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BiYOMIMiK NANOENZIM SiSTEMLERININ
GELISTIRILMESi VE UYGULAMALARI
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Arzu ERSOZ
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2015, 172 sayfa

Bu calismada; nano enzim sistemleri, rutenyum tabanli amino asit
monomerleriyle fotosensitif capraz baglama (ANADOLUCA) metoduna gore
sentezlenerek, karbondioksidi (CO;) tutucu ve doniistiiriicii sistemler olarak farkli
uygulamalarda kullanilmistir.

Calismanin ilk asamasinda; nano yapili karbonik anhidraz (CA) enzimi
sentezlenerek 4-nitrofenilasetata karst enzimatik aktivitesi belirlenmistir.
Ardindan, ticari CA enzimiyle karsilastirmali olarak CO;’yi bikarbonata
doniistiirme reaksiyonlar1 incelenmistir.

Ikinci asamada, format dehidrogenaz (FateDH), formaldehit dehidrogenaz
(FaldDH) ve alkol dehidrogenaz (ADH) enzimlerini i¢ceren nano multi enzim
yapist yine ANADOLUCA metoduyla sentezlenmis ve nano multi enzim kriyojel
kolona capraz baglanmistir. Sentezlenen bu sistemin CO,’yi metanole doniistiirme
reaksiyonlar1 incelenerek, literatiirdeki enzimatik yontemlerle CO, nin metanole
doniisiim reaksiyonlarina gore iistiinliigii ortaya konmustur.

Calismanin son asamasinda, fotosentezdeki krebs dongiisiinde rol alan 1,5
ribulaz bisfosfat karboksilaz/oksigenaz enzimi (RuBisCo) nano yapili olarak
ANADOLUCA metoduyla sentezlenerek, CO, tutucu ve doniistiiriicii 6zelligi
incelenmistir. Ayrica; 1spanak yapraklarindan da RuBisCo enzimi izole edilerek
izole edilen enzimin de CO, tutucu ve doniistiiriicii olarak etkinligi incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanoenzim, CO, doniistiiriicii sistemler, karbonik anhidraz,

RuBisCo, multi nano (format dehidrogenaz-alkol

dehidrogenaz-aldehit dehidrogenaz) enzim.
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DEVELOPING CARBONDIOXIDE CAPTURE AND
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Supervisor: Prof. Dr. Arzu ERSOZ
Co-Adyvisor: Prof. Dr. Ridvan SAY
2015, 172 pages

In this study, nano enzyme systems have been synthesized according to
AmiNoAcid (monomer) Decorated and Light Underpining Conjugation Approach
(ANADOLUCA) method and used for carbondioxide (CO,) capture and converting
applications.

In the first stage of the study, nano carbonic anhydrase (CA) enzyme has been
synthesized and the enzymatic activity has been determined using 4-nitrophenyl acetate.
Then, conversion reaction of CO, to bicarbonate have been investigated using nano CA
and free CA enzymes, comperatively.

In the second stage of the study, the nano multi enzyme that contains formate
dehydrogenase (FateDH), formaldehyde dehydrogenase (FaldDH) and alcohol
dehydrogenase (ADH) has been synthesized using ANADOLUCA method and this nano
multi enzyme has been cross-linked into cryogel. Conversion reaction of CO, into
methanol using this synthesized system has been investigated and the superiority of this
synthesized system has been investigated comparing literature.

At the last stage of the study, nano ribulase bisphosphate carboxylase/oxygenase
enzyme (RuBisCo) that acts a part in calvin cycle in photoseynthesis has been
synthesized according to ANADOLUCA method and CO, capture and converting feature
have been investigated. Besides, RuBisCo enzyme has been isolated from spinach and
activity in CO, capture and convertion have been investigated.

Key words: Nano enzyme, CO, conversion systems, carbonic anhydrase, RuBisCo,
multi nano (formate dehydrogenase-alcohol dehydrogenase- formaldehyde

dehydrogenase) enzyme.
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1. GIRIS

Giintimiizde endiistrilesmenin  ve ekonomik biiylimenin artmasi
karbondioksidin (CO;) global emisyonunu arttirmaktadir. Sera gazlarinin % 90’1
CO; emisyonunu arttirmaktadir. Diger yandan CO, emisyonunun %40’1 elektrik
sektoriinden kaynaklanirken, % 25’lik bir kisimda ise demir ve celik prosesi,
petrol rafinerisi, ¢imento endiistrisi, dogal gaz islenmesi gibi genis Olgekli
endiistriyel islemlerin emisyonu arttirdig1 goriilmektedir. Arastirmalar, endiistriyel
faaliyetlerin artmasindan sonra atmosferdeki CO, miktarinin arttigini
gostermektedir. Insanoglu atmosferdeki fazla CO,’yi isleme ya da yararli iiriinlere
doniistiirmek gibi faaliyetlerde bulunmadig siirece, uzun vadede atmosferdeki
artan CO,, iklim degisikliklerine neden olacaktir: Diinyanin 1sinmasina,
okyanuslarin ve denizlerin daha asidik olmasina ve dolayisiyla bitkilerin ve diger
canlilarin  yasamini tehdit edici unsurlara yol acacaktir. Bu acidan
degerlendirildiginde, CO;’nin yararli kimyasallara doniistiiriillmesi, veya bir
siirecte diger prosesler icin hammadde olabilecek iiriinlere doniistiiriilmesi son
zamanlarda oldukca 6nem arz etmektedir.

Yapilan ¢alismada, CO;’yi tutucu ve doniistiiriicii biyo mimik sistemler nano
enzimlerle birlikte kombine edilerek gelistirilmis ve farkli uygulamalar1 ortaya

konmustur.

1.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, maddenin atomik, molekiiler ve supramolekiiler diizeyde
kontroliinii inceleyen bir bilim dalidir. Genel bir ifadeyle, en az bir boyutunun
biiytikligi 1’den 100 nm’ye kadar olan maddenin kontrolii olarak
tanimlanmaktadir. Latince anlami ciice olan nano kelimesi, herhangi bir fiziksel
biiytikliiglin milyarda birini ifade etmektedir. Bir nanometre (nm), uzunluk birimi
acisindan metrenin milyarda biridir. Nanometre biriminin daha iyi anlagilabilmesi
icin farkli biiyiikliiklerin karsilastirilmasi yapilabilir. Ornek olarak, bir gazete

kagidinin kalinligi 100000 nm, insan sa¢ teli 20000-50000 nm araliginda, bir



DNA cift sarmali yaklasik 2 nm capta ve en kiigiik hiicresel yagam formlar1 olan
mikroplazma familyasinin bakterileri yaklasik 200 nm uzunluktadir. Sekil 1.1
nanometrenin boyut skalasindaki yerini farkli 6rneklerle gostermektedir [1].

Maddenin biiyiikliigii nanometre boyutuna indiginde kuantum davranislar,
bilinen klasik davranislarin yerini alarak maddenin fiziklel 6zelliklerinde biiyiik
bir degisim gozlenmektedir. Kimyasal ve fiziksel 6zelliklere bakildiginda, yapinin
biiylikliigline ve atom yapisinin ayrintilarina, disaridan sisteme baglanan yabanci
bir atomun cinsine ve yerine gore oldukca farkli ve olagan {iistii davraniglar
gostermektedir. Ornek olarak, karbon atomlarindan olusan bir elmas kristali iyi bir
yalitkan oldugu halde, bir boyutlu karbon atom zinciri, altin veya giimiis
zincirlerden bile daha iyi bir iletken olabilmektedir. Buna gore, nanobilim
nanometre Olciilerinde ortaya ¢ikan maddedeki bu yeni davranislar1 anlamamizi
saglar ve nanoteknoloji ise, yeni nanoyapilar tasarlayip sentezlemeyi veya
nanoyapilara yeni farkli 6zellikler kazandirmay:1 ve bu 6zellikleri yeni islevlerde
kullanmay1 hedefler [2].

Nanoteknoloji ile biyoteknolojinin birlikte gelismesi ve molekiiler biyoloji
alanindaki bilgi birikiminin bu gelisen iki alan1 desteklemesiyle ortaya
nanobiyoteknoloji arastirma alami ¢ikmistir. Boylelikle bugiine kadar miimkiin
olmayan tan1 ve terapdtik uygulamalar da bilim insanlarinca gelistirilmeye
baslanmistir. Literatiirdeki son zamanlarda yapilan calismalara bakildiginda ise,
nano teknolojinin enzim, protein, antijen, antikor gibi biyomolekiillere de
uygulanarak, farkli alanlarda uygulamalar gelistirilmeye baslandig1 goriilmektedir.
Bu yonde yapilan c¢alismalarda, biyomolekiiller nanomateryaller iizerine konjuge
edilerek etkinlikleri incelenmektedir. Diger yandan da patentlenmis birtakim
caligmalarla, biyomolekiillerin kendisi nano formatta hazirlanarak, farkli alanlarda

kullanilabilmektedir.
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Sekil 1.1. Farkli yapilarin boyut skalasinda gosterimi [3]

(I

Giiniimiizde yogun ilginin bulundugu nanoteknoloji konusunun aslinda bir
bucuk asir oncede ayni terim kullanilmasa da ilgi cektigi Michael Faraday’in
“Philosophical Transactions of the Royal Society” de 1857 yilinda yayinlanan
makalesinden anlasilmaktadir. Makalede 19. yiizyilin ortasinda birgok kisinin
maddelerin boyutu kiigiiltiildiik¢e 6zelliklerinin ne oldugunu anlamaya calistig
ortaya ¢ikmaktadir. Faraday’in arastirdifi malzemeler arasinda altin kolloidal
cozeltileri en {inliisii olup, bu renklerden bir tanesi olan yakut kirmizisi, 100 nm’
nin altinda partikiiller icermektedir. Bu sebeple Faraday’t nanomalzemeler

izerinde sistematik calismalar yapan ilk bilim adami olarak tanimlamak uygun



olacaktir. Bununla birlikte nano-yapilarin kullanimmin en 6nemli gostergesi
Mayalarin mavi boyasimin rengini bir organik pigmentin, oksit siiperlatislerinin ve
metal nanopartikiillerinin bir araya gelmesiyle, parlak ve kimyasal olarak kararl
bir pigment olusturmasiyla meydana geldigine inanilmasidir. Ayrica altin
kolloidleri, cam boyalarinda ve altin tuzlarmin kalay kloriir kullanilarak
indirgenmesiyle elde edilen Cassius’un nanopargacikli mor pigmentinde genis
olarak bulunmaktadir.

Giintimiizdeki nanoteknoloji akimini fikir olarak 1959 yilinda Amerikan
Fizik Toplulugu’na konusma yapan ve daha sonra Nobel 6diilii kazanan Richard
P. Feynman baglatt1 ya da en azindan bu diisiinceyi somut hale getirdi. “En altta
biraz yer var” baslikli konugsmasinda tiim Britannica Ansiklopedisini toplu ignenin
basina yazilabilecegi ornegini verdi. Ayn1 zamanda tekil atomlarin hareket
ettirilmesi, bilgisayarlarin kiigtiltiilmesi ve bu Kkiiciiciik ayrintilar1 gdérmek icin
daha iyi teknikler ve makineler gelistirilmesinden bahsetti. Dr. Feynman’in
konusmas1 tamamen teorikti ve fantastik goriiniiyordu. Fizik kurallarinin tekil
atomlar1 ya da molekiilleri hareket ettirmenin ve islemenin engel olmadigini tarif
etti. Atomlarin tam olarak islenebilecegi zamanin Onlenemez olarak gelecegini
dogru tahmin etti. Feynman’ 1n konusmasi sadece ABD’de degil diger iilkelerde
de etkili olmus ve bu konu iizerinde ¢alismalar baslamistir. Bu diisiince akiminin
etkisinde Japonya, Tokyo Bilim Universitesinde calismalarini siirdiiren Norio
Taniguchi 1974 yilindaki bildirisinde ilk defa nanoteknoloji terimini kullanarak
literatiire bu terimi sokan kisi olarak bilim tarihine ge¢mistir. Aym tarihte tek
atom katmanindan olusan ince filmlerin iiretimi Finlandiya’da Dr. Tuomo Suntola
ve ekibi tarafindan gerceklestirilmistir. 1981 yilinda taramali tiinel
mikroskobunun (STM) icadi ve bundan birka¢ yil sonra 1984’de atomik kuvvet
mikroskobunun (AFM) gelistirilmesiyle nano boyutta dl¢iim yapmak miimkiin
oldugundan nano-teknoloji alanindaki ¢alismalarin artis1 ve hizli ilerlemeler bu

tarihlerden sonra baslamistir [4].



1.1.1. Nanopartikiiller ve Uretim Yontemleri

Nanopartikiiller, boyutlart 100 nm ve altinda kalan tozlar olarak
tanimlanmaktadir ve nanoteknolojinin temelini olusturmaktadir. Bu maddeleri
diger maddelerden ayiran ve {istiinliik olarak nitelendirilen 6zelliklerinin
nedenleri, kuantum boyut etkileri, elektronik yapilarinin boyut bagimliligi, yiizey
atomlarinin egsiz karakteri ve yiiksek yiizey/hacim oranina sahip olmalarndir [5].
Nanoteknolojik malzemelerin ¢ikis noktasin1 olusturan nanopartikiiller genis bir
kimyasal aralik ve morfolojide iiretilebilirler. Giinlimiizde ¢ekirdek-kabuk, katkili,
sandvig, bosluklu, kiiresel, ¢ubuk benzeri ve cok yiizlii gibi farkli morfolojilere
sahip metal, metal alagimi, seramik ve polimer esasli veya bunlarin karisimindan
istenilen ozelliklere sahip nanopartikiiller hazirlanabilir [6].

Nanopartikiillerin iiretiminde kullanilan yontemler “asagidan yukari” ve
“yukaridan asagi” olmak iizere iki tiirliidiir [7]. Sekil 1.2 nanopartikiil iiretiminde

kullanilan yaklasimlar: kisaca 6zetlemektedir.
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Sekil 1.2. Nanopartikiil iiretiminde kullanilan yaklagimlar [7]

Yukaridan asagiya yaklagimima dahil olan yontemlerde hacimsel
malzemeye disaridan mekaniksel veya kimyasal islemler ile enerji verilmesi
sonucunda malzemenin nanoboyuta kadar inebilecek kiigiik parcalara ayrilmasi

temel alinmaktadir. Asagidan yukariya yaklagimina dahil olan yontemlerde ise,



atomik veya molekiiler boyuttaki yapilar1 kimyasal reaksiyonlar ile biiyiiterek
partikiil olusumu gerceklestirilmektedir. Nanopartikiil iiretiminde kullanilan bu
yontemlerin yaninda fiziksel veya kimyasal temelli olarak farkl iki yaklagimin da
yapilmasi sozkonusu olabilir. Mekanik enerjinin kullanilarak nanopratikiil tiretimi
fiziksel yontemler, kimyasal reaksiyonlarin sonucunda nanopartikiiliin olustugu

yontemler ise, kimyasal temelli yontemler olarak kabul edilmektedir [8].

1.1.1.1. Kimyasal Buhar Yogunlastirma Yontemi

Kimyasal buharlastirma yontemi (CVC), yiiksek miktarda nanopartikiil
elde etmek i¢in oldukca kullanigh bir yontemdir ve ilk olarak 1994°de
Almanya’da gelistirilmistir. Bu yontemde, metalorganikler, karboniller, kloriirler
ve hidriirler gibi buhar fazina kolaylikla gecgebilecek bilesikler baslangi¢
malzemesi olarak kullanilmaktadir. Yontem, 1s1l parcalanma ile gaz fazindaki
malzemenin nanopartikiile doniisiimii  esasmna dayanmaktadir. Baslangi¢
malzemesinin gaz fazina gectigi bolgeye gaz akisi verilerek buharin reaktor icine
tasinip buradaki firinla 1s1l pargalanma islemini icerir. Tasiyic1 gaz olarak He, Ar
veya N, gibi inert gazlar kullanilmaktadir. Aglomere olmamis nanopartikiillerin
hazirlanmas1 ve istege bagh olarak cekirdek-kabuk veya ici bos partikiillerin
sentezlenebildigi bir yontemdir [9-11].

1.1.1.2. Hidrojen Rediiksiyonu Yontemi

Hidrojen rediiksiyon yontemi, gaz fazinda indirgeme islemiyle metalik
nanopartikiillerin iiretiminin gerceklestirilmesini saglayan bir yontemdir. Bu
yontemle, oOzellikle demir grubu metal (Fe, Ni ve Co) nanopartikiillerinin
laboratuvar oOlcekli sentezi goriilmektedir. Yontemde ilk olarak, kullanilan
baslangic cozeltisi buharlastirilarak, tasiyict veya indirgeyici bir gazla 6nceden
isiilmig bolgeye ardindan daha sicak bolgeye tasinarak nanopartikiil sentezi
gerceklestirilmektedir. Islemler sirasinda hidrojen gazi tek basina hem indirgeyici
hem de tasiyic1 gaz olarak kullanilabilecegi gibi, azot, argon gibi inert gazlar da

tasiyici gaz olarak kullanilabilmektedir.



1.1.1.3. Asal Gaz Yogunlastirma (AGY) Yontemi

Asal gaz yogunlastirma yoOntemiyle (AGY) nanokristalin metal ve
alagimlarinin dogrudan asir1 doygun buhar fazindan iiretimi gerceklestirilir.
Giiniimiizde, laboratuvar olgekli nanotozlarin sentezinde kullanilmaktadir.
Yontemde, buharlasan atomlar veya molekiiller homojen olarak birikerek, 1s1
kaynaginin yakininda asir1 doygunluga ulasir. Baglangic malzemesinin buharlagan
atomlariyla sistemdeki gaz molekiillerinin carpismasi sonucu c¢ekirdeklenme ve
partikiil olusumu sivi metale yakin bolgede gerceklesir. Yiiksek gaz basincinin
varligiyla, daha hizli soguma olur ve ¢ok ince nano partikiillerin olusumu

gerceklestirilir.

1.1.1.4. Mikroheterojen Sistemlerden Nanopartikiil Sentezi

Mikroheterojen nanopartikiill sentez yoOntemleri, asagidan yukariya
yaklagimla nanopartikiil {iiretimi i¢in kullanilan metotlar1 kapsamaktadir.
Mikroheterojen  sistemler, sivi  kristaller, jeller, misel c¢ozeltileri ve
mikroemiilsiyonlar olabilir. Bunlar, metaller, oksitler, siilfatlar ve suda
coziinmeyen maddeler ile birlikte suda ¢Oziiniir inorganik ve organik
malzemelerin nano formunda sentezlenmesini saglamaktadir. Ayrica; bu teknikle,
cekirdek-kabuk, katkili, sandvi¢ veya por6z nanopartikiillerin tiretimi miimkiin
olmaktadir.

Nanopartikiillerin mikroheterojen sistemlerden sentezlenmesi birbirini
takip eden islem basamaklarini gerektirir. Bunlar; istenen nanomalzemeye uygun
mikroheterojen sistemin se¢ilmesi, reaktantlarin yapisinin bu sisteme uygunlugu,
karigtirma islemi sonunda sistemin fizikokimyasal 6zelliklerinin karakterizasyonu
olarak belirlenebilir. Sentezler genellikle oda sicakliginda gerceklesir ve ince

boyutlu nanopartikiil sentezine olanak saglar.



1.1.1.5. Alev Sentezi Yontemi

Alev sentezi yOntemi, nanopartikiillerin ticari miktarlarda sentezi i¢in
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde, kimyasal bilesim araligi,
partikiil morfolojisinin kontrolii, partikiil boyut dagiliminin kontrolii daha kontrol
edilebilir diizeydedir. Ayrica yontem diger nanopartikiil sentez yontemlerine gore,
daha diisiik maliyetlidir. Alev ortaminin yiiksek oksitleyici 6zelliginden dolayz,
oksit nanopartikiillerinin sentezi icin olduk¢a elverislidir. Alev sentezi
yonteminde, kolay ucguculuga sahip, metal halojeniirler baslangic malzemesi

olarak kullanilmaktadir.

1.1.1.6. Mekanik Asindirma Yontemi

Alasimlarin ve faz karisimlarinin nanopartikiil halinde sentezi bu yontemle
gerceklestirilmektedir. Bu yontem, yukaridan asagiya iiretim yaklasimina uygun
bir yontemdir ve nanoyapilar atomik veya molekiiler diizeyden kaba tanecikli
yapilarin plastik deformasyonu sonucunda ayrigsmasiyla olugsmaktadir. Alasim,
intermetalik, seramik ve kompozit gibi amorf malzemelerin nanoyapida sentezi

metalik agindirma metoduyla yapilabilmektedir.

1.1.1.7. Ultrasonik Sprey Piroliz (USP) Yontemi

Nanopartikiil tiretiminde, kiiresel ve aglomere olmamis, genis bir aralikta
degisen kimyasal bilesime, morfolojiye ve boyuta sahip nanopartikiillerin
tiretiminde ultrasonik sprey piroliz (USP) yontemi siklikla kullanilmaktadir. Bu
yontemde yiiksek saflikta metal tuzlarinin veya ikincil hammaddelerin
temizlenmis c¢ozeltileri kullanilmaktadir. Yontemde baslangic ¢ozeltisinden,
birbirinden ayrik damlaciklarin aeresol formatinda olusumu, 1s1l parcalanma
islemi ve faz degisimi kontrolii onemli basamaklardir. Aeresol senteziyle, farkl
partikiill morfolojisine sahip iirlinler elde edilebilir. Aeresol buhari, yiiksek

sicaklik alanina girdiginde, damlacigin buharlagmas1 veya kurumasi, ¢cokmesi ve



parcalanmas1 damlacik seviyesinde gerceklesmektedir. Olusan nanopartikiil
boyutu, damlacik boyutuna, baslangic ¢ozeltisinin Ozelliklerine ve sicaklik gibi

parametrelere bagl olarak degisir [12-20].

1.1.1.8. Rutenyum tabanlh amino asit monomerleriyle fotosensitif

capraz baglama ve ANADOLUCA yontemi

ANADOLUCA (ANADOLUCA-AmiNoAcid (monomer) Decorated and
Light Underpining Conjugation Approach) yontemi R. Say ve ark. tarafindan
patentlenen [21], biyoteknoloji alaninda ve yasam bilimlerinde kullanilmak iizere
gelistirilen bir yontem olup, rutenyum tabanli, 1518a duyarli, aminoasit monomer
ve oligomerlerin sentezini, 1s18a duyarli proteinlerin konjugasyonunu ve capraz
baglanmasini kurgulayan bir yontemdir.

ANADOLUCA yontemiyle, farkli hiicre tiplerini, dokular1 ve diger
hedefleri algilamak i¢in istenen mikro veya nanoyapilar sentezlenebilmektedir.
Yontemin temelinde, bir ¢ok proteinde yer alan sistein, triptofan ve tirozin amino
asitlerine rutenyum tabanli amino asit monomerler tarafindan elektron kusaklar
atilarak saglam capraz bagli konjugasyonlar olusturarak molekiillerin kararliligini,
dayanikliligimi ve fonksiyonelligini arttirmak yer alir. Isiga duyarli monomerlere,
kovalent ve capraz baglanma islemi nedeniyle dogru antikor oryantasyonu icin
yonlendirme saglanmakta ve denatiirasyon engellenmektedir.

ANADOLUCA yontemi, silika materyallere, siiperparamanyetik
partikiillere, nanokristallere, karbon nanotiiplere, Ag/Au nanopartikiillere ve Au
yiizeylerine  protein  entegrasyonu yani  sira  proteinimsi  polimerik
nanopartikiillerin hazirlanmasinda ve ilgili yiizeylerle etkilesiminde de
uygulanabilir. Bunun yaninda, yeniden ayrilabilir kat1 faz sistemleri, ayn1 anda
tan1 ve tedavi olanagi saglayan kitler, nanoprotein tasiyicilar, reseptor hedefli
nanokargolar, biyosensorler, biyokataliz uygulamalari, yonetilebilir goriintiileme
ve algilama teknolojileri gibi  alanlarda  kullanilabilen yeni nesil
nanobiyokonjugantlar  sentezlenebilir. ANADOLUCA yontemi, cok
fonksiyonelli, biyolojik olarak uyumlu, kararli ve secici mikro ve nano

biyokonjugasyon islemlerini saglamasinin yaninda, kataliz ve de tayin amacgh



olarak  kullanmilabilir. ~ Sentezlenen nanobiyo konjugatlarda proteinlerin
konformasyonlari, fonksiyonellikleri etkilenmedigi gibi genis pH ve sicaklik
araliginda da ¢alisma imkan1 saglamaktadir [22].

Bu tezin caligmalar1 dogrultusunda sentezlenen nano enzim yapilari, Say
R. ve arkadaslart tarafindan patentlenen ‘‘Rutenyum tabanli amino asit
monomerleriyle fotosensitif capraz baglama ve ANADOLUCA konsept yontemi’’

ile sentezlenmistir.

1.2. Enzimler

Enzimler, canlilardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve yiiksek
verimlerle iirlin elde edilmesini saglayan, protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir. Proteinlerin en biiyiik ve en c¢ok Ozellesmis grubunu
olusturmaktadirlar. Canlilar1 olusturan molekiiller, kinetik yonden oldukca kararl
olup, kendiliginden kolayca reaksiyon vermezler. Bunun i¢in, bir hiicredeki tiim
kimyasal olaylar enzimler aracilifiyla gergeklestirilir [23].

Biyokimya tarihinde arastirmalarin biiyiik c¢ogunlugunu enzimler
tizerindeki calismalar olusturmustur. Enzim katalizi ile ilgili 6nemli calismalar ilk
olarak, 1760-1825 yillar1 arasinda midedeki enzimatik sindirim {izerine
yapilmugtir. Belirli bir enzim iizerindeki ilk calisma, 1835 yilinda yapilmis olup,
diastazin nisastayr “in vivo” olarak siilfiirik asitten daha yiiksek verimde
hidrolizledigini gostermistir. Bundan sonraki yapilan ¢alismalarda, 1860 yilinda
L.Pasteur, fermantasyonda enzimlerin rol aldigin1 deneylerle kanitlamistir.
Enzimoloji alaninda yapilan caligmalardaki en Onemli gelisme, 1926 yilinda
Sumner’in iireaz enzimini izole ederek, protein yapisindaki bir bilesik oldugunu
ortaya koymasidir. 1930-1936 yillar1 arasinda Northrop’un pepsin, tripsin ve
kimotripsin enzimlerini kristallendirip protein yapisinda oldugunu kanitlamasi
enzimlerin protein yapisindaki bilesikler oldugunu tartismasiz kilmastir.

Kimyasal katalizorlere gore enzimlerin pek cok istiinliikleri vardir.
Ornegin, biyolojik Kkatalizorler, reaksiyon hizim1 yaklagik 1020’ye kadar
arttirirken, diger katalizorler 10> - 10* kadar arttirabilmektedir. Bu ozellik,

reaksiyonlarin ilerlemesi acgisindan oldukca o©nemlidir. Bir baska agidan
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degerlendirildiklerinde, enzimler cok spesifik maddelerdir. Enzimle ilintili
substrata ¢ok benzeyen maddeleri, hatta substratin stereoizomerlerini bile
doniisiime ugratmazlar. Bu yiiksek segicilik sayesinde en basit bir hiicrede bile
ayn1 anda ylizlerce biyokimyasal reaksiyon olusmaktadir [24].

Bazi enzimler katalizleme reaksiyonlarim1 yalniz protein yapilartyla yerine
getirirken bazilar1 da protein yapisinda olmayan gruplara ihtiya¢ duyarlar,
“kofaktor” adi verilen bu gruplar bir metal iyonu olabildigi gibi “koenzim” adi
verilen kompleks bir organik bilesik de olabilir. Bazen enzim aktivitesi i¢in ikisi
de gerekebilir. Koenzimle birlikte olan enzim molekiiliine "haloenzim",
kofaktorsiiz olan protein kismina ise "apoenzim" denir. Apoenzimlerin protein
yapisindaki aminoasit tiirleri ve dizilisleri her enzimde farklilik gostermektedir.
Bu nedenle enzimin ozelligini ve ozgiilliigiinii belirleyen kisim apoenzimdir.
Apoenzimler tek baslarina aktivite gdstermezler, ancak koenzimle veya kofaktorle
birlikteyken katalitik aktivite kazanirlar [25]. Sekil 1.3’de bir enzimdeki
apoenzim, kofaktér, koenzim ve holoenzim kisimlar1 gsematik olarak

gosterilmistir.

Kofaktor Katalitik Bolge Koenzim

R o

Apoenzim

%, A
b

Holoenzim

Sekil 1.3. Enzimde kofaktor, koenzim, apoenzim ve holoenzim kisimlarinin sematik gosterimi[26]
Enzimler sadece canli hiicreler tarafindan sentezlenir. Bu enzimlerin bir

kism1 hiicre i¢inde kalarak hiicre icinde faaliyet gosterir. Boyle enzimlere

“‘intraseliiler’”  (hiicre ici) enzimler denir. Bazi enzimler ise hiicre iginde
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sentezlendikten sonra hiicre digina salinir ve burada fonksiyon gosterir. Bunlara
da “‘ekstraseliiler’’ (hiicre dis1) enzimler denir.

Substratlar, enzim tarafindan degisiklige ugratilan maddelerdir ve
enzimde ‘‘aktif merkez’’ denilen 6zel bir bolgeye baglanirlar. Bu aktif merkez,
polipeptit zincirinin belirli kisimlarinin 6zel katmanlari ile olusmaktadir ve
katalitik aktiviteden sorumludur. Aktif bolge, substrati baglayarak enzim-substrat
kompleksi olusturur. Substrat iiriin yapisina ¢evrilerek enzim iiriinden ayrilir.

Sekil 1.4’de enzimlerin substratlarina baglanarak enzim-substrat
kompleksi (ES) olusturmas1 ardindan bu kompleks iizerinden iiriin (U) olusmasi

sematize edilmistir.

K% ko . k3 .
S+E ES EU E+U
kl k'z k03

Sekil 1.4. Enzimlerin genel calisma prensibi

Enzimler substratlariyla simdiye kadar belirlenen baslica iki tiir etkilesimle
reaksiyona girerek iirlin olustururlar. Bunlardan biri anahtar-kilit uyumu modeli,
digeri ise indiiklenmis uyum modelidir. Anahtar-kilit uyum modeli, 1894 yilinda
Fisher tarafindan ortaya konulmus ve substrat ve enzimin aktif yerinin birbirine
uyacak sekilde onceden belirlenmis oldugunu varsaymistir. Bagka bir deyisle,
enzim ve substratin birbirine tam uyan tamamlayict geometrik sekillerinin
olmasiyla birbirlerini spesifik olarak tanidigini ortaya koymaktadir. Sekil 1.5°te

anahtar-kilit uyum modeli sematize edilmistir.

Substrat—'
Aktif bolge ’
= -

Enzim-substrat Enzim ve triinler
kompleksi

Enzim

Sekil 1.5. Anahtar-kilit uyum modeli [27]
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Anahtar-kilit uyum modeline gore, enzimin aktif bolgesi ve substrat
birbirlerine sekil olarak tam uyumludur ve substrat enzimin aktif bolgesine
baglanarak enzim substrat kompleksi olusturur. Ardindan, iiriin olusumuyla enzim
tekrar serbest hale gecer.

Bu tanim, enzimlerin substratla etkilesimlerinde spesifikligi aciklasa da
gecis hali (enzim-substrat kompleki olusumunu) tam olarak aciklayamamaktadir.
1958’de Koschland anahtar-kilit uyum modelinin iizerine bir teori gelistirerek,
indiiklenmis uyum modeliyle, enzimlerin goreceli olarak esnek yapida olduklarim
ortaya atmisg ve substratin enzimle etkilesirken aktif merkezin siirekli olarak
substrat tarafindan degistirildigini One slirmiistiir [28]. Sekil 1.6’da enzimlerin
indiiklenmis uyum modeliyle substratlarina baglanmalar1 sematize edilmistir. Bu
teoriye gore, substrat sadece enzimdeki hareketsiz bir aktif merkeze baglanmayip,
aktif merkezi olusturan aminoasit yan zincirleri sekillenerek, enzimin katalitik
islevini yerine getirmesini saglamaktadir. Yani, substrat tamamen enzime
baglanincaya kadar aktif bolgedeki aminoasit yan zincirler sekillenmektedir,
substrat tamamen baglaninca son noktada sekil ve yiikii belirlenmis olmaktadir

[29, 30].

Aktif bolgenin sekil

Substrat deEIS’EIFMESI

Aktlf bolge

Enzim-substrat
kompleksi

Enzim ve urlinler

Sekil 1.6. Indiiklenmis uyum modeli [31]
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1.2.1. Enzimlerin Smiflandirilmasi ve Adlandirilmasi

Enzimler adlandirilirken, onceleri katalitik etki gosterdikleri substratlarin

isimlerinin sonuna “az” eki getirilerek adlandirilirlardi. Ornegin fosfat esterlerinin

katalizlenmesini saglayan enzimler, fosfataz olarak bilinirdi. Ancak, enzimoloji

alaninin gelismesiyle yeni enzimlerin bulunmasi ve pepsin, katalaz, tripsin gibi

substrat ve katalizledikleri reaksiyon hakkinda bilgi icermeyen enzim isimleri

kullanilmaya baglanmasiyla enzimlerin adlandirilmasi i¢in uluslararasi enzim

komitesi tarafindan katalizledikleri reaksiyon tipleri ve mekanizmalarina gore bir

siniflandirma yapilmistir.

Sistematik isimlendirme yapilirken bazi noktalara dikkat edilmelidir. Bunlar:

a. Reaksiyonlar ve onlar1 katalizledikleri enzim gruplar1 baslica 6 alt gruba

ayrilmistir. Enzimin hangi alt gruba ait oldugu belirtilmelidir. Enzimlerin

ayrildiklart 6 alt ana grup su sekilde incelenebilir:

i.

i

iii.

iv.

Oksidorediiktazlar: Oksidorediiktazlar, iki substrat arasindaki
indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlarim katalizleyen enzim
grubudur. Bu sinif enzimlerin substratlar1 genellikle elektron ve
hidrojen vericidir. Dehidrogenazlar, rediiktazlar, oksijenazlar,
peroksidazlar bu gruptandir. Oksijen, elektron veya hidrojen alicisi
ise bu durumda oksidazlar olarak isimlendirilirler.

Transferazlar: ki substrat arasinda, hidrojen disindaki gruplarin
transferini katalizleyen enzim grubudur. Diger bir soylemle, verici
tizerindeki bir fonksiyonel grubun alici substrat molekiiliine
tasinmasini katalizleyen enzimlerdir. Amino-transferazlar, CoA-
transferazlar bu grubun 6rnekleridir.

Hidrolazlar: Eter, peptid, ester, glikozid, anhidrit, C-halojeniir
veya P-N baglarmin  bir su molekiiliniin  katilimiyla
hidrolizlenmesini katalizleyen enzim grubudur. Lipaz, esteraz,
fosfataz, glikozidaz ve biitiin proteolitik enzimler bu grupta yer
almaktadir.

Liyazlar: Substratlardan, fonksiyonel gruplarin uzaklastirilarak,

cift baglarin kurulumunu katalizleyen enzim grubudur. Hidratasyon
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ve  dehidratasyon reaksiyonlarin1  katalizleyen enzimler,
dekarboksilazlar ve aldolazlar bu grupta yer almaktadir.

V. Izomerazlar: Bir molekiildeki yapisal ve geometrik degisimleri
yani geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine
doniistimiinii katalizleyen enzimlerdir. Katalizledikleri
izomerasyon tiirlerine gore rasemaz, epimeraz, izomeraz,
tautomeraz, mutaz ya da sikloizomeraz seklinde adlandirilabilirler.

vi. Ligazlar: Adenozintrifosfat (ATP) veya guanizintrifosfat (GTP)
gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat baginin kopmasiyla
meydana gelen enerjiyi kullanarak, iki molekiiliin baglanmasini
katalizleyen enzim grubudur. Aminoasitleri aktive eden enzimler,
acilCoA - sentetazlar bu enzim grubuna 6rnek verilebilir [32].

. Isimlendirmede, enzim adi iki boliimde verilmektedir. Enzim adinm ilk

boliimiinde substrat veya substratlar yer alir, ikinci boliimiinde ise;

katalizlenen reaksiyonun tiiriine gore “az” eki getirilmis hali yani grup
veya alt grup adi yazilir. Substratlar, aralarina iki nokta kullanilarak
yazilir.

Reaksiyonun tiiriine iligskin ilaveten bir agiklama yazilacaksa, parantez

icinde ismin sonuna yazilmaktadir. Ornek olarak,

L-malat + NADP" < Piruvat + CO, + NADPH + H" reaksiyonu bir

dekarboksilasyon reaksiyonudur. Bunu ayrica belirtmek i¢in enzim adi

L-malat:NADP"  oksidorediiktaz ~ (dekarboksile  eden)  seklinde

yazilmaktadir.

. Her enzime Uluslararas1 Enzim Komitesi tarafindan sistematik bir kod

numarasi verilmistir. Bu numara, E.C. (Enzyme Commision) harflerinden
sonra ardarda gelen dort rakamdan olugmaktadir. Birinci rakam enzimin
bagli oldugu grubu gosterir, ikincisi alt grubu, ii¢linciisii alt grubun alt
grubunu ve dordiincii rakam ise enzimin ayni {ic rakama sahip enzimler
arasindaki sirasin1 vermektedir. Ornegin karbonat hidroliyaz olarak da
adlandirilan karbonik anhidraz enziminin bu sekilde siniflandirmayla
ifadesi E.C.4.2.1.1. seklindedir. Alkol dehidrogenaz enzimi ise
E.C. 1.1.1.1 seklinde isimlendirilmektedir.
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1.2.2. Enzim Aktivitesi

Enzimler, biyolojik ortamda ¢ok az miktarda bulunduklarindan kantitatif
olarak miktarlarinin belirlenmesi cok zordur. Bu nedenle enzimlerin aktiviteleri
Olciilerek etki ettikleri reaksiyonlarda substratiyla baglantili olarak miktarlar
hakkinda bilgi verilebilir. Enzimlerin katalizor olarak etkinliginin belirlenebilmesi
icin bir ¢ozeltideki toplam miktarlar1 yerine diriine doniistiirdiikleri substrat
miktarinin Olciilmesi gerekir. Optimum reaksiyon kosullarinda, birim zamanda,
substrati iiriine doniistiiren enzim miktar1 “enzim aktivitesi” olarak tanimlanir.

Bir enzimin aktivitesi farkli yontemlerle belirlenebilir. Ornegin, 1 mg
enzim proteini tarafindan birim zamanda meydana getirilen absorbans degisikligi,
olusan {riiniin absorbans degisikligi ya da harcanan substratin zamanla
absorbansindaki degisiklik bir birim olarak ifade edilebilir Bunun yaninda
enzimlerin aktivitesini ifade temek i¢in uluslararasi kabul edilen tanimlar yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ornegin enzim initesi, optimum sartlarda, bir {iinite
enzim, bir dak’da 1 umol substratin doniigsiimiinii (veya 1 umol iiriiniin
olusumunu) katalizleyen enzim miktaridir. Bir enzimin aktivitesini tanimlamak
icin kullanilan diger bir birim de spesifik aktivitedir. Bir enziminin spesifik
aktivitesi, | mg protein basina diisen enzim iinitesinin sayisidir. Spesifik aktivite,
enzim tiinitesi/mg protein olarak hesaplanmaktadir. Spesifik aktivite kullanilarak,
enzim iinitesini miligram olarak tanimlamak da miimkiindiir. Diger bir enzimatik
aktiviteyi belirleyen birim ise kataldir. Optimum sartlarda 1 katal, 1 san’de 1 mol
substrat1 lriine doniistiren enzim miktaridir. Turnover sayisi ise, molekiiler
aktivite olarak da bilinir ve optimum kosullarda, bir saniyede, bir enzim molekiilii
tarafindan iirline doniistiiriilen substrat molekiilii sayis1 olarak tanimlanmaktadir

[33].

1.2.3. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzimatik aktiviteyi enzim derisimi, substrat derisimi, pH, sicaklik, ve

inhibitorler etkilemektedir.
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1.2.3.1. Enzim Derisimi

Bir enzimatik tepkimenin hizi, tiim substrat derisimlerinde enzim derisimi
ile orantili olarak degisir. Tepkime ortamda yeterli miktarda substrat derisimi
bulunmasi halinde tepkime hizi, enzim derisimi ile artmaktadir. Ancak, ortamdaki
substrat tiikendiginde iiriine doniistiiriilecek herhangi bir madde olmadigindan
enzim derisimi ne kadar artarsa artsin reaksiyon sabit bir hizla devam eder. Sekil
1.7°de enzim derisiminin enzimatik aktiviteye etkisi gosterilmektedir. Buna gore

ortamdaki enzim derisimi arttikca reaksiyon hizi1 da buna bagli olarak artmaktadir.

A

Reaksiyon hizi

>

Enzim konsantrasyonu

Sekil 1.7. Enzim derisiminin enzimatik aktiviteye etkisi

1.2.3.2. Substrat Derisimi

Enzim derisimi ve diger biitiin sartlarin sabit oldugu bir ortamda enzimatik
tepkimenin hizi, substrat derisiminin artirtlmasiyla baslangicta dogrusal bir artis
gosterir. Ancak enzimin aktif bolgeleri ortamdaki substratla doygun hale
geldiginde enzim ulasabilecegi maksimum hiza (Vmak) ulasir ve bu noktadan
sonra reaksiyon sabit bir hizla devam eder ve substrat dersimi artsa da reaksiyon
hiz1 sabit seyretmektedir. Sekil 1.8’de substrat derisiminin enzimatik aktiviteye

etkisi gosterilmistir.
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Sekil 1.8. Substrat derisiminin enzimatik aktiviteye etkisi

1.2.3.3. pH Etkisi

Enzimler protein yapisinda maddelerdir ve yapilarinda bulunan amin ve
karboksil gruplar1 yani aktif u¢larindaki asitlik ve bazlik, ortamin pH degisimine
gore farkli iyonlasma dereceleri gosterir. Bu da enzimin yapisinda degisikliklere
neden olur. Her enzimin maksimum aktivite gosterdigi belirli bir pH degeri vardir.
Bu deger o enzim i¢in optimum pH’dir. Optimum degerin altindaki veya
istiindeki pH dereceleri protein yapisindan dolay1 enzimde denatiirasyona neden
olarak enzim aktivitesini azaltabilir veya tamamen durdurabilir. Sekil 1.9°da pH

degisiminin enzimatik aktivite iizerine etkisi gosterilmistir.
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Sekil 1.9. pH’ 1n reaksiyon hizina etkisi

1.2.3.4. Sicaklik Etkisi

Sicakligin artmasi, reaksiyondaki molekiiller arasindaki etkin carpisma
sayisint artiracagindan reaksiyonun da hizlanmasimi saglar. Genel olarak
enzimatik reaksiyonlarda, sicakliktaki her 1°C artis % 10 daha yiiksek bir enzim
aktivitesi saglamaktadir. Ancak enzimlerin protein yapisinda olmasi yiiksek
sicaklik degerlerinde i¢ denatiirasyona sebep oldugundan reaksiyon hizinda da
azalma gozlenir. Boylece, her enzimin maksimum verimle c¢alistigi belirli bir
sicaklik degeri vardir ve bu deger o enzim icin optimum sicakliktir. Sekil 1.10°da
sicakligin enzimatik aktiviteye etkisi gosterilmistir. Buna gore, sicaklik arttik¢a
reaksiyon hizi da bir noktaya kadar atmistir. Ancak protein yapisinin sicaklik
artistyla enzimin denatiire olmaya baslamasiyla reaksiyon hizi azalmaya

baglamistir [34].
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Sekil 1.10. Sicakligin reaksiyon hizina etkisi

1.2.3.5. Inhibitorlerin Etkisi

Inhibitorler enzimlerin in vivo ve in vitro aktivitelerini azaltan hatta yok
eden bilesiklerdir. Bu isleme de inhibisyon denilmektedir. Inhibitorler, genellikle
kiiciik molekiil agirligina sahip bilesikler ya da iyonlardir. Enzimatik inhibisyon
doniistimlii ya da doniisimsiiz olmak {izere iki tiirlii olabilir. Doniisiimsiiz
inhibitdr, enzime kovalent olarak baglanabilir veya zor ayrisabilen bir kompleks
olusturur. Doniisiimlii inhibisyonda ise, enzimle inhibitor etkilesimi bir denge
reaksiyonu seklindedir. Doniisiimlii  inhibisyonlar, yarigmali inhibisyon,
yarigmasiz inhibisyon ve yari yarismali inhibisyon olmak iizere {ice ayrilmaktadir.
Yarigsmali inhibitorlerin yapis1 substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine
baglanir. Boylelikle aktif bolgeye enzim baglanamaz. Yarigsmasiz inhibitorler ve
substrat ayni anda enzim molekiillerine baglanabilir. Yarismasiz inhibitor
etkinligini, enzimin turnover sayisini ya da katalitik etkinligini diislirerek gosterir.
Yar1 yarigsmali inhibisyon tiiriinde ise, inhibitor enzim-substrat kompleksine

baglanir ve katalitik aktiviteyi azaltir.
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1.2.4. Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi, enzimlerin substratlarina baglanmasini ve substratlarin
tiriine doniistiiriilmesini aragtiran bilim dalidir. Enzim kinetigi alanindaki ilk
calismalar 1902 yilinda Victor Henri, 1913 yilinda Leonor Michaelis ve Maud
Menten isimli aragtirmacilar tarafindan yapilmistir [35,36].

Michaelis ve Menten enzimatik reaksiyonlarin ilk basamaginda, bir enzim-
substrat (ES) kompleksi olusmasini ve enzimlerin substratlarina doymasini temel
alarak bir ¢ok enzimin kinetik 6zelligini aciklamak i¢in, Sekil 1.11°de verilmis

grafik tizerinden kinetiginin belirlenmesini ortaya koymustur.

>
K, S

Sekil 1.11. Enzimatik bir reaksiyonun hizina substrat derisiminin etkisi

Buna gore, diisiik substrat derisiminde, reaksiyon hizi substrat derisimiyle
orantili olarak artar. Bu noktalarda reaksiyon substrata gore birinci derecedendir.
Substrat derisimi arttirildiginda, reaksiyon hizinda da artig goriilir. Bu kismda
reaksiyon derecesi sifirinci derece ile birinci derece arasindadir. Substrat derigimi
daha da arttirildiginda ise, reaksiyon hizi sabitlenir ve substrat derisiminin
arttirilmasiyla reaksiyon hizi deg§ismez. Bu kisimda reaksiyon sifirinct mertebeden
olup, reaktantlarin derisiminden bagimsizdir. Yani enzim molekiilleri substratla
doygunluk halindedir. Iste bu kissm ES kompleksinin olustugu kisimdir. Bu
teoriye gore; ES kompleksine ait tepkime,

ky ko .
ES — E+U

Koy (L.1)

E+S
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seklindedir. Bu esitlikte verilen E = enzim, S = substrat, ES = enzim-substrat
kompleksi, U = iiriinii gostermektedir.

Michaelis-Menten esitligine gore substrat derisimi ve reaksiyon hizi dogru
orantili bir artis gostermektedir. Michaelis-Menten esitligine gore enzimatik

tepkime hiz1 esitlik 1.2 ile verilmektedir.

V= Vimakx [5]

K, + 5] Michaelis-Menten esitligi 1.2)

Esitlik 1.2°de Vmak; sistemden elde edilebilecek en yiiksek reaksiyon
hizidir ve ancak enzimin substratla doygun oldugu noktada bu hiza ulasilir. Ky;
Michaelis Menten sabiti olarak bilinmektedir ve reaksiyon hizinin (Vmak) yarisi
oldugu substrat derisimidir. S; substrat derisimini ifade etmektedir. Sekil 1.11°de
verilen enzimatik bir reaksiyonun hizina substrat derisiminin etkisi grafiginde,
K, Vmak degerlerinin grafiksel olarak belirlenmesi gosterilmistir. Genellikle tek
substrath enzimatik reaksiyonlarmn Michaelis-Menten kinetik modeline uydugu
varsayillmaktadir.

Bir enzimin kinetik Ozellikleri bakimindan en dogru bilgiler, Michaelis
Menten esitligiyle elde edilebilir. Ancak bazi deneysel calismalarda, enzimin
doygun oldugu substrat derisimi hazirlanamayabilir. Sekil 1.11°de verilen egrinin
her noktas1 deneysel olarak bulunamaz. Bunun sonucunda da K, ve V.« degerleri
tam olarak hesaplanamaz. Bu gibi durumlarda, Michaelis-Menten esitliginin her
iki tarafi 1’e boliinerek bir dogru denklemi tiiretilir. Michaelis-Menten esitliginin
diizenlenmesi ile elde edilen bu dogru denklemi Lineweaver-Burk bagintisi elde

edilir.

1 Km 1 1
v Vimak [5] Vimak

Lineweaver-Burk esitligi (1.3)

Bu esitlikte, V; baslangic hizi, V. ; maksimum hizi, K;, ; Michaelis-
Menten sabitini, S; substrat derisimini ifade etmektedir. Esitlik 1.3’te verilen

denklemde, 1/V ile 1/[S] arasinda grafik ¢izildiginde (Sekil 1.12) elde edilen
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dogrunun egim ve kesim noktasindan sirasityla Vg ve K, degerleri

hesaplanabilmektedir.

==

“ Km

Wmax

_ﬁ\ T

Sekil 1.12. Lineweaver-Burk grafigi

Grafikten de goriildiigli iizere, dogru, x eksenini kesecek sekilde
uzatildiginda, -1/K,, degeri, dogrunun egiminden de K. /Vnxk degeri
bulunabilmektedir.

Esitlik 1.3’te verilen Lineweaver-Burk denkleminin her iki tarafinin
Vmak-V ile carpilmasi sonucu esitlik 1.4°te verilen yeni bir dogru denklemi elde

edilmektedir.

v
5] - ™™ (1.4)

Bu dogru denkleminde V ile V/[S] arasinda grafik cizildiginde meydana

v=—K,

gelen dogrusal grafik Eadie-Hofstee grafigidir (Sekil 1.13).

‘.,D
[S] -
~.-.._,._ H?Eim— lf]{m

e

X "f'xn

=

Sekil 1.13. Eadie-Hofstee grafigi
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Eadie-Hofstee grafiginin egimi -1/K,, degerini, x eksenini kesim noktasi
ise Vmak degerini vermektedir [37, 38].

Enzimlerin kinetik ifadelerinde K, degerleri ¢ok onemlidir ve enzimler
icin farklilik gosterir. Ky, degeri 0.1 ile 10 arasinda degisiklik gosterir. Enzimatik
ifadelerde K, degeri enzim derisimine bagli degildir ve substratin yapisi, sicaklik,
pH ve iyonik siddetle degismektedir. Tek substrath enzimatik reaksiyonlar i¢in
tek bir K;, degeri bulunurken, birden fazla substrata sahip enzimler i¢in birden
fazla K, degeri vardir. K, degeri, ES kompleksinin bir saglamlik ol¢iisiidiir.
Yiiksek K, degeri zayif baglanmayi, diisiik K, degeri ise kuvvetli baglanmay1
gostermektedir.

Enzimlerin Vi, degerleri, katalitik aktivitenin bir gostergesi olup,

substratin yapisi, pH, sicaklik ve iyonik siddetle degismektedir.

1.2.5. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz (CA) enzimi, tiim hayvanlarda, fotosentez yapan
organizmalarda ve hatta bazi non-fotosensitif bakterilerde bulunan bir enzimdir.
CA enziminin sistematik isimlendirmesi E.C.4.2.1.1. seklinde olup, liyaz sinif1 bir
enzimdir. CA enzimi kofaktor olarak aktif bolgede cinko metali bulundurur ve
yavas bir reaksiyon olan karbondioksidin (CO,) bikarbonata doniisiim
reaksiyonunu katalizleyerek reaksiyon hizini saniyede 104—106’ya ulastirir. CA
enzimi ilk olarak 1933 yilinda, eritrositlerden saflagtirilmis ve daha sonraki
yillarda yapilan calismalarla a, B ve y olmak iizere ii¢ farkh tiirde karakterize
edilmistir. a ve B sinif1 icerisinde sirasiyla hayvan ve bitki kokenli CA enzimi yer
almaktadir. CA izoenzimlerine bakildiginda, herbirindeki ortak noktanin aktif
bolgelerinde bir ¢inko metalinin kofaktor olarak bulunmasidir. CA aileleri
arasinda 6nemli bir sekans homolojisi yoktur, fakat biitiin CA enzimleri ¢inko
enzimleridir. Enzim aktif merkezi genis ve koni bi¢cimli bir bosluktur. Cinko
atomu boslugun dibine yakin bir yerde bulunmaktadir. Tetrahedral geometrideki
histidin amino asitleri azot atomlar1 tarafindan koordine edilmistir. CA yapilan

metal iyon baglama calismalarinin ilk evrelerinde, CA izoenzimlerinde ¢inko
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atomunun bazi selasyon ajanlarina kars1 diyaliz ile uzaklastirilabilecegi
goriilmiistiir [39].

Sekil 1.14’de CA izoenzimlerinin katalitik bolgeleri gosterilmektedir.
Katalitik bolgede histidin aminoasitleri (His 94, His 96, His 119) yer almaktadir.
Sekilde, biiyiik kiire Zn* iyonunu, etrafindaki kiiciik kiireler de kristal yapida

immobilize olmus su molekiillerini belirtmektedir.

Thr 199
His 119
“o. q_
Thr 200
< .

<’

His 96
His 64

Sekil 1.14. CA izoenzimlerinin katalitik bolgeleri [40]

CA enzimi bir¢ok fizyolojik olayda yer almaktadir. Bunlar, asit-baz
dengesi, kardiyovaskiiler tonusun diizenlenmesi, sindirim, hiicre bdoliimleri
arasinda iyon degisimleri ve farkli enzimatik reaksiyonlar i¢in bikarbonat
iyonunun saglanmasi seklinde siralanabilir. Metabolizmada, kan plazmasinda
bulunan CO,, kirmizi kan hiicrelerine difiizyonla gectiginde, kirmizi kan
hiicrelerindeki CA enzimi, CO,’yi ¢cok hizli bir sekilde karbonata doniistiiriir.
Olusan karbonat, proton ve bikarbonata ayrilarak tekrar kana geger ve kan pH’1nin
7.4’te dengelenmesini saglar. Boylece; CA enzimi metabolizmada dogal bir
tampon gibi davranmaktadir [41].

Sekil 1.15’te CA enziminin X 1sinlart kristallografi teknigiyle yapisi
gosterilmektedir. Buna gore, aktif bodlgede bulunan cinko iyonlari aminoasit

zincirleriyle sarilmis ve 3 boyutlu CA enzimi yapisi ortaya konmustur.
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Sekil 1.15. CA enziminin Xisinlar1 kristallografi ile gosterimi [42]

CA izoenzimlerinin a grubunda yer alan izoenzimleri, ilk tespit edilen ve
en fazla calisilan gruptur ve bu gruptaki CA izoenzimleri monomerik yapida
bulunmaktadir. o grubu CA izoenzimlerinin katalitik mekanizmasina
bakildiginda, His-64 birimi enzim aktif bolgesinden protonun dis ¢6ziicii ortamina
aktarilmasinda araci olmaktadir. Proton His-64’e, His-64 ve c¢inko atomu
arasindaki su molekiilleri araciligi ile aktarilmaktadir. Yine bu bolgede Lys-91 ve
Tyr-131 birimleri de gorev almaktadir.

B simifinda bulunan CA izoenzimleri, dimerler, tetramerle, hekzamerler ve
oktamerler halinde bulunmaktadir. Bitkilerle birlikte alg, bakteri ve arkeon
tirlerinde de B grubu CA izoenzimleri tespit edilmistir. Bu gruptaki CA
izoenzimlerinde aktif bolgedeki Zn iyonu iki sistein ve bir histidin ligandlariyla
baglanmaktadir.

Diger y grubundaki CA izoenzimleri ise trimer yapida olup, metal
baglanma bolgesinde ii¢ histidin birimi ligand olusturmaktadir.

CA enziminin katalitik aktivite gosterdigi reaksiyon CO, + H,O —
HCOs; + H' seklinde gerceklesen CO,’nin hidratasyonudur. CA enzimlerinin
mekanizmasi ¢inko bagli hidroksil iyonu etrafinda doner. Kisaca, substrat molekiil
(CO») cinko bagl hidroksil tarafindan niikleofilik atagin yapilacagi yer olan CA
aktif merkezine getirilir. Bu direkt olarak bikarbonat iyonunu olusturur. Daha
sonra bikarbonat iyonu aktif merkezde su molekiilleri ile yer degistirir. Bikarbonat

iyonunun aktif merkezdeki yer degisimin direkt olarak olup olmadig1 kesin
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degildir. Ama, ¢inko iyonu, su molekiillerini baglar. Cinko bagli hidroksil proton
mekik mekanizmas1 yardimiyla proton uzaklastirilarak rejenere edilir.
Reaksiyonda, cinko bagl hidroksilin rejenerasyonu hiz sinirlayict basamaktir.
Cinkonun uzaklagsmasiyla inaktif hale gelen CA, metalin yeniden yapiya
eklenmesiyle aktivitesini geri kazanir. CA enzimi metabolizmada, CO, + H,O —
HCO; + H' reaksiyonu ile kirmizi kan hiicrelerinde CO,' yi bikarbonata, ¢ok hizh
bir sekilde karbonik asite doniistiiriiliir ve olusan karbonik asit, proton H" ve
bikarbonat HCO;™ iyonlarina ayrilarak tekrar kana gecer ve kan pH'sinin 7.,4' te

dengelenmesini saglayarak dogal bir tampon ¢6zelti gibi calisir [41].

CA’nin katalizledigi temel enzimatik olay olan CO;nin hidrasyonunun
temel mekanizmasi iizerindeki kinetik ¢alismalar, biitiin CA izoenzimlerinde iki
basamakli bir mekanizmanin oldugunu gostermistir. Ilk basamakta enzim
kofaktorii olan cinkoya bagli hidroksil iyonunun CO;’ye niikleofilik saldirisi
gerceklesmektedir. Ikinci basamakta ise cinkoya bagli su molekiiliiniin
iyonlagmas1 ve protonun uzaklastirilmasiyla aktif bolgenin tekrar olusturulmasi

olaylar gerceklesmektedir (Zn**-OH + CO, — Zn** + HCO3).

Zn** + H,0 — H'+ Zn**-OH mekanizmasinda, protonun dis ¢oziicii
ortamina aktarilmasi i¢in enzimin aktif bolgesindeki bir amino asit birimi proton
tastyict birim olarak rol oynamaktadir. Proton tasiyict birim, aldigi protonu
ortamdaki tampon molekiillerine Proton tasiyict + Zn**-H,O —  Zn**-OH +
Proton tasiyici-H® ve Proton tasiyici-H*+ B —  Proton tasiyici + B-H'

reaksiyonlarina gore aktarmaktadir [43].

Enzimatik mekanizmada hiz belirleyici basamak, protonun aktif
bolgeden uzaklastirilmasi evresidir. Bundan dolayi, aktif bolgedeki proton tasima
kapasitesine sahip amino asit birimleri enzim aktivite tayininde énemlidirler. CA
hidrataz aktivitesi Wilbur-Anderson metoduna gore tayin edilmektedir [44, 45].
Bu yonteme gore CO, hidratasyonundaki pH degisimleri enzimatik olmayan ve
enzimatik reaksiyonlar icin Ol¢iilerek enzim {initesi olarak enzim aktivitesi ifade
edilmektedir. CA esteraz aktivitesi ise, CA enzimi varliginda, 4-nitrofenilasetatin
4-nitrofenilat iyonuna doniisiimiiniin 348 nm de takip edilmesiyle

belirlenmektedir [46].
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CA enziminin, CO; tutucu ve doniistiiriicii sistemlerde kulanilmasina
iliskin incelenen literatiir caligmalarina 6rnek olarak, CA 02813640 numarali
patent calismasinda, CO, doniisiimii i¢in bir biyoreaktor gelistirilmistir [47].
Gelistirilen biyo reaktorde CA enzimi kovalent baglarla kat1 destek materyaline
tutturulmustur. CA enzimi, naylon, polisitiren, poliiiretan veya silika jel gibi poroz
substratlar icerisine haspsedilmistir. Biyoreaktor icerisine CO, gaz akis1 verilerek,
CA enzimiyle CO,’nin bikarbonat ve karbonata doniisiimii tayin edilmistir.

Diger bir calismada ise, Yong ve ark. [48] silika nanopartikiilleri iizerine
CA enzimini yiikleyerek, elde edilen nano platformlart CO,’ nin hidratasyon
reaksiyonlarinda kullanmiglardir. CA enzimatik aktivitesi, esteraz aktivitesi baz
alinarak yapilmis olup, elde edilen nanoplatformlarin 4-nitrofenilasetati 4-
nitrofenilat iyonuna doniistiirmesiyle belirlenmistir.

Ji ve ark. [49], CA enzimini nanofiberlere tutturarak, CO,’nin metanole
doniisiimii reaksiyonunu incelemislerdir. Nanofiberlere tutturulan CA enzimiyle
ilintili sistemin CO,’nin doniisiimiinii % 80 destekledigini ifade etmislerdir.

Hou ve ark. [50], yaptigi calismada, yine CA enziminin CO;’nin
hidrasyonuna yonelmisler ve bu yonde biyomimetik bir sistem gelistirmislerdir.
Bunun ic¢in TiO, bazli biyokatalitik nanopartikiilleri ve CA tutturulmus
biyomembranlarin bir arada oldugu bir sistemle CO,’nin hidrasyonu etkinigi
tizerinde calismiglardir.

Tez kapsaminda yapilan calismada; nano CA enzimi ANADOLUCA
metoduna gore sentezlenerek, CO,’nin bikarbonata doniisiim reaksiyonlari

titrimetrik olarak incelenmistir.

1.2.6. Format Dehidrogenaz Enzimi

Format dehidrogenaz (FateDH) enzimi, formatin CO,’ye oksidasyonunu
katalizleyen oksidorediiktaz grubu enzimdir. Sistematik adlandirmada E.C. 1.2.1.2
seklinde isimlendirilir. CO, oksidasyonunda ikincil bir substrat gorevi yapan
nikotinamit adenin diniikleotite (NAD") veya sitokroma elektron transferi icin

ihtiya¢ duyar [51].
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NAD" bagimli reaksiyonlari CO, oksidasyonunda;
Format + NAD' < CO, + NADH + H" reaksiyonuna gore iki yonlii olarak
gerceklesmektedir.

FateDH ayn1 zamanda, hidrit transfer reaksiyonlarin1 katalize eden,
koenzim rejenerasyonunu saglayan, organik ve asimetrik sentezlerde eczacilik
alaninda da kullanilan bir enzimdir [46, 47]. FateDH, baz1 organizmalarda da
oldukga etkin rol oynar. Ornegin, metilotroflarda (metanol, metan gibi bilesiklerde
tek bir karbon atomunu indirgeyerek enerji saglayan mikroorganizma), canlilig
saglamada gerekli enerji ihtiyacinda C1 karbonunun oksidasyonunu saglar. Bu
mikroorganizmalar, bir seri zincir dehidrogenaz enzimlerle metanolu CO,’ye
oksitler. Prokaryot ve okaryotlarda, metanol metabolizmasinda, bitkilerde ise stres
yonetiminde etkilidir [52, 54].

FateDH enzimi, biyo katalitik istemlerde CO;’nin formata doniisiimii
reaksiyonlarinda bas roldeki enzimdir ve NAD" kofaktorii varliginda, CO’ nin
formata doniisiimii reaksiyonunu cift yonlii katalizler. Kataliz reaksiyonu sematik

olarak Sekil 1.16’da verilmistir.

NAD' MNADH

oTE™0 Q=—C=—0
Sekil 1.16. Formatin CO,’ye oksidasyonunun FateDH enzimi ve NAD+ varliginda gosterimi [55].

FateDH enzimi bir homodimerik enzimdir yani herhangi bir metal iyonu
ya da prostetik grup icermez. Sekil 1.17.’de FateDH enziminin yapisi, X 1sinlari

kristallografisi ile gosterilmistir.
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Sekil 1.17. FateDH enziminin X 1sinlar1 kristallografi ile gosterimi [56]

FateDH enzimi genis bir pH araliginda (5.5 - 11) aktivite gOsterir ve bu
nedenle diger dehidrogenaz enzimlerle kombine edilerek calisma imkani vardir.
FateDH enzimi, NAD baglayici 15 a heliks ve 13 B tabakali iki biiyiik bolge
igerir. Ayni zamanda bu bolge katalitik bolge olarak da adlandirilmaktadir [53].

1.2.7. Formaldehit Dehidrogenaz Enzimi

Formaldehit dehidrogenaz (FaldDH) enzimi organizmada, toksik
bilesiklerin formaldehide doniisiimiinii katalizleyen enzimdir. Sistematik
adlandirmada E.C. 1.2.1.46 olarak isimlendirilir ve c¢inko igeren orta zincirli
dehidrogenaz/rediiktaz enzim grubu icerisindedir.

FaldDH enzimi, reaksiyonlarda NAD® ve glutatyona ihtiya¢ duyar.
Ornegin, insanlarda, ratlarda karacigerde ve Candida boidinii’de gerceklesen
FaldDH enzimatik reaksiyonlar1 glutatyon (GSH) bagimli reaksiyonlardir
[55, 57].

Enzim alt iinitesinde bulunan 2 ¢inko iyonu katalitik bolgedeki ligandlara
baglanir. Katalitik c¢inko iyonu su molekiiliine ve katalitik bolgedeki ii¢ protein
ligandina (C46, H67 ve D169) baglanir. Yapidaki c¢inko iyonu ise katalitik
kisimdaki 4 protein ligandina baglanir. Bu 4 ligand, 4 sistein aminoasidinden
gelen siilfiir iyonlardir. Yapidaki bu sisteinler ise, C97, C100, C103 ve C111°dir
[58, 59].
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Enzimatik reaksiyonda, NAD(H) molekiilii protein yiizeyine 6 hidrojen
bagiyla baglanir. 3 hidrojen bagi nikotinamit halkasindaki karboksiamit gruplari
ve T338, G336, P299 protein kisimlar1 arasinda olurken, 3 hidrojen bag ise,
nikotinamit riboz grubundaki hidroksil grubu ve protein yan zincirdeki S48
proteini ve H51 proteinleri arasinda olur. Ayn1 zamanda protein yiizeyindeki G47,
V197, R222, D217, R267 ve H269 kisimlarla da NADH arasinda ekstra hidrojen
baglar1 kurulmaktadir [60].

FaldDH enzimi, biyokatalizde CO,’ nin metanole doniisiim reaksiyonunda
ara basamagi, yani format yapisindan formaldehit yapisinin olusumu basamagini

katalizlemektedir.

1.2.8. Alkol Dehidrogenaz Enzimi

Alkol dehidrogenaz (ADH) enzimi, 1937 yilinda ilk kez ekmek
mayasindan saflastirllan oligomerik bir enzimdir. Sistematik isimlendirmede
enzim adi E.C.1.1.1.1 seklindedir ve oksidorediiktaz enzim simifinin yedi alt
biriminden biridir. Alkol, aldehit veya ketonlar arasindaki doniisiimler NAD* nin
NADH’e indirgenmesiyle ADH enzimi araciligiyla gerceklesir.

ADH izoenzimleri, omurgalilarda, bitkilerde, Okaryotik
mikroorganizmalarda ve prokaryotik bakterilerde olmak iizere 4 cesittir [61].
Homotetramerik ADH enziminin 4 alt {initesi olmakla birlikte, izoelektrik noktasi
5.4 - 5.8 arasindadir. Herbir alt iinite, 347 aminoasit kisimlarindan olusur ve 36
kDa molekiil agirhigina sahiptir. Katalitik ¢inko ve yapisal ¢inko olmak iizere
enzim yapisinda toplamda 2 ¢inko atomu bulunur. Enzimin toplam molekiil
agirlign yaklagik 150 kDa agirligindadir. Katalitik ¢inko, C46, H67 ve C174’ten
olusan katalitik kisma baglanir, yapisal ¢inko ise, C97, C100, C103 ve C101
sisteinlerine baglanir.

ADH insanda dimerik bir enzim olup, izoenzimlerinin cesitliligi 7 yapisal
genin (o, B1,B2, B3, v1, y2, m, X, ve ¢ ) varligina baghdir [62].

Sekil 1.18°de ADH enziminin yapist X 1sinlart kristallografisiyle
gosterilmistir. Enzimin aktif bolgesinde ¢inko atomu ve His-67, Cys-174, Cys-46,
Thr-48, His-51, 1le-269, Val-292, Ala-317 ve Leu-319 aminoasitleri
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bulunmaktadir. Cinko atomu, 4 sistein ligandinin tetrahedron olusturdugu yapi
arasinda kalmaktadir. Cinko, substratla koordinasyon bilesigi olusturur ve bu
sirada aktif bolgedeki His-67. Leu-319, Ala-317, His-51, Ile-269 ve Val-
292 aminoasitleri NAD" koenzimini hidrojen baglariyla sabitler. Dolayisiyla, aktif

bolgedeki ¢inko kofaktorii proteinin kararliligi icin 6nemli bir role sahiptir [63].

Sekil 1.18. ADH enziminin Xiginlar1 kristallografi ile gosterimi [64]

Biyokatalitik sistemde, CO,’nin metanole doniisiim reaksiyonunda son
basamakta gorev almaktadir ve formaldehitin metanole doniisiimiinii ¢ift yonli

katalizler.
1.2.9. Ribulaz-1,5-Bifosfat Karboksilaz/Oksigenaz Enzimi

Ribulaz-1,5-bifosfat karboksilaz/oksigenaz enzimi (RuBisCo), (E.C.
4.1.1.39), bitkilerin glikoz gibi yiiksek enerjili malzemelerin sentezindeki en
onemli ilk basamakta karbon fiksasyonunda yer alir. Kimyasal olarak, ribulaz 1,5
bifosfatin karboksilasyonunu katalizler [65]. RuBisCo enzimi C3 bitkilerinin
yapraklariin % 50’sinde, C4 bitkilerinin yapraklarinin % 30’unda bulunur.
RuBisCo enzimi gercekte biyolojik anlamda olduk¢a onemli bir enzimdir, ¢iinkii
biyosfere giren inorganik karbonun kimyasal reaksiyonunu katalizler. Bir¢ok
ototrof bakteri ve algler asetil Co-A, 3-hidroksipropionate veya Krebs dongiisiiyle
karbon fiksasyonu yaparlar. Ancak bu sekildeki karbon fiksasyonu, RuBisCo
enziminin katalizledigi reaksiyondaki karbon fiksasyonunun yaninda oldukc¢a

kiiciik kalmaktadir [66].
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Bitki hiicrelerinde bulunan RuBisCo enzimi havadaki CO, molekiiliinii
yakalar. Bu olay, bitkilerin fotosentezi ve atmosferdeki CO, dengesini
gerceklestiren mekanizmalardan biridir. Kisaca mekanizmaya deginilirse,
bitkilerdeki RuBisCo enzimi havadaki CO; ile etkileserek, CO,’yi 5 karbonlu bir
sekere ekler ve bitki hiicresinin ihtiyaci olan 6 karbonlu yeni bir seker olusumunu
saglar. Olusan yeni seker molekiilii 3’er karbon atomu iceren iki es molekiile
boliiniir. Bu molekiiller fosfogliserat, bu islem ise karbon baglama dongiisii olarak

nitelendirilir. Bu islemler Sekil 1.19’da sematize edilmistir.

Atmosfer

I
|
€O, 1§ L
H,0 ]
5 slogliseri
Isik . Fu..T:_t;lit. ik
= %\x Kalvin
J,,:’/ R = Dongusi
o ATP
2 NADPH _
3C lu seker
KLOROPLAST Karbonhidrat .......

Sekil 1.19. Atmosferdeki CO,’nin RuBisCo enzimiyle tutulmasi

RuBisCo enzimi, 8 agir zincir (yaklasik 55 kDa) ve 8 hafif zincirden
(yaklasik 13 kDa) meydana gelen 540 kDa’luk yapiya sahiptir. Agir zincir geni
bitkilerdeki kloroplast DNA’sinin bir kismini olusturmaktadir. Enzimatik olarak
aktif substrat baglama bolgeleri agir zincirde konumlanmistir [67].

Sekil 1.20’de RuBisCo enziminin agir ve hafif zincirleri bosluk doldurma
modeliyle belirtilmistir. Buna gore; beyaz-gri olarak gosterilen bolgeler enzimin
agir zincir bolgesini, mavi-turuncu olarak gosterilen bolgeler ise enzimin hafif

zincir bolgesini gostermektedir.
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Sekil 1.20. RuBisCo enzim yapisinin bosluk doldurma modeliyle gosterimi [68]

RuBisCo enzimi, bitkilerde (Sekil 1.21), alglerde, siyanobakterilerde,
fototrof ve kemotrof protobakterilerde genellikle iki alt {initeden olusan kimyasal

formunda bulunmaktadir [67-70].

C3 dongusu

Organik besin

ZLarlar aras:
bogluk

Tilakoid
boglugu

ig zar

Sekil 1.21. Bitkilerde RuBisCo enziminin yeri [71]

RuBisCo enziminin aktivite gosterebilmesi i¢in Mg2+ iyonlar1 gereklidir.
Enzim akif bolgesindeki Mg** iyonlarinin dogru yénlenmis olmasi, aktif bolgede
CO;, molekiiliiniin lizin molekiiliine karbamat olusturmak iizere aktivasyonunu
saglar. Karbamat olusumu alkali pH’ta gerceklesir. Mg®* iyonlarimin derisimi ve
pH bitkilerdeki kloroplast stromasinda 1sikta artig gosterir. Mg2+ iyon derisimi ve

pH degisimi RuBisCo enzim aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynayan onemli
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parametrelerdir [72]. Rubisco enzimi Kelvin dongiisiindeki bir¢cok enzimden
biridir. Karbon fiksasyonu siiresince RuBisCo i¢in substrat molekiiller Ribulaz 1,5
bifosfat, CO, ve O,’dir. CO,, substrat olarak kullanildiginda, karboksilaz
reaksiyonunun iiriinii olduk¢a kararsiz 6 karbonlu fosforillenmis ara iiriin olan 3-
keto-2-karboksiarabinitol-1,5-bifosfattir. Bu bilesik 2 molekiil gliserat 3-fosfata
indirgenir. 3-fosfogliserat ise, glukoz gibi biiyiik molekiillerin olugmasinda
kullanilmaktadir. Diger enzimlere kiyasla Rubisco enzimi yavas aktivite gosterir.
Herbir molekiil enzim saniyede 3-10 CO, molekiiliinii fikse edebilir. RuBisCo
enzimi sadece giin 1s1g@inda aktiftir, c¢iinkii karanlikta ribulaz 1,5-bifosfat
sentezlenmez. Bu durum bir bakima Kelvin dongiisiindeki diger enzimlerle de
baglantilidir. Bunun disinda, RuBisCo enziminin aktivitesi Kelvin dongiisiindeki
diger enzimlerle koordinasyona da baghdir [72-74].

Tez c¢alismas1 kapsaminda yapilan calismada, RuBisCo enzimi
ANADOLUCA metoduyla, nano formatta sentezlenerek, CO, substratiyla
aktivitesi incelenmistir. Ayrica 1spanak yapraklarindan izole edilerek, izole edilen
RuBisCo enziminin yine CO;’ye karsi aktivitesi belirlenmistir. Bunun yaninda
izole edilen RuBisCo enzimi de nano formatta sentezlenerek, nano RuBisCo

enziminin de aktivitesi incelenmistir.

1.3. Nanoenzimler

Nanoenzimler, ticari enzimlerden yola c¢ikilarak, mikroemiilsiyon
polimerizasyonuyla, giin 1s18inda, azot atmosferinde ve oda sicakliginda
sentezlenen, boyutlar1 20-100 nm arasinda degisen enzim yapilaridir.

Nanoenzimler, @ R.Say ve  arkadaslann  tarafindan  patentlenen
ANADOLUCA metoduna gore sentezlendikten sonra reaksiyon ortamindan
santrifiijle ayrilarak, ilgli reaksiyonlarca defalarca yapilarinda herhangi bir
deformasyon olmadan tekrar tekrar kullanilabilirler. Bu enzimlerin tekrar
kullanilabilirligi ve 1ilgili reaksiyonlar1 aktivitelerinde herhangi bir azalma
olmadan katalizlemeleri, yapilarini essiz kilmakla birlikte ticari yonden de
reaksiyonlarda maliyetin azalmasini1 saglamaktadir. Bunun yaninda ticari enzimler

optimum pH, sicaklik degerlerinde katalitik aktivite gosterirken, nanoenzimler
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genis bir pH ve sicaklik araliginda ¢alisma imkani sunarlar. Sentez agamasinda
kullanilan fotoduyarli rutenyum tabanli aminoasit monomerlerle konjugasyon,
nanoenzimlerin farkli reaksiyon kosullarina karsi dayanikliligini ve kararliligini
arttirmaktadir.

Literatiirdeki nanoenzim calismalar1 incelendiginde, R. Say ve ark. [75]
caligmasinda ANADOLUCA yontemiyle sentezlenen nano lipaz enzimi
sentezlenmistir. Sentezde, lipaz enzimi rutenyum tabanli amino asit
monomerleriyle foto duyarli cagraz baglama ile fonksiyonellendirilerek elde
edilen nano lipaz enzimlerinin aktiviteleri ticari lipaz enzimiyle karsilastirmali
olarak p-nitrofenilpalmitat (pNPP) hidrolizinde incelenmistir. Nanopartikiillerin
karakterizasyonu gecirgenlik elektron mikroskobu (TEM) ve zeta boyut analizi ile
belirlenerek ortalama partikiil boyutu yaklasik 100 nm olarak bulunmustur. Lipaz
nanopartikiillerin aktivitelerini belirlemek amaciyla, pNPP hidrolizi sonucunda
absorpsiyon artis1 spektrofotometrik olarak 405 nm’de Ol¢iilmiis ve hidrolitik
aktivite iizerine pH, sicaklik gibi parametrelerin etkisi taranmistir. Ayrica, lipaz
nanopartikiillerin kararhiligini ve tekrar kullanilabilirligini gostermek i¢in, ayni
nanopartikiiller reaksiyon ortamindan santrifiijle ayrilarak, 10 kez aym reaksiyon
icin kullanilmistir. Sterilizasyon icin her dongii sonrasinda nanopartikiiller 6nce
etanol 1ile daha sonra su ile yikanmustir. 10 dongii sonrasinda lipaz
nanopartikiillerin enzimatik aktivitesinde kayda deger bir azalma olmamustir [75].

R. Say ve ark. [76] bu yonde yaptig1 diger bir calismada ise tiimor nekrosis
faktor- o (TNF-a) tayini i¢in reflektometrik interferans spektroskopisine dayali
sensOr sistemleri hazirlamislardir. Bu amacla; fotosensitif nanoyapili TNF-
a ANADOLUCA yontemiyle rutenyum tabanli aminoasit monomeriyle ¢apraz
baglanarak nano yapili olarak sentezlenmistir. Hazirlanan TNF-o nanopartikiiller,
romatoit artirit hastaligi tanisina yonelik, TNF-a tayininde sensor olarak
kullanmilmistir. Elde edilen sonuglar hazirlanan nanosensoriin TNF-a nin segici
olarak tayininde etkin sekilde kullanilabilirligini gostermistir.

R. Say ve ark. [77] yapu@ diger bir calismada ise pektinaz enzimi
ANADOLUCA metoduna gore nano boyutta sentezlenerek, pektin hidrolizindeki
aktivitesi ticari pektinaz enzimi ile karsilastirmali olarak incelemislerdir. Pektin

hidrolizine etki eden, pH, sicaklik, substrat derisimi gibi parametreler incelenerek,
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sentezlenen nano pektinaz enzimlerinin de ticari pektinaz enzimleri gibi pektin
hidrolizini gerceklestirdigi ve hatta bir basamak 6ne ¢ikarak daha genis sicaklik
ve pH araliginda da bu nano pektinaz enzimlerinin kullanildig1 kanitlanmistir.
Ayrica reaksiyon sonrasinda ortamdan alinan nano pektinaz enzimlerinin tekrar
tekrar kullanilabilir yapilar oldugu ortaya konmustur.

Bu yonde yapilan ¢alismalarda, R. Say ve ark.’nin [78] ANADOLUCA
metoduyla sentezledikleri diger bir nano enzim nano amilazdir. Bu c¢alismada
amilaz enzimi ANADOLUCA yontemine gore nano platform olarak sentezlenmis
ve nisastanin hidrolizinde kullanilmistir. Diger nano enzimler gibi nano amilaz
enziminin de nisastanin hidrolizinde ticari amilaz enziminden farkli olarak genis
sicaklik ve pH araliginda calisabilme imkani1 bulunmakla birlikte ayn1 nano amilaz
platformlarinin reaksiyonda tekrar kullanilabilir oldugu vurgulanmaktadir.

Yapilan nano enzim caligmalarina bir diger 6rnek olarak nano Taqg DNA
polimeraz enziminin sentezlenmesi verilebilir. R. Say ve ark. [79] ticari DNA Taq
polimeraz enzimini, fotoduyarli rutenyum tabanli aminoasit monomeriyle capraz
baglayarak, ANADOLUCA metoduna gore, giin 1s181nda, oda sicaklifinda ve azot
atmosferinde nano boyutta sentezlemisler ve bu enzimin polimeraz zincir
reaksiyonlarinda (PCR) etkinligini incelemislerdir.  Aym1 nano DNA Taq
polimeraz enzimleri, santrifiijle reaksiyon ortamindan ayrilarak, tekrar tekrar PCR
reaksiyonlarinda kullanilmistir. Literatiire bakildifinda DNA Taq polimeraz
enziminin PCR reaksiyonlarinda kullaniminda optimum bir sicaklik ve pH
degerinde caligsabiliyor iken, sentezlenen nano Taq DNA polimeraz enziminin
oldukca hassas olan PCR reaksiyonlarinda da genis bir kullanim aralig1 oldugu

goriilmiistiir.

1.4. Karbondioksit (CO,)

CO,, kovalent bagli bir karbon ve iki oksijen atomlarindan olusmus,
molekiil agirhigr 44 gmol'1 olan ve normal kosullarda gaz halinde olan bir
bilesiktir. Metabolizmada, karbon igceren organik molekiillerin metabolizmasi
sonucunda meydana gelen son {iiriindiir. Giinliik hayatta, serbest gaz halinde

volkanik bolgelerden ¢ikan gazlarda, maden suyunda, gazli iceceklerde, egsoz
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gazlarinda, sera gazlarinda, atmosferde, okyanuslarda, toprakta, fosillerde,
yeryiizii olusumlarinda, canlilarda dolayisiyla dogada tiim formlariyla
bulunmaktadir. Dogada fotosentez ile yesil bitkiler CO,'yi su ve giin 15181 ile
yararl organik bilesiklere cevirmektedir [80].

CO,, enerji hammaddesi i¢in gereken C1 karbonuna sahip dogada en fazla
bulunan maddedir [81] ve endiistriyel alanda, kahve taneciklerinden aroma ve
kafein ekstraksiyonunda, kuru temizlemede, polimer endiistrisinde, zincir
polimerizasyonlarinda ¢oziicii olarak kopiik polimerik materyallerin hazirlanmasi
gibi bir¢ok islerde kullanilmaktadir [82 - 84].

Diger maddeler gibi, maddenin ii¢ halinde yani kati, sivi ve gaz olarak
bulunabilir. CO,’nin fiziksel 6zelligi, kimyasal yapisina, basinca ve sicakliga
bagh olarak degisir. Atmosferik basing ve sicaklikta CO, gaz halinde bulunurken,
basing ve sicaklik arttirildiginda, kritik noktaya ulasir ve buhariyla dengede olan
s1vi formda bulunur.

Son yillarda CO, emisyonu, sera gazlarinin etkisiyle dogru orantili olarak
artmaktadir [85]. Yapilan calismalar, CO, emisyonunu azaltici nitelikte olmaya
baslamaktadir. Sekil 1.22, atmosfere salinan CO, miktarinin yillara gore artan

endiistrilesmeyle degisimini gostermektedir.
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Sekil 1.22. CO, miktarinin yillara gore artisi [85]

Endiistri devriminden Once, atmosferik CO, miktar1 280 ppm
civarindayken, karbon bazli fosil yakitlarin yanmasiyla bu deger 393 ppm'e kadar
ulasmistir [86]. Insanoglunun bilingsizce davramslari, ormanlarin yok edilmesi,
komiir vs. gibi yakitlarin siklikla kullanilmasi, endiistrilesmenin artmasi gibi

nedenlerden dolayr atmosfere CO, salinimi giin gectikce artmaktadir. Bunun
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sonucu olarak, endiistriyel alanda sirketler, CO, emisyonunu azaltic1 sistemler
gelistirme yoluna gitmislerdir [80,86].

COy'nin atmosfere saliniminin artmasi, kiiresel 1sinmanin artmasi, buz
daglarinin erimesi, okyanuslarin ve denizlerin asitliginin ve su seviyesinin artmast
ve buna bagl olarak ekosisteminin degismesi ve ¢ok ciddi iklim degisikliklerinin

olmasi gibi ¢cok 6nemli zararli degisikliklere yol acacaktir.

1.4.1. Karbondioksit Doniistiiriicii Sistemler

Bitkiler tarafindan, fotosentez araciligiyla CO, doniisiimii kendiliginden
gerceklesmektedir. Fakat, yapay yollardan dogaya salinan CO, miktarinin artmast,
dogal yollarin yetersiz kalmasina sebep olmaktadir. Bu durumun Oniine
gecilebilmesi i¢in yapilan calismalar son yillarda oldukca artmis ve onemli bir
hale gelmistir. Bu yonde yapilan ¢alismalarda, CO, islenerek ya diger yararh
kimyasallara doniistiiriilmekte ya da bir baska reaksiyonla, iiretim proseslerinde
hammadde olacak sekilde baska formlara doniistiiriilmektedir. Ornegin; CO»,
etilen glikol, cesitli polyester {iriinleri, polipropilen karbonat ve kerosen gibi
endiistriyel anlamda yararh ¢esitli farkli malzemelere doniistiiriilebilmektedir.

CO,, goreceli olarak inert bir gaz oldugundan, termodinamik acidan baska
kimyasallara doniisiimii istemsizdir. Ornegin, katalizorsiiz bir reaksiyon
ortaminda, CO;’nin metanole doniisimii kendiliginden gerceklesmez ciinkii
reaksiyon icin serbest Gibbs enerji degeri (AG) 3.30 kimol ’dir. Bu nedenle,
doniisiim reaksiyonunun gerceklesmesi i¢in sisteme, yiiksek miktarda bir enerji
girdisi olmast gerekmektedir. Bu durum bir katalizér kullanilmas1 ya da yiiksek
sicakliklara ¢ikilmasiyla asilmaktadir.

Gaz kanisgimlarindan CO,'yi tutuklamak igin, bir ¢ozelti icerisine
absorplamak, uygun kat1 desteklere absorplamak, kriyojenik ayirim ya da
membranlardan gecirimler gibi bir takim fiziksel ya da kimyasal metotlar
kullanilmaktadir. Tiim bu islemler rejenerasyon gerektirmesinin yaninda, yliksek
enerjiye gereksinim duyar ve sistemlerde smirli miktarda absorpsiyon
gerceklesmektedir. Ayn1 zamanda, H,S ve SOx gibi gazlar1 da uzaklastirmak

gereklidir.
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CO;’nin diger bilesiklere doniistirme metotlar1 basliklar halinde
toplanirsa, bunlar;

- Heterojen ve homojen kataliz reaksiyonlar1

- Elektrokimyasal kataliz

- Fotokimyasal kataliz

- Termokimyasal kataliz

- Enzimatik kataliz olarak siniflandirilabilir.

Homojen kataliz reaksiyonlarinda; ¢oziinebilir bir katalizor kullanilir ve
katalizor reaktantlarla ayni1 fazdadir. Kullanilan katalizorler genellikle
organometalik katalizorlerdir. Bunun yaninda, asit katalizorler ve enzimatik
katalizorler homojen katalizorlere ornek olarak verilebilir. Cogunlukla homojen
katalizli reaksiyonlarda reaktantlarin sulu ¢ozeltisine, sulu ¢ozeltisi hazirlanmig
bir kataliz eklenerek reaksiyon gergeklestirilir. Bu nedenle de ¢cogu zaman, asit
veya baz katalizorler bag polarizasyonunun reaksiyon hizini arttirmasindan dolay1
tercih edilmektedir. Homojen kataliz reaksiyonlarinin bir avantaji, katalizoriin ve
reaktantlarin yiiksek derecede etkilesimle reaksiyon ortaminda etkilesmesidir.
Ancak, homojen katalizli reaksiyon sonunda katalizor yenilenemez niteliktedir.
Homojen katalizorler, reaksiyon hizini sicaklik arttirilmasma gerek duymadan
arttirdiklar i¢in endiistriyel alanda da oldukga fazla kullanim alanina sahiptir [87].

CO, doniisiim reaksiyonlarinda homojen katalizorler olarak daha cok
organometallerin ¢ozeltileri kullanilmaktadir.

Heterojen katalizde ise, homojen katalize alternatif bir teknik olarak
gelistirilmekle birlikte, katalizor iki ara fazda olabilir; gaz-sivi gibi yada sivi
reaksiyonda kat1 partikiiler halde katalizorler gibi. Heterojen katalizde,
katalizorler reaksiyon hizini kolloid teorisine gore arttirmaktadirlar. Heterojen
katalizin avantajli yonii, katalizoriin reaksiyon sonunda ortamdan ayrilabilmesi ve
rejenere edilebilmesidir. Bu da maliyet acisindan olduk¢a 6nemlidir. Heterojen
katalizde, katalizoriin yiizey alan1 tamamen reaktant molekiilleriyle doyurulur ve
irinler katalizor yilizeyinden tamamen ayrilmadan reaksiyon tamamlanmaz yani
katalizor yiizeyinden ayrilan {irlinlerin yarattigi bosluklara yeni reaktantlar
baglanamaz. Bu nedenle de adsorpsiyon kismi ¢ogu zaman heterojen kataliz

reaksiyonlarinda hiz sinirlayict basamaktir.
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Dibenedetto ve ark. [88] yaptiklart c¢alismada, CO;’nin farkh
kimyasallara doniisiimii icin stok malzeme olarak kullanildigi homojen ve
heterojen kataliz reaksiyonlarini incelemislerdir. CO,’in olduk¢a inert olmasi ve
doniistimiiniin kinetik ve termodinamik acgidan zorlayict olmasi sebeplerinden
termodinamik bariyerin asilmasinin kolaylasmasi amaciyla homojen ve heterojen
katalizorlerin ©zelliklerini birlestirerek yeni bir aktif katalizor tretimi 1ile
ilgilenmislerdir. Dihidrojen, alkoller, epoksitler, aminler, olefinler, dienler ve
diger doyurulmamis hidrokarbonlarin reaksiyonlarinda katalizor olarak bazi
metaller veya enzimler kullanildigi zaman degisimlerini incelemislerdir.
Deneylerin sonucunda iiriin olarak formik asit ve esterleri, formamidler, metanol,
dimetil karbonat, alkilen karbonat, karbamitasit esterleri, laktonlar, karboksilik
asitler ve polikarbonatlar elde etmislerdir. Baz1 metal onciillerin, iyonik sivilarin
ve metanol, epoksitler, asetal, orto-ester veya diger tiirlerin katalitik sistemlerde
CO;y’nin metanol, siklik karbonat ve DMC’ ye doniisiimiinde aktif rol aldiklari
sonucuna ulagmuislardir.

Elektrokimyasal katalizde, katalizor, elektrokimyasal reaksiyon
icerisinde rol alir. Elektrokatalizorler, katalizorlerin spesifik bir tiirli olup, elektrot
yizeyinde ya da elektrodun kendisi olarak gorev yaparlar. Bir elektrokatalizor
platin yiizeyi ya da nanopartikiiller gibi heterojen olabildigi gibi, koordinasyon
kompleksleri veya enzimler gibi homojen olabilirler. Elektrokatalizorler, elektrot
ve reaktantlar arasinda elektronlari transfer ederler.

CO;’nin metanole elektrokimyasal katalizle doniisiimiinii 1994 yilinda
Kuwabata ve ark. [89] incelemislerdir. Kataliz reaksiyonunda, metil viyolojen
(MV2+) veya pirolokuinolinkuinon (PQQ) elektron saglayicisi olarak ve FateDH
ve metanoldehidrogenaz (MDH) enzimleri de katalizor olarak kullanilmistir.
Elektrokimyasal kataliz reaksiyonu incelendiginde, ilk enzim CO,’yi formata
indirgemis ve ardindan ikinci enzim de ormada olusan formati formaldehite en
son olarak da metanole doniistiirmiistiir.

Elektrokimyasal katalizle CO,’nin doniisiimiine ornek olarak diger bir
calismada ise, Lu ve ark. [90] yaptiklar1 ¢calismada fonksiyonlandirilmis iyonik bir
stivi  igerisinde CO,’in  dimetil karbonata elektrokimyasal doniisiimiinii

incelemislerdir. Bu amacla; amino-fonksiyonlandirilmig iyonik sivi sentezlemisler
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ve doniisiimde grafit katot kullanarak elektrolit olarak kullanmislardir. Kullanilan
elektrolitlerin etkilerinin incelenmesi amaciyla farkli elektrolit sivilarin verim,
secicilik ve iletkenlik degerlerini karsilastirmiglardir. Ayni sekilde, elektrot
etkisinin incelenmesi amaciyla da farkli elektrotlarin verim ve secicilik degerleri
karsilastirilmistir. Sicakligin ve zamanin elektrolize olan etkisi de incelenmis ve
1-(3-aminopropil)-3-metilimidazolyum bromit (ApmimBr) elektrolitinin ve grafit
katotun en iyi sonuglar1 verdigi sonucuna ulagmislardir.

Fotokimyasal kataliz, bir katalizor varlifinda, fotokimyasal reaksiyonun
hizin1 arttirmas1 olayidir. Katalizli fotoliz reaksiyonunda, 151k bir adsorban
substrat tarafindan adsorblanir. Fotokimyasal katalizde, fotokatalitik aktivite,
katalizin elektron bosluk ciftlerini olusturmasina dolayisiyla serbest radikaller
olusmasina baglidir. Ornek olarak hidroksil radikalleri verilebilir. Fotokataliz,
homojen fotokataliz ve heterojen fotokataliz olarak ikiye ayrilir. Homojen
fotokatalizde, reaktantlar ve fotokatalizorler ayni fazda bulunurlar. En ¢ok
kullanilan homojen fotokataliz islemleri ozon ve foto-fenton igceren sistemlerdir.
Heterojen fotokataliz sistemlerinde ise, katalizor ve reaktantlar farkli fazlarda
bulunmaktadir. En ¢ok kullanilan heterojen fotokatalizorler, gecis metal oksitleri
ve yarl iletkenlerdir.

J.A. Tossell [91] yaptig1 calismada piridine dayanan, fotokimyasal
ozellik gosteren bir katalitik sistem icerisinde bulunan cesitli molekiillerin yapisal,
spektral ve enerji ozelliklerini ortaya c¢ikartmistir. Ayrica piridin bazli molekiiller
ile C4NH, ve TBD (1,5,7-triazabisiklo[4.4.0]dec-5-en) molekiillerinin
fotokimyasal indirgenme Ozelliklerini incelemistir. Deneyler sonucunda
ozellikleri incelenen molekiillerin yapisal 6zelliklerindeki farkliliklar ve bunlarin
yaratabilece8i enerji farkliliklar1 incelenmistir. Elde edilen sonuclar CO,
indirgenmesi icin C4NH4 ve TBD’ nin CO; ile yaptiklart komplekslerin 1yi birer
katalizor olarak diisiiniilebilecegini gostermektedir. CsNHsCOOH i¢in yapilan
hesaplamalar ise COOH radikalinin olusumu esnasinda kirilan N-C baginin
kirilmasinin tercih edildigini gostermistir. Bu radikalin daha sonraki basamaklarda
daha fazla indirgenmis iirlin olusumunda gorev alabilecegi belirtilmistir.
CsNHsCOOH’in elde edilebilmesi icin gerekli olan enerji ise yapilan

hesaplamalara gore 27.7 kcal/mol olarak bulunmustur.
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Termokimyasal katalizde, kataliz reaksiyonunda kullanilan katalizorler
disaridan 1s1 verildiginde aktive olurlar ve reaksiyonun gecis enerjisini diisiirerek,
reaksiyonu hizlandirirlar.

Abanades ve Villafan-Vidales [92] yaptiklar1 calismada demir oksit
redox cifti kullanarak CO, ve H;O’nun solar yakitlara iki basamakli bir
termokimyasal reaksiyon ile doniisiimiinii incelemislerdir. Iki basamakli
reaksiyonun ilk basamaginda yiiksek sicaklikta bir solar kimyasal reaktor
icerisinde Fe(Il, III)’in FeO ve O, ye doniisiimii, ikinci basamaginda ise CO; ve
H,0 doniisimii gerceklesmektedir. Sentezlenen FeO acisindan zengin materyaller
ile gerceklesen bu doniisim reaksiyonlarinin  600-800°C  sicakliklarda
gerceklestigini kesfetmislerdir. Deney c¢esitli sicakliklarda ve farkli bilesenler
iceren materyaller ile denenmis ve karsilastirmalar yapilmistir. Elde edilen veriler
sonucunda 1600 °C’ nin iizerindeki sicakliklarda test edilen bir solar reaktor
prototipi olusturulmustur.

Enzimatik kataliz; kataliz reaksiyonunda enzimlerin kullanilmasiyla
katalitik aktivitenin gerceklestirildigi kataliz tiiriidiir. Enzimler hakkinda detayl
bilgi Kisim 1.2. Enzimler boliimiinde verilmistir. Enzimatik katalizin diger
kimyasal katalizden ayrilan yOnii, reaksiyonlar sonrasinda enzimlerin
reaksiyondan harcanmadan ya da degisime ugramadan cikmasidir. Enzimatik
katalizde, enzim substratla [ES] gecis kompleksi olusturur ve bu kompleks
tizerinden ilgili reaksiyonun aktivasyon enerjisi diisiiriiliir. Enzimatik katalizin bir
diger avantaji ise, reaksiyonlarda katalizor olarak enzimlerin kullanilmasiyla
yiiksek sicakliklara veya basinclara ¢ikmaya gerek duyulmamasidir.

CO;’ nin metanole doniisiimiiniin enzimatik katalizli reaksiyonu
incelendiginde, tasarlanan biyokatalitik sistemde doniisim icin gerekli ii¢
oksidorediiktaz enzimi gorev almaktadir. Bunlar, FateDH, FaldDH ve ADH
enzimleridir ve kofaktor olarak NADH varliginda CO, rediiksiyonunu
katalizlemektedir. Yapilan calismalarda bu enzimler bir matriks iizerine
immobilize edilmis ve sistemden siirekli olarak NADH c¢ozeltisinin
gecirilmesiyle, CO, once formata, ardindan, formaldehite ve en son metanole

doniistiiriilmiisiir. Sekil 1. 23’de CO;’nin metanole biyodoniisiimii FateDH,
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FaldDH ve ADH enzimleri ve NADH kofaktorii varliginda sematize edilmistir.

FateDH FaldDH ADH
C02 | Format ! Formaldehit ﬂ Metanol
NADH NAD  NADH  NAD NADH NAD

Sekil 1.23. CO,’nin metanole biyodoniistimii

CO;’nin multienzimatik sistemlerle metanole doniistimii farkli ¢calismalarla
incelenmistir.

1999 yilinda Obert ve Dave [93] isimli arastirmacilar, sulu ¢ozeltide
FateDH, FaldDH ve ADH enzimlerini ve NADH elektron dondriinii kullanarak
COy’nin  metanole doniisimii reaksiyonunu incelemislerdir. Hazirladiklar
biyodoniisiim sisteminde, enzimleri sol-jel matriksi igerisine immobilize
etmiglerdir. Sistemden siirekli olarak NADH gecirerek CO;’nin metanole
doniisiimiinii  incelemislerdir. Reaksiyon swrasinda, 100 pmol NADH
kullanildiginda % 21.0, 50 pmol NADH kullanildiginda ise, % 91.2 verim elde
ettiklerini vurgulamislardir.

Multi enzimatik sistem, EI-Zahab ve ark. tarafindan tasarlanarak, yine
CO;’ nin metanole doniisiim reaksiyonlar1 incelenmistir [94]. Calismada bu defa
kofaktor NADH rejenerasyonu in situ olarak gerceklestirilmis, bunun i¢in de
sisteme FateDH, FaldDH ve ADH enzimlerinin yaninda dordiincii enzim olarak
glutamat dehidrogenaz (GDH) ve glutamat eklenmistir. Tiim enzimler polistiren
partikiillere immobilize edilerek CO, gegcirilmis ve 11 dongiiniin sonunda % 127
metanol verimi elde edilmistir.

Bu yonde yapilmis ¢alismalardan, Sun ve ark. [95] yine multienzimatik
sistemi kullanarak CO;’nin metanole doniisiim reaksiyonlarini incelemisler ancak
enzimleri titanyum partikiilleri icerisine hapsetmislerdir. Bu yontemle yaptiklar
calismada metanol verimini % 60 olarak bulmuslardir.

Enzim kararliligin1 ve reaktivitesini gelistirmek yoniinde Xu ve ark. [96]
enzimleri aljinat iceren sol-jel matriksi igerisine hapsederek matriks ortaminin
metanol olusumuna etkisini incelemislerdir.

Dibenedetto ve ark [97] ise yaptiklar1 ¢alismada yine bu {ic multi enzim

sistemini kullanmiglar ancak bu defa NADH rejenerasyonunu sistemde
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fotokatalitik olarak gerceklestirmislerdir. Boylelikle metanol olusum verimini
% 95’e tasimislardir.

Yapilan caligmalar incelendiginde, multi enzim sistemlerinin
isleyebilmesi i¢cin NADH kofaktorii gerekli oldugu goriilmektedir. FateDH,
FaldDH ve ADH enzimleri oksidorediiktaz enzim grubunda yer almaktadir.
Oksidorediiktaz enzim grubu incelendiginde enzim grubunun, yapisal olarak 2
kismu icerdigi belirtilmektedir. Bu kisimlar; NAD" baglayict kisim ve katalitik
kissmdir. NAD baglayict kisim, aktif konformasyondaki NADH yada NAD?
taniyict ve baglayict kisimdir. Katalitik kisim ise, kataliz i¢in gerekli aminoasit
kalintilarin1 igerir, aktif bolgede bu aminoasitler dogru siralamayla yerlesirler ve
her enzim icin spesifik olan kismi olustururlar. Oksidorediiktazlar tarafindan,
kofaktor NADH indirgenmesi spesifik olarak 3 basamakta gerceklesir.Bu

basamaklar sirasiyla;

- Kofaktor ve substratin enzime baglanmast,
- Kofaktoriin yiikseltgenirken, substratin indirgenmesi,

- Kofaktor ve iiriiniin enzimden ayrilmasi seklindedir [98, 99].

Sekil 1.24’de EIl ile gosterimi verilen bir oksidorediiktaz katalizinde
substrat ve  NADH arasindaki indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonu sematik
olarak  gosterilmektedir. Buna gore, NADH yiikseltgenirken, substrat
indirgenmektedir. En son iirlin olusumuyla sistemden NADH ve enzim

ayrilmaktadir.
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Sekil 1.24. NADH ve substrat arasindaki oksidorediiktaz katalizli redox reaksiyonu [98]

FateDH, FaldDH ve ADH enzimleri kullanilarak gelistirilen multi enzim
sistemlerinde, CO;’nin metanole doniisiim reaksiyonlarinda elektron donorii
olarak NADH 1n kullanim1 ve sistemde rejenerasyonu gerekmektedir.

NADH rejenerasyonu  i¢in  literatiirde  gelistirilen  caligmalar

siniflandirildiginda 5 ana kategori ortaya ¢ikmaktadir.

Bunlar:
e Sodyum ditiyonit, rutenyum(Il) ve rodyum (III) kompleksleri
gibi katalizorler kullanilarak yapilan kimyasal rejenerasyon,
e Sisteme baska bir oksidorediiktaz entegrasyonu ile enzimatik
rejenerasyon. Bu sistemlerde kullanilan teknikler;
- Glutamat substratiyla birlikte GDH kullanilmasi
- Etanol substratiyla birlikte ADH kullanilmasi
- NADH oksidaz enzimi kullanilmas1
- Laktik asidin substrat olarak kullanilmasiyla laktat

dehidrogenaz enziminin kullanilmas1
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- Formik asitle birlikte FateDH kullanilmasi
- Glikoz dehidrogenaz ve glikoz 6-P-dehidrogenaz
kullanilmast

® Geotrichum candidum ve Methylosinus trichosporium  gibi
mikroorganizmalar kullanilarak, mikrobiyal rejenerasyon,

e SiO; destekli kuantum noktalar, gecis metal sistemleri ve
karbon nitrat gibi fotokatalizorler kullanilarak, fotokimyasal
rejenerasyon,

e Cams1 karbon ya da altin elektrotlar, vanadyum silika kuru
jeller, rodyum aracilart ve karbon nanofiber katotlar
kullanilarak elektrokimyasal rejenerasyon seklinde siralanabilir
[100-111].

Tez kapsaminda, bu yonde yapilan ¢alismada, FateDH, FaldDH ve ADH
enzimleri ayni nano yapi icerisinde ANADOLUCA metoduyla, rutenyum tabanli
NADH iceren fotoduyarli aminoasit monomerleriyle capraz baglanarak kriyojel
kat1 destek materyali icerisine baglanmistir. Sistemden CO; geg¢irilerek elde edilen

metanol miktar: tayin edilmistir.

1.5. Kriyojel

Kriyojel, jel matrisleri olup, monomerik ve polimerik yapilarin uygun
coziiciilerdeki c¢ozeltilerinin dondurulmasi sirasinda sekillenir. Kriyojel sozciigii
Yunanca kokenlidir, -kryos- (buz, soguk) ve —gel- (jel) sozciiklerinin bir araya
getirilmesinden olusmustur. Boylece, sogukta yapilan jel anlamini tasimaktadir.

Kriyojellerin birbirine baglantili biiyiik gézenekleri pratik olarak, herhangi
bir biiyiikliikteki ¢oziinenlerin difiizyonuna, nano partiikiillerin, mikropartikiillerin
kiitle gecislerine izin vermektedir. Kriyojellerin yapis1t morfolojik olarak siinger
yapist gibidir. Yani birbirine baglantili gézenekli siirekli bir yap: kriyojellerin
temel yapisidir. Bu sekilde organize edilen gozenek sistemi c¢oziinenlerin
kriyojellerin icinden madde kaybi olmadan gecislerini saglamaktadir.
Kriyojellerin makrogdzenekli yapisi, osmotik basinglari, kimyasal ve mekanik

dayanikliligiyla bir araya getirildiginde, plazmidler, viriisler, hiicre organelleri
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gibi biyolojik nanopartikiillerin, mikropartikiillerin, hatta biitiin hiicrelerin
kromatogrofisi i¢in ilgi cekici destek materyalleri haline getirmektedir [112].
Kriyojellerin, kromatografik sistemlerde kolon dolgu materyali olarak kullanima
uygun olmasinin nedeni, hareketli fazin kolondan gecmesiyle kolonda olusacak
geri basinci Onlemeleridir. Kriyojellerin bu 6zelligi, biyomolekiillerin denatiire
olmadan, kromatografik tekniklerle, etkili bir sekilde izolasyonuna ve
saflagtirllmasina imkan verir. Kriyojeller, biyoteknolojik alanda, enzim, protein,
hormon, karbonhidrat, niikleik asit ve antikor gibi biyomolekiillerin
tanimlanmasinda ve saflastirilmasinda, bununla birlikte enzim immobilizasyonu
caligsmalarinda oldukca sik kullanilmaktadir.

Kriyojeller, dondurma-eritme de denilen karyotropik jelasyon islemiyle
sentezlenirler. Kriyojel sentezinin temel basamaklar1 sirasiyla, monomer,
monomer karigimlari veya polimerin uygun bir ¢oziiciide c¢oziilerek homojen
cozeltisinin hazirlanmasi, bu ¢ozelti igine uygun capraz baglayici ve gerekli
reaksiyon baglatict ajanlarin eklenmesi, hazirlanan homojen karistmin belirli bir
siire -16°C, -18 °C gibi diisiik sicaklikta bekletilmesi ve olusan buz halindeki
karisimin oda sicakligina alinarak polimer i¢inde olusan buz kristallerinin eriyerek
kriyojel olusumunun baglamasi basamaklaridir. Oda sicaklifinda erime
prosesinde, polimer icerisindeki buz kristalleri yerini birbirine baglantili
gozeneklerden olusan iiriine yani kriyojele birakir [113].

Sekil 1.25’te kriyojel hazirlama asamalar1 sematik olarak gosterilmistir.
Buna gore, ilk olarak, jel olusturma ajanlart donmus ¢oziicii kristalleri icerisinde
yerlesmis donmamis sivi mikrofaz igerisinde yogunlasir. Burada donmamis sivi
mikrofaz baslangi¢ toplam hacmin sadece kiiciik bir kismini icermesine ragmen,
jel onciilerinin derisimi jel olusumunu ilerleterek yavas yavas artmaktadir.
Gozenek olusturucu ajan gorevini, donmus c¢oziicli kristalleri {istlenir.
Eritildiginde bosluklar1 terk ederler ve biiyiikk gozenekler c¢oziici ile dolar.
Kriyojellerde, gozenek yiizeyini piiriizsiizlestiren ve gozeneklerin seklini
belirleyen etken, coziicii ve jel fazi arasindaki yiizey tansiyonudur. coziicii
kristalleri donma isleminde, diger kristallerle karsilasincaya kadar biiyiiyerek,

erime islemi sonrasinda jelde birbirine baglantili gbzenek sistemi olusur.
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Kriyojelin gozenekliligi heterogdzenekler seklindedir c¢iinkii, polimer fazi,

polimer zincirleri arasinda olusan mikro gozenekler icermektedir.

Donmus halde
polimerlesme

Jel onciileri Q Polimer Jel

<\ BuzKiistalleri (_7 Siipermakropordz yap: (Buz
kristallerinin eritilmesi sonrasi
karojelde olusan poréz yap1)

Sekil 1.25. Kriyojel olusum siireci

Farkli monomerler, monomer karisimlari veya polimer ya da polimer
karigimlart kullanilarak sentezlenen kriyojellerin karakterizasyonu, taramali
elektron mikroskobuyla (SEM), fourier doniisiimlii infrared spektroskopisiyle
(FTIR), azot adsorpsiyon porozimetri (BET) yOntemiyle ve sisme testleriyle
yapilmaktadir.

Kriyojellerin SEM goriintiilemesiyle, kriyojel yapisindaki gozenek
dagilimi, gozenek boyutlari, yapiyt meydana getiren gozenek Orgiisii kiscasi
kriyojellerin yiizey morfolojisi hakinda bilgi edinilir. SEM ile goriintiileme
yapmak i¢in ilk 6nce ornekler kurutulur ve ardindan altin ile kaplama yapilir.
Altin kaplama, orneklerin iletkenligini arttirmak i¢in yapilmaktadir.

Kriyojeldeki fonksiyonel gruplar, FTIR analizi ile aydinlatilir ve buna
gore, kriyojel gozeneklerindeki modifikasyonunun gerceklestirilip
gerceklestirilemeyecegi belirlenmektedir. Kriyojellerin FTIR spektrumlart kati
halde, IR spektroskopi cihazinin ATR modunda calisilarak alinmaktadir. Bu
yontemde kuru haldeki kriyojeller kristal tizerine konulur ve iizerine infrared 15181
gonderilerek maddenin spektrumu alinmaktadir.

BET yontemiyle, kriyojelin ylizey alani, gbzenek boyutu, gozenek hacmi,

parcacik boyutu ve gozenek dagilimi gibi ozellikleri belirlenmektedir. BET
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yontemiyle yapilan analizler, —198 °C deki sivi azot ortaminda azot (N,) gazi

adsorpsiyonuyla, katilarin ng'l olarak yiizey alanlarinin Olciilmesi esasina
dayanir.

Sisme testiyle sentezlenen kriyojelin biinyesindeki su tutma kapasitesi ve
su tuttugunda hacmindeki esneme miktar1 belirlenmektedir. Kriyojellerin sisme

orani asagidaki Esitlik 1.5 ile bulunabilir [114].

Sisme oran1 (%): [(Wsismis — Wkuru) / Wkuru] x 100 (1.5)

Wsismis: sisen kriyojellerin agirligi, Wkuru: kuru kriyojellerin agirlig

Yapilan tez calismasinda, CO, doniistiiriicii nano enzim sistemleri kriyojel
kolon dolgu maddesine c¢apraz baglanmis ve CO,’nin metanole doniisiimii

incelenmistir.

1.6. Afinite Kromatografisi

Kromatografi, bir tiir ayirma ve saflastirma yoOntemi olup, incelenen
molekiillerin hareketli faz ve sabit faz arasindaki fiziksel etkilesimlere dayanarak
birbirinden ayrilmasi prensibine gore gelistirimis bir yoOntemdir. Afinite
kromatografisi, enzim saflastirma calismalarinda siklikla kullanilmaktadir.
Ayirma mekanizmalart incelendiginde, kolon kromatografisi yontemleri jel
filtrasyon kromatografisi hari¢, adsorpsiyon mekanizmasina gore ayrim
yapmaktadir. Sekil 1.26’da farkli kromatografi tiirlerinin ayirma mekanizmalari
kisaca sematize edilmistir.

Afinite kromatografisi, s1vi kromatografisinin 6zellestirilmis bir tiirii olup,
biyomolekiillerin uygun ligandlarla adsorpsiyon mekanizmasina gore ayrilmasini
saglamaktadir. Yontemin, yliksek secicilik, spesifik ayirma, verimli saflagtirma
gibi avantajlar1 vardir ve bunlar sayesinde, bircok biyolojik molekiiliin

saflastirilmasinda kullanilmaktadir [115].
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Sekil 1.26. Kromatografik yontemlerin ayirma mekanizmalari [115]

Afiniteye dayali kromatografik saflastirma sistemlerinde ligand, hedef
molekiilin baglandigi madde, matriks de ligandin iizerine tutturuldugu kati
materyaldir. Matriks ligand ile herhangi bir kimyasal etkilesime veya reaksiyona
girmemeli ve fiziksel olarak inert olmalidir. Ligand, saflastirilacak molekiile
spesifik olmali ve zayif tersinir baglarla baglanmalidir. Afinite kromatografisinde,
uzatici kollar ligand ve hedef molekiiliin sterik engeller gibi bazi etkiler nedeniyle
baglanamadigi durumlarda kullanilmaktadir. Uzatict kollar, genellikle diiz zincirli
hidrokarbon tiirevleri olan kii¢iik molekiiller olup, hedef molekiiliin baglanmasini
kolaylastirmaktadirlar [116].

Afinite kromatografisinin uygulamalarinda, saflastirma isleminin g
basamakta gerceklestigi goriilmektedir. ik asamada; hedef molekiilii iceren kolon
tizerinden uygun bir yikama tamponu gecirilerek, kolonun c¢oziicii ile
dengelenmesi saglanir. Ikinci asamada; hedef molekiil sabit faza spesifik ve
tersinir olarak baglanir ve bu arada ligand ile baglanmayan tiirler kolondan
cikarlar. En son; hedef molekiiliin kolondan eliisyonu gerceklestirilir. Bu amagla,
afinite ortamina ya kompetetif baska bir ligand ilave edilir ya da hareketli fazin
bilesimi (iyonik siddeti, pH’ 1 ya da polaritesi) degistirilir [117]. Boylece
kolondan alinan saflastirmak istenilen biyomolekiil, afinite temelli olarak izole

edilir.
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Biyomolekiillerin tek basamakta, spesifik ve etkili bir sekilde, yiiksek
verimde saflastirilmasi icin afinite yontemi siklikla kullanilir. Aslinda pahali bir
metot olarak goriilen afinite yontemi, saflagtirilacak biyomolekiille afnite gosteren
metal, boya, organik sentez molekiillerinin sistemde ligand olarak kullanimiyla,
daha ucuz bir yontem haline indirgenebilir. Diger kromatografik yontemlerde,
iyon degisim, jel filtrasyon gibi, daha ¢ok bir grubun ayrilmasi
gerceklestirilmektedir. Afinite kromatografisiyle enzimler ve substratlar
molekiiler etkilesimleri kullanarak, bunun sonucu olarak spesifik baglanmalara
dayali ayrim gerceklestirildiginden yalnizca istenen enzimin, bulundugu protein
iceriginden ayrilmasi daha pratiktir. Izole edilmek istenen enzimin matriks
ortaminda, derisimi ¢ok diisiik olsa bile verimli bir saflagtirma gerceklesmektedir.
Afinite kromatografisi, spesifik, verimli, tekrarlanabilir ve kolay uygulanabilir bir
yontem olmasindan dolayi, enzim saflastirmada kullanilan ve yeni etklesmler
kullanilarak, farkli ligandlarla yeni kolon sistemleri gelistirilmesine uygun bir
yontemdir.

Tez calismasinda, kriyojel gozenekleri modifiye edilerek 1spanaktan

RuBisCo enzimi saflastirilmasi afinite kromatografisiyle gerceklestirilmistir.

1.7. Hizh Protein S1ivi Kromatografisi (FPLC)

Hizli Protein Sivi Kromatografisi (FPLC), proteinlerin ayristirilmasi,
saflagtirllmasi, nicel olarak belirlenmesi ve nitelendirilmesi, peptid vb.
ayinmmlarinin  gerceklestirilmesi amaciyla gelistirilmis bir sivi  ve kolon
kromatografisi modelidir. Ozellikle membran proteinleri basta olmak iizere,
proteinlerin tek bir adimda saflastirillmasini saglamasi nedeni ile yapilan
biyokimyasal calismalarda son zamanlarda olduk¢a yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Sistemin temeli basit bir kromatografik ayirima dayanmaktadir.
Saflastirilmak istenen enzim veya protein, uygun bir hareketli faz ile (tampon
cozelti), hazirlanan kolonun iizerinden gegirilir; kolona tutunmayan tiirler kolonu
hemen terk ederken; kolona tersinir olarak tutunan numune eliisyon ¢ozeltisi ile
kolondan saf bir sekilde toplanir [117]. Sekil 1.27°de tez kapsamu igerisinde
kullanilan FPLC cihaz1 gosterilmistir.
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Sekil 1.27. FPLC cihazi

FPLC cihaz bilesenleri incelendiginde, dedektor olarak UV-Vis, Floresans,
Kirilma indisi gibi dedektorler kullanildigi, pompa, fraksiyon toplayici ve afinite
kolonlar gibi kisimlardan olustugu goriilmektedir.

UV-Vis dedektor; ksenon flas lambasi hem UV hem goriiniir bolge
araliginda calismaktadir (190-700 nm). Cift yollu akis hiicresi dinamik absorbans
araligim1 10-5'den 40 AU'nin iizerine kadar genisletir. Floresans dedektoriiyle
liiminesans, fosforesans, kemiliiminesans ve bioliiminesans ol¢timleri
miimkiindiir. ~ Kirilma  indisi  Dedektorii;  polimerler,  hidrokarbonlar,
karbonhidratlar, alkoller ve yag asitleri gibi absorbans yapamayan bilesiklerin
analizleri i¢in idealdir.

FPLC cihazinda kullanilan pompa, gii¢lii mekanik motoru sayesinde 4000
psi (275 bar) geri-basinglarina kadar dakikada 50 mL s1v1 pompalayabilir.

FPLC cihazindaki fraksiyon toplayicisinda 18 mm capindaki tiipler i¢in
144 parca kapasitesi vardir.

FPLC cihazinda farkli analiz metotlar1 i¢in farkli kolonlar kullanilabilir:
Iyon-degistirme metodu icin; Hiprep 16/10 Q sefaroz XL ve Hiprep 16/10 SP
sefaroz XL kolonlar1 bulunur. Sefarozla 6nceden paketlenmis Q XL or SP XL

ortami, 20 mL preparatif anyon ve katyon-degisim kolonlar1 yiiksek yiikleme
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kapasitesi ve hizli eliisyon saglar. Jel filtrasyon metodu i¢in; Hiload 16/60
siiperdex 200 pg ve Hiload 26/60 superdex 75 pg kolonlar1 bulunur. Siiperdex 75
kolonu prep peptidler, daha biiyiik proteinler, oligosakkaritler yani Mr 3000-
70000 icin uygundur. Superdex 200 kolonu ise prep antikorlar ve Mr 10000-
600000 proteinler icin uygundur. FPLC’de hazirlanan 6rneklerin ozelliklerine
bakildiginda, 100 pL-5 mL arasinda berrak ve safsizliklardan arindirilmis sivi
ornegin FPLC sistemine enjeksiyonu yapilabilir. Biliniyorsa ¢rnek icerisindeki
protein miktar1 veya derisimi de verilmelidir. Analizi yapilacak 6rnek, FPLC
cihazina enjeksiyonla verilir ve hareketli faz sayesinde ayirimin yapilacagi kolona
tasinir [114, 118].

Sunulan tez c¢alismasinda, kriyojel gozenekleri modifiye edilerek
1spanaktan RuBisCo enzimi saflastirilmasi afinite kromatografisi metodu ve

FPLC teknigiyle gerceklestirilmistir.

1.8. Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi

Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi, molekiillerin  dairesel
spektrumlarin1 belirli dalga boylarinda 6lgen spektroskopik bir yontemdir. CD,
dairesel polarize 15181n sola dogru olan absorpsiyonu ile polarize 1s181n saga dogru

olan absorpsiyonu arasindaki farktir [119]. Esitlik 1.6’da CD formiile edilmistir.

AA(L) = A(M)sol yonli polarize sk — A(M)sag yonli polarize 151k (1.6)

= Dalgaboyu,

Bu esitlikte, A; polarize 15181n absorbansini, AA ise; polarize 1518in sola
dogru olan absorpsiyonu ile polarize 1518in saga dogru olan absorpsiyonu
arasindaki farki gostermektedir.

Eger bir molekiil, bir veya daha fazla kiral kromofor grup iceriyorsa CD
olusmaktadir. CD spektroskopisi, ©zellikle, proteinlerin ikincil yapilarinin
cevreye, sicakliga ve pH degisimlerine gore nasil etkilendigini ve diger
molekiillerle etkilesimini incelemek icin gelistirilmistir. Bunun yaninda,
makromolekiillerin ~ yapisal, kinetik ve termodinamik bilgileri elde

edilebilmektedir.  Spektrofotometre ile Ol¢iimler, elektronik  gecislerin
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gozlemlendigi elektro-manyetik spektrumun goriiniir ve UV  bolgesinde
gerceklestirilmektedir. Spektrumlar proteinlerin ikincil yapilarina ait, a-heliks, 3
katlanmalari, diizensiz sarmal yapilarinin yaninda, proteinlerin tersiyer
yapisindaki aromatik gruplarin da varliina ait bilgiler vermektedir [120].

CD’nin detayl olarak agiklanabilmesi i¢in Oncelikle polarize 151k ve sag
yonlil ve sol yonlii polarize 151k terimlerini aciklamak gerekmektedir.

Polarize 151k tek bir diizlemde titreserek ilerleyen isiktir. Biitiin polarize
1s1iklar, birbirine dik iki dogrusal polarize bilesenin toplami seklindedir. Sekil
1.28a dikey polarize 15181, Sekil 1.28b yatay polarize 15181 gostermektedir.

(a)

(b)

Sekil 1.28. a. Dikey polarize 151k, b. Yatay polarize 151k [121]
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Eger iki polarize 151k ayn1 fazda degilse, dogrusal 151k olusmaz. Dairesel
polarize 151k, bir polarize 15181 digerine ceyrek faz farkla gelmesinden meydana
gelir. Olusan dairesel 151k sag yonlii veya sol yonlii olabilemektedir. Sekil 1.29a
sol yonlil dairesel polarize 15181, Sekil 1.29b ise, sag yonlii dairesel polarize 15181

sematize etmektedir.

(a)

(b)

Sekil 1.29. a. Sol yonlii polarize 151k, b. Sag yonlii polarize 151k [121]

CD’nin gerceklesebilmesi icin kiral bir molekiiliin varligina ihtiyac¢ vardir.
Ciinkii kiral molekiillerde, dairesel polarize 151k farkli sekilde absorplanir.
Ornegin; bir kiral molekiildeki kromofor, sag yonlii polarize 15181 % 90 oraninda

absorplarken, sol yonlii polarize 15181 % 87 oraninda absorplayabilir. Iste buradaki
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fark CD’yi vermektedir. Sekil 1.30’da numunenin dairesel polarize 151k ile

etkilesimini gostermektedir. Mavi hiicre 6rnegi temsil etmektedir.

Sekil 1.30. Numunenin dairesel polarize 1sik ile etkilesimi [121]

CD  spektroskopisi, farkli  bircok alanda, farkli uygulamalarda
kullanilmaktadir. En ¢ok kullanim alam1 UV CD spektroskopisinin proteinlerin
ikincil yapisinin tayininde oldugu goriilmektedir. UV/Vis CD spektroskopisi
molekiillerdeki yiik transfer gecislerinde, Vis CD spektroskopisi metal
atomlarindaki d-d gecisleriyle geometrik ve elektronik yapinin incelenmesinde,
titresimli CD spektroskopisi ise, kiig¢iik organik molekiillerin, proteinlerin ve
DNA’larin yapisal analizlerini ortaya koymak amacl kullanilmaktadir [122-124].

CD spektroskopisinin genel olarak biyomolekiillere uygulanmasinin sebebi,
biyomolekiillerdeki saga ve sola ¢evirici bilesenlerinden yani kiralitelerinden ileri
gelir. Proteinlerin a-heliks yapisi ve niikleik asitlerin cift heliks yapilar1 CD
spektrum sinyalleri vermektedir. Uzak UV bolgesinde, proteinlerin ikincil
yapilarina iligkin yapidaki, a-heliks konformasyonu, beta katlanmalar1 veya beta
tabakalar1 ya da diger rastgele katlanmalar hakkinda bilgi alinabilir [125]. Bunun
yaninda proteinlerdeki  konformasyonel degisikliklerin  ifadesinde CD
spektroskopisi biiyiik onem tasir. Ornegin, sicaklikla ya da denatiire edici ajanlar
varliginda ya da bu ajanlarin derisimleriyle proteinin ikincil yapisinin nasil
degistigini incelemek icin siklikla kullanilir. Yakin UV CD spektroskopisi (>250

nm) bolgesinde proteinlerin {i¢iinciil yapilar1 hakkinda bilgi sahibi olunabilir. 250-
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300 nm bdlgesinde alinan sinyallerde, dipol oryantasyonu ve yapidaki fenilalanin,
tirozin, sistein veya disiilfit baglar1 ve triptofan aminoasitlerinin yapida olup
olmadig bilgisi alinabilir. Ayrica yakin UV CD spektroskopisiyle hemoglobin
veya sitokrom C’deki hem grubu gibi prostetik gruplarin da varhig tespit
edilebilir.

Yapilan tez calismasinda ticari enzimlerin, nano enzim formatinda
sentezlendikten sonra yapilarindaki degisim CD spektroskopisiyle incelenmistir.

Calismada, giiniimiizde CO, emisyonunun artmasiyla, olusabilecek etkileri
en aza indirgemek ya da bertaraf etmek amaciyla CO;’yi tutucu ve diger yararl
maddelere doniistiirlicii enzim sistemleri tasarlanmis ancak igerik olarak enzim
sistemlerine farkli bir perspektiften yaklasarak, tekrar tekrar kullanilabilir, kolay
uygulanabilir ve etkili nano enzimler gelistirilmistir. Gelistirilen nano enzimlerin
etkinliklerine gore, CO, farkli formlara doniistiiriilmiis ve bu doniisiimlerin

mekanizmalarina etki eden parametreler incelenmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Sunulan calisma kapsaminda yapilan ¢alismalart asagidaki bashiklar altinda
toplamak miimkiindiir:
1. Nano CA sentezi, karakterizasyonu ve nano enzim aktivitesinin ticari CA
enzimiyle karsilastirmali olarak belirlenmesi,
2. Nano CA enziminin CO;’nin bikarbonata doniisiim reaksiyonlarinda
aktivitesinin belirlenmesi,
3. Nano FateDH, FaldDH ve ADH c¢oklu enzim sistemi sentezi ve
karakterizasyonu,
4. Nano FateDH, FaldDH ve ADH c¢oklu enzim sisteminin kriyojel kolona capraz
baglanmasi ve CO,’ nin metanole doniisiimiinde incelenmesi,
5. Nano RuBisCo enzimi sentezi ve karakterizasyonu
6. Nano RuBisCo enziminin CO;’nin doniisiim reaksiyonlarinda aktivitesinin
ticari RuBisCo enzimiyle karsilastirmali olarak incelenmesi,
7. RuBisCo enziminin 1spanak yapraklarindan afinite kromatografisi teknigiyle
FPLC ile saflastirilmasi ve karakterizasyonu,
8. Ispanaktan saflagtirilan RuBisCo enziminin nano formatta sentezlenmesi ve
ticari RuBisCo enziminden sentezlenen nano RuBisCo enzimiyle karsilagtirmali

olarak, CO;’nin doniisiim reaksiyonlarinda aktivitesinin incelenmesi.

2.1.1. Kullamlan Kimyasallar

Nanoenzimlerin sentezi icin; karbonik anhidraz (CA, sigir mukozasindan
izole edilmis), format dehidrogenaz (FateDH, Candida biodinii’den izole
edilmis),  formaldehit dehidrogenaz (FaldDH, Pseudomonas sp’den izole
edilmis), alkol dehidrogenaz (ADH, ekmek mayasindan izole edilmis), Ribulaz-

1,5-bifosfat karboksilaz/oksigenaz enzimi (RuBisCo, 1spanak yapraklarindan izole
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edilmis) enzimleri ve Nikotinamid adenin diniikleotit =~ (NADH), Sigma
firmasindan temin edilmistir.

Tampon cozeltiler i¢in; tartarik asit (pH : 3), asetik asit (pH : 4-5),
potasyum fosfat mono bazik ve potasyum fosfat di bazik (pH : 6-7-8), glisin (pH :
9-10), saf su, NaOH ve HCI kullanilmistir. Kullanilan bu kimyasallar Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA) firmasindan tedarik edilmistir.

Substratlarin hazirlanmasi i¢in, Ribulaz 1,5-bifosfat ve 4-nitrofenil asetat
Sigma’dan temin edilmistir.

Jel elektroforez ve kriyojel kolon sentezleme islemlerinde kullanilan
Sodyum dodesilsiilfat (SDS) Alfa Aesar’dan, N,N’ Metilenbisakrilamit (MBAm)
Sigma Aldrich’den, 2-Hidroksi etilmetakrilat (HEMA) Acros’dan, Amonyum
persiilfat (APS) ve N,N,N’,N’-Tetraetilmetilendiamin (TEMED) Sigma’dan,
Coomassie Blue Appli Chem’den, Akrilamid Merck’den temin edilmistir.

Enzim orneklerinin protein iceriginin belirlenmesinde kullanilan Bradford
Reaktifi Amresco’dan, sigir serum albumin (BSA) Sigma’ dan alinmustir.

RuBisCo enziminin ekstraksiyonu islemlerinde etilen diamin tetra asetik
asit (EDTA), MgCl, sorbitol, sodyumpirosiilfat ve askorbik asit Anadolu
Universitesi Kimya Boliimii kimyasal deposundan ve ditiyoeritrol (DTT) Sigma
firmasindan temin edilmistir.

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) islemlerinde, yiiriitme c¢ozeltisinin
bilesenleri olan n-propanol, derisik NH3 ve HCI ve seker goriintiileme ajani olarak
kullanilan (NH4)sM070,4.4H,0O yine Anadolu Universitesi Kimya Boliimii
kimyasal deposundan temin edilmistir. ITK islemlerinde, TLC Silica Gel 60 Fjs4
marka plakalar kullanilmistir.

Deneyler sirasinda kullanilan saf su, Thermo Scientific firmasindan alinan
saf su cihazindan elde edilmis olup iletkenligi 18 megaohmem™ dir.

Ayrica cam malzemeler (beher, balon joje vb.), 96 kuyulu polistiren mikro

plaka, mikro pipet ve pipet uglar1 gibi malzemeler ¢alismalarda kullanilmastir.
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2.1.2. Kullamilan Cihazlar

Nano-enzim sentezinde ve ¢ozeltilerin karistirilmasi islemlerinde JEIO
TECH MS-52M manyetik karistirici, nano partikiilleri bulunduklar1 ortamdan
ayirmak icin MPW-251 santrifiij, pH Ol¢timleri i¢cin Hanna Instruments HI 2211
pH metre, kinetik ol¢iimleri i¢in BioTek Synergy HI1 mikro plaka okuyucu ve
GENS v2.00 yazilimi, kinetik Olctimlerde 45 °C’nin iizerindeki sicakliklarda
Shimadzu UV-2450 UV-VIS spektrofotometre ve Shimadzu TCC-240A sicaklik
kontrollii hiicre tutucu kullanilmistir.

Enzim saflastirma islemi AKTA P-920 UPC-900 model FPLC (Hizh
Protein Sivi Kromatografisi) cihazi ile yapilmis, enzimin protein igerigi ve
aktivitesi BioTek Synergy H1 ELISA Reader ile yapilan UV absorbans olc¢iimleri
ile tayin edilmistir. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi (SDS
PAGE) analizi ise Thermo Scientific elektroforez sistemi ile gerceklestirilmistir.

Kriyojellerin yiizey morfolojisinin incelenmesinde Zeiss Ultra Plus SEM
(Taramali  Elektron Mikroskobu) ve yiizey alaninin belirlenmesinde
Quantachrome Nova 2200E model spesifik yiizey alan1 6l¢iim (BET) cihazi
kullanilmistir.

CO;’nin metanole doniisiimii ve elde edilen metanol miktar1 Agilent marka
Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi (HPLC) ile tayin edilmistir.

Coziicli uzaklastirmada liyofilizasyon isleminde LABCONCO marka
Freezone 2.5 model liyafilizator kullanilmistir.

Nano-enzim yapimin karakterizasyonu, Malvern Instruments Nano ZS
zetasizer, FEI Company-TecnaiTM G2 Spirit/Biotwin Gecirgenlik Elektron
Mikroskobu (TEM) ve Varian Cary Eclipse Floresans Spektrofotometresiyle
yapilmigtir. Ayrica kullanilan ticari enzimlerin ve sentezlenen nano enzimlerin

yapist Chirascan Dairesel Dikroizm (CD) spektrofotometresiyle aydimlatilmigtir.
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2.2. Metot

2.2.1. Fotoduyarh Capraz Baglayic1 Sentezi ve Karakterizasyonu
2.2.1.1. N-metakriloil amino-(L)-tirozin (MATyr) sentezi

3-(4-hidroksifenil)-2-[(2-metakriloil) amino] propanoik asit (metakriloil
amino tirozin, (MATyr)) sentezinde (Sekil 2.1), 0.5 g L-tirozin metilester ve 0.2 g
hidrokinon, 100 mL CH,Cl,’de ¢oziilmiistiir. Cozelti 0 °C’a sogutulmus ve 12.7 g
trietilamin c¢ozeltiye ilave edilmistir. Daha sonra ¢ozelti lizerine 5 mL metakriloil
kloriir yavasca eklenmistir ve ¢ozelti azot atmosferi altinda manyetik karistirici ile
oda sicakliginda 2 saat karistirilmistir. Kimyasal reaksiyon sonunda, hidrokinon
ve reaksiyona girmeyen metakriloilin fazlast % 10’luk NaOH cozeltisi ile
ekstrakte edilmistir. Daha sonra su fazi doner buharlastirict kullanilarak
uzaklagtirllmis ve kalan kisim, (MATyr), eter-siklohekzan karisimi ile
kristallendirilerek saflastirtlmistir [21].

Elde edilen monomerin karakterizasyonu 'H NMR ile yapilmistir
HO  NH, W/L

(L)-Tirozin Metakriloil kloriir N-metakriloil(L)-tirozin

Sekil 2.1. N-metakriloil amino-(L)-tirozin sentezi

2.2.1.2. Bis(2-2’-bipiridil) (MATyr), Rutenyum (II) Sentezi ve

Karakterizasyonu

Isiga duyarli rutenyum merkezli bis(2-2’-bipiridil)(MATyr), Rutenyum(II)

aminoasit-monomerin kimyasal sentezinde (Sekil 2.2), 1 g diklorobis(2-2’-
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bipiridil) rutenyum(II) (RuCly(bipyr),) saf su icinde ¢oziilmiis ve ¢ozelti 0 °C’a
sogutulmustur. Daha sonra trietilamin ve 1 g MATyr sulu ¢ozeltisi damla damla
RuCl,(bipyr), c¢ozeltisine eklenmistir ve oda sicakhiginda 30 dakika
karistirilmistir. Karisim 80 °C’ da 24 saat reflaks edilmistir. Olusan kahverengi
kompleks siiziilmiis, eter ile yitkanmig ve vakum altinda kurutulmustur [21].

Elde edilen monomerin karakterizasyonu, elementel analiz ve '"H NMR ile

yapilmustir.
Cl
\ 2\ 0 J
/N AN OH NEt hY 1 N
=] RO + OH — — R
\ J \ NH Reflux /,Iu\
/ N c N . o / N\ i \N/ \
6 —

/L”/H

OH

Sekil 2.2. Bis(2-2’-bipiridil)(MATyr)2-Rutenyum (II) bilesiginin sentezi

2.2.1.3. Bis(2-2’-bipiridil) (MATyr)(NADH) Rutenyum (II)

Monomerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Bis(2-2’-bipiridil)(MATyr)(NADH) Ru (II) monomerin sentezi (Sekil 2.3)
icin esit oranlarda RuCI(MATyr)(bipy), ve NADH sulu ¢ozeltisi 24 saat 80 °C
sicaklikta reflaks edilmistir. Reaksiyon sonunda, ¢oziiciisii uzaklastirilarak dietil

eter ile yikanmis ve oda sicakliginda vakum altinda kurutulmustur.
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Elde edilen monomerin karakterizasyonu, elementel analiz ve "H NMR ile

yapilmustir.
OH OH
H H
o
N 9 N
—y el NADH(aq) _N‘\ \ ,/N —
//R + > ’Rlu\
\Pad 800C I/’ PN
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Sekil 2.3. Bis(2-2’-bipiridil)(MATyr)(NADH)Ru (II) monomerinin sentezi

2.2.2. Nano CA Enzimi

2.2.2.1. Nano CA Sentezi ve Karakterizasyonu

Nano CA enzimi (Sekil 2.4), mikroemiilsiyon polimerizasyon teknigiyle
ANADOLUCA metoduna gore sentezlenmistir. Mikro emiilsiyon polimerizasyon
ortami1 0.5 g polivinil alkoliin 45 mL deiyonize suda dispers edilmesiyle
hazirlanmistir. Rutenyumlu metal-gelat aminoasit monomer, (MATyr),Ru(bipyr)s,
CA enzimiyle etkilestirilmis ve ardindan dispersiyon ortamina eklenmistir.
Polimerizasyonu baslatic1 olarak APS’in reaksiyon ortamina eklenmesiyle, azot
ortaminda, giin 1sinda ve oda sicakliginda mikroemiilsiyon polimerizasyonu
islemi gerceklestirilmistir. 48 saat siiren reaksiyonun ardindan ortamda olusan
nano CA enzimleri 10000 rpm devirde 10 dakika santrifiijlenerek reaksiyon

ortamindan uzaklastirilmis ve 3 defa deiyonize su ile yikanmistir.
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MATyr-Ru(bipyr)2-MATyr

Karbonik anhidraz
enziminin i boyutlu
yapisi

Karbonik anhidraz
enzimindeki ginko
kofaktaril

Sekil 2.4. Nano CA enzim yapisinin sematik olarak gosterimi

Sentezlenen nano CA enzimlerinin karakterizasyonu gecirgenlik elektron
mikroskop goriintiisiiniin alinmasi, zeta boyut analiz ve floresans spektrumuyla
yapilmustir. Bunun icin 2000 mgmL™ derisimindeki nano CA, 1:3 oraninda
deiyonize suyla seyreltilerek ornekler hazirlanmistir. Calismada ayrica ticari CA
ve nano CA enzimleri CD spektroskopisi ile karakterize edilmistir. Bu teknikle;
CA enziminin nano enzim formatina getirildikten sonra sekonder yapisinda
degisim olup olmadig: belirlenmistir.

Nano CA ve ticari CA enzimleri SDS-PAGE elektroforezinde yiiriitiilerek
nano CA enziminin molekiil agirligr ve saflig: test edilmigtir.

Nano CA enzimi igerigindeki protein tayini i¢in Bradford metodu
kullanilmistir [126]. Bu amagla, 5.00; 10.0; 25.0 ve 50.0 ppm’ lik standart serum
albiimin protein ¢ozeltileri hazirlanarak igerisine 1:3 oraninda Bradford reaktifi
eklenmis ve 595 nm’de absorbans degerleri okunmustur. Her bir protein
derisimine karsilik gelen absorbans degeriyle kalibrasyon grafigi ¢izilmis ve nano

CA’nin absorbans degerinden igerigindeki protein miktar1 saptanmistir.

2.2.2.2. Nano CA Enziminin Aktivite Tayini

Sentezlenen nano CA aktivitesi, esteraz aktivitesi belirleme yontemi
kullanilarak belirlenmistir [127]. Bu yonteme gore, CA enzimi varhiginda 4-

nitrofenil asetatin, 4-nitrofenilata doniisiimii 348 nm’de UV absorbansindaki
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degisime gore belirlenmektedir. 4-nitrofenilasetatin nitrofenilata hidrolizinde
gozlenen maksimum dalga boyu 348 nmdir. Bu nedenle, enzimatik reaksiyonun
takibinde 348 nm deki UV absorbsiyonu kullanilmistir. Enzimatik reaksiyonlarda
ayni kosullarda nano CA ve ticari CA enzimleri kullanilarak enzim aktiviteleri
karsilastirilmali olarak incelenmistir. Enzimatik reaksiyonlarda 1.4 mL 0.05 M
Tris-SO4 pH 7.4 tamponu, 1 mL 3 mM 4-nitrofenilasetat, 0.5 mL su ve 0.1 mL
CA enzimi olacak sekilde toplamda 3 mL’lik karisim hazirlanmig ve enzim
aktiviteleri mikroplaka okuyucu cihaz1 kullanilarak belirlenmistir. Her bir
enzimatik reaksiyonda kullanilan nano CA ve CA enzim derigsimleri esit olacak
sekilde ayarlanmistir.

Enzim aktivitesini belirlemede kullanilan toplam hacim mikroplakanin her
bir kuyusu i¢in 100 puL olarak caligilmistir.

CA ve nano CA enziminin aktivitesinin hesaplanmasinda tiiretilen esitlik

2.1°de verilen denklem kullanilmistir.

b
Ad 1d l 1L
U= XV x —E2= .
trEggg <l 1 mel 10% i

2.1)

Bu denklemde U (umoldak™) unit aktiviteyi, AA mutlak absorsiyonu, &
M'em™) CA enzimi molar absorpsiyon katsayisini, V (uL) cozeltinin toplam
hacmini ifade etmektedir.

Sentezlenen nano CA aktivitesi, hidrataz aktivitesi belirleme yontemine gore
de belirlenmistir. CA enzimi varlifinda pH degisimin 8.3’ten 6.3’e diismesiyle

Olciilen bir aktivite metodudur.

0 4+ HO H.COy HCO; + H

reaksiyonunda goriildiigii gibi, H,CO; olusumu kantitatif olarak monometrik
yollarla tespit edilebilir. Fakat manometrik metodun, reaksiyon pH’1inin degisken
olmasi, CO, molekiiliiniin suda smnirlt ¢oziinmesi ve uzun zaman almasi gibi
dezavantajlar1 vardir. 2. reaksiyondan yararlanilarak, belirli bir pH diismesi veya

yiilkselmesi i¢in gecen siire potansiyometrik yolla veya indikatorle de
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belirlenebilir. Hidrataz aktivitesi belirleme yontemine gore pH degerinin 8.3’ten
6.3’e diislisii icin gecen siire Olgiilmekte ve enzimin birimi, enzimsiz CO,
hidrasyon siiresi (to) ile enzimli reaksiyon siireleri (tc) arasindaki farkin tc’ye

boliinmesiyle elde edilmektedir. Buna gore;
Enzim Aktivitesi = (to - tc )/(tc xenzim ¢ozeltisi hacmi) 2.2)
formiiliinden hesaplanir [44].

Enzimatik reaksiyonlarda 3 mL, pH 8.3 trizma tamponu, 2 mL substrat
(CO; ile doyurulmus su) ve 0.05 mL enzim c¢ozeltisinden olusan karisim

hazirlanmis ve enzim aktiviteleri pH metre kullanilarak belirlenmistir.

2.2.2.3. Nano CA Enzim Aktivitesine Etki Eden pH, Substrat

Baslangic Derisimi ve Sicakhk Parametrelerinin incelenmesi

Enzim aktivitesine etki eden her bir parametrenin belirlenmesinde nano
CA ve ticari CA enzim derisimleri esit olacak sekilde alimmustir. Enzim
aktivitesine pH’nin etkisini incelemek icin pH 6 ve pH 10 arasinda farkli
tamponlar hazirlanmis ve esteraz aktivitesi belirleme yontemiyle enzim
aktiviteleri farkli pH’larda incelenmistir.

Substrat baslangi¢ derisiminin enzim aktivitesine etkisini incelemek i¢in
farkli derisimlerde (1.00; 1.33; 2.00; 2.67; 3.33 mM) 4-nitrofenilasetat
hazirlanmistir. pH 8.0’de oda sicakliginda her bir substrat derisimi i¢in hem nano
CA hem de ticari CA enziminin aktivitesi belirlenmistir. Elde edilen verilerle
Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek enzimatik reaksiyon i¢in Michaelis-Menten
sabiti (K;,) ve maksimum reaksiyon hiz1 (V,x) degerleri belirlenmistir.

Sicakligin enzim aktivitesine etkisini incelemek i¢in, pH 8.0’de ve 0.5 mM
4-nitrofenilasetat substrat1 varliginda farkli sicakliklarda (5-80°C) enzim aktivitesi
hem nano CA hem de ticari CA i¢in karsilastirmali olarak UV absorbanslarinin

348 nm de Ol¢iilmesiyle belirlenmistir.
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2.2.2.4. Nano CA Enzimlerinin Tekrar Kullamlabilirliginin

Incelenmesi

Nano CA enzimlerinin kararliliginin ve tekrar kullanilabilirliginin
incelenmesi i¢in enzimatik reaksiyon sonucu nano CA enzimi 10000 rpm devirde
10 dakika santrifiijlenerek enzimatik ortamdan alinmis ve 1 M NaOH ile
sterilizasyonun saglanmasi amaciyla yikanmistir. Her bir dongiide aym islem
tekrarlanmistir. pH 8.0 ve 35 °C’de, toplamda 10 dongiide ayni nano CA enzimi

kullanilarak enzimatik reaksiyon incelenmistir.

2.2.3. Nano CA Enzimiyle CO;’ nin Bikarbonata Doniisiimiiniin

incelenmesi

CO;’ nin bikarbonata doniisiim reaksiyonlarinda ticari CA enzimi ve nano
CA enzimi derisimleri Bradford yontemine gore belirlenerek, her ikisinde de ayni
derisimde enzim icerecek sekilde ayarlanmistir. Yontemde, CO; ile doygun saf su
hazirlanmis ve nano CA ve ticari CA enzimleriyle ayr1 ayri etkilestirilmistir.
Reaksiyon ortaminda olusan bikarbonat miktari, ayarli HCI ile titre edilerek

titrimetrik yontemle tayin edilmistir.

2.2.3.1. Doniisiim Reaksiyonuna Etkisi

Nano CA enzim derisiminin CO,’ nin bikarbonata doniisiim reaksiyonunda
etkisini incelemek icin, nano CA derisimi Bradford yontemiyle tayin edilerek
farkli derisimlerde (1-4 ppm araliginda) hazirlanarak reaksiyon ortamina
eklenmistir. 10 mL deiyonize su 8 mLdk” akis hizindaki CO, ile 5 dakika
boyunca doyurulduktan sonra her bir derisimde 100 uL nano CA enzimi
kullamilmistir. Reaksiyon oda kosullarinda gerceklestirilerek, reaksiyon
sonrasinda ortamda olusan bikarbonat miktar1 titrimetrik yontemle tayin

edilmistir. Ayni islemler 1-4 mgmL™" ticari CA enzimi kullanilarak da yapilmustir.
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2.2.3.2. pH’1in CO’nin Bikarbonata Doniisiim Reaksiyonuna Etkisi

Nano CA enzimi Kkatalizorliigiinde, CO,’nin bikarbonata doniisiim
reaksiyonuna pH etkisini incelemek amaciyla, pH 3-10 arasinda tampon ¢6zeltiler
hazirlanarak, doniisiim bu tampon ¢ozeltilerde incelenmistir. 10 mL deiyonize su
8mLdak™ akis hizindaki CO, ile 5 dakika boyunca doyurulduktan sonra 100 uL
3mgmL"' nano CA enzimi kullanilmistir. Reaksiyon ortaminda olusan bikarbonat
miktar1 titrimetrik yontemle belirlenmistir. Aym islemler 3 mgmL™" ticari CA

enzimi ile de yapilmistir.

2.2.3.3. CO;, Akis Hizinin, CO,’nin Bikarbonata Doéniisiim

Reaksiyonuna Etkisi

Nano CA enzimi kullanilarak, CO;’nin bikarbonata doniisiim reaksiyonuna
COy’nin akis hizinin etkisini incelemek amaciyla, 4; 8; 12; 16 Ldak™ CO,, pH 8
tamponunda 3 mgmL™' nano CA igeren reaksiyon ortamindan gegirilerek ortamda
olusan bikarbonat miktar: titrimetrik yontemle incelenmistir. Ayni islemler 3

mgmL" derisiminde ticari CA enzimi kullanilarak da yapilmustir.

2.2.3.4. Nano CA Enziminin CO;’ nin Bikarbonata Doniisiim

Reaksiyonunda Tekrar Kullanilabilirligi

Nano CA enziminin CO;’ nin bikarbonata doniisiim reaksiyonunda tekrar
kullanilabilirliginin incelenmesi deneylerinde, 10 mL saf su 8 mLdak™ akis
hizindaki CO, ile doygun hale getirilmis ve pH 8 tamponunda 100 uL 3 mgmL"
nano CA bulunan reaksiyon ortamina eklenmistir. Reaksiyon sonrasinda,
ortamdaki nano CA enzimleri 10000 rpm devirde 10 dakika boyunca
santrifiijlenerek ayrilmis ve deiyonize su ile yikanarak bir sonraki dongii i¢in hazir
hale getirilmistir. Reaksiyon sonrasi olusan bikarbonat miktar1 titrimetrik
yontemle tayin edilmistir. Ardindan ayni islemler, aym1 nano CA enzimlerini

kullanarak 14 dongii i¢in tekrar edilmistir.
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2.2.4. Multi Nano Enzim Sistemi

CO;’nin metanole doniisiimii reaksiyonu i¢in literatiirde yer alan multi
oksidorediiktaz enzimleriyle (FateDH, FaldDH ve ADH) metanole doniisiime
farkli bir bakis agis1 getirilerek, bu enzimler nano formatta ii¢lii enzim olarak
sentezlenmistir.

Reaksiyonlardaki akis sirasina tekrar deginilecek olursa, oncelikli olarak,
CO,, FateDH katalizorliigiinde formata, ardindan, format, FaldDH
katalizorliigiinde formaldehite indirgenir ve son olarak da ADH katalizorliigiinde
metanole doniistiiriiliir. Bu doniisiim Sekil 2.5’te gosterilmistir. Bu reaksiyonlarda
NADH herbir dehidrogenaz katalizli reaksiyon icin terminal elektron dondrii

olarak gorev yapmaktadir.

NADH NAD" NADH NAD" MADH NAD"
Co, ‘I%EI_HAP HCOOH %HAPHCHD%HAP CH;0H

Sekil 2.5. CO,’ nin metanole doniisiim reaksiyonu

Bu bakis acisindan hareketle, FateDH, FaldDH ve ADH enzimleri ayni
nano yapiin igerisinde ANADOLUCA metoduna gore sentezlenirken, capraz
baglayici olarak yine ANADOLUCA metoduna gore ayrica sentezlenmis bis(2-2’-
bipiridil)(MATyr)(NADH)-Ru (II) kullanimiyla yeni olusturulan nano multi
enzim sistemine reaksiyonda gorev yapacak elektron dondrii NADH da entegre
edilmistir.

Sentezlenen nano multi enzim sistemi HEMA tabanli kriyojel kolona
capraz baglanarak, kolondan CO, ile doyurulmus saf suyun gegirilmesiyle elde

edilen metanol HPLC ile tayin edilmistir.
Sekil 2.6’da CO;’nin nano multi enzim sistemi capraz baglanmis kriyojel

kolondan gecirilerek Sekil 2.5’te gosterilen reaksiyon akisina gore metanole

doniisiimii i¢cin kurgulanan diizenek gosterilmistir.
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coztipu  pomer™

NADH NAD' NADH NAD' NADH NAD'
co,é%» HoOOH-+ 5 >HeH0—35 > CHOH

Sekil 2.6. CO,’” den nano multi enzim sistemiyle metanol eldesi sisteminin sematik gosterimi

2.2.4.1. Nano [FateDH, FaldDH, ADH] Enzim Sisteminin Sentezi ve

Karakterizasyonu

Nano [FateDH, FaldDH, ADH] multi enzim sistemi ANADOLUCA
metoduna gore mikroemdiilsiyon polimerizasyonu teknigi ile sentezlenmistir. Bu
teknige gore mikroemiilsiyon ortami, 0.5 g polivinil alkoliin 45 mL deiyonize
suda dispers edilmesiyle olusturulmustur. Bir bagka yerde, 1 mL 200 mgmL‘1
FateDH, 1 mL 2000 mgmL'1 ve 1 mL 2000 mgmL'1 ADH enzimleri 3 mL bis(2-
2’-bipiridil)(MATyr)(NADH)-Ru (II) ile 3 saat boyunca buz banyosunda
karigtirilarak, enzim yapisinda ¢apraz baglanmalarin olusmasi saglanmistir. Elde
edilen enzim kompleksi 25 mL’lik mikroemiilsiyon ortamina eklenmis ve
ardindan reaksiyon baslaticis1 olarak 0.02 g APS’ nin 45 mL deiyonize suda
coziilmesiyle elde edilen ¢ozeltiden 25 mL reaksiyon ortamina eklenmistir. Elde
edilen polimerizasyon reaksiyon karisimi 48 saat, azot atmosferinde, oda
sicakliginda ve giin 15181nda karistirllmistir. Bu siire sonunda elde edilen NADH-
Ru igeren nano multi enzimler reaksiyon ortamindan 10000 rpm devirde 10

dakika santrifiijlenerek ayrilmis ve 3 defa deiyonize su ile yikanmistir.
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Nano multi enzim sisteminin karakterizasyonu, TEM goriintiilerinin
alinmasi, floresans spektrumu, zeta boyut dlciimii ile yapilmistir. Bunun yaninda
her bir enzimin ve nano multi enzim sisteminin CD spektrumlar1 alinarak nano

formata geldikten sonra enzimlerin ikincil yapilarindaki degisiklik incelenmistir.

2.2.5. Kriyojel Kolon Sentezleri ve Karakterizasyonlari

CO2’nin metanole enzimatik doniisiimiiniin incelenmesinde sistemde,
nano multienzim sistemi ve fotoduyarli enzim sistemi kriyojel kolonlara capraz

baglanarak bu kriyojel kolonlar destek materyali olarak kullanilmstir.

2.2.5.1. HEMA Kriyojeli Sentezi ve Karakterizasyonu

HEMA tabanli kriyojeller kriyopolimerizasyon teknigiyle hazirlanmistir.
Bunun icin, HEMA monomer olarak, 2-2’-Metilenbisakrilamit (MBAAm) capraz
baglayici, TEMED ve APS polimerizasyonu sogukta baslatict ajanlar olarak
kullanilmistir.  Kriyojel sentezi i¢in, 0.3 ¢ MBAAm ve 1.6 mL HEMA 10 mL
deiyonize suya eklenmis 2 saat karistirilarak monomer-capraz baglayici ¢ifti elde
edilmistir. Bu karisim 20 dakika boyunca buz banyosunda sogutularak 25 mg APS
ve 20 uLL. TEMED reaksiyon ortamina ekleneren 2 dakika daha karistirilmistir.
Elde edilen kriyojel ¢ozeltisi 10 mL’ lik plastik enjektore konularak -12 °C* de 18
saat boyunca dondurulmustur. Bu siirenin sonunda, enjektdr oda sicakligina
birakilarak erime islemine tabi tutulmustur. Bu siire igerisinde, kriyojel
gozenekleri arasinda kalan buz kristalleri eriyerek biiyiik gozeneklerin olusumunu
saglamistir. Elde edilen kriyojel deiyonize su ile yikanarak, reaksiyona girmemis
reaktiflerle, safsizliklar yapidan uzaklastirilmistir. Kriyojel kullanilincaya kadar
% 0.02 NaNj3 ¢ozeltisi icerisinde saklanmugtir.

Elde edilen kriyojelin karakterizasyonu, SEM goriintiisiiniin alinmasi,

sisme testi, sikistirma testi ve BET analiziyle yapilmistir.
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2.2.5.2. Bis(2-2’-bipiridil)(MATyr)(NADH)-Ru(Il) / [FateDH,
FaldDH, ADH] Enzimleri Kompleksi Capraz Bagh

Fotoduyarh Kriyojel Kolon Sentezi ve Karakterizasyonu

Bis(2-2’-bipiridil)(MATyr)(NADH)-Ru (II) / [FateDH, FaldDH, ADH]
enzimleri kompleksi ¢apraz baglh fotoduyarl kriyojel kolon yine HEMA tabanli
kriyojel kolon olarak sentezlenmistir. Kisim 2.2.5.1.°deki ayni oranlarda
monomer, ¢capraz baglayici ve reaksiyon baslaticilar kullanilmistir.

Bis(2-2’-bipiridil)(MATyr)(NADH)-Ru (II) /[FateDH, FaldDH, ADH]
enzimleri kompleksi sentezi i¢in, 1 mL 200 mgmL"' FateDH, 1 mL 200 mgmL"
FaldDH ve 1 mL 200 mgmL'1 ADH enzimleri 5 mL Bis(2-2’-
bipiridil)(MATyr)(NADH)-Ru (II) monomeriyle 5 saat siireyle buz banyosunda
etkilestirilmistir. Bu siire sonunda elde edilen kompleks, HEMA ve MBAAm
cozeltisi icerisine eklenerek bir siire daha karistirilmistir. Cozelti sogutularak,
APS ve TEMED eklenmis ve kriyojel kolon -12 °C’ de 18 saat boyunca
dondurulmustur. Bu siire sonunda, elde edilen kriyojel kolon oda sicakliginda
erime igslemine birakilmis ve ardindan deiyonize su ile yikanmistir. Sentezlenen
bu kriyojel diger deneysel kisimlarda “foto duyarl: kriyojel kolon sistemi” olarak
ifade edilecektir.

Foto duyarli kriyojel kolon sisteminin karakterizasyonu, SEM

goriintiilerinin alinmasi, sisme testi, sikistirma testi ve BET analiziyle yapilmistir.

2.2.5.3. Nano Multi Enzim (FateDH, FaldDH, ADH) iceren Kriyojel

Kolon Sentezi ve Karakterizasyonu

Nano Multi Enzim (FateDH, FaldDH, ADH) igeren kriyojel kolon
sentezinde, Kisim 2.2.4.1’de sentezi aciklanmis olan nano yapili multi enzim
sistemi kullanilarak, kriyojel kolon sentez islemi sirasinda gozeneklere
tutturulmustur. Bu amagla, kullanilan monomer, c¢apraz baglayici ve reaksiyon
baglaticilarin oranlart Kisim 2.2.5.1.’de verilen oranlarla ayn1 alinmistir. HEMA
ve MBAAm karisimi icerisine 3 mL 200 mgmL™ nano multi enzim eklenerek 5

saat siireyle oda sicakliginda karistirilmistir. Ardindan, bu karisim igerisine APS
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ve TEMED eklenerek elde edilen kriyojel ¢ozeltisi kolon igerisinde -12°C’de 18
saat boyunca dondurulmustur. Bu siire sonunda, kriyojel kolon oda sicakliginda
erime islemine birakilmis ve ardindan deiyonize su ile yikanmistir. Sentezlenen
bu kriyojel diger deneysel kisimlarda “nano multi enzim iceren kriyojel kolon
sistemi” olarak ifade edilecektir.

Nano multi enzim iceren kriyojel kolonun karakterizasyonu, SEM

goriintiilerinin alinmasi, sisme testi, sikistirma testi ve BET analiziyle yapilmistir.

2.2.5.4. Multi Enzim iceren (FateDH, FaldDH, ADH) Kriyojel Kolon

Sentezi ve Karakterizasyonu

Kriyojel kolonun sentezinde diger sistemlerden farkli olarak, kolonda
herhangi bir rutenyum tabanli monomer kullanilmadan, FateDH, FaldDH, ADH
olmak iizere {i¢ enzim karyopolimerizasyon islemiyle HEMA kriyojel
gozeneklerine tutturulmustur. Bu islem i¢in, kullanilan monomer, capraz baglayici
ve reaksiyon baslaticilarin oranlart Kisim 2.2.5.1.°de verilen oranlarla ayni
alinmistir. FateDH, FaldDH ve ADH enzimlerinden her birinden 1’ er mL 2000
mgmL'1 derisimde alinarak bir beher icerisinde karistirllmis ve HEMA ve
MBAAm karisimi igerisine bu karisim eklenmistir. Reaksiyon karigimi, 5 saat
siireyle oda sicakliginda karistirilmistir. Ardindan, bu karisim igerisine APS ve
TEMED eklenerek elde edilen kriyojel ¢ozeltisi kolon igerisinde -12°C” de 18 saat
boyunca dondurulmustur. Bu siire sonunda, kriyojel kolon oda sicakliginda erime
islemine birakilmig ve ardindan deiyonize su ile yikanmistir.

Elde edilen bu kriyojel sistemi, NADH i¢cermediginden, CO, nin metanole
doniisiimii sirasinda NADH kriyojel kolona disaridan verilip kriyojel kolon her bir
doniisiim sonrasinda rejenere edilmistir. Sentezlenen bu kriyojel diger deneysel
kisimlarda “multi enzim iceren kriyojel kolon sistemi” olarak ifade edilecektir.

Multi enzim iceren kriyojel kolonun karakterizasyonu, SEM goriintiilerinin

alinmasi, sisme testi, sikistirma testi ve BET analiziyle yapilmistir.
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2.2.6. Kriyojel Kolonlarla CO,’ nin Metanole Doniisiimii

CO;’nin metanole doniisiimiinde, Kistm 2.2.5.2., 2.2.5.3. ve 2.2.54. te
anlatilan ii¢ farkli kriyojel kolondan CO; ile doyurulmus su gecirilerek kolondaki
enzimlerin katalizorliigiinde metanol olusumu karsilagtirmali olarak incelenmistir.
Kolondan alinan c¢ozeltideki metanol miktar1 HPLC ile 200 nm’de c¢oziicii
absorbansinin geldigi bolgede tayin edilmistir. HPLC analizlerinde sabit faz
olarak C18 kolon ve hareketli faz olarak fosfat tamponu (pH 7.4) kullanilmistir.
Metanol pikleri 3. dakikada gelmistir. Kriyojel kolonlardan alinan metanoliin
miktarini tayin edebilmek i¢in Oncelikli olarak farkli derisimlerde metanol kolona
enjekte edilerek pik yiiksekliklerinin derisime karsi grafige gecirilmesiyle
kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Ardindan, kriyojel kolonlardan alinan
metanol iceren sulu cozelti HPLC ye verilerek, elde edilen pikin yiiksekliginden

herbir calisma sonunda elde edilen metanoliin derisimi tayin edilmistir.

2.2.6.1. Kriyojel Kolonlarla CO,’ nin Metanole Doniisiimiine pH
Etkisi

CO;,’ nin metanole doniisiim reaksiyonlarinda pH etkisini incelemek ig¢in,
farkli tampon ¢ozeltiler hazirlanarak (pH 5-10), herbir tampon c¢ozelti CO, ile
doyurulmustur.

Fotoduyarl kriyojel kriyojel kolon kullanilarak yapilan ¢alismada, her bir
enzimin derisimi 200 mgmL" olacak sekilde kriyojel kolon sentezlenmistir.

Nano multi enzim igeren kriyojel kolon kullanildiginda nano enzimlerin
derisimi 200 rngmL'1 olarak nano enzim sentezi gerceklestirilmis ve kolona
baglanmistir.

Multi enzim igeren kriyojel kolon kullanildiginda ise, her enzimden 200
mgmL" almarak, ii¢c enzim de kriyojel sentez asamasinda kriyojele tutturulmus ve
sisteme siirekli disaridan NADH c¢ozeltisi  verilerek deneysel sistem
kurgulanmistir. Her bir kolondan alinan sulu ¢ozeltideki metanol miktart HPLC

ile farkli pH degerleri i¢in belirlenmistir.
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2.2.6.2. Kriyojel Kolonlarla CO,’nin Metanole Doniisiimiine Enzim

Derisiminin Etkisi

CO;’nin metanole doniisiim reaksiyonlarinda enzim derisiminin etkisini
incelemek icin pH 7°de dakikada 8 L CO, gaz1 gecirilerek elde edilen doygun
cozelti her ii¢ kriyojel kolondan gecirilmis ve kolondan alinan sulu ¢ozeltideki
metanol miktart HPLC ile belirlenmistir.

Fotoduyarli kriyojel kolon kullanilarak yapilan calismada her ii¢ enzimin
derisimleri 50, 100, 150, 200 ve 250 mgmL'1 olacak sekilde 5 farkli fotoduyarl
kriyojel kolon sentezlenmis ve deneyler bu kolonlar kullanilarak yapilmistir.

Nano multi enzim iceren kriyojel kolon kullanildiginda ise, nano
enzimlerin derigsimi yine 50, 100, 150, 200 ve 250 mgmL'1 olacak sekilde 5 farkli
derisimde enzimler iceren multi nano enzim sistemleri sentezlenmis ve her bir
nano multi enzim sistemi ayr1 ayr1 4 farkli kriyojel kolona baglanmistir. Her bir
kriyojel kolondan CO, ile doygun su gecirilerek deneyler gerceklestirilmistir.

Multi enzim igeren kriyojel kolonlarla yapilan ¢alismada, her ii¢ enzimin
de dersimleri 50, 100, 150, 200 ve 250 mgmL'1 olacak sekilde 5 farkli enzim
karigimi olusturularak, 5 farkli HEMA kriyojeline baglanmig ve herbir kolondan
CO, ile doygun su gecirilerek deneyler gerceklestirilmistir. Multi enzim igeren
kriyojel kolonlarla ¢alisilirken CO, gecirmeden 6nce kriyojel kolondan 150 mgL™!
derisiminde NADH gecirilerek, sisteme elektron donorii eklenmistir. CO;

gecirildikten sonra kolon rejenere edilmistir.

2.2.6.3. Kriyojel Kolonlarla CO;’ nin Metanole Doniisiimiine CO,
Miktarmin Etkisi

CO;’nin metanole doniisiim reaksiyonlarinda CO, derisiminin etkisini
incelemek i¢in pH 7’de farkli derisimlerdeki CO, ile sulu ¢ozeltiler hazirlanarak
her ii¢ kriyojel kolon sistemindeki enzimlerin 200 mgmL™' oldugu kriyojellerden
gecirilerek elde edilen metanol miktarlart HPLC ile tayin edilmistir. Multi enzim

iceren kriyojel kolonlardan CO, gecirilmeden once kriyojel kolondan doniisiim
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olmasi i¢in 150 mgL" derisiminde NADH gegirilerek, sisteme elektron donérii

eklenmistir.

2.2.6.4. Kriyojel Kolonlarla CO;’ nin Metanole Doniisiimiinde

COy’nin Kriyojel Kolonla Etkilesim Siiresinin Incelenmesi

CO;’nin metanole doniisiimiin kriyojel kolonlarla etkilesiminde CO;’nin
kriyojel kolonla etkilesim siiresi de enzimatik doniisiimiin tamamlanabilmesi i¢in
onemli bir parametredir. Bu amacla, pH 7°de CO, ile doygun hale getirilmis saf
su, icerisinde 200 mgmL" enzim sistemleri bulunan her ii¢ kriyojel kolonlarla
farkli siirelerde etkilestirilmis ve deneyler sonunda elde edilen metanol miktari
HPLC ile tayin edilmistir. Yine, multi enzim igceren kriyojel kolonlardan CO2
gecirilmeden dnce kriyojel kolondan doniisiim olmast i¢in 150 mgL™" derisiminde

NADH gecirilerek, sisteme elektron donorii eklenmistir.

2.2.6.5. COy’ nin Metanole Doniisiimiinde Kullanilan Kriyojel

Kolonlarin Tekrar Kullanlabilirliginin incelenmesi

Fotoduyarli kriyojel kolon, Nano multi enzim igeren kriyojel kolon ve
multi enzim iceren kriyojel kolonlarla CO;” nin metanole doniisiim
reaksiyonlarinda bu  kolonlarmm tekrar  kullanilabilirliginin  incelenmesi
caligsmalarinda ayni kolondan CO, tekrar tekrar gegcirilerek elde edilen metanoliin
miktari tayin edilmistir. I¢erisinde 200 mgmL™" derisiminde enzim bulunan her ii¢
tiir kolondan 15 g CO, pH 7’de 10 tekrar olarak gecirilmis ve elde edilen metanol
miktar1t HPLC ile tayin edilmistir. Multi enzim igeren kriyojel kolonlardan CO,
gecirilmeden 6nce kriyojel kolondan déniisiim olmasi icin 150 mgL ™" derisiminde
NADH her dongii 6ncesinde gecirilmis ve reaksiyon sonrasi deiyonize suyla

kolon yikanarak rejenere edilmistir.
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2.2.7. Ribulaz-1,5-bifosfat Karboksilaz/Oksigenaz (RuBisCo) Enzimi ve

Uygulamalari

2.2.7.1. Nano Ribulaz-1,5-bifosfat Karboksilaz/Oksigenaz (RuBisCo)

Enzimi Sentezi ve Karakterizasyonu

Nano RuBisCo enzimi, mikroemiilsiyon polimerizasyon teknigiyle
ANADOLUCA metoduna gore sentezlenmistir. Mikro emiilsiyon polimerizasyon
ortami1 0.5 g polivinil alkoliin 45 mL deiyonize suda dispers edilmesiyle
hazirlanmigtir. Diger yandan, (MATyr),Ru(bipyr);, RuBisCo enzimiyle
etkilestirilmis ve ardindan dispersiyon ortamina eklenmistir. Polimerizasyonu
bagslatict olarak, APS’nin reaksiyon ortamina eklenmesiyle, azot ortaminda, giin
1s1¢inda ve  oda sicakliginda mikroemiilsiyon  polimerizasyonu islemi
gerceklestirilmistir. 48 saat siiren reaksiyonun ardindan ortamda olusan nano
RuBisCo enzimleri 10000 rpm devirde 10 dakika santrifiijlenerek reaksiyon
ortamindan uzaklastirilmis ve 3 defa deiyonize su ile yikanmistir.

Sentezlenen nano RuBisCo enzimlerinin karakterizasyonu TEM
goriintiisiiniin alinmasi, zeta boyutanaliz ve floresans spektrumuyla yapilmistir.
Bunun icin 2000 mgmL™" derisimindeki nano RuBisCo, 1:3 oraninda deiyonize
suyla seyreltilerek 6rnekler hazirlanmistir. Calismada ayrica ticari RuBisCo ve
nano RuBisCo enzimleri CD spektroskopisi ile karakterize edilmistir. Bu teknikle;
RuBisCo enziminin nano enzim formatina getirildikten sonra sekonder yapisinda

degisim olup olmadigi belirlenmistir.

2.2.7.2. RuBisCo Enziminin Ispanaktan Ekstraksiyonu

RuBisCo enzimi, 1spanaktan izole edilmistir. Bunun i¢in kriyojel kolon
sistemi RuBisCo enzimi izolasyonuna uygun olarak sentezlenmistir. Bu amacla;
HEMA tabanli kriyojelin gozeneklerine anti-RuBisCo antibadi capraz bagl
kriyojeller hazirlanmis ve FPLC ile afinite kromatografisi temelli olarak izole

edilmistir. Ortamdan izole edilen RuBisCo enzimlerinin ticari RuBisCo ve nano
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RuBisCo enzimleriyle birlikte SDS-PAGE elektroforeziyle analizi sonrasi safligi

karsilastirmal1 olarak incelenmistir.

2.2.7.3. Ispanaktan Ekstraktin Hazirlanmasi

Ekstraksiyon iglemi icin iyice ogiitiilmiis 1spanaktan 4 g kullanilmustir.
Ogiitme ¢ozeltisi olarak 0.33 M sorbitol, 10 mM sodyumpirosiilfat, 4 mM MgCl,
ve 2 mM askorbik asitten olusan karisim kullanilmistir. Hazirlanan 40 mL
ogiitme ¢ozeltisi, 4 g ogiitiilmiis 1spanak iizerine eklenmis ve bu karisim bir giin
buz igerisinde bekletilmistir. Cozelti bir giin bekledikten sonra siiziilmiis ve elde
edilen siiziintii 10 dakika 10000 devirde santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda
siipernatant alinarak kloroplastlar elde edilmistir. Bu islemlerin hepsi soguk
ortamda gerceklestirilmistir. Kloroplastlarin iizerine 0.035 M NaCl c¢ozeltisi
eklenerek resuspande edilmistir. Santrifiij sonrasinda elde edilen RuBisCo iceren

siipernatant alinarak FPLC’ye enjeksiyon i¢in -20 °C’ de saklanmistir.

2.2.74. Gozeneklerine Anti-RuBisCo Antibadi Capraz Bagh Kriyojel

Sentezi ve Karakterizasyonu

Gozeneklerine anti-RuBisCo antibadi capraz bagh kriyojel, dondurma-
eritme  yontemiyle @ ANADOLUCA  metodunda belirtilen  fotoduyarl
karyopolimerizasyon teknigine gore sentezlenmistir. Bu amacla, dncelikle 260 pL.
HEMA’ya 740 pL su eklenmis ve bu karistma 2 mL suda 56.6 mg MBAAm
coziilmesiyle hazirlanan ¢ozelti ilave edilmistir. Monomer HEMA ve capraz
baglayict MBAAm’ den olusan ¢6zelti 20 dakika karistirildiktan sonra iizerine 25
pL  Rutenyumlu metal-selat aminoasit monomer, (MATyr),Ru(bipyr), ile
etkilestirilen 2 mL, 2000 mgmL" anti-RuBisCo antibadi eklenmistir. 3 saat
karigtirildiktan sonra, APS ve TEMED polimerizasyonu baslatici ¢ifti, reaksiyon
ortamina eklenerek hazirlanan kriyojel ¢ozeltisi FPLC kolonuna doldurulmustur.
16 saat -18 °C’de bekletildikten sonra, 8 saat oda sicakligina alinmis ve elde
edilen kriyojel deiyonize su ile 3 defa yikanarak safsizliklarin yapidan

uzaklastirilmasi saglanmistir. Gézeneklerine anti-RuBisCo antibadi capraz bagh
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kriyojel FPLC’de 1spanaktan RuBisCo enzimi izolasyonu i¢in kolon dolgu
maddesi olarak kullanilmistir. Sekil 2.7°de sentezlenen kriyojel kolon ve bu
kriyojel kolonun FPLC’de kolon dolgu maddesi olarak entegrasyonu

gosterilmektedir.

Sekil 2.7. Kriyojel kolon ve FPLC cihazina entegrasyonu

Sentezlenen  anti-RuBisCo  antibadi  capraz  bagli  kriyojelin
karakterizasyonu, SEM goriintiilerinin alinmasi, sisme testi, sikistirma testi ve

BET analiziyle yapilmistir.

2.2.7.5. FPLC Cahsmalari

Ekstraksiyon sonucu elde edilen ¢ozelti FPLC ile analizlenerek,
ekstraksiyon cozeltisinden RuBisCo enzimi ayrilmistir. Analizde kolon dolgu
maddesi olarak gozeneklerine anti- RuBisCo antibadi ¢apraz bagl fotoduyarli
kriyojel kullamlmistir. Coziicii sistemi olarak, kriyojel kolonla RuBisCo
enziminin etkilesmesini saglayacak cozelti olarak Tris-HCI kullanilmistir. Bu
cozelti sistemden gecirilerek kriyojel kolonda RuBisCo enziminin tutulmasini
saglamistir. Ekstraksiyon ¢ozeltisi igerisindeki RuBisCo enzimi haricindeki diger
tiirler kolondan ayrilmistir. Diger asamada, kriyojel kolonda etkilesen RuBisCo
enziminin kriyojel kolonla etkilesimini kirmak i¢in 0.1 M NaCl c¢ozeltisi
kullanilmistir. Boylece kriyojel kolondan RuBisCo enzimi salinmistir. Kolondan
alman RuBisCo enzimi liyofilizasyon ile ¢oziiciisiinden ayrilmistir. FPLC ile
izolasyonu yapilan RuBisCo enziminin safligt SDS-PAGE analiziyle kontrol

edilmistir.
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2.2.7.6. Ispanaktan izole Edilen RuBisCo Enziminin Nano Yapida

Sentezi ve Karakterizasyonu

Ispanaktan izole edilen RuBisCo enziminin de nano yapida sentezlenmesi
icin ANADOLUCA metodu kullanilmis ve Kisim 2.2.7.1° de belirtilen ayni1 islem
basamaklar1 ve kimyasallar kullanilmistir.

Elde edilen nano izole RuBisCo enziminin karakterizasyonu TEM analizi,
zeta boyut analiz ve floresans spektrumuyla yapilmistir. Ayrica protein icerigi
Bradford yontemiyle belirlenmistir. Ticari ve nano RuBisCo enzimlerinin yaninda
nano izole RuBisCo enziminin de ikincil yapisindaki degisim olup olmadigi CD

spektroskopisi ile incelenmistir.

2.2.8. Nano RuBisCo Enzimlerinin Enzimatik Aktivite Tayinleri ve

Enzimatik Aktiviteye Etki Eden Parametrelerin incelenmesi

2.2.8.1. Ticari, Nano, izole Edilen ve Nano izole RuBisCo

Enzimlerinin Enzimatik Aktivite Tayinleri

RuBisCo enziminin aktivitesi, D-ribulaz-1,5 bifosfat ve CO; ile reaksiyonu
sonunda olusan 3-fosfogliseraldehit sekerinin 340 nm’de spektrofotometrik olarak
Olciilmesi esasina dayanmaktadir. Reaksiyon i¢in, 12.5 mM D-ribulaz-1,5 bifosfat
substrat ¢ozeltisi, pH 8.2 tampon cozeltisinde hazirlanmistir. Cozeltiye 0.4 mM
EDTA ve 1 mM DTT eklenmistir. Bu ¢ozelti, 37 °C’ de 2 M MgCl, ile
etkilestirilerek Oncelikle substratin akivasyonu yapilmistir. Hazirlanan ¢ozelti 4
esit kistma ayrilarak birinci kisima ticari RuBisCo enzimi (1 mg), ikinci kisima
nano RuBisCo enzimi, {i¢iincii kisima 1spanaktan izole edilen rubisco enzimi ve
dordiinci kistma nano izole edilmis RuBisCo enzimi eklenmis ve her bir
cozeltiden 8Ldak™' CO, gazi 10 dakika boyunca gecirilmistir. Reaksiyonlar 37
°C’de giin 1s51831inda gerceklestirilmistir. Reaksiyon ortamindan alinan 80 uL
ornekler mikroplakalara yerlestirilerek, 2 dakika boyunca 340 nm’de 3-

fosfogliseraldehit olusumu absorbans degisimiyle incelenmistir.
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RuBisCo enziminin aktivitesinin hesaplanmasinda tiiretilen asagidaki

denklem kullanilmistir.

b
Ad 10 r 1L
U= XWX — .
trEggp <l 1 mel 10° wl

(2.3)

Bu denklemde U (umoldak) unit aktiviteyi, AA mutlak absorsiyonu,
e M'em™) 340 nm'deki 3-fosfogliseraldehitin molar absorpsiyon katsayisini

(6.22 mM'l), V (uL) c¢ozeltinin toplam hacmini ifade etmektedir.

Diger bir yandan, hazirlanan RuBisCo enzimlerinin aktivitesi, RuBisCo
enziminin D-ribulaz-1,5 bifosfat varliginda CO, ile etkilesimi sonucu 3-
fosfogliseraldehit olusumu ince tabaka sivi kromatografisiyle (ITK) takip
edilmistir. Bu amacla, raksiyon ortamindan alinan drnekler, ITK® da spotlanarak,
% 60 (h/h) n-propanol, % 30 (h/h) derisik amonyal ve % 10 (h/h) distile su dan
olusan c¢oOziicii sisteminde yiiriitiilmiistiir. Ardindan (NH4)¢Mo07,0,4.4H,0
goriintiilemesi yapilarak reaksiyon sonucu olusan 3-fosfogliseraldehit spotu
goriintiilenmistir. (NH4)¢Mo070,4.4H,0O goriintiillemesi icin, 5 mL % 60 ( h/h)
HCIO4, 10 mL 0.1 N HCI ve 25 mL % 0.4 (k/h) (NH4)6M07024.4H,0 ¢ozeltileri
karistirilarak son hacim 100 mL2ye tamamlanmistir. Bu ¢ozeltide tekrar ITK
uygulanmis ve spotlarin daha goriiniir hale gelmesi i¢in 85 °C’de 7 dakika

bekletilmistir.

2.2.8.2. Ticari, Nano, izole ve Nano izole RuBisCo Enzimlerinin

Enzimatik Aktivitesine Substrat Derisimi Etkisi

RuBisCo enzimlerinin aktivitesine substrat derigiminin etkisi iki yonlii
olarak incelenmistir.

[k olarak sistemden gecirilen CO, miktar1 sabit tutulup, farkli derisimdeki
(1 — 3.25 mM) D-ribulaz-1,5 bifosfat substratiyla etkilesim sonucu aktivite
incelenmistir. Aktivite 6l¢iimleri Esitlik 2.3’te verilen esitlige gore hesaplanarak,

substrat derisimine kars1 grafige aktarilmistir.
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Ikinci olarak, sistemdeki D-ribulaz-1,5 bifosfat substratinin derisimi sabit
tutulmus, sistemden farkli derisimlerde (4-16 Ldak™ arasinda degisen akis
hizlarinda CO, ile 200 mL saf su 3 dakika boyunca doyurularak hazirlanmistir)
CO, gecirilmistir. Herbir derisime karsilik gelen enzim aktivite degerleri
bulunarak, substrat derisimine kars1 grafige gecirilmistir. Bu islemler ticari, nano,

izole edilen ve nano izole RuBisCo enzimleri icin ayr1 ayr1 yapilmistir.

2.2.8.3. Ticari, Nano, Izole ve Nano izole RuBisCo Enzimlerinin

Enzimatik Aktivitesine Mg2+ Iyonu Derisimi Etkisi

RuBisCo enzimlerinin aktivitesine Mg2+ iyonunun etkisinin belirlenmesi
icin farkli derisimlerde (0.1-1.2 mM) MgCl, ¢ozeltileri hazirlanarak, ilk 6nce D-
ribulaz-1,5 bifosfat ile pH 7’de etkilestirilmis ve RuBisCo enzimi reaksiyon
ortamina eklenmistir. CO, nin sistemden gecirilmesinden sonra ortamda olusan 3-
fosfogliseraldehitin absorbansi mikroplaka okuyucu ile takip edilerek her bir Mg**
iyon derisimi i¢in enzim aktivitesi belirlenmistir. Bu islemler ticari, nano, izole

ve nano izole edilen RuBisCo enzimleri icin yapilmistir.

2.2.8.4. Ticari, Nano, izole ve Nano izole RuBisCo Enzimlerinin

Enzimatik Aktivitesine pH Etkisi

RuBisCo enzimlerinin aktivitesine Mg2+ iyonunun etkisinin belirlenmesi
icin farkli pH’larda (5-10) tampon cozeltiler hazirlanmistir. Her bir tampon
cozeltiye oOncelikli olarak D-ribulaz-1,5 bifosfat substrati ve MgCl, c¢ozeltisi
eklenmistir. RuBisCo enzimi reaksiyon ortamina eklenerek sistemden CO,
gecirilmistir. Reaksiyon sonunda olusan 3-fosfogliseraldehit absorbansi yine
mikroplaka okuyucu ile takip edilerek her bir pH’taki enzimatik aktivite
belirlenmistir. Bu islemler ticari, nano, izole ve nano edilen RuBisCo enzimleri

icin sirasiyla yapilmistir.
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2.2.8.5. Ticari, Nano, izole ve Nano izole RuBisCo Enzimlerinin

Enzimatik Aktivitesine Sicaklik Etkisi

RuBisCo enzimlerinin aktivitesine sicakliin etkisini incelemek amaciyla,
pH 7°de D-ribulaz-1,5 bifosfat substrati ve MgCl, cozeltisi etkilestirilerek bu
cozeltinin sicaklig sirasiyla 23, 25, 35, 37, 40 ve 42 °C’ye getirilmigtir. Her bir
sicaklik noktasinda, elde edilen ¢ozeltiye RuBisCo enzimi eklenmis ve sistemden
CO; gecirilmistir. Reaksiyon ortaminda olusan 3-fosfogliseraldehit absorbansinin
belirlenmesi sirasinda mikroplaka sicakligi da calisilan sicakliga getirilerek
reaksiyon sicakliginda degisim olmamasi saglanmistir. Boylelikle, verilen her bir
sicaklik degeri icin enzim aktivitesi degerleri belirlenmistir. Sicaklik taramasi,

ticari, nano, izole ve nano izole RuBisCo enzimleri icin sirasiyla yapilmstir.

2.2.8.6. Nano RuBisCo ve Nano izole RuBisCo Enzimlerinin Tekrar

Kullanilabilirligi

Sentezlenen nano RuBisCo ve nano izole RuBisCo enzimlerinin tekrar
kullanilabilirliginin belirlenmesi calismalar i¢in, nano RuBisCo enzimleri her bir
reaksiyon sonrasinda ortamdan 10000 rpm devir ve 10 dakika santrifiij sonrasinda
ayrilarak deiyonize su ile 4 defa yitkanmistir. Ardindan, tekrar pH 7°de D-ribulaz-
1,5 bifosfat substrati ve MgCl, c¢ozeltisi ile etkilestirilerek CO, sistemden
gecirilmis ve enzimatik aktivite mikroplaka okuyucu ile 3-fosfogliseraldehitin
olusmasinin takip edilmesiyle belirlenmistir. Ayni nano enzimler tekrar tekrar
enzimatik reaksiyonda kullanilarak her bir dongii icin enzim aktivitesi tayin
edilmistir. Bu islemler hem nano RuBisCo hem de nano izole RuBisCo enzimi
icin ayrt ayri yapilarak her iki nano enzimin de tekrar kullanilabilirligi

belirlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Fotoduyarh Capraz Baglayic1 Karakterizasyonu

3.1.1. N-metakriloil amino-(L)-tirozin (MATyr) Karakterizasyonu

Monomerin karakterizasyonuna iligkin elde edilen '"H NMR analizi
sonucunda elde edilen pikler asagidaki gibidir:
'H NMR (500 MHz, DMSO-d6), &: 7.35 (d, J = 8.05 Hz, 2H), 7.05 (d, J = 8.40
Hz, 2H), 6.29 (s, 1H), 5.90 (s, 1H), 3.15 (dd, J=4.49, 14.25 Hz, 1H), 3.02 (dd, J =
4.02, 14,12 Hz, 1H), 2.90 (dd, J = 7.75, 14.20 Hz, 1H), 2.00 (s, 3H) ppm.

Monomerin 'H NMR spektrumunda gozlenen kimyasal kayma
degerlerinden 7.35 ve 7.05 ppm’de gozlenen piklerin tirozin halka protonlarina,
3.15 ve 3.02 ppm’deki piklerin terminal metilen (-CH,) protonlarina ve 2 ppm’de

gozlenen singlet pikin bu gruba komsu —CH protonlarina ait oldugu sdylenebilir.

3.1.2. Bis(2-2’-bipiridil) (MATyr), Rutenyum (II) Karakterizasyonu

Sentezlenen monomerin karakterizasyonuna iligkin yapilan analizler
sonucunda, erime noktasi 125 -128 °C olarak bulunmustur.

Elementel analiz verilerine gore; CssH33CINsO4Ru kapali formiiliine sahip
monomer, C % 56.75, H % 5.01, N % 10.23. Kapal1 formiiliinden teorik olarak
hesaplandiginda C % 57.34, H % 4.67, N % 9.83 icerigine sahiptir. Buna gore
elementel analiz sonuglar1 birbiriyle uyumludur.

Kompleksin '"H NMR spektrumunda ligandlara ait bazi spesifik pikler
belirlenmistir. Buna gore; 8.56 ppm’de gozlenen dublet pikin bipiridil (bipy)
ligandna, 5,3 ppm’de gozlenen dublet pikin MAT grubunun terminal metilen
(-CH;) grubuna, 1.8’deki triplet pikin ise buna komsu —CH protonlarina ait oldugu
ve MAT grubunun tirozin halka protonlarinin 7.18- 7.12’de gozlenen dublet pikler

oldugu diisliniilmektedir.
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'H NMR (500 MHz, CDCls), ppm: 9.7 (d, 4H, *J= 5.08 Hz), 8.56 (d, 4H, *J=7.92
Hz), 7.92 (t, 4H, *J= 7.82 Hz), 7.3 (t, 1H, *J= 7.4 Hz), 7.23 (t, 2H, *J= 7.47 Hz),
7.18 (d, 2H, *J=7.46 Hz), 7.12 (d, 4H, *J= 6.30 Hz), 5.3 (d, 1H, *J= 1.52Hz), 1.8
(t, 1H) seklinde gelmistir.

3.1.3. Bis(2-2’-bipiridil) (MATyr)(NADH) Rutenyum (IT) Monomerinin

Karakterizasyonu

NADH iceren CssHgoN;20O17P,Ru kapali formiiliine sahip fotoduyarh
monomerin, karakterizasyonuna iliskin elde edilen elementel analiz sonuglari;
C % 47.58, H % 4.69 ve N % 13.31 seklindedir. Teorik olarak bu degerler
hesaplandiginda, C % 49.89, H % 4.57 ve N % 12.69 elde edilmektedir.
Dolayisiyla elde edilen veriler birbiriyle uyumludur.

Bilesigin '"H NMR spektrumunda 8.68 ppm’de gézlenen singlet pikin
NADH ligandinin adenin halkasina, 4.55, 3.92 ve 3.19 ppm’de gozlenen piklerin
ise bu ligandin ribo ve nikotin amid aromatik halka gruplarina ait oldugu
diistiniilmektedir. Yine kompleks yapisindaki 8.57 ve 8.51 ppm civarinda
gozlenen dublet piklerin bipy ligandina, 5.42 ppm’deki dublet pikin ve 1.9
ppm’deki triplet pikin ise MAT ligandlarinin protonlarina ait sinyaller oldugu
diistiniilmektedir.

'H NMR (500 MHz, d® DMSO), ppm: 8.68 (s, 1H), 8.57 (d, 2H), 8.51 (d,
2H), 8.2 (s, 1H), 7.62 (t, 2H, *J= 7.82 Hz), 7.14 (d, 2H), 6.89 (d, 2H), 6.59 (d,
2H), 5.42 (d, 2H), 4.55 (s, 1H), 3.92 (s, 1H), 3.19 (d, 2H), 1.9 (t, 1H) seklinde

verilmektedir.

3.2..Nano CA Enzimi

3.2.1. Nano CA Enzimi Karakterizasyonu

ANADOLUCA metoduna gore, mikroemiilsiyon polimerizasyon

teknigiyle sentezlenen Nano CA enziminin karakterizasyonu c¢alismalarinda
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oncelikli olarak nano enzimin boyutlarin1 belirlemek amacgh olarak TEM
goriintiisti  alinmustir.  Sekil 3.1’de nano CA enziminin TEM goriintiisii
goriilmektedir. Buna gore, sentezlenen nano CA enziminin boyutlar1 93-95 nm

araliginda goriilmektedir.

Sekil 3.1. Nano CA enziminin TEM goriintiisii

Boyut analizini desteklemesi amacgh olarak zeta boyut analiziyle de nano
CA enziminin boyutlar1 belirlenmistir. Sekil 3.2°de sentezlenen nano CA
enzimlerine ait zeta boyut analizi grafigi verilmistir. Analiz sonucunda, nano CA

enziminin boyut dagilimi 93 nm olarak bulunmustur.

S [natritaion by ieraty

terily (W)

Sekil 3.2. Nano CA enziminin zeta boyut dagilimi analizi

Nano CA sentez asamasinda, ANADOLUCA metoduna gore sentezlenmis
rutenyum tabanli monomerlerin enzimle etkilesimi sonucunda, enzim yapilarinda
konjugasyonlar meydana getirilerek, nano enzimler tekrar kullanilabilir, kararli ve

floresans Ozelligi tasiyan yapiya ulagsmaktadir. Bu nedenle, nano enzim
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yapisindaki floresans ozelligin degerlendirilmesi agisindan, nano CA enziminin
100 pL’si 3 mL’de dispers edilmis ve floresans spektrumu 310 nm’de uyarilarak

alinmistir. Sekil 3.3.’de Nano CA enziminin floresans spektrumu goriilmektedir.
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Sekil 3.3. Nano CA enziminin floresans spektrumu

Buna gore, 310 nm’de uyarilan nano CA enziminin 625 nm de 210 a.u.
siddetinde pik gelmistir. Bu da, nano CA partikiillerinin floresans o6zelligini
dogrulamaktadir. Nano CA enziminin floresans o0zelligi goOstermesi, enzime
floresans tabanl farkli uygulamalarda kullanilabilirlik acisindan yeni bir 6zellik
kazandirmistir.

CA enziminin karakterizasyon c¢alismalarina iligskin diger bir ¢alisma ise
ticari CA enziminin ve nano CA enziminin CD spektrumlarinin alinmasidir.
Boylelikle nano yapidan Once ve sonraki enzim yapisindaki ikincil yapidaki
degisiklik kontrol edilmis, enzim yapisinda reaksiyonlar sonrasinda bozunma olup
olmadig tespit edilmistir. Sekil 3.4’de ticari CA enzimine, Sekil 3.5’te nano CA
enzimine ait CD spektrumlar1 verilmistir. CD spektrumlari alinirken, ticari enzim
ve nano enzim derisimleri 2000 rngmL'1 olarak alinmis, cihazda monokromatore
280 ile 180 nm dalga boyunda her 1 nm’de taramalar yapacak sekilde

ayarlanmigtir. Monokromatoriin slit araligi da 0.5 nm’ye ayarlanmistir.
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Sekil 3.4. a. Ticari CA enzimine ait CD spektrumu, b. Nano CA enzimine ait CD spektrumu

Sekil 3.4.a ve Sekil 3.4.b’deki spektrumlar degerlendirildiginde, ticari CA
enzimi i¢in, 190-200 nm ve 210-230 nm arasinda gelen pik CA enziminin ikincil
yapisindaki a-helix katlanmalarin1 gostermektedir. Nano CA enziminin CD
spektrumunda, 190-200 nm ve 210-230 nm arasinda gelen pikler nano yapida da

a-helix katlanmasinin bozunmadigini dolayisiyla enzimin nano yapida da aktif
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oldugunu gostermektedir. Ayrica, nano CA enzimine ait CD spektrumunda 270-
280 nm arasinda gelen pik, nano enzim sentezi sirasinda enzim yapisina konjuge
edilen rutenyum tabanli aminoasit monomerinden gelen aromatik gruplari

gostermektedir.

3.2.2. Nano CA Enziminin Protein Tayini

Nano CA enziminin protein iceriginin tayininde Bradford reaktifiyle
etkilestirilen farkli derisimlerdeki (5 - 50 mgL™") BSA ¢ozeltilerinin 595 nm’de
verdikleri absorbans degerleri derisime karsi grafige gecirilmistir (Sekil 3.5).
Nano CA enzimleri Bradford reaktifiyle etkilestirilerek elde edilen absorbans
degerinin karsilik geldigi enzim derisimi nano CA enzim derisimi olarak

belirlenmistir.

Absarbans

0 10 20 30 40 50 60
Enzim derisimi {mg/L)

Sekil 3.5. Protein miktar1 tayini i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi
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Olusturulan kalibrasyon grafigine gore sentezlenen nano CA enziminin en
yiiksek derisimi 2000 mgL'1 olarak bulunmustur. Diger calismalarda bu enzimden
belirli miktarda alinip deiyonize su ile seyreltme islemi yapilmis ve istenilen
derisimler bu kalibrasyon grafigi yardimiyla belirlenerek ticari enzimlerle nano

enzimlerin derisimleri ayn1 olacak sekilde ayarlanmistir.

3.2.3. Nano CA Enziminin Aktivite Tayini

Sentezlenen nano CA enzim aktivitesi esteraz aktivitesi ve hidrataz
aktivitesi olmak iizere iki farkli metotla belirlenmistir.

Esteraz aktivite belirleme yonteminde, CA enzimi varliginda 4-nitrofenil
asetatin, 4-nitrofenilata doniisiimii 348 nm’de UV absorbansindaki degisimi 30
dakika boyunca incelenmistir. Sekil 3.6.a.ve Sekil 3.6.b. ticari CA ve nano CA
enzimlerinin mikroplaka okuyucu ile Dbelirlenen esteraz  aktivitesini

gostermektedir.
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Sekil 3.6. a. Ticari CA enziminin enzimatik aktivitesi b. Nano CA enziminin enzimatik aktivitesi

Buna gore Esitlik 2.1°e gore enzim aktivitesi hesaplandiginda ticari CA
enziminin bagil aktivitesi % 22.92 U (pmoldak'l) olarak, nano CA enziminin
bagil aktivitesi ise % 19.58 U (pmoldak'l) olarak bulunmustur.

Hidrataz aktivite belirleme yontemine gore, CA enzimi varhiinda pH
degisimin 8.3’ten 6.3’e diismesi gozlemlenmistir. Sekil 3.7. ticari CA ve nano CA

enzimlerinin hidrataz aktivitesini gostermektedir.
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Sekil 3.7. Ticari CA ve nano CA enzimlerinin hidrataz aktivitesi

3.2.4. Nano CA Enzim Aktivitesine Substrat Derisimi Etkisi

Substrat derisiminin enzim aktivitesine etkisini incelemek i¢in farkli
derisimlerde (1.00; 1.33; 2.00; 2.67; 3.33 mM) 4-nitrofenilasetat c¢ozeltisi
hazirlanarak, pH 8.0’de oda sicakliginda her bir substrat derisimi i¢in hem nano
CA hem de ticari CA enziminin aktivitesi belirlenmistir. Sekil 3.8’de farkli
substrat derisimlerine kars1 mikroplaka okuyucuda belirlenen enzim aktiviteleri
gosterilmektedir. Herbir deger Lineweaver-Burk grafigine uygun olarak
diizenlenerek (1/S - 1/V) enzimatik aktivite icin Km ve Vmak degerleri hem ticari

CA hem de nano CA icin bellirlenmistir.
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Sekil 3.8. Ticari CA ve nano CA enzimleri i¢in Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 3.8’de verilen Lineweaver-Burk grafiginden ticari CA enzimi i¢in
Km ve Vmak degerleri siasiyla, 0471 mM ve 1.5x10° mMdak” olarak
bulunmustur. Nano CA enzimi i¢in ise, Km degeri 0.442 mM ve Vmax degeri ise
1.6x10° mMdak ™' olarak bulunmustur. Elde edilen verilere gére, CA ve nano CA
enzimleri i¢in elde edilen Km ve Vmak degerleri birbirleriyle karsilastirildiginda,
bu degerlerin birbirine yakin oldugu goriilmektedir. Buradan hareketle, nano CA
enzimlerinin de aym derisimdeki ticari CA enzimi kadar enzimatik aktivite

gosterdigi goriilmektedir.

Elde edilen Km ve Vmak degerleri literatiirle karsilastirildiginda, benzer
sonuglarin elde edildigi goriilmektedir [128-130].

3.2.5. Nano CA Enzim Aktivitesine pH Etkisi

CA enzim aktivitesine pH’in etkisini incelemek i¢in pH 6 ve pH 10
arasinda farkli tampon ¢oOzeltiler hazirlanarak esteraz aktivitesi belirleme
yontemiyle enzim aktiviteleri farklt pH’larda hem ticari CA hem de nano CA
enzimi i¢in belirlenmistir. 0.1 mM 4-nitrofenil asetat, 0.01 mM ticari CA ve nano
CA ile 35 °C’ de her bir pH profili icin 3 dakika boyunca etkilestirilmistir. Sekil
3.9’da enzim aktivitesinin farkli pH’lara gore degisimi verilmistir. Buna gore
ticari CA enzimi i¢in optimum pH degeri 8.0 iken, nano CA enziminin pH 7 - 9

arasinda da yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.9. pH’1n ticari CA ve nano CA enzim aktivitelerine etkisi

Sentezlenen nano CA enziminin genis bir pH aralifinda (pH 7-9) yiiksek
enzim aktivitesine sahip olmasi nano CA enziminin bir baska yOnden
kullanilabilirligini bir adim daha ©ne cikarmstir. Enzimlerin c¢aligmasi igin
optimum pH gerekli iken, nano enzimin birkac¢ farkli pH’ta aktivite gostermesi

nano enzimlerin kullanim alanini1 genisletmektedir.

3.2.6. Nano CA Enzim Aktivitesine Sicakhgin Etkisi

Sicakligin enzim aktivitesine etkisini incelemek icin, pH 8.0’de ve 0.5
mM 4-nitrofenilasetat substratt varliginda 5 ve 80 °C arasindaki farkl
sicakliklarda enzim aktivitesi hem nano CA hem de ticari CA i¢in karsilastirmali
olarak UV absorbanslarinin 458 nm de ol¢iilmesiyle belirlenmistir. Sekil 3.10’da
nano CA ve ticari CA enzimleri icin sicaklikla enzim aktivitesinin degisimi
gosterilmistir. Buna gore, optimum sicaklik her iki enzim i¢in 35-40 °C olarak
belirlenmistir. Nano CA enzimi icin sicaklik profiline bakildiginda, sicaklik
arttirlldikca enzim aktivitesinde ¢ok keskin diisiisler olmadigi, aktivitenin ticari
CA enzimine gore ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu da sentezlenen nano

CA enzimleri i¢in genis bir caligma araligina imkan vermektedir.
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Sekil 3.10. Ticari CA ve nano CA enzim aktivitesine sicakligin etkisi

Sekil 3.10°’da verilen grafik degerlendirildiginde, 50 °C’den sonra, ticari
CA enziminin aktivitesi sicaklik arttikca azalmistir. Ciinkii belirli bir sicakligin
tizerinde protein yapilar1 denatiire olmaya baslar, enzim yapist bozulur. Ancak;

nano CA enziminin halen enzimatik aktivite gosterdigi goriilmektedir.

3.2.7. Nano CA Enziminin Tekrar Kullanilabilirligi

Nano CA enzimlerinin esteraz aktivite belirleme yontemine gore yeniden
kullanilabilirliginin tayini i¢in, ayn1 nano enzim partikiilleri ortamdan santrifiijle
ayrilarak, diger bir aktivite dongiisii icerisinde kullanilmistir. Elde edilen veriler
grafige aktarildiginda, Sekil 3.11°de goriildiigii gibi nano CA enzimleri pH 8.0 ve
35 °C’de 10 kez enzimatik aktivitede ¢ok yliksek bir azalma olmadan tekrar tekrar
kullanilabilmektedir.
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Sekil 3.11. Nano CA enzimlerinin tekrar kullanilabilirligi

Nano enzimlerin ilgili reaksiyonlar1 sonucu ortamdan izole edilip tekrar
ayni reaksiyon icin tekrar tekrar kullanilabilmeleri onlari, yapilart ve kullanim
alanlar itibariyle ileri derecede organize olmus sentetik enzim yapilar1 olarak

karsimiza ¢ikarmaktadir.

3.3. Nano CA Enzimiyle CO;’ nin Bikarbonata Déniisiimiiniin incelenmesi

3.3.1. Nano CA Enzim Derisiminin CO;’ nin Bikarbonata Doniisiim

Reaksiyonuna Etkisi

CO;’nin bikarbonata doniisiim reaksiyonunda substrat (CO,) derisimi sabit
tutulup enzim derisimi arttirillarak, her bir reaksiyonda olusan bikarbonat miktari
titrimetrik yontemle tayin edilmis ve elde edilen veriler grafige gecirilmistir. Sekil
3.12’de verilen grafikte enzim derisimine baglh olarak ortamda olusan bikarbonat

miktar1 hem nano CA hem de ticari CA varliginda goriilmektedir.
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Sekil 3.12. CA enzim derisimlerinin CO,’nin bikarbonata doniisiim reaksiyonlarina etkisi

Ticari CA ve nano CA enzim derisimleri arttirnlldiginda reaksiyon
ortaminda olusan bikarbonat miktar1 da artmaktadir. Ancak, substratlarin
tamamen enzimle doygunluga ulastiklar1 noktada, enzim derisimi artsa bile,

ortamda olusan bikarbonat miktar1 sabit kalmaktadir.

3.3.2. pH’m CO;’nin Bikarbonata Doniisiim Reaksiyonuna Etkisi

CO;’nin bikarbonata doniisiim reaksiyonunda, pH’1n etkisinin incelenmesi
icin farkli tampon cozeltilerde doniisiim reaksiyonu incelenmistir. Nano CA ve
ticari CA varliginda, ortamda olusan bikarbonat miktar titrimetrik yontemle tayin

edilerek elde edilen veriler, Sekil 3.13’de verilen grafige aktarilmistir.
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Sekil 3.13. pH’ in CO,’ nin bikarbonata doniisiimiine etkisi

Buna gore, aym derisimlerde ticari CA ve nano CA enzimleri
kullanildiginda, ticari CA enzimi sadece pH 7.5-9 araliginda maksimum
enzimatik aktivite gosterirken, nano CA enziminin hem asidik hem de bazik pH’
larda genis bir skalada enzim aktif oldugu goriilmektedir. Bu 6zelligiyle nano CA
enzimi farkli kosullarda aktivite gostererek ticari CA enzimine gore iistiinliik
saglamis bulunmaktadir. Grafik degerlendirildiginde, ticari CA enzimi igin
optimum pH, 8 olarak bulunmus ve bu pH degerinde, 72.90 mg bikarbonat elde
edildigi, nano CA enzimi i¢in optimum pH degeri 7.20 bulunmus ve bu pH’ta elde

edilen bikarbonat miktar1 72.82 mg oldugu goriilmektedir.

3.3.3. CO; Akis Hizinin CO;’ nin Bikarbonata Doniisiim Reaksiyonuna
EtKisi

Nano CA ve ticari CA enzimleri miktar sabit tutularak (3 mgmL™), pH 8’ de
reaksiyon ortamindan farkli akis hizlarinda CO, gecirilerek, CO, derisiminin
bikarbonat olusumuna etkisi incelenmis ve elde edilen veriler, Sekil 3.14’de

verilen grafige gecirilmistir.
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Sekil 3.14. CO, Akis hizinin bikarbonat olusumuna etkisi

Buna gore, reaksiyon ortamindan gegirilen CO, miktar1 arttik¢a, ortamda

olusan bikarbonat miktar1 da artmustir.

3.3.4. Nano CA Enziminin CO;’ nin Bikarbonata Doniisiim

Reaksiyonunda Tekrar Kullanilabilirligi

Reaksiyonda kullanilan ayni nano CA enzimlerinin ortamdan santrifiijle
ayrilarak bir sonraki dongiide kullanilmasiyla her bir dongiide ortamda olusan
bikarbonat miktar1 grafige gecirilmistir. Sekil 3.15 ayni nano CA enzimlerinin
CO2’nin bikarbonata doniistiiriilmesi reaksiyonunda 14 kez kullanildiginda
aktivitelerinde onemli bir degisiklik olmadan tekrar tekrar kullanilabilecegini
gostermektedir. Serbest CA enziminin enzimatik reaksiyonda sadece bir kez
kullanilmasina karsilik, nano CA enziminin tekrar tekrar kullanilabilir olmasi

maliyet agisindan da istiinliik saglamaktadir.

100



100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

HCO; (mg)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Tekrar Sayisi

Sekil 3.15. Nano CA enziminin tekrar kullanilabilirligi

3.4. Multi Nano Enzim Sistemi

3.4.1. Nano [FateDH, FaldDH, ADH] Enzim Sisteminin

Karakterizasyonu

ANADOLUCA metoduna gore mikroemiilsiyon teknigiyle sentezlenen
ticlii nano [FateDH, FaldDH, ADH] enzim sisteminin karakterizasyonuna yonelik
caligmlarada Oncelikli olarak nano enzim yapisinin boyut ve sekil olarak
incelemek amagli TEM goriintiileri alinmistir. Sekil 3.16’da multi nano enzim

sisteminin TEM goriintiisii verilmistir.

101



Sekil 3.16. Multi nano enzim sisteminin TEM goriintiisii

TEM goriintiisii incelendiginde, sentezlenen multi nano enzim sistemi igin
partikiil boyutlarinin 63-65 nm araliginda oldugu belirlenmistir. Bu veriyi
desteklemek icin, multi nano enzim sisteminin boyut dagilimi zeta boyut
analiziyle de belirlenmistir. Sekil 3.17°de zeta boyut analizi sonrasinda,

nanopartikiillerin ortalama boyutunu gosteren grafik verilmistir.

osasin P

Sekil 3.17. Multi nano enzim sistemi zeta boyut analizi

Zeta boyut analizi verilerine gore sentezlenen multi nano enzim sisteminin
ortalama boyut dagilimi 65 nm olarak bulunmustur. Bu da TEM analizi ve zeta
boyut analizininin birbirini destekledigini gostermektedir.

Multi nano enzimi sentezi sirasinda, ANADOLUCA konsepti geregi,

enzim sistemlerinin daha kararli ve dayamikli yapilara sahip olmasi amaciyla
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reaksiyon ortamina rutenyum tabanli aminoasit monomer eklenmektedir. Bu
monomerlerin enzim yapilarina katilmasiyla enzimlere aym zamanda floresans
ozellik de katmaktadir. Sentezlenen nano multi enzim sisteminin floresans
ozelliginin belirlenmesi amaciyla 310 nm’de uyarilarak floresans spektrumu
alinmistir. Sekil 3.18’de goriilen floresans spektrumuna gore, 627 nm’de 510 a.u.

olarak gelen pik nanopartikiillerin floresans 6zelliginin oldugunu kanitlamaktadir.
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Sekil 3.18. Multi nano enzim sisteminin floresans spektrumu

Her bir enzimin nano yapida iiclii multi nano enzim sistemi olusturmadan
onceki yapilarinin CD spektrumlar1 alinarak, nano yapi sentezinden sonraki CD
spektrumlariyla karsilastirilmis ve multi nano enzim sentezi sirasinda enzimlerin
icerigindeki protein yapilarindaki ikincil yapidaki deformasyon olup olmadig:
aydinlatilmistir. Sekil 3.19.a ADH enzimine, Sekil 3.19.b. FateDH enzimine,
Sekil 3.19.c. FaldDH enzimine ve Sekil 3.19.d. multi nano enzim sistemine ait

CD spektrumlarini gostermektedir.
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Sekil 3.19. a. ADH enziminin CD spektrumu b. FateDH enziminin CD spektrumu c. FaldDH
enziminin CD spektrumu d. Multi nano enzim sisteminin CD spektrumu
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Sekil 3.19. a, b ve ¢’ de verilen CD spektrumlar incelendigince 190-220 nm
arasinda gelen pik enzimlerin yapisindaki protein katlanmalarindaki o heliks
sarmalini ifade etmektedir. Bu spektrumlarda gelen degerlendirmeye alinabilecek
en belirgin pik budur. Sekil 3.19.d’ de verilen multi nano enzim sistemine ait CD
spektrumu degerlendirildiginde, yine 190-220 nm arasinda proteinlerin o heliks
yapisini korundugunu gostermektedir. Bunun yaninda, 300-340 nm arasinda gelen
kiiciik pikler nano enzim yapisindaki aromatik gruplar ifade etmektedir. Bunun
da nano enzim sentezi sirasinda yapiya katilan rutenyum tabanli aminoasit

monomerlerden geldigi diisiiniilmektedir.

3.5. Kriyojel Kolon Karakterizasyonu

3.5.1. HEMA Kriyojeli Karakterizasyonu

Karyopolimerizasyon teknigine gore sentezlenen HEMA kriyojellerinin
gozenek dagilimi ve yiizey morfolojisinin analizi icin SEM goriintiileri alinmistir
(Sekil 3.20). Buna gore, kriyojelin birbirine baglantili biiyilk gozeneklerden
olustugu goriilmektedir. Boyle bir yap1 da gézeneklerin modifikasyonuna uygun
ve kolon dolgu maddesi olarak kullanildiginda, bilesenlerin gegisine izin veren bir

yap1y1 olusturmaktadir.
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Sekil 3.20. HEMA kriyojeli SEM goriintiisii

Kriyojeller oldukca hidrofilik yapida oldugu icin, sentezlenen kriyojellerin
su tutma kapasiteleri ve kuru kriyojel suyun i¢ine atildiginda elde edilen sisme
kapasiteleri, kriyojel karakterizasyonu i¢in onemlidir. Buna gore, sentezlenen
HEMA kriyojelinin su tutma kapasitesi, g polimer basina 2.06 g su olarak, sisme
kapasitesi ise % 312 olarak bulunmustur. Bu degerler, HEMA kriyojelinin
hidrofilik yapisim1 desteklemektedir.

Kriyojellerin yiizey alani ise, gozeneklerine azot adsopsiyonuna dayali
BET metoduna gore hesaplanmistir. Buna gore HEMA kriyojelinin yiizey alani

978 ng'l olarak bulunmustur.

3.5.2. Bis(2-2’-Bipiridi)(MATyr)(NADH)-Ru (IT) /[FateDH, FaldDH
AdDH] Enzimleri Kompleksi Capraz Bagh Fotoduyarh Kriyojel

Kolon Karakterizasyonu

Foto duyarl kriyojel kolonun karakterizasyonu icin gézenek boyutu ve
dagilimi analizi icin oncelikli olarak SEM goriintiisii alinmistir. Sekil 3.21°de foto
duyarli kriyojel kolonun SEM goériintiisii verilmistir. Buna gore, sentezlenen
kriyojellerin, morfolojik olarak birbirine baglh biiyilk gozeneklerden olusan

polimerik ag seklinde oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.21. Foto duyarl1 kriyojel kolon SEM goriintiisii

Diger bir karakterizasyon islemi olarak foto duyarli kriyojele sisme ve
sikistirma testleri uygulanmistir. Elde edilen verilere gore, kriyojelin g polimer
basina 5.02 g su olarak su tutma kapasitesine sahip oldugu ve % 412 sisme
kapasitesinin oldugu bulunmustur. HEMA kriyojeliyle kiyaslandiginda, foto
duyarl kriyojellerin daha hidrofilik yapida oldugu ve bunun da gozeneklerine
capraz baglanmis enzimatik yapilardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

BET analizi sonucunda, foto duyarh kriyojellerin yiizey alam 969 m’g"

olarak bulunmustur. Bu deger de HEMA kriyojeliyle yaklasik degerdedir.

3.5.3. Multi Nano Enzim (FateDH, FaldDH, ADH) iceren Kriyojel Kolon

Karakterizasyonu

Gozeneklerine multi nano enzim ¢apraz baglanmis kriyojel kolonun yiizey
morfolojisi analizi i¢in SEM goriintiileri alinmistir. Sekil 3.22°de verilen SEM
goriintiisiine gore, kriyojelin birbirine baglantili biiyilk gozeneklerden olustugu
goriilmektedir. Ayrica SEM goriintiisiinde, gozeneklere baglanmis olarak
goriilen um biiytikliiglindeki noktaciklar agrege olmus nano multi enzimleri

gostermektedir.
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Sekil 3.22. Multi nano enzim iceren kriyojellerin SEM goriintiisii

Multi nano enzim igeren kriyojellerin hidrofilik o6zelliklerini ortaya
koymak icin yapilan sisme ve sikistirma testleri sonucunda, sisme kapasitesinin %
547 ve g polimer basina 9.02 g su tutma kapasitesine sahip oldugu bulunmustur.
Bu degerlerin HEMA kriyojeli ve fotoduyarl kriyojele gore daha yiiksek ¢ikmasi
beklenen bir durumdur. Ciinkii, multi nano enzim sistemlerinin kriyojel
gozeneklerine ¢apraz baglanmasiyla HEMA kriyojelinin hidrofilikligi artmistir.

BET analizi sonucunda da kriyojellerin yiizey alani, 1040 ng'l olarak
bulunmustur. Kriyojel gozeneklerine multi nano enzim capraz baglanmasinin

yiizey alanim arttirdigl goriilmiistiir.

3.5.4. Multi Enzim iceren (FateDH, FaldDH, ADH) Kriyojel Kolon

Sentezi ve Karakterizasyonu

Multi enzim iceren kriyojellerin yiizey morfolojisi ve gozenekliligi analizi
icin SEM goriintiileri alinmistir. Sekil 3.23’de verilen SEM goriintiisii, multi
enzim iceren kriyojellerin birbirine baglantili genis godzeneklerden olusan

polimerik bir yap1 oldugunu desteklemektedir.
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Sekil 3.23. Multi enzim iceren kriyojellerin SEM goriintiisii

Sentezlenen multi enzim iceren kriyojellerin sisme testi ve sikigtirma testi
ile su tutma kapasiteleri belirlenmistir. Buna gore kriyojeller g polimer basina
3.49 g su tutmakta ve % 326 sisme kapasitesine sahiptir. Bu sonuclar HEMA
kriyojeliyle yakinlik gostermektedir.

BET analizi sonuclarina gére, sentezlenen kriyojelin yiizey alan1 926 m*g”
olarak bulunmustur. Yine, BET analizi sonucunun da HEMA kriyojeli ile

yakinlik gostermektedir.

3.6. Kriyojel Kolonlarla CO,’nin Metanole Doniisiimii

3.6.1. Kriyojel Kolonlarla CO;’nin Metanole Doniisiimiine pH Etkisi

Foto duyarli kriyojel kolonlar, nano multi enzim igeren kriyojel kolonlar
ve multi enzim iceren kriyojel kolonlarin her biriyle aym kosullarda CO,
gecirilerek, CO, nin metanole doniisiimii ve buna bagh parametrelerden pH etkisi
incelenmistir. Herbir kolonla her bir pH degerinde elde edilen metanol miktar
HPLC ile belirlenerek elde edilen veriler grafige aktarilmistir. Sekil 3.24°de

kolonlarda CO;’nin metanole doniisiimiinde pH etkisi gosterilmistir.
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Sekil 3.24. Kriyojel kolonlarda CO,’nin metanole doniisiimiine pH etkisi a. Foto duyarli kriyojel
kolon b. Nano multi enzim sistemi iceren kriyojel kolon c. Multi enzim sistemi iceren
kriyojel kolon

Sekil 3.24’de verilen grafige gore foto duyarli kriyojel kolon
kullanildiginda, pH 6.5 ile 8.5 arasinda yiiksek miktarda metanole doniisiim
oldugu goriilmektedir. Bu sistemde, NADH elektron donérii disaridan kolona
verilmemektedir. Multi enzim sistemine rutenyumlu capraz baglayic1 ile
baglanmistir. Sistemde, genis pH araliginda doniisiimiin olmas1 ve disaridan
ekstra elektron saglayicisina ihtiyac olmamasi bu kriyojel kolonlar1 avantajli hale
getirmektedir.

Nano multi enzim sistemi iceren kriyojel kolonlarda CO;’nin metanole
doniisiimiine bakildiginda, pH 7 ile 9 arasinda hala yiiksek miktarda metanol
eldesi oldugu goriilmektedir. Bu sistemde elektron donérii olan NADH,
rutenyumlu kompleksle nano enzim yapisina katilmis ve sistemde disaridan
herhangi bir elektron donérii alis verisine gerek kalmamistir. Nano enzimlerin
genis bir pH araliginda aktivitelerini devam ettirme ozelligi, bu sistemde de
kendini gostermekle birlikte, disaridan ekstra bir elektron saglayicisina ihtiyag
kalmamasi1 da sistemin diger bir iistiinliigiidiir.

Multi enzim iceren kriyojel kolonla doniisiim incelendiginde, kriyojel
kolonla maksimum miktarda metanol doniisiimii pH 8’de oldugu goriilmektedir.

pH degeri arttikca doniisiim hizla azalarak pH 9.5-10 civarinda hemen hemen hig
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doniisiim olmamaktadir. Bu sistemde, NADH elektron donorii sisteme siirekli

disaridan verilmektedir.

3.6.2. Kriyojel Kolonlarla CO,’ nin Metanole Doniisiimiine Enzim

Derisiminin Etkisi

CO2’nin metanole doniisiimii reaksiyonlarinda kriyojel kolondaki enzim
derisiminin metanole doniisiim iizerine etkisi her ii¢ kriyojel kolon i¢in incelenmis

ve elde edilen veriler Sekil 3.25°de verilen grafige aktarilmstir.
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Sekil 3.25. Kriyojel kolonlarda CO,’nin metanole doniisiimiine enzim derisimi etkisi a. Multi
enzim sistemi igeren kriyojel kolon b. Foto duyarli kriyojel kolon c¢. Nano multi enzim
sistemi igeren kriyojel kolon

Sekil 3.25°te verilen grafige gore, her iic sistemde de enzim derisimi
arttirildikca elde edilen metanol miktarinin da arttig1 goriilmiistiir. Ancak; grafikte
plato bolgelerinde enzimle CO, tamamen doygun hale geldigi i¢in, daha fazla

doniisiim saglanamamaktadir.
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3.6.3. Kriyojel Kolonlarla CO,’ nin Metanole Doniisiimiine CO,
Miktarmin Etkisi

Sentezlenen kriyojel kolonlarda enzim derisimleri ve pH sabit tutulup, her
tic kolondan da farkli miktarlarda CO, gecirilmistir. Boylelikle CO, miktarinin
CO;’nin metanole doniisiimii reaksiyonlart iizerine etkisi incelenmistir Elde edilen

veriler grafige aktarilarak, Sekil 3.26’da verilen grafik olusturulmustur.
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Sekil 3.26. Kriyojel kolonlarda CO,’nin metanole doniisiimiine CO2 miktarinin etkisi a. Multi
enzim sistemi iceren kriyojel kolon b. Foto duyarli kriyojel kolon c. Nano multi enzim
sistemi iceren kriyojel kolon

Grafik incelendiginde sistemdeki CO, miktar1 arttirlldiginda, en fazla
doniislimiin multi enzim sistemi iceren kriyojelde oldugu goriilmektedir. Ancak;
bu sistemde elektron donorii olan NADH her bir doniisiim 6ncesinde sisteme
disaridan eklenmektedir.

Nano multi enzim sistemi iceren ve foto duyarli kriyojel kolonlarda da
sistemdeki CO, miktar1 arttikca doniisen MeOH miktarinda da artis oldugu
goriilmektedir. Her iki sistemde de reaksiyonun gerceklesmesi i¢in gerekli olan
elektron donériiniin disaridan verilmemesi, doniisiim sistemlerinin i¢inde olmasi

uygulama ac¢isindan biiyiik bir avantajdir.
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3.6.4. Kriyojel Kolonlarla CO,’ nin Metanole Doniisiimiinde CO,’nin

Kriyojel Kolonla Etkilesim Siiresinin incelenmesi

CO;’nin metanole doniisiimiinde, CO,’nin kriyojel kolonla etkilesim
siiresinin metanol olusumuna etkisi sentezlenen her iic kriyojel kolonda da
incelenmis, elde edilen veriler grafige aktarilarak Sekil 3.27°de verilen grafik elde

edilmistir.
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Sekil 3.27. Kriyojel kolonlarda CO,’nin metanole dontisiimiine CO2’nin kolonla etkilesim
siiresinin incelenmesi a. Multi enzim sistemi iceren kriyojel kolon b. Foto duyarli
kriyojel kolon c. Nano multi enzim sistemi iceren kriyojel kolon

Buna gore, etkilesim siiresi arttik¢a kriyojel kolonlardaki metanol olusum
miktar1 da artmaktadir. Multi enzim sistemi iceren kriyojel kolonlarda elektron
donorii olan NADH sisteme disaridan verilmistir. Diger iki sisemde elektron
donorii sistem icerisinde ¢apraz bagl bulunmaktadir. Ik yarim saatlik etkilesimde
kolonlarda 3ile 5 mM metanol olusurken, bu deger 3 saat icinde 18-25 mM’a
ulagmaktadir. En yiiksek metanol derisimleri kolonlarla 5-5.5 saat etkilesim

sonrasinda alinmustir.
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3.6.5. COy’ nin Metanole Doniisiimiinde Kullanilan Kriyojel Kolonlarin

Tekrar Kullanilabilirliginin incelenmesi

Sentezlenen  kriyojel  kolonlarin  CO;’nin  metanole  doniisiim
reaksiyonlarinda tekrar kullanilabilirligi, aynmi kriyojel kolonlardan CO,’nin
defalarca gecirilmesiyle incelenmistir. Elde edilen veriler grafige gecirilmis ve

Sekil 3.28’de verilmistir.
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Sekil 3.28. Kriyojel kolonlarin CO,’nin metanole doniisiimiinde tekrar kullanilabilirliginin
incelenmesi a. Multi enzim sistemi igeren kriyojel kolon (digsaridan NADH verilmeden)
b. Foto duyarli kriyojel kolon c. Nano multi enzim sistemi iceren kriyojel kolon d. Multi

Buna gore, foto duyarl kriyojel kolon ve nano multi enzim iceen kriyojel
kolonlarin NADH rejenerasyonuna gerek kalmadan tekrar tekrar kullanilabildigi
goriilmektedir. Multi enzim iceren kriyojel kolondan ise NADH disaridan
verilmediginde, kolonda metanol olusmadigi, sisteme NADH verildiginde ise, bu
kolonlarin da CO;’nin metanole doniisiim sistemleri i¢in tekrar kullanilabilir

oldugu goriilmektedir.
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3.7. Ribulaz-1,5-bifosfat Karboksilaz/Oksigenaz (RuBisCo) Enzimi ve

Uygulamalari

3.7.1. Nano Ribulaz-1,5-bifosfat Karboksilaz/Oksigenaz (RuBisCo)

Enzimi Sentezi ve Karakterizasyonu

Nano RuBisCo enzimi ANADOLUCA metoduna gore sentezlenerek, elde
edilen nano enzimlerin karakterizasyonu TEM goriintiilerinin (Sekil 3.29) alinarak

boyut analiziyle yapilmistir.

gng; 57.55 nm

- -
A i
E |
Sekil 3.29. Nano RuBisCo enziminin TEM goriintiisii
Buna gore, sentezlenen nano RuBisCo enziminin partikiil boyutlar1 50 ile
80 nm arasinda degismektedir.
Diger bir karakterizasyon islemi icin, sentezlenen nano RuBisCo
enziminin floresans spektrumu alinmistir. Bunun i¢in nano partikiiller 310 nm’de

uyarilmistir (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30. Nano RuBisCo enziminin floresans spektrumu

Sekil 3.30’daki nano RuBisCo enzimine ait spektruma gore, enzim
partikiillerinin 621 nm’de 373 a.u. floresans siddetinin oldugu goriilmektedir. Bu
floresans Ozelligi, nano enzim sentezi sirasinda enzimin rutenyum tabanl
aminoasit monomerler etkilestirilmesiyle, enzim yapisinda siirekli konjugasyonun
olmas1 ve buna bagli olarak da floresans 1simasi yapmasiyla aciklanabilir.
Dolayisiyla nano RuBisCo enzimi, floresans icerikli diger analizler de
kullanilabilir niteliktedir.

Nano RuBisCo enziminin bir diger karakterizasyon islemi zeta boyut

analiziyle yapilmistir. Elde edilen boyut dagilimi grafigi Sekil 3.31°de verilmistir.

= — e e ™ R

Sekil 3.31. Nano RuBisCo enziminin zeta boyut dagilimi grafigi

Buna gore, nano RuBisCo enziminin partikiil boyutu dagilim: 82 nm

olarak bulunmustur. Elde edilen deger, TEM goriintiilerini destekler niteliktedir.
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Ticari RuBisCo ve nano RuBisCo enzimlerinin CD spektrumlar1 alinarak,
enzim yapisini olusturan proteinlerin ikincil yapilari incelenmis ve nano enzim
sentezlendikten sonra, ikincil yapida degisim olup olmadig1 aydinlatilmistir. Sekil
3.32’de ticari RuBisCo enzimi ve nano RuBisCo enzimine ait CD spektrumlarinin

cakistiritlmig hali goriilmektedir.
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Sekil 3.32. Ticari ve nano RuBisCo enzimlerine ait CD spektrumlar1

Buna gore spektrumlar degerlendirildigine, 190-210 nm arasinda gelen pik
enzimlerin yapisindaki a-helix sarmalini, 230 nm’ de gelen pik B katlanmalarini,
260-270 nm arasinda gelen pik ise nano enzim sentezindeki konjugasyon sirasinda
rutenyum tabanli aminoasit monomerden, nano enzim yapisina giren aromatik
gruplan gostermektedir. CD spektrumuna bakildiginda, nano RuBisCo enziminde

yapida bozunma olmadigi anlagilmaktadir.
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3.7.2. Gozeneklerine Anti-RuBisCo Antibadi Capraz Bagh Kriyojel

Sentezi ve Karakterizasyonu

RuBisCo enziminin 1spanak yapraklarindan afinite kromatografisi
teknigiyle FPLC cihaz1 kullanarak izole etmek icin gézeneklerine anti-RuBisCo
antibadi ¢apraz bagl kriyojel kolon sentezlenmistir. Sentezlenen kriyojel kolonun
karakterizasyonu, kriyojelin gozenek boyutu ve gozenek dagilimimi belirlemek
icin SEM goriintiisii alinmigtir. Sekil 3.33’de gozeneklerine anti- RuBisCo

antibadi ¢apraz bagli kriyojel kolona ait SEM goriintiisii verilmistir.

Sekil 3.33. Gozeneklerine anti-RuBisCo antibadi ¢apraz bagl kriyojel kolonun SEM goriintiisii

SEM goriintiisiinden de, sentezlenen kriyojel kolonun birbirine bagh
biiyiik gézeneklerden olusmus polimerik yap1 oldugu goriilmektedir.

Kriyojelin hidrofilik 6zelliginden dolayi, su tutma kapasitesi ve sisme
kapasitesi belirlenmis ve g polimer basina 4.02 g su tuttugu ve % 428 sisme
kapasitesine sahip oldugu bulunmustur. Bu degerler de, sentezlenen kriyojelin
hidrofilik 6zelligini dogrulamaktadir.

Kriyojelin yiizey alaninin analizi BET analiziyle yapilmistir. Bunun

sonucunda, 910 ng'l yiizey alanina sahip oldugu belirlenmistir.
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3.7.2.1. FPLC Cahsmalari

FPLC’de kolon dolgu maddesinin gozeneklerine anti-RuBisCo antibadi
capraz bagh kriyojelin kullanildig1 kromatografik sistemde, 1spanak ekstraktinin
FPLC cihazina enjeksiyonuyla, RuBisCo enzimi izole edilmistir. Elde edilen

kromatogram Sekil 3.34’de verilmistir.

12.1 dak

991 1 1.8.dak

oof \®

10 15 20 mn

Sekil 3.34. RuBisCo enzimi izolasyonuna ait kromatogram

Sekil 3.34’de verilen kromatograma gore, 1.8. dakikada gelen ilk pik
1spanak ekstraktindaki RuBisCo enzimi disindaki diger maddeleri ifade
etmektedir. Bu sirada RuBisCo enzimi kriyojel kolondaki anti-RuBisCo antibadi
ile antijen-antibadi etkilesimiyle tutunmaktadir. 6. dakikadan sonra, hareketli
fazin degistirilmesiyle, kriyojel kolondaki antibadi-antijen etkilesimi kirilarak
RuBisCo enziminin kriyojel kolondan salinmas1 saglanmistir. 12.1 dakikada gelen
pik RuBisCo enzimine ait piktir. Bu pikin geldigi alan boyunca kolondan alinan
cozelti fraksiyon toplama {iinitesinde toplanmistir. Kolondan alinan c¢ozeltinin
coziiciisii liyofilizasyon ile uzaklastirilarak, izole edilen edilen RuBisCo enzimi
SDS-PAGE analizi yapilarak safligi belirlenmis ve ardindan ANADOLUCA

metoduna gore nano boyutta sentezlenmistir.
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3.7.3. Nano Yapida Sentezlenen Ispanaktan izole RuBisCo Enziminin

Karakterizasyonu

Ispanaktan izole edilen RuBisCo enzimi ANADOLUCA metoduna gore
nano yapida sentezlenerek, enzimin kararliligt ve farkli reaksiyon kosullarina
kars1 dayanikliligiin  artmasi saglanmistir. Elde edilen nano enzimin
karakterizasyonu diger nano enzimlerin karakterizasyonu gibi TEM
goriintiilerinin alinmasi, zeta boyut analizi, floresans ve CD spektrumlarinin

alinmasiyla yapilmastir.

Sekil 3.35 sentezlenen nano enzimin TEM goriintiisiinii gostermektedir.

Buna gore, nano enzimin partiikiil biiyiikliigii 60-95 nm arasinda degismektedir.

O —
100lom
Sekil 3.35. Ispanaktan izole edilen nano yapilt RuBisCo enziminin TEM goriintiisii

Elde edilen nano enzimin partikiil biiyiikliigii zeta boyut analiziyle de
belirlenmis ve boyut dagilimi 93 nm olarak bulunmustur. Bu sonu¢ da TEM
goriintiisiiyle belirlenen boyutlar1 desteklemektedir. Sekil 3.36’da nano enzime ait

zeta boyut analizi verilmistir.
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Sekil 3.36. Ispanaktan izole edilen nano yapili RuBisCo enziminin zeta boyut dagilimi analizi

Nano yapida sentezlenen 1spanaktan izole edilen RuBisCo enziminin diger
bir karakterizasyon islemi floresans spektrumunun alinmasiyla yapilmistir. Nano
yapinin sentezinde kullanilan rutenyum tabanli aminoasit monomerle etkilesimi
sonrasit enzimin sahip oldugu floresans 1simasinin siddeti 887 a.u olarak
bulunmustur. Sekil 3.37°de sentezlenen nano enzime ait floresans spektrumu
goriilmektedir. Floresans 1simasinin diger enzimlere gore bu kadar siddetli
olmasinin sebebi, enzim miktarinin ve enzimle etkilestirilen rutenyum tabanlu

aminoasit miktarinin digerlerine gore daha fazla olmasidir.
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Sekil 3.37. Ispanaktan izole edilen nano yapili RuBisCo enziminin floresans spektrumu
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Nano yapili izole edilen RuBisCo enziminin diger bir karakterizasyon
islemi izole edildikten sonra ve nano yapida sentezlendikten sonra CD
spektrumlarinin alinmasiyla yapilmistir. Ispanaktan izole edildikten sonra enzim
yapisindaki proteinlerin ikincil yapilar1 ve ayni enzimin nano formata geldikten
sonraki ikincil yapilar1 alinan CD spektrumlariyla degerlendirilmistir. Sekil
3.38.a. 1spanaktan 1izole edilen RuBisCo enziminin CD spektrumunu
gostermektedir. Buna gore, 185-200 nm ve 200-210 nm arasinda gelen pik o
heliks sarmalin1 gostermektedir. Dolayisiyla enzimin sekonder yapisi bozunmadan
izolasyon yapilmistir. Sekil 3.38.b. ise, ispanaktan izole edilen nano yapili
RuBisCo enziminin CD  spektrumunu gostermektedir. Bu  spektrum
degerlendirildiginde, 190-210 nm arasinda gelen pik enzimlerin yapisindaki o
heliks sarmalini, 220-230 nm’de gelen pik  katlanmalarini, 270-280 nm arasinda
gelen pik ise nano enzim sentezindeki konjugasyon sirasinda rutenyum tabanli
aminoasit monomerden nano enzim Yyapisina giren aromatik gruplari
gostermektedir. Nano enzim formatindaki yapida sekonder yapida o heliks

katlanmasinin yaninda,  katlanmalar1 ve aromatik gruplar da 6n plana ¢ikmistir.
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Sekil 3.38. a. Ispanaktan izole edilen RuBisCo enziminin CD spektrumu b. Ispanaktan izole edilen
nano yapidaki RuBisCo enziminin CD spektrumu

3.8. Nano RuBisCo Enzimlerinin Enzimatik Aktivite Tayinleri ve

Enzimatik Aktiviteye Etki Eden Parametrelerin incelenmesi

3.8.1. Ticari, Nano, izole ve Nano izole RuBisCo Enzimlerinin Enzimatik

Aktivite Tayinleri

RuBisCo enziminin aktivitesi, substrat olarak D-ribulaz-1,5 bifosfat ve
CO, ile reaksiyonu sonunda olusan 3-fosfogliseraldehit sekerinin 340 nm’de
mikroplaka okuyucuda spektrofotometrik olarak  Olgiilmesi  sonrasinda
bulunmustur. Esitlik 2.3 kullanilarak yapilan hesaplamalarla her dért RuBisCo
enzimi grubuna ait enzim aktivite degerleri bulunmustur. Sekil 3.39.a. CO, ile
etkilesimi sonrasindaki ticari RuBisCo enzimine ait aktiviteyi, Sekil 3.39.b. nano
RuBisCo enziminin aktivite egrisini, 3.39.c. 1spanaktan izole edilen RuBisCo
enziminin aktivitesini, 3.39.d. ise, 1spanaktan izole edildikten sonra nano yapida

sentezlenen RuBisCo enzimine ait aktiviteyi gdstermektedir.
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Sekil 3.39. a. Ticari RuBisCo enziminin aktivite egrisi, b. Nano RuBisCo enziminin aktivite
egrisi, c. Ispanaktan izole edilen RuBisCo enziminin aktivite egrisi, d. Ispanaktan izole
edilen ve nano yapida sentezlenen RuBisCo enziminin aktivite egrisi
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Buna gore, ticari RuBisCo enziminin bagil aktivite degeri % 36 U
(pmoldk'l) olarak bulunmustur. Bagil aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde,
literatiirde verilen spektrofotometrik yontemle RuBisCo enzim aktivitesi
degerleriyle uyumluluk gostermektedir [131-132]. Chakrabarti S. ve ark. [131]
RuBisCo enzim aktivitesi icin radyoaktif metotlara alternatif olarak
spektrofotometrik bir metot gelistirmisler ve RuBisCo enzim aktivitesini % 45
olarak bulmuslardir. Bu deneyde elde edilen RuBisCo enziminin % 36 bagil
aktivite degeri bu ¢alismayla yakinlik gostermektedir. Sharkey ve ark. da 1991
yilinda yaptiklar1 ¢calismada [132], RuBisCo enzim aktivitesinin belirlenmesi icin
fotometrik bir yontem gelistirdikleri deneyler sonucunda, bagil enzim aktivitesini
% 30 olarak bulmuslardir. Dolayisiyla, tez calismalarinda bulunan RuBisCo
enzim aktivite degeri literatiirdeki bu ¢alismalarla yakinlik gostermektedir.

Sekil 3.39.b’de verilen egriye gore, nano RuBisCo enzim bagil aktivitesi
% 11.62 U (pmoldak'l) olarak bulunmustur. Bu degerin ticari RuBisCo
enziminden 3 kat daha az oldugu goriilmektedir. Ancak, sentezlenen nano yapili
enzimin CO, ile etkilesiminden sonra bu sekilde enzimatik aktivite gostermesi,
hazirlanan biyo mimik enzimin calistigin1 ifade etmektedir. Ayrica nano
enzimlerin sahip oldugu kararlilik ve dayaniklilik ozellikleri diisiiniildiigiinde,
sentezlenen nano RuBisCo enziminin CO, tutucu ve doniistiiriicii olarak
kullanilabilecegi goriilmektedir.

Sekil 3.39.c.’de verilen egriden elde edilen absorbans verilerine gore
1spanaktan izole edilen RuBisCo enziminin bagil aktivitesi % 62.7 U (pmoldak'l)
olarak bulunmustur. Ticari RuBisCo enziminin aktivitesinden daha biiyiik bir
degerde enzim aktivitesinin bulunmasinin sebebi, burada kullanilan enzim
derisiminin 7 kat daha fazla olmasidir. Enzimatik aktivitenin belirgin bir sekilde
gozlenebilmesi i¢in, FPLC’den izole edilen RuBisCo enzimleri liyofilizasyonla
coziiciileri ugurularak biraraya getirilmis ve enzimatik aktivite tayini yapilmstir.

Sekil 3.39.d’de verilen egriden elde edilen verilere gore, 1spanaktan izole
edilen ve nano yapida sentezlenen RuBisCo enziminin bagil aktivitesi % 0.64 U
(umoldak™) olarak bulunmustur. CD spektrumundan da yapis belirlenen bu nano
enzimde, nano yap1 sentezi sirasinda enzim igeriginde sekonder yapida

degisiklikler cok fazla olmustur. B katlanmalari, rastgele katlanmalar ve aromatik
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gruplarin varlig1 enzimdeki proteinleirn sekonder yapisinda bir miktar degisiklige
yol agmistir. Bu nedenle bu enzimin aktivitesinin diger RuBisCo enzimlerine gore
diisiik olmas1 beklenen bir durumdur.

RuBisCo enzimatik aktivitenin diger bir gostergesi, RuBisCo enzimlerinin
ribulaz-1,5 bifosfat varliginda CO, ile etkilesimi sonucu 3-fosfogliseraldehit
olusturmasidir. Reaksiyon sonrasinda olusan 3-fosfogliseraldehit ITK ile
belirlenerek, (NH4)¢M070,4.4H,O ile seker goriintiileme prosediiriine gore

goriintiileme yapilmistir. Sekil 3.40 ITK verilerini gostermektedir.

d

a b c

Sekil 3.40. RuBisCo enzimlerinin CO; ile etkilesimi sonras: ortamda olusan 3-fosfogliseraldehitin
ITK ile belirlenmesi a. Ticari RuBisCo enzimi b. Ispanaktan izole edilen RuBisCo
enzimi c¢. Nano RuBisCo enzimi d. Ispanaktan izole edildikten sonra nano yapida sentez

Buna gore her bir RuBisCo enziminin CO; ile etkilesimi sonucunda
reaksiyon ortaminda 3-fosfogliseraldehit olugsmaktadir. Yani, calisilan RuBisCo
enzimlerinin aktivitesi bir de bu agidan ortaya konulmustur. Sekil 3.40°da d ile
gosterilen ITK verisinde spotun cok kiiciik olmasinin nedeni, reaksiyonda
kullanilan izole edildikten sonra nano yapilan RuBisCo enziminin derisiminin

digerlerine gore ¢cok daha kiiciik olmasidir.
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3.8.2. Ticari, Nano, izole ve Nano izole RuBisCo Enzimlerinin Enzimatik

Aktivitesine Substrat Derisimi Etkisi

RuBisCo enzimlerinin aktivitesine substrat derisiminin etkisi, ribulaz-1,5

bifosfat derisiminin etkisi ve CO, miktarinin etkisi olarak iki yonlii incelenmistir.
a. Ribulaz-1,5 bifosfat Derisiminin Etkisi

RuBisCo enzimlerinin aktivitesine ribulaz-1,5 bifosfat derisiminin etkisini
incelemek i¢in, sistemden gecirilen CO, miktar1 8 Ldk! olarak sabitlenip, 1,00;
1,33; 2,00; 2,67; 3,33 mM derisimlerindeki D-ribulaz-1,5 bifosfat substratiyla
etkilesim sonucu aktivite incelenmistir. Aktivite olctimleri Esitlik 2.3’te verilen

esitlife gore hesaplanarak, substrat derisimine kars1i grafige aktarilmistir.
(Sekil3.41).
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Sekil 3.41. Ribulaz-1,5 bifosfat derisiminin RuBisCo enzimlerinin aktivitesine etkisi a. Ticari
RuBisCo enzimi b. Nano RuBisCo enzimi c. Izole edilen RuBisCo enzimi d. Izole
edilen RuBisCo enziminin nano yapisi.

Sekil 3.41°de verilen grafik incelendiginde, substrat derisimi arttik¢a
enzimatik aktivitenin de her bir RuBisCo enzimi i¢in arttigi goriilmektedir. Ticari
ve izole edilen RuBisCo enzimleri i¢in substrat derisimi 2.5 mM olduktan sonra

enzimler substratle doygunluga ulasmis ve bu noktadan sonra substrat derisimi
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arttinnldiginda bile enzim aktivitesi artmamaktadir. Diger nano yapili enzimlerde

substrat derisimine bagl olarak enzim aktivitesinin de arttig1 goriilmiistiir.

b. CO, Miktarmin Etkisi

CO; miktarinin, RuBisCo enzim aktivitesine etkisini incelemek igin,
reaksiyonda D-ribulaz-1,5 bifosfat substratinin derisimi sabit tutularak 2 mM
olarak kullanilmistir. Enzimatik reaksiyonlardan, farkli miktarlarda CO,
gecirilmistir. Herbir CO, miktarina karsilik gelen enzim aktivite degerleri
bulunarak, substrat derisimine kars1 grafige gecirilmistir (Sekil 3.42). Buna gore,

CO; miktar arttikca enzim aktivitesinin de arttig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.42. Sistemden gecirilen CO, miktarinin RuBisCo enzimlerinin aktivitesine etkisi a. Ticari
RuBisCo enzimi b. Nano RuBisCo enzimi c. Izole edilen RuBisCo enzimi d. izole
edilen RuBisCo enziminin nano yapist

3.8.3. Ticari, Nano, izole ve Nano izole RuBisCo Enzimlerinin Enzimatik

Aktivitesine Mg2+ Iyonu Derisimi Etkisi

RuBisCo enzimlerinin aktivite gOstermesi i¢in Mg2+ iyonunun varligi
gereklidir. Ciinkii Mg** iyonu enzimi aktive etmektedir. Mg** iyonunun RuBisCo

enzim derisimine etkisini incelemek i¢in ribulaz-1,5 bifosfat derisimi 2 mM
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alinarak, reaksiyondan 8 Ldak' CO, gecirilmistir. Reaksiyon ortamina farkli
derisimlerde Mg2+ iyonu eklenerek Mg iyon derigsiminin etkisi incelenmistir. Sekil
3.43’de RuBisCo enzimlerinin aktivitesine Mg®* iyon derisiminin etkisi
gosterilmistir. Buna gore, Mg®* iyon derisimi arttrildikca RuBisCo enzim
aktivitesi artmaktadir. Nano RuBisCo enzimi Mg®* iyon derisimi arttirildik¢a en
yiiksek enzim aktivitesine sahiptir. Ticari RuBisCo ve 1spanaktan izole edilen
RuBisCo enzimlerinin 0.5 mM ve 1 mM Mg** iyon derisimlerinin varliginda

enzim aktivitesi ayn1 degerde seyretmistir.
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Sekil 3.43. Mg2+ iyon derisiminin RuBisCo enzimlerinin aktivitesine etkisi a. Ticari RuBisCo
enzimi b. Nano RuBisCo enzimi c. izole edilen RuBisCo enzimi d. izole edilen
RuBisCo enziminin nano yapisi.

3.8.4. Ticari, Nano, izole ve Nano izole RuBisCo Enzimlerinin Enzimatik

Aktivitesine pH Etkisi

RuBisCo enzimlerinin aktivitelerine pH etkisini incelemek icin
reaksiyonlar farkli pH tamponlar1 igerisinde gerceklestirilmistir. Her bir
reaksiyonda, ribulaz-1,5 bifosfat derisimi 2 mM, Mg2+ iyon derisimi 1 mM

alinarak, reaksiyondan 8 Ldak™ CO, gecirilmistir.
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Elde edilen veriler Sekil 3.44°deki grafikte gosterilmektedir. Buna gore,
nano RuBisCo enzimlerinin genis pH aralifinda aktivite gosterirken, ticari ve
izole edilen RuBisCo enzimleri pH 7 olmak {iizere sadece tek bir pH degerinde
enzim aktivitesi gostermektedir. Nano enzimlerin farkli pH aralifinda aktivite

gosteren yapilar oldugu burada sentezlenmis olan RuBisCo enziminde de

kanitlanmustir.
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Sekil 3.44. pH’1in RuBisCo enzimlerinin aktivitesine etkisi a. Ticari RuBisCo enzimi b. Nano

RuBisCo enzimi c. Izole edilen RuBisCo enzimi d. Izole edilen RuBisCo enziminin
nano yapisl.

3.8.5. Ticari, Nano, izole ve Nano izole RuBisCo Enzimlerinin Enzimatik

Aktivitesine Sicaklik Etkisi

RuBisCo enzimlerinin aktivitesine sicaklik etkisini incelemek icin, pH
7’de D-ribulaz-1,5 bifosfat ve MgCl, ¢ozeltisi etkilestirilerek, sirasiyla 23, 25, 35,
37, 40 ve 42 °C’de enzimatik aktivite belirlenmistir. Elde edilen veriler sonucunda
sadece 37°C’de hem nano RuBisCo enzimlerinin hem de ticari ve izole edilen
RuBisCo enzimlerinin aktivite gosterdigi belirlenmistir. Sekil 3.39’da verilen

RuBisCo enzimlerinin aktivite egrileri 37°C sicaklikta elde edilmistir.
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3.8.6. Nano RuBisCo ve Nano izole RuBisCo Enzimlerinin Tekrar

Kullanilabilirligi

Nano RuBisCo enzimlerinin enzimatik reaksiyonlar sonrasi tekrar
kullanilabilirliginin incelenmesinde, enzimler reaksiyon ortamindan santrifiijle
ayrilarak bir sonraki enzimatik reaksiyonda tekrar kullanilmistir. 10 dongii icin
nano RuBisCo enzimi ve 1spanaktan izole edilen RuBisCo enziminin nano yapili

formu kullanilarak Sekil 3.45°de verilen tekrar kullanilabilirlik grafigi elde

edilmistir.
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Sekil 3.45. NanoRuBisCo enzimlerinin tekrar kullanilabilirligi a. Nano RuBisCo enzimi b. izole
edilen RuBisCo enziminin nano yapist

Buna gore sentezlenen nano RuBisCo enzimlerinin 10 dongii sonrasinda
da enzimatik aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Her iki nano RuBisCo enzimi

de COy’ nin 3-fosfogliseraldehite doniisiimiinii tekrar tekrar katalizlemektedir.

3.9. Sentezlenen Nano Enzimlerin SDS-PAGE ile Karakterizasyonu
Tez kapsami caligmalar1 boyunca sentezlenen nano CA, nano multi enzim

sistemi, 1spanaktan izole edilen RuBisCo enzimi, nano RuBisCo enzimi ve

1spanaktan izole edilen RuBisCo enziminin nano yapist SDS-PAGE’ de
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yiiriitiilerek sentezlenen nano enzimlerin ticari enzimlerle karsilastirilmasi
yapilmistir.

SDS-PAGE analizi icin akrilamid-bis monomerleri 29:1 oraninda
karistirilarak, bu karistma, TEMED, APS, SDS ve pH 8.8 Tris tamponu eklenmis
ve boylece % 10’luk poliakrilamid jel hazirlanmistir. Jele yiiklenecek
enzimlerden 15° er pL alinarak her biri 15 pL. Coomassie Blue G boyasi ile
etkilestirilmistir. Etkilesimin daha hizli ve homojen olmasi i¢in ve denatiirasyonun
saglanmasi i¢in boyayla etkilestirilen ornekler bir siire 1sitilmistir. Ardindan, tanka
poliakrilamit jeli dokiilmiis ve uygun bir tarak ile jelde esit hacimde kuyucuklar
acilmistir. Tank tampon cozelti ile doldurularak enzim Ornekleri  acilan
kuyucuklardan jele yiiklenmistir. 25-35 mA akim, enzim Orneklerinin jelde
ilerlemesi i¢in kullanilmistir. Analiz siiresi tamamlandiginda, tanktan ¢ikarilan jel
once Coomassie Blue boya ¢ozeltisi icinde bekletilmistir. Ardindan, proteinlere
ait bantlarin goriintiilenmesi icin belirli araliklarla 35 mL CH3COOH ile 25 mL
CH;O0H karisimindan olusan yikama c¢ozeltisi ile yikanmistir. Nano enzimlere ait
bantlar, ile ticari enzimlere ait bantlar karsilastirilmistir. Sekil 3.46’da RuBisCo
ticari ve nano enzimlerinin ve CA ticari ve nano enzimlerine ait SDS-PAGE

analizi verilmistir.

Sekil 3.46. RuBisCo ve CA ticari ve nano enzimlerin SDS-PAGE analizi
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Sekil 3.46 incelendiginde, RuBisCo enziminin 55 kDA ve 14 kDa olmak
tizere sahip oldugu iki alt birimin jelde farkli iki bant seklinde geldigi
goriilmektedir. Bu bantlar izole edilen RuBisCo enziminde de goriilmektedir.
Nano RuBisCo enzimine ait bantlar degerlendirildiginde, RuBisCo enzimine ait 2
bandin yaninda 1 bandinda enzimin nano sentezi sirasinda etkilestirildigi
rutenyum tabanli aminoasite ait bant oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla, nano
RuBisCo yapisinda toplamda 3 bandin gelmesi beklenmektedir.

Aym analiz CA ve nano CA enzimi i¢in degerlendirildiginde, CA
enzimine ait bandin yaninda, nano CA enziminde 1 tane de rutenyum tabanli

aminoasite ait bant gelmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Giliniimiizde, dogaya salinan CO, miktar1 endiistrilesmenin artmasi, fosil
yakitlarin  kullanilmasi, orman alanlarinin  yok edilmesi gibi sebeplerle
giderek artmaktadir. Bu nedenle; son yillarda CO, tutuklama ve doniistiirme
calismalar1 hiz kazanmis olup bu iglemlerin en pratik, en hizli ve en kolay yolu
arastirilmaktadir.

Yapilan tez ¢alismasinda, CO;’ nin tutuklanmasi ve doniistiiriilmesi i¢in
biyomimik nano enzim sistemleri gelistirilmistir. CO;’nin diger doniisiim
prosesleri incelendiginde, yiiksek basin¢ ve sicaklik kullanarak doniisiimler,
inorganik veya organik katalizorler kullanarak doniisiimler goriilmektedir. Bu
sistemler incelendiginde, CO;’nin tutuklanmasi ve doniistiiriilmesi i¢in reaksiyon
kosullar1 (sicaklik, atmosferik basing vs.) ve zaman acisindan en uygun
sistemlerin enzimatik sistemler oldugu bulunmustur. Ancak; enzimlerle
gerceklestirilen biyokatalitik sistemlerde enzimlerin pahali olmasi, farkli kosullara
dayaniksiz olmasi, sadece caligabildikleri optimum parametrelerin olmasi gibi
nedenlerden dolayi, reaksiyon verimleri azalmakta ve endiistriyel boyuta
tasinamamaktadir.

Bu gibi sorunlarin asilmasi ve CO, tutuklama ve doniisiim proseslerinin
endiistriyel boyuta da uygulanabilir olmas1 bakis agisindan hareketle nano enzim
sistemleri gelistirilmistir. Nano enzimler, genis pH ve sicaklik araliginda
caligabilen, aktivitelerinde herhangi bir azalma olmadan tekrar tekrar kullanilabilir
kararli yapilardir. Boylelikle, nano enzimler kullanilarak, hem reaksiyon kosullari
zenginlestirilmis hem de tekrar kullanilabilirlik sayesinde maliyet azaltilmis
olacaktir.

Tez calismasinda, CO, tutucu ve doniistiiriicii nano enzim sistemleri ii¢
farkl1 prosesle incelenmistir.

Tez calismasinin ilk asamasinda, CA enziminin CO;’nin bikarbonata
doniistimiinii katalizlemesi temel alinarak, CO,’ nin bikarbonata doniisiimii i¢in 93
nm boyutunda nano CA enzimi ANADOLUCA metoduna gore sentezlenmistir.

Nano CA enzimi ilk defa sentezlenmis olup literatiirde nano CA enzimine iliskin
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caligmalar bulunmamaktadir. Bu nedenle, sentezlenen nano CA enzimlerinin
aktivitesi ve CO;’yi tutuklama ve bikarbonata doniistiirme reaksiyonlari ticari CA
enzimiyle karsilastirmali olarak incelenmistir. Buna gore nano CA enziminin
aktivitesi 19.58 U olarak bulunmustur. Bu deger aymi derisimdeki ticari CA
enziminin aktivitesiyle, 22.914 U (umoldak™), yakinhk gostermektedir. Ticari CA
enzim aktivitesi, literatiirde, Kiifrevioglu ve ark.’min [133] koyun bobreginden
saflagtirdiklar1 CA enziminin spesifik aktivitesiyle (21.5 U/mg) yakin degerdedir.
Ticari CA enziminin Km ve Vmak degerleri sirasiyla; 0.471 mM ve 1.5x107
mMdak™ olarak bulunmustur. Bunun yaninda nano CA enzimine iliskin bu
degerler; Km degeri 0.442 mM ve Vmax degeri 1.6x10° mM dak™ bulunarak,
ticari CA enzimine ¢ok yakindir. Bu da yine nano CA enzimlerinin aktivitesinin
ticari CA enzime yakin oldugunu vurgulamaktadir. Ticari CA enzimiyle
karsilastirmali olarak elde edilen diger veriler degerlendirildiginde, ticari CA
enziminin sadece optimum pH 8’de en yiiksek enzim aktivitesini gosterirken,
nano CA enzim icin pH 7-9 araliginda yiiksek enzimatik aktivite gosterdigi
goriilmektedir. Farkli pH’larda da nano CA enziminin aktivite gostermesiyle,
nano yapmin enzimin caligma araligini genisletmis oldugu goriilmektedir.
Sicaklik etkisi incelendiginde ise, ticari CA enzimi maksimum 40 °C’de aktivite
gosterirken, nano CA enzimi 80 °C’ye kadar aktivite gostermektedir. Bunun
yaninda, nano CA enziminin 4-nitrofenilasetat substratina kars1 enzim aktivitesi
aynt nano CA enzimleriyle tekrarlandiginda, 10 dongiide enzimatik aktivitede
belirgin bir azalma olmadan tekrar tekrar kullanilabildigi goriilmiistiir. Biitiin bu
ozellikler nano CA enziminin yapisinda birlestirildiginde, enzimatik aktivite
yoniinden farkli sicaklik ve pH araliginda yiiksek aktivite gosterebilen ve ayni
reaksiyonda defalarca kullanilabilen yeni bir enzim sistemi gelistirildigi
sOylenebilir.

Bir sonraki adimda, gelistirilen nano CA enziminin yine ticari CA
enzimiyle CO;’yi bikarbonata doniistiirme reaksiyonlar1 incelenmistir. Ticari CA
ve nano CA enzimleri varlifinda sistemden CO, gecirilmis ve elde edilen
bikarbonat miktar1 tayin edilmistir. Bu ¢alismaya iliskin incelenen parametrelerde,
ticari CA enzimi gibi nano CA enzim derisiminin de arttifinda doniistiiriilen

bikarbonat miktarinin arttigi, yine CO, akis hizinin ortamda olusan bikarbonat
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miktarim arttirdigr goriilmiistiir. Ancak burada, CO,’ nin bikarbonata doniisiim
reaksiyonlarinda sentezlenen nano CA enzimlerinin {Ustiinliigii, farkli pH
araliklarinda (pH 5-9), 35-75 mg aras1 bikarbonat doniisiimiinii gerceklestirmesi
ve yine ayni nano CA enzimlerinin 14 dongii boyunca aktivitelerinde bir azalma
olmadan CO;’ nin doniisiim reaksiyonlarinda kullanilabilir olmasidir. CO; nin
tutuklanmas1 ve doniisiimii sonrasinda olusan bikarbonatin da endiistriyel a¢idan
karbonat mineralleri acisindan oldukga fazla uygulama yeri vardir. Kalsit, aragonit
gibi bikarbonattan yola ¢ikilarak iiretilen karbonat mineralleri ayn1 zamanda genis
bir karbon rezervi olarak da kullanilmaktadir. Nano CA enzimiyle yapilan CO;’
nin doniisimii bir baska acidan degerlendirildiginde, reaksiyonlar sirasinda
yiiksek sicaklik ve basing gibi ekstra maliyet gerektiren sistemlere ihtiyag
duyulmamustir. Calismada sentezlenen nano CA enziminin yapisinin ticari CA
enzimine gore iistiinliigii, reaksiyon kosullarinin da kolay uygulanabilir olmasiyla
birlestirildiginde, bu doniisiim sisteminin endiistriyel alanda da uygulanabilir
nitelikte oldugu diistiniilmektedir. Literatiirde simdiye kadar nano CA enzimi
sentezi ve nano CA enzimiyle CO;’nin bikarbonata doniistimiine iliskin ¢alisma
bulunmadigindan, elde edilen verilerin literatiirle karsilastirma olanagi
olmamugtir.

Tez calismasinin ikinci asamasinda, CO,’nin tutuklanmasi ve doniisiimii
yine nano enzimlerle ele alinmis ancak farkli bir acidan degerlendirilmistir. Bu
asamada, CO;’nin metanole doniisiimii oksidorediiktaz enzim grubuyla
gerceklestirilmistir. Literatiirde yer alan calismalardan farkli olarak, FateDH,
FaldDH ve ADH enzimleri ANADOLUCA metaduna gore konjugasyonla iiclii
enzim icren tek bir nano enzim seklinde sentezlenmistir. Literatiirdeki caligmalara
bakildiginda, her bir asamada, sistemde elektron saglayicisi olarak gorev yapacak
NADH koenzimine ihtiya¢ duyulmaktadir. CO,’nin metanole doniisiim sirasinda,
enzimatik doniisiimiin gerceklesmesi icin her seferinde disaridan NADH
eklenmesi ve reaksiyon sonunda da NADH’in rejenerasyonu zaman alict ve
maliyetli bir siirectir. Bu asamada yapilan calismalarla, CO;’nin metanole
doniistimiiniin  enzimlerle gerceklestirilmesi ancak, tekrar kullanilabilirligin
olmast ve genis bir skalada ¢alisabilirlik adina enzimler nanoboyutta multi nano

enzim sistemi olarak sentezlenmistir. Enzimatik doniisiim sisteminde, elektron
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saglayicisinin sisteme siirekli olarak disaridan verilmesini engellemek ve bu
islemi tek basamakta yapmak icin, ANADOLUCA metoduna goére, rutenyum
tabanli aminoasit monomere NADH konjuge edilmistir. Bu konjugat, nano enzim
sentezi sirasinda multi nano enzimle etkilestirilerek, ayn1 nano enzim yapisinda
hem multi enzimlerin hem de elektron saglayicist NADH 1n bir arada bulundugu
bir sistem gelistirilmistir. Boylelikle gelistirilen multi nano enzim yapisiyla,
NADH elektron saglayicisinin siirekli  sisteme disaridan eklenmesi ve
rejenerasyon basamagi elimine edilmistir. Sentezlenen multi nano enzim sistemi
kriyojel kolona capraz baglanarak, sistemden CO, gecirilmesiyle CO,’nin multi
nano enzim sistemiyle metanole doniisiimii incelenmistir. Sentezlenen multi nano
enzim sisteminin CO, nin metanole doniisiimii etkinligi, foto duyarh kriyojellerin
kullanim1 ve oksidorediiktaz enzimlerinin kriyojele baglanmasiyla sentezlenen
kriyojel kolonlarla doniisiimle karsilastirilmistir. Elde edilen verilere gore, multi
nano enzim iceren kriyojel kolonlarin CO, nin metanole doniisiimii reaksiyonlari
icin tekrar tekrar kullanilabilir, disaridan NADH eklenmesi ve bunun yaninda
ektra rejenerasyon sistemi gerektirmeyen sistemler oldugu bulunmustur.
Literatiirde bu yondeki calismalar incelendiginde [94-96], FateDH, FaldDH ve
ADH enzimleri farkli destek materyalleri iizerine baglanmis ya da enkapsiile
edilmistir. Hazirlanan materyallerden siirekli CO, gecirilerek sistemde elde edilen
metanol miktar1 bulunmustur. Bu calismaya ek olarak, Obert ve ark. [93] silika sol
jel matrisleri icerisine FateDAH, FaldDH ve ADH enzimlerini immobilize ederek
sistemden CO, gecirmisler ve elde edilen metanol miktarint bulmuslardir. Bu
calismada da elektron donérii sistemden her defasinda gecirilmistir. Ancak, bu
sistemlerin bir takim dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bunlar, CO, gecirilmeden
once sistmden NADH c¢ozeltisi gecirilmesi zorunlulugu ve reaksiyon sonrasinda
da ekstra rejenerasyon basamaginin olmasidir. Bunlar doniisiim sisteminde
maliyetli olmakla birlikte, analizin uzun siirede tamamlanmasina neden
olmaktadir. Bunun yaninda hazirlanan doniisiim sistemleri tek kullanimlik
sistemlerdir. Doniisiim sonrasinda elde edilen metanol, giiniimiizde otomotiv
sektoriinden, kimyasal endiistriye kadar pek ¢ok alanda kullanilmaktadir ve bir
cok maddenin sentezi veya iiretimi icin hammadde olarak kullanilmaktadir. Bu

nedenle, tez kapsaminda yapilan ¢alismalarla gelistirilen nano multi enzim iceren
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kriyojel kolonlar literatiirde bu yonde sentezlenen malzemelere gore iistiinliik
gostermekte ve endiistriyel alanda da kullanilabilir yondedir.

Tez calismasinin iigiincii asamasinda, CO, tutuklayic1 ve doniistiiriicii
sistemler olarak dogal bir sistem olan fotosentez iizerinden yola c¢ikilmistir.
Bitkilerin fotosentez sirasinda, CO;’yi biiyiikk molekiillii sekerlere doniistiiriicti
enzim sistemlerinin ¢alisma prensibiyle mimik nano enzim sistemi gelistirilmistir.
Fotosentezdeki Krebs dongiisiinde yer alan RuBisCo enziminin CO, tutuklamasi
ve CO,’den yola cikilarak seker molekiilleri sentezine yonelik CO,’yi tutucu ve
doniistiiriicii yeni bir nano enzim sistemi gelistirilmistir. Bu baglamda; RuBisCo
enzimi 93 nm olarak nano boyutta sentezlenmistir. Sentezlenen nano RuBisCo
enzimiyle CO, substrati varliginda 3-fosfogliseraldehit olusumu incelenmistir.
Literatiirde RuBisCo enzim aktvitesi radyoaktif yontemlerle incelenmektedir. Bu
yontemler hem tehlikeli hem de pahali yontemler olmakla birlikte uygulama
kolayligi sunmamaktadir. Bu nedenle, son zamanlarda yapilan caligsmalarda,
spektrofotometrik yontemlerle enzim aktivitesi incelenmektedir. Nano RuBisCo
enzimi literatiirde ilk defa sentezlenmektedir. Bu nedenle elde edilen sonuglar
ticari RuBisCo enzimiyle karsilastirmali olarak incelenmistir. Yapilan caligmalar
sonrasinda, ticari RuBisCo enziminin bagil aktivite degeri % 36 U (pmoldak'l)
olarak ve nano RuBisCo enzimine ait spektrofotometrik yontemle bulunan enzim
aktivite degeri ise % 11.62 U (umoldak™) olarak bulunmustur. Bu degerlere gore,
sentezlenen nano RuBisCo enziminin de CO,’nin doniisiimiinii katalizledigi
goriilmektedir. Boylelikle, hem nano formatta RuBisCo enzimi sentezlenmis hem
de spektroskopik yontemle enzim aktivite tayini yapilmistir. Sentezlenen nano
RuBisCo enziminin 10 dongii i¢in tekrar tekrar kullanilabilir olmasi ve yine diger
nano enzimler i¢in farkli pH araliklarinda calisabilir olmasi bu enzimleri
uygulama alaninda 6n plana cikarmaktadir. Nano RuBisCo enzimi sentezi
yaninda, tez kapsamindaki calisamalarda, ispanaktan RuBisCo enzimi izole
edilerek bu enzimin de aktivitesi incelenmis ve nano formata getirilmistir. Ayni1
zamanda nano yapili izole enzimin de spektrofotometrik yontemle enzim
aktivitesi belirlenmis ve bu enzimin de CO;’ nin doniisiim reaksiyonunda tekrar
tekrar kullanilabilir enzim yapisinda oldugu bulunmustur. Literatiirde nano

RuBisCO enzimi sentezi ve CO, tutucu olarak kullanildigi benzer calismalar
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olmadigindan, elde edilen verilerin literatiirle karsilastirma olanagir olmamistir.
Bu boliimdeki ¢alismalarla, CO;’ nin diger doniisiimlerden farkli olarak sekerlere
doniisiimii  sentezlenen mimik nano enzim sistemiyle incelenmistir. Tekrar
kullanilabilir, kolay wuygulanabilir ve kolay tayin edilebilir sistem olmasi
acisindan, bu ¢alisma da endiistriyel boyuta taginabilir niteliktedir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar genel olarak degerlendirilecek olursa,
CO; tutucu ve doniistiiriicii olarak sentezlenen biyo mimik nano enzimlerle, CO,’
nin diger faydali kimyasallara doniisiimii, etkili, kolay uygulanabilir ve kolay

tayin edilebilir sistemlerdir.
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