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OZET

Bu ¢alismada; enginardan (Cynara scolymus) izole edilen polifenol oksidaz
(EC.1.14.18.1) alginat, karragenan ve alginat + karragenan jellere immobilize edildi.
Elde edilen immobilize enzimlerin optimum pH ve sicaklik, K;, ve Vp.x kinetik
sabitleri, termal ve operasyonel kararlilik, yeniden kullanilabilirlik ve depo kararlilig

gibi bazi1 biyokimyasal 6zellikleri belirlendi ve serbest enziminkiyle karsilastirildi.

Antalya Gaziosmanpasa’dan saglanan taze enginarlarin bas kismindan polifenol
oksidaz enzimi Tris - HCI tamponu (pH 7.0) varliginda izole edildi, sonrasinda % 10-90
"lik (NH,4),SO, ¢oktiirmesi ve dializ uygulandi. Dializ islemi +4 °C *de 1 giin boyunca
ayn1 tampona kars1 gerceklestirildi. Elde edilen dializat enzim kaynagi olarak kullanildi.
Enginar polifenol oksidazi alginat, karragenan ve alginat + karragenan jellerde
tutuklandi. Damlatma ¢ozeltisi olarak alginat jeller i¢cin CuCl, ve karragenan jeller igin
KCl kullanildi. Protein tayinleri Lowry yontemi uygulanarak gerceklestirildi.
Immobilizasyon yiizdeleri alginat boncuklar igin % 70, alginat + karragenan boncuklar
icin % 60 ve karragenan boncuklar i¢cin % 37 olarak belirlendi. En yliksek katesolaz
aktivitesi alginat jelde gozlenirken (370 U/gr boncuk dak) en yiiksek krezolaz aktivitesi
ise alginattkarragenan jelde gozlendi (90 U/gr boncuk dak). Cu - alginat boncuklarda
enginar polifenol oksidazinin immobilizasyon kosullarinin optimizasyonunda; optimum
alginat konsantrasyonu % 3, CuCl, konsantrasyonu % 2, optimum yiiklenen enzim
miktar1 1/5 D, optimum boncuk boyutu 3 mm ve optimum boncuk miktar1 0.1 gr olarak

belirlendi.

Alginat ve alginat + karragenan jellerde tutuklanan enginar polifenol oksidazi
icin; katesolaz aktivitesinde serbest enzim ve immobilize formlar i¢in optimum pH
degeri 7.0, krezolaz aktivitesi i¢in ise 4.0 olarak bulundu. Alginatta tutuklanmis enzim
icin kategolaz aktivitesinin optimum sicakligi 70 °C, alginat + karragenanda tutuklanmis
enzim i¢in 40 °C, serbest enzim i¢in ise 5 °C olarak belirlendi. Alginat boncuklardaki
immobilize enzimin krezolaz aktivitesi i¢in en iyi sicaklik 30 °C olarak, alginat +
karragenan boncuklar i¢in ise 20 °C, serbest enzim igin ise optiumum sicaklik degeri 50

°C olarak bulundu. Immobilize enginar polifenol oksidazinin varolan termal kararligini
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tutuklama sonrasinda da biiyiik oranda korudugu gozlendi. Serbest enzim ve alginat
boncuklarda tutuklanan enzimin krezolaz aktivitesine ait K, ve Vi kinetik sabitleri
sirastyla, 1.58 x 10° mM ile 142.85 U/mLdak ve 1.92 x 10 mM ile 99 U/mLdak,
alginat + karragenan boncuklarda 5.0 x 10° mM ile 111.1 U/mLdak olarak bulundu.
Katesolaz aktivitesinde K, ve V. kinetik sabitleri sirasiyla, 2.32 x 10> mM ile 1613
U/mLdak ve 6.66 x 10~ mM ile 1000 U/mLdak, alginat+karragenan boncuklarda 8.0 x
10° mM ile 1282 U/mLdak olarak tespit edildi. Yeniden kullanilabilirlik ¢alismasinda;
alginat ve alginat + karragenan boncuklarin 8 dongii siiresince her iki aktivitesinin
yaklasik tamamin1 korudugu gozlendi. Depolama kararlilig1 ¢aligmasinda serbest enzim
aktivitesini yaklasik 7 - 9 giin korurken immobilize formlar aktivitelerini yaklasik 30

giin boyunca korudugu goézlendi.
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SUMMARY

In this study, polyphenol oxidase (EC.1.14.18.1) isolated from artichoke
(Cynara scolymus) was immobilized in alginate, carrageenan and alginate+carrageenan
gels. Some properties of obtained immobilized enzymes such as optimum pH and
temperature, kinetic parameters (K;, and V.x), thermal and operational stability, reuse

and storage stability were determined and compared to these of free enzyme.

Polyphenol oxidase was isolated from fresh artichokes heads obtained from

Gaziosmanpasa-Antalya in the presence of Tris - HCI buffer (pH 7.0), then was applied
10 - 90 % (NHy4),SO4 precipitation and dialysis. Dialysis was carried out in the same

buffer changing the buffer at 4 °C throughout one day. The obtained dialysate was used
as enzyme source. Artichoke polyphenol oxidase was entrapped in alginate, carrageenan
and alginate+carrageenan gels. CuCl, and KCIl were used for alginate and carrageenan
gels as dropping solution, respectively. Protein determinations were done by using
Lowry method. Immobilizations percentages were determined to be 70 % , 60 % and 37
% for alginate, alginate+carrageenan and carrageenan beads, respectively. The highest
catecholase activity was observed in alginate gel (370 U/g bead min) while the highest
cresolase activity was in alginate+carrageenan gel (90 U/g bead min). The optimization
of immobilization conditions was done for artichoke polyphenol oxidase immobilized
Cu-alginate beads. Optimum alginate and CaCl, concentration were found to be 3 %
and 2 % (w/v), respectively. The loading enzyme concentrations are 1/5 D. Optimum

bead diameter is 3 mm. Optimum bead’ amount was determined to be of 0.1 g.

The optimum pHs of free polyphenol oxidase and polyphenol oxidases
entrapped in alginate and alginate+carrageenan gels were determined to be 7.0 and 4.0
for catecholase and cresolase activities, respectively. Optimum temperatures for
catecholase activity were determined to be 40 °C, 70 °C, and 5 °C for enzyme entrapped
alginate beads, alginate+carrageenan beads, and free enzyme, respectively. These values
for cresolase activity were 30 °C, 20 °C, and 50 °C, respectively. It was observed that
immobilized artichoke polyphenol oxidases greatly preserved their thermal stability

which exists anyway. K, and V. values for cresolase activity were determined to be



1.58 x 10 mM and 142.85 U/mL min for free enzyme, respectively. These values were
1.92 x 10 mM and 99 U/ g beads min for immobilized enzyme in alginate beads, 5.0 x
10° mM and 111.1 U/g beads min for alginate + carrageenan beads. K, values for
catecholase activity were 2.32 x 102 mM, 6.66x107 mM, and 8.0 x 10° mM for free
enzyme, alginate beads, and alginate + carrageenan beads, respectively. Vy.x values
were 1613 U/mLmin, 1000 U/g beads min, and 1282 U/g beads min, respectively. In the
reusing study, alginate and alginate + carrageenan beads saved about whole activities
during 8 cycles for both activities. It was observed in storage stability study that free
enzyme saved its activity during 7 - 9 days whereas immobilized forms saved during 30

days.



1. GIRIS

Enzimlerin endiistride ve biyoteknolojide ¢esitli amaclarla kullanilmaya
baslanmasi, bilim adamlarini bu katalizorleri daha genis ve daha kullanigh hale getirme
olanaklarini arastirmaya yoneltmistir. Serbest enzimlerin endiistriyel uygulamalarda
kullanimlarina iligkin ortaya ¢ikan pek¢ok sorunu olumlu yonde ¢oziimleyebilmek ve
enzimleri endiistri i¢in daha ¢ekici hale getirmek i¢in enzim immobilizasyonlarina olan

ilgi son yarim ytizyildir ¢ok artmistir (Telefoncu, 1997).

Enzimlerin immobilizasyonu biyoteknolojinin 6nemli olanaklarindan biridir.
Enzimler endiistriden tibba kadar genis bir yelpazede ve kimyasal proseslerde katalizor
olarak dnemli potansiyele sahiptirler. Spesifiteleri, diisiikk sicaklikta yliksek katalitik
etkinlikleri, biyobozunur olmalar1 nedeniyle O6nemli avantajlar sunarlar. Reaksiyon
ortamindan kolaylikla ayrilabilmeleri ve boylece bir ¢ok kez ve siirekli olarak
kullanilabilmeleri nedeniyle immobilize enzimlerin kullanimi iiretim maliyetlerini

diisiirtir (Munjal ve Sawhney, 2002).

L-DOPA (3,4-dihidroksifenilalanin) 1967 yilindan beri Parkinson hastaliginin
tedavisinde yaygin olarak tercih edilen bir ilagtir. Bu hastalik nérotransmiter dopamin
eksikligi nedeniyle olur. L-DOPA dopaminin onciiliidiir ve kan beyin bariyerinden
gegebilir. Giiniimiizde L-DOPA iiretimi ticari skalada Knowles yontemiyle kimyasal
olarak gerceklestirilmektedir. Yiiksek iiretim maliyeti ve yliksek ticari degeri nedeniyle
cogu arastirmaci bu ilacin alternatif {iretimini aragtirmaktadir. Alternatif yontemlerden
biri; immobilize polifenol oksidaz (PFO, tirozinaz) ile L-Tirozin’den L-DOPA’nin
tiretimidir. Polifenol oksidazin pahal1 bir enzim olmasi nedeniyle; enzimin olasi yeniden
kullanilabilirligini saglamak amaciyla immobilizasyon calismalar1 yiiriitiilmektedir

(Ates vd., 2006).

Polifenol oksidaz (EC. 1.14.18.1) bitkiler, bakteriler ve memeliler dahil olmak
lizere ¢cok genig bir canli gruplarinda bulunmaktadir. Krezolaz ve katesolaz aktivitesi

olmak tizere iki ayr aktiviteye sahiptir (Yahsi vd., 2005).



Tirozinazin L-DOPA sentezi haricinde kullanimi ile ilgili ¢esitli aragtirmalar
yapilmaktadir. Bunlardan bazilari: endiistriyel atik sularin  fenolstizlestirilmesi
(defenolizasyon), fenol ve tiirevlerinin tayininde kullanilan enzim elektrodunun bir
parcast olmasi, kirlenmis topraklarin  biyoiyilestirilmesi, meyve sularinin
berraklastiriimasidir. Bu nedenle polifenol oksidaz (tirozinaz) endiistriyel olarak énemli

bir biyomolekiildiir.

Polifenol oksidaz icin basit ve giivenilir bir immobilizasyon uygulamasinin
belirlenmesi arastirmacilar i¢in bir ilgi alani olmaktadir. Polifenol oksidazin gesitli
immobilizasyon metotlar1 literatiirde rapor edilmektedir (Batra ve Gupta, 1994, Estrada
vd., 1991, Ho vd., 2003, Naidja vd., 1997, Pialis vd., 1996, Schiller ve Liu, 1976, Yahsi
vd., 2005).

Tutuklama metodu en basit immobilizasyon metotlarindan biridir. Bu metotla
enzim immobilizasyonu nispeten daha i1limli kosullarda gergeklestirilir. Alginat ve

karragenan jeller tutuklama metodunda sik kullanilan polimerlerdir (Bickerstaft, 1997).

Polifenol oksidaz, pek ¢ok bitkisel dokuda ¢alisilmistir. Bu bitkisel dokulardan
biri enginar olup yiiksek Polifenol oksidaz aktivitesine sahip oldugu literatiirde ve

ayrica grubumuzca da belirlenmistir (Leventer, 2005).

Bu tez kapsaminda, polifenol oksidaz enzimi agisindan zengin bir bitkisel
kaynak olan enginardan (Cynara scolymus) izole edilen polifenol oksidaz enziminin
immobilizasyonu amaglanmis olup, immobilizasyon alginat, karragenan ve alginat +
karragenan jellerde gerceklestirilmis ve serbest ve immobilize tirozinazin optimum pH
ve sicaklik, Ky, ve Vi kinetik sabitleri, termal kararlilik, yeniden kullanilabilirlik ve

depo kararlilig1 gibi baz1 biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Polifenol Oksidazlar

Polifenol oksidazlar (PFO - EC.1.14.18.1) oksido - rediiktaz sinifi enzimlerdir.
Cu kofaktorliidiirler. Molekiiler oksijen varli§inda orto ve vicinal -OH gruplu (3.,4,5-
trihidroksi) fenolik bilesikleri oksitlemelerinin yani sira monofenollerin o-dihidroksi

fenollere ¢evrilmesinde de rol oynadiklar bildirilmektedir (Vamos-Vigyazo, 1981).

Ik olarak 1856 yilinda Schoenbein tarafindan yemeklik mantarlarda
bulunmustur. Bundan sonra pek ¢ok meyve ve sebzede polifenol oksidaz belirlenmis ve

karakterize edilmistir (Keles, 1987).

Polifenol oksidazin etkiledigi substrata gore enzim ile ilgili farkh
isimlendirmelere rastlanmaktadir. Bunlar: o-difenoloksidaz, o-difenol oksidorediiktaz,
o-difenol:oksijen oksidorediiktaz, o-difenolaz, katesol oksidaz, katesolaz, klorojenikasit
oksidaz, krezolaz, difenol oksidaz, DOPA oksidaz, monofenoldihidroksi fenilalanin:
oksijen oksidorediiktaz, monofenol oksidaz, monofenoldihidroksi-L-fenilalanin:oksijen
oksidorediiktaz, monofenolaz, fenoloksidaz, fenolaz, poliaromatik oksidaz, polifenol
oksidaz, polifenolaz, pirokatesol oksidaz, tirozinaz, tirozin-DOPA oksidaz ’dir.

(http://www.ebi.ac.uk)

Polifenol oksidaz enziminin tamamen iki farkli reaksiyonu katalizledigi

bilinmektedir (Vamos-Vigyazo, 1981):

a-) Monofenollerin uygun o-hidroksi bilesiklere hidroksilasyonu (krezolaz aktivitesi)

b-) o-hidroksi fenollerin o-kinonlara oksidasyonu (katesolaz aktivitesi)

Tiim bu reaksiyonlar molekiiler oksijen varliginda olmaktadir.
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Sekil 2.1. Polifenol oksidazin gdsterdigi krezolaz (reaksiyon 1) ve katesolaz (reaksiyon

2) aktivitelerine iliskin reaksiyonlar

Polifenol oksidaz enziminin krezolaz aktivitesi 1. denklemde, katesolaz
aktivitesi 2. denklemde gosterilmistir (Sekil 2.1). Denklem 2 ’nin {iiriinii olan
Dopakinon ¢ok reaktif bir molekiil olup, halkalagsma ve polimerizasyon reaksiyonlartyla

melanine doniigiir. Melanin kompleks, heterojen bir biyopolimerdir.

Farkli kaynaklardan elde edilen enzim ekstraktlarinin her iki aktiviteye farkli
oranlarda sahip olduklar1 bildirilmektedir. Patates, elma, seker pancari yapragi, bakla ve
mantar gibi bir¢cok polifenol oksidaz ekstraktlar1 her iki aktiviteye de sahip iken, cay
yapragi, tiitlin, hint kirazi, muz, armut ve kiraz polifenol oksidazlarinin mono hidroksi
fenollere etki etmedigi saptanmistir (Erzengin, 2002). Enginar polifenol oksidazlarinin

da her iki aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Espin vd., 1997).



Polifenol oksidazlar dogada yaygin olarak bulunurlar. Bitkiler aleminde yaygin
olarak bulunmasmmin yani sira mikroorganizmalarda &zellikle funguslarda ve
memelilerde de polifenol oksidaz enzimine rastlandigr rapor edilmistir (Vamos-

Vigyazo, 1981; Keles, 1987).

Bitki hiicrelerinde enzimin lokalizasyonu bitkinin tiirline, yasina; meyve ve
sebzelerde ise olgunluga baghdir. Bazi arastirmacilar enzimin yesil yapraklilarda
hiicrede kloroplastlarda, bazi tiirlerde mitokondri ve plastid membranlarinda lokalize

oldugunu bildirmektedirler (Vamos Vigyazo, 1981; Keles, 1987).

Polifenol oksidazlarin dogadaki rolii konusunda bazi tezler 6ne siiriilmektedir.
Yiiksek bitkilerin solunum zincirinde gorev alan terminal oksidazlardan biri oldugu

bildirilmektedir. Fakat bu gorevin 6nemi hala ¢éziilememistir.

Polifenol oksidazlar, bitkilerin mikrobiyal veya viral enfeksiyonlara kars1 direng
gostermesinde 6nemli bir role sahiptirler. Aym1 zamanda, bitkilerin olas1 kott iklim

kosullarina kars1 dayanikli olmalarinin bir nedeni de polifenol oksidazlarin varligidir.

Polifenol oksidaz bitkilerin Enfeksiyonlara kars1 direncinde onemli rol oynar.
Enzim etkisiyle olusan kinonlarin ikincil polimerlesme reaksiyonlar1 ile meydana gelen
koyu renkli, ¢ézlinmeyen polimerler. Bu polimerler dokularda enfeksiyona karsi bariyer
olarak rol oynamaktadirlar. Bazi1 arastirmacilar bunun polifenol oksidaz enziminin temel
fonksiyonu oldugunu belirtmektedirler. Lipid igerigindeki azalma da membran
gecirgenligini  arttirdigindan  substratlara enzimin ulagmasmi kolaylastirdigi  ve
boylelikle bariyerlerin olusumunun da hizlandirildig1 distiniilmektedir (Vamos -
Vigyazo, 1981). Diger bir teoriye gore de polifenollerin oksidatif polimerizasyonu
sirasinda olusan ara iiriinler enzimi inaktif hale getirmekte ve ayni1 zamanda bu iirlinler

viriis ve kararsiz enzimlere de baglanabilmektedirler.

Gida teknolojisi agisindan polifenol oksidaz onemli bir enzimdir. Enzimatik
kahverengilesme gida teknologlarini ¢ok ugrastiran bir olaydir. Elma, armut, seftali,

muz gibi meyvelerde, patates, yemeklik mantar gibi sebzelerde saklanma ve islenmeleri



sirasinda enzim problem yaratmaktadir. Enzimatik kahverengilesme her zaman
istenmeyen bir olay degildir. Siyah c¢ay, ¢ekirdeksiz kuru iiziim, incir ve hurmalarin
begenilen giizel renkleri, acik renkli meyvelerden elde edilen meyve suyu ve ickilerin

altin saris1 renkleri 1liml1 ve kontrollii bir kahverengilesme ile elde edilir (Keles, 1987).

Meyve ve sebzelerin tasinmasi veya islenmesi sirasinda meydana gelen
zedelenmeleri, kesilmis yiizeylerinin hava ile temas etmesi ya da dondurulma
isleminden sonra ¢ozdiiriilmesi enzimatik kararmaya yol acar. Bu durum, kesinlikle

istenmez ve engellenmelidir.

Pek cok bitkisel kaynaktan polifenol oksidaz enzimi izole edilip saflastirilmaya
calisilmis; yapisi1 ve reaksiyon mekanizmasi aydinlatilmaya calisilmistir: Armut (Halim
vd., 1987, Wisseman vd., 1985), muz (Galeazzi vd., 1981, Yang vd., 2000), kivi (Park
ve Luh, 1985), kusburnu (Sakiroglu vd.,1996), patates (Cho ve Ahn, 1998), yerelmast
(Ziyan ve Pekyardimci, 2001), patlican (Gilabert ve Carmona, 2000), fasulye (Beena ve
Gowda, 2000), aycicegi (Singh vd.1999), ayva (Yagar ve Sagiroglu, 2002), kereviz
(Yagar, 2004, Aydemir ve Akkanli, 2006).

Meyve ve sebzeler fenolik bilesiklerin biiylik bir karigimini igerir. Ancak bu
bilesiklerin ¢ok az bir kismi polifenol oksidaz enzimine substrat olabilmektedir.
Polifenol oksidazin meyve ve sebzelerdeki dogal substratlar1 katesinler, sinnamik asit
esterleri, 3,4-dihidroksifenilalanin (L- DOPA) ve tirozindir. Degisik kaynaklardan izole
edilen polifenol oksidaz enzimleri i¢in; 4-metil katesol, kafeik asit, katesol, klorojenik
asit, (+)- katesin, L- DOPA, p- krezol, tirozin, pirogallol, adrenalin, noradrenalin,

dopamin - HCI, gallik asit in vitro da denenmis substratlardir.

Substrat spesifikligi yalniz meyve ve sebzenin cinsine bagl degildir. Aym
zamanda belli bir 6l¢iiye kadar enzimin meyve ve sebzenin ekstrakte edildigi kismina ve
yetistirilisine baghdir. Aktivitenin arastirildigi pH da substratin kullanilabilirliligini
etkiler (Erzengin, 2002).
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Polifenol oksidaz aktivitesinin optimum pH ’1, enzimin kaynaklarina ve
substratlarina gore genellikle pH 4.0 - 7.0 arasinda degisir. Bir¢ok kaynaktan elde edilen
polifenol oksidazin, pH 4.0 altinda inaktif oldugu belirtilmistir (Aydemir, 2004, Park ve

Luh, 1985, Sakiroglu vd., 1996, Yagar, 2004).

Optimum sicaklik iizerine yapilan arastirmalar, enzimin optimum pH ’ma etki
eden biitiin faktorlerin optimum sicakligi da etkiledigini gostermistir. Polifenol oksidaz
aktivitesinin optimum sicaklii, enzimin kaynaklarina ve substratlarina gore genellikle
15 — 50 °C arasinda degisir (Aydemir ve Akkanli, 2006, Beena ve Gowda, 2000, Cho ve
Ahn, 1998, Dogan vd., 2005).

Polifenol oksidaz enzimleri ¢cok yiiksek sicakliklara karsi dayanikli degildirler.
Doku ve ¢ozeltilerdeki enzim, kisa siire de olsa 70 - 90 °C gibi yiiksek bir sicaklikta
birakildiginda katalitik aktivitesinin tamamin1 ya da ¢ogunu geri doniisiimsiiz olarak
kaybedebilir. Ayn1 zamanda 0 °C ’nin altindaki sicaklik degerleri de enzim aktivitesini

etkileyebilir.

Polifenol oksidaz enziminin 1siya dayanikliligini, substrat, optimum pH,

optimum sicaklik ve enzim kaynagi etkiler.

2.2. Polifenol Oksidaz Enziminin Ekstraksiyonu

Polifenol oksidazin bitki materyallerinden ekstraksiyonu isleminde ii¢ problem

ile karsilagilir;

e Enzimin inaktif formda olmasi,
e Hiicre organellerine baglh enzimin ¢oziiniirlestirilmesi
e Bitkilerde bulunan bazi fenollerin enzim ile oksidasyonu sonucu

polimerizasyonu ve enzim iizerine ¢okelmesinin engellenmesi.

Bir¢ok bitki tiirlinde polifenol oksidaz aktif formda bulunmaktadir, hiicre

organellerine bagli inaktif enzim formunda ise; sodyum dodesil siilfat (SDS), Tween-



80, Triton X-100 gibi deterjanlarla ve kafein-sodyum benzoat ile ¢cozme ile aktif hale

getirilebilir.

Coziiniir bir polifenol oksidaz eldesinde goriilen en biiylik zorluk; bitki
materyalinin ekstraksiyonu ve tasinmasi sirasinda pigment olusumu ve enzimatik fenol
oksidasyonunun engellenmesidir. Pigmentler, enzim proteini iizerine ¢okebilirler ve
enzimin ¢Oziinmesini engelleyebilirler. Buna ek olarak enzimin doniisiimsiiz
inaktivasyonuna sebep olabilirler. Bu tehlikeleri en aza indirmek icin Oncelikle

ekstraksiyon adimlari miimkiin oldugu kadar diisiik sicakliklarda yapilmalidir.

Ekstraksiyon sistemini enzimatik polifenol oksidasyonundan korumak i¢in,
ortama doniislimlii enzim inhibitorleri katilabildigi gibi indirgeyici bilesikler ya da
kinon baglayici reaktifler de katilabilir. Genelikle askorbik asit, sistein, sodyum

metabisiilfit ve sukroz veya bu bilesiklerden olusturulan bir karisim kullanilmaktadir.

Enzim ekstraksiyonu sirasinda fenol oksidasyonunu ve polimerizasyonunu
Oonlemenin en etkili yollarindan biri de ortamdaki substratlarin ¢éziinmeyen bir polimere
baglanarak ortamdan uzaklastirilmasidir. Fenol baglamada kullanilan en yaygin madde
polivinilpirolidon (PVP) ’dir. PVP fenollerin iyonlagsmadigi nétral ya da asidik pH

ortaminda ¢ok kuvvetli bir proton alicisidir (Erzengin, 2002).

2.2.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Notral tuzlarin ilavesiyle proteinlerin c¢oktiiriilerek fraksiyonlara ayrilmasi
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontemle proteinler denatiirasyon, proteoliz
ve bakteriyel kontaminasyona karsi stabilize olur. Amonyum siilfat doygunluk
konsantrasyonu (20 °C ’de 4 M) yiiksek oldugundan pek ¢ok proteinin ¢okelmesine
neden olur. Coziinme 1s1s1 diisiik olup, kolaylikla dagilir. Doygun amonyum siilfat
cozeltisindeki proteinin santrifiijle uzaklastirilmasi diger tuzlarinkine gore daha kolaydir

(Tarhan, 1997).



2.2.2. Dializ

Dializ; proteinlerden kiigiik molekiilli bilesenlerin  genellikle tuzlarin
uzaklastirilmasinda kullamlmaktadir. Ozellikle amonyum siilfat fraksiyonlamasi sonrasi
diisiik iyon siddetli bir tamponla degisim zorunludur. Dializ isleminde kii¢iik
molekiillerin ge¢isi membranin her iki yiizeyinde kimyasal potansiyel fark esitleninceye

kadar devam eder (Tarhan, 1997).

2.3. Polifenol Oksidaz Enziminin immobilizasyonu

Enzimler endiistride ¢esitli amaclarla kullanilmaktadir. Bu nedenle enzimlerden
maksimum oranda yararlanmak icin immobilizasyon c¢alismalar1 yapilmaktadir.
Enzimler suda ¢dzilinen spesifik katalizorlerdir. Genellikle sulu ortamda gergeklestirilen
endiistriyel uygulamalarda katalizor olarak kullanilan serbest enzim kullanildiginda
enzimin aktivitesini yitirmeden geri kazanilmasi olanaksizdir. Serbest enzim reaksiyon
ortamindan istenilen anda uzaklastirllamadigindan reaksiyon kontrolii ¢ok zordur.
Inhibitér kullanilarak reaksiyonun durdurulmas ise reaksiyon iiriinlerine yeni bir kirlilik
unsurunun eklenmesine neden olur. Bilindigi gibi endiistriyel uygulamalarda {iriinlerin
saflagtirilmast maliyeti ¢ok arttirmaktadir. Serbest enzim reaksiyon ortamindan geri
kazanilamadig1 i¢in yeniden kullanilabilmesi de s6z konusu degildir. Bu yiizden ¢ok
spesifik ama pahali katalizorler olan enzimlerin endiistriyel iiretimde kullanilmasi;
iretim maliyetlerini ylikseltmektedir. Ayrica serbest enzimler siirekli {iretim
sistemlerinde de kullanilamazlar. Tiim bu sorunlar1 olumlu yénde ¢6ziimleyebilmek ve
enzimleri endiistri i¢in daha ¢ekici hale getirmek i¢in enzim immobilizasyonlarina olan

ilgi son kirk yildir ok artmustir.

Immobilizasyon, enzimlerin suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya
kimyasal olarak baglanmasi, suda ¢éziinmeyen iiriin veren bir kopolimerizasyona enzim
molekiiliinlin monomer olarak katilmasi ve suda ¢oziinmeyen bir matriks veya suda

¢oziinmeyen mikrokapsiillerde tutuklanmasi olarak tanimlanabilir (Telefoncu, 1997).
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Enzimlerin immobilizasyonu biyoteknolojinin 6nemli olanaklarindan biridir.
Spesifiteleri, diisiik sicaklikta yiiksek katalitik etkinlikleri, biyobozunur olmalari
nedeniyle 6nemli avantajlar sunarlar. Reaksiyon ortamindan kolaylikla ayrilabilmeleri
ve boylece bir ¢ok kez ve siirekli olarak kullanilabilmeleri nedeniyle immobilize
enzimlerin kullanimi iiretim maliyetlerini diisiiriir. Cevre kosullarina (pH, sicaklik vb.)
kars1 daha dayanikli olmalari, dogal enzime gore daha kararli olmalari, enzimin kendi
kendini pargalamasi olasiliginin az olmasi, iirlin olusumunun kontrol altinda
tutulabilmesi ve birbirini izleyen c¢ok adimli reaksiyonlarda kullanilabilmeleri

immobilize enzimlerin avantajlarindandir.

Ayrica enzim iretiminde hammadde problemi mikrobiyal kaynaklar sayesinde
biiyiik 6l¢iide ¢oziilmiis olmasina ragmen enzimlerin bu kaynaklardan izolasyonu ve
saflastirilmast olduk¢a masrafli bir istir. Bu nedenle enzim kaynagi ister bitkisel, ister
hayvansal isterse mikrobiyal olsun bu biyokatalizatorlerin potansiyellerinden
olabildigince yararlanmak gerekir. Immobilizasyon tekniklerinin uygulanmasi bu

problem i¢in bir ¢dziim olmaktadir.

Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik bir ¢ok organik ve inorganik
materyal tasiyici olarak kullanilmaktadir. Tasiyici suda ¢oziinmeyen kati bir madde

veya polimer olabilir.

Enzim immobilizasyonunda kullanilan birkag¢ farkli metot vardir:
1. Suda ¢6ziinmeyen tasiyiciya adsorbsiyon ve kimyasal baglanma
2. Polimer jellerde tutuklama
3. Membranda enkapsiilasyon
4. Bifonksiyonel veya multifonksiyonel reaktiflere capraz baglanma (Bickerstaff,
1997).

2.3.1. Adsorbsiyon ile Immobilizasyon

Adsorbsiyon ile immobilizasyon en basit metottur ve enzim ile tagiyici arasinda
tersinir ylizey etkilesimleri ile olur. Adsorbsiyon ile immobilizasyonda hidrofobik

etkilesimler de s6z konusu olsa da en ¢ok Van der Waals, iyonik ve hidrojen bag1



11

etkilesimleri gibi elektrostatik giicler etkindir. Yontem suda ¢oziinmeyen, adsorbsiyon
ozelliklerine sahip bir yiizey aktif tasiyici ile enzim ¢o6zeltisinin uygun kosullarda (pH,
iyonik gii¢, vb.) bir siire inkiibasyonu ve sonrasinda tutunmamis enzimin asirisinin iyice
yikanarak uzaklastirilmas: seklinde uygulanir. immobilizasyon isleminin basit, hizl1 ve
ucuz olusu, degisik bicim ve yiikteki tasiyicilart se¢gme olanagi vermesi ydntemin
avantajlaridir. Yontemin sakincalari ise; optimum kosullar1 saptamak zordur, enzim ile
tasiyici arasinda kuvvetli bir baglanma yoksa enzim serbest halde reaksiyon ortamina

gecerek triinleri kirletebilir.

2.3.2. Kovalent Baglama ile Immobilizasyon

Bu immobilizasyon yontemi enzim ile tasiyici arasinda kovalent bir bag
olusumuna dayanir. Tasiyict yiizeyindeki fonksiyonel gruplarla enzim yiizeyindeki
amino asit artiklarina ait fonksiyonel gruplar arasinda olusur. Genellikle sulu ortamda
gerceklesir. Kullanilacak tasiyicilar reaktif degillerse yardimci bir reaktif ile aktive
edilmeleri gerekmektedir. Immobilizasyon ¢ok yumusak kosullarda (oda sicakligi,
notral pH vb.) gerceklestirilmelidir. Yontemin gerceklestirilmesi zordur. Ancak enzim
ve tastyici arasindaki baglanma yiiksek oldugundan bazen enzimatik aktivitenin arttigi

da goriilmektedir.

2.3.3. Iyonik Baglama ile Immobilizasyon

Bu yontem iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢oziinmeyen tasiyicilara
enzimin iyonik baglanmasi temeline dayanir. Baz1 durumlarda iyonik baglama yaninda

fiziksel adsorbsiyon da etkili olmaktadir.

Iyonik baglama ¢ok yumusak kosullarda gerceklestiginden enzimin
konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige neden olmaz. Ancak enzim ile tasiyici

arasindaki bag kovalent bag kadar giiclii olmadigindan enzim kagis1 s6z konusudur.
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2.3.4. Tutuklama Yo6ntemi ile Immobilizasyon

Prensip olarak tutuklama enzim molekiiliinii belirli bir mekanda durmaya
zorlamaktir. Tutuklama polimer matriks i¢indeki kafeslerde gerceklestirilebilecegi gibi
yar1 gegirgen membranlar i¢inde mikrokapsiilleme ve miseller ile de gerceklestirilebilir.
Yontemde enzim molekiilii fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya
baglanmamaktadir. Bu metotta enzim molekiilleri ¢6zeltide serbest olup jelin kafes
yapist tarafindan sadece hareketi kisitlanmistir. Jel kafesin gecirgenligi enzim veya
hiicrelerin kagisin1 6nleyecek, ancak ayni zamanda substrat ve iiriiniin serbest hareketine

izin verecek kadar siki bir yap1 olusturularak kontrol edilir.

Polimerizasyon ve capraz baglanmanin olustugu ortamda enzim de bulundugu
takdirde enzim c¢apraz baglama sonucu olusan odaciklarda (kafes) tutuklanmaktadir.
Kolay uygulanmasi, gercek bir fiziksel yontem olusu ve c¢ok az enzimle
gerceklestirilmesi  yontemin  avantajlaridir.  Immobilizasyon islemi  sirasinda

inaktivasyonun deney kosullarina ¢ok bagli olusu yontemin sakincalaridir.

Tutuklamanin birka¢ temel metodu vardir:

1. Cok degerlikli katyonlarla makro molekiillerin iyonotropik degismesi (6rnegin,
alginat jel).

2. Sicaklikla indiiklenmis jellesme (6rnegin, jelatin, agaroz jel)

3. Kimyasal/fotokimyasal reaksiyon ile organik polimerlesme (6rnegin,
poliakrilamid jel)

4. Karismayan bir ¢oziicliden ¢oktiirme (6rnegin, polistren)

Tutuklama poliiyonik polimer materyali ile enzimin karistirilmasina ve sonra
enzim veya hiicreleri tutuklayan kafes dokuyu olusturmak {izere iyon degistirici bir
reaksiyonda multivalent katyonlarla polimerin capraz baglanmasiyla gerceklestirilir

(iyonotropik jellesme).

Sicaklik degisimi agaroz veya jelatinin % 1 - 4 ’liik ¢ozeltileri kullanilarak faz

gecisi ile jellesmenin basit bir metodudur. Bununla birlikte olusan jeller yumusak ve
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kararsizdir. Bu alandaki Onemli bir gelisme iyonotropik jellesme ve sicaklikla
indiiklenmis faz ge¢isi ile jeller olusturabilen - karragenan polimerleri ile
tanigilmasidir. Boylece immobilizasyon i¢in jel sistemlerde yliksek derecede esneklik

s6z konusu olmustur.

Alternatif olarak capraz bagli polimerik bir ag olusturmak {izere polimerize
olabilen kimyasal monomerlerle enzimi karistirmak da miimkiindiir. Enzim 6rgiiniin i¢
bosluklarinda tutuklanir. Bu metot oldukg¢a yaygin olarak kullanilir. Cok sayida akrilik
monomerler hidrofilik kopolimerler olusturmak i¢in mevcuttur. Ornegin, akrilamid
monomeri polikrilamid olusturmak {izere polimerize edilir, metilakrilamaid ise
polimetakrilat olusturmak {izere polimerize edilir. Polimer zincirleri arasinda g¢apraz
baglar olusturmak i¢in; polimerizasyon sirasinda monomere bir ¢apraz baglama ajani
katilir. Bu madde ii¢ boyutlu ag yapinin olusturulmasina yardimci olur. Jelin gozenek
boyutu ve mekaniksel 6zellikleri monomer ve ¢apraz baglama ajaninin relatif miktarlar
ile belirlenir. Bunlarin konsantrasyonlar1 degistirilerek kafesin yapist diizenlenebilir.
Olusturulan polimerler istenilen boyutta parcalara ayrilir veya polimerizasyon istenilen

boyutta boncuklar olusturacak sekilde diizenlenebilir.

Coktirme kimyasal reaksiyondan ziyade faz ayrilmasi ile olusur ama su ile
karigabilir bir organik ¢oziicli ile temastaki hiicre/enzimlerle yiiriitiiliir. Cogu hiicre/
enzim bdyle ¢oziiciilere toleranshi degildir bu nedenle bu metodun kullanimi yiiksek
derecede kararli/ya da 6nceden stabilize edilmis enzimler veya canli olmayan hiicrelerle

sinirlidir (Bickerstaftf, 1997).

2.3.4.1. Kalsiyum Alginat Jelde Tutuklama

Enzimlerin ve/veya hiicrelerin alginata tutuklanmasi immobilizasyonun en basit
metotlarindan biridir. Alginatlar, suda ¢6ziiniir sodyum alginatlar olarak ticari formada
mevcuttur. Gida ve farmosdtik endiistrilerinde kivamlastirici, emiilsiye edici, film
olusturucu ve jellesme ajan1 olarak altmis bes yildan daha uzun zamandan beri
kullanilmaktadir. Coziinmeyen kalsiyum alginat jelde tutuklama enzimlerin ve
hiicrelerin immobilizasyonu ic¢in hizli, toksik ve pahali olmayan ve ¢ok yonlii bir

metottur.
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Alginik asit; deniz yosunlarindan elde edilen bir politironik asittir.1 - 4 bagl -
D- mannuronik (M) ve a-L- guluronik asidin (G) farkli miktarlarindan olusur. G, M
miktarlar1 kaynaga gore degisir. Heteropolimerik bdlgelerin (MG bloklar1) degisen
bolgelerinin aralarina katilmis homopolimerik (MM bloklart ve GG bloklar)
bolgelerinden olusmus blok kaliplarinda diizenlenir. Iki degerli katyonlarin baglanmasi
ve jel olusumu artik bloklarin kompozisyonlarina ve diizenlenmelerine baghdir.
Ozellikle jel dayaniklilig1 G igerigi ile ilgilidir. Deniz yosunu kaynagina gore (G formu)
% 20 - 75 arasinda degisir GG bloklar1 arasinda Ca”" gibi divalent katyonlar igin se¢imli
baglanma bolgeleri vardir ve baglanmis iyonlar jel olusumuna neden olan baglanmalari

olusturmak tizere diger GG bloklari ile etkilesir.

Elde edilen jel biyokimyasal olarak inerttir ve hiicre immobilizasyonu i¢in
uygun olan kiiciik ve dar bosluklar ile mekaniksel olarak kararlidir. Jel boncuklardan
sizintt meydana gelebilir. Bunu baglangic alginat konsantrasyonu, boncuklarin
mekaniksel uygulamasi, eger boliinen hiicreler immobilize edilmisse, hiicre iiretimini
etkiler. Fiziksel calkalama kolonda paketlenmis boncuklardan daha fazla kagisa neden
olur. %2 lik kalsiyum alginat boncuklarin elektron mikroskopileri 5 - 200 nm ¢apinda
degisen gozenekler gostermistir. Ca iyonlarini uzaklastiran selatlama ajanlart ve Ca
iyonlar1 ile yerdegistirebilen baska iki degerli katyonlar kalsiyum alginatin kararliliginin

bozulmasina neden olur. Fosfat, sitrat, EDTA ve Mg2+ ’dan kac¢inilmalidir.

Cu*" ve Pb®" gibi diger divalent katyonlar alginat igin yiiksek affiniteye
sahiptirler ve daha stabil jeller iiretirler. Bununla birlikte bu iyonlarin hiicre
immobilizasyonu i¢in sik kullanilirken, toksisite nedeniyle enzim immobilizasyonu i¢in
kullanimi siirhidir. Ba®™ katyonu maya hiicrelerinin immobilizasyonu icin, Cu®" ise
polifenoloksidaz immobilizasyonu i¢in kullanilmaktadir. Ca- alginatin stabilizasyonu
selatlayici/iyon degistiricilerden etkilenmeyen kimyasal maddelerle ilave ¢apraz
baglayicilar yapilarak arttirilabilir. Ozellikle iyilestirilmis sizinti 6zelliklerine sahip
daha kararli ve diisiik poroziteli kompleksler iiretmek iizere alginat; ¢itosan,
poliakrilamid, polivinilalkol, protein ve polietilen imin ile ¢apraz baglanabilir (Fraser ve

Bickerstaft, 1997).
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2.3.4.2. Karragenan Jelde Tutuklama

k-Karragenan deniz yosunlarindan izole edilen ve dogal olarak meydana gelen
bir polisakkarittir. B-D-galaktoz siilfat ve 3,6-anhidro-a-D-galaktoz birimlerinin
tekrarlanmasiyla olusmus yiiksek molekiil agirlikli, toksik olmayan kolay elde
edilebilirbir polimerdir. k-Karragenan metal iyonlari, aminler, amino asit tiirevleri ve

suda ¢6ziiniir organik ¢oziiciiler varliginda kolayca jele doniisebilir (Dessai vd., 2004).

Jel tutuklama metotlarindan biri olan karragenanda immobilizasyon; genellikle
hiicre immobilizasyonu i¢in; ucuz, basit ve 1limli kosullarda tekrarlanabilir olmasi
nedeniyle yaygin olarak kullanilan metotlardan biridir. Yiiksek hiicre yogunlugu, ilimli
immobilizasyon kosullari, destekten hiicrelerin sizintisinin  diisik riski tutuklama
metodunun en Onemli avantajlarindandir. Karragenana immobilizasyon alginat
immobilizasyonuna benzerdir. Jel tutuklamasinin prensibi biyokatalizériin prejel
cozeltisi ile karigtirilmasi ve jellesme sonrasinda biyokatalizoriin jel materyalince
cevresinin sarilmasidir. Saglam jeller olusturmak icin konsantrasyon yeterli olmak
zorundadir. Karragenan konsantrasyonu kullanilan karragenanin tipine baghdir.
Biyokatalizor ve karragenan ¢dzeltisinin karigimi bir vana yardimiyla (¢ekme metodu)
veya bir siringa vasitasiyla (damlatma metodu) ile ¢ekilir veya sivida ya da havada
yayilir (dispersiyon metodu). Immobilize edilmis biyokatalizoriin degisik sekilleri (kiip,
boncuk veya membran) 6zel uygulamalar icin sekillendirilir. Ornegin kiiresel boncuklar
yatak reaktorlerinde iyi akis ozelligi gosterir. Karragenamin jellesmesi; K™ gibi
genellikle katyon karakterli jel indiikleme ajanlarinin varliginda ¢6zelti uygun jellesme
sicakhigina sogutuldugunda gerceklesir. iImmobilize hiicrelerin enzim aktiviteleri ve
verimleri genellikle nispeten yiiksektir. Jel olusumu termal olarak tersinirdir, yiliksek
sicakliklarda jeller yumusayabilirler veya parcalanabilirler. Ornegin termofilik
mikroorganizmalarin is yaptig1 yiiksek sicaklik reaksiyonlarini igeren uygulamalarda
yeterince uygun degildir. Karragenan jelin diger bir dezavantaji reaksiyon karigiminda
jel indiikleme maddesi olmadiginda jel ¢oziilmesi meydana gelir ve biyokatalizor
serbest kalir, ayrica jel indiikkleme maddesi istenen enzim aktivitesini inhibe edebilir

(Iborra vd., 1997).

Immobilizasyonun damlatma metodu laboratuar uygulamalarinda boncuk

olusumu i¢in en basit prosediirdiir. Hiicre immobilizasyonu i¢in rutin olarak
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kullanilmaktadir. Sulu jel ¢ozeltisi bir siringayla diisiik akis hizinda basilir, ignenin
ucunda damlalar olugur. Daha uniform boyutlu damlalar ignenin ¢evresine hava akimi
uygulandiginda elde edilebilir. Bu prosediirde biiyiik miktarda hiicre homojen olarak
karragenan jele immobilize edilir. Hiicreler biiylime, dinlenme veya otolizlenmis
durumda olabilir. Jel matriksin gozenek boyutu jel kafesten enzimlerin kagisini
onleyecek kadar kiiciik, ama substrat ve iiriinlerin jel duvarini kolaylikla gegmelerine

izin verecek boyutta olmalidir.

Biiyiik skalali jel boncuk iiretimi iki temel prosediirle basarilir. Bunlar, ¢cekme
metodu ve dispersiyon metodudur. Cekme tekniginde sulu jel ¢cozelti, kiiciik bir vana ile
yliksek akis hizinda basilir. Bir membranla belirli frekansin sinusoidal vibrasyonu siviya
transfer edilir. Bu sinyal uniform damlaciklarda figkirmanin sona ermesine neden olur.
Damlatma metodu ile karsilastirildiginda akis hizinin yiiz kat1 kadar artis elde edilebilir.
Boylece daha kiiclik immobilize biyokatalizor tiretimi gerceklesir ve diger bir yarar1 da
uniform damlaciklarin iiretimidir. Dispersiyon metodunda; sulu k- karragenan ¢ozeltisi
soya yaginda dagitilir. Sicaklik diistiriilerek sertlestirilir ve potasyum kloriirde
boncuklar 1slatilir. Dispersiyon metodu ile elde edilen damlacik olusumu ve boyuttaki
uniformlulugun tekrarlanabilirligi ¢cekme teknigininkinden 6nemli 6l¢lide daha diisiiktiir

(Iborra vd., 1997).

2.4. Polifenol Oksidaz ile Gerceklestirilen immobilizasyon Calismalar

Polifenol oksidazin (tirozinaz) kullanimi ile 1ilgili ¢esitli immobilizasyon
caligmalar1 yapilmakta olup bu aragtirmalar gelecek vadetmektedir. Bu arastirmalardan
bazilar1; L- DOPA {iretimi, endiistriyel atik sularin fenol ve aromatik amin gibi zehirli
kimyasallarca zehirsizlestirilmesinde (defenolizasyon), fenol ve tiirevlerinin tayini igin
biyosensorlerde bir bilesen olarak kullanimi, kirlenmis topraklarin biyoiyilestirilmesi,
meyve sularinin berraklastirilmasidir. Bu nedenle polifenol oksidaz endiistriyel olarak

onemli bir biyomolekiildiir.

L- DOPA (3,4-dihidroksifenilalanin) 1967 yilindan beri Parkinson hastaliginin
tedavisinde yaygin olarak tercih edilen ilagtir. Parkinson hastalifi norolojik bir
hastaliktir, beyin hiicrelerinin kaybi nedeniyle titreme, biikiilmezlik ve konusma

yavagligt ve nihayetinde bunama belirtileri ile karakterize edilir. Bu hastalik
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ndrotransmiter dopamin eksikligi nedeniyle olur. L- DOPA dopaminin dnciiliidiir ve kan
beyin bariyerinden gegebilir. Su anda Knowles tarafindan ticari skalada kimyasal olarak

L- DOPA tretilmektedir.

Yiiksek iiretim maliyeti ve yliksek ticari degeri nedeniyle ¢ogu arastirmaci bu
ilacin alternatif {iretimini arastirmaktadir. Fava fasulyesi gibi bazi fasulye tiirlerinin
veya bitki hiicrelerinin ¢esitli matrikslere tutuklanmasi L- DOPA {iretimi i¢in
kullanilmaktadir. Son arastirmalar Erwinia herbicola ve Escherichia coli *den L- DOPA
‘nin mikrobiyal {liretimi iizerinde merkezlenmistir. Bununla birlikte, L- DOPA ’nin
mikrobiyolojik tiretimi mikroorganizma hiicreleri tarafindan {iiretilen baska protein ve
hormonlarin uzaklastirilmas1 nedeniyle pahali olabilir. Bu nedenle diger alternatif
yontem immobilize polifenol oksidaz (tirozinaz) ile L- Tirozin ’den L- DOPA ’nin
tiretimidir. Polifenol oksidazin pahali bir enzim olmasi nedeniyle; enzimin olasi yeniden
kullanilabilirligini saglamak i¢in enzimin immobilizasyonu zahmete degerdir (Vilanova
vd., 1984, Pialis vd., 1996, Carvalho vd., 2000, Sectharam ve Saville, 2002, Ho vd.,
2003, Ates vd,. 2006).

PFO
L-tirozin+0O,—  L- DOPA

I¢me sular1 ve endiisriyel atik sulardan toksik kimyasallarin uzaklastirilmasinda
enzimatik yaklasim son yillarda olduk¢a fazla ilgi ¢ekmektedir. Peroksidaz, lakkaz ve
tirozinaz gibi polifenol oksidaz enzim ailesinin tiyeleri bu amacla arastirilmaktadir.
Sularda renk kirliligine sebep olan ve memelilerle baliklar i¢in toksik olan fenolik
endiistriyel atiklar, kagit, komiir, petrokimya, boya ve tekstil endiistrilerince
tiretilmektedir. Farkli tasiyicilara immobilize edilmis mantar tirozinazi, fenollerin ve
aromatik aminlerin sulardan uzaklastirilmas: ve fenolik kirleticilerin dekolorizasyonu

amaciyla cesitli arastirmalarda kullanilmistir (Wada vd., 1992, Wada vd., 1993).

Immobilize polifenol oksidazlarin arastirildig1 ¢alismalarin bir kismi biyosensor
teknolojisi ile ilgilidir. Polifenol oksidaz enzimleri ile klinik a¢idan onem arzeden

katesolaminlerin belirlenmesinde, kirmiz1 saraplarda fenolik maddelerin tayin
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edilmesinde kullanilmak iizere biyosensorler dizayn edilmistir (Mazzei vd., 1992,

Yildiz vd., 2005, Yildiz vd., 2006).

Polifenol oksidazin ¢esitli immobilizasyon metotlar1 literatiirde rapor
edilmektedir: Fiziksel adsorbsiyon, kovalent, ¢apraz baglama, polimer filmlerde
immobilizasyon, polimerlerde ve bazi jel matrikslerde tutuklama gibi. Bununla beraber,
bu metotlarin bazilar1 tirozinazin biyoaktivitesinin ve kararliliginin korunmasinda
zayiftir ve basariyla kullanimlar1 oldukc¢a zordur. Polifenol oksidaz i¢in basit ve
giivenilir bir immobilizasyon uygulamasiin belirlenmesi arastirmacilar i¢in bir ilgi

alani1 olmaktadir.

Literatiirde yer alan immobilizasyon ¢alismalarinda; degisik kaynaklardan izole
edilmis polifenol oksidazlar, farkli immobilizasyon teknikleri kullanilarak c¢esitli

desteklere immobilize edilmislerdir.

Sarkar vd. (1989) mantar tirozinazini bentonit ve kaolinite; Estrada vd. (1991)
mantar polifenol oksidazin1 cam boncuklara, zeolit ve sepiolite; yine Burton vd. (1993)
taze mantar polifenol oksidazini gézenekli olmayan cam boncuklara, Batra vd. (1994)
patates polifenol oksidazini kitine, Payne vd. (1992) mantar tirozinazini kitosana,
Buttersack vd. (1994) seker pancarindan izole ettikleri polifenol oksidazi kile (Na-
bentonit), Naidja vd. (1997) tirozinazi aliiminyum hidroksitle kaplanmis kile

adsorbsiyon yontemi ile immobilize etmislerdir.

Pialis vd. (1996) mantar tirozinazin1 kimyasal olarak modifiye edilmis naylon
6,6 membranlara, Ho vd. (2003) mantar tirozinazint modifiye edilmis poli stiren-
poliamino stiren ve polimetilkloriir stirene, Vilanova vd. (1984) kurbaga epidermis
tirozinazin1 enzakril-AA ve CPG-AA ’ya, Seetharam ve Saville (2002) mantar
tirozinazini kimyasal olarak modifiye edilmis iki farkli zeolit tiirii olan sodyum aliimina
silikat ve kalsiyum aliimina silikata, Carvalho vd. (2000) mantar tirozinazini hekza
metilen diamin ve glutar aldehit ile aktive edilmis kitin pulcuklarina ve glutaraldehit,
polivinilprolidon varliginda kitosan pulcuklarina immobilize etmigler ve bu immobilize

enzimler katalizorliigiinde L- DOPA {iretimini arastirmiglardir.
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Schiller ve Liu (1976) tirozinazi poliakrilamid jellerde, Munjal ve Sawhney
(2002) mantar tirozinazini alginat, poliakrilamid ve jelatin jellerde, Ates vd. (2006)
mantar tirozinazini Cu- alginat jellerde tutuklamislardir. Yahsi vd. (2005) mantar
tirozinazinin kalsiyum alginat ve poli(akrilamid-ko-akrilikasit) kullanarak binary

immobilizasyonunu gergeklestirmislerdir.

Smith, vd. (1990) Nocardia polifenol oksidazini CNBr ile aktive edilmis
agaroza; Manjon, vd. (1984) kurbaga epidermis tirozinazint CNBr ile aktive edilmis

sepharoz 4B ’ye kovalent baglama yoluyla immobilize etmislerdir.

Wada, vd. (1993) mantar tirozinazini Diaion WK-20 isimli zayif asidik katyon

degistirici regineye iyonik baglama yoluyla immobilize etmislerdir.

2.5. Polifenol Oksidaz Kaynagi Olarak Enginar

Enginar (Cynara scolymus L.) Akdeniz diyetinde yaygin olarak tiiketilen bir
sebzedir. Enginar tarimi ¢ogunluklu Avrupa ve Amerika kitalarinda yapilir. Enginarin
bas kismi bu sebzenin yenilebilir kismini olusturur. Enginar sadece iyi bir besin
maddesi olmayip, ilging ve ¢ok kullanilan bitkisel bir ila¢ olarak da kabul edilir ve halk
ilac1 olarak da kullanilir. Enginar kafeik asit, mono ve di-kafeoil kuinik asit (6rnegin
sinarin) ve klorojenik asit gibi fenolik asitlerce zengin bir bitkidir. Bu bilesikler safra
arttirici, kolesterol diisiiriicli, karaciger koruyucu, antikarsinojenik ve antioksidan

ozellikleri tasirlar (Pierluigi ve Piergiorgio, 2000, Schiitz vd.2006).
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Sekil 2.2 Polifenoloksidaz kaynag1 enginar

Enginardan polifenol oksidaz izolasyonu, saflastirmasi ve karakterizasyonlari ile
ilgili c¢esitli aragtirmalar yapilmistir. Bu calismalarda; enginar basmin polifenol
oksidazin hem krezolaz hem de katesolaz aktivitelerini yiliksek oranda gdsterdigi
belirlenmistir (Leoni vd., 1990, Lattanzio vd., 1994, Espin vd., 1997, Lopez-Molina vd.,
2003, Aydemir, 2004, Dogan vd., 2005, Leventer, 2005).

Enginar polifenol oksidazinin saflastirmasi ve karakterizasyonlari ile ilgili bu
caligmalar yapilmis olmasina ragmen, enginar polifenol oksidazinin immobilizasyonu

ile ilgili literatiirde herhangi bir calismaya rastlanmamustir.

Bu tez kapsaminda; enginar basindan polifenol oksidaz enzimi izole edilmis, ilk
kez alginat, karragenan ve alginat + karragenan boncuklara tutuklama yoOntemiyle
immobilizasyonlar gerceklestirilmistir. Her iki polimerde tutuklanmis enginar polifenol
oksidazinin hem krezolaz hem katesolaz aktivitelerini gdsterdigi belirlenmis,
immobilize enzimlere ait optimum pH ve sicaklik, K, ve V. kinetik sabitleri, termal
kararlilik, yeniden kullanilabilirlik ve depo kararlili1 gibi baz1 biyokimyasal 6zellikleri

arastirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOTLAR

3.1. MATERYALLER

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢alismada asagidaki kimyasal maddeler kullanildi. Kullanilan

kimyasallar analitik safliktadir.

Sodyum alginat (Fluka)
k-Karragenan (Fluka)

Gluter aldehit (Merk)

Kalsiyum kloriir (Merck)

Bakar (IT) kloriir (Merck)
Potasyum kloriir (Merck)
Askorbik asit (Merck)
Polivinilpirolidon-PVP (Sigma)
Triton X-100 (Sigma)
Amonyum siilfat (Merck)

Dializ membrani (Sigma)
Katesol (Merck)

L- DOPA (Sigma)

Tirozin (Fluka)

Si1gir serum albiimini-BSA (Sigma)
Bakaur stilfat CuSO4.5H,0 (Merk)
Sodyum potasyum tartarat (Merck)
Sodyum karbonat (Merck)

Folin reaktifi (Sigma)

Sodyum hidroksid (Merck)
Hidroklorik asit % 37 (Merck)
Sodyum molibdat (Merk)
Sodyum nitrit (Merk)
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Borik asit (Merck)
Asetik asit %100 (Merck)
Tris (Sigma)

Maleik anhidrit (Sigma)
Glisin (Merck)

3.1.2. Kullanilan Aletler

Blender (ev tipi)

pH-metre Jenway 3010; Ayn1 marka Ag/AgCl elektrodu
Sogutmali santrifiij (Heraeus/Biofuge Stratos)

UV Spektrofotometre; Shimadzu UV-160 A

Etiiv; Elektromag marka (100 °C termostatli)

Vortex; Fisons Whirli Mixer

Calkalayici; Clifton marka (100-400 rpm; 0-100 °C termostatli)
Terazi; Gec avery marka

Derin Dondurucu; Sanio Medicel Freezer (-20<>-40 °C)

Isitici ve manyetik karistirict; Chiltern ve Kermanlar (0-100 °C araliginda 1sitic1 ve
manyetik karistirici)

Buzdolabi (ev tipi)

Termostat (Grant W14)

Su banyosu (Clifton)
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3.1.3. Hazirlanan Cozeltiler

Deneysel c¢alismalarda kullanilmak {izere asagidaki c¢ozeltiler hazirlandi.

Cozeltilerin hazirlanmasi distile su ve ¢calisma tamponlari ile yapildi.

Tirozin ¢dzeltisi (Suda 2.5 mM )

Askorbik asit (Suda 2.5 mM)

Hidroklorik asit ¢ozeltisi (Suda2 M)

Sodyum hidroksit ¢ézeltisi (Suda 2 M)

Sodyum nitrit ¢ozeltisi (Suda % 15 ’lik )

Sodyum molibdat ¢6zeltisi (Suda % 15 ’lik )

Sodyum karbonat ¢6zeltisi (0.1 N NaOH c¢ozeltisinde % 2 ’lik)

Bakar stilfat ¢ozeltisi (Suda % 1 ’lik)

Sodyum potasyum tartarat ¢dzeltisi (Suda % 2 ’lik)

Alkali bakir ¢ozeltisi: 1 mL %1 ’lik CuS0O4.5H,0 ve 1 mL % 2 ’lik sodyum potasyum
tartarat ¢ozeltilerinin 1:1 karistmindan 1 mL alinarak 0.1 N NaOH ’te % 2 ’lik olarak
hazirlanmis Na,COj; ¢ozeltisinin 50 mL si ile karistirildi. Cozelti her deneme igin taze
olarak hazirlandi.

Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifi: Denemelerimizde ticari olarak satilan Folin-Ciocalteu-
Fenol reaktifi (2 N) kullanilda.

Katesol ¢ozeltisi (0.02 M malat tamponunda)

L-DOPA ¢ozeltisi (0.1 M asetat tamponunda 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3 ve 0.4 mM)
Stok protein ¢ozeltisi: Sigir serum albiimini (suda %0.1 ’lik)

Bakar (IT) kloriir ¢6zeltisi (Suda 1 mM ve 2 mM)

Tris-HCI tamponu (pH 7.0)

Glisin-HCI tamponu (pH 2.0, 3.0)

Asetat tamponu (pH 4.0, 5.0)

Malat tamponu (pH 6.0, 7.0)

Borat Tamponu (pH 8.0, 9.0)
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3.2. METOTLAR

3.2.1. Protein Tayini

Calismada enginardan polifenol oksidaz izolasyonu, tuz ¢oktiirmesi ve dializ
islemleri sirasinda tiim basamaklarda ve ayrica enginar polifenol oksidazinin
tutuklanmasi1 sirasinda immobilize enzimin damlatildigi CuCl,, CaCl, ve KCI

¢oOzeltilerinde ve yikama sularinda protein tayinleri Lowry Yontemiyle yapildi.

3.2.1.1. Lowry Yontemi ile Kantitatif Protein Tayini

Protein tayininde en yaygin kullanilan metot Folin-Lowry yontemidir. Metot
alkali kosullar altinda Biiire reaksiyonu ve aromatik aminoasitlerin bakir katalizli
oksidasyonundan sonra fosfomolibdikfosfotungstik asit ile heteropolimolibden mavisine
indirgenmeyi igeren Folin-Ciocelteau reaksiyonunun bir kombinasyonudur. Koyu mavi
renk olusumu karakteristiktir. Yontem ¢ok duyarlidir (0.10 - 1 mg protein/mL) ancak
pH’a bagimhidir (pH 10.0 - 10.5). Bu nedenle uygun bir pH ’in saglanabilmesi i¢in
Folin-Ciocelteau reaktifinin seyreltilmesi gerekir. Lowry yontemine amino asit
kompozisyonunun etkisi orta diizeydedir. Ancak amino asitler, amino tiirevleri,
tamponlar, deterjanlar, ilaglar, lipitler, sekerler, niikleik asitler ve siilthidril reaktifleri
onemli derecede girisim etkisine yol acarlar. Yontemin yiiksek duyarlilig1 analizlenecek

ornegin seyreltilmesi yoluyla bu girisim etkilerinin giderilmesine imkan verir.

Yontemde kullanilacak standart egrinin yliksek konsantrasyonlarda lineer
olmamasi bir dezavantajdir. Cam ya da polistiren kiivetler kullanilarak 500-750 nm ’de

absorbans okumasi yapilir (Dingkaya, 1996).

Enzim ¢ozeltimizin protein i¢erigi Lowry Yontemi ile belirlendi (Lowry, vd.
1951). Bu amagla 6ncelikle standart protein ¢ozeltileri hazirlandi. Sahit numune olarak
0.5 mL distile su kullanildi. Stok protein ¢ozeltisi kullanilarak 0.5 mL de 25, 50, 100,

150, 200, 250 mg protein (sigir serum albumini) iceren ¢dzeltiler hazirlandi.
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Hazirlanan standart protein ¢ozeltilerine ve izolasyonda elde edilen ve protein tayini
yapilacak tim c¢ozeltilere ve yikama sularma 3 mL alkali bakir ¢ozeltisi eklenip
calkalandi. 10 dakika beklendi. Sonra her bir ¢ozeltiye 0.1 mL Folin reaktifi eklendi,
vorteksle iyice calkalandi. 30 dakika sonra 500 nm ’de sahit numuneye karsi
absorbanslart okundu. Standart protein c¢ozeltilerinin absorbans degerleri ile
konsantrasyonlar1 arasinda grafik hazirlandi. Bu standart grafik yardimiyla, protein
konsantrasyonu bilinmeyen protein Orneklerinin absorbans degerlerinden protein

miktarlar1 belirlendi.

3.2.2. Enzimatik Aktivite Tayinleri

3.2.2.1. Krezolaz Aktivite Tayini

Taze enginardan % 90 ’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve dializ ile izole edilen
polifenol oksidaz enziminin krezolaz aktivitesi, spektrofotometrik olarak tayin edildi.
0.05 mL enzim ¢ozeltisi lizerine 5 mL 2.5 mM tirozin (0.1 N Tris-HCl tamponda
hazirlanmis, pH 7.0) ve 5 mL 2.5 mM askorbik asit (0.1 N Tris-HCl tamponda
hazirlanmis, pH 7.0) ilave edildi. Optimum sicaklikta 30 dakika inkiibasyondan sonra
reaksiyon 1 mL 2M HCI ile durduruldu. Uzerine 1 mL 2 M NaOH, 1 mL % 15 ’lik
Na;Mo004.2H,0, 1 mL % 15 ’lik NaNOs ilave edildi. Bir saat sonra spektrofotometrede
460 nm ’de suya kars1 absorbanslar1 okundu (Ates vd., 2006).

1 Enzim Unitesi, 1 dakikada 1 pmol L-DOPA iireten enzim miktar1 olarak

tanimlanda.

3.2.2.2. Katesolaz Aktivite Tayini

Taze enginardan % 90 ’lik amonyum siilfat ¢coktiirmesi ve dializ ile ekstrakte
edilen polifenol oksidaz enziminin katesolaz aktivitesi, spektrofotometrik olarak tayin
edildi. 0.05 mL enzim ¢ozeltisi, 0.02 M 2.95 mL katesol ¢ozeltisi (0.2 M malat
tamponda hazirlanmis, pH 7.0) ile karigtirilarak spektrofotometrede 420 nm ’de zamana
kars1 absorbanslar1 okundu. Sahit kiiveti sadece 3 mL 0.02 M substrat ¢ozeltisi

icermekteydi.
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1 Enzim Unitesi, drnek kiivette bir dakikada absorbansta meydana gelen 0.001

’lik artig olarak tanimlandi (Park ve Luh., 1985).

Her iki enzim aktivitesi i¢in hacimsel aktivite ve spesifik aktivite degerleri

asagidaki formiillerle belirlendi:

Hacimsel aktivite (U/mL) = Unite / Enzim Hacmi (mL)

Spesifik Aktivite (U/mg) = Hacimsel Aktivite/mL deki mg protein miktari

3.2.3. Enginardan Polifenol Oksidaz Enziminin Izolasyonu

Taze enginarlarin yapraklari soyuldu ve sap kisimlari ¢elik bir bigak ile kesildi.
Elde edilen 156 gr et kismu kiigiik parcalar halinde dograndi ve tizerine 312 mL Tris-
HCI tamponu (0.1 N pH 7), 0.03 gr askorbik asit, 1.5 mL Triton X-100, 0.33 gr kat1
polivinilpirolidon (PVP) ilave edilerek birka¢ dakika ev tipi blender ile homojenize
edildi. Elde edilen homojenat, tiilbent bez ve cam pamugundan siiziildiikten sonra
sogutmali santriifijde 10000 rpm ’de, + 4°C ’de, 30 dakika santrifiijlendi. Bitki
duvarlarini ve seliilozik lifli kismi igeren ¢okelti atildi. Santrifiij sonrasi elde edilen bu
cOzeltiler ham ekstrakt olarak isimlendirildi. (Galeazzi vd., 1981; Halim ve
Montgomery, 1987; Park ve Luh, 1985). Ham ekstraktlara protein tayini ve enzimatik

aktivite tayini yapildi ve sonra tuz ¢oktiirmesi basamagina gegildi.

3.2.4. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Ekstraksiyon sonrasi elde edilen ham ekstrakta (307 mL) amonyum siilfat
coktlirmesi uygulandi. 17.192 gr amonyum siilfat eklenerek % 10 ’luk doygunluga
getirildi ve karistirilarak bir siire sogukta bekletildi. Daha sonra 10000 rpm ’de + 4 °C
’de, 30 dakika santrifiijlendi. Elde edilen c¢okelek 0.1 N Tris-HCl tampona alindi,
stiziintii (298 mL ) bu kez 176.416 gr amonyum siilfat ile % 90 ’lik doygunluga getirildi

ve tekrar santrifiijlendi.



27

Ham ekstrakt, % 10 ’luk ve % 90 ’lik ¢oktiirme yapilan protein ¢ozeltilerinde
protein tayini ile enzimatik aktivite tayini yapildi. (NH4),SO4 ¢6ktiirmesi sonrasi elde
edilen fraksiyonlarda yiiksek enzimatik aktiviteler gézlendigi i¢in ayni1 tamponla bes kat

seyreltme yapilarak kullanildi.

3.2.5. Dializ

Elde edilen amonyum siilfatla ¢oktiiriilmiis cozeltiler bes kat seyreltildikten
sonra dializ membranina konuldu. Cozeltiler, ¢alisma tamponuna karsi (0.1 N Tris-HCI
tamponu, pH 7.0) tampon ii¢ defa degistirilmek suretiyle bir gece dializlendi. Dializ
islemi magnetik karistirici tizerinde buzdolabinda (+ 4 °C) gergeklestirildi (Park ve Luh,
1985).

3.2.6. Alginat Jelde Tutuklama

5 mL dializlenmis ve 1/5 oraninda seyreltilmis enzim ¢ozeltisi, 0.1 gr olarak
tartilan sodyum alginata yavas yavas ilave edilerek hassas bir sekilde alginat tamamen
cOziinlinceye kadar karistirildi. Olusan kabarciklarin giderilmesi i¢in bir saat buz
banyosunda bekletildi. Enjektor yardimiyla buz igerisine oturtulmus % 2 ’lik CuCl,
¢ozeltisine damlatild1 (Palmieri vd., 1994). iki saat buzdolabinda bekletildi ve sonra
stizlilerek distile suyla yikandi. Siiziintii ve yikama suyu atilmayip protein tayini i¢in
sakland1. Immobilize tirozinaz, iizerini drtecek kadar tampon (0.1 N Tris-HCI tampon,

pH 7.0) ilave edilerek aktivite tayini i¢in saklandi.

3.2.7. Karragenan Jelde Tutuklama

0.10 gr olarak tartilan k-karragenan 6nce 1 mL distile suda 50 °C ’de ¢6ziildil.
Sonra 5 mL dializlenmis ve 1/5 oraninda seyreltilmis enzim ¢ozeltisi, yavas yavas ilave
edilerek hassas bir sekilde karragenan tamamen ¢ozlinene kadar karistirildi. Enjektor
yardimiyla buz icerisine oturtulmus % 2 ’lik KCI ¢ozeltisine damlatildi. iki saat

buzdolabinda bekletildi ve sonra siiziilerek distile suyla yikandi. Siiziintii ve yikama
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suyu atilmayip protein tayini icin saklandi. Immobilize tirozinaz, iizerini drtecek kadar
tampon (0.1 N Tris-HCI tampon, pH 7.0) ilave edilerek aktivite tayini i¢in saklandi
(Hamarat Baysal ve Karagoz, 2005).

3.2.8. Karragenan + Alginat Jelde Tutuklama

Enginar polifenol oksidazinin alginat ve karragenan jel karisiminda
immobilizasyonu Sahin’in metoduna gore yapildi (Sahin vd., 2005). Bu amagla, 0.10 gr
olarak tartilan x-karragenan 6nce 1 mL distile suda 50 °C ’de ¢6ziildii. Sonra 0.10 gr
olarak tartilan alginat ilave edilerek c¢oziildii. 5 mL dializlenmis ve 1/5 oraninda
seyreltilmis enzim ¢ozeltisi, yavas yavas ilave edilerek hassas bir sekilde bu karragenan-
alginat karisimina ilave edildi. Enjektor yardimiyla buz igerisine oturtulmus % 2 ’lik
KCl + CuCl, ¢dzeltisine damlatild. Iki saat buzdolabinda bekletildi ve sonra siiziilerek
distile suyla yikandi. Siiziintii ve yikama sular1 atilmayip protein tayini i¢in saklandi.
Immobilize tirozinaz, iizerini 6rtecek kadar tampon (0.1 N Tris-HCI tampon, pH 7.0)

ilave edilerek aktivite tayini i¢in saklandu.

3.2.9. immobilizasyon Kosullarinin Optimizasyonu

3.2.9.1. Damlatma Cozeltisinin Belirlenmesi

0.1 gr sodyumalginat 1/5 oraninda seyreltilmis 5 mL enzim ¢ozeltisinde ¢oziildii,
kabarciklarinin giderilmesi i¢in bir saat kadar buzda bekletildi. Bir enjektér yardimiyla
buza oturtulmus olan bir beher i¢erisindeki 50 mL % 2 ’lik CaCl, ¢ozeltisine damlatildi.
Damlatma ¢ozeltisi olarak % 2 ’lik CuCl, kullanilmak {izere ayni islem tekrarlandi.
Cozelti igindeki immobilize boncuklar iki saat buzdolabinda bekletildikten sonra
stizlilerek distile suyla yikandi. Siiziintii ve yikama suyu protein tayini i¢in saklandi.

Boncuklarin krezolaz ve katesolaz aktiviteleri belirlendi.
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3.2.9.2. Alginat Konsantrasyonu Optimizasyonu

4 mL enzim ¢0zeltisi icin sirastyla % 1, 2, 3 ve 4 ’liik oranlarda olacak sekilde
0.04, 0.08, 0.12 ve 0.16 gr sodyum alginat tartildi ve enzim ¢dzeltisi icerisinde ¢oziildii.
Gaz kabarciklarmin giderilmesi icin bir saat kadar buzda bekletildi. Bir enjektor
yardimiyla manyetik karistirici tizerinde bulunan buz banyosu i¢indeki 50 mL % 2 ’lik
CuCl, ¢ozeltisine damlatildi. Immobilize boncuklar iki saat buzdolabinda bekletildikten
sonra siiziilerek distile suyla yikandi. Siiziintii ve yikama suyu protein tayini i¢in

saklandi. Boncuklarin krezolaz ve katesolaz aktivitelerine bakildu.

3.2.9.3. CuCl; Konsantrasyonu Optimizasyonu

Sirastyla % 1, 2, 3 ve 4 konsantrasyonlarda olmak {izere CuCl, ¢ozeltileri
hazirlandi. 5 mL enzimde ¢oziilen % 3 ’likk 0.15 gr sodyum alginat jel bir saat buzda
bekletildikten sonra tutuklanan enzim bir enjektér yardimiyla, manyetik karistirici
tizerinde bulunan buz banyosu i¢indeki % 1 lik CuCl, ¢ozeltisine damlatildi. Ayni islem
diger CuCl, ¢ozeltileri i¢in de tekrarlandi. Farkli konsantrasyondaki CuCl, ¢dzeltisine
damlatilmis immobilize boncuklar iki saat buzdolabinda bekletildikten sonra stiziilerek
distile suyla yikandi. Siiziintli ve yikama suyu protein tayini i¢in saklandi. Boncuklarda

ise krezolaz ve katesolaz aktiviteleri belirlendi.

3.2.9.4. Enzim Miktar1 Optimizasyonu

Dializat (D), 1/2 oraninda seyreltilmis dializat (1/2 D), 1/5 oraninda seyreltilmis
dializat (1/5 D) ve 1/10 oraninda seyreltilmis dializat (1/10 D) olacak sekilde enzim
cozeltileri hazirlandi. Her birinde % 3 ’liik 0.15 gr sodyum alginat ¢oziilerek bir saat
buzda bekletildi. Tutuklanan enzim bir enjektér yardimiyla, manyetik karistirici
tizerinde bulunan buz banyosu igindeki % 2 ’lik CuCl, ¢ozeltisine damlatildi. Farkli
konsantrasyondaki enzim iceren immobilize boncuklar iki saat buzdolabinda
bekletildikten sonra siiziilerek distile suyla yikandi. Siiziintii ve yikama suyu protein

tayini i¢in saklandi. Boncuklarda ise krezolaz ve katesolaz aktiviteleri belirlendi.
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3.2.9.5. Boncuk Boyutu Optimizasyonu

Boncuk boyutu optimizasyonu igin; siyah enjektor ucu, yesil enjektér ucu ve
pastor pipeti kullanildi. 0.15 gr sodyum alginat (% 3), 5 mL enzim ¢ozeltisinde (1/5 D)
coziildii. Bir saat buzda bekletildikten sonra tutuklanan enzim siyah uglu enjektor
yardimiyla manyetik karigtirict lizerinde bulunan buz banyosu i¢indeki % 2 ’lik CuCl,
¢Ozeltisine damlatildi. Ayni islem yesil u¢lu enjektor ve pastor pipeti ile de tekrarlandi.
Farkli caplardaki immobilize boncuklar iki saat buzdolabinda bekletildikten sonra
stiziilerek distile suyla yikandi. Siiziintii ve yikama suyu protein tayini i¢in saklandi.
Elde edilen boncuklarin caplart bir kumpasla 0Olglildii. Boncuklarda krezolaz ve

katesolaz aktiviteleri belirlendi.

3.2.9.6. Boncuk Miktar1 Optimizasyonu

0.15 gr sodyum alginat 5 mL enzim ¢ozeltisinde tutuklandi. Bir saat buzda
bekletildikten sonra tutuklanan enzim yesil uclu enjektdr yardimiyla manyetik karistirici
lizerinde bulunan buz banyosu igindeki % 2 ’lik CuCl, c¢ozeltisine damlatild.
Immobilize boncuklar iki saat buzdolabinda bekletildikten sonra siiziilerek distile suyla
yikandi. Siiziintii ve yikama suyu protein tayini i¢in saklandi. Aktivite tayinleri i¢in 0.1,

0.2, 0.25 ve 0.5 gr boncuk kullanildi.

3.2.10. Enginar Polifenoloksidaz Enziminin Baz1 Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.10.1. Optimum pH Calismasi

Serbest ve immobilize enginar polifenol oksidazinin maksimum aktivite
gosterdigi optimum pH degerlerini belirlemek amaci ile farkli pH tamponlar1 kullanildi.
pH 2.0 ve 3.0 i¢in glisin - HCI tamponu; pH 4.0 ve 5.0 i¢in asetat tamponu, pH 6.0 ve
7.0 i¢in malat tamponu; pH 8.0 ve 9.0 i¢in borat tamponu kullanildi. Katesolaz aktivitesi
icin; substrat olarak yukaridaki tamponlarda 0.02 M olarak hazirlanmis katesol

¢oOzeltilesi kullanildi. Krezolaz aktivitesi i¢in substrat olarak kullanilan 2.5 mM tirozin



31

cozeltileri adi gecen tamponlarda hazirlandi. Elde edilen degerlerden yararlanarak

aktiviteler 3.2.2 *de anlatildig1 gibi hesaplandi.

3.2.10.2. Optimum Sicakhk Calismasi

Serbest ve immobilize enginar polifenol oksidazinin maksimum katesolaz
aktivitesi gosterdigi sicaklig1 belirlemek i¢in substrat olarak 0.02 M katesol ¢ozeltilesi
kullanilarak 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 ve 70 °C ’de g¢alisildi. Krezolaz aktivitesi igin
substrat olarak 2.5 mM tirozin ¢dzeltilesi kullanilarak 20, 30, 40, 50, 60, ve 70 °C ’de
calisildi. Elde edilen degerlerden yararlanarak aktiviteler 3.2.2°de anlatildig1r gibi
hesaplandi.

3.2.10.3. Termal Kararhhk Calismasi

Elde edilen enginar polifenol oksidazinin termal kararliligini belirlemek igin;
serbest enzim ¢ozeltisi ve immobilize enzim ayr1 ayr1 40, 50, 60 ve 70 °C sicakliklarda
isitilarak 15 ’er dakika araliklarla 0., 15., 30., 45. ve 60. dakikalarda 0.2 M malat
tamponunda (pH 7.0) hazirlanan 0.02 M katesol substratina kars1 katesolaz aktiviteleri
belirlendi. Ayni1 kosullarda asetat tamponunda (pH 4.0) 2.5 mM tirozin substrati

kullanilarak krezolaz aktiviteleri de belirlendi.

3.2.104. K;,, ve V2 Degerlerinin Belirlenmesi

Enginar polifenol oksidazi i¢in Ky, ve Vi degerlerinin belirlenmesi amactyla,
katesol substrat1 0.2 M malat tamponunda (pH 7.0) 0.002, 0.004, 0.006, 0.008 ve 0.01
M ’lik olmak fiizere bes farkli konsantrasyonda hazirlanarak katesolaz aktivitesi i¢in
kullanildi. Krezolaz aktivitesi i¢in; substrat olarak tirozin 0.1 M asetat tamponunda (pH
4.0) 0.0010, 0.0025, 0.0050, 0.0075 ve 0.01 M ’lik bes farkli konsantrasyonda
hazirlanarak aktivite olgiimleri gerceklestirildi. Elde edilen sonuglardan Lineweaver-

Burk grafikleri yardimiyla Ky, ve Vi sabitleri belirlendi.
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3.2.10.5. immobilize Enzimin Tekrar Kullanilabilirligi

Elde edilen immobilize enginar polifenol oksidazinin yeniden kullanilabilirligini
belirlemek i¢in; 1 gr boncuk tartildi. Krezolaz aktivitesi i¢in, 0.1 M asetat tamponunda
(pH 4.0) 0.0025 M konsantrasyonda tirozin substrati hazirlandi. Katesolaz aktivitesi i¢in
ise, 0.2 M malat tamponunda (pH 7.0) 0.02 M katesol substrat1 hazirlanarak aktiviteleri
olgiildii.

3.2.10.6. Immobilize Enzimin Depo Kararhhg

Immobilize enginar polifenol oksidazinin depo kararliligini belirlemek amaciyla,
lic glin araliklarla serbest ve immobilize enzimin krezolaz ve katesolaz aktiviteleri
Olctildii. Serbest enzim i¢in 0.1 mL, immobilize boncuklar i¢in 0.1 gr alinarak aktivite

tayinleri optimum kosullarda gerceklestirildi.
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4. DENEYLER VE BULGULAR

4.1. Kantitatif Protein Tayini i¢cin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayini i¢in Lowry Yontemi kullanildi. Protein standart grafigi
Boliim 3.2.1.1 agiklandig1 gibi hazirlandi (Sekil 4.1). Ekstraksiyon sonrasi elde edilen
ham eckstrakt, tuz c¢oktiirmesi ve dializ sonrasi elde edilen dializat ¢ozeltilerinin ve

yikama sulariin protein miktarlar1 bu standart grafikten belirlendi.
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Sekil 4.1. Lowry yontemine gore protein standart grafigi

4.2. Enginar Bas Kismindan Ham Ekstrakt Hazirlanmasi

Antalya-Gaziosmanpasa’dan alinan enginarlarin bas kisimlarindan Bolim
3.2.3°de anlatildig1 gibi polifenol oksidaz enzimi izole edildi. Elde edilen homojenat,
sogutmali santrifiijde santrifiijlendikten sonra bitki duvarlarin1 ve seliilozik lifli kismi

igeren ¢okelti atildi. Santrifiij sonrasi elde edilen siiziintii ham ekstrakt olarak saklandi.
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4.3. Enginar Polifenol Oksidaz Enziminin Coktiiriilmesi ve Dializ

Enginarin bag kisminin polifenol oksidaz enzimi, B6lim 3.2.3 ’de belirtildigi
sekilde izole edildi. Elde edilen ham ekstrakta % 10-90 lik amonyum siilfat ¢oktiirme
islemi Boliim 3.2.4 ’de anlatildig1 sekilde uygulandi. Elde edilen ¢okeltiler 0.1 M Tris-
HCI tamponunun kii¢iik hacimleri ile (pH 7.0) ¢6ziildiikten sonra ayni tampona kars1 bir
gece 4 °C ’de dializ edildi (Boliim 3.2.5.). Dializat bes kat seyreltilerek -20 °C ’de
saklandi. Bu izolasyon sirasinda elde edilen fraksiyonlarin protein ve enzim aktiviteleri

Tablo 4.1 ’de verilmistir.

Tablo 4.1. Enginar PFO ’sunun izolasyonu sirasinda belirlenen protein igerikleri ve
enzim aktiviteleri

Toplam Toplam Toplam | Spesifik Akt. | Spesifik Akt.
Protein | Katesolaz Krezolaz Katesolaz Krezolaz
(mg/ml) akt. akt. (U/mg (U/mg
(Unite) (Unite) protein) protein)

Ham

ekstrakt 1650 7368000 3684 4465.4 2.3

% 90 ’hk

tuz 884.6 5645400 3362 6381.5 3.8

coktiirmesi

dializati

4.4. Enginar Polifenol Oksidazinin Alginat, Karragenan ve Alginat Karragenan

Jellerde Tutuklanmasi

Enginardan izole edilen polifenol oksidaz enziminin alginat, karragenan ve
alginat + karragenan jellerde tutuklanmasi Boliim 3.2.6, Boliim 3.2.7 ve Boliim 3.2.8’de
anlatildigr gibi yapilmistir. Gergeklestirilen immobilizasyonlarin immobilizasyon

yiizdeleri, krezolaz ve katesolaz aktiviteleri Tablo 4.2 ’de verilmistir.



Sekil 4.2. Enginar PFO ’sunun alginat jelde tutuklanmast ile elde edilen boncuklar
(Damlatma ¢ozeltisi % 2 ’lik CuCl,)

Sekil 4.3. Enginar PFO ’sunun karragenan jelde tutuklanmasi ile elde edilen boncuklar
(Damlatma ¢ozeltisi % 2 ’lik KCI)

Sekil 4.4. Enginar PFO ’sunun alginat + karragenan jelde tutuklanmasi ile elde edilen
boncuklar (Damlatma ¢ozeltisi % 2 ’lik KCI + CuCl,)



Tablo 4.2.

Alginat,

karragenan ve
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alginat

+ karragenan jellerde

yapilan

immobilizasyonlarin immobilizasyon yiizdeleri ve enzim aktiviteleri

Immobilizasyon Katesolaz akt. Krezolaz akt.

yiizdesi (U/gr boncuk dak) | (U/gr boncuk dak
Alginat jelde
tutuklama 70 370 13.33
Karragenan jelde
tutuklama 37 120 2.66
Alginat +
karragenan jelde 60 320 90
tutuklama
4.5. Enginar Polifenol Oksidazinin Alginat Jelde Immobilizasyonunun
Optimizasyonu

4.5.1. Damlatma Cozeltisinin Belirlenmesi

Enginar polifenol oksidazinin alginat jelde immobilizasyonunda damlatma

¢ozeltisinin belirlenmesi icin; damlatma ¢ozeltisi olarak % 2 ’lik CaCl, ve % 2 ’lik

CuCl; kullanildi. Tutuklama islemi Bo6lim 3.2.9.1 ’de belirtildigi gibi yapildi. Elde

edilen sonuglar Tablo 4.3 ’de verilmistir.

Tablo 4.3. Enginar PFO

¢Ozeltisinin belirlenmesi

sunun  alginat jelde immobilizasyonunda damlatma

Damlatma Immobilizasyon Katesolaz akt. Krezolaz akt.
cozeltisi yiizdesi (U/gr boncuk dak) | (U/ gr boncuk dak
% 2 ’lik CuCl, 80 620 6.6

% 2 ’lik CaCl, 57 430 4

Tablo 4.3 *te gorildiigii gibi; alginat jelde gerceklestirilen immobilizasyonlarda

damlatma ¢ozeltisi olarak CuCl, kullanildiginda hem immobilizasyon yiizdesi hem de

enzim

aktiviteleri

daha

yuksek  bulundu.

Bu

nedenle

bundan sonraki

immobilizasyonlarda damlatma ¢ozeltisi olarak CuCl, kullanilmasina karar verildi.
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4.5.2. Alginat Konsantrasyonunun Optimizasyonu
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Sekil 4.5. Katesolaz aktivitesine alginat konsantrasyonunun etkisi
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Sekil 4.6. Krezolaz aktivitesine alginat konsantrasyonunun etkisi
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Enginar polifenol oksidazinin alginat jelde immobilizasyonunda optimum
alginat konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in; % 1, 2, 3 ve 4 ’lik konsantrasyonlarda
hazirlanan alginat jellerde immobilizasyonlar ger¢eklestirildi. Elde edilen sonuglar Sekil

4.5 ve 4.6 *de verilmistir.

Yapilan protein tayini, krezolaz ve katesolaz aktivite tayinlerinin sonuglar
degerlendirildiginde; en yiiksek enzim aktiviteleri % 3 konsantrasyonluk alginat jel
kullanildiginda gozlendi (Sekil 4.5 ve 4.6). Bundan sonraki immobilizasyonlarda alginat

konsantrasyonunun % 3 olarak c¢alisilmasina karar verildi.

4.5.3. CuCl; Konsantrasyonu Optimizasyonu

Enginar polifenol oksidazinin alginat jelde immobilizasyonunda optimum CuCl,
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in; % 1, 2, 3 ve 4 ’likk konsantrasyonlarda hazirlanan
damlatma ¢oOzeltilerinde immobilizasyonlar Bolim 3.2.9.3 ’de belirtildigi gibi
gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.7 ve 4.8 ’de verilmistir. En yiiksek enzim
aktiviteleri % 2 konsantrasyonluk CuCl, damlatma c¢ozeltisi olarak kullanildiginda
belirlendi (Sekil 4.7 ve 4.8). Bundan sonraki immobilizasyonlarda CuCl,

konsantrasyonu % 2 olarak calisilmasina karar verildi.
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Sekil 4.7. Katesolaz aktivitesine CuCl, konsantrasyonunun etkisi
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Sekil 4.8. Krezolaz aktivitesine CuCl, konsantrasyonunun etkisi
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4.5.4. Enzim Miktar1 Optimizasyonu

Dializat (D), 1/2 oraninda seyreltilmis dializat (1/2 D), 1/5 oraninda seyreltilmis
dializat (1/5 D) ve 1/10 oraninda seyreltilmis dializat (1/10 D) olacak sekilde enzim
cozeltileri kullanilarak immobilizasyonlar gergeklestirildi. Elde edilen boncuklarin
krezolaz ve katesolaz aktiviteleri belirlenerek olusturulan grafiklerde en uygun enzim
miktarinin katesolaz aktivitesi i¢in 1/10 D, krezolaz aktivitesi i¢in 1/5 D oldugu
gbzlendi (Sekil 4.9 ve 4.10). Bundan sonraki ¢alismalar ortak olacagi i¢in 1/5 D ile

devam edildi.
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Sekil 4.9. Katesolaz aktivitesine yiiklenen enzim miktarinin etkisi
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Sekil 4.10. Krezolaz aktivitesine yiiklenen enzim miktarinin etkisi

4.5.5. Boncuk Boyutu Optimizasyonu

Boncuk boyutu optimizasyonu igin; siyah enjektor ucu, yesil enjektdr ucu ve
pastor pipeti kullanildi. Kumpasla yapilan 6l¢timlerde boncuklarin caplari sirasiyla 2
mm, 3 mm ve 4 mm olarak belirlendi. En yiiksek enzim aktiviteleri yesil enjektor ug (3

mm) kullanildiginda belirlendi (Sekil 4.11 ve 4.12).



Katesolaz Aktivite (U/gr boncuk)

Krezolaz Aktivite (U/gr boncuk)
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Sekil 4.11. Katesolaz aktivitesine boncuk boyutunun etkisi
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Sekil 4.12. Krezolaz aktivitesine boncuk boyutunun etkisi
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4.5.6. Boncuk Miktar1 Optimizasyonu

1/5 oraninda seyreltilmis enginar polifenol oksidaz1 % 3 ’liik alginat jele
tutuklanarak % 2 ’lik CuCl, damlatma c¢dozeltisine yesil uglu enjektorle damlatilarak
boncuklar elde edildi. Aktivite tayinlerinde kullanilacak optimum boncuk miktarinin

belirlenmesi i¢in; 0.1, 0.2, 0.25 ve 0.5 gr boncuk kullanildi.

Elde edilen sonuglar Sekil 4.13 ve 4.14 ’de verilmistir. Optimum boncuk miktari

0.1 gr olarak belirlendi (Sekil 4.13 ve 4.14).
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Sekil 4.13. Katesolaz aktivitesine boncuk miktarinin etkisi
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Sekil 4.14. Krezolaz aktivitesine boncuk miktarinin etkisi

Tablo 4.4. Enginar PFO ’sunun alginat jelde tutuklanmasinin optimizasyon sonuglari

Alginat Konsantrasyonu % 3
CuCl; Konsantrasyonu % 2
Enzim Miktar: 1/5D
Boncuk Boyutu 3 mm
Boncuk Miktari 0.1gr

Enginar polifenol oksidazinin alginat jelde tutuklanma kosullar1 Tablo 4.4 ’de
goriildiigli gibi optimize edilmistir. Alginat + karrreganan ve karragenan jellerde
polifenol oksidaz immobilize edilirken de boncuklar yukaridaki optimizasyon
kosullarinda hazirlandi. Calismanin devaminda her {i¢ jelden hazirlanan immobilize
boncuklarin optimum pH, optimum sicaklik, termal ve depo kararliligi, yeniden
kullanilabilirlik gibi baz1 biyokimyasal 6zellikleri ¢alisildi ve serbest enziminki ile

karsilastirildi. Ancak karragenan jelde tutuklanmis polifenol oksidazinin biyokimyasal
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Ozelikleri calisilirken; boncuklar ortam sartlarindan olumsuz etkilenerek bozuldu. Bu
durum deney tekrarlarinda anlamli sonuglar elde edilmemesine neden oldu. Bu nedenle

sadece alginat ve alginat + karragenan boncuklara ait karakterizasyon sonuglar1 verildi.

4.6. Alginat ve Alginat + Karragenan Jellerde Tutuklu Enginar Polifenol

Oksidazimin Baz1 Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.6.1. Optimum pH

Enginar polifenol oksidazinin optimum pH ’larin1 belirlemek iizere farkli pH
degerlerinde (2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0) farkli tamponlar1 hazirlandi. Katesolaz
aktivitesi i¢in; yukaridaki tamponlarda 0.02 M katesol ¢ozeltisi, krezolaz aktivitesi igin
2.5 mM tirozin ¢Ozeltisi substrat olarak kullanildi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda
immobilize ve serbest enzim igin aktivite - pH grafikleri olusturuldu (Sekil 4.15 ve
Sekil 4.16). Katesolaz aktivitesi i¢in hem immobilize hem de serbest enzim icin

optimum pH 7.0, krezolaz aktivitesi i¢in ise pH 4.0 olarak belirlendi.

4.6.2. Optimum Sicakhk Tayini

Enginardan elde edilen polifenol oksidazin optimum sicakliklarin1 belirlemek
lizere katesolaz aktivitesi i¢in substrat olarak 0.02 M katesol ¢ozeltisi kullanilarak 5, 10,
20, 30, 40, 50, 60, ve 70 °C *de calisildi. Krezolaz aktivitesi i¢in substrat olarak 2.5 mM
tirozin ¢ozeltisi kullanilarak 20, 30, 40, 50, 60, ve 70 °C ’de calisildi. Bu sicakliklarda
enzimatik aktiviteler belirlendi ve aktivite-sicaklik grafikleri ¢izildi (Sekil 4.17 ve Sekil
4.18). Katesolaz aktivitesi i¢in alginatta tutuklanmis enzimin optimum sicakligr 70 °C,
alginat + karragenanda tutuklanmis enzimin optimum sicakligi 40 °C, serbest enzim i¢in
ise 5 °C olarak belirlendi. Krezolaz aktivitesi i¢in alginatta tutuklanmis enzimin
optimum sicakligi 30 °C, alginat + karragenanda tutuklanmis enzimin optimum sicakligi

20 °C, serbest enzim igin ise 50 °C olarak belirlendi.
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Sekil 4.15. Serbest ve immobilize PFO ’larin pH ’a bagl katesolaz aktivitelerinin

degisimleri
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Sekil 4.16. Serbest ve immobilize PFO ’larin pH ’a bagl krezolaz aktivitelerinin

degisimleri
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Sekil 4.17. Serbest ve immobilize PFO ’larin sicakliga bagh katesolaz aktivitelerinin

degisimleri
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Sekil 4.18. Serbest ve immobilize PFO ’larin sicakliga bagli krezolaz

aktivitelerinin degisimleri
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4.6.3. Termal Kararhlhk Calismasi

Enginar polifenol oksidaz enziminin sicaklia kars1 dayaniklilik 6zelliginin

arastirilmasi icin Oncelikle optimum sartlarda katesol ve tirozin substratina karsi aktivite

tayinleri yapildi. Enzim ¢ozeltisi 1 saat siire ile 40, 50, 60 ve 70 °C ’lerde inkiibe edildi.

Inkiibe edilen c¢ozelti 0., 15., 30., 45. ve 60. dakikalarda olmak iizere her 15 dakika

sonunda buz banyosuna alindi1 ve sonra da ilgili aktivite tayini yapildi. Serbest enzim ve

immobilize enzim i¢in optimum sicaklikta 6l¢iilen aktivite degerleri % 100 olarak

alindi. Elde edilen aktivite degerleri % aktiviteye doniistiiriilerek % aktivite-zaman

grafikleri ¢izildi (Sekil 4.19, 4.20, 4.21 ve 4.22).
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Sekil 4.19. Alginat boncuklara immobilize (kirmizi) ve serbest PFO ’nun (siyah)

katesolaz aktivitesine ait termal kararlilik grafigi

Serbest polifenol oksidazin ve alginat jele tutuklanmis immobilize polifenol

oksidazin katesolaz aktiviteleri incelendiginde; serbest enzimin 40 ve 50 °C ’lerde
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aktivitesini tamamen, 60 ve 70 °C ’lerde de yaklasik % 40 kadarin1 korudugu goézlendi.
Immobilize formun ise serbest enzime gore tiim sicakliklar icin aktivitesini % 100
korumus oldugu hatta aktivite bile kazandigi gozlendi (Sekil 4.19). Alginat +
karragenan boncuklara tutuklanmis immobilize enzim de alginat boncuklara benzer bir
termal kararlilik grafigi gosterdi. Ancak 50 °C deki aktivite degerleri diger sicakliklara
gore daha diisiik olarak belirlendi. Benzer sonuglar 60 °C i¢in de gozlendi (Sekil 4.20).

Bu immobilize formlarin ve serbest enzimin krezolaz aktivitesine ait termal
kararlilik grafikleri incelendiginde ise; serbest enzimin 1 saatin sonunda 40 °C de
aktivitesinin tamamini korudugu goézlendi. 50 °C de ise aktivite artis1 belirlendi. 60 ve

70 °C ’lerde ise bu siire sonunda aktivitesinin ancak yaklasik % 20 sini koruyabildi.
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Sekil 4.20. Alginat + Karragenan boncuklara immobilize ve serbest PFO "nun katesolaz

aktivitelerine ait termal kararhilik grafigi
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Sekil 4.21. Alginat boncuklara immobilize ve serbest PFO ’nun krezolaz aktivitesine ait

termal kararlilik grafigi
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Sekil 4.22. Alginat + karragenan boncuklara immobilize ve serbest PFO ’nun krezolaz

aktivitelerine ait termal kararhilik grafigi
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Immobilize formlar ise 1 saatin sonunda tiim sicakliklarda aktivitelerinin
tamamini, hatta 70 °C ’de yaklasik % 75 ’ni korudugu gozlendi (Sekil 4.21ve Sekil
4.22).

4.6.4. Enginar Polifenol Oksidaz icin K, ve V. Degerlerinin Bulunmasi

K ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla, optimum sartlarda katesol
substratindan 0.002, 0.004, 0.006, 0.008 ve 0.01 M ’lik; tirozin substratindan 0.0010,
0.0025, 0.0050, 0.0075 ve 0.01 M ’lik olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda
cozeltiler hazirland1 ve serbest ve immobilize polifenol oksidazlarin enzim aktiviteleri
olgiildii. Olgiilen aktivite degerleri (U/mLdak ve U/gr boncuk) cinsinden ifade edildi.
1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak her bir substrat i¢cin Linewear-Burk grafikleri ¢izildi
(Sekil 4.23-4.24 ve 4.25). Ky ve Vimax degerleri, grafiklerden yararlanarak hesaplandi.
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. 1
<)
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Sekil 4.23. Serbest ve immobilize PFO ’larin katesolaz aktivitesi i¢in Lineweaver-Burk

Grafigi
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Krezolaz Aktivite Kinetik Grafigi
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Sekil 4.24. Serbest ve alginat boncuklara immobilize PFO nun krezolaz aktivitesi i¢in

Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 4.25. Alginat + Karragenan boncuklara immobilize PFO'nun krezolaz aktivitesi

icin Lineweaver-Burk Grafigi
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Tablo 4.5. Serbest ve immobilize enzimlerin krezolaz aktivitesi igin kinetik degerleri

Km (mM) Vmax Vmax/ Km
Serbest enzim 1.58x 107 142.85
(U/mL dak) 90411
Alginat boncuk 1.92x 107 99
j (U/g boncuk dak) 51562
Alginat-Karragenan boncuk 5.0x 107 111.1
; i (U/g boncuk dak) 22220

Tablo 4.6.Serbest ve immobilize enzimlerin katesolaz aktivitesi i¢in kinetik degerleri

K (mM) Vmax Vinax/ Km
Serbest enzim 2.32x 107 1613 695 258
(U/mL dak)
Alginat boncuk 6.66 x 107 1000 150 150
(U/g boncuk dak)
Alginat-Karragenan boncuk 8.0x 107 1282 160 250
(U/g boncuk dak)

4.6.5. Iimmobilize Enzimlerin Tekrar Kullanilabilirligi

Alginat ve alginat + karragenan boncuklara immobilize edilmis enginar polifenol
oksidazinin yeniden kullanilabilirligini belirlemek i¢in; tartilan 1 gr boncuk ile krezolaz
ve katesolaz aktivite tayinleri ayn1 boncuklarla tekrarlanarak gerceklestirildi.

Alginat boncuklarla hem krezolaz hem katesolaz aktiviteleri ayn1 boncuklar
kullanilarak 10 dongili icin calisilabildi. 8 dongii siiresince boncuklarin katesolaz
aktivitesini tamamen korudugu, 9. ve 10. dongiilerde yaklasik % 40 kadar aktif oldugu
goriildii. Benzer sekilde krezolaz aktivitesi icin de 8 dongii siiresince aktivitesinin
yaklasik % 80 - 90 11, 10. dongiide % 56 ’sin1 korudugu gozlendi (Sekil 4.26).

Alginat + karragenan boncuklarda katesolaz aktivitesinde onemli oranda artis
gbzlendi. 5. dongiide aktivite yaklasik 3 kat artarken, 8. dongiide aktivitenin % 65 inin
korundugu goriildii. Boncuklar 3 dongiide krezolaz aktivitelerini korurken 7. dongii

sonunda aktivitenin yine % 65 oldugu goriildii (Sekil 4.27).
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Sekil 4.26. Alginat boncuklara immobilize PFO ’nun kesikli proseste yeniden
kullanilabilirligi
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Sekil 4.27. Alginat + Karragenan boncuklara immobilize PFO nun kesikli proseste

yeniden kullanilanilabilirligi
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4.6.6. Iimmobilize Enzimin Depo Kararlihig

Alginat ve alginat + karragenan boncuklara immobilize edilmis enginar polifenol
oksidazinin ve serbest enzimin depo kararliligini belirlemek amaciyla, serbest ve

immobilize enzimlerin katesolaz ve krezolaz aktivitesi 3 giin araliklarla 6l¢tildii.
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Sekil 4.29. Alginat ve alginat + karragenan boncuklarda immobilize ve serbest PFO’nun

katesolaz aktivitesi i¢in depo kararlilik grafigi
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Sekil 4.28. Alginat ve alginat + karragenan boncuklarda immobilize ve serbest PFO’nun

krezolaz aktivitesi i¢in depo kararhlik grafigi
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Immobilizasyon tekniklerinden biri olan tutuklama teknigi, bir bosluga veya ag
icine enzimin fiziksel olarak hapsedilmesi olarak tanimlanabilir. Multivalent karsit
iyonlarin eklenmesiyle polianyonik veya polikatyonik polimerlerin jellesmesi seklinde
uygulanan enzim tutuklamasi enzim immobilizasyonunda kullanilan basit ve yaygin bir
metottur (Mammeralla ve Rubiolo, 2005). Calisma kapsaminda, PFO enzimi agisindan
zengin bir bitkisel kaynak olan enginardan (Cymnara scolymus) izole edilen PFO
enziminin immobilizasyonu amaglanmis olup, immobilizasyon alginat, karragenan ve
alginat + karragenan jellerde gerceklestirilmis ve serbest ve immobilize tirozinazin
optimum pH ve sicaklik, K, ve V. kinetik sabitleri, termal kararlilik, yeniden

kullanilabilirlik ve depo kararlilig1 gibi baz1 biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir.

Oksido - rediiktaz enzim sinifina ait olan polifenol oksidazlara (EC.1.14.18.1)
muz, elma, armut, dut, enginar, patlican, patates, yerelmasi, kahve, kakao tohumu vb.
pek cok meyve ve sebzede rastlamak miimkiindiir. Bizim g¢alismamizda polifenol
oksidazca zengin bir kaynak olan enginar kullanilmistir (Leoni vd., 1990, Lattanzio vd.,
1994, Espin vd., 1997, Lopez-Molina vd., 2003, Aydemir, 2004, Leventer, 2005, Dogan
vd., 2005).

Enzim izolasyonu sirasinda pek ¢ok farkli tampon kullaniimaktadir.
Calismamizda izolasyon i¢in Tris - HCI tamponu (pH 7.0) kullanilmistir. Bir ¢ok
literatiirde polifenol oksidaz izolasyonunda sodyum-potasyum fosfat tamponu
kullanilmasia ragmen, fosfat tamponlari Ca * % iyonlarini jelden uzaklastirip polimerde
bozulmalara neden olabilecegi literatiirde bildirildigi i¢in bu ¢aligmada bu tampondan

kacimilmistir (Fraser ve Bickerstaff, 1997).
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Enginar basindan enzim ekstraksiyonu Bolim 3.2.3. ’te belirtildigi gibi
yapilmistir. Enzimatik kararmayr engellemek amaciyla PVP (polivinilpirolidon)
kullanilmistir. PVP, fenollerin iyonlagsmadigi nétral ya da asidik pH *da ¢ok kuvvetli bir
proton alicisidir ve PFO ’nun kismi yarigsmali inhibitoriidiir. Kinon indirgeyici ajan
olarak askorbik asit ve hiicre organellerine bagli haldeki inaktif enzimi ¢dzmek
amactyla % 0.1 ’lik Triton X-100 ekstraksiyon tamponuna dahil edilmistir (Leventer,

D., 2005).

Enginar basindan izole edilen polifenol oksidaz enzimi, % 10 ’luk amonyum
stilfat ¢oktiirmesi uygulanmistir. Siipernatantta yiiksek aktivite gozlenmesi nedeniyle bu
kez % 90 ’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi
proteinleri ¢oktiirmek ve ayrica enzim kararliliim1 korumak amaciyla uygulanan bir
islemdir. izole edilen polifenol oksidaz enzimi daha sonra Tris - HCI tamponunda (pH
7.0) dializ edilmistir. Dializ islemi Boliim 3.2.5. ’de anlatildigi gibi uygulanmigtir.
Dializ islemi ile ortamdaki kiigiik molekiiller ve tuzlar enzim c¢o6zeltisinden
uzaklastirilmistir. En yiiksek PFO aktivitesi % 90 ’lik tuz ¢oktiirmesi sonrasi dializatta

belirlenmis olup, bu fraksiyon enzim kaynagi olarak kullanilmistir (Tablo 4.1).

% 90 ’lik tuz coktiirmesi sonrast elde edilen dializat alginat, karragenan ve
alginat + karragenan jel karisimlarinda tutuklanmis ve bazi biyokimyasal 6zellikleri
serbest enzimle karsilagtirilmistir. Sodyum alginat jelde immobilizasyon, hizli ve kolay
uygulanabilir bir metot olmas1 nedeniyle immobilizasyon ¢aligsmalarinda biiytik kolaylik
saglamaktadir. Alginat jel enzim kagisim1 Onleyecek fakat substratin enzime erisimini
engellemeyecek gozenek yapisina sahiptir. Karragenan jeller ise 1limli immobilizasyon

kosullar1 saglar ve karragenan jelden enzim ve hiicre kagis riski oldukea diistiktiir.

Bu tez kapsaminda protein tayinleri Lowry metodu ile yapilmigtir. Lowry
yonteminde standart protein olarak % 0.001 ’lik sigir serum albiimini kullanilmas,
standart grafik cizilmistir (Sekil 4.1). Calismada ham ekstraktin, tuz ¢oktiirmesi ve
dializ sonras1 elde edilen dializat ¢ézeltilerinin ve immobilize enzimin damlatildig:
CuCl,, CaCl, ve KCI ¢ozeltilerinin ve ytkama sularimin protein miktarlari bu standart
grafiklerden yararlanilarak belirlenmistir. Bulunan protein miktarlarindan, tutunmayan
protein ve tutunan protein miktarlar1 hesaplanarak immobilizasyon yiizdeleri tayin

edilmistir (Tablo 4.2). Tabloda goriildiigli gibi alginat, karragenan ve alginat +
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karragenan jeller i¢cin immobilizasyon yiizdeleri sirastyla % 70, % 37 ve % 60 olarak
bulunmustur. En yiiksek katesolaz aktivitesi alginat jelde gozlenmistir (370 U/gr boncuk
dak). En ytiksek krezolaz aktivitesi ise alginat + karragenan jelde gozlenmistir (90 U/gr
boncuk dak). Katalitik aktivitesinin yiliksek ve tutuklama yiizdesinin de oldukga iyi
olmasindan dolayr alginat ve alginat + karragenan jellerin polifenol oksidaz
immobilizasyonu i¢in uygun birer matriks tabaka oldugu belirlenmistir. Karragenanla
yaptigimiz ¢alismada alginat ve alginat + karragenanda oldugu kadar basarili aktivite
sonuglar1 alinamamustir. Bu yiiksek sicakliklarda jelin yapisinda bozulmalarin olmasi ve

enzimin serbest kalarak ortama ge¢mesi ile agiklanabilir.

Jel indiikleyici sistem olarak ¢esitli polimerler i¢in KCIl, CaCl, ve CuCl,
cozeltileri gibi katyonik cozeltiler kullanilmaktadir. Calismada literatiirde belirtildigi
gibi alginat ve alginat + karragenan jeller i¢in CuCl,, karragenan jel icin ise KCl jel
indiikleme ajan1 olarak kullanilmistir (Tablo 4.3). Tablo 4.3 ’te gorildiigii gibi; alginat
boncuklar hazirlanirken damlatma ¢ozeltisi  olarak  CuCl,  kullanildiginda
immobilizasyon yiizdesi ve elde edilen aktivite sonuglart CaCl, ’den daha iyidir.
Literatiirde bu durum polifenol oksidaz enziminin bakir kofaktorlii olmasiyla ve ayrica
alginat icin Cu “nin Ca "> den daha yiiksek bir affiniteye sahip olmasi ile

aciklanmaktadir (Palmieri vd., 1994, Ates vd., 2006).

Tutuklama materyali olarak kullanilan polimerin yani jelin konsantrasyonu ve
tutuklama ¢6zeltisinin konsantrasyonu enzimin tutuklamasinda énemli parametrelerdir.
Bu nedenle oncelikle PFO ’in her iki aktivitesi iizerine alginat ve CuCl,
konsantrasyonunun etkisi, ayrica enzim miktari, boncuk boyutu ve boncuk miktarinin
etkileri de arastirilmis ve optimum degerleri belirlenmistir Sirasiyla % 1, 2, 3 ve 4 ’lik
konsantrasyonlardaki alginat jellere immobilize edilen PFO ’nun krezolaz ve katesolaz
aktivite tayinleri yapilarak, alginat konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisi
arastirilmistir. Her iki aktivite tayini sonucunda optimum alginat konsantrasyonu % 3
olarak bulunmustur (Sekil 4.5 ve 4.6). PFO enzimin alginat jeldeki tutuklamalari i¢in
uygun bir damlatma ¢dzeltisi oldugu belirlenen CuCl, ¢6zeltisinin konsantrasyonunun
enzim aktiviteleri iizerine etkileri incelenmis ve hem krezolaz hem de katesaolaz
aktivitesi i¢in optimum CuCl, konsantrasyonunun % 2 oldugu tespit edilmistir (Sekil

4.7 ve 4.8). Alginat boncuklara yiiklenen enzim miktarinin katalitik aktivite iizerine
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etkisi dort farkli enzim konsantrasyonu calisilarak incelenmistir. Enzim miktariyla
orantili olarak aktivitenin de arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.9 ve 4.10). Boncuklara
yliklenecek enzim miktarinin optimizasyon ¢alismasinda her iki enzimatik aktivite i¢in
1/5 D konsantrasyonunun (5 kat seyreltilmis dializat ¢ozeltisi) optimum oldugu
gozlenmistir. Boncuk boyutunun aktivite iizerine etkisi ¢alisildiginda; en yiiksek
aktivite yesil uclu enjektorle hazirladigimiz boncuklarda belirlenmistir (Sekil 4.11 ve
4.12). Yesil uglu enjektor kullanilarak elde edilen 3 mm ’lik boncuklarin ¢ap1 optimum
boncuk boyutu olarak belirlenmistir. Kullanilacak optimum boncuk miktarini
belirlemek i¢in gergeklestirilen ¢aligmada 0.1, 0.2, 0.25 ve 0.5 gr olmak {izere dort farkl
boncuk miktar1 ile ¢alisilmig; 0.1 gr boncuk miktarin en yiiksek enzimatik aktiviteyi
gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 4.13 ve 4.14). Bu optimizasyon caligmasinin sonuglari

Tablo 4.4 ’te verilmistir.

Tezin ikinci kisminda; alginat ve alginat + karragenan jellerde tutuklanan
polifenol oksidazlara ait optimum pH ve sicaklik, K, ve V¢ kinetik sabitleri, termal
ve operasyonel kararlilik, yeniden kullanilabilirlik ve depo kararliligt gibi bazi

biyokimyasal 6zellikleri arastirilmistir ve bunlara ait veriler raporlanmistir.

PPO enziminin optimum pH degeri ekstraksiyon metoduna, substrata, enzimin
hiicre i¢indeki yerine ve enzim kaynagina bagli olarak genis bir aralikta degisir.
Genellikle pH 4.0 ve 7.0 arasindadir (Beena ve Gowda, 2000). Immobilizasyon islemi
enzimin calisma kosullarini daha 1limli hale getiren bir metottur ve enzimin pH ¢alisma
araligim degistirebilir veya genigletebilir. Serbest ve immobilize tirozinaz i¢in optimum
pH calismast pH 2.0 - 9.0 araliginda yapilmistir. Alginat ve alginat + karragenan
jellerde tutuklanan enginar polifenol oksidazi i¢in; katesolaz aktivitesinde serbest ve
immobilize enzim formlar i¢in optimum pH degeri 7.0 olarak, krezolaz aktivitesi igin
ise optimum pH degeri 4.0 olarak bulunmustur. (Sekil 4.15 ve 4.16). Sekil 4.15 ve 4.16
’da goriildiigi gibi serbest ve immobilize formlar i¢in optimum pH degerleri ayni
kalmistir. Bu veriler gergeklestirilen immobilizasyon uygulamasinin PFO ’1n optimum

pH ’11izerinde olumlu veya olumsuz bir degisiklik yapmadigini1 gostermektedir.
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Ortam pH ’min, enzimlerin iyonlasabilen gruplari iizerinde 6nemli bir etkisi
oldugu i¢in enzim aktivitesindeki rolii biiyliktiir. Aktif merkezin konformasyonunu
koruyup islevini yerine getirebilmesi i¢in bu gruplarin iyonik formda olmasi gerekir. pH
substrattaki iyonlasabilen gruplari etkileyebilmektedir. Immobilizasyon ¢alismalarinda
optimum pH ’m degisimi enzimin yiikiine veya kullanilan matrikse baghdir. Bu
degisim, enzimin yap1 - fonksiyon iligkisinin anlasilmasinda yardimci olur. Alginat ve
poli(akrilamid-ko-akrilikasit) hidrojellerde ikili immobilizasyonun optimum pH ’1
alginat i¢in 7.0 ve poli(akrilamid-ko-akrilikasit) hidrojeli i¢in 5.0 olarak bulunmustur
(Yahsi vd., 2005). Palmieri ve ark. tarafindan Cu - alginat jeller kullanilarak
gergeklestirilen fungal polifenol oksidaz immobilizasyonunda immobilize enzim ig¢in
optimum pH 4.0 olarak belirlenmistir (Palmieri vd., 1994). Munjal ve Sawhney ise
alginat boncuklara immobilize ettikleri mantar tirozinazinin genis bir pH araliginda
maksimum aktivite gostermesine ragmen optimum pH ’1 6.5 olarak tespit etmislerdir
(Munjal ve Sawhney, 2002). Yildiz ve ark. ise ii¢ farkli iletken kopolimere immobilize

ettikleri PFO ’larin optimum pH ’larii 8.0, 9.0, ve 10.0 olarak belirlemiglerdir (Yildiz
vd., 2005).

Alginat ve alginat + karragenan jellere tutuklanmis polifenol oksidaz enzimine
sicakligin etkisi belirlemek amaciyla; katesolaz aktivitesi i¢in 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
ve 70 °C ’de, krezolaz aktivitesi i¢in ise 20, 30, 40, 50, 60, ve 70 °C ’de sicakliklarda
calisilmigtir. Katesolaz aktivitesinde alginatta tutuklanmis enzimin optimum sicakligi 70
°C, alginat + karragenanda tutuklanmis enzimin optimum sicakligi 40 °C, serbest enzim
icin ise 5 °C olarak belirlenmistir (Sekil 4.17). Krezolaz aktivitesi i¢in alginat
boncuklardaki immobilize enzimin optimum sicakhigi 30 °C, alginat + karragenan
boncuklardaki igin 20 °C, serbest enzim igin ise 50 °C olarak tespit edilmistir (Sekil
4.18). Tutuklama yontemi, bilhassa krezolaz aktivitesinde, immobilize enzim ig¢in
serbest enzime gore daha diisiik sicakliklarda ¢alisma imkani saglamistir. Boylelikle bu
immobilizasyon yonteminin endiistriyel agidan daha diisiik sicakliklarda ve daha diisiik

maliyetle ¢aligabilme imkan1 saglayabilecegi diistintilmektedir.
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Kurbaga epidermis PFO ’nin krezolaz aktivitesi i¢in optimum sicaklik degeri 20
°C olarak olgiilmiistiir (Vilanova vd., 1984). Yahsi vd., Ca - alginat ve poli(akrilamid-
ko-akrilikasit) hidrojeline immobilize ettikleri tirozinazin optimum reaksiyon sicakligini
35 °C serbest enzim igin ise 30 °C olarak belirlemislerdir. Optimum sicakliktaki bu
yiikselmeyi, enzimin substrata baglanmasi i¢in optimum konformasyonunun yeniden
diizenlenmesinde gereken aktivasyon enerjisinin enzimler ve polimerik matriks
arasindaki ¢cok yonlii iyonik etkilesimi olarak aciklamiglardir (Yahsi vd., 2005). Munjal
ve ark. alginat ve jelatin jeller icin immobilize enzimin optimum sicakligini sirasiyla 35

°C ve 40 °C olarak bulunmuslardir (Munjal ve Sawhney, 2002).

Immobilize enginar polifenol oksidazinin termal kararlilik ¢alismasi 40, 50, 60
ve 70°C sicakliklarda yapilmigtir. Krezolaz aktivitesi sonuglar1 incelendiginde serbest
enzimin 1 saatin sonunda 40 °C de aktivitesinin tamamint korudugu, 50 °C de
aktivitesinin arttig1, 60 ve 70 °C ’lerde ise aktivitesinin ancak yaklasik % 20 sini
koruyabildigi gozlendi. Alginat jele immobilize edilmis enginar PFO ’nin tiim
sicakliklarda krezolaz aktivitelerini korudugu ve hatta 40°C ’de aktivitesini % 60
arttirdigr goézlenmistir. Alginat + karragenan ’a immobilize edimis enzimin krezolaz
aktivitesi, alginat jelinkine benzer sonuglar gostermis, ayrica serbest enzime gore

aktivitelerini korumada daha kararli oldugu gézlenmistir.

Katesolaz aktiviteleri incelendiginde serbest enzimin 40 ve 50 °C ’lerde
aktivitesini tamamen, 60 ve 70 °C ’lerde de yaklasik % 40 kadarin1 korudugu goézlendi.
Alginatta immobilize enzimin inkiibasyon siireleri sonunda aktivitelerini koruduklar
hatta % 20 oraninda arttirdiklar1 sylenebilir. Alginata + karragenana immobilize edimis
enzim i¢in ise alginat boncuklara benzer bir termal kararlilik grafigi gosterdi. Ancak 50
°C deki aktivite degerleri diger sicakliklara gore daha diisiik olarak belirlendi. Benzer
sonuglar 60 °C i¢in de gdzlendi. Immobilize formlar ise 1 saatin sonunda tiim
sicakliklarda aktivitelerinin tamamini, hatta 70 °C ’de yaklasik % 75 ’ni korudugu

gozlenmistir (Sekil 4.21 ve 4.22).
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Serbest enzimin ilgili aktivitelerde optimum ve/veya optimuma en yakin olan
sicaklik degerinde termal stabilitesinin de daha kararlig1 oldugu goriilmektedir. Genel
olarak optimum sicaklik araliklariin disinda serbest enzim ii¢ boyutlu yapisinin
denatiire olmas1 nedeniyle aktivitesini kaybedebilecegi diisiiniiliir. Iimmobilizasyon ise
enzim uygulamalarinda onlara termal stabilite kazandiran bir uygulamadir. Bu
calismada da immobilize formlara bakildiginda, genel olarak aktiviterini koruduklar
hatta arttig1 dahi gozlenmistir. Sonug olarak enginar polifenol oksidazinin alginat ve
algianat + karragenan jellerde tutuklanmasi enzimin var olan termal kararliligini olumlu

yonde gelistirdigi sdylenebilir.

Termal stabilite immobilize enzim uygulamalarinda en karakteristik
bilgilerinden biridir. Genelde immobilize enzimin aktivitesi, 6zellikle kovalent bagli bir
sistem ise, sicakliga ve denatiirasyon ajanlarina karsi serbest enzimden daha direnclidir.
Yahsi vd., serbest enzim, kalsiyum alginat ve poli(akrilamid-ko-akrilikasit) hidrojeline
ikili immobilize edilen enzim i¢in 1 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 45 °C ’deki
kalan aktivite baglangigtaki aktivitenin serbest enzim i¢in % 50, kalsiyum alginat i¢in %
60 ve poli(akrilamid-ko-akrilikasit) hidrojeli icin ise % 70 ’i kadar oldugunu
gbzlemislerdir. 65 °C ’de ise bu degerlerin % 17, 23 ve 30 oldugu belirlenmistir. Bu
durumda immobilize enzimin diisiik oranda denatiirasyona ugradigi distinilmiistiir.
(Yahsi, vd., 2005). Diger bir caligmada alginata tutuklanmis mantar tirozinazinin
aktivitesi 20 °C ’de stabil kalmistir. 20 - 30 °C araliginda aktivitesinin % 20 azaldig1 ve
30 - 60 °C araliginda ise kalan aktivitesini korudugu belirlenmistir. (Munjal ve

Sawhney, 2002).

Vmax reaksiyon hizi ve K,, Micheals Menten sabiti Lineweaver - Burk
grafiginden yararlanilarak bulunmustur. K, enzimin substrata olan ilgisiyle ters orantili
bir parametredir (Yildiz vd., 2006). K, kinetik sabiti enzim ile substrat arasindaki ES
kompleksinin saglamlik 6l¢iisiidiir. Bu deger kiigiildiikge enzim ve substrat o kadar zor
dissosiye olur. V. sabiti ise enzimin aktifliginin bir 6l¢iisiidiir. Enzim ne kadar aktif
ise Vimax 0 derece yiiksektir. Serbest enzim ve alginat boncuklarda tutuklanan enzimin
krezolaz aktivitesine ait K,, ve Vyax kinetik sabitleri sirasiyla 1.58 x 10 mM ile 142.85
U/mLdak ve 1.92 x 10° mM ile 99 U/mLdak olarak hesaplanmustir. Ayni degerleri
alginat + karragenan boncuklarda 5.0 x 103 mM ile 111.1 U/mLdak olarak

bulunmustur. Ote yandan katesolaz aktivitesinde serbest enzim ve alginat boncuklarda
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tutuklanan enzimin K;, ve V. kinetik sabitleri sirasiyla 2.32 x 10° mM ile 1613
U/mLdak ve 6.66 x 10° mM ile 1000 U/mLdak olarak hesaplanmustir. Bu degerler
alginat + karragenan boncuklarda 8.0 x 10~ mM ile 1282 U/mLdak olarak bulunmustur.
Serbest enzimle karsilastirildiginda krezolaz aktivitesi igin Ozellikle alginat +
karragenan jellerde immobilize enzimin ¢ok diismiis olan K,, degeri, immobilize

boncuklarin iyi bir ara {iriin kompleksi olusturdugunu diistindiirmektedir.

Immobilize formlarda K, degerinin artmasi enzimin substratina karsi serbest
enzimden daha diisiik bir affiniteye sahip oldugunu agik¢a gosterir. Kat1 bir destek
lizerine immobilize edilmis serbest enzim i¢in farkli kinetik davranislarinin birkag
sebebi oldugu gozlenmistir: Oncelikle immobilizasyon, enzimin molekiil yapisinda bazi
konformasyonel degisimlere neden olabilir. ikinci olarak, immobilize enzim serbest
¢ozeltide oldugundan farkli bir ortama yerlestirilmistir ve bu kinetik {izerine belirgin bir
etki edebilir. Son olarak, ¢ozelti ve destek arasinda bir boliinme vardir bu nedenle
enzimin c¢evresindeki substrat konsantrasyonu toplam ¢o6zelti hacminden Onemli

derecede farkli olabilir (Sahin vd., 2005 ).

Palmieri vd. Cu - alginat jelde immobilize ettikleri PFO i¢in ABTS (2,2’-
azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonikasit) substrati1 kullanarak kinetik sabitlerini
belirlemislerdir. Serbest enzim i¢in Ky, degeri 0.28 mM ve Viax degeri ise 3.6 x 107
mM/dk, immobilize enzim i¢in K, degeri 0.3 mM ve V., degeri de 5.7 x 107 mM/dk
olarak bulunmustur ve bu degerlerin serbest ve immobilize enzim i¢in ¢ok benzer
oldugunu gormiistiir. Ca - alginat ve alginat/k-karragenan icerisinde immobilize
enzimin K, degeri sirasiyla 8.68 mM ve 12.7 mM, V.x degerleri de 39.7ve 52.9 mM/dk
olarak bulunmustur. Serbest enzimin K, degeri 6.35 mM ve Vy,x degeri de 50 mM/dk
“dir (Sahin vd., 2005).

Biyokatalizor serbest enzim formunda kullanildiginda biyokatalizoriin yeniden
kullanilabilirliginden s6z edilemez. Bu nedenle endiistriyel agidan 6nemli enzimler i¢in
immobilizasyon formlar1 tasarlanmakta ve bu formlar ile {retim c¢alismalari
planlanmaktadir. Alginat ve alginat + karragenan boncuklara immobilize enginar
polifenol oksidazinin yeniden kullanilabilirlik ¢alismasinda alginat boncuklar her iki
aktivite i¢cin 10 kez aktif halde kullanilabilecegi gozlenmistir. Boncuklarin katesolaz

aktivitesini 8 dongii siiresince tamamen korudugu, 9. ve 10. dongiilerde baslangigtakinin
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yaklasik % 40 aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Krezolaz aktivitesi i¢in de 8 dongii
stiresince aktivitesinin yaklagik % 80 - 90 ’in1, 10. dongiide % 56 ’sim1 korudugu
gozlenmistir (Sekil 4.26). Alginat + karragenan boncuklarda ise katesolaz aktivitesinde
onemli oranda artis gozlenmistir. 5. dongiide aktivite yaklasik 3 kat artarken, 8.
dongiide aktivitenin % 65 ’inin korundugu goriilmiistiir. Boncuklar 3 dongiide krezolaz
aktivitelerini korurken 7. dongii sonunda aktivitenin yine % 65 oldugu gorilmistiir
(Sekil 4.27). Bu artisin nedeni tam olarak aciklanamasa da boncuklarin aktivite
Olctimleri arasinda saf suyla birka¢ kez yikanmalarina ragmen boncuklarin {izerinde
substrat ve iiriin birikmeleri olabilecegi ve bu yiizden aktivitede yaniltici bir artis

olabilecegi diislinlilmiistiir.

Serbest enzim ¢ozeltisi depolama sirasinda genelde kararl degildir ve aktivitesi
yiiksek oranda azalir (Sahin vd., 2005). immobilizasyon, tutuklanan enzimi (aktivite
kaybinda kabul edilebilir bir fark olmadan) serbest enzime oranla daha uzun bir siire
depolanmasina imkan kilar. Periyodik araliklarla yapilan 6l¢limler sonucunda alginat
jelde tutuklanan immobilize enzimin yaklasik 30 giin boyunca her iki aktivitesini de
kaybetmeden uzun siire kullanilabilecegi gozlenmistir (Sekil 4.28 ve 4.29). 4 °C ’de
depolanan serbest enzim ¢ozeltisi i¢in 20 giin boyunca katesolaz ve krezolaz aktivitesi
Olctimleri yapilmis, katesolaz aktivitesi i¢in ilk 15 giinden sonra aktivitenin yaklasik %
45 azaldig1 gozlenmistir. Krezolaz aktivitesi i¢in ise ilk 7 giin boyunca birbirine yakin
aktivite degerleri gozlenirken, sonraki giinlerde yiiksek aktivite sonuglari gdzlenmistir.
Bu siirelerin sonunda her iki aktivite i¢in enzim c¢ozeltisinde mikrobiyal {ireme
olabilecegi diisiiniilerek aktivite tayini sona erdirilmistir. Enginar polifenol oksidazinin
depolama kararliliginin immobilizasyon ile arttigi bulunmustur. Alginat + karragenan
jelde tutuklanan immobilize formun her iki aktivitelerinin ise benzer degerlerde oldugu

gozlenmistir.

Substrat olarak tirozin kullanilarak gerceklestirilen doniisiim ¢alismasinda ilk 25
dakikada baslangictaki tirozin miktarinin % 55 ’inin L- DOPA ’ya dontstiigi, 125.
dakikada bu miktarmn % 90 oldugu goriilmiistiir. Devam eden reaksiyonda ortamda
kalan tirozinin daha yavas bir reaksiyon hiziyla da olsa L- DOPA ’ya doniismekte

oldugu grafikten goriilmistiir (Sekil 4.30).
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Sonug¢ olarak; bu tez kapsaminda; enginar PFO ’1 izole edilmis ve tutuklama
yontemiyle alginat ve alginat + karragenan jellere basariyla immobilize edilmis,
optimum ¢alisma kosullar1 belirlenmistir. Calismanin devaminda, alginat ve alginat +
karragenanda tutuklanmis enginar PFO ’lar1 i¢in basit reaktor tasarimlar1 ve optimize
edilmis bu reaksiyon kosullarinda reaktorlerde L- Tirozin ’den L- DOPA {iretim verimi

HPLC yontemiyle incelenmesi diisiiniilmektedir.
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7. TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimimle daha da yakindan tanima firsat1 buldugum ve tez
calismam boyunca beni destekleyen, sabirla bekleyen, tecriibesi, bilgisi, azmi ve
caligkanligryla her daim o6rnek alacagim sevgili danisman hocam Sayin Hiilya
YAGAR’A,

Calismamin (NH4),SO4 ¢oktiirmesi ile ilgili boliimiinde “‘sogutmali
santrifiijlerini” kullanmama izin veren Trakya Universitesi Biyoloji Béliimii
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal1 ¢alisanlarina,

Boliimdeki tiim hocalarima,

Bu uzun siire boyunca yanimda olan ve destegini esirgemeyen biyokimya

ve diger anabilimdallarinda yiiksek lisans yapan tiim arkadaslarima,

Edirne’lere bile gelip orada da bana yardimci olan ve manevi desteklerini

stirekli hissettiren ¢gocukluk arkadaslarim Liitfiye ve Sebahat’a,

Yazim agamasinda yardimei olan minik yardimcim, bitanem Aysun’a

Tez ¢alismam i¢in enginar bulmada yardimci olan ve ¢aligmam siiresince

destegini asla esirgemeyen Neco’ya,

Bugiinlere gelmemi saglayan, her basarimda gozlerindeki gururlu

mutlulugu her defa gorebilecegim sevgili aileme,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim...

Selin KOCATURK
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