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OZET

Seliiloz bitkilerde bulunan baglica polisakkariddir ve yeryliziinde en ¢ok bulunan biyolojik
materyaldir. Ayrica atiklarda 6nemli oranda seliiloz bulunmasi, seliillozu pargalayan enzimleri
Snemli kilmaktadir. Seliilozu pargalayan enzimler seliilazlar olarak isimlendirilmektedir ki bu
enzimler ii¢ tiir aktivite gOstermektedir; (1) endoniikleaz (1,4-B-p-4-glukanohidrolaz, E.C.
3.2.1.4) seliiloz molekiiliiniin i¢ kisminda yer alan baglar1 hidrolizler, (2) sellobiyohidrolaz
(1,4-B-p-4-glukan sellobiyohidrolaz, E.C. 3.2.1.91) seliiloz zincirinde uglarda yer alan baglar:
kirar ve (3) B-glukosidaz (B-p- glukosid glukohidrolaz, E.C. 3.2.1.21) sellobiyoz ve diger ufak
oligosakkaridleri p-glukoza hidrolizler.

Bu ¢aligmada, ticari énemi olan seliilaz tiirlerinden Aspergillus niger’den elde edilen seliilaz
kullanildi. Satin alinan enzim Sephadex G-50 kolonundan gegirilerek saflastinldi. Farkli pH
ve sicaklik degerlerinde aktivite tayini yapilarak optimum pH ve sicaklik degeri belirlendi.

Dekstran’a enzimi kovalent olarak baglamak icin sodyum periyodat ile yiikseltgeyerek
aldehid tiirevi elde edildi. Dekstran aldehid tiirevinin olustugu FTIR spektroskopisi ile kontrol
edildi. Dekstranda olusan aldehid grubu sayisim tayin i¢in spektrofotometrik y&ntem
geligtirildi. Polimerin proteine baglanmasi BSA ile &n ¢aligma yapilarak kontrol edildi.
Olusan konjugat FTIR ve GPC cihazinda incelendi.Bunu takiben seliilazin polimer ile
baglanma reaksiyonu gergeklestirildi. Olusan konjugat FTIR, GPC, HPLC cihazlarinda
incelendikten sonra farkl: pH ve sicakliklarda aktivite tayinleri yapildi, ve alinan sonuglar saf
enzim ile elde edilenler ile kiyaslandi. Aymi yontemler kullamlarak, polimer ile enzimin
fiziksel karisimi da incelendi.

Sonug olarak, enzim-dekstran fiziksel karisimi ve enzim-dekstran kovalent konjugatlar
enzime kiyasla pH 3-7 araliginda daha yiiksek aktivite gdsterdi. Fiziksel karisim ve kovalent
konjugatlar optimum pH 3°te biitiin sicakliklarda saf enzime gore daha yiiksek aktivite verdi.

Anahtar kelimeler: Aspergillus niger seliilaz, seliilaz-dekstran konjugatlarn, aktivite, GPC,
FTIR, HPLC.



ABSTRACT

Cellulose is the major polysacharide in plants and is most abundant biological material on
earth. In addition to this great amounts of wastes include cellulose, because of this reason
cellulose-degrading enzymes become very important. Cellulose—degrading enzymes, which
exhibit three types of activities are called as cellulases. (1) Endonuclease (1,4-8-p-4-
glucanohydrolase, E.C. 3.2.1.4) hydrolyse internal bonds in cellulose molycule. (2)
Cellobiohyrolase (1,4-B-p-4-glucan cellobiohydrolase, E.C. 3.2.1.91) hydrolyse terminal
bonds and (3) B-glucodisase (B-p-glucoside glucohydrolase, E.C. 3.2.1.21) cellobiose and
little olisaccarides to D-glucose.

In this study, cellulase from Aspergillus niger was examined. In this study dextran is oxidated
to its aldehyde derivative by using NalO,4 The amount of aldehyde groups at dextran molecule
was determined. Dextran aldehyde derivative was bonded to BSA first. The obtained
conjugate was examined using FTIR and GPC techniques. The purchased cellulase was
purified by using size exclution column chromatography with Sephadex G-50, and PBS
buffer, pH 7.2. Dextran-cellulase covalent conjugates were synthesized and the covalent
bonding was confirmed using the techniques mentioned above. The activities of the purified
enzyme, dextran enzyme mixtures and dextran-enzyme covalent conjugates were determined
at different pH and temperatures.

It was obserwed that, dextran-enzyme mixtures and covalent conjugates showed higher
activities than pure enzyme between pH 3-7. Dexran-enzyme mixtures and especially
covalent conjugates showed higher activity between 25 °C and 80 °C at pH 3.

Key words: Aspergillus niger cellulase, cellulase-dextran conjugates, activity, GPC, HPLC,
FTIR.



1. GIRiS

Dogada en fazla bulunan polimer olan seliiloz, diiz poli —1,4-B- glukoz zincirlerinden
olusmaktadir. Seliiloz en fazla bitkilerin hiicre duvarlarinda yapiy1 olusturan baglica bilesen
olarak bulunmaktadir. Bitki hiicre duvarlarinin olduk¢a kompleks yapisi, seliiloz ile birlikte
ksiloglukanlar, hemiseliiloz, pektin ve proteinleri de igermektedir.

Selillozu pargalayan enzimler seliilazlar olarak isimlendirilmektedir ki bu enzimler ii¢ tlir
aktivite gostermektedir; (1) endoniikleaz (1,4-B-p-4-glukanohidrolaz, E.C. 3.2.1.4) seliiloz
molekiiliiniin i¢ kisminda yer alan baglar1 hidrolizler, (2) sellobiyohidrolaz (1,4-B-p-4-glukan
sellobiyohidrolaz, E.C. 3.2.1.91) seliiloz zincirinde uglarda yer alan baglari kirar ve (3) B-
glukosidaz (B-b- glukosid glukohidrolaz, E.C. 3.2.1.21) sellobiyoz ve difer ufak
oligosakkaridleri p-glukoza hidrolizler.

Aspergillus tirlerinin B-glukosidazlar i¢in iyi bir kaynak oldugu ve Aspergillus niger’in
mikroorganizmalar iginde bugline kadar bilinen en etkili B-glukosidaz treticisi oldugu
bilinmektedir. Shoseyov ve caligma arkadaslarinin 4 .niger’den tamimladiklar1 B-glukosidaz
Bl (CMI CC324626) diistk pH’da ve yiksek konsantrasyonda alkol igeren ortamda ‘
caligmaktadir. 4.niger’den molekil tartis1 (116-137 kDa), izoelektrik noktasi (pI 3.8-4) ve
optimum pH aralig (3.4-4.5) farkli bir diger B-glukosidaz da saflastirilmistir. pH aktivite
profilinin kesin pH optimumlar: enzim kaynagina gére degismektedir. Glukosidazlar igin,
amino asid dizilimlerindeki benzerlikler dikkate alinarak 2000’in {izerinde farkli enzim iceren

77 farkli enzim ailesi (grup) belirlenmistir.

Daha kararli enzim elde etmek lizere, Aspergillus niger selillazin yiikseltgenmis haldeki
dekstran ile konjugasyonu saglandi. Elde dilen konjugatin saf enzime oranla daha yiiksek
aktivite gosteridi belirlendi. Konjugatlarin GPC kromatogramlarinda degisme meydana
geldigi gobzlendi.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kromatografi

Kromatografi, bir karigimin bilesenlerinin gaz veya sivi bir hareketli faz ile sabit faz {izerinde
hareket ettirilmesi sirasinda bu bilesenlerin farkli hizlarda gé¢ etmeleri sonucu meydana gelen
ayirma islemidir.

Biitlin kromatografik ayirmalar, maddelerin mobil faz ve sabit faz arasindaki dagilma oranina
baghdir. Iki faz arasindaki dagilma; dagilma katsayisiyla tanimlanmaktadir. Bir maddenin,
sabit bir sicaklikta, farkh iki ¢6ziicli arasindaki dagilma katsayis: sabittir

Maddenin A fazi igindeki konsantrasyonu (2.1)

Kd=
Maddenin B fazi igindeki konsantrasyonu

Kromatografide sabit faz genelde bir kolon iginde bulunmaktadir ve mobil faz bu dolgulu
kolonun i¢inden akmaktadir. Kromatografide daima iki faz arasinda bir dagilma s6z
konusudur. Bu fazlardan biri sabitken digeri bu fazin tizerinden akip giden hareketli fazdir.
Sabit faz kati, sivi veya siviyla kaplanmig bir kati olabilir. Mobil fazin akigkan olmasi
gerektiginden, s1v1 veya gaz halinde olabilir. Dagilma her zaman aym: mekanizmayla olmak
zorunda degildir. Ornek olarak adsorpsiyon, iyon degistirme, afinite vb. etkilesimler
verilebilir.

2.1.1 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Cok ufak tanecikli sabit fazin {izerinden yiiksek basingta hareketli fazin yiiriitiilmesi ile
gergeklestirilen bir kromatografi tiirtidiir.



Detekttr

Sekil. 2.1. Bir HPLC sistemi semasu.

Pompa hareketli fazin istenen basing ve akig hizinda kromatografi sistemine verilmesini
saglamaktadir. Kullamlan kolonlarin dayanabildikleri maksimum basing degerleri
bulunmaktadir ve bu basing degeri agilirsa kolon bozulmaktadir. Akis hizim1 ayarlama sebebi
ise karigim bilesenlerinin uygun sekilde ayrilmalarim olanak saglamaktadir. Akis iz diigtik
oldugunda karigim kromatografi sisteminde daha uzun siire tutulacak ve daha iyi bir ayirma
saflanacaktir, ancak bu durumda da ¢aligma siiresini uzatacaktir. Bu nedenle optimum akis
hiz1 ile galigmak gereklidir. Karigim hareketli faza enjektor ile verilmektedir.

Kangimi ¢6zmekte kullanmilan ¢oziicti hareketli faz ile uyumlu olmalidir. Polarliklar1 yakin
olmali, ¢okme, bulaniklik meydana gelmemelidir. Kolonlar kromatografik ayirmanin
gerceklestigi HPLC pargasidir.

Kolondan ¢ikan ayrlmig maddeler detektSre girerler. Burada miktarlarina ve belli gesitli
Ozelliklerine gore cihaz tarafindan saptanirlar. Bir HPLC sisteminde kullamlabilen
detektorleri segici ve segici olmayan detektdrler olarak ikiye ayirabiliriz. Segici detektSrler
sadece belli maddelere cevap verirler. Omegin floresans detektérii sadece floresans 6zelligi
olan maddeleri saptarlar. Segici olmayan detektérler ise genel uygulamali detektSrlerdir ve
cok sayida maddeyi saptayabilirler.

HPLC’de detekttrden gecen herbir madde kromatogramda bir pik olarak gozlenecektir. tg" ve
ts> degerleri herbir maddenin alikkonma zamamm gBstermektedir. Ahkonma zamam bir
maddenin kolon i¢inde ne kadar siireyle kaldifim gbsteren bir degerdir. Kromatogramdaki
pikler disinda kalan kisimlar hareketli fazi g&stermektedir ve “baseline™ adini almaktadir.
Alikonma zamam dakika olarak verilmektedir. Bazi hallerde alikonma zamam yerine
alikonma hacmi de kullamlmaktadir. Bu durumda okudufumuz defer maddenin, hareketli



fazin kaginci mililitresinde kolondan ¢iktigini gostermektedir. Piklerin kapladiklari alanlar
maddelerin miktarlar1 ile orantilidur.

A 1
tr
Detektor
H
- j g
Alikonma zamani

Sekil. 2.2. Maddelerin alikonma zamanina gore kolondan ¢ikislari.

HPLC’yi kolon iginde gergeklesen ayirma mekanizmalarina gbre agaida verildigi gibi
siniflandinlabilir.

a) Normal faz kromatografisi:

b) Ters faz kromatografisi

¢) Iyon degistirme

d) Iyon gifti kromatografisi

e) Molekiiler eleme kromatografisi
f) Afinite kromatografi

2.1.2 Molekiiler Eleme Kromatografisi (SEC, Size Exclusion Chromatography)

Polimerlerin HPLC’de ayrilmasinda bu kromatografi tlirli kullanilmaktadir. Bu kromatografi
tirlinde sabit faz olarak belirli biiyliklikte g&zenekleri olan c¢apraz bagli polimerler
kullanilmaktadir. Polimerler farkli boyutlarda molekiilleri icermektedir. Polimer ¢6zeltisinde,
herbir polimer molekiilii boyutuna bagli olarak farkl: hidrodinamik ¢apa sahip olacaktir. Bu
polimer molekiilleri boyut esasina gore birbirinden molekiiler eleme kromatografisi ile
ayrilabilmektedir (Skoog, D., A., 1992, Vijayalakshmi, M., 2002, Pasch, H.,1999, Giindiiz,
T.,1993).
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Sekil. 2.3. Molekiiler eleme kromatografisi ile kolonda maddelerin molekiil boytuna gore
ayrilmasi.

2.2 Elektroforez

Elektroforez, elektrik yiiklt partikiillerin elektrik alanda zit yiikli elektroda go¢ etmesimi esas
almaktadir. Pozitif yitk tagiyan tanecikler katoda (negatif elektrod), negatif yiik tasiyan
tanecikler anoda (pozitif elektrod) dogru go¢ eder. Biyolojik molekiillerin ayrilmasinda genis
6lciide kullamlan bir yéntemdir. Bu g6¢ etme baz: faktérlerden etkilenir;

o Yiikiin bityiikliigii: Net yiik artik¢a molekiiller daha hizl1 hareket eder.
¢ Molekiiliin biiyiikliigii: Biiyllk molekiiller daha yavags hareket etmeye egilimlidirler.

o Destek ortaminin 6zellikleri: Kiigiik gézenekli destek ortamlari molekiiler elek gibi
davranmaktadir. Destek ortamumin viskozitesindeki artma, akigkanlifi ve bunun
yaninda adsorbsiyonu yavaslatir.

o Elektrik alanin biiyiikltigii: Voltajin artmas1 gé¢ hizini arttirir.



e Endosmoz: Destek ortamina 6zgii olarak, ayrlan molekiillerin akisina ters yonde

¢bziinen ve ¢dziicli molekiillerinin hareketi ile sonuglanir.

o Tamponun iyonik giicti: Tamponun iyonik giici diisiik oldufunda g&¢ daha hizli
gerceklesir.

o Sicaklik: Sicakligin yiikselmasi, gb¢ hizim1 arttirmaktadir.

E elektrik alan siddetinde, q yiikiinii tasiyan partikiile, F elektriksel kuvveti uygulanir.

F=qE (2.2)
Hareket sirasinda bu partikiil,
Fsurtinme =V.f (23)

Olan siirtiinme kuvetinin de etkisindedir.
V=hz
F = siirtlinme katsayis1

Bu iki kuvvet birbirine zit y&ndedir. Sabit elektrik alanda bu iki kuvvet birbirini
dengelediginde (Feiext. = Foure) partikiil sabit hizla hareket eder.

@E=Vf (2.4)
V/E=p=q/f 2.5)

Yikli partikiillerin birbirinden ayrilmasi akigkanliklarma baglidir. Yiiklii molekillerin
elektrik alanda hareketi molekiiliin yiik / kiitle degeri ile ilgilidir.

Izoelekrik noktalarinda (pI) protein molekiillerinin + ve - yiikleri esit oldugundan, bu
molekiiller belirtilen kosulda elektrik alanda hareketsiz kalirlar. Izoelektrik noktanin disindaki
pH’larda protein molekiilleri + veya — elektrikle ytiklenirler ve yiiklerinin yogunluguna bagh
olarak goc ederler. Genelde 6rnekler, bir destek maddesi {izerinde g6¢ ederler. Bu matriks
kagit,selillez asetat, nisasta jeli, agaroz veya poliakrilamid jel olabilir. Proteinlerin ayrilmasi
amactyla bir ¢ok elektroforez teknigi bulunmaktadir. Bunlar boyut, net yiik ve hidrofobiklik
gibi {i¢ ana 6zelligin birinin ya da {igliniin kombinasyonunu esas almaktadir. Dogal kosullarda
(native) elektroforez ¢6ziinen proteinlerin  biyolojik  Ozelliklerinin  kaybolmadan
anlizlenmesinde kullanilir. Aktivitelerini koruyarak anzimlerin analizi dogal elektroforez ile
yapilabilmektedir. Buna karsin daha sert ve denatiire edici kosullar daha az ¢6ziiniir
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proteinlerin analizinde kullanilir. Onemli bir uygulama olan, SDS varliginda gerceklestirilen
poliakrilamid jel elektroforezinde proteinler molekiiler biiyiikliife gére ayrilir karakterize
edilirler. Protein saflastirmada difer Onemli ydntem ise izoelektrik noktalara gére ayrim
yapan izoelektrik fokuslamadir.

Protein saflagtirmada poliakrilamid jel elektroforezi; protein saflifinin  kontrolii,
fraksiyonlama, saf proteinin alt birim yapisinin incelenmesi, molekiil kiitlesi tayini,
izoelektrik nokta tayini, izoenzimlerin belirlenmesi gibi kullamm alanlarina sahiptir.
Elektroforetik metodlerin dikkate deger dezavantaji ise, diger saflagtirma y6ntemlerine gére
daha zaman alic1 olmasidir. Ancak son yillarda son derece popiiler olan minyatiir elektroforez
sistemleri nin kullanimu ile bu probleme ¢6ziim getirilmistir.

2.2.1 Denatiire Edici Kosullar Altinda Elektroforez (SDS-PAGE)

SDS anyonik bir deterjandir. Proteinin net yiikiinii maskeler ve negatif yiiklti SDS molekiilleri
protein molekiiliinti kaplar. Protein negatif yiikle kaplanmis olur. Elektroforetik ayirma artik
yiike gore degil sadece etkin molekiiler kiitleye baglidir. SDS-PAGE uygulanacak 6rnekler
merkaptoetanol, SDS-bromfenol blue ve siikroz veya gliserol igeren tamponla muamele edilir.
Merkaptoetanol; proteinin tersiyer yapisini bir arada tutan distilfit baglarim indirger, SDS ise
proteini denatiire ederek proteinin dogal yapisimi bozar ve molekiilti eksi yiikld bir kilifla
kaplar. Saf bir protein SDS jel elektroforezinde tek bant verir. Proteinin alt birimlerinin farkli
kiitlede olmasi durumunda birden fazla bant gérmek miimkiindiir. Molekiil kiitlesi birbirine
yakin olan proteinler bu ydntemle ayrilamazlar.

Bu yoOntemin dezavantaji, elektroforezden sonra proteinlerin enzimatik yada biyolojik
aktivitelerini yitirmeleridir.Avantaji ise proteinlerin molekiil kiitlelerinin tayinine olanak
saglamasidir ( Voet, D., 1990, Haris, E., L., V., 1989).

2.3  Seliilaz

Dogada en fazla bulunan polimer olan seliiloz, diiz poli —1,4-B- glukoz zincirlerinden
olugmaktadir. Seliiloz en fazla bitkilerin hiicre duvarlarinda yapiy1 olusturan baslica bilesen
olarak bulunmaktadir. Bitki hiicre duvarlarinin oldukga kompleks yapisi, seliiloz ile birlikte
ksiloglukanlar, hemiseliiloz, pektin ve proteinleri de igermektedir (Campbell, M., K.,2005,



Seidle H., F., 1995).

(A)

(B)

Sekil 2.1. (A) Seliilozun diiz poli —1,4-B- glukoz zinciri, (B) Diiz seliiloz zincirleri arasinda
yer alan hidrojen baglar.

Seliiloz bitkilerde bulunan baglica polisakkariddir ve yeryiiziinde en ¢ok bulunan biyolojik
materyaldir. Ayrica atiklarda énemli oranda seliiloz bulunmasi, seliilozu pargalayan enzimleri
onemli kilmaktadir. Glukozun D-glukoza enzimatik hidrolizi kompleks bir olaydir. Hem
amorf, hen de kristal bolgeler bulunduran seliiloz suda ¢dziinmez. Diiz polimer zincirleri
arasinda yer alan hidrojen baglar ve van der Waals kuvvetleri bir ag yapis1 olusturmakta, 60-
70 glukoz igeren lifler meydana gelmekte ve bu liflerin bir araya yigisiou ile diizenli kristaller
ortaya ¢ikmaktadir. Lifler hemiseliloz ve lignin matriksin igine g&miilmekte ve b&ylece
olusan karmasik yapi enzimlerin selillozu glukoza hidrolizini zorlastirmaktadir. Seliilozu
pargalayan enzimler seliilazlar olarak isimlendirilmektedir ki bu enzimler Gg¢ tiir aktivite
gostermektedir; (1) endoniikleaz (1,4-f-p-4-glukanohidrolaz, E.C. 3.2.1.4) seliiloz
molekiiliiniin i¢ kisminda yer alan baglar: hidrolizler, (2) sellobiyohidrolaz (1,4-p-p-4-glukan
sellobiyohidrolaz, E.C. 3.2.1.91) selilloz zincirinde uglarda yer alan baglari kirar ve (3) B-




glukosidaz (B-p- glukosid glukohidrolaz, E.C. 3.2.1.21) sellobiyoz ve diger ufak
oligosakkaridleri p-glukoza hidrolizler. Seliilozun bozunmasinda, son asamada glukoz
olusumunda B-glukosidaz 6nemli role sahiptir. B-glukosidaz sellobiyozu hidrolizledigi i¢in,
sellobiyozun diger seliilaz bilesenleri (komponentleri) lizerindeki inhibisyon etkisini de yok
etmis olur. Trichoderma reesei’den firetilen ve en ¢ok popiler olan seliilaz, sellobiaz
y6niinden fakir oldugundan, seliilozun glukoza doniismesini kisithi olarak gergeklestirebilir.
Sellobiozun birikmesi seliilaz reaksiyonlarinda “feedback inhibtion™ a sebep olur. Bu yiizden
seliilaz sisteminde sellobiaz varligi aktiviteyi arttirmakta ve sekere doniistiirme isleminde
anahtar rol {istlenmektedir (Seidle H., F., 2005, Shen, X., 2004).

-Gle*Gle-OR

Gle-Gle-OR 7, Ki Gle-OR
Glc-OR

Gle-OR k
E .kf,‘___ E+Gle-OR -;»2 E-Gle
Ks

Gle H,O

Sekil 2.2. Aspergillus niger ailesinin 3 B-glukosidaz reaksiyonlari. (Kalin ¢izgiler hidroliz
reaksiyonlarini, ince ¢izgiler substratin alic1 oldugu reaksiyonlar: gGstermektedir. » kompleks
yapiyl, - kovalent bag1 belirtmektedir. Ks substrat dissosiasyon sabiti, Ki” substratin alict
yerinden dissosiasyon sabiti, k, glikolitik yarilma agamasi hiz sabiti, ks hidroliz agamasi hiz
sabiti, k4 trans glukozidik agamas1 hiz sabiti.)

Transglukosidik reaksiyonlar memeli, bitki, mantar(fungus) ve bakteri B-glukosidazlarinin
ortak Ozelligidir. Transglukolizasyon reaksiyonu, son asamada (Sekil 2.2.), bir alicinin
(acceptor: bir alkol veya seker) su ile yer degistirmesi sonucu meydana gelir. Substratin bizzat
alic1 (acceptor) oldugu mekanizma sekil 2.2.’de verilmektedir. Substratin zincir sonunda yer
alan glukozu ile indirgen olmayan glukozu (non-reducing sugar) arasindaki glikosidik bag
kirilir ve zincirin ucundaki glukoz ile enzimin olusturdugu kompleksten bu glukoz serbest
birakilir. Enzim bileseni (komponenti) tarafindan iggal edilmis olan ve daha sonra serbest
birakilan yer, alict (acceptor) yeri olur. Alic1 (acceptor; sekil 2.2°de ikinci substrat molekiili),
alic1 (acceptor) yerine baglanir, alici (acceptor) ile glukoz arasinda kovalent bag olusur ve

glukoz enzime kovalent olarak baglanmas: gerektigini hatirlar (baglanir). Alici (acceptor) su
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molekiili ile yangir, ve transglukosidik reaksiyon alicinin (acceptor) reaksiyonu verme
egilimi kadar affinitesine ve konsantrasyonuna da baglidir. Ticari anlamda glukosidleri
liretmede transglukosidik reaksiyonlar ¢ok O&nemlidir. Baglica 3 B-glukosidaz ailesi,
Aspergillus niger B-glukosidaz endiistriyel anlamda degerlendirilmektedir (Seidle H.F., 2005,
Okada, G., 1988).

Giinlimiizde seliilazlarin ve hemiseliilazlarin en 6nemli uygulama alani kagit endiistrisidir, ki
bu uygulamalar kagit hamurunun beyazlatilmasi (biobleaching), ¢Oziinmiis halde kagit
hamuru eldesi, atik kagitlarin geriddniigiimiinde miirekkebin giderilmesi seklinde siralanabilir.

Yenilenebilir biyokiitleden etanol firetimi de, alternatif enerji kaynag1 olmas: yoniinden dikkat
cekicidir. Lignoseliilozik (lignocellulosic) biyokiitleden etanol {iretim prosesinde baslica
problem hidrolizde goriilmektedir. Lignoseliilozik biyokiitlenin hidrolizi sonucu baglica
glukoz ve ksiloz olugsmaktadir. Ve ekonomik bir proseste bu her iki sekerin etanole déntismesi
gereklidir. Bu nedenle, lignoseliilozik biyokiitlenin yakita doéniistiiriilmesi isleminde,
selillazlar ile hidroliz, hemiseliilazlar da birlikte kullanilarak yapilmaktadir. Seliilaz ve
hemiseliilazlarin hidroliziyle elde edilen iirlin polifenol, organik asidler gibi kimyasallar ve
aseton, butanol gibi solventlerin {retilmesinde de kullanmilmaktadir. Endiistriyel
uygulamalarda bu enzimlerin firetim maliyeti ve {iretimde diisiik verim baglica problemlerdir.

Aspergillus niger KK2’den elde edilen seliilazlarin ve hemiseliilazlarin yiiksek aktiviteye
sahip olmasi sekere donilistirme iglemi (saccharification) yoniinden 6nemlidir. 4. niger
KX2’den elde edilen seliilazlar ve hemiseliilazlar kagit endiistrisinde, gida endiistrisinde ve
kimya endiistrisinde kullamilabilir (Kang, S.W., 2004).

B-glukosidazlar (EC 3.2.1.21; B-p-glukosid glukohidrolaz) biyolojide bir¢cok farkli gdrev
yapmaktadir. Bunlar mantarlar (fungi) ve bakteriler tarafindan seliilozik biyokiitlenin
pargalanmas1  (degredation), memelilerde lisozomda glikolipidlerin  parcalanmasi
(degredation) ve bitkilerde glukoz bagli (glucosylated) flavonoidlerin par¢alanmasi (cleavage)
seklinde siralanabilir. Goriildiigti gibi bu enzimler endiistri uygulamalari ile ilgilidirler. Bu
enzimler yalmizea seliilozu bozunduran enzim sisemlerinin bileseni (komponenti) degildirler,

aym zamanda gida endiistrisinde de uygulama alan1 bulmaktadirlar.

Aspergillus tiirlerinin B-glukosidazlar i¢in iyi bir kaynak oldugu ve Aspergillus niger’in
mikroorganizmalar iginde bugiine kadar bilinen en etkili B-glukosidaz tireticisi oldugu
belirtilmektedir. Shoseyov ve ¢alisma arkadaglarinin 4 .niger ‘den tanimladiklan B-glukosidaz
Bl (CMI CC324626) diisik pH’da ve yiiksek konsantrasyonda alkol igeren ortamda
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calismaktadir. Bu enzim sarap, meyva suyu gibi diisiik pH degerine sahip gidalarda lezzet ve
koku veren glukosidleri etkili gekilde hidrolizlemekte ve béylece lezzette artma
saglamaktadir. 4.niger’in toksik olmadig: kabul edildigi i¢in bu enzim gida endiistrisi igin
6zellikle cekicidir. 4.niger’den molekiil tartisi (116-137 kDa), izoelektrik noktasi (pI 3.8-4)
ve optimum pH aralifn (3.4-4.5) farkli bir diger B-glukosidaz da saflastirilmistir. Gergekte
ticari A.miger’den substrat spesifikligi farkli en az iki B-glukosidaz saflagtirnlmistir.
Glukosidazlar i¢in, amino asid dizilimlerindeki benzerlikler dikkate alinarak 2000’in lizerinde
farkli enzim igeren 77 farkli enzim ailesi (grup) belirlenmistir (Dan, S., 2000).

Ekonomik anlamda fungal seliilaz tiretimi yoniinden Trikoderma tiirleri, Aspergillus niger,
Phanerochaete chrysosporium gibi birgok mikroorganizma incelenmistir ( Lockington, R., A.,
2002). Deterjanlarda katk: maddesi olarak kullanilan bir seliilaz enzimi tiirti, alkali endo —1,4-
B-glukonazin alkalifilik Bacillus spp.’den fiiretimi de ayrintili olarak aragtirilmistir
(Hakamada, Y., 2001, Ito, S., 1998, Ito, S., 1997).

2.4 Dekstran

Dekstran mikrobial sentez ile elde edilen polisakkaridlerin genel adidir. Dekstran molekdilii
anhidro -D- glukopiranoz birimlerinin baglica o-1,6-glikosid bag1 ile baglanmasi sonucu
meydana gelmistir. Dextran yillardir tibbi uygulamalarda yer almaktadir (Gladysheva, 1.,
P,2001, Collen, A., 2001).

HO
O CH,
OH E/ o | cH
OH OH (/ o)
OH |OH OH
| OH JnOH OH
OH
Dextran

Sekil 2.3. Dekstranin agik formiild.
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2.5 Enzimlein kimyasal modifikasyonu

Yiiksek basing altinda, yiisek veya diisiik sicaklikta fizyolojik pH disinda pH degerine sahip
ortamlarda, yiiksek tuz konsantrasyonunda sonug olarak normal disi kosullarda yasayan
organizmalar ve bulundurduklar: proteinlerin bu kosullarda stabil olmasi insanlarin dikkatini
cekmistir. Ozellikle termofilik proteinler, bu proteinlerde katlanma ve buna dayal:
fizikokimyasal o6zellikler, stabilite ve yiiksek sicaklikta calisan enzimleri dizayn etmede
6nemli olmugtur. Yiiksek sicaklikta calisan enzimler deterjan, gida v.b., endiistrinin gesitli
alanlarinda ¢ok yararli olmaktadir. Termofilik enzimlerin mezofilik homologlarma gore
proteolize daha dayanikli oldugu da belirlenmistir (Kamalakkannan, S., 2004, Roy, J.,J, 2005,
Balabuchevich, N., G., 2004).

Suda ¢6ziinen globular proteinler sikica paketlenmis gibi bir yap:r gostermektedirler ve
bunlarm i¢ kismu goguntukla katiya benzer bir hal almugtir. Proteinlerde sikistirilmug gibi bir
yap1 bulunmas: stabilite agisindan dnemlidir. Bu nedenle, dogal olarak amino asid dizilimi ile
protein {i¢ boyutlu yapisi arasindaki baplanti 6nem tagimaktadir. Genetik miihendisligi
tekniklerinden faydalanarak amino asid dizili degistirilmis, dolayisiyla fizikokimyasal
ozellikleri farkli modifiye enzimler elde edilmektedir (Kamalakkannan S., 2004, Roy, I., J.,
2005, Balabuchevich, N., G., 2004, Collen, A., 2001, Hakamada, Y., 2001, Vogt, G., 1997)

Ufak molekiillii kimyasal maddeler veya suda ¢6ziinen polimerler kullanilarak yapilan
kimyasal modifikasyon islemleri ile 6zellikleri degistirilmis enzimler elde edilebilmektedir
(Fuentes, M., 2004, Abian, O., 2002) Bu sekilde iiretilen optimum sicaklifs ve pH arali1
farkli, ortamda bulunan kimyasal maddelere direncli enzimler ¢esitli uygulamalar i¢in yararlh
olmaktadir. Enzimlerin immobilizasyonu da genel olarak stabilitelerinde artma saglamaktadir.
Dogal ve sentetik makromolekiillerin antijenler, antikorlar, ilag aktif maddeleri ve enzimler ile
olusturdugu konjugatlar tipta ve biyoteknolojinin gesitli dallarinda kapsamli uygulama
alanlan1 bulmaktadir (Mustafaev, M., 1996, Mustafaev, M.1,,1998, Mustafacv, M., 1996,
Salman Dilgimen, 2001, Kargilayan, H., 1997).



3. MATERYALLER

3.1 Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Kaba terazi

Hassas terazi
Manyetik karigtiric
Vorteks

Su bantosu
Sogutmali santrifiij
Liyofilizator

Dikey elektroforez

Saf su cihaz

pH metre cihazi

HPLC sistemi

GPC sistemi

Protein ayrigtirma cihazi

U.V. Visible Spektrofotometre

Kullamilan malzemeler

e Otomatik pipet
e Beher
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: Precisg BJ 6100D

: Precise XB 220A

: Heidoloph MR 3001

: Heidolph Type REAX top

: GFL 1086

: ThermoIEC (Micromax RF) Model 230
: Telstar Cryodos
: Gii¢ kaynagi Apelex PS 503

: Numune tank1: TermoEC 120

Mini Vertical Gel System

: Millipore F4SN77678

: Inolab

: Schimadzu Program Class VP.

: Viscotek 4 detektorlii SEC-HPLC-GPC
: Model 2110 fraction collector

: Model V-530 JASCO Program

: Finnpipette 0-50 ul, 100-1000 pl
: 50ml, 100 m], 500 ml, 1 L
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e Penisilin siseleri

e Epandorf tiipleri

3.2 Kullamlan HPLC Sisteminin Techizat ve Caliyma Parametreleri

Kolon : Silika jel kolon

( LC column Shim Pack Diol-300)

Boyut : 7,.9mm x 50cm

Akis hiz1 : 1 ml/dak

Dedektor : UV-VIS detektr (SPD-10AV)
Mobil faz : PBS; pH= 7,0; %0,05 NaNj3
Akis hizt : 1ml / dakika

Kolon sicakhig1 :25°C

Dalga boyu : 280 nm

3.3 Kullamlan Viscotek Marka GPC sisteminin Techizat ve Cahsma Parametreleri

Viscotek cihazi dolgulu kolon kullanan bir kolon siv1 kromatografisidir. Viscotek cihazinda
stv1 hareketli faz yiiksek basingta ufak tanecikli hareketli faz tizerinde hareket ettirilmektedir.
Bu teknige yitksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC) ad1 verilmektedir.

Viscotek cihazi li¢ boliimden olusur:

1. Numune hazirlama ve pompa bslimii

Viscotek GPCmax VE2001 GPC SOLVENT / SAMPLE MODULE
2. Kolon ve dedektor kismi1

Viscotek TDA 302 Triple Detector Array

3. Bilgisayar kismi1

Yazilim adt: Omnisec 3.1 programi.
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Viscotek cihazinda pordz tipli kolon dolgu maddesi kullanilmaktadir. Poréz kolonlar i¢indeki
dolgu maddesinin taneciklerinin ¢api 3-10 um arasinda degismektedir.

Kolon 1 : TOSOH G 5000 PWXL
Polimer dolgulu kolon

Akis hiza : 0,8ml/dak

Boyut 7,8mm x 30 cm

Kolon 2 : Shim-Pack Diol 300
Silika dolgulu kolon

Akis hiz : Iml/dak

Boyut : 7,9mm x 50 cm

Kolon 3 : TOSOH G 3000 SWXL
Silikon dolgulu kolon

Akis hiz1 | : 0,8ml/dak

Boyut : 7,8 mm x 30cm

Mobil faz : PBS; pH= 7,0; %0,05 NaN3

Kolon sicaklif :25°C

Dalga boyu : 280 nm

3.4 Kullanilan UV-Vis spektrofotometresinin Teghizat ve Calisma Parametreleri

Optical System : Single monochromator
Detektor : Silikon fotodiod (S1337)
Isik kaynag: : Deuterium lamp : 190 to 350 nom

Halogen lamp :390 to 1100 nm



3.5 Kaullanilan Protein Ayristirma Cihazimnin Techizat ve Cahsma Parametreleri

U.V. monit6r
Fraksiyon toplayici
Kayrt edici

Pompa

3.6 Kullanilan Kimyasallar
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: Biorad Econo (model EM-1)
: Biorad model 2110 fraction collector
: Biorad chart recorder model 1327

: Biorad Econo pump (model EP-1)

Kimyasal Maddeler Uretici Firma Lot No.
Cellulase from | Fluka 22178
Aspergillus niger
CMC Fluka 1 21902
DNS Fluka 42260
BSA Sigma 117H1346
K-Na Tartarat Fluka 60413
NaH,P04.2H,0 Riedel-de Haen 04269
Na,HPO,.7H,0 Fluka 71647
NaCl Riedel-de Haen 13423
Citric acid | Riedel-deHaen 22102
monohydrate
Dextran My~188.000 Sigma D-4876
Sephadex G50 Fluka 84946
Acetic acid solution Fluka 45754
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Phenol Merck 822296
Sodium metabisulfite Fluka 71928
SnCl,.2H,0 Fluka 96528

Tris AppliChem A2264,0500
Glycin AppliChem A1007,0500
D-(+)-Glukoz Sigma G7528-250G
(NH4),S04 Fluka 09979
NaOH Riede]-de Haen 06203
Hydrazine Fluka 53840
dihydrochloride

NalO4 Fluka 71862

KBr Fluka 60089
NaBH4 Merck S3912873 403
Dialysis Tubing | Sigma D9777-BULK
Cellulose Membrane

N.N’-Methylene-bis- Sigma M 7256
Acryleamide

SDS Fluka 71725
Bromophenol blue Sigma B 8026
Gliserol Fluka 49781
B-Mercaptoethanol Fluka 63689
TEMED Sigma T 9281
Ammonium persulfate | Fluka 09913
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4. DENEYESEL CALISMA

4.1 Dekstranin Aldehid Tiirevi Eldesi

Kullanilan Cozeltiler
1) 3,33 g Dekstran 30ml destile suda ¢6ziildii.
2) 8 g NalO4 120ml destile suda ¢oziildii.
Deneyin Yapihsi
1) Dekstran ¢ézeltisinin {izerine NalQ4 yavag yavas karigtirilarak eklendi.
2) Bug¢ozelti karanlikta, oda sicaklifinda 24 saat siireyle karigtirildi.

3) Elde edilen yiikseltgenmis dekstran ile birlikte ortamda bulunan fazla iyonlar
uzaklagtirmak icin {irlin 24 saat karanlik ortamda, oda sicaklifinda destile suya kars
diyalize birakildi.

4) Sogutarak kurutma ile (liyofilizatérde) aldehid gruplar1 bulunduran dekstran elde
edildi (Sacco, D., 1988, Betancor, L., 2004, Dobrechenko, S., 1993).

G/
/v a0y —= oy o+ HCOOH + 2NalQ,
S 7N
™
OH ‘ N o
¢, ]

Sekil 4.1. Dekstran’in aldehidlenme reaksiyonu.

4.2 Aldehid Miktar Tayini

Kullanilan Cézeltiler
1) 0,01M SnCl,.2H,0 ( 0,22563g SnCl,.2H,0/100ml Destile su)

2) 1M Hidrazin Kloriir (H,N-NH,.2HCI) (10,603g/100m] destile su)
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3) Dekstranin aldehit tiirevi igeren 6rnek tartilip suda ¢oziildiL
Deneyin Yapilis:
I
1) Hidrazin kloriir ¢6zeltisinden 0,5ml bir erlene alind:.

2) Kalay kloriir ¢6zeltisinden 0,5ml alinip hidrazin kloriir ¢ézeltisi lizerine eklendi ve
oda sicaklifinda 5 dakika bekletildi.

3) Bugdzelti lizerine dekstranin aldehid tiirevi ¢6zeltisinden degisik miktarlarda eklendi
ve destile su ilavesi ile hacim 5 ml’ye tamamlandi.

4) Elde edilen ¢tzelti 50 9C’de 10 dakika bekletildi ve bu siire sonunda ¢zeltinin sar1
renkli oldugu goriildil.

5) 60 dakika tamamlandifinda reaksiyonu durdurmak igin bu ¢bzeltiyi igeren erlen
hizla buzlu su bulunduran kaba alindi ve 5 dakika bekletildi.

6) Olusan sar1 renkli ¢6zeltinin absorbsiyon spektrumu (350-500nm arasinda) alindi
(Nieves, M.,L., 1992, Uchiyama, S., 2003, Afkhami, A., 2004)

II

Dekstranin aldehid tiirevi sentezi yapilirken reaksiyonun baginda ve 24 saat sonunda
ortamdaki 104 azalmasim Slgmek igin S,05” ile titrasyon yapildi. 10, miktarindaki azalma
reaksiyona giren 104 miktarim gdstermekte.

o
e 0 .
S ENEO, —— oy o+ HCOOH + 2MasiGy
\oH o i -
zjﬁ‘;—m% ©
oH

104 + 8H' + 71— 41, + 4H,0
105 + 64" + 5I'> 3L + 3H,0

Ip + 28,05 — S404 + 2T
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0,5 g KI tartilip 25 ml destile suda ¢6ziild{i. Ortami asidlendirmek amaci ile 1 ml derigik HCI
eklendi. Dekstranin aldehid tiirevi sentezindeki reaksiyon ortamindan alindi (3,33g D/150 ml)
0,5 ml (0,0111g D) ve bu ¢dzeltiye eklendi. 10 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi.
10 dakika sonunda ¢6zelti karanlik ortamdan alindi zerine 1-2 damla nisasta indikatérii
eklendi ve S,05% (0,IN, Faktorii 1,126) ile titre edildi. Bu islem aldehid tiirevi sentezi

reaksiyonunun baginda ve sonunda tekrarlandi.

Reaksiyonun baslangicinda yapilan titrasyonda 10,2 ml S;03* harcands.
Reaksiyonun sonunda yapilan titrasyonda 7 ml S;05% harcandi.
Fark 3,2 ml reaksiyona giren 104 miktarint gOstermekte.

0,0563 mmol S,05> /0,5 ml

Tesir degerligi =1

0,0563 mmol /22,2 mgD

0,0025 mmol ~-CHO /1 mg D

Cizelge 4.1. D aldehid tiirevinin igerdigi aldehid miktari ve Ao nm’deki absorbans degerleri.

A 400 nm
1 mg D-CHO 0,0025 mmol -CHO | 0,27144
1,5mgD-CHO | 0,0038mmol -CHO | 00,42689
2 mg D-CHO 0,0050mmol -CHO | 0,47751
2,5mgD-CHO | 0,00625 mmol -CHO | 0,86523
3 mg D-CHO 0,0075 mmol -CHO | 1,13308
3,5mg D-CHO | 0,00875 mmol -CHO | 1,38898
4 mg D-CHO 0,01 mmol -CHO 1,59729
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1,8
161
144
1,2-.
10
0584
o,e-.

0.4 ': —a—RB
0.2 ] — Data1B

1 1 1 ¥
1,0 15 2,0 25 3,0 35 4,0
Aldehid miktari mmol

Absorbans A 400 nm

Sekil 4.2. Dekstran i¢in aldehid miktar tayini kalibrasyon egrisi

R*=0,98735, SD=0,08901, N=7, P<0,0001
Y = 187,98X + 0,29564
Sentezlenen konjugatlarda mmol aldehid / mg dekstran (aldehid tiirevi) degerleri hesaplandi.
40 °C’de 8 saat kangstirma ile sentezlenen konjugatin aldehid miktar tayini
0,00219 mmol/-CHO

42 saat karigtirma ile sentezlenen konjugatin aldehit tayini 0,00169mmol /-CHO

Orneklerin FTIR Spektrumlarmim Abnmasi

Orneklerin her biri i¢in madde miktar %1 olacak sekilde saf KBr ile kanstirilip preste 10 ton
basing altinda tablet haline getirilir. Aletin havaya kars1 baseline’s alindi. Daha sonra
hazirlanan tablet alete yerlegtirilerek 6rnegin spektrumu alindi.
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4.3 Dekstran - BSA Konjugatlarinin Elde Edilmesi

Gerekli miktar dekstran aldehid tlirevi bulunduran ¢ozeltiye yeterli miktar BSA ¢ozeltisi
eklendi ve oda sicakliinda 8 saat siireyle karistirildi. Bu siire sonunda olugan Schiff bazi
NaBH; eklenerek (0,034g NaBH, / 1g polimer) indirgendi. Bu islemler i¢in gerekli BSA
miktar: agagidaki gibi hesaplandi.

Nprotein Cprot .Ma pol

Npolimer Cpol -Ma prot
Cpoi= 0,1g/100mI=Img/m]

MA prot=66. 000

nprotein Cprot . 1 88.000

npoﬁmer 1 . 66.000

Corot=0.351mg/ml

BSA 8meginin protein igerigi % 48 oldugu i¢in;

Coro=0,351 . 100/48 =0,731mg/ml

Seyrelme oranundan dolay1; Cpro==0,734mg/ml . 2=1.46mg/ml BSA

Bu konsantrasyonda hazirlanan BSA ¢ozeltisinden 1ml alindi ve aldehid gruplan bulunduran
dekstran ¢ézeltisinden de 1ml (2mg/ml) eklendi. Tepkime igerigi stirekli karigtirma ile oda
sicaklifinda 8 saat bekletildi. Aldehidin karbonil grubu ile proteinin amin grubu arasinda
kondenzasyon tepkimesi sonucunda bir schiff bazi olan dekstran-BSA konjugati elde edildi.
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4.4 Seliilazin Izoelektrik Noktasmin Tayini

Satin alinan seliilaz enziminden 20mg tartildi ve 2ml PBS tamponunda ¢&ziildii. Bu enzim
¢ozeltisinden 200pl almip PBS tamponu ile 2ml’ye tamamlandi. HCI ilave ederek pH 2’ye
ayarlandi. 0,IN NaOH c¢ozeltisindem 10°ar pl eklenerek titre edildi. Her NaOH ¢o6zeltisi
ilavesinden sonra ¢6zeltinin pH degeri okundu. Okunan pH ile NaOH sarfiyat: arasinda
cizilen grafikten seliilazin izoelektrik noktas: hesaplandi.

4.5 Enzim (Seliilaz) Aktivitesi Tayini
Kullanilan Cézeltiler

A) Sitrat tamponu 0,05M, pH 4,8

B) Enzim ¢6zeltisi: sitrat tamponunda (pH 4,8 ), 1 mi’de 1mg protein (Azse/1,34)
olacak gekilde hazirland:.

C) Sitrat tamponunda (pH 4,8), %2°lik CMC (carboxymethyle cellulose) olacak sekilde
hazirlandi.

D) DNS renk reaktifi ¢6zeltisi:

10,6g 3,5-Dinitrosalisilik asid ile 19,8g NaOH 1416ml destile suda karistirilarak
¢oziildii ve fizerine 306g Na-K tartarat, 50°C de eritilen 7,6ml Fenol, 8.3g Na
metabisiilfit eklendi.

E) Konsantrasyonu 2mg/ml olan glukoz standart ¢dzeltisi hazirlandi.

Deneyin Yapihsi
I. Deney 50ml’lik erlenlerde yapildi. TEST KOR
1. Sitrat tamponu (50°C’deki su banyonsunda beklemekte olan) 9ml 9ml
2. CMC ¢ozeltisi eklendi. 0,5ml 0,5ml
3. Seliilaz enzimi ¢ozeltisi eklendi ve karigtirilarak 0,5ml -——-

50°C su banyosunda 30 dakika bekletildi.

4. 30 dakika siire sonunda seliilaz enzim ¢6zeltisinden
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kore de eklendi ———- 0,5ml
5. 50 mI’lik silifli kapakl: erlenlere bu ¢dzeltilerden
2ml alimip iizerine DNS ¢6zeltisi eklendi. Her iki erlen kapaklari 3ml 3ml
Kapatilmis halde 100°C’da kaynamakta olan su banyosunda 15 dakika bekletildi.
Bu siire sonunda her iki erlen buzlu su bulunduran ortama alimarak hizla sogutuldu.
6. UV-Vis spektrofotometrede test ¢6zeltisinin 540nm’deki absorbansi kére karsi okundu.
II. Aktivite tayini i¢in glukoz ¢zeltisi ile standart egrinin hazirlanmasi.

1. 50 mllik silifli kapakli erlenlere agagidaki tabloda verilen glukoz ¢ozeltileri ve kor

alind1.

Cizelge 4.2. Glukoz standartlarinin hazirlanmasi.

Std 1 Std 2 Std 3 Std 4
Glukoz ¢ozeltisi 0,05 ml 0,06 ml 0,07 ml 0,08 ml
Destile su 1,95 ml 1,94 ml 1,93 ml 1,92 ml
DNS 3ml 3ml 3ml 3ml

Std 5 Std 6 Std 7 Std 8
Glukoz ¢ozeltisi 0,09 ml 0,1 ml 0,11 ml 0,12 ml
Destile su 1,91 ml 1,90 ml 1,89 ml 1,88 ml
DNS 3ml 3ml 3ml 3ml

Std 9 Std 10 Std 11 Blank
Glukoz ¢dzeltisi 0,13 ml 0,14 ml 0,15 ml —
Destile su 1,87 ml 1,86 ml 1,85 ml 2ml
DNS 3ml 3ml 3ml 3ml

2. Kapaklari kapatiimig halde, erlenler 100 °C’de kaynamakta olan su banyosunda 15 dakika
bekletildi. Bu siire sonunda erlenler buzlu su bulunduran ortama alinarak hizla sogutuldu.

3. UV-Vis spektrofotometrede standart ¢ozeltilerinin 540nm’deki absorbansi kére kars: okundu.
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Hesaplamalar
Glukoz ¢6zeltisi:

20 mg 10 ml

X 1 ml
X= C=2 mg/ml glukoz; Stok ¢tzelti derigimi

Std 1.

Iml’de 2 mg glukoz

0,05 ml’de y

y=0,1 mg glukoz

Std 2. y=0,12 mg glukoz -

Std 3. y=0,14 mg glukoz

Std 4. y=0,16 mg glukoz

Std 5. y=0,18 mg glukoz

Std 6. y=0,2 mg glukoz

Std 7. y=0,22 mg glukoz

Std 8. y=0,24 mg glukoz

Std 9. y=0,26 mg glukoz

Std10. y=0,28 mg glukoz

Std11. y=0,30 mg glukoz
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Cizelge 4.3. Glukoz standartlari.

STANDARTLAR (glukoz) |ABSORBANS (540 nm)
Std 1. (0,05 mg/mi) 0,01760
Std 2. (0,06 mg/ml) 0,04981
Std 3. (0,07 mg/ml) 0,07902
Std 4. (0,08 mg/mi) 0,11922
Std 5. (0,09 mg/ml) 0,17644
Std 6. (0,10 mg/mi) 0,22635
Std 7. (0,11mg/ml) 0,27575
Std 8. (0,12 mg/ml) 0,30533
Std 9. (0,13 mg/ml) 0,39069
Std10.(0,14 mg/ml) 0,42421
Std11.(0,15 mg/ml) 0,43082

0,5 /
0.4 / -
0,3 /

0,2 4

0.1+

Absorbans (540 nm)

— . B
Data1B

0,0

T T T T T v T T
0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16
Glukoz konsantrasyonu (mg/mi)

Sekil.3.2. DNS metodu ile glukoz derigimine gore elde edilen kalibrasyon egrisi.
Y =4,5184X-0,225
SD =0,0166 ; R =0,99452 ; P=<0,0001 ;n=11

Seliilaz enziminin katalizi ile CMC’den glukoz olugmasim saglayan reaksiyon 50°C’da, 10 ml
sitrat tamponu (pH 4,8) ¢bzeltisinde gerceklestirildi. Bu 10 ml ¢6zeltiden alinan 2 ml 6rnek
tizerine 3 ml DNS c¢ozeltisi eklendi ve boylece renk reaksiyonu 5 ml hacimda
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gerceklestirilmis oldu. Bu islemden sonra, satin alian (herhangi saflastirma iglemi gdrmemis)
enzim kullanilarak yapilan denemede 540 nm’de absorbans degeri 0,2619 olarak okundu.

DNS renk reaktifi ile glukozun reaksiyonundan sonra 540 nm’de okunan absorbans degeri ile
glukoz konsantrasyonu (mg/ml) arasinda ¢izilen kalibrasyon egrisinin denklemi:

Y =4,5184X- 0,225
Mglukoz (me)™= (Asso + 0,225)/4,5184 x 10/2 x 5/2 formiiliinden 10 ml hacimdaki reaksiyon
¢ozeltisinde olusan glukoz miktar: hesaplandi
10/2 : enzim-CMC reaksiyon ¢dzeltisi igin seyrelme orant
5/2: DNS ¢ozeltisinde seyrelme orani
1 U, 1 daikada CMC’den 1pmol glukoz agiga ¢ikaran enzim miktar1. (U/mg enzim)
(Asgo +0,225)/4,5184 x 10/2 x 5/2

1U= x 1000 / mg protein

180,2x 30
Glukoz M,,=180.2 Da
1000 : mmol’ii pmol’e gevirmek i¢in kullanilan deger
30 : Reaksiyon stiresi (30 dak).

Islem gérmemis enzimin ve saflastrilmis enzimin aktivitesi pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10
degerlerinde 50°C’de tayin edildi. Daha sonra saflastirilmig enzimin aktivitesi de bu pH 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10 degerlerinde ve her bir pH i¢in 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80°C sicakliklarda
tayin edildi.
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Cizelge 4.4. Degisik pH’larda islem gérmemis ve saflastirilmis enzimin aktivite degerleri.

Islem gérmemis Saflastirilmis enzim
enzim aktivitesi aktivitesi (U/mg

pH (U/mg protein) protein).

2 0,5516 0,8872

3 0,618 1,019

4 0,574 0,87

5 0,4575 0,655

6 0,3838 0,53

7 0,3838 0,489

g 0,2589 0

9 0,2518

10 0,2425

Aktivite grafigi Sekil 5.12°de gosterilmistir.

25, 30, 40, 50, 60, 70, 80°C sicakliklarda aktivitesi.

Cizelge 4.5. Saflagtirilmig enzimin pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 degerlerinde ve her bir pH igin

Sicaklik | pH2 pH3 pH4 | pH48 | pH6 pH7 pH 8
0,62 | 063 0,5 0,3 0,32 0,29

25 | (Uimg) | (Umg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) 0
0,49 0,59 0,5 0,27 0,3 0,3

30 | (Umg) | (Umg) | (U/mg) | (U/mg) | (Umg) | (U/mg) 0
0,78 0,77 0,55 | 029 | 037 |

40 | (Umg) | (U/mg) | (Umg) | (Umg) | (U/mg) 035U/mg)| 0
0,89 0,75 0,52 | 0,36 0,37 0,32

50 | (Umg) | (U/mg) | (Umg) | (U/mg) | (Umg) | (Umg) 0
0,76 | 0,76 0,63 | 0,368 | 0,36 0,3

60 | (Umg) | (U/mg) | (Umg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) 0
0,69 0,71 0,71 | 0,362 0,3 0,29

70 | (Umg) | (Umg) | (Umg) | (Umg) | (Umg) | (Umg) 0
0,55 0,64 0,48 0,27

80 (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (Umg) 0 0 0

Aktivite grafikleri Sekil 5.13°de gosterilmigtir
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4.6 Saflastirma islemleri

Satin alinan seliilaz enziminin (Fluka 22178) %28 protein i¢erdigi belirlendi ( Aagp/ 1,34). Bu
enzim Orneginin Viscotek cihazinda alinan kromatogramlar: da degerlendirilerek, dekstran -
seliilaz konjugatlarii elde etmek icin yapilacak galismada kullanmak {izere, daha saf enzim

Ornegi kullanmanin yarali olacagina karar verildi. Jel filtrasyon islemleri uygulandi.

Jel Filtrasyon ile (Sephadex G-50) Saflagtirma

20 mg/2ml (PBS pH 7,3) enzim (Ayg/1,34 ile hesaplanan) 6rnegi kolona verildi. PBS
tamponu kullanilarak her bir tiipte 30 damla olacak sekilde fraksiyonlar toplandi.

Bu maksatla Bio —Rad marka protein saflagtirma sistemi, 1,6cm x 40cm kolon ile kullanilarak
jel filtrasyon islemi uygulandi. Akma hiz1 0,35 ml/dakika olacak sekilde ayarlandi. Kolon
dolgu maddesi olarak sephadex G-50 kullanildi. Eluasyon islemi UV monit6r vasitasiyla
izlendi. Alnan fraksiyonlarin 280 nm’de okunan absorbans degerlerinden yararlanarak
protein konsantrasyonlari ( Ange/ 1,34) ve aktiviteleri tayin edildi.

PBS ile alinan fraksiyonlardan havuzlar olugturup aktivitekeri hesaplandi.

Cizelge 4.6. Fraksiyonlarin aktivite 6lctim degerleri.

Aktivite (U/mg protein)
Havuz 1.1 0,63
Havuz 1.2 0,68
Havuz 1.3 1,08
Havuz 2 aktivite yok
Islem g6rmemis
enzim 0,23

Havuz 1.1, 1.2, 1.3*in ayn1 yerde toplanmasina karar verildi (havuz 1). Toplanan bu enzim de

saflik kontrolii amaci ile jel filtrasyon iglmine tabi tutuldu (Sekil 5.5.)



30

4,7 Seliilazin SDS-PAGE. Elektroforezi

Kullanilan Cozeltiler
A)%30Akrilamid/Bisakrilamid karigima:

29 g akrilamid ve 1 g N,N’-Metil-bis Akrilamid karigtirildi, 100 ml destile suda ¢6ziildii. Bu
renkli ¢ozeliti renkli sisede 4°C’de 30 giin saklanabilir.

B) 1,5 M Tris-HCI ¢ozeltisi (pH: 8,8):
18,1 g Tris 100ml destile suda ¢oziildi. HC] ile pH’s1 8,8’¢ ayarlandi. 4°C’de saklanabilir.
C) 1 M Tris-HCI Cozeltisi (pH: 6,8).

12,1 g Tris 100 ml destile suda ¢ziilerek pH’s1 HCI ile 6,8 ‘e ayarlandi. Bu ¢ozelti 4°C°de
saklanabilir.

D) %10 SDS (w/v):

Siirekli karistirilarak 10g SDS 60 ml suda ¢6ziildii ve destile su ile 100 ml’ye tamamlandi.
E) %10 Amonyum Persiilfat (w/v):

0,1 g Amonyum Perstilfat 1 ml destile suda ¢6ziildii.

F) Yiikleme Tamponu (Sample Buffer):

1 M Tris-HCI, pH 6,8 1,0 ml
Gliserol 1,6 ml
%10 SDS 1,6 ml
%0,5 (w/v) bromfenol blue 0,4 ml
B-merkaptoetanol 0,4 ml
Destile su 8 ml

G) Yiirlitme Tamponu (Runningf Buffer):

45 g Tris-base, 15 g SDS ve 216 g glisin kanigtinlip, 3 litre destile suda ¢6ziildii. Bu
¢6zeltiden 600 ml alimip 3 litreye tamamlandi.
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F) Seliilaz enzim ¢6zeltisi:
100 mg enzim 5 ml destile suda ¢6ziilerek uygulanacak olan 6rnek ¢zelti hazirlandi.
Deneyin Yapilis:

A) % 10°1uk 10 ml alt jelin hazirlanmasi:

% 30 Akrilamid karigimi 3,3ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5ml
% 10 Amonyum Persiilafat 0,1 ml
% 10 SDS 0,1 ml
TEMED 0,004 ml
Destile su 4,0 ml
(TEMED en son konulur)

B) % 5°lik {ist jelin hazirlanmasi:

% 30 Akrilamid karigimi 0,83 ml
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,63 ml
% 10 SDS 0,05 ml
% 10 Amonyum Perstilafat 0,05 ml
Destile su 3,4 ml
TEMED 0,005 ml
(TEMED en son konulur)

Alt jel ve st jel disk igine dékiilerek kuyucuk taragi yerlestirilir ve jelin polimerlesmesi i¢in
yaklagik 30 dakika beklenir ve sonra tarak ¢ikarlir. ve disk elektroforeze yerlestirilir, {izerine
hazirlanan yiirtitme tamponu konulur. 15 pl yiikleme tamponu ile 15 pl enzim O6rnegi
karistirilip S-S baglanm kirmak igin birkag dakika 95°C’deki su banyosunda tutulur ve
kuyucuklara verilir. Bir kuyuya test olarak aym sekilde hazirlanan BSA ¢6zeltisi konulur.
Sonra akim uygulanarak yaklasik 1 saat beklenir. Bu siirenin sonunda disk elektroforezden
cikanlarak jel yikanir ve boya ¢dzeltisine konulur. 5 0-60°C’de 30 dakika beklendikten sonra
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destraing buffer’da gézlenir. Alinan enzim 6rneklerinin SDS page elektroforezleri Sekil
5.11°de gosterilmistir.

4.8 Enzim — Polimer konjugatlarinin olusturulmasi

Aldehid gruplan bulunduran dekstran ile konjugat olusturmak fizere enzim/polimer mol oramni
5 olarak alind1. Bu islem i¢in gerekli enzim miktar asagidaki gibi hesaplandi.

Dprotein Cprot .My pol

Dpolimer Cpol .Ma prot
M por=188.000

MA prot=3 1.000

TNprotein 0,5 mg/ml. 188.000

Dpolimer Cpol . 31.000

Cpo=0.606 mg/ml

Bu hazirlanan polimer ¢6zeltisinden 1 ml ve aldehid gruplann bulunduran polimer
¢6zeltisinden 1 ml eklendi. Degisik kosullarda iki konjugat olusturuldu.Reaksiyon igerigi
siirekli kanigtirma ile oda sicaklifinda pH 7,2’de 42 saat boyunca karstirildi. Diger konjugat
ise 40 °C’de pﬁ 7,2°de 8 saat boyunca karistirildi. Aldehidin karbonil grubu ile proteinin amin
grubu arasinda kondensasyon reaksiyonu gergeklesmesi sonucu, bir schiff bazi olan enzim-

polimer konjugati elde edildi.
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4.9 Enzim-polimer fiziksel karisiminin olusturulmasi

Aldehid gruplar1 bulundurmayan dekstran ile konjugat olusturmak iizere enzim/polimer mol
orani 5 olarak alindi. Bu iglem icin gerekli enzim miktar asagidaki gibi hesaplandi.

Dyrotein Cprot .Ma pol

Npolimer Cpol . Ma prot
Cpor= 0,1/100ml=1mg/ml

MA prot=3 1 .000

nprotein 0,5 mg/ml . 188.000

Dpolimer Cpol .31.000

Cpo=0.606 mg/ml

Bu derisimlerde hazirlanan polimer ¢dzeltisinden 1 ml ve polimer ¢6zeltisinden 1 ml eklendi.

4.10 Enzim-polimer konjugatlarinin aktivite tayini

Enzim-polimer konjugatlarinin ve fiziksel karisimin, daha O6nce satin alinan enzim igin
uygulanan yontemde oldugu gibi farkli pH’lardaki aktivitesi ve optimum pH’da sicakliga gore
aktivitesi tayin edildi. Ortamm pH degerine bagl olarak aktiviteleri agagidaki tabloda
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verildigi gibi elde edildi.

Cizelge 4.7. Islem gérmemis ve saflastirilmig enzimin, konjugatlar ve fiziksel karigimin

aktivite degerleri.
D:Sel

Islem 1/5 D:Sel 1/5

gbrmemis D:Sel 1/5 Konj. |Konj.48s

enzim Saflagtirilmg | Fiziksel 40C8 |oda

pH (U/mg) |enzim(U/mg) | karisim(U/mg) | s(U/mg) | sic.(U/mg)
2| 0,5516 0,8872 1,09 1,2 1,206
3 0,618 1,019 1,12 1,51 1,253
4 0,574 0,87 0,87 1,16 0,833
5| 04575 0,655 0,5449 0,73 0,7199
6| 0,3838 0,53 0,6338 0,66 0,54
7| 0,3838 0,489 0,4946 0,52 0
8| 0,2589 0 0 0,47
9/ 0,2518 0
10| 0,2425

Aktivite grafikleri Sekil 5.33°de g6sterilmistir.

Cizelge 4.8. Kovalent konjugatlarin ve fiziksel karigimin optimum pH’da sicakliga gore

aktivite degerleri.

D:Sel

1/5 D:Sel 1/5

Konj. | Konj. 48 s | D:Sel 1/5

40C8s | oda Fiziksel Enzim
Sicaklik | (U/mg) | sic.(U/mg) | karsim(U/mg) | (havuz])(U/mg)
25 0,996 |0,97 1,04 0,63
30 1,023 1,043 1,019 0,59
40 1,16 1,025 1,068 0,77
50 1,51 1,253 1,12 0,75
60 1,36 1,398 1,175 0,76
70 1,13 1,08 1,168 0,71
80 1,09 1,02 1,07 0,64

Aktivite grafikleri Sekil 5.34°de gosterilmistir.
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Sekil 5.2 Sentezlenen D-CHO tiirevinin aldehit tayini medodu ile alinan UV (400nm)
spektrumu.
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Sekil 5.3. Seliilaz enziminin pl degeri grafigi.
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Sekil 5.4. Seliilaz enziminin protein saflagtirma cihazindan gegerek fraksiyonlara ayrilmasi
sirasinda UV dedektor ile okunan kromatogrtam.
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Sekil 5.5. Saflagtinlmis enzimin protein saflagtirma cihazindan gegerek fraksiyonlara
ayrilmasi sirasinda UV dedektor ile okunan kromatogram
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Overlay Plot: Right Angle Light Scattering (mV) Vs, Retention Volume (mL)
Method: BSA_GPC_UV-despike-D000 vem
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Sekil 5.6. Havuz 1.1, 1.2, 1.3 ve havuz 2’nin GPC sistemi Viscotek marka cikaz 151k sa¢ilmasi

dedektorii ile alinan kromatogramlari

(1.1, 1.2, 1.3, - 2)
Kolon : Tosoh G 3000 SWXL
Numuneler :Havuz 1.1, 1.2, 1.3 ve havuz 2
Akig hiza : 0,8 ml/dak

Mobil faz : PBS

Dedektér adi  : Isik sagilmasi

Sicakhik :25°C
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Qverlay Plot: Refractive Index{mV) Vs. Retenfion Volume (mL)
Method: BSA_GPC_UV-despike-0000.vem
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Sekil 5.7. Havuz 1.1, 1.2, 1.3 ve havuz 2’nin GPC sistemi Viscotek marka cihazin
kirilmaindisi dedektorii ile alinan kromatogramlar:.

(- 1.1, 1.2, 1.3, 2)

Kolon : Tosoh G 3000 SWXL
Numuneler :Havuz 1.1, 1.2, 1.3 ve havuz 2
Akis hizy : 0,8 ml/dak

Haraketli faz : PBS

Dedektor adi : Kinlma indisi

Sicaklik :25°C

492,77
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Overlay Plot Ulira Violet (mV) Vs. Retention Volume (ml)
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Sekil 5.8. Havuz 1.1, 1.2, 1.3 ve havuz 2’nin GPC sistemi Viscotek marka cihazin UV
dedektor ile alinan kromatogramlari

(-----1.1, 1.2, 1.3, —=—=-2)
Kolon : Tosoh G 3000 SWXL
Numuneler :Havuz 1.1, 1.2, 1.3 ve havuz 2
Akis hiz1 : 0,8 ml/dak

Haraketli faz : PBS
Dedektor ad1 UV

Sicaklik :25°C
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Ovwerlay Plot: Viscometer DP {mV) Vs. Refention Volume {(ml)
Method: BSA_GPC_UV-desplke-0000.vem
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Sekil 5.9. Havuz 1.1, 1.2, 1.3 ve havuz 2’nin GPC sistemi Viscotek marka cihazin viskozite

dedektorii ile alinan kromatogramlari

(—-11, 1.2, 1.3, =mmmeme 2)
Kolon : Tosoh G 3000 SWXL
Numuneler :Havuz 1.1, 1.2, 1.3 ve havuz 2
Akig hizi : 0,8 ml/dak

Haraketli faz : PBS

Dedektor adi : Viskozite

Sicaklik

:25°C
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Sekil 5.11. Saflagtirma islemine tabi tutulan seliilaz enziminin SDS jel elektroforezi.

(1 BSA, 2 islem gérmemis enzim, 3 havuz 1, 4 havuz 1.1, 5 havuz 1.2, 6 havuz 1.3,

7 havuz 2)
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Islem gérmemis
enzim Saflagtiriimig enzim
aktivitesi(U/mg aktivitesi (U/mg
pH protein) protein)
2 0,5516 0,8872
3 0,618 1,019
4 0,574 0,87
5 0,4575 0,655
6 0,3838 0,53
7 0,3838 0,489
8 0,2589 0
9 0,2518
10 0,2425

—e— Islem gérmemis enzim
—a— Saflagtiriimig enzim

Aktivite (U/mg protein)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Sekil 5. 12. Islem gdrmemis enzim ile saflagtinlmig enzimin 50 °C’ta degisik pH degerlerinde
6l¢limii ile ede edilen aktivite grafigi.
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Sicaklik | pH 2 pH 3 pH4 | pH4,8 | pH6 pH7 pH 8
0,62 0,63 0,5 0,3 0,32 0,29
25 | (Umg) | (Umg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) 0
049 | 0,59 0,5 0,27 0,3 0,3
30 | (Umg) | (Umg) | (Umg) | (Umg) | (Umg) | (Umg) 0
0,78 0,77 | 0,55 | 0,296 | 0,37
40 | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) |035(U/mg)| 0
089 | 075 | 052 | 036 | 037 0,32
50 | (Umg) | (Umg) | (Umg) | (Umg) | (Umg) | (U/mg) 0
0,76 | 0,76 | 063 | 0,368 | 0,36 0,3
60 | (U/mg) | (Umg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) 0
0,69 | 0,71 0,71 [ 0,362 | 0,3 0,29
70 | (Umg) | (U/mg) | (Umg) | (U/mg) | (U/mg) | (U/mg) 0
0,55 064 | 048 | 027
80 | (U/mg) | (Umg) | (U/mg) | (U/mg) 0 0
1
0,9
5 08 ——pH2
S 07 —=—pH3
o 06 pH 4
55. 0,5 - pH4,8
8 04 —*—pH 6
% 02
< U ——pH 8
0,1
0 .
0O 10 20 30 40 5 60 70 80 90
Sicaklik (C)

Sekil 5.13. Saflagtinnlmig enzimin pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 degerlerinde 25, 30, 40, 50, 60, 70,
80 °C’de olgiilen aktivitelerinin grafigi.
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Sekil 5.14. D-CHO tiirevinin FTIR spektrumu.
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Sekil 5.15. D-CHO :BSA konjugatinin NaBHj ile doyurulmadan 6nceki FTIR spektrumu.
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Sekil 5.16. D-CHO: BSA konjugatinin NaBH, ile doyurulduktan sonraki FTIR spektrumu.
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Overlay Piot: Right Angle Light Scattering (mV) Vs. Retenfion Volume (mL)

Method: BSA_GPC_UV-despike-0000 vern
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Sekil 5.17. D-CHO: BSA konjugatimmn GPC Viscotek marka cihazi 151k sagilmasi dedektorii

ile alinan kromatogram.

( BSA, D, BSA:D-CHO konjugat)
Kolon : Tosoh G 5000 PWXL
Numuneler : BSA, D, BSA: D-CHO konjugat
Akis hiz : 0,8 ml/dak

Haraketli faz : PBS

Dedektor adi : Isik sagilmasi

Sicakhk :25°C
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Qverlay Plot Ultra Violet (mV) Vs. Retention Volume (mi)
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Sekil 5.18. D-CHO: BSA konjugatinin GPC Viscotek marka cihaz UV dedektdr ile alian

kromatogram.

(-——BSA,

D, -- BSA:D-CHO konjugat)

Kolon
Numuneler
Akis hizi
Haraketli faz
Dedektor adi

Sicaklik

: Tosoh G 5000 PWXL

: BSA, D, BSA:D-CHO konjugat
: 0,8 ml/dak

: PBS

UV

:25°C
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Overtay Plot: Refractive Index (mV) Vs. Retention Volume (ml)
Method: BSA_GPC_UV-despike-0000.vem
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Sekil 5.19. D-CHO: BSA konjugatimin GPC Viscotek marka cihaz ile alinan kirilma indisi

dedektérii ile alinan kromatogram.

( BSA, D, BSA:D-CHO konjugat)
Kolon : Tosoh G 5000 PWXL
Numuneler : BSA, D, BSA:D-CHO konjugat
Akis hiza : 0,8 ml/dak

Haraketli faz : PBS

Dedektor ads : Kirilma indisi

Sicaklik :25°C
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Owariay Plot Viscomater DP (mV) Vs Retention Volume {mL}
Method: BSA_GPC_UV-despike-0000.vem
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Sekil 5.20. D-CHO: BSA konjugatinin GPC Viscotek marka cihazin viskozite dedektorti ile
alinan kromatogram.

(- BSA, D, BSA:D-CHO konjugat)
Kolon : Tosoh G 5000 PWXL
Numuneler : BSA, D, BSA:D-CHO konjugat
Akig hizi : 0,8 ml/dak

Haraketli faz : PBS

Dedektor adi : Viskozite

Sicaklik :25°C
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Sekil 5.21. D-CHO:Seliilaz kovalent konjugatimn 40°C’de, pH 7,2’de 8 saat karigtirma ile

sentezlenen konjugatin UV spektrumu.

i 4 = T a2 2 = [ = e 0 e e 4 S o o b o o o o]

5

i

IS
4=

-

mm——————-

-

T P

3—---..-- -

RS

-

Abs

e

- e

AW

{r=emnmemdedqanmn~

v
1
1
]

500

T
t
t

]

400

Sy

o
200

WWavelength [nm}

Sekil 5.22. D-CHO:Seliilaz kovalent konjugatimin 25°C*de, pH 7,2°de 42 saat karigtirma ile

sentezlenen konjugatin UV spektrumu.
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Sekil 5.23. D-CHO seliilaz 1/5 Konjugat 40 °C’de, pH 7,2, 8 saat karistirma ile elde edilen
konjugatin FTIR spektrumu.
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Sekil 5.24. D-CHO seliilaz 1/5 Konjugatt 42 saat,pH 7,2, oda sicakliginda karistirma ile
sentezlenen konjugatin FTIR spektrumu.
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Ovarlay Piot Refractive Index {mV) Vs. Retenfion Volume {mL)
Method: BSA_GPC_RI-0000.vem u
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Sekil 5.25. Sentezlenen konjugatlarin Viscotek marka GPC cihazi kirilma indisi dedektérii ile
alinan kromatograma.

(====-D mmemn saflagtinlmmg seliilaz, -------D-CHO:Seliillaz 1/5 40°C’ta 8 saat pH 7,2’de
sentezlenen konjugat, ------ D-CHO:Seliilaz oda sicaklifinda 42 saat pH 7,2°de sentezlenen
konjugat)

Kolon : Shim-Pack Diol-300

Numuneler : D, saflagtinlmig seliilaz, D-CHO:Seliilaz 1/5 40°C’ta 8 saat pH 7,2°de
sentezlenen konjugat, D-CHO:Seliilaz oda sicakliginda 42 saat pH 7,2’de sentezlenen
konjugat .

Akis iz : 1 ml/dak

Haraketli faz : PBS
Dedektor adi : Kirilma indisi

Sicaklik :25°C
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Overlay Plot Ulira Violet (mV) Vs. Retention Volume (mL)
_ Method; BSA GPC_RI-0000.vem
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Sekil 5.26. Sentezlenen konjugatlarin Viscotek marka GPC cihaza UV dedektérii ile alinan
kromatogram

(====D, mmmem saflagtinlmig seliilaz, ------- D-CHO:Seliilaz 1/5 40 °C’ta 8 saat pH 7,2°de
sentezlenen konjugat, ------ D-CHO:Seliilaz oda sicakhiginda 42 saat pH 7,2°de sentezlenen
konjugat )

Kolon : Shim-Pack Diol-300

Numuneler : D, saflagtirilmig seliilaz, D-CHO:Seliilaz 1/5 40°C’ta 8 saat pH 7,2°de
sentezlenen konjugat, D-CHO:Selillaz oda sicakliginda 42 saat pH 7,2°de sentezlenen
konjugat .

Akig iz : | ml/dak

Haraketli faz : PBS
Dedektor adi UV

Sicakhik :25°C
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Overiay Plot Right Angle Light Scattering (mV) Vs. Retention Volume (mL)
_ Method: BSA_GPC_RH0000.vem
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Sekil 5.27. Sentezlenen konjugatlarin Viscotek marka GPC cihazi 151k sagilmas: dedektorii ile
alman kromatogram

(-----D, --—-saflagtinilmig seliilaz, -------D-CHO:Seliilaz 1/5 40 °C’ta 8 saat pH 7,2’de
sentezlenen konjugat, ------D-CHO:Seliilaz oda sicakhinda 42 saat pH 7,2°de sentezlenen

konjugat )
Kolon : Shim-Pack Diol-300
Numuneler : D, saflagtinlmis seliilaz, D-CHO:Seliilaz 1/5 40 °C’ta 8 saat pH 7,2°de

sentezlenen konjugat, D-CHO:Selillaz oda sicakhifinda 42 saat pH 7,2°de sentezlenen
konjugat .

Akis hizi : 1 ml/dak
Haraketli faz : PBS
Dedektor ad1 : Isik sagilmasi

Sicaklik :25°C
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Owerlay Plot Refractive Index (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA_GPC_RI-0000.vcm
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Sekil 5.28. Seliilaz-dekstran fiziksel karigiminin Viscotek marka GPC cihazi kirilma indisi
dedektdrii ile alinan kromatogram

(-~==-D, -----saflastirlmig seliilaz, -------D-Seliilaz 1/5 fiziksel karigim)
Kolon : Shim-Pack Diol-300

Numuneler : D, saflagtirlmig seliilaz, D-Seliilaz 1/5 fiziksel karigim
Ak iz : 1 ml/dak

Haraketlil faz : PBS
Dedektor adi : Kirilma indisi

Sicaklik :25°C
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Overiay Plot: Ultra Violet (mV) Vs. Retention Volume (mL)
_ Method: BSA_GPC_RI0000.xm
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Sekil 5.29. Seliilaz-dekstran fiziksel karigiminin Viscotek marka GPC cihazi UV dedektorii
ile alinan kromatogram

(-==--D, -----saflagtirilmus seliilaz, -------D-Seliilaz 1/5 fiziksel karisim)
Kolon : Shim-Pack Diol-300

Numuneler : D, saflagtirilmig seliilaz, D-Seliilaz 1/5 fiziksel karigim
Akis hiza : 1 ml/dak

Haraketli faz :PBS
Dedektor ad1 UV

Sicaklik :25°C



62

Owerlay Plot: Right Angle Light Scattering {mV) Vs. Retention Volume (mL)
_ Method: BSA_GPC_RI-0000.vem
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Sekil 5.30. Seliilaz-dekstran fiziksel karigiminin Viscotek marka GPC cihazi 11k sagilmasi
dedektorii ile alinan kromatogram

(-----D, -----saflagtirnlmis seliilaz, ------- D-Seliilaz 1/5 fiziksel karigim)
Kolon : Shim-Pack Diol-300

Numuneler : D, saflagtirilmig seliilaz, D-Seliilaz 1/5 fiziksel karnigim
Akis hiz : 1 ml/dak

Haraketli faz : PBS
Dedektor adi : Isik sagilmasi

Sicaklik :25°C
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Sekil 5.31. Sentezlenen konjugatlarin HPLC cihazi ile alinan kromatogramlari

(D, - ailostndnny selilas, ----—-D-CHO:Selillaz 1/5 40oC’ta 8 saat pH 7,2°de
sentezlenen konjugat, =----- D-CHO:Selillaz oda sicaklifinda 42 saat pH 7,2°de sentezlenen
konjugat )

Kolon : Shim-Pack Diol-300

Numuneler : D, saflagtirnlmug seliilaz, D-CHO:Seliilaz 40 °C 8 saat ve D-CHO:Sel{ilaz
42 saat oda sicaklifinda karistirilmig konjugat

Akis hizi : 1 ml/dak
Haraketli faz : PBS
Dedektor adi : UV

Sicaklik :25°C
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Sekil 5.32. Seliilaz-dekstran fiziksel karigiminin HPLC cihaz ile alinan kromatogrami

( D, saflagtirilmis seliilaz, ~------ D-:Seliilaz 1/5 fiziksel karisim)

Kolon : Shim-Pack Diol-300

Numuneler : D, saflagtirilmis seliilaz, D-Seliilaz 1/5 fiziksel karigim
Akis iz : 1 ml/dak

Haraketli faz : PBS

Dedektér ads : UV

Sicakhik :25°C
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D:Sel
D:Sel |D:Sel 1/5
Islem 1/5 1/5 Konj.
gormemis | Saflagtirilms | Fiziksel |Konj. |42 soda
enzim enzim kanngim (40 C 8s [sic.
pH (U/mg) (Umg) |(Umg) |(Umg) |(U/mg)
2 0,5516 0,8872 1,09 1,2 1,206
3 0,618 1,019 1,12 1,51 1,253
4 0,574 0,87 0,87 1,16 0,833
5 0,4575 0,655 0,5449 |0,73 0,7199
6 0,3838 0,53 0,6338 0,66 0,54
7 0,3838 0,489 0,4946 [0,52 0
8 0,2589 0 0 0,47
9 0,2518 0
10 0,2425
1.6
< 1.4 —e—Iglem gérmemis
‘é 1.2 enzim
; 1 —u— Saflagtiriimig enzim
§ 0,8 -
2 0,6 D:Sel 1/5 Fiziksel
§ 04 karisim
€ -3 D:Sel 1/5 Konj. 40 C
< 0,2 8s
0 : s —%— D:Sel 1/5 Konj. 48 s
01 23 45 6 7 8 9 10 oda sic.
pH

Sekil 5.33. D-CHO:Seliilaz konjugatlarinin ve fiziksel karigiminin degisik pH degerlerindeki
aktivite grafikleri.
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D:Sel
D:Sel |1/5 D:Sel
1/5 Konj. 1/5
Konj. |48 s oda |Fiziksel | Enzim
40 C 8 s | s1c. kangim |(havuzl)

Sicaklik | (U/mg) |(U/mg) |(U/mg) |(U/mg)

25 0,996 0,97 1,04 0,63

30 1,023 1,043 1,019 0,59

40 1,16 1,025 1,068 0,77

50 1,51 1,253 1,12 0,75

60 1,36 1,398 1,175 0,76

70 1,13 1,08 1,168 0,71

80 1,09 1,02 1,07 0,64
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Sekil 5.34. D-CHO:Seliilaz konjugatlar: ve fiziksel karigiminin optimum pH degerlerinde
degisik sicakliklardaki aktivite grafikleri.
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Sonugclarin degerlendirilmesi;

oFTIR spektrumunda 1642 nm’de olusan pik Dekstran’da C=0 bag1 olustuunu, dolayisi ile
D-CHO tiirevinin sentezlendigini gosterdi.

e Suda ¢oziinen “H,N-NH,.2 HCI” in katalizér varliginda, 50 °C’ta Dekstran’in igerdigi
aldehid gruplarina baglanmasi ile olusan san renkli riiniin 400 nm’de verdigi absorbans

degerlerinden yararlanarak, mmol aldehid /mg dekstran tayini gergeklestirildi.

® 1,6 cm x 40 cm boyutlarindaki kolon dolgu maddesi olarak sefadeks G-50 kullamilarak, UV
monitdrlii fraksiyon toplayicisindan yararlanarak, jel filtrasyon kromatografisi ile satin alinan

enzimden saf enzim elde edildi.

e “D-CHO”™:BSA ve daha sonra “D-CHO”:Seliilaz konjugatlan sentezlendi. Elde edilen
konjugatlar ve seliillaz-dekstran fiziksel kanisimi FTIR, GPC, HPLC, UV-Vis
spektrofotometresi ile karakterize edildi.

e Saf enzimin, Enzim-dekstran kovalent konjugatlarinin ve enzim-dekstran fiziksel
karigimimin aktiviteleri farkli pH ve sicakliklarda tayin edildi ve kiyaslandi. Enzime kiyasla
enzim-dekstran kovalent konjugatlari pH 3-8 aralifinda daha yiiksek aktivite goOsterdi.
Fiziksel karisim ve kovalent konjugatlar optimum pH degerinde iken her sicakliklarda saf
enzime gore daha yiiksek aktivite verdi.
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