilabilmekte hem de
enzimlerin geri kazanimi ile tekrar kullanimi saglanabilmektedir. Ayrica enzimlerin
immobilizasyon ile katalitik aktivitesi, segiciligi ve stabilitesi de arttirilabilmektedir

(Mateo vd., 2003).

Serbest enzimlerle kiyaslandiginda immobilize formdaki enzimlerle;

1) reaksiyon ortamindan kolayca uzaklastirilabilmesi saglanmakta,

i) tepkime iriiniiniin enzim atig1 icermesi onlenebilmekte,

iii) biyoproses kosullarina kars1 dayanim arttirilabilmekte,

IV) uzun siire reaksiyon ortamlarinda yeniden kullanilabilirligi arttirilabilmekte,

V) seri ve paralel reaksiyonlarin yer alacagi biyokatalitik reaktor sistemlerin
gelistirilmesiyle hem {irlin  se¢imlili§i hem de verimliligin kontrolii
saglanabilmekte,

vi) dogal enzimlere kiyasla kararliliklart gelistirilebilmekte,

vii) bazi durumlarda serbest enzimlere kiyasla daha yiiksek aktivite

gosterebilmektedir.

Ayrica bazi enzimlerin immobilize edilmesi sonucu otokatalizi yani kendini parcalama

olasilig1 da azaltilabilmektedir (Telefoncu, 1997).

Enzimlerin immobilizasyonu stireci ilk olarak 20. ylizyilin ikinci yarisinda
baglamistir. Son 60 yildir enzimlerin immobilizasyonu siirecinde birgok tasiyici sistemi
enzim immobilizasyon yontemlerinde gelistirilmistir. Bu siiregte, mikrokiire, membran,
film, kapstil gibi degisik immobilizasyon sistemleri tasiyict yani destek maddeleri olarak
kullanilmigtir. Bu destek maddeleri dogal, yar1 sentetik ya da sentetik polimerler ya da
biyopolimerlerden olusmaktadir. Tasiyict destek maddelerinin kullanilmasindaki temel

amag;



1) enzimin siv1 (su ya da organik bir bilesik) tepkime ortaminda ¢6ziinmez duruma
getirmek
il) tasiyiciya baglanmis enzimin ortam kosullarina kars1 dayanikliligini artirmak ve

Iii) enzimin tepkime ortamindan ayrilmasini kolaylagtirmaktir(Sheldon vd., 2006).

Tasiyicili  immobilizasyon sistemlerinde, destek maddesi olarak kullanilan
materyalin katalitik olmayan kiitlesi, immobilize enzim formundaki biyokatalizoriin
katalitik aktivitesinde azalmaya neden olur. Immobilizasyon islemi sonunda elde edilen
biyokatalizoriin birim kiitlesi bagina enzim miktarinin arttirtlmasi—yani daha fazla enzim
yiiklemesinin yapilmasi-biyokatalizoriin katalitik aktivitesinde serbest enzime gore

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

Son yillarda, yukarida belirtilen bu darbogazlarin ¢6ziimii igin tasiyicisiz enzim
immobilizasyonu ve tasiyicisiz enzim immobilizasyon sistemlerinin gelistirilmesine
yonelik bilimsel ¢aligmalar, hem siireli yayin literatiiriinde hem de patent literatiiriinde
genis yer almaktadir. Tasiyicisiz enzim immobilizasyon islemine yonelik ilk calisma
1960 yillarinda serbest enzimlerdeki —NH; gruplart ile ¢apraz baglayic1 ajan
gluteraldehitin ~ —CHO gruplarinin  birbirleriyle =~ kovalent  baglanmasiyla
gerceklestirilmigtir.  Cozlinmils enzim molekiillerinin uygun capraz baglayict ile
birbirlerine baglanarak gergeklestirilen immobilizasyon ydnteminde molekiiller arasi
capraz baglanmanin, aktiviteyi, mekanik dayanimi ve verimi azalttigi saptanmistir.
Karsilagilan bu darbogazlarin ¢oziimiine yonelik capraz bagh enzim kristalleri (CLEC:
cross-linked enzyme crystals) seklinde gergeklestirilen immobilizasyon yontemi ile ilgili
caligmalar ilk olarak Quiocho ve Richards tarafindan 1964 yilinda gergeklestirilmistir.
Capraz baglayici ajan olarak gluteraldehitin kullanildigi bu ¢alismadaki immobilizasyon
yontemi boyut kontroliinde karsilasilan problemler ve yiiksek saflikta kristal formunda
enzim gereksinimi, immobilizasyon yonteminin temel dezavantajlart arasindadir.
Enzimlerin immobilizasyonunda karsilagilan bu darbogazlarin ¢6ziimii i¢in ¢apraz baglh

enzim agregatlar1 (CLEA: cross-linked enzyme aggregates) bigimindeki enzim



immobilizasyon yontemi gelistirilmeye baslanmistir. Son yillarda CLEA formunda

gerceklestirilen enzim immobilizasyon yontemi ise 6zel ilgi gérmektedir(Sheldon, 2007).

Bu immobilizasyon yonteminde, Sekil 1.1° de gosterildigi gibi ¢oziinmiis enzim
molekiilleri arasindaki uzaklik, uygun bir presipitasyon ajani yardimi ile siklastirilarak
agregat olusumunun saglanmasi ve uygun bir ¢apraz baglayici ajan yardimi ile agregat

formundaki enzimlerin birbirleriyle kovalent baglanmasi siirecini kapsamaktadir.

’ “ “ Presipitasyon Capraz
‘ ’ ajani bagla‘f 1Ic1ajan
Enzim cozeltisi Agregatolusumu CLEA

Sekil 1.1 Capraz bagli enzim agregatlar1 bicimindeki tasiyicisiz enzim immobilizasyonu
(Sheldon, 2007)

Stireli yayin literatiiriinde, capraz bagli enzim agregatlari formunda gergeklestirilen
biyokatalizorlerin katalitik performans: ve kararliliginin, capraz bagli enzim kristalleri
formundaki biyokatalizorlerin katalitik performansi ve kararlilifina benzer oldugu
bildirilmektedir. Capraz bagli enzim kristallerinin aksine ¢apraz bagli enzim
agregatlarinda yogun is giicii gereksinimine ve yiiksek saflikta kristal formda enzim

kullanimina gerek duyulmaz (Sheldon, 2007).



Capraz bagli enzim agregatlar1 diger tasiyicisiz enzim immobilizasyon
yontemlerine alternatif ve 2000’11 yillardan sonra ortaya ¢ikmis yeni bir yontem olmasina

karsin;

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

il) enzim konformasyonunun nasil daha esnek hale getirilebilecegi,

i) enzim aktivitesi ve segiciliginin agregasyon kosullarinin farklilastirilmasi ile nasil

ayarlanabilecegi gibi darbogazlarin aydinlatilmasi gerekmektedir.

Yiiksek lisans tez projesinin amaci; Candida rugosa lipazi (CRL) ve Candida
antarctica lipazt B (CALB) enzimlerinin agregasyon Oncesi SCCO, ortaminda 6n islem
gormesiyle enzim konformasyon yapisinda bir tersinir basing denatiirasyonu
gerceklestirilerek, aktif konumlarin korunmasini saglamak ve ayni zamanda capraz
baglayict ajan gluteraldehitin, enzimlerde asir1 baglanmasini Onleyerek, Katalitik
performanst  gelistirilmis, c¢apraz bagli enzim agregatlar1 formundaki enzim
immobilizasyonunun tasarlanmasidir. Bu baglamda, siiperkritik CO; ortaminin basing ve
sicaklik kosullarina bagli olarak Candida rugosa lipaz1 ve Candida antarctica lipaz1 B
enzimlerinin aktivitelerindeki degisimlerin etkisi arastirilarak, c¢apraz bagli enzim
agregatlarinin olusturulmasinda en uygun 6n islem kosullarinin etkisi aragtirilmistir.
Immobilizasyon oncesi enzim konformasyonunda bir esneklik saglanmasi amaciyla
gerceklestirilen ve en uygun scCO; ortaminda 6n islem gormiis enzimler kullanarak
gerceklestirilen ¢apraz bagli enzim agregatlarinin katalitik performansina etki eden temel
ortam bilesimlerinin etkisini arastirmaktir. Yiiksek lisans tez projesi kapsaminda
presipitasyon ajani olarak amonyum siilfat [(NH),SO4] ve bifonksiyonel ¢apraz baglayici
ajan olarak gluteraldehit kullanilmistir. Candida rugosa lipaz1 ve Candida antarctica
lipazt B enzimlerinin c¢apraz bagli enzim agregatlarin katalitik aktivitelerine baslangig
enzim derigimi, bifonksiyonel ¢apraz baglayici ajan derisimi, presipitasyon ajan derisimi

etkisi, proteic feeder olarak bovin serum albiimin ve lizin derisim etkisi ile yilizey aktif
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maddesi Triton X100 derisiminin etkisi sistematik olarak aragtirllmistir. Elde edilen
bulgular siireli yayin literatiiriinde yer alan ve Serrano vd. (2002) 6nerilen yontemle elde

edilen ¢apraz bagli enzim agregatlarinin katalitik aktivite degerleri ile kiyaslanmistir.

1.1 Enzimler

Enzimler metabolizma reaksiyonlarin ¢ogunu hizlandiran protein yapisindaki
biyolojik katalizdrlerdir. Enzimler ile kimyasal katalizorler arasindaki en dnemli fark
enzimlerin substratlara karsi spesifik Ozellik gostermeleridir. Genel olarak enzimler
belirli substratlar arasindaki belirli reaksiyonlar1 katalize ederler. Enzimlerin protein
kismina apoenzim denir. Enzimlerin protein kismi diger proteinlerde de oldugu gibi peptit
baglariyla birbirlerine baglanmis 20 amino asitten olusur. Bu kisim ilimli kosullarin
iizerindeki sicakliklarda kolaylikla denatiire olan bir yapiya sahiptir. Enzimlerin bazilari
basit proteinlerdir. Bunlarin katalitik etki gosteren kismi dogrudan dogruya proteinin
polipeptit zinciridir. Enzimlerin katalitik aktiviteleri, dogal protein konformasyonunun
kararliligina baghdir. Eger enzim denatiire olursa ya da alt birimlerine ayrilirsa katalitik
aktivitesi genellikle kaybolur. Bu nedenle enzimlerin birincil, ikincil, tgiincil ve
dordiinciil yapisi, katalitik aktivite icin onemlidir. Enzimler, proteinlerde oldugu gibi
molekiil kiitleleri 12000-10x10° araliginda degisebilir. Bazi enzimler amino asit
kalintilar1 diginda aktivite i¢in kimyasal gruplara gereksinim duymazken bazilar1 ise
kofaktor olarak adlandirilan Fe*?, Mg, Mn*? ya da zZn* gibi bir ya da daha fazla
inorganik iyona ya da koenzim olarak adlandirilan kompleks organik ve metalloorganik
molekiillere gereksinim duyar. Bazi enzimler ise katalitik aktiviteleri i¢in hem koenzime
hem de bir ya da daha fazla metal iyonuna gereksinim duyar. Apoenzime ¢ok siki ya da
kovalent olarak baglanan bir koenzim ya da metal iyonu, prostetik grup olarak
adlandirilir. Metal iyonlariyla ve/veya koenzimiyle birlikte katalitik olarak aktif olan bir
enzim holoenzim denir. Belirtilen 6zellikteki enzimlerin protein kismi apoenzim ya da
apoprotein olarak adlandirilir. Koenzimler 6zgiil islevsel gruplarin gecici tasiyicisi olarak

isleve sahiptir. Bu baglamda bazi1 enzim proteinleri fosforillenme, glikozillenme ve diger



stireclerle kovalent olarak modifiye edilebilirler. Bu degisimlerin bir¢ogu enzim

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

Enzimlerin genel 6zellikleri asagida gibi siralanabilir;

i) Enzimler reaksiyon ortamlarinda inert bir girdi olup sadece reaksiyonun
aktivasyon enerjisini azaltan biyolojik katalizérlerdir. Katalizledikleri reaksiyonun
denge sabitlerini degistirmezler.

i) Enzimler substrata kars1 yiiksek spesifiklik 6zelligi gosterirler. Bu nedenle bir ya
da birkag spesifik substratla etkilesime girmesine karsin sadece bir tip kimyasal
reaksiyonu katalizler.

iii) Enzim molekiilleri katalitik tigliiniin bulundugu aktif bir bolgeye sahiptir. Bu
bolge substrata komplementer olan aminoasit yan zincirlerini igerir. Aktif bolge
substratt baglar ve Sekil 1.2° de gosterildigi gibi anahtar kilit modeli seklinde

enzim-substrat kompleksini (ES) olusturur.

bolge

(

A

Substrat Enzim substrat ‘ Oriin A
Aktl ’ kompleksn

=

Sekil 1.2 Anahtar kilit modeline gore enzim-substrat komplesinin olusumu
(http://wapedia.mobi)

iv) Enzim, basit yapidaki bir protein ise Kkatalitik aktivite icin kendi dogal
konformasyonu yeterlidir. Ancak konjuge yapida bir protein ise katalitik aktivite
apoenzim-+tkofaktor =holoenzim seklinde hem protein konformasyonuna hem de
kofaktorlerin varligina dayanir.

V) Enzimlerin katalitik aktiviteleri ya aktive ya da inhibe edilebilecek sekilde regiile

edilebilir. Boylece biyoteknolojik proseslerde istenilen iiriin olusum hizi, iiriin



verimliligi ya da {rlin se¢imliligi i¢in modifiye edilebilinir. Birgok enzim hiicre
icindeki spesifik organellerde lokalize bulunur. Boylece substratin ya da sentez
iirlinlerinin farkli enzimatik sentezlere karsi izole edilmistir. Bu sayesinde uygun
bir sentez ortamina sahip olurlar. Hiicrede bulunan enzimler hiicrenin ayni

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

Enzimler genellikle substrattan daha biiyiik biyomolekiillerdir. Enzim molekiilii
tizerindeki kofaktorlerin ve/veya koenzimlerin yer aldigi, enzim substrat kompleksinin
olusturdugu dar bir bolge aktif merkezi olusturur. Enzimlerin aktif merkezlerinde
substratin baglama bolgesi i¢in bir ya da daha fazla katalitik agcidan aktif bolgeler
bulunur.  Enzimin aktif merkezlerine, substratlarin baglanmasi iizerine iki hipotez
bulunmaktadir. Bunlardan ilki substratla enzim arasindaki anahtar kilit modeli digeri ise

indiiklenmis uyum modelidir (Kalaycioglu vd., 2006).

Sekil 1.2° de de goriildiigi basit bir enzimatik tepkimenin stokiyometrik denklemi
denklem (1.1)’de gosterildigi gibi yazilabilir. Burada enzim (E) ve substrattan (S) enzim—
substrat gecis komplesi (ES) olusumu ve daha sonra enzim—iiriin ge¢is komplesinin (EP)
olusumu izler. Bu siire¢ sonunda da biyokatalizor gorevini yapan ve inert 6zellik gosteren

enzim ile iirlin (P) olusur.

E+Se ESe EPo E+P (1.1)

Enzimatik sentezlerde tepkime hizi ve tepkimenin termodinamik denge siireci
arasindaki farkin belirlenmesi 6nemlidir. Biyokatalizoriin gorevi, enzimatik reaksiyonun
hizin1 arttirmak olmasina karsin reaksiyonun dengesini degistirmez. S < P gibi bir
reaksiyon modelindeki enzimatik reaksiyon siiresince enerji degisimlerini gosteren bir

reaksiyon—koordinat diyagramiyla tarif edilebilinir.



Gecig bolgesi
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Sekil 1.3 Enzimatik reaksiyon siiresince enerji degisimlerini gosteren bir reaksiyon
koordinat diyagram (http:// en.wikibooks.org)

Tepkimenin hizi tamamiyla farkli parametrelere baglidir. S ve P arasinda reaktif
gruplarin  siralanmasi, kararli olmayan gegici yik olusumu, baglarm yeniden
diizenlenmesi ve tepkimenin her iki yonde ilerlemesinde gerekli, diger dontistimler icin
gereken bir enerji engeli vardir. Tepkimenin ilerlemesi i¢in molekiiler bu engeli agmalidir
ve boylece daha yiiksek bir enerji diizeyi kazanmalidir. Enerji egrisinin tepe noktasi, S
veya P durumuna doniisme olasiliginin esit oldugu bir noktadir. Bu, gecis durumu olarak
adlandirilir. Gegis durumu herhangi bir belirgin kararlilikta kimyasal bir 6zellik degildir
ve tepkimenin ara {irlinleriyle karigtirllmamalidir. Basitce baglarin yikilmasi, bag
olusumu ve yiik gelisimi gibi olaylarin oldugu hizli molekiiler gecis alanlar1 hem substrat
hem de iiriine esit oranda doniismenin oldugu belirli bir noktaya ilerletilir. Zemin durumu
ve gecis durumunun enerji diizeyleri arasindaki fark, aktivasyon enerjisi olarak
adlandirilir. Tepkime hizi, bu aktivasyon enerjisini yansitir; yiiksek aktivasyon enerjisi,
yavag bir tepkimeyi gosterir. Tepkime hizi, sicakligi artirarak arttirilabilir, boylece enerji
engelini asmak i¢in yeterli enerjiye sahip molekiillerin sayisi artar. Alternatif olarak
aktivasyon enerjisi, katalizoriin ilavesiyle daha da disiiriilebilir. Katalizorler, tepkime

hizini, aktivasyon enerjisinin diisiiriillmesiyle arttirirlar (Nelson ve Cox, 2005).



Aktivasyon enerjileri kimyasal tepkimeler icin enerji engelleridir, bu engeller
yasam i¢in oldukca Onemlidir. Molekiiliin kararliligt kendi aktivasyon enerjilerinin
bliyiikliigiiyle artar. Boyle enerji engelleri olmazsa, kompleks makro molekiiller daha
basit molekiiler formlarina kendiliginden doniisiir ve kompleks ve yiiksek diizendeki
yapilar ve hiicrelerin metabolik siiregleri var olamaz. Enzimler hiicre yasami i¢in gerekli
olan tepkimeler icin segicilikle diisiik aktivasyon enerjileri olustururlar (Nelson ve Cox,
2005).

1.1.1 Enzimlerin siniflandirilmasi

Enzimler, katalizledigi reaksiyona gore siniflandirilir. Birgok enzim, aktivitesini
tarif eden bir deyim, bir kelime ya da substratin adina “—az” son eki ilavesiyle
adlandirlir. Omegin iireaz, tirenin hidrolizini, DNA polimeraz, DNA olusturmak iizere
niikleotitlerin polimerlesmesini katalizler. Pepsin ve tripsin gibi diger enzimler ise
substratlarini ya da reaksiyonlarini belirtmeksizin isimlendirilir. Bazen ayn1 enzimler iki
ya da daha fazla ada ya da iki farkli enzim ayn1 ada sahip olabilir. Bu gibi belirsizlikler ve
yeni kesfedilen enzimlerin sayisindaki siirekli artis nedeniyle enzimlerin siniflandirilmasi
ve adlandirilmasi i¢in uluslararasi anlasmayla bir sistem belirlenmistir. Bu sistemde

Cizelge 1.1’ de gosterildigi gibi katalizledigi reaksiyon tipini temel alarak enzimleri her

bir alt grubuyla alt1 temel gruba ayirir (Salgin, 1996).

1.1.2 Lipazlar

Enzimler, katalizledikleri tepkimeye gore oksidorediiktazlar, transferazlar,
hidrolazlar, liyazlar, izomerazla ve ligazlar olmak iizere 6 grupta incelenirler (Cizelge
1.1). Lipazlar, hidrolazlar grubunda yer alir. Lipazlar, bilimsel aragtirmalarda ve
endiistride genis kullanim alanina sahiptir. Lipazlar, farkli hayvan, bitki ve mikrobiyal

(bakteri ve fungus) kaynaklardan elde edilmektedir. Mantar ve bakteri kullanarak biyo-
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Cizelge 1.1 Enzimlerin siniflandirma sistemi (Salgin, 1996)

Grup

Katalizledikleri tepkime

Katalizlenen grup

1. Oksidorediiktazlar

Yiikseltgenme ve

indirgenme tepkimeleri

1.1 >CH-OH
1.2 >C=0

1.3 -CH=CH-
1.4 >CH=NH;
1.5 >CH-NH-

Fonksiyonlu grup

2.1
2.2

Tek —C’lu grup
Aldehit ve keton gruplari

2. Transferazlar 2.3 Asil grubu
aktarimi o
2.4 Glikosil grubu
2.5 Fosfat grubu
3.1 Esterler
_ Hidroliz tepkimeleri 3.2 Glukositik baglar
3. Hidrolazlar
3.3 Eter baglan
3.4 Peptit baglari
4.1 >C=C<
_ Cift baglara ekleme/
4. Liyazlar 4.2 >C=0
doyurma
4.3 >C=N-
) [zomerasyon
5. Izomerazlar ] _ 5.1 Rasemazlar
Tepkimeleri

6. Ligazlar

ATP pargalanmasi ile

bag olusturma

6.1 C-O
6.2 C-S
6.3 C-N
6.4 CH
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teknolojik reaktor sistemlerinde de iretilebilirler. Bitki, hayvan ve mikrobiyal lipazlar
arasinda ¢ok genis uygulama alani bulan lipazlar ise mikrobiyal lipazlardir. Kimyasal ve
biyokimyasal uygulamalarinda substrat secimliligi, {irlin verimliligi ve enantiyo
secimliligi yiliksektir. Hidrofobik yiizeyleri sayesinde substratlarla kolayca etkilesime
girebilirler (Sanchez vd., 1999).

Lipazlar; esterlesme, transesterlesme, interesterlesme, alkoliziz, aminoliziz ve
hidroliz tepkimelerini diisik sicaklikta katalizleyebilirler. Organik c¢oziiclilere karsi
tolerans1 ve sicakliga karsi stabilitesi nedeniyle biyoteknoloji uygulamalarinda yaygin
kullanim alanina sahiptirler (Rua vd., 1997). Ester bagina spesifik olan lipazlar, yiiksek
sicaklik kosullarinda da aktif ozellik gosterir. Enzim substrat iligkisinden sonra
mikrobiyal kontaminasyonu ve yan iiriin olusumunu engeller. Son yillarda farkli biyolojik
kaynaklardan izole edilen lipazlar ile organik c¢oziiciilere ve yiiksek sicakliga karsi
kararliliklari1 — artirmaya  yonelik  bilimsel c¢alismalar genis bir  spektrumda
stirdiiriilmektedir. Diger enzimlerin aksine lipazlar, ekonomik ve kolay bulunabilirliginin
yani sira hem kimyasal hem de biyoteknolojik proseslerde hizla artan kullanim genis 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
ticliistinden olusan ve bu katalitik {i¢liiyli kaplayan bir kapaga sahiptir. Bu kapak,
a—heliks yapisinda olup kapagin aktif bolgeye bakan i¢ yiizeyi, hidrofobik, dis yiizeyi ise
hidrofilik 6zellige sahiptir. CRL enziminin yer aldigi reaksiyon ortamlarinda katalitik
acidan aktif olabilmesi i¢in kapagin kapali formdan c¢ikip agik forma gegmesi
gerekmektedir. CRL enzimi Ozellikle farmasotik bilesiklerin - rezoliisyonunda,
deterjanlarda biyosiirfaktan olarak, biyosensorlerde, karbohidrat ester sentezinde,
enantiyomerik saflikta amin ve amidlerin iretiminde, deri endiistrisinde, kozmetik ve

parfiimeride genis kullanim alanina sahiptir. CRL’nin ekonomik kullanimini saglamak
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icin tutuklanmis enzimin ticari kullanimi daha yaygindir. CRL enzimlerindeki serin aktif
konumu enzimdeki o—heliks ve B-tabaka arasinda yer alirken histidin ve glutamin aktif
konumlar1 ise a-heliks ve p-tabaka yaninda yer alir. Substratla etkilesimi sirasinda
substrat aktif yiizeyi kaplayan hidrofobik kanala girerek niikleofilik serin iizerinden
etkilesim gergeklesir. Lipazlarin substrat ile etkilesimi sirasinda iki ara iirlin olusur.
Serin, substrata niikleofilik etki ederken, bir proton serinden histidine transfer edilir ve
boylece serin daha da niikleofilik hale gelir. Serin, substrata niikleofilik olarak etki ederek
birinci ara iriinii olan E-S kompleks gecisi olusturmaktadir. Daha sonra histidin
tizerindeki proton alkoksi grubuna baglanir ve ara iiriinden alkol ayrilarak agil-enzim
kompleksi meydana gelir. Yiiksek reaktif ara yiizey daha sonra su molekiilii veya ikinci
bir alkolle (transesterlesme) tepkimeye girerek iirlinli olusturmakta ve enzim serbest hale
gecmektedir (Bakkal, 2006). CRL enziminin {i¢ boyutlu yapist Sekil 1.4’ de

gosterilmistir.

Sekil 1.4 Candida rugosa lipaz enziminin ii¢ boyutlu yapis1 (Isbakan, 2006)
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1.1.2.2 Candida antarctica lipaz enzimi

Yiiksek {irlin donilisimii i¢in benzersiz uygulanabilirligi olan bir lipaz tiiridiir.
Immobilizasyonunda ise son derece kararli pargaciklar iiretilmesine olanak saglar.
Basidiomyceteous mayasindan iiretilen A ve B olmak iizere iki ¢esit Candida antarctica
lipaz1 vardir. Candida antarctica lipazi A ve B dayanikliligi ve istin 6zellikleri
nedeniyle biyokimyasal siireglerde olaganiistii avantajlar saglar. Bu iki lipaz birbirinden
cok farklidir. Enzimlerin stabilitesi onlarin uygulanabilirligi i¢in kritik bir faktordiir.
Candida antarctica lipaz1 A (CALA) asidik ortamlarda ve Candida antarctica lipaz1 B
(CALB) alkali ortamdaki pH’ a kars1 dayamklidir. CALA enzimi 90 °C gibi yiiksek
sicaklik kosullarinda, sicakliga karsi katalitik stabilitesini korur. Ayrica CALA lipazinin
istiin bir o6zelligi de soguk ortamlara karsi adaptasyon yetenegidir. Buna karsin
CALB’nin, CALA’ ya gore 1s1l stabilitesi zayiftir. Fakat her iki enzimin immobilize
formlari, yiiksek sicaklik kosullarinda katalitik aktivitesinde 6nemli bir kayip olmadan
uzun siire biyokimyasal siireglerde faaliyet gosterirler. Katalitik aktivitesi ve spesifikligi,
enzimlerin katalizoér olarak kullanilabilirligini tanimlayan kritik faktorler arasindadir.
Ancak CALA ve CALB enzimlerin yiiksek maliyetli olmasi nedeniyle bu lipazlarla

goreceli olarak daha az sayida bilimsel ¢alisma yapilmistir (Kirk ve Christensen, 2002).

CALB enziminin ti¢ boyutlu yapisi1 Sekil 1.5’de gosterilmistir. CALB 'nin aktif
bolgesi o/f hidrolaz grubu arasindaki kavitede yer alir. Ancak Candida rugosa
lipazinda oldugu gibi aktif bolgeyi kaplayan kapak yapisi bulunmaz. Aktif bolgede
katalitik ti¢lii serin, aspartik asit ve histidinden olusur. Serin niikleofilik bir gruptur ve
aktifligi aspartik asit ve histidin gruplar1 tarafindan saglanir. Mekanizma serin

hidrolaz aktif konumundan baglar (Ericsson vd., 2007).
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Sekil 1.5 Candida antarctica lipaz1i B enziminin {i¢ boyutlu yapist (Ericsso vd.,
2007).

1.1.3 Enzimlerin katalitik performansina etki eden parametreler

Enzimlerin katalitik performansi, katalitik aktiviteleri ile tanimlanmaktadir.
Enzimin aktivitesi, enzimin yapisi disinda ortam pH’ina, sicakliga, basing ve kesme
gerilimlerine, ortamdaki kimyasal ya da biyokimyasal bilesiklerin bilesimine, 151k, ses ve
iyonizasyon radyasyonuna baglidir. Bu nedenle, aktivite taniminin belli kosullarda
yapilmasi gerekir. Enzimlerin aktiviteleri genellikler katalizledikleri tepkimenin baslangig
hizlar1 tayin edilerek bulunur. Asagida belirtildigi gibi iki tiir aktivite tanimi
yapilmaktadir.

1. Turn—over sayisi: Birim zamanda bir mol aktif enzim tarafindan iiriine
doniistiiriilen substratin mol sayis1 ve
2. Enzim ftnitesi: Dakikada bir mikromol substrati {irline doniistiiren miligram

enzim miktari

15



olarak tanimlanmaktadir. Molekiil i¢i kuvvetler arasindaki denge enzimlerin biitiinliigii ve
kararlilig1 agisindan ¢ok onemlidir. Enzimlerin mikro ya da makro g¢evreleri disindaki
degisiklikler, enzimlerin yapisinda ve kararliligindaki dengeyi etkiler. Yani kararli ya da
tersi denatiire (bozunmus) olmasina neden olur. Dogal enzimler sadece kendi
bulunduklar1 ortamlarda kararlidirlar. Denatiirasyon ya da inaktivasyon kosullarinda
enzimlerin yapilar1 degisir. Bunun sonunda enzimler inaktif hale gelir. Cevre etkili
denatlirasyon degisik fiziksel, kimyasal ve biyolojik bozucu bilesenlerin etkisiyle

meydana gelir (Bailey ve Ollis, 1988).

Sicakhk etkisi: Kimyasal kinetik kurallarina gore reaksiyon hizlarinin sicaklikla
artmasindan dolay1r enzim aktivitesi iizerine sicakligin etkisini incelemek oldukca
karmagik bir istir. Enzim reaksiyonlari ise belirli bir sicakliga kadar bu kurala uyar. Bu
kurala bagli olarak, enzimlerin katalize ettigi tepkime hizlart da optimum sicakliga kadar
sicaklikla orantili olarak artar. Belli bir sicakliktan sonra enzimler yapisal degismeye ve
denatiire olmaya baglar dolayisiyla enzimin aktivitesinde diisiisler saptanir. Bu nedenle
optimum sicakliktan daha yiiksek sicakliklarda, enzim tepkime hizlar1 yavaslamaya
baslar. Genelde enzimlerin ¢ogu 50-60 °C’ de denatiire olurken 80-100 °C’ ye kadar
aktivitelerini koruyan enzimlere de rastlanmaktadir (Bailey ve Ollis, 1988).

pH etkisi: Sicaklik etkisine benzer olarak enzimlerin en yiiksek etkinlik gosterdigi belirli
pH degerleri vardir. En uygun pH degerinin altinda ya da iistiinde enzimlerin etken
gruplari, degisime ugrar ya da denatiire olup etkisiz hale gelirler. Bu olay enzimatik
tepkimeye iligkin bazi sabitlerin pH ile birlikte degisik degerler almasindan ileri gelir

(Bailey ve Ollis, 1988).
Substrat derisimi etkisi: Enzimli tepkimelerde substrat konsantrasyonu arttik¢a enzim

aktivitesi de artar. Ancak birgok durumda substrat derisiminin fazlasi, enzimin inhibe

olmasina neden oldugundan dolay: aktivitede kayiplar olur (Bailey ve Ollis, 1988).
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Enzim derigimi etkisi: Enzim tarafindan katalize olunan bir reaksiyonun baglangi¢ hizi,
enzim konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Bunun nedeni de her enzim molekiiliiniin
digerinden bagimsiz olarak ¢alismasidir. Bu nedenle de ne kadar ¢ok enzim molekiili

varsa ve ¢aligiyorsa, reaksiyonda o kadar hizli olacaktir (Bailey ve Ollis, 1988).

1.1.4 Enzim/Proteinlerin ii¢ boyutlu yapisi

Her protein, iglevini yansitan bezersiz bir ii¢ boyutlu yapiya sahiptir. Proteinlerin
yapist bir¢ok zayif etkilesimle sabitlenmektedir. Hidrofobik etkilesimler, ¢ogu ¢oziiniir
proteinin kiiresel yapisinin sabitlenmesine biiyiik katki saglar, hidrojen baglar1 ve iyonik
etkilesimler ise termodinamik olarak en kararli 6zgiil yapinin olusumunu saglar (Nelson

ve Cox, 2005).

Polipeptik zincirindeki kovalent baglarin dogasi, yap1 iizerindeki simnirlamalari
belirler. Peptit bagi, kismi ¢ift bag karakteri sergiler ve bu yapi, biitiin peptit grubunu kati
bir diizlemsel konfigiirasyonda tutar. Bir polipeptit zincirinin 3D yapisin1 (ii¢ boyutlu
yapist) agiklayan tgiinciil yapi, sik rastlanan degisken olarak; siiper ikincil yapilar,
motifler ya da katlanmalar olarak isimlendirilen kararli alt yapilarin incelenmesiyle

anlasilabilir (Nelson ve Cox, 2005).

Proteinlerin fibroz ve globiiler seklinde iki genel sinifi vardir. Baslica yapisal
gorevleri olan fibroz proteinler, ikincil yapinin basit tekrarlayan elementlerine sahiptir.
Ikincil yapinin ana konformasyonlari, a-heliks ve B-kivrilmalaridir. Her ikisi de polipeptit
iskeletindeki peptit baglari arasinda optimal hidrojen baglartyla karakterizedir. Keratin ve
kollajen gibi fibroz proteinlerde, ikincil yapinin tek bir tipi baskindir. Polipeptit zinciri
halat seklinde siiper sarmal olusturur ve daha sonra kuvvet saglamak i¢in daha biiyiik
sarmallar halinde birlesir. Ipek fibroininin B tabakalar1 giiclii fakat esnek yapiyi
olusturmak i¢in {ist iiste istiflenmistir. Kiiresel proteinler daha karmasik bir iicilinciil

yapiya sahiptir ve siklikla ayni polipeptit zinciri i¢inde ikincil yapinin birkag tipini igerir.
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X-1s1m1 kirinimi yontemleri kullanilarak belirlenen ilk kiiresel protein yapist miyoglobine
aittir. Bu yap1, 6n goriilen bir ikincil yapinin proteinlerdeki varligin1 dogruladi. Bir diger
deyisle dogrulanan bu yapiyla, hidrofobik amino asitlerin, proteinin i¢ kisminda yer aldigi
ve kiiresel proteinlerin siki paketlendigi gosterilmistir. Daha sonra pek cok kiiresel
protein yapisi iizerinde yapilan arastirmalar bu sonuclart destekledi ve iicilinciil yapida

bilyiik cesitlilik olabilecegini gosterdi (Nelson ve Cox, 2005).

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

iliskiyi kanitlamaktadir (Nelson ve Cox, 2005).

1.2 Enzimlerin immobilizasyonu

20. yiizyihn ikinci yarisinda, enzimlerin siirekli sistemlerde kullanimindan
yararlanmak amaciyla farkli konfigiirasyonlarda tasiyicili enzim immobilizasyon
sistemleri gelistirilmistir. Bu siiregte, enzimlerin reaksiyon ortamindan verimli bir sekilde
ayrilmasi1 saglanarak isletme maliyetleri azaltilmistir. Ayrica enzimlerin stabilitesi,
seciciligi ve aktivitesindeki kayiplarda Onlenmistir. Giiniimiizde immobilizasyon,
tasiyicili - ve  tastyicisiz - enzim  immobilizasyonu  olmak  iizere iki grupta
smiflandirilmaktadir. Ik zamanlarda enzim immobilizasyonu bir bir destek materyali
tizerine enzimlerin fiziksel ya da kimyasal olarak tutuklanmasiyla enzimlerin ¢6ziinmez
duruma gelmesi saglanmistir. Tasiyicili immobilizasyon islemlerinde kullanilan ve
katalitik olmayan tasiyici sistemlerin se¢imi, katalizor gorevi yapan enzimlerin, katalitik

aktivitelerinin kolay kontrol saglayacagi diistiniilmiistiir. Enzimin katalitik aktivitesini
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korumak ya da gelistirmek amaciyla tastyici olarak kullanilan bu katalitik olmayan destek
maddelerin se¢iminde; hidofobik ve hidrofilik denge, gdzeneklilik yapisi, ylizey kimyasi,
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri olduk¢a 6nem tasimis ve enzimler, segilen tasiyici destek

maddeleri tizerine degisik yontemlerle modifiye edilmislerdir (Cao vd., 2003).

Kovalent bagli immobilizasyon siireglerinde enzim ile tasiyici arasinda kovalent bir
bag olusturulur. Tasiyicili sistemler tizerine Kovalent baglanma, enzim {izerindeki
fonksiyonel gruplarla tasiyici arasinda olusmaktadir. Bu yontemde tasiyict lizerindeki
gruplarin Kovalent baglanma igin reaktif olmas1 gerekir. Bu reaktiflik ya kendiliginden ya
da farkli yardimci reaktiflerle gergeklestirilir. Iyonik bagli immobilizasyon
yontemlerinde ise yine ¢Oziinmeyen tasiyiciya enzimlerin iyonik olarak baglanmasi
prensibine dayanir. Zayif bigimde gerceklesen bu baglanma siirecinde immobilize
enzimin aktif konumlarinda 6nemli kayiplar meydana gelmez. Ancak iyonik bagh
immobilizasyon sistemleri, kovalent bagli immobilizasyon sistemlerinden daha giiclii
olmadigindan ayirma igleminde enzim kayiplart s6z konusudur. Enzimlerin adsorpsiyon
mekanizmas1 ile gergeklestirilen immobilizasyon islemleri olduk¢a basit bir
immobilizasyon siirecidir. Bu konfigiirasyonda gergeklestirilmis bir immobilizasyon
yonteminde vander Waals, iyonik ya da hidrojen bagi gibi elektrostatik giigler etkindir.
Bu yontemde tasiyict adsorpsiyon ozelliklerine sahip olmalidir. Yontemin oldukea basit,
hizli, ucuz olmasi ve c¢ok sayida tasiyici tiirli segme olanagi vermesi gibi avantajlari
olmasina karsin destek maddesi ile enzim molekiilleri arasinda kuvvetli olmayan bir
baglanma nedeniyle ayirma isleminde onemli enzim kayiplarina neden olmakta ve
reaksiyon ortamindaki tirlin Kirliligi gibi dezavantajlar yaratmaktadir. Tasiyicili bir matris
sistemlerinin tutuklama yonteminde genellikle jelimsi yapiya sahip dogal makro
molekiiller kullanilir. Tasiyicida aranan en onemli 6zellik, enzimin disar1 ¢ikmasin
Onleyip substratin igeri giris Ve ¢ikisina izin vermesidir. Bu yontemde kiire, tabaka,
silindir veya iplik formunda tutuklama yontemleri yer almaktadir. Tasiyict matriste
tutuklama yontemi, endiistride en yaygin kullanilan tutuklama yontemleri arasindadir.
Membran ile tutuklama yonteminde ise enzimler yar1 ge¢irgen membranlara tutuklanmasi

ve bu membranlarin enzim disindaki maddelerin giris ¢ikisina izin vermesi temeline
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dayanir. Bu silire¢ enzim kayiplarint 6nlemeyi amaclamaktadir. Bu yontemlerin etkili

olabilmesi i¢in en uygun tasiyicinin belirlenmesi gerekir (Batista-Viera ve Brena, 2006).

1.2.1 Tasiyicisiz enzim immobilizasyonu

Tastyicili enzim immobilizasyon sistemlerinde enzimin aktivitesi tasiyicit olarak
kullanilan materyalin katalitik olmayan kiitlesinden dolayr birim biyokatalizor kiitlesi
basina aktivite kayiplarina yol agmaktadir. Tastyicisiz enzim immobilizasyonu geleneksel
immobilizasyondaki tagiyicili immobilizasyon sistemlerinin yarattig1 darbogazlart ortadan
kaldirmak i¢in alternatif olarak gelistirilmis bir yontemdir. Bu yontemde tastyiciya gerek
duyulmaksizin enzimlerin birbirlerine ¢apraz baglanmasi sonucu gerceklestirilen bir
yontemdir. Bu yontemin temel amaci, tasiyicilt immobilizasyon sistemlerine kiyasla
enzimlerin katalitik aktivitesini arttirmak, yiiksek secicilik kazandirmak ve daha diistik
maliyetli biyokatalizor sistemlerini gelistirmektir (Yu vd., 2006). Tasiyicisiz enzim
immobilizasyon sistemlerine yonelik caligmalar asagida belirtildigi gibi dort farkli grupta
siniflandirilabilirler (Mateo vd., 2003).

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

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

i) Capraz bagh piiskiirtiilerek kurutulmus enzim (CSDE, Cross—Linked Spray
Dried Enzyme)

iv) Capraz bagli enzim agregatlar1 (CLEA, Cross—Linked Enzyme Aggregates)

Sulu ¢ozeltilerinden yola ¢ikilarak tasiyicisiz enzim immobilizasyon sistemlerinin
gelistirilmesine yonelik yontem kisaca Sekil 1.6° da gosterilmistir. Tastyicili enzim
immobilizasyon sistemlerine alternatif olarak gelistirilen ilk tasiyicisiz  enzim
immobilizasyon yontemi g¢apraz bagli ¢oziinmiis enzimlerdir. Bu yontemde, uygun bir

capraz baglayict ajan yardimiyla ¢oziinmiis enzim molekiillerinin dogrudan c¢apraz
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baglanmasi sonucu tasiyicisiz enzim immobilizasyon sistemleri gerceklestirilmistir.
Ancak enzimlerin sulu sistemlerdeki yiiksek ¢oziiniirliigii ve immobilizasyon siirecinde
enzim molekiilleri arasindaki yakinligin etkin olarak ayarlanamamasindan dolay1r enzim
molekiilleri arasinda zayif baglanmalar gergeklesmektedir. Zayif baglanma ise
biyokatalizorlerin mekanik dayanikliliginin diisiik olmasina neden olmaktadir. Ayrica
kontrolsiiz bicimde gerceklesen asir1 baglanmalar ise hem aktif konum sayisinin
azalmasina hem de tasiyicisiz enzim immobilizasyonu formundaki biyokatalizorlerin

boyut kontroliindeki zorluklara neden olmaktadir (Sheldon, 2007).

Cozlinmis enzim

e

Capraz baglayici ajan

Sekil 1.6 Tasiyicisiz enzim immobilizasyon siiregleri (Sheldon vd., 2003)
CRY: Kristal, AGG: Agregat, SDE: Piiskiirtiilerek kurutulmus enzim
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Capraz bagli ¢Oziinmiis enzim formundaki tasiyicisiz enzim immobilizasyon
yonteminde karsilasilan darbogazlarin ¢oziimiine yonelik alternatif capraz bagli enzim
kristalleri gelistirmistir. Capraz baglayici ajan olarak gluteraldehitin yer aldig: ilk ¢calisma
Quiocho ve Richards tarafindan 1964 yilinda yapilmistir. Ancak bu yontem ile
gerceklestirilen immobilizasyon islemlerinde yiiksek saflikta ve kristal formda enzimlere
gereksinim duyulmasi ve boyut kontroliinde karsilasilan darbogazlar, bu yontemin en
onemli dezavantajlarin1 olusturmaktadir (Sheldon vd., 2005). Capraz bagli enzim
kristalleri hazirlanirken enzimlerin, yiiksek saflikta yani kristal formda olmasi
gerekmektedir. Uygun presipitasyon ajan1 yardimiyla kristal formdaki enzim molekiilleri
birbirlerine yaklagtirilarak enzim molekiillerinin arasindaki uzaklik azaltilir. Birbirlerine
yakinlastirilan enzim molekiilleri uygun bir ¢apraz baglayici ajan yardimiyla birbirlerine
baglanarak capraz bagli enzim kristalleri seklindeki tasiyicisiz enzim immobilizasyonu
gerceklestirilir. Capraz bagl enzim kristali formundaki biyokatalizorler ile enzimlerin
sicakliga karsi toleranst ve mekanik dayanimi arttirilabilinir. Ayn1 zamanda genis pH
araliginda caligabilme olanagi saglanmis ve organik c¢oziiciilere karsi toleranslari
gelistirilmistir  (Sheldon, 2007). Capraz bagli enzim kristallerinde, kristallestirme
ortaminin kosullar1 ayarlanarak daha yiiksek aktivite gosterebilen ve secicilik i¢in en
dogru kristal boyutu ve geometrisi tasarlanabilinir. Biyokatalizorlerin katalitik
aktiviteleri; substratin boyutuna, 6zelliklerine ve reaksiyon ortamindaki bilesiklere ve
derigsimlerine, enzimatik reaksiyonun gerceklestirildigi reaktor sistemlerindeki isletme
kosullarina da baglidir. Bu baglamda ¢apraz bagli enzim kristallerinin boyutu 1-100 pm
araliginda tutularak, oldukca aktif ve stabil tasiyicisiz enzim immobilizasyonu
gergeklestirilebilmektedir. 20. ylizyilin sonlarindan baglayarak giliniimiize kadar lipazlar,
proteazlar ve akilazlar gibi bir¢ok hidrolaz, asimetrik sentez icin kiral biyokatalizor
olarak iiretilmekte ve biyoteknolojik sektorlere sunulmaktadir. Capraz bagli enzim
kristallerinin bir bagka uygulama alani ise kromatografide kullanilan mikro gozenekli

materyaller ya da protein icerikli ilaglarin kontrollii salim sistemleridir (Topgular, 2006).

Capraz bagli enzim agregatlari ise 20. yiizyilin baglarinda ortaya ¢ikan ve tasiyicisiz

enzim immobilizasyon yontemi olarak bu smifa yeni katilmis bir tekniktir. Presipite
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edilen enzim bifonksiyonel g¢apraz baglayici ajanlar ile kovalent baglanir. Fazladan
katalitik kiitleye ihtiya¢ duymadigindan aktivitelerinde 6nemli diistis goriilmez (Serrano
vd., 2002).

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

2007).

Presipitasyon kosullarinda, sulu sistemlerde yiiksek ¢oziiniirliiklii enzim molekiilleri
bir araya toplanarak dogal enzim konformasyonunda ¢oziinmez enzim agregatlar
olusturmak tizere ¢Okelti olustururlar. Bu fiziksel ¢6ziinmez agregatlar, enzim
kristallerinin ¢apraz baglanmasina benzer sekilde bifonksiyonel capraz baglayicilar ile
ard1 ardina baglanir. Capraz bagli enzim agregatlarinin enzim kristallerine yakin aktiflik
ve kararlilik degerlerine sahip oldugu literatiirde bildirilmistir. Capraz bagh ¢oziinmez
enzimlerin, proteinin ¢ogunlugunun ¢oktiiriildiigli durumda en yiiksek aktiviteye sahip
oldugu, herhangi bir ¢okeltme maddesi katilmadiginda CLE ise en diisiik aktiviteyi
verdigi kesfedilmistir. Bu gozlemler, ¢6ziinmez enzim agregatlarinin olusumunun, ¢apraz
baglanma boyunca enzim aktivitesini korumak icin baglica basamak oldugunu one
stirmektedir. Agikcast bu siki molekiiller, ¢oziinmiis ve daginik halde bulunan
molekiillerden daha kolay ¢apraz baglamaktadir. Bu durum, enzim molekiillerinin ¢zelti
icinde gluteraldehit eklenmesi halinde bile neden c¢apraz baglanmadiklarini

aciklamaktadir (Topgular, 2006).

Capraz bagli enzim agregatlarinin spesifik aktivitesi yiiksektir, oda sicakliginda ve
belirli pH araliginda stabil olup yiiksek tirtin verimliligine sahiptir. sSCCO, ve iyonik

stvilar (IL) gibi konvansiyonel olmayan ortamlarda ise daha aktif olup yiiksek saflikta
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enzim gerektirmezler. Ekstrem sicaklik ve pH degerlerinde denatiirasyona ugramazlar,
kararlidirlar. Yeniden kullanilabilirligi yiiksek, biyotepkime ortamlarindan filtrasyon gibi
basit ayirma siiregleri ile geri kazanimi kolay, kesikli sistemlerde yeniden kullanilabilir,

stirekli sistemlerde ise uzun siire ve pratik olarak kullanilabilirler (Fazary vd., 2009).

Capraz bagli enzim agregatlar1 hazirlanirken presipitasyon islemi i¢in genellikle
amonyum stilfat kullanilir. Amonyum siilfat tuzunun 0-30°C araliginda ¢oziiniirliigii cok
diisiik olup, proteinleri stabilize eder. Amonyum siilfatin 4 M doygun ¢ozeltisinin
yogunlugu, ¢ozeltideki protein agregatlarmin yogunlugundan kiigiiktiir. Bu nedenle
santrifiij ile proteinlerin ya da enzimlerin amonyum siilfat ortamimndan ayirma islemi
kolaydir. Tuzun yogunlugu agregat yogunlugundan diisiikk oldugu i¢in agregatin saf halde
dibe ¢okiip tuzun onun iizerinde kalmasi, yliksek derisim degerlerinde (doygun ¢ozelti)
bakteriyel kontaminasyonun engellemesi agisindan amonyum siilfat tuzunun kullanimi
onemlidir. Coktiirlicii yani presipitant derisimi arttikca agregat boyutu artar. Amonyum
stilfat tuzu proteinlere bagl olan suyu ¢ekeceginden enzimlerin ¢okmesi saglanir. Buna
salting out etkisi denir. Coziinmiis enzimlere tuz eklenerek enzimin ¢oziiniirliigli azalir ve
enzimler agregat olusturmaya baslarlar, enzimler ¢oktiikge agregat boyutlar1 da artar.
Yine ayni sekilde gluteraldehit derisimi arttikga agregat boyutu da artar. Fakat agregat
boyutunun artmasi bir siireye kadar aktiviteyi yiikseltir. Agregat boyutundaki artislar her
zaman i¢in iyi sonu¢ vermez (Yu vd., 2006). Capraz bagli enzim agregatlari
hazirlanirken agregat aktivitesini yiikseltmek amagli proteik feeder ajan kullanilmaktadir.
Proteik feeder, ortamda gluteraldehitin enzime fazla baglanmasini Onleyerek enzimin
aktif konumlarinin agik tutulmasini saglamaktadir. Bdylece c¢apraz bagli enzim
agregatlarinin aktivitesinde yiikselise neden olmaktadir (Shah vd., 2005). Agregat boyutu

da katalitik aktivite i¢in 6nemli bir etkendir.
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1.2.2 Capraz bagh enzim agregatlari iiretiminde karsilasilan darbogazlar

CLEA diger tasiyicisiz enzim immobilizasyon yontemlerine alternatif ve yeni ortaya

¢ikmis (~2000) bir yontem olmasina karsin;

i. enzim agregat boyutlarmin herhangi bir diflizyon kisitlamasi olmadan nasil
kontrol edilebilecegi,

ii. enzim konformasyonunun nasil daha esnek hale getirilebilecegi,

iii. enzim aktivitesi ve segiciliginin agregasyon kosullarinin  farklilastirilmasi ile

nasil ayarlanabilecegi

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

sunmalar1 olarak Ozetlenebilir.

1.3 Siiperkritik akiskanlar

Stiperkritik akiskanlar (SCF) belli bir sicaklik ve basing degerinde, gaz ve sivi
fazlar1 birbirleriyle dzdestir. Iki fazli sistemlerin tek faza doniistiigii bu nokta kritik nokta

olarak adlandirilir. Akigkan sicakligi, kritik sicaklik(T¢) ve basinci da kritik basing (Pc)
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degeri lizerine ¢ikartildiginda karsimiza “siiperkritik bolge” olarak adlandirilan yeni bir
bolge cikar. Bu bolgede yer alan akigkanlar SCF olarak tanimlanir. Saf CO; ve H,O igin
iki boyutlu basing-sicaklik diyagrami Sekil 1.7° de gosterilmistir (Salgin, 2007).

1.3.1 Siiperkritik CO;’in fizikokimyasal ozellikleri

Stiperkritik akigkanlarin (SCF) belli bir sicaklik ve basing degerinde gaz ve sivi
fazlar1 birbirleriyle 6zdestir. Iki fazli sistemlerin tek faza doniistiigii bu nokta kritik nokta
olarak adlandirilirlar. Akiskan sicakligi kritik sicaklik (T¢) ve basincr da kritik basing
(Pc) degeri tizerine ¢ikartildiginda karsimiza “siiperkritik bolge” olarak adlandirilan yeni
bir bolge ¢ikar. Bu bolgede yer alan akigkanlar SCF olarak tanimlanir. Saf CO; ve H,O
icin iki boyutlu basing-sicaklik diyagrami Sekil 1.7°de gosterilmistir.

Siiperkritik akiskanlarn
endiistriyel kullamim bilgesi

P

Siperkritik
Bélge

Kritik nokta

b3 WA < I - | I | —
Kritik alti

Basing Kati
(bar)

co, ————= 314

0.0006 1 "_:;71
I

H,0 =t 0 374

Sicakllk °C) —— o

Sekil 1.7 Saf CO, ve H,0 igin basing-sicaklik faz diyagrami (Salgin, 2007)
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SCF’larin fizikokimyasal 6zelikleri dikkate alindiginda bu akigkanlar, gaz ve sivi
akiskan ozelikleri arasinda yer alir. Fiziksel ya da kimyasal kiitle aktarimi stiregleri igin
bu 6zelik 6nem kazanir. Siiperkritik bolgede saf haldeki bir bilesik sabit basing kosularda
sicaklik degisimlerinde ya da sabit sicaklik kosullarda basing degisimlerinde herhangi bir
faz gecisi gozlenmeksizin sivi fazdan gaz faza gegebilir. Siiperkritik bolgede bir
akigskanin belirtilen bu davraniglari tagiyici akiskan 6zelikleri i¢in potansiyel bir 6zeliktir.
SCF uygulamalarinda bir ¢ok siire¢ kimyasal/biyokimyasal maddelerin siiperkritik
COgy’deki yiiksek ¢oziiniirligiine dayanmaktadir. Gozenekli kat1 yapilarda genellikle
stvilar i¢in gozlenen kiitle aktarim dezavantajlart akigkanin siiperkritik hale gegmesi ile
taginim Ozelikleri de yeni performans kazanir. Ayrica SCF’larin yilizey gerilimlerinin ¢ok
diisiik olmas1 bir gézenekli kat1 yap1 icine gaza benzeyen penetrasyon Ozeligine olanak
saglar. SCF ortaminda gerceklesen enzimatik tepkimelerde ya da fiziksel ayirma
streglerinde bu tasmim Ozelikleri 6nem kazanir. Enzimatik tepkimede, ortam iginde
dagilmis olan enzimlerin aktif konumlarina substratlarin kiitle aktarim hiz1 artar, kiitle
aktarim kisitlamali tepkimeler, SCF icinde sivilardakinden daha hizli gerceklesebilir
(Savage vd., 1995; Russel vd., 1994; Nakamura vd., 1989). Bir akiskan Pc ve T¢
degerinin {izerindeki basing ve sicaklik kosullarinda yiiksek yogunluk ve yiiksek ¢ozme
giicli gibi s1v1 fazin 6zelliklerini gosterir. SCF’larin ¢6zme glicii basinca ve sicakliga bagl
olarak degistirilebilmektedir. Biyokimyasal sentezlerin ayirma ve saflagtirma SCF’de
¢oziinmiis maddeler atmosfer kosullar1 ile dengeye getirilerek kolayca geri
kazanilabilmektedir. Sicakliga duyarli maddeler i¢in bu 6zellik 6nem kazanir. SCF’larin
viskoziteleri sivi viskozitelerinden yaklasik 100 kat daha distiktiir. Bu 6zelik SFE
uygulamalarinda yiiksek akis hizlarinda c¢alisma olanagi saglamaktadir. Viskozite,
stiperkritik kosullarda gerceklestirilen ayirma siireclerinde; sistemdeki basing diismesini,
kiitle aktarim hizi ve kapasitesini etkiler.  (Brunner, 1994). SCF’larda ¢oziinen
molekiillerin yayinma hizlar1 sivilarinkinden 10 kat daha yiiksektir. SCF’larin ylizey
gerilimlerinin ¢ok diisiik olmas1 gézenekli yapilarda gaz 6zeligine benzeyen penetrasyona
olanak saglar. Bu nedenle, SCF ortaminda gerceklesen katalitik/enzimatik tepkimelerde,
ortam i¢inde dagilmis olan katalizor/enzimlerin aktif konumlarina tepkiyen/substratlarin

kiitle aktarim hiz1 artar, kiitle aktarim kisitlamali tepkime/biyotepkimelerde, SCF ig¢inde
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stvilardakinden daha hizli gergeklesebilir (Savage vd., 1995; Russel vd., 1994; Nakamura
vd., 1989).

1.3.2 Siiperkritik CO, ortaminda enzimatik sentezler

SCF ortaminda gergeklestirilen enzimatik tepkimeler lipaz digindaki enzimler ile
katalizlenen tepkimeler ve lipaz enzimleri ile katalizlenen tepkimeler olmak iizere 2
grupta siniflandirilir.  SCF ortaminda lipaz disindaki enzimler ile katalizlenen
tepkimelerde; alkalin fosfataz, kolesterol oksidaz, polifenol oksidaz, termolizin, subtilisin
carlsberg, a-chymotrypsin, a-amilaz, glukoamilaz ve seliillaz gibi enzimler
kullanilmaktadir. Lipaz enzimleri ile katalizlenen tepkimelerde lipazlarin SCF ortaminda
aktif ve kararli olmalar, yiiksek substrat segimlilikleri, hidrofobik substrat
¢oOziiniirliglinlin yiikksek olmasi, ticari olarak yaygin kullanim alanma sahip olmalari,
tasinim Ozelliklerin yliksek olmasi ve ¢oziiciinlin iiriinden kolaylikla uzaklastirilabilir
olmasindan dolayr kullanimlar1 oldukc¢a yaygindir. Lipaz enzimleri ile katalizlenen
tepkimelere lipitlerin diizenlenmesi (esterlesme, interesterlesme, hidroliz, asidoliziz ve
alkoliziz tepkimeleri ile), kiral bilesiklerin sentezi (esterlesme, interesterlesme, hidroliz
ve alkoliziz tepkimeleri ile), aroma ve kozmetik tiriinlerin sentezi (esterlesme ve alkoliziz

tepkimeleri ile) 6rnek olarak verilebilinir (Kamat vd., 1995).

Stiperkritik  akiskanlarin  enzimatik tepkime ortaminda kullanimlarinin  sagladigi

avantajlar agagida 6zetlenmistir.

e SCF ile gergeklestirilen tepkimelerde iirlinlerin in-stiu olarak ayrilmasina avantaj
saglarlar. Bu SCF’arin ¢ozme giliglerinin sicaklik ve basinca bagli olmasindan
kaynaklanmaktadir.

e SCF’larin diisiik viskozite ve ylizey gerilim o6zellikleri tepkiyenlerin bu
ortamlardaki yiiksek yaymirliklari nedeniyle heterojen katalitik sistemlerdeki

kiitle aktarim kisitlamalarini azaltir.
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e Lipazlar sulu ortamlarda hidroliz tepkimelerini katalizleyebilen enzimlerdir. SCF
ortaminda su aktivitesinin diisilk kosularda ise tepkimeyi terse c¢evirerek
esterlesme tepkimelerini de katalizleyebilirler.

e Hidrofobik substrat ve {iriin ¢oziintirliigii SCF ortaminda yiiksektir.

e Polar bilesenlerin ¢oziiniirliikleri isletme basincin artirilmas1 ve/veya polar
entrainer (yardimei ¢oziicli) eklenerek artirilabilir.

e SCF ortamlarinda mikrobiyal kontaminasyon gerceklesmez.

e SCF ortamlarinda enzimler ¢oziinmedigi i¢in ayirilmalart kolaydir. Tutuklanmis
enzim formlarmin kullanilmasini gerekmez.

e Sicakliga duyarl bilesikler ile gergeklestirilen tepkimelerde diistik kritik sicakliga

sahip SCF’lar tepkime ortami i¢in avantajlidir.

1.3.3 Siiperkritik CO; ortaminda enzimlerin katalitik performanslarina etki eden

parametreler

Enzimlerin konformasyonel yapisinda degisimler yaratabilmek i¢in scCO;
teknolojisi, alternatif bir yontem olup proteinlerin basing altinda tersinir denatiirasyonu
immobilizasyon dncesi 6nemli avantajlar saglayabilir. Sicaklik ve basing parametreleri
scCO; ortaminda enzimlerin katalitik performanslarina etki eder. Her enzimin daha aktif
oldugu bir sicaklik degeri vardir fakat enzimler genellikle yliksek sicakliklarda

denatiirasyona ugrayip etkisini kaybeder.

Enzimlerin inaktivasyon derecesi scCO, kosullarina bagli olarak degistirilebilir.
scCO; hidrofobik ozellikteki bir akiskandir ve bu hidrofobiklik basinca bagli olarak
degistirilebilir. Enzimlerin aktif konumlarinin da hidrofobik yapida oldugu bilinmektedir
dolayisiyla akiskanla etkilesimi daha fazla olup kiitle aktarim kisitlamalarim

azaltmaktadir. Siiperkritik akiskan teknolojisi son yillarda artan bir potansiyele sahiptir.
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Akigkanin  hidrofobikliginin basinca bagli olup, basincin artmasiyla akiskanin
hidrofobikligi artmaktadir. Artan hidrofobiklikle enzimlerin inaktivasyon derecesi de
artar. Inaktivasyon enzimlerin tersinir denatiirasyonu anlamma gelmektedir. Amag
immobilizasyon Oncesi enzimin inaktivasyonuyla birlikte aktif konumlarin korunmasi
daha sonra korunan aktif konumlarin agilarak aktifligini gostermesidir (Messiano vd.,
1999).

1.4 Konu Uzerinde Onceki Calismalar

CLEA enzimatik iretim proseslerinde serbest ya da immobilize enzim
kullanimindaki darbogazlarin ¢6ziimii ig¢in son yillarda gelistirilen yeni bir
immobilizasyon yontemidir. CLEA’lar1 diger tasiyicisiz enzim immobilizasyon
yontemlerine gore alternatif ve yeni ortaya ¢ikmis bir yontem olasina karsin; enzim
agregatlarinin boyutunun herhangi bir difiizyon kisitlamasmna gitmeden nasil kontrol
edilebilecegi, enzim konformasyonunun nasil daha esnek hale getirilebilecegi ve enzim
aktivitesi ve segiciliginin agregasyon kosullarinin farklilagtirilmasi1 ile nasil
ayarlanabilecegi gibi darbogazlarin aydinlatilmasi gerekmektedir. Enzimatik sentezlerde,
¢oziicli ortamlarina alternatif olarak scCO,’in kullanilmasi enzimlerin bolgesel ve stereo
secimli  Ozelliklerini  artirilabilmektedir.  Sicaklik ve basing gibi  biyoproses
parametrelerindeki kiigiik degisimler, siiperkritik akiskanlarin fizikokimyasal 6zelliklerini
onemli Olgiide etkilemektedir. Enzimlerin mikro c¢evresindeki bu degisimler
biyokatalizorlerin katalitik aktivite ve yapisal kararliligini da etkiler. Yiiksek lisans tez
projesinin temel amaci1 yaygin uygulamalar i¢in katalitik acidan oldukga aktif ve yeniden
kullanilabilir CLEA’larinin tasarimina yonelik esnek bir teknoloji platformu
olusturmaktir. Siireli yayin ve patent literatiiriinde tasiyicisiz enzim immobilizasyonu
oncesi enzimlerin scCO; ortaminda 6n islem gormesi sonucu konformasyon yapisinin
esnek hale getirilerek CLEA ya da bagka bir tasiyicisiz enzim immobilizasyon siirecine

yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak farkli enzimlerin kullanildigi CLEA
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caligmalarina yonelik son yillarda yapilmis yayimlarin ¢calismamiza 1g1ik tutmasi agisindan

asagida degerlendirilmistir.

Cao vd. (2001), B-laktam antibiyotiklerinin sentezinde aktif olarak kullanilan
penisilin a¢ilaz enziminin biyoreaksiyon ortam bilesimlerinden ve isletme kosullarindan
onemli Olgiide etkilendigini ve prosesin temel darbogazlarini olusturdugunu
bildirmislerdir. Belirtilen darbogazlarin ¢oziimiine yonelik penisilin agilaz enziminin
fiziksel agregat olusturmasi ve daha sonra bunlarin birbirlerine kimyasal olarak ¢apraz
baglanmasi ile yeni bir immobilizasyon yontemi olan penisilin agilazin, ¢apraz bagh
enzim agregatlarim1  gelistirmislerdir.  Arastirmada penisilin  agilaz ~ enziminin
CLEA’larinin reaksiyon ortaminda yiiksek Katalitik aktivite gosterdigi bildirilmistir.
Ayrica polar ve apolar organik c¢oziiciilere karsit dayanikliligin yliksek oldugu

saptanmistir.

Serrano vd. (2002), 7 farkli ticari lipaz enzimi -Candida antarctica lipaz1 A,
Candida antarctica lipaz1 B, Pseudomonas alcaligenes lipazi, Thermomyces lanuginosus
lipazi, Rhizomucor miehei lipazi, Aspergillus niger lipazi, Candida rugosa lipazi-
kullanarak hazirladiklar CLEA formundaki tasiyicisiz enzim immobilizasyon siirecine
ortam Dbilesenleri ve bilesimlerinin etkisini arastirmiglardir. Bu ¢alismada; 1,2-
dimetoksietan, (NH;).SO, ve aseton gibi farkli presipitasyon ajan tiirii ve derisimin
CLEA formundaki enzim aktivitesine etkisi incelenmistir. Bifonksiyonel ¢apraz baglayici
ajan olarak gluteraldehit kullanmilmistir. Hidrofilik 6zellik gdsteren lipaz enzimlerinin
organik ¢oziicii ile presipitasyonunda enzimlerdeki aktivite kayiplarinin &nlenmesi
amaciyla; tag eter (crown ether) ve sodyum dodesil siilfat (SDS) yardimci katki maddesi
olarak kullanilmigtir. Presipitasyon ajam1 olarak kullanilan organik c¢oziiciiler lipaz
enzimlerinin aktif konumlarinda denatiirasyona neden oldugundan CLEA ¢alismalarinda
en uygun presipitasyon ajaninin (NH4)>SO,4 oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar, tastyicili
ve tastyicisiz enzim Sistemlerinin  immobilizasyon siireglerinde siklikla kullanilan
bifonksiyonel ¢apraz baglayici ajan olan gluteraldehitin CLEA formundaki enzimlerin

birbirine asir1 baglanmasini énlemek ve serbest enzime gore aktivite geri kazanim oranini
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arttirmak i¢in tag eter, SDS ve Triton X100 gibi farkli siirfaktan tiiri ve derigimlerinin
etkisi kapsamli bi¢gimde incelemislerdir. Enzimlerin katalitik ozellik gosteren aktif
konumlarinin, siirfaktan molekiilleri tarafindan ¢evrelenmesiyle, aktif konumlar
iizerinden gerceklesebilecek ¢apraz baglanmalarin siddetinin azaltildigini belirtmislerdir.
Ozellikle, Thermomyces lanugiosus lipazt ve Rhizomucor miehei lipazi kullanilarak
gerceklestirilen CLEA formundaki enzimlerin katalitik performanslart (NH4),SO4 ve
SDS varliginda dogal enzime gore sirasiyla 2 ve 3 kat oraninda arttigin1 saptamiglardir.
Ayrica, CLEA formunda hazirlanan bu biyokatalizorlerin organik ortamlardaki katalitik

aktivitelerinin de yaklagik 10 kat arttigin1 bildirmislerdir.

Aytar ve Bakir’m (2008), maruldan ekstrakte edilen tirosinaz enziminin
CLEA’larimi hazirlamak i¢in kullanmislardir. Arastirmada, proteik feeder olarak BSA,
presipitasyon ajani olarak (NHy),SO,4, capraz baglayici ajan olarak da gluteraldehit
kullanilmistir. Aminoasit gruplarinca daha zengin olan proteik feeder ajan BSA’nin lizine
gore gluteraldehit ile daha fazla baglanarak enzimin aktif konumlarinin Korunmasi
amaglanmustir. Farkli derisimlerdeki (NH,4),SO, ve gluteraldehitin CLEA aktivitesine
etkisini incelemisler ve taramali elektron mikroskobu (SEM) resimlerinden hazirlanan
CLEA’larda olusan kavitenin enzim aktivitesindeki etkisini tartismiglardir. (NH4)2SO4
derigim araliginn % 40-90 (w/v) oldugu kosullarda presipitasyon ajan derisiminin
artmasi ile azalan partikiil biyiikligii ile birlikte aktivitenin arttigini bildirmislerdir.
Sekil 2.8’de gosterildigi gibi, arastirmacilar  (NH4),SO;  derisiminin artmasiyla
CLEA’larinda kavite olusumunun arttigt ve buna baghh olarak da kiitle aktarim
kisitlamalarinin ~ azaldigini  vurgulamislardir.  Gluteraldehit — derisimlerinin  CLEA
aktivitesine etkisi % 1-4 (v/v) araliginda incelenmis, gluteraldehit derisiminin artmasiyla
aktivitenin arttiim1 ve Sekil 1.9’da gosterildigi gibi hazirlanan CLEA capinin ise
azaldigim1 ve kavite sayisinin artigini vurgulamiglardir. Kavite sayisindaki artisin,
substratin CLEA’ya kiitle aktarim kisitlamalarmi da onledigini  bildirmislerdir.
Arastirmacilar, %2 (v/v) gluteraldehit derisimi ve %60 (w/v) (NH4),SO4 derisimindeki
kosullarda hazirlanan CLEA’larda aktivite geri kazaniminin yaklasik %100 oldugunu

saptamiglardir.
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Sekil 1.8 Tirosinaz enzimi ile hazirlanan CLEA formlarina amonyum siilfat derigsiminin

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

Sekil 1.9 Tirosinaz enzimi ile hazirlanan CLEA formlarina gluteraldehit derisiminin

etkisi (3) % 1 (VV) (b) % 2 (v/v) () % 3 (v/v) (d) %4 (Viv)
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Yu vd. (2006) yilinda yaptig1 bir ¢alismada Candida rugosa lipazindan hazirlanan
CLEA’larin partikiil biiytikliigiine ve CLEA aktivitesine agregasyon kosullarinin etkisini
arastirmiglardir. Arastirmada LiCl, NaCl, NH4Cl, Na;SO4, (NH;)2SO, gibi farkli tuzlarin
etkisi incelenmistir. Presipitasyon ajaninin ¢ozelti igerisindeki elektrostatik dengeyi
etkileyerek molekiiller arasindaki hidratlasma derecesinin degismesiyle, enzimlerin
birbirlerine  yakinlagtigini  vurgulamiglar ve presipitasyon ajaninin, ¢dzeltinin
cOziiniirliglinii azaltarak enzimleri ¢oziinmez durumda birbirine yakinlastirilmasini
sagladigim1  bildirilmislerdir. Farkli tuzlarin CLEA ¢oziiniirligini nasil etkiledigi
incelenmis ve enzim molekiil ¢oziiniirliigiini en fazla azaltan tuzun (NH,4)2SO,4 oldugunu
saptamiglardir. Calismada, (NH4),SO4 derisiminin artmasiyla enzim ¢oziiniirliigiin
azaldigini, agregasyonun arttig1 ve partikiil biiyiikliigiiniin de buna baglh olarak arttigini
vurgulanmigtir. Gluteraldehit derisimi, ortam pH’1 ve enzim derisiminin CLEA
aktivitesine etkisi incelenmis ve yiiksek derisimlerinde daha biiyiik partikiil ¢apina sahip
CLEA’larinin olustugu bildirilmistir. Partikiil biiylikliigiintin kiitle aktarimi agisindan
onemli oldugu, CLEA boyut kontroliiniin aktivite i¢in olumlu sonu¢ verdigi vurgulanmis
ve en yliksek aktivite degerini partikiil biyikligii 40-50 um capindaki CLEA’larin
gosterdigi bildirilmistir.

Perez vd. (2009) kloroperoksidaz enziminin katalitik agidan kararliligin1 ve yiiksek
sicakliga karsi dayaniklihigini arttirmak ve pH’a karsi stabilitesini gelistirmek igin
enzimin CLEA’larin1 olusturmuslardir.  Arastirmacilar, CLEA olusum siirecini ikKi
adimda gergeklestirmislerdir. Bu siirecin ilk adimi enzimlerin fiziksel agregatinin
olusumu igin enzim presipitasyonu, ikinci adim ise bu agregatlarin birbirlerine ¢apraz
baglanmasidir. Calismada, presipitasyon ajani olarak izopropil alkol, 1,2-dimetoksi etan,
ters-butil alkol, aseton, asetonitril gibi farkli organik ¢oziiciilerin ve amonyum siilfat
tuzunun agregat olusumu iizerine etkisi incelenmistir. CLEA’lardaki aktivite kayiplarinin
onlenmesi i¢in proteic feeder olarak bovin serum albiimin kullanilmistir. CLEA olusum
stirecindeki aktivite kayiplarini saptamak i¢in santrifiij isleminden sonra ayrilan ¢6zeltinin

aktiviteleri Ol¢iilmiistiir. 1,2-Dimetoksietanin, Kloroperoksidaz enzim igin en iyi
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presipitasyon ajani oldugu saptanmig ve 1,2-dimetoksietan kullanildiginda yikama
cozeltisindeki aktivitenin yok denecek kadar az oldugu goézlemislerdir. Bu c¢alismada
serbest amino gruplar1 eklenerek enzim aktivitesinde artis saglanmasi amaclanmistir.
Serbest amino gruplari enzimin yiizeyini kaplayarak gluteraldehitin enzimin aktif
konumlarma asirt baglanmasin1 6nlemektedir ve olusturulan biyokatalizorde aktivite
artisina neden olumaktadir. Arastirmada proteik feeder olarak polilizin ve polietilenimin
kullanilmistir. %1 (v/v) derisiminde gluteraldehit ve donor grup olarak polilizin ve
polietilenimin kullanildiginda olusturulan CLEA’larda aktivite kaybinin en aza
indirgendigini saptamiglardir.  Olusturulan CLEA’larin1 aktivitesini kaybetmeden

tepkime ortamlarinda defalarca kullanilabilecegi vurgulanmaistir.

Kumar vd. (2010) %35’lik amonyum siilfat ¢6zeltisi ve 125 uM derisiminde
gluteraldehit  kullanildiginda nitralaz  enzimlerinden yola ¢ikilarak olusturulan
CLEA’larindaki aktivite geri kazanim oraninin %70 oldugunu belirlemislerdir. Aktivite
geri kazanim oranina gluteraldehit derisiminin etkisi 12.5-250 mM derigim araliginda
incelenmislerdir. Guteraldehit derisiminin artmasiyla aktivite geri kazanim oranin arttigi
daha sonra hemen hemen sabit kaldigin1 belirlemislerdir. Aktivite geri kazanim oranina
baslangi¢ enzim derisiminin etkisi ise 15-150 mM derisim araliginda incelemislerdir.
Nitrilaz enziminin tasiyicisiz enzim immobilizasyonunda baslangi¢ enzim aktivitesinin
artmasi ile aktivite geri kazanim oraninin azaldigim1 bildirmislerdir. Arastirmacilar
degisik pH (5-9) ve sicaklik (4-45 °C) arahiginda gergeklestirilen tasiyicisiz
immobilizasyon siirecinde aktivite geri kazanim orani agisindan en uygun capraz bagh

nitrilaz enzimi agregatlarinin olusturulmasini amaglamiglardir.

CLEA fiiretim siirecinde kullanilan tampon ile gergeklestirilen yikama islemlerinde
slipernatantta herhangi bir aktivite olup olmadigina bakilmis ve bu siiregte gluteraldehit
derisimi ve baglangic enzim derisimin artmasiyla aktivite kayiplarinin degisimini
incelemislerdir. Gluteraldehit derisimi ile aktivite kaybinda Onemli bir degisim
olmamasina karsin baslangi¢ enzim derisiminin artmasiyla énemli 6l¢lide aktivite kaybi

yani enzim kaybinin oldugu saptamislardir.
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2 MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

Bu calismada, Candida rugosa lipazi1 Type VII (Sigma L1754, Aktivite > 700
U/mg) ve Candida antarctica lipaz1 B (Sigma 65986, Aktivite> 1.09 U/mg ) olmak iizere
iki farkli lipaz kullanilmistir. Capraz bagl enzim agregatlarinin hazirlanmasi siirecinde
ortam bilesimi olarak; bifonksiyonel ¢apraz baglayici ajan olarak gluteraldehit (Sigma
G5882, Grade I %25’lik ¢ozelti), presipitasyon ajant olarak amonyum siilfat (Merck
1.001217, Saflik> 9%99.5), proteik feeder ajan olarak bovine serum albiimin Fraction V
(Sigma A9647, saflik> 96) ve L(+)-lizin (Sigma L5501), ylizey aktif maddesi olarak
TritonX-100 (Sigma 93429) kullanilmigtir. Enzim ¢6zeltilerinin  hazirlanmasinda
kullanilan tampon sistemleri Na,HPO, (Merck 1.06586) ve NaH,PO,2H,O (Merck
1.06345) ile hazirlanmistir. Serbest ve capraz bagli enzim agregatlart bi¢ciminde
gergeklestirilen  tasiyicisiz enzim  immobilizasyon  sistemlerinin  aktivitelerinin
belirlenmesinde substrat olarak p-nitrofenil asetat (Sigma N8130) kullanilmistir. p
nitrofenil asetat ¢ozeltisi HPLC saflikta asetonitril (Merck 1.00030) ortaminda
hazirlanmistir. Serbest ve ¢apraz bagli enzim agregatlar1 formlarindaki enzimlerin
aktivitelerinin belirlenebilmesi i¢in kalibrasyon dogrusunun hazirlanmasinda tepkime
iriinii olan p-nitrofenol (Merck 6798) kullanilmistir. Ayrica, Candida rugosa lipaz
enzimlerinden hazirlanan ¢apraz bagli enzim agregatlarimin katalitik aktivitelerinin
karsilastirilmasinda, ticari olarak sentezi son yillarda gerceklestirilmis Candida rugosa
lipaz enziminin CLEA formundaki biyokatalizorleri (Fluka 74793 Aktivite > 1.32 U/mg)

kullanilmustir.
Stiperkritik akiskan ortaminda hem Candida rugosa lipazi hem de Candida

antarctica lipazi1 B enzimlerinin immobilizasyon Oncesi gerceklestirilen 6n islemlerde

saflik derecesi > %99.995 olan sivilastirilmis CO, (HatGrup, Kocaeli) kullanilmistir.

36



2.2 Capraz bagh enzim agregatlarinin hazirlanmasi

2.2.1 Siiperkritik CO; ortaminda enzimlerin 6n islemi

Capraz bagli enzim agregatlar1 seklindeki tasiyicisiz enzim immobilizasyon
stirecinde Candida rugosa lipaz1 ve Candida antarctica lipazt B model enzim olarak

kullanilmigtir. ScCO; ortaminda enzimlerin 6n islem siireci asagida agiklanmistir.

Tastyicisiz  enzim immobilizasyon islemi Oncesi enzimler yiiksek basing
kosullarindaki scCO; ortaminda, tersinir basing denatiirasyon islemi uygulanmistir. Bu
islemler akigkan fazina gore yan siirekli kat1 faza gore ise kesikli olarak isletilen ISCO
SFX 220 Model Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyon Sistemi (ISCO SFX Model,
Supercrtical Fluid Extraction System, NE, Illinois, ABD) olan yiiksek basing sisteminde
gergeklestirilmistir.  Sistemin akim semasi Sekil 2.1°de gosterilmistir. Sistemde
kullanilan ekstraktor kismi modifiye edilerek yerine yiiksek basinca dayanikli bir reaktor
tinitesi (7) tasarlanmistir. Yiiksek basinca dayanikli reaktor iinitesinin i¢ hacmi yaklasik 5
mL’dir. Yiiksek basing sisteminde On islem sonundaki basincin yeniden atmosferik
kosullara indirgenmesi sirasinda liyofilize haldeki enzim partikiillerinin reaktdrden
tagsmasini/kagmasint  6nlemek i¢in SCCO; giris ve ¢ikisinin ayni oldugu bdliime
gozenekliligi 0.2 pum olan sinterlestirilmis Si-Al karisimindan yapilmis bir filtre
kullanilmistir. Sistem 2 adet yliksek basing siringa tipi pompa iinitesi icermektedir (3, 4).
Pompalardaki vuruntunun onlenmesi ve o&zellikle sivi CO; tankindaki akiskanin
stperkritik kosullara getirilebilmesini saglamak amaciyla her iki pompanin basinda
bulunan 1sitma/sogutma ceketlerinden sogutma sirkiilatérii  (9) yardimiyla +4 °C
sicakliktaki sogutma akiskani gegirilerek pompa baslarinin sogumasi saglanmstir.
Istenilen basing kosulu saglanan scCO,’in 6n islem sicakligina ulasabilmesi icin yiiksek
basing reaktor iinitesinin dncesinde ve yiiksek basing reaktor {initesini i¢ine alan sicaklik
kontrollii basing iinitesi (8) boru hatlarindaki 1sitma sistemleri yardimiyla otomatik

olarak saglanmistir. Sistemdeki bu siire¢ sistem {izerinde yer alan kontrol {initesi (2)
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tarafindan

otomatik  olarak  saglanmaktadir. ScCO,; ortaminda  enzimler

15 dakika siire ile statik basing altinda 6n islem gormiislerdir.
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Sekil 2.1 Yiiksek basing reaktor sisteminin sematik gosterimi (Salgin ve Korkmaz, 2011)

(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
(6)
(1)
(8)
(9)
(10)
(11)
(12)

Stiperkritik akiskan reaktor iinitesi
Kontrol iinitesi

Siringa tipi yiiksek basing pompasi
Siringa tipi yiiksek basing pompasi
Restriktor sicaklik kontrol iinitesi
Sicaklik kontrollii akis hiz1 ayarlanabilir restriktor
Yiiksek basing reaktor

Sicaklik kontrollii basing tinitesi
Sogutmali sirkiilator

S1vi CO», tanki

Katki maddesi tanki

Atik {iriin toplama kabi

On islem siiresi tamamlandiginda yiiksek basing sistemindeki akiskan basincinin

ani olarak azalmasini engellemek amaciyla CO; basinci, yiiksek basing reaktdr sistemi

cikisinda yer alan es merkezli ve akis hizi ayarlanabilir vana (6) (ISCO coaxially heated
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adjustable back pressure valve) yardimiyla saglanmistir. Yiiksek basing kosullarindaki
CO,, sicaklik kontrollii akis hizi ayarlanabilir restriktorden ¢ikisi sirasinda meydana
gelen ani genlesme kuru buz (katt CO;) olusumuna neden olmaktadir. Kuru buz
olusumunu engellemek amaciyla restriktdriin sicaklign +80 °C sicaklikta tutulmustur.
Sicaklik kontrolii sistemde yer alan sicaklik kontrol iinitesinde (8) (ISCO Restrictor
temperature controller) otomatik olarak saglanmistir. Basincin atmosferik kosullara
diisiiriilmesi sonucu enzimler yiiksek basing reaktdor ortamindan tasiyicisiz enzim

immobilizasyon siireci i¢in uzaklastirilmistir.

Candida rugosa lipaz enzim aktivitesine scCO, ortam sicakligi ve basincin etkisi
sirastyla 31-60 °C ve 7.38-40 MPa araligindaki kosullarda hem kat: formdaki enzim hem
de pH’ 1 7.2 olan 0.1 M Nay;HPO4-NaH,PO, tampon ortaminda ¢6ziinmiis enzim icin
arastirilmistir. Kati formdaki enzimlerle gerceklestirilen arastirmalarda 0.02 g Candida
rugosa lipaz enzimi kullanilmistir. Tampon ortaminda ¢6ziinmiis enzimler ile
gergeklestirilen aragtirmalarda ise enzim derisimi 0.02 g/mL’dir. Candida antarctica
lipaz1 B enzim aktivitesine scCO; ortam sicakligi ve basincin etkisi ise sadece kati
formdaki liyofilize enzim kullanilarak 15 dakika siire ile 40 °C sicaklik ve 10 MPa basing

kosullarinda arastirilmistir.

2.2.2 Uretim ortamindan gelen safsizhklarin giderilmesi

Candida antarctica lipazi B enzimi i¢in herhangi bir safsizlik giderme islemi
uygulanmamasina karsin Candida rugosa lipazi enzimi i¢in liretim ortamindan gelen asir1
safsizliklarin gidilmesine yonelik immobilizasyon Oncesi, bilesimindeki safsizliklarin

azaltilmasi amaciyla bir dizi ayirma islemleri gerceklestirilmistir.

Birinci adimda, 3 mL hacimdeki pH’1 7.2 olan 0.1 M Na,;HPO4-NaH,PO, tampon
ortaminda eklenen enzimlerden homojen bir ¢dzelti olusturmak amaciyla vorteks

cihazinda (IKA Co., VG3 Model, Almanya) karistirilarak ¢dziilmesi saglanmistir. Ikinci
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adimda ise pH’1 7.2 olan 0.1 M NayHPO4-NaH,PO, tampon ortaminda ¢oziinmiis
Candida rugosa lipaz1 enzimi ¢ozeltilerinin +4 °C sicaklikta karismasini saglamak
amaciyla 30 mL hacimli polipropilen tiiplin igerisine yerlestirilebildigi 6zel olarak
yapilmig ve cevresinde sicaklik kontroliiniin saglanabilecegi bir ceketli kap icerisine
yerlestirilmistir. Sicaklik kontrollii sogutmali sirkiilatér yardimiyla (Thermo Elektron
Co., HAAKE Phoenix Il P2-C25P circulator, Hampshire, Ingiltere) +4 °C sicakliktaki bir
sogutma akiskan1 bu ceketten gecirilerek enzim ¢ozeltisinin sogutulmast saglanmistir.
Karistirma hiz1 kontrollii orbital karistirmali shaker (Selecta Co., Rotabit Model,
Ispanya) iizerine yerlestirilen enzim ¢dzeltisi 200 rpm karistirma hizinda 2 saat siire ile
karigtirilmistir. Bu islem sonunda enzim ¢ozeltisi +4 °C sicaklikta 10000 rpm’ de
30 dakika siireyle sogutmali bir santrifiijde (Selecta Co., Medifriger BL-S Model,
Ispanya) santrifiijlesmistir. Santrifiij tiipii iizerindeki iist faz (siipernatant) benzer
hacimdeki yeni bir santrifiij tlipline alindiktan sonra yukaridaki islemler tekrarlanmistir.
Bu islemler hem scCO; ile 6n islem gérmiis enzimlerin hem de on islem gormemis
enzimlerin yer aldigt immobilizasyon siireglerinde kullanilacak enzimler igin

tekrarlanmistir.

2.2.3 Capraz bagh enzim agregatlarinin iiretimi

Candida rugosa lipazi i¢in safsizliklarin giderilmesine yonelik santrifiijleme
yontemi ile ayrima islemleri gergeklestirildikten sonra, Candida antarctica lipaz1 B
enzimi ic¢in ise safsizlik giderme islemi uygulanmadan es anli olarak hem scCO;
ortaminda 6n igslem gérmiis hem de gérmemis enzimler kullanilarak ¢apraz bagl enzim

agregatlarinin olusturulmasi i¢in asagida belirtilen adimlar izlenmistir.

1. 30 mL hacimli polipropilen santrifiij tiipii bulunan 3 mL hacimdeki belli bir
baslangi¢c enzim derisimine sahip enzim ¢dzeltisi, presipitasyon ajani amonyum
stilfatin katt formunun dogrudan enzim c¢ozeltisine yavas yavas eklenerek

enzimin salting out etkisiyle presipitasyonu karigtirma hizi kontrollii orbital

40



karistirmali karistiricida (Selecta Co., Rotabit Model, Ispanya) 2 saat siire ile
+4 °C sicaklik ve 200 rpm karistirma hizi kosularinda gergeklestirilmistir.
Arastirmalarda CLEA formundaki biyokatalizér sistemlerinin  Kkatalitik
aktivitesine amonyum siilfat derisiminin etkisi; 500—800 mg/mL araliginda

incelenmistir.

Iyonik kuvvetlerle birbirlerine yakinlastirilan enzim molekiillerinin birbirlerine
capraz olarak baglanma islemi karistirma hizi kontrollii orbital karistirmali bir
karistiricida (Selecta Co., Rotabit Model, Ispanya) yarim saat siire ile +4 °C
sicaklik ve 200 rpm  kanistirma hizinda belli derisimde gluteraldehit
kullanilarak gergeklestirilmistir. Karistirma islem sonunda ornekler 2 giin
boyunca 4- 8 °C sicakliktaki buzdolabinda bekletilmistir. Arastirmalarda CLEA
formundaki biyokatalizor sistemlerinin katalitik aktivitesine gluteraldehit

derisiminin etkisi 26.7-100 pL/mL araliginda incelenmistir.

Capraz bagli enzim agregatlar1 bi¢ciminde lretilen biyokatalizorlerin ¢ozelti
ortamindaki geri kazanimi ve iiretim ortamindan gelen safsizliklardan ayrilmasi
icin 6rnekler +4 °C sicaklikta 1000 rpm karistirma hizinda 30 dakika siireyle
sogutmali santrifiijde (Selecta Co., Medifriger BL-S Model, Ispanya)
gerceklestirilmistir.  Santrifiij islemi sonunda iist faz1 ayrilan 6rnekler tizerine
pH’1 7.2 olan 0.1 M Na;HPO,4-NaH,PO,4 tampon ¢ozeltiden 3 mL eklenmis ve
vorteks islemi uygulanmistir. Belirtilen bu yikama iglemleri 5 kez

tekrarlanmistir.

Proteik feeder ajan tiirli ve derisim etkisi ve yiizey aktif madde derisiminin

olusturulan CLEA formundaki biyokatalizorlerin katalitik aktivitesine etkisinin

incelendigi immobilizasyon islemlerinde; proteik fedeer, ajan enzim ¢ozeltisinin

saflastirma islemi sonrasi yiizey aktif maddesi ise enzim ¢ozeltisinin saflagtirma islemi

oncesi eklenmistir.
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Deneylerde Candida rugosa enziminin ¢apraz bagli enzim agregatlarinin aktivitesi
iizerine proteik feeder ajan BSA ve lizin derisiminin etkisi 0.88-16.67 mg/mL araliinda,
ylizey aktif maddesi Triton X-100 derisiminin etkisi ise 1/10 oraninda deiyonize su
icerisinde seyreltilmis Triton X-100 ¢ozeltisinin 1.67-4 pL/mL derisim araliginda
incelenmistir. Candida antarctica lipazi B enziminin CLEA bi¢imindeki enzim
immobilizasyon siireci ise Candida rugosa enziminin en yiiksek katalitik aktivite
degerlerinin saptandigi en uygun baslangi¢c enzim derisimi, amonyum siilfat derisimi ve
gluteraldehit derisiminde ve hem BSA ve lizin hem de Triton X-100 i¢in belirlenen en

uygun kosullarda gergeklestirilmistir.

Yiiksek lisans tez projesi kapsaminda gergeklestirilen tiim deneyler, scCO; ile 6n
islem gormils ve gérmemis Candida rugosa enzimi ve Candida antarctica lipaz1 B

enzimleri i¢in es anli olarak gergeklestirilmistir.

2.3 Enzim aktivitesinin belirlenmesi

Candida rugosa enzimi ve Candida antarctica lipazi B enzimleri kullanilarak
hazirlanan CLEA formundaki tasiyicisiz enzim sistemlerinin hidrolitik aktivitesi (U),
substrat olarak p-nitrofenilasetat (pNPA)’in lipaz enzimi ile tepkimesi sonunda iiretilen
p-nitrofenol (pNF)’in tiretim hiz1 6lgiilerek belirlenmistir (Goto vd., 2003; Salgin, 2007).

Tepkimenin stokiyometrik denklemi Sekil 2.2°de verilmistir.

. g o o+ H Lipaz enzimi ‘o 0
—Cc— —< >— + > NO, + R—C-
2 + R20 Fosfat tamponu _O 2 + R-C-OH
pH =7.5,25°C
p NPA p NP

Sekil 2.2 p-nitrofenilasetat lipaz katalizli enzimatik hidroliz tepkimesi
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p-nitrofenol iiretim hizi spektrofotometrik olarak UV-vis spektrofotometre
cihazinda (Shimadzu, 1800 model Uv-vis spektofotometre, Japonya) A=404 nm dalga
boyunda ve 25°C sicaklikta, kinetik moda belirli zaman araliginda okunan absorbans
degerlerinin farkindan yararlanilarak hesaplanmistir. Kalibrasyon dogrusu i¢in 0.1 M ve
pH=7.5 fosfat tamponunda (Na;HPO4-NaH,PO,) hazirlanan pNP’nin  belli
derisimlerindeki ¢ozeltileri kullanilmistir. Her bir pNP derisimi i¢in elde absorbans
degerleri spektrofotometrik olarak A=404 nm i¢in belirlenmistir. Absorbans o6l¢timii
oncesinde CLEA’lar 0.45 um gozeneli polivinilidin floriir (PVDF, Millex VV) filtrelerde

stizlilmiistiir.
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3 DENEYSEL BULGULAR

3.1 Kati Formadaki Enzimlerin Katalitik Aktivitesine Siiperkritik CO,’in Sicakhk
ve Basing Etkisi

scCO, ortaminda enzim konformasyonunun nasil daha esnek hale
getirilebilecegine yonelik ¢alismalarda, kati formdaki CRL enzimleri, 31-60 °C sicaklik
ve 7.38-40 MPa basing araligi kosullarinda 15 dakika siire ile scCO; ortaminda 6n islem
gormiislerdir. Sekil 3.1°de farkli sicaklik kosullarinda CRL enzim aktivitesine basincin

etkisi gosterilmistir.

4,0
A 31°C
@® 40°C
3,5 - Hl 50°C
v 60°C
[ |
3,0 -
—_ A [ |
2 2 2.55 U
2 251 R
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< [ ]
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Basing (MPa)

Sekil 3.1 scCO;ortaminda 6n islem goren kat1 formdaki CRL enzim aktivitesinin farkli
sicakliklarda basing ile degisimi
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Kat1 formdaki CRL enzimlerinin, dogrudan scCO; ile 6n islem gormesi sonucu
enzim konformasyonel yapisinda 6nemli degisimlerin oldugu goriilmektedir. 40 °C gibi
ilimh sicaklik kosullarinda gerceklestirilen ¢alismalarda kritik basing degeri 7.38 MPa
olan scCOy’in belirtilen basing degerinin iizerindeki kosullarda aktivitesi, 2.55 U olarak
saptanan scCO; ile 6n islem gormemis serbest enzim aktivitesinin altinda oldugu
saptanmistir. Kullanilan sistemin teknik 6zellikleri ve yliksek basing reaktorde scCO>’in
ani basinglandirma ve genlestirme siireclerinde enzim aktivitesine etkileri de dikkate
alindiginda yiiksek lisans tez projesi kapsaminda CRL enzimlerinin CLEA formundaki
biyokatalizor sistemlerinin hazirlanmasinda 6n islem kosullar1 40 °C, 10 MPa ve 15

dakika olarak belirlenmistir.

3.2 Enzim Cozeltisinde Serbest Formda Bulunan Enzimlerin Katalitik Aktivitesine
ScCO’in Sicaklik ve Basmcimin Etkisi

CLEA formundaki enzim sistemlerinin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalarda
immobilizasyon siireci 6ncesi pH’1 7.5 olan 0.1 M fosfat tamponunda ¢6zlinmiis serbest
CRL enzimleri 31-60 °C sicaklik araligi ve 7.38-40 MPa basing aralig1 kosullarinda 15
dakika siire ile scCO; ortaminda 6n islem gormiislerdir. Sekil 3.2’de farkli sicaklik
kosullarinda tampon sisteminde ¢ozlinmiis serbest CRL enzim aktivitesine basincin etkisi
gosterilmistir. Enzimatik sentezlerde ¢oziicii ortamlarina alternatif olarak scCO;’in
kullanilmasi, enzimlerin bdlgesel ve stereo secimli Ozeliklerini artirilabilmektedir.
Sicaklik ve basing gibi biyoproses parametrelerindeki kiiclik degisimler siiperkritik
akiskanlarin fizikokimyasal 6zelliklerini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir. Enzimlerin mikro
cevresindeki bu degisimler biyokatalizorlerin katalitik aktivite ve yapisal kararliligin1 da
etkiler. Enzim ¢ozeltisinde serbest formda bulunan CRL enzimlerin katalitik aktivitesine
scCO’in sicaklik ve basing etkisi dikkate alindiginda genis bir sicaklik ve basing

araliginda serbest enzimlerin katalitik aktivitelerinin arttig1 saptanmustir.
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Sekil 3.2 scCO;, ortaminda 6n islem gormiis serbest formdaki CRL enzim aktivitesinin
farkli sicakliklarda basing ile degisimi

3.3 Capraz Bagh Enzim Agregatlarimn Uretiminde Enzim Aktivitesine Etki Eden
Parametrelerin incelenmesi

3.3.1. Candida rugosa lipaz enzimi

3.3.1.1 Baslangic enzim derisimi etkisi

Tastyicisiz enzim immobilizasyon siirecinde 10MPa ve 40 °C kosullarinda scCO;
ortaminda on islem goérmiis CRL enzimi ve o6n islem gormemis CRL enzimi ile
olusturulan CLEA’larinin immobilizasyonu es anli olarak gergeklestirilmistir. CLEA

formunda olusturulan immobilize enzim sistemlerin, katalitik aktivitesine baslangig¢
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enzim derisiminin (Cgo) etkisi Cg=50, 100, 150 ve 200 mg/mL kosullarinda
arastirtlmistir. Bu siirecte bifonksiyonel ¢apraz baglayici ajan derisimi 26.7-100 uL/mL
araligindaki farkli gluteraldehit derisimlerinde (Cga) incelenmistir. Presipitasyon ajani
(NH4)2SO4’1in - derisimi  (C(nHay2sos) ise pH’1 7.2 olan 0.1 M NayHPOs-NaH»PO,

tamponunda 700 mg/mL olarak saptanan doygunluk derisimi kosularinda gerceklestiril-

mistir.
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Sekil 3.3 CRL enzimleri ile olusturulan CLEA’nin enzim aktivitesine baslangi¢ enzim

derisi ve gluteraldehit derisiminin etkisi (Cnnay2s04=700 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat
tamponu)

Sekil 3.3’de gosterilen 2D grafiklerinde scCO; ortaminda 6n islem gérmemis CRL
enzimi ile olusturulan CLEA’larin katalitik aktivitelerine, baglangi¢ enzim derisimi ve

gluteraldehit derisim etkisi birlikte gosterilmistir. Baslangic enzim derisiminin
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150-200 mg/mL ve gluteraldehit derisiminin 26.7-60 puL/mL oldugu kosullarda yiiksek
aktivite degerlerine ulagilmistir. scCO> ile 6n islem gérmemis CRL enzimleri kullanilarak
olusturulan CLEA’larin en yiiksek aktivite degeri Cgo=200 mg/mL ve Cga=40 puL/mL
kosullarinda elde edilmis ve aktivite 683.7 U/g CLEA olarak saptanmistir.
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Sekil 3.4 scCO, ortaminda 10 MPa ve 40°C kosullarinda 6n islem géren CRL enzimleri
ile olusturulan CLEA’nin enzim aktivitesine baslangi¢ enzim derisi ve gluteraldehit
derisiminin etkisi (C(nnay2s04=700 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu)

10MPa ve 40 °C kosullardaki scCO, ortaminda 6n islem géren CRL enzimi ile
olusturulan CLEA’larin katalitik aktivitelerine baslangi¢c enzim derisimi ve gluteraldehit
derisimin etkisi Sekil 3.4’de gosterilmistir. Baslangi¢ enzim derisiminin 100-200 mg/mL
ve gluteraldehit derisiminin 26.7-40 puL/mL oldugu kosullarda yiiksek aktivite degerleri

elde edilmistir. scCO, ile 6n islem goren CRL enzimleri kullanilarak olusturulan
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CLEA’larin en yiiksek aktivite degerine Cgo=150 mg/mL ve Cga=40 puL/mL kosullarinda
elde edilmis ve aktivite 708.1 U/g CLEA olarak saptanmistir. Bu kosullarda scCO ile 6n
islem gormemis CRL enzimleri kullanilarak olusturulan CLEA’larin en yiiksek aktivite

degeri ise 307.8 U/g CLEA dir.

CRL enzimlerinin CLEA seklindeki tasiyicisiz enzim immobilizasyon siirecinde
baglangi¢c enzim derisiminin enzim aktivitesine etkisi dikkate alindiginda, bifonksiyonel
ajan derisimine bagli olarak farkliliklar géstermektedir. Bu nedenle sabit bir gluteraldehit
derisiminde, baslangi¢ enzim derisiminin aktivite iizerine etkisi asagida detayli bigimde
ele alinmistir. scCOy ile 6n iglem gérmiis ve gdrmemis CRL enzimlerinin pH’1 7.2 olan
0.1M Na,HPO4-NaH>PO,4 tampon ortaminda, Cea=26.7 pL/mL ve
CNH2)2s04=700 mg/mL kosullarinda gergeklestirilen immobilizasyon siirecinde elde
edilen CLEA aktivitelerinin baglangic enzim derisimi ile degisimi Sekil 3.5°de
gosterilmistir. Belirtilen kosullarda scCO; ile 6n islem gormiis CRL enzimleri ile elde
edilen CLEA aktivitelerinin scCO; ile 6n islem gérmemis CRL enzimleri ile elde edilen
CLEA aktivitelerinden daha yliksek oldugu goriilmektedir. scCO; ile 6n islem gérmemis
CRL enzimleri i¢in baglangi¢ enzim derisiminin 50 mg/mL’den 200 mg/mL’ye artmasi
ille CLEA formundaki biyokatalizor aktivitesinin 150.2 U/g CLEA’dan 542.5 U/g
CLEA’a yiikselmektedir. Baslangic enzim derisiminin 5 kat arttirilmasi, CLEA
aktivitesinde yaklasik % 262’lik bir artisa neden olmustur. Ancak immobilizasyon 6ncesi
enziminin 10 MPa ve 40 °C kosullarinda scCO; ile 6n islem gordiigii durumda, CRL
enzimlerinin CLEA formundaki biyokatalizorlerin katalitik aktiviteleri, baslangi¢c enzim
derisiminin 50 mg/mL’den 150 mg/mL’ye artmasi ile once artmakta, 150 mg/mL
tizerindeki baglangi¢ enzim derisimlerinde ise azalmaktadir. Baslangi¢c enzim derigimin
150 mg/mL oldugu kosullardaki CLEA formundaki enzimlerin katalitik aktivitesi 628.9
U/g CLEA olarak belirlenmistir. Ayn1 baglangi¢ enzim derisiminde 6n islem gérmemis
enzimlerin kullanildigi immobilizasyon isleminde olusturulan CLEA’larm katalitik
aktivitesi ise 539.5 U/g CLEA olarak saptanmustir.
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Sekil 3.5 scCO; ortaminda 6n islem goérmiis ve géormemis CRL enzimleri ile olusturulan
CLEA’nin enzim aktivitesine baslangi¢ enzim derisiminin etkisi (Cga=26.7 pL/mL,
CNHa)2504=700 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu)

scCO; ile 6n islem gormiis ve gdrmemis CRL enzimlerinin pH’1 7.2 olan 0.1 M
Na;HPOs-NaH,PO, tampon ortaminda; Cga=40 pL/mL ve Cnhayesos=700 mg/mL
kosullarinda gergeklestirilen immobilizasyon siirecinde elde edilen CLEA aktivitelerinin
baslangi¢ enzim derisimi ile degisimi Sekil 3.6’da gosterilmistir. scCO; ile 6n islem
gormemis CRL enzimleri i¢in baslangi¢ enzim derisiminin 100 mg/mL oldugu kosullarda
biyokatalizoriin katalitik aktivitesi bir minimum deger vermektedir. 100 mg/mL
iizerindeki baslangic enzim derisimlerinde ise aktivite artmaktadir. On islem gormemis
enzimler ile gerceklestirilen tasiyicisiz immobilizasyon islemlerinde en yiliksek CLEA

aktivitesi CE0=200 mg/mL kosullarinda 683.7 U/g CLEA’dir. CRL enzimlerinin scCO;
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ile 6n islem gormesiyle olusturulan tasiyicisiz enzim sistemlerinin katalitik aktivitesi
baslangi¢ enzim derisiminin 150 mg/mL oldugu kosullarinda en yiiksek deger olan
708.1 U/g CLEA’ya ulasmistir. Ancak yiiksek baslangi¢ enzim derisimindeki CLEA’larin
aktivitesinin azaldig1 ve yaklagik %68’lik bir aktivite kaybinin oldugu goriilmektedir
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Sekil 3.6 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gébrmemis CRL enzimleri ile olusturulan
CLEA’nin enzim aktivitesine baslangic enzim derisiminin etkisi (Cga=40 pL/mL,
CNH4)2504=700 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu)

scCOy; ile 6n islem goérmiis ve gormemis CRL enzimlerinin pH’1 7.2 olan 0.1 M
Na;HPOs-NaH,PO, tampon ortaminda; Cga=60 pL/mL ve  Cnhayesosa=700 mg/mL
kosullarinda gerceklestirilen immobilizasyon siirecinde elde edilen CLEA aktivitelerinin

baslangi¢ enzim derigimi ile degisimi Sekil 3.7 de gosterilmistir.
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Sekil 3.7 scCO, ortaminda 6n islem goérmiis ve géormemis CRL enzimleri ile olusturulan
CLEA’nin enzim aktivitesine baslangi¢ enzim derisiminin etkisi (Cga=60 pL/mL,
CNHa)2504=700 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu)

Basglangic enzim derisiminin 50 mg/mL iizerindeki kosullarda scCO; ile 6n islem
goren CRL enzimleri kullanilarak olusturulan CLEA’larinin katalitik aktivite degerleri
dikkate alindiginda, 6n islem gormemis enzimler kullanilarak olusturulan immobilize
enzim aktivitelerinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. scCO; ile 6n islem gormemis
CRL enzimlerinin CLEA’larindaki aktivite degeri baslangi¢ derisiminin artmasi ile dnce
artmakta daha sonra azalmaktadir. Ancak On islem gérmemis CRL enzimlerinin
CLEA’larmin aktiviteleri baslangi¢ derisiminin artmasi ile belirgin bir 6zellik
gostermemektedir. scCO; ile 6n islem goren CRL enzimlerinin CLEA’lar1 i¢in en yliksek

katalitik aktivite degerleri Cgo=150 mg/mL kosullarinda 485.1 U/g CLEA olarak
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saptanmistir. Ayni derisim kosullarinda 6n islem gérmemis enzimler kullanilarak
gergeklestirilen immobilizasyon calismasinda ise ulasilan katalitik aktivite degeri
228.6 U/g CLEA olarak gerceklesmistir. Enzimlerin scCO; ortaminda 6n islem gormesi
sonucu CLEA formundaki enzimlerin Kkatalitik aktivitelerindeki artis yaklasik %112’dir.
On islem gérmemis enzimlerin kullanildigi immobilizasyon siirecinde ise en yiiksek
katalitik aktivite degeri Cgo=200 mg/mL kosullarinda 411.5 U/g CLEA olarak

saptanmistir.

scCO; ile 6n islem gormiis ve gdrmemis CRL enzimlerinin pH’1 7.2 olan 0.1 M
Na;HPO4s-NaH;PO,; tampon ortaminda; Cga=80 pL/mL ve Chay2s04=700 mg/mL
kosullarinda gerceklestirilen immobilizasyon siirecinde elde edilen CLEA aktivitelerinin
baslangic enzim derisimi ile degisimi Sekil 3.8’de gdsterilmistir. Immobilizasyon
isleminde kullanilan ¢apraz baglayici ajan derisiminin artmasi ile CLEA formundaki
enzimlerin katalitik aktivitelerinde onemli azalmalar gerceklesmistir. Baslangic enzim
derisiminin 200 mg/mL’ den kii¢iik oldugu kosullarda, scCO; ile 6n islem gormiis
enzimler ile olusturulan CLEA aktivitelerinin 6n islem gérmemis enzimler kullanilarak
olusturulan CLEA aktivitelerinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. En yiiksek CLEA
aktivitesi, scCO; ile 6n islem gérmiis CRL enzimlerinin kullanildigi immobilizasyon
stireglerinde Cgo=150 mg/mL kosullarinda 405 U/g CLEA ve 6n islem gérmemis CRL
enzimlerinin kullanildigi immobilizasyon siireclerinde Cge=200 mg/mL kosullarinda
458.6 U/g CLEA olarak saptanmistir. On islem gormemis enzimlerin yer aldig
immobilizasyon islemlerinde baslangic enzim derisimi ile CLEA aktiviteleri arasinda
belirgin bir degisim gézlenmemektedir. CRL enzimlerinin 10 MPa ve 40°C kosullarinda
scCO; ile 6n islem gormesi sonucu CLEA aktiviteleri baglangi¢c enzim derisiminin

artmasiyla Cg,=150 mg/mL kosullarinda bir maksimum vermektedir.
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Sekil 3.8 scCO; ortaminda 6n islem gérmiis ve gébrmemis CRL enzimleri ile olusturulan
CLEA’nin enzim aktivitesine baslangi¢ enzim derigsiminin etkisi (Cga=80 pL/mL,
C(NHay2504=700 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu)

scCOs; ile 6n islem gormiis ve gormemis CRL enzimlerinin pH’ 1 7.2 olan 0.1 M
Na;HPO4-NaH,PO4 tampon ortaminda; Cga=80 pL/mL ve Chays04=700 mg/mL
kosullarinda gerceklestirilen immobilizasyon siirecinde elde edilen CLEA aktivitelerinin
baslangi¢c enzim derisimi ile degisimi Sekil 3.9’da gosterilmistir. scCO; ortaminda 6n
islem gormiis ve gormemis enzimlerin kullanildig: tasiyicisiz immobilizasyon siirecinde
elde edilen biyokatalizor sistemlerinin katalitik aktiviteleri baslangic derisiminin
artmastyla once artmakta ve daha sonra azalmaktadir. En yiiksek CLEA aktivitelerine

Ceo=150 mg/mL kosullarinda ulasilmis ve aktive degerleri 6n islemin gerceklestirildigi
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enzimlerde 436.4 U/g CLEA ve 6n islem gormemis enzimlerde ise 348.7 U/g CLEA

olarak saptanmaistir.
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Sekil 3.9 scCO; ortaminda 6n islem gérmiis ve géormemis CRL enzimleri ile olusturulan
CLEA’nin enzim aktivitesine baslangi¢c enzim derigiminin etkisi (Cga=100 pL/mL,
CNHay2504=700 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu)

3.3.1.2 Gluteraldehit derisimi etkisi

CLEA formundaki tastyicisiz enzim immobilizasyon siirecinde 10 MPave 40 °C
kosullarinda scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve On islem gérmemis CRL enzimi
kullanilarak olusturulan biyokatalizér sistemlerinin katalitik aktivitesine gluteraldehit
derisimini etkisi Cga=26.7, 40, 60, 80 ve 100 pL/mL kosullarinda arastirilmistir. Bu
stirecte baslangi¢c enzim derisim 50-200 mg/mL aralifinda incelenmistir. Presipitasyon

ajan1 (NH4)2SO4’1n derisimi (C(nHay2sos) ise pH’1 7.2 olan 0.1 M NapyHPO4-NaHPO4
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tamponunda 700 mg/mL olarak saptanan doygunluk derisimi kosularinda

gergeklestirilmistir.

Baslangi¢c enzim derisiminin 50 mg/mL oldugu kosullarda, scCO, ortaminda 6n
islem gormiis ve gormemis CRL enzimleri kullanilarak farkli gluteraldehit derisimlerinde

sentezlenen CLEA’larin katalitik aktivitesindeki degisimler Sekil 3.10°da gosterilmistir.

800
I 6n islem yok
I scCOy ile 6n islem gormiis CRL
600 -
<
LLl
-
O
2
2, 400 -
3
=
kv’
<
. “ |_| “ I_I
0
26.7 40 60 80 100

Cga (mL/mL)

Sekil 3.10 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gormemis CRL enzimleri ile olusturulan
CLEA’larinin  katalitik aktivitesine gluteraldehit derisimi etkisi (Cgo=50 mg/mL,
CNH4)2504=700 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu)

Reaktif 0zelligi olduk¢a yiiksek olan bifonksiyonel ¢apraz baglayici ajan
gluteraldehit diisiikk enzim derigimlerindeki immobilizasyon c¢aligmalarinda enzimlerin
aktif konumlarindaki baglanma siddetini artirmaktadir. Asirt baglanma sonucu CLEA

formundaki biyokatalizorlerin katalitik performanslarinda 6nemli azalmalara neden
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olmaktadir. Belirtilen kosullarda ulasilabilen tiim CLEA aktiviteleri 400 U/g CLEA’dan
digiiktiir. En diisiik gluteraldehit derisiminde scCO; ortaminda 6n islem géren CRL
enzimlerinden yola c¢ikilarak iiretilen CLEA’larda 375.7 U/g CLEA olarak saptanan en
yiiksek katalitik aktivite degerine ulasilabilmistir. Gluteraldehit derisiminin 26.7 uL/mL

oldugu kosullarda 6n islem gérmemis enzimler ile gergeklestirilen CLEA aktivitesi ise

150.2 U/g CLEA dur.
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Sekil 3.11 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gormemis CRL enzimleri ile olusturulan
CLEA’larinin  katalitik aktivitesine gluteraldehit derisimi etkisi (Cg=100 mg/mL,
CNH4)2504=700 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu)

Baslangi¢c enzim derisiminin 50 mg/mL’ den 100 mg/mL’ ye 2 kat arttirildigt
kosullarda CLEA formundaki biyokatalizorlerin katalitik aktivitesine gluteraldehit

derisiminin etkisi Sekil 3.11°de gosterilmistir.  Capraz baglayict ajan derisiminin
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40 pL/mL oldugu kosullarin hem scCO ile 6n islem gérmiis hem de 6n islem gérmemis
CRL enzimlerinden elde edilen tasiyicisiz enzim sistemlerinin katalitik aktivite
degerlerinde bir minimuma ulagilmis olmasina karsin tiim o6n islem gormiis CRL
enzimlerinin CLEA formundaki aktivitelerinin daha yiiksek oldugu saptanmistir. En
yiilksek CLEA aktivitesine gluteraldehit derisiminin 26.7 pL/mL oldugu kosullarda
ulagilmistir. scCO» ile 6n islem gérmiis ve gormemis enzimlerden sentezlenen CLEA’lar
icin en yiiksek katalitik aktivite degeri sirasiyla; 463.2 U/g CLEA ve 456.4 U/g CLEA

olarak belirlenmistir.

Baslangi¢c enzim derisiminin 150 mg/mL oldugu kosullarda CLEA formundaki
enzim sistemlerinin gelistirilmesine yonelik calismalarda scCO; ortaminda 6n islem
gormiis ve gormemis CRL enzimlerin kullanildigi stireclerde CLEA’larin katalitik
aktivitesine gluteraldehit derisiminin etkisi Sekil 3.12’de gosterilmistir. Bu siiregte scCO;
ortaminda kullanilan CRL enzimlerinden yola ¢ikilarak sentezlenen CLEA aktivitelerinin
on iglem gormemis CRL enzimlerinden yola ¢ikilarak sentezlenen CLEA aktivitelerinden
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. scCO; ile 6n islem gdéren CRL enzimlerinin
kullanildig1 tasiyicisiz  immobilizasyon siirecinde CLEA aktivitesi gluteraldehit
derisiminin artmasi ile Once artmakta ve daha sonra azalmaktadir. En yiikksek CLEA
aktivitesi Cca=40 pL/mL kosullarinda ulasilmis ve aktivite degeri 708.1 U/g CLEA
olarak saptanmistir. On islem gérmemis CRL enzimlerinden yararlanarak gergeklestirilen
CLEA calismalarinda ise gluteraldehit derisimin 60 pL/mL oldugu kosullarda minimum
aktivite gdzlenmistir. On islem gérmemis CRL enzimlerinin en yiiksek CLEA aktivitesi
539.5 U/g CLEA olarak saptanmis ve bu aktivite degeri Cga= 26.7 pL/mL kosullarinda

elde edilmistir.
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Sekil 3.12 scCO; ortaminda 6n islem gérmiis ve gormemis CRL enzimleri ile olusturulan
CLEA’larinin  katalitik aktivitesine gluteraldehit derisimi etkisi (Cgo=150 mg/mL,
CNHa)2504=700 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu)

Baglangi¢ enzim derigiminin 200 mg/mL oldugu kosullarda CLEA formundaki
enzim sistemlerinin gelistirilmesine yonelik c¢aligmalarda scCO; ortaminda 6n islem
gormiis ve gormemis CRL enzimlerin kullanildigi siireclerde CLEA’larin katalitik
aktivitesine gluteraldehit derisiminin etkisi Sekil 3.13’de gosterilmistir. Yiiksek enzim
derisiminin kullanildig1 bu siirecte en yiiksek CLEA aktivitesine gluteraldehit derigimin
40 uL/mL oldugu kosullarda 6n islem gérmemis CRL enzimlerinin kullanildig: tastyicisiz

enzim sistemlerinde ulasilmistir.
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Sekil 3.13 scCO; ortaminda 6n islem goérmiis ve gérmemis CRL enzimleri ile olusturulan
CLEA’larinin  katalitik aktivitesine gluteraldehit derisimi etkisi (Cgo=200 mg/mL,
CNHa)2504=700 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu)

3.3.1.3 Amonyum siilfat derisimi etkisi

Proteinlerin sulu ¢ozeltilerinden, ayirma ya da saflastirma siireclerinde kullanilan

99 <¢

en yaygin yontemlerden biri de proteinlerde “salting in” “salting out” etkisi yaratabilen
tuzlarin kullanilmasiyla, proteinlerin presipitasyonunun gerceklestirilmesidir. Salting in
etkisinde, diisiik tuz derisimlerindeki tuzlar enzimin ¢oziiniirliigiinii arttirir ve enzimlerin
daha fazla ¢oziinliir duruma gelmesini saglar. Salting out etkisinde ise; yiiksek tuz
derisimlerindeki tuzlar, enzimin ¢oziinirliigiinii azaltarak, enzimleri ¢6ziinmez durumda
birbirine yakinlastirarak enzim yiizeyindeki bagl suyu g¢eker. Presipitasyon ajani ¢ozelti
icerisindeki elektrostatik dengeyi etkileyerek molekiiller arasindaki hidratlagma
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derecesini degistirir ve iyonik kuvvetler yardimiyla enzimlerin birbirlerine yakinlagmasini
saglar (Yu vd., 2006). Enzimler katalitik Ozellik gosterebilen protein yapisindaki
biyomolekiillerdir. Enzimlerin presipitasyonu ile enzim molekiileri arasindaki
uzakliklarin  azaltilmasi ve birbirlerine sulu sistemlerde enzim molekiillerinin
cozlinmesini engelleyecek uygun capraz baglayici ajanlar ile baglanmasiyla CLEA
formundaki tasiyicisiz immobilize enzim sistemleri gelistirilmistir. Bu baglamda,
immobilize sistemlerin gelismesi endiistriyel biyoreaktdr sistemlerinde isletme
kosullarina karst dayanimi ve kararliligr arttirilmis biyokatalizorlerin gelistirilmesine
yardimci  olmaktadir. Bu c¢alismada, CLEA seklindeki enzim sistemlerinin
gelistirilmesinde en uygun presipitasyon ajan olan amonyum siilfat se¢ilmistir. scCO;
ortaminda 6n islem gormiis ve gormemis CRL enzimlerinden sentezlenen CLEA’larin
katalitik aktivitelerine presipitasyon ajan derisiminin etkisi; 40, 50 ve 60 pL/mL gibi ii¢
farkli gluteraldehit derisiminde ve baslangic enzim derisiminin 150 mg/mL oldugu
kosullarda arastirilmistir. Tasiyicisiz enzim immobilizasyonu g¢alismalarinda pH’1 7.2

olan0.1 M Na;HPO4-NaH,PO, tampon ortami kullanilmustir.

Gluteraldehit derisiminin 40 pL/mL ve baslangi¢ enzim derisiminin 150 mg/mL
oldugu kosullarda gerceklestirilen immobilizasyon ¢aligmalarinda elde edilen CLEA’larin
katalitik aktivitelerine amonyum siilfat derisiminin etkisi Sekil 3.14’de gosterilmistir.
Amonyum siilfat derisiminin artmasi ile hem scCO; ortaminda 6n islem gérmiis hem de
on islem gormemis CRL enzimlerinin kullanildigi immobilizasyon siirecinde CLEA
aktiviteleri amonyum siilfat derisiminin artmasit ile Once artmakta daha sonra
azalmaktadir. Diisiik gluteraldehit derisiminde scCO; ile 6n islem gérmiis enzimlerin yer
aldigr immobilizasyon siirecinde sentezlenen CLEA’larin katalitik aktivitelerinin tiim
amonyum stlfat derisim araliinda daha yiliksek aktivite gosterdigi saptanmistir.
Belirtilen kosullarda en yiiksek katalitik aktivite degeri 600 mg/mL amonyum siilfat
derisiminde scCO; ile 6n islem gormiis CLEA’larinda ulasilmig ve aktivite 709.6 U/g
CLEA olarak belirlenmistir. On islem gdérmemis CRL enzimlerinden sentezlenen CLEA

aktiviteleri ise 591.1 U/g CLEA olarak saptanmustir.
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Sekil 3.14 scCO; ortaminda 6n islem gérmiis ve gormemis CRL enzimleri ile olusturulan
CLEA’nin enzim aktivitesine amonyum siilfat derisimi etkisi (Cga=40 pL/mL,
Cgo=150 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu)

Gluteraldehit derisiminin 50 pL/mL ve baslangi¢c enzim derisiminin 150 mg/mL
oldugu kosullarda gerceklestirilen immobilizasyon ¢alismalarinda elde edilen CLEA’larin
katalitik aktivitelerine amonyum siilfat derisiminin etkisi Sekil 3.15’de gosterilmistir.
Amonyum siilfat derisiminin artmasi ile scCO; ortaminda 6n islem gormemis CRL
enzimlerinin kullanildig1 immobilizasyon siirecinden olusturulan CLEA aktiviteleri 6nce
artmakta daha sonra azalmaktadir. Ancak scCO; ile 6n islem gormiis CRL enziminden
sentezlenen CLEA aktiviteleri gluteraldehit derisiminin artmasi ile dnce artmakta, 600
mg/mL ve iizerindeki amonyum siilfat derisimlerinde hemen hemen 6nemli bir degisim

gostermemektedir. Amonyum siilfat derisim araliginin 600-800 mg oldugu kosullarda
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scCO; ortaminda 6n islem gérmiis enzimlerden elde edilen CLEA aktivitelerinin ortalama
degeri 803 U/g CLEA’dir. 50 pL/mL gluteraldehit derisiminde gergeklestirilen CLEA
formundaki biyokatalizoriin en yiiksek Kkatalitik aktivitesine 6n islem goren CRL
enzimlerinde ve CNH4)2504=800 mg/mL kosularinda elde edilmis ve aktivite
825.7 U/g CLEA olarak saptanmustir.
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Sekil 3.15 scCO; ortaminda 6n islem gérmiis ve gormemis CRL enzimleri ile olusturulan
CLEA’nin enzim aktivitesine amonyum siilfat derisimi etkisi (Cga=50 pL/mL,
Cgo=150 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu)

Gluteraldehit derisiminin 60 pL/mL ve baslangi¢c enzim derisiminin 150 mg/mL
oldugu kosullarda gerceklestirilen immobilizasyon ¢aligmalarinda elde edilen CLEA’larin

katalitik aktivitelerine amonyum siilfat derisiminin etkisi Sekil 3.16’da gosterilmistir.
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Sekil 3.16 scCO; ortaminda 6n islem gérmiis ve gormemis CRL enzimleri ile olusturulan
CLEA’nin enzim aktivitesine amonyum siilfat derisimi etkisi (Cga=60 pL/mL,
Cgo=150 mg/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu)

Yiiksek capraz baglayici ajan derisiminde gerceklestirilen CLEA sentezlerinde
600 mg/mL {izerindeki amonyum stilfat derisiminin katalitik aktivite {izerine olumsuz etki
yaptig1 goriilmektedir. Yiiksek gluteraldehit ve amonyum siilfat derisiminde salting out
etkisi arttigindan CRL enziminin aktif konumlar1 asir1 c¢apraz baglanma nedeniyle
aktiviteyi azaltmaktadir. Genel olarak salting out etkisinin scCO; ortaminda 6n islem
gérmiis ve gormemis CRL enzimleri ile olusturulan CLEA nin enzim aktivitesine etkisini
inceledigimizde olumsuz etkilerin scCO; ile islem goérmemis CRL enzimlerden
hazirlanan CLEA’larin aktivitelerine etkisinin daha fazla oldugu goriilmektedir. Ancak bu

etki, scCO; ile islem gormiis CRL enzimlerden hazirlanan CLEA’larin aktivitesine oranla
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cok daha fazladir. 500 mg/ml amonyum siilfat derisiminde scCO; ile 6n islem gérmemis
CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA’larda maksimum aktivite degerine ulagilmistir.
Belirtilen kosullar i¢in CLEA aktivitesi 836.4 U/g CLEA oldugu saptanmistir. 600
mg/mL amonyum stilfat derisiminde ise scCO; ile 6n islem gormiis CRL enzimlerinden
hazirlanan CLEA’larda en yiiksek aktivite degerine ulasilmis ve aktivite degeri 751.2 U/g
CLEA olarak belirlenmistir.

3.3.1.4 Proteik feeder ajan derisimi etkisi

Capraz bagli enzim agregatlar1 bigiminde gergeklestirilen tasiyicisiz enzim
immobilizasyon siireglerinde kullanilan enzimlerin yiiksek saflikta olmasi gereksimi
bulunmamaktadir. Bu 6zellik CLEA’lar bigimindeki tasiyicisiz enzim immobilizasyon
stireclerinin temel avantajlarindan biridir. Ticari olarak satilan bircok lipaz enzimi de
iiretim ortamindan gelen safsizliklar nedeniyle birim kiitlesinde diisiik miktarda katalitik
ozellik gosteren proteine yani lipaz enzimine sahiptir. Bu nedenle ortama fazladan
katalitik 0Ozellik gostermeyen BSA gibi proteinlerin katilmasi, CLEA bi¢iminde
hazirlanan biyokatalizor sistemlerinin katalitik performanslarina 6nemli katkilar sagladig
bildirilmektedir. Ayn1 zamanda proteinlerin yap1 tagini olusturan aminoasitlerin de CLEA
biciminde hazirlanan biyokatalizor sistemlerinin katalitik performanslarina 6nemli
katkilar saglamaktadir (Aytar ve Bakir, 2008). Bu ¢alismada da proteik feeder ajan
olarak BSA ve lizin kullanilmistir. Belirtilen proteik feeder ajanlarin olusturulan CLEA

aktivitelerine etkisi asagida tartisilmistir.

3.3.1.4.1 Bovin serum albiimin derisimi etkisi

scCO;, ortaminda o6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin  enzim aktivitesine proteik feeder ajan BSA derisiminin etkisi;

C(NH4)2504:600 mg/mL, ve Cg,=150 mg/mL, Cea= 40, 50 ve 60 uL/rnL i(;in

65



0-16.67 mg/mL BSA derisimi (Cgsa) araliginda incelenmistir. Tasiyicisiz enzim
immobilizasyonu ¢aligmalarinda pH’1 7.2 olan 0.1 M Na;HPO,4-NaH;PO,4 tampon ortami

kullanilmastir.

Gluteraldehit derisiminin 40 pL/mL oldugu kosullarda, scCO, ortaminda 6n islem

gormis ve gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA’larin enzim aktivitesine proteik

16.67

feeder ajan BSA derisiminin etkisi Sekil 3.17’°de gosterilmistir.

8.33

Sekil 3.17 scCO; ortaminda 6n islem goérmiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin enzim aktivitesine proteik feeder ajan bovin serum albiimin derisiminin etkisi
(CGA:40 uL/mL, CEo:150 mg/m L, C(NH4)2304:600 mg/m L, pH:72 0.1 M fosfat
tamponu)
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BSA varliginda gerceklestirilen immobilizasyon siirecinde hazirlanan CLEA
aktivitelerinin, incelenen tiim BSA derisim degerlerinde arttigi goriilmektedir. CLEA
aktivitelerindeki en biiyiik artis Cgsa= 3.33 mg/mL derisiminde elde edilmistir. Bu
kosullarda 6n islem gormemis CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA’larin kataltik
aktivite degeri, 924.4 U/g CLEA olmasina karsin enzimlerin scCO, ortaminda 6n islem
gormesi sonucu aktivitenin %35 artarak 1250.8 U/g CLEA degerine ulastig1 saptanmistir.
Proteik feeder katkisi olmadan ayni kosullarda elde edilen CLEA aktiviteleri dikkate
alindiginda, 6n islem gérmemis CLEA aktivitesindeki artis, yaklasik %56 iken scCO;
ortaminda 6n iglem CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA aktivitelerinde ise yaklasik
%76 olarak gerceklesmistir. On islem gormemis CRL enzimlerinden hazirlanan
CLEA’larda elde edilen en yiiksek aktivite degeri ise Cgsa= 8.33 mg/mL derisiminde
1118.4 U/gCLEA olarak elde edilmistir.

Gluteraldehit derisiminin 50 puL/mL oldugu kosullarda, scCO, ortaminda 6n islem
gormiis ve gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA’larin enzim aktivitesine proteik
feeder ajan BSA derisiminin etkisi Sekil 3.18’de gosterilmistir. Bu kosullarda scCO;
ortaminda 6n islem géren CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA’larin katalitik aktiviteleri
dikkate alindiginda, hem 6n islem gormemis enzimlerden yola ¢ikilarak elde edilen
biyokatalizor sistemlerinin aktivitelerinin, hem de proteik feeder ajan katkisinin olmadigi
immobilizasyon siirecinde elde edilen aktivite degerine kiyasala, tim BSA derisim
degerlerinde elde edilen CLEA aktivitelerinin daha yiiksek oldugu saptanmistir. En
yilksek CLEA aktivitesi, Cgsa= 0.88 mg/mL derisiminde On islem gormiis CRL
enzimlerinden hazirlanan CLEA’larda elde edilmis ve aktivite degeri 1002.5 U/g CLEA
olarak belirlenmistir. On islem gormiis CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA
aktivitelerinin BSA derisiminin artmasi ile Once arttifi ve daha sonra azaldig
goriilmektedir. Ancak 6n islem gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA’larin
aktiviteleri ile BSA derisimi arasinda belirgin bir degisim gdzlenmemektedir. On islem
gormemis enzimlerden hazirlanan CLEA’larda ise en yiiksek aktive degeri Cgsa=3.33

mg/mL kosullarinda 823.3 U/g CLEA olarak saptanmistir.
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Sekil 3.18 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin enzim aktivitesine proteik feeder ajan bovin serum albiimin derigiminin etkisi
(CGAZSO uL/mL, Ceo=150 mg/mL, C(NH4)2504:600 mg/mL, pH:72 0.1 M fosfat
tamponu)

Gluteraldehit derisiminin 60 pL/mL oldugu kosullarda scCO, ortaminda 6n islem
gormiis ve gbrmemis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA’larin enzim aktivitesine proteik

feeder ajan BSA derisiminin etkisi Sekil 3.19’de gosterilmistir.
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Sekil 3.19 scCO; ortaminda 6n iglem goérmiis ve gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin enzim aktivitesine proteik feeder ajan bovin serum albiimin derigiminin etkisi
(CGA:60 uL/mL, Cgo=150 mg/m L, C(NH4)2504:600 mg/m L, pH:72 0.1 M fosfat
tamponu)

Yiiksek gluteraldehit derisimlerinde gergeklestirilen immobilizasyon ¢alismalarinda
proteik feeder ajan BSA’nin enzim aktivitesine etkisinin Cga=40 ve 50 mg/mL
derisimlerinde daha diigiik oldugu goriilmektedir. En yiiksek katalitik aktivite degerine
Cgsa=0.88 mg/mL kosullarinda scCO, ortaminda 6n islem gérmiis CRL enzimlerinden

hazirlanan CLEA’larda saptanmis ve aktivite degeri 882.3 U/g CLEA olarak 6l¢tilmiistiir.
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3.3.1.4.2 Lizin derisimi etkisi

scCO; ortaminda 6n islem gérmiis ve gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin  enzim aktivitesine proteik feeder ajan lizin derisiminin etkisi;
CNHa)2s04=600 mg/mL, ve Cg=150 mg/mL, Cga=40, 50 ve 60 pL/mL igin
0-16.67 mg/mL amino asit lizin derisimi (Cijz;n) araliginda incelenmistir. Tasiyicisiz
enzim immobilizasyonu ¢alismalarinda pH’1 7.2 olan 0.1 M Na;HPO4-NaH,PO,4 tampon

ortami1 kullanilmistir.
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Sekil 3.20 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin  enzim aktivitesine proteik feeder ajan lizin derisiminin etkisi
(CGA:40 uL/mL, CE02150 mg/mL, C(NH4)2504:600 mg/mL, pH:72 0.1 M fosfat
tamponu)
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Gluteraldehit derisiminin 40 pL/mL oldugu kosullarda, scCO, ortaminda 6n islem
gérmiis ve gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA’larin enzim aktivitesine proteik
feeder ajan lizin derisiminin etkisi Sekil 3.20’de gosterilmistir. Hem 06n islem gormiis
hem de 6n islem gormemis CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA aktiviteleri, lizin
derisiminin artmasi ile Once artmakta daha sonra azalmaktadir. Lizin varliinda
gerceklestirilen immobilizasyon siirecinde hazirlanan CLEA aktivitelerinin, incelenen
tim BSA derisim degerlerinde arttigi saptanmistir. En yiikksek CLEA aktivitelerine
ClLizin= 1.67 mg/mL derisiminde elde edilmistir. Bu kosullarda 6n islem gérmemis CRL
enzimlerinden hazirlanan CLEA’larin katalitik aktivite degeri 1192.8 U/g CLEA
olmasina karsin enzimlerin scCO; ortaminda 6n islem gormiis CLEA aktiviteleri 1270.2
U/g CLEA’dir. Proteik feeder katkisi olmadan ayni kosullarda elde edilen CLEA
aktiviteleri dikkate alindiginda 6n islem gérmemis CLEA aktivitesindeki artis yaklasik
%102 iken, scCO; ortaminda on islem CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA

aktivitelerinde ise yaklasik %79 olarak ger¢eklesmistir.

Capraz baglayict ajan derisiminin 50 ve 60 pL/mL oldugu kosullarda lizin
derisiminin scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin enzim aktivitesine etkisi sirastyla Sekil 3.21 ve Sekil 3.22°de gosterilmistir.
Gluteraldehit derisiminin 40 pL/mL oldugu kosullardaki tiim proteik feeder ajan
derisimlerinde elde edilen CLEA aktivite degerlerinin, Cga=40 pL/mL ve
CLizin=1.67 mg/mL kosullarinda elde edilen en yiiksek aktivite degerlerinin altinda

kalmistir.
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Sekil 3.21 scCO; ortaminda 6n islem gérmiis ve gébrmemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin  enzim aktivitesine proteik feeder ajan lizin derisiminin etkisi
(CGAZSO ],LL/I’IIL, CE0:150 mg/mL, C(NH4)2304:600 mg/mL, pH:72 0.1 M fosfat
tamponu)

scCO; ortaminda 6n islem gormiis CRL enzimleri ile lizin varliginda hazirlanan
CLEA’larin en yiiksek aktivite degerleri Cga=50 ve 60 pL/mL derisimlerinde lizin
derisiminin 0.88 mg/mL oldugu kosullarda ulasilmis ve katalitik aktivite sirasiyla; 1011.1
U/g CLEA ve 691.5 U/g CLEA olarak saptanmigtir. scCO; ortaminda on islem
gormemis CRL enzimleri ile lizin varliginda hazirlanan CLEA’larin en yiiksek aktivite
degerleri Cga=50 pL/mL derisiminde lizin derisiminin 1.67 mg/mL ve Cga=50 puL/mL
derisiminde ise lizin derisiminin 3.33 mg/mL kosullarda ulagilmistir. Bu kosullardaki
aktivite degerleri sirasiyla 878.8 U/g CLEA ve 788.2 U/g CLEA olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.22 scCO; ortaminda 6n islem goérmiis ve gérmemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin  enzim aktivitesine proteik feeder ajan lizin derisiminin etkisi
(CGA:60 ],LL/I’IIL, CE0:150 mg/mL, C(NH4)2304:600 mg/mL, pH:72 0.1 M fosfat
tamponu)

3.3.1.5 Yiizey aktif madde Triton X-100 derisimi etkisi

CLEA formundaki tasiyicisiz enzim immobilizasyon siireclerinde baslangi¢c enzim
derisimi, bifonksiyonel capraz baglayici derisimi, presipitasyon ajan derisimi ve proteik
feeder ajan tirii ve derisimini etkisi Bolim 3.2.1.1-3.2.1.4°de sistematik bicimde
incelenmistir. Bu béliimde ise 10 MPa ve 40 °C kosullarindaki scCO; ortaminda 6n islem
gormiis CRL enzimlerinden yola ¢ikilarak elde edilen en yiiksek katalitik aktivite
degerlerini saglayan kosullarda yiizey aktif madde Triton X-100 derisiminin CLEA
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aktivitesi lizerine etkisi aragtiritlmigtir. 1/10 (v/v) oraninda deiyonize su iginde seyreltilen
Triton X-100 ¢ozeltisinden immobilizasyon ortamindaki derisimi 1.67, 3.33 ve 4 uL/mL
olacak bi¢imde ti¢ farkli Triton X-100 derisiminin (Crritonx100) CLEA aktivitesine etkisi
aragtirllmistir. Belirtilen derisimlerdeki yiizey aktif maddesi pH=7.2’1 0.1 M olan fosfat
tampon ortaminda ¢Oziinmiis serbest enzim c¢ozeltisi icerisine immobilizasyon siireci
oncesi eklenmistir. Immobilizasyon siirecinde yiizey aktif maddesinin temel fonksiyonu;
serbest halde bulunan enzimlerin katalitik agidan 6nem tasiyan aktif konumlarinin ve
enzimin katalitik a¢idan inert yapisini olusturan aminoasit gruplarinin yiizey aktif madde
Triton X-100 ile ¢evrelenmesini saglamaktir. Boylece, tasiyicisiz immobilizasyon
stirecinde kullanilan bifonksiyonel capraz baglayicit ajan gluteraldehitin bu konumlar
iizerinden asir1 baglanmasi dnlenerek katalitik agcidan daha yiiksek aktivite gosterebilen
CLEA tasarimi hedeflenmektedir. Bu baglamda, proteik feeder ajan BSA’nin
Cgsa=3.33 mg/mL ve proteik feeder ajan lizinin Ci;n=1.67 mg/mL derisimlerinde
1.67-4 pL/mL araliginda Triton X-100 derisiminin CLEA aktivitesine etkisi
arastirllmistir. Baslangi¢c enzim derisimi, amonyum siilfat derisimi ve gluteraldehit

derisimleri sirasiyla; 150 mg/mL, 600 mg/mL ve 40 pL/mL’dur.

3.33 mg/mL derisiminde BSA’nin katki maddesi olarak kullanildig1 kosullarda
scCO; ortaminda on islem gérmiis ve gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin enzim aktivitesine Triton X-100 derisiminin etkisi Sekil 3.23’de
gosterilmistir. Immobilizasyon 6ncesi tampon ortaminda ¢dziinmiis ve serbest haldeki
enzim molekiillerinin Triton X-100 ile islem gérmesi sonucu hem scCO; ortaminda 6n
islem gormiis hem de on islem gormemis CRL enzimlerden hazirlanan CLEA’larin
katalitik aktivitelerinde ©6nemli artislar saglanmustir.  On islem gdérmemis CRL
enzimlerinden hazirlanan CLEA aktiviteleri Triton X-100 derisiminin artmasi ile
artmaktadir. Belirtilen kosullarda, yiizey aktif maddesinin kullanilmadigi durumda CLEA
aktivitesi 924.4 U/g CLEA iken gluteraldehit ile ¢apraz baglama islemi uygulanmadan
once serbest enzim molekiillerinin 4 uL/mL derisiminde Triton X-100 ile islem gormesi
ile olusturulan CLEA aktivitesi yaklagik %103 artarak 1871.5 U/g CLEA degerine

ulagmistir. scCO; ortaminda 6n islem gérmemis kati CRL enzimlerinden hazirlanan
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CLEA aktivitesi 1250.8 U/g CLEA iken c¢apraz baglama islemi Oncesi enzim
molekiillerinin 1.67-4 uL/mg dersim araliginda Triton X-100 ile islem gérmesi sonucu
CLEA aktivitelerinde Triton X-100 derisimine bagl olarak yaklasik olarak %33-62
arasinda artiglar saptanmistir. Triton X-100 ile islem gormesi ile olusturulan CLEA
aktivitesi yaklasik %103 artarak 1871.5 U/g CLEA degerine ulasmistir. 3.33 mg/mL
derisiminde BSA’nin katki maddesi olarak kullanildig1 kosullarda scCO, ortaminda 6n
islem gormiis CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA’larin en yiiksek katalitik aktivitesi
4 ul/mg derisiminde Triton X-100 kullanildigi durumda ulasilmis ve aktivite degeri
2028.8 U/g CLEA olarak belirlenmistir.
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Aktivite (Ulg CLEA)

Sekil 3.23 scCO; ortaminda 6n iglem goérmiis ve géormemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin enzim aktivitesine yiizey aktif maddesi Triton X-100 derisiminin etkisi
(CE0:150 mg/mL, C(NH4)2504:600 mg/mL, Cea=40 uL/mL, Cgsa=3.33 mg/mL, pH=7.2
0.1 M fosfat tamponu)
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1.67 mg/mL derisiminde lizinin katki maddesi olarak kullanildigi kosullarda, scCO;
ortaminda On islem gérmiis ve gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan CLEA’larin enzim
aktivitesine Triton X-100 derisiminin etkisi Sekil 3.24’de gdsterilmistir. Immobilizasyon
Oncesi tampon ortaminda ¢oziinmiis ve serbest haldeki enzim molekiillerinin Triton
X-100 ile islem gérmesi sonucu hem scCO; ortaminda 6n islem gérmiis hem de 6n islem
gormemis CRL enzimlerden hazirlanan CLEA’larin katalitik aktiviteleri Triton X-100
derigiminin artmasiyla 6nce artmakta daha sonra azalmaktadir. Hem scCO; ortaminda 6n
islem gormiis hem de 6n islem gérmemis CRL enzimlerden hazirlanan CLEA’larin en
yiiksek katalitik aktiviteleri Triton X-100 derisimimim 3.33 4 uL/mL oldugu kosullarda

elde edilmistir.
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Sekil 3.24 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gormemis CRL enzimleri ile hazirlanan
CLEA’larin enzim aktivitesine yiizey aktif maddesi Triton X-100 derisiminin etkisi
(CE0=150 mg/mL, C(NH4)2SQ4=600 mg/mL, Cgea=40 },LL/II]L, ClLizin=1.67 mg/mL, pH:72
0.1 M fosfat tamponu)
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Belirtilen kosullarda, yiizey aktif maddesi Triton X-100’iin kullanilmadig
durumda CLEA aktiviteleri scCO; ile 6n islem gérmemis CRL enzimlerinden hazirlanan
CLEA ig¢in 1192.8 U/g CLEA iken scCO, ile 6n islem gormiis CRL enzimlerinden
hazirlanan CLEA i¢in 1270.2 U/g CLEA’ dir. Ancak 3.33 pL/mg derisiminde Triton
X-100 ile islem goren serbest CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA aktiviteleri; scCO;ile
on islem gormemis CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA aktivitesi yaklagik %44 artarak
1718.2 U/g CLEA’ye ve scCOz ile 6n islem goren CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA
aktivitesi ise yaklasik %76 artarak 2278.9 U/g CLEA’ye ulagmaktadir. 1.67 mg/mL
derisiminde lizinin katki maddesi olarak kullanildig1 siirecte Triton X-100 ile capraz
baglama oncesi sulu ¢ozeltilerinde serbest formda bulunan scCO; ortaminda 6n islem
gormiis enzimlerden hazirlanan CLEA’larin katalitik aktiviteleri bu arastirmada incelenen
tiim Triton X-100 derisim araliginda oldukga yiiksek katalitik performans gdstermekte ve
CLEA aktiviteleri 2188.1 — 2278.9 U/g CLEA arasinda degismektedir.

3.3.2 Candida antarctica lipaz B enzimi

Tastyicisiz enzim immobilizasyon siirecinde 10 MPa ve 40 °C kosullarinda scCO;
ortaminda on islem gormiis CRL enzimleri ve 6n islem gérmemis CRL enzimi ile
olusturulan CLEA’larinin  immobilizasyon siirecinde olusturulan  biyokatalizor
sistemlerinin Kkatalitik aktivitelerine;

i. Baslangi¢ enzim derisimi

ii. Gluteraldehit derisim

ili. Amonyum siilfat derigimi

iv. Proteik feeder ajan tiirii ver derisimi

V. Yiizey aktif maddesi Triton-X100 derisimi

gibi ortam bilesimi ve derisimi sistematik bigimde arastirilmistir. CALB enziminin
yiikksek birim fiyati ve proje biitcesindeki darbogazlar nedeniyle Boliim 3.2.1°de CRL

enzimi i¢in belirlenen en uygun ortam bilesimi ve derisimindeki kosullar kullanilmistir.
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Bu kosullarda 10 MPa ve 40 °C’de scCO; ortaminda 6n islem gérmiis CALB enzimleri
ve On islem gormemis CALB enzimi ile olusturulan CLEA’larinin immobilizasyon
stirecinde olusturulan biyokatalizor sistemlerin aktivitelerindeki degisimler Sekil 3.25’de

gosterilmistir.

pH=7.2 olan 0.1 M fosfat tamponunda 10 MPa ve 40 °C’de scCO; ortaminda 6n
islem gérmiis ve gormemis CALB enzimlerinin baslangi¢ enzim derisiminin 150 mg/mL,
amonyum siilfat derisiminde 600 mg/mL ve gluteraldehit derisiminin 40 pL/mL oldugu
kosullarda gergeklestirilen tasiyicisiz immobilizasyon siirecinde on islem gérmemis
CLEA aktivitelerinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil 3.25 A). scCO, ortaminda
on islem gormemis ve gormils CALB enzimlerinin katalitik aktiviteleri sirasiyla;

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

Proteik feeder ajan tiiriiniin aktivite iizerine etkisi incelendiginde ise BSA derisimin
3.33 mg/mL oldugu kosullarda hem scCO; ortaminda 6n islem gérmemis hem de gormiis
CALB enzimlerinin katalitik aktivitelerinde oldukca yiiksek diisiisler gerceklesmistir
(Sekil 3.25 B). scCO; ortaminda 6n islem gérmemis ve gormiis CALB enzimlerinin
katalitik aktiviteleri sirasiyla; 1515.0 U/g CLEA ve 1123.7 U/g CLEA olarak
saptanmistir. Benzer degisimler proteik feeder ajan lizin derisimin 1.67 mg/mL oldugu
kosullarda hem scCO; ortaminda 6n islem gérmemis hem de gérmiis CALB enzimlerinin
katalitik aktivitelerinde gergeklemistir (Sekil 3.25 C). Bu kosullarda scCO; ortaminda
on islem gérmemis ve gormiis CALB enzimlerinin katalitik aktiviteleri sirasiyla;
1076.6 U/g CLEA ve 14025 U/g CLEA olarak saptanmistir. CALB enzimleri igin
baslangi¢ enzim derigiminin 150 mg/mL, amonyum siilfat derisiminde 600 mg/mL ve
gluteraldehit derisiminin 40 pL/mL oldugu kosullarda hazirlanan CLEA’larinin katalitik
aktivitelerine proteik feeder ajan tirii ve derisiminin Cgsa=3.33 mg/mL ve
CLizin=1.67 mg/mL oldugu kosullarin immobilizasyon siirecindeki katalitik acidan aktif

konumlarinin korunamadig goriilmektedir.
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Sekil 3.25 scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gormemis CALB enzimleri ile
hazirlanan CLEA’larin enzim aktivitesine ortam bilesimleri etkisi

Aktivite (U/g CLEA)

A) CE0:150 mg/mL, C(NH4)2304:600 mg/mL, CGA:40 },LL/mL, pH:7.2 0.1 M fosfat
tamponu

B) CE0:150 mg/mL, C(NH4)2504:600 mg/mL, CGA:40 uL/mL, CBSA:3-33 mg/mL,
pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu

C) CE0:150 mg/mL, C(NH4)2304:600 mg/mL, CGA:4O uL/mL, CLizin=1.67 mg/mL,
pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu

D) Ceo=150 mg/mL, C(NH4)2504:600 mg/m L, Cea=40 uL/mL, Crrito x100=1.67 pL/mL,
pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu

E) Ceo=150 mg/mL, C(NH4)2304:600 mg/mL, Cea=40 uL/mL, Cgsa=3.33 mg/mL,
Crriton x100=4 pL/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu

F) Ceo=150 mg/mL, C(NH4)2504:600 mg/mL, Ccea=40 uL/mL, CLizin=1.67 mg/mL,
Crriton x100=3.33 puL/mL, pH=7.2 0.1 M fosfat tamponu
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Yiizey aktif maddesi Triton X-100’iin CALB enziminden yola ¢ikilarak hazirlanan
CLEA’larin katalitik aktivitesine etkisi, proteik feeder ajanin hem BSA (Sekil 3.25 D)
hem de lizin (Sekil 3.235 F) varliginda ve proteik feeder ajanin bulunmadigr durumda;
baslangic enzim derisiminin 150 mg/mL, amonyum siilfat derisimi 600 mg/mL ve
gluteraldehit derisiminin 40 pL/mL oldugu kosullarda (Sekil 3.25 D) incelenmistir.
Immobilizasyon ortamma proteik feeder ajan katkismin olmadigi  durumda
immobilizasyon siirecinde capraz baglama Oncesi serbest enzim molekiillerinin Triton
X-100 ile 6n islem gormesi scCO, ile 6n islem gormemis CALB enzimlerinden
hazirlanan CLEA aktivitelerinin arttirmasina kargin scCO; ile 6n islem goérmiis CALB
enzimlerinden hazirlanan CLEA aktivitelerini azaltmistir. Bu c¢alismada CALB
enzimlerinden hazirlanan en yiiksek CLEA aktivitesi scCO; ortaminda on islem
gormemis CALB  enzimlerinin; Cg=150 mg/mL, Cnayps04=600 mg/mL,
Cea=40 pL/mL, ve Criton x100=1.67 pL/mL kosullarinda hazirlanan CLEA’larinda elde
edilmis ve biyokatalizor aktivitesi 7555 U/g CLEA olarak belirlenmistir. Ayni kosullarda
scCO; ile 6n islem gormiis CALB enzimleri ile hazirlanan CLEA aktiviteleri ise yaklasik
2.5 kat daha kiigiik olup aktivite degeri 2972.4 U/g CLEA’dir. Tasiyicisiz enzim
immobilizasyon siirecinde scCO, ortaminda on islem gormiis ve goérmemis CALB
enzimlerinin agregat olusumu ve c¢apraz baglama islemi Oncesi yiizey aktif maddesi
Triton X-100 ile etkilegsiminin oldugu kosullarda immobilizasyon ortamina proteik feeder
ajan BSA ve lizin derisiminin Cgsa=3.33 mg/mL ve Ci;in=1.67 mg/mL oldugu durumda
gerceklestirilen immobilizasyon siirecinde CLEA aktivitelerinde onemli diisiisler
gortilmektedir (Sekil 3.25 E ve F). Ancak Triton X-100 ve proteik feeder ajan katkisi ile
gerceklestirilen CLEA aktivitelerinin Triton X-100 eklenmemis duruma kiyasla daha
yiiksek oldugu goriilmektedir.
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4 SONUCLAR VE ONERILER

Capraz bagli enzim agregatlar1 (cross-linked enzyme aggregates, CLEA),
enzimatik {iiretim proseslerinde serbest ya da immobilize enzim kullanimindaki
darbogazlarin ¢oziimii i¢in son yillarda gelistirilen yeni bir immobilizasyon yontemidir.
CLEA’lar1 diger tastyicisiz enzim immobilizasyon yontemlerine gore alternatif ve yeni
ortaya ¢ikmis bir yontem olmasina karsin; enzim agregatlarinin boyutunun herhangi bir
difiizyon kisitlamasina gitmeden nasil kontrol edilebilecegi, enzim konformasyonunun
nasil daha esnek hale getirilebilecegi ve enzim aktivitesi ve seciciliinin agregasyon
kosullarinin farklilagtirilmasi ile nasil ayarlanabilecegi gibi darbogazlarin aydinlatilmasi
gerekmektedir. Enzimatik sentezlerde ¢Oziicii ortamlarina alternatif olarak scCO,’in
kullanilmast enzimlerin bolgesel ve stereo se¢imli Ozeliklerini artirilabilmektedir.
Sicaklik ve basing gibi biyoproses parametrelerindeki kiiciik degisimler siiperkritik
akiskanlarin fizikokimyasal 6zelliklerini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir. Enzimlerin mikro
cevresindeki bu degisimler biyokatalizorlerin katalitik aktivite ve yapisal kararliligin1 da
etkiler. Yiksek lisans tez projesinin temel amaci, yaygin uygulamalar i¢in katalitik
acidan oldukga aktif ve yeniden kullanilabilir CLEA’larin tasarimina ydnelik esnek bir
teknoloji platformu olusturmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda scCO; ortaminda 6n islem
goren enzimlerin CLEA islemleri Oncesi katalitik performansinin gelistirilmesi
hedeflenmistir.  Model enzim olarak Candida rugosa lipazz  (CRL) ve Candida
antarctica lipazi: B (CALB) kullanilmustir.

scCOy’in hem kat1 toz formuna hem de pH’ 1 7.5 olan 0.1 M Na,HPO4-NaH,PO,
tampon sistemindeki serbest formuna sicaklik ve basing etkisi incelenmistir. 31-60 °C ve
7.38-40 MPa araligindaki kosullarda gerceklestirilen islemlerin enzim aktivitesine etkisi
arastirtlmistir. 15 dakika siireyle hem katt hem de sulu sistemdeki serbest enzim
aktivitesine sicaklik ve basing etkisi sistematik bigimde arastirilmistir. Kati formdaki

CRL enzimlerinin scCO, 6n islemi sonucu genis bir sicaklik ve basing araliginda enzimn
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katalitik aktivite kaybettigi saptanmistir. Ancak CRL enzimin sulu sistemlerine dogrudan
scCO; uygulamasi yapildiginda enzim aktivitelerinin genis bir sicaklik ve basing

araliginda arttig1 saptanmastir.

CRL enzimlerinden hazirlanacak olan CLEA formundaki biyokatalizor sistemlerin
katalitik performanslarini gelistirmek ve en yiiksek immobilizasyon etkinligine ulasmak
icin 6n islem kosullar1 40 °C ve 10 MPa olarak secilmistir. Kat1 formdaki enzimlerin
CLEA islemleri dncesi scCO, ortaminda 40 °C ve 10 MPa kosullarinda 15 dakika siireyle
basing denatiirasyonuna maruz birakilmasi sonucu olusturulan CLEA’larin katalitik
aktivitelerinde on igslem gormemis enzimlerin katalitik aktivitelerine kiyasla Snemli
artislar saglanmistir. Cizelge 4.1°de scCO; ortaminda 6n islem gormiis ve gormemis CRL
enziminden hazirlanan CLEA’larinda ulasilan en yiiksek aktivite degerinin sagladigi
kosullar ve bu kosullardaki % aktivite artig oranlar1 ile scCO; ortaminda 6n islem gormiis
enzimlerden sentezlenen CLEA’larmin ticari CLEA’lara gore % aktivite artis

oranlarindaki degisimler gosterilmistir. CRL enzimlerinin CLEA aktivitelerine;

e Baglangi¢ enzim derisimi (Cg,=50-200 mg/mL),
e Gluteraldehit derisimi (Cca=26.7-100 pL/mL)
e Amonyum siilfat derisiminin (C(nHa)2504=500-800 mg/mL)

gibi temel ortam bilesimlerini etkisi sistematik bigimde arastirilmistir.

scCO; ile 6n islem gérmiis ve gérmemis enzimlerden hazirlanan CLEA’larin
katalitik aktivitelerine etki eden baslangic enzim derisimi, bifonksiyonel ¢apraz baglayict
ajan derisimi ve presipitasyon ajan derisiminin etkisi incelendiginde hem en yiiksek
katalitik aktivite degerine; Cgo=150 mg/mL, Cca=40 pL/mL ve CnHa)2s04=600 mg/mL
olarak belirlenen kosullarda scCO, ile 6n islem gormiis CLEA’larinda ulagilmistir.
Belirtilen bu kosullarda scCO; ile 6n islem gormiis ve gérmemis CRL enzimlerinden
hazirlanan CLEA aktiviteleri sirasiyla 708.1 U/g CLEA ve 307.8 U/g CLEA’dir. On

islem gormemis CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA formundaki biyokatalizor
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sistemlerine gore enzimin scCO; ile 6n islem gérmesi sonucu katalitik aktivite %130.1
oraninda artis saglanmistir. Ancak 1076.4 U/g CLEA olarak saptanan ve ticari olarak
kullanilan CRL enzimlerini CLEA formudaki katalitik aktivite degerine kiyasla bu

caligmada sentezlenen CLEA aktivitelerinin diislik kaldig1 goriilmektedir.

Stireli yaymn literatiiriinde CLEA formunda hazirlanan enzimlerin katalitik
aktivitesi ve stabilitesini arttirmaya yonelik g¢alismalara degisik proteik feeder ajan
tiiriiniin etkisi incelenmis ve bu baglamda 6nemli gelismeler kaydedilmistir. Bu ¢alismada
da, CLEA aktiviteleri tizerine 0.88-16.67 mg/mL derisim araliginda proteik feeder ajan
bovin serum albiimin (BSA) ve lizinin etkisi incelenmistir. Cg,=150 mg/mL, Cca=40
pL/mL ve CnHay2s04=600 mg/mL kosullarinda CLEA hazirlama islemi 6ncesi enzim
¢ozeltisine Cgsa=3.33 mg/mL derisiminde BSA eklenmesi ya da Ci;in=1.67 mg/mL
derisiminde lizin eklenmesi sonucu hem scCO; ile 6ne islem gérmiis hemde gérmemis
CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA aktivitelerinde 6nemli artiglar saglanmistir.
Belirtilen kosullarda BSA katkisinin oldugu durumda ulasilan CLEA aktiviteleri scCO;
ile 6n islem gérmemis biyokatalizor sistemleri igin 924.4 U/g CLEA iken, enzimin scCO;
ile 6n islem gormesi katalitik aktiviteyi %35.3 oraninda arttirarak 1250.8 U/g CLEA
degerine ulastirmistir. scCO> ile 6n islem gérmiis CRL enzimlerinden sentezlenen CLEA
aktivitelerinin ticari olarak iiretilen CLEA aktivitesinde %13.9 daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Cgo=150 mg/mL, Cca=40 pL/mL ve CNHay2s04=600 mg/mL kosullarinda
immobilizasyon isleminde enzim ¢dzeltisine Cpiz;in=1.67 mg/mL derisiminde lizin
eklenmesi sonucu ulasilan katalitik aktivitelerin ticari olarak iretilen CLEA
aktivitelerinden daha yiliksek oldugu saptanmustir. Belirtilen kosullarda lizin katkisinin
oldugu durumda ulagilan CLEA aktiviteleri scCO; ile 6n islem gormemis biyokatalizor
sistemleri i¢in 1192.8 U/g CLEA iken, enzimin scCO; ile 6n islem gormesi katalitik
aktiviteyi %6.5 oraninda artarak 1270.2 U/g CLEA degerine ulastirmistir. scCO; ile 6n
islem gormiis CRL enzimlerinden sentezlenen CLEA aktivitelerinin ticari olarak {iretilen

CLEA aktivitesinde %15.3 daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.1

scCO; ortaminda 6n igslem gormiis ve gormemis Candida rugosa lipaz enziminden hazirlanan CLEA’larinda

ulagilan en yiiksek aktivite degerinin sagladigi kosullarda % aktivite artis oranlar1 ve scCO; ortaminda 6n islem gormiis
enzimlerden sentezlenen CLEA’lariin ticari CLEA’lara gore % aktivite artis oranlari

Proteik Feeder

Surfaktant

CLEA Aktivitesi (U/g CLEA)

scCO; ile 6n islem
gormemis CLEA’lara

gore
% Aktivite artisi
scCO; ile | scCO;ile scCO ile Ticari
Ceo Coa CHayzpos | Casa Clizin Crriton x100 | On islem on islem Ticari on iglem enzime
(mg/mL) | (uL/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (uL/mL) | gormiis | gormemis | CLEA | gérmemis gore
CRL CRL enzime gore
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 capraz baglama isleminde enzimin mikrogevresindeki reaktif
gruplarin bir ylizey aktif madde ile g¢evrelenerek asir1 c¢apraz baglanmanin Oniine
gecilmesi sonucu CRL’enzimlerinden olusturulan CLEA formundaki katalizorlerin
katalitik aktivitelerinde artis saglanmasi amaciyla; 1.67-4 pL/mL derisim araliginda
Triton X-100’tiin CLEa aktivitelerine etkisi incelenmistir. CLEA hazirlama siirecinden
once scCOy ile 6n islem gérmiis CRL enzimleri kullanilarak; Cg,=150 mg/mL, Cga=40
pL/mL, C(NHay2504=600 mg/mL, Cyysine=1.67 mg/mL and Cryiton x100= 3.33uL/mL
kosullarinda gerceklestirilen immobilizasyon siireclerinde 2278.9 U/g CLEA olarak
belirlenen maksimum CLEA aktivitesine ulasilmigtir. Ticari olarak iiretilen CRL
enziminin CLEA aktivitesine gore elde edilen bu aktivite degeri yaklasik 2.2 kat daha
fazladir. Konvansiyonel CLEA hazirlama yontemi kullanilarak; Cgo=150 mg/mL,
Coa=40 pL/mL, CNHays0a=600 mg/mL, Cyiysine=1.67 mg/mL ve Crriton x100= pL/mL
kosullarinda elde edilen maksimum CLEA aktivitesi ise 1718.2 U/g CLEA degerine
ulasmigtir. CLEA aktivitesi en uygun proteik feeder ajan BSA ve lizin derisimlerinde
immobilizasyon Oncesi enzim ¢ozeltisine yiizey aktif maddesi Triton X-100 eklenmesi
sonucu katalitik aktivite {izerine olumlu sonuglar vermistir. Ticari olarak iiretilen CRL
enzimlerinden hazirlanmis CLEA aktivitesine gore scCO; ortaminda 6n islem gérmiis
CRL enzimlerinden hazirlanan CLEA aktivitelerindeki artis; Cgo=150 mg/mL, Cga=40
pL/mL, CNHay2s04=600 mg/mL, Cgsa=3.33 mg/mL and Criton x100=1.673puL/mL
kosullarinda %46.9 iken, Cg,=150 mg/mL, Cga=40 pL/mL, Cnwna)2s04=600 mg/mL,
Cuysine=1.67 mg/mL and Cryiton x100= 3.33pL/mL kosullarinda %52.8 olmustur.

scCO;, ortaminda 6n islem gérmiis ve gormemis CALB enziminden hazirlanan
CLEA’larinda ulasilan en yiiksek aktivite degerinin sagladigi kosullar ve bu kosullardaki
% aktivite artis oranlarindaki degisimler Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Bu ¢alismada,
40 °C ve 10 MPa kosullarindaki scCO, ortaminda 6n islem gormiis CALB enzimleri ile
hazirlanan CLEA’larin katalitik aktivitesinde énemli bir artis kaydedilmemistir. CALB
enzimlerinin birim fiyatlariin ¢ok yiiksek olmasi ve proje biitcesindeki ekonomik
darbogazlar nedeniyle scCO,’in farkli sicaklik ve basing araliginda immobilizasyon

oncesi CALB enzimlerine scCOz’in 6n islem kosullarinin CLEA aktivitesine etkisi
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aragtirllamamistir. Bu silirecin daha ayrintili bicimde ele alinmast sonucu CRL
enzimlerinde beklenen aktivite artislarinin CALB enzimlerinde de olabilecegi

diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.2 scCO; ortaminda 6n islem gérmiis ve gormemis Candida antarctica /ipazi B enziminden hazirlanan CLEA’larinda
ulasilan en yiiksek aktivite degerinin sagladigi kosullarda % aktivite artig oranlari

Proteik Feeder Stirfaktant CLEA Aktivitesi (U/g CLEA) $cCOy ile 6n islem
5cCOileon | sCCO; ile on islem CL%%“}faeglgsére
Ceo Coa | CNHayros | Casa Clizin | Crritonx100 | islem gormiis gérmemis % Aktivite artst
(mg/mL) | (uL/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (uL/mL) CALB CALB
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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