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OZET

BETA-GLUKOZIDAZ VE BETA-KSILOZIDAZ ENZIMLERININ
MANYETIK NANOPARTIKULLER UZERINE IMMOBILIZASYONU VE
ILAC ONCUL MOLEKULLERIN BIYOTRANSFORMASYONUNDA
KULLANILMASI

SIMSEK, Biirde

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Gaye ONGEN OZGEN
Agustos 2021, 100 sayfa

Sikloastragenol, Astragalozit IV ve Astragalozit V11 sikloartan glikozitlerinin
kimyasal olarak hidrolizi ile elde edilebilmektedir. Bu hidroliz prosesi bir¢ok yan
iirtin olusumuna yol agtig1 ve giderilmesi zor kimyasal atik ytikii getirdigi i¢in yesil
hidroliz yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Enzimler, tekrar kullanilabilirligi,
uygun pH ve sicaklikta ¢aligmalar1 ve alt akim islemlerinin kolaylig1 sayesinde
biyotransformasyonlar i¢in etkili bir aragtir. Ancak enzimlerin piyasa degerlerinin
yiiksek olmasi, kullanmildiklar1 uygulamalar1 ekonomik olarak kisitlamaktadir.
Enzimlerin immobilizasyon yolu ile hidroliz performanslarini kaybetmeden tekrar

kullanilabilir hale getirilmesi bir ¢dziim stratejisi olarak sunulabilir.

Bu tez calismasinda, B-Glukozidaz (Aspergillus niger) ve B-Ksilozidaz
(Selenomonas ruminantium) enzimlerinin FesOs manyetik nanopartikiiller (MNP)
tizerine kimyasal immobilizasyonu gergeklestirilmistir. MNP  yiizeylerinin
modifikasyon asamalarinda 3-Aptes ve gluteraldehit kullanilmistir. Enzim
immobilizasyonu sonucu B-Glukozidaz’in geri kazanilan aktivite yiizdesi %67.0, -
Ksilozidaz’in %38.5 olarak hesaplanmistir, 15. kullanimda immobilize f-
Glukozidaz aktivitesini ortalama %59.7, immobilize B-Ksilozidaz ortalama %21.4
korumustur. Immobilize enzimler igin en iyi depolama kosullarimn, Korunan

ortalama %87.85 aktivite ile deiyonize suda +4°C’de oldugu belirlenmistir,



viii

immobilize enzimler aktivitelerini 4 haftalik depolama sonucunda serbest

enzimlere gore 3 kat korumustur.

Gergeklestirilen HPLC analizleri sonucu, ASTVII molekiiliiniin sadece
immobilize B-Glukozidaz kullamimi ile %4.45, immobilize B-Glukozidaz ve p-
Ksilozidaz kullanimi ile %4.32 verimle ASTIV molekiiline dontistigi

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Enzim immobilizasyonu, B-Glukozidaz, B-Ksilozidaz,

manyetik nanopartikiil, biyotransformasyon, Astragalozit IV, Astragalozit V1l



ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF BETA-GLUCOSIDASE AND BETA-XYLOSIDASE
ENZYMES ON MAGNETIC NANOPARTICLES AND THEIR USE FOR
BIOTRANSFORMATION OF PRODRUG MOLECULES

SIMSEK, Biirde

MSc in Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Gaye ONGEN OZGEN
August 2021, 100 pages

Cycloastragenol can be obtained by chemically hydrolysis of the cycloartane
glycosides of Astragaloside IV and Astragaloside VII. Green hydrolysis methods
are needed because this hydrolysis process leads to the formation of many by-
products and chemical waste that is difficult to remove. Enzymes are an effective
tool for biotransformations due to their reusability, operation at appropriate pH and
temperature, and ease of downstream processing. However, enzymes restricts their
applications economically. Making enzymes reusable by immobilization without

losing their hydrolysis performance can be presented as a solution strategy.

In this thesis, chemical immobilization of B-Glucosidase (Aspergillus niger)
and B-Xylosidase (Selenomonas ruminantium) enzymes on Fe3Os magnetic
nanoparticles (MNP) was performed. 3-Aptes and glutaraldehyde were used in the
modification stages of MNP surfaces. The recovered activity percentage of
immobilized B-Glucosidase was calculated as 67.0%, and P-Xylosidase was
calculated as 38.5%. In the 15th use, the immobilized B-Glucosidase activity
preserved an average of 59.7%, and the immobilized B-Xylosidase an average
0f21.4%. It was determined that the best storage conditions for immobilized

enzymes were at +4°C in deionized water with a preserved average activity of



87.85%. After 4 weeks of storage, the activities of immobilized enzymes were
preserved 3 times compared to free enzymes.

As aresult of the HPLC analysis, it was determined that the ASTVII molecule
was converted to ASTIV molecule with a yield of 4.45% only with the use of
immobilized B-Glucosidase, and 4.32% with the use of immobilized B-Glucosidase
and B-Xylosidase.

Keywords: Enzyme immobilization, B-Glucosidase, f-Xylosidase, magnetic

nanoparticle, biotransformation, Astragaloside 1V, Astragaloside VII
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1. GIRIS

[lag ham maddeleri giiniimiizde fermantasyon, yar1 sentez, sentez gibi farkl
metotlarla iiretilmektedir. Bunlarin yaninda bitkisel ve hayvansal kokenli olup
ekstraksiyon ve damitma yoluyla iretilen ilag ham maddeleri de mevcuttur.
Uretilen ham maddeler ilag veya ilag dnciil molekiiller olarak kullanilmaktadir
(Rautio vd., 2008). Ilag 6nciil molekiillerin enzimatik ve / veya kimyasal
transformasyonlar1 sonucu farmasotik etkileri artmus, ilag ham maddeleri olarak
kullanima uygun metabolitler olusur (Jum’ & Karaman, 2014; Padmavathy &
Saravanan, 2017).

Saponinler, yiiksek molekiil agirligina sahip bir triterpenik ya da steroidal
cekirdek tiizerinde seker tniteleri tasiyan ve bitkiler dleminde genis yayilim
gosteren sekonder metabolitlerdir. Saponince zengin bitkiler geleneksel tipta
yiizyillardir bilinmekte ve ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Kuban,
2010). Sadece fotosentetik Okaryotlar tarafindan {iretilen sikloartan tipi
triterpenoitler (9B,19-siklolanostan) ilk defa Astragalus bitkisinde tanimlanmustir.
Bu grup bilesikler yoniinden zenginlikleri ve 06zellikle molekiiler diizeyde
biyoaktivitelerinin ortaya konulmasi Astragalus tiirlerini ilgi odagi haline
getirmistir. Sikloartanlarin ve yari-sentetik tlirevlerinin biyolojik aktiviteleri
ozellikle kolesterol diisiiriicii, antikanserojen ve immiinomodiilator etkileri ile 6n

plana ¢ikmaktadir (Bedir vd., 2000; Mamedova ve Isaev, 2004).

Telomerler, kromozomlarin uclarinda bulunan tekrarli DNA dizileridir ve her
hiicre boliinmesinde kisalirlar. Boliinme ile olusan yeni hiicrelerin muhtemelen
hasarl1 ve yanlis kopyalanmasina sebep oldugu diisiiniilen bu durum, ayn1 zamanda
hiicrenin boliinme kapasitesini diisiirerek hiicrenin fonksiyonunu kaybetmesine,
yaslanmasina ve 6lmesine sebep olur (Dow ve Harley, 2016). Harley vd. (2013)
yaptiklari galisma ile gida takviyesi olarak alinabilecek bazi besinlerin, telomerlerin
yeniden ingasini saglayan telomeraz enzimin aktivitesini arttirdigini saptamistir.
Saglikli hiicrelerin DNA’larindaki telomerleri uzatabildigini ve yeni olusan
hiicrelerdeki telomer uzunluklarmi  arttirdigini, telomer kisalmalarini tamir
edebilecegini ve kisalma hizlarimi azaltabilecegini belirtilmistir. Yeni olusacak

uzun telomerli hiicrelerin yaglanmay1 geciktirecegi ortaya konulmustur (Cappello,
2014).



Astragalus sikloartan glikozitin aglikonu olan Sikloastragenol’iin
(Cycloastragenol=CA) telomeraz aktivatorii oldugu kesfedilmistir (US Patent
7846904 B2 (Calvin vd., 2007)). Geron firmasi1 (2004) Astragalus membranaceus'ta
telomeraz aktivatorii bu bilesigin varligin1 kesfetmis ve bilesik TA Sciences
tarafindan lisans1 alinarak 2007 yilinda TA-65 ticari ismiyle yaglanmay1 geciktiren
(anti-aging) bir iirlin olarak gida takviyesi piyasasina arz edilmistir. TA-65 hali
hazirda piyasadaki dogal kokenli tek telomeraz aktivatoriidiir. Gergeklestirilen
randomize ¢ift kor plasebo kontrollii klinik ¢alisma sonucunda {iriinle iligkili
herhangi bir toksik etki gdstermeden TA-65’in insanda telomerleri uzattigi ve

saglikli yaslanmaya katki yaptigi saptanmistir (Salvador vd., 2016).

TA-65’in makular dejeneresyon tedavisinde de etkili oldugu randomize

plasebo kontrollii klinik bir ¢caligma ile ortaya konmustur (Dow ve Harley, 2016).

Sikloastragenol (CA) ve astragenol (AG)’iin de i¢inde bulundugu bilesiklerin
kozmetik amagli kullanimryla ilgili de patentler mevcuttur (US 20070154435 Al;
WO 2005000248, US 9248088 B2 (Alto, 2007)).

Cin ve Kanada’da tiretilerek ticareti yapilan ve iilkemizde de yiiksek saflikta
ve rekabetci fiyatlarla tiretilen iki sikloartan molekiilii, Tiirkiye’de ihracati yapilan
katma degeri en yiiksek bitkisel kaynakli saf maddelerdir (Telomeraz Aktivatorii
Astragalozit 1V ve Sikloastragenol; Ticari son iiriin ismi: TA-65) olarak 5.000—
16.000 USD/kg fiyat araliginda A.B.D.’ye ihra¢ edilmektedir (Uretici firma:
Bionorm Dogal Uriinler San. Tic. Ltd. Sti.). Astragalozit VII (Astragalozit=AST),
thracati yapilan bilesiklerle ayni1 kimyasal gruptan (sikloartan saponin) olup
tridesmozidik yapiya sahip oldugu tespit edilen ilk triterpenik saponindir.
Tiirkiye’de Astragalus tiirlerinden de elde edilerek tizerinde ileri arastirmalar halen
devam etmektedir. Nitekim ASTVII’nin Astragalus koklerindeki immiinostimulan

etkisi en yiiksek bilesiklerden biri oldugu ortaya konulmustur (Yesilada vd., 2005).

CA, ASTIV ve ASTVII gibi sikloartan glikozitlerin kimyasal olarak hidrolizi
(asidik/bazik) ile elde edilmektedir. Bu hidroliz prosesi bir¢ok yan {iriin olusumuna
yol agtig1 ve giderilmesi olduk¢a zor kimyasal atik yiikii getirdigi i¢in yesil hidroliz
yontemlerine ihtiya¢ vardir. Enzimler, enerji gereksinimlerinin ve isletme

maliyetlerinin diisiik olmasi, atik liretimlerinin az olmasi ve basitlestirilmis liretim



yollar1 ile ilag, enerji, yiyecek ve igecek endiistrilerinde biyotransformasyon
caligmalar1 i¢in tercih edilir hale gelmislerdir (Chapman vd., 2018; Gupta vd.,
2011).

Gilinimiizde ilag 6nciil molekiillerin  biyotransformasyon yoluyla
sentezlenebilmesi i¢in mikrobiyal ve enzimatik reaksiyonlar kullanilmaktadir. CA
molekiiliiniin biyotransformasyonu i¢in mikrobiyal transformasyon tekniginin
denendigi ¢alismalarda (Kuban, 2010; Kuban vd., 2013) islem siiresi uzundur ve
islem steril ortamda siirdiiriilmek durumundadir. Bunlarin yaninda mikrobiyal
biyotransformasyonda olusan metabolitler alt akim islem basamaklarini gerekli
kilmakta ve bu durum dretim maliyetini arttirmaktadir. Enzimler, tekrar
kullanilabilirligi, uygun pH ve sicaklikta ¢aligmalar1 ve alt akim islemlerinin
kolaylig1 sayesinde biyotransformasyonlar i¢in etkili ve daha ekonomik bir yontem
sunmaktadir. Literatirde CA molekiiliiniin {retimi igin serbest enzimlerin

kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur (Li vd., 2019).

B-Glukozidazlar (B-D-glikozit glikohidrolazlar, EC 3.2.1.21) ve B-
Ksilozidazlar (1,4-B-Ksilozidaz, EC 3.2.1.37) tarafindan gergeklestirilen
biyotransformasyon uygulamalari, ginsenosidler, radix astragali saponinleri ve
flavonoidleri gibi bilesiklerin hidroliz ¢alismalarinda giin gectikge odak noktasi
haline gelmeye baglamistir (Li vd., 2019). B-Glukozidaz ve B-Ksilozidaz enzimleri,
glikozit baglarinin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Bu iki enzimin glikozitleri
hidroliz etmesi sonucu glikoz ve ksiloz uglar ayrilir, ilag 6nciil aglikon molekiilleri
ac1ga ¢ikar. Bu mekanizma biyotransformasyon reaksiyonlarinin 1. fazina dahildir
(Acar, 2013; De Alencar Figueira vd., 2011; Polizeli vd., 2005; Poutanen ve Puls,
1988).

Gilinlimiizde biyotransformasyon reaksiyonlari i¢in tercih edilmeye baglanan
bu enzimlerin piyasa degerlerinin yiiksek olmasi, kullanildiklar1 uygulamalari
ekonomik olarak kisitlar. Enzimlerin hidroliz performanslarini kaybetmeden tekrar

kullanilabilir hale getirilmesi bu kisitlamaya bir ¢6ziim stratejisi olarak sunulabilir.

Immobilizasyon uygulamalari, enzimlerin tekrar kullanilabilmelerini, siirecin
etkili bir sekilde kontrol edilebilmesini ve enzim kayiplarim1 6nlemeyi olanakli

kilarken ayn1 zamanda sistemin tasarimini ve alt akim islemlerini kolaylastirir.



Zaman, yer ve isgilikten tasarruf edilmesini saglar (Chapman vd., 2018).
Immobilizasyon islemleri igin kimyasal ve fiziksel olarak cesitli yollar
izlenmektedir. Kimyasal immobilizasyon oOrneklerinden biri olan kovalent
baglanma ile immobilizasyon, enzimler i¢in kararli bir baglanma sunar. Kovalent
bagli enzimler baglandiktan sonra destekten ayrilmazlar, bu nedenle enzimlerde
aktivite kaybmin yasanmamasi igin destege aktif kisimlarindan baglanmamis

olmalar1 6nemlidir (Sankpal ve Kulkarni, 2002).

Enzimlerin manyetik nanopartikiiller (MNP) iizerine kovalent olarak
immobilize edilebilmeleri i¢in nanopartikiil ylizeylerinde reaktif gruplarin
bulunmas1 gereklidir. Gerekli reaktif gruplar1 elde edebilmek icin Yiizey
aktiflestirme islemleri uygulanir ve yiizeyde amino, karboksil, hidroksil, siilfidril
gruplart olusturulur. Siyanojen bromu, karbodiimit, aminoalkiledoksisilan,
gluteraldehit, epiklorhidrin gibi o6zel reaktifler, destek {izerindeki fonksiyonel
grupla bag olusturabilmek i¢in kullanilan baglanma ajanlarindandir (Vakil
Nasliyan, 2012). Manyetik materyallerin immobilizasyonu teknik olarak daha hizli
ve uygulama olarak daha kolaydir. Bu materyaller, manyetik 6zellikleri sayesinde
kullanildiklar1 islem sonunda miknatis ile ortamdan cekilebilirler. Sagladiklar
uygulama kolayligi, pahali saflagtirma islemlerinin sebep oldugu tiretim maliyeti

artisini 6nleyebilir (Acar, 2013).

Bu c¢alismada B-Glukozidaz ve p-Ksilozidaz enzimlerinin manyetik
nanopartikiiller tizerine kovalent immobilizasyonu gergeklestirilmis ve immobilize
edilen enzimlerin ASTIV ve ASTVII molekiillerinin CA molekiiliine

biyotransformasyonunda kullanilabilirligi aragtirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Enzimler

Enzimler, aminoasitlerin peptit baglari ile birbirlerine baglanmasi ile olusan
biyolojik molekiillerdir. Protein yapidaki bu molekiiller Katalitik aktivite i¢in
gerekli olan ve kofaktor olarak adlandirilan protein harici bilesenler de igerebilirler
(Arsalan ve Younus, 2018). Yapilarindaki ana zincirde, karbon (C) atomlarina bagh
hidrojen (H) atomlari, amino grubu (-NH>) ve karboksil grubu (-COOH) bulunur.
Bu yap1 enzimlerin birincil yapisidir ve ileriki kompleks yapilardan sorumlu olup
enzim aktivitesini dogrudan etkilerler. Polipeptit haldeki enzimlerin sahip olduklari
oksijen atomlari (O), amino gruplari (NH) ile hidrojen baglarini olusturur, olusan
hidrojen baglar1 kivrimli a-helixleri ve diiz B-sheetleri meydana getirir, ana zincirin
keskin doniis yaptig1 boliimler B-turnler olarak adlandirilir boylece sekillenmeye
baslayan enzimlerin ikincil yapilar1 olusmus olur (Talens-Perales vd., 2015).
Ugiinciil yapr ise zincirdeki radikal gruplarin etkisiyle ortaya ¢ikar ve enzime 3
boyutlu yapisim kazandirir. Iyonik baglar, hidrojen baglari, van der Waals
etkilesimleri ve suyun etkisiyle bir araya toplanan hidrofobik gruplar igiinciil
yapinin olusmasini saglar (Kotzia vd., 2012). Enzimlerin ti¢iinciil yapilari, kovalent
olmayan baglanmalar yoluyla dordiinciil yapilar adi verilen daha karmagik
diizenleri olusturur. Protein yapisinin dort seviyesi Sekil 2.1°deki gibi; birincil yap1
(amino asit dizisi), ikincil yap1 (konformasyon), liglinciil yap1 (polipeptit zincirinin
genel katlanmasi) ve dordiinciil yapr (coklu polipeptit zincirlerinin spesifik

birlesimi) olarak 6zetlenebilir (N. H. C. S. Silva vd., 2014).

Birincil yap1 ikincil yap1 Uciinciil yapi Dérdiinciil yap1
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Sekil 2.1 Protein yapilarinin dort seviyesi (Gorsel kaynaktan uyarlanmustir.) (N. H. C. S. Silva vd.,
2014)



Enzimler katalizledikleri reaksiyonlara gore oksidorediiktazlar, transferazlar,
hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar, ligazlar ve translokazlar olmak tizere yedi sinifa
ayrilmistir. Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi'nin (IUBMB)
enzimler i¢in yayinladigi terminoloji, 3196 farkli enzim hakkinda bilgi
icermektedir. Enzimlerin genel olarak adlandirilmasi Enzim Komisyonu'ndaki (EC)
seri numaralara gore yapilir, ilk numara enzimin smifin1 ifade ederken diger
numaralar alt siniflar1 gdsterir (Porto de Souza Vandenberghe vd., 2020). Ornegin

Beta-D-glukozit glukohidrolaz’in EC numaras: ‘3.2.1.21 seklindedir.

Enzimler biyolojik katalizorlerdir ve katalizledikleri reaksiyonlarin meydana
gelebilmesi i¢in substratlarinin yeterli aktivasyon enerjisine sahip olmasi gerekir.
Enzimler reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diisiirerek daha diisiik bir enerjiyle
gerceklesmelerini saglar. Reaksiyonlarin hizlarini yiizlerce kat arttirabilirler ve
reaksiyonlardan etkilenmeden ¢ikarlar, bu sayede tekrar kullanilabilirler(Kotzia
vd., 2012; N. H. C. S. Silva vd., 2014). Substratlarina 6zel olarak ¢alisirlar, sicaklik,
pH gibi cevresel sartlardan, ortamin substrat konsantrasyonundan, organik
cozeltilerden, ortamda bulunan inhibitorlerden ve aktivatorlerden etkilenirler
(Talens-Perales vd., 2015).

Reaksiyon kosullarinin kolayca ayarlanabilmesi, substratlarina 06zgii
olmalar1, ¢evresel ve fizyolojik toksik etkilerinin diisiik olmasina kadar uzanan
cesitli avantajlar1 nedeniyle biyoteknolojik iiretimler i¢in kullanilan enzimler,
yiiksek verimli biyokatalizorlerdir. Enerji  gereksinimlerinin  ve igletme
maliyetlerinin diisiik olmasi, atik liretimlerinin az olmasi ve basitlestirilmis tiretim
yollar1 ile ilag, enerji, yiyecek ve igecek endiistrileri igin biyotransformasyon
caligmalarinda tercih edilir hale gelmislerdir (Chapman vd., 2018; Gupta vd., 2011).
Endiistriyel enzimlerden protein disiilfit izomeraz sa¢ sekillendirmede (Gray,
2001), pektat liyaz pamuk temizlemede (Esteghlalian vd., 2007), lipaz yagh
lekelerin ¢ikarilmasi i¢in ¢amasir deterjanlarinda (Houde vd., 2004), katalaz atik su
aritmalarinda (Hos ve Frost, 1994), glukoz oksidaz yiyeceklerin raf 6mriiniin
uzatilmasinda (FIELD vd., 1986), transglutaminaz yogurt ve krem santide doku
iyilestirmede (Ziarno ve Zargba, 2020) kullanilir. Enzimlerin endiistriyel
uygulamalar disinda organik molekiillerin eldesinde, tedavilerde, analitik

Ol¢iimlerde, gida analizlerinde, genetik miihendislik ¢alismalarinda kullanimlar



mevcuttur (Aehle vd., 2007). Grand Wiew Reaserch'iin endiistriyel enzimler
tizerine gerceklestirdigi pazar arastirmasina gore enzimlerin uygulamalarina gore
enzim pazarindaki paylar1 Sekil 2.2°de verilmistir. Arastirmaya gore 2019'da 5,6
milyar ABD Dolar1 degerinde olan kiiresel endiistriyel enzim pazar paymin
2020'den 2027'ye kadar yillik %6,4 biiylime oraninda (CAGR) biiyiimesi
beklenmektedir. Business Communication Company (BCC) Research 2017 yilinda
enzimler i¢in gerceklestirdigi market arastirmasinda endiistriyel enzimlerin pazar
payindaki artiglarin, asir1 atik tiretimi sebebiyle para cezalarina maruz kalan tekstil,
kagit, deri ve biyodizel endiistrilerin, teknik enzim {iiretimine dogru kayma

yasamalar1 sonucu ortaya ¢ikabilecegini ifade edilmistir (Chapman vd., 2018).

l Uygulama alanlarina goére kiiresel endiistriyel enzimlerin pazar paylari, 2019 (%)
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Sekil 2.2 Uygulama alanlarina gore kiiresel endiistriyel enzimlerin market paylar1 (Gorsel kaynaktan
uyarlanmigtir, Kaynak: Grand Wiew Reaserch)

2.1.1 Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi, enzimatik reaksiyonlarin hizlarini ve bu hizlarin etkilendigi
cesitli faktorlerin incelenmesini ifade eder. Degisen kosullarin enzimatik
reaksiyonlar1 ne sekilde etkiledigi ve bu etkinin matematiksel olarak ifadesi enzim

kinetiginin kapsamini olustur (Soetan vd., 2010).

Enzimatik reaksiyonlarda enzim [E] ve substratin [S] bir araya gelerek
olusturdugu yap1 enzim-substrat kompleksi [ES] olarak ifade edilir. Bu kompleksin

olusumu ¢ift tarafli bir reaksiyondur. ‘k’ ile ifade edilen birimler bu reaksiyonlarin



hiz sabitleridir. Reaksiyon nihayetinde olusan iiriin [P] ile ifade edilir. Enzimler
reaksiyonlardan etkilenmeden ¢iktiklari i¢in [E] olarak kalir (Kotzia vd., 2012).

Enzimatik reaksiyon denklemi:

E+5=E5—E+PF
KF Keat
Kr

Birim zamanda olusan iiriin miktar1, reaksiyon hizi (v) olarak kabul edilir.
Reaksiyon boyunca substratin tiiketim hizi, iiriiniin olusum hizina esittir. Uriin ve
substrat konsantrasyonlarinda meydana gelen degisim takip edildiginde zamanla

birinin azalan digerinin artan bir grafik ¢izdigi goriilecektir (Sekil 2.3).

—d[S] _ d[P]
Reaksiyon Hizi (v) = =1

dt dt

E+5=E5—FE+P
Kf Kecat

Kr

Substrat

Konsantrasyon

W

Zaman

Sekil 2.3 Enzimal reaksiyonlarda {iriin ve substrat konsantrasyonunun zamana goére degisimi

Reaksiyonda [ES] kompleksinin ortamdaki konsantrasyonunun sabitlendigi
varsayildiginda [ES] olusumu = [ES] yikimina esit olmus olur. Bu durum ‘k’ hiz

sabitleri ile ifade edildiginde:

Kf[E][S] = Kr[ES] 4+ Kcat[ES]

KfIEN[S] = [ES](Kr + Kcat)



[E][S] Kr+ Kcat
= = HKm

[ES] Kf denklemi elde edilir. Elde edilen Km degeri Michaelis

Menten Sabitidir. Bu sabit, reaksiyon hizinin yarisina denk gelen substrat
konsantrasyonudur. Km enzimler i¢in kimliksel bir deger olup enzimlerin
substratlarina baglanma afinitelerini ifade eder. Biiyiik Km degerine sahip olan
enzimler kiigiik Km degerine sahip olan enzimlere gére maksimum reaksiyon
hizlarina daha geg ulasirlar. Reaksiyon hizi enzim substrat kompleksinin Kcat hiz

sabiti ile hesaplanabilir.

a1P] = Kcat|ES
G - Keat[ES]
Reaksiyona giren enzimler etkilenmeden reaksiyondan ayrilir ve bu yiizden

reaksiyon boyunca enzim miktar korunur: T oplam enzim — Eo = E + ES

_ [E][s]
Km = [ES]
o _ [Eo— ESI(E] _ [Eo[s] ~ [ES][S] _ [Eo[s] _[S]

[ES] [ES] [ES] 1

Tim enzimlerin substrata bagli oldugu durumda: E =0.ES=Eo e

Vmax = Kcat[Eo] g|yr.

__ Vmax

Vo = — oldugu durumda Km = [5] olarak kabul edilir. Buradan:

E =Eo —E5 Vo = Kcat[ES] Vmax = Kcat[Eo] jgo

_ (Vmax[S])
(Km + [S]) genklemi elde edilir.

Bu denklem Michaelis-Menten denklemi olarak bilinir. Enzimatik

reaksiyonlarin matematiksel olarak ifade edilebilmesini ve enzime ait kinetik
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degerlerin hesaplanabilmesini saglar. Bir diger denklem ise Lineweaver-Burk

Denklemidir.

1 Km 1 1

= +
Ve Vmax [5] Vmax

Michaelis-Menten grafigini Sekil 2.4’te goruldiigi gibi elde etmek igin, artan
substrat konsantrasyonlar1 kullanilarak sabit miktarda enzim ile sabit sicaklikta
reaksiyon gergeklestirilir. Birim zamanda substrat konsantrasyonuna karsilik
olusturulan iriin konsantrasyonu ile bir grafik elde edilir. Bu grafikte x ekseni
substrat konsantrasyonunu [S] (M, mM vb.), y ekseni iriin olusum hizin1 [V]
(mol/dk, mM/dk vb.) gosterir. Belirli bir substrat konsantrasyonundan sonra
reaksiyon hizinin sabit kaldig1 gézlemlenir. Bu nokta enzimin Vmax’1 olarak kabul

edilir ve Vmax/2’ye karsilik gelen substrat konsantrasyonu Km degeridir

(Roskoski, 2015).

Vmax

Vmax/2

Reaksiyon Hizi

Km Substrat
Konsantrasyonu

Sekil 2.4 Michaelis-Menten Grafigi

1934'te Hans Lineweaver ve Dean Burk tarafindan agiklanan enzim Kinetik
denklemini Sekil 2.5’te gosterildigi gibi Lineweaver-Burk grafigi olarak elde
edebilmek igin, reaksiyon hizinin sabitlenecegi yere kadar artan substrat
konsantrasyonlart ile seri reaksiyonlar gerceklestirilir. Grafikte x eksenine 1/[S]
degerleri, y eksenine 1/[V] degerleri yazilir. Grafikten elde edilen ‘y= mx+c’ egim
denkleminde y=1/Vo, m= Km/Vmax, x= 1/[S] ve c¢=1/Vmax degerlerini verir
(Roskoski, 2015; Uwaha, 2015).
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Egim=Km/Vmax

T » 1/[S]

Sekil 2.5 Lineweaver-Burk grafigi

Enzimatik reaksiyonlarin hizlari, sicaklik ve pH’ta gergeklesen degisiklerden
etkilenir. Enzim miktarinin sabit oldugu durumda reaksiyon hizinin en yiiksek
oldugu belirli bir pH araligi vardir. Bu pH araligi, protein yapidaki enzimin sahip
oldugu iyonik gruplarin farkli formlar arasindan katalitik olarak en aktif oldugu
formu saglar. pH degisiminin enzimler {izerindeki etkisi enzim flizerinde bir
denatiirasyona sebep olmadig siirece tersine ¢evrilebilir (Talens-Perales vd., 2015).
Her enzimin optimum ¢aligtig1 bir sicaklik degeri vardir. Yiiksek sicakliklara maruz
kalan enzimlerde denatiirasyon sonucu geri doniilmez bir aktivite kaybi1 yasanabilir
(Aehle vd., 2007).

Ortamdaki substrat harici bilesiklerin yogunluklar1 enzimatik reaksiyonlari
etkiler. Bu etki reaksiyon hizini arttirma veya azaltma olarak kendini gosterebilir.
Azalticilar inhibitérler, arttiricilar aktivatorler olarak adlandirilirlar. Inhibitorlerler
tizerinde yapilacak calismalar ile enzimin substrat spesifikligi, aktif merkezin
fiziksel ve kimyasal yapisi, aktif merkezde rol oynayan fonksiyonel gruplar ve

enzimatik reaksiyonlarin kinetik mekanizmalari hakkinda bilgi edinilebilir (Kotzia
vd., 2012).

2.1.2 B-Glukozidaz ve p-Ksilozidaz

B-Glukozidaz (B-D-glukozit glikohidrolazlar, EC 3.2.1.21) (Sekil 2.6) ve B-
Ksilozidaz (1,4- PB-ksilozidaz, EC 3.2.1.37) (Sekil 2.7) glukozit baglarnin
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hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Hidroliz reaksiyonu sonucu molekiillerdeki
monomerik seker ug¢lar yapidan ayrilir (De Alencar Figueira vd., 2011; Polizeli vd.,
2005; Poutanen ve Puls, 1988).

Sekil 2.6 Paenibacillus polymyxa kaynakli B-Glukozidaz enziminin a) birincil yapisi, b)
ikincil yapist, c) digiinciil yapisi, d) dordiinciil yapis: (Talens-Perales vd., 2015).

B-Glukozidaz, bakteriler, funguslar, bitkiler, hayvanlar gibi tim canl
tirlerinde tiretilebilen ve gokca karsilasilan bir enzimdir. Reaksiyon frtinleri ile
ilag, kozmetik, gida, deterjan gibi endiistrilerde genis bir kullanim alanina
sahiplerdir. Cesitli glikozitleri hidrolize edebilme 6zellikleri ile birgok
biyoteknolojik islemde Kullanilma potansiyeli tasimaktadirlar (Ahmed vd., 2017).
Literatiirde B-Glukozidaz enzimi ile gergeklestirilen immobilizasyon calismalari
endiistriyel uygulamalardaki enzimatik verimin arttirilmasi, immobilizasyon
tekniklerinin  gelistirilmesi  ve  iyilestirilmesi  gibi  fakli  amaglarla
gerceklestirilmistir. Romo-Sanchez vd. (2014) sarap iiretiminde saraptaki kalite
gostergesi olan aromay1 saglamak i¢in yaptiklari ¢alismada, B-Glukozidaz enzimini
%0.25 gluteraldehit konsantrasyonu ile aljinat-Kitin, kitosan-kitin destekleri iizerine
adsorpsiyon, retikiilasyon ve ¢apraz baglanma—adsorpsiyon olmak iizere ii¢ farkl
yontemle immobilize etmistir. Caligmada sarap aromasi i¢in arzu edilen bilesiklerin

salinmasinda immobilize enzimler serbest enzimle ayni basariy1 gostermistir. Park
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vd. (2018) yaptiklar g¢alismada farkli polietilen glikol ara kol uzunluklari (MW:
200, 400, 1000) ve gluteraldehit capraz baglayict ile MNP iizerine
gergeklestirdikleri B-Glukozidaz enzim immobilizasyonu sonucu farkli ara kol
uzunluklarinin immobilize enziminin spesifik aktivitesinde meydana getirdigi
farkliliklarin ~ ihmal edilebilir  oldugunu belirtmistir. Hu vd. (2018)
gerceklestirdikleri ¢aligmada bicimsiz seliilloz iizerine immobilize ettikleri -
glukozidazi kullanarak olusturduklar1 sistem ile izoflavonun hidrolizini
gerceklestirerek aglikon molekiilleri tiretmislerdir. Olusturduklar1 diisiik maliyetli
sistemin biiyiik 6l¢ekli endiistriyel uygulamalar i¢in avantajli ve kullanislt oldugunu
ifade etmislerdir. Seliilloz kaynakli biyoyakit {iretim prosesi i¢in FezOas
nanopartikiiller izerine f-Glukozidaz immobilizasyonu gergeklestiren Y. Zhou vd.
(2013) yaptiklari ¢alismada immobilizasyon isleminin enzimlerin reaksiyon pH' ve
sicaklik araligini genislettigini, substratin erisilebilirliginin, termal stabilitenin ve
depolama stabilitesinin  arttigin1  belirtmistir.  Valenzuela vd. (2014)
gerceklestirdikleri calismada Trichoderma reesei’den elde edilen B-Glukozidaz
enzimini MNP iizerine immobilize ederek hidroliz reaksiyonunda seliilaz enzimini
desteklemek i¢in kullanmiglardir. Olusturulan sistem biyoetanol tiretim prosesleri
icin maliyeti disiirecek bir yontem olarak sunulmustur. Acar (2013) tez
caligmasinda mandalina meyvesinden saflastirilan ve karbodiimide ile MNPler
tizerine immobilize edilen B-Glukosidaz enzimini mandalina meyve suyu ile
muamele ederek meyve suyundaki aromatik kaliteye etkisi incelenmis ve sonug
olarak olusturdugu sistemin endiistriyel boyutta meyve sularinda aroma arttirici

sistemlerin bir basamag1 olarak potansiyel tagidigini belirtmistir.

Sekil 2.7 Geobacillus stearothermophilus kaynakli -Ksilozidaz enziminin yapis1 (Czjzek
vd., 2005).
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B-Ksilozidaz, ksilan hidrolizinin son iirinii olan D-ksiloz olusumuna kadar
merkezi bir role sahiptir. Bu nedenle [B-Ksilozidaz’in verimli bir sekilde
kullanilmas1 birgok biyoteknolojik ¢alismanin ana hedefi haline gelmistir. f-
Ksilozidaz’1t endistriyel olarak degerlendirebilmek i¢in bircok calisma
gerceklestirilmistir. Terrasan vd. (2017) bitki hiicre duvarlarinin ikinci ana bileseni
olan ksilan1 tamamen parcalayabilecek yiiksek aktivitede ve stabilitede
biyokatalizorler elde etmek amaciyla P. janczewskii'den hiicre dis1 elde ettikleri
mindr B-Ksilozidaz't (BXYL Il) ve bu fungusun ana B-Ksilozidaz’1 (BXYL 1)
glioksil agaroz jel iizerine kovalent olarak immobilize etmiglerdir. Calisma
sonucunda ayni enzimlerin serbest hallerine gore yiiksek sicaklikta, genis pH
araliginda ve uzun inkiibasyon sartlarinda stabil kalan immobilize B-Ksilozidazlar
elde etmislerdir. Fanchini Terrasan vd. (2016) calismasinda P. Janczewskii
kaynakli ksilanaz, B-ksilozidaz ve a-L-arabinofuranozidazin agaroz bazl destekler
lizerine ¢apraz baglama ile immobilizasyonunu  gergeklestirmis  ve
arabinoksilanlarin hidrolizindeki kullanimlar1 degerlendirmistir. Calismada ¢oklu
enzimlerin kullanim1 ile farkli arabinoksilan ve ksilandan dogrudan ksiloz
monosakarit olusumunu gergeklestirilmis ve ¢oklu enzimler igin es zamanli bir

protokol olusturulmustur.

Kolorimetrik monosakaritler, saflastirilmis veya ham enzim preparatlarinda
ekso etkili hidrolaz aktivitesinin sayisal Ol¢limii i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Renge (absorbansa) dayali aktivite dl¢iimlerini miimkiin kilan
monosakarit substratlar, monosakkarite bagli (- veya B-) kolorimetrik bir grup
(pNP/4-nitrofenol) igerir (Sekil 2.8). Kolorimetrik monosakkarit substratlar, ekso
etkili bir hidrolaz tarafindan hidrolize edildiginde, kolorimetrik gruplar ortama
salinir (Uyanik, 2008). Enzim aktivitesini durdurmak i¢in ortama alkali bir ¢6zelti
eklenir ve reaksiyon sona ermis olur. Renk yogunlugu, UV spektrofotometre
kullanilarak olciiliir ve dalga boyu olusan {iriin konsantrasyonu hakkinda bilgi

edinmemizi saglar (Acar, 2013).
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Sekil 2.8 pNPG ve pNPX substratlarindan B-Glukozidaz ve b-Ksilozidaz enzimleri ile pNP
olusumunun sematik gosterimi (ChemDraw®Ultra 12.0)

Bu calismadaki enzimlerin aktivite tayinleri i¢in kullanilan yontemin esast
enzimlerin kolorimetrik monosakaritleri olan pNPG (4-Nitrophenyl B-D-
glucopyranoside) ve pNPX (4-Nitrophenyl B-D-xylopyranoside) substratlarinin
enzimatik reaksiyon sonucu olusturduklart p-nitrofenoliin sodyum karbonatla
(Na2CO3) 400 nm civarinda spektrofotometrede Olgiilebilecek sar1 bir renk
olusturmasina dayanmaktadir (Li vd., 2019).

2.2 Enzimlerin Immobilizasyonu

Enzimlerin immobilize edilmesi, onlarin belirli bir alanda smirlandirilip
tutulmasi veya bir destek matrisine eklenmesi olayidir. Enzim immobilizasyonu ile
ilgili ilk bilimsel aragtirma, Nelson ve Griffin (1916) tarafindan mayadan ekstrakte
edilen invertaz ile gergeklestirilmistir. Nelson ve Griffin yaptiklar1 ¢aligma
sonucunda odun kdmiiriine adsorbe edilen enzimin dogal enzimle ayni aktiviteyi
gosterdigini agiklamistir (Chibata ve Tosa, 1983). Bu calisma ile enzim
immobilizasyon tekniklerinin ilerlemesinin yolu ac¢ilmistir. 1950'lerde ve
1960'larda  gelistirilen immobilizasyon teknikleri giiniimiizde  halen

kullanilmaktadir (Ashkan vd., 2021).

Enzimlerin immobilizasyonu sayesinde tek bir enzim grubunun tekrar

kullanim1 saglanabilir, enzim kayiplar1 Onlenebilir, protein yapisinin agilmasi
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kisitlanarak enzimin stabilitesi artabilir, enzimin ortamdan ayrilmasi ile reaksiyon
hizli bir sekilde kontrol edilebilir baslatilip durdurulabilir, sistemin tasarimi ve alt
akim islemleri kolaylasir, zaman, yer ve isc¢ilikten tasarruf edilir, elde edilen iirlin
enzimle kontamine olmaz ¢iinkii enzim immobilize haldedir. Kontaminasyonun
engellenmesi Ozellikle gida ve ilag endiistrisi i¢in biliyiik 6nem tasimaktadir

(Chapman vd., 2018; Kotzia vd., 2012; Sankpal ve Kulkarni, 2002).

Immobilize enzimlerin, hastaliklarin tan1 ve tedavileri, enzim yerine koyma
tedavileri, yapay hiicre ve organ calismalari, biyouyumlu yapay materyal
kaplamalar1 (Soetan vd., 2010), zirai ilagla kontamine olmus atiklarin aritilmasi,
agir metallerin ¢evreden uzaklastirilmasi (Chatterjee vd., 2019), tehlikeli kimyasal
gazlarin veya buharlarin nétralize edilmesi (Liao vd., 2014), biyo-afinite
kromatografisi ile proteinlerin saflastirilmasi, biyomolekiillerin saflastirilmasi ve
ekstrakte edilmesi, biyodizel tiretimi (M.M., 2011), yasam tespiti ve gezegen kesfi
(Kminek & Bada, 2006), biyosensor ve biyoreaktor gibi 6zgiinliik ve proses
boyunca devamlilik gerektiren biyoteknolojik tiriinlerin tiretiminde (Singh vd.,

2017) kullanimlar1 mevcuttur.

Enzim immobilizasyon islemleri fiziksel veya kimyasal yontemler izlenerek
gerceklestirilebilir. Kendi iginde baglama ajanlari ile birbirine baglanabilir,
destekler tizerine immobilizasyon i¢in iyonik, kovalent, afinite baglanmalar1 ve
adsorpsiyon yontemi izlenebilir, enkapsiile edilebilir. (Sekil 2.9) (Vaghari vd.,
2016).



Enkapsiilasyon

Adsorpsiyon \ ]

[ Ezim Immobilizasyon

Teknikleri
("
Kovalent Bag Biyomolekiil
¥ . .

J Capraz Baglanma

Kovalent Afinite
Baglanma Immobilizasyonu

Sekil 2.9 Enzim immobilizasyon teknikleri(Gorsel kaynaktan uyarlanmistir.) (Jun vd., 2019)

2.2.1 Capraz Baglanma

Herhangi bir destegin kullanilmadigi bu immobilizasyon igsleminde enzim
molekiilleri fiziksel veya kimyasal baglar ile birbirlerine baglanarak 3 boyutlu daha
biiyiik bir karmagik yap1 olusturur. Kimyasal ¢apraz baglanmada enzimler cesitli
capraz baglama ajanlar1 ile kovalent baglar olustururlar. Fiziksel capraz
baglanmalarda ise topaklastirici (flokiilasyon) ajanlar kullanilir (M.M., 2011).
Capraz baglanma islemlerinde, enzim molekiilleri arasinda olusturulan ¢apraz bag
yapisinin Sertligi artirarak enzimler stabilize edilir ve destege ihtiyag duyulmaz.
Ancak baglanma reaktifinin enzimlerin aktif bolgelerinden reaksiyona girmesi
durumunda aktivite kayb1 yasanabilir veya enzim tamamen inaktive olabilir. Ayrica
kullanilan baglanma reaktiflerinin yapilarindan dolay1 ¢capraz baglanma her enzim

icin uygun bir segenek olmayabilir (Singh vd., 2017).

2.2.2 Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, enzim ve tasiyict arasinda Van der Walls, iyonik ve hidrojen
baglar1 gibi fiziksel etkilesimlerle gergeklestirilen bir immobilizasyon tiiriidiir.
Baglanma zayiftir ancak enzimlerin yapilarindaki bozulma diger baglanma

tirlerine gore daha azdir. Dogal yapidaki bozulmanin azalmasi ile enzimlerin
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ozellikle aktif baglanma bolgeleri korunur, aktivite kayiplar1 azalir (JesionowsKi
vd., 2014). Kontrol altina alinamamis islemlerde proteinlerin asir1 yiiklenmesi
sonucu aktivite kayiplar1 gézlenebilmektedir. Zayif baglanmanin bir sonucu olarak
enzimlerin destekten ayrilip ortami kontamine etmesi ve zamanla aktivitenin
kaybolmasi gibi olumsuzluklarla karsilasiimaktadir. Ancak adsorpsiyon
islemlerinin dezavantaji olarak goriilen bu o6zellikler, immobilize enzimlerin
siklikla kullanildiklar1 sensor ve analiz cihazlarina geri doniistiiriilebilirlik ve

dayaniklilik saglamiglardir (Singh vd., 2017).
2.2.3 Kovalent Baglanma

Enzimlerin, desteklere kovalent baglanma ile baglandigi immobilizasyon
isleminde geri doniilmez giiclii bir bag olusturulur. Boylece bu teknik ile enzimlerin
destekten sizmasi Onlenmis olur. Kovalent baglanmalarda peptid ile modifiye
edilmis ytizeyler kullanilip enzimlerin hassas hizalamas1 saglanabilirse stabilite ve
yiiksek spesifik aktivite elde edilebilir (Singh vd., 2017). Ancak kovalent
immobilizasyonlarda baglar %100 kararli olmadigi igin, reaksiyon kosullarina
dayanikli hale getirilmemis immobilize enzimlerde dnemli dl¢lide aktivite kaybi
yasanabilmektedir. Kovalent baglanma ile immobilize edilmis enzimler, biiyiik
Olgekli endiistriyel proseslerde, biyosensorlerde ve afinite kromotografilerinde

duragan faz olarak kullanilabilmektedirler (Trevan, 1988).
2.2.4 Afinite iImmobilizasyonu

Afinite immobilizasyonu enzimlerin desteklere 6zgiil olmasi veya desteklerin
afinite ligantlariyla enzimlere 6zgiil hale getirilmesi ile gerceklesen biyomolekiiler
bir immobilizasyon metodudur. Kullanilan Van der Waals kuvvetleri, hidrojen bagi
ve kulombik kuvvetler gibi kovalent olmayan kuvvetler, enzimin yeniden
kullanilabilirligini arttirir. Kullanilacak matriste yapilacak gelistirmeler sayesinde

aktivitesi ve kararlilig1 arttirilmig enzim sistemleri elde edilebilir (Singh vd., 2017).
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2.2.5 Enkapsiilasyon

Enzimlerin, kovalent veya kovalent olmayan baglar yardimiyla jel veya lifler
gibi fiziksel bariyerler icinde tutuklanmasina enkapsiilasyon denir. Bu teknik, ¢oklu
enzim sistemlerinin hazirlanabilmesini ve sirali enzim reaksiyonlarinin
gerceklesebilmesini  saglar. Enzimlerin dogal yapilart korunur, bu sayede
aktiviteleri korunmus olur (Betancor ve Luckarift, 2008). Ancak olusturulan
sistemden enzim sizintisimm Onlemek ve diflizyon sinirlamasini azaltmak igin
membranin kalinligint ve gegirgenligini kontrol etmek zahmetlidir. Bu nedenle,
enkapsiilasyon teknolojisi endiistriyel alanda kullanima sahip immobilize

biyokatalizorlerin hazirlanmasinda daha az tercih edilmektedir (Lingiu Cao, 2005).
2.3 Immobilizasyon Destekleri

Enzim immobilizasyon desteklerinin zamanla ¢esitlenmesi, pargacik boyutu,
kimyasal islevsellik, ara kolun uzunlugu, gozeneklilik, enzimi gevreleyen mikro
¢evrenin hidrofilik-hidrofobik dengesi ve daha fazla 6zelligin uygulamaya 6zgi
secilebilmesine imkan saglamistir. Bu se¢im imkani, immobilizasyon c¢alismalari
i¢in biiyiik kolaylik saglamaktadir. Immobilizasyon uygulamalarinin endiistriyel
sistemlere uyarlanabilmesi igin desteklerin mekanik mukavemeti, kimyasal ve
fiziksel stabilitesi, maksimum enzim yiikii, enzim sizint1 durumu veya nihai iiretim
maliyetleri de dikkat edilen 6zelliklerdir (Sheldon ve van Pelt, 2013; Torres-Salas
vd., 2011). Demir oksitler, zeolitler, silika, aliimina enzim immobilizasyonlari i¢in
kullanilan inorganik desteklere 6rnek olarak verilirken, poliakrilamid, hidrojeller,
silika sol-jeller, biyopolimerler, modifiye polisakkaritler organik polimer
desteklere Ornek olarak verilebilir (Torres-Salas vd., 2011). Tablo 2.1°de
immobilizasyon destegi olarak kullanilan materyaller ve kullanildigi 6rnek

calismalar listelenmistir.
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Tablo 2.1 immobilizasyon destegi olarak kullanilan materyaller ve kullanildig1 érnek ¢aligmalar

Destek materyalleri

Kullanildig ¢aligmalar

Dogal Aljinat Ksantan-aljinat boncuklari ile iireaz
polimerler enziminin enkpsiilasyonu (Elg¢in, 1995)
Kolajen Alkalen fosfatazin gapraz baglama yontemi

ile kolajen yiizeyine immobilizasyonu
(Hanachi vd., 2015)

Kitosan ve Kitin

D-hidantoinazin kitin tizerine kitin
baglayict domain araciligiyla (Chitin-
binding domain) immobilizasyonu (Chern
ve Chao, 2005)

Karagenan

k-Karragenan hidrojelleri tizerine kovalent
baglanma ve tutuklama yontemi ile lipaz
immobilizasyonu

(Ttimtiirk vd., 2007)

Jelatin

Fenilalanin  amonyum liyaz  kovalent
baglanma ile polyester film (asetat) lizerine,
jelatine immobilizasyonu (Ates ve Dogan,
2010)

Seliiloz

B-Galaktosidaz’in iyonik sivi-seliiloz filme
kovalent baglanma ile immobilizasyonu

(Klein vd., 2011)

Nisasta

Nisasta jeli ile enzim immobilizasyonu
(Patent) (Otto vd., 1983)

Pektin

Glikoz oksidaz, mutarotaz, invertaz ve
askorbat oksidaz’in pektin bazli jele
immobilizasyonu (Jawaheer vd., 2002)

Sefaroz

Laktoperoksidazin (LPO) concanavalin A-
Sepharose 4B destegi lizerinde
immobilizasyonu

(Miroliaei vd., 2007)

Sentetik Iyon degisim
polimerler | regineleri/polimerler

Kitosan ve Amberlite MB-150 boncuklari
tizerine a-amilaz immobilizasyonu (Kumari
ve Kayastha, 2011)
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Tablo 2.1 (Devam) immobilizasyon destegi olarak kullanilan materyaller ve kullanildigi 6rnek

caligmalar

Destek materyalleri

Kullanildig1 ¢alismalar

Inorganik | Demir Oksit

materyaller

B-Glukozidaz’in (Fe3O4) nanopartikiiller {izerine

immobilizasyonu (Valenzuela vd., 2014)

Zeolit

Lizozimin ekstriidat seklindeki NaY zeolit

tizerine immobilizasyonu (Chang ve Chu, 2007)

Seramik

Kimyasal olarak modifiye edilmis ¢ift modlu
seramik kopiikler lizerinde lipazin

immobilizasyonu (Huang ve Cheng, 2008)

Diatomit

Sol-jel/ diatomit (celite) matrisine enkapsiilasyon

yoluyla ®-transaminazlarin immobilizasyonu
(Koszelewski vd., 2010)

Silika

Silika nanopartikiiller ~{izerinde o-Amilaz

immobilizasyonu (Soleimani vd., 2012)

Cam

Glukoz-oksidaz ve yaban turpu peroksidaz
enzimlerinin cam yiizeyler izerinde

immobilizasyonu (Costantini vd., 2013)

Aktif Karbon

Yiizey islevsellestirilmis mezogdzenekli aktif
karbon iizerinde asidik lipazin immobilizasyonu
(Ramani vd., 2012)

Komiir

Papain’nin adsorpsiyon yontemi ile aktif komiir
tizerinde immobilizasyonu
(Dutta vd., 2009)

2.3.1 Manyetik Nanopartikiillere Enzim immobilizasyonu

Immobilizasyon desteklerinin segimi, enzim immobilizasyonunda énemli bir

rol oynar. FesOs MNPler miknatis ile ortamdan kolayca ayrilabilme o6zellikleri

sayesinde immobilizasyon calismalari i¢in arastirmacilar tarafindan zamanla daha

fazla tercih edilir hale gelmistir (Zhang vd., 2016).
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MNP destekler iizerine yapilan enzim immobilizasyonlarinda nanopartikiil
yiizey alanin genis ve tiim ylizey alaninin kullanilabilir olmas1 birim ylizey alana
baglanan enzim molekiil sayisim1 artirmaktadir. Manyetik materyallerin
immobilizasyonu teknik olarak daha hizli ve uygulama bakimindan daha kolaydir
ve bu materyallerin immobilizasyon ortaminda dagilip, islem sonunda
manyetizmanin etkisi ile tekrar toplanabilme 6zelligi bulunmaktadir. Bu 6zelligin
getirdigi uygulama kolaylig1 pahali saflastirma islemlerinin sebep oldugu iiretim

maliyeti artisin1 6nleyebilir (Acar, 2013).

Enzim yapilarindaki lizin, arginin, glutamik ve aspartik asit kalintilari,
immobilizasyonlar i¢in yaygm olarak kullanilan fonksiyonel amino (-NH2),
karboksilik asit (-COOH), tiol (-SH) ve hidroksil (-OH) gruplarini igerir.
Immobilizasyon icin gerekli bu fonksiyonel gruplar nano destekler iizerine
gerceklestirilen yiizey modifikasyonlari ile olusturulmaktadir (Misson vd., 2015).
Yiizey modifikasyon islemleri ile ylizeyde amino, karboksil, hidroksil, silfidril
gruplar1 olusturulur. Destek tizerindeki fonksiyonel grupla bag olusturabilmek i¢in
siyanojen bromu, karbodiimit, aminoalkiledoksisilan, glutaraldehit, epiklorhidrin

gibi 6zel baglama ajanlar1 kullanilabilir. (Vakil Nasliyan, 2012).

Silanizasyon, titanyum, hidroksiapatit ve diger bir¢ok metal oksit yiizeyi gibi
hidroksil gruplar1 bakimindan zengin materyallerin yiizeyini modifiye etmek igin
kullanilan diisiik maliyetli ve etkili bir kovalent kaplama yontemidir. Silikon bazli
molekiillerin metal yiizeylere baglanmasi, metal yiizeylerdeki hidroksil gruplarinin
silikon atomlart ile kovalent olarak -Si-O-Si- baglarini olusturmasi ile gergeklesir.
Silanlanmis yiizey kolayca modifiye edilebilir (Boccafoschi vd., 2018). (3-
Aminopropil) trietoksisilan (APTES), silanizasyon siirecinde siklikla kullanilan bir
aminosilandir (Sekil 2.10).

0~ “CHs

AN L.
HsC O—§|—\\/\NH2
HaC._ O

Sekil 2.10 3-Aptes molekiiler yapist
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Silanizasyon uygulamalari, sentetik doniisiimlerde, eser metallerin miktarini
zenginlestirmede, yapay membranlar1 immobilize etmede, molekiiler tanimlamada,
kromatografik ayrimlarda ve biyokiitle hazirlama gibi c¢alismalarda silika
yiizeylerini modifiye etmek i¢in baslamis, metal oksit yilizeylerini modifikasyon
amaci ile uygulandigi ¢aligmalarla literatiirde fazlaca yer alir hale gelmistir (Xu vd.,

1997).

Gluteraldehit, biyokimya uygulamalarinda, SDS-PAGE, boyama veya
elektron mikroskobu 6ncesinde aminle reaktif homobifonksiyonel ¢capraz baglayici
ve sabitleyici olarak kullanilir (Sekil 2.11) Gluteraldehit gibi capraz baglama
ajanlar1 proteinlerde gerceklestirecekleri kimyasal modifikasyon ile proteinleri pH
inaktivasyonuna karsi proteinleri daha stabil hale getirebilir ve proteinlerin

termostabilitelerini arttirabilir(C. J. S. M. Silva vd., 2004).

O O

HWH

Sekil 2.11 Gluteraldehit molekiiler yapisi

Gluteraldehit, endiistriyel, tarimsal ve tibbi alanlarda laboratuvarlarda,
giinliik hayatta yiizeylerin ve ekipmanlarin dezenfekte edilmesi ve sterilizasyonu
i¢in kullanilir. Ornegin, petrol ve benzin boru hatlarinda, atik su aritiminda, kagit
endiistrisinde ve c¢esitli malzemelerin {iretiminde kimyasal bir ara {irlin olarak
kullanilmaktadir. Boya ve c¢amasir deterjani1 gibi iiriinlerde bulunabilmektedir

(National Center for Biotechnology Information, 2021).

Silanizasyon igleminden sonra enzimlerin modifiye edilmis yiizeye baglanma
tekniginin se¢imi yine enzimlerin karakteristik 6zelliklerine gore yapilmalidir. pH
degeri 8.0 iizerinde denatiire olan enzimlerin gluteraldehit ve karbodiimid gibi daha
diisiik pH degerlerinde, diisiik pH degerlerinde denatiire olan enzimlerin de ayni
sekilde yiiksek pH degerlerinde baglama islemleri gerceklestirilmelidir. Aktif
bolgeye baglanabilecek gruplar, baglanma sicakligi, iyonik kuvvet, enzimi denatiire
edebilecek veya baglanma reaksiyonunu engelleyebilecek parametreler dikkate

alinmasi gereken diger faktorlerdir (L. Cao, 2011).
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2.4 Ninhidrin Analizi

Ruhemann 1910 yilinda ninhidrinin, amino gruplari igeren amonyak (NH3),
amin (amino grubuna sahip —NH: sahip organik bilesiklerin) gibi molekiillerin sulu
cozeltileri ile mor bir renk olusturdugunu gozlemlemistir. Literatiire daha sonra
Ruhemann moru (Ruhemann's purple) olarak gegen bu renk sayesinde proteinlerin

analizi i¢in yeni bir yontem bulunmustur (Godsell, 1963; Ruhemann, 1910).

Ninhidrin, ylizeydeki -NH> uglarla reaksiyona girerek indirgenir. Ardindan
indirgenen ninhidrin ortamdaki ninhidrinle reaksiyona girer ve Ruhemann morunu
olusturur (Sekil 2.12) (Joseph, 2004; Luo vd., 2017). Analiz, bu yoénleriyle amino
gruplarmin tayini i¢in niteliksel ve niceliksel bir 6l¢iim yontemi olarak kullanilir.
(Calismada yapilan ninhidrin analizinde sonuclarin tutarli ¢ikmasi bu analizin

yiizeydeki -NH2 u¢larinin tespiti i¢in giivenilir bir yol oldugunu gdstermistir.
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Sekil 2.12 Yiizeyi silanlanmis manyetik nanopartikiillerin ninhidrin analizi reaksiyon semasi
(ChemDraw®Ultra 12.0)

2.5 Kati Faz Ekstraksiyonu

Kromatografik ayirma ve kiitle spektrometresi tekniklerindeki gelismelere
ragmen, Orneklerin bu analizler igin hazirlanmasi hala siirecin en Onemli
kisimlarindan biridir ve iyi analitik sonuglar elde etmek i¢in etkili numune

hazirlama esastir (Nafiez vd., 2012). ideal numune hazirlama yéntemleri hizli,
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dogru, kesin olmal1 ve numune biitiinliiglinii korumalidir. Numune iizerinde yapilan
islemleri azaltan, yiiksek konsantrasyon ve geri kazanim saglayan kati faz
ekstraksiyonu (Solid phase extraction-SPE) numune verimini arttirmak igin
kullanilan, kolay kullanimli ve giderek gelisen, hizli bir tekniktir. Bu teknik
analitlerin kat1 bir sorbent {izerine adsorbsiyonu ve ardindan sorbentten organik bir
solvente eliisyonunu igerir (Kyle, 2017). Sekil 2.13’te kat1 faz ekstraksiyon
prosediiriiniin sematik gosterimi verilmistir. Analit ve interferans maddelerinin
ayrilmasi ii¢ yolla gerceklestirilebilir: secici ekstraksiyon, se¢ici yikama veya secici

elisyon (Rodriguez-Mozaz vd., 2007).

Ticari olarak C2, C8, C18, iyon degisimi ve bunlarin kombinasyonlarindan
olusan karisik modlu sorbentler dahil olmak iizere bircok sorbent tiirii mevcuttur
(Kyle, 2017). Kat1 faz ekstraksiyon sorbentlerinin kimyasal yapilar1 iyon degisimi,
ters faz, HILIC (Hidrofilik etkilesimli sivi kromatografi) veya karisik mod olarak
kategorize edilir. Ters fazli sorbentlerde notr interferanslari ortadan kaldiracak olan
apolar yikama soliisyonlari, analitleri de atik olarak yikayacaktir. Buna karsilik
karigsik modlu sorbentler, ters fazli bilesene (apolar polimer veya silikaya bagli C18)
bir anyon veya katyon parcasi dahil edilerek olduke¢a secici hale getirilmistir. Bu
ikili islevsellik, siv1 faz1 ekstrakte etmek i¢in giiclii bir aragtir, apolar ¢ozeltilerle

yikama yapilirken yiiklii analitler iyon degisim pargasi ile tutulabilir (Stone, 2017).

ORNEK
SARTLAMA  YUKLEME YIKAMA ELUSYON

v a4

Ur 74 1 !

[ Analit » interferans * "]

Sekil 2.13 Kat1 faz ekstraksiyon prosediiriiniin sematik gosterimi (Gorsel kaynaktan uyarlanmustir.)
(Lucci vd., 2012)
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2.6 ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Ince tabaka kromatografisi (ITK), karisimdaki bilesenlerin sayisini
belirlemek, bir bilesigin kimligini ve safligin1 dogrulamak, ara iirtinlerin olusumunu
takip ederek reaksiyonun ilerleyisini izlemek, preparatif ayirmalar ig¢in ¢oziicii
bilesimi belirlemek ve fraksiyonlari analiz etmek i¢in kullanilir. Duragan ve
hareketli fazlarin bulundugu sistemlerde hareketli faz ile tasinan karisimlar duragan
faz igerisinden geg¢irilir. Her maddenin farkli bir tasima hizi olur ve bu sayede
ayrilma gerceklesir (Sajewicz vd., 2017). ITK’da duragan faz olarak lipofilik
maddeler i¢in: silika, aliiminyum oksit, asetillenmis seliiloz, poliamidler; hidrofilik
maddeler i¢in: seliiloz, seliiloz iyon degistiriciler, poliamid, ters fazli silika
kullanilir. Duragan fazlar cam, aliiminyum tabakasi veya sert plastikler lizerine ince
bir tabaka olarak yayilmis haldedir ve goriintiilemenin kolaylasabilmesi ig¢in
genellikle UV 1s18inda parlayan floresan bir madde igerirler (Waksmundzka-hajnos
vd., 2006).

Avantajlart:

e Ogrenilmesi kolay bir tekniktir.

e Hizl bir sekilde gerceklestirilir.

e Kullanima hazirdir, 6nceden kaplanmis tabakalar 6n isleme tabii
tutulmadan kullanilabilir.

e  Ornekler bilesenlerine ayrilmadan uygulanabilir.

e Birden fazla 6rnek ayni1 kromatogram {izerinde goriintiilenebilir.

e Kromatogramlar tek kullanimlik oldugu i¢in analiz sonrasi temizleme
vb. islemlerle yenilenmesine gerek kalmaz.

e Mobil faz tiikketiminin diisiik olmasi ve dolayisiyla hemen hemen
herhangi bir bertaraf sorunu olmamasi nedeniyle rutin kullanim i¢in
ekonomik bir tekniktir (Jork vd., 1990).

e Farkli analitler i¢in aym1 anda birkag tarama protokolii

gerceklestirilebilir (Poole, 2003).

Dezavantajlari:
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e TLC plakalarinda aymrma, diger kromatografik tekniklerle
karsilagtirildiginda sinirhidir.

e TLC'den elde edilen sonuglarin tekrart zordur.

e TLC acik bir sistem olarak ¢alisir; bu nedenle nem ve sicaklik gibi
bazi faktorler kromatogramin nihai sonucunu etkileyebilir.

e TLC, diisiik algilama limitleri i¢in kullanilamaz.

e Sadece nitel bir analiz teknigidir ve nicel bir teknik degildir (Sherma,
2004).

2.7 Istatiksel Deney Tasarim (SDoE- Statistical Design of Experiments)

Biyoteknolojik  optimizasyon  calismalarinda  tampon  ¢ozeltiler,
konsantrasyonlar, reaksiyon kosullar1 ve 6l¢iim teknigi gibi bircok faktor dikkate
alinmalidir. Tim faktorlerin geleneksel yaklasimlar kullanilarak incelenmesi
haftalar boyu siirebilecekken, deney tasarimi (DoE) yaklasimlari kullanilarak
birkag¢ giinde gergeklestirilebilir. Deney tasarimi sayesinde siire¢ hizlanir ve test
edilen degiskenlerin daha ayrintili bir degerlendirmesi saglanmis olur (Onyeogaziri

ve Papaneophytou, 2019). Zaman ve maliyet kaybinin 6niine gegilir (Carr, 2010) .

Deney tasarimi yaklasiminda oncelikle deneyi etkileyebilecek tiim kontrol
edilebilir faktorleri iceren bir tarama tasarimi kullanilir. En 6nemli faktorler
belirlenerek deneysel bir optimizasyon tasarimi ile devam etmektir. Yanit ylizeyi
metodolojisi matematiksel modeller ve egrilerle arastirmacilara  faktorler
arasindaki etkilesimler hakkinda fikir vermek ve tahmin etmelerini saglamak i¢in

tasarlanmigtir (Hanrahan vd., 2005).

Yanit ylizeyi modellemede genellikle kullanilan en yaygin iki tasarim,
Merkezi kompozit tasarimlar ve Box-Behnken tasarimlaridir. Bu tasarimlarda
girdiler ii¢ veya bes farkli seviyede yer alir ancak bu degerlerin tiim
kombinasyonlar1 tasarimda goériinmez (Onyeogaziri ve Papaneophytou, 2019).

Box-Behnken, yanit ylizeyi metodolojisinde verimli bir secenek ve merkezi
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kompozit tasarimlara ideal bir alternatif olarak kabul edilir. Faktor basina ii¢

seviyesi vardir, merkez ve ug seviyelerin kombinasyonlari olusturulur (Carr, 2010).

2.8 Biyotransformasyon

Besin, aminoasit, ksenobiyotik, toksin ve ilag gibi molekiillerin, enzim,
bakteri, fungus, bitki ve hayvan hiicreleri gibi biyolojik sistemde bulunan bir ajanin
etkisiyle kimyalarinda meydana gelen degisimlere biyotransformasyon denir.
Biyotransformasyon sonucu olusan molekiillere metabolit ad1 verilir (Kebamo ve

Tesema, 2015).

[lk biyotransformasyon reaksiyonu, 1842'de, bir Alman kimyagerin yutulmus
benzoik asitin glisin ile konjuge olarak iriner hippiirik asit olusturdugunu
kesfetmesi olarak kabul edilmektedir. Ancak asirlardir gergeklestirilen sirke tiretimi
yani asetik asit bakterilerinin alkolii oksidasyonla sirkeye doniistiirmesi de bir

biyortransformasyon reaksiyonudur (C. Bachmann ve Bickel, 1985).

Biyotransformasyon reaksiyonlar1 iki faz olarak incelenir. ik faz,
oksidasyonlari, indirgenmeleri veya hidrolizleri veya herhangi birinin bir
kombinasyonunu icerir. ikinci faz, konjugasyonlardan olusan sentez

reaksiyonlarini igerir (Meyer, 1996).

Faz I reaksiyonlar1 fonksiyonel bir grubu ortaya ¢ikarir veya sunar (-OH, -
NH2, -SH veya -COOH). Bu nedenle Faz-I reaksiyonlarina fonksiyonalizasyon
reaksiyonlar1 da denilmektedir. Faz-1 reaksiyon metabolitleri ¢ogunlukla Faz II
reaksiyonlar1 igin substrat olarak kullanilir. Genellikle molekiillerin hidrofilik
Ozelliklerinde kiiciikk bir artis meydana gelir (Phang-Lyn, 2020). Esterlerin
karboksilli asit ve alkollere hidrolizi, alkollerin asitlere oksidasyonu, aldehit ve

ketonlarin alkollere rediiksiyonu 6rnek Faz I reaksiyonlaridir (Wermuth, 2008).

Faz II reaksiyonlari, molekiile siilfat, glukuronik asit gibi kii¢iik, polar,
iyonize olabilen gruplarin enzimatik olarak katildigi, bir anlamda sentez
reaksiyonlaridir. Uriinlerin orijinal substrattan 6nemli 6lciide daha hidrofilik

oldugu varsayilmaktadir (K. Bachmann, 2009). Viicutta bu reaksiyonlar sonucunda
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olusan konjligatlar (Faz II metaboliti), c¢cogunlukla idrarla atilirlar. Bu
konjugasyonlar, genellikle Faz I reaksiyonlari sonucu molekiile kazandirilmis
fonksiyonel gruplar tizerinden yiiriir ve sonugta suda ¢oziinebilen (metilasyon
sonucu olusa trlinler gibi istisnalar harig), aktivite ve toksisitesini kaybetmis
tiriinler olusur (Wermuth, 2008). Faz II reaksiyonlari, reaksiyonlar i¢in kofaktor
gerektiren transferazlarla katalize edilir. Glukonidasyon, siilfasyon, asetilleme,
metilasyon, glutatyon ile konjugasyon, amino asitlerle konjugasyon, orn. taurin,
glutamin, glisin 6rnek Faz II reaksiyonlarindandir (lonescu ve Caira, 2005; Kebamo
ve Tesema, 2015).

Biyotransformasyonun ilaglar iizerindeki etkileri 19.yy'lin ortalarinda fark
edilmistir. Estabrook ve arkadaglarinin kirmizi karaciger pigmentlerinin hepatik
ilag metabolize edici oksido-rediiktazlarin islevini yerine getirmesinin kesfiyle
hizlica gelismistir (Estabrook vd., 1968). Kesfedilen pigment, 1960'larda Omura ve
Sato tarafindan sitokrom P450 (heme protein) olarak tanimlanmistir (Sato, 1964).
Sitokrom P450'ler (CYP'ler), biyolojik oksidasyonu ve indirgeme reaksiyonlarini
katalize eden biiyiik bir enzim ailesidir. Genis substrat spesifikligine sahip sistem,
yapisal olarak c¢esitli bircok endojen ve ksenobiyotik bilesigin oksidatif

metabolizmasindan sorumludur (K. Bachmann, 2009).
2.8.1 ila¢ Molekiillerinin Biyotransformasyonlar

[laglarda meydana gelen biyotransformasyon reaksiyonlart onlarin;
farmakolojik aktiviteleri, toksisiteleri, fizikokimyasal 6zellikleri, etki siireleri ve
farmakokinetik  ozelliklerinde  degisikliklere neden  olabilir.  Ilaglarin
biyotransformasyonu sonucunda olusan metabolitler asil ilagtan daha etkili veya

etkisiz hale gelir (Shanu-Wilson vd., 2020).

Ilag molekiilleri biyotransformasyonlar kullanilarak farkli amaglar icin ilag
onciil (On-ilag/prodrug) formlarinda iiretilebilirler. Ornegin ilag molekiillerine -
OH, ester grubu, siilfat, fosfat, siiksinat baglanmasi ile ilaglara lipofilik 6zellikler
kazandirilarak ilacin hiicrelere kolayca gegisi saglanabilir. Sadece uygulamalar
sirasinda aktif formlarma doniisen ilaglar iretilerek farmasotik etkilerini

kaybetmeleri 6nlenebilir ve tiretimden satisa kadar stabiliteleri saglanabilir (Rautio
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vd., 2008). Kana karismas: gereken ilaglara ¢ozliniirligii arttirmak amact ile
hidrofilik &zellikler kazandirilabilir. ilag molekiilleri fenolik gruplar, karboksilik
asitler, tiyoller ile amid veya ester tiirevlerine doniistiiriilerek yan etkileri
azaltilabilir (Jum’ ve Karaman, 2014). Topikal preperatlarin (krem, pomad, goz
damlalar1 ve inhaler) difiizyon mekanizmalar1 sayesinde etken maddeler hedef
dokulara sistemik dolasima ge¢meden etki edebilir (Lin, 1984). Oral alinmasi
gereken fakat belli dokulara gegemeyen yada sadece bazi dokulara etki etmesi
istenen ilag molekiiller igin gelistirilmis 6n ilag stratejileri mevcuttur (Wermuth,
2008). Ilaglarin viicutta daha uzun siire kalabilmesini saglamak, metabolizma ile
viicudu hizlica terk etmesini engellemek igin orijinal ilaca bilesikler eklenerek 6n
ilaglar hazirlanmistir. Oral alinan ilaglarin bagirsaklardan kana gegebilmeleri igin
lipofilik ozellikleri arttirilarak bagirsaklar tarafindan emilimi saglanabilir. Tam
tersi bagirsakta yapilacak bir antibiyotik tedavisi i¢in de ilacin lipofilik 6zelligi

azaltilarak emilimi engellenebilir (Meyer, 1996).

2.8.2 Biyotransformasyonlarin Gerg¢eklesme Yollar:

Biyotransformasyonlar1 gergeklestiren enzimlerin ¢ogu canli hiicrelerinde
bulunur. Bu hiicrelerin biiyiik bir kismi ise spesifik olarak belirli organlarda
(karaciger, GIS mukoza ve liimeni, bobrek, akciger ve diger yapilar) gérev yapar.
Viicuda alinan organik molekiillerin ve ilaglarin farkli bilesiklere doniismeleri,
karaciger gibi organlar ve bagirsaktaki mikroorganizmalarin salgiladiklar1 enzimler

tarafindan gerceklestirilir (Rautio vd., 2008).

Biyotransformasyon ¢alismalar1 igin mikrobiyal, enzimal, hiicresel ve organ
diizeyinde olmak tizere farkli yollar mevcuttur (Sekil 2.14) (Hegazy vd., 2015).
Mikrobiyal transformasyon reaksiyonlarinin gerceklesmesi uzun siire alir.
Dolayistyla reaksiyonun sonuna kadar steril bir ortamin saglanmasi zorlasir. Ancak
mikroorganizmanin sahip oldugu farkli enzimlerin etkisiyle yeni ve farkli
aktivitedeki metabolitler elde edilebilir, bu mikrobiyal transformasyonlarin biiyiik
bir avantajidir (Kuban, 2010). Bitki ve hayvan hiicrelerinin kullanildig
biyotransformasyon c¢alismalarinda alinan verim goreceli olarak diisiiktiir. Olas1
sekonder metabolit olusumu gibi durumlar yiiziinden alt akim islemleri daha da zor,

tiretim maliyetleri fazladir (Giri vd., 2001). Enzimlerin tekrar kullanilabilmesi,
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uygun pH ve sicaklikta calisilabilmesi ve alt akim islemlerinin kolaylig1 onlari
biyotransformasyon i¢in etkili bir alternatif haline getirmistir. Ancak bu yontemde
maliyet diger yontemlere gore enzimin safligina bagli olarak artmaktadir (Dave, V.,
Khirwadkar, P., ve Dashora, 2014).

Bitkilerden elde edilen metabolitler biyotransformasyon i¢in sinirsiz bir
kaynak sunarlar. Bitki metabolizmasi i¢in bazen atik ve salgi tirlinii olarak kabul
edilen glikozitler, alkaloitler, flavonoidler, terpinoitler, ugucu yaglar fakl
farmakolojik etkiler ve biyolojik aktiviteleri nedeniyle ilgi ¢ekicidir (Dave, V.,
Khirwadkar, P., ve Dashora, 2014). Kimyasal olarak katalizlenmis
reaksiyonlardansa biyolojik yollardan yesil bir {iretim olan biyotransformasyon son
zamanlarda dikkat ¢eken bir biyoteknoloji alani haline gelmistir (Hegazy vd.,
2015).

Anaerobic digestion

Enzymatic extraction

Enzimlerle

N &

Biyotransformasyon

N

Mikroorganizmalarla | I Bitki ve hayvan hiicreleriyle |

Natural Products Bioactive Natural :wces o

Compounds Products
Microbial ﬁﬁ

transformation ol

.....

Sekil 2.14 Biyotransformasyonlarin gergeklesme yollari (Gorsel kaynaklardan uyarlanmstir) (Deng
vd., 2018; Gonzalez-Gil vd., 2019; Hegazy vd., 2015; Peng vd., 2015))
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Molekiil yapisi Sekil 2.15’te verilen CA ve CA tiirevi metabolitlerin (ASTIV
ve ASTVII) iiretimi i¢in kullanilan biyotransformasyon iglemleri mikrobiyal ve
enzimatik yontemlerle gerceklestirilmistir. CA’nin substrat olarak kullanildigi
mikrobiyal biyotransformasyon g¢alismalar1 oldugu gibi (Bedir vd., 2015; Ekiz vd.,
2018; Kuban, 2010; Kuban vd., 2013) CA ve CA tiirevi astragalozitlerin
tiretimlerinin  hedeflendigi  biyotransformasyon ¢alismalart da mevcuttur.
Calismalarda kullanilan farkli teknikler ve yaklagimlar ile gesitli sonuclar elde
edilmistir. Chen vd. (2013) yaptig1 biyotransformasyon ¢alismasinda kalsiyum
aljinat jel boncuklarma immobilize ettikleri A. niger M85 ile toz Radix
Astragali’deki ASTIV ve toplam astragalosit iceriklerinin, ekstraksiyon drnegine
gore sirastyla 10.7 kat (2.326 mg /g) ve 8.6 kat (2.56 mg /g) arttigin1 belirtmistir.
Wang ve Chen (2017) yaptiklart mikrobiyal biyotransformasyon calismasinda
rekombinant Bacillus sp.(LG-502) ile ASTIV’in CA’ya doniisiimiinii
gergeklestirmis, en yiiksek donilisiim 6 giinliik kiiltiir siirecinde %84-89 oraninda
CA doniisiimii ile saglanmistir. Calismada reaksiyon ortamindaki ASTIV’iin 0,21
mg/ml’den fazla olmasinin CA olusumunu arttirmadigi belirtilmistir. Ye vd. (2011)
yaptig1 ¢alismada Astragalositleri ASTIV'e doniistiirmek i¢in Absidia corymbifera
AS2 susunu kullanarak ortamdaki 5 g/L astragalositten %63.7 geri kazanimla %97.2
safliginda ASTIV elde etmislerdir. Ekiz vd. (2019) Astragalus tiirii kaynakli
endofitik mantarlari  (Alternaria eureka, Neosartorya hiratsukae ve
Camarosporium laburnicola) kullanarak gergeklestirdikleri ¢alismada Astragalus
sapojeninlerin  (CA ve Astragenol)  mikrobiyal biyotransformasyonu

gerceklestirilerek bilinen 10 bilesikle birlikte 5 yeni metabolit tiretmislerdir.
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N

OR,
Sikloastragenol
Saponin R, R, R;
AST IV Xyl Glc H
AST VI Xyl Glc Glc

(Xyl: Beta-D-Ksilopiranoz (CsH4405), Glc: Beta-D-Glukopiranoz (CgH1-05)

Sekil 2.15 CA, ATSIV ve ASTVII molekiil yapis1 (ChemDraw®Ultra 12.0) (Yang
vd., 2005)

CA iretimi hedeflenerek gerceklestirilen enzimatik biyotransformasyonlarda
%90 tlzeri doniisim saglanan ¢alismalar mevcuttur. Cheng vd., (2020)
Cycloastragenol-6-O-B-D-glucoside  (CMG) ve ASTIV’  in CA’ya
biyotransformasyonu {izerinde c¢alismis ve 80 mg/ml CMG substrati igin
Phycicoccus sp. Soil748’den saflastirdiklar1 B-Glukozidaz enzimi ile 6 saat boyunca
42°C’de devam eden reaksiyonla %99.2 CA doniisimi saglamiglardir.
CN105734109A patent no'lu ¢alisma ASTIV'in B-Glukozidaz ve B-Ksilozidaz ile
hidroliz, ekstraksiyon ve kristallestirme adimlariyla %95 ve tizeri verimle CA elde
etme yontemini icermektedir. Patent ile liretim teknolojisi basit, kolay saglanabilir
reaksiyon kosullarinda, verimi yliksek, seri iiretime uygun ve ¢evre dostu bir
yontem ortaya koyulmustur (J. Chen vd., 2016). CN107058445A patent no'lu
calisma ayni enzimlerle hidroliz, ekstraksiyon, silika jel kolon kromatografisi ve
etil alkol rekristalizasyon saflastirma asamalarini igeren %95 iizeri verimli bir

yontem sunmustur (Leiyu ve Yuan, 2017).
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Li vd. (2019) yaptiklart biyotransformasyon c¢alismasinda serbest [-
Glukozidaz ve B-Ksilozidaz enzimlerini kullanarak ASTIV’ten CA metabolitini
elde etmistir. Calismada 1 U B-Glukozidaz, 0.2 U B-ksilozidaz (75°C, pH 5.5) ile 3
saat i¢inde 1g/L ASTIV’ten, 0.63 g/L CA elde ederek molar oranda %94.5’lik
(0.63g/1g) bir doniisiim gergeklestirmislerdir.

Li vd. (2019) calismasi kapsaminda, ortamda %25 oranindan az bulunan
metanoliin aktiviteyi arttirici etki gosterdigini belirtmistir. Enzimlerin metanolden
etkilenmemesi ASTIV’lerin biyotransformasyon reaksiyonlarinda kullanimi igin
uygun olduklarini gostermistir. Clinkii ASTIV’lerin sudaki ¢oziiniirligi azdir ve
enzim aktivitelerinin su-metanol gibi iki fazli ¢oziiciilii ortamdan etkilenmemesi
reaksiyon icin biiyiik bir avantaj saglamaktadir. Calismada, cogunlukla inhibisyona
neden olan ortamdaki glukoz ve ksilozun, beklenen geri beslemeli inhibisyonun
(feedback inhibition) aksine enzimleri B-Glukozidaz i¢in 1 M glikoz eklemede 2.1
kat; B-Ksilozidaz i¢in 3M ksiloz eklemede 1.3 kat uyarmistir. Bu agidan kullanilan
enzimlerin endiistriyel uygulamalar i¢in uygun olduguna dikkat ¢ekilmistir. Bu
liretim yontemi piyasaya yaslanma karsit1 telomeraz aktivatorii olan CA’nin iiretimi

icin ekolojik bir secenek olarak sunulmustur.

CA diretimi i¢in serbest B-Glukozidaz ve B-Ksilozidaz’in kullanildigi bir
bagka biyotransformasyon c¢alismast da Cheng vd. (2020) tarafindan
gergeklestirilmistir. Calismada B-Glukozidaz ve B-Ksilozidaz enzimleri ile 20 gram
ASTIV’ten %96.5 verimle 12.02 gram CA iiretilmistir. Reaksiyonun gerceklestigi
50°C’nin mikrobiyal kontaminasyonu onledigi ve ¢ok yiiksek sicaklik
gerektirmedigi igin endiistriyel tiretimlerde 1sitmaya harcanacak enerji miktarini da
azaltabilecegi belirtilmistir. Astragalozitlerle gerceklestirilmis enzimatik ve

mikrobiyal biyotransformasyon ¢alisma 6rnekleri Tablo 2.2’ de gosterilmektedir.
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Tablo 2.2 Astragalozitlerle gerceklestirilen biyotransformasyon ¢aligmalari

Kullanilan Metot

Substrat-> Uriin

Kaynak

Enzimatik Biyotransformasyon
B-Glukozidaz ve B-Ksilozidaz

ASTIV->CA
96.5%

Cheng (2020)

Enzimatik Biyotransformasyon
B-Glukozidaz

Cycloastragenol mono
glucoside-
(cycloastragenol-6-O-B-
D-glucoside) >CA
%099.2

Cheng (2020)

Alternaria eureka,
Neosartorya hiratsukae
Camarosporium laburnicola

Astragenol->bilinen 10
bilesikle birlikte 5 yeni
metabolit eldesi

Enzimatik Biyotransform n .
B-Glukagzidazy\c/); E-Ii:iloz??;g QE/IS;LY; A Livd. (2019)
Enzimatik Biyotransformasyon ASTIV->CA CN107058445A
B-Glukozidaz ve B-Ksilozidaz 95% (2017)
Enzimatik Biyotransformasyon ASTIV->CA CN105734109A
B-Glukozidaz ve B-Ksilozidaz 95% (2016)
Mikrobiyal Biyotransformasyon CA ve

Ekiz vd. (2019)

Immobilize A. niger M85

miktarinin 10.7 kat
artmasi

Mikrobiyal Biyotransformasyon ASTIV->CA Wang ve Chen
Rekombinant Bacillus sp.(LG-502) |%84-89 (2017)
Toz Radix
. : . Astragali>ASTIV
Mikrobiyal Biyotransformasyon icerikteki ASTIV Chen vd. (2013)

Mikrobiyal Biyotransformasyon
Absidia corymbifera AS2

Astragalosit>ASTIV
%63.7

Ye vd. (2011)
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3. MATERYAL METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Calismada Kullamilan Kimyasallar

e Demir (II, III) Oksit Nanopartikiil (50-100 nm)

e (3-Aminopropil) trietoksisilan ¢ozeltisi (3-Aptes) (>%98)
e Gluteraldehit Cézeltisi (%25)

¢ Ninhidrin (2,2-dihydroxyindane-1,3-dione) (kat1 halde)
e 4-Nitrophenyl B-D-glucopyranoside (pNPG)

e 4-Nitrophenyl B-D-xylopyranoside (pNPX)

e 4-Nitrofenol (pNP)

e Sodyum fosfat dibazik heptahidrat (Na2HPO4-7H20)

e Sodyum fosfat monobazik dihidrat (NaH2PO4-2H20)

e Sodyum asetat (C2H3NaO>)

e Sodyum karbonat (Na,CO3)

e Glasial asetik asit (CH;COOH)

e Metanol (CH3OH)

e Etanol (C2HsOH)

o Etil Asetat (C4sHsO2)

e Siilfirik Asit ( H,SO,)

e Teksol (Etil Alkol + 2-Propanol)

e Deiyonize Su

Kullanilan substratlar Astragalozit IV ve Astragalozit VII glikozitleri, halen
Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Biyomiihendislik Boliimiinde ¢alismalarina

devam etmekte olan Profesor Dr. Erdal Bedir tarafindan saglanmistir.

3.1.2 Enzimler

B-Glukozidaz (Aspergillus niger) (Megazyme)
B-D-Ksilozidaz (Selenomonas ruminantium) (Megazyme)
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3.1.3 Kullanilan alet ve cihazlar

e Su banyosu (WiseBath)

e Ultrasonik banyo (LAB.ULT.4022.)

e Vorteks

e Spektrofotometre (Amersham Ultrospec 1100 Pro)

e Doner karistirici

e Doner evaporator (Heidolph)

e Vakum manifoldu (Visiprep™ SPE)

e TLC Aliiminyum Levha (Silika Jel 60 F254)

e (18 Silika Bazli SPE Kartuslart (Dionex ™ SolEx ™)

e Agilent - 1200 Series HPLC Sistemi — DAD (Diode-Array Detection)

e Mikropipet (2-20 pL) & (0-200 pL) & (100 pL- 1000 pL) & (500 pL- 5
mL)

e Falkon tiipler (15 ml- 50 ml)

e Kapakl aktivite tiipleri (10 ml)

3.1.4 Cahismada Kullanilan Cozeltiler

Sodyum Asetat Tamponu (20 mM, pH 4.0): Sodyum asetattan 1.640 gram

tartilarak 800 mL deiyonize su iginde ¢6zdiriildi. (Glacial) Asetik asit ile pH

ayarlamasi yapildi. Hacim 1 litreye tamamlandi.

Sodyum Fosfat Tamponu (50 mM, pH 7.4): Na,HPOs-7H20’dan 10.107 g,
NaH2POsH20’dan 1.697 g tartilarak 800 mL deiyonize su i¢inde ¢ozdiiriildi, 1
M’lik HCl ve 1 M’lik NaOH ile pH ayarlamasi yapildi. Hacim 1 litreye tamamlandi.

P-Nitrofenol Cozeltisi (0.1 mM): pNP’den 13.9 mg tartilarak 10 ml tampon

cozeltisi icinde ve 10mM’lik pNP stok ¢dzeltisi hazirlandi. Tampon ¢ozeltisi ile
seyreltilerek konsantrasyon 0.1 mM’a getirildi ve standart grafik ¢ozeltileri i¢in
stok olarak kullanildi.

pNPX Cozeltisi (20 mM): pNPX substratindan 27,122 mg tartildi ve 5 ml

¢ozgen iginde ¢ozdiiriildii, 20mM’lik pNPX ¢ozeltisi elde edildi.
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pNPG Céozeltisi (20 mM): pNPG substratindan 30,125 mg tartildi ve 5 ml

¢ozgen i¢inde ¢ozdiiriildi, 20Mm’lik pNPG ¢ozeltisi elde edildi.

Na,CO= Cozeltisi (1 M): Sodyum karbonattan 53 g tartilarak deiyonize suda

¢Ozdiirtildii. Hacim 500 ml’ye tamamlandi ve 1M’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi
elde edildi.

3.2 Metot

3.2.1 3-APTES ile Yiizey Aktivasyonunu Gerg¢eklestirme

MNPIler’den 500 mg tartildi. Cam sise igerisine 0.1 M NaOH ile pH’1 7.0’ye
ayarlanan 100 mL deiyonize suda 15 dk. sonikatérde bekletildi ve MNPler’in su
icinde dispersiyonu saglandi. Islem sonunda 100 ml hacme 1 ml 3-Aptes (>%98)
¢ozeltisi eklendi. Calkalamali su banyosunda 3 saat boyunca 100°C’de daha sonra
24 saati tamamlayacak sekilde 40°C’de 150 rpm’de birakildi. Silanlama siireci
tamamlandiginda manyetizma yardimiyla toplanan MNPler 100 ml deiyonize su ile
3 kere yikand1i. MNPIler kuruyana kadar 50°C’ye ayarh etiivde tutuldu.

Silanlama isleminde 5 farkli 3-Aptes orani denendi (%0.05, %0.1 ve %2, %5
ve %10). Siv1 faz olarak su ve metanol kullanildi. MNPIler, 10 dak., 15 dak., 2 saat
ve 3 saat olmak tizere 4 farkl: siireyle sonikatorde tutuldu. Sivi fazin hacmi igin 120

ml’den 0.5 mI’ye; MNP i¢in 500 mg’dan 20 mg’a farkli miktarlar denendi.

Silanlama islemi sonrasinda MNPler’e Boliim 3.2.2°de ag¢iklanan ninhidrin

analizi gerceklestirildi, uygulanan silanlama islemlerinin basaris1 degerlendirildi.

3.2.2 Yiizeyde Olusan Amino Gruplarmin Tayini: Ninhidrin Analizi

Ninhidrin analizi gerceklestirilecek MNPler’den 20 mg tartildi ve cam
aktivite tiipiine aktarildi. Uzerine 100 pl deiyonize su ve 200 ul %2’lik ninhidrin
cozeltisi eklendikten sonra girdap karistiricida karigtirildi ve agzi kapali halde 15
dakika 100°C’de reaksiyon gergeklestirildi. Siire dolduktan sonra tiipler buz

banyosuna alinarak sogumalar1 i¢in 3 dakika bekletildi. Soguduktan sonra buz
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banyosundan aliana tiiplere 1:1 etanol-su karisimindan 3 ml eklenerek girdap
karistiricida karigtirildi (Sekil 3.1). Miknatis yardimiyla partikiillerden ayrilan sivi

fazin 570 nm’de absorbans degeri okundu. Kor i¢in 100 pl deiyonize su iizerine 200

ul %2’°lik ninhidrin ¢ozeltisi kullanildi.

Sekil 3.1 Ninhidrin analizi adimlar1 (a) 20 mg nanopartikiil {izerine 100 pl su ve 200 pl ninhidrin
¢ozeltisi eklenmesi (b) Vorteks karistiricida karistirilmasi (¢) 100°C’de 15 dak. reaksiyona tabii
tutulmas (d) Islem sonunda buz banyosunda reaksiyonun durdurulmasi (e) Tiipe (50:50) etanol:su
kariggmindan 3 ml eklenmesi (f) MNPler’i miknatis yardimiyla toplayarak sivi fazin
spektrofotometrede absorbans degerinin okunmasi

Yiizeydeki -NH2 gruplarinin yogunlugu 6nceden olusturulmus standart grafik
yardimiyla hesaplandi. Grafik i¢in %0.100, %0.075, %0.050, %0.025, %0.0125°1ik
(h/h) hazirlanan 3-Aptes cozeltilerinden 100 pl (kor olarak 100 pl su) alinip
tizerlerine 200 ul %2’lik ninhidrin ¢ozeltisi eklendi ve girdap karistiricida
karigtirlldiktan sonra agzi kapali halde 15 dakika 100°C’de reaksiyon
gergeklestirildi. Siire dolduktan sonra tiipler buz banyosuna alinarak sogumalari
icin 3 dakika bekletildi. Soguduktan sonra buz banyosundan alinan tiiplere 1:1
etanol-su karisimindan 3 ml eklenerek girdap karistiricida karigtirildi ve 570 nm’de

absorbans degerleri okundu.

Satin alinan ticari 3-Aptes c¢ozeltisinin yogunluk degeri (0.946 g/ml),
molekiiler kiitlesi (221.372 g-mol 1) hesaplamalarda kullanildi. Konsantrasyonlari
%0.100, %0.075, %0.050, %0.025, %0.0125 oranlarinda hazirlanan 6rneklerdeki
3-Aptes miktarlar1 mg cinsine ¢evrilerek ninhidrin standart grafiginin x ekseni igin
kullanildi. Standart ¢ozeltilerden elde edilen absorbans degerleri ise y ekseni i¢in

kullanildi. Olusturulan standart grafik Sekil 3.2°de verildigi gibidir.
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Sekil 3.2 Sagda farkli 3-Aptes konsantrasyonlarinda (h/h) hazirlanan tiipler, solda ninhidrin standart
grafigi

Analiz metrigi olarak ‘umol 3-Aptes/g nanopartikiil’ (umol/g) kullanildi,
silanlama islemlerinin basaris1 degerlendirilirken karsilastirmalar bu metrige gore

yapildu.

Analiz yapilmak Ttizere alman MNP miktarindaki degisimin Olciilen
absorbansa etkisini ve analiz yonteminin tutarliligini incelemek adina ayni islemden
gecmis MNPler’den farkli miktarda (5 - 7.5 - 10 - 12.5 - 15 - 17.5 - 20 mg) alinip

ninhidrin analizine tabii tutuldu.

3.2.3 Gluteraldehit ile Enzimler I¢in Baglanma Ara Kolu Olusturma

Baglanma ara kolu olusturmak tizere 400 mg silanlanmis MNP 36 ml 50 mM
fosfat tamponu (7.4 pH) i¢ine alinip ve 2 dakika boyunca sonikatorde bekletilerek
partikiillerin homojen olarak dagilmas1 saglandi. Stispansiyon haline gelmis ortama
4 ml %25 (h/h) gluteraldehit ¢ozeltisi eklenerek toplam hacim 40 ml’ye tamamlandi
(ortamdaki gluteraldehit yiizdesi %2.5 (h/h)). Oda sicakliginda (25°C) 1 saat
boyunca disk karistirict ile 40 rpm’de isleme tabii tutuldu. islem sonunda tampon
¢ozelti ve deiyonize su ile yikanan MNPler miknatis yardimiyla toplandi.
Yikamadan sonra sivi fazindan ayrilan MNPler {izerine 1 mL deiyonize su eklendi

ve 4°C’de enzim immobilizasyonu igin bekletildi.

Fosfat tamponu ile (50 Mm, pH 7.4) 3 fakli %2.5, %10 ve %25 (h/h)

gluteraldehit oranlarinda 2 mL ¢ozeltiler hazirlandi. 20 mg silanlanmis MNP
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hazirlanan ¢ozeltilere alinarak disk karistiricida 45 rpm’de 1 saat boyunca isleme

tabii tutuldu.

3.2.4 Tasiyic1 Uzerinde Olusturulan Gluteraldehit Ara Kollarinin

Analizi

3.2.2’de agiklanan ninhidrin analizi yiizeyde olusturulan gluteraldehit
kollarinin tayini i¢in de kullanilmistir. Yiizeyi silanlanmis ve pmol/g degeri bilinen
MNPler’e gluteraldehit muamelesi sonrasinda yapilan ninhidrin analizi ile elde
edilen deger, gluteraldehit baglanmadan kalan -NHz’lerin miktarin1 ifade eder. Bu
iki deger arasindaki fark bastaki pmol/g degerine oranlanarak gluteraldehit

kaplanan uglar yiizde olarak hesaplanmistir.

Gluteraldehit ara kolu olusumu (%)

umol umol

Silanlama sonrasi degeri — Gluteraldehit muamelesi sonrasi degeri

umol

Silanlama sonrasi degeri

* 100

3.2.5 Protein Tayini (Bradford Yontemi)

Ticari B-Glukozidaz ve p-Ksilozidaz enzim ¢ozeltilerindeki protein

yogunlugunu hesaplamak i¢in Bradford yontemi kullanildi.

Standart grafigi olusturma

Ornek protein olarak kullanilacak BSA’dan (Bovine Serum Albumin) 1 mg
alinip 10 ml deiyonize su i¢inde ¢ozdiirtilerek 0,1 mg/ml stok ¢ozeltisi elde edildi.
Standartlar, deiyonize su ve stok ¢ozeltiden Tablo 3.1°de gosterilen miktarlar kadar
almarak hazirlandi. Reaksiyonu gerceklestirmek icin aktivite tiiplerine farklh
konsantrasyonlarda hazirlanmig standart protein ¢ozeltilerinden 100 ul koyuldu.
Tiiplerin tizerlerine 1 mL Bradford c¢ozeltisi eklenerek vorteks karistiricida
karigtirild1 ve 5 dk. oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda 595nm’de absorbans

degerleri okundu. Kor i¢in 100 ul deiyonize su kullanildi. Okunan absorbans
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degerleri ile standart grafik olusturuldu. Olusturulan standart grafik Sekil 3.3’te
verildigi gibidir.

Tablo 3.1 Standart ¢ozeltilerin seyreltme hacimleri (mikroprotein standartlarr).

Protein yogunluklar: (mg/ml) 0,01 0,02 0,04 006 0,08 01

Stok Cézeltisi (0,1mg/ml) 10ul 20pl 40pl 60ul 80l 100 ul

Deiyonize su 90ul 80ul 60ul 40ul 20pul -

045 -
04 - -
0,35 -
03 -
0,25 -
02 - y = 3,9761x + 0,0081
015 - R = 0,9953

0.1 -
005 1 o

0 ‘.... T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Protein konsantrasyonu (mg/ml)

Absorbans

Sekil 3.3 Bradford standart grafigi

Orneklerin protein tayini

Protein tayini yapilacak 6rnekten 100 ul alinarak aktivite tliplerine aktarildi.
Uzerlerine 1 mL Bradford ¢ozeltisi eklenerek vorteks karistiricida karistirildi ve 7
dak. oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda 595nm’de absorbans degerleri
okundu. Orneklerin protein konsantrasyonlar: standart grafik denklemi kullanilarak
hesaplandi. Denklemde ‘x’ degeri olan protein yogunlugunu bulmak i¢in ‘y’ yerine

Olciilen absorbans degeri kullanildi:

y =3.9761x + 0.0081
R?=0.9953
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3.2.6 p-Glukozidaz ve p-Ksilozidaz Immobilizasyonu

Gluteraldehit muamelesinden sonra hazirlanan 1 mL’lik MNP siispansiyonu
girdap karistiricida karistirildi. Stispansiyondan 100 pl alinarak (~25 mg MNP) 10
ml sodyum fosfat tamponu (50mM, 7.0 pH) igerisine aktarildi. Sonikatérde 2
dakika boyunca bekletilerek MNPIer’in ortama dispersiyonu saglandi. Ticari -
Ksilozidaz enzim soliisyonundan 5 ul, B-Glukozidaz soliisyonundan 50 pl ortama
eklendi (enzim yogunluklar1 B-Glukozidaz 0.73 mg/ml; B-Ksilozidaz 5.4 mg/ml).
Oda sicakliginda (25°C) disk karistiricida (Bkz. Sekil 3.5) 40 rpm’de 20 saat
boyunca karigmasi saglandi. Islem sonunda MNPler miknatis yardimiyla toplandi.
MNPIler deiyonize su ve tampon ¢ozelti ile yikanip sivi fazdan ayrildiktan sonra
ImL deiyonize su igine alinarak 4°C’de saklandi. MNP {izerine enzim

immobilizasyon islemlerinin adimlar1 sematik olarak Sekil 3.4’te verildigi gibidir.
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Sekil 3.4 Calismanin enzim immobilizasyon semasi (ChemDraw®Ultra 12.0)

Immobilizasyon islemi sonrasi geri kazanilan toplam enzim aktivitesini
belirlenmesinde Boliim 3.2.8’de agiklanacak olan aktivite tayin yontemi kullanildi.
10 ul MNP siispansiyonundaki immobilize enzimlere aktivite tayini yapilarak
aktiviteleri hesaplandi ve toplam siispansiyon hacmi olan 1 mL’ye oranlanarak geri

kazanilan toplam aktivite miktar1 bulundu. Serbest enzimlere aktivite tayini
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yapilarak uL basina diisen aktivite miktarlari ve bu deger ile immobilizasyon i¢in
ortama eklenen aktivite miktarlari hesaplandi. Ortama eklenen aktivite miktar1 ve
geri kazanilan aktivite miktar1 oranlanarak % geri kazanilan aktivite miktar

hesaplandi.

%Geri Kazanilan Aktivite

( 1 mL siispansiyondaki aktivite )
= *

Immobilizasyon i¢in ortama eklenen ticari enzimin aktivitesi
10pL siispansiyondaki aktivite * 100

— 100
(Serbest enzimin pL'deki aktivitesi * Ortama eklenen enzim hacmi) -

Immobilizasyon islemlerinde baslangic olarak bu alanda yapilmus
immobilizasyon ¢aligsmalari referans alinarak pH, sicaklik enzim ve MNP miktarlar
denendi, faktorlerde yapilan degisiklikler ile geri kazanilan aktivite oranlari
arttirilmaya ¢alisildi. Degisen enzim miktarlari (400-1.2 uL), MNP miktarlari (200,
150, 50, 25 mg), sicaklik (25 °C, 37°C), tampon ¢ozeltiler (sodyum asetat, sodyum
fosfat) ve pH (7.0, 7.4, 4.0) degerleri denendi. Enzimlerin aktif kisimlarin kovalent
baglanmaya katilmasin1 engellemek igin tampon ¢ozeltisine immobilizasyon
ortamindaki miktarlar1 0.5 M olacak sekilde enzimlerin yarismali inhibitérleri; -
Glukozidaz i¢in 0.5 M glukoz, B-ksilozidaz igin 0.5 M ksiloz ilavesi yapild1 ve geri

kazanilan aktivite miktarina etkileri incelendi.

Sekil 3.5 Disk karigtirici (0-90 rpm)
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3.2.7 Manyetik Nanopartikiillerin FTIR ve SEM Analizleri

MNPIler Silanizasyon, gluteraldehit ara kolu olusturma ve enzim
immobilizasyon islemlerinden sonra 30°C’de etiivde kurutularak ATR-FTIR
spektroskopi (Zayiflatilmis Toplam Yansima — Fourier Doniisiimlii KizilGtesi
Spektrometresi, Cihaz adi: Perkin Elmer Spectrum Two) ve SEM (Taramali
Elektron Mikroskobu, Cihaz adi: Thermo Scientific Apreo S) analizlerine
gonderildi. FTIR ve SEM analizleri proje kapsammda EGE MATAL’dan (E.U.
Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi)

hizmet alimi yapilarak gerceklestirildi.

3.2.8 Immobilize Enzimlerin Aktivite Tayinleri

Immobilize enzimlerin aktivite tayininde B-Glukozidaz icin pNPG (4-
Nitrophenyl B-D-glucopyranoside), B-ksilozidaz i¢in pNPX (4-Nitrophenyl B-D-
xylopyranoside) substratlari kullanildi. Enzimler substratlarindaki seker uglari
kopararak pNP molekiiliinii olusturur. Reaksiyon sonucu ortama eklenen sodyum
karbonatin (Na,COz) pNP molekiilii ile reaksiyonu sonucu olusan sar1 renk aktivite

tayinini miimkiin kildz.

Standart grafigi olusturmak i¢in farkli konsantrasyonlarda 3 tekrarl: (0, 0.01,
0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.1 mM) hazirlanan pNP c¢ozeltilerden 1’er mL aktivite
tiiplerine alindi, tizerlerine 1 mL 1 M’ lik NaxCOz ¢ozeltisi eklendi, girdap
karistiricida karistirildi ve spektrofotometrede 420 nm’deki absorbans degerleri

kullanilarak standart grafik olusturuldu (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 pNP standart grafigi (Konsantrasyonlar sodyum fosfat tamponu (pH 6.0) ile ayarlanmugtir.)

Sekil 3.7°de adimlart verilen aktivite tayininde 960 pL tampon c¢ozelti
igerisine 10 pL enzim siispansiyonu ve 30 pL substrat ¢ozeltisi eklenip girdap
karistiricida karistirilarak 50°C de 20 dakika reaksiyona tabii tutuldu. Karistirma
oncesi ve sonrast aktivite tiiplerinin goriintiisii Sekil 3.8’de gortildiigi gibidir.
Reaksiyon siiresi sonunda miknatis yardimiyla MNPler’den ayrilan sivi faz 2
mL’lik konik tiiplere aktarildi ve tizerine 1 mL 1 M’ lik Na2COs ¢ozeltisi eklenerek
olusan rengin 420 nm’de absorbans degeri okundu. Sekil 3.6’daki standart grafikten
elde edilen egri denklemi kullanilarak oOlgiilen absorbans degerine karsilik gelen

pNP miktar1 (mM) hesaplandi.

a)

Sekil 3.7 Immobilize enzimlerin aktivite tayininde izlenen adimlar a) Aktivite tiipii igerisinde
hazirlanmis reaksiyon ortami b) Substrat eklendikten sonra reaksiyonun baslatilmasi ¢) Reaksiyon
sonucu miknatisla immobilize enzimlerin tutulup sivi fazin alinmasi d) pNP igeren sivi fazin 2 ml’lik
konik tiiplere tiipe aktarilmasi €) Eklenen 1 ml 1 M Na,COgz’iin pNP ile renk olusturmasi
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Sekil 3.8 Solda aktivite tayin tiipiindeki vortekslenmis immobilize enzimler, sagda miknatisla dipte
toplanmig immobilize enzimler.

1 tinite ‘U’ enzim aktivite degeri pNPX veya pNPG’den 1 dakikada 1 uM
pNP iiretmek igin gerekli enzim miktari olarak kabul edildi (Wang ve Chen, 2017).

3.2.9 immobilize ve Serbest Enzimlerin Optimum pH ve Sicaklik

Degerlerini Bulma

Optimizasyon c¢alismalarinda kullanilacak deneylerin tasarim ve sonug
analizinde Design-Expert® 7.0.0 programi kullanildi. Reaksiyon sicakligi ve pH
degeri lizerinde yapilan optimizasyon ¢aligmalarinda Yiizey Yanit Metodu ve Box-
Wilson tarafindan gelistirilen Merkezi Komposit Tasarirmi CCD (Central
Composite Design) yaklagimi izlendi. Sicaklik ve pH olarak 2 niimerik faktor, her
faktor igin merkezi noktaya ek negatif ve pozitif 2 eksenel, 2 faktoryel toplamda 5
seviye segilerek olusturulan deneme deseni Tablo 3.2°de verildigi gibidir. Boliim
3.2.8’de agiklanan aktivite tayini ile hesaplanan en yiiksek aktivite degeri 100 kabul
edildi, diger degerler bu degere oranlanarak ‘% Aktivite’ yanit metrigi elde edildi.
Tek bloktan olusan 13 denemeli bir deneme deseni olusturuldu. Yanit metrigi

olarak 3 tekrarli denemelerin ortalamalar1 kullanild.
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Tablo 3.2 Optimum sicaklik ve pH ¢alismasi i¢in hazirlanan Box-Behnken deneme deseni

std | No Blok 1 Faktor 1 Faktor 2
A: Sicakhk | B:pH

| 3 Blok 1 -1.00 1 00
2 13 Blok 1 1.00 Py

3 6 Blok 1 -1.00 1 00

4 10 Blok 1 1.00 1 00

< 5 Blok 1 200 5.00

6 2 Blok 1 200 2.00

7 12 Blok 1 0.00 500

8 9 Blok 1 0.00 500

9 4 Blok 1 0.00 0.00

10 11 Blok 1 0.00 0.00
1" 7 Blok 1 0.00 0.00
12 8 Blok 1 0.00 5.00
13 1 Blok 1 0.00 0.00

Deney desenindeki pH degerleri -Glukozidaz i¢in (4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0), B-
Ksilozidaz i¢in (5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0) sicaklik degerleri her iki enzim igin de (40,
45, 50, 55, 60 °C) olarak belirlendi. Denemelerdeki pH degerlerini saglamak i¢in
50 mM’lik sodyum fosfat tamponu ve 20 mM’lik sodyum asetat tamponu
kullanildi.

3.2.10 immobilize ve Serbest Km ve Vmax Hesaplamalar

Michaelis-Menten ve Lineweaver—Burk grafikleri olusturularak Km ve Vmax
degerleri hesaplandi. Stok substrat ¢ozeltisinden (20 mM) farkli miktarlarda (5, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70 uL) alinarak 10 pL. enzim siispansiyonu Ve tampon ¢ozelti ile
hacim 1 mL’ye tamamlandi. Serbest enzimler B-Glukozidaz (0.72 mg/mL) ve B-
Ksilozidaz (5.45 mg/mL) 1:100 oraninda seyreltildi, enzimlerden sirayla 10 puL ve
2 pL alindi, immobilize enzimlerle ayni substrat miktarlar1 kullanildi. Tampon
¢ozelti ile hacim 1 mL’ye tamamlanip 50 °C’de pH 6.0’da 20 dak. reaksiyona tabii
tutuldu. Boliim 3.2.8”de agiklandigi gibi aktivite tayini gergeklestirildi. Michaelis-

Menten grafigindeki x ekseni artan substrat konsantrasyonlarindan (mM), y ekseni
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3 tekrarli denemelerin {iriin olusum hiz (uM/dak.) degerlerinin ortalamalarindan

olusturuldu.

3.2.11 immobilize Enzimlerin Reaksiyon Kosullarindaki Stabilitelerini

Inceleme

Immobilize enzimler 50 °C’de pH 6.0’da (30 dak., 60 dak. , 90 dak. , 120 dak.
, 150 dak. ve 180 dak.) siirelerinde 4 tekrarli olacak sekilde bekletildi. Ornekler 960
uL tampon ¢ozelti icerisine 10 pL enzim siispansiyonu eklenerek hazirlandi.
Bekleme siireleri sonunda, tiiplere 30 pL substrat ¢ozeltisi eklendi ve Boliim
3.2.8°’de agiklandig1 sekilde aktivite tayini gerceklestirildi. Analiz sonucunda
tekrarli denemelerin ortalamalar1 alindi, hesaplanan en yiiksek aktivite degeri 100

kabul edildi, diger degerler bu degere oranlanarak % cinsinden ifade edildi.

3.2.12 immobilize Enzimlerin Tekrarh Kullanim Denemeleri

Immobilize enzimlere bir kere 10, iki kere 15 tekrarli kullanim denemeleri
gergeklestirildi. Tekrarli kullanim ¢aligmalarinda ve yikamalar sonrasinda
immobilize enzimlerin hacmi 10 pL kabul edildi ve 30 uL substrat ¢ozeltisi, 960
puL tampon ¢ozeltisi kullanildi, B6liim 3.2.8de aciklandig: sekilde aktivite tayini
gerceklestirildi. MNPler’e her tekrardan 6nce deiyonize su ve tampon ¢ozeltisi ile
yikama yapildi. Degerlendirmelerde hesaplanan en yiiksek aktivite degeri 100
kabul edildi diger aktivite degerleri bu degere gore % olarak oranlandi ve

karsilagtirildi.

3.2.13 Ortamdaki Metanoliin immobilize Enzim Aktivitelerine EtKisini

inceleme

Ortamdaki metanoliin immobilize enzimlerin aktiviteleri lizerindeki etkisini
incelemek icin sadece B-Glukozidaz, sadece B-Ksilozidaz, B-Glukozidaz ve (-
Ksilozidaz’in birlikte aktiviteleri ve ortama metanol eklenmis haldeki aktiviteleri
karsilastirildi. 1ki enzimin de bulundugu ortam igin immobilize enzim
siispansiyonlarindan 10’ar pL alindi, miknatis yardimiyla sivi fazlarindan
uzaklastirildiktan sonra hacim olarak ikisi toplamda 10 pL kabul edildi. Ardindan
30 uL pNPX ¢ozeltisi (20Mm) ve 30 uL pNPG ¢ozeltisi (20Mm) eklenerek fosfat
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tampon ¢ozeltisi (50Mm, pH 6.0) ile ortam hacmi 1 mL’ye tamamlandi. Metanolli
denemeler igin ortamlara 30 puL. metanol eklenerek hacim 1 mL’ye tamamlandi.
Reaksiyonlar 50 °C’de gergeklestirildi ve Bolim 3.2.8’de agiklandigi sekilde

aktivite tayini adimlar1 uygulandi.

3.2.14 Farkh Depolama Kosullarmin immobilize ve Serbest Enzim

Aktivitelerine Etkisini inceleme

Deiyonize suya ve fosfat tamponuna (50Mm, pH 6.0) alinan immobilize ve
serbest enzimler 2 ay boyunca -20 °C ve +4 °C’de saklandi. Ilk 4 haftanin ve 2. aym
orneklerine sirayla Boliim 3.2.8°de agiklandigi sekilde aktivite tayinleri yapildi.
Depolama kosullarindaki farkliliklarin ve depolama siirelerinin immobilize enzim
aktiviteleri iizerine etkileri incelendi. Immobilize enzimler aktivite tayinlerinden
once su ve tampon cozeltileri ile yikandi. immobilize enzimler icin 3, serbest
enzimler igin 2 tekrarli denemeler gerceklestirildi ve hesaplamalarda tekrarlarin
ortalamalari kullanildi. Hesaplanan en yiiksek aktivite degeri 100 kabul edildi, diger

degerler bu degere oranlanarak % cinsinden ifade edildi.

3.2.15 Biyotransformasyonun Gerg¢eklestirilmesi

Biyotransformasyon c¢alismalarinda kullanilacak ASTIV ve ASTVII
substratlart metanolde ¢6zdiiriilerek 4 mg/ml’lik substrat ¢ozeltileri elde edildi ve
stok ¢ozelti olarak kullanildi. Reaksiyonlarda tampon ¢6zelti olarak fosfat tamponu
(6.0 pH, 50 Mm) kullanildi. Substrat, immobilize B-Glukozidaz (B-G) ve B-

ksilozidaz (B-K) enzimleri ve tampon ¢6zeltiyle ortam hacmi 1 mL’ye tamamlandi.

Metabolit olusum taramalar1 i¢in 2, 3, 4, 5, 6, 7 giinliik yapilan denemelerde,
25 °C, 37°C ve 50 °C’de reaksiyonlar gergeklestirildi ve reaksiyonlar igin disk
karigtirici, orbital karistirict ve c¢alkalamali su banyosu kullanildi. Substrat
miktarlar1 0.1 mg, 0.2 mg ve 1 mg olarak denendi ve substratlar ortama 100 pL ve
25 uL metanolde ¢ozdiiriilerek verildi. Enzimlerin tek, birlikte ve sirali olarak
kullanildig1, ortama eklenen B-G miktarinin B-K’nin 5 kati oldugu denemeler
yapildi.  Biyotransformasyon ¢aligmalar1  tekrarsiz  denemeler  halinde

gergeklestirildi.
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3.2.16 Ekstraksiyon Calismasi

Sekil 3.9°da wverildigi gibi C18 silika sorbent ve vakum manifoldu
kullanilarak olusturulan sistemde, sorbent materyali 6nce 10 ml su, ardindan 10 ml
metanol gegirilerek yikandi. Sonrasinda 10 ml su daha gegirilerek silika islak
kalacak sekilde sartlandi. 1 mL reaksiyon ortami aktarildi. Sorbentteki tiim su
vakumlandiktan sonra 10 ml metanolle silikaya tutunan molekiiller toplandi.
Evaporatdr ile metanol uguruldu. Islemden sonra elde edilen kuru madde metanolde

¢oziildii ve drnek ITK islemine tabii tutuldu.

Sekil 3.9 C18 silika sorbent ve vakum manifoldu kullanilarak olusturulan ekstraksiyon sistemi

3.2.17 ince Tabaka Kromatografi (ITK) Calismasi

ITK calismalarinda kontrol olarak hedef molekiil CA (Img/ml) 2 tatbik,
substratlar (ASTIV, ASTVII) (4 mg/ml) 2 tatbik ve ekstrakte edilmis reaksiyon
ortami 20 tatbik olarak uygulandi. Mobil faz olarak (etil asetat: metanol: su) ¢cdzgen
sistemi (100: 17.5: 13.5), duragan faz olarak 60 F,s, silika tabakalar kullanildi.
Islem sonucunda tabakaya siilfirik asit (metanolde %35 oranindan ¢dzdiiriilmiis)

puskiirtiilerek 125°C’de yakma gergeklestirildi.

3.2.18 Biyotransformasyon Orneklerinin HPLC Analizi ile Yap: Tayini

ITK calismalarmm sonuglart dogrultusunda, en yiiksek ASTIV
doniisiimiinii saglayan biyotransformasyon kosullart (50°C, 200 rpm, 3 giin)
uygulanarak elde edilen molekiillere HPLC analizi ile yap1 tayini gergeklestirildi.

Kontrol grubu ve biyotransformasyon 6rnekleri 1’den 7’ye kadar numaralandirilds,
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3 giinliik reaksiyon sonucu Boliim 3.2.16°da agiklandigi sekilde ekstrakte edilerek
HPLC analizine tabii tutuldu. Analizi ger¢eklestirilen 6rneklerinin i¢erikleri, HPLC
analizi i¢in kullanilan solventler ve son konsantrasyonlar1 Tablo 3.3’te verildigi
gibidir. Reaksiyon hacimleri 1 mL olan kontrol drneklerinden Ornek 1 sadece fosfat
tamponu, Ornek 2 tampon ve ASTIV (0.6 mg/ml), Ornek 3 tampon ve ASTVII
(0.6 mg/ml), Ornek 4 tampon ve B-Glukozidaz (20 U), Ormek 5 p-Glukozidaz (20
U) ve B-Ksilozidaz (20 U), reaksiyon hacimleri 5 ml olan biyotransformasyon
orneklerinden Ornek 6 sadece immobilize B-Glukozidaz (600U, 0.6 mg/ml
ASTVI), Ornek 7 esit iinitede B-Glukozidaz ve B-Ksilozidaz (600U, 0.6 mg/ml
ASTVI) icermektedir (Sekil 3.10).

HPLC analizi i¢in Agilent - 1200 Series sistemi kullanildi. Sistem dortli
takim pompa, otomatik ornek enjeksiyon boliimii, kolon firmi ve sirali diyot
dedektorii (DAD) ekipmanlarindan olusmaktadir. Tiim analizler Kinetex C-18
column (150 x 4.6mm, Sum particle size) kolon ile ger¢eklestirildi. Kolon sicakligi
35°C, mobil faz akis hiz1 0.75 mL/dk, enjeksiyon hacmi 20 pL, UV detektor dalga
boyu 203 nm olarak ayarlandi. Ayrim igin: Ultrasaf Su (A), Asetonitril (B), Metanol
(C) mobil faz ¢ozgenleri kullanildi. Ayrim profili Tablo 3.4’te verildigi gibidir.

Sekil 3.10 HPLC analizi yapilan biyotransformasyon drnekleri
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Tablo 3.3 Analizi ger¢eklestirilen hidroliz 6rneklerinin igerikleri, ¢oziindiikleri solvent ve son
konsantrasyonlar1 (ppm = (mg ¢dziinen / litre ¢ozelti).

; Solvent
Ornek , o Son
Icerik (HPLC analizi
kodu o konsantrasyon
igin)
1 Tampon ¢ozelti 1 mL Metanol 2900 ppm
2 Tampon + ASTIV 1 mL Metanol 1600 ppm
3 Tampon + ASTVII 1 mL Metanol 700 ppm
4 | Tampon + Immobilize B-G 1 mL Metanol 800 ppm
5 Tampon + Immobilize -G + p-K | 1 mL Metanol 600 ppm
Tampon + ASTVII + Immobilize
6 1 mL Metanol 3100 ppm
B-G
, 1 mL Metanol +
Tampon + ASTVII + Immobilize
7 200 pL Ultrasaf | 6167 ppm
B-G + B-K
su

Tablo 3.4 HPLC analizi i¢in kullanilan mobil faz ayrim profili.

Zaman % A % B % C
0.00 70 30 0
1.50 70 30 0
11.50 45 55 0
14.00 45 55 0
14.01 0 0 100
17.00 0 0 100
17.01 70 30 0
23.00 70 30 0

Deney sonuglarinin ~ HPLC-DAD  metoduyla  kantitatif — olarak
belirlenebilmesi i¢cin ASTVII ve ASTIV referans maddelerinin kalibrasyon egrisi
olusturuldu (Sekil 3.11 ve Sekil 3.12). Bu asamada, referans maddelerin 1000, 500,
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250 ve 125 ppm olmak iizere 4 farkli konsantrasyonu hazirlandi, 3’er tekrarli analizi

gerceklestirildi ve kalibrasyon grafikleri ¢izildi.

AST VII y =1,2332x - 1,1208
R? = 0,9999

1200
1000 e
800 )

600

400

200

Sekil 3.11 ASTVII kalibrasyon grafigi

AST IV y = 0,7565x + 16,091
RZ = 0,9999
1200

1000 e
800 ‘

600

400

200

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Sekil 3.12 ASTIV kalibrasyon grafigi
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4. BULGULAR

4.1 3-Aptes ile Yiizey Aktivasyonunu Gerceklestirme

Bolim 3.2.1°de agiklandigi sekilde gergeklestirilen yiizey modifikasyonu
yani silanlama isleminde degerlendirmeler, B6lim 3.2.2°de agiklandig sekilde

gram MNP iizerinde olusan umol 3-Aptes miktar1 hesaplanarak yapildi.

MNP yiizeyinde 3-Aptes kollarinin olusturulacagi silanlama ortami igin su
fazi ve metanol fazi karsilastirildi, %1(h/h) 3-Aptes konsantrasyonuna sahip
deiyonize suyun kullanildigi denemede MNP yiizeyinde olusturulan 3-Aptes
miktar1 17.9 umol/g iken %1 3-Aptes konsantrasyonundaki metanoliin kullanildig:
silanlama isleminde bu deger 8.3 pmol/g olarak hesaplandi. Devam eden silanlama

islemlerinde s1v1 faz olarak i¢in deiyonize su kullanilmasina karar verildi.

Silanlama ortamin 3-Aptes konsantrasyonuna karar vermek i¢in 6n tarama
olarak %1, %5 ve %10 (h/h) 3-Aptes konsantrasyonlar1 denendi ve sirasiyla 16.3
pmol/g, 11.7 pmol/g, 13.1 umol/g degerleri elde edildi. Konsantrasyonlar1 %0.5,
%1 ve %2 (h/h) olarak olusturulan ikinci tarama denemelerinde MNP yiizeyinde
olusturulan 3-Aptes miktar sirasiyla 21.1, 24.8, 24.0 umol/g olarak hesaplandi ve
silanlama iglemlerine %1 (h/h) 3-Aptes konsantrasyonu ile devam edilmesine karar

verildi.

Boliim 3.2.1°de agiklandig: sekilde silanlama ortamina 3-Aptes eklenmeden
once MNPIler deiyonize su igerisinde 10 dakika, 15 dakika, 2 saat ve 3 saat
sonikatorde siispanse edildi ardindan gergeklestirilen silanlama islemlerinde MNP
yiizeyinde olusturulan 3-Aptes miktart sirastyla 20.8, 21.1, 18.6 ve 18.7 pmol/g
olarak hesaplandi. Sonugta MNPler’in sonikatérde bekleme siiresi ile MNP
ylizeyinde olusturulan 3-Aptes miktar1 arasinda dogru bir orant1 goriilmedi. Devam

eden silanizasyon islemleri i¢in MNPler sonikatérde sadece 10 dakika bekletildi.

Silanlama islemlerinde ortam hacminin biiytikliigiiniin MNP yiizeyinde
olusturulan 3-Aptes miktarina etkisini incelemek icin gerceklestirilen denemede, 20
mg MNP %1 (h/h) 3-Aptes konsantrasyonuna sahip 0.5 ml ve 20 ml deiyonize suda

silanlama islemine tabii tutuldu ve sirasiyla 14.5 ve 18.7 umol/g degerleri elde
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edildi. 3-Aptes konsantrasyonu %1 (h/h) iken reaksiyon hacminin 40 katina
cikmasinin MNP yiizeyinde olusturulan 3-Aptes miktarin1 4.2 pmol/g arttirdigi

goriildil.

Calismanin devaminda 100 mL deiyonize su igerisindeki 500 mg MNP 10
dakika sonikatorde siispanse edilip %1(h/h) 3-Aptes orani ile ¢alkalamali su
banyosunda, 100 rpm’de 24 saat boyunca tutularak gergeklestirilen silanlama
isleminde MNP yiizeyinde olusturulan 3-Aptes miktar1 19.6 umol/g olarak
hesaplandi. Ayni kosullar kullanilarak, ilk 3 saati 100 °C’de, kalan 21 saati 40 °C’de
devam eden silanizasyon igsleminde MNP yiizeyinde olusturulan 3-Aptes miktari

37.4 umol/g olarak hesaplandi ve bu ¢alismadaki en yiiksek deger elde edildi.

4.2 Yiizeyde Olusan Amino Gruplarmin Tayini: Ninhidrin Analizi

Bolim 3.2.2°de agiklanan Ninhidrin analizinde, analiz edilen MNP
miktarindaki 1 mg artisin absorbansta 0.04 kat artisa sebep oldugu belirlendi. Ayni
silanlama isleminden ge¢cmis MNPler Tablo 4.1°de verildigi gibi farkli miktarlarda
alindiginda, gram MNP yiizeyinde olusan 3-Aptes miktarinin 18.2 -15.3 pmol/g
degerleri arasinda kalmasi ile karsilastima metrigi olarak kullanilan 3-Aptes/MNP
(umol/g) degerinin tutarli oldugu belirlendi.

Tablo 4.1 Farkli nanopartikiil miktarinin ninhidrin analizinde okunan absorbans ve 3-
Aptes/Nanopartikiil degerleri

MNP (mg) Absorbans 3_'?5332/1;\2)NP

5.0 0.146 154

7.5 0.229 15.3

10.0 0.317 154

12.5 0.479 18.2

15.0 0.568 17.9

17.5 0.624 16.8

20.0 0.748 17.5
Dizi Ortalamasi: 16.6
Standart Sapma: 1.3
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4.3 Gluteraldehit ile Enzimler i¢in Baglanma Ara Kolu Olusturma ve

Analizi

MNP yiizeyindeki 3-Aptes miktar1 21.2 umol/g olan MNPler’in, Bolim
3.2.3’te agiklandig1 sekilde 3 farkli gluteraldehit konsantrasyonu %2.5, %10 ve
%25 (h/h) ile muamelesinin ardindan gerceklestirilen Ninhidrin analizi sonrasi
(Sekil 4.1) sirasiyla 1.3, 1.6, 1.1 umol/g (3-Aptes/MNP) degerleri elde edildi.
Silanlanmis uglarin gluteraldehit kaplanma yiizedesi Boliim 3.2.4°te aciklandig:
gibi hesaplandi ve sirasiyla %93.9, %92.4 ve %94.8 olarak bulundu.

Sekil 4.1 Kullanilan gluteraldehtit oranlar1 %2.5, %10, %25 (h/h) sonras1 MNP, en sagda 3-Aptes
kapli MNP

4.4 Protein Tayini (Bradford Yontemi)

Bolim 3.2.5’te aciklandig1 sekilde gergeklestirilen protein tayini sonucunda enzim

cozeltilerinin hesaplanan protein yogunluklar1 Tablo 4.2°de verildigi gibidir.

Tablo 4.2 Kullanilan ticari enzimlerin protein yogunluklari

Absorbans  Protein Seyreltme Net
Yogunlugu (mg/mil)
B-Glukozidaz 0,298 0,07 10 0,73

B-Ksilozidaz 0,439 0,11 50 5,45
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4.5 B-Glukozidaz ve B-Ksilozidaz immobilizasyonu

Bolim 3.2.6’da aciklandig1 sekilde gergeklestirilen immobilizasyon
islemlerinde farkli MNP miktari, enzim miktar1 ve reaksiyon ortam hacmi
denemeleri ve Bolim 3.2.8’de agiklandigi gibi gerceklestirilen aktivite tayini
sonuglari ile Boliim 3.2.6°da aciklandig1 sekilde hesaplanan enzimlerin aktivite geri

kazanim ytizdeleri Tablo 4.3.’te verildigi gibidir.

Bolim 3.2.6’da agiklandigi gibi ksilozsuz ortamda immobilize edilmis f-
Ksilozidaz’in aktivite geri kazanim yiizdesi %36.0, ksilozlu ortamda immobilize
edilmis B-Ksilozidaz’in  %36.2, glukozlu ortamda immobilize edilen f-
Glukozidaz’in %46.9, glukozsuz ortamda immobilize edilen B-Glukozidaz’in
%52.3 olarak hesaplandi. Sonucta ortama eklenen glikoz ve ksilozun
immobilizasyon islemi i¢in olumlu bir etkisinin olmadig1 anlasildi. Immobilizasyon

islemlerine ortama glukoz ve ksiloz eklemesi yapilmadan devam edildi.

Tablo 4.3 Immobilizasyon calismalarindaki geri kazamm yiizdeleri
*(MNP miktar/Enzim Miktar1/Ortam Hacmi (mg/ul/ml)) Tablodaki % Geri kazanimlar, belirtilen
kosullarda elde edilen en yiiksek degerleri gostermektedir.

B-Glukozidaz B-Ksilozidaz
mg/pl/ml Geri kazamim (%) | mg/ul/ml | Geri kazanim (%0)
200/400/40 10 200/40/40 7.8
150/100/40 28.2 150/10/40 23.8
50/100/10 20.6 50/2.5/10 5.8
50/25/10 17.5 25/1.25/10 9.8
25/12.5/10 12.9 25/2.5/10 10.2
25/25/10 12.6 25/15/10 15.7
25/40/10 52.7 25/10/10 34.0
25/30/10 52.8 25/5/10 38.5
25/50/10 67.0
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Ortama eklenen enzim miktarinin immobilizasyon islemine etkisini
incelemek i¢in 10 ml hacimde ayn1 ylizey modifikasyon islemlerinden ge¢mis 25
mg MNP ile 30, 40, 50 pL pB-Glukozidaz enzim ¢6zeltisi kullanilarak
gerceklestirilen denemede Boliim 3.2.5°te agiklandigi sekilde hesaplanan aktivite
geri kazanim yiizdeleri sirayla %52.8, %52.7 ve %53.4’tiir.

B-Glukozidaz’in asetat tamponunda (pH 4.0) 37 °C’de gergeklestirilen
immobilizasyon islemindeki geri kazanimi %10, fosfat tamponunda (pH 7.0) 25
°C’de gergeklestirilen immobilizasyondaki aktivite geri kazanim yiizdesi %28
olarak, B-Glukozidaz’in 25 °C’de, pH 7.0 ve 7.4’te ger¢eklesen immobilizasyon
isleminde aktivite geri kazanim yiizdeleri sirayla %12.6 ve %6.8 olarak hesaplandi.
Immobilizasyon islemlerinin fosfat tamponunda (pH 7.0) 25 °C’de

gerceklestirilmesine karar verildi.

Enzim aktivitelerinin en yiiksek geri kazanim yiizdeleri B-Glukozidaz’in 25
mg MNP, 50 pl enzim ¢ozeltisi ile 10 ml ortam hacminde gerceklestirilen
immobilizasyonla %67; B-Ksilozidaz’mn 25 mg MNP, 5 ul enzim ¢ozeltisi ile 10 ml

ortam hacminde gergeklestirilen immobilizasyonla %38.5 olarak hesaplandi.

4.6 Manyetik Nanopartikiillerin FTIR ve SEM Analizleri

MNPler’in yiizey modifikasyonlarinda kullanilan 3-Aptes ve gluteraldehit
cozeltilerinin FTIR analizleri Sekil 4.2°deki gibidir. Enzim immobilizasyon
adimlar1 sonrasinda aliman MNP 6rneklerin FTIR analizi Sekil 4.3 teki gibidir.
FTIR analizi sonucunda 600 ve 800 cm-1 civarinda gozlenen bantlar, MNPler’in
Fe2Os ve FesOs fazlarindaki Fe-O titresimlerinin karakteristigidir. 3-Aptes
muamelesinden sonra gozlemlenen bant degisikligi 3-Aptes’in 1073’teki Si-O
karakteristik titresiminin etkisini isaret etmektedir. 2850 ve 3000 arasindaki bantta
gozlemlenen sekil degisikliginin kaynagi yine 3-Aptes’in o bant araligindaki tekli
C-H baglarinin titresimleridir. Ayni sekilde 3-Aptes’in 954 cm-1’deki C-N ve C-H
tekli baglarin titresimleri, etkisini banttaki sekil degisikligi olarak gostermektedir.
Gluteraldehitin ¢ift bag (C=C, C=0, C=H) bolgesinde 1642 cm-1’deki titresiminin
reaksiyondan sonra bandi esnettigi gézlemlendi. O-H ve N-H baglarinin bolgesi
3000 ve 3700 cm-1 arasindaki genis titresimin ise bandin sekil degistirdigi ve

diizlestirdigi goriildii. 600 ve 940 arasindaki alanin ise reaksiyondan sonra
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gluteraldehitin o bolgedeki titresiminden dolayr esnedigi diislinildii. Enzim
immobilizasyonu sonrasinda her iki enzim igin de 1637-1698 cm-1 arasindaki
banttaki degisim, proteinlerin NH» karakteristik titresimlerine isaret eder. Bu da
enzimlerin immobilize oldugunu gostermektedir (De Souza vd., 2017; Zlateski vd.,
2014).
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Sekil 4.2 3-Aptes ve gluteraldehit FTIR analizi
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Sekil 4.3 Islem gormiis MNPler’in FTIR analizi
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Sekil 4.4°te verilen SEM analizleri ile, manyetik partikiillerin islemler sonucu
agregatlasma olustugu goriildii. Baslangigta ortalama boyutlart 171.28 nm iken
silanizasyon isleminden sonra hesaplanan bu deger 155.26 nm’dir. Silanlanmis
manyetik nanopartikiillerin gluteraldehit muamelesinden sonraki boyutlar1 ise
ortalama 181.48 nm’dir. MNPler’in B-Glukozidaz immobilizasyonu sonrasi
hesaplanan ortalama boyutlart 154.68 nm, B-Ksilozidaz immobilizasyonu sonrasi
150.88 nm’dir. Sonug¢ olarak silanizasyon, gluteraldehit ara kolu olusturma ve

enzim immobilizasyonu islemlerinden gecen MNPler’in partikiil caplar1 arasindaki

farkin azaldig1, boyutlari agisindan daha homojen hale geldigi anlasildi (Sekil 4.5).

Sekil 4.4 SEM grafikleri. (a) Manyetik nanopartikiil, (b )3-Aptes kapli manyetik nanopartikiil, (c)
Gluteraldehit muamelesi gormiis manyetik nanopartikiil, (d) p-Glukozidaz immobilize edilmis
manyetik nanopartikiil, (¢) B-Ksilozidaz immobilize edilmis manyetik nanopartikiil.
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Sekil 4.5 Islem gérmemis, 3-Aptes, gluteraldehit muamelesi sonrasi, B-Glukozidaz ve B-Ksilozidaz
immobilize edilmis MNPlerin SEM analizi ile dl¢iilen boyutlar: (nm)
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4.7 immobilize ve Serbest Enzimlerin Optimum pH ve Sicaklik

Degerlerini Bulma

Boliim 3.2.9°da agiklanan optimum pH ve sicakligi bulma denemeleri sonucu
serbest B-Ksilozidaz’in en yiiksek aktivite degerine pH 7.0 ve 40 °C’de,
immobilizasyon sonrasi ise en pH 6.5 ve 45 °C’de ulastig1 saptandi. Serbest B-
Glukozidaz pH 4.0 ve 60 °C’de en yiiksek aktivite degerini verirken

immobilizasyon sonrasi en yiiksek aktiviteye 4.5 pH ve 60 °C’de ulasti.

Design Expert (v7.0.0) programi ile elde edilen kontur grafikleri Sekil 4.6’da
verildigi gibidir. Grafiklerdeki kirmizi alanlar %100 ve iizeri aktivite degerlerini
ifade ederken mavi alanlar %10°dan disik aktiviteleri temsil etmektedir.
Grafiklerdeki ‘x’ ekseni sicaklik, ‘y’ ekseni pH degerlerini gostermektedir.

Programdan elde edilen ANOVA verileri Tablo 4.4’te verildigi gibidir.

. a) Aktivite b) Aktivite
Design-Expert® Software "
Aktivite s50
® Tasarim Noktalar o
I 100 o
10 ke -
o
X1 = A: Sicaklhik ~ **] 550
X2 = B: pH
A: Sicakhk A: Sicakhk
¢) Aktivite 9 Aktivite

37 4393

55 6819]

B: ph
B: ph

4000 4500 50.00 55.00 60.00 4000 4500 5000 5500 5000

A: Sicakhk A: Sicakhik

Sekil 4.6 Enzim aktivitelerinin contour yiizey grafikleri, x ekseni sicaklik, y ekseni pH (a) Serbest
B-Ksilozidaz (b) immobilize B-Ksilozidaz (c)Serbest B-Glukozidaz (d) immobilize B-Glukozidaz.
(Design-Expert®)
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Tablo 4.4 Enzimlerin en yiiksek aktivite gosterdikleri sicaklik, pH degerleri ve ANOVA verileri.

Serbest Immobilize Serbest Immobilize
p-Glukozidaz  p-Glukozidaz  B-Ksilozidaz  p-Ksilozidaz
pH 4.0 4.5 7.0 6.5
Sicakhik 60 °C 60°C 40°C 45°C
Model
0.0002 0.0001 0.0044 0.0511
(p degeri)
Sicaklik
0.0019 0.0091 0.0074 0.0345
(p degeri)
pH
0.0003 <0.0001 0.0160 0.4459
(p degeri)

4.8 immobilize ve Serbest Km ve Vmax Hesaplamalari

Bolim 3.2.10°da agiklandig1 sekilde, serbest ve immobilize durumdaki (-
Glukozidaz ve B-Ksilozidaz’in artan substrat konsantrasyonuna gore iiriin olusum
hizin1 ifade eden ve 3.2.8’de aciklandigr sekilde hesaplanan aktivite degerleri ile
olusturulan Michaelis-Menten grafikleri Sekil 4.7 ve Sekil 4.8°de, Lineweaver-
Burk grafikleri Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verildigi gibidir. Grafiklerden elde edilen
grafik denklemi, R2, Km ve Vmax degerleri Tablo 4.5’te yer almaktadir.

45 35
4 3
35 2,5
= 3 CHE
£25 E 2
> 15 >
1
05 05
0 0
0 02 04 06 08 1 12 14 0 02 04 06 08 1 12 14
[S]mM [S] mM

Sekil 4.7 Immobilize B-Glukozidaz (solda) ve serbest B-Glukozidaz (sagda) enziminin Michaelis-
Menten grafigi
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Sekil 4.8 Immobilize B-Ksilozidaz (solda) ve serbest B-Ksilozidaz (sagda) enziminin Michaelis-
Menten grafigi

2,5 -
y =0,1669x + 0,1342
2 - R2=10,9814
=
§ 1,5 -
D
= 11
&
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- R2=0,9977
ﬁ/
—7 T \V) T T T T T T T T T T 1
4 -3 <2 -1 ¢ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
-0,5 - 1/[S] mM-1

o Imobilize B-Glukozidaz ~ ® Serbest p-Glukozidaz

Sekil 4.9 immobilize ve serbest B-Glukozidaz’in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.10 immobilize ve serbest B-Ksilozidaz’in Lineweaver-Burk grafigi

Tablo 4.5 Serbest ve immobilize enzimlerin Km ve Vmax degerleri

Lineweaver—Burk R? Km Vmax
Denklemi (mM) (uM/dak.)
Serbest
_ y =0,1669x + 0,1342 | R2=0,9814 1.2 7.4
B-Glukozidaz
immobilize
_ y =0.0709x + 0.1985 | R2=10.9977 0.3 5.0
B-Glukozidaz
Serbest
o y =0,1005x + 0,0864 | R?=0,9977 1.2 11.6
B-Ksilozidaz
immobilize
o y =0.1614x + 0.0864 | R2=10.9992 1.9 11.6
B-Ksilozidaz

4.9 immobilize Enzimlerin Reaksiyon Kosullarindaki Stabilitelerini

inceleme

Immobilize enzimlerin 50°C fosfat tamponu (50Mm, pH 6.0) igerisinde
bekletildikten sonra hesaplanan karsilastirmali aktivite yiizdeleri f-Glukozidaz igin
Sekil 4.11°de, B-Ksilozidaz icin Sekil 4.12°deki gibidir. Grafikte kullanilan veriler
3 tekrarli denemelerin ortalamalarindan olusmaktadir, hata ¢ubuklar1 standart

hatay1 gostermektedir.
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Sekil 4.11 B-Glukozidaz stabilite grafigi
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Sekil 4.12 B-Ksilozidaz stabilite grafigi

4.10 immobilize Enzimlerin Tekrarh Kullanim Denemeleri

Immobilize enzimlerin 3.2.12’de aciklandi81 sekilde gerceklestirilen 10 ve 15
tekrarlt denemelerindeki karsilastirmali aktivite degerlerinden olusturulan grafikler
B-Glukozidaz igin Sekil 4.13’te, B-Ksilozidaz igin Sekil 4.14’teki gibidir.
Tekrarlarda hesaplanan son aktivite degerleri grafikler iizerinde etiketli haldedir,

hata gubuklar1 standart sapmay1 ifade etmektedir.
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Sekil 4.13 B-Glukozidaz enziminin tekrarl kullanimlarindaki karsilagtirmali aktivite yiizdeleri
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Sekil 4.14 B-Ksilozidaz enziminin tekrarli kullanimlarindaki karsilastirmali aktivite yiizdeleri

4.11 Ortamdaki Metanoliin immobilize Enzim Aktivitelerine Etkisini

inceleme

Bolim 3.2.13’te agiklandigi sekilde gercgeklestirilen denemelerden sonra
3.2.7°de aciklandig1 sekilde hesaplanan metanolsiiz ortamdaki immobilize B-
Glukozidaz’in aktivitesi 4.9 U, immobilize B-Ksilozidaz’in aktivitesi 5.8 U, iki
enzim birlikte toplam aktiviteleri 10.3 U’dur. Metanollii ortamda immobilize -
Glukozidaz’in aktivitesi 6.1 U, immobilize B-Ksilozidaz’in aktivitesi 6.1 U iki
enzim birlikte toplam aktiviteleri 9.9 U’dur. Hesaplanan aktivitelerden ortamdaki

metanoliin f-Glukozidaz’in aktivitesini %24.5, B-Ksilozidaz’in aktivitesini %5.2
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oraninda arttirdigi, iki enzimin birlikte oldugu ortama eklenen metanoliin aktiviteyi

%3.9 oraninda azalttig1 hesaplandi.

4.12 Farkh Depolama Kosullarinin immobilize ve Serbest Enzim

Aktivitelerine Etkisini Inceleme

Immobilize enzimlerin -20°C, +4°C’de, tampon ¢ozeltisi ve deiyonize suda
depolandiginda degisen karsilastirmali aktivite yilizdeleri Sekil 4.15°te verildigi
gibidir. Grafikte kullanilan veriler B-Glukozidaz ve B-Ksilozidaz’in 3 tekrarl
denemelerin ortalamalarindan olugmaktadir. Standart hatalar grafik {izerinde

belirtilmis ve hesaplanan ortalama degerler grafik {izerinde etiketlenmis haldedir.

B-Glukozidaz’in 4 hafta sonundaki karsilastirmali aktivite yiizdeleri -20°C’de
%76.1, +4°C’de %96.2, tampon ¢ozeltisinde %84.3 ve deiyonize suda %95.6
iken, B-Ksilozidaz’in 4 hafta sonundaki karsilastirmali aktivite yiizdeleri -20°C’de
2036.2, +4°C’de %72.2, tampon ¢ozeltisinde %040.3 ve deiyonize suda %73.9’dur.

2 ay boyunca depolanan immobilize enzimlerin sahip olduklari aktivite
yiizdeleri -20°C’de %51, +4°C’de %86.2, tampon ¢ozeltide %86.6 ve deiyonize

suda %75.4 tiir.
©
~&
©
| |

0 1 2 3 4
HAFTALAR

H(- 20°C) B(+4°C) @Tampon ®mSu

60,9
- 89,0
70,7
RESEEEEEE o 100,0
- 100,0

e e wwwws /3]

87,1

% AKTIVITE

InnRRRRRRRRRRRRES 06,5
oS- 68,5
EODODDDODDDDDE: - 83,6

EEFFFFFFA— 549

T

BOCODDERNE - ] 4
PFFFFFAZ— 53,2

rIEFFFFFA— 57,1

Sekil 4.15 Immobilize enzimlerin farkli depolama kosullarindaki 4 haftalik karsilastirmali
aktiviteleri
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Serbest enzimlerin pH 6.0 fosfat tamponu igerisinde -20°C ve +4°C’de
depolandigindaki karsilastirmali aktivite yilizdeleri Sekil 4.16°da verildigi gibidir.
Grafikteki B-Glukozidaz ve B-Ksilozidaz verileri her iki enzimin -20°C ve
+4°C’deki karsilagtirmali aktivite yiizdelerinin ortalamalarindan, -20°C ve +4°C
verileri ise B-Glukozidaz ve B-Ksilozidaz’in o sicakliktaki karsilastirmali aktivite
yiizdelerinin ortalamalarindan olusmaktadir. Standart hatalar grafik iizerinde

belirtilmis ve hesaplanan ortalama degerler grafik iizerinde etiketlenmis haldedir.
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Sekil 4.16 Serbest enzimlerin farkli depolama kosullarindaki 4 haftalik karsilagtirmal aktiviteleri

4.13 Biyotransformasyon islemi Sonras1 Bulgular

Boliim 3.2.15te aciklandig1 sekilde gercgeklestirilen ilk tarama ¢alismalarinda
10 U B-G (B-Glukozidaz), 10 U B-K (B-Ksilozidaz) ve 0.1 mg/ml ASTIV, ASTVII
substrat1 iceren (pH 6.0, 50°C, 200 rpm) ¢alkalamali su banyosunda 48 saat devam
eden reaksiyon sonucunda yapilan ITK ¢alismasinda herhangi metabolit déniisiimii
belirlenemedi. Bunun iizerine substrat miktarlart 10 katina ¢ikarildi (1 mg/ml) 10
U B-G ve 10 U B-K 50°C’de 200 rpm’de ¢alkalamali su banyosunda 7 giin boyunca
reaksiyona devam etti ancak yapilan ITK ¢aligmalar1 sonucunda yine metabolit

olusumu belirlenemedi.
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Reaksiyon siiresi 7 giine ¢ikarilarak 50 °C’de 200rpm’de ¢alkalamali su
banyosunda gerceklestirilen denemelerde 10 U -G, 10 U B-K, 0.1 mg/mL ve 0.2
mg/mL konsantrasyonlarinda substrat kullanildi. Denemeler arasina 0.1 mg/ml
substrat ve 10 U’luk sadece -G veya sadece B-K igeren, ilk 4 giin 10 U B-G diger
3 giin 10 U B-K kullanilan, ilk 4 giin 10 U B-K diger 3 giin 10 U B-G kullanilan
reaksiyonlar eklendi. Yapilan ITK analizleri sonucu sadece ilk 4 giin 10 U B-G diger
3 giin 10 U B-K kullanilan ortamda ASTVII molekiiliiniin ASTIV molekiiliine

dontistiigii belirlendi.

Tarama ¢alismalari 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 giinliik olarak devam ettirilirken olumlu
bulgulara ASTVII substratinin kullanildig1 7, 5 ve 2 giinliik denemeler ile ulasildu.
Yapilan ITK analizleri sonucu ASTVII'nin ASTIV metabolitine déniistiigii
anlasildi. Sekil 4.17°de substrat olarak 0.1 mg/mL ASTVII'nin kullanildig:
calismalarm ITK sonucu yer almaktadir. A; 50 °C’de 200 rpm’de ¢alkalamali su
banyosunda 7 giin boyunca devem eden ilk 4 giin sadece 10 U B-G kalan 3 giin
sadece 10 U B-K kullanilan biyotransformasyon sonucunu gostermektedir. B; her
saat 10 °C artan (30°C, 40°C, 50°C, 60°C) 200 rpm’de ¢alkalamali su banyosunda
10 U B-G, 10 U B-K igeren 4 saatlik biyotransformasyon sonucudur. C; 50°C’de
200 rpm’de galkalamali su banyosunda 2 giin devam eden 10 U -G, 2 U B-K igeren
biyotransformasyon sonucunu gostermektedir. ITK sonuglarindaki spotlardan
dontistim miktarinin az oldugu ¢ikarimi yapilsa da ASTVIT’ nin ASTIV’e doniistiigi

goriilmektedir.

AST IV

CA ASTASTA B C CA ASTAST A B C
Vil v Vil IV

Sekil 4.17 A,B ve C biyotransformasyon denemelerinin iTK sonuglar1.
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Enzim miktarlarin1 degistirildigi caligmalarda substrat olarak 0.1 mg
ASTVII'nin 25 pL metanol ile ortama verildigi 3 giin (20 U B-G, 20 U B-K, 50°C
orbital karistirict), 6 giin (10 U B-G, 2 U B-K, 25°C, disk karistirici), 5 giin (10 U B-
G, 10 U B-K, 37°C, orbital karistirict), 4 giin (10 U B-G, 2 U B-K, 25°C, disk
karistirict) siiren biyotransformasyon denemelerinin ITK sonuglar1 Sekil 4.18’de
verildigi gibidir. Substrat olarak 0.1 mg ASTVII’nin 100 uL metanol ile ortama
verildigi bir deneme de 5 giin boyunca devam ettirildi. Denemelerde ITK
gorsellerine bakilarak 3, 4 ve 5 (100 pL metanolli) giinliik denemelerde
ASTVII’'nin ASTIV’e doniistiigl goriildi.

-
- — »AST IV
eQ00QD
o 6 ;

CA AST AST 3g 6g 5g 5g 4g CA AST AST 3g 6g 5g 5g 4g
vV Vil M IV Vil M

Sekil 4.18 3, 6, 5, 4 giinliik ve 100uL metanol eklenmis 5 giinliik biyotransformasyon denemelerinin
ITK sonuglar.

Calismalardan 1-7 (20U B-G, 50U B-K, 0.1mg/ml ASTVII, 50°C orbital karistirici)
ve 2-7 (50U B-G, 100U B-K, 0.1mg/ml ASTVII, 50°C orbital karistirici) olarak

kodlanan 3 giinliik denemelerin ITK gériintiileri Sekil 4.19°da verildigi gibidir. Her
iki denemede de ASTVII'nin ASTIV’e doniistigii gozlendi.
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CA  AST AST 1-7 2-7 CA AST AST 1-7 2-7
IV Vil vV Vi

Sekil 4.19 1-7 ve 2-7 biyotranformasyon denemelerinin ITK sonucu.

Tarama ¢aligsmalar1 sonrasinda 1 ml ortam hacmi ve 0.1 mg/mL ASTVII ile
50 °C’de orbital karistiricida 200 rpm’de 3 giin devam ettirilen ¢alismada en iyi
ASTIV déniisiimiin elde edildigi ITK gorselleri ile goriildii (Sekil 4.20).

AST IV

o (J

PR WY ) s
-
€6 *" M1 afn
* ’ ‘ i
CA  AST AST 3giin CA  AST AST 3gin
IV Vil IV Vil

Sekil 4.20 50°C’de 3 giin siiren biyotranformasyon denemesinin ITK sonucu.

Boliim 4.7°de immobilize enzimlerin yiiksek aktiviteler gosterdigi pH ve
sicaklik degerleri kullanilarak gergeklestirilen biyotransformasyonlarm ITK
sonuglar1 Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°de verildigi gibidir. A sadece 20 U B-G’nin
(58°C, 5.0 pH, 0,1 mg/mL ASTVII); B sadece 20 U B-K’nin (45°C, 6.5 pH, 0,1
mg/mL ASTVII); C 20 U B-G, 20 U B-K’ni birlikte (58°C, 5.0 pH, 0,1 mg/mL
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ASTVII) ve D 20 U B-G, 20 U B-K’nin birlikte (45°C, 6.5 pH, 0,1 mg/mL ASTVII)
kullanildigi;; W sadece 20 U B-G’nin (60°C, 4.5 pH, 0,1 mg/mL ASTVII)
kullanildigi; D 20 U -G, 20 U B-K’nin birlikte (60°C, 4.5 pH, 0,1 mg/mL ASTVII)
kullanildig: 1 ml hacimle 200rpm’de ¢alkalamali su banyosunda 3 giin devam eden
reaksiyonlarin sonucunu gostermektedir. ITK sonuglarindan A, C, W ve V’de
belirgin bir doniisiim goriilirken D’de ¢ok az goriilmekte ve B’de hi¢ doniisiim

goriilmemektedir.

———AST IV

CA  AST AST A B s D CA AST AST A B C D
v Vi v Vi

Sekil 4.21 Immobilize enzimlerin yiiksek aktivite verdikleri sicaklik ve pH’ta gerceklesen
biyotransformasyonlarmn ITK sonuglart

“AST IV

CA ASTAST W V CA ASTAST W V
v i [\

Sekil 4.22 immobilize B-G ve B-K’nin yiiksek aktivite verdikleri sicaklik ve pH’ta gergeklesen
biyotransformasyonlarmn ITK sonuglart

Tarama sonuglar1 sonras1 ITK gérsellerine bakilarak ASTVII’den ASTIV’e
doniistimiin en yiiksek oldugu diisiiniilen kosullarda (0,1 mg/mL ASTVII, 6.0 pH,
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50°C, 200 rpm, 3 giin) sadece 20 U B-G’nin ve 20 U B-K’nin ayr1 ayr1 ve birlikte
kullanildig1 biyotransformasyon denemeleri gergeklestirilmistir. Sekil 4.23’te, X
sadece B-G, Y sadece B-K, Z B-G ve B-K’nin birlikte kullanildigi denemeyi
gostermektedir. X ve Z’de gozle goriilebilir bir ASTIV doniisiimii varken Y’de bu

durum gerceklesmemistir.

<

o - AST IV
Slele
[ ca @t sr y v -
> ? 4 g
CA AST AST X 0 z CA AST AST X ¥ Z
VI vV VII 1%

Sekil 4.23 Immobilize B-G nin (6.0 pH, 50 °C) biyotransformasyonlarmin ITK sonugclari

4.14 Biyotransformasyon Orneklerinin HPLC Analizi ile Yap1 Tayini

Bolim 3.2.18’de aciklandigi sekilde gerceklestirilen biyotransformasyon
orneklerinin HPLC analizinden elde edilen kromatogramlardaki tepe nokta
alanlardan hesaplanan molekiil miktar1 ASTVII i¢in Tablo 4.6, ASTIV ICIN Tablo
4.7°de verildigi gibidir.

Ornek 6 i¢in 3 mg ASTVII’den 0.1336 mg ASTIV e déniisiim gerceklestigi
hesapland1 (Verim: % 4.45).

Ornek 7 igin 3 mg ASTVII’den 0.1295 mg ASTIV e déniisiim gergeklestigi
hesaplandi (Verim: % 4.32).
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Tablo 4.6 ASTVII i¢in 6rneklerin HPLC analiz sonuglari

ASTVII
Alan 1 Alan 2 Alan 3 Alan Ortalama ppm ug
Ornek 1 0 0 0 0 0 0,0
Ornek 2 0 0 0 0 0 0,0
Ornek 3 524,861 | 515,266 | 531,324 523,817 644,850324 | 644,9
Ornek 4 0 0 0 0 0 0,0
Ornek 5 0 0 0 0 0 0,0
Ornek 6 211549 | 208854 | 2093,62 2099,216667 2587,63319 | 2587,6
Ornek 7 1765,13 | 1772,05 | 1760,66 1765,946667 2176,64463 | 2612,0
Tablo 4.7 ASTIIV igin 6rneklerin HPLC analiz sonuglar
ASTIV
Alan 1 Alan 2 Alan 3 Alan Ortalama | ppm ng
Ornek 1 0 0 0 0 0 0,0
Ornek 2 1177,48 11743 1170,18 1173,986667 904,211913 | 904,2
Ornek 3 0 0 0 0 0 0,0
Ornek 4 0 0 0 0 0 0,0
Ornek 5 0 0 0 0 0 0,0
Ornek 6 156,152 155,173 154,77 155,365 133,624623 | 133,6
Ornek 7 121,325 121,274 121,61 121,403 107,93237 | 129,5

Tim oOrneklerin HPLC kromatogramlarinin kiyaslamas: Sekil 4.24’te

verildigi gibidir. Belirlenen ASTVII alikonma stiresi 5.9 dakika ve

ASTIV

alikonma siiresi 8.6 dakikadir. HPLC analizlerinde goriilen alikonma siirelerindeki

farklilik kolonun yeterince sartlanmamasindan kaynaklanmaktadir. Ornek 6’ya ait
HPLC kromatogrami Sekil 4.25’te, Ornek 7’ye ait HPLC kromatogrami Sekil
4.26°da verildigi gibidir.
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Sekil 4.25 Ornek 6’ya ait HPLC kromatogrami
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Sekil 4.26 Ornek 7’ye ait HPLC kromatogrami

Enzimatik biyotransformasyon sonucu olusan molekiiliin ASTIV oldugunu
dogrulamak igin 250 uL Ornek 6 ve Ornek 7 iizerine 250 uL 500 ppm ASTIV
eklendi. Sekil 4.27 ve Sekil 4.28’de sunulan kromatogramlarla olusan molekiiliin
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ASTIV oldugu dogrulandi. Sekil 4.27°de Ornek 6’nimn analiz sonucu kirmizi hat
olarak, ASTIV eklendikten sonraki hali ise mavi hat olarak goriilmektedir. Sekil
4.28°de Ornek 7 mavi hat olarak verilirken ASTIV eklendikten sonraki hali kirmizi

hat olarak goriilmektedir.

w0 ASTVII

ﬂ ASTIV

Sekil 4.27 Ornek 6 (kirmizi) ve Ornek 6 - ASTIV (mavi) 6rneklerinin kiyaslanmasi

500

ASTVII ASTIV

Sekil 4.28 Ornek 7 (mavi) ve Ornek 7 - ASTIV (kirmizi) 6rneklerinin kiyaslanmasi
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5. SONUC VE TARTISMA

MNP {izerine immobilize edilmis B-Glukozidaz ve B-Ksilozidaz kullanilarak
ASTIV ve ASTVII molekiillerinden biyotransformasyon ile CA iiretilmesi i¢in
gerceklestirilen calismadan elde edilen bulgular literatiire yeni veri olarak

sunulmustur.

MNP {izerine immobilizasyon isleminde birinci agsamay1 olusturan silanlama
yani 3-Aptes’le MNP yiizey modifikasyonu i¢in kullanilacak ortam, bu ¢alismada
deiyonize su olarak belirlenmistir. Metanoliin kullanildigi silanlama isleminde
gram MNP iizerinde olusan umol 3-Aptes degeri 8.3 umol/g iken deiyonize suyun
kullanildig1 silanlama isleminde bu deger 17.9 pmol/g olarak hesaplanmistir.
Deiyonize su kullaniminin metanol kullanimina gore 2.1 kat verimli oldugu, ayni1
zamanda yikama sirasinda daha az MNP kaybina sebep oldugu belirlenmistir.
Literatiirde aseton, su, etanol, metanol, toluen gibi farkli siv1 fazlarin kullanildigi
bilinmektedir (Aptekin, 2009; Cho ve Rhee, 1993; Modenez vd., 2018; Thangaraj
vd., 2016; Weetall, 1976).

Weetall (1976) ve Park vd. (2018) c¢alismalar1 referans alinarak
gerceklestirilen silanlama islemi i¢in gram MNP iizerinde olusan pmol 3-Aptes
degeri 19.6 umol/g olarak hesaplanmistir. Lau vd. (2020) calismalarindaki
silanlama isleminde sicaklig1 ilk 3 saat 100 °C’de sonraki 21 saat boyunca 40°C’de
tutmuslardir. Lau vd. (2020) referans alinarak gergeklestirilen silanizasyon
isleminde gram MNP iizerinde olusan pmol 3-Aptes degeri 19.6 umol/g’dan 1.9
katina ¢ikarak 37.4 pumol/g olarak hesaplanmig ve bu caligmada elde edilen en
yiiksek degere ulasilmistir. 3-Aptes’le silanlama islemi i¢in Ninhidrin analizini
kullanan Aptekin (2009) gergeklestirdigi doktora tez ¢aligmasinda, cam boncuklara
uyguladigi silanlama islemi sonrasi ylizeye tutunan 3-Aptes miktarin1 70 nm cam
boncuklar i¢in 33.5 umol 3-Aptes/g destek, 100 nm cam boncuklar i¢in 10,8 pmol
3-Aptes/g destek olarak hesaplamigtir. Destekler farkli olmasma ragmen bu
calismada Aptekin’in (2009) gerceklestirdigi calismaya benzer degerler elde
edilmistir. Bu sonuglara dayanarak literatiirde de desteklendigi lizere sicakligin ve
kullanilan sivi fazin silanizasyon islemi ig¢in Onemli parametreler oldugu

anlagilmistir (Liu vd., 2013). Calismadan elde edilen veriler sonucunda 3-Aptes
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konsantrasyonunun ve reaksiyon hacminin silanlama islemi ilizerinde énemli bir

etkisi olmadig1 belirlenmistir.

Ninhidrin analizi i¢in segilen karsilastirma metrigi, gram MNP {izerinde
olusan umol 3-Aptes degeridir. Ayni islemden ge¢cmis MNPler igin 15.3-18.2
pmol/g araliginda degisen bu degerin standart sapmasmin 1.3 oldugu
hesaplanmistir. Bu deneme ile Ninhidrin analizine tabii tutulan MNP miktarinin

‘umol 3-Aptes/g destek’ metrigi ile dogrusal bir iliskisi olmadigi anlasilmustir.

Gluteraldehit ara kolu olusturmak ig¢in kullanilan gluteraldehit
konsantrasyonundaki artisin ara kol olusumunu arttirmadigi anlasilmistir. Islem

icin %2.5(h/h) gluteraldehit konsantrasyonunun yeterli olduguna karar verilmistir.

Enzim immobilizasyon ¢aligmalarinda baslangi¢ olarak literatiirde belirtilen
B-Glukozidaz i¢in 37°C ve sodyum asetat tamponu (20 mM, pH 4.0), B-Ksilozidaz
i¢in 25°C ve sodyum fosfat tamponu (20 mM, pH 7.0) denenmis ve faktorler sirayla
degistirilerek geri kazanim yiizdeleri arttirllmaya ¢alisilmistir (Fanchini Terrasan
vd., 2016; Valenzuela vd., 2014; Verma vd., 2013a). Bolim 4.5’teki veriler
degerlendirildiginde, enzimlerin yarigsmali inhibitorleri glukoz ve ksilozun
immobilizasyon ortamina eklenmesinin olumlu bir etki olusturmadigi anlagilmistir.
Immobilizasyon ¢alismalarina yarismali inhibitér eklenmeden devam edilmistir. -
Glukozidaz’in pH 7.0 ve 7.4’te gergeklesen immobilizasyon isleminde aktivite geri
kazanim yiizdeleri sirayla %12.6 ve %6.8 olarak hesaplanmis ve pH 7.0’nin 7.4’e
gore 2 kat daha verimli oldugu belirlenmistir. B-Ksilosidaz immobilizasyon
denemeleri i¢in belirlenmis olan baslangi¢ pH’1 (pH 7.0) degistirilmemis, referans

kaynaklardaki pH degeri ile ¢alismalar devam ettirilmistir.

Ayn1 yiizey modifikasyon iglemlerinden ge¢mis 25 mg MNP ile 30, 40, 50
uL B-Glukozidaz enzim ¢ozeltileri kullanilarak gergeklestirilen immobilizasyon
denemesinde aktivite geri kazanim yiizdelerinin B6liim 4.5’te sirayla %52.8, %52.7
ve %53.4 olarak hesaplanmasi ile enzim miktarindaki artisin belirli bir degerden
sonra geri kazanim yiizdesini arttirmadig1 ve partikiil basina diisen enzim yiikiiniin
neredeyse sabit kaldig1 Dbelirlenmistir. Yapilan c¢alismada enzimlerin

immobilizasyonu i¢in en 6nemli adimin yiizeyin modifiye edilmesi oldugu, yiizeyi
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basarisiz bir sekilde modifiye edilmis MNPler’in, destege immobilize olan enzim

miktarint da siirladig1 saptanmistir.

Enzimlerin sicaklik ve pH optimumunun belirlenmesinde, elde edilen
modellerin anlamli ve tutarli olabilmeleri i¢in 0.05’ten kiiciik olmas1 gereken p
degeri (Prob > F) Tablo 4.4’te verildigi gibi immobilize B-Glukozidaz i¢in 0.0001,
serbest B-Glukozidaz i¢in 0.0002, serbest B-Ksilozidaz ig¢in 0.0044 ile bu sarti
saglamis ancak immobilize B-Ksilozidaz i¢in 0.0511 ile kararsiz bir model
olusturmustur. Sicaklik ve pH tiim enzimler i¢in anlamli model terimleri iken
immobilize B-Ksilozidaz i¢in yalnizca sicaklik 0.0345 ile anlamli bir model terimi
olmustur. pH ise 0.4459 degeri ile olusturulan immobilize B-Ksilozidaz modeli igin
anlamli bir terim olmamistir. Anlamli model terimlerindeki degisimler yanit
izerinde biiyiik etkiye sahiptir. Buradan pH degerindeki degisimin immobilize -
Ksilozidaz’in aktivitesi lizerinde anlamli bir etkisi olmadig1 belirlenmistir. Bu
istisna harig sicaklik ve pH faktorlerinin immobilize ve serbest enzimler tizerinde

etkisi oldugu anlasilmistir.

Immobilize enzimlerle gergeklestirilen sicaklik ve pH optimizasyon
calismasinda enzimler i¢in segilen sicakli ve pH degerlerinden B-Glukozidaz
yiiksek sicaklik, diisiik pH (60 °C, 4.5), B-Ksilozidaz diisiik sicaklik, yiiksek pH (45
°C, 6.5) degerleri ile en yiiksek aktivitelerine ulagmistir (Bkz. Tablo 4.4). Serbest
B-Glukozidaz (60°C, 4.0) ve serbest B-Ksilozidaz (40°C, 7.0) ile karsilagtirildiginda
immobilizasyon sonrast enzimlerin en iyl ¢alisma sicaklik ve pH degerlerinde

onemli bir degisim olusmadig1 anlasilmistir.

Immobilizasyon isleminden sonra B-Glukozidaz’in Km (1.2 mM - 0.3 mM)
ve Vmax (7.4 uM/dak. - 5.0 uM/dak.) degerlerinde azalma belirlenmistir. [3-
Ksilozidaz’in ise immobilize edildikten sonra Km (1.2 mM - 1.9 mM) degeri
artmis Vmax (11.6 uM/dak.) degeri ayn1 kalmistir (Bkz. Tablo 4.5). Km degeri,
enzimin substrata baglanma afinitesi hakkinda bilgi verir. Yiksek Km, diisiik
substrat afinitesine isaret eder (Kotzia vd., 2012). Enzimlerin kinetik degerlerindeki
bu degisiklikler, MNP {iizerine kovalent baglanma yoluyla gergeklesen
immobilizasyon isleminin substrat afinitesinde degisime neden oldugunu
gostermektedir (Verma vd., 2013b). B-Glukozidaz’in azalan Km degeri,

immobilizasyondan sonra substrat afinitesinin arttigini, azalan Vmax degeri
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enzimin katalitik aktivitesinin immobilizasyondan sonra azaldigini1 gostermektedir.
B-Ksilozidaz’in artan Km degeri substrat afinitesinin immobilizasyondan sonra
azaldigim1 gostermektedir. Bu durumun immobilizasyondan sonra substratin [-
Ksilozidaz’in aktif enzim bolgesine erisiminin azalmasindan kaynaklanmig
olabilecegi disiiniilmektedir (Park vd., 2018). Sabit kalan Vmax degeri ise
afinitedeki bu azalmanin enzimin katalitik aktivitesini etkilemedigini

gostermektedir.

Reaksiyon ortaminda bulunan %2.5 (h/h) oranindaki metanoliin immobilize
B-Glukozidaz’in aktivitesini 9%.24.5 oraninda, immobilize B-Ksilozidaz’in
aktivitesini %5.2 oraninda arttirdigi hesaplanmigtir. Metanollii ortama birlikte
koyulan B-Glukozidaz ve B-Ksilozidaz toplamda %3.9 oraninda bir aktivite kayb1
yasamistir. Biyotransformasyon i¢in kullanilacak substratlar ASTIV ve ASTVII
metanolde ¢oziilecegi ve reaksiyonda her iki enzim de ayni ortamda kullanilacagi
icin bu sonu¢ Onemlidir. Bu sonug¢ iki enzimin de biyotransformasyon igin
kullanilabilecegini gostermektedir. Li vd. (2019) reaksiyon ortamina eklenen
metanoliin B-Glukozidaz ve B-Ksilozidaz itizerindeki etkilerini incelemek igin
yaptiklar1 denemelerde sonug¢ olarak ortamda %50 orani ve altinda metanoliin
aktiviteyi olumsuz etkilemedigi hatta bazi rekombinant enzim 6rneklerinde %25
orani ve altinda bulunan metanoliin aktiviteyi arttiric1 etki gosterdigi belirtilmistir.

Bu calismada elde edilen bulgular literatiirii destekler niteliktedir.

Hesaplanan aktivite kayiplarinin, immobilize enzimlerin yikama ve miknatis
ille geri toplama sirasinda kaybedilen agregatlardan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmiistiir (Park vd., 2018). Immobilize enzimler ile yapilan deneylerde
agregatlasmis MNP lerin, aktif enzimlerin enzim-substrat kompleksi olusturmasini
engellemis olabilecegi ancak zamanla agregatlarda meydana gelebilecek agilma
veya sekil degisimleri ile aktif enzimin tekrardan reaksiyona katilarak sonuglari
etkilemis olabilecegi diisliniilmiistiir. Buna ragmen gerceklestirilen tekrarli ve
paralel deneme sonuglarindan elde edilen bulgular benzerlik tasimis ve
degerlendirmeler yapilirken verilerin ortalamalar1 alinmig bdylece hata payi
diistirilmeye ¢alisilmistir. Tekrarli denemelerde aktivite tiiplerindeki herhangi bir

reaksiyon kaltisinin bir sonraki reaksiyonda hesaplanacak aktivite miktarim
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etkilememesini saglamak i¢in her tekrardan sonra immobilize enzimlere 10 ml

deiyonize su ile 3 kere yikama yapilmustir.

Bolim 4.9’da  bulgular1  verilen immobilize enzimlerin stabilite
calismalarinda B-Glukozidaz’in (50°C, 6.0 pH) karsilastirmali aktivite yiizdesinin
baslangigta %77.4 iken 3 saat bekleme siiresi sonunda %100’e c¢iktig, B-
Ksilozidaz’in baslangigta %91.5 iken 3 saat sonunda %81.2’ye diistiigii
hesaplanmistir. Yiiksek sicaklikta bekleyen enzimlerin denatiire olup aktivitelerini
yitirebilecegi bilinmektedir. Ancak Boliim 4.6’da gergeklestirilen denemelerle -
Glukozidaz’m yiiksek sicaklikta daha ytiksek aktiviteye sahip oldugu saptanmustir.
Bu durumda 3 saat sonunda sahip oldugu %100 karsilagtirmali aktivite ile
biyotransformasyon ¢alismalari i¢in belirlenen 50°C, 6.0 pH reaksiyon kosullarinin
B-Glukozidaz tiizerinde aktivite azaltict bir etkisi olmadigi anlasilmistir. B-
Ksilozidaz’in karsilagtirmali aktivitesinde ise 3 saat sonunda sadece %10’luk bir

azalma oldugu hesaplanmustir.

Bu c¢alismada immobilize B-Glukozidaz’in karsilastirmali aktivitesi 10.
kullaniminda %77.9, 15. kullanimda %68.6 ve %50.8 olarak hesaplanmistir. 3-
Ksilozidaz’in kullanildigi ¢alismada 10. tekrarda %53.2, 15. tekrarda %20.6 ve
%22.1 karsilagtirmali aktivite hesaplanmistir. Park vd. (2018) immobilize B-
Glukozidaz ile yaptig1 tekrar ¢alismalarinda calismada enzimlerin 10 tekrarh
denemede aktivitelerinin ~% 38-67'sini koruduklar1 ve aktivitedeki en hizl
dususlerin ilk 2-3 dongude meydana geldigini, Verma vd. (2013b) c¢aligmasinda
immobilize B-Glukozidaz’in 8 tekrara kadar aktivitesini %80 korudugunu ve 16.
tekrarda halen %50 aktiviteye sahip oldugunu, De Souza vd. (2017) immobilize
lipazla yaptiklari c¢alismada 9. tekrarda kalan aktivitenin %93.4 oldugunu
belirtmistir. 3-APTES ve gluteraldehitin seliillaz immobilizasyonu i¢in kullanildig1
Zhang vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada 7. tekrarda %82 aktivitenin, 15.
tekrarda %31 aktivitenin korundugu belirtilmistir. Fanchini Terrasan vd. (2016)
yaptig1 caligmada immobilize B-Ksilozidaz 5. tekrarda %78.7 aktivite 10. tekrarda
%47 aktivite gostermis, Terrasan vd. (2017) yaptigi c¢alismada 10. tekrarda
immobilize B-Ksilozidaz aktivitesini %70 oraninda hesaplamistir. Morana vd.
(2006) calismasinda immobilize pB-Ksilozidaz’in 4 tekrarda %84 aktivite

gosterdigini belirtmistir. Literatiir karsilastirmast sonucunda bu c¢aligmadaki
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immobilize B-Glukozidaz’in tekrarli kullanimi literatiir degerlerini yakalamis, [-
Ksilozidaz’in kullanildigi immobilizasyon c¢alismalarinda B-Glukozidaz kadar
yiiksek tekrarli kullanim basarisina ulasilamamustir. B-Ksilozidaz’in aktivitesindeki
diistis literatiir verilerine gore beklenen bir durum olsa da bu ¢alismada hesaplanan

karsilagtirmal1 aktivite degerleri literatiir verilerine yakin ¢ikmuistir.

Bolim 4.12°de immobilize enzimler i¢in en iyi depolama kosullarinin
deiyonize suda +4°C’de (karsilagtirmal1 aktivite yiizdeleri %88.6 ve %87.1) oldugu
belirlenmistir. Serbest enzimlerin 4 hafta +4 °C’de depolanmalar1 sonucu
karsilastirmali aktiviteleri %6.7’ye diismiis en iyi depolama sicakligi -20 °C olarak
belirlenmistir. Serbest B-Glukozidaz’in 4 hafta depolama siiresi sonunda
karsilastirmali aktivite ylizdesi %34.9, serbest B-Ksilozidaz’in %23.8, immobilize
B-Glukozidaz’in %96.2, immobilize PB-Ksilozidaz’in %73.9’dur. Immobilize
enzimlerin aktivitelerini 4 haftalik depolama siiresi sonucunda serbest enzimlere

gore 3 kata kadar korudugu belirlenmistir.

Biyotransformasyon ¢alismalarinda 3, 4, 5, 6. giinler i¢in gerceklestirilen ITK
sonuclarinda en belirgin spotlarin 3. giinde olustugu goriilmiistiir. Tarama

caligmalarinda denenen her sicaklikta (25°C, 37°C ve 50°C) ASTVII’nin ASTIV’e

doniisiimii gerceklesmistir.

Ortamda enzim miktarlarinin sabit tutulup (10U B-Glukozidaz ve 10U (-
Ksilozidaz) substrat miktarinin 10 katina ¢ikarilarak gerceklestirilen denemenin
ITK calismasinda her iki kosulda da spot olusumu gériilmemistir. Bu ¢alismada
substrat miktarinin = 0.1 mg/ml’den fazla olmasmmin bu c¢alismada
biyotransformasyon i¢in metabolit olusumunu arttirmadigi belirlenmistir. Substrat
miktar1 0.1 mg/ml iken ortama eklenen enzim miktarinin 20U’dan fazla olmasinin

metabolit olusumunu arttirmadigi belirlenmistir.

ASTVII substratinin ortama 100 uL metanolde ¢ozdiiriilerek verildigi 5
giinlik denemenin Sekil 4.18’de verilen ITK sonucunda spot olusumu
gbzlemlenirken, 25 uL metanolde ¢dzdiiriilerek verildiginde ITK’da spot tespit
edilememistir. Bu durum, suda disiik ¢Ozlniirliiklii substratlarin, ortamdaki
metanoliin artmas1 ile enzimler i¢in daha wulasilabilir hale geldiklerini

gostermektedir.
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Biyotransformasyon i¢in en iyi sonuglar; 1 mL hacim i¢in 20 U immobilize
B-Glukozidaz, 100 pL metanolde ¢ozdiiriilerek verilen 0.1 mg/ml ASTVII, 6.0 pH
sodyum fosfat tamponu ile 50 °C, 200 rpm, 3 giin boyunca devam eden

reaksiyondan elde edilmistir.

Gergeklestirilen biyotransformasyon g¢alismalarindan izole edilen ASTIV
metaboliti saf olarak elde edilse de metabolit miktar1t NMR analizi i¢in yeterli
olmamistir. Tarama c¢alismalarina ITK ve HPLC analizi ile devam edilmistir.
Reaksiyon ortamlarinin izolasyonu sonucu gergeklestirilen HPLC analiz verilerine
gore sadece B-Glukozidaz ile gergeklestirilen biyotransformasyondan %#4.45, B-
Glukozidaz ve B-Ksilozidaz kullanilarak gergeklestirilen biyotransformasyondan
%4.32 oraninda verim alinabilmistir. Her iki durumda da ASTVII’nin R3
konumundaki seker grubunun (Bkz. Sekil 2.15) kopup ASTIV’e donligsmesi, [-
Glukozidaz enziminin aktif oldugunu ve ortama eklenen B-Ksilozidaz’in ASTIV
dontisiimiinii desteklemedigini gostermektedir. Calismada kullanilan immobilize 3-
Ksilozidaz, pNPX substratina kars1 katalitik aktivite gosterse de ASTVII veya
ASTIV substratlarina kars1 analizlerde saptanabilen bir katalitik aktivite
gostermemistir. Her iki enzim de ASTIV substratina karsi analiz edilebilir bir

katalitik aktivite gdstermemistir.

Immobilize enzimlerle ASTVII ve ASTIV molekiillerinin CA molekiiliine
dontismesinin hedeflendigi bu ¢alismada %4.45 verim ile ASTVII’'nin ASTIV’e
dontistimii gerceklestirilmistir. Elde edilen verim benzer literatiir ¢alismalarina gore
diisiiktiir. Ancak  immobilize enzimlerin reaksiyon sonrasinda miknatisla
toplanmas1 sonucu ortamin sadece substrat, iirlin, tampon c¢ozelti ve metanol
icermesi izolasyon asamalarini ve alt akim islemlerini mikroorganizmalar ve
serbest enzimlerle gerceklestirilen biyotransformasyonlara kiyasla

kolaylastirmustir.
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6. ONERILER

Yiizey modifikasyonu, enzim immobilizasyonu ve biyotransformasyon gibi
coklu asamalar1 igeren bu ¢alismaya devam niteliginde gerceklestirilecek
caligmalarda, halihazirda gelistirilmis ylizey modifikasyon ve enzim
immobilizasyon metotlar: takip edilerek arastirma agirliginin biyotransformasyon
asamasina verilmesi, biyotransformasyon i¢in daha genis Ol¢ekli denemeler

yapilmasi1 Onerilebilir.

Elde edilen sonuglar 1s181inda 6lgek biiyiitme ¢alismalarinin baslatilmasi ile
artan ornek hacmine bagl olarak daha ileri analiz teknikleri ile veri toplanmasi
miimkiin olacaktir. Olgek biiyiitmede kullanilan sistemde metanoliin reaksiyon
ortamindan uzaklagmasini 6nleyici geri sogutucu sistemlerin kullanilmasi faydali
olacaktir. Yine reaksiyon boyunca metanol konsantrasyonuna bagli olarak
metabolitlerin  ortamda  ¢oziinmilis olmalart daha kontrollii  sartlarda

surdiirilebilecektir.

Elde edilen sonuclar incelendiginde c¢alismalarin, ASTVII’yi ASTIV’e
doniisttirebildigi HPLC analizleri ile ispatlanan B-Glukozidaz enzimi iizerine
yogunlagsmas1  Onerilmekte, bodylece elde edilen %4.32 ve %4.45

biyotransformasyon veriminin arttirilabilecegi diisiiniilmektedir.
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