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Kimyasal katalizorlere gore iistiin 6zellikleri sayesinde biyolojik katalizorler olan enzimler,
endiistride ¢ok sayida uygulama alanlarina sahip olmuslardir. Ancak ¢oziinlir formdaki enzimler
endiistrideki siirekli proseslere uygun olmadiklari i¢in kesikli proseslerde bir kere kullanilip ya {iriinle
beraber tiiketilmekte veya ¢ok pahali teknikler kullanilarak iiriinden ayrilmaktadirlar.

Bu tez ¢alismasinda, Neocallimastix patriciarum ksilanaz immobilizasyonu, immobilizasyon
matriksi c-MWCNT iizerine adsorbsiyon ile gerceklestirildi. Immobilizasyon kosullarim1 optimize ederek,
% 100 immobilizasyon ve % 160.35 aktivite verimleri elde edildi. Enzim optimum pH araligi (5.5-6.0) ve
enzimin optimum sicakligi (55 °C) immobilizasyon sonrasmda degismemistir. Serbest ve immobilize
enzimin kinetik sabitleri ayrica Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak belirlendi. Serbest ve immobilize
enzimin substrat olarak Beechwood Ksilan igin K, degerleri sirasiyla,1019.5 ve 704.2 ug / mL iken, V ax
degerleri sirasiyla 0.043 umol / mg.dk ve 0.069 pmol / mg.dk olarak saptanmustir. immobilize enzim,
tekrarlanan yirmi kullanim sirasinda ve yirmi giinlik depolama sirasinda baslangic aktivitesini
kaybetmemistir. Immobilize enzim kullanilarak, beach wood ksilan, 150 rpm g¢alkalama hizindakiorbital
calkalayicili ve 1sitmali bir inkiibatdrde optimum sicaklikta, iki saat boyunca hidrolize edilmistir.
Proteinlerin hidrolizinin 120 dakikada tamamlandig1 gosterilmistir

Sonug olarak, bu tez ¢aligmasinda elde edilen immobilize Neocallimastix patriciarum ksilanaz,
prebiyotik ozellige sahip olan ksilooligosakkaritlerin endiistriyel iretimi igin kullanilabilecegi
sOylenebilir.

Anahtar Sézciikler: Enzim immobilizasyonu, fiziksel adsorpsiyon, karbon nanotiip, kovalent baglanma,
ksilan, ksilanaz, ksilooligosakkarit, Neocallimastix patriciarum
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CARBOXYLATED MULTY WALLED CARBON NANOTUBES TO PRODUCE
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Enzymes, which are biological catalysts due to their superior properties compared to chemical
catalysts, have many applications in the industry. However, since the enzymes in soluble form are not
suitable for continuous processes in the industry, they are used once in batch processes or consumed
together with the product or separated from the product by using very expensive techniques.

In this thesis, Neocallimastix patriciarum xylanase immobilization was performed by adsorption
on immobilization matrix c-MWCNT. By optimizing the immobilization conditions, 100%
immobilization and 160.35% activity efficiencies were obtained. The optimum pH range of the enzyme
(5.5-6.0) and the optimum temperature of the enzyme (55 °C) did not change after immobilization. The
kinetic constants of the free and immobilized enzymes were also determined using the Lineweaver-Burk
graph. Km values of free and immobilized enzyme as substrate for Beechwood Xylan were 1019.5 and
704.2 pg / mL, respectively, while Vmax values were 0.043 pmol / mg.dk and 0.069 pumol / mg.dk
respectively. The immobilized enzyme did not lose its initial activity during repeated twenty batch use
and during twenty days of storage. Using the immobilized enzyme, beach wood xylan was hydrolyzed at
the end of two hours at the optimum temperature in an orbital shaker and heated incubator at a shaking
rate of 150 rpm. Hydrolysis of proteins has been shown to be completed in 120 minutes.

In conclusion, it can be said that the immobilized Neocallimastix patriciarum xylanase obtained
in this thesis study can be used for industrial production of xylooligosaccharides with prebiotic properties.

Keywords: Carbon nanotube, covalent bonding, enzyme immobilization, Neocallimastix patriciarum,
physical adsorption, xylan, xylanase, xylooligossacharide



1. GIRIS

Kimyasal katalizorlere gore lstiin Ozellikleri sayesinde biyolojik katalizorler
olan enzimler, endiistride ¢ok sayida uygulama alanlarina sahip olmuslardir. Ancak
¢coziinlir formdaki enzimler normalde birgok avantaja sahip olmalarma ragmen
endiistrideki siirekli proseslere uygun olmadiklar1 i¢in kesikli proseslerde bir kere
kullanilip ya iirtinle beraber tiiketilmekte veya ¢ok pahali teknikler kullanilarak tiriinden
ayrilmaktadirlar. Bu da irlin maliyetini artirmaktadir. Ayrica, yliksek sicakliklar,
ekstrem pH'lar, kimyasal inhibitorler ve kullanim kosullart ¢6ziiniir formdaki enzimlerin
aktivitelerinin azalmasina neden olmaktadir. Bu yilizden immobilizasyon islemi bu

anlamda bir¢ok avantaj saglamaktadir.

Enzim molekiillerinin birbirlerine veya suda ¢Oziinmeyen kati bir destege
kimyasal baglarla baglanarak veya bu molekiillerin destegin igerisine hapsedilerek
hareketlerinin kisitlanmasi olan immobilizasyon; ¢dziinilir enzimlerin dezavantajlarini
ortadan kaldirmak i¢in en etkili metottur. Ancak immobilize enzimlerin en Onemli
dezavantaji, kullanim sartlarinda destekten koparak aktivitelerinin zamanla azalmasidir.
Bu baglamda kullanilan birka¢ enzim immobilizasyon metotlari mevcuttur. Enzim
immobilizasyonunda kullanilan yontemler arasinda, en etkili olan kovalent baglamadir.
Bu yontemde, enzim molekiilleri destege en giiclii kimyasal bag olan kovalent bag ile
baglandiklari; ve kullanim sirasinda enzim molekiilleri destekten koparak ayrilmayip
aktivitelerini uzunca bir siire koruduklari icin siirekli proseslerde ylizlerce kez
kullanilarak iiriin maliyetini azaltmaktadirlar. Bu nedenle 196011 yillardan itibaren
endiistride enzimlerin immobilize formda kullanilmalar1 tercih edilmektedir. Enzim
immobilizasyonunda dogal veya sentetik yiizlerce kati materyal destek olarak
kullanilmaktadir. Kullanilacak destek materyalinin dayanikli, gidayla temas halinde de
kullanilabileceginden toksik olmama, ucuz ve kolay bulunabilen, dogal olma gibi baz1
ozelliklere sahip olmasi beklenmektedir. Bir immobilizasyon ¢alismasinda destek olarak
kullanilan materyalin fizikokimyasal Ozellikleri baglanma ve aktivite verimlerini
olduk¢a etkilemektedir. Nanoteknoloji {irlinli olan karbon nanotiipler, enzim
immobilizasyonunda destek olarak da kullanilmaktadir. Genis yiizey alanina sahip
olduklarindan yiiksek enzim baglama kapasitesine sahiptirler. Ayrica inert ve antitoksik

bir yapiya sahip olduklarindan gida proseslerinde giivenle kullanilabilmektedirler.



Ksilanaz, endiistriyel enzimlerin biridir ve substrat olarak ksilan polisakkaritini
kullanir. Ksiloz birimlerinden olusur. Ksiloz birimleri birbirlerine (-1,4-glikosidik
baglarla baglanir. Ksilanazlar; hemiseliillozu daha basit birimlere pargalayan bir enzim
smifidir. Ksilan, dogada selillozdan sonra ikinci en sik rastlanan polisakarittir. Temel

olarak ksilanin dogada dort farkli formu bulunur:

— a-Larabinofuranosilin tek terminal birimlerinin yan zincirlerini igeren
arabinoksilanlar,

- a-D-glukuronik asit ve bunun 4-O-metil eter tiirevine dayali
glukuronoksilanlar,

- Yapisinda hem a-D-glusuronik (hem de 4-O-metil-a-D-glukuronik) asit hem
de a-L-arabinoz bulunan glukurono arabinoksilanlar,

— Ksilanlardaki kompleks oligosakkarid yan zincirlerinde terminal [-D-
galaktopiranozil kalintilar1 ile karakterize olan galakto glukurono

arabinoksilanlar (Burlacu ve ark., 2016).

Ksilanazlar, basta gida endiistrisi olmak iizere yem ve kagit endiistrilerinde ¢ok
yaygin kullanim alanina sahiptir. Bunun disinda; tekstil sanayisinde ve biyoyakit iiretim
proseslerinde de kullanildigi bilinmektedir (Burlacu ve ark., 2016). Aymi sekilde
birbirlerine  p-(1,4) bagi ile Dbaghh ksiloz monosakkaritlerinden olusan
ksilooligosakkaritler en 6nemli prebiyotiklerdendir. Prebiyotikler, insan sindirim sistemi
tarafindan  sindirilmediklerinden kalorisizdirler ve kalinbagirsaktaki probiyotik
bakerilerin ¢ogalmasini uyararak dolayli yoldan bagirsak fonksiyonlarmni diizenler,
kalsiyum emilimini hizlandirarak kemik erimesini yavaslatir ve kalinbagirsaktaki
patojen mikroorganizmalarin iirettigi kanserojen maddeleri elimine ederek kolon
kanserini de Onlerler. Sindirim sistemi tarafindan hidrolize ve absorbe edilmediginden
ksilooligosakkaritler, bagirsaktayasayan bakterilere substrat olusturur. Bagirsak
mikroflorasin1 daha saglikli bir yap1 olmasi acisindan degistirir. Kabizlik, kanser,
osteoporoz, kalp hastaliklar1 ve obezite gibi hastaliklar1 6nlediginden sagliga olumlu
etkilerde bulunur. Ayrica minerallerin biyolojik olarak kullanimini iyilestirmektedirler
(Erdogan ve Akpinar, 2006). 1990’1 yillardan itibaren basta Japonya olmak tizere, Cin,
Kore, ABD ve Almanya gibi gelismis iilkelerde iiretilen prebiyotiklerin pazar1 diinya
capinda hizla artmaktadir. Ancak maalesef, prebiyotikler {iilkemizde heniiz
tretilmediginden disaridan ithal edilerek gida endiistrisinin ve tiiketicilerin bireysel

kullanimlarina arz edilmektedir.



2. LITERATUR OZETI
2.1. Ksilan

Ksilan, heterojen bir yapiya sahip olan karmasik bir kimyasal bilesiktir ve
dogadaki bitkilerde selillozdan sonra en bol miktarda bulunan polisakkarittir (Burlacu
ve Cornea, 2016). Yapisi, farkli bitki tiirlerine gore degisir ve homopolimer omurga
zincirine, ¢esitli konumlarda farkli yan zincir gruplar olabilir ve dort ana gruba ayrilirlar

(Motta ve ark., 2013):

- Sadece a-Larabinofuranosil'in tek terminal birimlerinin yan zincirlerini igeren

arabinoksilanlar;

— Glukuronoksilanlar, sadece a-D-glukuronik bazda asit ve bunun 4-0-metil

eter tlirevi;

— Glukurono arabinoksilanlar, ki burada hem a-D-glukuronik (hem de 4-O-

metil-a-D-glukuronik) asit ve a-L-arabinoz bulunur;

— Galakto glukurono arabinoksilanlar, ksilanlardaki kompleks oligosakkarid
yan zincirlerinde terminal [-Dgalaktopiranosil artiklarinin  varligr ile

karakterizedir.

Ksilan, cesitli doku ve hiicrelerde dagilmis olarak cesitli bitki tiirlerinde
bulunmaktadir. Sert agaglarda (hiicre duvari igeriginin % 15-30'u) ve yumusak
agaclarda (% 7-10) ve yillik bitkilerde (<% 30) cok miktarda bulunur. Sert agaclarda,
ksilan O-asetil-4-O-metilglukuronoksilan olarak ve yumusak agaclarda, arapino-4-O-
metilglukuronoksilan olarak, ¢imler ve yillik bitkilerde, arabinoksilan formunda
bulunur. (Beg ve ark., 2001; Kulkarni ve ark., 1999).

2.2. Ksilanin Enzimatik Hidrolizi

Ksilan'in parcalanmasinda enzimlerin rolii Hopper-Seyler tarafindan 100 yil
once aciklanmisti (Bastawde, 1992). Ksilan, heterojen bir yapiya sahip olan karmasik
bir kimyasal bilesik oldugundan, tam hidrolizi, farkli aktivite ve 6zelliklere sahip cesitli
hidrolitik enzimlerin harekete gecilmesini gerektirir: Ksilanolitik enzim sistemi, -1,4-
endoksilanaz, B-ksilosidaz, a-glukuronidaz, a-L-arabinofuranosidaz, asetil kslan esteraz
(Motta ve ark., 2013) ve fenolik asit (ferulik ve p-kumar asit) esteraz enzimlerini igerir

(Beg ve ark., 2001; Dhiman ve ark., 2008). Biitlin bu enzimlerin sinerjik etkisi, ksilan1
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bilesenleri olan sekerlere dondstiiriir (Sekil 2.1). Monomerik ksilan molekiiliiniin pentoz
tinitelerine depolimerizasyonunda kullanila ksilanazlar arasinda, endoksilanazlar ve -
ksilosidazlar en onemlileridir. Endoksilanazlar, glikosidik baglar1 pargalamaya ve kisa
ksiloligosakaritleri serbest birakmaya katilirken, ekzoksilanaz olan B-ksilozidazlar,
ksiloz monosakkaritlerini  ksilooligosakkaritlerin indirgen olmayan uglarindan
baglayarak serbest birakir (Motta ve ark., 2013). Asetil esteraz, ferulik esteraz,
glukuronidaz ve arabinosidaz, ksilan omurgasindan farkli yan zincirlerin salinmasi igin

gereklidir (Dhiman ve ark., 2008).

Ancak endistriyel ksilanazlarin genellikle mikrobiyal kaynakli Endo-1,4-B-
ksilanazlar (E.C.3.2.1.8) esas olarak bakteriler (Bacillus sp., Streptomyces sp.) ve
mantarlar (Aspergillus sp., Trichoderma sp.) gibi mikroorganizmalar tarafindan
tiretildigi rapor edilmistir. Ksilanaz iireten mikroorganizmalar arasinda Bacillus sp. ve
farkli mantarlarin bulundugu da bildirilmistir (Subramaniyan ve Prema, 2002). Bununla
birlikte, pek ¢ok baska kaynagi isaret eden raporlar bulunmaktadir: asir1 olgunlagma
doneminde Japon armut meyveleri, Avrupa bugdayini unu (Triticum aestivum) veya

tatli su yumusakgasi gibi (Subramaniyan ve Prema, 2002).

B-ksilosidaz, ksilanin hidrolizi sirasinda ksiloz salan endoksilanazlardan
etkilenmeyen ksilobiyozu kolayca hidrolize edebilir. a-L-arabinofuranosidazlar
(E.C.3.2.1.55), arabinanlar, arabinoksilanlar ve arabinogalaktanlarin indirgeyici
olmayan ugtan a-Larabinofuranosil gruplarini hidroliz eder. Bu tiir enzimler; mantarlar,
aktinomisetler ve diger bakteriler (Bacillus polymyxa, Rhodothermus marinus)
tarafindan tretilir. a-D-glukuronidazlar (E.C.3.2.1.1), ksiloz ve D-glukuronik asit veya

onun 4-O-metil eter baglantis1 arasindaki a-1,2-glikosidik baglarin hidrolizini katalize

Sekil 2.1. Ksilan'm yapisi ve bozunmasimna katilan ksilanolitik enzimler. Ac: Asetil grubu; a-Araf:
Arabino furanoz; a-4-0-Me-GIcA: a-4-0-Metil glukuronik asit (Sunna ve Antranikian, 1997).



eder. Baglanmis asetik ve fenolik asitleri kaldirmak igin esterazlari kullanarak dogal
glukuronoksilanlarin tam hidrolizi gereklidir. Asetilksil esteraz (EC 3.1.1.6), ksilozun
asetik aside baglanmasini keserken, feruloil esteraz (EC 3.1.1.73), arabinoz yan zincir
kalintilarini ferulik aside gevirir ve p-kumaroil esteraz, arabinoz yan zincirkalintisini
poulararik asit haline doniistiiriir. Genellikle, ksilanazlar saf ksilan veya ksilanca zengin
ortamda salinan uyarilabilir enzimlerdir (Balakrishnan, 1997). Ksilanazlarin
immobilizasyonu, uygulanabilir amaglar i¢in gereklidir. Bu nedenle, ya mikroorganizma
ya da enzimler, kat1 materyal iizerine immobilize edilmektedir (Beg ve ark., 2001). Bu
tezde, bir endo-1,4-B-ksilanaz (E.C.3.2.1.8) olan Neocallimastix patriciarum ksilanaz
(NPX) c-MWCNT ler tizerine immobilize edilmistir.

2.3. Ksilandan XOS Uretimi

XOS genellikle ksilan acisindan zengin lignoseliilozik materyallerden (LCM)
otohidroliz (suda veya buharda 1sitarak), mineral asitlerle seyreltik sulu soliisyonlarda
kimyasal islemler (Akpmar ve ark., 2009; Parajo ve ark., 2004), linyoseliilozik
materyallerin dogrudan enzimatik hidroliziyle (de Mendes ve ark., 2009; Brienzo ve
ark., 2010; Akpmar ve ark., 2007) veya LCM'nin kimyasal fraksiyonlamasive ksilan
izolasyonunu miiteakiben ksilanin XOS'a enzimatik hidrolizi (Sekil 2.2) ile iiretilir
(Teng ve ark., 2010). XOS'larin tiretimi i¢in tipik hammaddeler sert agaclar (6rnegin
hus agaci, kaym agaci), misir kocanlari, samanlar, kiispeler, pirin¢ kabuklari, malt
kekleri ve kepeklerdir (Vazquez ve ark., 2000). Son yillarda hizla biiyiiyen fonksiyonel
gida pazari ve artan sayida diger endiistriyel uygulamalar, XOS iiretiminde sert kereste
ksilan1 yerine yenilenebilir ve wucuz ksilan kaynaklarinin kullanilmasmi tesvik
etmektedir. Sonug olarak, pamuk saplari, tiitiin saplar1 ve bugday kepegi gibi tarimsal
kalintilar da yogun olarak incelenmistir (Akpinar ve ark., 2009). Ulkemizde 1990
yilindan beri yilda ortalama 20 milyon ton bugday iiretildiginden (TMO, 2016), her yil
yaklagik olarak 5 milyon ton bugday kepegi elde edildigi tahmin edilmektedir. Bu
projede elde edilecek olan immobilize NPX enzimi, endiistride hayvan yemi ve diyet lifi
tiretiminde kullanilan bugday kepeginden (Doty, 2012) gelismis iilkelerde oldugu gibi
tilkemizde de katma degeri yliksek olan XOS iiretiminde kullanilabilecektir.
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2.4. Enzim Immobilizasyonu

Enzimler, yilizyillardan beri gida  endiistrisinde  kullanilmaktadir.
Biyoteknolojideki gelismelerin sonucu olarak giliniimiizde ilag ve kimya endiistrisinde
de uygulama alanlar1 bulmuslardir. Enzimler kimyasal katalizorlere gore, son derece
yiiksek katalitik aktiviteye sahiptir ve belirli sartlar altinda bu aktiviteleri tek bir
substrata veya substrat grubuna 6zgildiir. Ayrica ortam kosullarinda oldukga etkili
katalizorlerdir. Bu nedenle, istenmeyen iiriinlerin olusma ihtimali ¢ok azdir. Ancak,
endiistride enzimlerin dogal formlariyla kullanilmasinin  6nemli dezavantajlar
vardir.Ornegin, ayn1 enzim 6rnegi ya bir kere kullanilmakta ve iiriinle birlikte tiiketime
sunulmakta veya tekrar kullanilmasi i¢in, ancak pahali teknikler kullanilarak iirtinden
ayrilabildiginden, iirliniin maliyeti yiikselmektedir. Enzimlerin en biiyiik dezavantaji
olan kisa Omiirlii olmalarim1 gidermeye yonelik son 40 yilda yapilan arastirmalar

enzimatik deaktivasyon metotlarina ve biyokatalitik yaklasimdaki eksikleri gidermeye
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yonelik olmustur. Bir diger dezavantaji ise, pH ve sicakliktaki degisimlere, kullanim
sartlarina ve saklama kosullarina bagli olarak, aktivitelerinde Onemli kayiplarin
meydana gelmesidir. Cogu enzim, diisikk sicakliklarda ve ndtr pH'larda sulu ortamda
saklandiginda stabildir. Fakat yiiksek basing ve sicaklik, yiiksek pH noktalarina sahip
organik coziiciiler yada dondurma, kurutma, selatlama ve denatiire edici ajanlarin
kullanildig1 proseslerde stabil kalmalar1 giiclesir. Bu dezavantajlarin giderilmesi i¢in ilk
yaklagim, suda ¢oziinen stabilizatorler ilave etmek olmustur. Metaller, surfaktanlar,
polioller, polietilenglikoller, proteinler, aminoasitler ve bazi sekerler ilave edilerek
enzimlerin aktiviteleri kararli hale getirilmistir. Bu kararlilik artisi, enzim ve ¢oziici
arasinda non-kovalent etkilesimlerin bir sonucudur (Drevon, 2002). Ancak bu yontem,
aynt enzim Orneginin ¢ok defa fazla kullanilmasi yoniinde herhangi bir katkida

bulunmaz.

Diger bir yaklasim ise enzim immobilizasyonudur. Immobilizasyon, toksik
olmayan islemlerde enzimlerin katalizor olarak uygulanmasini saglamak icin yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Drevon, 2002). Ancak bu yontem, ayni1 enzim 6rneginin ¢ok

defa fazla kullanilmas1 yoniinde herhangi bir katkida bulunmaz.

Immobilizasyon, enzim aktivitesini uzun siire korumak igin, suda ¢dziinmeyen
bir matrikse adsorbsiyon, kovalent baglanma veya matriks i¢ine hapsederek enzimin
hareketinin sinirlanmasidir.immobslizasyon ¢ok avantajli bir islemdir ve endiistrilerde
enzim katalizli reaksiyonlar i¢in ¢0ziiniir enzimler yerine yaygin olarak kullanilir
(Shukla ve arkadaslari, 2012). Enzim immobilizasyonunda organik ve inorganik yapida
cok sayida dogal veya yapay matriks kullanmaktadir. Eupergit'ler, kalsiyum alginat
(CsH;06Ca )n, jel ve kapsiilleri ile aktif karbon ile karbon nanotiipleri yaygin olarak

kullanilan matrikslerdendir.

Immobilize enzimler, kullanilan matriksin yapisina ve immobilizasyon
metoduna bagl olarak, serbest enzimlere gore farkli dzellikler gosterir. Immobilize
enzimin optimum sartlari, kinetik sabitleri ve iiriin bilesimleri serbest enzime gore

farklilik gosterebilir.

Immobilize enzim kullaniminin faydalari asagida gosterilmistir:

— Reaksiyon ortamindan basit yontemlerle ayrilabilir,
— Yiksek sicaklik ve pH’ya kars1 daha dayaniklhidir,

—  Siirekli proseslerin uygulanmasinit miimkiin kilar,



—  Defalarca kullanilabilir,

— Saklama sartlarinda aktivitelerini aylarca koruyabilir,
—  Uriin maliyetini diisiiriir,

—  Safiiriin eldesini miimkiin kilar,

— Secici olarak bazi malzemelerin sentezi miimkiin olur,

- Uriin inhibisyonu 6nlenebilir.

Immobilizasyon calismalari 1960’larin ilk yarilarinda baslamis ve giiniimiize
kadar konu ile ilgili olarak, 10.000’in {izerinde makale ve patent yaymlanmistir. Tosa ve
ark. (1966) tarafindan Japonya’da Immobilize Aspergillus oryzae aminogilaz
kolonlarinin  gelistirilmesi ve sentetik rasemik D-, L-aminoasitlerin aktif
enantiyomerlere doniistiirilmesinde kullanilmasi, immobilize enzimlerle ilgili ilk

endiistriyel uygulamadir.
2.4.1. Enzim immobilizasyon metotlari

Immobilizasyon metotlarigenellikle, baglanma reaksiyonun tipine gore
siiflandirilir. Buna gore, enzim immobilizasyon metotlar1; adsorbsiyon, entrapment
(bir polimerik jel igine hapsetme), bifonksiyonel reaktiflerle ¢apraz baglanma ve

kovalent baglanma (Sekil 2.3) olmak iizere baslica dort ana grupta toplanir.
2.4.1.1. Adsorpsiyon

Adsorbsiyon metodu, enzimin en zayif ¢ekim kuvvetleriyle inert bir matrikse
baglanmasidir. Adsorbsiyon oldukg¢a basit ve ekonomik bir immobilizasyon yontemidir.
Immobilizasyon, enzim ¢dzeltisinin uygun pH ve sicaklikta matriksle karigtirilmasiyla
gerceklestirilir. Enzimle matriks arasinda zayif baglar (van der Waals ve hidrojen
baglar1) olusur ve enzimler matriksten kolaylikla ayrilirlar. Iyon degistiriciler kolaylikla
proteinleri adsorbe ederler ve enzim immobilizasyonu i¢in endiistride yaygin olarak

kullanilirlar. Tablo 2.1°de, adsorbsiyon i¢in kullanilan adsorbentler yer almaktadir.
2.4.1.2. Entrapment (Hapsetme)

Bir polimerin olusumu sirasinda, enzimin olusan polimer iginde hapsedilmesine
entrapment denir. Bu metot i¢in en yaygin olarak kullanilan polimerlerden birisi aljinik

asittir.
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Sekil 2.3. Enzim immobilizasyon metotlari. A) Kovalent baglama, B) Entrapment, C) Capraz baglama,
D) Adsorbsiyon.

Tablo 2.1. Adsorbsiyonla immobilizasyonda kullanilan adsorbentler

Etkilesme Adsorbentler

Fiziksel Adsorbsiyon Dogal Matriksler
Aktif Karbon
Silika jel
Alumina
Cam
Nisasta
Modifiye Matriksler
Concanavalin A
Sepharose
Tannin
Amino hekzil seliiloz
Fenoksiasetil seliiloz

iyonik Baglanma Katyon Degistiriciler
CM-seliiloz
Dowex 50
Amberlite CG-50
Anyon Degistiriciler
DEAE-seliiloz
DEAE-sephadex
Amberlite

2.4.1.2.1. Enzimlerin kalsiyum alginat ile immobilizasyonu

Alginatlar, kahverengi deniz yosunlarindan (Phaeophyceae, baslica Laminaria
hyperborea) elde edilen, a-(1,4)-L-gluronik asit (G) ve B-(1,4)-D-mannuronik asit (M)
birimlerinden olusan anyonik, lineer bir polisakkarittir (Smidsrod ve Skjak-Braek, 1990;
Blandino ve ark., 2001). Alginat molekiiliiniin kimyasal yapist Sekil 2.4’te
goriilmektedir. Alginat molekiillerinde bulunan G ve M monomerlerinin orani1 ve

dizilisi, alginatin elde edildigi kaynaga gore degismektedir.

Alginatlar sulu c¢dzeltilerinde, Ca*? gibi iki degerlikli katyonlarla iyonik
baglanma yaparak jel olustururlar. Jel olusumu, farkli alginat zincirlerindeki G’lerin

karboksil gruplari ile Ca*? iyonlari arasindaki kooperatif baglanma sonucu gergeklesir.

Alginat kullanilarak enzimler degisik metotlarla immobilize edilebilir. Enzim,
alginat ¢ozeltisiyle karistirilarak kalsiyum kloriir ¢cozeltisine damlatildiginda kalsiyum

alginat beadleri olusur. Enzim, kalsiyum kloriir ile karistirilarak alginat ¢ozeltisine



Ho o
Sekil 2.4. Alginat polimerlerinin molekiil yapisi. G: Gluronik asit, M: Mannuronik asit

damlatildiginda ise kalsiyum alginat kapsiilleri olusur. Enzim-alginat-gliserol karisimi,
kalsiyum kloriir ¢ozeltisine siringa ile iplik seklinde enjekte edildiginde, kalsiyum
alginat fiberleri olusur. Olusan bead, fiber veya kapsiiliin gozenek biiyiikliigii, kullanilan

alginat ve kalsiyum kloriir ¢ézeltisinin derisimine baglidir.

Molekiil agiligit 300.000 dalton olan enzimler bile alginat jellerinden
kacabilmektedir. Bu nedenle, kalsiyum alginat ile immobilizasyon genellikle hiicrelerin
immobilizasyonunda kullanilir. Alginat ve kalsiyum kloriir derisimleri optimize
edilerek, enzimler de alginat i¢erisinde bu ii¢ yontemden birisi ile immobilize edilmistir.

(Blandino ve ark., 2000; Hayashi ve ark., 1994).

Alginatlar, toksik olmayan dogal polimerlerdir ve ekonomik olarak elde
edilmektedir. Alginat jellerinin (bead, kapsiil, fiber) gdézeneklerinin biiyiik olmas1 ve
fosfat gibi bazi anyonlar iceren reaksiyon ortamlarinda kararliliinin diisiik olmasi,

kullanilmalarint sinirlayan faktorlerdir.
2.4.1.3. Capraz baglama

Sulu ¢ozeltilerde ¢oziinebilen enzimler, bifonksiyonel capraz-baglayici reaktifler
kullanilarak birbirine kovalent olarak baglandiklarinda ¢oziinmez hale gelirler. (Chui ve
Wan, 1997). Glutaraldehit bu amag¢ i¢in kullanilan capraz-baglayici reaktiflerdendir
(Klibanov, 1983). Bifonksiyonel glutaraldehit molekiiliindeki aldehit gruplan,
enzimlerin amino gruplariyla reaksiyona girerek enzimleri capraz baglar. Capraz
baglanma molekiiller aras1 veya molekiil i¢i olusabilir ve protein ¢oker. Capraz bagh

protein santrifiij ile kolaylikla ayrilabilir.
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2.4.1.4. Kovalent baglama

Enzimler genellikle amino, karboksil, siilfidril, hidroksil veya imidazol
gruplartyla, dogal ve yapay ¢ok sayida kati matrikse kovalent baglanmayla immobilize
edilebilirler. Uzerinde aktif gruplar bulunduran matriksler, uygun tampon ¢ozeltide

enzimlerle muamele edilerek immobilizasyon gergeklestirilir.

Uretan prepolimerler kovalent immolizasyonda yaygin olarak kullanilan
matrikslerindendir. Prepolimerler, diizosiyanat tiirevlerinin, aktif hidrojen ihtiva eden
cesitli bilesiklerle (glikol, poliglikol, poliol) reaksiyonlarindan elde edilirler ve
yapilarinda izosiyanatlar bulunur. Prepolimerler su ile muamele edildiginde slingerimsi
yapida polimer meydana gelir. Ortamda enzim bulundugunda, enzimin aktif hidrojen

bulunduran gruplariyla, izosiyanat gruplari kovalent baglar olustururlar.

2.5. Enzim immobilizasyon Matriksi Olarak Karbon Nano Tiipler (CNT)

CNT, immobilizasyon islemi i¢in ilging ve 6nemli 6zellikleri olan yliksek yiizey
alan1 ve mekanik stabiliteye sahip olduklar1 i¢in, enzim immobilizasyon i¢in mitkemmel
matrikslerdir. Bu ozellikleriyle enzimler CNT yiizeyine kolaylikla tutunur (Prlainovic et
al., 2013).

Karbon nanotiipler tek duvarli (SWCNT) ve ¢ok duvarli (MWCNT) olarak iki
sinifa ayrilirlar (Sekil 2.5). iki tiiriin de birbirine gore farkli dzellikleri mevcuttur

(Saifuddin ve ark., 2013). Ikisinin karsilastirilmasi1 Tablo 2.2°de verilmistir.

2.6. c-MWCNT ile ilgili Enzim iImmobilizasyonu Cahsmalari

Literatiirde, c-MWCNT'lerin enzim immobilizasyonunda kullanilmasi ile ilgili
cok sayida calisma bulunmaktadir. Sekil 2.6'da goriildiigii gibi, adsorpsiyon yontemiyle
immobilizasyon, enzim ile matriksin bir tampon ¢ozelti ile karistirilarak uygun siirede

inkiibe edilmesiyle gerceklestirilmektedir (Garlet ve ark., 2014).

Sekil 2.5. Karbon nanotiiplerin ti¢ boyutlu yapilari. A) MWCNT, B) SWCNT
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Tablo 2.2. SWCNT ve MWCNT’ in karsilastirilmasi

SWCNT

MWCNT

Tek grafen katmani vardir.
Sentez i¢in katalizor gereklidir
Toplu olarak sentezi zordur.

Tam olarak dagilmamustir ve toplanmis yapilar
olusturur.

Saflik diisiiktiir.Fakat ark desarj sentezi yontemi
kullanilarak% 80'e varan yiiksek saflik rapor
edilmistir.

Fonksiyonellestirme sirasinda bir bozukluk olma
sansi daha fazladir.

Karakterizasyon ve degerlendirme kolaydir.

Kolayca biikiilebilir ve esneyebilir.

Coklu grafen katmani vardir.
Katalizor olmadan da sentezlenebilir.
Toplu halde sentezlemek kolaydir.

Paket seklinde bir olusum olmamakla beraber
homojen sekilde dagilmistir.

Saflik yiiksektir.

Ozellikle ark desarj sentezi yontemiyle
sentezlendiginde bir bozukluk olma sans1 daha
azdir.

Cok karmasik bir yapiya sahiptir.

Kolayca biikiilemez.
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Sekil 2.6. c-MWNT ile enzim immobilizasyonu

immobilizasyonda ilk 6nce, c-CNT'ler {izerindeki karboksil (-COOH) gruplar1 N-etil-
N'-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir (EDAC) ile aktiflestirilmektedir.
Daha sonra da bu gruplar araciligiyla enzim molekiilleri matrikse baglanmaktadir (Jiang
ve ark., 2004). Enzimler c-MWCNT ylizeyine kovalent baglanma ve adsorbsiyon ile
immobilize edilebilir. Adsorbsiyonun avantajlari, enzimlerin immobilize olduktan sonra
hem kendi orijinal 6zelliklerini hemde matriksin 6zelliklerini koruyabilmesi ve kolayca

gerceklestirilebilen basit bir yontem olmasidir (Weiser, 2015).

c-MWCNT’ler ile ¢esitli enzimler kullanilarak yapilan enzim immobilizasyon

calismalar1 mevcuttur. Asagida bu calismalar 6zetlenmistir.

S00-Keun ve arkadaslar1 2005 yilinda Aspergillus niger Glucose oxidase

enzimini c-MWCNT {izerine immobilize etmislerdir (Soo-Keun ve ark., 2005).
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Pavlidis ve ark. (2010) Candida antarctica lipase B enzimini fiziksel adsobsiyon
metoduyla c-MWCNT iizerine immobilize etmis olup, 6 ay sonunda hala % 55

aktiviteye sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Wang ve ark. (2011) Papain enzimini c-MWCNT iizerine immobilize edip
baglanma veriminin % 18.8, aktivite veriminin % 78.9 vekullanim kararliliginin da 7

kullanim sonunda % 61 oldugunu bildirmiglerdir.

Rastian ve ark. (2013), Candida rugosa lipase enzimini MWCNT f{izerine
immobilize etmisler ve baglanma verimini % 52, aktivite veriminin % 48 oldugunu

belirtmislerdir.

Garlet ve ark. (2014), Aspergillus niger inulinaz enzimini MWCNT iizerine
adsorpsiyon yontemiyle immobilize etmis olup, baglanma veriminin % 90, saklama

kararliliginin 5 hafta sonunda hala % 100 aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Rastian ve ark. (2014)'nin yaptiklar1 diger bir ¢alisgmada Candida rugosa lipaz
enziminin MWCNT ile immobilizasyonu % 86.7 baglanma verimi ve % 492.5 aktivite
verimi ile sonuglanmistir. Ayrica aktivitenin 7. kullanim sonunda hala % 123.7'si

korunmustur.

Azevedo (2014) yilinda ticari  olarak satin alinmis peroksidaz enzimini
MWCNT iizerine immobilize etmis olup baglanma veriminin % 100, kullanim
kararliliginin 9 kullanim sonunda hi¢ kalmadigini, ayrica 40 giiniin sonunda hala % 34

aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir.

Zniszczot ve ark. (2016), Pseudomonas fluorescens lipaz enzimini kovalent
baglama metoduyla MWCNT f{izerine immobilize edip, baglanma veriminin % 59,
aktivite veriminin % 1200 oldugunu, ayrica kullanim kararliliginin 8 kullanim sonunda

% 60 devam ettigini belirtmistir.

Feng ve arkadaglar1 (2015) a-Amylase ve glucoamylase enzimlerini MWCNT
lizerine immobilize edip % 95.1 aktivite verimi ve 8 kullanim sonunda % 95.1 kullanim
kararlilig1 elde etmislerdir. Jamie ve arkadaslar1 2016 yilinda yeniden Candida rugosa
lipase enzimini immobilize edip, % 59 baglanma verimi, % 1200 aktivite verimi ve 8

kullanim sonunda % 60 kullanim kararlilig1 elde etmislerdir.
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2.7. NPX'in Immobilizasyonu ile Tlgili Cahsmalar

Yaptigimiz literatiir arastirmasinda, NPX'in immobilizasyonu ile ilgili sadece iki

calismaya rastlanildi.

Bunlardan ilkinde, Liu ve ark. (1997), Brassica napus'ta experese esilen
rekombinant NPX kanola cekirdeginden elde edilen oleosin proteini'nin N' ucuna

fiizyon yolu ile immobilize etmislerdir.

Diger ¢alismada, Liu ve ark., (2008), Escherichia coli'de exprese rekombinant
NPX'i, kanola ¢ekirdeklerinden elde edilen oleosin proteini'nin N' ucuna fiizyon yolu ile

immobilize etmislerdir.

Literatiir arastirmalarimizin sonucu olarak; NPX'in immobilizasyonu az
calisildigt ve c-MWCNT ile immobilizasyon calismalarinda yiiksek enzim baglama

kapasitesi ve enzim aktivitesinde 12 kata kadar aktivite artig1 rapor edildigi gorildi.

Dolayisiyla bu tez c¢alismasinda, oOncelikle NPX'in  ¢c-MWCNT {izerine
immobilizasyonu ile yiizde yiiz immobilizasyon verimi ve yiiksek aktivite artisi
saglamak i¢in immobilizasyon kosullarmin optimizsayonu amagclandi. ikinci amag ise
immobilize NPX'i optimum aktivite kosullarin1 tayin ederek karakterize edip serbest
NPX ile karsilastirmakti. Son amag ise, immobilize NPX kullanarak ksilanin hidroliz

kosullarii optimize ederek ylizde yiiz verimle XOS iiretimi imkanlarin1 arastirmakti.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

NPX, Mega-zyme firmasindan (Troy, Amerika Birlesik Devletleri), c-
MWCNT'ler (i¢ ¢ap1 5-15 nm, dis ¢ap1 28-48 nm, uzunluk 10-25 um) Nanografi Co.
Ltd. sirketinden (Ankara, Tiirkiye) satin alindi. Nitroseliilloz membran filtreler (por ¢ap1
0.45 um, membran ¢ap1 47 mm) ISO-LAB (Wertheim, Germany) firmasindan satin
alindi. Beech wood ksilan SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg Germany)
firmasindan temin edilmistir. Ksiloz Sigma-Aldrich firmasindan (St. Louis, Missouri,
USA) satin alimmistir. UV-VIS Spektrometresi (UV-6300PC), VWR firmasindan
(Radnor, USA); pH metre (Hanna HI 2020 edge), Hanna Instruments Ltd. firmasindan
(Bedfordshire, Ingiltere), manyetik karistirict (Heidolph MR Hei-Standard), Heidolph
UK - Radleys firmasindan (Shire Hill, Ingiltere), saf su cihaz1 (Mini Pure 1, MDM-
0170), MDM Co. Ltd. firmasindan (Suwon-si, Giiney Kore), hassas terazi (Shimadzu-
ATX224), Shimadzu Corporation firmasindan (Kyoto, Japonya), orbital ¢alkalamali
isitmali inkiibator (Mipro-MCI), Protek Lab Grup Profesyonel Laboratuar Coziimleri
firmasindan (Ankara, Tirkiye), vakum pompasi (Biobase, GM-0.50A), Biobase
Biodustry Co, Ltd. firmasindan (Shandong, Cin) satin alindi. Bovine Serum Albumin,
Sodyum Hidroksit, Sodyum Dihidrojen Fosfat, Hidro Klorik Asit, 3,5-dinitrosalisilik
asit, Sodyum Potasyum Tartrat ve Bradford Reagent ise Sigma-Aldrich firmasindan
(Taufkirchen, Germany) ve Sodyum Azid, Merck Millipore firmasindan (Darmstad,

Almanya) satin alinmigtir.
3.2. Metotlar
3.2.1. c-MWCNT’ler ile NPX immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonunda baglanma verimini ve aktivite verimini etkileyen
kosullar (immobilizasyon yapilacak tamponun pH’st ve derisimi, matriks miktari )
sirayla degistirilerek kosullar optimize edildi. Adsorpsiyon yontemiyle immobilizasyon,
Garlet ve arkadaslarinin metoduna gore adsorbsiyon ile gerceklestirildi (Garlet ve ark.,

2014).
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3.2.2. Protein (enzim) tayini

Protein derisimlerinin tayini, Bradford (1976) metoduna gore, 0.25-1.4 mg/mL
araligindaki derisimlerde hazirlanan Bovine Serum Alblimin Standart ¢dzeltilerinin ¢ift
151k yollu UV spektrometresinde 595 nm dalga boyunda oOlciilen absorbanslari
kullanilarak olusturulan standart grafigine (Sekil 3.1) ait dogru denklemine (3.1) gore
yapildu.

Y =0.000336 X +0.00449 (3.1)
3.2.3. NPX aktivitesinin tayini

NPX aktivitesi, pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponunda ¢oziilerek
hazirlanan 50 pL serbest ksilanaz ¢ozeltisi ve 5 mL % 0.5 (w/v)’lik ksilan standart
kosullarda (pH 5.5; sicaklik 55 °C; siire 30 dakika; ve ¢alkalama hiz1 150 rpm) yapilan
reaksiyonu ile belirlendi. Bir IU NPX aktivitesi,standart kosullarda, 5 mL % 0.5
(w/v)'lik ksilan ¢ozeltisinde 1 dakikada 1 pmol ksiloz olusturan enzim miktari (mg)
olarak tanimlandi. Olusan indirgen seker derigimleri, Sekil 3.2'de goriilen ksiloz standart
grafigine ait dogru denklemi (3.2) kullanilarak hesaplandi. Ksilanaz aktivitesi ise 3.3

denkleminden hesaplandi.

Y =0.06686 X +0.00013 (3.2)

Indirgen seker (umol
Aktivite (umol/mg.dk) = £ ( / (3.3)
Kullanilan enzim (mg) x reaksiyon siiresi (dk)

3.2.4. immobilizasyon ve aktivite verimlerinin hesaplanmasi

Immobilizasyondan once ve sonra immobilizasyon c¢ozeltilerindeki enzim
miktarlar1 kullanilarak baglanma ve aktivite verimleri sirasiyla denklem (3.4) ve (3.5)

kullanilarak hesaplanda.

(Im mobilizasyonda kullanilan enzim — Siiziintideki enzim )
Immobilizasyon verimi (%) = x 100 (34)
Im mobilizasyonda kullanilan enzim

Immobilize enzimin aktivitesi
Aktivite verimi (% ) = x100 (35)

Swvi enzimin aktivitesi
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Sekil 3.2. Ksiloz standart grafigi
3.2.5. immobilizasyon sartlarinin optimizasyonu

Immobilizasyonda immobilizasyon tamponunun pH'st ve molaritesi, Ssabit
miktarda enzime kars1 kullanilan matriks miktar1 ve immobilizasyon siiresi
immobilizasyon verimi ve aktivite verimini etkilediginden (Garlet ve ark., 2014), bu
faktorlerden her birinin etkisi sirayla incelenerek immobilizasyon sartlart optimize

edildi.
3.2.4.1. immobilizasyon tamponu pH’sinin immobilizasyon ekinligine etkisi

Immobilizasyon, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerdeki pH'lar1 farkli (4.5-
5.0-5.5-6.0-6.5) olan 5'er mL 25 mM’lik fosfat tamponu ¢ozeltilerine 25 mg c-MWCNT
ve pH'st 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlanan 50'ser pL
serbest enzim (2.17 1U) ilave ederek 25 °C'de 150 rpm hizla ¢alkalanan inkiibatorde 30
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dakika siireyle gerceklestirildi. Immobilizasyondan sonra immobilizasyon ¢ozeltileri ile
stiziintiilerinde enzim tayini ve bagil aktiviteler 50 uL (2.17 1U) serbest ve 186 mg
immobilize NPX'ler, 5 mL % (w/v) 0.5°lik ksilan ¢6zeltileri (pH 5.5) ile bir inkiibatorde
150 rpm’de calkalanarak 55 °C’de 20 dakika siireyle yliriitiilen reaksiyonlar sonucu
olusan indirgen secker derisimleri kullanilarak aktivite tayini yapildi. Elde edilen
immobilizasyon ve aktivite verimleri tabloda karsilastirilarak immobilizasyon tamponu

pH’sinin immobilizasyon etkinligine etkisi incelendi.
3.2.4.2. immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon etkinligine etKkisi

Immobilizasyon, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerdeki derisimleri farkli
(25-50-75-100 mM) 5'er mL fosfat tamponu ¢6zeltilerine (pH 6.0) 10’ar mg ve pH'st
5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponunda ¢6ziilerek hazirlanan 50°ser puL serbest
NPX (2.17 1U) ¢ozeltileri ilave ederek 25 °C sicaklikta 150 rpm hizla 1sitmali orbital
calkalamali inkiibatorde, 30 dakika siireyle gerceklestirildi. immobilizasyondan sonra
immobilizasyon ¢ozeltileri ile sliziintiilerinde enzim tayini ve 50 pL (2.17 IU) serbest ve
186 mg immobilize NPX'ler, 5 mL % (w/v) 0.5’lik ksilan ¢ozeltileri (pH 5.5) ile bir
inkiibatorde 150 rpm’de ¢alkalanarak 55 °C’de 20 dakika siireyle yiiriitiilen reaksiyonlar
sonucu olusan indirgen seker derisimleri kullanilarak bagil aktivite tayini yapildi. Elde
edilen immobilizasyon ve aktivite verimleri karsilastirilarak immobilizasyon tamponu

derisiminin immobilizasyon etkinligine etkisi incelendi.
3.2.4.3. Matriks miktarimin immobilizasyon etkinligine etKkisi

Immobilizasyon, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerdeki 5'er mL 100
mM'lik dort ayr1 fosfat tampon ¢ozeltilerine (pH 6.0) sirasiyla 20, 30 ve 40 mg c-
MWCNT ve pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlanan
50’ser uL serbest NPX (2.17 IU) ¢ozeltileri ilave edilerek, 25°C'de 150 rpm hizla
calkalayan 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatorde 30 dakika siireyle gergeklestirildi.
Immobilizasyondan sonra immobilizasyon ¢ozeltileri ile siiziintiilerinde enzim tayini ve
pH'st 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlanan 50°ser puL.
serbest NPX (2.17 IU) ¢ozeltileri ve 186 mg immobilize NPX'ler, 5 mL % (w/v) 0.5’1ik
ksilan ¢ozeltileri (pH 5.5) ile bir inkiibatdrde 150 rpm’de calkalanarak 55 °C’de 20
dakika siireyle yiiriitiillen reaksiyonlar sonucu olusan indirgen seker derisimleri

kullanilarak bagil aktivite tayini yapildi. Elde edilen immobilizasyon ve aktivite
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verimleri karsilastirilarak immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon

etkinligine etkisi incelendi.
3.2.4.4. Immobilizasyon siiresinin immobilizasyon etkinligine etkisi

Bu asamaya kadar yapilan 30 dakika immobilizasyon maksimum baglanma ve

verim elde edildiginden dolay1, immobilizasyon etkinligine siirenin etkisi incelenmedi.
3.2.5. Serbest ve immobilize NPX’in karakterizasyonu

Immobilize enzimin optimum pH ve sicaklifi, Vi Ve Ky, sabitleri, pH
kararliligi, termal kararliligi, kullanim kararliligi ve saklama kararliligi gibi kinetik

ozellikleri belirlenerek immobilize enzim karakterize edildi.
3.2.5.1. Optimum pH tayini

Bagil aktiviteler, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde, pH's1 5.5 olan 100
mM'lik sodyum fosfat tamponunda coziilerek hazirlanan 50°ser pL serbest NPX (2.17
IU) gozeltileri ve 186'sar mg (3.48 1U) immobilize NPX'lerin 5'er mL 25 mM'lik farkli
pH'lardaki (4.0-4.5-5.0-5.5-6.0-6.5-7.0-7.5-8.0) fosfat tamponu ile hazirlanmis % 0.5
(wiv)'lik ksilan ¢ozeltileri ile 150 rpm hizla ¢alkalayan isitmali orbital c¢alkalamali
inkiibatérde 55 °C'de 20 dakika siireyle gergeklestirilen reaksiyonlar1 sonunda tayin
edildi. serbest ve immobilize NPX'in optimum pH araligi, Bagil aktivite (%) - pH
grafiginden belirlendi.

3.2.5.2. Optimum sicakhik tayini

Bagil aktiviteler, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde pH's1 5.5 olan 100
mM'lik sodyum fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlanan 50’ser uL. serbest NPX (2.17
IU) ¢ozeltileri ve 186'sar mg (3.48 1U) immobilize NPX'lerin 25mM fosfat tamponu
(pH 6,0) ile hazirlanmis 5'er mL % 0.5 (w/v)'lik ksilan ¢6zeltileri ile 150 rpm hizla
calkalayan 1sitmal1 orbital calkalamali inkiibatorde farkli sicakliklarda (30-40-45-50-55-
60-65-70-75-80 °C) 20 dakika siireyle gergeklestirilen reaksiyonlar1 sonunda bagil
aktiviteler tayin edilerek, Bagil aktivite (%) - Sicaklik (°C) grafiginden serbest ve

immobilize NPX'in optimum sicaklik araligi belirlenmistir.
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3.2.5.3. pH kararhhignin tayini

pH kararlilig1, pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponunda ¢oziilerek
hazirlanan 50’ser pL serbest NPX (2.17 IU) ¢ozeltileri ve 186'sar mg (3.48 1U)
immobilize NPX'ler 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde, pH'lar1 farkli (3.0-3.5-
4.0-4.5-5.0-5.5-6.0-6.5-7.0-7.5-8.0) olan l'er mL 25 mM'lhk fosfat tamponu
cozeltilerinde, 150 rpm hizla calkalayan isitmali orbital ¢alkalamali inkiibatérde oda
sicakliginda (50 °C), 20 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra, iizerlerine 25 mM'lik
fosfat tamponu (pH 5.5) ile hazirlanmis 4'er mL % 0.5 (w/v)'lik ksilan ¢ozeltileri
eklenerek 50°C'de, 20 dakika siireyle gergeklestirilen reaksiyonlar1 sonunda tayin edilen

kalan aktiviteler karsilastirilarak belirlendi.
3.2.5.4. Isil kararhlik tayini

Isil kararlilik pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponunda ¢oziilerek
hazirlanan 50’ser pL serbest NPX (2.17 IU) ¢ozeltileri ve 186'sar mg (3.48 IU)
immobilize NPX'ler 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde pH'lar1 5.5 olan 1’er mL
100 mM'lik fosfat tamponu ¢ozeltilerinde, 150 rpm hizla 1sitmali orbital ¢alkalamali
inkiibatorde farkli sicakliklarda (30-35-40-45-50-55-60-65-70-75-80 °C) 20 dakika
slireyle inkiibe edildikten sonra, tizerlerine 100 mM'lik fosfat tamponu (pH 5.5) ile
hazirlanmis 4’er mL % 0.625 (W/v)'lik ksilan ¢ozeltileri eklenerek 55 °C'de 20 dakika
stireyle gergeklestirilen reaksiyonlar1 sonunda tayin edilen kalan aktiviteler

karsilastirilarak belirlendi.
3.2.5.5. Kinetik sabitlerin tayini

pH'st 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponunda coziilerek hazirlanan
50’ser uL serbest NPX (2.17 IU) ¢ozeltileri ve 186'sar mg (3.48 1U) immobilize
NPX'lerin baslangi¢ aktiviteleri, 10 mL'lik vida kapakl tipali cam sigelerde, pH's1 5.5
olan 100 mM'lik fosfat tamponu ile hazirlanmis farkli derisimlerdeki (125-1500 pg /
mL) 5'er mL ksilan ¢ozeltileri ile 150 rpm hizla isitmali orbital ¢alkalamali inkiibatorde
10 dakika siireyle gergeklestirilen reaksiyonlari sonunda baslangi¢ hizlari tayin edilerek,

cizilen Lineweaver-Burk Grafiginden Vyax Ve K sabitleri hesaplandi.
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3.2.5.6. Immobilize NPX'in kullanim kararhihg

Immobilize NPX'in kullanim kararliligi, 186 mg (3.48 1U) immobilize NPX'in
standart kosullarda tekrarlanan pes pese 20 kez tayin edilen bagil aktiviteleri
kullanilarak c¢izilen grafik ile belirlendi. immobilize enzim her kullamimdan sonra
sinterli cam siizge¢ ve nitroseliiloz membran filtre kullanilarak vakum altinda bol

miktarda saf su ile yikandi.

3.2.5.7. Iimmobilize NPX'in depolama kararhhg:

Immobilize NPX'in depolama kararlilig1, 186 mg (3.48 1U) immobilize NPX'in 5
mL 0.250 M'lk fosfat tamponu ¢dzeltisi icerisinde buzdolabinda +4 °C'de 20 giin
boyunca depolandigi siire boyunca iki giinde bir, standart metoda gore tayin edilen bagil
aktiviteleri kullanilarak cizilen grafik ile belirlendi. Immobilize enzim, her kullanimdan
sonra bol miktarda saf su ile yikandiktan sonra % 0.2 (w/v) derisiminde sodyum azid
iceren 5 mL 0.25 M'lik fosfat tamponu ¢dzeltisi igerisinde buzdolabinda +4 °C'de
depolandi.

3.2.6. immobilize NPX kullamilarak ksilandan XOS iiretimi
3.2.6.1. Ksilan derisiminin XOS verimine etkisi

186 mg (3.48 TU) immobilize NPX'ler farkli derisimlerdeki (125-1500 pg / mL)
S'er mL ksilan ¢ozeltileri (pH 5.5) ile 150 rpm hizla isitmali orbital galkalamali
inkiibatorde 55 °C'de 30 dakika siireyle gergeklestirilen reaksiyonlar1 sonunda olusan
indirgen seker derisimleri tayin edilerek, ¢izilen grafikten maksimum verim elde edilen

ksilan derisimi tayin edildi.
3.2.6.2. immobilize NPX miktarinin XOS verimine etkisi

5er mL 1500 pg / mL'lik ksilan ¢ozeltileri (pH 5.5) farkli miktarlardaki (186-
1860 mg) immobilize NPX'ler ile 150 rpm hizla 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatorde
55 °C'de 30 dakika siireyle gerceklestirilen reaksiyonlar sonunda olusan indirgen seker
derisimleri tayin edilerek, cizilen grafikten maksimum verim elde edilen immobilize

NPX miktar tayin edildi.
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3.2.6.3. Hidroliz siiresinin XOS verimine etkisi

744 mg (13.92 1U) immobilize NPX ile 10 mL 1500 pg / mL'lik ksilan
¢ozeltisinin (pH 5.5) reaksiyonu 6 saat siireyle takip edilerek ksilan ve indirgen seker
derisimlerinin zamana karsi ¢izilen grafiginden ksilanin tamamen XOS'a doniistiigii siire

belirlendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Protein (Enzim) Tayini

Denklem (3.1)'e gore, 50 pL serbest NPX igeren 5.05 mL immobilizasyon
¢ozeltisi i¢indeki enzim konsantrasyonu 1.06 mg olarak hesaplandi. Sivi halde bulunan

NPX preparatindaki enzim konsantrasyonuda 158.625 mg / ml olarak hesaplandi.
4.2. NPX Aktivitesinin Tayini

Optimum aktivite tayini kosullarinda olusan ksiloz miktar1 Denklem (3.2)'ye
gore 10.325 pmol olarak bulunmustur. Serbest NPX aktivitesi ise, Denklem (3.3)'ten
2.17 1U enzim olarak hesaplandi. Ayrica 1 mL NPX preparasyonu 158.63 mg serbest
NPX igerdiginden, sivi haldeki ticari NPX aktivitesinin substrat olarak Beechwood
ksilan i¢in 825.70 IU / mL oldugu hesaplandi. Ote yandan, 1 IU aktiviteye sahip olan
serbest NPX miktari da 2.05 mg olarak hesaplandi.

4.3. immobilizasyon Sartlarinin Optimizasyonu
4.3.2. Immobilizasyon tamponu pH’sinin immobilizasyon etkinkigine etkisi

Immobilizasyon tamponu pH’sinin immobilizasyon verimi iizerindeki etkisi
Tablo 4.1'de gosterilmistir. Tabloya gore, tamponun pH’si arttiginda 6.0'a kadar
immobilizasyon verimi ve aktivite veriminin arttig1 ve 6.5'te diistigii gorilmektedir. Bu
sonuglara gore yiikksek immobilizasyon verimi (% 55.36) aktivite verimi (% 83.18), pH
6.0°da elde edildi. immobilizasyonda genel olarak en yiiksek immobilizasyon verimi ile

en yiiksek aktivite veriminin optimum pH'ta elde edildigi ¢cok 1yi bilinmektedir.
4.3.3. immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon etkinligine etkisi

Tablo 4.2'e gore, tampon derisimi arttiginda immobilizasyon verimi ve aktivite
verimi artmaktadir. Buna gore, yiikksek immobilizasyon verimi (% 55.36) ve en yiiksek
aktivite verimi (% 112.44) 0.100 M tampon i¢in elde edildi. Enzim
immobilizasyonunda immobilizasyon ve aktivite verimleri tuzlarin 6zelliklerinden ve
derisimlerinden siklikla etkilenmektedir. Ciinkii tuzlar enzim molekiillerinin ti¢ boyutlu
yapilarim1 degistirerek aktivitenin azalmasima veya artmasina neden olabilmektedir

(Smalla ve ark. 1988).
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Tablo 4.1. immobilizasyon tamponu pH'smin immobilizasyon etkinligine etkisi

immobilizasyon immobilizasyon Aktivite

Tamponu pH'si Verimi*(%) Verimi**(%o)
45 27.36 +£0.02 71.73 £0.02
5.0 30.62 £0.04 68.18 = 0.04
55 33.17+£0.03 74.03 £0.02
6.0 38.73£0.04 83.18 £0.02
6.5 35.73 £0.05 75.86 £0.05

*Immobilizasyon, pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanms 50'ser pL NPX
cozeltileri ve 10'ar mg c-MWCNT'lerin farkli pH'lardaki 5 mL sodyum fosfat tamponlari (25 mM)
icinde, bir inkiibatorde 150 rpm hizda ¢alkalanarak oda sicakhiginda 30 dakika siireyle yiiriitilen
reaksiyonlart ile gergeklestirildi.

** Aktiviteler, pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis 50 pL serbest ve 186 mg
immobilize NPX'lerin 5 mL % (w/v) 0.5'lik ksilan ¢ozeltileri (pH 5.5) ile,bir inkiibatorde 150 rpm'de
calkalanarak 55 °C'de 20 dakika siireyle yiiriitiilen reaksiyonlar sonucu olusan indirgen seker miktarlari
kullanilarak hesaplandi.

Tablo 4.2. Immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon etkinligine etkisi

immobilizasyon Tamponu Aktivite

Immobilizasyon Verimi*(%)

Derisimi (mM) Verimi**(%o)
25 38.73 +£0.04 83.18 £0.02
50 43.14+0.03 97.44 £0.01
75 47.61+0.01 105.12+0.04
100 55.36 £ 0.04 112.44 +£0.02

*Immobilizasyon, 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis 50'ser pL NPX ¢ozeltileri ile 10'ar
mg c-MWCNT'lerin, farkli derisimdeki 5 mL fosfat tamponlar1 (pH 4.0) iginde, bir inkiibatérde 150 rpm
hizda calkalanarak oda sicakliginda 30 dakikasiireyle yiiriitilen reaksiyonlari ile gergeklestirildi

**Aktiviteler, 200 pL serbest ve 186 mg immobilize NPX'larin 5 mL % (w/v) 0.5'lik ksilan
¢ozeltileri (pH 5.5) ile, bir inkiibatorde 150 rpm'de ¢alkalanarak 55 °C'de 20 dakika siireyle yiiriitiilen
reaksiyonlar sonucu olusan indirgen seker miktarlar1 kullanilarak hesaplandi.

4.3.4. Matriks miktarimin immobilizasyon etkinligine etkisi

Tablo 4.3'te goriildiigii izere, c-MWCNT nin arttikga immobilizasyon verimi ve
aktivite veriminin arttigi goriilmektedir. Matriks miktarinin artmasi, baglanan enzim
miktarmi artirdig1 i¢in immobilizasyon ve aktivite verimi genellikle arttig1 cok iyi
bilinmektedir. Bu sonuglara gore en yiiksek immobilizasyon verimi (% 100) ve en

yiiksek aktivite verimi (% 160.35 ) 40 mg c-MWCNT igin elde edildi.
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Immobilizasyon sartlariin optimizasyonu ile % 100 immobilizasyon verimi ve
% 160.35 aktivite verimi elde edildi. Bu sonuclar, literatiirdeki verilerle

karsilastirildiginda bugiine kadar elde edilen en iyi sonuglar oldugu goriilmektedir.
4.3.5. immobilizasyon siiresinin immobilizasyon etkinligine etKkisi

Bu asamaya kadar 30 dakika siireyle uygulanan immobilizasyonun %100
immobilizasyon verimi ve oldukea yiiksek aktivite verimi (% 160.35) ile sonuglanmasi

sebebiyle immobilizasyon siiresinin immobilizasyon etkinligine etkisi incelenmedi.
4.4. Serbest ve immobilize Enzimin Karakterizasyonu
4.4.1. Optimum pH tayini

Sekil 4.3'te gortildiigii gibi NPX'in optimum pH araligi (5.5-6.0), Liu ve ark. (1997) nin
calismasinda bulunan degerle (5.5) ve Liu ve ark. (2008)’nin buldugu degerle (6.0)
uyumlu olup immobilizasyondan sonra degismemistir. Ayrica immobilizasyon NPX'in

denenen tiim pH aralifinda aktivitesini ylikseltmistir.
4.4.2. Optimum sicakhk tayini

Sekil 4.2'e gore NPX'in optimum sicaklig1 55-60 °C olup immobilizasyondan

etkilenmemistir. Bu deger Moloney ve ark. (1997)’nin ¢alismasinda bulunan degerden

(40 °C) farkl fakat, Liu ve ark. (2008)’nm buldugu degerle (59 °C) uyumludur. Ayrica

Tablo 4.3. c-MWCNT miktarinin immobilizasyon etkinligine etkisi

c-MWCNT Immobilizasyon Aktivite
(mg) Verimi*(%0) Verimi**(%o)
10 55.36+0.04 112.44 +£0.02
20 100.00 + 0.03 134.38 +£0.03
30 100.00 = 0.01 144.26 +£ 0.04
40 100.00 = 0.02 160.35+0.01

*Immobilizasyon, 200 uL NPX'lar ile farkli miktardaki c-MWCNT'lerin, 5 mL 0.250 M'hik sodyum
fosfat tamponlar1 (pH 4.0) iginde bir inkiibatorde 150 rpm hizda ¢alkalanarak oda sicakliginda 30
dakikasiireyle ytiriitiilen reaksiyonlari ile gergeklestirildi.

** Aktiviteler, pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis 50 pL serbest ve 186 mg
immobilize NPX'larin 5 mL % (w/v) 0.5'lik ksilan ¢6zeltileri (pH 5.5) ile, bir inkiibatorde 55 °C'de 150
rpm'de ¢alkalanarak 55 °C'de 20 dakika siireyle yiiriitiilen reaksiyonlar1 sonucu olusan indirgen seker
miktarlar1 kullanilarak hesaplandi.
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Sekil 4.1. Serbest ve immobilize NPX'in aktivitesine pH'nin etkisi
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Sekil 4.2. Serbest ve immobilize NPX'in aktivitesine sicakligin etkisi

immobilize NPX’in, serbest NPX ile karsilastirildiginda daha yiiksek sicakliklarda daha
yiiksek bagil aktiteye sahip oldugu goriilmektedir. Immobilizasyon enzimlerin 1s1l
kararliligini artirdigi i¢in aktivitenin serbest enzime gore daha fazla olmasi beklenen bir

sonugctur.
4.4.3. pH kararhhginin tayini

Sekil 4.3'e gore, denenen biitiin pH degerlerinde immobilize NPX'in serbest
NPX'ten daha kararli oldugu goriilmektedir. Sekilde ayrica serbest ve immobilize
NPX'in en kararli pH araliginin 5.5-6.0 oldugu goriilmektedir. immobilizasyonun

enzimin pH kararliligin artirdigi ¢ok iyi bilinmektedir.
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4.4.4. Isil kararhhk tayini

Sekil 4.4, serbest ve immobilize NPX'in kararliligina sicakligin etkisini
gdstermektedir. Immobilize enzim daha yiiksek sicakliklarda serbest enzimden daha
kararlidir. 60 °C'nin iizerindeki sicakliklarda, immobilize enzimin serbest enzimden
daha kararli oldugu goriilmektedir. Immobilizasyonun, enzimlerin 1s1l kararliigini da
artirdig1 ¢ok iyi bilinmektedir.

4.4.5. Kinetik sabitlerinin tayini

Serbest ve immobilize NPX i¢in kinetik sabitler Lineweaver-Burk grafigi
kullanilarak belirlendi (Sekil 4.5). Immobilizasyon NPX'in K, sabitinin degerini 1019.5
ug / mL’den 704.2 pg / mL’ye disiiriirken, Vimax degerini 0.0430 pumol / mg.dk’dan
0.0690 pmol/mg.dk’ya yiikseltmistir. Ky, degeri, bir enzimin substrata olan ilgisini

gostermektedir.
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Sekil 4.4. Serbest ve immobilize NPX'in kararliligma sicakligin etkisi
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Sekil 4.5. Serbest ve immobilize NPX'in Lineweaver-Burk grafigi

Kmn kiiclildiikge enzimin substrata olan ilgisi artar. Immobilize NPX’in K, degerinin
serbest enziminkinden kii¢iik, Vimax degerinin ise biiyiik olmasi, immobilize enzimin

serbest enzimden daha yiiksek aktiviteye sahip olmasi ile birbirini desteklemektedir.
4.4.6. Immobilize NPX'in kullanim kararhhig

Sekil 4.6'ya gore immobilize enzim optimum kosullarda tekrarlanan yirmi
kullanim siiresince aktivitesini kaybetmediginden immobilize NPX’in yiiksek bir
kullanim kararliligina sahip oldugu goriildii. Bu sonuclar daha 6nceki caligmalardan
daha yiiksektir. Liu ve ark. (1997)'nin elde ettigi immobilize NPX'in baglangic aktivitesi
dordiincii kullanirmda % 2 azalirken, Liu ve ark. (2008)'nin elde ettigi immobilize

NPX'in baslangi¢ aktivitesi sekizinci kullanimda % 40 azalmistir.
4.4.7. Iimmobilize NPX'in depolama kararlihg

Sekil 4.7'de goriildiigii gibi, immobilize enzim optimum depolama kosullarinda
yirmi glin boyunca aktivitesini kaybetmediginden immobilize NPX’in yiiksek bir
depolama kararlili§ma sahip oldugu gdzlemlendi. Immobilize enzimlerin teknolojik
yararlarinin degerlendirilmesinde en 6nemli parametrelerden biri de depolama sirasinda
aktivitesinin ne kadar koruyabildigidir. CNT ile yapilan immobilizasyon ¢aligmalarinda
depolama kararliligi genel olarak yiiksek ¢ikmistir (Boncel ve ark., 2016). Bu tez
calismamizda elde edilen immobilize NPX’in depolama kararlilig: literatiirde yer alan
iki ¢alismaya (Liu ve ark., 1997; Liu ve ark., 2008) gore daha iyi oldugu soylenebilir.

Ciinkii onlar depolama kararliligini tayin etmemislerdir.
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Sekil 4.7. immobilize NPX'in depolama kararlilig

4.5. immobilize NPX Kullanilarak Ksilandan Ksilooligosakkarit Uretimi
4.5.1. Ksilan derisiminin XOS verimine etkisi

Sekil 4.8'e gore, ksilan derigimi ile olusan XOS derisimi de artmaktadir. En
yiiksek verim 1500 pg / mL oldugundan bir sonraki agsamada ksilan derigimi 1500 pg /

mL olarak kullanilmistir.
4.5.2. Immobilize NPX miktarmn XOS verimine etkisi

Sekil 4.9'da goriildiigii gibi, olusan XOS derisimi immobilize NPX miktar ile
0.744 mg’a kadar dogrusal olarak artarak sabitlendiginden bir sonraki asamada

optimum immobilize NPX miktar1 0.744 mg olarak kullanildu.
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4.5.3. Ksilan hidroliz siiresinin XOS verimine etkisi

Reaksiyon siiresinin XOS firetimine etkisi Sekil 4.10°da verilmistir. Verilere

gore 2 saat sonunda 10 mL % 0.15’lik ksilan ¢ozeltisindeki ksilan tamamen XOS’a

dontismistiir. Dolayisiyla c-MWCNT-NPX, endiistriyel XOS iiretiminde en az 20 kez

kullanilabileceginden iiriin maliyetini 6nemli oranda diisiirecektir

Sekil 4.9. Immobilize NPX miktarmin XOS verimine etkisi

% (w/v) Derigsim

Sekil 4.10. Ksilan hidroliz siiresinin XOS verimine etkisi
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Sekil 4.8. Ksilan derisiminin XOS verimine etkisi
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuglar

NPX'in immobilizasyon kosullar1 optimize edilerek literatiirdeki sonuglardan

daha yiiksek immobilizasyon verimi (% 100) ve aktivite verimi (% 160.35) elde edildi.

Immobilize enzim pes pese tekrarlanan 20 kullanim boyunca ve buzdolabinda

saklandiginda +4 °C'de depolandiginda 20 giin siiresince aktivitesini korudu.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda elde edilen immobilize NPX, prebiyotik olan
endiistriyel XOS iretiminde aktivitesinde herhangi bir azalma olmadan

kullanilabileceginden iiriin maliyetini 6nemli oranda diisiirecektir.
5.2. Oneriler

Oncelikle bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar bilim diinyasmna katki
saglamak amaciyla SCI indeksli bir dergide makale olarak ve uluslararasi bir kongre

veya sempozyumda sozl1ii bildiri olarak yayinlanabilir.

Ikinci olarak, bu tez calismasinda gelistirilen NPX'in karboksillenmis g¢ok
duvarli karbon nanotiip iizerine immobilizasyonu ve immobilize NPX kullanarak

ksilandan XOS {iretimi metotlar1 i¢in ulusal patent enstitiisiine bagvuru yapilabilir.

Uciincii  olarak, eniistri kuruluslar1 ile goriisiilerek XOS'un iilkemizde

iiretilmesine caligilabilir.
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