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OZET

RUSCUS BIiTKiSI SAPONIN MOLEKULUNUN
MiKROAKISKAN SISTEMDE ENZIMATIK HIDROLIZi

ONBAS, Rabia

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomedikal Teknolojiler Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS

Ocak 2017, 88 sayfa

Bu tez caligmasinda mikroakiskan sistemler igin aljinat-silika hibrit
monolit formiilasyonun optimize edilerek; mikroakiskan sistem igerisinde, birgok
ticari ilagta etken maddesi olarak kullanilan aglikon molekiillerinin Ruscus
aculeatus ekstresine ait saponin molekiillerinden hidrolizinin gergeklestirilmesi

amaclanmustir.

Enzim immobilizasyonunda kullanilan, diflizyon ve i¢ jellesme
yontemleriyle elde edilen aljinat-silika boncuk ve monolitlerin karakterizasyonu
amaciyla Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi, EDS/mapping,
Brunauer—Emmett-Teller (BET) yiizey alam1 ve Barrette—Joyner—Halenda
(BJH) por hacmi, Fourier Doniisiimlii Infrared Spektrofotometre (FTIR)

analizleri yapilmistir.

Serbest enzim, immobilize enzim ile ilgili kinetik c¢alismalar ve
karakterizasyon calismalar1 pnpg (4-Nitrophenyl B-D-glucopyranoside) substrati
ile gergeklestirilmistir. Beta-glukozidaz enziminin aljinat-silika hibrit boncuklara

immobilizasyonu sonucu %73 nispi aktivite elde edilmistir. Serbest enzim ve
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immobilize enzim i¢in Vmax ve Km degerleri ise sirasiyla; 0.016 mmol mg™dk™,
4.2 mM ve 0.012 mmol mg™dk™, 8.8 mM’dir.

Aljinat-silka hibrit boncuk ve monolitlerin karakterizasyonunun ardindan
mikroakigkan sistemde hidroliz ¢aligsmalari i¢in i¢ jellesme yontemiyle elde edilen
hibrit monolitlerin kullanilmasina karar verilmis ve enzim miktarinin
optimizasyonunun ardindan PNPG substratinin donilislimiiniin mikroreaktor
igerisindeki davranigini anlamak i¢in aljinat-silika hibrit jel tiirevli mikroreaktorde
1 ul/dk akis hizinda hidrolizi gerceklestirilmistir. Ilk kalis siiresi sonunda (100
dk), doniisim % 20, 24 saat sonra ise dengeye ulasarak doniisim % 94 olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglar, enzimatik hidroliz sirasinda aljinat-silika hibrit jel
tiirevli mikroreaktoriin monolitik sistemde karsilasilan bazi sorunlarin iistesinden
geldigini gostermektedir. R. aculeatus ekstresinin enzimatik hidrolizi aljinat-
silika hibrit jel tlirevli mikroreaktér igerisinde 1 upl/dk akis hizinda
gerceklestirilmistir. Enzimatik hidroliz sonucu ara fiiriine ulasilmistir. Enzim
miktar1 40 pg olan, aljinat-silika hibrit jel tiirevli mikroreaktdrde 5 saat sonunda
% 78.92 oraninda ara iiriin doniisiimii elde edilmistir. Sonugclar, mikroakiskan
sistem parametrelerinin optimizasyonu ile aglikon formun elde edilebilecegini

desteklemektedir.

Anahtar Soézciikler: Ruscus aculeatus saponin, enzimatik hidroliz,

aljinat-silika, sol-jel, hibrit monolit, mikroreaktor



ABSTRACT

ENZYMATIC HYDROLYSIS OF RUSCUS SAPONIN IN
MICROFLUIDIC SYSTEM

ONBAS, Rabia

Master of Science, Department of Biomedical Technologies
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS

January 2017, 88 pages

In this thesis, parameters of alginate-silica hybrid monolith were optimized
for microfluidic system in order to hydrolize Ruscus aculeatus extract saponin

molecules and to obtain aglycones which are active compounds of some drugs.

Alginate-silica hybrid beads and monoliths were obtained based on
difussion gelation and internal gelation method, respectively. These hybrid beads
and monoliths were characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM),
EDS/mapping, Brunauer-Emmett-Teller (BET) surface area, Barrette—Joyner—
Halenda (BJH) pore size, Fourier- Transformed Infrared Spectrometer (FTIR)

analyzes.

Kinetic studies related with free and immobilized enzyme and their
characterization studies were carried out using pNPG (4-Nitrophenyl B-D-
glucopyranoside) substrate. As a result of immobilization of beta-glucosidase
enzyme into alginate-silica hybrid beads a relative activity of 73% was achieved.



Vmax and Km values were determined as 0.016 mmol mg™dk®, 4.2 mM and
0.012 mmol mg™dk™, 8.8 mM, respectively.

After characterization studies of hybrid beads and monoliths, hybrid
monoliths that synthesized via internal gelation technique were decided to use as a
matrix. After optimize the enzyme amount (40 pg), hydrolytic conversion of
PNPG were performed to understand behavior of bioreaction in microreactor. The
yield in enzymatic microreactor was 20 % after first retention time, then reached
the equilibrium at 24 h while the yield was 94 %. This indicated that the alginate-
silica gel derived microreactor overcome the some drawbacks of monolithic
systems. Enzymatic hydrolysis of R. aculeatus extract saponins in alginate-silica
hybrid gel derived microreactor were carried out at a flow rate of 1 pl/min.
Conversion yield was obtained as 78.92 % after 5 hours with 40 ug enzyme in
alginate-silica derived monolithic microreactor for byproduct of R. aculeatus
extract. This results showed that there is strong possibility for obtain aglycone

form of saponins with further optimization of parameters in microfluidic system.

Keywords: Ruscus aculeatus saponins, enzymatic hydrolysis,

Aalginate-silica, sol-gel, hybrid monolith, microreactor
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1. GIRiS

Cesitli farmasotik aktiviteleri ile bilinen saponinler, bitkilerde ve bazi
mikroorganizmalarda bulunmaktadir. Antosiyoninler R. aculeatus’un ana
bileseni olarak bilinse de, rizom ve koklerden izole edilen kimyasal
bilesenlerin ana sinifi olan steroidal saponinler R. aculeatus ticari {iriinlerinin
aktif bilesenlerini olugturmaktadir. Saponin molekiilleri glikozidik baglar1 ile
bagli glikon ve aglikon boliimlerinden olusmaktadir (Wojciechowskia et al.,
2014). Saponinlerin hidrolizi sonucu elde edilen aglikonlar saponinlerin
sahip olmadig1 ya da ¢ok diisiik oranlarda sahip oldugu biyolojik aktiviteye
sahiptir (Francis et al., 2002).

Monolitin kimyasal ve mekanik kararliligi enzim immobilizasyonunda
onemli rol oynamaktadir. Organik-inorganik hibrit materyaller olarak
adlandirilan  malzemeler hafiflik, esneklik ve iyi kaliplanabilirlik gibi
organik malzemelerin avantajlarina sahip olmasinin yanisira inorganik
materyallerin de yiiksek mukavemet, 1s1l kararliligi ve kimyasal direng gibi
avantajlarina da sahip iyi derecede biyouyumluluk goésteren bir malzeme
tirtidiir ve tiim bu Ozellikler hibrit materyalleri enzim immobilizasyonunda
istiin bir destek materyali olma 6zelligi kazandirir (Hwang and Gu, 2013;
Ruan et al., 2014)

Mikroakiskan sistemlerde reaksiyonlar hizli gergeklesir ve kisa siirede
sonug alinir. Daha az ornek kullanilacagi i¢in maliyet diiser ve verimlilik
artar. Tiiketilen kimyasal ve solventin az miktarda olmasi, daha az enerji
harcanmasina ve daha az atik olusumuna neden olmaktadir. Ayrica ¢alisilan
yiizey alaninin artmasiyla enzimatik hidrolizde geleneksel yonteme gore

avantaj saglanmaktadir (Baharudin, 2008; Qasaimeh et al., 2013).

Karakterizasyonu yapilan 3 boyutlu aljinat-silika hibrit monolite [-
glukosidaz enziminin immobilizasyonun ve Kkinetik parametrelerinin

belirlenmesinin ardindan, diger bir basamak olarak mikrorektor igerisine



yiikklenmis jel igerisine immobilize edilmis enzim ile Ruscus aculeatus’un

hidrolizi hedeflenmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Saponinler ve Aglikonlarin Ozellikleri

Dogada yaygin olarak bulunan saponinler genellikle ugucu olmayan,
yiizey aktif bilesenler olarak bilinir. ‘Saponin’ kelimesi, Latince anlami
sabun olan ‘sapo’dan tiiremistir. Bunun nedeni ise su igerisindeki saponin
molekiilleri ¢alkalandiginda sabun benzeri kopiik olusturmasidir (Augustin et
al. 2011; Oleszek, 2002). Cogunlukla bitkilerin koklerinde, yumrularinda,
yapraklarinda, ciceklerinde ve tohumlarinda bulunan saponinler karbon
iskeletlerine gore triterpenler ve steroidler olarak siniflandirilmaktadir (Man
et al. 2010). Saponinler; triterpenoid, steroid veya steroidal glikoalkaloid
molekiillerine bagl bir veya birden fazla seker zinciri igermektedir (Osbourn,
1996). Glikosidik bagi ile birbirine baglanmis saponin molekiiliiniin seker
iceren kismi; glikon ve seker icermeyen kismi ise aglikon olarak
adlandirilmaktadir (Wojciechowskia et al., 2014). Saponinler; bir, iki veya li¢
tane seker zincirinin baglanmasi baz alinarak sirasiyla monodesmoside,
bidesmoside ve tridesmoside olarak adlandirilmaktadir (Yunanca’da
desmos=bag) (Oleszek, 2002). Saponinlerin sekerden olusan kisimlari
dogada genellikle glukoz, galaktoz, glukuronik asit, ksiloz, ramnoz veya
metilpentoz icermektedir ve glikosidik bagi ile hidrofobik aglikona
(sapogenin) bagl bulunmaktadir (Francis et al, 2002). Bu aglikon iskeleti baz
alinarak saponinler iki sinifa ayrilabilirler. Ilk grup, yalnizca monokotiledon
anjiyospermde bulunan steroidal saponinleri icerir. Ikinci grup olan
triterpenoid  saponinler ise c¢ogunlukla dikotiledon anjiyospermlerde
bulunurlar (Bruneton, J, 1995). Steroidal saponinler, C,; spirosten
iskeletlerinde steroidal aglikon igerirler ve genellikle six-ring yapiyr da
kapsarlar (Sekil 2.1A). Bazen taze bitki materyallerinde, 26. pozisyondaki
hidroksil grup glikosidik bag ile birlesir ve bu yiizden aglikon yap1
pentasiklik olarak kalir ki bu yap1 frostan iskelet olarak adlandirilmistir (Sekil
2.1 B). Triterpenoid saponinler ise Cgp iskeletinde triterpenoid aglikonlari
icerir ve pentasiklik yapiy1 da kapsar (Sekil 2.1 C) (Sparg et al, 2004).



Saponin molekiillerindeki bu polar ve nonpolar yapilarin birlesimi sulu

¢ozeltilerdeki sabun benzeri davranisi agiklamaktadir (Vincken et al 2007).

Sekil 2. 1 Aglikon iskeletleri: (A) Steroidal spirostane, (B) steroidal furostane ve (C) triterpenoid saponinler.
R = Seker yapis1 (Sparg et al, 2004)

Saponinler, ¢esitli farmokolojik O6zelliklerinden dolayr birgcok bitki
ilaglarinin ve geleneksel tibbin ana bilesenini olusturmaktadir (Estrada,
2000). Sorumlu oldugu bu o6zellikler anti-inflamatuvar (Akkol et al. 2007),
anti-ttimor (Yoshiki et al, 1998; Man et al. 2010), antiviral (Tam and Roner,
2011), anti fungal ve antimikrobiyal (Avato et al. 2006) olarak bilinmektedir.

2.1.1 Ruscus Aculeatus’un terapotik ozellikleri

Liliaceae’nin Asparagoideae alt ailesine ait Ruscus familyasi ¢igekli
bitkilerden alt1 tane tiire sahiptir (Mimaki et al. 2008). Steroidal saponinlerin
aktif bilesenlerine sahip Ruscus aculeatus L. (butcher’s broom=g¢oban

puskiilii), Liliaceae ailesinin her mevsim yesil kalan bodur agag tiiriidiir.



Ruscus aculeatus, Avrupa’da dzellikle Akdeniz’de genis bir alana yayilmustir,
Kuzey Afrika’dan (Fas, Tunus ve Libya) Dogu Avrupa ve Macaristan’da
bulunmaktadir. Yiikseklik limitlerine bakildiginda c¢ok detayli bilgiye
rastlanmasa da giiney Romanya’da 300 m, giiney italya’nin ormanlarinda 656
m, Slovenya’da 930 m ve Giiney Anadolu/Tiirkiye’de 1000 m’de
yetismektedir (Thomas and Mukassabi, 1992). Ruscus steroidal saponinleri
cogunlukla bitkilerin koklerinde ve toprak alti govdelerinde bulunurlar
Spirostan tiplerinin ¢ogu neoruscogenin ve ruscogenin gibi aglikonlara
sahiptir (Mangas et al, 2006; Perrone et al. 2009).

Ruscus aculeatus toprak alti govdeleri idrar soktiiriici ve anti-
inflamatuar (iltihap sokiicii) ajan olarak kullanilmasinin yanisira hemoroid,
damar tikanikligi ve dolasim yetersizliginin tedavisinde kullanilmaktadir
(Giiveng et al, 2011). Ruscus aculeatus’un aktif bilesenleri olan steroidal
saponinlerden ruskogenin ve neoruskogeninin vazokonstriikksiyon (kan
damarlarinin  daralmasi) ve damar agic1 Ozelliklerinin kesfedilmesinin
ardindan 6zellikle Almanya ve Fransa’da kronik vendz yetersizligi, varisli
damar, hemoroid ve ortostatik hipotansiyonun tedavisinde kullanilmigtir
(Bouskela and Cyrino, 1994; Bouaziz et al, 1999; Redman 2000). Ayrica
Ruscus aculeatus’un geleneksel tipta birgok kullanimi vardir. Filistin
geleneksel tibbinda rizom ekstrakti deri hastaliklarina karsi kullanilmistir (Ai-
Shtayeh et al., 1998). Tiirkiye’de ise hazirlanan dekoksiyon egzama, bobrek
tas1 ve bobrek iltihabinda kullanilmistir (Tuzlaci et al. 2001; Kiilttir, 2007).
Italya’da ise kalin bagirsak iltihab1 ve ishal tedavisinde kullanilmistir (Savo et
al., 2011).

% 0.12 oraninda ruskogenin, neoruscogenin, ruscin ve ruscoside igeren
steroidal saponin bilesen karigimlari Ruscus aculeatus’un % 4-6’sin1
olusturmaktadir. Ruscogenin ve neoruscogenin genellikle beraber izole
edilmektedir  ve ‘ruscogeninler’ olarak isimlendirilmektedirler.
Antosiyoninler R. aculeatus’un ana bileseni olarak bilinirken ruscogeninler
Ruscus aculeatus’un ve baz1 ticari ilaglarin aktif bilesenlerini olusturmaktadir
(Tansi et al, 2007; Mari et al, 2012).



Sekil 2. 2 Ruscogenin yapist (RUS) (Huang et al., 2008)

R. aculeatus saponinleri C-1 veya C-3 te seker zinciri bulundurmasina
gore spirostanol veya furostanol aglikonlar olarak karakterize edilirler (Mari
et al. 2012). Ruscus tiiriinden izole edilen steroidal saponinler spirostane
prosapogeninlerdir ve tasidiklart seker zinciri C-1’e baglidir. Furostanoller ise
C-1’de seker zinciri ve C-26’ da D-glucose grubu igerir. Spirostanol
glikozitler furostanol glikozitlerinin ~ C-26 sekerinin hidrolizi ve yan
zincirdeki siklizasyon sonucu spiroketal olusturmasiyla meydana gelir. (Kite
et al. 2007).



R

1 A(25-27) 7]

2 H
3a A(25-27) B-D-Glep-(1—3)-0-0-L-Rhap-(1—2)-0-a-L-Arap-
3b B-D-Glep-(1—3)-0-a-L-Rhap-(1-52)-0-0-L-Arap-
4a | AQ52T) o-LRhap-(1—2)-O-0-L-Arap-

4b o-L-Rhap-(1—2)-O-0-L-Arap-

S5a A(25-27) o-L-Arap-

sb o-L-Arap-

0O-B-D-glucose

R
6a A(25-27) B-D-Glep-(1—-3)-0-0-L-Rhap-(1-2)-0-0-L-Arap-
6b 25R B-D-Glcp-(1-3)-0-0-L-Rhap-(1—2)-0-0-L-Arap-
7a A(25-27) a-L-Rhap-(1—2)-0O-0-L-Arap-
7h 25R a-L-Rhap-(1—-2)-0-o-L-Arap-

Sekil 2. 3 R.aculeatus aglikonlari

Spirostan  prosapogeninler aglikon olarak neoruscogenin(l) ve
ruscogenin(2) igerirler. Prosapogeninler; ruscin (3a), desgluconruscin (4a) ve
desglucodesrhamnoruscin (5a) olarak isimlendirilirler ve aglikon olarak
neoruscogenin igerirler. Bu bilesenler (25R)-25,27- dihidro tiirevleri ile
uyumludur (birbiri yerini tutar) ve ilgili yapilar1 3b,4b ve Sb’dir. Tim
spirostane prosaponinlerde oldugu gibi hepsi C-26’da glukoz grubu tasiyan



furostanol saponinlerden tiirevleniler. iki furostanol saponin (R. aculeatus’ta
tanimlandigr gibi ruscoside (6a) ve desglucoruscoside (7a)) 25-27
pozisyonunda cift bag icerirler. Ayrica (25R)-25,27-dihydro tiirevleri benzer
igeriktedir ve ilgili yapilar1 6b ve 7b’dir. Calismalar ruscus saponinlerin
farmakolojik etkilerinin seker gruplarinin azalmasiyla arttigi yoniinde
sonuglar ortaya konmustur (di Lazzaro et al. 2001; de combarieuet al, 2002)
En aktif bilesenler neoruscogenin ve ruscogenindir; bu bilesenlerin karisimi
bazi ticari ilaglarin aktif bilesenini olusturmaktadir (Mari et al. 2012;). Bu
nedenle R. aculeatus’un hidrolizi i¢in bir ¢ok enzimatik veya kimyasal

hidroliz yontemi gelistirilmistir (di Lazzaro et al. 2001).

2.1.2 Ruscus Aculeatus’un kimyasal ve enzimatik yontemlerle hidrolizi

Saponinlerin hidrolizi sonucu ‘sapogenin’ olarak bilinen aglikon ve ‘seker’
olarak bilinen glikon olusur (Negi et al., 2013) . Molekiillerin farmakolojik 6neme
sahip olmasi endiistriyi bu molekiillerin verimli ve uygun prosediir icerisinde
tretimi konusunda arastirmaya itiyordur. Ruscosid ve desglukoruskosidlerin
ruscin ve desglucoruscine dontisiimii iki farkli yontemle miimkiindiir. Birincisi;
asit hidrolizine dayanan kimyasal yaklasim, ikincisi ise enzim uygulamasina
dayali biyoteknolojik yaklasimdir. Asit hidrolizi enzim hidrolizine gore daha az
secicidir. Asit hidrolizinde gii¢lii asitlerin kullanimi, kompleks yoOntem
basamaklar1 gibi nedenlerden dolayr heterojen ara iirlinler ve {irlinler elde
edilmektedir. Bagka bir ifade ile istenmeyen bilesenler olusur ve ilgili {irtin diisiik
verimde elde edilir. (Ireland and Dziedzic, 1986; Acquati and Ponzone, 2003) .
Enzim hidrolizinde ise glikozitlerden seker kismini ayirmada glikozidaz kullanir.
Biyokatalitik yontem diger yontemlere gore daha segici olmasi, daha i1limh
kosullara sahip olmas1 ve gevreci bir proses olmasinda dolayr endiistriyel agidan

daha ¢ok tercih edilen bir yontemdir (Di Lazzaro et al, 2001; Chang et al, 2012).

B-Glukozidaz ( B-D-Glukozid glukohidrolaz EC 3.2.1.21) iki karbohidrat
grubun veya bir karbohidrat ve aglikon arasindaki B-glukozidik bagin hidrolizini

katalizleyen bir enzimdir. Cok ¢alisilan enzimlerden biri olan B-Glukozidazin



enzimatik ozellikleri enzimin kaynagina, iiretilme ve saflagtirma kosullaria gore

degismektedir (Shewale, 1982; Morant et al. 2008).

De Combarieu et al (2002) R. colchicus ’tan izole edilen bilesenin (20 mg)
hidrolizini 10 mg B-glukozidaz ve 5 ml (% 0.5) fosforik asit ile 37 °C ‘de 24 saat
stire ile gerceklestirmistir. Sogutma isleminin ardindan n-biitanol ile ekstraksiyon
yapilmigtir. R. colchicus saponinin (Sekil 2.4) hidrolizi sonucunda spirostan
sapogenin (Sekil 2.5) elde edilmistir.

OH

Sekil 2. 4 Enzimatik hidroliz 6ncesi R. colchicus saponin molekiilii

gy

OH
0
HO o
o]
Me
o]

HO  n

Sekil 2. 5 Enzimatik hidroliz sonrasi R. colchicus saponin molekiilii

Napolitano et al. (2011) Ruscus ponticus’un hidrolizini 2.8 mg
bilesenin 10 mg B-glukozidaz enzimi ve 5 ml (% 0.5) fosforik asit ile 37
°C’de 24 saat siire ile gergeklestirmistir. Sogutma isleminin ardindan n-
biitanol  ile  ekstraksiyon  yapilmigtir.  Spirostanol  glikozitlerin

karakterizasyonu NMR analizi ile yapilmistir. Analiz sonucunda, o-
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rhamnopyranosyl biriminin C-3’de b-glucopyranosyl biriminin bulunmadigi
ortaya konmustur ve bu yeni bilesen Ruscus (25R)-26-O-b-D-glukopiranosil-
-furosta-5,20(22)-diene-1b,3b,26-triol 1-O-[a-Lramnopiranosil-(1—2)-O-a-L-

arabinopiranosit] tanimlanmustir.

Di Lazzaro et al. (2001) R. aculeatus L. ‘un enzimatik hidrolizini -
glukopiranosidaz ~ ve  a-ramnopiranosidaz  enzimlerini  kullanarak
gerceklestirmislerdir. Desglukoruscinin desglucodesrhamnoruscine hidrolizi 3
giin sonunda elde edilmistir. Bu c¢alismada baslangi¢ substrat
konsantrasyonun  ruscosidin  desglucodesrhamnoruscine  doniisiimiinde
reaksiyon siiresini etkiledigi gdsterilmistir. Ruscosid’in % 5’lik ve % 20’lik
ruscosaponinden 25 °C tamamen doniisiimiiniin gergeklestirilebilmesi i¢in
sirastyla 2 ve 7 gilin gerektigi sonucuna ulasilmistir. 25 °C’de karistirmali
biyoreaktdrde Ruscosid’in tamamen hidrolizi 1 giin sonra, desglucoruscinin
tamamen  desglucodesrhamnoruscine  dontisimii  ise 4 giin  sonra

gerceklesmistir.

2.2 Enzim iIimmobilizasyonu

Enzimler, karmasik molekiilleri substrat olarak kabul etme kapasitesine
ve reaksiyonlari paralel olmayan bir bi¢imde kiral (enantio-) ve pozisyonel
(regio-) katalizleme segiciligine sahip olduklarindan dolayr dikkat g¢ekici
katalizorlerdir. Yiksek derecede segicilie sahip olmalarindan dolayr az
miktarda yan {iriin olustururlar. Baska bir deyisle reaksiyon sonucu olusacak
atigr azaltir ve verimli bir reaksiyon gergeklestirirler. Enzimler standart
kimyasal yollar ile karsilastirildiginda sadece 1limhi reaksiyon sartlarina
ihtiya¢ duyar. Bu da diisiik maliyet ve enerji anlamima gelmektedir. Ayrica
enzimler uygun bir bicimde uygulanirlarsa tekrar kullanimlar1 miimkiindiir ve
olduk¢a biyobozunurdurlar. Bu nedenle enzimler geleneksel kimyasal
katalizorlere alternatif olarak ‘cevre dostu katalizor’ olarak tanimlanir

(Schmid et al, 2001; Hobbs and Thomas, 2007).

Enzimlerin kullanim1 geleneksel katalizorler ile karsilagtirildiginda

birgok avantaja sahip olmasina karsin endistriyel uygulamalarda
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kullaniminda ¢esitli problemler ile karsilagilmaktadir. Enzimlerin izolasyonu
ve saflastirilmasi siradan katalizorlere gére daha pahalidir. Dogal ¢evrelerden
izole edilirken protein yapida olmalarindan dolayr ¢ok hassastirlar ve bu
nedenle izole islemi sirasinda denatiire olma riski tasimaktadirlar. Sicaklik,
pH ve takip etme seviyesindeki maddeler gibi proses kosullari inhibitor etkisi
yaratabilir ve maliyet artisina neden olabilir. Ayrica diger geleneksel
heterojen katalizorlerin aksine enzimler su igerisinde homojen Kkatalizor
sistemlerde ¢Ozliniir, bu nedenle {iriiniin kontamine olmasina neden olur ve
aktif form reaksiyon ortaminda tekrar kazanilamaz. Tiim bu sorunlarin
istesinde gelmek i¢in immobilizasyon yontemleri kullanilmaktadir

(Krajewska, 2004; Homaei et al, 2013).

Immobilize enzim terimi ilk olarak 1971 yilindaki Enzim Miihendisligi
Kongresi’nde kullanilmistir. immobilize enzim terimi enzimin fiziksel olarak
hapsedilmesi veya katalitik aktivitenin belli bir bolgede tutulmasiyla tekrarl
ve siirekli olarak kullanilmasi olarak tanimlanir (Costa et al., 2004).
Immobilize enzimler, Nelson ve Griffin’in kdmiire absorblanan invertazin
siikrozu hidrolizme 6zelligini kesfetmesi ile birlikte 1916 yilindan itibaren
kullanilmaktadir (Nelson and Griffin, 1916). immobilize enzimlerin tekrar
kullanilabilirligi ve kararlilif1 ise Grubhofer and Schelth tarafindan ¢esitli
enzimlerin kovalent immobilizasyonu ile ortaya konmustur (Grubhofer and

Schelth, 1954).

Enzimin immobilize formu, enzimin ¢ogunlukla canli hiicredeki hiicre
iskeletine, membrana ve organel yapilarina tutunmus halini taklit eder. Bu
nedenle serbest enzimle karsilagtirildiginda immobilize enzimler g¢evresel
degisikliklere daha dayaniklidir. Buna ek olarak heterojen enzim sistemleri
kolaylikla tiim enzimin ve {irliniin geri kazanilmasina, enzimlerin ¢oklu tekrar
kullanimina, tekrar kullanimi sayesinde maliyetin azalmasina, enzimatik
prosesin siirekli isletilmesine, reaksiyonun hizlica sonlandirilmasina,
tirtindeki protein kontaminasyonun Onlenmesine, mikrobiyal
kontaminasyonun kolaylikla 6nlemesine olanak saglamaktadir. Fakat bunun

yaninda serbest enzim ile karsilastirildiklarinda substrata ulasmakta yasanan
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zorluktan dolayr ¢ogunlukla diisiik aktiviteye ve yiiksek Michaelis sabitine
neden olurlar (Bornscheuer, 2003; Nisha et al., 2012; Homaei et al., 2013).

2.2.1 Kullamlacak destek materyalin secimi

Immobilize enzimlerin performansina karar vermede destek
materyalinin karakteristik Ozellikleri biliyiik Oneme sahiptir. ~ Destek
materyalinin en 6nemli Ozelliklerinden biri enzim ile etkilesimine karar
verecek olan kimyasal yapisidir. Ideal bir destek materyalinde bulunmasi
gereken Ozellikler; basinca karst fiziksel direng, hidrofiliklik, inert olmasi,
biyouyumluluk, mikrobiyal saldirilara dayaniklilik ve diisiik maliyete sahip
olmasidir. Hidrofilik karakter immobilize enzimin aktivite seviyesinin
belirlenmesinde etkili en onemli karakteristik 6zelliklerden biridir (Brena and

Batista-Viera, 2006).

Destek materyalleri kimyasal yapilarina gore organik ve inorganik
olarak siiflandirilmaktadirlar (Cizelge 2.1.) (Brena and Batista-Viera, 2006).

Destek materyali genis yilizey alanina sahip olmasinin yaninda
enzimatik reaksiyonda substrat ve iirtinlerin tasinimi igin olabildigince diisiik

difiizyon kisitina sahip olmalidir (Krajewska, 2004).

Destek materyalinin olduk¢a poroz bir yapiya sahip olmasi, por ¢api ve
por ¢ap1 dagiliminin ideal olmasi enzim immobilizasyonunda énemli bir role
sahiptir. Kiiclik por ¢aplar difiizyonun kisitlanmasina yol acarak enzimin
yapisal degisimine ve devaminda aktivitesini kaybetmesine neden olur. Buna
karsin cok genis por capt ise enzimin kiimelenmesine ve aktivite
kaybetmesine neden olur. Kiigiik poroz partikiillere sahip olan malzemeler
bliyiik capli poroz malzeme ile karsilastirildiklarinda substratlar daha kisa
difiizyon yoluna sahip olduklari i¢in daha diisiik kiitle transfer direncine sahip
olduklar1 goriilmiistiir. Bu yiizden immobilizasyon yonteminin optimizasyonu
cok onemlidir ve bazen kararlilik gibi faktorler yiikleme kapasitesini arttirma
adina feda edilebilir (Kim et al., 2006; Betancor and Luckarift, 2008; Mietic
etal., 2012).
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Cizelge 2. 1. Destek materyallerin kimyasal yapilarina gore smniflandirilmalart  (Brena and

Viera, 2006)

Organik

Dogal polimerler
e  Polisakkaritler: seliiloz, dekstran, agar, agaroz, kitin, aljinat
e Proteinler: kollajen, alblimin

e Karbon

Sentetik polimerler
e Polisitren
e Diger polimerler: poliakrilat polimetakrilatlar, poliakrilamit, poliaminler,

vinil ve ali-polimerler

Inorganik

Dogal mineraller: bentonit, silika
Islenmis materyaller: cam (poroz olmayan ve kontrollii porlu), metaller, kontrollii porlu

metal oksitler

2.2.2 Enzim immobilizasyon teknikleri

Enzim immobilizasyonu 3 farkli yaklagimda siniflandirilmaktadir: 1)

destek materyale baglama (Fiziksel adsopsiyon, Kimyasal baglanma) ii)

capraz baglama (tasiyicisiz) iii) enkapsiilasyon veya hapsetme (entrapment).

Her bir metodun kendine gore avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir Cizelge 2.2.

(Hwang and Gu, 2013).
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Cizelge 2. 2 immobilizasyon metotlarmin avantaj ve dezavantajlar1 (Hwang and Gu, 2013)

tastyici igerisinde serbest

olarak hareket etmesi

Immobilizasyon metodu Avantajlar1 Dezavantajlari
Destek materyaline | Basit deneysel yontemin | Reaksiyon sirasinda
baglama (Fiziksel | Toksik solvent | enzim sizmasi
adsorpsiyon) kullanilmamasi Destek materyalinin
(fyonik baglanma) Enzim molekiillerinin | hazirlanmasinda

tutulmast kullanilan yontemin

Cok fazla organik | karmasik olmasi

baglayict secenegine | Enzim molekiillerinin

sahip olmasi tagtyici icerisinde

hareketsiz olmasi

Enkapsiilasyon veya | Enzim molekiillerinin | Karmasik deneysel
hapsetme tutulmasi yontem

Enzim molekiillerinin | Reaktif tiirler ve toksik

solventlerin enzimi
denatiire edebilmesi
Reaktantlarin ve tiriinlerin

diflizyon hizinin azalmasi

Capraz baglama

Gelistirilmis raf omri ve
islemsel kararlilik
Tekrar elde edilmesinin

ve tekrar kullaniminin

Enzimin esnekligni
kaybetmesi
Reaktantlarin ve iriinlerin

diflizyon hizinin azalmasi

kolay olmast
Sulu ortamlarda sizmaya

kars1 kararli olmas1

2.2.3 Destek materyaline baglama yontemi

Destek materyaline baglama yontemi fiziksel (hidrofobik ve van der
Waals etkilesimleriyle) iyonik veya kovalent baglama ile gercgeklestirilebilir.

Destek materyali iizerine enzimin adsopsiyonu en temel enzim

immobilizasyon yontemlerinden biridir. Enzim ve destek materyali arasinda

fiziksel yiizey etkilesimine dayanan bir yontemdir ve bu yontem hidrojen
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bagi, elektrostatik giicler, hidrofobik etkilere dayanabilir (Tran and Balkus,
2011).

Fiziksel adsorpsiyon yontemi en basit enzim immobilizasyonu yéntemi
olarak bilinmektedir. Fiziksel adsorpsiyon kosullari altinda, enzimin aktif
bolgesi ¢ogunlukla etkilenmez ve neredeyse tiim aktivitenin korunmasini
saglar. Buna karsin enzim immobilizasyonu zayif fiziksel kuvvetler
tarafindan gergeklestigi icin (van der Waals veya dispersiyon kuvvetleri)

enzim sizmasina neden olur (Hartmaan and Jung, 2009).

e (Capraz baglama

Glutaraldehitin  protein  yiizeyindeki reaktif NH, grubuyla
reaksiyona girmesine dayanan protein gapraz baglama yontemi 1960 yilinda
gelistirilmistir. Fakat bu yontem ile ¢apraz bagli enzim ¢aligmalarinda diisiik
aktivite, diisiik tekrar iretilebilirlik, zayif mekanik kararlilik, jelatinimsi
capraz bagli enzim hazirlamadaki zorluklar gibi bazi problemlerle
karsilasilmistir. Quiocho and Richards kristal enzimlerin glutaraldehit
tarafindan capraz baglanabilecegini 1964 yilinda géstermistir. Capraz bagh
enzim Kkristallerinin endiisrtriyel biyokatalizor olarak kullanimi ise Vertex
Pharmaceuticals tarafindan gerceklestirilmis ve ardindan ticarilesmistir. Fakat
bu yontemdeki enzimin soliisyondan presipitasyonu karmasik bir basamaktir
ve deneme yanilma g¢aligmalart zaman kaybina neden olmaktadir. Ayrica
kullanilacak enzimin yiiksek derecede saf olmas1 gerekir (Sheldon et al, 2005;
Hartmaan and Jung, 2009) Capraz bagl enzim yonteminde Karsilasilan diger
bir problem ise partikiil ¢caplarinin 10 um altinda olmasi heterojen rekasiyon
sistemlerinde ~ immobilize = enzimlerin  slirekli  olarak  kullanimini

engellemektedir (Cao et al. 2003 ).

e Enkapsiilasyon veya hapsetme

Hapsetme yontemi, polimerik bir yapi icerisinde sinirlandirilmis bir

alanda enzimin fiziksel olarak tutturularak, reaksiyon substratlarin girisine ve
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enzimatik reaksiyon sonucu olusan iiriinlerin ¢ikisina izin veren bir yontem
olarak tanimlanmaktadir (Brena and Batista-Viera, 2006; Wang et al. 2012).
Hapsetme yontemi mekanik olarak kararlilik saglar ve enzim sizma ihtimalini
en aza indirir. Ayrica enzim polimer ile kimyasal bir etkilesime girmedigi
icin cogunlukla denatlirasyon Onlenmis olur.  Fakat kiitle transferini
siirlandirmasi ve diisiik enzim yiiklenmesi gibi problemleri de beraberinde
getirir. Hapsetme yOntemine benzer bir sekilde enkapsiilasyon yontemi de
enzimi dis etkenlere karsi korur fakat kiitle transferi sinirlamasindan dolay1
biiyiik substratlarin biyokatalizinde uygulanmas1 simirlidir. Fakat hapsetme
yontemi enkapsiilasyon materyalinin modifiye edilmesine olanak verir ve
enzim igin en uygun mikrogevrenin (optimim pH, polarite, amfiliklik)
olusturulmasini saglar. Bu mikrogevre polimerler, sol-jel, polimer/sol-jel
kompozitler ve diger inorganik malzemelerle olusturulabilir (Lalonde and

Margolin 2002; Wang et al., 2012; Mohamad et al., 2015).

e Silika sol-jel

Sol-jel bilimi, silika camlarin oda sicakliginda hidrolitik yollarinin
kesfedilmesi ile bu teknoloji kullanilarak ve sentez kosullarindaki
modifikasyonlar sayesinde kontrollii morfoloji, yiizey Ozellikleri ve por
yapisina sahip termal ve kimyasal olarak kararli malzemelerin Sentezine
olanak saglamaktadir. Gilinlimiizde sol-jel prosesinin en 6nemli avantaji 1liml
reaksiyon kosullarinda, nano- yapi ve makroporoz yapi araliginda inorganik
ve hibrit organik-inorganik polimerlerin elde edimesini saglamasi olarak
belirtilmektedir (Gill, 2001; Fumes et al. 2015). Silikalar, ana grup ve gegcis
metal oksitler, metallo-silikatlar, organik modifiye silikatlar (ormosiller) ve
cesitli kompozitler; biyoteknoloji, tip, optik, c¢evresel teknoloji, hafiza
cithazlari, sensor ve fotonik wuygulamalari i¢in sentezlenmekte ve
kullanilmaktadir. Ayrica hassas fabrikasyon tekniklerindeki gelismeler sol-gel
yonteminin ayirma biliminde, heterojen katalizde ve mikrocihaz

teknolojilerinde kullanimint arttirmistir (Gill, 2001; Livage et al., 2001).
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Sol-jel terimi, bir sivi igerisinde dagilmig kati partikiillerin (sol,
cogunlukla koloidal) bir araya gelerek ii¢c boyutlu (3B) bir yap1 olusturan
proses (jel) olarak tanimlanmaktadir. Bu terim onciil maddenin hidrolizini
iceren ve polikondensasyon reaksiyonlar1 iizerinden jel olusumunu saglayan
herhangi bir ¢ozelti igin kullanilmaktadir. Sol-jel teknolojisi inorganik
polimerlerin ve organik-inorganik hibrit malzemelerin sentezi i¢in gesitli

yaklasimlar sunmaktadir (Amiri, 2016).

Sol-jel terimi, silika soliisyonu iizerine ¢alismalar1 sirasinda Graham
tarafindan 1864 yilinda ilk kez kullanilmistir. 1640 yilinda silika
malzemelerin alkali igerisinde ¢0zilindiigiinii ve asitlesme ile silika jel
olustugu yani sodyum silikat (water glass) van Helmont tarafindan
kesfedilmistir. 1912-1915 yillar1 arasinda Patrick doktora ¢alismalarini
yaparken, sodyum silikattan (Na,SiO3) silika jel olusumu saglayan hizli bir
sol-jel yontemi gelistirmistir. 1931 yilinda ise Kistler ilk kez yiiksek derecede
poroz silika (SiO;) sentezini gergeklestirmistir. Silisik asidin = [Si(OH)4]
hidrolitik polikondensasyonu ile elde edilen jel siiperkritik kosullarda
kurutulmus ve kurutma sonucu elde edilen bu jel ‘aerojel’ olarak

isimlendirilmistir (Criminna et al., 2013).

Sol-jel yaklagimiyla enzim immobilizasyonu ilk kez Avnir et al. (1994)
tarafindan yaymlanmistir. Bu ¢aligmada rhodamin 6G, silikon alkoksit olsan
tetramethoxysilane [TMOS, Si(OCH3)4]’1n basit hidrolizi ile elde edilen silka
matriks icerisine immobilize edilmis ve oda sicakliginda kondensasyon
reaksiyonunu gergeklestirilmistir (Avnir et al., 1994). Kisaca tipik enzim
immobilizasyonu prosediirii su sekilde gergeklesir: Tetrametilortosilikat
(TMOS) veya tetraetilortosilikat (TEOS) ‘sol’ igerisinde hidrolizlenir ve ‘sol’
igerisine enzim ¢6zeltisinin eklenmesiyle kondensasyon reaksiyonu baslar ve
enzimin silika matris igerisine enkapsiile oldugu ‘jel’ olusumu gerceklesir. Bu
yontemle silika matris 0.1-500 nm araliginda por ve kanallara sahip olur.
Enkapsiile enzimin sizmasint engellemek i¢in prosesin dikkatlice optimize
edilmesi gerekir (Gill et al.,, 1999). Sol-jel prosesinin oda sicaklig
kosullarinda gerceklesmesi enzim immobilizasyonu i¢in bir avantajdir.

Ayrica, sol-jel tiirevli malzemelerin inert, hidrofilik ve 1sil olarak kararh
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olmast enzimin dogal yapisinin bozulmasini engellemektedir (Yang et al,

2009).

Sol-jel kimyasi polimer agmin olusumundan 6nce, metal alkoksitlerin
[M(OR)X] katalizor (asit veya baz) ve solvent (su ve/veya alkol) varliginda
hidroliz ve kondensasyon reaksiyonlarina dayanir. Polimerizasyon prosesinin
ilk adimi hidroksil gruplarin alkoksil gruplarinin yerini almasiyla olusur
(hidroliz). Kismen hidrolizlenmis Onciil maddelerin  kondensasyon
reaksiyonu; dimerler, trimerler ve bunun sonucunda polimerik zincir
olusturur. Polimerik ag geliserek birkag Angstrom ¢apinda primer partikiilleri
olusturur (sol). Kolloidal partikiiller ¢ap olarak biiyiimeye devam ederler ve
kondensasyon reaksiyonu tarafindan yilizeyinde hidroksil gruplarin olusumu
yoluyla sol partikiillerinin agregasyonu olusur. Sonug olarak, sol partikiilleri
birbirlerine kimyasal baglar ile baglanirlar. Bu proses, rijit ti¢ boyutlu makro
yapili jel olusumunu saglar. Monolit olarak adlandirilan bu matris yap1 nm-
capinda porlara sahiptir ve biyomolekiillerin  enkapsiilasyonunda
kullanilmaktadir. Baslangigta kirilgan veya yar1 esnek bir yapiya sahip olan
jel; %50-80 oranlarinda su igerigine, 0.4-3.4 ml/g por hacmine, 4-200 nm por
dagilmma ve 600-2100 m%/g yiizey alanina sahiptir. Islak silika jelin
giinlerden haftalara kadar siirebilen yaslandirma islemi ile ileri kondensasyon
gerceklesir ve polimer ag1 gili¢lenir. Polimer kararliligini arttiran yaslandirma
adiminin ardindan reaksiyona girmemis Onciil maddeler ve hapsedilmis
solventler kurutma prosesi ile polimerden uzaklastirilir. Eger onciil madde
olarak silika alkoksitler kullanildiysa 1slak jel hidrofilik Si-OH yan gruplar
tasir ve bu nedenle tiim yapiya kapiler kuvvet uygular. Bu kuvvet solventin
giderilmesine ve por duvarlarmin biiziilmesine neden olur ve bu monolit
kserojel olarak adlandirilir. Aerojel olarak adlandirilan diger bir tip monolit
ise stiperkritik kosullarda kurutularak elde edilir. Siiperkritik kurutma yiizey
gerilimine neden olmaz bu nedenle porlarda biiziilme olmadan monolit
kurutulur. Sol-jel materyalinin yapisal 6zellikleri sol-jel prosesi kosullarina
(hidrolizlenen karisimin bilesimi, katalizor, pH) gore degismektedir (Sakai-
Kato and Ishikura, 2009; Morosanova, 2012; Fumes et al. 2015).
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Reaksiyonlar asagida belirtilmistir (Morosanova, 2012):

Hidroliz

=Si—OR+ H,0 & Si —OH + ROH

Kondensasyon
=Si—0OR+HO-Si=-=S8i—0—-Si =+ROH

=Si—0OH+HO—-Si==S8i—0-Si =+H,0

00 o ... Poli- Stiperkritik
;UIJ ji ::U. | kondensasyon Qﬁ kurutma Qm 0
‘ .E.':.:.. o.. Q’ @ @

HldrOJel F U Aerojel

> Biyomolekiil

-
Sol @

Kserojel

Sekil 2. 6 Sol-jel prosesinin sematik gosterimi ve jel matriks igerisine enkapsiilasyon (Sakai-Kato
and Ishikura, 2009)

Silika sentezinde 6nciil madde se¢imi 6nemlidir. Alkoksit tabanli silika
onciil maddeleri hidroliz ve polikondensasyon boyunca alkol gibi sitotoksik

yan triinler salmaktadir. Sentezde kullanilan soliisyonlar ise; organik olarak
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modifiye silika onciil maddeler, sulu sodyum silikat, iyon degisimi ile elde
edilmis silisik asit veya silika nanopartikiillerle giiglendirilmis makroskobik

silika monolitlerdir (Desmet et al., 2015).

Mezoporoz silika sentezinde ¢ogunlukla tetraetilortosilikat (TEOS) ve
sodyum silikat (Na,SiO3) gibi ¢oziilebilir silikat bilesenler kullanilmaktadir.
Na,SiO3 soliisyonu silanol gruplara sahipken, TEOS silanol gruplarin elde
edilmesi i¢in hidrolizlenmektedir ve miktarlar1 dnkondensasyon derecelerine
gore degismektedir (Melendez-Ortiz et al., 2013). Alkoksit Onciil tabanli
silika jellere benzer olarak sodyum silikatin da basit notrlesme veya biraz
daha detaylandirilmis iki adimli bir proses ile (asitlestirme/iyon degisimi

ardindan baz eklenmesi) jellesmesi saglanabilir.

Sodyum silikat (Na;SiO3) soliisyonunun nétrlestirilme yontemine gore
jellesmesi genellikle soliisyon pH’ina ve kullanilan asitin tipine bagli olarak
hizli (dakikalar igerisinde) gergeklesmektedir. Bu yontemde sodyum
silikattan kalan sodyum iyonlar1 prosesi zorlastirmaktadir. Yapilan ¢aligmalar
iiretilen aerojellerin daha kirilgan oldugunu gostermistir. iki adimli sodyum
silikat prosesinde ise sodyum silikattaki Na* iyonlar1 ile H* iyonlarmin yer
degistirmesiyle elde edilen silisik asit (H,SiO3) ve onun oligomerleri olan
polisilisik asit igeren sol kullanilarak jel hazirlanmaktadir. Sodyum silikat
soliisyonundaki sodyum iyonlarinin uzaklastirilmasi ise seyreltilmis sodyum
silikat soliisyonunun ¢ok giiclii asidik, katyonik iyon-degistirme resinden
gecirilmesiyle saglanmaktadir. Sodyum silikat soliisyonu pH’1 11.5 iken iyon
degisimi sonrast 2.5’a diigmektedir. Iyon degisimi adimmin ardindan

jellesmenin baslatilmast i¢in baz eklenmektedir (Koebal and Zhao, 2012)
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Sekil 2. 7 Silisik asitin kondensasyon reaksiyonu ile silikanin olusumu (Nassif and
Livage, 2011)

Amin ve poliaminler silisik asit polimerizasyonunu katalizlemektedir.
Poli(allillamin), poli(lisin) veya poli(arjinin) gibi polipeptitler silisik asit
cozeltisinin jellesmesini diizenlemede etkilidir (Coradin and Livaage, 2001).
Poliaminler, siloksan baglarinin olusumunda ve flokulasyon ajani olarak
davranarak, silisik asitten silika olusumunda rol alir (Sumper, 2004).
Polikatyonlarin  o6zellikle poliaminlerin, silisik asitin  kondensasyon
reaksiyonunu diizenledigi bir baska deyisle silisik asitin  silika
nanopartikiillere, partikiillerin de bir araya gelerek sol-jel materyallerin
retildigi  bilinmektedir. Poliaminler, silika polikondensasyonunu hizini
arttirarak katalitik rol oynamasinin yaninda kompozit malzemelerin aktif
bilesenleridir. Si-O gerilme bag1 polikatyon yoklugunda 1085 cm™ ‘den 1039
cm™ degerine degismektedir. Saf silika jel kiiciik katyonlara kars1 gegirgen
iken silika polikatyon kompozitlerin kiigiik aniyonlara karsi segici gecirgen
davranmasinda rol alir. Bu 06zelligi kompozit malzemenin sabit yiikli
isaretinin negatiften pozitife zit yonde hareket ettigini gosteririr (Laugel et al.,
2007).

Silisik asidin polimerizasyonu karisik bir prosestir; ilk olarak kararl
cekirdekler olusur ve bu olusum partikiillerin olusumunu saglar; partikiillerin
kiimelenmesi ise dallanmis agsi yapiyi, daha biiyiik partikiilleri ve diger

yapilart olusturur. Polimerizasyonun ilk asamasi boyunca silisik asit
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konsantrasyonu hizlica azalirken sonraki asamalar1 olusturan silisik asitin
¢oziinme ve c¢okelme reaksiyonlari baskinlagir ve ardindan olgunlagsma
reaksiyonlar1 takip eder. Polimerizasyonun profili ve triin 6zellikleri
¢ozeltinin pH’ma ve elektrolitler gibi katki maddelerine baghidir (Annenkov
etal., 2007).

e Aljinat sol-jel

Aljinat, kahverengi deniz alglerinden ekstrakte edilen dogal bir
polisakkarittir. Diiz blok polianiyonik kopolimer ailesine ait olan aljinat, (1-
4)-bagl B-D-mannuronik asit (M birimi) ve (1-4)-linked a-L-guluronik asit
(G birimi) bilesiminden olugmustur (Byron, 1991). Suda yiiksek ¢ozliniirliige
sahip ve biyobozunur olan aljinatin biyolojik uygulamalar icin gilivenligi
bilinen testler tarafindan kanitlanmistir (Bardaje et al., 2011). Cogunlukla
gida ve ilag endiistrisinde kullanilan aljinat; yiiksek derecede hidrofilik,

biyouyumlu, diger polimerlere nazaran ekonomiktir (Sheridan et al., 2000).

coo
H o]
HO HON
B-p-mannuronate (M) a-L-guluronate (G)
b -00C OH -00C. HO -00C
HO
H HO : H
oni ‘00C" HO
OH -00C OH
G G M M G

MMMMGMGGGGGMGM GGGGGGGGMMGMGM GGM

N Y N e’ et s et ———®
M-block G-block G-block MG-block

Sekil 2. 8 Aljinatin yapisal karakteristigi: (a) aljinat monomerleri, (b) zincir yapis, (c)
blok dagilimi ( Draget and Taylor, 2011)

Aljinatin en onemli fiziksel 6zelligi ¢ok degerlikli katyonlara segici
olarak baglanmasidir ki bu 6zelligi jel olusumunun temelini olusturmaktadir.

Jel olusumu, pH diisiiriilerek veya iki degerlikli katyonlar (Ca™? Sr*?, and
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Ba*?) eklenerek saglanabilir. Grant et al., tarafindan sunulan modele gore iki
degerlikli katyonlar, aljinat polimer zincirindeki negatif yiiklii G blok
ciftlerine capraz baglanarak ‘egg-box’ yapisini olusturmasiyla jellesmeyi
saglar (Sekil 2.8) (Grant et al., 1973; Smidsrod, 1973; Eral et al, 2014).

coo H [elala) H
H < Co0 H J/ co‘c.).
@ OH 00C @ OH

L Vel A\ I'\

0 .
(a) ooc
oH o
0

Q

OH
)

0 o)

OH 0 OH

\

OH OH 00

Sekil 2. 9 iki degerlikli iyonlarin aljinata baglanmast — egg box modeli (a) Iki degerlikli
iyonlarin baglanmasi (b) Zincirlerin lateral birlesmesi (Morch, 2008).

Aljinatin  kalsiyum ile c¢apraz baglanmast iki ydntem ile
gerceklestirilmektedir; diflizyon ve i¢ jellesme yontemleri. Sodyum aljinat
cozeltisi kalsiyum veya iki degerlikli katyonlaral temas ettiginde hizl, giiclii
ve tersinmez bir sekilde jel olusumu gergeklesir. Jel olusumu sicakliktan
bagimsiz oldugu icin Ozeldir ve bunun sonucu olarak da 1sil kararlidir.
Difiizyon ile jellesme yonteminde ¢apraz baglayici iyonlar distaki hazneden
aljinat c¢ozeltisi igerisine diflize olur. Bu yontemle elde edilen jellerde
cogunlukla heterojen bir yapr elde edilir. i¢ jellesme yonteminde ise aljinat
cozeltisi igerisine yerlestirilmis iyon kaynagi kontrollii olarak uyarilir (pH
veya iyon kaynaginin ¢Oziiniirliigii) ve capraz baglayici iyonlarin ¢ozelti
icerisine salimir. Diflizyon yonteminde jelin kalnligi boyunca Ca™® iyon

konsantrasyon gradyenti olusur bir baska deyisle yiiksek konsantrasyon
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yiizeyde bulunur ve jelin merkezine dogru azalir, i¢ jellesme yonteminde ise
homojen iyon dagilimma sahip jel elde edilir (Skjak-Brak et al., 1989;
Morch, 2008; Draget and Taylor, 2011). Difiizyon yonteminde tipik olarak
jeller Na-aljinat ¢6zeltisinin kalsiyum Klorit (CaCl,) ¢ozeltisi igerisine
damlatilmas1 ile olusturulmaktadir. Bu yontem c¢ogunlukla aljinat jel
boncuklar olusturmak icin kullanilmaktadir. Bu hizli proses jel igerisindeki
jellesme iyonlarinin diflizyonu tarafindan sinirlandirilmaktadir. Bu yiizden
farkli sekil ve yapilarda jel iiretimi i¢in ¢ok kullanigh bir yontem degildir
(Larsen et al., 2015). I¢ jellesme yonteminde ise kalsiyum kaynagi olarak
cogunlukla CaCOj gibi ¢oziinmeyen kalsiyum tuzu kullanilmaktadir. Suda
diisiik coziiniirliige sahip olan CaCOgj jellesme olusmadan oOnce aljinat
¢ozeltisinde homojen dagilimi saglar. D-glucono-d-lactone (GDL) gibi
yavase¢a hidrolizleyen lakton sayesinde degisimi gerceklesir ve icerideki Ca*
iyonlart salimini uyarir ve jel olusumunu saglar (Kuo and Ma, 2001; Draget et
al., 2005) .

a Difiizyon Yontemi

Jellesme bolgesi

b iclJellesme Yontemi

Sekil 2. 10 immobilizasyon yontemi ile 6rneklendirilmis difiizyon yontemi (a)
ve CaCO3/GDL teknigi ile Orneklendirilmis i¢ jellesme yontemi (b)
arasindaki temel farkliliklar (Draget et al., 2005).
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CaCl,, aljinatin iyonik olarak ¢apraz baglanmasinda cok sik
kullanilan ajanlardan biridir. Fakat sulu c¢ozeltilerde hizli ¢6ziinmesi
nedeniyle hizli jellesmeye neden olur ve jellesmenin kontrol edilmesine
izin vermez. Yavas ve kontrollii jellesme i¢in kullanilan yontemlerden bir
tanesi fosfat igeren tampon (0rn; soyum heksametafosfat) kullanilarak
jellesmenin gerceklestirilmesidir. Tampondaki fosfat gruplari, kalsiyum
iyonlar1 ile reaksiyondaki aljinatin karboksil gruplar1 ile yarisir ve
jellesmeyi geciktirir. Kalsiyum siilfat (CaSO,4) ve kalsiyum karbonat
(CaCOs3) diisiik ¢oziiniirliige sahip oldugu igin jellesme hizini azaltarak,
aljinat jellerle calisma siiresini arttirir ve boylece hiicre veya diger
biyomolekiillerin tasiyict siviya eklenmesine izin verir. Buna ek olarak
jellesme olugmadan once aljinat ¢ozeltisi igerisinde homojen dagilim

saglar (Kuo and Ma, 2001; Lee and Mooney, 2012).

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak matriks yapida bulunmasi
gereken en Onemli Ozelliklerden biri kiiclik substrat ve {irlinlerin
difiizyonunu  saglamasidir.  Ozellikle aljinat  boncuklar  enzim
immobilizasyonu i¢in iyi tasarlanmig bir matriks yapidir ve enzim
immobilizasyonunda en c¢ok calisilan matrislerden biri olmustur. Fakat
enzim immobilizasyonunda aljinat boncuklarla c¢alhisilirken cesitli
sorunlarla karsilagilmistir. Aljinat boncuklardaki Ca*? iyonlar1 ile fosfat
tamponu igerisindeki Na*? tyonlariin degisimi sonucu sisme gerceklesir
ve enzim sizmasina neden olur. Bu problemlere takiben reaksiyon
ortamindaki enzimin tekrar kullaniminda inhibisyon olusur. Tiim bu
problemlerin iistesinden gelmek ig¢in aljinat mikrokiirelerin mekanik
dayanimini arttiric1 ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Son yillarda 6zellikle
aljinatin mekanik o&zelliklerini gelistirmek amaciyla organik-inorganik
silika tabanli hibrit malzemeler iizerine ¢alisilmaktadir (Sanchez et al.,
2005; Hwang et al., 2011).
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Organik-inorganik hibrit malzemelere enzim immaobilizasyonu

Organik ve inorganik bilesenlerden olusan hibrit malzemeler {istiin
Ozeliklere sahiptir. Bu 6zellikler; dayanim, esneklik, yogrulabilirlik gibi
mekanik 6zellikleri gelistirir ve uygun mikrocevrede kimyasal baglanmay1
saglar. Hizli ve basit olarak hazirlanabilen organik-inorganik hibrit
malzemeler hafiflik, esneklik ve 1iyi kaliplanabilirlik gibi organik
malzemelerin  avantajlarina  sahip olmasmnin  yanisira inorganik
materyallerin de yiiksek mukavemet, 1s1l kararlilig1 ve kimyasal direng gibi
avantajlarina da sahip iyi derecede biyouyumluluk gosteren bir malzeme
turtidiir. Organik-inorganik hibrit malzelerin sagladigi diger 6nemli avantaj
ise organik ve inorganik monolitlere gore daha yiiksek spesifik yiizey
alanina ve poroz hacme sahip olmasidir. Etkili bir difiizyon i¢in poroz
hacmin artist anahtar faktordiir. Difiizyon artist ise enzim
immobilizasyonu verimliligini acisindan Onemlidir. Tiim bu o6zellikler
organik-inorganik hibrit materyalleri enzim immobilizasyonunda {istiin bir
destek materyali olma 6zelligi kazandirir (Ma et al., 2008; Hwang and Gu,
2013, Ruan et al., 2014).

Enzim immobilizasyonunda organik-inorganik hibrit malzeme
kullanimu ilk olarak aljinat bonculardaki mekanik 6zelllikleri gelistirmek
amaciyla Lloyd-George and Chang, (1995) tarafindan kullanilmigtir. Bu
calisgmada TMOS (Si(OCHj3)4) silika 6nciil maddesi olarak kullanilmis ve
aljinat jel igerisinde ¢ok miktarda kolloidal silika partikiilii 1yi bir sekilde
dagitilmigtir. Literatiirdeki calismalar incelendiginde organik-inorganik
hibrit malzemeler aljinat boncuklarda karsilasilan sorunlara ¢oziim
iretmek amaciyla calisilmistir ve cogunlukla diflizyon ile jellesme
yontemi kullanilmistir (Xu et al., 2006; Allouche et al., 2006; Zhang et al.,
2008; Macori et al., 2009; Ai et al., 2013).
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Wang et al., (2012) aljinat/protamin/silika hibrit kapsiil igerisine
lakkaz immobilize ederek klasik yontemlerle karsilasilan sorunlarin
¢ozimi i¢in farkli bir yontemle yaklasmistir. Ai et al., (2013) hibrit
bohmit/silika boncuk igerisine maya alkol dehidrogenez (YADH)’i
immobilize ederek c¢ogunlukla aljinat boncuklarda karsilasilan sizma
probleminin Oniine gegmeyi amaclamislardir ve imit verici sonuglar elde

etmislerdir.

Enzim immobilizasyonu igin gelistirilen organik-inorganik hibrit
jel formiilasyonlarinda karsilasilan baslica sorun; silika partikiillerin
homojen dagilimmin saglanamamasindan dolayr kiimelenmesi ve bu
kiimelenmeden dolay1r poroz yapinin bozulmasi ve substrat ve iirlinlerin

diflizyonunun ger¢eklesememesidir (Lu et al., 2006).

2.3 Mikroakiskan Sistemler

2.3.1 Mikroakiskan sistemler ve temel terimler

Mikroakiskanlar, akigskan akisini kontrol eden ve ¢alistiran milimetre
Olceginden daha kiiciik cihaz ve yontemler olarak tanimlanmaktadir (Stone et
al. 2004). Mikroakiskanlar son 20 yildir yasam bilimleri ve tip alanlarindaki
giiclli teknnolojisi ve bir¢ok uygulamasiyla dikkat cekmektedir (Qasaimeh et
al., 2012)

Mikroakigkan teknolojileri analizlerde; ¢ok kiigiik miktarda 6rnek ve
reaktif kullanimi, yiiksek ¢oziiniirliik ve hassaslikta ayirma ve tayin, diigiik
maliyet, analizlerin kisa siirede gergeklestirilmesi, kii¢iik alan kaplamalar

gibi ¢esitli avantajlar sunmaktadir (Whitesides, 2006).

Mikroakigkan sistemlerin 6nemli bilesenleri; boru islevi goren
mikrokanallar, vana, kanstiricilar ve pompalardir (Whitesides, 2006).
Performans o6lg¢iitleri ise boyut, 6lii hacim, kanal boyutlari, ¢aligtirma basinci
ve Olgeklenebilirlik olarak siralanabilir. Bu performans olgiitlerinin 6nemi

uygulamaya gore degismektedir (Studer et al., 2004) .
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Mikroakiskan kanal boyutlari genellikle 1-1000 pm genislik ve
yiikseklik araligindadir. Siklikla sadece bir kanal boyutu bu aralikta olur ve
laminar akis karakteristigini saglamada yeterlidir (Weigl et al., 2003).
Mikroakigkan cihazlarda laminar akis diisiik Reynolds sayisi degerlerinde

(~0.01-100) olugmaktadir (Song et al., 2003).

Akiskan akisi iki rejim ile karakterize edilmektedir: laminar ve
tirbiilent. Laminar akis paralel akis sonucu yiiksek oranda tahmin edilebilir,
model profiline sahiptir. Aksine, tiirbilent akis ise tahmin etmesi, sayisal
olarak modellemesinin zor olmasinin yaninda burgag ve vorteks gibi karisik
akis deseni igerir. Buna karsin sistemde akis tipine karar vermede dikkat
edilen en 6nemli parametreler; kullanilan akiskanin tipi, akiskana kanallarin
Olcegi ve kanallardaki akiskanin hizidir. Bu parametreler arasindaki iliski
boyutsuz bir say1 olan Reynolds sayis1 (Re) ile tanimlanmaktadir. Reynold
sayist; kanallardaki akiskan akisinin eylemsizlik ve akismazlik kuvvetlerinin
orani olarak tanimlanmaktadir. Diisilk Reynold sayisi laminardir, akiskan
akislar1 birbirine birbirine paraleldir, sadece konvektif ve molekiiler diftizyon
ile karigma gergeklesir. Laminar akista viskoz giicler hakimdir. Sinir kosullari
sabit oldugunda akiskan hizi tiim bolgede zamanla degismez. Sadece akigkan
akis1 yoniinde konvektif kiitle transferi vardir. Yiiksek Reynold sayisina
sahip akis ise tilirbiilent akistir ve akista eylemsizlik hakimdir. Cesitli
bouyutlarda akigkan parselleri tiim alan ve zamanda es zamanh rastlantisal
olarak hareket saglar. Tim yonlerde onemli konvektif kiitle taginimi olusur.
Laminar ve tiirbiilent akis arasindaki taginim Re=2000’in iizerinde i¢ akista

gerceklesir. Re sayist;

Re=v—

v; kanallardaki akigkanin ortalama hizi, p; akiskanin viskozitesi ve Dy;
hidrolik ¢aptir. Reynold sayist kanal geometrisine bagli olarak akis
tirbilentten laminar akima degisiklik gosterir (Weighl et al., 2005). Diiz
pompalarda bu gecis Re ~ 2100 ‘de olusur. Diisiikk Reynold sayilarinda ise
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(~40-300) ediler olusur. Kapilerdeki sivi akislarinda, sivi akis hiz1 0,5 m s
Ldir ve ¢ogunlukla diisiik Re sayisina sahip olur dolayisiyla laminar akistir.
Iki veya daha fazla akim dar bir kanalda bir arada paralel olarak fakat
tiirblilent olarak karismadan akar. Bilesenlerinin tek karisim mekanizmasi
sadece akis ara ylizeyleri boyunca difiizyondur. Laminar akis kapilerdeki
reaktiflerin konumsal dagitimmin kontroliine izin verir. Laminar akig
sistemleri reaksiyonlarin ozellikle kapilerin belli bir bolgesinde; akis ve
kapilerin i¢ ylizeyi arasinda veya bitisik akistaki ara yiizey arasinda

gerceklesmesini saglar (Kenis et al., 2000).

Mikroakiskan kanallardaki ag, kimyasal ve biyolojik analizde veya
sentezde kiiciik hacim reaksiyon maddelerinin  yo6nlendirilmesinde
kullanildig1 i¢in uzaklik-zaman (distance-to-time) doniisimii ig¢in ¢ok
onemlidir. Fakat mikroakiskan sistemlerde akisin laminar olmasi doniigiimiin
gerceklesmesini zorlastirmaktadir. Ilk olarak kanala enjekte edien iki madde
laminar akistan dolayr karisimi sadece difiizyon ile saglanmaktadir.
Problemin ¢6ziimii i¢in yavas karistirma tizerine g¢aligilmaktadir. Tirbiilent
akis hizhi karistirma ve disiik dagilimi saglar fakat tiirbiilent akim sadece
yiiksek akig hizlarinda (~ 10 rn/s'l) gerceklesir. Bu akis hizinin gerceklesmesi
icin de yliksek miktarda ornek tiikketimi ve yiiksek basing gerekir. Bu sorunu
¢Ozimi igin tapa (plug) tasarimlari tizerinde ¢alisilmaktadir (Song et al.,
2003). Ayrica kiigiik dlgekte karistirma zor olsa da mikrokaristirict tasarimi
ve peristaltik mekanizmalari ile ilgili caligmalar yapilmaktadir (Stone and
Kim, 2001).

2.3.2 Mikroakiskan sistemlerin iiretim yontemleri

Poly(dimetilsiloksan) (PDMS), fabrikasyonunun kolaylig: (hizli
prototiplenmesi, sizdirmazligl) UV-goriiniir bolgelerde gegirgen olmasi,
kimyasal olarak inert olmasi, diigiik polariteye sahip olmasi, diisiik
elektriksel iletkenlige ve esneklige sahip olmasi gibi birgok karakteristik

ozellige  sahip  olmasindan  dolay1  mikroakiskan  cihazlarin
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fabrikasyonlarinda  kullanigli  bir polimerdir. Diger malzemelerle
karsilastirildiginda (6r: cam veya silikon) fabrikasyon maliyetinin de
diisiik olmasindan dolayr mikrocihazlarin ve MEMs fabrikasyonunda

siklikla kullanilmaktadir (Lee et al., 2003).

Silikon tabanli substratlarin baglanmasi (PDMS-PDMS homojen
birlesme ve PDMS-cam, PDMS-quartz ve PDMS-silikon heterojen
birlesme olarak) plazma uygulanarak yiizey hidroksilasyonu saglanmasinin
ardindan 1sitma uygulanarak gergeklestirilmektedir. Kolay ve direngli
baglanma saglamanin yani sira, PDMS’in fabrikasyonun basit olmasi,
yiiksek optik gecirgenlige ve diisiik maliyete sahip olmas1 gibi avantajlar
vardir (Tang and Lee, 2010). Ayrica PDMS’in temiz oda kosullar
disarisinda kolay ve hizli olarak iiretilebilmesi, biyouyumlu olmasi ve
esneklige sahip olmasi agisindan da BioMEMS uygulamalarinda da tercih
edilmektedir (Song et al., 2008).

PDMS, tekrarlayan -OSi(CHs3),- Dbirimlerden olusmaktadir.
Kimyasal yapisi hidrofobik yiizeye (022 = 108°) neden olur. Bu yiizeyin
havaya veya oksijen plazmaya maruz kalmasi, metil gruplarin
uzaklagtirilarak, silanol gruplarin olugmasii saglar ve yiizeyi hidrofilik
yapar. Plazma uygulanmis PDMS vyiizeyi, su vaya polar organik
coziiclilerle temas ettirilerek hidrofilik ylizeyin devamliligi saglanabilir.
Aksi taktirde, ylizeyin hava ile temas1 kesilirse ylizeyde yeni hidrofobik
gruplar olusur ve yiizey serbest enerjisinin diismesine neden olur (Lee et
al., 2003).

PDMS’e alternatif olarak plastik malzemeler diisiik {iretim
maliyetleri ve mikroelektronik teknoloji ile birlestirilebilme potansiyeline
sahip olmasindan dolay1 kullanilmaktadir. Mikrokanallar kolaylikla sicak
gofraj (hot embossing), enjeksiyon kaliplama yontemleri ile tiretilmektedir
ve yiizeyi PDMS’e gore daha az hidrofobiktir ki bu 6zelligi mikrokanallara
sv1 girisinde avantaj saglamaktadir. Bir¢ok avantajina ragmen iki homojen
veya heterojen plastik malzemenin baglanmasi karmasik baglanma

prosediirleri igermekedir (Tang and Lee, 2010).



31

2.3.3 Mikroakiskan sistemlerde enzimatik reaksiyon

Mikroreaktorler, kiigiik miktarda akiskan ve reaktiflerin konumsal ve
zamana bagli idaresini saglayan seri halindeki ¢esitli geometrilerde birbirine
baglanmig kii¢iik (10-100 um) kanallar igerir (Mason et al., 2007). Biiyiik
Olcek reaktorler ile karsilastirildiginda mikroreaktorler; kiigiik reaktor
Olcegine sahip olmasinin yanisara yiiksek yiizey-hacim orani (10.000-50.000
m?/m?) ile siirekli calistirma moduna sahip olmasi sonucu, gelismis karistirma
ve enerji verimliligi, 1s1 kontroliiniin saglanmasi, o6l¢eklendirilebilirlik,
giivenli ve daha az atik olusumu gibi stratejik avantajlar saglamaktadir

(Wohlgemuth et al., 2015).

Mikroreaktorler, kimyasal maddelerin ve farmasoétiklerin iiretim
proseslerinde  yillardir  kullanilmaktadir.  Mikroreaktorler — geleneksel
yontemlerle karsilastirildiginda kimyasal reaksiyonlarin gerceklestirilmesinde
bir¢cok avantaj saglarlar. En 6nemli avantaji; geleneksel kesikli yontemlerle
saglanamayan hizl1 1s1 degisimi ve hizli kiitle transferini saglamalaridir.
Mikroakigkan sistemlerde laminar akis olusmasi reaksiyon kosullarinin ve
stirenin kontrolii agisindan onemli bir oOzelliktir. Bunlara ek olarak
mikrokanalli reaksiyon sistemleri genis ylizey alan1 ve arayiizey alanina
sahiptir ve bu ozelligi ekstraksiyon ve katalitik reaksiyonlar gibi bir¢cok
kimyasal prosese avantaj saglar (Miyazaki and Maeda, 2006; Kurt et al.,
2015). Mikroreaktér uygulamalarnin endiistriye katkilari; c¢aligmadaki
sonuglarin iiretime hizli transferi, diisitk maliyetle iiretime baslama, {iretim
kapasitesinde kolayca Olcek biiylitme, daha kiiclik tesis hacmi, tasima,
malzeme ve enerji igin daha diisiik maliyet, market taleplerine daha esnek

cevap vermesi olarak belirtilmektedir (Urban et al, 2006).

Enzimatik mikroreaktorler; biyokataliz uygulamalar1 ve biyokimyasal
analizlerdeki rutin caligmalar1 gerceklestirmek i¢in gelistirilmistir. Enzimatik
mikroreaktorler analitik uygulamalarda, birlestirilmis sistemlerin genellikle
‘lab-on-a-chip” veya ‘micro total analysis systems’ (uTAS) olarak

adlandirilan sistemlerin bir bileseni olarak kullanilmaktadir (Vilkner et al.,
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2004). Ik enzimatik mikroreaktdrler 1970 ve 1980’lerde iiretilse de pratik

uygulamalar1 1990’larin sonunda geligmistir.

Enzimatik mikroreaktorlerin analitik uygulamalari iki smif olarak
boliinebilir. Birincisi, biyokatalizde analitin kolaylikla olgiilebilir forma
doniistiiriilmesinde kullanilir. Bir¢gok mikroreaktor oOlgiilebilen peptitlere
doniisiimii saglayan proteinlerin sindirimi i¢in tasarlanmaktadir. ikinci olarak
ise mikroreaktorler substratlarin, enzimlerin taranmasi ve Kkinetik
karakteristiklerinin aragtirilmasi amaciyla tasarlanmaktadir. Siirekli akish
mikroakigkan sistemlerde enzim kinetiginin nicel olarak oOl¢iilmesi 6rnek
olarak verilebilir. Mikroreaktorler enzimlerin immobilize edilmesi veya
reaksiyon bolgesine soliisyonun enjekte edilmesiyle kullanilabilir; bu
yaklagimlar  sirasiyla  heterojen ve homojen biyokataliz  olarak
adlandirilmaktadir. Yapilan c¢alismalarda cogunlukla immobilize enzim
kullanilmaktadir. Mikroolgekteki homojen biyokataliz uygulamaya 6rnek
olarak elektroforetik mikroanaliz (EMMA: electrophoretically mediated
microanalysis ) verilebilir. Bu uygulama ilk olarak Bao ve Regnier (1992)
tarafindan tanimlanmistirve EMMA olarak tanimlanmistir. Bu yontem
karmasik goriinsede katalizor ve substrat arasindaki temas siiresinde kontrol
saglar. Fakat, bu yontem sadece hizl katalitik yontemler i¢in uygundur ¢iinkii
temas stiresi genellikle milisaniye ve saniye arasinda degismektedir. Avantaji
ise kullanilan enzim miktarinin oldukc¢a kiiglik miktarlarda olmasidir (Urban

et al., 2006).

Immobilize enzim igeren mikroreaktorler ise dért ana katagoriye

ayrilabilir (Lauranti and Vianna Jr., 2015):

a) Yiizeye immobilize enzimler: enzimler mikroreaktor yiizeyine
baglanmistir (kapilerin i¢ kanalinin aktive edilmesi ile) ve reaktif
akisina maruz kalirlar;

b) Enzimle aktive edilmis boncuklar: poroz boncuklarin yeterli bir
miktar1 Oncelikle enzimle fonksiyonel hale getirilir ve mikroreaktor

haznesine doldurulur (dolgulu yatak);
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c) Enzim igeren monolitler: mezo veya makro- poroz monolitler
direngli bir tabaka ile kaplanir veya direk olarak mikrokanal
igerisinde hazirlanir ve enzim ile fonksiyonelize edilir;

d) Membranlar: enzimler segici ultrafiltrasyon membran iizerine

immobilize edilirler.

Herhangi bir tip mikroreaktorde, enzimler kat1 destek {lizerine adsorpsiyon,
kovalent immobilizasyon veya hapsetme yontemlerinden herhangi biriyle
immobilize edilirler (Lauranti and Vianna Jr., 2015). Fakat direk yiizeye tuttturma
ve dolgulu yatak yaklasimi uzun diflizyon siiresi, yapisal konformasyonun
degismesiyle enzim aktivitesinin kaybi, kovalent baglama, ¢apraz baglama ve
sonucu sterik engel olusmasi gibi bazi dezavantajlara sahiptir. Yiiksek miktarda
enzim yiiklemek olusan sinirlamalart genellikle azaltmaktadir. Ayrica dolgulu
yatak mikroreaktorler genellikle yiliksek geri basinca sahiptir bu da sizma veya
tikama problemlerine yol agar ve kararli kosullarda ¢alismay1 zorlastirir. Yiiksek
geri basinci diisiirmek icin 6zel reaksiyon haznesi tasarlanmasina neden olmustur.
Son yillarda gelistirilen monolit mikroreaktor cihazlar iyi porozite kontrolii
saglamas1 ve diisik geri basinca sahip olmasindan dolayi; protein, peptit ve
niikleik asitlerin analizinde dolgulu yatak mikroreaktorlere alternatif olmustur (He
et al., 2009).
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3 MATERYAL VE YONTEM

3.1 Aljinat-Silika Hibrit Boncuk ve Monolitlerin Hazirlanmasi

3.1.1 Difiizyon jellesme yontemi ile aljinat-silika hibrit boncuklarin

hazirlanmasi

Desmet et al. (2014) metodu kullanilarak aljinat-silika hibrit boncuklar
hazirlanmastir. Silisik asit (1.5 M), Na-silikatin (1.5 M, assay 25.5-28.5%, Merck)
resin (Amberlite IR 120, H form, Acros) kullanilarak asit iyon iyon degisimi
gergeklestirilerek hazirlanmistir (Rooke et al., 2010). 5 ml silisik asit (0.75M, pH:
5.1) ve 5 g Na-aljinat (% 3 w/w) (alginic acid sodium salt, from brown algae,
Sigma Aldrich) vialde birlestirilmis ve manyetik karistiricitda homojen hale
getirilmistir. Inkiibasyon soliisyonu olarak PDADMAC (Polidialdimetil amonyum
klorid) (% 0.4 w/w) (Sigma Aldrich) ve CaCl, (20 mM) (Sigma Aldrich)
kullanilmigtir. Oda sicakliginda 3 saatlik inkiibasyona birakilmistir (Desmet at al,
2014).

3.1.2 Ic jellesme yontemi ile aljinat-silika hibrit monolit

formiilasyonun hazirlanmasi

Desmet et al. (2014) metodu modifiye edilerek i¢ jellesme yontemine
dayal1 aljinat-silika hibrit jel formiilasyonu gelistirilmistir. 5 g Na-aljinat (% 2-3
w/w) ¢ozeltisine 0.1825 g/g aljinat oraninda CaCO3 (Sigma Aldrich) eklenmis ve
bir saat boyunca manyetik karistirictda homojen hale getirilmistir. Silisik asit (1.5
M), H form resin ile Na-silikattan iyon degisimi gergeklestirilerek hazirlanmigtir
(Rooke et al., 2010). 5 ml silisik asit (0.75M, pH:3,8) ve 30 ul Polidialdimetil
amonyum klorid (PDADMAC) (% 0.4 w/w) baska bir vialde homojen hale
getirilmistir ve pH 4.8+0.1’¢ ayarlanmistir. Ardindan 3 ml D-glucono-é-lactone
(GDL) (100 mM) Na-aljinat-Ca-karbonat soliisyonuna eklenmis (Akay et al.,
2017) ve homojen hale gelmesinin ardindan silisik asit-PDADMAC soliisyonu
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eklenerek manyetik karigtiricida homojen hale getirilmistir. Hazirlanan jel,

jellesmenin tamamlanmasi i¢in 24 saat yaslanmaya birakilmistir.

Cizelge 3. 1 Aljinat-silika hibrit monolit formiilasyonun optimizasyonu

Na-aljinat Ca Gdl (100 | Silisik asit | PDADMAC
karbonat/Na- | mM) (0.75M) (%0.4)
aljinat

D1 5¢ 0.1825 3ml 5ml
(%3) g

D2 5¢ 0.1825 3ml 5ml 30 pl
(%3) g

D3 5¢ 0.1825 3ml 5 ml
(%2) g

D4 5¢ 0.1825 3ml 5 ml 30 pl
(%2) g

3.2 Aljinat-silika Hibrit Boncuk ve Monolitlerin Kurutulmasi

Hazirlanan aljinat-silika hibrit jellerin karakterizasyon analizlerinin
gergeklestirilebilmesi i¢in kurutma islemi uygulanmistir ve hibrit aerojel elde
edilmistir. Superkritik CO; ile kurutma islemi ile kurutmada jel 6zellikleri
biiyiik 6l¢iide korundugu i¢in bu yonteme basvurulmustur. Kurutma 6ncesi
12 saat arayla sirasiyla %10 (v/v), %30 (v/v), %50 (v/v), %70 (v/v), %99
(v/v) etanol ile solvent degisimi yapilmistir. Aljinat-silika hibrit jeller
40°C’de, 120 bar basing, 10 g/dk CO; hizinda 4 saat boyunca stiperkritik CO,
cihazinda kurutulmustur (SFE 100 System, Thar Instruments, Inc., UK, 2006)
(Cumana et al., 2014).

3.3 Aljinat-silika Hibrit Jellerin Karakterizasyonu

3.3.1 Por biiyiikliigii, por hacmi ve yiizey alan1 analizi (BET)

Mikromeritics Gemini V cihazt kullanilarak, Brunauer—-Emmett—

Teller (BET) and Barrette—Joyner—Halenda (BJH) teorisine gore nitrojen
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adsorpsiyon ve desorpsiyon metodu ile hibrit aerojel o6rneklerinin por
biiyilikliigii ve hacmi, yiizey alani analizleri 70 °C, 1200 dk degas kosullarinda
yapilmustir.

Analiz Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Malzeme Arastirma

Merkezi’nde yapilmistir.

3.3.2 Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Aljinat-silika hibrit boncuk aerojellerin morfolojik incelemeleri
SEM cihazi (FEI Quanta 250 FEG) ile gergeklestirilmistir. Aerojellerden
ince kesitler alinarak cihazin o6rnek haznesine yerlestirildikten sonra
vakum altinda altin kaplamasi1 (Emitech K550X sputter coater) yapilmistir.

Ardindan farkl biiyiitme aranlarinda goriintiiler alinmistir.

Aljinat-silika hibrit boncuk aerojellerin SEM analizleri izmir Yiiksek

Teknoloji Enstitiisii, Malzeme Arastirma Merkezi’nde yapilmistir.

Aljinat-silika hibrit monolit aerojellerin morfolojik incelemeleri SEM
cihaz1 (Jeol 6060) ve EDS/mapping ile gergeklestirilmistir. Aerojellerden ince
kesitler alinarak cihazin ornek haznesine yerlestirildikten sonra vakum altinda
altin kaplamas1 (Quorum Technologies SC 7620) yapilmistir. Ardindan farkli

biiyilitme aranlarinda goriintiiler alinmistir.

Aljinat-silika hibrit monolit aerojellerin SEM analizleri Dokuz Eyliil

Universitesi, Metalurji ve Malzeme Miihendisligi Béliimiinde yapilmustir.

3.3.3 Fourier doniisiimlii kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi analizi

Aljinat-silika hibrit jellerdeki molekiiler bag karakterizasyonu Fourier
Perkin Elmer Spectrum 100 cihazi ile yapilmistir. Analiz islemi Ege Universitesi

Tekstil Miithendisligi Boliimiinde gergeklestirilmistir.
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3.3.4 Aljinat-silika hibrit monolitlerin biiziilme testi

Silika jeller zamanla hacimlerini kaybederek biiziilme egilimi
gostermektedir. Buna karsin aljinat jeller tampon veya yaslandirma ortami
igerisinde bekledigi siirece sisme egilimi gostererek hacmi artmaktadir.
Na-Ca asetat tamponun aljinat-silika hibrit monolitler iizerine etkisini
gormek amaciyla yaglandirma siiresi sonunda monolitler Na-Ca asetat
tampon igerine alinarak 37 °C’de inkiibe edilmistir. Aljinat-silika hibrit
monolitlerin biiziilme oranini belirlemek i¢in ise 5 giin boyunca monolitin
cap1 ve yiiksekligi kumpas ile &l¢iilmiistiir. Ol¢iim sonucu biiziilmeyi
belirlemek i¢in su formiil kullanilmigtir.

Hacim

A v _ x 100
uzilme (%) Baslangictaki hacmi

3.4 Enzim Kinetigi Calismalari

3.4.1 Serbest enzim aktivitesinin belirlenmesi

% 99 saflikta, toz formunda bulunan beta-glukozidaz enzimi
(Sigma Aldrich, 6.85 U/mg) 1 mg tartilarak 100 mM, 1 ml Ca-Na asetat
tamponu (pH=4.8) igerisinde ¢ozllmistiir. Hazirlanan stok enzim 25 kat
seyreltilerek kullanilmigtir. Substrat olarak olarak 4-nitrofenil B-D-
glukopiranosit  (pNPG)  (Alfa  Aesar)  kullanilmistir.  Substrat
konsantrasyonlart 1 mM, 2 mM, 6 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM,
40 mM, 60 mM, 80 mM, 100 mM olarak belirlenmistir. Reaksiyon
ortamint 100 ul beta-glukozidaz enzimi ve 900 ul Ca-Na asetat tamponu
olmak tizere toplam hacim 1 ml’dir. Reaksiyon; 37 °C, 100 rpm karigtirma
hizinda ve 15 dk’da gergeklestirilmistir. 15 dakika sonunda, reaksiyonu
durdurmak i¢in 5 ml Na,CO3z (100 mM) eklenmistir. Ardindan 6rnekler
spektrofotometrede (Amersham Biosciences Ultraspec 1100 pro) 420 nm’

de kore kars1 absorbans degerleri okunmustur.
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Absorbans degerlerine karsilik gelen doniisiim iriinii (4-para-nitrofenol)
konsantrasyonunu belirlemek i¢in 4-para-nitrofenol (PNP) (Sigma Aldrich,
lot:MKBK?3825V) kalibrasyon denklemi olusturulmustur. Kalibrasyon egrisi igin
PNP konsantrasyonu 0.1 mM, 0.2 mM, 0.3 mM, 0.4 mM, 0.5 mM olarak
hazirlanmistir. Hazirlanan farkli konsantrasyonlardan 1 ml alinip 5 ml Na-
karbonat eklenerek ve 420 nm dalga boyunda kore (1ml Na-Ca asetat tampon,
5ml Na-karbonat) karsi spektrofotometre ile absorbans oOlglimleri yapilmistir.
Absorbans degerlerine karsilik gelen doniisiim {irtiniin  (4-para-nitrofenol)
konsantrasyonunu belirlemek igin 4-para-nitrofenol kalibrasyon denklemi

olusturulmustur.

Standart egriden elde edilen denklemden yararlanilarak konsantrasyon hesabi
yapilmig Ve ardindan asagida verilen denklem ile enzim aktivitesi hesaplanmistir.

Enzim aktivitesi tinite (U) olarak belirlenmistir.

Enzim aktivitesi

_ (Abs/egim) x toplam reaksiyon hacmi

- . - 3 X enzim seyreltme faktori
reaksiyon siiresi X enzim miktart

3.4.2 Aljinat-silika hibrit boncuklarda immobilize enzim

aktivitesinin belirlenmesi

Icerisine 4 ug B glikozidaz (Sigma Aldrich, 6.85 U/mg) enzimi immobilize
edilmis aljinat-silika hibrit boncuklar 3 saatlik inkiibasyonun ardindan 15 ml’lik
falkonlara alinmig ve tizerine 750 ul pNPG (Sigma Aldrich) substrati eklenerek
15 dakika 37° C ve 100 rpm’de karistirmali inkiibator icerisinde reaksiyon
gerceklestirilmigtir. Substrat konsantrasyonlart 1 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20
mM, 25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM olarak belirlenmistir. Reaksiyon; 37 °C,
100 rpm karistirma hizinda ve 15 dk’da gerceklestirilmistir. 15 dakika sonunda,
reaksiyonu durdurmak i¢in 5 ml Na-karbonat (100 mM) eklenmistir.

Homojenize edilmis reaksiyon ortami filtreden gecirildikten sonra
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spektrofotometrede (Amersham Biosciences Ultraspec 1100 pro) 420 nm’de kore

kars1 absorbans degerleri okunmustur.

Hibrit Ca-aljinat/SiO, ile zengin
boncugun kabuk balimd

enzim 8 Hibrit Na-aljinat/SiO, ile zengin
7 boncugun i¢ kismi

Yan gegirgen dis membran
(PDADMAC)

Oncil madde kangimi:  Koaservasyon banyosu:

Na-aljinat PDADMAC % 0.4 w/w
Silisik asit (pH=5.1) CaCl, 20 mM
Enzim

Sekil 3. 1 Aljinat-silika hibrit boncuklara B glikozidaz enziminin immobilizasyonu (Desmet et al.
(2015)’ten modifiye ve adapte edilmistir)

Absorbans degerlerine karsilik gelen doniisiim triinii (4-para-nitrofenol)
konsantrasyonunu belirlemek igin 4-para-nitrofenol kalibrasyon denklemi
0.3 mM, 04 mM, 05 mM olarak hazirlanmistir. Hazirlanan farklh
konsantrasyonlardan 1,5 ml alinip 5 ml Na-karbonat (100 mM) eklenerek ve 420
nm dalga boyunda kére (1,5 ml Na-Ca asetat tampon, 5ml Na-karbonat) kars1

spektrofotometre ile absorbans 6l¢timleri yapilmistir.

Hazirlanan pnp konsantrasyon degerlerine karsilik gelen absorbans degerleri
ile standart egri denklemi olusturulmustur. Enzim aktivite hesabi1 asagidaki

denklem kullanilarak yapilmistir.

Enzim aktivitesi

_ (Abs/egim) x toplam reaksiyon hacmi

- —— - - X enzim seyreltme faktori
reaksiyon siiresi X enzim miktart
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3.4.3 Kinetik parametrelerin belirlenmesi (Vmax, Km)

Serbest enzim ve immobilize enzimin farkli substrat konsantrasyonlarina
karsilik gelen reaksiyon hizlari belirlenmistir. Substrat konsantrasyonlar1 serbest
enzim i¢in, 1 mM, 2 mM, 6 mM, 10 mM, 15mM, 20 mM, 25mM, 40 mM, 60
mM, 80 mM, 100 mM; immobilize enzim i¢in; 1 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20
mM, 25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM olarak belirlenmistir. Belirlenen substrat
konsantrasyonlarina karsilik gelen enzim aktiviteleri hesaplanip, Michaelis-
Menthen ve Lineawer- burk grafigi ¢izilerek kinetik parametreler (Vmax ve Km

degerleri) belirlenmistir.

3.4.4 ¢ jellesme yontemi ile sentezlenen aljinat-silika hibrit

monolitlerdeki immobilize enzim aktivitesinin belirlenmesi

D3 ve D4 kodlu aljinat-silika hibrit monolitlere 4 pg B glikozidaz enzimi
immobilize edilmis ve 24 saat yaslanmaya birakilmistir. Yaslanmanin ardindan
monolitler 15 ml’lik falkonlara alinmis ve tizerine 20 mM, 750 ul pNPG substrati
eklenerek 15 dakika 37° C ve 100 rpm’de karistirmali inkiibator igerisinde
reaksiyon gergeklestirilmistir. 15 dakika sonunda, reaksiyonu durdurmak i¢in 5 ml
Na;CO3 (100 mM) eklenmistir. Homojenize edilmis reaksiyon ortami filtreden
gecirildikten sonra spektrofotometrede (Amersham Biosciences Ultraspec 1100
pro) 420 nm’de kore karsi absorbans degerleri okunmustur. Enzim immobilize
edilen aljinat-silika hibrit boncuklarin enzim aktivitesinin hesaplanmasinda
kullanilan ~ 4-para-nitrofenol  kalibrasyon  denklemi  kullanilarak  hibrit

monolitlerdeki enzim aktivitesi hesaplanmistir.

3.4.5 Enzim miktarmn optimize edilmesi

D4 kodlu aljinat-silika hibrit monolite 20, 40 ve 60 pg enzim immobilize
edilmis ve 24 saat yaslanmaya birakilmistir. Yaslanmanin ardindan monolitler 15
ml’lik falkonlara alinmis ve iizerine 20 mM, 750 ul pNPG substrat1 eklenerek 15
dakika 37° C ve 100 rpm’de karistirmali inkiibator igerisinde reaksiyon

gergeklestirilmistir. 15 dakika sonunda, reaksiyonu durdurmak i¢in 5 ml Na,COs
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(100 mM) eklenmistir. Homojenize edilmis reaksiyon ortami filtreden
gecirildikten sonra spektrofotometrede (Amersham Biosciences Ultraspec 1100
pro) 420 nm’de kore kars1 absorbans degerleri okunmustur. Enzim immobilize
edilen aljinat-silika hibrit boncuklarin enzim aktivitesinin hesaplanmasinda
kullanilan ~ 4-para-nitrofenol  kalibrasyon  denklemi kullanilarak  hibrit

monolitlerdeki enzim aktivitesi hesaplanmistir.

Farkli enzim miktarinin aktivite ve % doniisiime etkisi belirlenmistir. Ayni1
zamanda belirtilen enzim miktarlarinda serbest enzim aktivitesi de hesaplanarak

nispi aktivite degerleri hesaplanmaistir.

3.4.6 Aljinat-silika hibrit monolitte 5 giinliik enzim kararhgmin

belirlenmesi

D4 kodlu aljinat-silika hibrit monolitlerin zamana bagli olarak enzim
aktivitesini belirlemek amaciyla 40 pg enzim immobilize edilmis, 37 °C’de
inkiibe edilen monolitlerin pNPG substrati ile reaksiyonu gergeklestirilerek 5

giin boyunca aktiviteleri 6l¢tilmiistiir.

3.4.7 Mikroreaktorde pNPG’nin enzimatik hidrolizi

Mikroakigkan sistemlerin enzimatik doniisiim {lizerine etkilerini incelemek ve
monolitik sistemlerle karsilastirmak amaciyla 40 pg B-glukozidaz (Sigma
Aldrich, 6.85 U/mg) enzimi aljinat-silika hibrit jele immobilize edilerek, 100 pl
hacmindeki PDMS mikroreaktore enjekte edilmistir ve 24 saat yaslandirmaya
birakilmigtir. Ardindan, 1 pl/dk siirekli akis hizinda mikropompa (New Era Pump
Systems, Inc.) ile 20 mM pNPG substrati 37 °C’de PDMS mikroreaktore
beslenmigtir. Substratin kalis siirelerine bagli olarak; 100., 200. ve 300.
dakikalarda, 20. ve 24. saatlerde orneklerden alinarak 420 nm dalga boyunda

spektrofotometrede (Amersham Biosciences Ultraspec 1100 pro) okunmustur.

Absorbans degerlerine karsilik gelen doniisiim driini (4-para-nitrofenol)

konsantrasyonunu belirlemek igin 4-para-nitrofenol kalibrasyon denklemi
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olusturulmugtur. Kalibrasyon egrisi i¢in pnp konsantrasyonu 0.1 mM, 0.2 mM, 0.3
mM, 04 mM, 05 mM, 0.6 olarak hazirlanmistir. Hazirlanan farkl
konsantrasyonlardan 0,3 ml alinip 1 ml Na-karbonat (100 mM) eklenerek ve 420
nm dalga boyunda kore (0,3 ml Na-Ca asetat tampon, 1 ml Na-karbonat) karsi

spektrofotometre ile absorbans 6l¢iimleri yapilmistir.

Hazirlanan PNP konsantrasyon degerlerine karsilik gelen absorbans degerleri
ile standart egri denklemi olusturulmustur. Enzim aktivite hesabi denklem

kullanilarak yapilmistir.

3.5  Ruscus Aculeatus Ekstresinin Kimyasal ve Enzimatik Hidrolizi

3.5.1 Ruscus Aculeatus ekstresinin asit hidrolizi

Asit hidrolizi i¢in Ruscus aculeatus metanol ekstresinden (1 mg/ml) 4 ml
alimmis 40 ml %5’°lik HCI igeren ortamda coziilerek kaynama sicakliginda 4 saat
hidrolize birakilmistir. Reaksiyon sonunda Orneklerin Etilasetat (EtOAc) ile

partisyonu yapilmis ve reaksiyon tiriinlerinin organik faza alinmasi saglanmistir.

3.5.2 Ruscus Aculeatus ekstresinin bazik hidrolizi

Bazik hidrolizi i¢in Ruscus aculeatus metanol ekstresinden (1 mg/ml) 4
ml alimarak 40 ml % 5’lik NaOH (suda) igeren ortamda c¢oziilerek kaynama
sicakliginda 4 saat hidrolize edilmis ve ayni prosediir izlenerek partisyonu

gerceklestirilmistir.

3.5.3 Ruscus Aculeatus ekstresinin enzimatik hidrolizi

Ruscus Aculeatus ekstresinin saponinlerinin enzimatik hidrolizi i¢in -
glukozidaz enzimi (G 4511-250U) Img/ml olacak sekilde 100 mM sitrat
tamponu pH 4.5 igerisinde hazirlanmigtir. Substrat miktar1 sabit (1 mg/ml,
200 pl ekstre) tutularak, farkli enzim miktarlar1 (400 pl, 800 pl ve 1600 ul)
ile 37°C’de 150 rpm karistirma hizinda 4 giin boyunca enzimatik hidroliz
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gerceklestirilmistir. Reaksiyonu durdurmak igin reaksiyon hacmine esit
hacimde etil asetat eklenmis ve iist faz alinarak evaporatdrde ugurulmustur.
Kalan kistm 1 ml metanol igerisinde c¢oziilerek HPLC-ELSD analizi i¢in

hazirlanmustir.

Ruscus aculeatus ekstresinin mikroreaktordeki enzimatik hidrolizi ile
karsilastirma yapabilmek i¢in 900 pl substrat (Img/ml) , 100 ul enzim (0.4
mg/ml) ile reaksiyon ortami 1 ml olacak sekilde hazirlanarak 37°C’de 150
rpm karnigtirma hizinda 24 saatlik enzimatik hidroliz gergeklestirilmistir.
Reaksiyonu durdurmak i¢in reaksiyon hacmine esit hacimde etil asetat
eklenmis ve Ust faz alinarak evaporatérde ugurulmustur. Kalan kisitm 1 ml

metanol igerisinde ¢6ziilerek HPLC-ELSD analizi i¢in hazirlanmistir.

3.6  Ruscus Aculeatus Ekstresinin Mikroreaktorde Enzimatik Hidrolizi

3.6.1 Ruscus Aculeatus ekstresinin enzimatik hidrolizinde

kullanilacak PDMS mikroreaktorlerin iiretimi

Enzimatik  hidrolizde  kullanilacak 100 pl hacme sahip olan
polidimetilsiloksan (PDMS) mikroreaktorler kalip esasli iiretim yontemine goére
tiretilmistir. PDMS polimeri silikon elastomer viskoz sivist (Sylgard™ 184
Silicone Elastomer) onun ¢apraz baglayicist (Sylgard 184 Curing Agent) ile
sirastyla 10:1 (w/w) oraninda petri igerisinde karistirilmis ve homojen hale
getirilmistir. Petri icersindeki PDMS karisimindaki hava kabarciklari, petrinin
vakum pompasinin bagli olan desikatdr igeriSine yerlestirilerek vakum
uygulayarak uzaklastiritlmistir. Ardindan PDMS karigimi kaliba dokiiliip tekrar
desikator icerisine yerlestirilmis ve kalip ylizeyindeki hava kabarciklar
uzaklastirllmistir. Kalip icerisindeki PDMS karigiminin katilagmasi i¢in 80 °C’de
1 saat 30 dk boyunca etiivde bekletilmistir. Ardindan bistiiri yardimiyla katilagmis
PDMS (negatif kalip) kesilip kaliptan ¢ikartilmistir.
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Sekil 3. 2 Mikroreaktor iiretiminde kullanilan kalip

Yapistirma isleminde kullanilacak lam yiizeyi aktiflestirme islemi
oncesinde sirasiyla aseton, izopropil alkol ve distile su ile yikanarak

tizerindeki kalintilar uzaklastirilmistir ve hava tabancasi ile kurutulmustur.

Plazma temizleyici (Harrick Plazma, PDC-32G) ile yiizey aktiflestirme
islemi i¢cin PDMS negatif kalibinin ve temizlenen lamin yapistirilacak

yiizeyleri iiste gelecek sekilde cihazin haznesine yerlestirilmistir.

Plazma temizleyicinin kapaginin kapatilmasini ardindan cihaza entegre
olan vakum pompast calistirllmis ve Yyiizey aktiflestirme islemi cihazin
maksimum ¢alisma giiciinde (RF3) plazma olusumunu gosteren pembe 151g1n
goriilmesinden itibaren 30 saniye boyunca uygulanmistir. Cihazin
haznesinden ¢ikartilan lam ve PDMS negatif kalibi yiizeylerine temas
edilmeden yapistirilir. Yapistirma isleminin ardindan kanallara distile su

basilarak aktiflestirme isleminde sorun olup olmadigi kontrol edilmistir.

Sekil 3. 3 100 pl hacme sahip PDMS mikroreaktor
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3.6.2 Mikroreaktore yiikleme yapilmasi ve Ruscus Aculeatus

ekstresinin mikroreaktorde hidrolizi

Enzimatik reaksiyonun mikroakiskan sistem icerisinde
gerceklestirilmesi amaciyla 40 pg  B-glukozidaz enzimi jel igerisine
immobilize edilerek 100 pl hacimli, kivrimli kanal geometrisine sahip
mikroreaktore yiiklenmistir.  Yiikleme hacimleri monolite yiiklenen
hacimlerin kiiciiltiilmesiyle belirlenmistir. Ruscus aculeatus ekstresinin
hidrolizini gergeklestirmek amaciyla D4 kodlu organik-inorganik aljinat-
silika hibrit jele enzim immobilize edilerek mikroreaktérde enzimatik hidroliz

gerceklestirilmistir.

Cizelge 3. 2Aljinat-silika hibrit jel igeren enzimatik mikroreaktoriin hazirlanmasi

Aljinat-silika hibrit jel 86,7 ul
Enzim (3 mg/ml) 13,3 pl
Toplam 100 pl

Aljinat-silika hibrit jeller Cizelge 3.2°de verilen miktarlarda, 3 ml
hacmine sahip siringa igerisine ¢ekilerek, 5 saniye vorteks uygulandiktan
sonra mikroreaktor igerisine yiiklenmistir. Yiikleme yapilirken toplam 100 pl
hacmi mikroreaktore tamamen bosaltilamadigindan bilesenler ayni oranlarda
artirilarak ylikleme islemi gerceklestirilmistir. Mikroreaktére yiikleme

esnasinda kanallarda hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilmistir.

Mikroreaktore yiiklenen jelin 24 saatlik yaslandirilmasinin ardindan
substrat mikropompa (New Era Pump Systems, Inc.) ile siirekli olarak
beslenmistir. Mikroreaktdor mikropompaya silikon boru ile baglanmistir ve
borudan sizintilarin onlenmesi i¢in giris ve ¢ikis akim boru ¢evreleri silikon
ile yapistirtlmistir. Ruscus aculeatus ekstresi 1 mg/ml konsantrasyonunda
hazirlanmis ve 3 ml’lik siringadan mikropampa ile 1 pl/dk akis hizinda 37

°C’de mikroreaktore beslenmistir.
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3.6.3 Yiiksek basin¢h sivi kromatografisi analizlerinin yapilmasi

Asidik, bazik ve serbest enzimatik hidrolizlerin analizini saglamak i¢in ortak
bir HPLC metodu (Cizelge 3.3) gelistirilmistir. Bu metotta kolon olarak
Phenomenex Luna C18 (150mmx4.6mmx5um), kolon sicakhgi 30°C, akis hizi
Iml/dak olarak secilmistir. ELS dedektor i¢in de su parametreler belirlenmistir;

Spray Chamber sicakligi 40°C, Drift Tube sicakligi 70 °C, azot gazi basmer 40
psi.

Cizelge 3. 3 Asidik, bazik ve enzimatik hidroliz 6rneklerinin analizi i¢in ~ gelistirilen

HPLC- ELSD metodu

Zaman (dak) 0 15 20 21 |24
%A (Su) 90 5 5 90 |90
%B (ACN) 10 95 95 10 |10

Mikroreaktorde gergeklestirilen enzimatik hidrolizin analizi i¢in HPLC-
ELSD analizleri Thermo Scientific Finnigan Surveyor sistemi ile
gerceklestirilmistir. Dedeksiyon i¢in Softa ELS dedektor kullanilmistir. Analiz 1
ml/dakika akis hizinda, 30 °C Kolon (Phenomenex CI18 150x4.6x5u)

sicakliginda gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3. 4 Mikroreaktorde yapilan hidrolizlerin analizinde kullanilan HPLC metodu

Zaman Su (%) Asetonitril (%)

0 95 5

2,5 95 5
5 60 40
15 40 60
25 5 95
28 5 95

28,5 95 5

30 95 5
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BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Aljinat-Silika Hibrit Boncuk ve Monolitlerin Hazirlanmasi,

Karakterizasyonu

Aljinat-silika hibrit boncuklar tek adimdan olusan bir proses ile Na-
aljinat ve silisik asit karigimi iki degerlikli tuz ve poliamin igeren inkiibasyon

sollisyonuna igerisine siringa ile damlatilarak sentezlenmistir.

Sodyum aljinatin guluronik monomerleri Ca*? iyonlar1 gibi iki
degerlikli iyonlar varhiginda ¢apraz baglanmaya maruz kalir (egg-box
modeli). Bu asamada sivi sodyum aljinat soliisyonundan kalsiyum alljinat jele
gecis gergeklesir. CaCl,  boncuklarda optik gecirgenligi saglamasinin

yanisira, boncuklarin kiimelenmesini engellemektedir (Desmet et al., 2015).

Silisik asit Onciil maddesi pH degisimi etkisiyle hizli hidroliz ve
polimerizasyonu saglayarak 3 boyutlu silika jel yapisini olusturur. Bununla
beraber polikatyon olarak polidialidimetilamonyum klorid (PDADMAC)
pihtilastirict ajan olarak kullanilir. Yiizeyinde pozitif yilike sahip olan bu
polimer negatif yiikli silika ile etkilesime girer ve mikroskobik etkilesimler
makroskobik kiire-benzeri morfoloji olusumuna neden olur ve dis yiizeyde
polikatyonca zengin yari-gegirgen dis membran olusur. Polikatyonun ikinci
rolii ise silika jel agmin olusumunu Kkatalizlemesidir. Ayrica aljinat
kapsiillerin ve aljinat-silika boncuklarin sismesi ek bir mekanik direng
sagalayan polikatyon eklenmesiyle saglanabilir (Coradin and Livaage, 2001;
Sumper, 2004, Desmet et al., 2015).

Ilk olarak, aljinat ve silika kullanilarak Fukushima et al. (1988)
tarafindan enzim veya mikroorganizma immobilizasyonu bir yontem
gelistirilmis.  Literatiirde aljinat-silika  kullanilarak ¢esitli  yontemler
yayimlanmistir (Coradin et al., 2001; Coradin et al., 2003; Sakai et al., 2001;
2002a; 2002b; 2003; Carturan et al., 2004). Bu yontemlerde ¢ekirdek- kabuk
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yontemi gelistirilmeye calisilmistir. Yani icte aljinat disarida silika olacak

sekilde hibrit boncuklar gelistirilmistir.

Sekil 4. 1 Siiperkritik CO, ile kurutma sonrasi aljinat-
silika hibrit boncuklar

Desmet et al. (2014), tarafindan gelistirilen bu yontemde ise ¢ekirdek-
kabuk yonteminden farkli olarak boncugun i¢ kisminda aljinat ve silikanin
homojen olarak dagilmasi saglanmistir. Aljinat-silika hibrit boncuklarin
cekirdek kismimi sodyum aljinat-silika kompoziti olusturmaktadir. I¢ kismi
cevreleyen orta tabaka ise kalsiyum aljinat-silika bulunur ve en dis tabakada
polikatyon PDADMAC bulunur. Amag¢, immobilizasyon materyallerinin
tasarlanmasinda en 6nemli parametrelerden biri olan porozitenin gelistirilerek

yeterli diflizyonun saglanmasidir.

Bu tez ¢alismasinda amag, immobilizasyonda kullanilacak boncuk veya
monolitlerin mikroakiskan sistemler i¢in tasarlanmasidir. Yani mikrokanallar
icerisinde jelin homojen olarak dagiliminin saglanmasidir. Difiizyonla
jellesme yonteminde hazirlanan jel mikroreaktdre yiiklenmesinin ardindan
mikroreaktor PDADMAC ve CaCl, igeren soliisyon igerisine birakilarak
jellesmenin gerceklesmesi saglanmistir. Fakat bu yontem ile 100 ul hacmine
sahip bir mikroreaktorde Ca*? iyonlarinin difiizyonla mikroreaktoriin i¢

kisimlarina ulasmasi zaman almaktadir ve homojenligi saglamak zordur.

Karsilagilan bu sorunun 6niine ge¢mek i¢in Desmet et al. (2014)’un
metodu modifiye edilmis i¢ jellesme yontemi kullanilarak aljinat-silika hibrit
monolit sentezi gerceklestirilmistir. Difiizyon jellesmeden farkli olarak

sodyum aljinatin jellesmesini saglayan ¢apraz baglayici iyon kaynagi CaCl,
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yerine CaCO3 kullanilmigtir. Yeni formiilasyonda CaCQOj3 tercih edilmesinin
nedeni, CaCl, hizli jellesmeye neden olmasi ve bu nedenden dolay: jelin ig¢
kisimlarina dogru polimer konsantrasyon gradyenti olusmasidir. Bunun
aksine, CaCOj saf suda ¢ok diisiik ¢oziiniirliige sahiptir. Bu 6zelligi sayesinde
jellesme gerceklesmeden Once aljinat ¢ozeltisi igerisinde homojen dagilimi
gerceklesmektedir ve jellesmenin ardindan tekdiize bir yap1 elde edilmekte
mekaniksel olarak da bir biitiinliik saglanmaktadir (Kuo and Ma, 2001).
CaCOg3 sodyum aljinat ¢ozetisi igerisinde homojen olarak hazirlanmasinin
ardindan taze hazirlanmis glukon-d-lakton (GDL) karisima eklenmistir.
GDL’in yavas hidrolizi ile pH diiser ve kasiyum tuzlar1 ¢6zlinerek kalsiyum

aljinat jel formunu olusturur (Holte et al., 2005).

Sekil 4. 2 Siiperkritik CO, kurutma sonrasi aljinat-
silika hibrit monolit

I¢ jellesme ydntemiyle hazirlana jellerde CaCOsz / Na-aljinat orani
0.1825te sabit tutulmustur (Gurikov et al., 2015). Na-aljinat konsantrasyonu
%2 ve 3 (w/w) oranlarinda hazirlanarak aljinat-silika hibrit monolite

morfolojik ve ylizey alan1 agisindan etkisi incelenmistir.

Literatiir incelendiginde, Kuo and Ma (2001) GDL miktarinin
optimizasyonunu CaCOs3-GDL oranmi sabit tutatarak gergeklestirmislerdir.
Akay et al., (2017) ise farkli konsantrasyonlarda GDL hazirlanarak jellesme
stiresine etkisini incelemistir. Bu c¢alismada, farkli konsantrasyonlar
icerisinden enzim immobilizasyonu ve mikroreaktore jelin yiikklenmesi igin

yeterli zaman tanidig1 icin 100 mM konsantrasyonunda GDL kullanilmistir.
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Silisik asitten 3 boyutlu silika jel olusumunun katalizleyen PDADMAC
ise difiizyon yonteminde oldugu gibi % 0.4 konsantrasyonunda sabit tutularak
farkli miktarladaki PDADMAC’in silisik asitin jellesme hizina etkisi
incelenmis ve formiilasyonda 1 ml silisik asit i¢cin 0,006 ml PDADMAC
(%0.4) oran1 kullanmilmugtir. Silisik asit (0.75 M)-PDADMAC (%0.4)
karisimin pH’14.840.1°¢ 0.1 M NaOH ile ayarlanmustir.

4.1.1 Por biiyiikliigii, por hacmi ve yiizey alan1 (BET) analizi

sonuclari

Cizelge 4. 1 Aljinat-silika hibrit boncuklarin BET yiizey alan1 ve BJH por hacmi degerleri

Boncuk Bilesimi inkiibasyon | BET yiizey alani Por hacmi
suresi (m2/g) (cm3/g)
(saat)

Aljinat/SiO2/PDADMAC 3 692 4.14

Aljinat/Si0O2/PDADMAC 12 776 4.48

Aljinat/SiO2/PDADMAC 24 192 1.13

Difiizyon jellesme yoOntemine gore hazirlanan aljinat-silika hibrit
boncuklara ait BET yiizey alan1 ve BJH por hacmi degerleri Cizelge 4.1. ‘de
verilmistir. Yiizey alan1 degerleri BET teorisine, gozenek hacmi ve gozenek capi
ise BJH teorisine goére incelenmistir. Sonuglar literatiirdeki degerler ile
karsilastirildiginda beklenen degerlerdir. Inkiibasyon siiresi yiizey alan1 ve por
cap1 acisindan 3. ve 12. saatte onemli bir etki gostermezken, 24. saat sonundaki
degerlerde diisiis gozlenmistir. Desmet et al. (2015) farkli inkiibasyon siireleri (1-
1440 dk) arasinda yaptiklari analizler sonucunda BET yiizey alaninin 592-629
m2g?, por hacimlerinin ise 1.26-3.02 cm’g” arasinda degistigini belirtmistir.
Hibrit boncuklardaki 24. saat sonundaki degerlerdeki diisiisiin sebebi zamanla
boncuklarda biiziillme goriilmesi olabilir. Desmet et al. (2015) 1. dakikadaki
boncuk c¢apinin 4.6 mm, 24. saatteki boncuk c¢apinin ise 3.1 mm oldugunu

belirtmistir.
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Cizelge 4. 2 Aljinat-silika hibrit monolitlerin BET yiizey alani1 ve BJH por hacmi degerleri

Ornek | Monolit Bilesimi Yaslanma | BET Por
stiresi yizey | hacmi
(saat) alani (em®g™h

(m’g™)

D1 Aljinat (% 3) / CaCO4/SiO, 24 600 1.76

D2 Aljinat (%3)/ CaCO,/SiO,/PDADMAC 24 655 1.71

D3 Aljinat (% 2)/CaCO,/SiO, 24 682 1.80

D4 Aljinat (%2)/CaCO,/SiO,/PDADMAC 24 682 1.68

I¢ jellesme yontemine gore hazirlanan aljinat-silika hibrit monolitlere ait
BET yiizey alan1 ve BJH por hacmi degerleri Cizelge 4.2.’de verilmistir. Burada
farkli aljinat konsantrasyonlarinin (%2-3 w/w) ve PDADMAC (%0.4 wi/w)
varliginin ylizey alani ve por hacmi iizerine etkisi arastirilmistir. Sonuglar
arasinda ¢ok Onemli bir fark olmasada disiik aljinat konsantrasyonunun (%2
w/W) yiizey alani ve por hacmi agisindan olumlu etkide bulundugu goriilmektedir.
PDADMAC (%0.4 wi/w) varligi yiizey alanina olumlu yonde etki ettigi
gortiliirken, por hacminde az miktarda diisiise neden oldugu goriilmektedir. Fakat

bu diistis istatiksel olarak ¢ok bir onem tasimamaktadir.

Chernev et al. (2006), inorganik Onciill madde olarak tetrametilortosilika
(TMQS), etiltrimetiloksisilan (ETMS); organik madde olarak Ca-aljinat
kullanarak hibrit jel hazirlamistir. Hibrit jellerin yiizey alanlar1 70-290 ng'l
arasinda degismektedir. Xu and Lee (2008) ait ¢alismada tetrametilortosilika
(TMOS) kullanarak hazirlanan silika tabanli organik inorganik monolitlerin ylizey
alan1 467 m°g™" olarak belirtilmistir. I¢ jellesme yontemi ile hazilanan aljinat-
silika hibrit monolitler literatiirdeki calismalarla karsilagtirildiginda elde edilen
ylizey alani degerlerinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Farkli yontemlerle
hazirlanan aljinat-silika hibrit boncuk ve monolitler yiizey alam1 ve por hacmi
acisindan enzim immobilizasyonu i¢in uygun immobilizasyon materyalleri

olduklar1 sonucuna ulasilmaktadir.
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4.1.2 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi sonuclari

Sekil 4. 3 Difiizyon jellesme yontemi ile hazirlanmig boncuklarn SEM  goriintileri a)
Aljinat/SiO,/PDADMAC, inkiibasyon siiresi 3 saat (biiyiitme: 25000x), b) Aljinat/SiO,/JPDADMAC,
inkiibasyon siiresi 12 saat, (biiyiitme: 25000%) c¢) Aljinat/SiO,/PDADMAC, inkiibasyon siiresi 24 saat
(biiyiitme: 25000x)

Difiizyon ile jellesme yontemi ile hazirlamis aljinat-silika hibrit
boncuklarin farkli inkiibasyon siirelerine ait SEM goriintiileri Sekil 4.3. ‘de
verilmistir. Hibrit boncuklarda poroz yapi net olarak goézlenememistir. Sekil
4.4 °te aym1 yontemle hazirlanmis hibrit boncuklara ait SEM goriintiilerinde
40000x’de poroz yapi gozlenebilmistir (Desmet et al., 2014). Dis yiizeyin
PDADMALC ile kaplandig fakat poroz yapiy1 korudugu goriilmektedir. Sekil 4.3.”
deki boncuklarda poroz yapmin goriilememesinin nedeni SEM cihazinin
hassasiyetiyle ilgili bir durum oldugu disiiniilmektedir ¢iinkii BET analizi
sonuglar1 hibrit boncuklarda poroz yapiin varligini desteklemektedir. Kullanilan

SEM cihazinda goriintiiniin alindig1 en yiiksek biiylitme 25000x’dir.

Sekil 4. 4 Diflizyon jellesme yontemi ile hazirlanmis aljinat/ SiO,/PDADMAC boncuklarin
SEM goriintiileri (a) biiyiitme:10000x (b) biiylitme:40000x (Desmet et al., 2014)
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Sekil 4. 5 Hibrit monolitlerin SEM gériintiileri (a,b,c,d) ve EDS/mapping goriintiileri (a,c)
a) Aljinat (% 3 wiw) /CaCOy/SiO, (biiyiitme: 2500x) b) Aljinat (%3w/w)/CaCO4/SiO,
(biiyiitme:5000x) c) Aljinat (%3 w/w)/ CaCO4/SiO, /PDADMAC (biiyiitme:2500x)
d)Aljinat(%3w/w)/CaCO,/SiO,/PDADMAC ,(biiyiitme:5000x)

Sekil 4. 6 Hibrit monolitlerin SEM goriintiileri (a,b,c,d) ve EDS/mapping goriintiileri (a,c) a)
Aljinat (% 2 w/w) /CaCO3/SiO, (biiyiitme: 2500x) b) Aljinat (%2 w/w)/CaCO3/SiO,
(biiyiitme:5000x) ¢) Aljinat (%3 w/w)/ CaCO3/SiO/PDADMAC (biiyiitme:2500x) d)Aljinat (%3
w/w)/CaCO,/SiO,/PDADMAC, (biiylitme:5000x)
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I¢ jellesme yontemiyle hazirlanan D1 ve D2 kodlu &rneklerin SEM
gortintiileri Sekil 4.5°te, D3 ve D4 kodlu 6rneklerin SEM goriintiileri ise Sekil
4.6°da verilmistir. Ornekler morfolojik olarak incelendiginde kiire benzeri
poroz yapilar goriilmektedir. PDADMAC iceren monolitlerde igermeyenlere
gore daha kompakt bir yap1 goriilmektedir. EDS/mapping analizi ile silikanin
aljinat jel igerisindeki homojen dagilimi net olarak goriilmektedir. Enzim
immobilizasyonu  i¢in  gelistirilen  organik-inorganik  hibrit  jel
formiilasyonlarinda karsilasilan baslica sorun; silika partikiillerin homojen
dagiliminin saglanamamasindan dolay1r kiimelenmesi ve bu kiimelenmeden
dolayr poroz yapmin bozulmasidir (Lu et al.,, 2006). Fakat i¢ jellesme
yontemiyle gelistirilen formiilasyonda homojen bir dagilim ve poroz yapi
goriilmektedir ki bu 6zelligi de monolitlerin enzim immobilizasyonu i¢in
uygun bir matris oldugunu gostermektedir. SEM goriintiisii Sekil 4.7°de
verilen Meyer et al., (2002) tarafindan, onciil maddesi silisik asit tetrakis(2-
hiroksietil) ester olan silika jel ile hazirlanan aljinat-silika hibrit jeller

morfolojik olarak benzerlik gostermektedir.

100nm* EHT = 080KV Signal A = InLens Signal = 1000
Moo= SRSIKX WD= 5mm SignalB=inlens  Date:24 Oct 2000

Sekil 4. 7 Onciil maddesi silisik asit tetrakis(2-hiroksietil) ester olan
silika  jelin SEM goriintiisii (Meyer et al., 2002)
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4.1.3 FT-IR analizi sonuclari

%T 82
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Sekil 4. 8 Aljinat-silika hibrit boncuklara ait FT-IR spektrumu ( Aljinat-silika hibrit boncuk=kirmizi,
silika=mavi, Ca-aljinat=siyah)
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Sekil 4. 9 D3 ve D4 kodlu monolitlere ait FT-IR spektrumu (D3=siyah, D4=mavi, Ca-aljinat +
GDL=kirmizi, silika=pembe)
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Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’e ait FT-IR spektrumlarina gére 3600 ve 3100
cm™ arasindaki giiclii absorpsiyon piki Si-OH gruplari arasindaki gerilmeyi
gostermektedir ve biiyiik olasilikla adsorplanan suyun genis absorpsiyon
bandi lizerinde cakisma gergeklesmistir. Sekil 4.8’deki aljinat-silika hibrit
boncuklara ait kirmiz1 spektrumda 3600 ve 3100 cm™ aras1 ¢ok zayif bir pik
goriilmektedir. Bunun nedeni silanol baglar arast1 kondensasyonun
gergeklestigi ve 1100-1000 cm™ arasinda goriildiigii iizere siloksan baglarinin
olusmasidir. Ayrica 942 cm™>de zayif Si-OH piki goriilmektedir. Sekil 4.9°da
1100-1000 cm™ araliginda ise giiglii absorpsiyon piki siloksan (Si-O-Si)
bagint gostermektedir. Bu bag silanol gruplar (Si-OH) arasindaki
kondensasyon reaksiyonu sonucu olusmustur. D3 ve D4’e ait pikleri
inceledigimizde D4’e ait pikin daha gii¢lii oldugu goriilmektedir. Bu da
PDADMAC varligi sonucu siloksan baglarinin daha giiclii olustugunu
gostermektedir. 1410 ve 1600 cm™ dolaylarindaki iki pik ise karboksil
gruplarin simetrik ve asimetrik gerilme titresimlerini gostermektedir (Pannier

etal., 2014; Han et al., 2007) .

4.1.4 Aljinat-silika hibrit monolitlerin biiziilme testi sonuclari

Aljinat-silika hibrit monolitlerin biiziilme testi sonuglar1 Sekil
4.10’da verilmistir. Monolitlerin biiziilme oranlar1 arasinda benzerlik
goriilmektedir. 2. giinde yiiksek diisiis goriilmesinin ardindan hacim
sabitlenmistir. 2. giindeki % hacimce biiziilme oranlar1 hepsinde yaklagik
olarak % 28’dir. Monolitlerin mikroreaktdr igerisinde uzun siireli
kullanim1 s6z konusu oldugunda biiziilme nedeniyle bos hacim olusumuna
neden olabilir ve bu istenmeyen bir durumdur. Fakat ¢alismada kullanilan
D4 kodlu monolit 24 saatlik yaslandirmanin sonunda kullanildig1 i¢in
Oonemli derecede biiziilme ger¢eklesmemistir. Deney 37 °C’de Na-Ca
asetat tampon igerisinde gergeklestirilmistir. Kullanilan tampon, jelin

sisme veya biliziilme karakteristigini etkileyen bir parametredir.

Pannier et al. (2014) aljinat boncuklarla yaptiklari ¢alismada,
aljinat boncuklarin amino ile fonksiyonlastirilmis silika soliisyonundaki

20 dakikalik inkiibasyon sonrasinda yaklasik % 35 oraninda g¢apinin
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azaldig1 sonucuna ulasmiglardir (Pannier et al. 2014). Kurayama et al.
(2010) aljinat-silika hidrojellerde yaslandirma prosesi sirasinda yiiksek
oranda biiziilme gozlemlemislerdir. Aljinatin asidik ve bazik kosullar
altinda biiziilme gosterdigini belirtmislerdir. pH, karboksil gruplarin ve
amino gruplarin ¢oziinmesine neden olmasinin yanisira Sol-jel prosesi
boyunca Si-O-Si baglarinin olusumunu etkileyen 6nemli bir parametredir

(Kurayama et al., 2010).

120
100

80 T b1

N !

% hacim 60 I T _ _ b2

- N D3

40 D4
20
0

1 2 3 4 5
siire (giin)

Sekil 4. 10 Aljinat-silika hibrit monolitlerin biiziilme grafigi

4.2 Enzim Kinetigi Calismalar:

4.2.1 Serbest enzim ve immobilize enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Serbest enzim aktivitesin hesaplanmasinda Sekil 4.11.°de verilen

kalibrasyon denklemi kullanilmistir.
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Sekil 4. 11 Serbest enzim aktivitesini hesaplamasinda kullanilan standart egri ve denklemi

y = 3,0545x + 0,0075
R?=0,9994
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0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45
pnp konsanrasyonu (mM)

Sekil 4. 12 immobilize enzim aktivitesini hesaplamasinda kullanilan standart egri ve denklemi

4.2.2 Kinetik parametrelerin belirlenmesi (Vmax, Km)

Serbest enzim ve immobilize enzimin kiyaslanmasinda aljinat-silika
hibrit boncuklar kullanilmistir.
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Sekil 4. 13 Serbest enzim i¢in elde edilen Michaelis-Menten egrisi
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Sekil 4. 14 Serbest enzim i¢in Lineweaver-burk grafigi
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Sekil 4. 15 Immobilize enzime ait Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 4. 16 iImmobilize enzime ait Lineweaver-burk grafigi

0,8

Cizelge 4.3. Serbest ve immobilize enzime ait kinetik degerler

Vmax Nispi aktivite
(mmol mg'dk™) | Km (mM) (%)
Serbest 0.016 4 100
Enzim
Aljinat- 0.012 9 73
Silika Hibrit
Boncuk
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Serbest enzimin katalizledigi reaksiyonun maksimum hizinin (Vmax)
immobilize enzimin katalizledigi reaksiyonun maksimum hizindan biiyiik
olmas1 genellikle beklenen ve gozlenen bir olaydir. Iimmobilize enzimlerde
enzim-substrat olusumu polimer yapisi (porozite ve rijit yapi) zorlasir ve bu
nedenle Vmax degerinde diistis goriiliir. Vmax, enzimin tiimiiniin substratina
doygun oldugundaki olasi en yiiksek hizdir ve bu parametre immobilize
enzimin gercek oOzelliklerini ve diflizyon kisitlarini yansitir. Km degeri bir
enzimin substratina olan ilgisi olarak bilinir. Km degerinin ise immobilize
enzimlerde serbest enzimin Km degerine gore yliksek olmasi beklenen bir
durumdur. Km degerinin yiiksek olmasi, enzim substrat kompleksinin olusma
hizinin  diistik  oldugunu goéstermektedir. Bu durum substratin  por
matriksinden difiizyonu ile dogrudan baglantilidir (Park et al., 2005; Demirel
et al., 2006; Kara et al., 2006). Nispi aktivite, serbest ve immobilize
enzimlerin Vmax degerleri baz alinarak hesaplanmistir. Nispi aktivitenin %
73 olmas1 hibrit boncuklarin diflizyon kisitlarini biiyiik ol¢iide astigin

gostermektedir.

Literatiirde, beta glukozidaz enziminin TEOS-PEO tiirevli inorganik
jellere immobilize edilmesiyle hesaplanan Vmax degerleri; serbest enzim ve
immobilize enzim icin sirasiyla 0.018 ve 0.009 (mmol mgldk™) olarak
belirtilmektedir. Km degerleri ise sirasiyla serbest enzim ve immobilize
enzim ig¢in 30 ve 79 mM’dir. Nispi aktivite ise % 68’dir (Karabulut., 2015).
Hibrit aljinat-Na silikat boncuklar ile TEOS jelde elde edilen Vmax degerleri
karsilastirildiginda aljinat-silika hibrit boncuklarda Vmax degerinin daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Yani difiizyon kisitlarinin hibrit jelde asildigi
sOylenebilir. Hibrit boncuklardaki ve TEOS jeldeki enzim aktivitesi sonucu
Km degerinin hibrit boncuklarda daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu da
hibrit boncuklardaki enzim-substrat kompleksinin olugsma hizinin TEOS jele
gore daha hizli oldugunu ifade etmektedir. Ayrica hibrit boncuklarda nispi
aktivite inorganik jeldeki aktiviteye nazaran daha yiiksek hesaplanmistir. Bu
sonuglar aljinat-silika hibrit boncuklarin enzim immobilizasyonu igin uygun

bir matris oldugunu goéstermektedir.
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423 1¢ jellesme yontemi ile aljinat-silika hibrit monolitlerde
immobilize enzim aktivitesinin belirlenmesi ve aljinat-silika

hibrit boncuklarla aktivitenin karsilastirilmasi

Cizelge 4.4. Farkli yontemlerle hazirlanan aljinat-silika hibrit jellerin aktivitelerinin kargilagtiriimasi

Ornekler Nispi Aktivite (%)
Serbest enzim 100
D4 73

D3 72
Aljinat-silika hibrit boncuk 69

Karakterizasyon sonuglarina goére hidroliz c¢alismalarinin % 2 (w/w)
aljinat konsantrasyonuna sahip aljinat-silika hibrit monolitlerle devam
edilmesine karar verilmistir ve PDADMAC’in aktiviteye etkisini gormek
amaciyla enzim aktiviteleri hesaplanmistir. Cizelge 4.4. incelendiginde
difizyon ve 1i¢ jellesme yoOntemleriyle hazirlanan jellere enzim
immobilizasyonu sonucu nispi aktivitelerinin birbirine ¢ok yakin oldugu
goriilmektedir. I¢ jellesme yontemiyle hazirlanan aljinat-silika hibrit jelin
aktivite lizerinde olumlu etkiye sahip oldugu goriilmektedir. D3 ve D4 kodlu
jeller kendi aralarinda degerlendirildiginde ise PDADMAC’1n aktivite lizerine
olumsuz herhangi bir etkisi olmadigi goriilmiistiir. Bu nedenle D4 kodlu

monolit ile ¢alisilmaya karar verilmistir.
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4.2.4 Enzim miktarmin optimize edilmesi

Enzim miktarimin % doniisiime ve aktiviteye (umol/dk.mg)

etkisi
10
8
6
: -- -
2
, I N e

20 40 60

Enzim miktari (ug)

H % donlsim M aktivite

Sekil 4. 17 Farkli enzim miktarmin % doniisiime ve aktiviteye etkisi pmol/dk.mg

Sekil 4.17°de B-glukozidaz miktarinin (20,40 ve 60 pg) % doniisiim ve
aktiviteye etkisi goriilmektedir. Kullanilan 20 mM pNPG’nin PNP’ye %
doniistimii incelendiginde 40 pg enzim miktarinda en yiiksek degere ulastigi
goriiliir. Aktiviteler dikkate alindiginda ise 20 ve 40 pg enzim miktarlarinda
enzim aktivitesinin birbirine ¢ok yakin degerler oldugu goriiliirken, 60 ug
enzim miktarinda enzim aktivitesinde %50 oraninda bir disiis vardir.
Aktivitede yasanan bu diisiisiin sebebi sterik engel ile agiklanmaktadir. Sterik
problem, immobilize enzimin Kkatalizi sirasinda ortaya ¢ikmaktadir.
Immobilize enzim makromolekiiler substrati etkiledigi zaman destek
materyali  ylizeyi substratin  enzimin aktif bdolgesine ulasmasini
engellemektedir (Guisan et al., 1997). Liu et al.,(2005) yaptiklar1 ¢alismada
yiikksek miktarda enzim yiiklenmesinin sterik probleme yol agacagini ve

substrat ve iiriinlin diflizyonunu sinirlandiracagini belirtmistir.
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4.2.5 Aljinat-silika hibrit monolitte 5 giinliik enzim kararhginin

belirlenmesi
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Sekil 4. 18 D4 kodlu aljinat -silika hibrit monolitte 5 giinliik enzim kararliligt

Sekil 4.18’e gore 2. giin en yliksek aktivite elde edilmis ve zamanla
aktivitede diisiis goriilmistiir. Aktivitenin  bu sekilde degismesinde
yaslandirmanin etkili oldugu disiiniilmektedir. 24 saat olan yaslandirma
stiresince tamamlamdigini diisiindiiglimiiz polikondensasyon reaksiyonlarinin
2. giinde devam ettigi sonucuna varilabilir ve enzim aktivitesine olumlu
etkide bulundugu goriilmektedir. Fakat 2. giinden itibaren aktivitede diisme
gbzlenmis ve diger giinlerde aktivite kayb1 artarak devam etmistir. Karabulut
(2015), TEOS-PEO ve EGMS-PEO tiirevli silika jellerde yaptigi enzim
kararlig1 deneyinde elde ettigi sonuglar silika jellerin hibrit monolite gore
daha kararli bir yapida oldugu goriilmektedir (Sekil 4.19). Fakat kinetik
parametrelerin belirlenmesi basligi altinda tartisildigi iizere aljinat-silika
hibrit monolit enzim kinetigi degerleri bakimindan degerlendirildiginde
enzim immobilizasyonu ag¢isindan daha uygun bir matris oldugu sdylenebilir.
Betancor and  Luckarift  (2008), immobilizasyon  yonteminin
optimizasyonunun ¢ok énemli oldugunu, bazen kararlilik gibi parametrelerin
ylikleme kapasitesini arttirma adina feda edilebilecegini vurgulamistir

(Betancor and Luckarift, 2008).
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Sekil 4. 19 inorganik silika jellerin yasladirma giinlerine gére enzim aktivitesindeki  degismeler
(Karabulut, 2015)

4.2.6 Mikroreaktorde pNPG substratinin enzimatik hidrolizi

Sekil 4.21°deki  zamana baglhi % donlisim grafigi, mikroakiskan
sistemlerin enzimatik reaksiyonlar iizerine pozitif etkisini gostermektedir. -
glukozidaz enzimi immobilize edilmis aljinat-silika hibrit monolitlerde pNPG
substrat1 ile gerceklestirilen 15 dakikalik reaksiyonda doniisiim % 8 iken, kalig
siirelerince gergeklestirilen mikroreaktdrdeki hidrolizde 100 dakika sonunda %
20 dontigiim elde edilirken, 20. ve 24. saatlerde % 94’liikk substrat doniigiimii ile
dengeye ulasmistir (Sekil 4.21). Sonuglar Sekil 4.20°deki kalibrasyon egrisi
kullanilarak hesaplanmistir. Bu sonuglar, mikroakiskan sistemlerin sagladigi hizl
kiitle ve 1s1 transferinin, genis yilizey alaninin ve arayiizey alaninin enzimatik

hidroliz iizerine olumlu etkisini gostermektedir (Asanomi et al., 2011).
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Sekil 4. 21 pNPG substratinin aljinat-silika hibrit mikroreaktdrdeki % doniisiim grafigi
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4.3 Ruscus Aculeatus Ekstresinin Kimyasal ve Enzimatik Hidrolizi
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Sekil 4. 23 Ruscus aculeatus ekstresine ait baglangi¢c kromatogrami
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Sekil 4. 24 Ruscus aculeatus ekstresine ait asidik hidroliz (4 saat) kromatogrami
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Sekil 4. 25 Ruscus aculeatus ekstresine ait bazik hidroliz (4 saat) kromatogrami
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Sekil 4. 26 Ruscus aculeatus ekstresine ait serbest enzim hidrolizi (96 saat) kromatogrami (enzim
miktar1:400 ug)
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Minutes

Sekil 4. 27 Ruscus aculeatus ekstresine ait serbest enzim hidrolizi (96 saat) kromatogrami (enzim
miktar1:800 pg)
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Sekil 4. 28 Ruscus aculeatus ekstresine ait serbest enzim hidrolizi (96 saat) kromatogrami (enzim
miktari: 1600 pg)

Ruscus saponinlerinin asidik hidrolizi sonucunda ruscogeninler elde
edilmistir (Sekil 4.24). Bu saponine ait kromatogram incelendiginde, 6zellikle
dordiincii saatte ruscogeninlerin olustugu 1yi bir sekilde goriilmektedir. Bazik
orneklere ait kromatogramlarda ise kismi hidrolizin = gerceklestigi
goriilmektedir (Sekil 4.25). Ruscus saponinlerin enzimatik hidrolizine ait
sonuglarda ise Ruscogenin olusumu goériilmemektedir. Polar bdlgede yer alan
pikler hidroliz sonucunda yok olmus ve orta polaritede bir maddeye
dontismistiir. Bu durum hidrolizin basarili bir sekilde gergeklestigini
gostermekle birlikte elde edilen madde igin yap1 tayinin Yapilmasi

gerekmektedir (Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28).
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Sekil 4. 29 Ruscus aculeatus ekstresine ait serbest enzim hidrolizi (5 saat ve 24 saat) kromatogrami
(enzim miktar1:40 pg)

4.4 Ruscus Aculeatus Ekstresinin Mikroreaktorde Enzimatik Hidrolizi

100 100
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Sekil 4. 30 Ruscus aculeatus ekstresine ait aljinat-silika hibrit monolitik mikroreaktorde gerceklestirilen
enzimatik hidroliz kromatogrami (100, 200 ve 300. ‘i dakikalara ait)
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Cizelge 4. 5 HPLC kromatogramina gore pik alanlar

Pik Kalis stiresi (dk) Pikin alan1 (%)
HRUS AO (initial ) 7.5 84.75
HRUS2-1 (100 min) 7.5 -
HRUS2-2 (200 min) 7.5 75.45
HRUS2-3 (300 min) 7.5 78.92

Sekil 4. 31 Ruscus tiiriine ait saponin molekiilii
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Sekil 4. 32 Ruscin

Ruscus Aculeatus ekstresinin aljinat-silika tiirevli mikroreaktor igerisinde
hidrolizi 1 pl/dk akis hizinda gergeklestirimistir. Hidroliz sonucunda
kromatogramlarda 7.5 dakikada pik goriilmektedir. Aglikonlar elde edilemese de
bu pik bir sekeri kopmus ara iriin olarak degerlendirilebilir. Ara {irliini
tanimlayabilmek i¢in yap1 tayini  gereklidir. Sekil 4.30’daki HPLC
kromatograminda ise ilk kalis siiresi sonunda (100 dk) pik olusumu goériilmezken,

ikinci kalis siliresinin sonunda % 75.445°1ik alana sahip pik, {i¢iincii kalis stiresi
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sonucunda % 78.915’1ik alana sahip pik goriilmektedir. Sonuglar, mikroreaktorde

pNPG ile yapilan hidroliz sonuglariyla paralellik gostermektedir.

Ruscus tiirlerinden izole edilen steroidal saponinler spirostan
prosapogeninlerdir, C-1’e bagl olarak seker zinciri tasirlar, furostanoller C-1’de
seker zinciri tasir ve C-26’da D-glukoz bulunur. Spirostan prosapogeninler
neoruskogenin ve ruskogenin olarak adlandirilan aglikonlar igerirler. Spirostan
prosapogeninler, C-26’da D-glukoz bulunduran furostanol saponinlerden kéken
alirlar. R. aculeatus 'un furostanol saponinleri 25-27 pozsyonunda ¢ift bag igerirve
ruskozid ve desglukoruskozid olarak adlandirilir (de Combarieu et al., 2002). Bu
calismada, R. aculeatus ekstre saponinlerinin (Sekil 29) B-glukozidaz ile hidroliz
sonucu biiyiik ihtimalle ruscin (Sekil 30) elde edilmistir. Molekiiliin kesin olarak

tanimi i¢in yap1 tayini yapilmasi gerekmektedir.

Aljinat-silka hibrit tiirevli mikroreaktdrde gergeklestirilen hidroliz umut verici
bir sonugtur ¢iinkii 40 pg enzim miktar1 ile 24 saat gerceklestirilen enzimatik
hidrolizde doniisiim elde edilememistir. Fakat mikroreaktorde gergeklestirilen
hidrolizde ara iirline ulagilmistir. Bu sonuglar, yiizey alanini arttirmasi, kiitle ve 1s1
transferinin hizli gerceklesmesi gibi 6zelliklere sahip mikroakiskan sistemlerin

enzimatik hidrolizde avantajini ortaya koymaktadir.
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5 SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasi kapsaminda enzim immobilizasyonu i¢in i¢ jellesme
yontemi ile aljinat-silika hibrit jel formiilasyonu gelistirilmistir. Homojen bir
yapiya sahip olan aljinat-silika jel, ayn1 zamanda jellesme siiresinin kontroliinii
saglamasi ac¢isindan biyomolekiillerin immobilizasyonunda ve mikroakiskan

sistemlerde kullaniminda avantaj saglamaktadir.

Yiiksek biyouyumluluga sahip 3 boyutlu aljinat-silika hibrit monolitler sadece
enzim  immobilizasyonu = uygulamalari  i¢cin  degil aym1  zamanda
mikroorganizmalarin immobilizasyonu, hiicre terapisi ¢alismalar1 ve yapay organ
tasarim1 gibi cesitli doku miihendisligi ¢aligma alanlarinda da kullanimi

mumkindiir.

Ruscus Aculeatusun enzimatik hidrolizi aljinat-silika hibrit monolit tiirevli
mikroreaktorde gerceklestirilmistir ve hedeflenen aglikon forma ulasilamasa da

mikroreaktordeki enzimatik hidroliz sonucu ara {iriin elde edilmistir.

Fakat bu sonuglar calisilan parametrelerin optimizasyonu (farkli akis hizlari,
farkli mikroreaktdor hacmi ve mikroreaktdr tasarimlari gibi..) ile aglikona

ulagabilme ihtimalini gli¢lendirmektedir.
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