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OZET

MiKROAKISKAN KANALDA HIDROJEL ICERISINDE
TUTUKLANMIS ENZIiM ILE MODEL BiR SAPONININ
AGLIKONUNA DONUSTURULMESI

MUDERRISOGLU, Cahit

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali

Tez Danigmant: Dog. Dr. Sayit SARGIN
EYLUL 2017, 65 sayfa

Bu tez kapsaminda terapotik 6neme sahip baicalein molekiiliiniin, baicalin
molekiilii hidrolizi yoluyla {iretimi i¢in rutin olarak uygulanan kimyasal ve serbest
enzim hidroliz igslemleri gergeklestirilmis ve elde edilen verim degerleri ilk kez,
bu c¢alisma kapsaminda tasarlanan mikroakigkan sistemlerden elde edilen
reaksiyon verimleriyle kiyaslanmistir. Mikroakiskan ortamda gergeklestirilen
enzimatik hidroliz galismalar1 igin farkli kanal uzunlugu, geometrisi ve mikro
0lgekli-hacme sahip biri PDMS (Polidimetoksisilan)-cam (tek kanalli, 100 pyL) ve
diger ikisi cam-silikon-cam (Tip-1 ve Tip-1l, 37 YL) olmak iizere, {i¢ farkli

mikroreaktor sistemi kullanilmistir.

Helix pomatia kaynakli beta-glukuronidaz (GUS) enzimi, siirekli akis
prensibiyle ¢alisan farkli mikroakiskan sistemlerde, TEOS-PEO (tetraetoksi silan-
polietilen oksit) tirevli sol-gel materyali araciligiyla immobilize edilmistir. Silika
jeller igerisinde immobilize edilen GUS enziminin hem serbest hem de
immobilize formu i¢in K, ve Vmax gibi Kkinetik sabitleri, bu enzimin sentetik
substrat1 olan pNPG (para-nitrofenol- B-D- glukuronik asit) kullanilarak sirasiyla
1,57 mM, 56,82 pmol ml™ dk™ ve 0,40 mM, 11,88 pmol ml™ dk™ olarak

belirlenmistir.

Baicalin subsratinin 4 saatlik asidik ve bazik hidrolizlerinde yiiksek yan

iirtin olusumlariyla elde edilen baicalein iiretim verimleri sirasiyla % 10+3 ve %



viii

0,10+0,02 olarak belirlenmistir. Baicalin molekiilii serbest GUS enzimi ile 4 saat
kesikli inkiibasyon iglemi sonunda baicaleine, yan iirliin olusumu goriilmeden %
99+1 oraninda doniistiriilmistir. Uc¢ farkli  mikroreaktdr — sisteminin
mikrokanallar1 icerisinde, 4 saatlik calisma siiresi sonunda, PDMS-cam, cam-
silikon-cam Tip-1 ve Tip-Il mikrogiplerde elde edilen baicalein tiretim verimleri
sirastyla % 62+2, % 5041 ve % 10+£2 olarak belirlenmistir. Tasarlanan
mikroakigkan sistemlerinin, kimyasal hidroliz yontemlerine gore daha yiiksek,
serbest enzim hidroliz islerine gore ise daha diisiik baicalein doniistimii sagladig1
belirlenmistir. Mikroreaktorlerden elde edilen baicalein doniisiim verimlerinin,
serbest enzim ile elde edilen verimin altinda oldugu tespit edilse de, gelistirilen
mikroreaktor sistemlerinin baicalein liretiminde, enzimin geri kazanimi ve siirekli
isletim imkan1 sunmasi yoniiyle etkin islem alternatifleri olusturabilecegi ortaya

konmustur.

Anahtar Kelimeler: Baicalin, baicalein, mikroreaktor, beta-glukuronidaz,

sol-jel.



ABSTRACT

CONVERSION OF A MODEL SAPONINE TO ITS AGLYCONE IN
A MICROFLUIDIC CHANNEL BY AN ENZYME ENTRAPPED IN
HYDROGEL

MUDERRISOGLU, Cahit
MSc in Biengineering Department
Supervisor : Assoc. Prof. Sayit SARGIN
SEPTEMBER 2017, 65 pages

In this thesis, an effective and novel method for the production of baicalein
was developed by hydrolysis of baicalin. Routine chemical and free enzyme
hydrolysis procedures were performed for the production of baicalein and the
yields obtained, were compared for the first time with the reaction efficiencies
obtained from the microfluidic systems designed in this study. For enzymatic
hydrolysis studies carried out in microfluidic platform, a total of three different
microreactor systems with different channel length, geometry and volume - one
with PDMS-glass (single channel, 100 pL) and the other two with glass-silicon-
glass (Type-I and Type-II, 37 uL) - were used.

Helix pomatia derived beta-glucuronidase (GUS) enzyme was immobilized
in different microfluidic systems operating on the principle of continuous flow by
silica based sol-gel materials. Kinetic constants such as Ky and Vuax for both
free and encapsulated GUS enzyme in sol gel materials were measured using
PNPG (para-nitrophenol-p-D-glucuronic acid) and determined as 1,57 mM, 56,82

pumol mI* min™* and 0,40 mM, 11,88 pmol mI™* min™, respectively.

Yields of baicalein production with 4h acidic and basic hydrolysis of
baicalin resulted in 10+£3% and 0,10+0,02%, respectively, together with high by-
product formation. 99+£1% of baicalin molecule was converted to baicalein at the

end of the 4 hour of incubation with free GUS enzyme without any by-product



formation. After 4 hours of process period, the production yields of baicalein in
PDMS-glass, glass-silicon-glass Type-l and Type-11 microchips were determined
as 62+£2%, 50+1% and 10+£2%, respectively.

Although it has been found that the conversion efficiency of baicalein
obtained from microreactors is lower than the yield obtained with free enzyme, it
has been revealed that the developed microreactor systems can produce effective
processing alternatives in the production of baicalein by providing the possibility

of recovery and continuous operation of the enzyme.

Keywords: Baicalin, baicalein, microreactor, beta-glucuronidase, sol-gel.
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1. GIRiS

Baicalin, Scutellaria baicalensis Georgi bitkisinin koklerinden elde edilen
biyoaktif bir bilesendir. Hem baicalin saponini (7-glukuronik asit 5,6-
dihidrosiflavon) hem de bu molekiiliin baicalein olarak isimlendirilen aglikon
pargasmin giiglii bir antioksidan ve serbest radikal temizleyici, anti-enflamatuvar,
antiviral, antifungal ve antikanser aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (Kitamura
et al,, 1998; Shieh et al., 2000; Kim et al., 2004; Chen et al., 2014). Ancak
baicalin’in aglikonu olan baicalein molekiilii yukarida sozii edilen genis
spektrumdaki biyolojik aktivitelerde baicalin’e gore daha yiiksek oldugu cesitli

arastirmalarla ortaya konmustur.

Scutellaria baicalensis bitkisinin kokleri hem baicalin hem de bu molekiiliin
aglikonu olan baicalein ihtiva etmektedir. Ancak farmasotik agidan daha degerli
nitelikte olan baicalein’in s6z konusu bitkiden izole edilmesi, igeriginin olduk¢a
diisiik olmasindan dolay1 (yaklasik % 0,2-0,5) olduk¢a zordur. Bu nedenle soz
konusu problemin ¢6ziimii i¢in bitki kdkiinde yaklasik % 6-10 araliginda bulunan
baicalin’i enzimatik ya da kimyasal doniisiim yoluyla baicalein’e doniistiiriilmesi

tercih edilmektedir (Jiang et al., 2007; Huang et al., 2011).

Bu noktada beta-glukuronidaz enzimi aracigiyla gerceklestirilen baicalein
iiretim yontemi, derisik asit ¢ozeltisi kullanilarak gergeklestirilen kimyasal iiretim

yontemlerine gore cesitli avantajlar sunmaktadir:

() kullanilan beta-glukuronidaz katalizoriiniin % 100 secicilikle (yan firiin

olusturmadan) baicalein olusumunu saglamast,

(ii) enzimatik hidroliz islmeminin 1limli kosullarda gerceklesmesi ve gevre igin

toksik nitelikteki kimyasallarin kullanimin1 gerektirmemesi.

Mikroakigkan sistemler pL ya da nL mertebesindeki akigkanlarin, bir
mikrokanal boyunca akigimi saglayan ve amaca gore kontrol edebilen sistemlerdir.
Tepkime Ol¢eginin mikrokanal yapilar: igerisinde birkag yiiz nL ya da pL gibi
oldukea kiiciik hacimlere diisiiriilmesi sayesinde, sistemde 1s1 ve kiitle transferi

etkinligi saglanabilmekte ve dolayisyla mikroreaktor sistemlerindeki reaksiyon



hiz1 ve enzimatik islemlerdeki biyokatalizor aktivitesi gibi ¢iktilar ve de bunun

neticesi olan iglem verim/verimliligi yiikseltilebilmektedir.

Bu c¢aligma kapsaminda baicalin molekiiliiniin hidroliziyle baicalein
iiretimine yonelik literatiirde teknigin bilinen durumu igerisinde yer alan kesikli
isletimle gerceklestirilen kimyasal hidroliz (asidik ve bazik), serbest enzim
hidrolizi ve immobilize enzim hidrolizi islemlerine ilave ve etkin bir alternatif
olarak ilk kez, mikroakiskan platformlarda siirekli isletim sistemiyle
calistirilabilen, enzimatik hidroliz sistemlerinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu
amagla t¢ farkli mikrorektdr tasariminda, biyokatalizor olarak Helix pomatia
kaynakli beta-glukuronidaz (GUS) kullanilarak baicalin’den baicalein’in
enzimatik donilisiim reaksiyonlar1 ¢alisilmistir (Sekil 1.1 a). Bu sistemlerdeki
enzim/substrat orami sabit tutularak akis hizi, mikrokanal uzunlugu ve
mikroreaktdr geometrisinin s6z konusu biyokatalitik reaksiyon verimi lizerindeki

etkisi incelenmistir.

Mikrogip sistemlerinin kanallar1 igerisinde enzimin etkin sekilde
hapsedilmesi, sistemin siirekli akis prensibiyle c¢alistirilmasi agisindan biiyiik
onem tasimaktadir. Bu amacla biyomolekiillerle gecimliligi yiliksek olan, ¢alisilan

tepkimeye kars1 inertlik igeren ve mikroakis ortaminin gerektirdigi gozenekli

a)

{

S i

9 ‘ GUS
N/ O | + H,0
8 HO

I

OH 0

Baicalin Baicalein B-D-glukuronik asit

OH
b) 0._OH 2 O%
GUS HO
HO/&&/O H&OH +
HO —_— OH
OH
H,0 NO,

pNPG e B-D-glukuronik asit  para-nitrofenol

Sekil 1.1 a) Caligma kapsaminda “hedef reaksiyon” olan GUS aracihikli olarak baicalinin

baicaleine dontisim reaksiyonu. b) “hedef reaksiyonu” taklit eden “model reaksiyon” olan ve

deneysel calismalarda mikrogip digindaki rutin enzim karakterizasyon iglemlerinde kullanilan GUS

aracilikli pNPG’nin pNP’ye hidroliz reaksiyonu.



dogas1 nedeniyle cesitli avantajlar sunan silika esasli monolitik sol-jel tastyicilari
kullanilmistir. Calismanin ilk bolimiinde silika jel sistemlerine immobilize
edilmis GUS enziminin stabilite ve reaksiyon kinetigine ait katalitik 6zellikleri,
rutin ve yogun tekrarli islemler icerdiginden bu enzimin sentetik substrati olan ve
asil hidrolizi hedeflenen baicalin molekiiliinii taklit eden pNPG (para-nitrofenol-
B-D- glukuronik asit) substratiyla gerceklestirilen “model reaksiyonlar”
araciligiyla belirlenmistir (“Model reaksiyona” iligkin detayli bilgilere bolim
2.5.2’de detayli olarak yer verilmistir) (Sekil 1.1 b). Buna ilave olarak pNPG
substrat1 esas alinarak mikroreaktor sistemlerinde yiiksek lriin verimine firsat
veren optimum akigs hizi tayini yapilmis, mikroreaktorde belirlenen uygun
reaksiyon kosullari, ti¢ farkli mikrog¢ip sistemindeki baicalin hidroliz reaksiyonlari

icin kullanilmistir.

Calismanin ikinci ve ana bolimiinde ise, baicalin molekiiliinden baicalein
iretimiyle iligkili konvansiyonel kimyasal, enzimatik ve de yenilik¢i mikroreaktor
esasli hidroliz reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Baicalinin kimyasal hidrolizi i¢in
asidik ve bazik hidroliz islemleri uygulanmistir. Bu reaksiyonlarda enzimatik
reaksiyonlarla ayni1 baslangic substrat derisimi kullanilmig boylelikle islem
verimlilikleri kiyaslanmistir. Serbest enzim reaksiyonlari ve ii¢ farkli mik-
roreaktor igerisindeki immobilize enzim araciliyla gergeklestirilen reaksiyonlarda
islem etkinliklerinin verim yoniinden saglikli sekilde karsilastirilmasi igin ise sabit
enzim/substrat oranindan hareket edilerek tiim ¢alismalar birbiriyle kiyaslanabilir
sekilde standardize edilmistir. Ayrica farkli mikroreaktér ortamlarinda
gergeklestirilen reaksiyonlarin verimi iizerinde kanal uzunlugu ve geometrisinin

etkisi arastirilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Baicalin ve Baicalein Molekiilii

Baicalin, Scutellaria baicalensis Georgi bitkisinin koklerinden elde edilen
biyoaktif bir bilesendir. Hem baicalin saponini (7-glukuronik asit 5,6-
dihidrosiflavon) hem de bu molekiiliin baicalein olarak isimlendirilen aglikon
pargasmin giiglii bir antioksidan ve serbest radikal temizleyici, anti-enflamatuvar,
antiviral, antifungal ve antikanser aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (Kitamura
et al.,, 1998; Shieh et al., 2000; Kim et al., 2004; Chen et al., 2014). Ancak
baicalin’in aglikonu olan baicalein molekiilii yukarida s6zii edilen genis
spektrumdaki biyolojik aktivitelerde baicalin’e gore daha yiiksek oldugu ¢esitli
arastirmalarla ortaya konmustur. Geleneksel Cin tibbinda kullanilan bitkisel
ilaglarin 6nemli bir kisminda, anahtar bilesen olarak baicalin ve baicalein
saponinleri de bulunmaktadir (Sekil 2.1 a-b-c). Son yillarda baicalin ve baicalein
molekiillerinin s6zii edilen biyolojik aktivitelerine ilave olarak, kan-beyin bariyeri
permeabilitesini degistirebildigi, kalp ve karaciger dokusu hasarlarinda sagaltici,
norodejeneratif rahatsizliklarda ise koruyucu bir etki gosterdigi ve bazi kok hiicre
tiplerinde farklilasmay1 etkiledigi belirlenmis ayrica dikkat eksikligi ve
hiperaktivite rahatsizliklarinda tedavi amag¢h kullanilabilecegi rapor edilmistir

(Srinivas, 2010).

OH O

OH O
Baicalein

Sekil 2.1 a) Scutellaria baicalensis kokleri; b) baicalin tozu; c) baicalin ve baicalein
molekiillerinin kimyasal yapilar1 (Chen et al., 2014).



Ancak baicalin’in aglikonu olan baicalein molekiilii yukarida sézi edilen
genis spektrumdaki biyolojik aktivitelerde baicalin’e gore daha iistiindiir. Bunun
altinda yatan nedenin de daha Once yapilan arastirmalar sonucunda raporlanan
molekiiler doku permeabilite degerlerindeki farkliliktan kaynaklandigi
belirtilmektedir. Esasen baicalin ve baicalein i¢in doku gegirgenligi (Papp)
degerleri sirastyla Papp = 0,037x10°% cm/s ve Pagp = 1,7x10°° cm/s olarak
belirlenmistir. Bu veriler aglikon baicalein’in baicalin’e gore yaklasik 450 kat
doku permeabilitesi tistiinliigii oldugunu agikca belirtmektedir (Chen et al., 2014).
Farkli arastirmalarda oral alimlar1 sonrasinda siganlarda net biyoyararlanim
degerlerinin baicalin ve baicalein molekiilleri i¢in swrasiyla % 2,2 ve % 27,8
oldugunu belirlenmistir (Zhou et al., 2010). Bu arastrmada baicalin’in midede
ilimli  sekilde, incebagirsak ve kalinbagirsakta ise oldukca zayif sekilde
absorblandig1 tespit edilirken, aglikon baicalein’in ise sindirim sistemi igerisinde
baicalin’e gore olduk¢a iistiin bir sekilde absorblanabildigi belirlenmistir.
Literatiirde yer alan farkli ¢alismalarda ise aglikon baicalein’in in vitro hiicre
kiiltlirii caligmalarinda c¢esitli kanser hatlarinin prolireferasyonunu inhibe etmede
baicalin’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir {stiinlik gosterdigini
kanmitlanmistir (Huang, et al., 2011). Literatiirde yer alan bir ¢alismada baicalein
ve baicalin’in miyeloma hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmesi yoniinden
belirlenen IC50 degeri 28 uM ve 200 uM olarak rapor edilmistir (Ma et al., 2005).
Yine farkli bir c¢alismada bu molekiillerin prostat kanseri proliferasyonu
iizerindeki inhibiyonu esasli IC50 degerleri ise baicalin ve baicalein i¢in sirasiyla
29,8 uM ve 60,8 uM olarak belirlenmistir (Chen et al., 2001). Bu verilerden de
anlasilacagi lizere antikanser aktivitesi yoniinden de aglikon baicalein, baicalin’e

gore listiin bir biyolojik aktivite gdstermektedir.

Scutellaria baicalensis bitkisinin kokleri hem baicalin hem de bu molekiiliin
aglikonu olan baicalein ihtiva etmektedir. Ancak farmasotik acidan daha degerli
nitelikte olan baicalein’in s6z konusu bitkiden izole edilmesi, ig¢eriginin olduk¢a
diisiik olmasindan dolay1 (yaklasik % 0,2-0,5) olduk¢a zordur. Bu nedenle soz
konusu problemin ¢dzliimii i¢in aragtirmaci ve {reticiler bitki kdkiinde yaklasik %
6-10 araliginda bulunan baicalin’i enzimatik ya da kimyasal doniisiim yoluyla
baicaleine doniistiirmeyi tercih etmektedir (Jiang et al., 2007; Huang et al., 2011).

Kimyasal doniisiim yonteminde trihydroxyacetophenone bileseninden baslanarak



kimyasal sentez yapilmakta ya da Scutellaria baicalensis bitkisinde baicalin’e
gore yaklagik 50 kat daha fazla bulunan baicalin’in asidik hidrolizi
gerceklestirilmektedir (Jiang et al., 2007). Bu yontemlerle kiyaslandiginda
Bacalinin baicaleine beta-glukuronidaz enzimi araciligiyla biyodoniisiim yontemi,
% 100 se¢imlilik, yiiksek etkinlik, 1limli kosullarda ger¢eklesme ve ¢evre dostu
tretim karekteristigiyle one ¢ikmaktadir (Sekil 1.1 a) (Zhang et al., 2005; Zhang,
Wu et al., 2009; Huang et al., 2011).

2.2.  Enzimlerin Genel Ozellikleri ve Stmflandirilmasi

Enzimler protein yapili biyolojik katalizorlerdir. Yasayan hiicreler (hayvan,
bitki ve mikroorganizma) tarafindan iretilen enzimler biyokimyasal
reaksiyonlarda hayati 6neme sahiptirler. Hiicredeki neredeyse her bir reaksiyon
spesifik bir enzimin varligma ihtiya¢ duymaktadir. Enzimlerin yasayan bir
sistemdeki temel iglevi kimyasal baglarin yapimi ya da yikimidir. Dolayisiyla
diger tiim katalizOrler gibi enzimler de kendileri kalici kimyasal degisimler
gecirmeksizin ilgili olduklar1 reaksiyonun hizini arttirirlar (Sheldon and van Pelt,
2013).

Enzimlerin katalitik yetenekleri sahip olduklar1 belirli protein yapilarindan
kaynaklanmaktadir. Spesifik bir reaksiyon, aktif bdlge olarak bilinen enzim
yiizeyinin kii¢iik bir boliimii tarafindan katalizlenir. Belirli bir enzim i¢in belirli
bir reaksiyonu katalizlemek amaciyla bu bdlgede bazi fiziksel ve kimyasal

etkilesimler meydana gelir (Sheldon and van Pelt, 2013).

Enzimatik reaksiyonlar diger reaksiyonlardan bazi yonleriyle ayrilirlar:

1-Bir enzim katalizorii, substratina oldukca spesifiktir ve dolayisiyla sadece

bir veya birka¢ kimyasal reaksiyonu katalizler.

2- Enzim katalizorliigiindeki reaksiyonlarm hiz1 genellikle biyolojik
olmayan katalizrler tarafindan yonetilen ayni reaksiyonun hizindan ¢ok daha
fazladir. Ayrica istenilen etkinin yaratilmasi i¢in sadece kii¢lik bir enzim miktar1

yeterli olabilmektedir.



3- Enzimatik reaksiyonlar i¢in reaksiyon kosullar1 oldukca 1limlidir.

4- Enzimler goreli olarak hassas ve kararli olmayan molekiillerdir ve
kullanimlarinda bazi tedbirlerin alinmasini gerektirirler (optimum pH, sicaklik

v.b.) (Sheldon and van Pelt, 2013).

Biyoteknolojideki modern gelismeler - 6zellikle rekombinant DNA tekno-
lojisindeki ilerlemeler - bugiinlerde ¢ogu enzimin fiyatini ticari olarak kabul
edilebilir seviyelere diisiirmiis ve bdylelikle de endistriyel islemlerde,
biyokatalizin genis kapsamda uygulanabilmesini saglamistir (Sheldon, 2007).
Ancak enzimler dogalar1 geregi ¢Oziiniir bilesenler olduklarindan, enzimatik
prorseslerde tiriin kontaminasyonu, biyokatalizorii bir reaksiyon karigimindan
ayirma, zayif stabilite ve sinirlt kullanim (enzim icin) gibi birtakim problemlerle
karsilasilmaktadir (Betancor and Luckarift, 2008). Ozellikle bahsedilen son iki
problem herhangi bir endistriyel islemin verimliligini direkt olarak
etkilemektedir. Bahsi gecen tiim bu problemler enzimlerin immobilizasyonu
ithtiyacin1 dogurmaktadir. Ciinkii immobilizasyon islemi biyokatalizoriin serbest
enzime kiyasla stabilitesinin ve tekrar kullanilabilirliginin saglanmasi amaciyla

gerceklestirilen bir islemdir (Brady and Jordaan, 2009).

Enzimlerin immobilizasyon aracilifiyla alikonmasi ya da geri kazanilmasi,
sadece biyokatalizoriin Uriinden ayrilmasina ve kimi durumda siirekli isletime
firsat vermemekte ayni zamanda bir biyokatalizOriin tekrar kullanilabilecegi
iiretim dongiisii sayisinda da dnemli bir artisa firsat saglamaktadir (Sheldon 2007,
Betancor and Luckarift, 2008; Brady and Jordaan, 2009; Sheldon and van Pelt,
2013).

2.3. Immobilizasyon Yontemleri

Temel olarak enzim immobilizasyon metotlar: iki kategoriye ayrilabilir: bir

destege baglama (tastyic1) ve hapsetme (Sekil 2.2) (Sheldon and van Pelt, 2013).

Bir destege (tastyici) baglama islemi fiziksel (hidrofobik ve van der Waals
etkilesimleri), iyonik ya da kovalent (kimyasal) olabilir. Ancak fiziksel baglama,

enzimi tasiyictya sabitlenmis sekilde tutmada genellikle yetersizdir. Iyonik



baglama ise daha kuvvetlidir ve enzimin destege kovalent baglamasi genellikle
enzimin destek ylizeyinden sizmasini (leaching) engellemektedir. Diger yandan
enzimi kovalent baglama eger enzim tersinmez sekilde deaktive olmussa destegin
ve enzimin kaybedilmesi gibi Onemli bir dezavantaja sahiptir. Enzim
immobilizasyonu i¢in kullanilan tipik destekler sentetik rezin, biyopolimerler
(polisakkaritler gibi) ya da inorganik katilardir (mezoporoz silika ve zeolit gibi)

(Sheldon and van Pelt, 2013).

Sekil 2.2 Enzim immobilizasyon stratejileri: a) kati destek {izerine immobilizasyon, ve b)
hapsetme (yesil kiireler immobilize edilen enzimi mavi kiire kesisen cizgiler ise sirasiyla inert
tastyict ve hapsedici materyali temsil etmektedir) (Brady and Jordaan, 2009).

Diger bir alternatif immobilizasyon yontemi olan hapsetme islemi bir
enzimin bir polimer aginin igerisine ilave edilmesiyle gerceklestirilmektedir. Bu

polimerik matrislere ornek olarak organik poliakrilamit ve inorganik silika sol-

jeller verilebilir (Sekil 2.3) (Sheldon and van Pelt, 2013).

Sivi matris

Sekil 2.3 a) Enzim immobilize edilmis bir silika sol-jel materyalin sematik goriintiisii, b)
gozenekli sol-gel materyalinin bir gdzenegi icerisinde hapsedilmis enzimin goriiniimiine ait
sematik ¢izim (Avnir et al., 2006).



2.4.  Silika Temelli Sol-jel Teknigi

Sol genel anlamiyla bir sivi igerisinde kolloidal nanopartikiillerin (1-100
nm) kararlt dispersiyonunu, jel ise mikronalti boyutlardaki gézeneklere sahip
olan ve polimerik zincirlerle ara baglantilar olusturmus kati bir molekiil agini
ifade etmektedir. Sol-jel isleminde sivi igerisinde dagilmis Onciil silica
nanopartikiilleri bu ¢ozeltinin ortam pH’min asit ya da baz kullanilarak
degistirilmesiyle su molekiilleriyle reaksiyon verdikten sonra polimerize olarak ii¢
boyutlu gozenekli bir molekiil ag1 olusturmaktadir. Sol-jel islemi, kullanilan
prekiirsoriin tiirtine bagli olarak inorganik prekiirsorler (kloridler, nitratlar,
stilfitler v.b.) ve alkoksit prekiirsorleriyle gergeklestirilenler olmak {izere iki temel

kategoriye ayrilabilir (Smirnova and Arlt, 2004; Cumana, 2013).

Alkoksit prekiirsorler 1limli kosullarda hidroliz edilip ayn1 zamanda
polimerize edilebildiklerinden silika temelli jel sentezinde siklikla tercih
edilmektedir. Giliniimiizde yogun olarak kullanilan alkoksit prekiirsorler
tetrametoksi silan (TMOS) ve tetractoksi silan’dir (TEOS) (Smirnova and Arlt,
2004; Cumana, 2013).

a) Hidroliz
=Si—-OR + H,O0 «¢» =Si-OH + ROH
Esterifikasyon
b)
Alkol yogunlagmasi
=Si—-OR + HO -Si PARN =Si -0 -Si =+ROH
c)

Su yogunlasmasi

=Si-OR+HO-81 =Si-0-Si=+H,0

Sekil 2.4 Silika onciiliiniin a) hidroliz, b) alkol yogunlasmasi ve c) su yogunlagmas! tepkimelerinin
genel semasi (Smirnova and Arlt, 2004).

Silika temeli sol-jel materyalleri genel olarak {i¢ tepkime adimiyla
iiretilebilmektedir. IIk adim olan hidroliz reaksiyonlarinda, silika onciillerinin
(TEOS ve TMOS gibi) hidrolizi araciliiyla jellesme i¢in gerekli islevsel gruplari
tagtyan monomerler tretilir. Hidroliz reaksiyonu alkoksit grubunun (OR) hidroksil
grubuyla yer degistirmesiyle sonuglanir (Sekil 2.4 a). ikinci adimda, ncedeki

adimda tiretilen monomerler yogunlasma tepkimelerine dahil olarak siloksan (Si-
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O-Si) baglar1 ve oligomer yapilar1 olusturur. Yogunlasmanin ilerlemesiyle birlikte
monomerler oligomerlerle ya da oligomerler birbiriyle etkileserek bir araya
gelirler. S0z konusu yogunlagma tepkimeleri iki farkli mekanizma ile, ya iki —OH
(su yogunlagsmasi) ya da bir Si-OH ve bir —OH (alkol yogunlasmasi) grubu
arasinda olmakta ve tepkime liriinii olarak monomerleri bir araya getiren baglayic1
bir oksijen ve tepkime mekanizmasina bagli olarak sirasiyla bir su ya da alkol yan
uriinli  ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.4 b-c). Yogunlasma tepkimelerinin
ilerlemesiyle iiglincii adim olan jellesme olay1 gergeklesir (Smirnova and Arlt,
2004; Singh et al., 2014).

Hidroliz ve yogunlagsma reaksiyonlar1 ortam pH’min asit ya da baz
kullanilarak degistirilmesiyle kontrol edilebilmektedir. Kullanilan asit ya da baz
cozeltileri s0z konusu reaksiyonlar i¢in katalizor niteligindedir ve {iretilen
gbzenekli materyallerin fiziksel ve elektrokimyasal 6zelliklerini biiyiik Olciide
belirlemektedir. Silikon alkoksitler (TMOS, TEOS vb.) dikkate alindiginda, asit
katalizli reaksiyonlar zayif sekilde capraz baglanmis dogrusal polimerlerin
olusumuyla sonuglanmaktadir (Sekil 2.5 a). Bu polimerler ilave dallar olusturarak
diger polimer zincirleriyle karisirlar ve boylelikle jel yapilari olustururlar. Fakat
baz katalizli reaksiyonlar, alkoksit silanlarin hizli hidroliz ve yogunlagsmalarina
baglh olarak, yogun sekilde dallanmig kiimeler olustururlar (Sekil 2.5 b)
(Smirnova and Arlt, 2004; Singh et al., 2014). Kiime olusumlarindaki bu farklilik
olusan metal oksitlerin reaksiyon ortamindaki ¢6ziiniirliik farklarindan
kaynaklanmaktadir. Silikon oksidin ¢Ozlniirliigli alkali ortamlarda daha fazladir

ve bu durum asidik ortamlara gore silika kiimelerinin

a) b)

Sekil 2.5 a) asit katalizorligiinde zayif sekilde ¢apraz bag yapmis ve b) baz katalizorliigiinde
yiiksek derecede dallanmis gézenekli silika agi (Singh et al., 2014).



11

dogrusal uzantilar yapip birbirine karigmasi yerine bu kiimelerin biiyiimeden
kendi aralarinda baglant1 olusturmalarina sebep olmaktadir (Smirnova and Arlt,
2004; Singh et al., 2014).

Silika ve silika ihtiva eden dnciillerin (TMOS, TEOS vb.) timii i¢in sifir
yiik ya da izoelektronik nokta degeri pH 2-4 araligindadir. Bu noktanin iizerinde
silika partikiilleri negatif yiikk tasirlar ve yogunlagma tepkimesi, OH™ (alkali
kosullar) iyonlar1 tarafindan katalizlenir. pH 2’nin altindaysa silika partikiilleri
pozitif yiikler tasirlar ve H* iyonu bu durumda katalizor olarak (asidik kosullar)

gorev alir (Brandhuber et al., 2005).

Silikon alkoksitler varliginda bahsi edilen kosullarda, hem asit hem de baz
katalizorliigliinde gergeklesen tepkimeler igin muhtemel reaksiyon mekanizmalari

sekil Sekil 2.6 ve Sekil 2.7°de verilmistir (Singh et al., 2014).

a) | .
4 1
—SI—OR + p; {a:“ — S 'z)_R
l I &
—— b
! » + N . \ '—\ / / +
-8j (!)R +HOH ——= _O=—Si **0\\ — Si OH + ROH+ H
> ( Ny
’ H & \ A
b) *
HO = - H+ OH

Sekil 2.6 a) Asit ve b) baz katalizli hidroliz tepkimesinin sematik gosterimi (Singh et al., 2014).
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a)
Si OH + H - Si % H
H
7’ o
‘ .
Si (o] H +* @0 Si - Si o Si +H,0 +H
H
Si—0 + BH - —Si—0 +H,0
Hai
1
S$i—O0 + H—-0-Si - Si— 0 —Si + OH

Sekil 2.7 a) Asit ya da b) baz katalizli yogunlasma tepkimelerinin gosterimi (Singh et al., 2014).

2.5. Beta-Glukuronidaz Enzimi
2.5.1. Enzimin yapisi ve aktivitesi ile ilgili molekiiler bilgiler

Beta glukuronidaz (GUS, EC 3.2.1.31) B-glukuronidlerin pargalanmasini
katalizleyen bir tip 2 glikozit hidrolazdir (Sekil 2.8). Enzim glukuronid
substratlarin  karbonhidrat birimine yiiksek 0lgiide spesifiktir. Glukuronid
substratlar smifina organizmada bulunan dogal glikoz amino glikan
molekiillerinin yani sira molekiil yapisindaki C1 hidroksilinden B-D-glukuronik
asit birimine bagli bulunan tiim sentetik aglikon molekiillerinin (6rnegin ilaglar ve
viicuda alinan diger tiim ksenobiyotikler) girdigi goz oniine alindiginda GUS
enziminin yasam bilimlerinde bircok alanda kullanim potansiyeli tasidigi

goriilmektedir (Sekil 2.9) (Siddharth, 2014).
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a/B Barrel
Domain

Sekil 2.8 Escherichia coli (E. Coli )kaynakli beta-glukuronidaz enziminin {i¢ boyutlu molekiiler
yapist (Roberts et al., 2013).

2.5.1.1. GUS substrat seciciligi

GUS, glukuronid substratlarin karbonhidrat birimi iizerindeki C6
karboksilik asit birimine karsi yiiksek derecede segici ve aktiftir. Ancak GUS
enzimi galakturonid (glukuronidlerle kiyaslandiginda ters oryantasyonda C4
hidroksil birimi tasiyan) glukozid (C6 hidroksi metil), galaktosid (C6
hidroksimetil ve ters oryantasyonda C4 hidroksil birimi i¢eren) ve (C2 hidroksili
ters oryantasyonda olan) gibi substratlara karsi olduk¢a diisiik bir aktiviteye

sahiptir (Matsumura and Ellington, 2001).

a) ogoi M OH
: 05 OH
HO HO Beta-glukuronidaz HO
w0 0 %20
4 HO — HO. "o +

HO" Y0 Y HO"™ Y

2 - a-‘ -
OH NH - NH

o “ e

HO'

Glikozaminoglikan Glukuronik asit Amin grubu tagiyan seker
o Ol Beta-glukuronidaz 0 OH

H 0 HO 0

0 |

ki OR + H,0 = Ho OH 4 ROH
OH on
Glukuronid substratlar Glukuronik asit  Hidroksillenmis alkil grubu
C1 hidroksilinden B-D-glukoronidine (Aglikon)

konjuge edilmis tim aglikomolekdilleri

Sekil 2.9 a) GUS i¢in metabolizmada glikozaminoglikan’dan amino sekerlerinin {iretimiyle
sonuclanan dogal reaksiyon ve b) ksenobiyotik glukuronid substratlar i¢in genel hidroliz
reaksiyon semasi (Grisewood et al., 2013).
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GUS enziminin glukuronid birimlerine kars1 yiiksek aktivite gostermesinin
ardinda yatan sebep bu molekiillerin C6 karboksil grubunun yiiksek derecedeki
negatif ylkii nedeniyle enzimin pozitif yiikli birimleri arasinda iyonik

etkilesimler olusturmasi oldugu diisiiniilmektedir (Wang and Touster, 1972).

Enzimin C6 karboksil grubuna karsi sahip oldugu spesifiklik, enzimi
glukuronid tiirevlerine kars1 enzimi daha spesifik hale getirmektedir. Sekil 2.10°da
soldaki molekiil benziladenin N3-glukuronid (BA3GN) GUS enzimi substratiyken
bu molekiiliin karboksil grubunun bir amid grubuyla degistirilmesiyle elde edilen
benziladenin N3-glukuronamid (BA3GNamid), GUS enzimi i¢in artik bir substrat
degildir (Okkels et al., 1997).

HOOC H,C H,NOC H
N “ =

HO Q _\'f— N Ho q N/:
HO ; HO
OH NN !

on X

z—'6

BA3GN BA3GNamid

Sekil 2.10 GUS’un substrati olan ve olmayan molekiil yapist benzer iki molekiil: GUS’un
substrati olan ve olmayan molekiil yapist benzer iki molekiil. Sagdaki molekiil BA3GN GUS igin
bir substrat iken soldaki bilesen BA3GNamid GUS ig¢in bir substrat degildir (Okkels et al., 1997).
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2.5.1.2. GUS bivokataliz mekanizmasi

GUS enzimi kovalent bagli glukuronil-enzim ara iriiniin olusumu ve
hidrolizini igeren iki adimli bir reaksiyon sirasiyla substratlar1 tizerindeki katalitik

hidroliz islemini gergeklestirir (Sekil 2.11).

E413 _ 511\3 _f
0" "OH oo
) [
| P
H-:oc:l o i
—_ HO T~ |
1 \K‘OR HO \|.OR
HL\*-I""‘J:—EH-
\___,_0 ° OH !:
0 o
504 :/
— - 504 -
S
Glucuronylation ROH —
'\\
\_ H,0
\ll E413
|
i o 0'—:J
HooC H
HO —0
Glucuronyl-enzyme intermediate --\~,.§r‘_‘o|-|
OH -
o’ o

B ¢
/ 504

/
Deglucuronylation / U

_ E413 1
E413 J\
J\ — o 0
O OH -— |
HOOC HOOC &+ :
Hoxrh.h\ -0 OH HQ"T“\\;’II ;
N —_— HO_ 1| oH
HO ) Rt
OH A
OH,
-o\ﬁ'o o _o
E504 - I:u -

Sekil 2.11 Beta-glukuronidazin molekiiler ¢aligma mekanizmasi (Salleh, et al., 2006; Yang, et al.,
2011).

Escherichia coli (E. coli)’ye ait GUS enzimi, E413 ve E504 olarak
adlandirilan iki molekiil bolgesi icerir. E 504 katalitik niikleofil, E413 ise asit ya
da baz olarak gorev alir. Glukuronidasyonun ilk agamasinda, E504 C1 anomerik
karbonuyla etkilesir ve bu islem E413’lin proton dondrliigii (asit davranisi)

yardimiyla substratin aglikon pargasmin salmimiyla sonuglanir (Sekil 2.12). Bu
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asamada bir glikozil-enzim ara iiriinii olusur. ikinci asamada deglukoronilasyon
bir su molekiiliiniin bir niikleofil olarak rol oynadigi ve enzim iizerindeki E413
biriminin proton akseptorligli (bazik davranig) ile enzim iizerine kovalent bagl

glukoronil biriminin uzaklastirilmastyla sonuglanir. Bu islem glukoronik asit

Sekil 2.12 GUS enziminin aktif bolge geometrisi ve katalitik mrekezkerin pNPG substratiyla
kurdugu molekiiler kontak. Bir 6nceki boliimde aciklanan GUS biyokataliz mekanizmasinin ilk
adiminda, pNPG ve enzim aktif bolgelerinin (E413, E504) temas anmdaki {i¢ boyutlu
konfigiirasyonu (Grisewood et al., 2013).

salimiyla sonug¢lanarak enzimin baslangigtaki orijinal haline ddnmesini ve yeniden

katalitik aktivite gosterebilmesini saglar (Salleh et al., 2006; Yang et al., 2011).

2.5.2. Beta-glukuronidaz enzimi icin standart aktivite testleri

GUS enzim aktivitesinin optik dedeksiyona dayali metotlarla belirlenmesi,
UPLC (istiin yiiksek performans sivi kromotografisi) gibi pahali cihaz alt yapis1
ve karmasik analiz yontemleri gerektirmediginden, olduk¢a pratik ve pratik
oldugu kadar giivenilir bir yontem olusturmaktadir. Bu yontem o6zellikle rutin
olarak gergeklestirilen enzim aktivite Olglimlerinde giivenilirliginden 06diin
vermeden sundugu kolaylik nedeniyle tercih edilmektedir. Bu amagla GUS
enziminin aktivite tayinine yonelik bir kromofor ya da floroforun glukuronik asit
birimine bagli oldugu sentetik substratlar tasarlanmistir. Sentetik substratin GUS
enzimi tarafindan hidroliziyle olusan renk ya da florasans bir UV ya da florasans

spektrofotometresi yardimiyla kolaylikla olciilebilmektedir. GUS enzimi i¢in
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kromojenik substratlar olarak genellikle fenol temelli, suda ¢oziiniirliigii ve 1s1l
stabilitesi yiiksek olan spesifik ve farkli renk araliginda karsimiza ¢ikan cesitli
substratlar gelistirilmistir (Biggs, 1954; Bowers et al., 1980).

Bu amagla yaygm sekilde kullanilan kromoforlardan birisi olan para-
nitrofenol (pNP) 22 °C de 7.16’lik bir disosiasyon sabitine (pK,) sahiptir. Para-
nitrofenol soliisyonu tek basina renksiz iken alkali bir ortam igerisine alindiginda
bu madde yogun parlak sar1 bir olusturur. Bu kromofor madde kullanilarak farkl
spesifikliklere sahip bir¢ok hidrolitik enzim icin UV spektrofotometre temelli
aktivite Ol¢iimiine yonelik sentetik substrat tasarlanmistir (Cizelge 2.1) (Biggs,
1954; Bowers et al., 1980).

Cizelge 2.1 Asagida belirtilen enzimlerle hidroliz edilmeleri sonrasi para-nitrofenol aciga cikaran
cesitli para-nitrofenol isaretli sentetik substratlar (Bowers et al., 1980).

Substrat Spesifik
(4-nitrofenolile Enzimve EC
bagl formda) no.

Acetate Arylesterase, 3.1.1.2
N-Acetyl-f-galactos-  [3-N-Acetylglucosaminidase,

amide 3.2.1.53
a<-Arabinofuranoside «a-L-Arabinofuranosidase, 3.2.1.55
Butyrate Cholinesterase, 3.1.1.8
N-Carbobenzoxy-L-tyro- Chymotrypsin, 3.4.21.1

sine
a--Fucoside a4-Fucosidase, 3.2.1.51
a-0-Galactoside «a-Galactosidase, 3.2.1.22
(-0-Galactoside (-Galactosidase, 3.2.1.23
a-0-Glucoside a-Glucosidase, 3.2.1.20
B-0-Glucoside B-Glucosidase, 3.2.1.21
B-0-Glucuronide B-Glucuronidase, 3.2.1.31
a-O-Mannoside a-Mannosidase, 3.2.1.24
B-0-Mannoside B-Mannosidase, 3.2.1.25
Laurate Triacyliglycerol lipase, 3.1.1.3
Palmitate Triacyliglycerol lipase, 3.1.1.3
Stearate Triacyiglycerol lipase, 3.1.1.3
Phosphate Alkaline phosphatase, 3.1.3.1
Phosphate Acid phosphatase, 3.1.3.2
Phosphocholine Phospholipase C, 3.1.4.3

[liskili oldugu pNP koromoforu tastyan sentetik substrati varhgmda belirli
bir enzim tarafindan tretilen para-nitrofenol (pNP) miktar1 bir spektrofotometre

yardimiyla 420 nm’de 6lgiilebilir. Ancak enzim aktivitesinin dogru dl¢iilebilmesi
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icin reaksiyon ortaminda bulunan para-nitrofenol iirlinli, tamamiyle deprotone
(proton  kaybederek) edilerek para-nitrofenoksit (pNP’) olarak ortamda
bulunmalidir (Sekil 2.13).

a)
OH
0. OH |
0. OH 0
HO"'*\“"S*"O o @Gus ch-)I’.Of.\L..—---*\--fk/OH + @
HO\ -\~ - — > OH |
OH k% H,0 NO,
=\ o
pNPG NO, B-D- glukuronik asit  para-nitrofenol
b) OH pH>9 ?
~ =
) U+ H
[ pH<S
NO, NO,
para-nitrofenol para-nitrofenoksit
(renksiz) (sarirenkli)

Sekil 2.13 a) GUS enziminin sentetik substrati olan pNPG varliginda katalizledigi reaksiyon ve b)
olugan para-nitrofenol riiniiniin ortam pH’min (pH>9) yiikseltilmesiyle para-nitrofenokside
yiikseltgenerek renklenmesi reaksiyonu (Bowers et al., 1980).

pPNP temelli sentetik substratlarla gerceklestirilen reaksiyonlar genellikle
NaOH, Na,COs v.b. kuvvetli bazlarla durdurularak ortam pH’1 yaklasik olarak pH
> 9.2 degerinin lizerine ¢ekilir. Boylelikle Sekil 2.13 b’de goriilen pNP ve pNP”
arasindaki denge reaksiyonu firiin yoniinde ilerleyerek ortamdaki pNP
molekiiliiniin % 99’unun O6lciimlenebilir UV aktif pNP™ iyonuna doniismesi
saglanir. Aksi durumda yani notr ya da asidik pH degerlerinde kromojenik
substratin sadece kiiclik bir boliimiiniin iyonlasacagi ve absorbsiyon yaratacagi
g6z Oniine alinirsa dogru aktivite dlgiimleri i¢in reaksiyon bitiminde ortamin alkali
kosullara ¢ekilmesinin 6nemi anlasilabilir (Biggs 1954, Bowers, McComb et al.
1980).
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2.5.3. Beta-glukuronidaz enziminin yasam bilimlerindeki uygulamalari

2.5.3.1. Viicut sivilarindaki ilac ve ksenobiyotik molekiillerinin
analizinde

GUS in vitro ilag metabolizmasi ¢aligmalarinin yani sira uyusturucu testi
uygulamalarinda ve doping arastirmalarinda rutin sekilde kullanilan bir enzimdir
(Cichna, 2003; Costa et al., 2010; Kamata et al., 2003; Martin et al., 2014;
Trontelj, 2012). Beta glukuronidaz ilag-glukuronid konjugatlarinin hidrolitik
parcalanmasinda aktif sekilde yer aldigindan dolay1 hidrolaz olarak smiflandirilan
bir enzimdir. Glukuronid konjugat formu bir¢ok organizma tarafindan kullanilan

ve glukuronidasyon olarak adlandirilan ortak bir metabolik bir islemdir.

Glukuronidasyon yogun olarak karacigerde gerceklesen ve toksinlerin
ilaclarin ve diger ksenobiyotiklerin viicuttan atilmasini saglayan bir enzimatik
islemdir. Siklikla bu islem sonucunda, ksenobiyotik bilesenin sudaki ¢oziiniirligii
yapiya ilave edilen glukuronik asit ile birlikte ciddi sekilde artar ve organizma
boylelikle etkin bir sekilde salg1 ya da bosaltim yoluyla bu maddeleri biinyesinden
atabilir. Bu sebeple, bir hasta yasal ya da yasal olmayan, kontrole tabi bir bileseni
bilinyesine aldiginda morfin-6-glukuronid gibi glukuronid konjugatlar1 kisinin
idrarinin  yanm1 swra kaninda da bulunacaktir. Bu durum, ilag kontrol
laboratuvarlarina kontrole tabi olan bu bilesenlerin kan ya da idrardaki
varliklarinin arastirilmas1 i¢in rutin tarama islemleri uygulamalarina firsat
vermektedir (Cichna, 2003; Costa et al., 2010; Kamata et al., 2003; Martin et al.,
2014; Trontelj, 2012).

Ancak ksenobiyotiklerdeki glukoronik asit eklentisi, ilgili maddelerin
analizini daha karmasik hale getirmekte, ve dogrudan analizini zorlastirmaktadir.
Dolayisiyla ilag ya da metabolit bilesenin salinimiyla sonuglanan konjugat
parcalanmas1 genellikle tercih edilen bir islemdir. Bu konjugatlarin
pargalanabilecegi, bircok yontem bulunmaktadir. Bunlar arasinda en temel
yontemler kimyasal ve enzimatik islemler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Enzimatik yontem genellikle karmasik biyolojik orneklerin ya da ozel olarak
belirli bir konjugat i¢cin kimyasal yontemin coklu yan {irlinlerin olusumuna

sebebiyet verdigi durumlarda tercih edilir. Glukuronid ila¢ konjugatlarinin beta
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glukuronidaz enzimiyle pargalanmasi, genellikle lipofilik yapida olup sulu
ortamda ¢oziiniirliglii zayif olan ve boylelikle bazi secici organik ¢dzgenlerin
yardimiyla bulundugu matristen kolayca ekstrakte edilebilen asit birimi uzak-
lastirilmis yapica saglam ksenobiyotiklerin eldesini saglamaktadir. Bu glu-kuronid
birimi uzaklastirilmis bilesenler kolaylikla bir kiitle spektroskopisiyle des-
teklenmis (LCMS) s1vi kromatografisi analiziyle tespit edilebilmektedir. Sekil
2.14’te  morfin-6-glukuronid (M6G) konjugatnin pargalanma tepkimesi
goriilmektedir (Cichna, 2003; Costa et al.,, 2010; Kamata et al., 2003; Sigma,
2016; Martin et al., 2014; Trontelj, 2012).

HO\A

HO

/NN 0

0 /

\/\‘/\,‘ GUS 0/\ \ ccf: o
CT»' O/‘\\//JH-/ \CH’ " ‘:.-’-&{\I ‘ o:’“ !
- -0, HZO n:)'-"\____,_, N 6"
OHC—/\ CHy

oH

Morfin-6-glukuronid Morfin-6-glukuronid  Glukuronik asit

Sekil 2.14 GUS aracilikli morfin-6-glukuronid hidrolizi (Sigma, 2016).

Beta glucoronidase aracilikli ya da kimyasal dekonjugasyon sonrasi
ornekler LC-MS analizine girmeden rutin olarak iyon degisim kromatografileri ya
da ekstraksiyonla rutin olarak 6n isleme tabi tutulmakta ve LC-MS analizleri bu

islemler sonrasinda gerceklestirilmedir.

2.5.3.2. Saponin ve flavonoid glukuronidlerin tedavi edici etkisinin
yiikseltilmesinde

Beta-glukuronidaz enzimiyle muamele, ¢esitli hastaliklar1 tedavi edici
nitelige sahip bitkisel kaynakli glukuronid yapili saponin ve flavonoid
molekiillerinin biyoaktivite ve biyoyararlanimmin artmasmi saglamaktadir. S6z
konusu etki glukuronid yapili saponin ve flavonoidlerdeki lipofilik molekiil
iskeletlerine bagli glukuronik asit birimlerinin beta-glukuronidaz araciligiyla
secici olarak koparilmasiyla saglanmaktadir. Bu yolla Soyasaponin Bb ve Aa,
glisirik asit gibi saponinlerin yan1 swa baicalin ve wongonosid gibi

flavonoidlerinbasta anti-kanser olmak iizere cogu biyolojik aktivitelerinde ve
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iligkili biyoyararlanim degerlerinde iyilestirilme saglanabilmektedir (Giiglii-

Ustiindag and Mazza 2007; Chen et al., 2013; Yu et al., 2013).

2.6. Mikroakiskan Sistemler
2.6.1. Mikroakiskan sistemler: temel kavramlar

Mikroakiskan sistemler pL ya da nL mertebesindeki akiskanlarm bir
mikrokanal boyunca akisini saglayan ve amaca gore kontrol edebilen sistemlerdir.
Bu sistemlerin pL. ve nL. miktarlarindaki akisanlar1 giivenilir ve kontrol edilebilir
transfer edebilme kabiliyetleri, yasam bilimleri alaninda yer alan biyoteknolojik
islemlerin yiliksek verim ve tekrarlanalabilirlikle gerceklestirilmesini saglamak-
tadir (Asanomi et al., 2011; Miyazaki and Maeda, 2006). Mikrokanal sistemleri
yiiksek yiizey ve arayiizey alani1 temini sayesinde 1s1 ve kiitle transferinin biiyiik-
Olgekli sistemlere gore cok daha etkin saglanmasi ayrica islem i¢in gerekli tepken
ya da ¢Ozgen hacimlerinin ciddi 6l¢iide diisiiriilmesi miimkiin kilmmakta ve
bunun neticesinde biyoteknolojide yer alan rutin ilag testleri, enzim aktivite
testleri, biyodoniisiim reaksiyonlari, biyosensor sistemleri, ekstraksiyon ve benzeri
birgok islemde mikroakiskan sistemler 6ne ¢ikmaktadir (Miyazaki and Maeda
2006; Asanomi, et al., 2011; Bolivar et al., 2011).

Mikroakigkan sistemler genel olarak siirekli isletim  sistemiyle
kullanilabilmektedir. Mikrokanal igerisinde akiskan ve c¢oOziinen maddelerin
hareketi siringa pompalar1 ya da farkli ekipmanlar kullanilarak elektro ozmotik
akis yardimiyla yiiksek hassasiyetle (nL mertebelerinde dahi) saglanabilmektedir
(Asanomi et al., 2011).

2.6.2. Mikroakiskanlar ve yasam bilimleri uygulamalari

Hiicre gocli, hiicrelerin bir alandan digerine kemoatraktan olarak
isimlendirilen kimyasal bir sinyal etkisindeki hareketidir. Bu islem yara
iyilesmesi, hiicre farklilasmasi, embiyonik gelisim ve tiimOr hiicre metastazi
olaylarmda birincil role sahiptir. Ibidi firmasinin gelistirdigi mikroakiskan sistem

sayesinde hiicre kutuplanmasi, kemotaksisin molekiiler yonleri ve hiicre gocii gibi
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biyolojik olaylari, bu alanda kullanilan geleneksel deney sistemlerine gére daha
hizli ekonomik etkili bir sekilde arastirilabilmektedir (Sekil 2.15) (Ibidi, 2016).

a) “Fr c)

Sekil 2.15 a) ibidi firmast tarafindan gelistirilen mikroakiskan temelli hiicre gocii aparati b)
immobilize edilmis hayvan hiicrelerine ait sematik gizim c) Sistemin detaylarma iliskin sematik
gizimler (Ibidi, 2016).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) islemi DNA’y1 li¢ farkli sicaklik adimi
icerisinde dongiiler yaratarak replike etmek i¢in bir molekiiler biyoloji araci
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Gliniimiizde PCR cihazlarinin minyatiirize
edilmesi i¢in biiyiik bir ¢aba harcanmaktadir (Sekil 2.16). Tiim mikrokiskan
prensipli PCR teknolojileri mikroakiskan ortamdaki daha kiiciik termal kapasite
ve daha yiiksek 1s1 transfer hizi ile istiin bir DNA amplifikasyon islemi
sunmaktadir (Sun et al., 2008).

Girig W = = - el
‘—% Bozunma bolgesi
Uzama bolgesi s (60°cC)
(72°C) | ,‘“‘ I §
Yapigsma bolgesi Cikis

(60°C)

Sekil 2.16 Bir giris, bir ¢ikis, denatiirasyon bolgesi, uzama bolgesi, ve annealing bolgesinden
olusan 26 amplifikasyon dongiisii saglayan mikrogip tasarimi. Siirekli akis PCR mikrogipinin
genel boyutlar1 3 cm x 7 cm’dir. Mikrokanal 200 pm genislik 250 um derinlik ve toplamda 41
ul’ye ve 26 PCR dongiisiine denk gelen 166,4 cm’lik toplam uzunluga sahiptir (Sun et al., 2008).
Cetin et al. (2013) kitosan nanopartikiillerinin klinik ya da endistriyel
uygulamalara yOnelik olarak {iretimi igin bir 06zel mikroakiskan sistem

gelistirmistir. Tasarlanan sistemle gergeklestirdikleri kavram kanitlama

calismalar1 sonucunda, klasik isletim yontemleriyle sentezlenen nanopartikiillerle



23

kiyaslandiginda mikroakiskan ortamda {retilen nanopartikiillerin 6zellikle
biyomedikal uygulamalar agisindan biiyiikk 6nem tasiyan homojen morfoloji, dar
partikiil boyutu dagilimlarinin ve diisiik polidispersite indeksleriyle (partikiil
boyutu dagilimi homojen olan) elde edilebildigi sonucuna ulasmistir. Bu sistemde
nanopartikiil olusumu icin sisteme beslenen soliisyonlar kontrollii ve etkin bir
sekilde karismasi i¢in S-sekilli kanal geometrisi kullanilmistir (Sekil 2.17) (Cetin
et al., 2013).

A: TPP solution inlet

B: Chitosan solution inlet

C: Mixture Outlet pmmssxly
' &

a) & @ ©

&
=
gl

Sekil 2.17 Cetin et al. (2013) tarafindan gelistirilen mikrogip sistemi: a) sistemin sematik ¢izimi,
b) mikroakigkan sistem goriintiisii ) sistem {izerinde akig saglamada kullanilan siringalarin
yerlesimi.

Troponin, kalp krizi Oncesinde hasar goren kalp dokusu hiicrelerinin
salgiladig1 ve kan akimi araciligiyla viicutta dolagan olan bir proteindir. Kalp krizi
yaklastikca kandaki troponin derisimini arttigindan bu protein kalp krizi
rahatsizliginin  habercisi olan biyolojik bir markoérdiir. Zhang et al. (2014)
tarafindan gelistirilen mikroakiskan temelli troponin biyosensorii paralel 5
mikrokanali sayesinde ayni anda 5 farkli hastanin serumlarmm myokardial
rahatsizliklar bakimindan analizine imkan veren bir biyosensdr sistemi
gelistirmislerdir (Sekil 2.18) (Zhang et al., 2014). Bu mikrokanallar biyolojik
tanima Dbileseni olarak anti-troponin-antikorlarinin immobilizasyonu yapilarak
fonksiyonellestirilmistir. Biyoafinite temelli olan ve fotometrik 6l¢iim sistemi
kullanan bu sistem sayesinde kii¢iik miktarlarda serum 6rnegi kullanilarak ytiksek
secicilik ve duyarlilikla serum Orneklerindeki troponin derigimi tayin
edilebilmektedir. Bu alanda 6nemli olan parametrelerden biri sistemin dedeksiyon
limitidir. Gelistirilen mikroakiskan temelli sensor sistemi klinikte kabul goren
troponin dedeksiyon limiti olan 0,4 to 2,0 ng/mL limitlerinin alina inmeyi ve 0,1

ng/mL’lik troponin 6lgiim limitiyle basartyla Ol¢limleme yapabilmektedir. Bu
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sayede ilgili arastirmacilar kalp krizi riski rahatsizlik gériilmeden oldukga erken
sathada belirlenmesi ve gerekli tedbirlerin almabilmesi kapsaminda
gerceklestirdikleri kavram kanitlama calismasiyla bu alandaki arastirmalara yeni

bir pencere agmisglardir (Zhang et al., 2014).
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Sekil 2.18 Zhang et al. (2014) tarafindan gelistirilen mikroakis temelli sistemin parcalarimnimn
sematik ¢izimi.

2.7. Mikroreaktorler

Bir 6nceki boliimde bahsedilen uygulamalarma ilave olarak mikroakiskan
sistemlerin yasam bilimlerindeki bir diger genis ve umut verici uygulama alani

mikroreaktorler olarak adlandirilan reaksiyon aparatlaridir (Sekil 2.19).

Son yillarda kimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlarin klasik olarak kesikli
isletim moduyla c¢alisan erlen ya da karigtirmali tanklarda gercgeklestirilmesi
yerine siirekli akis mikroreaktor sistemlerin kullanilmasi {lizerine bir yonelim
olusmustur. Bu yonelimin ardinda yer alan sebep olarak “islem-yogunlastirilmas1”
(process intensification) paradigmasi yatmaktadir (Bolivar et al., 2011). islem
yogunlastirilmas1 kavrami, Bolivar et al. (2011) tarafindan “belirli islem
hedeflerini saglayarak ya da verim ve secicilik gibi anahtar kimyasal islem
performanslarinda gelisme sunacak sekilde reaktor Olceginin ciddi Olglide
diisiiriilmesi” olarak tammmlamistir. Uretim &lgeginin  mikrokanal yapilar1
icerisinde birka¢ yiiz nL ya da pL gibi oldukg¢a kiiglik hacimlere diisiiriilmesi
sayesinde sistemde 1s1 ve kiitle transferi etkinligi arttirilabilmekte ve bu sayede

mikroreaktor sistemlerinde reaksiyon hizi ve enzimatik proseslerdeki turnover
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sayist gibi ¢iktilar ve de bunun neticesi olan iglem verim ve verimliligi

arttirilabilmektedir.

2 giris bolimi

\
[

i, Mikrokanal

: , 2 cikis bolumi

Sekil 2.19 Bir mikroreaktore ait sematik ¢izim (Fernandes, 2010).

Bir mikroreaktér icerisinde kataliz ii¢ farkli yaklasimla uygulana-
bilmektedir: a) cihaz igerisine rastlantisal olarak yerlesen ve polimerik ya da
inorganik partikiil yapisindaki kati-¢éziinmez bir destek {izerine/ylizeyine
baglanmig katalizoriin bulundugu dolgulu yatak, ii) reaktor icerisinde farkl
monomerlerin (biinyesinde katalizérii de igeren) es zamanli polimerizasyonundan
elde edilen ve diizenli ya da diizensiz mezo, mikro-goézenekli kanal aglarindan
olusan bir yapiy1 iceren monolitik (tek materyal kiitlesi) sistemler ve c) bir
mikroreaktoriin i¢ duvarlar1 lizerinde hareketsizlestirilmis katalizoriin yer aldigi

duvari-kaplanmus sistemler (Sekil 2.20) (Munirathinam et al., 2015).

Islem yogunlastirilmasi hedefini basariyla saglayan mikroreaktdr
sistemlerinde 1ilgili islem i¢in gerekli parametreler optimize edildikten sonra
islemin {iretim kapasitesi, reaktor Olgeklerinin biiyiitiilmesi yerine iiretimde
kullanilan mikrogip sayismin arttirilmasiyla gergeklestirilen “paralelizasyon”

islemiyle saglanir (Fernandes, 2010; Bolivar et al., 2011).
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Sekil 2.20 Bir mikroreaktdriin sahip oldugu mikrokanalin boyuna kesitinin sematik gdsterimi, a)
katalizorii destek (immobilizasyon) materyali yiizeyinde tasiyan dolgulu yatak, b) katalizoriin
destek materyali biinyesinde tutuklandigi monolitik, ve c¢) katalizorle duvari-kaplanmig

mikrorekatorler (Munirathinam et al., 2015).

Bu tez kapsaminda GUS enziminin sirasiyla sentetik ve dogal subsratlari
olan pNPG ve baicalin hidroliziyle ilgili gergeklestirilen tiim mikrogip
denemelerinde monolitik mikroreaktor stratejisi  kullanilmistir. Kullanilan
gozenekli silika sol-jel formiilasyonu, GUS enzimini mikrokanal igerisinde

hapseden, monolitik tasiyici materyal olarak islev gdrmiistiir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Beta-Glukuronidaz Enziminin Silica Jellere Yiklenmesi

Cizelge 3.1°de verilen bilesenler 2,5 saat boyunca oda sicakliginda manyetik
karigtirict ile karistirilarak TEOS  Onciiliiniin  su ile hidrolizi saglanmustir.
Reaksiyon sirasinda etanol agiga ¢iktigindan dolayi, hidroliz islemi agz1 agik bir
cam vial icerisinde gergeklestirilerek, kismen de olsa etanoliin uzaklastirilmasi

saglanmustir.

Cizelge 3.1 TEOS sol ¢ozeltisinin hazirlanmasi

TEOS 5,58 ml
Ultra saf su 1,9 ml
HCI (% 0,1 v/v) 1ml
Toplam hacim 8,48 ml

TEOS sol ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra, ana enzim stogundan Na-P (50
mM) tampon ¢ozeltisi igerisinde seyreltilerek hazirlanan 50 yL B-glukuronidaz
(Sigma G7017, GUS) enzim ¢ozeltisi (5000 tinite(U)/ml); bilesimi Cizelge 3.2°de
verilen 200 pul polietilen oksit (PEO) ¢ozeltisi ile karistirilarak enzim i¢ceren PEO
¢Ozeltisi hazirlanmistir.  Ardindan 125 pL TEOS sol c¢ozeltisi kalip olarak
kullanilan agiz kismi kesilmis bir siringa icerisine alinip iizerine tampon soliisyon
iceren enzim + PEO ¢6zeltisi hizli bir sekilde eklenerek 2-3 dakika boyunca
vorteks cihaziyla karistirilmistir (Sekil 22). Karigtirma islemi sirasinda TEOS sol
cozeltisi ve enzim + PEO ¢0zeltisi arasindaki pH farkindan dolay1 hizli bir sekilde
gerceklesen jellesmenin tamamlanmast i¢in saf TEOS iceren yaslandirma
ortammda 24 saat boyunca +4 °C’de tutularak jel yapisinmn giiclenmesi

saglanmigtir.
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Cizelge 3.2 PEO ¢ozeltisinin bilesimi.

Polietilen oksit (PEO, Ma: 100.000) 0,8¢g
APTES ((3-Aminopropyl)triethoxysilane) 60 pL
Sodyum fosfat tamponu 10 mi

Sekil 3.1 Gozenekli yapiya sahip GUS enzimiyle yiiklii TEOS-PEO tiirevli silika monolitler.

3.2.  Beta-Glukuronidaz Enziminin Karakterizasyonu

Immobilize GUS enziminin serbest ve immobilize haldeki kinetik
caligmalar1 yapilmis ayrica silika jellere yiiklenen enzimin farkli islem

kosullarindaki stabilitesi arastirilmistir.

3.2.1. Enzim Kinetigi calismalar:

B-Glukuronidaz (Sigma G7017, GUS) karekterizasyonu i¢in gergeklestirilen
aktivite ve kinetik calismalarinda reaksiyon ortammin absorbans verilerine
karsilik gelen doniislim {riinii derisimlerinin belirlenmesi amaciyla para-
nitrofenol (pNP) bileseni enzimin tampon ¢ozeltisinde ¢oziilerek farkl
derisimlerde pNP ¢ozeltileri hazirlanmistir (0,1 mM, 0,2 mM, 0,3 mM, 0,4 mM,
0,5 mM, 0,6 mM, 0,7 mM, 0,8 mM, 0,9 mM, 1,0 mM). Bu amagla 1,39 mg pNP
tartilip 10 ml sodyum fosfat tamponu (50 mM, pH 4,5) igerisinde ¢oziilmiistiir.
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Boylelikle 1 mM stok pNP ¢ozeltisi hazirlanmis ve bu ¢ozelti iizerinden gerekli
seyreltmeler yapilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 pNP i¢in kalibrasyon denkleminin belirlenmesi

PNP stok (ul) Sodyum fosfat tamponu (uL) | PNP standart ¢ozeltisi (m)
50 450 0,1
100 400 0,2
150 350 0,3
200 300 0,4
250 250 0,5
300 200 0,6
350 150 0,7
400 100 0,8
450 50 0,9
500 —_— 1

Reaksiyon ortaminin 420 nm’deki absorbansina karsilik gelen pNP
konsantrasyonunun hesaplanmasi i¢in Sekil 3.4’de verilen standart egri ve
kalibrasyon denklemi kullanilmistir. Serbest ve immobilize enzim ve mikrogip
sisteminde gergeklestirilen tiim reaksiyon stabilite ¢alismalarinda olusan pNP

miktariin belirlenmesi i¢in bu kalibrasyon denkleminden faydalanilmastir.

&
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-
[S]

[5N

y=1,3775x
R2=0,9993

Absorbans (-)

o

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Konsantrasyon (mM)

Sekil 3.4 pNP i¢in olusturulan standart egrisi.

500 pL toplam hacimde hazirlanan farkl konsantrasyondaki pNP ¢ozeltileri
lizerine, absorbans okumalar1 oncesinde, 4500 pL 100 mM Na,CO3 (1:9 v/v)
¢Ozeltisi eklenmistir. Na,COg ilavesinin ardindan ¢ozeltilere ait absorbans verileri
UV-spektrofotometrede (Amersham Biosciences Ultraspec 1100 pro) 420 nm’de
Ol¢iilmiis ve pNP derisimlerine karsilik gelen absorbans verileri i¢in standart egri

olusturulmustur.
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3.2.1.1. Serbest enzim Kinetigi

Swvi formda olan yiiksek derisimli (197.000 iinite/ml) B-glukuronidaz
(Sigma Aldrich, G7017) ticari enzim soliisyonu, serbest ve immobilize enzim
icin aktivite ve kinetik c¢aligmalarinda stok soliisyon olarak kullanilmistir.
Konsantre enzim soliisyonu 50 mM sodyum fosfat tamponuyla (pH 4,5)
seyreltilerek 500 iinite/ml ¢aligma derisiminde enzim ¢Ozeltisi hazirlanmis ve
serbest enzimle ilgili tiim aktivite ¢alismalarinda bu ¢ozeltiden 500 pL (250 {inite
enzim) cekilerek reaksiyon ortamma aktarilmistir. Serbest enzimin Ky ve Vuax
gibi kinetik parametrelerinin belirlenmesi amaciyla sabit enzim derisimi i¢in farkl
subsrat konsantrasyonlarma karsilik gelen reaksiyon hizlart belirlenmistir. Bu
amag¢ dogrultusunda enzimin sentetik subsrati olan 4-nitrofenil -D-glukuronid
(PNPG), sodyum fosfat tamponu icerisinde ¢oziilerek reaksiyon ortamina 0,1 mM,
0,2 mM, 0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM, 1,0 mM, 2,0 mM, 6,0 mM, 10 mM, 20 mM,
ve 40 mM gibi farkli konsantrasyonlar1 saglayacak sekilde eklenmistir. Serbest
enzimin kinetigine iliskin tiim reaksiyonlar pH 4,5 ve 37 °C sicaklikta (1000 pL
reaksiyon hacminde) 30 dk siireyle gergeklestirilmistir. Tiim reaksiyonlar 30 dk
sonunda reaksiyon karigimi iizerine 9000 uL Na,CO;3; (1:9 v/v) eklenmesiyle
sonlandirilmistir. Na,CO3 eklenmesinin ardindan reaksiyon ortamlarindaki {irtin
derisimine karsilik gelen absorbans verileri UV-spektrofotometrede kore karsi 420
nm i¢in okunmustur. Olgiilen absorbans verilerine karsihk gelen pNP
derigimlerinin eldesi i¢in pNP standart egrisi kullanilmistir. pNP derisimlerinden

enzim aktivitesinin hesaplanmasi i¢inse asagida yer alan formiil kullanilmistir:

umol PNP X dilisyon faktori
enzim hacmi X reaksiyon suresi

Unite/ml =

B-Glukuronidaz aktivitesi iinite/ml olarak belirlenmistir. Unite/ml ise pH 4,5
ve 37 °C’da herhangi bir subsrat derisiminde 1 ml enzimin dakikada doniistiirdiigii
pmol cinsinden subsrat miktari olarak tanimlanmistir. Enzim i¢in ¢aligilan subsrat
derisim araligma karsilik gelen baslangi¢ reaksiyon hizlar1 (enzim aktivitesi)
grafigi ¢izilerek Michaelis-Menten grafigi elde edilmistir. Ky ve Vwax degerleri
hiperbolik Michaelis-Menten grafiginden dogru olarak elde edilemediginden

Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek belirlenmistir.
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3.2.1.2. immobilize enzim Kinetigi

Icerisine B—glukuronidaz enzimi (250 {inite) immobilize edilmis, monolitik
silika jelller 24 saatlik yaglandirma ortamindan alinarak 15 ml’lik falkon tiiplerine
aktarilmistir. Falkon tiliplerindeki jeller metal bir gubuk yardimiyla par¢alanmistir.
Parcalama islemi TEOS-PEO tiirevli jellerde immobilize edilen enzimlerin
aktivite tayini Oncesinde subsrat kiitle aktarim kisitlarinin azaltilmasi igin
uygulanmistir. Bu sayede enzimdeki aktivite diislislerinin temel olarak subsrat
difiizyon kisitlar1 yerine yalnizca immobilizasyon isleminden kaynaklandigindan
emin olunmustur. Sabit miktarda enzim iceren jeller parcalandiktan sonra iizerine
1000 pL hacimde 0.1 mM, 0,2 mM, 0,4 mM, 0,8 mM, 1 mM, 2 mM, 5 mM, 10
mM, 15 mM, 20 mM, 30 mM pNPG subsrat1 eklenmistir. Immobilize enzimin
kinetigine iliskin tiim reaksiyonlar pH 4,5 ve 37 °C sicaklikta (1000 pL reaksiyon
hacminde) 30 dk siireyle gergeklestirilmistir. Pargalanmis jel yapilari, reaksiyon
ortaminda meydana getirdigi heterojen yapi1 sebebiyle filtrelendikten sonra
reaksiyon ortamina ait absorbans degerleri UV-spektrofotometre ile 420 nm’de
kore karst okunmustur. Enzim aktiviteleri tinite/ml olarak hesaplanip Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek immobilize enzimin Km ve

Vmax degerleri belirlenmistir.

3.2.2. Enzim stabilitesi calismalari

Immobilize enzim stabilitelerinin belirlenmesi igin herbiri sirmga igerisinde
sentezlenen 250 tinite GUS yiikli TEOS-PEO tiirevli silika monolitler, depolama
ortamlarmi temsil eden +4 °C sicakliktaki Na-P tamponu igerisinde 32 giin ve
reaksiyon ortammi temsil eden +37 °C’daki Na-P tamponu igerisinde 3 giin
stireyle inkiibe edilmislerdir. Her inkiibasyon giinii sonunda 6rneklenen monolitler
parcalanip kiitle transfer kisitlar1 kaldirildiktan sonra tizerlerine 1 ml, 1 mM pNPG
¢ozeltisi ilave edilerek tiim reaksiyonlar pH 4,5 ve 37 °C sicaklhikta (1000 pL
reaksiyon hacminde), 112 rpm c¢alkalama hizinda, 30 dk inkiibasyon siiresiyle
yapilmustir.
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3.3. Baicalin/Baicalein UPLC-PDA Analizi
3.3.1. Analiz metodu ve kalibrasyon denklemi

Baicalin ve bu maddenin doniisiim iriinii olan baicalein’in (aglikon)
reaksiyon ortamlarindaki miktar tayinlerinin belirlenmesi i¢in foto-diyot-dizi
detektoriiyle (PDA) Olglim yapan ultra yiiksek performans sivi kromotografi
(UPLC) sistemi kullanilmigtr.  UPLC-PDA analizi PDA dedektor, oto-
ornekleyici, kuaternal pompa ve kolon firintyla donatilmis Thermo Surveyor Plus
UPLC cihaziyla gergeklestirilmistir. Calismada kromotografi kolonu olarak
ThermoFisher Scientific’den temin edilen Hypersil GOLD C18 kolon (100 mm x
46 mm x 5 pm) kullanilmistir. Mobil faz her ikisi de % 0,1 oraninda
trifloroasetik asit igeren ultra saf su ve asetonitril ¢ozgenlerinin gradientinden
olusturulmustur. % 15 asetonitril degerine ayarlanmis ve bu deger analizin ilk 2
dakikasi siiresince sabit tutulmustur. Sonrasinda ¢6zgen gradienti % 60 degerine 8
dk icerisinde ayarlanarak takip eden 1 dk icerisinde tekrar % 15 asetonitril
degerine diisiiriilmiistiir. Mobil faz 4 dk boyunca bu degerde (baslangi¢ gradienti)
tutularak kolonun dengeye gelmesi saglanmistir. Analizlerde kullanilan
dedeksiyon dalga boyu, akis hizi, 6rnek enjeksiyon hacmi ve kolon sicakligi
sirastyla 318 nm, 1 ml/dk, 20 uL ve 30 °C derece deSerine ayarlanmustir.
Toplanan 6rneklerin baicalein derisimi, bu maddenin standart soliisyonlarmin (54
- 1,125 ppm arasmda 6 nokta ile) UPLC-PDA sistemindeki analizi sonucunda elde
edilen pik alani-derisim verileri iizerinden olusturulan kalibrasyon denklemi
yardimiyla hesaplanmistir. Tiim verim tahminleri olusan aglikon miktar1

iizerinden bu kalibrasyon denklemi kullanilarak hesaplanmustir.

Calisma boyunca gergeklestirilen tiim deneysel analizlerde iki tekrarl
Ol¢timler yapilmis ve hata degerleri, “ortalamanin standart hatas1” (SEM degeri)

olarak grafikler iizerinde ifade edilmistir.

3.3.2. Ornek hazirlama islemi

Serbest enzimle gergeklestirilen baicalin doniisiimlerinde reaksiyon ortami
metanolle (1:5, v/v) seyreltilerek reaksiyon durdurulmustur. Ardindan ortamdaki

serbest enzimin ¢oktiiriilmesi igin 10.000 rpm’de santrifiij yapilip siipernant kisim
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alinarak UPLC-PDA sistemine enjekte edilmistir (Jiang et al., 2007). Analize

kadarki siiregte tiim standartlar ve reaksiyon drnekleri -20 °C’da saklanmistr.

Mikroreaktorden alinan Ornekler, 100 °C’de 2 dk tutularak olasi enzim
sizmalariyla reaksiyonun devam etmemesi i¢in termal yonden isleme tabi
tutulmustur (Sakurama et al., 2014). Termal muamele sonrasi mikrogipten alinan
ornekler doniisiim oranlarinin belirlenmesi icin UPLC-PDA sistemine enjekte

edilmistir.

3.3.3. Doniisiim veriminin hesaplanmasi

Baicalein doniisiimiine yonelik gergeklestirilen tiim asidik, bazik, enzimatik
ve mikroreaktor hidrolizi islemlerinde reaksiyon veriminin belirlenmesinde Sekil
3.5’de verilen kalibrasyon denklemi kullanilmistir. Toplanan tiim orneklerde,
UPLC-PDA sistemiyle belirlenen baicalein sinyali pik alanina karsilik gelen iiriin
konsantrasyonlari, olusturulan kalibrasyon denklemi araciligiyla hesaplanmustir.
Baicalein doniisiimiine yonelik tim denemelerde doniisiim verimi reaksiyon
sitokiyometrisi dikkate alinarak Sekil 3.5 b’deki denklem araciligiyla

hesaplanmastir.
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Sekil 3.5 (a) Baicalein (aglikon) iizerinden kurulan standart egrisi. Tiim denemeler iki tekrarh
yapilmistir. Hata ¢ubuklar1 grafikteki veri noktalar: tarafindan gizlenmistir. (b) doniisim verimi
hesabinda kullanilan formiil.
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3.4. Baicalin hidrolizi
3.4.1. Asidik ve bazik hidroliz

Baicalin’in asit katalizi amaciyla 2 mg baicalin, 10 ml metanol igerisinde
coziildiikten sonra 10 ml % 10 HCI (suda) igeren ortamda 4 saat siiresince
hidrolize birakilmistir. Reaksiyon sonunda ornekler sogutulduktan sonra % 5
NaOH (suda) ile notralize edilmis orneklerin etilasetat ile partisyonu yapilarak
reaksiyon uriinlerinin organik faza aktarilmasi saglanmistir. Elde edilen etil asetat
partisyonlar1 rotary evaporatdrde ucurulmasiyla elde edilen kuru madde uygun

oranda metanol ile ¢6ziiliip UPLC-PDA sistemine enjekte edilmistir.

Bazik hidroliz islemi i¢in 2 mg baicalin 4 ml metanol ve 40 ml % 5 NaOH
(suda) iceren ortamda ¢oOzilerek kaynama sicakliginda 4 saat hidrolize
brrakilmistir. Reaksiyon sonrasinda 6rnekler sogutulduktan sonra % 5 HCI (suda)
ile notralize edilmis ve etil asetat ile partisyonu yapilarak reaksiyon iriinlerinin
organik faza gecmesi saglanmistir. Elde edilen etil asetat partisyonlar1 rotary
evaporatorde ugurulmasiyla elde edilen kuru madde uygun oranda metanol ile

¢oziiliip UPLC-PDA sistemine enjekte edilmistir.

3.4.2. Baicalin’in serbest enzim ile hidrolizi

3.4.2.1. Tampon ortaminin DMF ile modifive edilmesi

Sentetik subtratin katalizinde kullanilan Na-P tamponu baicalin biyokatalizi
icin modifiye edilmistir. 50 mM Na-P tamponuna sodyum siilfit (Na,SO4) % 0,1
(v/w) ve dimetil siilfoksit (DMF) % 5 (v/v) oraninda ilave edilmis degisen tampon
ortami asitligi doniisiim i¢cin optimum olan pH 4,5 degerine (1 M HClyada 1 M
NaOH kullanilarak) getirilmistir. Ilave edilen Na,SO, antioksidan olarak
reaksiyon ortaminda baicalin’in bozunmasmin Onlenmesi i¢in, DMF ise hem
baicalin’in hem de 6zellikle reaksiyon iiriinii olarak agiga ¢ikan yogun hidrofobik
karekterli baicalein’in (aglikon) sulu tampondaki ¢Oziiniirligiiniin arttirilmasi
amactyla kullamlmistir (Cayman, 2016; Li et al., 2009; Song et al., 2014).
Modifiye tampon igerisinde hazirlanan 60 ppm baicalin, serbest enzimle hidroliz
calismalar1 ve mikrogipteki tiim biyokataliz deneme-lerinde baslangi¢ substrat

derisimi olarak kullanilmustir.
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3.4.2.2. Serbest enzimatik hidroliz

Baicalin’in serbest enzim hidrolizi i¢in modifiye tampon ortami igerisinde
60 ppm baicalin substrati, 250 iinite serbest GUS enzimi ile 37 °C’da, 112 rpm
calkalama hizindaki su banyosu igerisinde inkiibe edilmistir. Reaksiyon, 24 h
stiresince belirli araliklarla 6rnek alinarak UPLC-PDA sistemiyle takip edilmistir.
Doniigiim verimi olusan aglikona ait olusturulan kalibrasyon denklemi tizerinden

belirlenmistir.

3.4.3. Mikrocip hidrolizi

3.4.3.1. Mikroreaktorlere silika jel viiklenmesi

Icerisinde toplamda 250 iinite GUS enzimi icerecek sekilde hacimsel dlcegi
yiikleme yapilacak mikroreaktdr tipine gore ayarlanan silika TEOS-PEO jel
materyali bir siringa yardimiyla hizla manuel olarak ii¢ farkli mikroreaktore
yliklenmis ve jellesmenin 1-2 dk igerisinde bu sistemlerin mikrokanallar1
icerisinde gergeklesmesi saglanmistir (Sekil 3.6). Tim mikrogip sistemleri
mikrokanallari icerisindeki toplam 250 iinite enzim ieren jel materyali +4 °C’da

24 h yaslandirildiktan sonra kataliz i¢in kullanilmistir.

Sekil 3.6 Biyokataliz islemlerinde kullanilan {i¢ farkli mikroreaktor tasarimi: PDMS mikroreaktor
(500 pm x 500 pm x 400 mm, 100 pL), cam-silikon-cam Tip-I (sekiz kanalli: 0,6 x 0,4 x 12 mm,
37,5 pL) ve cam-silikon-cam Tip-II (iki kanalli: 0,9 x 0,4 x 36 mm, 37,5 pL) mikroreaktor
sistemleri.

3.4.3.2. Mikrocip sisteminin calistirilmasi

Kanallar1 yiliklenmis pNPG mikroreaktorler silikon baglant1 elemanlar:
yardimiyla bir mikropompaya baglanarak, 1mM pNPG soliisyonu farkli akis
hizlart (1 pL/min, 3,33 pL/min, 5 pL/min, 10 pL/min) ile mikrokanal igerisine
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gonderilerek reaksiyonlar gergeklestirilmistir. Donilisiim oranlarmin belirlenmesi
icin mikroc¢ip sistemlerinden caligma siireleri boyunca belirlli araliklarla ¢ikis
akimlar1 toplanmistir. Toplanan ¢ikis akimlarinin 100 pL alinarak {izerine 900 puL
Na;COs3 eklenmesinin adindan UV spektofotometre analizi yapilmis ve pNP
kalibrasyon denklemi kullanilarak olusan pNP mol miktar1 belirlenmistir.
Mikrogiplerde pPNPG doniisim oran1 ise asagidaki formiil yardimiyla

hesaplanmigtir:

Olusan PNP (mol)
Baslangi¢ pNP-GlcA(mol)

Doéntisiim oram (%) =

Baicalin biyokatalizi i¢in bir 6nceki boliimde agiklandigi gibi modifiye Na-
P tamponu igerisinde hazirlanan 60 ppm baicalin ¢6zeltisi siringa pompasi
yardimiyla mikrokanallar1 yiiklenmis {i¢ farkli mikrosistem igerisine 1puL/min akis
hizinda beslenmistir. Belirli zaman araliklariyla 6rnek alinmis ve toplanan
ornekler offline olarak UPLC-PDA sistemi ile analiz edilmistir. Analizlenen
orneklerdeki nispi doniisiim oranlar1 reaksiyon sitokiyometrisi dikkate alinarak,

asagidaki formiil araciligiyla hesaplanmistir:
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Sekil 3.7 a) Beta-glukuronidaz aracilikli baicalin hidroliziyle baicalein tiretimi igin gelistirilen
0zglin mikroakigkan sistem diizeneginin sematik ¢izimi b) yiizde baicalein doniisiim hesabinda
kullanilan denklem.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Beta-Glukuronidaz Enziminin Karakterizasyonu
4.1.1. Enzim Kkinetigi calismalari

Hem serbest hem de immobilize enzimin kinetik ¢aligmalarinda sirasiyla
reaksiyon soliisyonlarma ve silika monolitlere esit miktarda 250 {inite GUS

enzimin eklenerek sonuglar karsilagtirilmig boylelikle immobilizasyon igleminin
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Sekil 4.1 Serbest ve silika jel icerisinde immobilize edilmis GUS enzimi igin Michaelis-Menten
grafigi.

enzim aktivitesi tizerindeki etkisi incelenmistir. Serbest ve immobilize enzimlerle
gergeklestirilen kinetik calismalar sonucunda elde edilen Michaelis-Menten
grafikleri Sekil 4.1’de verilmistir. Michaelis-Menten egrisi hiperbolik bir egri
oldugundan immobilizasyon isleminin enzim iizerindeki etkisini gosteren Ky ve
Vuvax degerlerinin tespiti i¢in giivenilir sonuglar vermemektedir. Bu sebeple
Lineweaver-Burk lineerlestirme denklemi kullanilarak Lineweaver-Burk grafikleri
cizilmistir. Serbest ve immobilize enzim i¢cin Ky ve Vyax degerleri, ilgili
Lineweaver-Burk grafikleri grafikleri tizerindeki veri setinin regresyon analizi
araciligiyla belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir. Kinetik
caligmalarda serbest enzimin gosterdigi maksimum aktivite % 100 olarak kabul
edilerek referans nokta olarak almmis ve immobilize enzimin maksimum
aktivitesi bu noktaya gore nispi olarak ifade edilmistir. immobilizasyon islemi

sonrasinda nispi enzim aktivitesi % 21 olarak tespit edilmistir (Sheldon and van,
Pelt 2013).

Cizelge 4.1 Serbest ve immobilize enzim i¢in Ky ve Viyax degerleri.

Enzim Formu Ky (mM) | Vapx (umol / ml dk) Nispi
aktivite (%)
Serbest p-glukoronidaz (230 1) 1.57 56,82 100
Immobilize B-glukoronidaz (250 U) 0.40 11.88 21
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Enzim aktivitesinde gozlenen diisiiniin sebeplerinden biri olarak, silika
jellere yiiklenen enzimlerin bir kisminda immobilizasyon nedeniyle aktif bolgenin
bloke olmasi diisiiniilebilir. Bunun yani sira, jel matrisindeki elektrostatik ve

sterik etkiler enzim fonksiyonunu etkileyebilen kisitlardandir.

Enzim i¢in immobilizasyon islemi sonrasinda Ky degerinin artmasi
beklenen bir durumdur ancak bu calismada immobilizasyon sonrast Km degeri
diismistiir (Cizelge 4.1). Serbest enzim kinetigiyle kiyaslandiginda daha diistik
Kwm degeri, enkapsiile edilmis kosullarda enzimin daha yiiksek substrat afinitesine
sahip oldugunu gostermektedir. Beklenilenin aksi yonde gerceklesen bu durum
literatiirdeki ¢esitli ¢aligmalarda da benzer sekilde rapor edilmistir. Lai et al
(2010) iki farkli silika/polipeptit tiirevli jel matrisi i¢erisinde immobilize ettigi
papain enzimi i¢cin Ky degerlerinin serbest haldeki papain enzimi igin
belirledikleri degerin yarist oldugunu rapor etmistir. Literatiirde benzer durumun
gorildiigli diger calismalarda da, jel materyalinin mikroyapt ve kimyasal
ozelliginin substratin kiitle transfer yetenegini, substratin enzime erisimini,
substrat ile enzim arasindaki afiniteyi etkileyebildigi boylelikle Ky ve Vvax
degerlerini beklenenin aksi yonde degistirebileceklerini ifade edilmektedir (Bhatia
et al., 2000; Chen et al., 2009; Miller et al., 2006; Lai, et al., 2010).

4.1.2. Uygun pNPG substrat derisiminin belirlenmesi

Silika jellere yiiklenen beta-glukuronidaz enziminin depolama ve reaksiyon
sicakliklarindaki stabilitesinin ayrica mikrogip ortaminda degisen substrat akis
hizlarinda doniisiim oranlarinin belirlenmesi ¢alismalarinda kullanilacak sabit
PNPG derisiminin belirlenmesi amaciyla immobilize enzimin kinetik grafiginden

faydalanilmistir.

Michaelis—Menten kinetigine gore, Ky degeri, enzimi max reaksiyon
hizinin yarisma ulastiran substrat derisimidir. Bu kinetik sabit, enzimin dogal ya
da sentetik substratini etkin kullanip kullanmadigmi belirlemektedir. Uygulama
acisindan Ky bir enzimatik assay’de kullanilabilecek uygun substrat derisimi
araligin1 ifade etmektedir. Tepkime ilerledikge substrat, enzim tarafindan

parcalanmakta ve [S] azalmaktadir. Bu diisiis eger baslangic substrat derigimi
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dogru secilmezse assay’in lineerligini bozabilir. Tepkime baslangicinda [S] eger
[S] << Kwm secilirse enzim aktivitesi tepkime siiresince azalan [S] nedeniyle
stirekli olarak diisecektir. Dolayisiyla assay igin s6z konusu c¢aligilacak enzimin
kinetik grafigine bakilarak Ky degerinin belirlenmesi ve assay i¢in [S] >> Km
kosulunun temin edilmesi assay siiresince enzimin, maksimum aktivite yani Vvax
degerinde tutulmasi agisindan biiyiik onem arzetmektedir. Literatiirde enzimatik
assay’lerde substrat kisit1 yasanmamasi i¢in substrat derisiminin 2-3 Ky degerinde

olmasi gerektigi belirtilmektedir (Biosciences, 2016).
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Sekil 4.2 Silika jellere immobilize edilen GUS enziminin Michaelis-Menten grafigi.

Tim bu bilgiler 15131nda TEOS-PEO matrisi icerisinde immobilize edilen
250 U GUS enzime ait kinetik grafige bakildiginda enzimin 5 mM (Vuax)
derisiminde substratina doydugu ve bu derisimin iizerinde substrat inhibisyonun
gerceklestigi acikca goriilmektedir. Bu kosullarda immobilize enzim igin Ky
degerine karsilik gelen substrat derisiminin 0,4 mM oldugu goriilmektedir (Sekil
4.2).

Mikrogip digsindaki enzim stabilitesi ve mikrogip ortamindaki pNPG
katalizlerinde substrat kisit1 olusturmadan kullanilabilecek aday substrat derisimi
olarak 0,4 mM (Kyn), 1 mM (2,5 Ky) ve 5 mM (Vmax) olmak tizere 3 farkli
derisim belirlenmis ve bu degerlerde silika disk monolitler icerisindeki GUS

aktivitesi belirlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Uygun pNPG substrat derigsiminin belirlenmesi.

Grafikteki verilerden gorildigi tizere 1 mM (2,5 Ku) ve 5 mM (Vuax)
PNPG derisimlerinde enzimin ¢aligma hizinin birbirine oldukc¢a yakin oldugu
goriilmiistiir. Dolayisiyla 1 mM degerinin assay siiresince silika jel igerisindeki
enzim aktivitesinde kisit yaratmadigi tespit edilmistir. Bu veriler 1 mM degerinin
mikrog¢ip denemeleri i¢in benzer sekilde substrat kisit1 yaratmayacak bir seviye
oldugunu ortaya koymaktadir. Dolayisiyla pNPG ile gerceklestirilen immobilize
enzimin stabilite testleri ve uygun akis hizinin belirlenmesi i¢in tasarlanan
mikrogip katalizi denemelerinde 1 mM (2,5 Ky) pNPG substrat degeri

kullanilmistir.

4.1.3. Enzim stabilitesi

4.1.3.1. Depolama kosullarinda (+4 °C) enzim stabilitesi

Depolama sicakliginda katalitik ¢iplerin aktivitelerini koruyabilmesi, bu
ciplerin siirekli kataliz disinda depolanarak saklanabilmesi ve ihtiya¢ durumunda
kullanilabilmesi, bir kez kullanimlar1 sonrasinda yikanip reaksiyon igerigi
temizlenerek stabil kaldiklar1 kosullarda saklanabilmesini miimkiin kilabilir. Bu
nedenle silika monolitlerin depolama kosullarindaki stabilitesi arastirilmistir.
Depolama kosulu olarak sirmga monolitleri +4 °C’da Na-P tamponu igerisinde
saklanmistir ve ilgili giinlerdeki aktivite degerleri 1 mM pNPG’e karsi
Olgtilmiistiir.  Ciplerin depolanabilmesi ve tekrar kullanimi uzun bir periyodu

kapsayacagmdan +4 °C’daki stabilite galigmalar1 32 giin boyunca siirdiiriilmiistiir.
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Sekil 4.4 Silika jellerde immobilize edilmis GUS + 4°C derecedeki stabilitesi.

Silika disk monolitlerdeki enzim +4 °C’da tampon igerisinde stabil oldugu
tespit edilmistir. Uretimi sonrasinda depolanan monolitlerdeki enzim 2 giin
stiresince aktivitesini neredeyse % 100 oraninda korumaktadir. Ayrica 6 gilinde
nispi enzim aktivitesi % 83’e, 8. giinde ise % 76’ya diismektedir. 14 giindeyse %
64’lik nispi aktiviteyle depolama siirecinde immobilize enzim aktivitesinin

onemli bir boliimiini korumaktadir (Sekil 4.4).

Bu durum immobilize enzimin depolama kosullarinda aktivitesini korumas1
sayesinde katalitik mikrogiplerin tiretilip ihtiya¢ duyuluncaya kadar saklanmas1
veya kullanimlar1 sonrasi kanaldaki bir 6nceki reaksiyon ortaminin temizlenerek
s0z konusu c¢iplerin depolanmasi ve tekrar kullanilabilmesinin de Oniinii

agmaktadir.

4.1.3.2. Reaksivon kosullarinda (+37 °C) enzim stabilitesi

Siringa igerisinde sentezlenen GUS enzim yiiklii silika monolitlerinin +37
oC’daki stabilitesi Sekil 4.5°de goriilmektedir. ilk giiniin sonunda jel igerisindeki
enzim yaklasik % 40’lik ciddi bir aktivite diisiisii yasamaktadir. Sonraki iki giinde

ise enzimin daha stabil oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.5 Silika jellere yiiklenmis GUS enziminin +37 °C’daki stabilitesi.

Bu bilgiler 151¢1mnda s6z konusu silika jel formiilasyonuyla yiiklenmis bir
mikrogip sisteminde 24 saate yaklasan caliyma siirelerinde kanal igerisindeki
enzim aktivitesi kaybma bagli olarak doniisiim veriminde diislis goriilecegi

ongorilebilir.

4.2. Mikroreaktor Sisteminde pNPG icin Enzimatik Kataliz

Farkli akis hizlartyla (1 uL/min, 3,33 uL/min, 5 uL/min, 10 pL/min) model
substrat olan pNPG beslemesi yapilan PDMS mikrogip sistemlerinde birbirinden
olduk¢a farkli doniisiim verimleri belirlenmistir. Besleme hizinin artisina bagl
olarak mikrog¢ip sistemlerinden elde edilen doniisiim verimlerinde diisiis yasandig1
goriilmiistiir (Sekil 4.6). Bu durum substrat akimi i¢in akis hizinin arttirilmasi
durumunda besleme akiminin mikokanal igerisinde kalis siiresi azalmasi ve
dolayisiyla kanal igerisindeki porlarda yer alan enzimle temas sansinin
diismesinden kaynaklanmaktadir. 1 pL/min, 3,33 uL/min, 5 uL/min, 10 uL/min
akis hizinda yapilan beslemeler i¢in, substrat akimmin mikrokanal igerisindeki
kalis siiresi sirastyla 100 dk, 30 dk, 20 dk ve 10 dk olarak hesaplanmistir. Bu akis
hizlarina karsilik gelen ortalama doniisiim oranlari ise sirasiyla % 63, % 25, % 18
ve % 15 olarak belirlenmistir. Bu degerler farkli akig hizlarinda 6lglimlenen
orneklerden elde edilen verimlerin kendi icerisinde ortalamas:1 alinarak

hesaplanmaigtir.

Tiim farkl sabit akis hizi denemesinde mikrogip sisteminin ¢aligma siiresine
bagli olarak doniisiim verimlerinin azaldig tespit edilmistir. Sabit hizla substrat

beslemesi yapilmasina karsin mikrogip sistemlerindeki sentetik substrata ait
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doniisim verimlerinin azalmasi, zamana bagli olarak mikrokanal igerisindeki
enzim aktivitesi kaybindan kaynaklanmaktadir. Aktivite kaybmin muhtemel
sebeplerinden biri olarak ise mikrokanal igerisindeki siirekli akisa bagli olarak
silika jel materyalinin genis gozeneklerinde yer alan enzimin jel materyalinden
sizarak mikrokanal sistemini terk etmesi olay1 diisliniilmektedir. Enzim aktivitesi
diisiistine muhtemel bir bagka sebep olarak mikrokanal icerisindeki enzimin
reaksiyon sicakligmma bagli olarak denatiirasyonu gosterilebilir. Ozellikle en
yiiksek doniisim oranlarmin elde edildigi 1 pL/dk akis hiziyla mikrogip
sisteminden caligma siiresine bagli olarak elde edilen doniisiim verimlerindeki
diisiis (% 84 den % 42’ye) i¢in, siringa igerisinde sentezlenen GUS yiikli silika
jel monolitlerinin reaksiyon kosullarinda 24 h’lik inkiibasyonu sonunda % 40
oraninda aktivite kayb1 gorildiigii géz oniine alinarak (Sekil 4.5) sicakliga bagh
enzim denatiirasyonunun, ¢alisma siiresinin 8. saatinde goriilen doniisiim verimi

diisiisiinde rol oynadigi belirlenmistir.
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Sekil 4.6 PDMS Mikirogip sistemi icerisinde farkli akis hizlarinda pNPG katalizi.

Yiiksek akig hizlarinda (3,33 puL/min, 5 plL/min, 10 uL/min) yapilan
denemelerde birbirine yakin olan diisiik doniisiim verimlerinin goriildiigli ve bu
verim degerlerinin birbirine olan yakinliginin s6z konusu akis hizlarindaki kalis

stirelerinin birbirine yakin olmasiyla yakindan iliskili oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak, model substrat pPNPG ile PDMS mikrogiplerde elde edilen
tim bu verilerden hareketle yiiksek verimle doniistimii hedeflenen, aglikonu
yiksek ticari ve farmakolojik Oneme sahip baicalin katalizi denemelerinde
optimum akis hizinin, en yiiksek doniisiim veriminin elde edildigi 1 uL/dk oldugu

belirlenmistir.
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4.3.  Baicalin Hidrolizi
4.3.1. Baicalin kimyasal hidroliz

4.3.1.1. Asidik hidroliz

Baicalin’in 4 saatlik kaynama sicakliginda reflux islemine birakilmasiyla
gergeklestirilen asidik hidroliz islemi sonunda Orneklenen reaksiyon ortaminin
UPLC-PDA sistemiyle analizi sonucu elde edilen reaksiyon ortam bilesimi Sekil
4.7‘de goriilmektedir. Reaksiyon sonunda ortamdaki baicalin ve baicalein
sinyallerinin yaklagik olarak birbirine yakin oranlarda oldugu goriilmiistiir. Bu
durum reaksiyonun tamamlanmadigini gostermektedir. Buna ilave olarak bu
maddelerin disinda yogun sekilde yan iiriin olusumu gézlenmistir. Bu durumun
literatlirde yer alan asidik hidroliz verileriyle uyum géstermektedir (Jiang, Zhang
et al. 2007). Reaksiyon sonunda baicalin doniisiimiiniin baicalein olusumu
yoniinde yaklasik % 10 verimle gerceklestigi belirlenmistir. Ayrica baslangic
maddesinin tamamen dontistiiriilemedigi ve doniisen maddenin de biiyiik Olciide

hedeflenmeyen yan iiriinler olusturdugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.7 Baicalin’in asit hidrolizi sonunda 6rneklenen reaksiyon ortami kompozisyonunu gésteren
kromatogram.

4.3.1.2. Bazik hidroliz

Baicalin’in 4 saatlik kaynama sicakliginda reflux’a birakilmasiyla
gerceklestirilen bazik hidroliz islemi sonunda orneklenen reaksiyon ortaminin
UPLC-PDA sistemiyle analizi sonucu elde edilen reaksiyon ortami kompozisyonu
Sekil 4.8°de goriilmektedir. Baicalin’in kalibrasyon denklemi yardimiyla
analizlenen pik alanlar1 iizerinden islem verimi belirlendiginde doniisiimiin

baicalein olusumu yoniinden % 1’in altinda oldugu tespit edilmistir. Benzer
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sekilde yogun sekilde yan iirlin olusumu goriilmiistiir. Bazik hidroliz sonucunda
baicalin molekiillerinin baicalein’e doniistiiriilemedigi goriilmiistiir (Sekil 4.8).
Paylagilan sonugclar, literatiirdeki bilgilerle uyumlu bir sekilde, asidik hidrolizin
bazik hidrolize kiyasla kendi i¢inde daha basarili sonug verdigini gosterse de, her
iki kimyasal hidroliz yonteminin de yogun bir yan iiriin olusumuna dolayisiyla
baicalein tretimine yonelik diisiik islem verimlerine sebep oldugunu ortaya

koymaktadir.

1800

—_PDAS1GNm
c1s

1e00 Name

Area

1400

1200

1000

= e Yan diriinler

600

§N\
—
& —
<—

4196
Baicalin
BaWein 1777

8425

8208

i

1 = 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12 13 14 15
Minutes

Sekil 4.8 Baicalin’in bazik hidrolizi sonunda o6rneklenen reaksiyon ortami kompozisyonunu
gOsteren kromatogram.

4.3.2. Baicalin enzimatik hidroliz

Sekil 4.9°da yer alan ve serbest enzim reaksiyonun ilk 20 dakikasini igeren
Kromotogramlar incelendiginde enzimatik reaksiyon sonucu reaksiyon ortaminda
inkiibasyon siiresine bagl olarak kisa siire igerisinde baslangic maddesi baicalin
sinyalinin azalarak doniisiim {riinii olan baicalein (aglikon) sinyalinin arttigini
gostermektedir. Bu iki madde disinda herhangi bir madde sinyaline rastlanmamasi
doniisiimiin GUS enzimi tarafindan % 100 secicilikle gerceklestirildigini ve yan

iirlin olusumuna rastlanmadigini goéstermektedir.
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Sekil 4.9 Serbest GUS hidrolizinde farkli inkiibasyon siirelerinde analizlenen reaksiyon ortami
kompozisyonlari: a) 3 b) 15 ¢) 20 dk inkiibasyon sonrasi ortam kompozisyonlarini gdsteren
kromotogramlar.

Reaksiyona ait 24 h siiresince toplanan 6rnekler incelendiginde reaksiyonun
4 h serbest enzim inkiibasyonuyla tamamlandig1 (% 99 doniisiim) goriilmektedir
(Sekil 4.10). Reaksiyonun, 20 dk sonrasinda % 80 doniisiim veriminde belirli bir
stire sabit kalmasi beklenmeyen bir durum olarak gdze carpmustir. Ancak bu
durumun, reaksiyonun 20. dakikasinin ardindan ortamda derisimi azalan substratla
GUS enziminin carpisma sikliinmn azalmasiyla reaksiyon hizindaki diislisten

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ilave olarak reaksiyonun 20. dakikasindan
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itibaren ortam kromotogramlarinda baslangic maddesi sinyalinin tiikkendigi
diisiiniilebilir. Ancak baslangic maddesinin reaksiyonun tamamlandig: ilk 4 saat
icerisinde esasen ortamda oldugu ve raporun Ornek hazirlama bdliimiinde
belirtilen metanol seyreltmesi sebebiyle UPLC-PDA dedektor sistemi tarafindan
gorlintiilenememesi  nedeniyle kromatogramlar iizerinde sinyal olusumu
goriilmemistir. Reaksiyon ortamda bulunan ve dedekte edilemeyen baslangic
maddesi doniisiimiiyle ilerleyerek 4. saat sonunda % 100 doniisiimle

tamamlanmastir.
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Sekil 4.10 Baicalin’in serbest enzim hidrolizine ait inkiibasyon siiresine bagli doniisiim verimi
grafigi (Tim denemeler iki tekrarli yapilmistir).

4.3.3. Mikrogiplerde hidroliz

4.3.3.1. PDMS mikroreaktorlerde baicalin katalizi

Kanal1 250 U GUS enzimi tasiyan silika jel materyaliyle yiiklenmis PDMS
mikroreaktorlere 1 pl/dk akis hizinda 60 ppm baicalin beslemesi yapilarak
calisilmigtir. 1 pl/dk sabit akis hizinda besleme akimmin mikrokanal igerisinde

100 dk kalarak ¢ikis yapmaktadir.

Bu kosullar altinda c¢aligtirilan mikrog¢ip sisteminden zamana bagli olarak
toplanan ¢ikis akimi kompozisyonlar1 incelendiginde, mikrogip sistemi sabit akis
hizinda (dolayisiyla besleme akimi i¢in sabit kalig siiresinde) calistirilmasina
rahmen, caligma siiresine bagli olarak c¢ikis akimindaki doniisiim {riini

derisimlerinde kararl bir artis gézlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 PDMS mikroreaktére yiikliit TEOS-PEO jel ile 1 pL/min’de gergeklestirilen katalizde a)
2 hb) 4 h c) 8 h sonrasinda 6rneklenen ¢ikis akimlarina ait kompozisyonlar.

Calisma siiresine bagli olarak mikrogip sisteminden baicalein iiretimi
yoniinde elde edilen dinamik doniisiim verimleri Sekil 4.12°de goriilmektedir.
Sekil {izerinde goriildiigli gibi mikrogip sisteminin calisma siiresinin
baslangicindaki 2. saatte doniisiim verimi % 7 iken 8. saate dogru baicalein

doniisiim verimi ciddi bir artis egilimiyle % 84 gibi yiiksek bir degere ulagmustir.

Doniisiim oraninmn, c¢alisma siiresinin ilk saatlerinde, beklenmedik bir
sekilde diisiik olmasi ve sonrasinda artis gostermesinin sebebi olarak iki ihtimal
iizerinde durulmustur: Bunlardan ilki literatliirde de bilgisine ulasilan PDMS
mikrogip yapr materyalinin kiiclik lipofilik molekiilleri absorblayabilmesi
nedeniyle doniisiim iirlinii olan yiiksek lipofiliteli baicalein aglikon molekiiliiniin
sistemde birikmesi ve zamana bagli olarak artan derisimlerle mikrosistemden
¢ikmas1 durumudur (Tang et al., 2008; Toepke and Beebe, 2006).
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Sekil 4.12 PDMS mikrogiplerde galisma siiresine bagli olarak baicalein iiretim islemi verimleri.
Tiim denemeler iki tekrarli yapilmistir.

Ikinci ihtimal olarak ise PDMS mikrokanallarin igerisini dolduran silika jel
materyali icerisinde diflizyon ve Kkiitle transfer kisitlarindan dogan madde
birikimidir. S6z konusu iki sebepten birinde yasanilan problem nedeniyle PDMS
mikrogiplerde caligma siiresinin ilk birkac saati icerisinde ¢ikis akiminda diisiik
bir baicalein miktar1 tespit edilmistir. Sonrasinda zamana bagl olarak mikrokanal
sisteminin doygunluga ulagmasi siirecinde baicalein doniisiim oranlar1 kararl bir
artisin ardindan dengeye ulagmistir. Sistem 8. saat sonlarma dogru doygunluga
ulagmasinin ardindan, asil iglem verimi olan % 84’liik islem veriminin ancak elde

edilebildigi diistiniilmektedir.

4.3.3.2. Cam mikroreaktorlerde baicalin katalizi

PDMS mikroreaktorlerde sabit isletim kosullar1 altinda, ¢alisma siiresinin
ilerlemesine bagli olarak goriilen bu beklenmeyen deneysel sonucun ¢ip materyali
kaynakli absorbsiyonla iliskisinin arastirilmasi ve ayrica baicalein {iretim
veriminin arttrilmast amaciyla s6z konusu reaksiyon Tip I ve Tip II cam-silikon-
cam mikroreaktdrlerde, PDMS mikroreaktorle birebir ayni kosullar altinda
calisilmistir (Sekil 4.13). Boylelikle hem mikroreaktdr malzemesinin molekiil
absorbsiyonu iizerindeki etkisi hem de ii¢ farkli mikrokanal geometrisinin
baicalein iiretim islemi {izerindeki karsilastirmali etkisinin incelenmesi

hedeflenmistir.
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Her ikisi de 37,5 pL’lik reaksiyon hacmine sahip olan kanal geometrileri
farkli Tip-1 (paralel sekiz kanal) ve Tip-II (labirent iki kanal) cam mikroreaktor
kanallarina 250 U GUS enzimi igeren silika jel materyali yiiklenmis ve sistemlere
lul/dk akis hiziyla 60 ppm baicalin  beslemesi yapilmistir.  Tip-I
mikroreaktorlerde ¢alisma siliresinin  ilerlemesine bagli olarak doniisiim
oranlarinda (% 20-50), 4 saat sonunda denge durumuna ulasan siirekli bir artig
gozlenmistir. Benzer durum Tip-II cam mikroreaktorlerde de gozlenmis ancak
Tip-II mikroreaktorlerde baicalein doniisiim verimi Tip-I’dekine gore daha diisiik

oranda (% 3-10) gergeklesmistir.
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Sekil 4.13 Tip-I (a) ve Tip-II (b) cam mikroreaktdrlerde calisma siiresine baglt olarak elde edilen
baicalein iiretim iglemi verimleri.

Iki mikrosistemin toplamda esit reaksiyon hacmine sahip olup ayni kosullar
altinda ¢alistirilmasina rahmen doniisiim verimlerinde gozlenen bu farklilik kanal
geometrilerindeki  farkliliklardan  kaynaklanmigtir.  Ayn1  mikroreaktor
sistemleriyle, benzer bir silika jel materyali (EGMS-PEO jel) kullanarak farkli
model bir reaksiyonu ¢alisgan Cumana et al. (2014) bu ¢alismadakine benzer bir
durumla karsilagsmislardir. Tip-l1 ve Tip-II cam mikroreaktorlere Glikoz-6-fosfat
dehidrogenazin (G6PDH) EGMS-PEO tiirevli silika jel formiilasyonuyla



o1

yiiklendigi bu ¢aligmada, glikoz-6-fosfatin 6-fosfoglukonata doniisiim reaksiyonu
caligtimistir (Cumana et al., 2014). Arastirmacilar Tip-I mikroreaktorlerle ayni
kosullar altinda % 60’a varan doniisiimler gézlemlerken, Tip-II reaktorlerde max
% 10’a ulasan bir donlisim oranm1 elde etmislerdir. Arastirmacilar ¢ip
performanslarindaki farklilig1 iki farkli ¢ip geometrisinden kaynaklanan besleme
akimindaki ¢izgisel hiz farkliligma dayandirmiglardir. Kanallar1 bos olan Tip-1 ve
Tip-1I mikrogip sistemleriyle gerceklestirdikleri ¢izgisel hiz dlgiimlerinde Tip-11
mikrocip sistemlerinde 6lciilen ¢izgisel hizin gorece yliksek verimin elde edildigi
Tip-1 mikrogip sistemlerine gore 2 kat yiiksek oldugu sonucuna varmiglardir.
Literatiirdeki bu c¢alisma s6z konusu mikrogip sistemleri i¢in elde edilen
sonuglar ayni mikroreaktor sistemlerinin kullanildig1r bu ¢alismadaki baicalein
iretimi islemiyle elde edilen sonuglarla sik1 bir uyum gosterdigi gériilmiistiir. Bu
durumun sebebini anlamak i¢in her iki mikrogip sisteminin sematik c¢izimine
bakmak yeterlidir (Sekil 4.14). Her iki mikrogip sisteminde hacimsel debinin
dagildig1 kanallarin toplam kesit alanlar1 dikkate alindiginda 8 kanalli Tip-I
reaktorlerde akisin gerceklestigi kesit alaninin 2 kanalli Tip-II reaktorlerdekinin
yaklasik olarak 2,5 kat1 oldugu goriilmektedir. Bu nedenle sabit hacimsel debiyle
(bu calismada 1 pL/dk) calistirilan sistemlerde Tip-II reaktorlerdeki akis hizi Tip-I
reaktorlerdekinin yaklasik 2,5 kati olmakta ve substrat beslemesi mikrosistem

igerisinde enzim ile daha kisa temas kurmaktadir.
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Sekil 4.14 Tip-1 (sol) ve Tip-1l (sag) cam-silikon-cam mikroreaktérlerin sematik ¢izimleri.
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4.3.3.3. Mikroreaktorlerdeki pNPG ve baicalin doniisiim
dinamiklerinin karsilastirilmasi

Sentetik substrat pNPG ve baicalin molekiilleri, PDMS mikroreaktorlerde
besleme derisimlerindeki farkliigmn diginda (swrasiyla 1 mM ve 0,135 mM)
tamamen ayni kosullarda hidroliz edilmistir. Ancak 1 pL/dk akis hizinda PDMS
mikroreaktorlerde 8 saatlik caligma siiresi boyunca gergeklesen doniisiim takip
edildiginde doniisiim verimlerinin  her iki madde icin farkli oldugu
anlagilmaktadir. 1 mM pNPG ile gerceklesen reaksiyon % 84 gibi yiiksek bir
doniisiim oranindan % 47 degerine sistemin ¢alisma siiresinin 8. saatin sonunda
gelirken, 0,135 mM (60 ppm) baicalin ile gerceklesen reaksiyonda doniisiim
verimi % 7 degerinden 8. saat sonunda % 84 degerine ulasmistir. PDMS
mikroreaktorlerde 8 saatlik ¢alisma siiresi sonundaki ortalama doniistim verimleri
PNPG ve baicalin igin sirasiyla % 63 ve % 56 olarak belirlenmistir. PDMS
mikroreaktorlerdeki doniisim veriminin  pNPG ve baicalin i¢in mikrogip
sisteminin zamana bagli ¢aligmasiyla zit yondeki degisimin, silika jellerde iki
maddenin boyutlar1 farkina dayal transfer egilimlerinin farklanmasi1 ayn1 zamanda
enzimin s6z konusu iki substrata karsi sahip oldugu farkli afiniteden

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Paralel 8 kanalli Tip I ve labirent iki kanalli1 Tip II cam mikroreaktdrlerde,
S-sekilli tek kanala sahip PDMS mikroreaktorlerdeki gibi sabit kosullar altinda
calisma siiresinin ilerlemesine bagli olarak baicalin doniisiim verimlerinde artis
durumu gozlenmistir (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13). PDMS mikroreaktorlerin yan1 sira
cam mikroreaktorlerde de bu artisg egiliminin goriilmesi s6z konusu artis durum-

unun PDMS materyalinin baicalein iiriiniinii absorblamasiyla iligkili olmadigni

a) b)

NO,
0 O O
* X1
HO

GA” OH O

Sekil 4.15 a) Sentetik substrat pNPG ve b) baicalin molekiillerinin yapilart. Molekiil yapilari
iizerindeki GA sembolii, aglikon yapilarma bagli olan hidroliz islemiyle koparilmak istenen
glukuronik asit birimini ifade etmektedir.
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gostermistir. Bu nedenle tiim mikrogip sistemlerinde islem veriminin zamana
bagli artigindan, ikinci ihtimal olarak gozoniine alman silika jel icerisindeki
baicalin ve baicalein molekiillerinin sentetik substrata kiyasla daha biiyiik olan
molekiill boyutlar1 nedeniyle maruz kaldiklar1 diflizyon ve kiitle transferi

kisitlariin sorumlu oldugu (Sekil 4.15) disiiniilmektedir.

4.3.4. Farkh hidroliz yontemlerinin karsilastirilmasi

Baicalin subsratinin 4 saatlik asidik ve bazik hidrolizlerinde yiiksek yan
iirlin olusumlariyla beraber elde edilen baicalein iiretim verimleri sirasiyla % 10+3
ve % 0,10+0,02 olarak belirlenmistir (Sekil 4.16). 60 ppm baicalin makrodlgekte
250 U serbest GUS enzimi ile 4 saat kesikli inkiibasyon iglemi sonunda
baicaleine, yan iiriin olusumu goriilmeden % 99+1 oraninda doniistiiriilmiistiir. Ug
farkli mikroreaktoriin mikrokanallar1 i¢erisinde 250 U enzim / 60 ppm substrat
orani sabit tutularak, 1 pL/dk stirekli besleme hiziyla 4 saatlik calisma siiresi
sonunda, PDMS-cam, cam-silikon-cam Tip-1 ve Tip-II mikrogiplerde elde edilen
baicalein {tiretim verimleri sirastyla % 6242, % 50+1 ve % 10+2 olarak
belirlenmistir. Ayn1 katalizor/substrat oran1 kullanilarak gergeklestirilen 4 saatlik
islem siiresi sonunda, enzim immobilize edilmis mikroreaktorlerden elde edilen
baicalein doniisiim verimlerinin, serbest enzim ile elde edilen verimin altinda
oldugu tespit edilse de, gelistirilen mikroreaktor sistemlerinin baicalein
iiretiminde, enzimin geri kazanimi ve siirekli isletim imkani sunmasi yoniiyle

etkin islem alternatifleri olusturabilecegi ortaya konmustur.
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Sekil 4.16 Farkli hidroliz yontemlerinin baicalein iiretimi yoniinden etkinliklerinin
karsilastirilmas.
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5. SONUC

Bu tez kapsaminda terapdtik oneme sahip baicalein molekiiliiniin, baicalin
molekiilii hidrolizi yoluyla iiretimi i¢in etkin ve yeni bir yontem gelistirilmistir.
Baicalin’den baicalein iiretimi i¢in teknigin bilinen durumu igerisinde, klasik
anlamda makrodlgekte (ml mertebesindeki hacimlerde) kimyasal (asidik, bazik)
ve enzimatik hidroliz islemleri rapor edilmistir. Ancak literatiirde s6z konusu
islemle ilgili, yiiksek 1s1 ve kiitle transfer olaylarmin etkinligi sayesinde reaksiyon
verimlerinin yiikseltilebildigi yenilik¢i mikroakiskan sistemleriyle gerceklestirilen

herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Baicalin’in asidik ve bazik hidrolizleri, baicalein iiretiminin yani sira seg¢ici
olmayan hidroliz kosullar1 nedeniyle ciddi oranda yan {iriin olusumuyla
gerceklesmistir. Baicalinin asidik hidrolizi (% 10+3) bazik hidrolizine gore (%
0,10+0,02) anlamli 6lglide yiiksek verimle gergeklesse de kimyasal islem verimi
enzimatik doniisiimlerdekine yaklasamamuistir. 60 ppm baicalin, makrodlgekte 250
U serbest GUS enzimi ile 4 saat kesikli inkiibasyon islemi sonunda baicaleine,
yan iriin olusumu goriilmeden % 9941 oraninda doniistiiriilmiistiir. Ayni
katalizOr/substrat orami kullanilarak gerceklestirilen 4 saatlik islem siiresi
sonunda, enzim immobilize edilmis PDMS-cam (% 62+2), ve cam-silikon-cam
Tip-I-1I (swrastyla % 50£1 ve % 10+2) mikroreaktorlerden elde edilen baicalein
doniistim verimlerinin, serbest enzim ile elde edilen verimin altinda oldugu rapor
edilmistir. Ancak kimyasal hidroliz yontemlerine kiyasla yiiksek doniisiim verimi
sunmasi, ve siirekli akis moduyla isletilip enzimin tekrar kullanilmasina firsat
vermesi gibi avantajlar1 nedeniyle daha ekonomik bir baicalein prosesi i¢in PDMS
ve Tip-I cam mikroreaktorlerin 6nemli bir potansiyel tasidigi diisiiniilebilir.
PDMS ve Tip-1 cam mikroreaktorlerden elde edilen baicalein doniisiim orani, ayni
zamanda literatiirde yer alan immobilize GUS materyallerinin kullanildig1 pek ¢cok
baicalein iiretim islemiyle (% 50-70 arasinda doniigiim verimlerinin elde edildigi)

rekabet etmektedir (Jiang et al., 2007; Song et al., 2014; Zhang et al., 2009).

Cam  mikroreaktorlerdeki  baicalin  doniisim  oranlarinin ~ PDMS
mikroreaktordekine oranla daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu durumun PDMS

mikroreaktorlerin reaksiyon hacminin (100 pL) ve mikrokanal uzunlugunun cam
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mikroreaktorlerinkine (37,5 pL) gore daha yiiksek olmasi nedeniyle gerceklestigi
gorlilmiistiir. 1 pl/dk akis hizlarinda mikrogiplere besleme yapildiginda PDMS
mikroreaktorlerde substratin kanal igerisinde kalisi dolayisiyla enzimle olan
etkilesim stiresi 100 dk iken, cam mikroreaktorlerde ise bu siire 37,5 dk olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Kalig siirelerindeki farklilik nedeniyle en yiliksek dontisiim

verimleri PDMS mikroreaktorlerde elde edilmistir.

Toplamda esit reaksiyon hacmine sahip olup ayni kosullar altinda
calistirilan Tip-1 ve Tip-II mikroreaktorlerde baicalein {iretim verimlerinde
gbzlenen anlaml farklilik, kanal geometrilerindeki farkliliklardan
kaynaklanmistir. Her iki mikrogip sisteminde hacimsel debinin dagildigi
kanallarin toplam kesit alanlar1 dikkate alindiginda, 8 kanall1 Tip-1 reaktorlerde
akisin gerceklestigi kesit alaninin 2 kanalli Tip-II reaktorlerdekinin yaklagik
olarak 2,5 kati oldugu goriilmektedir. Bu nedenle sabit hacimsel debiyle (bu
calismada 1 pL/dk) calistirilan sistemlerde Tip-II reaktorlerdeki akis hizi Tip-I
reaktorlerdekinin yaklasik 2,5 kati olmakta ve substrat beslemesi mikrosistem
icerisinde enzim ile daha kisa temas kurmaktadir. Bu sebep nedeniyle Tip-I
mikroreaktorlerde Tip-II reaktorlere gore 4 kat daha yiiksek doniisiim verimi elde

edilmistir.

Sonug¢ olarak, bu tez kapsaminda baicalein iiretimine yoOnelik klasik
yontemler olarak bilinen diisiik verimli asit/baz ya da yiiksek verimli fakat
maliyetli serbest enzim hidrolizlerine alternatif, etkin bir yontem olarak siirekli
isletim sistemiyle enzim geri kazanimi saglayan mikroreaktor sistemleri

gelistirilmistir.
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