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OZET

MUZ POLIFENOL OKSIiDAZ ENZIiMINIiN IMMOBILiZASYONU VE
BAZI OZELLIKLERININ INCELENMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
SEYMA ERIK
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

KiMYA ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR NAHIT GENCER)

BALIKESIR, MAYIS - 2016

Bu calismada; Sepharose 4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite jeli
kullanilarak polifenol oksidaz (PPO) enzimi muz (Musa cavendishii)
meyvesinden saflagtirllmistir. Saflagtirilan PPO enziminin ®-aminoheksil agaroz
jeli lizerine gluteraldehit ile immobilizasyonu gerceklestirilmistir.

Elde edilen immobilize enzimin optimum pH ve sicaklik, Kpn Ve Viax
sabitleri, termal kararlilik, depo kararliligi gibi bazi biyokimyasal o6zellikleri
belirlendi ve serbest enzimle karsilastirildi. Immobilize ve serbest enzimin K,
degerleri sirasiyla 12 mM, 13.8 mM ile Vyax degerleri sirasiyla 84724.22
U/mLdak, 37887 U/mLdak olarak elde edilmistir.

PPO’nun klasik inhibitorlerinden olan p-aminobenzoik asit, kafeik asit,
kojik asit, L-askorbik asit ve gallik asitin serbest ve immobilize enzim iizerine
inhibisyon etkileri ¢alisildi. p-aminobenzoik asit ve kafeik asit immobilize enzim
icin daha kuvvetli bir inhibitor iken gallik asit ise serbest enzim i¢in daha kuvvetli
bir inhibitordiir. L-askorbik asit ve kojik asit inhibitorleri ise her iki enzim iginde
benzer etki gostermistir. Yapilan inhibisyon ¢alismasinin tamamina bakildiginda;
L-askorbik asit serbest ve immobilize enzim i¢in en kuvvetli inhibitér olarak

belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Polifenol Oksidaz Enzimi (PPO), Fenolik bilesikler,
Inhibisyon, Afinite kromotografisi, Immobilizasyon



ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF BANANA POLYPHENOL OXIDASE ENZYME
AND INVESTIGATION OF ITS SOME PROPERTIES
MSC THESIS
SEYMA ERIK
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. NAHIT GENCER )

BALIKESIR, MAY 2016

In this study, polyphenol oxidase enzyme (PPO) were purifed from banana
(Musa cavendishii) by using affinity gel comprised of Sepharose 4B-L-tyrosine-p-
amino benzoic acid. The immobilization of the purfied PPO enzyme with
glutaraldehyde was performed on w-aminohexyl agarose gel.

Some of properties of obtained immobilized enzyme such as optimum pH
and temperature, Kinetic parameters (K, and Vnax), thermal stability, storage
stability were determined and compared to its free enzyme. K values of
immobilized and its free enzyme were obtained 12 mM, 13.8 mM, respectively.
Vmax Values of immobilized and its free enzyme were obtained 84724.22
U/mLmin, 37887 U/mLmin, respectively.

Inhibitory effects were studied on the immobilized enzyme and its free
enzyme of p-aminobenzoic acid, caffeic acid, kojic acid, L-askorbic acid and
gallic acid which are the classic inhibitors of PPO. While p-aminobenzoic acid
and caffeic acid being a more powerful inhibitor for immobilized enzyme, gallic
acid is a more powerful inhibitor for free enzyme. As for the inhibitors which are
L-ascorbic acid and kojic acid found to have the same effect for both free
immobilized enzyme. According to the complete inhibition study, L-ascorbic acid
has been determined as the most powerful inhibitor for both free and immobilized

enzyme.

KEYWORDS: Polyphenol Oxidase enzyme (PPO), Phenolic Compounds,
Inhibition, Affinity Chromatography, Immobilization
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1. GIRIS

Enzimlerin bulunduklar1 kaynaklardan saflastirilmast maliyet gerektiren bir
istir. Saflastirmanin zor olmas1 ve endiistride kullanilacak olan enzimlerin daha uzun
Omiirli ve daha kararli olmasi igin farkli yontemlerle enzimlerin immobilize edilerek
kullanilmas1 gerekmektedir. Bu c¢alismada daha o©nceden bilinen afinite jeli
kullanilarak polifenol oksidaz enziminin saflastirilmas1 amaclanmistir. Elde edilen
saf polifenol oksidaz enziminin bazi dzelliklerinin incelenmesi ve immobilizasyonu
amaclanmistir. Polifenol oksidaz ile yapilan bu c¢alismada, enzimlerin -
Aminohexyl-Agorose’daki amin gruplariyla baglanmasi geleneksel glutaraldehit ile
baglanma metodu kullanilarak enzimin immobilizasyonu saglanmistir. Bu amacla

asagidaki hedefler belirlenmistir.

e Muz meyvesinden bilinen afinite jeli ile polifenol oksidaz enziminin
saflastirilmasi,

e SDS (Sodyum dodesil siilfat) jel elektroforezi ile polifenol oksidaz enziminin
yaklasik molekiil agirliklarinin tespit edilmesi,

e Saflagtirilan PPO enzimin, ®- Aminohexyl-Agorose jel lizerine glutaraldehit ile
kovalent baglama sonucu immobilizasyonu,

e Immobilize ve serbest enzimin optimum pH, sicaklik, Kn Ve Vnmax sabitleri,
termal kararlillk ve depo kararlilign gibi bazi biyokimyasal 6zelliklerinin
bulunmasi,

e Serbest ve immobilize enzimin farkli inhibitorlere karsi ilgisinin arastirilmasi

amaclanmustir.



1.1  Polifenol Oksidaz Enziminin Biyokimyasi

1.1.1 Polifenol Oksidaz Enziminin Adlandirilmasi

Aktif merkezinde bakir bulunduran polifenol oksidaz enzimi oksiderediiktaz
sinifinin bir tiyesidir. Schoenbein tarafindan 1856’da kesfedilmis olup, tirozinaz,
kresolaz, katekoloksidaz, katekolaz, o-difenoloksidaz, mono-fenoloksidaz ve fenolaz
olarak da bilinir. Tirozinaz (Polifenol Oksidaz) Uluslararas1 Biyokimya Birligi’nin
smiflandirilmasina  iki kez girmistir. EC 1.10.3.1 (1,2-benzendiol: oksijen
oksiderediiktaz) o-dihidroksifenolleri okside eder ve hidroksil grubundan hidrojenleri
uzaklastirarak benzokinonlart olusturur. EC 1.14.18.1 (monofenol, L-dopa:oksijen
oksiderediiktaz) monohidroksifenolleri 0-pozisyonuna hidroksil eder [1].

1.1.2 Polifenol Oksidaz Enziminin Dogada Bulunusu ve Molekiil Yapisi

Ik olarak polifenol oksidaz enzimi 1856 yilinda Schoenbein tarafindan
yemeklik mantarlarda bulunmustur [2]. Tirozinaz dogada yaygin olarak bulunur.
Tirozinazin bitkiler aleminde bulunmasinin yani sira mikroorganizmalarda 6zellikle
funguslarda, baz1 hayvansal organlar ve ayrica kabuklu deniz hayvanlarinda bulunan
bir enzimdir. Bunlara ek olarak bazi toprak tiirlerinde glikoz oksidaz gibi
oksiderediiktaz enzimlerinin yani sira polifenol oksidaz enzimininde varligi ve

aktivitesi bildirilmektedir [3-5].

Bir¢ok kaynaktan elde edilen polifenol oksidaz enziminin farkli molekiiler
yapilarda oldugu bilinmektedir. Bu yapilarin sayisi enzim kaynagma ve enzimin
ekstraksiyonunda ve saflastirilmasinda uygulanan metotlara gore belirlenir [6]. Muz
ve seker kamisi kloroplastlardan elde edilen polifenol oksidaz enzimleri oldukca
diisiik molekiil agirliklarina (12000-10000) sahipken, genelde polifenol oksidaz
monomerinin 30000 dalton civarinda molekiil agirligina sahip oldugu ve bir bakir

atomu igerdigi kabul edilir [7].



1.1.3 Polifenol Oksidaz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar ve

Mekanizmasi

Polifenol oksidaz enzminin kataliz reaksiyonu Vamos-Vigyazo tarafindan

Onerilmis ve Sekil 1.1° de verilmistir.

OH OH
0
0H 7 OH
Q + C0y, : * 0
N\
oH 0
CHjs CHj
Katekol p-kresol 0-benzokinon 4-metilkatekol

Sekil 1.1: Vamos Vigyazo tarafindan onerilen polifenol oksidaz enzimi katalizi [6].

Polifenol oksidaz enzimi molekiiler oksijen ihtiva eden iki farkli oksijen
katalizler. Bunlardan birincisi monofenollerin o-difenollere o-hidroksilasyonu
(kresolaz aktivitesi)’ dir. Ikincisi ise o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonu
(katekolaz aktivitesi)’ dur [8].

Polifenol  oksidaz enzimi tarafindan  katalizlenen = monofenollerin
hidroksilasyonu ve o-dihidroksi fenollerin o-kinonlara oksidasyonu igin Wilcox,
Solomon ve arkadaglar1 tarafindan Onerilen reaksiyon mekanizmalar1 Sekil 1.2 ve

Sekil 1.3’ de verilmektedir [9].
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Sekil 1.2: Polifenol Oksidaz enziminin kresolaz aktivitesinin reaksiyon mekanizmasi [9].
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Sekil 1.3: Polifenol oksidazin katekolaz aktivitesinin mekanizmas1 [9].
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1.1.4 Polifenol Oksidaz Enziminin Substratlari

Meyve ve sebzeler gesitli fenolik bilesik ihtiva ederler. Bununla birlikte bu

bilesiklerin ¢ok az bir kism1 PPO enzimine substrat olabilmektedir [10].

Polifenol bilesikleri meyve ve sebzelerde enzim katalizli reaksiyon sonucu
renk bozulmalarina neden olur. Ayrica meyvelerin tatlarina da etkileri vardir. Bu
bilesikler enzimatik olmayan reaksiyonlarla da renk bozulmalarina neden olurlar.
Polifenol bilesiklerinden bazilar1 olduk¢a kolay bir sekilde kendiliginden
otooksidasyona ugrar ve bunun sonucunda olusan bilesikler polimerlesip koyu renkli

makro molekiilleri olustururlar [11-12].

Birgok arastirmaci farkli bitki dokularindaki polifenol oksidaz enzimlerinin
farkli substrat spesifikligi ve inhibisyon derecesi gosterdigini belirtmislerdir [13].
Polifenol oksidaz enziminin meyve ve sebzelerdeki en 6nemli dogal substratlar
flavonoid tipi fenollerle basit fenollerdir (Sekil 1.4). Bu fenollerden bazilari;
katekinler, tirozin, sinamik asit esterleri, DOPA (3,4-dihidroksifenil alanin), dopamin
(3,4-dihidroksifenil etilamin)’dir [14].

O O
Sekil 1.4: Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi.

Fenolik bilesikler dogal antikmikrobiyal ajan ve hasat Oncesi tohum
¢imlenme inhibitorleri olarak da davranirlar [15-16]. Ayrica fenolik bilesikler nemli
maddelerin, tanen ve ligninin dogal bozunmalar siiresince herbisit ve insektisitlerin

metabolik bozunmalari siiresince olusurlar [17].

Fenolik bilesikler, 50°den fazla kimyasalin iiretimde rol oynar. Genel olarak
reginelerin, polimerlerin, boyalarin, farmasotik iiriinler ve herbisitlerin imalatinda

kullanilirlar [18].



Polifenollerin par¢alanmasi sonucu olusan bazi fenolik bilesiklerin diisiik
konsantrasyon seviyelerinde belirlenmesi, onlarin toksitesinin verilmesi agisindan
cok onemlidir. Fenolik bilesiklerin geneli bitki ve hayvanlar iizerinde zehirli etkilere
sahiptirler ve akut cevresel problemlere sebep olabilirler. Fenolik bilesiklerden
bazilar1 diisiik konsantrasyon seviyelerinde bile sularda toksisite olusturarak suda
yasayan organizmalar ve insan i¢in dikkate alinacak olgiide kirlilige neden oldugu
belirlenmistir. Bu kirliliklerin izlenmesi ve kontrolii ¢gevrenin korunmasi i¢in oldukc¢a

onemlidir [19].

1.1.5 Polifenol Oksidaz Enziminin Tiptaki Kullanim Alanlar:

Polifenol oksidaz enzimi, melanin olusumunda gérev almasi sebebiyle tibbi
alanda dikkatleri tizerine ¢ekmistir. Suda ¢ozlinmeyen heteropolimer yapidaki
melanin, 5,6-dihidroksiindol ile 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik asit birimlerinden
olusur. Ozellikle kozmetik sanayi tarafindan giinesin ultraviyole 1s131ndan korunmak
gayesiyle tretilir. Bununla birlikte, baz1 kanser tiirlerinde kanserli hiicrede tirozinaz
aktivitesinin olduk¢a arttif1 gozlemlenmistir. Bu kanser tiirlerinin tedavisinde

polifenol oksidaz enziminin bu 6zelliginden yararlanilmasi giindeme gelmistir [20].

Memelilerde tirozinazin aktif bigimi melanositlerin i¢inde bulunan 6zellesmis
sitoplazmik graniiller olan melanozomlarda bulunur. Tirozinazin bir substrati1 olan 4-
hidroksianizoliin farelerde Harding-Pasey melonamasinin gerilemesine neden oldugu

belirlenmistir [20].

Tirozinazin kullanildigi diger bir O6nemli alan parkinson hastaliginin

tedavisinde kullanilan L-DOPA’nin iiretimidir [20].



1.1.6 Polifenol Oksidaz Enziminin Endiistride Kullanim Alanlari

Giinlimiize kadar diinyada ve iilkemizde hizl1 bir endiistriyel gelisim meydana
gelmistir. Bu gelisimde oncelik tiretime verilmis, fakat ¢evreye verilen atiklarin
cevre ve canli hayat1 ilizerinde biraktig1 etkileri diisiiniilmemistir. Cevreye atilan
endistriyel atiklarin artmasiyla beraber atik tiirlerinde doygunluga ulasilmis bunun
sonucunda da zararlar1 goriilmeye baslanmistir. Cevreye atilan endiistriyel atiklarin

en 6nemlilerinden birisi de fenol ve fenol tiirevleridir [21].

Diinya ve iilkemizde 6nemli bir endiistriyel atik olan fenoliin kullanim
alanlarindan en Onemlisi fenolik regine tretimidir. Bu fenolik reg¢ineler, kauguk
isletme endiistrisi ve yalitim ile yliksek siirtiinmeye dayaniklt malzeme iiretiminde,
kagit endiistrisinde kullanilmaktadir. Fenoller ise; ilag endiistrisinde, temizlik

tirtinlerinin imalatinda kullanilmaktadir [21].

Fenoller zehirli olduklarindan dolay1 tiim canli hiicre tiirlerine zarar verirler.
Fenollerin fazla miktarlar1 deri tarafindan absorblanabilir. Fenoliin varligi, suda tat
ve koku olarak anlasilabilir. Fenollii sularin igilmesi bobrek bozukluklarina, agir
sarsintilara ve dliimlere sebep olabilir. Klor ihtiva eden fenollerin zehirleyici etkisi

izomere bagli olarak degisebilir [21].

Cevreye ve insan sagligina zararlar1 olan fenollerin ortadan kaldirilmasi i¢in
cesitli yontemler gelistirilmistir. Ozellikle polifenol oksidaz ¢esidi olan tirozinazin
toksik olan fenolik bilesikleri kinonlara ¢evirerek uzaklastirabilecegi diistiniilmiistiir

ve bu alanda genis 6l¢iide ¢aligmalar yapilmistir [21].

Arastirmalar neticesinde; Atlow ve arkadaslari endiistriyel atik sularindan
0,01-1,0 g/L konsantrasyon araliginda ki fenollerin ¢oktiiriilerek basariyla ortamdan
uzaklastirilacagini sdylemislerdir. Fakat Wada ve arkadaslar1 bu arastirmacilarda ki
sonuclarla uyusmayan yeni sonuglar bildirmislerdir. Wada ve arkadaslari
“polifenollerin tirozinazla polimerizasyonundan sonra, ¢okelek olugmadigini ve
¢Ozeltinin renginin, renksizden kahverengiye doniistiigiinii” aciklamiglardir. Wada ve
diger arastirmacilar, tirozinazin safliginin c¢okelmesinde biiylik bir rol oynadiginm

savunmuslardir [21].



1.2 Enzim immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonunun kelime anlami, enzim hareketini sinirlandirma
olarak tanimlanir. Enzimler, suda ¢oziinebilen biyolojik katalizorlerdir. Endiistriyel
uygulamalarin ¢ogunlugu sulu ¢ozeltilerde gerceklestirildiginden katalizér olarak
kullanilan serbest enzimlerin aktivitesini kaybetmeden geri kazanilmasi olanaksizdir.
Serbest enzim, reaksiyon ortamindan istenilen zamanda uzaklastirilamadigi igin
reaksiyonun kontrolii ¢ok zordur. Reaksiyonun istenilen zamanda durdurulmasi igin
ortama inhibitor katilmasi disiiniilebilir. Fakat serbest enzim tarafindan kirletilmis
olan reaksiyon iirlinlerine yeni bir kirlilik unsuru daha eklenmis olacaktir. Bu kirlilik
unsurlarindan aritilmast maliyeti ¢ok arttirmaktadir. Katalizor olarak kullanilan
serbest enzimi reaksiyon ortamindan aktivitesini yitirmeden g¢ikarabilmek olanaksiz
oldugu icin enzimin yeniden kullanilabilmesi de s6z konusu degildir. Bu da
enzimlerin ¢ok spesifik ama bir o kadar da pahali katalizor olmalar1 sebebiyle

maliyeti ylikselten 6nemli bir etmendir [22]

Enzim immobilizasyonu, enzimlerin fiziksel olarak belirli bir yere
yerlestirilmesi ya da hapsedilmesinin yaninda katalitik aktivitenin de korunmasi ve
bu sayede tekrarlanabilir ve siirekli uygulanabilir olmasini saglamak olarak da
tammlanir [23-24]. Immobilize olan enzimler endiistriyel uygulamalarda katalitik
Ozelliklerinin yani1 sira, ekonomik olarak da son derece gelistirilmis olmasinin 6nemi

oldukga fazladir (Cizelge 1.1) [25].

Enzimlerin ilk kez endiistriyel olarak kullanimi, 1969 yilinnda Japonya’nin
Tanebe Seiyaku Limited sirketinde Chibata ve arkadaslari tarafindan, sentetik
rasemik D-L amino asitlerin ¢6ziinmesi i¢in Aspergillus oryzae aminoasilaz’in
immobilizasyonunu uygulamislardir [26]. Immobilize enzimlerin bir baska 6nemli
uygulamalarina sekerler, amino asitler ve ilaglarin endiistriyel iirlinleri 6rnek olarak
gosterilebilir. (Cizelge 1.2) Ayrica bazi endiistriyel proseslerde, istenilen enzimi
ihtiva eden biitiin mikrobiyal hiicreler immobilize edilir ve katalizor olarak islev

gortrler [27].



Immobilize  enzimlerin, endiistriyel olarak uygulamalardan baska,
biyosensorler, biyoafinite kromotografisi ve tipta kullanilan ilaglardaki pek cok

biyoteknolojik tiriinlerde biiyiik 6nemi vardir [28].

Tablo 1.1: Tmmobilize enzimlerin teknik 6zellikleri.

Avantajlari Dezavantajlari
Katalizin tekrar kullanimi Aktivitede azalma
Kolay reaktor kullanimi Difiizyonel sinirlama
Kolay iiriin ayrilmast Ek maliyet

Tablo 1.2: immobilize enzim kullanilarak elde edilen énemli iiriinler.

Enzim Uriin

Glukoz izomeraz Yiiksek miktarda fruktoz surup
Aminoasit amidaz Aminoasit tirtinii

Pensilin amidaz Yari-sentetik pensilin

Nitril hidrataz Akrilamid

B-Galaktosidaz Laktoz

1.2.1 immobilizasyon Yéntemleri

Henniker, New Hampsire’da (ABD) 1971 yilinda yapilan “Enzim
Miihendisligi” toplantisinda ilk olarak enzim immobilizasyonunun olasilig
tartisilmistir. Sonug olarak immobilizasyon dort farkli sinifa ayrilmistir. Giiniimiizde

kullanilan immobilizasyon teknikleri asagidaki sekilde gosterilmistir [29].

Immobilize enzimlerin uygulamalarinda, en 6nemli nokta gereken aktivite ve
karakterizasyonlar1 gdstermeleridir. Ayrica destekleyici malzemelerin uygun
kombinasyonunun ve immobilizasyon metodunun seg¢ilmesi ve ikisininde kullanilan
enzim igin elverisli olmasi gerekmektedir. Giiniimiizde heniiz enzimler i¢in uygun
immobilizasyon yOnteminin tasariminda izlenecek sistematik bir yOntem

bulunmamaktadir [29].
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ENZIMLER

Modifiye Enzimler Serbest Enzimler

I
v

Immobilize Enzimler

i

) . Y H
Bagli'Enzimler Tutuklanmig Enzimler
| |
Tasiyiciya Baglanmis Capraz baglanmis Matrikse Baglanmis Membrana Baglanmis
Kovalent baglanmis

—» Adsorplanmis

—»  [yonik Bagh

— Metal Bagh

Immobilizasyon yonteminin segimi amaglanan sonug¢ esas alinarak ve
enzimin, reaksiyonun ve reaktorlin tipi goz Oniinde bulundurularak yapilmalidir.
Enzimi bagka bir ylizeye immobilize ederken dikkat edilmesi gereken en Onemli
nokta; enzimin katalitik aktivitesinin kaybolmasina neden olmayan, dogal yapisini
veya baglanma boélgelerindeki reaktif gruplari degistirmeyen en uygun metodun
secilmesi gerekir. Enzimin aktif bolgesinde herhangi bir reaksiyonun olugmasini
engellemek hedeflenmelidir. Immobilizasyon sirasinda aktif bdlge korunabilir ve
korumaya yardimci olan maddeler, daha sonra aktivite kaybina neden olmadan
ortamdan uzaklastirilabilirler. Bazi durumlarda ise bu koruma fonksiyonunu bir
substrat veya enzimin yarigmali inhibitorii saglayabilir. Enzimin immobilize edildigi
yiizey, enzimin yapisini, elektron gecis komplekslerinin olusumuyla ya da hidrojen

baglartyla, korumak durumundadir [29].

Immobilize enzimlerin 6zellikleri, enzim ile tasiyict materyalin dzelliklerine

baghdir. Enzim ve tasiyict materyal ile immobilize enzim kimyasal, biyokimyasal,
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mekanik ve kinetik Ozellik kazanir. Bu sayede immobilize enzimin verimini ve

performansini etkiler [30].

Immobilize enzimin verimi, baglanma sirasinda olan kayiplardan dolay1 ve
enzimin molekiillerinin gézeneklerden sizmasi ile azalir. Bu sayede verim diser.

Reaksiyon verimini artirmak igin;

e Tagtyicinin parcacik boyutlarii diigiirmek,
e Yiiksek spesifik aktivitesi olan enzimlerin enzim yiikleme miktarin1 azaltmak

e Enzimi tastyicit materyalin dis yilizeyine baglamak [30].

1.2.1.1 Tutuklama

Tutuklanmis enzimler bes farkli kategoride tanimlanirlar.

I. Lattice tipi: Enzimler, polisakkarit, protein ve sentetik polimerlerden
hazirlanan jel matrislerde tutuklanirlar.

ii. Mikro kapsiil tipi: Enzimler vyari-gegirgen sentetik polimerlerde
tutuklanirlar.

iii. Lipozom tipi: Enzimler fosfolipitlerden hazirlanan sivi membranlarda

tutuklanirlar.
(\2 Hoolow-fiber tipi: Enzimler ortamdan hollow-fiberler ile ayrilirlar.
V. Membran tipi: Enzimler harcanan reaksiyon ¢ozeltesinden ultrafiltrasyon

membranlariyla ayrilirlar.

Tutuklama metodunun avantaji sadece tekil enzimlerin degil, degisik tipte
enzimlerin, organeller 1ile hiicrelerin ayn1 prosediire gore i1mmobilize
edilebilmeleridir.  Ayrica  enzimler ¢esitli  modifikasyonlara ugramazlar.
Immobilizasyon yiiksek molekiil agirhigindaki enzim inhibitorlerinin etkisini elimine
eder [31].

Tutuklama metodunun dezavantaji ise, yliksek molekiil agirligindaki
substratlar enzime giiclikkle tutunurlar ve tasiyicilar yeniden elde edilemezler.
Ultrafiltrasyon membraniyla tutuklama yapildiginda, aktive olmayan enzim
molekiilleri membran yiizeyine yapisip reaksiyon ¢ozeltisine gegiste azalmaya sebep
olabilir fakat yontemin dezavantajlart Onlenebilir. Lattice tipi yontem enzim

immobilizasyonunun tutuklama yonteminde en ¢ok kullanilan tiptir [31].

12



1.2.1.2 Capraz Baglama

Capraz baglama immobilizasyon yonteminde, kiicik molekiillii bi-
fonksiyonel reaktifler veya multi-fonksiyonel reaktifler enzim molekiilleri arasinda
baglar yaparak suda ¢Oziinmeyen kompleksler olusturmaktadir [32]. Capraz
baglanma derecesi ile immobilizasyon, protein ve reaktif derisimine, pH’ya ve
immobilize  edilecek enzime baghdir.  Gluteraldehit, kloroformat, ve
karbonildiimidazol, heterosiklik halojeniirler, bioksiranlar ve epiklorohidrinler

capraz baglamada en ¢ok kullanilan reaktiflerdir.
Capraz bagli immobilize enzimler;

e CLE (cross-linked dissolved enzyme); ¢apraz bagli ¢oziinmiis enzim,

e CLEC (cross-linked enzyme crystal); ¢apraz bagli enzim kristali,

e CSDE (cross-linked spray-dried enzyme); capraz bagh piiskiirtiilerek
kurutulmus enzim,

e CLEA (cross-linked aggregate enzyme); capraz bagli enzim agregatlar
olmak tizere dort farkli sekilde hazirlanabilmektedir [33].
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1.2.1.3 Tasiyic1 Baglama

Tastyiciya baglamada enzim molekiiliiniin yapisindan yararlanilir. Tasiyict
baglamada, molekiil yiizeyindeki fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ile hidrofobik
bolgeler rol oynar. Enzim immobilizasyonunda kullanilacak olan tasiyicida olmasi

gereken ozellikler sunlardir:

e Hidrofobik karakter,

e Suda ¢6ziinmeme,

e Gozenekli yapi,

e Mekanik kararlilik,

e Uygun tanecik sekli,

e Kimyasal ve termal kararlilik,

e Kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar yumusak kosullarda reaksiyona
girebilen fonksiyonel gruplar tagimali,

e Mikroorganizmalara kars1 direnclilik,

e Ucuzluk,

e Zehirsizlik,

e Rejenere olabilme.

Tasiyictya baglama yontemleri; iyonik baglama, biyospesifik baglama,

adsorpsiyon, selat baglama ile kovalent baglama olmak iizere bes gruba ayrilir.

Iyonik baglama: Iyonik baglama yontemi, iyon degistirme yetenegine sahip,
suda ¢oziinmeyen tastyicilara, enzimin iyonik baglanmasi temeline dayanir [34].
Iyonik baglama yaminda bazen de fiziksel adsorpsiyon da etkili olabilir. Iyonik
baglama ¢ok yumusak sartlarda gerceklestiginden enzim konformasyonunda ve aktif
merkezde degisiklige sebep olmaz. Fakat enzim ve tasiyici arasindaki bag kovalent

bag kadar giiclii olmadigindan enzimin kagis1 s6z konusu olmaktadir.

Biyospesifik Baglama: Enzimler ve antikorlar ile lektinler arasindaki
biyospesifik etkilesimden yararlanarak enzimin immobilizasyonu saglanabilir [35].
Spesifik karbohidrat artiklarini igceren enzimlere, lektinler kuvvetlice baglanirlar

(Sekil 1.5).
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Adsorpsiyon: Enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit
yontemlerden birisidir. Adsorpsiyon yoOntemi; ylizey aktif, suda ¢oziinemeyen bir
adsorbanin, enzim c¢ozeltisi ile karistirilmast ve enzimin asirisinin iyice yikanarak
ortamdan uzaklastirilmasi esasina dayanir [36]. Van der Walls kuvvetleri, enzimin

tastyiciya baglanmasinda etkindir (Sekil 1.5).

Selat Baglama: Selat baglama yonteminde, enzimi destek materyaline
baglamak icin ve destek katisinin yiizeyini aktiflestirmek icin gegis elementleri olan

Titan(l1l), Titan(IV), ve Zirkonyum(IV) kullanilir (Sekil 1.5).

O[O [~

Iyonik baglama (D-(+)---(-)-En Iyonik baglama (D-(+)---(-)-En
N
— 2,
Biyospesifik Baglama Adsorpsiyon Selat Baglama

Sekil 1.5: Iyonik baglama, biyospesifik baglama, adsorpsiyon ve selat baglama ile ilgili
sematik gosterim (En: Enzim) [37].

Kovalent Baglama: Kovalent immobilizasyon, immobilize edilecek enzimin,
aktif bolgesinde veya substratla baglanma bodlgesinde bulunmayan fonksiyonel
gruplarla gergeklestirilir. Kovalent baglanma genellikle, enzimin niikleofilik
gruplarinin, destek malzemesinin fonksiyonel grubu ile reaksiyonu sonucunda
meydana gelir. Enzim {izerindeki tiol ve aminohidroksil gruplara baglanmada rol
alirlar. Sistein, lisin, tirozin ve histidin artiklar1 en aktif yapilar olarak bilinirler. Buna

benzer molekiiler aras1 baglar, enzimin kullanim siiresinin genislemesini saglarlar.

Tasiyict lizerindeki fonksiyonel gruplarin tanitilmasi elzemdir. Bunun igin
fonksiyonel monomerler ile kopolimerizasyon veya polimer tipi reaksiyon

kullanilabilir. Bu amagla kullanilan yontemlerden bazilar1 sdyledir:
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e Epoksidasyon metodu

- CH2_C - CHZ

N/

@)

e Karbodiimid metodu

" COOH+RN=C=NR

e Silinizasyon metodu

OCHjs

|
Si— OH+ CH3;0—Si—- CH,—CH,— CH,—NH,
|

OCHjs

e Gluteraldehit (¢apraz baglama)

'— NH,+0=C— CHz— CH,— C=0
| |
H H

e Siyonejen bromiir
OH
+Br-C=N
OH

e Tresil klorid metodu

I
}— OH+ Cl- ISl— CHy,-C- j”L
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Kovalent bagli immobilize enzimin avantajlari,

¢ Olusan kuvvetli bag sonucu, kullanim asamasinda sizint1 veya pargcalanma
gibi sikintilar ¢ikmaz.

% Immobilize olan enzim substratla ¢ok kolay baglant1 kurabilmektedir. Bunun
sebebi enzim destegin ylizeyinde olmasidir.

¢ Enzim molekiilleriyle destek madde arasindaki kuvvetli etkilesim sebebiyle

genellikle 1s1 kararliliginda bir artis gézlemlenebilir.
Kovalent bagli immobilize enzimin dezavantajlari;

¢ Enzim molekiillerinin aktif yapisi kismi modifikasyonlara ugrayabilir.

% Enzim molekiilleriyle destek arasindaki glicli etkilesimler, enzim
molekiillerinin serbest hareketine engel olabilir. Bunun sonunda enzim
aktivisinde bir azalmaya neden olur.

< Immobilizasyonun optimum kosullarini bulmak oldukca giictiir.

¢ Destekler ¢ogunlukla yenilenebilir tiirden degildir. Bu sebeple bu metot daha

cok, kararhiligin kovalent baglanma metoduyla arttifindan emin olunan

enzimler i¢in daha uygun olur.

Kovalent baglanma, biitlin bu dezavantajlara ragmen analitik amagh

immobilizasyonlarda kullanilir.

Bahsedilen immobilizasyon yontemlerini bir arada degerlendirmek gerekirse,
adsorpsiyon; kolay, ucuz ve efektiftir fakat genellikle kararli degildir ve geriye
dontisiim gozlemlenir. Tutuklama ve mikrokapsiilleme metodundaysa difiizyon
problemi gozlemlenir. Enzimin kovalent baglanmayla bir tasiyiciya baglanmasi
endiistriyel agidan en uygun metot olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bunun sebebi
kovalent baglanma 6zellike capraz baglanmayla birlikte uygulandig: takdirde efektif
ve de kararlidir. Capraz baglama ajan1 olarak en gilizel sonuglar gluteraldehit ile

yapilan ¢alismalarda gézlemlenmistir [31, 38, 39, 40].

Enzimdeki spesifik aktif bolgenin tasiyici ile etkilesmesi sonucunda, kovalent
bagli immobilizasyonda enzimde belli bir dereceye kadar aktivite kaybi

gozlemlenebilir [41].
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Dogru Yonlenme ve Konformasyon (Enzim aktif)

Yanlis Yonlenme (Enzim inaktif)

Yanlis Yonlenme (Enzim inaktif)

E= ENZIM

/LSS S

M= MATRIKS

Sekil 1.6: Kovalent Bagin Enzim Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri [42].

Enzim immobilizasyonundaki yonlendirme etkisi ile olusan durumda aktif
bolgenin durumu oldukc¢a 6nemlidir. Bu da enzimde aktiviteyi azaltabilecegi gibi
aktivitenin tamamen kaybolmasma sebep olabilmektedir [43]. Ozelliklle

yonlendirme etkisi ile aktivite kaybini en aza indirgemek i¢in su metotlar yapilabilir:

e Enzim immobilizasyonu yalnizca doygun substrat konsantrasyonunda,

e Yarismali inhibisyon kullanilmasi [44].
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1.2.2 immobilize Enzimin Ozellikleri

Enzim immobilizasyonun sonucunda enzim molekiiliiniin termal stabilitesi ve
katalitik aktivitesi gibi bazi ozellikleri, ¢oziinebilir esleniklerine goére degisiklik
gosterebilmektedir [45]. Immobilizasyonlarin katalitik 6zelliklerinde gdzlenen bu
degisim proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarindaki (konformasyonlardaki) degisimle ve

enzim ile substrat arasindaki baglanmayla ilgili olabilecegi ileri siirtilmiistiir [46].

Enzimler immobilize edildiginde, enzimin ¢aligma stabilitesi arttirilabilir. Bir
¢ok durumda gozlenen stabilizasyon, enzimin baglanma sonucu ile ilgilidir. Fakat,
molekiiler  seviyedeki  dogru  stabilizasyonun  gosterilmesi, proteinlerin
immobilizasyonunun  bir ¢ok noktadan kovalent olarak baglanmasiyla
gerceklesmektedir [47]. Farkli metodlarin kullanimi ile ilgili bir ¢ok bilim adami
tarafindan yiiriitillen ¢alismalarda, stabilizasyon ve matrikse enzimin kovalent
baglarla baglanma sayilar1 arasinda O6nemli bir baglanti oldugu tespit edilmistir.
Immobilize enzimlerin kullanim ile ilgili en énemli problemlerden birisi, 6zellikle
enzimlerin makromolekiiler substratlariyla gosterdigi katalitik aktivite kaybinin

gozlemlenmesidir [48].

Enzimin aktif bolgesine substratlarin ulasiminin smirlanmasindan dolayz,
substratin yalnizca yiizeydeki gruplara ulagmasi sonucunda aktivite diisebilmektedir.
Bu sterik sinirlama zamanla makromolekiiler substratlardan tiireyen {iriinlerin
karakteristik 6zelliklerini de degistirebilmektedir. Sterik problemlerden uzaklagmak

i¢in birgok strateji gelistirilmis olup bunlardan bazilar1 soyledir:

e izole makromolekiiler zincirlerin aglarindan olusmus tasiyicilarin segimi,
e Immobilize olacak enzim rezidiilerinin dikkatli segimi ve hidrofilik ya da

inert uzant1 kollarmin kullanilmasidir [49].
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1.2.3 PPO Enziminin Immobilizasyonu ile lgili Calismalar

Polifenol oksidaz enziminin (tirozinaz) kullanimu ile ilgili farkli sekillerde

immobilizasyon ¢alismalar1 yapilmaktadir.

e Bu arastirmalardan bazilari; L-DOPA iiretimi,

e Endiistriyel atik sularin fenol ve aromatik amin gibi zehirli kimyasallarca
zehirsizlestirilmesinde (defonolizasyon),

e Fenol ve tiirevlerinin tayini i¢in biyosensdrlerde bilesen olarak kullanima,
kirlenmis topraklarin biyoiyilestirilmesi,

e Meyve sularinin berraklastirilmasidir.
Bu sebeple PPO endiistriyel olarak dnemli bir biyomolekiildiir.

Carvallo ve arkadaslar1 (2000), Mantar tirozinazi hekza metilen diamin ve
gluteraldehit ile aktive edilmis kitin pulcuklarina ve polivininpirolidin varliginda
kitosan pulcuklarina immobilize etmislerdir. immobilize enzimler katalizérliigiinde

L-DOPA iiretimini arastirmiglardir [50].

Khan ve arkadaslar1 (2006), patates proteinlerinini amonyum siilfatla
¢oktiirdiikten sonra bir adsorbant olan celite-545 iizerine polifenol oksidazi direkt

immobilizasyonunu arastirmiglardir [51].

Dinger ve arkadaslar1 (2012) tirozinazi gluteraldehit ile ¢apraz baglayarak
kitosan-kil kompozit boncuklar {izerinde immobilizasyonunu gergeklestirmislerdir.
Bu c¢alismada optimum pH, optimum sicaklik ve kinetik sabitler (Ky ve Vmax)

arastirtlmigtir [52].

Yagar ve Sagiroglu (2001), ayvadan elde ettikleri polifenol oksidaz enzimini
bentonit kiline immobilizasyonunu ger¢eklestirmislerdir. Bu calismada termal ve
depo kararlilig1r arastirilmistir. Bir yillik zaman siiresinde depo kararligi dlgiilmiis

ancak yeniden kullanima sahip olmadigini belirlemislerdir [53].

Demir ve arkadaslar1 (2007), Igdir kayisisindan polifenol oksidaz enziminin
kil tizerine immobilizasyonunu gergeklestirmislerdir. Enzimin optimum pH ve
sicakligl saptanmis ve immobilize polifenol oksidaz enzimi i¢in termal kararlilik ile

depo kararhiligi arastirilmistir. Bu c¢alismada Bradford yontemi ile serbest ve
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immobilize enzimin protein tayinleri yapilmis ve Ky ve Vmax degerleri arastirilmistir
[54].

Shao ve arkadaslari (2007), patatesten elde ettikleri polifenol oksidaz
enziminin  kitosan-SiO, jeline immobilizasyonunu gergeklestirmislerdir. Bu
calismada immobilize edilen enzimin en yiiksek aktivitesi pH 7.4’de gosterdigini
ifade etmislerdir. Ayrica immobilize edilen enzimin aktivitesi (30°C) 10. ve 20.
ginde %73 ve %58 olarak Olgiilmiis, serbest enzim ise aktivitesini 7. giinde
kaybetmistir [55].

Sutay (2003), dut yapraklarinin 4-metil katekol substrati ile mantarla
karsilastirilabilecek diizeyde yiiksek polifenol oksidaz enzim aktivitesinse sahip
oldugunu saptamis ve bu enzimi polipirol martris i¢ine tutuklamistir. Serbest dut
yapragl i¢in PPO’larin ortalama Ky ve Vpa degerleri 7 mM ve 218 U/ml,

immobilize enzim iginse degerleri 35 mM ve 3 U/ml olarak tespit edilmistir [56].

Kocatiirk (2008), enginar polifenol oksidazi izole ederek ve tutuklama
metoduyla alginat ve alginat+karragenan jellere immobilizasyonunu arastirmistir.
Ayrica optimum pH, sicaklik, Ky, ve Vmax kinetik sabitleri, termal kararlilik, yeniden
kullanilabilirlik ve depo kararlilig1 gibi baz1 biyokimyasal 6zellikleri arastirilmistir

[57].

Ekinci (2006) Glukoz oksidaz ve polifenol oksidaz enzimlerini polipirol
(Ppy) ve pirol uglu polistirenin pirol ile olusturulan kopolimerinde tutuklamistir ve
olusan enzim elektrotlart Ve Ve Kp kinetik parametreleri ile karekterizasyonu
arastirtlmis. Ayrica enzim elektrotlarinin sicaklik ve pH degisimine gore davranislar

arastirtlmistir [58].
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S~ PPO-Nanopartikiil konjugat
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Sekil 1.7: Immobilize polifenol oksidaz enzimi ile su aritma teknigi [59].

Mukherjee ve arkadaslari, endokrin gibi zor ayrisabilir kirleticilerin ya da
mikrokirletici karisimlarin aritilmasi igin silika nanopartikiillerin iizerine lakkaz
immobilizasyonu ile biyoreaktorlerdeki atik sularin kimyasallar1 bozarak su aritma
bazli PPO-nanomateryallerin 6nemli bir basar1 alan1 saglayacagini 6ngérmiislerdir.
Boylece nanoenzim teknolojisi, geleneksel bir yontemle yeniden kullanilabilir
olmakla birlikte daha iyi performans gosteren uygun maliyetli enzimatik su aritma

yaklasimlarindan biri olacag diistintilmustiir (Sekil 1.7) [59].
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1.3 Calismanin Amaci

Fenolik bilesiler; patlayici, ilag, giibre, boya, tekstil ve plastik gibi birgok
materyalin Uretiminde kullanilmakta olup ayrica yliksek oranda da g¢evreye salinan
kirleticilerdendir. Bu bilesikler deri ve mukoz membran yolu ile kolayca adsorbe
olurlar ve akciger, karaciger, bobrek ile iireme sisteminde hasarlara sebep olabilirler.
Bu ylizden ¢evre, gida ve endiistriyel alanlarda fenolik bilesiklerin tayini son derece

onem arz eder [60-62].

Icme sulart  ve endiistriyel atik sulardan toksik  kimyasallarin
uzaklagtirllmasinda enzimatik yaklasim son yillarda oldukca fazla ilgi konusu
olmustur. PPO enzim ailesinin iiyeleri olan, peroksidaz, lakkaz ve tirozinaz igme
sular1 ve endiistriyel atik sulardan toksik kimyasallarin uzaklastirilmasi amacl
arastirilmaktadir. Fenolik endiistriyel atiklar, kagit, komiir, petrokimya, boya ve
tekstil endiistrilerince iretilmektedir ve memeliler ile baliklar igin toksik o6zellik
gosterirken sularda ise renk Kkirliligine sebep olmaktadir. Cesitli tasiyicilara
immobilize edilmis mantar tirozinazi, fenollerin ve aromatik aminlerin sulardan
uzaklastirilmast  ve fenolik Kirleticelerin ~ dekolarizasyonu amaciyla gesitli

arastirmalarda incelenmistir [63, 64].

Bu caligma kapsaminda dizayn edilen kovalent baglanmis polifenol oksidaz
enziminin fenolik bilesikleri, biyosorpsion ve biyolojik parcalama yolu ile atik

sulardan uzaklastirilmasi i¢in ileride kullanilabilir.

Bu amagcla polifenol oksidaz enziminin immobilizasyonu, enzimlerin, -
Aminohexyl-Agorose’ daki amin gruplarina gluteraldehit ile baglanma metodu

kullanilarak ger¢eklestirilmesi planlanmistir.

Immobilize ve serbest enzimin optimum pH, optimum sicaklik, termal
kararlilik, kinetik sabitler (K, ve Vma) ve bes farkli inhbitére karsi etkisi
caligilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 Materyaller

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢aligsmalarda kullanilan kimyasallar;

> Sepharose-4B, > Polietilenglikol (PEG),

> p-aminobenzoik asit ( C;H/NO,) > Katekol Merck A.G’den;

> L-tirozin, > Akrilamid,

> Standart serum albumin, > Bisakrilamid,

> NN,NN’ tetrametilendiamin (TEMED), > /\monyum persiilfat,

» Diyaliz torbalar1 Sigma Chemical Comp’den; » SDS,

> Sodyum hidroksit (NaOH) > Bromtimol mavisi,

> Sodyum kloriir (NaCl) > Gliserol,

> Sodyum karbonat (Na,COs) > Siilfirik asit,

> Sodyum sitrat (CeHsNazO-) > Gilisin,

> Siyonejen bromiir (BrCN) > Fosforik asit (HsPOq)

> Trihidroksimetil aminometan (Tris), > Asetik asit (CH;COOH)

> Amonyum siilfat (NH4),SO, » Etil alkol (C;Hs0OH)

> Sodyum siilfat (Na;SO,) > Hidroklorik asit (HCI)

> Sodyum bikarbonat (NaHCO3) » Coomassie brillat blue G-250
> Askorbik asit (CsHgOs) Merck ve sigma’dan saglandi.
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2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Sogutmal santrifiij: » Peristaltik Pompa: Homejenize edici: Ev
Sigma, EBA-12R » Sigma tipi blender
pH metre: » Kronometre: Elektroforez tanki:
Orion-model 920A » Hanhard, Hoefer, HIS
Elektronisch Digital
Stoppuhr
UV Spektrofotometre: » Terazi: Kromotografi
Biotek Power Wax XS > Libror, AEG-220 Kolonu:
(Shimadzu) Sigma (1,5x 10 cm)
Manyetik Karistirier: IKA » Otomatik pipetler: Calkaliyici:
Combimag RCO > Fischer Clifon
Sabit sicaklik > Vortex:
sirkiilatorii: »  Fisons Whirli Mixer
Techne-Tempette junior
TE-8J

Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

87 g (0.05 mol) K;HPO, 05 g
polietilenglikol, 0.176 g (0.001 mol) C¢HgOg tartildiktan sonra 80 mL
saf suda ¢oziilir ve pH metre yardimiyla 1 M HCI ile pH 7.3 ¢
getirilir. Daha sonra ¢6zelti saf su ile hacmi 100 mL’ye tamamlanur.
Amonyum siilfat coktiirmesi sonucunda olusan c¢okelegi ¢o6zmek
icin kullanilan ve diyalizin yapildig1 tampon: 5 mM fosfat tamponu
pH: 6.3; 0.87 g (0.005 mol) potasyum fosfat dibazik (K;HPO,) 950
mL saf suda ¢oziilir ve 1 M hidroklorik asit (HCI) ile pH: 6.3’e
getirildikten sonra hacmi 1000 mL’ye tamamlanir.

Afinite jeli sentezinde kullanilan tamponlar:

10.0 tamponu: 8.401 g (0.1mol)
sodyumbikarbonat (NaHCO3) 950 ml saf suda ¢oziilerek, 1 N sodyum

hidroksit (NaOH) ile pH’s1 10.0’a getirilir ve hacmi 1 mL’ye

2.1.3
» Ekstraksiyon tamponu:
>
>
» 0,1 M NaHCO; pH:
tamamlanir.
>

0.2 M NaHCO; pH: 8.8 tamponu: 8.401 g (0.1 mol) sodyum
bikarbonat (NaHCO3) 450 mL saf suda c¢oziilerek, 1 N sodyum
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hidroksit (NaOH) ile pH’s1 8.8’¢ getirilir ve hacmi 500 mL’ye
tamamlanir.

0,01 M Nay;HPO,, pH: 6.0 tamponu: 1.42 g (0.01 mol) sodyum
fosfat dibazik (Na;HPO,4) 950 mL saf suda goziilerek, 1 N sodyum
hidroksit (NaOH) ile pH’st 6.0’a getirilir ve son hacmi 1 L’ye
tamamlanir.

Afinite jelinin dengelenmesi ve yilkanmasi icin kullamlan
tamponlar: 0,05 M fosfat tamponu pH: 5.00; 3.55 g (0.025 mol)
sodyum fosfat dibazik (Na;HPO,) 450 mL saf suda ¢oziilerek pH’s1
5.00’a getirilir ve son hacmi 500 mL’ye tamamlanr.

Afinite kromotografisinde PPO enzimin eliisyonu i¢in kullanilan
tampon ¢ozelti: 0,05 M Na;HPO,/1 M NaCl, pH:7 fosfat tamponu;
3.55 g (0.025 mol) sodyum fosfat dibazik (Na,HPQO,) ve 29.25 g (0.5
mol) sodyum kloriir (NaCl) 450 mL saf su iginde ¢oziilerek pH’s1
7.00’a getirilir son hacmi 500 mL’ye tamamlanir.

Aktivite Tamponu: 0,1 M Na,HPO,, pH: 6,80 fosfat tamponu; 7.1 g
(0.05 mol) sodyumfosfat dibazik (Na;HPO.), 450 mL saf su i¢inde
coziilerek pH’s1 6.80°¢ ayarlanir ve son hacmi 500 mL’ye tamamlanir.
Substrat Cozeltisi: 0.11 gram katekol tartilir son hacmi 10 mL’ ye
tamamlanir.

Protein tayininde kullanilan standart serum albumin c¢ozeltisi
(Img/ml): 25 mg standart serum albiimin tartildiktan sonra 25 mL saf
suda ¢oziiliir.

Proteinlerin kantitatif tayininde kullamlan ¢ozelti: 100 mg
coomassie brillant blue G-250 tartildiktan sonra 50 mL etonolde
¢ozilir. Bu ¢ozeltiye 100 mL %95°1lik fosforik asit eklenerek son

hacmi saf suile 1 L’ ye tamamlanir.
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SDS-PAGE elektroforezinde

kullanilan numune tamponunun
hazirlanis::
0.5M Tris-HCI (pH: 6.8—» 2.5 ml
%10’luk SDS — 4.0ml
Gliserol — 2.0ml
B-merkapto etonol — 1.0ml
Bromfenol mavisi — 0.01¢g
Destile su — 05ml
SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan yiiriitme tamponunun
hazirlamisi:
Tris-HCI — 3.09¢
Glisin —> 1449
SDS — 1.0g
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Tablo 2.1: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin miktarlari.

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

%10

%3

Akril amid/ Bis (%630)

Akril amid 15 g
Bis 049
Son hacim destile su ile 50

ml’ye tamamlanir.

16.65 ml

2.6 ml

Destile su

20.1 ml

12.2 ml

1.5 M Tris-HCI (pH:8.8)

Tris-HCI 11.82 g
pH: 8.8 oluncaya kadar 0.1
M NaOH ilave edilerek son
hacim destile su ile 50 ml’ye

tamamlanir.

12.5 ml

0.5 M Tris-HCI (pH: 6.8)

Tris-HCI 3.94 g pH: 6.8
oluncaya kadar 0.1 M NaOH
ilave edilerek son hacmi 50

ml olacak sekilde ayarlanir.

5ml

%10’luk SDS

SDS 1 g alinarak son hacmi
10 ml olacak sekilde

ayarlanir.

0.5 ml

200 pLL

TEMED

25 uL

20uL

%10°’luk amonyum siilfat

1 g aliarak son hacim saf su

ile 10 mI’ye tamamlanir.

750 uL

400uL

28




» SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme c¢ozeltilerinin
hazirlamisi: 0.66 g Coomassie brillant blue R-250 tartildiktan sonra 120
mL metanolde ¢6ziiliir. Daha sonra tizerine 24 mL saf asetik asit ile 120
mL destile su ilave edilir.

» SDS-PAGE elektroforezinde kullamlan renk acma cozeltisinin
hazirlamisi: %7.5 CH3COOH (asetik asit), %5 (CH3;OH) metanol ve
%87.5 mL saf su icermektedir. Bu sebeple 75 MI CH3;COOH (asetik asit)
ve 50 mL CH3OH (metanol), 875 mL destile su ile karistirilir.

2.2 Yontemler

2.2.1 Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Yapilan bu ¢alismada ithal muz kullanilmistir ve muzlar ticari bir isletmeden
alinmigtir. Ham ekstrakt hazirlanmasi amaciyla 50 g muz tartildi ve 100 mL (%0.5
PEG ve 10 mM askorbik asit iceren) 0.5 M, pH: 7.30, fosfat tamponu igerisinde ev
tipt blender ile 2 dakika kadar homojenize hale getirildi. Homejenat tiilbenten
siiziildiikten sonra siiziintii teflon tiiplere alinarak 2000 x g’de +4 °C’de 1 saat
santrifiij edildi. Santrifiij bittikten sonra, bitki duvarlarin1 ve seliilozik lifli kismi

igeren ¢okelek atilirken s1vi kisitm ham ekstrakt olarak kullanildi.
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2.2.2 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfatla ¢oktiirme islemi %0-80 arasinda doygunlukta yapildi ve
¢coktiirme islemleri sirasinda kullanilacak olan kati amonyum siilfat miktar1 asagida

verilen formiile gore tespit edildi [65].

1.77XVX (Sp-S1)
g (NH4),SO4 = 354-S,

V= supernatant hacmi
S;1= I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S,= 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Amonyum siilfat miktar1 belirlendikten sonra ham ekstrakta yavas ve azar
azar amonyum siilfat eklenerek % 80 doygunluga getirilen siispansiyon 2000 x g’de
1 saat sogutmali santrifiijde santrifiijlendi. Santirifiij isleminden sonra tiiplerin
tizerinde sivi kisimlar atildi ve tiipte kalan ¢okelek 5 mM fosfat tamponunda pH: 6.3

¢ozlinebilecegi en az miktarda ¢oziildii [65].

2.2.3 Diyaliz
Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra elde edilen numune, diyaliz torbasi

(Sigma Diagnotics, dialysis sacks) i¢ine alinarak, +4 °C’ de diyaliz tamponuna kars1

bir ka¢ defa tampon degistirilerek yaklasik 24 saat diyaliz edildi.
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2.2.4 PPO Enziminin Afinite Kromotografisi ile Saflastirilmasi

Polifenol oksidaz enziminin saflastirilmasi i¢in uygulanan metodlardan birisi
de afinite kromotografisidir. Bu kromotografi, bir ¢esit adsorpsiyon
kromotografisidir. Ayrica saflastirilmasi istenen molekiiliin veya biyolojik iinitenin
matriks adi verilen ve ¢oziinmeyen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize
edilmis bir liganda spesifik ve tersinir olarak baglandigi bir tekniktir. Afinite
kromotografisi teknigi sayesinde, zor ve bazi hallerde imkansiz olan bir ¢ok ayirma

islemleri kisa zamanda gerceklesmektedir [66].

2.2.4.1 Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Sepharose-4B, siyonejen bromiir (CNBr) ile aktiflestirildi ve tirozinle
kovalent baglandi. Reaktif tiirevde tirozine diazolanmig p-amino benzoik asidin
baglanmas1 gercgeklesirildi ve burada tirozin afinite jelinin uzanti kolunu
olustururken, p-amino benzoik asit ise enzimi spesifik baglayan kismini
olusturmaktadir. PPO enziminin spesifik bir inhibitorii olan p-amino benzoik asit,
afinite jelinin yapisina girerek PPO’nun yiiksek oranda saflagtirilmasinda

kullanilmistir [65, 67].

22411 Sepharose-4B’nin Aktiflestirilmesi ve Tirozin Baglanmasi

10 ml Sepharose-4B jeli, destile su ile iyice yikanarak dekante edildi. Daha
sonra esit miktarda destile su ile birlestirildi. Karistirilmakta olan jel slispansiyonuna
4 g toz haline getirilmis CNBr katildi. Daha sonra pH metre yardimi ile ¢dzeltinin
pH’s1 4 M sodyum hidroksit (NaOH) ile 11°e ¢ikarilarak sabitlendi. Fazla miktarda
buz silispansiyona eklendikten sonra karigim buchner hunisine aktarildi. 250 ml soguk
0.1 M sodyum bikarbonat (NaHCO3) tampon ¢ozeltisi ile (pH: 10) yikandiktan sonra
20 ml’sinde 15 mg tirozin ihtiva eden ayni tamponun soguk ¢ozeltisi eklendi ve 90
dakika beklendi. Daha sonra ¢ozelti 16 saat +4°C’de beklemeye birakildi. Bu
stiresinin sonunda yikama suyu 280 nm’de absorbans gézlemlenmeyene dek saf su
ile yikandi. Boylece reaksiyona girmeyen Tirozin ortamdan tamamen uzaklastirildi.

Yikama iglemi 100 ml 0.2 M sodyum bikarbonat (NaHCOs3) tamponu ile (pH:8.8)
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tekrarlandiktan sonra tirozinle modifiye edilmis Sepharose-4B, ayni tamponun 40

mL’ si i¢ine alindu.

2.24.1.2 p-aminobenzoik Asidin Baglanmasi

25 mg p-aminobenzoik asit tartildiktan sonra 0 °C civarinda 10 mL 1 M
hidroklorik asit (HCI) igerisinde ¢oziilerek, 75 mg sodyum nitrit (NaNO,) igeren 0
°C’ deki 5 mL c¢ozelti, p-amino benzoik asit ¢dzeltsine damla damla katildi.
Diazolanmig p-aminobenzoik asit 10 dakika sonra, 40 ml Sepharose-4B-L-tirozin
slispansiyonuna eklendi. pH’s1 9.5”a ¢ikarilarak sabit tutuldu. 3 saat oda sicakliginda
karistirildiktan sonra 1 L saf su ile ardindan da 200 m1 0.01 M sodyum fosfat dibazik
(NaHPOy) (pH:6.0) tamponu ile yikanarak ayni tamponda +4 °C’ de saklandh.

2.2.4.2 PPO’1n Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enzimin Eliisyonu

Afinite jeli, 1,5x10 cm boyutundaki bir kolona paketlendi. 0.05 M fosfat
tamponu ile Gstten ilave edilen ve alttan toplanan tamponun 280 nm’de absorbanslari
0,002 oluncaya kadar yikanarak dengeleme saglandi. Dengeleme islemi bittikten
sonra diyalizden alinan enzim ¢ozeltisi kolona yiiklendi ve 0.05 M fosfat tamponu
pH:5 ile yikanarak polifenol oksidaz enziminin biiyiik bir kismi afinite jeline
baglanirken diger safsizliklar da ortamdan uzaklastirilmis oldu. Son olarak 0.05 M
pH:7 tamponu ile enzim eliisyonu yapilarak ve 2 mL’lik epondorflara toplandi.
Toplanan eliiatlarda, Coomassie blue yontemiyle Kkantitatif protein tayini
belirlenirken, 280 nm’de kalitatif protein, ve 420 nm’ de enzim aktivite tayini

yapildi.
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2.25 SDS-PAGE ile Enzim Safliginin Kontrolii

Muz polifenol oksidaz enziminin afinite kromotografisiyle saflastirilmasi
isleminden sonra yigma jeli %3, ayirma jeli %10 konsantrasyonlarinda olacak
sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi Laemelli yontemiyle yapilarak
PPO enziminin saflik derecesi kontrol edildi [68].

Ik 6nce elektroforez cam plakalar1 saf su ile yikandiktan sonra etil alkolle de
yikanarak iyice temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu
yerlestirildi ve iki cam plaka birbiri lizerine konuldu. Kiskaglarla tutturularak jel
hazirlama cihazina yerlestirildi. Tablo 2.1°de ki gibi ayirma jeli hazirlandi ve
plakalar arasinda iistten birka¢ cm kalacak sekilde 10’luk mikropipetle tatbik edildi.
Daha sonra jel yiizeyinin daha diizglin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir tabaka
olusturuldu ve polimerizasyonun tamamlanmasi beklendi. Polimerizasyon
tamamlandiktan sonra n-biitanol dokiildii ve ayirma jelinin iizerine yigma jeli
eklendikten sonra tarak dikkatlice yerlestirilerek yigma jelinin polimerlesmesi
beklendi. Yigma jeli de polimerlestikten sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi. Kuyucuklar
saf su ile yikandiktan sonra tank tamponu ile de yikandi. Polimerlesmis olan jellerin
bulundugu kaset elektroforez tankina yerlestirildikten sonra tankin altina ve {stiine

yliriitme tamponu konuldu.

Yiiksek aktiviteye sahip olan enzimin toplam hacimi 100 pL olacak sekilde
1:1 oraninda numune tamponu ile karistirildi. Standart protein ¢ozeltsi i¢ersinde her
birinden 20 pg protein igerecek sekilde hazirlandi ve toplam hacim 100 pL olmak
tizere 1:1 oraninda numune tamponu ile karigtirlldi. Numuneler 3 dakika
kaynatildiktan sonra biraz sogumalar1 beklendi ve kuyucuklara yiiklendi.
Elektroforez 150 volt’a ayarlandi. Yiirlime islemi mavi bant jelin 1 cm’den daha az
kalana kadar devam ettikten sonra akim kesilerek yiiriime durduruldu. Jel cam
plakalar arasindan dikkatlice c¢ikarildiktan sonra renklendirme ¢dzeltisi igine
konuldu. 30 dakika kadar ¢alkayicida bekletildi. Renklendirme ¢ozeltisinden alinan
jelin iizerine renksizlestirme ¢ozeltisi konuldu ve belirli araliklara degistirilerek
protein bantlar1 belirlginlesinceye kadar renksizlestirme cozeltisi iginde bekletildi.

Renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikarilan jelin son halinin fotografi ¢ekildi.
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2.2.6 Protein Tayini

2.2.6.1 Kalitatif Protein Tayini

Kromotografi islemleri sonuncunda elde edilen eliiatlar esit hacimde
alindiktan sonra her biri igin kalitatif protein tayini yapildi. Bu yOntemin temel
prensibi, proteinin yapisinda bulunan fenilalanin, tirozin ve triptofan gibi amino
asitlerin 280 nm’de UV iginlar1 absoblamalar1 esasina dayanmaktadir [69]. Kuvartz
kiivetlere alinan fraksiyonlarin absorbanslar1 spektrofotometrede 280 nm’de kore

kars1 ol¢iildii ve kor olarak eliisyon (proteinin i¢inde bulundugu) tamponu kullanildi.

2.2.6.2 Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Saflastirma basamaklarindan ayrilmis olan enzim c¢dzeltilerindeki protein
miktar1 tayinleri, Bradford yontemi ile belirlendi. Yontemin temel prensibi,
Coomassie brillant-blue G-250 reaktifi ile fosforik asit igeren ortamda proteinlerin,
kompleks olusturmasi ve olusan bu kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans

gostermesi esasina dayanmaktadir [70].
Bradford yonteminin diger protein tayini yontemlerine gore avantaji,

e Cok kisa siirede uygulanabilir olmasi,
e Bozucu faktorlerin az olmasi,

e Protein-boya kompleksinin ¢6zeltide uzun siire kalmamasidir.

Bradford yontemiyle kantitatif protein tayini islemi su sekilde gergeklestirildi:
1 ml’sinde 1 mg protein igeren standart siir albumin ¢ozeltisinden 0°dan 100 pL’ye
kadar tiiplere alind1 ve 5 mM fosfat tamponu (pH: 6.3) ile tiim tiiplerin hacimleri 100
ul’ye tamamlandi. Her tiipe 5 ml Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ilave
edildikten sonra tiipler vorteks ile karistirilarak 10 dakika sonunda 595 nm’de
absorbans degerleri okunarak kayda gecildi. Standart grafik, absorbans degerlerine

karsilik gelen pg protein degerleri ile hazirlandi.
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Enzim ¢ozeltilerinden 0.1’er ml iki farkl tiipe alinarak tizerlerine 5’er ml Coomassie
brillant blue G-250 reaktifi eklendi ve vorteksde karistirildi. 595 nm’de 10 dakika
sonra absorbanslar1 6l¢iildii ve iki Ol¢limiin ortalama absorbansina karsilik gelen

protein miktar1 standart grafik yardimi ile hesaplandi.

2.2.7 Saflagtirilan Enzimin Iimmobilizasyonu

Saflastirilan polifenol oksidaz enziminin protein miktart en yiiksek olan
tiipler birlestirildi. Kolona primer amin igeren jel (o- Aminohexyl-Agorose) konuldu
ve pH:8 fosfat tampon ile yikandi. Ardindan kolona %3’liik gluteraldehit ¢ozeltisi
eklenerek 30 dakika beklendi. Yarim saat sonunda musluk a¢ildi ve baglanmayan
gluteraldehit saf su ile iyice yikanarak ortamdan uzaklastirildi. Kolondaki ¢6zeltinin
tamamen bosaltildigindan emin olunduktan sonra kalitatif protein tayini ile protein
miktar1 belirlenmis hacmi belli enzim ¢ozeltisi eklendi +4 °C’de 2 saat bekletildi ve
kovalent baglanmanin gergeklesmesi saglandi. Kolon muslugu agilarak baglanmayan
enzim c¢ozeltisi 15°lik falkon tlipte toplandi ve bu c¢dzeltinin protein miktari
belirlendi. Daha sonra ¢ift baglar1 indirgemek igin rediiksiyon ajani olan NaBH4
kullanildi.
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H
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Sekil 2.1: PPO’nun gluteraldehit ile - Aminohexyl-Agorose jeline immobilizasyonu.
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2.2.8 Immobilize ve Serbest Enzimin Aktivite Tayini

Immobilize ve serbest enzimin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin
edildi. Serbest enzim i¢in aktivite 6l¢iimii, 40 pL enzim ¢6zeltisi alinip daha 6nceden
hazirlanmis olan 830 pL fosfat tamponu+ 130 pL ¢ozeltisine hizli bir sekilde ilave
edildikten sonra 420 nm’de kore karsi bir dakikada absorbansda meydana gelen

degisimi okunarak aktivite belirlendi.

1 Enzim Unitesi: Reaksiyonun olustugu kiivette 1 dakikada meydana gelen
0.001’lik artis olarak tanimlandi ve aktivite birimi olarak EU kullanild1 [71].
Immobilize enzim igin de 100 pL immobilize enzimi geren kolondan eliiat alinip
daha 6nceden hazirlanan 1640 pL fosfat tamponu + 260 uL substrat ¢ozeltisine ilave
edilerek cam deney tiiplerinde 1 dakika kadar ters diiz edilip reaksiyona girmesi
saglandiktan sonra 1000 pL alinarak kiivete konuldu ve 420 nm’de kore karsi

aktivite 6l¢timii okundu.

2.2.9 Immobilize ve Serbest Enzimin Zaman, Sicaklik, pH Degisimleri
ile Termal Stabiliteleri
2.2.9.1 immobilize ve Serbest Enzimin Termal Stabiliteleri

Immobilize edilmis enzimin ve serbest enzimin termal stabilitelerinin
belirlenmesi i¢in 35 °C, 50 °C, 70 °C sicakliklardaki aktivitesinin 30 dakika arayla
Olctim yapildu.

2.2.9.2 Tmmobilize ve Serbest Enzimin Optimum pH Calismalar

Immobilize ve serbest enzim icin farkli pH araliklarinda ( pH=4, 5, 6, 6.8, 7,
8,9, 10, 11) enzim aktivite degisimi belirlendi.
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2.2.9.3 Immobilize ve Serbest Enzimin Optimum Sicaklik Cahsmalar

Immobilize ve serbest enzimin sicaklikla olan aktivite degisimlerini gérmek
amaciyla hem immobilize enzim i¢in hem de serbest enzim igin 10 °C ve 70 °C

arasindaki aktivite degerleri belirlendi.

2.2.10 Optimum Sartlarda K, ve Vax Degerlerinin Bulunmasi

Kinetik sabitlerin (Ky, ve Vmax) belirlenmesi amaci ile optimum sartlarda
farkli substrat (katekol) konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi olgtimleri iki kez

yapilarak ortalamasi alindi.

1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak Linewear-Burk grafikleri ¢izildi ve

grafiklerin denklemlerinden yararlanilarak Kp, Ve Vmax degerleri bulundu.

2.2.11 immobilize ve Serbest Enzim Uzerine Bazi inhibitorlerin ICsy

Degerlerinin bulunmasi

Farkli inhibitorlerin (p-aminobenzoik asit, kafeik asit, gallik asit, L-askorbik
asit, kojik asit) 1Csp degerlerini bulmak amaciyla, optimum sartlarda katekol
substratinin 10 mM sabit konsantrasyonunda ¢alisma yapildi. %100 aktivite olarak,
inhibitorsiiz ortamda bulunan enzim aktivitesinin degeri kullanildi. Farkli inhibitor
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbanslar 420 nm’de olgiildii. Belirlenen
absorbans degerlerinden % aktiviteleri hesaplandi. Cizilen %Aktivite grafiklerinden

her bir inhibitor i¢in ICso degerleri hesaplandi.

2.2.12 Serbes ve immobilize Enzimin Depolama Kararlihg

Immobilize ve serbest enzimin depo kararliligmi belirmek amaciyla belirli

araliklarla serbest ve immobilize enzimin aktiviteleri 6l¢ildii.
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3. BULGULAR

3.1 Enzimin Saflastirilmasi

Boliim 2.2.4.2°de belirtildigi gibi hazirlanan afinite kolonu dncelikle 0.05 M
sodyum fosfat dibazik (Na,HPO,) tamponu (pH:5.00) ile dengelendi ve hemen sonra
diyaliz isleminden elde edilen enzim ¢ozeltisi kolona tatbik edildi ve kolon sodyum
fosfat dibazik (Na;HPO,;) tamponuyla yikandi. Yikama ¢ozeltisi 2 ml’lik
epondorflara toplandi. Yikama iglemi 280 nm’de ki absorbans 0.02 oluncaya kadar

devam edildi.

Yikamadan sonra eliisyon islemi gerceklestirildi. Kolondan 0.05 M Na;HPO./
1 M NaCl eliisyon tamponu (pH:7.00) gegirildi. Alinan eliiatlar 2 mL olan
epondorflara toplandi. Eliisyon islemi 280 nm’de ki absorbans 0.02 oluncaya kadar
devam edildi. Eliisyon tamponu kor olarak kullanildi ve her tiipte 280 nm’de kalitatif
protein tayini yapildi. Ayrica her tiip i¢cin 420 nm’ de aktivite tayinine bakildi. Elde
edilen degerlerin tlip numarasina kars1 grafigi cizildi (Sekil 3.1) ve afinite
kromotografisi sonunda enzim aktivitesi olan tiipler birlestirildi. Kolona tatbik edilen
numune ve eliiat ¢cozeltileri i¢in kantitaif protein ve aktivite tayinleri yapildi. Boylece

spesifik aktivite ve saflastirma oranlari tespit edildi.
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Sekil 3.1: Afinite kolonundan PPO enziminin eliisyonu.
Tablo 3.1: PPO Enziminin Saflastima Tablosu.
Saflastirma Hacim Aktivite Toplam Protein Toplam Spesifik Saflagtirma Verim
basamagi (ml) (U/mL/dak) Aktivite (mg/mL) Protein Aktivite Derecesi
(unit) (mg) (unit/mg)
Ham Ekstrakt 78 12700 990600 | 0.00203 | 0.15834 6256536 — 100
Amonyum 8 13325 106600 0.0077 0.616 1730519 0.27 10.70
Stilfat
Afinite 2 14650 29300 | 0.00428 | 0.00856 | 342289719 | 54.70 2.95
kromotografisi
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3.2  Kantitatif Protein Tayini icin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayininde Bradford yontemi kullanildi ve standart grafik 2.2.6.2°de
aciklandigi gibi hazirlandi.

y =413,04x +0,1727
R?=0,9926

Absorbans (595 nm)

O Lk N W b U1 O N 00 O

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
mg/mL BSA Protein

Sekil 3.2: Bradford yontemine gore protein standart grafigi.

3.3  Immobilizasyon Veriminin Hesaplanmasi

Immobilizasyon veriminin hesaplanmasi i¢in, bradford ydntemi ile hazirlanan

standart grafiginden yararlanilarak protein miktarlar: bulundu.

Yy 40,1727
X T T304

Denklemde y yerine, serbest ve immobilize enzimin absorbans degerleri
yazilarak x degeri bulundu. Bulunan x degeri serbest ve immobilize enzim ig¢in

protein miktarini verdi. Asagidaki esitlikten % verim olarak bulundu.

Baglanan Protein Miktari

% Verim =- 100

Immobilizasyon 6ncesi protein miktari
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Tablo 3.2: immobilize enzimin % Verim hesabi.

Immobilizasyon | Immobilizasyon | Baglanan protein
oncesi protein sonrasi protein miktar1 (1g) % Verim
miktar (ug) X miktar (ug) Y (X-Y)
0.0070 0.0030 0.0040 57.14

34 Polifenol Oksidaz Enziminin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Saflagtirilan polifenol oksidazin saflik kontroliinii yapmak amaciyla bolim

2.2.5’de belirtildigi gibi hazirlanan jel elektroforezine saflastirilmis olan PPO’mn

numuneleri tatbik edildi ve protein bantlarini igeren jelin fotografi ¢ekildi.

Mw (kDa)

130 —
9%5 —

72—

43 ——

34 —

Muz PPO

Sekil 3.3: Sepharose 4B-L-tirozin-p-amino benzoik asit jeli ile saflastirilan muz PPO

enziminin SDS poliakrilamid jel elektroforezi.
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3.5  Polifenol Oksidaz Enziminin immobilizasyonu

Polifenol oksidaz enziminin immobilizasyonundan sonra karakterizasyonu i¢in FT-
IR spektrum galigmasi yapildi. Bu amagla w-aminoheksil agaroz jeli, w-aminoheksil

agaroz+glutraldehit ve w-aminoheksil agaroz+glutraldehit+PPO enziminin yapilari

FT-IR spektrumlart Sekil 3.4’de gosterildigi gibi bulundu.

100

3339.97m 1,96 ZEW/

3340.84cm-1, 94.98%T

%T

1045.34cm-1. 86.27%T
84

tossgsemLezstr \|

4000 3500 3000 2500 2000 1500

Name Description

= m-aminoheksil agaroz

=== p-aminoheksil agaroz+ gluteraldehit

=== w-aminoheksil agaroz+gluteraldehit+PPO

Sekil 3.4: FT-IR spektrumu.
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3.6

Bulunmasi

Optimum Sartlarda Serbest Enzimin K, ve V. Degerlerinin

Serbest enzimin Kp ve Vmax degerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum

sartlarda polifenol oksidaz enziminin substrati olan katekolun degisen

konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Olglimleri yapildi. Her oOlglim iki kez
tekrarland1 ve bu dlglimlerin ortalamasi alindi. 420 nm’de Slgiilen aktivite degerleri
reaksiyon hizi (U/ml dakika) olarak alindi. 1/V’ye 1/[S] degerleri bulunarak
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafikten yararlanilarak Kp, ve Vmax degerleri

bulundu.

Tablo 3.3: PPO enzimin katekol substrati kullanilarak Km ve Vmax degerlerinin tespitinde
kullanilan ¢ozeltilenin hacimleri, U aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri.

0.1 M Na,HPO, Enzim Substrat | Kiivetteki | Kiivetteki | AoD Aktivite /v | 1/S
Tamponu(ml) Cozeltisi | Cozeltisi | Toplam Substrat (U/mLdak)
Hacmi(ml) | Hacmi Hacim Kons. [S] | (420
(ml) (ml) (M) nm)
0.93 0.03 0.03 0.256 6400 150 | 333
0.92 0.04 0.04 0.370 9250 110 | 250
0.91 0.05 0.05 0.447 11175 89 | 167
0.9 0.04 0.06 1 0.06 0.580 14500 68 | 143
0.89 0.07 0.07 0.638 15950 61 | 100
0.87 0.08 0.08 0.660 16500 54 | 83
0.86 0.09 0.09 0.696 17400 49 | 71
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180 -
160 - y = 0,3651x + 26,395 ®

140 - R*=0,9817

1/V (10-6)(U-1/mLDak

100 50 L 0 50 100 150 200 250 300 350 400
1/[s1 (m-1)

Sekil 3.5: Muz PPO enziminin katekol substratina kars1 Linewear-Burk grafigi.

Tablo 3.4: Serbest enzimin K, ve V ax degerleri.

Katekol 13.8 37887 2738.975

3.7 immobilize Enzimin K, Ve Viax Degerlerinin Bulunmasi

Immobilize enzimin Kinetik sabitlerin (Ky, Ve Vinax) bulunmas icin, optimum
sartlarda polifenol oksidaz enziminin substrati olan katekolun degisen
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Ol¢timleri iki kez yapilarak ortalamasi alindu..
420 nm’de o6lgiilen aktivite degerleri reaksiyon hizi (U/ml dakika) olarak alindi.
1/V’ye 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafikten

yararlanilarak Kp ve Vnax degerleri bulundu.

45




Tablo 3.5: Imobilize edilmis PPO enzimin katekol substrati kullanilarak K, Ve Vax
degerlerinin tespitinde kullanilan ¢6zeltilenin hacimleri, U aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri.

0.1M Immobilize | Substrat | Kiivetteki | Kiivetteki AoD Aktivite | 1/V | 1/S
Na,HPO, Enzimin Cozeltisi Toplam Substrat (U/mLd
Tamponu Hacmi Hacmi Hacim Kons. [S] (420 ak)
(mL) (mL) (ml) (ml) (M) nm)
1.84 0.06 0.06 0.099 2475 29 125
1.82 0.08 0.08 0.134 3350 25 100
1.80 0.1 0.1 0.159 3975 22 71
1.76 0,1 0.14 1000 0.14 0.179 4475 21 62
1.74 0.16 0.16 0.188 4700 19 55
1.72 0.18 0.18 0.201 5025 18 45

_ 35 1

®

8 30 - y =0,137x + 11,804

§ R?=0,9977

2

§

z

i

-100

50

100

150
1/[s] (M)

Sekil 3.6: Muz immobilize PPO enziminin katekol substratina kars1 Linewear-Burk grafigi.

Tablo 3.6: immobilize enzimin K, Ve V. degerleri.

Substrat

Km (MM)

Vmax (U/mLdak)

Vmax/Km

Katekol

12

84724.22

7060.4
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3.8 immobilize ve Serbest Enzimin Termal Stabilitesi

Serbest ve immobilize enzimin termal stabilitelerini belirlemek amaciyla
boliim 2.2.9.1° de anlatildig1 gibi uygulanmis olup sekil 3.7, sekil 3.8 ve sekil 3.9°de

ki sonuglar elde edilmistir.

120 -
—9—immobilize enzim  =f=Serbest enzim
100 -

80 -

60 -

%Aktivite

40 -

20

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Zaman (Dakika)

Sekil 3.7: Serbest ve Immobilize enzmin 35 °C’de %Aktivite-Zaman grafigi.

=@=Serbest enzim == immobilize enzim
120 -

100 -

80 -

%Aktivite

40 -

20 A

0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Zaman(Dakika)

ekil 3.8: Serbest ve immobilize enzimin 50 °C’de % Aktivite- Zaman grafigi.
grang
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Sekil 3.9: Serbest ve Immobilize enzimin 70 °C’de % Aktivite-Zaman grafigi.

39 Serbest ve Immobilize Enziminin Aktivitelerinin pH ile

Degisimleri

pH’1n serbest enzime ve immobilize enzime etkilerini belirlemek amaci ile

2.2.9.2°de belirtildigi gibi uygulanmis olup sonuglar Sekil 3.10°da ki gibidir.

=@==Serbest enzim  =ll=immobilize enzim

9000 -~
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

Aktivite

Sekil 3.10: Serbest ve immobilize Enzimin Aktivite-pH Grafigi.
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3.10 Serbest ve Immobilize Enziminin AKktivitelerinin Sicaklikla

Degisimi

Boliim 2.2.9.3’de ifade edildigi gibi serbest ve immobilize enzimin sicaklikla
olan aktivite degisimlerini gozlemlemek amaciyla her ikisinin de 10 °C ve 70 °C
arasindaki aktivite degerleri incelendi ve serbest ve immobilize enzim igin Sekil
3.11°de ki sonuglar elde edildi.

=§==Serbest enzim  =ll=immobilize enzim

180 -
160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Sicakhk

% Aktivite

Sekil 3.11: Serbest ve Immobilize enzimin 10 °C ve 70 °C’ de araligindaki sicaklikla
degisimi.
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3.1  Serbest ve Immobilize Enziminin Depolama Kararlihg

Serbest ve immobilize polifenol oksidaz enziminin depo kararliligini

belirlemek amaciyla 3-4 giinde bir aktiviteleri 6l¢iildii.

—¢—Serbest enzim  =fll=immobilize enzim

120 ~
100 -

80 -

% Aktivite
(2]
o

40 -

20 -

O T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Zaman (Giin)

Sekil 3.12: Serbest ve immobilize enzimin depolama kararlilig1.

3.1 Serbest ve immobilize Enzimin Farkh Inhibitorler icin ICsp

Degerlerinin Bulunmasi

Inhibitdrlerin 1Cso degerlerini bulmak igin optimum sartlarda katekol substratinin 0.1
M sabit konsantrasyonunda ¢alisildi. 0.1 M katekol hazirlanarak her 6l¢iimde 130 uLL
alind1. Inhibitdr ¢ozeltilerinden ise farkli hacimlerde alinarak toplam 1000 pL’lik
hacim olusturulduktan sonra, 6ncelikle inhibitorsiiz ortamda bulunan enzim aktivitesi
%100 aktivite olarak kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 40 pL enzim
¢ozeltisi alinip daha onceden hazirlanmis olan 960 pL tampon+substrat+inhibitor
¢ozeltisine hizli bir sekilde ilave edildikten sonra 420 nm’de bir dakikada
absorbansda meydana gelen degisme okundu ve % aktivite grafikleri cizildi (Sekil
3.13, Sekil 3.14, Sekil 3.15, Sekil 3.16, Sekil 3.17, Sekil 3.18, Sekil 3.19, Sekil 3.20,
Sekil 3.21, Sekil 3.22). Cizilen grafiklerden yararlanilarak 1Cso degerleri hesaplandi (
Tablo 3.7).
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Sekil 3.13: Immobilize Enzimin p-aminobenzoik asit inhibitdriine kars1 % aktivite grafigi.
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Sekil 3.14: Serbest Enzimin p-aminobenzoik asit inhibitoriine karst % Aktivite grafigi.
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Sekil 3.15: immobilize enzimin Kafeik Asit inhibitériine kars1 % Aktivite grafigi.
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Sekil 3.16: Serbest enzimin Kafeik asit inhibitoriine kars1 % Aktivite grafigi.
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y =171,55x2 - 197,58x + 99,148
R*=0,9959
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Sekil 3.17: Immobilize enzimin Kojik asit inhibitdriine kars1 % Aktivite grafigi.
) grang
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Sekil 3.18: Serbest enzimin Kojik asit inhibitdriine kars1 % Aktivite grafigi.
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Sekil 3.19: Immobilize enzimin L-askorbik asit inhibitdriine kars1 % Aktivite grafigi.
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Sekil 3.20: Serbest enzimin L-askorbik asit inhbitoriine kars1 % Aktivite grafigi.
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Sekil 3.21: Immobilize enzimin Gallik Asit inhibitdriine kars1 %aktivite grafigi.
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Sekil 3.22: Serbest enzimin Gallik Asit inhibitoriine kars1 % aktivite grafigi.
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Tablo 3.7: Inhibitérlerin serbest ve immobilize polifenol oksidaz enzimi igin ICs; degerleri.

Inhibitorler Serbest enzim icin ICsg immobilize enzim icin ICs
(M) (nM)
p-aminobenzoik asit 0.36 0.07
Kafeik asit 0.56 0.15
Kojik asit 0.36 0.36
L-askorbik asit 0.02 0.02
Gallik asit 0.07 0.13
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4. SONUC VE ONERILER

Calismamizda ilk olarak Arslan ve arkadaslarinin sentezledigi afinite jeli
kullanilarak boliim 2.2.4’de anlatildigi gibi muzdan PPO enzimi saflagtirilmistir [65].
Enzim saflastirma yontemleri igerisinde tek basamakta yiizlerce kat saflastirmay1
saglayan afinite kromotografisi teknigi, biyoteknoloji, biyokimya, ve tip gibi

alanlarda saf enzim elde etmek i¢in tercih edilen dnemli bir uygulama alanidir.

Literatiirde PPO enziminin immobilizasyonu ile ilgili bir¢ok ¢alismada ¢esitli
desteklere immobilizasyonu saglanmistir. Ancak ®-aminoheksil agaroz jeline
immobilizasyonu bulunmamaktadir. Yapilan immobilizasyon sonucunda enzimin, ®-
aminoheksil agaroz jeline baglanma yiizdesi 57,14 olarak bulunmustur. Yaptigimiz
immobilizasyon yontemi; gluteraldehit ile oncelikle w-aminoheksil agaroz jelinin
yapisinda bulunan NH; gruplarimi aktif hale getirip, daha sonra ortama PPO enzimi
ilave ederek enzimin tizerindeki —NH, gruplarmma gluteraldehit ile kovalent

baglanmasi yontemine dayanmaktadir [72].

Immobilizasyon isleminden sonra, serbest enzimin ve immobilize enzimin,
optimum pH, sicaklik, Kyn ve Vmax kinetik sabitleri, termal kararliliklari, depo
kararlilig1 ve gesitli inhibitorlerin 1Csq degerleri arastirilmistir ve bunlara ait veriler

raporlanmistir.

PPO enziminin optimum pH degeri saflagtirma metoduna, substrata, enzimin
hiicre icindeki yerine ve enzim kaynagina bagl olarak degismektedir ve genellikle
pH 4.0 ila 7.0 arasindadir [73]. Immobilizasyon islemi enzimin ¢alisma kosullarini
daha 1limli hale getirebilen bir metottur ve enzimin pH ¢alisma araligim
degisterebilmekte veya genisletebilmektedir. Serbest ve immobilize PPO enzimi igin
optimum pH caligmasi pH 4.0 ile 11.0 araliginda yapilmistir. @w-aminoheksil agaroz
jeline tutuklanan PPO enzimi ve serbest enzim i¢in optimum pH degeri 6.8 olarak
bulunmustur (Sekil 3.10). Sonug¢ olarak gergeklestirilen immobilizasyon isleminin

PPO’1n optimum pH’s1 {izerinde herhangi bir degisiklik yapmadigini géstermektedir.
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pH substrattaki iyonlasabilen gruplar1 etkileyebilir. Immobilizasyon
caligmalarinda optimum pH’st enzimin yilikiine ve kullanilan matrikse gore
degisibilmektedir. Bu degisim, enzimin yapi-fonksiyon iligkisinin anlagilmasina

yardimc1 olmaktadir.

Yapilan literatiir taramasinda Arabaci ve arkadaglar1 ayva yapraklarindan
saflagtiritlan PPO enziminin kalsiyum aljinat boncuklar iizerine immobilize edildigini
ve immobilize ve serbest enzimin sicakligim belirlemek amaciyla 4-70 °C
arahigindaki sicakliklarda ¢alisildigini ve optimum sicakliklari sirasiyla 35 ve 30 °C
oldugu bildirilmektedir [74]. w-aminoheksil agaroz jeline baglanan PPO ve serbest
enzimin sicaklifa karsi duyarhiligm belirlemek amaci ile, 10 °C ve 70 °C
araligindaki sicakliklarda ¢alisilmistir. w-aminoheksil agaroz jeline baglanan PPO
enzimin optimum sicakligr 30 °C, serbest enzim i¢in optimum sicaklik 30 °C olarak

bulunmustur (Sekil 3.11).

Yapilan bir diger ¢alismada amonyum siilfat ile proteinleri ¢oktiiriilen
mantarin Serolose-4B destek iizerine poliklonal bagistiran bilesige baglayarak
tirozinazin direkt immobilizasyonunu saglamislardir ve ¢ézlinlir ve immiinafiniteye
bagli tirozinazin termal kararlihigi 55 °C den sonra izlenmistir. Coziiniir tirozinaz
aktivitesini kaybederken immobilize edilen tirozinaz 55 °C’ de aktivitesinin yaklasik
%26’sin1 korudugu goézlemlenmistir [75]. w-aminoheksil agaroz jeline tutuklanan
PPO enziminin ve serbest enzimin termal kararlilik ¢alismasi 35, 50 ve 70 °C
sicakliklarda yapilmustir. 35°C’de serbest enzimin sonuglar1 incelendiginde 3 saatin
sonunda hala aktivetisinin % 63’{inii korudugu 50 °C’de 2 saat sonunda aktivitesinin
%63 iinii korudugu 2.5 saat sonunda ise aktivitesini tamamen kaybettigi, 70 °C’de 1
saat sonunda aktivitesinin %73’tinii korudugu 2 saat sonunda ise aktivitesini
tamamen kaybettigi gozlemlenmistir. Immobilize enzimin sonuglar1 incelendiginde
ise 35 °C’de 1 saat sonunda aktivitesinin %80’nini korudugu 3 saat sonunda ise
aktivitesinin % 34’iinii korudugu, 50 °C’de ise 1 saat sonunda aktivitesinin % 87’sini
korudugu, 2 saat sonunda ise %43’iinii korudugu, 70°C’de ise 1 saat sonunda
aktivitesinin %73 linli korudugu, 2 saat sonunda ise aktivitesini tamamen kaybettigi

gozlemlenmistir (Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9).
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Km enzimin substrata karsi olan ilgisiyle ters orantilidir. Ky, Kinetik sabiti
enzim ile substrat arasindaki ES kompleksinin saglamlik ol¢iisiidiir ve bu deger
kiiciildiikge enzim ve substrat o kadar zor ayrisir. Vmax sabiti ise enzimin aktifiliginin

6l¢iisii olup enzim ne kadar aktifse Vimax 0 kadar yiiksektir denir [76].

Yapilan bir diger ¢alismada ise ¢alismanin ilk boliimiinde tirozinaz, aljinat-jel
boncuklar iizerine immobilize edilmis, ikinci boliimiinde ise amino gruplari
sayesinde tirozinaz molekiillerinin immobilizasyonu epiklorohdirin ile aktive edilmis
tirozinaz  poli(akrilamid-ko-akrilik asit) hidrojel olarak immobilizasyonunu
saglamislardir. Yapilan ¢aligmanin kinetik sabitleri ise serbest enzim i¢in K, degeri
0,607 mM, Vyax degeri 0,0737 U'mLDak olarak belirlemislerdir. Immobilize
enzimlerin ise P(AAm-Co-AA) ve Ca-aljinat i¢cin bulunan K., degerleri sirasiyla
1.408, ve 0.779 mM, Vax degerleri ise sirasiyla 0.0125 ve 0.9117 UmLDak olarak
bulmuslardir [77]. Bizim yapmis oldugumuz calismada ise en az bes ayr1 substrat
konsantrasyonunda enzim aktivite degerleri belirlenerek elde edilen 1/V ve 1/[S] ile
Lineweaver-Burk grafikleri gizilerek Ky, ve Vmax degerleri bulundu. Serbest ve -
aminoheksil agaroz jeline baglanan PPO enziminin K, ve Vs Kinetik sabitleri
sirasiyla; 13.8 mM ile 37887 U/mLdak ve 12 mM ile 84724.22 U/mLdak olarak
bulunmustur.(Sekil 3.4 ve Sekil 3.5).

Immobilize enzimin karekterizasyonu igin FT-IR spektrum g¢aligmasi yapildi
ve bu amagla m-aminoheksil agaroz jeli giris maddesi olarak, w-aminoheksil
agaroz+gluteraldehitin bagli yapist ve w-aminoheksil agaroz+gluteraldehit+PPO’n
bagl yapilarimin FT-IR spektrumlarina Sekil 3.4’de gosterildigi gibi bulunmustur.
Verilen spektrumlari g0z Oniine aldigimizda w-aminoheksil
agaroz-+gluteraldehit+PPO’in keton karbonil grubunun 1709,78 cm™ de gozlenen
karbonil gerilmesi, amin siibstitiie w-aminoheksil agaroz+gluteraldehit karigiminda
aldehit grubunun elektronik ¢evresinin degismesi ve bu c¢evrenin elektron
yogunlugunun artmasiyla 1707,40 cm ™ den daha yiiksek frekansa kaymistir. 1368
cm? de gbzlenen simetrik ve asimetrik alkilik C-H egilmelerinin iiriinde net bir
sekilde goriilmektedir. 1044,96 cm™ de gozlenen alkolik C-N gerilmesi, -
aminoheksil agarozdan gluteraldehit katilmasiyla olusan molekiiliin konjugasyona
sahip olmasi ve yliksek enerjili -CH=N- gerilmesi sebebiyle yiiksek frekansa kayarak

1052,53 cm™ civarinda, pik siddetinde bir azalmayla iiriinin modifiye oldugunu
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gostermektedir. Ancak son iiriinde 1045,34 cm™ de gozlenen C-N gerilmesi iiriiniin
elektronik cevresinin degismesi sebebiyle pik siddetini artirmis ve NaBH, ile
muamelesinden sonra konjugasyonun azalmasiyla daha diisiik frekansa kaymustir. Bu

da bize immobilizasyonun basarili bir sekilde ger¢eklestigini gostermektedir.

Inhibisyon c¢alismalarinda; inhibitor olarak; p-aminobenzoik asit, kafeik asit,
kojik asit, L-askorbik asit ve gallik asit kullanildi. Bu inhbitérler i¢in serbest enzim

ve immobilize enzim ICsq degerleri hesaplandi.

p-aminobenzoik asitin serbest ve immobilize enzim {izerine etkisine
bakildiginda, serbest enzimin ICsy degeri 0,36 uM iken immobilize enzimin ICsg
degeri 0,069 uM’dir. Bu da p-aminobenzoik asit inhibitoriiniin immobilize edilen

enzim {izerine etkisinin daha gii¢lii oldugunu gostermektedir (Sekil: 3.13-Sekil 3.14).

Kafeik asitin serbest ve immobilize enzim iizerine etkisi bakildiginda, serbest
enzimin ICsy degeri 0,56 uM iken immobilize enzimin ICsp 0,15 pM’dir. Bu da
kafeik asit inhibitoriiniin immobilize edilen enzim {izerine etksinin daha giiclii

oldugunu gostermektedir (Sekil 3.15- Sekil 3.16).

Kojik asitin serbest ve immobilize enzim iizerine etkisi bakildiginda, serbest
ve immobilize enzimin 1Cs degeri 0,36 uM olarak bulunmustur. Bu da kojik asitin
serbest ve immobilize enzim iizerine etkisinin ayni oldugunu gdstermektedir (Sekil

3.17- Sekil 3.18).

L-askorbik asitin serbest ve immobilize enzim iizerine etkisine bakildiginda,
serbest ve immobilize enzimin 1Csg degeri 0,020 uM olarak bulunmustur. Bu da L-
askorbik asitin serbest enzim ve immoilize enzim iizerine etksinin ayini oldugunu

gostermektedir (Sekil 3.19-Sekil 3.20).

Gallik asitin serbest ve immobilize enzim iizerine etkisine bakildiginda,
serbest enzimin 1Csp degeri 0,071 uM immobilize enzimin ICsq degeri 0,13 pM’dur.
Bu da gallik asitin serbest enzim Tizerine etkisinin daha giliclii oldugunu

gostermektedir (Sekil 3.21- Sekil 3.22).
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Sonug olarak yapilan bu ¢calismada asagidaki bulgular elde edilmistir.

PPO enzimi, Sepharose-4B-L-tirozin-p-amino benzoik asit kimyasal yapisina
sahip onceden bilinen afinite jeli ile muzdan saflastirilmistir ve SDS-PAGE
ile saflik kontrolii yapilmistir.

Saflastirilan polifenol oksidaz enzimi, m-aminoheksil agaroz jeli {izerine
gluteraldehit ile kovalent baglanmasi saglanmistir.

Immobilizasyon islemi gerceklestikten sonra serbest ve immobilize polifenol
oksidaz enziminin protein miktarlar1 Bradford yoOntemiyle belirlenerek,
serbest enzim i¢in saflaglastirma derecesi hesaplanirken immobilize enzimin
de % verimi hesaplanmustir.

Serbest ve immobilize PPO enzimin optimum pH degeri 6.8 olarak
bulunmustur.

Serbest ve immobilize PPO enzimin optimum sicaklik degeri 30°C olarak
bulunmustur.

Serbest ve immobilize PPO enzimin termal kararliliklarina bakildiginda
serbest PPO enzimin immobilize enzime goére 35°C ve 50 °C’de aktivitesini
daha iyi korudugu goriiliirken, immobilize PPO enzimin serbest enzime gore
70°C’de aktivitesini daha iyi korudugu goriilmektedir.

Serbest ve immobilize enzimin depo kararliligi 60 giin kadar siirdiirilmustiir.
Serbest enzim 60 giin sonunda aktivitesini %80°nini korurken immobilize
enzim aktivitesinin %70’ni korumustur. Bu da bize enzimin aktivitesinin
uzun siire korudugunu gostermektedir.

4-aminobenzoik asit, kafeik asit, kojik asit, L-askorbik asit ve gallik asit
inhibitorlerinin serbest ve immobilize PPO enzimi icin ICsg degerleri
bulunmustur. p-aminobenzoik asit ve kafeik asit immobilize enzim i¢in daha
kuvvetli bir inhibitor iken gallik asit ise serbest enzim i¢in daha kuvvetli bir
inhibitordiir. L-askorbik asit ve kojik asit inhibitorleri ise her iki enzim iginde
benzer etki gdstermistir. Yapilan inhibisyon c¢aligmasinin tamamina
bakildiginda; L-askorbik asit serbest ve immobilize enzim i¢in en kuvvetli

inhibitor olarak belirlenmistir.
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» Bu calisma kapsaminda dizayn edilen kovalent baglanmis polifenol oksidaz
enziminin fenolik bilesikleri, biyosorpsion ve biyolojik parcalama yolu ile
atik sulardan uzaklagtirilmasi ve ayrica meyve sularinin berraklastirilmasi

amaciyla ileri ki ¢aligsmalarda kullanilabilecegi kanaatine varildi.

62



5. KAYNAKLAR

[1] Mayer, A. M., and Harel, E., “Polyphenol Oxidases in Plants”, Phytochemistry,
18 (2), 193-215, (1979).

[2] Whitaker. J. R., “Principles of Enzymology for the Food” Sciences, Marcel 201,
New York: Dekker, Chapters 22 and 24, (1972).

[3] Sarkar, J. M., Leonowicz, A. and Bollog. J. M., “Immobilization of enzymes on
clays and soils Soil Biol”. Biochem, 21 (2), 223-230, (1989).

[4] Gul‘ko, A. Y. and Khaziyev, F. K., “Soil polyphenol oxidases; their production,
immobilization and activity”, Eurasian Soil Science, 25 (4), 101-113, (1993).

[5] Mos‘ko, A. A., Shcherbakova, T. A., Glushko, N. A., and Klenitskaya, I. A.,
“Immobilization of polyphenol oxidase by soil humus”, Eurasion Science, 5, 60-
65, (1992).

[6] Vamos-Vigyazo, L., “Polyphenoloxidase and peroxidase in fruits and
vegeatables”, CRC Critcal Rewievs in Food Science and Nutrition, 14, 44-129,
(1981).

[7] Palmer. J. K., “Banana polyphenoxidase, Prepatation and properties”, Plants
Phys., 38, 508, (1963).

[8] Kahn, V., “Lateney properties of polyphenol oxidase in two avacado cultivars
differing in their rate of browning”, J Food Agric, 28, 233, (1977).

[9] Espin, C. E., Garcia-Ruiz, P. A., Varon R., and Garcia-Canovas, F.,
“Monophenolase and Diphenolase Reaction Mechanism of Apple and Pear
Oxidases”, J. Agric. Food Chem., 46, 2968-2975, (1998).

[10] Herrmann, K., “Uber Verfarbungen des Gemiises durch phenolische
Inhaltsstoffe”, Disch. Lebensm.Rdsch, 72, 90, (1976).
63



[11] Matheis, G. And Belitz, H.D., “Studies on enzymaticbrowning of potatoes
(Solanum tuberosum). Kinetics of potato phenoloxidase (E.C. 1,14,18,1
monophenol, dihydroxyphenylalanine:oxygen-oxidoreductase”,  Z.Lbensm.
Unters.Forsch., 163, 191, (1977).

[12] Herrmann, K., “Pflanzeninhaltsstofle als natiierliche Antioxydantein”, Fete.
Scifen.Anstrichm., 75, 499, (1973).

[13] Sondheimer. E., “Chlorogenic acids and relared depsides”, Bot. Rev., 30, 667,
(1964).

[14] Sakiroglu, H., “Kusburnu Meyvasindan [zole Edilen Polifenol Oksidaz
Enziminin Kinetik ve Elektroforetik Ozelliklerinin Incelenmesi”. Doktora Tezi,

Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali, Erzurum,

(1994).

[15] Haslam, E., “Practical Polyphenols: From Structure to Molecular Recognition
and Physiological Action”. University Press, Cambridge, (1998).

[16] Bravo, L., “Polyphenols: chemistry, dietary sources, metabolism and nutritional
significance”, Nutrition Reviews, 56: 317-333, (1998).

[17] Masque, N. Pocurull, E. Marce, R.M. Borrull, F. “Determination of eleven
priority EPA phenolics at ng L—1 levels by on-line solid-phase extraction and
liquid chromatography with UV and electrochemical detection”.
Chromatographia, 47:176-182, (1998).

[18] Topgu, S. Sezgintiirk, M.K. Dingkaya, E., “Evaluation of a new biosensor-
based mushroom (Agaricus bisporus) tissue homogenate: investigation of
certain phenolic compounds and some inhibitor effects”. Biosensors and
Bioelectronics, 20: 592-597, (2004).

[19] Gutés, A. Céspedes, F. Alegret, S. Del Vale, M., “Determination of phenolic
compounds by a polyphenol oxidase amperometric biosensor and artifical
neural network analysis”. Biosensors and Bioelectronics, 20: 1668-1673,
(2005).

64



[20] Ozcelik, D., “Mantardan (agaricus bisporus) tirozinaz enziminin izole edilmesi
ve fenol giderilmesinde kullanilmas1”. Yiiksek Lisans Tezi, GAZI Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, (2005).

[21] Kose, H., “Polifenol oksidaz enziminin farkli maddelerle immobilizasyonu ve
baz1 6zelliklerinin incelenmesi”. Yiiksek Lisans Tezi, Sakarya Universitesi Fen

Bilimleri Enstitiisii, Sakarya, 19-20, (2010).

[22] MOSBACH, K., “Methods in Enzymology” Volume:44, Biochemical Division
Chemical Center University of Lund Lund, Sweden, (1977).

[23] Cabral, J.M.S., Kennedy J.F., “Immobilisation techniques for altering thermal
stability of enzymes”. In: Gupta MN (Ed.) Thermostability of enzymes,
Springer, Berlin, p.163, (2000).

[24] Bakker, M., “Immobilisation of metalloenzymes and their application in
nonnatural conversions” PhD Thesis, Technical University Delft, The
Netherlands, (2000).

[25] Clark, D.S., “ Can immobilisation be exploited to modify enzyme activity?”
Trends Biotechnol., 12, 439-443, (1994).

[26] Chibata, I. Tosa, T. Sato, T. Mori, T. Matuo, Y., “Proc. of the 4th Int.
Fermentation Symp”.: Fermentation Technology Today p. 383-389, (1972).

[27] Schulze, B., Wubbolts, M.G., “Biocatalysis for industrial production of fine
chemicals” Curr. Opin. Biotechnol., 10, 609-615, (1999).

[28] Tischer, W., Kasche, V., “Immobilized enzymes: crystals or carriers” 72 Trends
Biotechnol., 17, 326-335, (1999).

[29] Ozg¢omlekei, E., “Proteaz Enzimin Glutaraldehit Kullanilarak Kovalent
Baglanma Ile Immobilizasyonunda Optimum Sartlarin Belirlenmesi”. Yiiksek
Lisans Tezi, Istanbul Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, 16-17,
(2006).

65



[30] Uludag, Y.B., “Immobilize Glukoamilaz ile Maltodekstrinden Glukoz Uretimi”.
Yiiksek Lisans Tezi, Gebze Ileri Teknoloji Enstitiisii Miihendislik ve Fen
Bilimleri Enstitiisti, Kocaeli, (2000).

[31] Aehle, W., “Enzymes in Industry Production and Applications”, Wiley,
Weinheim, (2004).

[32] Govardhan, C.P., “Crosslinking of Enzymes for Improved Stability and
Performance. Current Opinion in Biotechnology”, 10:331-335, (1999).

[33] Twyman, R.M., “Immobilized Enzymes” Encyclopedia of AnalyticalScience
523-529, (2005).

[34] Solas M.T, Vicente C, Xavies L, Legaz M.E., “lonic Adsorption of Catalase on
Bioskin: Kinetic and Ultrastructural Studies”, Journal of Biotechnology 33 63-
70, (1994).

[35] Hermanson, G.T., Mallia, A.K., Smith, P.K., “Immobilized Affinity Ligand
Techniques”. Academic Press, London. p: 283-284, (1992).

[36] Klibanov, A.M., “Immobilized Enzymes and Cells as Practical
Catalysts”.Science, 219:722-727, (1983).

[37] Cao, L., “Carrier-bound immobilized enzymes: principles, aplicationand
design.” Wiley-,VchVerlah Gmbvh&Co. Kgaa, Winheim.580p, (2005).

[38] Krajewska, B. “Applicaiton of Chitin and Chitosan Based Materials for Enzyme
Immoblization”: a Review, Enzyme and Microbial Technology, 35, 126-139,
(2003).

[39] Uhlig, H., “Industrial Enzymes and Their Applications”, pp.147-179, 202- 222,
John Wiley & Sons, Canada, (1998).

[40] Petri, A. , Gambicorti, T. and Salvadori, P., “Covalent Immobilization of
Chloroperoxidase on Silica Gel and Properties of The Immobilized Catalyst”,
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 27, 103-106, (2003).

66



[41] Suh, C.W., Choi, G.S., Lee, E.K., “Enzymic cleavage of fusion protein using
immobilised urokinase covalently conjugated to glyoxyl-agarose” Biotechnol
Appl Biochem, 37, 149-155, (2003).

[42] Mateo, C., Abian, O., Fernandez-Lafuente, R., Guizan, J.M., “Increase in
conformational stability of enzymes immobilized on epoxy-activated supports

by favoring additional multipoint covalent attachment” Enzyme Microb.

Technol., 26, 509-515, (2000).

[43] Soni, S., Desai, J.D., Devi, S., “Immobilization of yeast alcohol dehydrogenase
by entrapment and covalent binding to polymeric supports” J. Appl Polym.
Sci., 82, 1299-1305, (2001).

[44] Rosell, C.M., Fernandez-Lafuente, R., Guisan, J.M., “Modification of enzyme
properties by the use of inhibitors during their stabilization by multipoint

covalent attachment” Biocatal. Biotransform., 12, 67—76, (1995).

[45] Kiener, A., Wubbolts, M., Witholt, B., “Industrial biocatalysis today and
tomorrow”, Nature (London), 409, 258-268, (2001).

[46] Knowles, J.R., “Enzyme catalysis: not different, just better” Nature 350,
121124, (1994).

[47] Rozzell, J. D., “Biocatalysis at commercial scale: myths and realities” Chimica
Oggi, (6/7), 4247, (1999).

[48] Zaks, A., “Industrial biocatalysis Curr. Opin.” Chem. Biol. 5, 130-136, (2001).

[49] Murza, A., Fernandez-Lafuente, R., Guisan, J.M., “Essential role of the
concentration of immobilised ligands in affinity chromatography: purification

of guanidinobenzoatase on an ionized ligand” J Chromatogr B Biomed Sci
Appl 740, 211-218, (2000).

[50] Carvallo, G.M.J., Alves, T.L.M., Freire, D.M.G., “L-DOPA production
byimmobilized tyrosinase”. Applied Biochemistry and Biotechnology, 84-86,
791-800, (2000).

67



[51] Khan, A. A., Akhtar, S., Husain, Q., “Direct immobilization of polyphenol
oxidases on Celite 545 from ammonium sulphate fractioned proteins of potato
(Solanum tuberrasum )”, Journal of Moleculer Catalysis. 40, 58-63, (2006).

[52] Dinger, A., Becerik, S., Aydemir, T., “Immobilization of tyrosinase on chitosan-
clay composite beads”. International Journal Biological Macromolecules 815-
820, (2012).

[53] Yagar, H. Sagiroglu, A., “Non-Covalent immobilization Of Quince (Cydonia
oblonga) Polyphenol Oxidase on Alumina”. Acta Chim. Slov. , 49, 893-902,
(2002).

[54] Demir, H., Giir., A. Yildiz, A., Gir,T., “Igdir Kayisisindan Polifenol Oksidaz
Enziminin Kil Immobilizasyonu ve Karakterizasyonu”. 21. Ulusal Kimya
Kongresi. BIY024P, Malatya, (2007).

[55] Shao, Jian., Ge, Huimin., Yang, Yumin., “Immobilization of polyphenol oxidase

on chitosan-SiO2 gel for removal of aqueous phenol”. Biotechnol Lett, (2007).

[56] Sutay, D. “Dut (morus alba) yaprak dokularindan polifenol oksidaz izolasyonu,
karakterizasyonu ve tutuklanmasi1”, Yiksek Lisans Tezi, The Middle East
Techical University, (2003).

[57] Kocatiirk, S. “Enginar polifenol oksidazon alginat ve karragenan jellerde
immobilizasyonu ve bazi biyokimyasal ozelliklerinin incelenmesi”, Yiiksek

Lisans Tezi, Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, (2008).

[58] Ekinci, O. “Glukoz oksidaz ve polifenol oksidaz enzimlerinin pirol uglu
polisitirenin pirolle olusturulan iletken kopolimerinde tutuklanmasi”, Yiiksek
Lisans Tezi, Ortadogu Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, (2006).

[59] Mukherjee, S., Basak, B., Bhunia, B., Mondal B., “Potential use of polyphenol
oxidases (PPO) in the bioremediation of phenolic contaminants containing

industrial wastewater”, Rev Environ Sci Biotechnol, 12:61-73, (2013).

68



[60] Wang, G. Xu, J.J, Ye, L.H. Zhu, j.j, and Chen, H.Y., “Highyl sensitive sensors
based on the immobilization of tyrosinase in chitosan”, Bioelectrochemistry,
57,33-38, (2002).

[61] Shan, D., Zhu, M.,Han, E., Xue, H., And Cosnier, S. “Calcium carbonate
nanoparticles: A host for the construction of highly sensivite amperometric

phenol biosensor”. Biosensors and Bioelectronics, 23, 648-654, (2007).

[62] Koyuncu Zeybek, D., Zeybek, B., Oz¢igek Pekmez, N., Kili¢, E, Pekyardimc1
S., “Fenolik Bilesiklerin Tayini i¢in Polifenol Okisidaz Temelli Amperometrik
Enzim Elektrot Hazilarnmas1”, Gazi Egitim Fakiiltesi Dergisi, Cilt30, Sayi3.
955-978, (2010).

[63] Wada, S, Ichikawa, H., Tatsumi, K., “Removal of phenols with tyrosinase
immobilized on magnetite”, Wat. Sci. Tech. 26(9-11), 2057-2059, (1992).

[64] Wada, S., Ichikawa, H., Tatsumi, K., “Removal of phenols from waswater by
soluble and immobilized tyrosinase”, Biotechnology and Bioengineering, 42,
854-858, (1993).

[65] Arslan O., Erzengin, M., Sinan, S., Ozensoy, O., “Purification of mulberry
(Morus alba L.) PPO by affinity chromatography and investigation of its kinetic
and electrophoretic properties,” Food Chemistry 88(3):479-484, (2004).

[66] Cuatracasas, P. “Protein purfication by affinity chromotograpy derivatizations of
agarose and polyacrylamide beads”. J.Biol.Chem. 245, 3059, (1970).

[67] Demir. D. “Baz1 iire tiirevlerinin polifenol oksidaz enzimi iizerine ektilerinin
arastirilmas1”, Doktora Tezi, Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,
(2011).

[68] Laemelli, D. K. “Cleavege of structural ptoteins during in assembly of the head
of bacteriophage” T4, London: Nature, 227-680, (1970).

[69] Jaenicke, L., “Protein Bestimmung, Einfilhrung in the Praxis des
Biochemikers”, Koln: 27, (1984).

69



[70] Bradford, M., “A rapid and sensitive method for the guantitaion of microgram
quantites of protein utilizing the principle of protein-dye binding,” Anal.
Biochem, 72, 248, (1976).

[71] Galeazzi, M.AM., and Sgarbieri, V.C.J “Substrate speci®city
and inhibition of polyphenoloxidase from a dwarf variety of
banana (Musa Cavendishii, L.),” Journal of Food Science, 46, 1404 - 1406,
(1981)

[72] Saini, A.S. Tripathi, A. and Melo, J.S., “Oncolumn enzymatic synthesis of
melanin nanoparticles using cryogenic poly(AAMcoAGE) monolith and its free
radical scavenging and electrocatalytic properties”. Royal Society of Chemistry.
India, (2015).

[73] Beena, P., & Gowda, L. R.., “Purification and characterization of a polyphenol
oxidase from the seeds of field bean (Dolichos lablab).” Journal of Agriculture
Food Chemistry, 48, 3839-3846, (2000).

[74] Arabaci, G., Usluoglu A., “The Enzymatic Decolorization of Textile Dyes by
the Immobilized Polyphenol Oxidase from Quince Leaves” Hindawi Publishing
Corporation, (2013).

[75] Khan, A.A., Akhtar, S., Husain, Q., “Simultaneous purification and
immobilization of mushroom tyrosinase on an immunoaffinity support”

Faculty of Life Scinece Nigarh Muslim Universty, India, (2004).

[76] Yildiz, H. B., Toppare, L., Hepuzer Gursel, Y. Yagci, Y., “Immobilization of
polyphenol oxidase in conducting graft copolymers anddetermination of

phenolic amound in red wines with enzyme electrodes” Enzyme and Microbial

Technology, 39(4), 945-948, (2006).

[77] Yahsi, A., Sahin, G., Tumtiirk, H., “ Binary immobilization of tyrosinase by
using alginate gel beads and poly(acrlyamide-co-acrylic acid) hydrogels.
Faculty of Art and Science, Gazi University, Teknikokullar” Ankara, (2005).

70



