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OZET

MANDALINA (CITRUS RETICULATA) MEYVESINDEN
SAFLASTIRILAN BETA-GLUKOSIDAZ ENZIMININ
NANOPARTIKULLERE IMMOBILIZASYONU VE MEYVE SUYU
AROMA ARTTIRMA ETKIiSI
YUKSEK LiSANS TEZi
MESUT ACAR
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: DOC. DR. SELMA SiNAN)
(ES DANISMAN: PROF. DR. YUSUF TURAN)
BALIKESIiR, TEMMUZ - 2013

Bu ¢alismada, canlilarda 6nemli fonksiyonlarda gorev alan B-glukosidaz
enzimi, mandalina meyvesinden saflastirilmis ve nanopartikiillere immobilize
edilmistir. Saflagtirma isleminde 6nce amonyum siilfat ¢oktiirmesi ardindan
hidrofobik etkilesim kromatografisi metodlar1 kullanilmistir. Calismamizda
mandalina B-glukosidaz enzimi % 11,3 verimle 196,2 kat saflagtirilmistir.
Saflastirilan mandalina B-glukosidaz enziminin Native ve SDS poliakrilamid jel
elektroforezlerinde molekiil agirliklar sirasi ile 60 kDa, 30 kDa olarak tek bant
seklinde goriintiillenmistir.

Saflagtirllan  mandalina  B-glukosidaz ~ enzimi  karbodiimide ile
siiperparamanyetik Fe3O4 nanopartikiillere immobilize edilmistir. Immobilize
edilen B-glukosidaz enziminin optimum sicakligi (40 °C) immobilizasyondan
sonra 10 °C artarken, serbest ve immobilize enzimin optimum pH degerleri 5,5
olarak bulunmustur. Mandalina B-glukosidaz enziminin saf ve immobilize
formlarinin pNPG substratina karst Ky ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk grafigi
ile saf enzim i¢in 0,264 mM ve 294 EU olarak immobilize enzim igin, 0,222 mM
ve 370 EU degerleri belirlenmistir.

Immobilize B-glukosidaz, mandalina suyundan Amberlite XAD-2 regine
ile ekstrakte edilen, glikosidik bagli aroma onciilleri hidroliz edilerek ortaya ¢ikan
glikosidik bagli ugucular LC-MS ve GC-MS ile analiz edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Mandalina, B-Glukosidaz, Meyve suyu, Aroma
arttirma, Manyetik nanopartikiiller



ABSTRACT

THE ENHANCEMENT EFFECT OF FRUIT JUICE AROMA OF BETA-
GLUCOSIDASE ENZYME PURIFIED FROM MANDARIN (CITRUS
RETICULATA) FRUIT BY IMMOBILIZATION TO NANOPARTICLES
MSC THESIS
MESUT ACAR
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. SELMA SiNAN )
(CO-SUPERVISOR: PROF. DR. YUSUF TURAN )
BALIKESIR, JULY 2013

In this study, B-glucosidase enzyme involved in important functions living
organisms, were purified from mandarin fruit and immobilized to nanoparticles.
In purification process firstly the ammonium sulfate precipitation, secondly
hydrophobic interactions chromatography methods were used. In our study,
mandarin B-glucosidase enzyme, purified 196,2 fold with 11,3% yields. The
purified mandarin B-glucosidase enzyme, was observed Native and SDS-
polyacyrilamide gel electrophoresis a single band with 60 kDa, 30 kDa,
respectively.

The purified mandarin B-glucosidase enzyme was immobilized on the
superparamagnetic Fe3O, nanoparticles via carbodiimide. The optimum
temperature for [-glucosidase (40 °C) was increased by 10 °C after
immobilisation, while the optimum pH values for free and immobilised B-
glucosidase were both at pH 5,5. The Ky and Ve Values were determined of free
and immobilized enzyme by the method of Lineweaver-Burk plots, using pNPG
as a substrate. The Ky and Vpyax Of free enzyme were 0,264 mM and 294 EU and
immobilized enzyme’s Ky and Vmax Were 0,222 mM and 370 EU, respectively.

Glycosidic bound aroma precursors from mandarin fruit juice were
isolated and extracted with Amberlite XAD-2 resin and then hydrolysed by using
immobilised p-glucosidase. The released glycosidic bound volatiles were analysed
by using LC-MS and GC-MS.

KEYWORDS: Mandarin, B-Glucosidase, Fruit juice, Aroma enhancement,
Magnetic nanoparticles
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1. GIRIS

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canlilifa zarar vermeyecek
ilimhi  kosullarda gerceklesmesini saglayan ve katalitik RNA molekiillerinin
(ribozimler) kiigiik bir grubu hari¢ hepsi protein yapisinda olan biyolojik
katalizorlerdir. Katalitik etkinlikleri sentetik veya inorganik katalizorlere gore cok
daha fazladir ve bu etkinlik metabolizmanin gidigine gore diizenlenebilmektedir [1].
Karbonhidratlarin yapim ve yikim metabolizmasinda pek c¢ok enzim gorev
yapmaktadir. Bu enzimlerden birisi de B-glukosidazlardir. B-glukosidaz enzimleri,
karbonhidratlardaki B(1,4) glikozidik baglarin1 hidroliz ederek, biiyliime, gelisme,
lignifikasyon ve ¢imlenme sirasinda endospremde hiicre duvart yikimi gibi bir¢ok
biyolojik islevde anahtar rol oynar [2]. Biyoteknolojik uygulamalarla, B-glukosidaz
enzimleri, glikozidik bagli onciil aroma bilesiklerini serbest hale gecirerek meyve

suyu ve alkollii iceceklerde aroma potansiyelini arttirabilir [2,3].

Enzimlerin 1ilgili reaksiyonlar1 ilimli sartlarda ¢ok hizli ve spesifik olarak
katalizliyor olmalari, enzimlerden dogal ortamlarinin disinda, yeterli kosullar
saglandiginda, pek ¢ok alanda yararlanabilme imkan1 saglar. Bu nedenle enzimler tip
alaninda, kimya endiistrisinde, gida teknolojisinde, tarim ve ziraat alanlarinda
oldukca 6nemli yere sahiptir. Enzimlerin saflastirma islemlerinin pahali ve zahmetli
olmasmin yani sira biyoteknolojik ve endiistriyel boyutta kullanimindaki bazi
dezavantajlarmin istesinden gelebilmek igin ¢esitli immobilizasyon teknikleri

gelistirilmistir.

Bu calismada immobilize edilen mandalina B-glukozidaz enziminin meyve
suyu aroma arttirma etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Bunun i¢in asagidaki

caligmalar yapilmistir.

e Mandalina meyvesinden ham ekstraktin hazirlanmasi
e Ham ekstrakta amonyum siilfat coktiirmesi yapilarak kismi

saflagtirmanin yapilmasi



Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile mandalina meyvesi J3-
glukosidaz enziminin saflastirilmasi

SDS-PAGE/NATIVE-PAGE teknigi ile enzimin safliginin ve alt
birimlerinin kontrolii

Enzimin optimum pH, sicaklik degerlerinin ve termal kararliliginin
belirlenmesi

Enzimin farkli substratlara ()NPG, oNPG) kars1 kinetik 6zelliklerinin
(Kv Ve Vmax) arastirilmasi ve bazi substratlara karst substrat
spesifikliginin tespiti

Enzimin literatiirde gegen inhibitér maddelere karsi aktivitesinin
incelenmesi

Enzimin siiperparamanyetik nanopartikiillere karbodiimde ile kovalanet
olarak immobilizasyonu (FT-IR analizi ile baglanmanin kontrolii ve
Bradford yontemi ile baglanma veriminin arastirilmasi)

Enzimin nanopartikiillere optimum baglanma kapasitesinin belirlenmesi
Immobilize ve serbest enzimlerin farkli sartlarda saklanma stabilitesinin
arastirilmasi

Immobilize enzimin pNPG substratina kars1 kinetik 6zelliklerinin (Ky
Ve Vmax) arastirilmasi

Mandalina meyve suyu hazirlanmasi ve Amberlite XAD-2 regine ile
bagli aroma Onciillerinin izolasyonu ve ekstraksiyonu

Immobilize enzim ile bagl aroma énciillerinin hidrolizi

Serbest hale gecen aroma bilesiklerinin LC-MS/ GC-MS analizi

Mandalina Meyvesi

Mandalina (Citrus reticulata), iliman iklimde yetismekte olan turuncggiller

(Rutaceae) familyasina ait bir meyve tiiriidiir. Turuncu, sar1 renklerde olan

mandalina, etli ve sulu bir yapiya sahiptir. Mandalina, portakala nazaran daha

yumusak olan kabugu soyulduktan sonra yenebildigi gibi suyu sikilarak da igilebilir.

Mandalina diger turunggil tiirlerine nazaran diisiik sicakliklara daha direngli

olmasiyla genis bir adaptasyon yetenegi saglamistir. CO6l iklimi, semi tropik ve

subtropik iklimlerde yetisebilmektedir. Ancak bazi mandalina ¢esitleri kaliteli {iriin
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icin belirli iklimleri istemektedirler. Bu agacin yetistiriciliginin yapildigr yerde
sicakliklar -3-4 °C’nin altina diismemelidir. -9-10 °C’nin altina diisen sicakliklarda
mandalina agaglar1 donup 6lebilir. Ulkemize bakildiginda mandalina iiretimi
Akdeniz Bolgesi, Ege bolgesi, Marmara Bolgesi ve Karadeniz Bolgesinde
yapilmaktadir. Tiirkiye, diinya geneline bakildiginda da mandalina {iretimi acisindan

onemli bir yere sahiptir [4].

Meyve ve sebzelerin sayisiz saglik yarar1 ve hastalik risklerini diisiiriicii etkisi
onlarin diyetlerdeki zenginligi ile iliskilidir. Turunc¢gil meyveleri cesitli vitaminleri,
mineralleri, lifleri ve fitokimyasallar1 icerir. Bu fitokimyasallara gesitli biyolojik
aktivitelere ve saglik yararlarina sahip olan karoteinoidler, flavonoidler ve
limonoidler o6rnek olarak verilebilir. Turunggil meyvelerinin antioksidan ve
antimutajen Ozelliklerinin yaninda bagisiklik, kardiyovaskiiler ve iskelet sisteminin
sagligina pozitif etkisi olduguna dair giiglii kanitlar vardir [5]. Turunggil meyvelerinin
besinsel ve fitokimyasal bilesimi biiylime sartlarina, ¢esidine, olgunluguna, isleme

slirecine ve depolama sartlarina bagli olarak gesitlilik gosterir [6].

Sekil 1.1: Mandalina meyvesi



1.2  Beta-Glukosidaz Enziminin Biyokimyasi

1.2.1 Adlandirilmasi

Beta glukosidazlar, Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
(IUBMB) tarafindan olusturulan alti smiflandirma biriminden Hidrolazlarin
bulundugu 3. simifta yer alirlar (EC.3). Glikozil bilesiklerini hidroliz edenler EC.3.2.
alt smifinda yer alan glikozid hidrolazlardandir [7]. Glikozid hidrolazlar Henrissat
tarafindan, amino asit dizisi benzerliklerine dayanarak, 82 enzim ailesi olarak
smiflandirilmistir [7-9]. Bu enzim grubunda yer alanlardan O- ve S-glikozil
bilesiklerini hidroliz edenler de EC.3.2.1. alt alt sinifinda bulunmaktadirlar [10-12].

EC.3. Hidrolazlar
EC.3.2. Glikozid Hidrolazlar (Glikozil bilesiklerini hidroliz edenler)
EC.3.2.1. O- ve S-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler [8,9]
EC.3.2.1.21 B-glukosidazlar (1,4- B-glukosidaz) [13]
EC.3.2.2. N-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler
EC.3.2.3. S-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler [8,9]

Sistematik adi B-D-glukozid glukohidrolaz, EC3.2.1.21 olan B-glukosidazlar,
iki glikon rezidiisii arasindaki ya da glikon ve bir aril veya alkil olan aglikon
rezidiileri arasindaki B-glikozidik bagi hidroliz eden enzimlerdir [8]. Okaryot, arkea
ve bakterilerde bulunan Glikozid Hidrolaz (GH) Ailel enzimleri G-O-X ya da G-S-X
tipindeki substratlari hidroliz etmektedirler. Burada G B-baglh glukozil, galaktozil,
mannozil, fukozil, 6-fosfoglukozil ya da 6-fosfogalaktozil rezidiisiinii, X ise diger

glikozil rezidiisiinii ya da aglikonu temsil eder [14].

B-glukosidazlar substrat spesifitesine gore ii¢ alt sinifa boliintir. Smif 1
enzimleri glikozil-B-glukosidaz ve aril(alkil)-B-glukosidaz aktivitesi ile selobiyoz,
laktoz, B-p-nitrofenilglikozid, P-p-nitrofenilgalaktozid, B-p-nitrofenilfruktozid ve
diger benzer substratlari hidroliz edebilirler. Sinif 2 enzimlerinin sadece glikozil-p-

glukosidaz aktivitesi oldugu igin selobiyoz ve laktoz gibi substratlar1 hidroliz



edebilirler. Smif 3 enzimleri sadece aril(alkil)-p-glukosidaz aktivitesi oldugu igin B-
p-nitrofenilglikozid ve benzer substratlar1 hidroliz edebilirler [15].

1.2.2 Beta-Glukozidaz Enziminin Ozellikleri ve ince Yapisi

Literatiirde incelenen Ailel B-Glukosidaz enzimlerinin monomerleri SDS-
PAGE’de 55-65 kDa araliginda tespit edilmistir. Belirtilen bu monomerlerin
polipeptid uzunluklarinin enzimin elde edildigi organizmanin kaynagina gore 447
aminoasitten (Bacillus polymyxia) 527 aminoasite (Beyaz hardal mirosinazi) kadar
degistigi belirlenmistir. Beklenen bir sekilde eubakteria ve arkebakterilerdeki
enzimlerin polipeptid zincirlerinin daha kisa Okaryotlardaki enzimlerin polipeptid
zincirlerinin ise daha uzun oldugu bulunmustur. Dikotil bitkilerden ve hayvanlardan
saflastirilan ~ tim  B-Glukosidazlarda  hesaplanan =~ monomerlerin =~ molekiil

biiyilikliiklerinin, ¢cDNA ya da genomik DNA’dan hesaplanan molekiil
biiytikliiklerine gore 3-5 kDa daha uzun oldugu tespit edilmistir [2].

Sekil 1.2: Piring beta-glukosidazi

Aile 1 B-glukosidaz monomerlerinin her birinin temel yapisinda yiiksek
korunumlu peptid motifleri bulunmaktadir. Bunlar SAYQI, YRFSI, TFNEP,
LGLNYY, YITENG ve DNFEW’dir. Bunlardan TFNEP ve YITENG enzimin aktif
bolgesinin bir pargasini olustururlar ve iki katalitik glutamat igerirler [16-19]. Sekil

1.3’de aktif merkezdeki motifler goriilmektedir.



Sekil 1.3: Misir B-glukosidaz Glul izoenzimi monomerinin 3D yapisi

Proteinlerin yapisinda bulunan [ dizilimleri bir fi¢1 olusturacak sekilde
diizenlenerek, bir seri B-a-f halkasi (B-a-f loop), 6zellikle kararli ve yaygin bir motif
olan o/f figis1 olarak isimlendirilen bir yapt olustururlar. Bu yapida her paralel f
kisim, komsusu olan B kisma a helikal bir parga ile baglanir. o/f fig1 motifi birgok
enzimde bulunur ve ¢ogunlukla fi¢1t motifinin bir ucunda, cebe benzeyen, kofaktor ya
da substratin baglandig1 bolge yer alir [1]. Cesitli kaynaklardan elde edilen ve dizi
benzerligi %17-63 olan sekiz farkli Glikozid Hidrolaz Aile 1 enziminin, 3 boyutlu
(3D) yapisi aydinlatildiginda bu enzimlerin tamaminin aktif bolgesinde ayni (o/B)s
figis1 oldugu (Sekil 1.3) gosterilmistir [17-18,20-21].

B-glukosidazlarla yapilan ¢alismalarda enzimin pH 4-10 ve sicaklik 0-4 °C
oldugu degerlerde stabil oldugu tespit edilmistir. En yiiksek stabilitenin ise ~pH 7
civarinda oldugu bulunmustur [2].

Sicaklikla ilgili yapilan stabilite caligmalarinda da B-glukosidazlarin 55-60
°C’nin tizerinde geri doniisiimsiiz olarak inaktive olduklar1 bulunmus ve bazi
calismalar sonucunda ise 50-55 °C’lerde en yiiksek aktiviteye sahip olduklar

gosterilmistir [22].



1.2.3 Enzimin izoenzimleri

B-glukosidazlarin, farkli canlilarda izoenzimlerinin oldugu belirtilmektedir.
Misirda Glul ve Glu2 olmak iizere iki izoenzimi mevcuttur. Misir izoenzimleri
klonlanlanarak substrat spesifikligi ve fizyolojik fonksiyonlar1 belirlenmistir [22].
Glul izoenziminin karakterstik 6zellikleri de Esen tarafindan ortaya koyulmustur
[23]. Glul izoenziminin monomerinin 60 kDa biiytikliigiinde, optimum pH degerinin
5,8 ve optimum sicaklik degerinin de 50 °C oldugu belirtilmistir. S6z konusu

enzimin substrat spesifikligi Babcock ve Esen’in ¢alismalarinda verilmistir [24].

Hosel ve ark. siipiirge daris1 tohumlarindan Dhurrinaz1 (Dhrl) ve Dhurrinaz2
(Dhr2) olarak iki farkli dhurrinaz izole etmislerdir [25]. Yapilan ¢aligmalarda Dhrl
ile Dhr2’nin aminoasit benzerliginin %75 oldugu bulunmustur. Bu iki izoenzimin
substrat spesifikliginin de birbirinden farkli oldugu belirtilmistir. Dhrl yiiksek
katalitik etkinlikte sadece notral substratlar1 hidroliz ederken Dhr2’nin pNPG, oNPG
ve 4MUG gibi yapay substartlar1 da dhurrin gibi hidroliz ettigi bildirilmistir [26].

1.2.4 Enzimin Katalizleme Mekanizmasi

Tim Ailel B-glukosidazlar, glikozidik oksijen ve anomerik karbon arasindaki
B-glukozidik bagin hidrolizini igeren genel bir mekanizma paylagirlar. Ayni1 zamanda
biitiin Ailel B-glukosidazlar etki ettikleri substratin glikozid bagini hidroliz ederken
glikonun anomerik konfigiirasyonunu korurlar. Yani iiriindeki ve substrattaki -D-
glukoz aynmidir. Bir ¢ok organik tepkime, proton veren (genel asit) ve proton alan
(genel baz) tarafindan katalizlenir. Bazi enzimlerin aktif merkezlerinde proton alarak
ve proton vererek katalitik stireclere katilan amino asit gruplar1 vardir. Bu gruplardan
biri olan E (Glu) glutamik asit rezidiisiidiir [1]. B-glukosidazlarin aktif merkezinde
E191 ve E406 konumunda islevsel olarak iki glutamik asit kalntisinin oldugu

bildirilmektedir [27].

Enzimin substrati hidroliz etmesi iki basamakta gerceklesir. 1) Enzimin
glikolizasyonu (glikozlanmasi) 2) Enzimin deglikolizasyonu (glikoz kopmasi).
Ayrica iki glutamik asit rezidiisiiniin aktif bolgeye katilimiyla hidroliz gerceklesir

[28]. Katalitik glutamat rezidiileri E191 ve E406 Sekil 1.3’de goriildiigii gibi aktif



bolgede yer aldiklar1 ve yaklasik 5.5 A (0.55 nm) uzaklikta olduklar1 belirlenmistir
[2].

Enzimin glikolizasyon basamaginda YI/VTENG motifindeki niikleofilik
glutamat rezidiisii substratin anomerik karbonuna (C;) atak yapar (Sekil 1.4).
Aglikon bir glutamik asit kalintist ile kararli tutulurken, aynm1 anda T(F/L/M)NEP
motifindeki asit katalizleyici glutamik asit rezidiisii de glikozidik oksijenin
protonlanmasii saglar ve kovalent bag yapimina katilarak gecis formunu

olustururlar. Bu esnada glikozil-enzim araiiriinii olusur ve aglikon serbest kalir

[12,29].

Deglikozilasyon basamaginda, aktif merkezdeki anyon ve baz katalizleyici
durumunda olan ikinci katalitik glutamat rezidiisii, HyO’dan bir proton koparir.
Boylece H,O’nun niikleofilik giiciinii arttirir. Bunun sonucunda olusan OH™ glikon ve
enzim arasindaki kovalent baga niikleofilik atak yaparak glikonu uzaklastirir ve

niikleofilik glutamat eski haline geri doner [30].
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Sekil 1.4: Enzimin katalizleme mekanizmasi



1.3  Beta-Glukosidaz Enziminin Bitkilerden Saflastirilmasi

B-glukosidaz enzimlerinin bakteri, mantar, bitki ve hayvan dokularinda
bulunduklar1 belirtilmektedir [31]. Canlilar arasinda oldukga genis dagilim gosteren
B-glikosidaz enzimlerinin pek ¢ok canlidan saflastirilmistir. Literatiire bakildiginda
farkli arastiricilar tarafindan B-glukosidaz enziminin musir [22], piring [32], tiziim
[33], kiraz [34], cay [35], siiplirge daris1 [36], soya [37], portakal [38], vanilya [39]
ve zeytin [40], gibi pek ¢ok bitkiden saflagtirildigr ve Ozelliklerinin incelendigi
bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda saflagtirma islemlerinin genelde amonyum siilfat
tuz ¢oOktiirmesiyle bagladigi ve ardi sira degisik kromotografi yontemlerinin
kullanilarak ¢ok basamakli saflagtirma islemi yapildig1 goriilmektedir. Cay
yapragindan [35], vanilyadan [39] ve kirazdan [34] yapilan enzim saflagtirmasi
calismalarinda amonyum siilfat ¢oktlirmesi sonunda iyon degisim kromotografisi ve
sonra farkli jel filtrasyon kromotografileri uygulanmigtir. Soyadan [37] yapilan bir
calismada ise tuz c¢oktiirmesi ardindan iki farkli iyon degisim kromotografisi
kullanilmigtir. Portakal meyvesinden [38] yapilan saflastirma ¢alismasinda da once
iki ayr1 iyon degisim kromotografisi ardindan {i¢ farkli jel filtrasyon
kromotografisinden olusan bes asamali saflastirma islemi yapildigir goriilmektedir.
Misir B-glukosidazlarinin saflastirilmasinda ve zeytin meyvesinde yapilan ¢alismada
amonyum siilfat tuz c¢Oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromotografisi

yontemlerinin uygulanarak saflagtirma yapilmistir. [40-42].

1.4  Enzim immobilizasyonu

Enzim saflastirilmas1 06zel teknikler gerektirdiginden maliyeti oldukca
yiiksektir. Bunun yani sira, endiistriyel uygulamalarda serbest enzimin aktivitesini
kaybetmeden reaksiyon ortamindan uzaklastirilmasi olduk¢a zordur. Bu ise
enzimlerin spesifik ama o olgliide pahali katalizor olmalar1 nedeniyle maliyeti
yiikselten bir etmendir. Reaksiyonun istenilen anda durdurulmasi ic¢in ortama
inhibitor katilmas1 durumunda ise zaten enzim tarafindan kirletilmis olan reaksiyon
tirlinlerine yeni bir kirlilik unsuru daha eklenmis olacaktir. Kirlilik unsurlarini

tirtinlerden ayirmak icin daha kompleks ayirma islemlerine gereksinim olacaktir. Bu
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islemler maliyeti daha da arttirmaktadir. Bahsi gegen teknik ve ekonomik
problemlerden dolay1 serbest enzim yerine immobilize enzim kullanilmasinin daha
uygun olabilecegi diisiiniilmiis ve bu amagla immobilize enzim sistemlerinin

hazirlanmasi ve teknolojide kullanimi son yillarda biiyiik onem kazanmustir [43].

Immobilizasyon terimi genellikle hareketi yavaslatma, durdurma ya da
simirlamay1 ifade etmektedir. Fiziksel ve kimyasal islemlerle biyokatalistlerin
(enzimlerin)  hareketinin  sinirlandirilmasina  immobilizasyon — denir  [44].
Immobilizasyon kavrami, ilk olarak 1971 yilinda ABD’de diizenlenen Enzim
Miihendisligi Konferansinda tanimlanmistir. Bu tanima gore; enzimlerin, katalitik
aktivitelerinin sabit kalmasi kosuluyla, tekrar ve siirekli kullanimina izin verecek
sekilde, tanmimlanmis belirli bir bolgeye fiziksel olarak yerlestirilmesi ve

hapsedilmesine immobilizasyon denilmistir [45].

Enzim immobilizasyonunun ardindaki temel prensip, enzimin gegisini
engelleyecek, fakat substrat, iiriin ve kofaktorlerin gegmesine izin verecek bir yari
gecirgen destek materyaline enzimin hapsedilmesidir [46]. Bir enzim
immobilizasyon sistemindeki temel bilesenler; enzim, matriks ve enzimin matrikse
baglanma yontemidir. Kati-fazli destek terimi tasiyict ve matriks terimleri ile es
anlamli olarak kullanilir. Immobilize enzimlerin &zellikleri, hem enzim hem de
destek materyalin 6zeliklerine baghdir. Bu ikisi ile immobilize enzim kimyasal,
biyokimyasal, mekanik ve kinetik oOzellik kazanir. Bu Ozellikler de immobilize
enzimin verimini ve performansini etkiler [47]. Bu etkilesimden dogan genel

ozellikler Sekil 1.5’de gosterilmektedir.
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Enzim
*Biyokimyasal
ozellikleri

»Reaksiyon tipi
ve kinetigi

« immobilizasyon metodu
*(% kazang)
«Kiitle transferinin etkileri (verim)

*Operasyonel kararlilik (batch
say1si)

*Performans
Enzim Tiiketimi [iinite (kg tiriin)1]
Verimlilik [kg iiriin(iinite)™1]

Tasryicl
(Matriks)
*Kimyasal
karakteristikleri
*Mekanik
ozellikleri

Sekil 1.5: Enzim ve matriksin interaksiyonu ile ortaya ¢ikan immobilize enzimin
ozellikleri [47]

Immobilize enzimler baz1 avantajlarindan dolay1 serbest enzimlere gore daha

kullanislt molekiillerdir [48,49]. Bu avantajlari asagidaki gibi siralayabiliriz.

-Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilirler ve {irlinlerin enzim
tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz.

-Bir¢ok kez uzun siire kullanilabilirler.

-Serbest enzimlere kiyasla daha kararlidirlar.

-Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

-Cevre kosullarina (pH, sicaklik v.b) kars1 daha dayaniklidirlar.

-Siirekli islemlere uygulanabilir ve {iriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.
-Birbirini izleyen ¢cok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

-Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterir.
-Enzimlerin kendi kendini parcalamasi (otoliz) olasiligini azaltir.
-Mekanistik ¢alismalar i¢in uygun ve otomatik iglemlere imkan verir.

-Endiistriyel boyutta 6nemli bir ekonomi saglar, liretim kayb1 azalir.
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Immobilizasyonun avantajlarinin yaninda immobilize enzimin aktivitesinde
kayip veya azalma, difiizyonel sinirlamalar, ilave maliyet ve islem siiresinin uzamasi

gibi dezavantajlar1 da vardir [50].

1.4.1 Enzim immobilizasyonun Tarihi

Immobilize biyokatalizérlerin gelisimini Tablo 1.1°de &zetlendigi gibi ii¢
basamakta gostermek miimkiindiir. Ilk basamakta, 19. yiizyilin baslangicinda,
immobilize edilmis mikroorganizmalar pek ¢ok deneysel ¢alismalarda kullanilmstir.
Bu ¢alismalarin bazilari, sirkenin mikrobiyal iiriiniiniin, bakteri iiremis aga¢ talasinin
tizerine alkol iceren soliisyonlarin damlatilmasi ile elde edilmesi ve siizme

filtrelerinin gelistirilmesi ile atik su aritma iglemleridir [51].

Modern enzim immobilizasyonunun tarihine bakmak icin 1940’larin
sonlarina gitmek gerekir. Ancak o dénemde yapilan ilk c¢alismalarin pek ¢ogu diger
disiplinlerin dergilerinde basildigi i¢in pek ¢ok biyokimyaci tarafindan 6nemsenmez.
Giincel teknolojilerin temelleri 1960’larda gelistirilmeye baslamis ve bu tarihten
itibaren bu konu ile alakali pek ¢ok ¢alisma yaymlanmustir. ikinci basamakta, sadece
tek enzimler immobilize edilerek kullanilmig ancak 1970’lerde canli hiicreler ve
kofakor rejenerasyonu ile iki enzimli reaksiyonlart igeren daha kompleks sistemler
gelistirilmistir. Son basamaga ornek olarak L-aminoasit dehidrogenaz enziminin, o-

keto asitlerden, aminasyon reaksiyonu ile L-aminoasit tiretimini verebiliriz [52].

Tablo 1.1: immobilize enzimlerin tarihsel basamaklari [51]

Basamak Tarih Kullanim

Birinci 1815 Asetik asit ve su aritma islemleri gibi deneysel
kullanim
Ikinci 1960’larda  Tek enzim immobilizasyonu: L-aminoasitlerin

iiretimi, glikozun izomerizasyonu

Uciincii 1985-1995 Kofaktor rejenerasyonu igeren ¢oklu enzim ve hiicre

immobilizasyonu: Membran reaktorleri i¢inde, keto-

asitlerden, L-aminoasitlerin Uretimi
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1.4.2 Enzim immobilizasyonunda Kullanilan Destekler

Immobilizasyonda ii¢ temel parametre; secilen enzimin ozelligi, tasiyici
destek materyalinin 6zelligi ve se¢ilen immobilizasyon yontemi, immobilize enzimin
verimini ve performansini etkileyen unsurlardir. Bu faktorlere bagl olarak enzim
aktivitesinde kayiplar meydana gelebilir ve tutuklu enzimin aktif bolgesi ve
reaksiyon ortaminin ara yiizeyinde, substrat ya da iirlinlerin tasinmasinda difiizyonel
direngten dolay difiizyonel etkilerin ortaya ¢ikmasi s6z konusu olabilir. Bu nedenle,
olusabilecek bu simirlamalar; destek materyalinin kiire yapida hazirlanmasi ve
parcacik boyutunu kiiciilterek genis yiizey alani saglanmasi, yiiksek spesifik
aktiviteye sahip olan enzimlerde enzim ylikleme miktarini azaltmak ve enzimi destek

materyalinin dis yiizeyine baglanmasi yoluyla en minimum diizeyde

tutulabilmektedir [53,54].

Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik bir¢ok organik ve inorganik
materyal destek olarak kullanilmaktadir. Destek materyal bir membran, suda
¢dziinmeyen kat1 veya polimer olabilir. ideal bir destek materyalinde olmasi gereken

ozellikler asagida belirtilmistir [55,56].

e Hidrofilik karakter,

e Suda ¢Oziinmeme,

e Gozenekli yapi,

e Mekanik kararlilik ve uygun partikiil formu,
e Kimyasal ve termal kararlilik,

e Mikroorganizmalara karsi direnclilik,

e Zehirsizlik ve biyolojik uyumluluk,

e Rejenere olabilme,

e Ucuzluk,

1.4.3 Manyetik Temelli Destek Materyalleri

Manyetik tasiyicilar, laboratuvar kosullarinda hazirlanabilir ya da ticari olarak
temin edilebilir. Ticari olarak temin edilebilen veya laboratuvar kosullarinda

hazirlanan manyetik materyaller iki temel yapidan olugsmaktadir.
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Ilk yapt Fe30s, MnFe,0O, ve CoFe,O, gibi inorganik manyetik
nanopartikiillerden olusan manyetik merkezdir. Manyetik materyalleri olusturan
ikinci yap1 ise manyetik merkezi ¢evreleyen polimerik kabuktur. Manyetik merkez
materyale manyetik 6zellik kazandirirken polimerik yapi daha ¢ok saflastirma ve

immobilizasyon gibi amaglara hizmet etmektedir [57].

Son on yil igerisinde, enzim immobilizasyon teknigi uygulamalarinda
manyetik 6zellige sahip destek materyallerinin kullanildig1 manyetik ayirma teknigi,
enzim saflastirilmas1 ve immobilizasyonu uygulamalarinda geleneksel yontemlerle
kiyasla sundugu cesitli istiinliikkler nedeni ile arastiricilarin konu {iizerine ilgisi

artmistir [58].

Manyetik ayirma teknolojisinin hizli ve kolay bir teknik olmasi, hedef
molekiili ¢ok daha az mekanik gerilime maruz birakmasi konusunda onemli bir
istiinliilk saglamasi, enzim immobilizasyon uygulamalarinda hedeflenen basarinin
saglanmasinda temel ilkeleri olusturmaktadir. Bu yeni kombine ydntemle pahali
saflastirma sistemlerine, santrifiijlere, filtrelere ya da diger ekipmanlara gerek
olmamasi, otomasyona ve mikro-6lgek gerektiren islemlere daha kolay olarak adapte
edilmeleri bu teknolojinin sundugu diger avantajlart olusturmaktadir. Manyetik
destek malzemelerinin hazirlama yontemine bagli olarak partikiiller dis manyetik
alana karsilik olarak, sliperparamanyetik gibi davranirlar, fakat manyetik alanin
uzaklastirilmas1 sonucu hemen sistem igerisine yeniden siispansiye olmalar1 biiyiik
avantaj saglamaktadir ve manyetik alan yoklugunda kendi aralarinda etkilesim

olmamaktadir [59].

Farkli destek materyallerinin basar1 ile kullanildigi enzim teknolojisi
uygulamalarinda, biyokatalistin tutuklanmas1 i¢in manyetik partikiillerin kullanimi,
islenmis enzim triinlerin endiistriyel {iretimi uygulamalarinda artan bir ilgiye neden
olmaktadir [60,62]. Cesitli manyetik destek materyalleri, farkli fonksiyonel gruplar
iceren ¢esitli polimerlerden tiretilmektedir. Manyetik partikiiller, hiicre ve enzimlerin
tutuklanmas1 [60,61], biyoseparasyon sistemleri [62], immunoanalizler [63], ilag

salinimi ve biyosensor [64] uygulamalarin alaninda yaygin bir kullanima sahiptir.

Kalici1 manyetik 6zellik, destek materyalinin disaridan uygulanan manyetik
alanin uzaklastirilmis olmasi1 durumunda bile, partikiillerin bir araya toplanmasina

sebep olabilir. Bu dezavantaj, siiperparamanyetik partikiiller —gelistirilmesi
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zorunlulugunu beraberinde getirmistir. FesO4 siiperparamanyetik materyallerden
biridir ve biyoteknolojik ve biyomedikal alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir
[63,65].

1.5  Enzim immobilizasyon Yéntemleri

Enzim immobilizasyonu i¢in degisik yontemler kullanilabilir. Bunlarin i¢inde
aktivitenin en yiiksek diizeyde korundugu yontemin secilmesi O6nemlidir. Ayrica
iretim i¢in biyokatalizor agisindan optimal kosullarin saptanmasinda yalniz
immobilizasyon yontemi degil ayni zamanda tasiyici ve reaktor tipi de énemli rol

oynamaktadir [66].

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak yontemi segerken, immobilizasyon
sirasinda veya immobilizasyondan sonra enzim aktif merkezinin zarar gérmeyecegi
bir yontem olmasina dikkat edilmelidir. Boyle bir se¢im yaparken enzimin yapisi ¢ok
iyi bilinmelidir. Enzim ile destek arasinda herhangi bir baglanma s6z konusu ise ya
bu baglanmanin aktif merkez lizerinden gerceklesmeyecegi destekler se¢ilmeli ya da

immobilizasyon iglemi sirasinda aktif merkez korunmalidir [67].

Enzim immobilizasyon yontemleri ¢ok farkli kaynaklarda degisik sekillerde
siiflandirilmalarina karsin etkilesim ve kullanilan destegin 6zellikleri esas alinarak

Sekil 1.6°da gosterildigi gibi bir siniflandirma yapilabilir [68].
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1.5.1 Céziiniir Formda immobilizasyon Yontemleri

Coziiniir formda immobilizasyon yontemi enzimin herhangi bir tasiyiciyla
fiziksel veya kimyasal etkilesiminden ¢ok yar1 gegirgen bir zarla ¢evrelendigi ve
enzime genis bir hareket alaninin saglandigi bir yontemdir. Enzim tasiyiciya
herhangi bir bdlgesinden baglanmadigi icin molekiiler geometrisi, esnekligi ve
dolayisiyla katalitik etkinligi degismemektedir. Fakat substratin membrandan gegip
enzime ulasmasinda kisitlamalara rastlanmaktadir. Bu nedenle kiiciik molekiillii
substrata sahip olan enzimlerin bu yontemle immobilize edilmesi tercih edilebilir. Bu
amagla ultrafiltrasyon ve mikrofiltrasyon membranlarindan yararlanilir. Kofaktore
gereksinim duyan enzimlerin immobilizasyonu séz konusu ise kiiclik molekiilii olan
kofaktorlerin yar1 gegirgen membrandan ¢ikmamalar1 igin polietilen glikol (PEG)

gibi suda ¢6ziinen polimerlere kovalent baglanmasi gerekir [69].

1.5.2 Coziinmez Formda immobilizasyon Yoéntemleri

Sekil 1.6’da goriildiigii gibi ¢éziinmez formda immobilizasyon yontemleri
baglama ve tutuklama olarak iki alt kategoriye ayrilmaktadir. Baglanma yontemleri

ise kendi i¢inde {i¢ alt sinifa ayrilmistir.

1.5.2.1 Tasiyicaya Baglama Yontemi

Tasiyiciya baglama; Adsorpsiyon, iyonik baglama, metal baglama, kovalent
baglama ve biyospesifik baglama olarak bes gruba ayrilmaktadir. Tasiyiciya
baglanma kimyasal (kovalent veya iyonik) veya fiziksel (adsorbtif) bigimde

gerceklesir.
Adsorpsiyon Yontemi

Adsorpsiyon; yiizey aktif, suda ¢dziinmeyen bir adsorbanin (aktif karbon,
gozenekli cam, kiil, silika jel, CaCOs, nisasta, gluten gibi) enzim ¢ozeltisi ile
karistirilmast ve enzimin asirisinin  yikanarak ortadan uzaklastirllmasi esasina
dayanmaktadir [70].
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Iyonik Baglama Yontemi

Iyonik baglama; Iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢dziinmeyen

tastyicilara enzimin iyonik olarak baglanmasi esasina dayanmaktadir [71].

Metal Baglama Yontemi

Metal baglama; Bu yontemde, bazi gecis metallerinin (Titan(III), Titan(IV),
Zirkonyum (IV)) selat yapma 6zellikleri sayesinde enzimlerin organik ve inorganik

tastyicilara baglanmasi esasina dayanmaktadir. [72].

Biyospesifik Baglama Yontemi

Biyospesifik baglama; Bu yontem, enzimler ile antikorlar ve lektinler
arasindaki biyospesifik etkilesimlerden yararlanarak enzimlerin immobilize edilmesi

esasina dayanmaktadir [48].

Kovalent Baglama Yontemi

Kovalent baglama yontemi enzimlerin immobilizasyonu, immobilizasyon
yontemleri igersisinde en fazla kullanilan yontemlerden birisidir [73]. Bu yontemi
kullanmanin avantajlarindan birisi, enzim ve matriks arasindaki bagin son derece
dengeli ve saglam olmasidir. Bundan dolay1 enzimin ¢6zeltiye geri kagist dnlenmis
olmaktadir [74]. Ancak baglanma aktivite yiizdesini artirmak icin kullanilan temel
amino asit rezidiilerinin tastyicitya kovalent baglanmasi engellenmelidir. Bu durum

bazi durumlarda uygulamanin ne kadar zor sartlar gerektirdigini gosterir [75].

Kovalent baglarin olusumu genellikle enzimde gosterilen aminoasitlerin yan
zincirlerinde goriiliir. Ancak onlarin asil bag giiglerinin aktiviteleri asagida verilen

yiiklerin siralamasiyla nemli derecede iliskilidir:

—S'>—-SH>-0>-NH;>-COO >—-0OH >—-NH3
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Bunun yaninda siilfit, siilfidril, oksit, amino, karboksil, hidroksil, amonyum,
imino, amid, metiltiyol, guanidil ve fenol halkas1 gibi bircok fonksiyonel grup igeren

pargalar kimyasal baglarda etkin olarak gorev alir [76].

Bir enzimin kovalent baglanmasi, destegin reaktif gruplar iceren ajanlarla
veya destek ve enzimin arasinda koprii vazifesi gorecek iki fonksiyonlu ajanlarin
etkilegsmesiyle olusur [77]. Bunun yaninda ii¢ boyutlu yap1 diisiikk molekiil agirlikli
iki fonksiyonlu ajanlarla ¢apraz bagl yapilar olusturabilir. Bu durumda enzim inaktif
olabilir. Ciinkii reaksiyonlar enzimin aktif bolgesinde yerlesmis olan fonsiyonel
gruplarla bag olusturabilir. Boylece elde edilen net sonu¢ enzimin aktivitesinin kaybi
seklindedir. [78].

1.6 Beta-Glukosidaz Enziminin immobilizasyonu

Ticari olarak temin edilen ya da ¢esitli kaynaklardan saflastirilan [-
glukosidaz enziminin farkli arastirmacilar tarafindan cesitli amaclarla yapilan

immobilizasyon ¢alismalari bildirilmektedir.

Ticari badem p-glukosidazinin sodyum aljinat {izerine capraz baglama
metodu ile immobilizasyonu ve immobilize enzimin portakal suyundaki bagli ugucu
bilesiklere etkisi ile ilgili ¢alismalar mevcuttur. [79]. Yine baska bir ¢alismada ¢ay
iceceginde aroma arttirmak amaciyla PB-glukosidaz enziminin kalsiyum aljinat
lizerine ¢apraz baglama ile immobilizasyonu yapilmigtir [80]. Candida molischiana
35M5N B-glukosidazi Duolite A-568 recineye immobilize edilerek {iziim sarabinda
aroma arttirmasi iizerine ¢aligmalar bildirilmektedir [81]. Uziim sarabinda aroma
arttirmak icin Issatchenkia terricola mantarindan izole edilen ekstraselliiler -
glukosidaz Eupergit C lizerine immobilize edilmistir [82]. Sarap yapma endiistrisi
icin ticari P-glukosidaz Kkitosan pelletlere immobilize edilmis [83] ve siirekli
reaktorlerde uygulama stabilitesi ¢alisilmistir. Diger bir ¢alismada Aspergillus niger
endo-B-glikosidaz1 akrilik boncuklara immobilize edilerek, sarap ve carkifelek

meyve suyundaki aromatik kaliteye etkisi incelenmistir [84].
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 Materyaller

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan, pNPG, oNPG, pNPGal, oNPGal, Glukoz,
d-Glukonolakton, Sepharose-4B, 1-Naftilamin, L-tirozin, Standart serum albumin,
N,N,N,N’tetrametiletilendiamin (TEMED), Trihidroksimetil aminometan (Tris-
Base), Amonyum siilfat ve Karbodiimide Sigma Chemical’den; Sodyum hidroksit,
Glisin, Fosforik asit, Asetik asit, Etil alkol, Hidroklorik asit, Sodyum dihidrojen
fosfat, B-Merkaptoetanol, Sodyum dodesil siilfat, Akrilamid, N,N-metilen bis-
akrilamid, Amonyum persiilfat, Bromofenol mavisi, Gliserol, Coomassie brillant
blue G-250, Sodyum bikarbonat, Sodyum fosfat, Potasyum fosfat, Magnezyum
kloriir ve kullanilan agir metaller, FeCl,, CdCl, MnCl, CuCl, AgNO3; NiNO;
PbNO3; ZnNOjz ve CrNO3; formunda olup Merk’den; Amberlite XAD-2 regine

Supelco’dan temin edildi.

Siiperparamanyetik Fe30, nanopartikiiller Balikesir Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Fizik Boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Hakan KOCKAR ve Ars. Gor. Dr.
Ozniir KARAAGAC tarafindan sentezlenip tarafimiza temin edildi.

2.1.1 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu calismada agagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Sogutmali Santrifiij Sigma 3K15
Sogutmali Ultrasantrifiij Hettich EBA 12R
Multi Santrifiij Thermo IEC
(Falkon Santrifiijii)

pH metre Hanna HI 2210
UV-Spektrofotometre Thermo Type 1510

(Plaka okuyuculu)
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Manyetik Karistirict
Peristaltik Pompa
Gradient Mikser

Dograyici

Terazi

Otomatik Pipetler
Elektroforez Sistemi
Kromatogafi Kolonu
Derin Dondurucu (-80 °C)
Buzdolabi (-20 °C)
Vorteks

Otoklav

Buz Makinesi

Su Banyosu

Sonikator

Evaporator
Thermo-Block
Inkiibator

Jel Goriintiileme Sistemi
GC-MS Sistemi

LC-MS Sistemi

Velp Scientifica

Atta SJ-1211H

Atta C-10 Magnetik Karistirict ve
Gradient Tiip

Sinbo SHB-3024

Sartorius BL 210S

Eppendorf

Mini Protean Tetra Cell Bio-Rad
Sigma (1 cm ¢ap ve 15 cm uzunluk)
CFC Free

Arcelik

Fisons Whirli Mixer

Hirayama HV 85

Fiocchetti AF 10

Elektro-mag

Ceia CP102

Buchi Rotavapor R-200

Biosan TS-100

Nuare CO,-Water Jacket Incubator
Gel Doc-H Imaging System (UVP)
Shimadzu-2010 Plus

Agilent-1200 LC

2.1.2 Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

2.1.2.1 Enzimin Saflastirilmasinda Kullanilan Cozeltiler

Mandalina ekstraksiyon tamponu: 1 M NaCl, % 0,02 (w/v) NaN;z iceren 0,1
M tris tamponu (pH 8,0); 29,22 g (0,5 mol) NaCl, 0,1 g NaN3; ve 6,057 g
(0,05 mol) tris 450 mL distile suda ¢oziildii. 1 N HCl ile pH’s1 8,0’e getirildi

ve son hacim distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.
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Enzim aktivitesinin ol¢iildiigii ve substrat c¢ozeltisinin hazirlandig:
tampon: 50 mM sodyum asetat tamponu (pH 5,5); 6,804 g (0,05 mol) Na-Ac
900 mL distile suda ¢oziildii. Glacial astetik asit ile pH’s1 5,5’e getirildi ve

son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanda.

Substrat c¢ozeltisi: 5 MM pNPG ¢ozeltisi; 0,0075 g pNPG 5 mL, 50 mM

sodyum asetat tamponu i¢inde vortekste karistirilarak ¢oziildii.

Reaksiyon durdurma tamponu: 0,5 M Na,COj3 tamponu; 25,5 g Na,COs

son hacim 500 mL olacak sekilde distile suda ¢oziildii.

Amonyum siilfat ¢coktiirmesi sonucunda olusan pelletin alindig1 tampon:
1 M (NHy4),SOy i¢eren, 50 mM Na,HPO,4 tamponu (pH 6,8); 132,14 g (1 mol)
(NH4)2SO4 ve 7,09 g (0,05 mol) Na;HPO4 950 mL distile suda ¢oziildi. 1 N

HCl ile pH's1 6,8’¢ getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

Hidrofobik jelin dengelenmesi i¢cin kullamilan tampon: 1 M (NH4),SO4
iceren, 50 mM Na,HPO, tamponu (pH 6,8); 132,14 g (1 mol) (NH,;),SO,4 ve
7,09 g (0,05 mol) NaHPO,4 950 mL distile suda ¢6ziildii. 1 N HCI ile pH's1

6,8’e getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

Hidrofobik jele baglanmis p-glukosidaz enziminin eliisyonu icin
kullanilan tampon: 1 M (NH,),SOy igceren, 50 mM Na,HPO, tamponu (pH
6,8) ve 50 mM Na,HPO, tamponu (pH 6,8) ile gradient mikser kullanilarak
tuz gradienti olusturuldu; 132,14 g (1 mol) (NH,4),SO,4 ve 7,09 g (0,05 mol)
Na;HPO, 950 mL distile suda ¢oziildii. 1 N HCI ile pH's1 6,8’¢ getirildi ve
son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi. 7,09 g (0,05 mol) Na,HPO, 950
mL distile suda ¢oziildii. 1 N HCl ile pH's1 6,8’e getirildi ve son hacim distile

suile 1 L’ye tamamlandi.
Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ozeltiler:
Lowry yontemi igin agsagidaki ¢ozeltiler hazirlandu.

Cozelti A: 0,1 M NaOH iceren %2’ lik (W/v) Na,COgs ¢ozeltisi; 1 g (0,025
mol) NaOH ve 5 g Na,CO3; 200 mL distile suda ¢oziindii ve son hacim 250

mL'ye tamamlandi.
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Cozelti B: %1 'lik (w/v) NaK tartarat; 1 g NaK 90 mL distile suda ¢6ziildii ve
son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Cozelti C: %0.5 lik (wlv) CuSQy; 0,5 g CuSO4 90 mL distile suda ¢oziildii ve
son hacim 100 mL’ye tamamlandu.

Cozelti D: 48 mL Cozelti A, 1 mL Cozelti B ve 1 mL Cozelti C alinarak
hazirlandi.

Cozelti E: Folin fenol ve distile su (1:1 v/v); 2,5 mL folin fenol 2,5 mL distile
su ile karistirilarak hazirlandu.

Sigir Serum Albumini (BSA): 5 mg BSA 5 mL distile suda ¢oziinerek taze

olarak hazirlandi.
Bradford yontemi i¢in asagidaki ¢ozeltiler hazirlandi.

Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi: 100 mg Coomassie brillant blue G-
250, 100 mL’lik aliiminyum kapli bir behere alind1 ve iistiine 50 mL etanol
eklenerek 1 saat manyetik karigtiricida karigtirildi. Cozelti daha biiyiikk bir
behere alinarak {istiine 100 mL %85°lik fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin
son hacmi distile su ile 1 L’ye tamamlandi ve iyice karistirildi. Cozelti iki kez
karanlik ortamda filtre kagidindan gecirildi ve aliiminyum kapli bir siseye
aliarak saklandi.

Sigir Serum Albumini (BSA): 5 mg BSA 5 mL distile suda ¢6ziinerek taze

olarak hazirland.

2.1.2.2 SDS-PAGE ve NATIVE-PAGE Tekniginde Kullanilan Cozeltiler

SDS-PAGE’de kullamlan alt ayirma ve iist yigma tamponlari

SDS’li alt ayirma tamponu: % 0,4 liik (W/V) SDS iceren, 1,5 M Tris-Base
tamponu (pH 8,8); 19,8 g (0,15 mol) Tris ve 0,4 g SDS 75 mL distile suda
¢ozildi. 1 N HCI ile pH's1 8,8’¢ getirildi ve son hacim distile su ile 100
mL’ye tamamlandi.

SDS’li iist yigma tamponu: % 0,4’liik (WIv) SDS iceren, 0,5 M Tris-HCI
tamponu (pH 6,8); 6,6 g (0,05 mol) Tris ve 0,4 g SDS 75 mL distile suda
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¢oziildii. 1 N HCI ile pH'st 6,8’e getirildi ve son hacim distile su ile 100

mL’ye tamamlandi.

NATIVE-PAGE’de kullanilan alt ayirma ve iist yigma tamponlari

SDS’siz alt ayirma tamponu: 1,5 M Tris-Base tamponu (pH 8,8); 19,8 ¢
(0,15 mol) Tris 75 mL distile suda ¢6ziildii. 1 N HCI ile pH's1 8,8’¢ getirildi
ve son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

SDS’siz iist yigma tamponu: 0,5 M Tris-HCI tamponu (pH 6,8); 6,6 g (0,05
mol) Tris 75 mL distile suda ¢6ziildii. 1 N HCl ile pH's1 6,8’¢ getirildi ve son

hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

SDS/NATIVE PAGE’de kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlanis;
SDS/NATIVE-PAGE tekniklerinde kullanilan jel karigimlarmin hazirlanigi

ve kullanilan miktarlar1 Tablo 2.1’de verilmektedir.

SDS/NATIVE-PAGE tekniklerinde Kkullanilan renklendirme c¢ozeltisi;
0,66 g Coomassie brillant blue G-250, 120 mL metanolde ¢oziildi. Bu
cozeltiye 24 mL saf asetik asit ve 120 mL distile su ilave edildi.

SDS/NATIVE-PAGE tekniklerinde Kkullanilan renk ac¢ma cozeltisi;
Hacimce % 7,5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87,5’1ik distile su icermektedir.

Bu amacla 75 mL asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistirildi.
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Tablo 2.1: SDS / NATIVE-PAGE’de kullanilan jel karigimlariin miktarlari

SDS-PAGE SDS’li Ayirma SDS’li Yigma Jeli NATIVE-PAGE SDS’siz Aywrma | SDS’siz Yigma Jeli
Jeli (%10) (9%3) Jeli (%10) (%03)
SDS’li alt tampon 2,5mL --- SDS’siz alt tampon 2,5mL ---
SDS’li iist tampon --- 1,25 mL SDS’siz list tampon --- 1,25 mL
Akril amid/Bis (37,5/1) 2,5mL 625 uL Akril amid/Bis (37,5/1) 2,5mL 625 uL
Distile su 4,89 mL 3,07 mL Distile su 4,89 mL 3,07 mL
%10’ luk (W/v) APS 100 pL 50 uL %10’luk (W/v) APS 100 pL 50 uL
TEMED 10 uL SpuL TEMED 10 uL SuL
SDS’li Tank (Yiiriitme) | 3 g Tris-HCI, 14,4 g Glisin ve 1 g SDS SDS’siz Tank 3 g Tris-HCI ve 14,4 g Glisin eklenir ve
Tamponu eklenir ve pH's1 8,3’e getirildikten sonraf|| (Yiiriitme) Tamponu | pH's1 8,3’¢ getirildikten sonra son hacim

son hacim 1 L’ye tamamlanir.

1 L’ye tamamlanir.

Yiikleme Tamponu
(SDS ve -

merkaptoetanol igerir.

25 mL 0,5 M Tris-HCI, (pH's1 6,8)
tamponu, 4 mL %10’luk SDS, 2 mL
Gliserol, 1 mL B-merkaptoetanol, 0,01 g
Bromfenol mavisi ve 0,5 mL distile su

karistirilarak hazirlandi.

Yiikleme Tamponu
(SDS ve -

merkaptoetanol icermez

25 mL 0,5 M Tris-HCI, (pH's1t 6,8)
2 mL Gliserol, 0,01 ¢

Bromfenol mavisi ve 5,5 mL distile su

tamponu,

karistirilarak hazirlandi.
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2.1.2.3 Enzim immobilizasyonunda Kullanilan Cézeltiler

Immobilizasyona hazirlik ve immobilizasyonda kullanilan tampon: 0,1 M
NaCl igeren, 0,003 M NaH,PO, tamponu (pH 6,0); 2,92 g (0,05 mol) NaCl
ve 0,179 g (0,0015 mol) NaH,PO,4 450 mL distile suda ¢oziildii. 1 N HCl ile
pH's1 6,0’ya getirildi ve son hacim distile su ile 500 mL’ye tamamlandh.
Immobilizasyondan sonra yikamada ve depolamada kullanilan tampon:
50 mM sodyum asetat tamponu (pH 5,5); 6,804 g (0,05 mol) Na-Ac 900 mL
distile suda ¢oziildii. Glacial astetik asit ile pH’s1 5,5’e getirildi ve son hacim
distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

Nanopartikiilleri aktiflestirmek icin kullamilan karbodiimide cozeltisi:
0,025 g karbodiimide 1 mL 0,1 M NacCl igeren, 0,003 M NaH,PO, tamponu
(pH 6,0) i¢inde ¢ozildi.

2.1.2.4 immobilize Enzimin Uygulanmasinda Kullamilan Cozeltiler

Serbest ucucu bilesiklerin uzaklastirma ve konsantre etme tamponu:
Pentan ve Dietil eter (1:1 v/v); 500 mL pentan ile 500 mL dietil eter
karistirilarak hazirlandi.

Amberlite  XAD-2 recineye baglanan glikozidik bagh fraksiyonun
eliisyonu icin kullamlan ¢ozelti: Glikozidik bagl fraksiyonun eliisyonu i¢in
¢alismamizda 300 mL metanol kullanildi.

Metanol icindeki eliiatin vakum altinda ekstre edildikten sonra
glikozidik bagh kalintimin alindig1 tampon: 30 mL 50 mM sodyum asetat
tamponu (pH 5,5) icerisinde ¢oziildii. 6,804 g (0,05 mol) Na-Ac 900 mL
distile suda ¢oziildii. Glacial astetik asit ile pH’s1 5,5’e getirildi ve son hacim

distile su ile 1 L’ye tamamlandi.
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2.2 Yontemler

2.2.1 Enzim Ham Ekstraktinin Hazirlanmasi

Ham ekstrakt hazirlamak ig¢in mandalina meyvelerinin kabuklar1 soyuldu.
200 g kabuklar1 soyulmus mandalina meyvesini dograyici kabina koyulup iizerine,
onceden +4 °C’ye kadar sogutulmus olan 100 mL ekstraksiyon tamponu ilave edildi.
Dograyici kabinin igerigi buz iginde, 2 dakika boyunca dograyici ile homojenize
edildi. Bir tiilbent yardimiyla posali kistm ve homojenat birbirinden ayrildi.
Homojenat 15000 rpm, 30 dakika, +4 °C’de teflon tiiplerde santrifiij edildi ve

stipernatant ham ekstrakt olarak kullanildi.

2.2.2 Enzim Aktivite Tayini

Mandalina B-glukosidaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin
edildi. Aktivite 6lgtimii igin 70 uL, 5 mM pNPG substrat ¢ozeltisi ve iizerine 70 pL
enzim ¢ozeltisi 96’1k plakaya (well-plate) koyuldu. Kor olarak ise 70 uLL. 50 mM (pH
5,5) Na-Ac tamponu ve lizerine 70 pL enzim ¢ozeltisi koyuldu. Etiivde 37 °C’de, 30
dakika inkiibe edildi. 30 dk’nin sonunda reaksiyon 70 pL 0,5 M Na,COjs ile

durduruldu. Spektrofotometrede 405 nm’de kore karsilik absorbans degeri okundu.

Beta-glukosidaz enzimi, pNPG substratin1 hidroliz ederek serbest halde p-
Nitrofenol ve B-D-glukopiranozid fiiriinlerini ortaya ¢ikarir. B-glukosidaz enzim
aktivitesi, enzim iinite hesaplamasinda okunan absorbansa karsilik gelen pNitrofenol
{iriin konsantrasyonunun uM cinsenden degeridir. Uriin miktarmin belirlenmesinde
hazirlanan standart grafik kullanilmigtir. Standart grafik hazirlanirken son hacim
210 pL ve 280 pL olacak sekilde pNitrofenoliin bir seri konsantrasyosonu hazirlandi
ve kor olarak ayni miktarda saf suya kargt 405 nm’de absrobanslart okundu Elde
edilen degerlerden pNitrofenol standart egrisi olusturuldu. Bir Enzim Unitesi (EU)

dakikada olusan pNitrofenoliin pmol’ii olarak hesaplandi.
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2.2.3 Protein Tayini

2.2.3.1 Kalitatif Protein Tayini

Kalitatif protein tayini, proteinlerin yapisinda bulunan aromatik gruplara
sahip tirozin ve triptofan amino asitlerinin 280 nm’de (UV) maksimum absorbans
gostermesi  esasina dayanan Warburg Metodu [104] olarak bilinen yolla
gerceklestirildi. Hidrofobik etkilesimi kromatografisi isleminden sonra esit hacimde
alinmis olan biitiin tiiplere Kalitatif protein tayini yapildi. Her bir tiipten 96’lik kuvarz
plakanin (well-plate) her bir kuyusuna 280 pL konuldu. Kor olarak 280 pL saf su

konuldu. Spektrofotometrede 280 nm’de kore karsi absorbanslart okundu.

2.2.3.2 Lowry Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sirasinda ve saflastirma basamaklarinda elde
edilen ¢ozeltilerdeki protein miktar tayinleri bu yontemle belirlendi. Bu yontem
alkali kosullar altinda biiiret reaksiyonu ve aromatik aminoasitlerin Cu*? katalizli
oksidasyonundan sonra, ayiragta bulunan fosfomolibdik, fosfotungisdik asiti ile
heteropolimolibden mavisine indirgenmeyi igeren Folin-Ciocalteu reaksiyonun bir
kombinasyonudur. Ozetle yéntemin prensibi alkali ortamda proteinlerin peptid
baglarinin ve tirozin artiklarinin bakir ile kompleks olugturmasi esasina dayanir [79].
Koyu mavi renk olusumu karakteristiktir ve 600 nm dalga boyunda absorbans verir.
Bu yontem Bradford yontemine gore daha duyarlidir. Ayrica ayiracin triptofan ve
tirozin aminoasitlerine karsi daha yiliksek hassasiyet gostermesi bu aminoasitleri

igeriginde fazla olarak barindiran proteinlerin miktar tayini i¢in avantaj saglar.

Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 mL'sinde 1 mg protein iceren
standart sigir alblimin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100
pL alindi ve her tipiin son hacmi 100 pL olacak sekilde iizerleri saf su ile
tamamlandi. Daha sonra her tiipe 2 ml Cozelti D eklendi ve 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. 10 dk sonunda tiiplere 0,2 mL Cozelti E eklenip vorteks
ile zaman kaybetmeden karistirildi ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Ornekler 96’lik plakanin kuyucuklarma 200’er pL koyularak 600 nm’de
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absorbanslar1 kore karst okundu. Kor olarak BSA igermeyen 1. Tiip kullanildi.
Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik

hazirland1 (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Lowry yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan
standart grafik

Absorbans 60

Amonyum siilfat araliklarinda ve Saflastirma basamaklarinda protein miktari
belirlenecek numunelerden 100’er pL tiiplere alindi ve Lowry yontemiyle standart
grafik olusturmak i¢in uygulanan basamaklar ayni sekilde numune tiipleri i¢in de
uygulandi. Daha sonra numunelerin igindeki protein miktari, standart grafikten elde

elden dogru denklemi kullanilarak hesaplandi.

2.2.3.3 Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Enzim immobilizasyonu asamasinda yikama g¢ozeltilerindeki protein miktar
tayinleri bu yontemle belirlendi. Bu yontem fosforik asitli ortamda proteinlerin,
Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi, olusan kompleksin

595 nm’de maksimum absorbans géstermesi esasina dayanir [80]. Bu yontemin diger
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protein tayini yontemlerinden iistiin tarafi, ¢ok kisa siirede uygulanmasi, bozucu

faktorlerin az olmasi, protein boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire kalmasidir.

Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart s1g1ir albiimin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 pl alindi ve her tiipiin son hacmi 100 pL olacak sekilde iizerleri saf su ile
tamamlandi. 5 mL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tiipe ilave edildi.
Tiipler vorteks ile karistirtlarak 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore
kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak BSA icermeyen 1. Tip kullanildi.
Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik

hazirland1 (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Bradford yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan
standart grafik

Enzim immobilizasyonunda protein miktart belirlenecek numunelerden
100°er pL tiiplere alindi ve Bradford yontemiyle standart grafik olusturmak icin
uygulanan basamaklar ayni sekilde numune tiipleri i¢in de uygulandi. Daha sonra
numunelerin i¢indeki protein miktari, standart grafikten elde elden dogru denklemi

kullanilarak hesaplandi.
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2.2.4 Enzimin Saflastirilmasi

2.24.1 Amonyum Siilfat Coktiirme Araliginin Belirlenmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
¢okelmesini saglayan 2 degerlikli, ¢cok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle, kismi
saflastirma icin ham ekstrakta kullanilacak uygun amonyum siilfat konsantrasyonu

asagida verilen formiille tespit edildi:

1.77xVx(S, - S,)
3.54-8,

g(NH4)ZSOA =

V : Ekstrakt hacmi
S1: 1’in kesri seklinde mevecut amonyum siilfat doygunlugu

S; : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum stilfat doygunlugu

Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesi i¢cin ham ekstrakta 0-10,
10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100 %’lik (w/v)
oranlarinda ¢oktiirme yapildi. Her bir %’lik (w/v) aralik i¢in yukaridaki formiile gore
hesaplanan amonyum siilfat miktarlari, 30 dakika boyunca manyetik karistiricida buz
iistinde (0°C’de) yavasca eklenerek, ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra 15000 rpm’de
4°C’de 30 dakika santrifiij edildi. Cokeleklerin her biri 2 mL, 50 mM (pH 6,8)

sodyum fosfat tamponunda ¢oziildii.

Her bir aralik i¢in ¢oziilen 6rneklerin enzim aktivitesi ve Lowry metrodu ile
kantitatif protein miktarlart belirlendi. Enzim aktiviteleri belirlenirken, enzim
¢ozeltisi renkli oldugu icin her bir aralikta kor olarak enzim ¢6zeltisi de ortama
eklendi. Bu durumda 10 farkli tuz konsantrasyonu araligi i¢in 10 ayr1 kor kullanildi.
37 °C’de 30 dakika inkiibe sonunda reaksiyonlar 70 pL 0,5 M Na,COs ile durduruldu
ve 405 nm’de absorbans degerleri okundu. Her bir araligin kantitatif protein

miktarlart B6liim 2.2.3.2°de verilen Lowry metoduna gore hesaplandi.
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2.2.4.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi ile Enzimin Saflastirilmasi

Mandalina B-glukosidaz enziminin saflastirlmasinda, amonyum siilfat
¢oktiirmesinin ardindan, hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemi kullanildi. Bu
saflastirma basamag@i i¢in laboratuvarda sentezlenen ve Sekil 2.1’de verilen

hidrofobik jel, sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin kullanilmistir [81].

b
—C|3 C|1CIDH
NH—CH—CH24©>—OH
N=HN

Sepharose-4B- L-Tirozin- 1 -naftilamin

Sekil 2.3: Hidrofobik etkilesim kromotografisinde kullanilan hidrofobik jel

Hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu 6nce 1 M (NH4),SO;, igeren 50 mM,
pH (6.8) sodyum fosfat tamponu ile dengelendi. Kolonun dengeleme islemi bittikten
sonra, jel lizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi. Amonyum siilfat
¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim ¢okelegi en kiiciikk hacimde 1 M (NH;)2SO4
iceren 50 mM, (pH 6,8) sodyum fosfat tamponu ¢oziildii. Ardindan ¢ozeltinin enzim
aktivitesi sektrofotometrik olarak belirlendikten sonra kolona tatbik edildi. Kolona 1
M (NH,4),SOy iceren 50 mM, (pH 6,8) sodyum fosfat tamponu ve 50 mM, pH (6,8)
sodyum fosfat tamponu ile olusturulan yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz
konsantrasyonuna dogru tuz gradienti uygulandi. Tuz gradienti ile kolondan eliie
edilen eliiatlar 2 mL halinde tiiplere alindi. Eliisyon islemine 280 nm’deki absorbans
sifir oluncaya kadar devam edildi. 50 mM, pH (6,8) sodyum fosfat tamponu kor
olarak kullanilarak her bir tiipte 280 nm‘de kalitatif protein tayini ve 405 nm’de
aktivite tayini yapildi. Elde edilen degerlerin tiip numarasina kars1 aktivite ve protein

miktart grafigi ¢izildi (Sekil 3.4).
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2.2.4.3 Dogal/Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel elektroforezi
(NATIVE/SDS-PAGE) ile Enzim Safhigmn ve Alt Birimlerinin

Kontrolii

Beta-glukosidaz  enzimin hidrofobik  etkilesim  kromatografisi ile
saflagtirildiktan sonra iki farkli elektroforez kullanilarak safligi ve alt birim
varligi/sayist kontrol edildi. Bunlardan biri proteinlerin dogal yapilarini bozucu
ajanlarin kullanilmadig1 ve safliginin tayini i¢inde kullanilabilen NATIVE-PAGE
(Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi). Digeri ise Proteinlerin dogal yapilarim
degistiren ve onlarin esit yiik yogunluguna sahip olmasini saglayan bozucu ajanlarin
(Merkaptoetanol ve SDS) kullanildigi SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamid Jel elektroforezi). SDS-PAGE tekniginde proteinlerin dogal yapilart
bozuldugu icin proteinler sadece molekiil agirligima gore ayrilir. Bu yiizden SDS-
PAGE proteinlerin, birden fazla alt birime sahip olup olmadigini ve molekiil
agirliklarim1  belirlenmesinde  kullanildi.  SDS-PAGE  ve  NATIVE-PAGE
tekniklerinde yigma jeli % 3’lik ve ayirma jeli % 10’luk olacak sekilde iki farkli
akrilamid konsantrasyonuna sahip kesikli jeller Laemmli [82] tarafindan belirtilen

yontemle hazirlandi.

SDS-PAGE tekniginde jel hazirlamak i¢in elektroforez cam plakalari dnce su,
sonra etil alkol ile iyice temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik
olusturucusu yerlestirilerek iki cam plaka birbiri lizerine konuldu ve elektroforezin
dokme aparatina sabitlendi. Tablo 2.1°de belirtildigi sekilde SDS kullanilarak
hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iistten 2-3 cm kalana kadar pipet ile dokiildii.
Jel igerisinde hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi. Jel yilizeyinin diizglin olmasi
i¢in n-biitanol ile ince bir tabaka olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra
(1-2 saat) iist yiizeydeki n-biitanol dokiildii. Daha sonra cam plakalarin arasina
tamamen doluncaya kadar polimerlesmis ayirma jelinin lizerine SDS’li yigma jeli
ilave edildi. Jel kasetindeki yiikleme jelinin iizerine tarak dikkatlice yerlestirilerek
jelin polimerlesmesi beklendi (30 dakika). Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak
kuyucuklarin arasinin bozulmamasina dikkat edilerek ¢ikarildi. Kuyucuklar 6nce saf
suyla sonra tank tamponuyla yikandi. Polimerize jellerin bulundugu kaset
elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina SDS’li

yiirtitme tamponu konuldu.
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Hidrofobik etkilesim kromatogafisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan
yiikksek aktivite gosterenler birlestirildi. Elde edilen ¢ozelti toplam hacim 50 pL
olacak sekilde 1:1 oraninda SDS ve B-merkaptoetanol igeren numune yiikleme
tamponuyla karistirildi. Molekiil agirlik standartlari; (B-galaktosidaz (116,0kDa),
sigir serum albumin (66,2 kDa), yumurta albumini (45,0 kDa), laktat dehidrogenaz
(35,0 kDa), REase Bsp98l (E.coli) (25,0 kDa), B-laktoglobulin (18,4 kDa) ve
Lizozim (14,4 kDa) igeren standart protein ¢ozeltisinden (marker) 5 pL alind.
Marker ve numuneler 5 dakika 95 °C’de termoblok da bekletildi. Numuneler ve
marker sogutularak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez giic kaynagina baglanarak 80
volt’a ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune yiikleme
tamponu i¢indeki boyaya ait bant ayirma jeline ulastiginda voltaj 150 volt’a
yiikseltildi. Yiiriitme islemine proteinler, jelin altina 1 cm kalana kadar devam edildi.
Daha sonra akim kesilerek yiiriitme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel
dikkatlice ¢ikarildi yigma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini igeren
ayirma jeli renklendirme ¢dzeltisi i¢ine konuldu ve 1,5-2 saat kadar calkalayici
lizerine birakildi. Daha sonra jel renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikartilarak renk agma
cozeltisine kondu. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi acilip
protein bantlar1 belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti icinde calkalandi. Jel renk agma
cozeltisinden ¢ikarildiktan sonra jel goriintileme sistemi (UVP) ile goriintiisii

bilgisayara aktarildi.

NATIVE-PAGE Tablo 2.1°de belirtildigi sekilde SDS kullanilmadan
hazirlanan jeller SDS-PAGE yonteminde oldugu gibi cam plaklar arasina, sirasiyla
SDS’siz ayirma jeli ve SDS’siz yigma jeli dokiilerek hazirlandi. Jel elektroforez
tankina yerlestirildikten sonra tankin alt ve {ist kismina SDS’siz yiiriitme tamponu
konuldu. Yiiksek aktivite gdsteren fraksiyonlar 50 pL olacak sekilde 1:1 oraninda
SDS ve B-merkaptoetanol icermeyen numune yilikleme tamponuyla karistirildi.
Sadece molekiil agirlik standartlarini igeren standart protein ¢ozeltisinden (marker) 5
uL alindi. Marker 5 dakika 95 ‘C’de termoblok da bekletildi ve sogutuldu. Daha
sonra numuneler kuyucuklara yiiklendi. Diger agamalara SDS-PAGE tekniginde
belirtildigi sekilde yapildi. En son olarak jel, renk agma ¢ozeltisinden ¢ikartildiktan

sonra jel goriintiileme sistemi (UVP) ile goriintiisii bilgisayara aktarildi.
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2.3 B-Glukosidaz Enziminin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.3.1 Saf Enzimin Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan mandalina B-glukosidaz
enziminin optimum pH'sin1 belirlemek amaciyla bir seri farkli pH (2,80-10,75)
degerlerine sahip 50 mM Na-Ac tamponu hazirlandi. Hazirlanan Na-Ac
tamponlarinin her birinide son konsantrasyonu 5 mM olarak sekilde pNPG substrati
¢Oziildii. Enzimin farkli pH degerlerindeki substratlara karsi gosterdigi aktivite
belirlenirken; 120 uL, farkli pH'a sahip 5 MM pNPG substrat ¢ozeltisi tizerine 20 puL
enzim ¢ozeltisi eklenerek 96°lik plakaya (well-plate) koyuldu. Kor olarak 120 uL 50
mM (pH 5,5) Na-Ac tamponu ve iizerine 20 pL enzim ¢o6zeltisi koyuldu. Etiivde
37 °C’de, 30 dakika inkiibe edildi. 30 dk’nin sonunda reaksiyon 70 pL 0,5 M
Na,CO; ile durduruldu. Spektrofotometrede 405 nm’de kore karsilik absorbans
degeri okundu. Absorbans degerlerinden pNP standart grafik kullanilarak enzim
tinitesi (EU) hesaplandi.

2.3.2 Saf Enzimin Optimum Sicaklik Degerinin Belirlenmesi

Saflastirilan B-glukosidaz enziminin aktivitesi lizerine sicakligin etkisini
incelemek amaciyla, 20-60 °C sicaklik araliginda, sicaklik 5 °C artirilarak aktivite
tayini yapildi. Enzimin farkli sicakliklarda aktivitesini belirlemek i¢in Bolim
2.2.2°de aktivite tayininde belirtilen yontemin sadece inkiibasyon sicakliklart
degistirildi. Farkli sicakliklarda gergeklesen reaksiyonlar dururulduktan sonra 405
nm’de absorbanslar1 alindi ve pNP standart grafik kullanilarak enzim tinitesi (EU)

hesaplandi.
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2.3.3 Enzimin Termal Kararhhgmin Belirlenmesi

Enzimin termal kararliliginin belirlenmesi amaci ile enzim ¢ozeltisi 5 °C
aralikli 40-60 °C olan sicakliklarda ayr1 ayr1 inkiibe edildi. Inkiibasyon siireleri 40-
45-50 °C ig¢in 5 dakika aralikli 5-50 dakika, 55-60 °C i¢in 2 dakika aralikli 1-17
dakika olarak alindi. Is1 ile muamele edilmemis stok enzim ¢ozeltisinden alinan ve
aktivitesine bakilan ornek baslangi¢ enzim aktivitesi olarak kabul edildi. Belirlenen
stirelerde inkiibasyondan alinan enzim ¢ozeltilerinin pNPG substrati kullanilarak
aktivitelerine bakildi. Son olarak 405 nm’de absorbanslari alinarak pNP standart

grafik kullanilarak enzim tinitesi (EU) hesaplandi.

2.3.4 Enzimin Aktivitesi Uzerine Baz Agr Metallerin Etkisinin

Belirlenmesi

Mandalina B-glukosidaz aktivitesi lizerine baz1 metallerin etkisini incelemek
amactyla Fe*?, Cu* Ni*t, Pb*, Cd*?, zn*!, Cr*t, Mn*?, Mg ve Ag* iyonlari
iceren 5 mM stok ¢ozeltiler hazirlandi. Metal iyonlarinin reaksiyon ortamindaki son
konsantrasyonu 1 mM olcak sekilde aktivite tayinleri yapildi. Metal iyonu icermeyen
enzim ¢ozeltisinin aktivitesi % 100 olarak kabul edildi. Metal iyonu iceren enzim
¢ozeltilerinin aktiviteleri, icermeyen ¢ozelti aktivitesi ile kiyaslanarak, % kalan

aktivite olarak hesaplandi.

2.3.5 Enzimin Farkh Substratlara Kars1 Aktivitesinin Belirlenmesi

Mandalina B-glukosidaz enzimin farkli substratlara karsi gosterdigi kinetik
etkinligi belirlemek i¢in ¢esitli substratlar kullanildi. Bu amagla konsantrasyonlar1 5
mM olan para-Nitrofenol B-D-glukopiranozid, orto-Nitrofenol B-D-glukopiranozid,
para-Nitrofenol B-D-galaktopiranozid, orto-Nitrofenol B-D-galaktopiranozid, para-
Nitrofenol 1-thio-p-D-glukopiranosid, para-Nitrofenol B-D-fukopiranozid ve para-
Nitrofenol a-D-glukopiranozid ve substratlari kullanildi. Bu substratlarin aktivite
tayinleri Boliim 2.2.2°de belirtildigi sekilde yapildi. Enzimin en yiiksek aktivite
gosterdigi substratin aktivitesi %100 kabul edilerek diger substratlarin aktiviteleri

relative olarak belirlendi.
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2.3.6 Saflastirllan Enzimin Farkhh Substratlara Karsti Ky ve Viax

Degerlerinin Belirlenmesi

Mandalina B-glukosidaz enziminin pNPG ve oNPG substratlarina olan ilgisi
Km Ve Vmax degerleri bulunarak tespit edildi. Bunun i¢in pNPG ve 0oNPG
substratlarinin farkli konsantrasyonunda enzim aktivitesi olg¢iildi. 1/V ve 1/[S]
degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Ky Ve Vmax degerleri grafigin
denkleminden yararlanilarak bulundu. Bunun i¢in grafigin 1/V eksenini kestigi nokta
olan 1/Vnax degerinden Vmax degeri ve denklemin egimi olan Ky/Vmax degerinden

Vmax yerine yazilarak Ky degeri hesaplandi.

2.3.7 (inhibitorlerin ICsp Degerlerinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi tizerine etkisi arastirilan glukoz ve d-glukonolakton
maddelerinin 1Csy degerlerini bulmak i¢in, pPNPG substratinin reaksiyon hacminde
1,75 mM konsantrasyonu calisildi. Inhibitér eklenmemis ortamda enzim aktivitesi
bulunarak bu deger %100 aktivite olarak alindi. Farkli inhibitor konsantrasyonlarinda
enzim aktivite degerleri bulundu ve % aktivite degerleri hesaplandi. % Aktivite-[I]
grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden yararlanarak enzim aktivitesini % 50 oraninda

azaltan inhibitor konsantrasyonu olan 1Cso degerleri hesaplandi.

2.3.8 inhibitorlerin K; Degerlerinin Bulunmasi

B-glukozidazlarin yaygin substratt olan PNPG substrati kullanilarak
mandalina meyvesinden saflastirilan B-glukozidaz enzim aktivitesi lizerine o-
glukonolakton ve glukozun inhibisyon tipleri ile K; degerleri belirlenmistir. K;
degerlerinin tespiti i¢in, inhibitorsiiz ortamda alti farkli pNPG substrat
konsantrasyonu varliginda aktivite degerleri bulundu. Bulunan bu aktivitelerden 1/V
degerleri hesaplandi. 1/V-1/[S] degerleri ile Lineweaver-Burk grafigi cizildiginde Iy
dogrusu elde edildi. Her bir inhibitér maddenin iki farkli sabit konsantrasyonunda,
PNPG substratinin alti degisik konsantrasyonuna karsilik gelen enzim aktiviteleri
belirlendi. 1ki farkli inhibitér konsantrasyonu varhginda, farkli substrat

konsantrasyonuna karsilik gelen aktiviteler kullanilarak ¢izilen Lineweaver-Burk
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grafiginde 1/V ve 1/[S] degerleri ile I; ve |, dogrulari olusturuldu. Lineweaver-Burk
grafiklerden yararlanarak K; degerleri hesaplandi ve inhibisyon tiirleri tespit edildi.
Ki degerleri yarismali (kompetetif) inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrisinde 1/[S]
eksenini kestigi nokta olan -1/Ky (1+[1]/K;) ifadesinden, yarismasiz (nonkompetetif)
inhibisyon i¢in 1/V eksenini kestigi nokta olan 1/Vnyax (1+[1]/K;) ifadesinden,
yartyarigmali (unkompetitif) inhibisyon tipi i¢in 1/V eksenini kestigi nokta olan
1WNVmax  (1+[1)/K;) ifadesinden yararlanilarak hesaplandi. K; degerlerinin
hesaplanmasinda kullanilan denklemlerdeki Ky Ve Vmax degerleri inhibitorsiiz

ortamda bulunan degerlerdir.

2.4  B-Glukosidaz Enziminin immobilizasyonu

2.4.1 Enzimin Nanopartikiillere Immobilizasyonu

Enzimin immobilizasyonu i¢in siiperparamanyetik Fe3zOs nanopartikiiller
kullanild1. B-glukosidaz enziminin immobilizasyonu i¢in sirasi ile asagidaki asamalar

izlendi.

flk olarak biri numune digeri kor olarak kullanilmak {izere 0,1 g Fe3O,4
nanopartikiil cam tiiplere alindi. Uzerine 2 mL 0,1 M NaCl, 0,003 M NaH,PO,
tamponu (pH 6,0) eklendi. Karigim 30 dakika sonikatére bekletildi. Bu karigimin
tizerine 0,5 mL karbodiimide ¢ozeltisi eklendi. Karisim 15 dakika sonikatorde
bekletildi. Boylece nanopartikiillerin yiizeyleri karbodiimide ile aktiflestirilerek,
B-glukozidaz enzimini baglamaya hazir duruma getirildi.[100-101].

Protein miktar1 bilinen stok enzim ¢o6zeltisinden, numune olarak kullanilacak
tipe 2 mL ilave edildi. Kor olarak kullanacagimiz tiipe ise 2 mL 50 mM, pH (6,8)
sodyum fosfat tamponundan eklendi. Her iki tlipte bulunan karisim 30 dakika
sonikatorde bekletildi. Daha sonra cam tiiplerin dis ¢eperine miknatis konularak
nanopartikiillerin ¢epere toplanmasi saglandi. Bir pipet yardimiyla tiiplin ig¢indeki
tiim karigim alindi1 ve protein tayini yapmak iizere ayri bir tiipe konuldu. Tiiplerden
miknatislar uzaklastirilarak 2 mL 0,1 M NacCl, 0,003 M NaH,PO, (pH 6,0) tamponu

eklenerek iki kez yikandi ve yikama sular ayri bir tiipe konuldu. En son asamada ise
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iki kez 2 mL 50 mM sodyum asetat (pH 5,5) tamponu ile yikandi ve ayni tamponda

saklandi.

2.4.2 Enzimin Nanopartikiillere Baglanmasinin FT-IR Analizi ile

Belirlenmesi

Immobilizason isleminden sonra baglanmanin kontrolii amaciyla Fe3O4
nanopartikiillerin, B-glukosidaz enziminin ve B-glukosidaz ile immobilize edilen
nanopartikiillerin IR spektrumlar1 alindi. Numunelerin IR spektrumu katt KBr pelet
hazirlama teknigi ile yapildi. Bu amagla immobilize nanopartikiillerin ve enzimin
tamponu uzaklastirilarak kurutuldu. Fe3O,4 nanopartikiiller kuru olarak temin edildigi
icin dogrudan analizde kullanildi. Hazirlanan numunelerin her birinden 0,5-1 mg
madde alind1 ve iyice kurutulmus KBr ile karistirildi. KBr ve numune karigimi bir
agat havanda doviilerek toz haline getirildi. Karisim paslanmaz celikten bir cihaz
igine konularak hidrolitik preste 4500 kg/cm?’lik bir basingta birka¢ dakika bekletildi
ve KBr pelleti elde edildi. iginde numune olmayan bos KBr pelleti background

olarak okutularak hazirlanan numunelerin IR spektrumlari alindi.

2.4.3 Immobilize Enzimin Aktivitesinin Belirlenmesi

Immobilize B-glukosidaz enziminin aktivite tayininde serbest enzime
uygulanan yontem referans alindi. Bu amagla 0,1 g enzim baglh ve kor olarak
hazirlanan nanopartikiilleri igeren numunelerin bulundugu tiiplere, konsantrasyonu
2,5 mM olan 1 mL pNPG substratindan konuldu. Tiipler ¢alkalamali etiivde 37 °C’de
210 rmp’de 30 dakika inkiibe edildi. 30 dk’nin sonunda numune ve kor olan
reaksiyonlardan 140’ar pL alinarak 96’lik plakaya (well-plate) konuldu. Uzerlerine
70 uL 0,5 M Na,CO3 konularak reaksiyonlar durduruldu. Spektrofotometrede 405
nm’de kore karsilik absorbans degeri okundu. Immobilize enzimin aktivitesini
hesaplamak i¢in 96’lik plakada (well-plate) hazirlanan ve son hacmi 210 pL olan
PNP standart grafik denklemi kullanildi.
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244 Enzimin Nanopartikiilllere Optimum Baglanma Kapasitesinin

Belirlenmesi

B-Glukosidaz enziminin immobilizasyonu sirasinda ortamdaki farkl
miktardaki Fe3O4 nanopartikiillere baglanma yiizdesini tespit etmek amaciyla bir seri
immobilizasyon islemi gerceklestirildi. Bu amagla kor olarak kullanilacak
numunelerde ayni1 miktar nanopartikiil igerecek sekilde 25, 50, 75, 100, 125, 150 mg
FesO, nanopartikiil alinarak Boliim 2.4.1°de agiklanan yontemle immobilizasyon
islemi gerceklestirildi. immobilizasyon isleminin son basamaginda alman yikama

sularina Bradford yontemi ile protein tayini yapildi.

Farkli miktarda Fe3O4 nanopartikiil igeren numunelerin aktivite tayinleri
Boliim 2.4.3°de anlatilan yontemle yapildi. Her numunenin absorbansi kendi koriine
kars1 405 nm’de okundu. Enzim aktivitesi son hacmi 210 pL olan pNP standart

grafik denklemi kullanilarak hesaplandi.

25  Immobilize B-Glukosidaz Enziminin Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi

2.5.1 Immobilize Enzimin Optimum Sicakhk ve pH Degerlerinin

Belirlenmesi

0,2 g Fe304 nanopartikiil {izerine immobilize edilen enzim igeren numune Ve
0,2 g Fe3O4 nanopartikiil igeren kor, son konsantrasyonlari1 20 mL olacak sekilde Na-
Ac tamponunda homojen hale getirildi. Bu homojen hale getirilen tiiplerden 1’er mL
alinarak 20 farkli tiipe konuldu. Bu tiiplerin yan ¢eperlerine miknatis konulup
nanopartikiiller kenarda topland1 ve i¢indeki tampon pipet yardimiyla alindi. Boylece
11 tanesi optimum pH ve 9 tanesi optimum sicaklik belirlemede kullanilmak {izere

esit immobililize enzim aktivitesine sahip 20 tiip elde edildi.

Immobilize enzimin optimum pH'sin1 belirlemek amaciyla bir seri farkli pH
(2,80-10,75) degerlerine sahip 50 mM Na-Ac tamponu hazirlandi. Hazirlanan Na-Ac

tamponlarinin her birinin son konsantrasyonu 5 mM olarak sekilde pNPG substrati
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¢ozlildi. Hazirlanan 11 tane tipe bu farkli pH da olan substratlardan 1’er mL
koyuldu. Ayni iglem kor olarak hazirlanmis tiipler iginde yapildi. Bolim 2.4.3’deki
yontemle bu tiiplerin korlerine karsi 405 nm’de absorbanslari alinarak ve pNP

standart egri kullanilarak immobilize enzimin, enzim {nitesi (EU) hesaplandi.

Immobilize enzimin optimum sicakligim belirlemek amaciyla, 20-60 °C
sicaklik araliginda, sicaklik 5 °C artirilarak aktivite tayini yapildi. Hazirlanan 9 tane
tiipiin ve onlarin korlerinin farkli sicakliklarda aktivitesini belirlemek i¢in Bolim
2.4.3’de belirtilen yontemin sadece inkiibasyon sicakliklar1 degistirildi. Bu tiiplerin
korlerine karst 405 nm’de absorbanslar1 alinarak ve pNP standart egri kullanilarak

immobilize enzimin, enzim {initesi (EU) hesaplandi.

2.5.2 immobilize Enzimin PNPG Substratina Karsti Ky ve Vipax

Degerlerinin Belirlenmesi

Fe3O,4 nanopartikiiller {izerine immobilize edilen mandalina B-glukosidaz
enziminin pNPG substratina olan ilgisi Ky ve Vmax degerleri bulunarak tespit edildi.
Bunun i¢in pNPG substratinin farkli konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi olgiildii.
1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Immobilize
enzimin Ky ve Vmax degerleri grafigin denkleminden yararlanilarak bulundu. Bunun
icin grafigin 1/V eksenini kestigi nokta olan 1/Vmax degerinden Vmax degeri ve
denklemin egimi olan Ky/Vmax degerinden Vpmax yerine yazilarak Ky degeri

hesaplandi.

2.5.3 Immobilize ve Serbest Enzimin Farkh Sartlarda Saklanma

Stabilitesinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize B-glukosidaz enziminin saklanma stabilitesinin
belirlenmesi i¢in 4 °C ve 25 °C ‘de 5 giinde bir, ilk zaman diliminde her giin olmak
kaydiyla, 30 giin boyunca enzim aktivitelerine bakildi. Bu amacla saflastirilan
serbest B-glukosidaz enziminden bir havuz olusturularak her biri tek 6l¢timliik steril
ependorflara alinarak yaris1 4 °C’de ve diger yar1 ise 25 °C’de saklandi. 0,1 g Fe3O4

nanopartikiil iizerine immobilize edilen enzim ve onun 0,1 g Fe3O, nanopartikiil
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iceren korli homojen hale getirilip ikiye boliindi. Biri korii ile 4 °C’de digeri ise yine

koru ile birlikte 25 °C’de saklandi.

2.6 Immobilize Enzim ile Meyve Suyunun Muamelesi

2.6.1 Meyve Suyu Hazirlanmas1i ve Glikosidik Aroma Onciil
Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Meyve suyu elde etmek amaciyla birkag mandalina meyvesinin kabuklari
soyuldu ve dograyici da pargalandi. Meyvenin posasi ve suyu bir tiilbent yardimiyla

ayrildi. Daha sora elde edilen meyve suyu cam siselere alinarak +4 °C saklandi.

Glikosidik aromada onciil bilesiklerin ekstraksiyonu amaciyla meyve suyu
4 °C’de 10,000 g’de santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant filtre edildi. Elde edilen
200 mL meyve suyu 50 x 1 cm boyutlarindaki Amberlite XAD-2 regine ile dolu bir
kolana dakikada 3 mL akis hiziyla tatbik edildi. Meyve suyu gegirme islemi
tamamlandiktan sonra kolan 300 mL distile suyla yikandi. Daha sonra serbest
uguculart uzaklastirmak amaciyla kolon dakikada 2 mL akis hiziyla 300 mL (1/1)
pentan/dietil eter ile yikandi. Son olarak glikosidik bagl fraksiyon 300 mL metanol
ile eliite edildi. Metan eliiat evaporator de 35 °C’de konsantre edildi. Konsantre
numune 30 mL 50 mM sodyum asetat (pH 5,5) tamponunda ¢6ziildii. Tampon
karigimi1 ayirma hunisinde iki kez 80 mL pentan/dietileter ile yikanarak olmasi

muhtemel ugucu bilesikler uzaklastirildi.

2.6.2 Immobilize Enzim ile Glikozidik Bagh Aroma Onciil Bilesiklerin
Hidrolizi

Bolim 2.6.1°de aciklandigi sekilde hazirlanan 30 mL’lik glikosidik
bilesiklerin bulundugu numune, homojen halde {i¢ esit tiipe ayrildi. Birinci tiipe
glikosidik bilesiklerin hidrolizi amaciyla 0,1 g Fe3O4 nanopartikiil {izerine

immobilize edilmis mandalina B-glukosidaz enzimi ilave edildi. Kontrol grubu olarak
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Ikinci tiipe 0,1 g Fe3O4 nanopartikiil eklendi ve igiincii tiipe hicbir islem yapilmadi.
Tiipler 50 °C’de 48 saat boyunca 210 rpm’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon isleminden sonra nanopartikiil igeren tiiplerin ceperlerine
miknatis koyularak nanopartikiiller kenara toplandi ve meyve suyundan ayrildi.
Nanopartilleri uzaklastirilmis numunelerden bir miktar 6rnek LC-MS analizi i¢in
ayrildi. Numuneler i¢indeki hidroliz sonucu ortaya ¢ikan serbest aromatik bilesikler
tic kez 80 mL (1/1) pentan/dietil eter ile ekstrakte edildi. Ekstrakt susuz sodyum
stilfat ile kurutuldu ve saf azot gazi akimi altinda son konsantrasyon 1 mL olacak

sekilde konsantre edildi. Elde edilen numunelere GC-MS analizi yapildi.

2.6.3 GC-MS Analiz Yontemi

Ekstrakte edilen numuneler, 30 m uzunlugunda 0,25 mm ¢apinda ve 0,25 pum
kalinliginda silika TRB-5MS kolonunun bagli oldugu Shimadzu Gaz kromotografisi
GC-2010 Plus ile analiz edildi. Kiitle spektral iyonlagma 230 °C’ye ayarland:1 Kiitle
spektrofotometresi elektron iyonlasma modunda 70 eV’de ¢alistirildi. Kolondan
helyumun akig hizi hiz1 dakikada 1,2 mL olarak ayarlandi ve enjektor sicakligi 250
°C’de ve bolmesiz modda gergeklestirildi. Analiz sirasinda kolon sicakligi 3 dakika
40 °C, dakikada 3 °C artacak sekilde 40 °C’den 160 °C’ye, 2 dakika 160 °C, dakikada
8 °C artacak sekilde 160 °C’den 220 °C‘ye ve 3 dakika 220 °C olacak sekilde
ayarlandi.

Numunelerin GC-MS analizinde belirlenen bilesikler Wiley229 ve Nist27

kiitle spektroskopisi kiitiiphaneleri ile karsilastirilarak tespit edilmistir.

2.6.4 LC-MS Analiz Yontemi

LC-MS igin ayrilan numuneler, (2,1x100 mm 2,7 pm) SB-C18 kolonunun
bagl oldugu Agilent LC-MS sistemi (single quadrupole 1200 LC) ile elektrosprey
iyonizasyon (Electrospray lonisation ESI) cihazinda analiz edildi. Analiz MS SIM
modunda, gaz sicakligi 350 °C, kurutucu gaz akis1 dakikada 12 L, dagitict basing 50
psi ve kapiller voltaji 3500 V olacak sekilde gergeklestirildi. Mobil faz olarak iki ayri
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¢ozelti kullanildi. Bu ¢ozeltilerin tiirleri ve analiz siiresinde uygulanan oranlar1 Tablo

2.2’de verilmistir [103].

Tablo 2.2: LC-MS analizinde kullanilan mobil faz oranlar

(% v/v) Cozelti A: (% viv) Cozelti B:
10 mM amonyum asetat Metanol
ve % 0,2 lik formik asit

Zaman (dakika)

0 90 10
0,2 90 10
3 70 30
20 20 80
20,1 5 95
22 5 95
22,1 90 10
25 90 10

LC-MS analiz sonucu elde edilen kromatogramdaki piklerin Kalitatif ve
kantitatif analizi; 6nceden kalibrasyonu yapilan, Tablo 2.3’de gosterilen, standart

bilesiklere gore yapildi.
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Tablo 2.3: LC-MS’de kalibrasyonu yapilan standart bilesikler

Tutulma zamani
(RT)
1,504
6,174
6,509
8,175

10,699
10,789
11,116
11,456
13,531

Bilesik

Gallik asit

Kloragenik asit

Kafeik asit

p-Kumarik asit

Naringin
Rutin hidrat

Hesperidin

Neohesperidin

Quercetin

Aralik

1,489-1,519
6,112-6,236
6,444-6,574
8,093-8,257
10,300-10,806
10,681-10,897
11,005-11,228
11,344-11,574
13,395-13,666

Bolge

128870,000
66093,000
220480,000
14457,000
156410,000
119750,000
33639,000
31373,000
335310,000
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3. BULGULAR

3.1 Enzim Aktivite Tayini icin Kullamlan Standart Egri

Enzimin aktivite tayini, B-glukosidaz enzim hidrolizi ile glikopiranozide bagli
olan pNitrofenoliin serbest kalmasi esasi referans alarak yapildi. Bu amagla 210 uL
ve 280 uL’lik son reaksiyon hacimlerinde pNP standart grafikleri olusturuldu. Bu
grafikleri olusturmak icin pNitrofenol standart olarak kullanildi. Standart ¢ozeltideki
umol pNitrofenole karsilik gelen absorbans degerleri Bolim 2.2.2°de anlatilan

yontemle bulunarak Sekil 3.1 ve 3.2’deki standart grafikler ¢izildi.

Absorbans 405nm
o
(o)}

0,2
O L L L L L]
0 10 20 30 40 50
[PNP] 210 pL'deki umol
. J
Sekil 3.1: Enzim aktivite tayininde kullanilan 210 pL hacimli pNP standart
grafigi
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1,8 -
16 -
14 -
12 -

0,8 -
0,6 1
0,4 -
0,2 -

Absorbans 405 nm

0 10 20 30 40 50
[pPNP] 280 pLdeki umol

\- J
Sekil 3.2: Enzim aktivite tayininde kullanilan 280 pL hacimli pNP standart
grafigi

Sekil 3.1 ve 3.2°de verilen grafiklerdeki dogru denklemlerinden ilgili

absorbansa karsilik gelen pmol pnitrofenol miktar1 hesaplandi.

3.2  B-Glukosidaz Enziminin Saflastiriimasi

3.2.1 Amonyum Siilfat Coktiirme Arahiginin Belirlenmesi

Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesi i¢in ham ekstrakta Tablo
3.1’de verilen amonyum siilfat miktarlar1 eklenerek bolim 2.2.4.1°de agiklanan
yontem uygulandi. Bu islemler sonucunda elde edilen veriler Tablo 3.1°de

verilmistir.
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Tablo 3.1: Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesinde kullanilan ¢6zelti
hacimleri, kullanilan tuz miktar1 ve tespit edilen degerler

Aralik  Coktirme Hacim Kullanilan Protein Aktivite
Degeri Arahig (mL) Amonyum siilfat  Miktari (EV)
(% wiv) miktari (Q) (ng/mL)

1 0-10 95 4,88 136,5676 178,72
2 10-20 95 5,03 120,0811 226,42
3 20-30 95 518 395,6486 231,57
4 30-40 95 5,35 82,8108 309,75
5 40-50 95,5 5,56 73,7567 360,29
6 50-60 96 577 102,8378 1124,25
7 60-70 96 5,98 138,8108 673,44
8 70-80 96,5 6,23 104,9459 319,51
9 80-90 96,5 6,46 106,7838 271,81
10 90-100 97 6,75 77,1351 86,72

Tablo 3.1°deki degerler kullanilarak Sekil 3.5’deki amonyum stilfat ¢oktlirme
araligi-aktivite grafigi ¢izildi. Coktiirme aralifinin belirlenmesinde protein
miktarinin diisiik ancak enzim aktivitesinin yiiksek oldugu aralik tespit edilmeye
calisilmigtir. Grafikten, enzimin ¢oktiigli tuz konsantrasyonu % 40-80 aralig1 olarak
tespit edilmis ve saflastirma islemlerinde % 40-80 amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesi

uygulanmstir.

49



( 1200 450 )
—&— Aktivite
L = 400
1000 - —&— Protein miktari
- 350
.
800 - L 300 £
= 8h
= =)
= - 250 §
£ 600 A kS
= L 200 E
< =
400 - L 150 2
&
- 100
200 +
- 50
0 L] L] L] L] L] O
0 20 40 60 80 100 120
\_ Coktiirme Aralig (%) )

Sekil 3.3: Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin tespitinde kullanilan grafik

3.2.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Enzimin Saflagtiriimasi

% 40-80 (w/v) amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda elde edilen numune
boliim 2.2.4.2°de belirtildigi gibi herhangi bir diyaliz islemine gerek kalmaksizin
laboratuvarda sentezlenen hidrofobik yapidaki sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin
hidrofobik jelini i¢eren kolona tatbik edildi. Kolondaki jel ytiksekligi 5 cm ve ¢ap 1
cm’dir. Kolondan alian her bir numuneye 50 mM sodyum fosfat pH 6,8 tamponu
kor kullanilarak, 280 nm’de kalitatif protein tayini yapildi. Eliisyondaki her bir tiiptlin
aktivite tayini kendi numunesinden olusan kore kars1 yapildi. Sekil 3.4’de goriildiigi
gibi elde edilen degerlerin tiip numarasma kars1 aktivite ve protein miktar
grafiginden yiiksek aktivite gosteren tiipler belirlendi. Kolona tatbik edilen numune
ve yuksek aktivite gosteren eliiat icin Lowry metoduyla kantitatif protein ve aktivite

tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler ve saflagtirma oranlar1 tespit edilmistir
(Tablo3.2).

Tablo 3.2°deki saflagtirma tablosunda gdsterildigi gibi amonyum siilfat
¢oktiirmesi sonucunda ¢oziilen ¢okelegin toplam aktivitesi 2325,0676 EU/mL ve
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toplam protein miktar1 35,88 mg/mL olarak belirlenmis ve % 175,12 verimle 15,86
kat saflastirilmis oldugu hesaplanmistir. Hidrofobik etkilesim kromotografisi
sonunda 34. tiipteki saf enzimin % 11,38 verimle 196,23 kat saflastirilmis oldugu
belirlenmistir. Yapilan hidrofobik etkilesim kromotografisinde 1 M ile 0 M arasi
amonyum siilfat garadienti uygulanmis ve eliisyonun 33. tiipiinde gardient islemi
bitirilmistir. Bu ac¢idan incelendiginde enzimin 30-40. tiiplerde gelmesi tuz

konsantrasyonunun oldukga azaldig1 degerlerde kolona tutunamadig: tespit edildi.
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Sekil 3.4: Hidrofobik etkilesim kromotografisi kolonundan mandalina -glukozidaz enziminin eliisyon grafigi
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Hacim
(mL)

Aktivite
(EU/mL)

Ham ekstrakt 90 147 516

Amonyum Siilfat

10 2325,0676
Coktiirmesi

Hidrofobik
Etkilesim 755,962
Kromatografisi

Tablo 3.2: Saflastirma tablosu

Toplam
Aktivite
(EU/mL)

Protein
Miktan
(mg/mL)

Toplam

Protein

(mg)

13276,44 324,99

23250,676

1511,924 0,0943 0,1886
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Spesifik
Aktivite
(EU/mg)

40,8518

648,0121

8016,5641

) Saflastirma
% Verim

Derecesi

175,12

196,23




3.2.3 Mandalina

Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonundan saflastirilan mandalina B-glukosidaz

enziminin safliinin ve alt birimlerin varligimi/sayisin1 kontrol etmek amaciyla

Beta-Glukosidaz

Enziminin

NATIVE/SDS

Bolim 2.2.4.3’de anlatildigi sekilde hazirlanan NATIVE ve SDS poliakrilamid jel

elektroforezilerine, saflastirilan enzim numuneleri uygulandi. Protein bantlarini

iceren jellerin goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile bilgisayara aktarildi (Sekil 3.5).

(2]

L))

(5)

(b]

=

~ 30 kDa

~ 60 kDa

(2)

(3)

)

)

(6)
()

MW, kDa
(1) = 1160
—— 62,2
W 45,0
— 35,0
- —— 250
- 184
. 114
3

Sekil 3.5: Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflagirilan mandalina beta-
glukosidaz enziminin poliakrilamid jel elektroforezleri 1: SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi [a] protein marker bantlari [b] numune bandi 2: NATIVE-poliakrilamid
jel elektroforezi [a] protein marker bantlar1 [b] numune bandi 3: Protein marker.
Molekiil agirlik standartlari; (B-galaktosidaz (116,0kDa), sigir serum albumin (66,2
kDa), yumurta albumini (45,0 kDa), laktat dehidrogenaz (35,0 kDa), REase Bsp98I

(E.coli) (25,0 kDa), pB-laktoglobulin (18,4 kDa) ve Lizozim (14,4 kDa)

Mandalinadan saflastirilan B-glukosidaz enzimi, Sekil 3.5°deki 1. Sekil olan
SDS-PAGE’de goriildiigii lizere yaklasik 30 kDa bolgesinde tek bant verdigi 2. Sekil
olan NATIVE-PAGE’de ise yaklastk 60 kDa bolgesinde tek bant verdigi
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goriilmektedir. Bu verilerden, 60 kDa mokeliil agirligina sahip mandalina B-

glukosidaz enziminin, birbirine esit iki alt birimden olustugu belirlenmistir.

3.3 B-Glukosidaz Enziminin Biyokimysal Ozellikleri

3.3.1 Saf Enzimin Optimum pH Degerinin Bulunmasi

Boliim 2.3.1°de belirtildigi sekilde, bir seri farkli pH degerlerine sahip pNPG
substratlarinin enzim aktivitesi dl¢limleri yapildi. Reaksiyonun gergeklestigi ortamin
pH degerine karsi aktivite grafigi (Sekil 3.6) ¢izildi. Elde edilen grafikten mandalina
B-glukosidaz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi optimum pH degeri 5,5

bulunmustur.

-
o
o

80 +

60 -

Aktivite (EU)

40 -

20 ~

O L] L] L]
0 2 4 6 8 10 12

pH Araliklar

Sekil 3.6: Mandalina B-glukosidaz enziminin optimum pH grafigi
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3.3.2 Saf Enzimin Optimum Sicaklik Degerinin Bulunmasi

Boliim 2.3.2°de belirtildigi sekilde saf enzim, farkli sicaklarda inkiibe edildi
ve aktivitesi Ol¢timleri yapildi. Reaksiyonun gergeklestigi ortamin sicaklik degerine
kars1 aktivite grafigi (Sekil 3.7) ¢izildi. Elde edilen grafikten mandalina B-glukosidaz

enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi optimum sicaklik degeri 40 °C bulunmustur.

400 -

350 +

N w
a o
o o
L L

Aktivite (EU)
N
o
o

150 A
100 -
50 A
0 L] L] L] L] 1
15 25 35 45 55 65
Sicaklik (°C)
- J

Sekil 3.7: Mandalina p-glukosidaz enziminin optimum sicaklik grafigi

3.3.3 Mandalina Beta-Glukosidaz Enziminin Termal Kararhhg

Mandalina B-glukosidaz enziminin termal kararliligini belirlemek amacr ile
enzim ¢ozeltisine Boliim 2.3.3’de belirtilen sekilde islemler uygulanmis sonug olarak
1stya belli bir siire muamele edilen stok enzim ¢ozeltisinden alinip, aktivite tayini
yapilmustir. Elde edilen degerlerden 1s1l muamele siiresine karsi aktivite grafigi
(Sekil 3.8) ¢izilmistir. Elde edilen grafikten termal inkiibasyonun 3000. saniyesinde
(50 dk) enzimin aktivitesini, 40 °C’de % 50, 45 °C’de % 20, 50 °C’de % 5 oraninda
korudugu bulunmustur. Ayrca 55-60 °C’de 1020. saniyede (17 dk) inkiibe edilen

enzimin, aktivitesini sirastyla % 5 ve % 3 korudugu belirlenmistir.
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Sekil 3.8: Mandalina B-glukosidaz enziminin termal kararlilik grafigi
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3.3.4 Mandalina Beta-Glukosidaz Enzimi Uzerine Bazi1 Agir Metallerin
Etkisi

Mandalina B-glukosidaz enziminin aktivitesi iizerine Fe*?, Cu*?, Ni**, Pb*,
Cd+2, Zn*l, Cr+l, Mn+2, MgJ'2 ve Ag+1 agir metal iyonlarinin etkisini Boliim 2.3.4°de
aciklanan yontemle belirlenmistir. Reaksiyon ortaminda 1,75 mM pNPG ve 1 mM
agir metal bulunan orneklerin aktivite tayinleri yapilmis (Tablo 3.3) ve agir metal
icermeyen, enzim ¢ozeltisi ile kiyaslanarak % kalan aktiviteleri belirlenmistir (Sekil
3.9).

( 400 A -100 )
- 90
350 A

- 80
300 - —_
a - 70 e\i
= o5 - o
E 250 L 50 §
= I v
% 200 - 50 £
(5]
! =
£ 150 - 02
< - 30 ¥
Ll o

100 -

L 20

50 b N 10

0 - - 0

PR SIIRC R NS O R SO,
< )
-

Sekil 3.9: Mandalina B-glukosidaz enzimi lizerine 1 mM konsantrasyonlarindaki
agir metal iyonlarinin etkisi

Elde edilen grafikten Ag* iyonunun enzimi giiclii sekilde inhibe ettigi, Fe*?
iyonun ise enzim iizerinde aktivator etkisinin oldugu tespit edilmistir. Enzim
aktivitesi tizerine, orta derecede etkili Cu*? iyonunun inhibasyonu harig diger metal

iyonlarinin ¢ok etkili bir inhibitér ya da aktivitor etkisi bulunmamaktadir.
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Tablo 3.3: Mandalina -glukosidaz enzimi {izerine agir metallerin etkisinin belirlenmesinde kullanilan metal gesitleri ve bu metallerin

Metal fyonu

Kullamldig1 Form
(5 mM Cozeltisi)

enzim aktivitesi lizerindeki sonuglari

Kuyucuktaki
Metal Kons
(mM)

Aktivite
(EU/mL)

406,369

Kalan
Relative
Aktivite

(%)

100

410,434

101,003

20,189

4,7

312,873

76,92

349,458

85,95

311,518

76,58

367,073

90,30

306,098

75,25

304,743

74,91

295,257

72,57

59

268,157

65,88



3.3.5 Enzimin Farkh Substratlara Kars1 Spesifikligi

Mandalinadan saflastirilan B-glukosidaz enziminin aktivitesi iizerine gesitli
substratlatrin etkisini belirlemek amaciyla Bolim 2.3.5’de belirtilen yontemle
aktivite tayini yapildi. Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi pNPGlu substratina
gore relative aktiviteler belirlendi (Sekil 3.10).

(900 - 100 )
800 - - 90
700 - 80

i °
~ 600 1 0 s
7 - 60 £
::500 E - S
= 400 - <
% - 40 2
300 - | 2 §
o I I r
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0 " T T T T T . T l' O

Sekil 3.10: Mandalina B-glukosidazinin farkli substratlara kars1 ilgisi

Elde edilen grafikten mandalina B-glukosidaz enziminin en yiiksek aktiviteyi
PNPGIu substratina karg1 gosterdigi bulundu. Bu yiizden enzimle ilgili diger kinetik
calismalarinda pNPGlu substrat1 kullanildi.

B-glukosidaz enziminin diger substratlara karsi ilgisini, sirali sekilde relative
aktivite cinsinden Tablo 3.4’de gosterilmistir. pPNPGlu’dan sonra ikinci en yiiksek
aktiviteyi pNPGal gostermistir. Enzimin en diisiik aktivite gosterdigi substrat pNPa-

Glu olarak belirlenmistir.
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Tablo 3.4: Mandalina B-glukosidaz enziminin farkli substratlara kars1 ilgisinin belirlenmesinde kullanilan substrat ¢esitleri, enzim
aktivite ve relative aktivite degerleri

Relative

Substrat Kuyucuktaki AA Aktivite Aktivite

Substrat Kons
[S] (MM) (405 nm) (EU/mL) (%)

PNPGIlu p-Nitrofenol B-D glukopiranozid 875,203

pNPGal p-Nitrofenol B-D galaktopiranozid 490,379

PNP-thioGlu p-Nitrofenol 1-thio-p-D glukopiranosid 255,962

oNPGal o-Nitrofenol B-D-galaktopiranozid 190,921

oNPGlu o-Nitrofenol B-D-glukopiranozid 142,141

pNPF p-Nitrofenol -D-fukopiranozid 85,230

pPNPa-Glu p-Nitrofenol a- D-glukopiranozid 12,059
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3.3.6  Farkh Substratlarin Ky, ve V. Degerlerinin Bulunmasi

3.3.6.1 Enzimin pNPG Substratina Karsi1 Ky ve Vyax Degerleri

Km Ve Vmax degerlerinin bulunmasi amaciyla pPNPG substratinin degisen
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi dl¢limleri yapildi. 405 nm’de 6l¢giilen aktivite
degerleri ile reaksiyon hizi V (EU/mL) olarak hesaplandi (bkz. Tablo 3.5). 1/V ve
1/[S] degerleri kullanilarak Sekil 3.11°de gosterilen Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi.
Grafik denkleminden yararlanilarak mandalina meyvesi B-glukosidaz enzimine
iliskin pNPG substrat1 i¢in Ky degeri 0,264 mM ve Vpax degeri 294,117 EU olarak
hesaplandi.

0,007

4 3 2 1 0 1 2 3 4
1/[S] mML

Sekil 3.11: pNPG Substratinin Ky Ve Vnax degerlerinin bulunmasinda
kullanilan Lineweaver-Burk grafigi
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Tablo 3.5: Mandalina B-glukosidaz enziminin pNPG substrat1 kullanilarak, Ky Ve Vmax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢6zeltilerin
hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri

50mM
Na-Ac
Tamponu
(ul)

Enzim
Cozeltisinin
Hacmi
(ul)

Substrat
¢ozeltisinin
hacmi
(ul)

Kuyucuk

Substrat

Kons [S]
(mM)

AA
(405 nm)

Aktivite
(EU/mL)

172,13

1/Vx 107

183,66

201,83

226,65

233,124

236,926

251,67

259,73
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3.3.6.2 Enzimin oNPG Substratina Karsi Ky, ve Vax Degerleri

Enzimin oNPG substratina karsi, Ky Ve Vmax degerlerinin  bulunmasi
amaciyla ONPG substratinin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi dlgiimleri
yapildi. 405 nm’de Olgiilen aktivite degerleri ile reaksiyon hizi V (EU/mL) olarak
hesapland1 (bkz. Tablo 3.6). 1/V ve 1/[S] degerleri kullanilarak Sekil 3.12°de
gosterilen Lineweaver-Burk grafigi c¢izildi. Grafik denkleminden yararlanilarak
mandalina meyvesi B-glukozidaz enzimine iliskin ONPG substrat1 i¢in Ky degeri
3,04 MM ve Vax degeri 116,279 EU olarak hesaplandi.

0,07 1

1/V EU

fa)
v

-0,5 ]) 0,5 1 15 2 2,5
-0,01 1/[S] mM-1

Sekil 3.12: oNPG Substratinin Ky ve Vnax degerlerinin bulunmasinda
kullanilan Lineweaver-Burk grafigi
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Tablo 3.6: Mandalina B-glukosidaz enziminin oONPG substrat1 kullanilarak, Ky Ve Vmax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢6zeltilerin
hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri

S0mM

Na-Ac Tamponu
(ul)

Enzim
Cozeltisinin
Hacmi
(D)

Substrat
¢oOzeltisinin
hacmi
(D)

Kuyucuk

toplam

hacim
()

Kuyucuk

Substrat

Kons [S]
(mM)

AA
(405 nm)

Aktivite
(EU/mL)

1/Vx1073
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Tablo 3.7: Mandalina B-glukosidaz enziminin farkli substratlara kars1 Ky, Vmax Ve
Vmax ! Km degerleri

Substrat

294,117 1114,07

116,279

3.3.7 B-glukosidazlarin Genel Inhibitorlerinin ICsy Degerlerinin

Belirlenmesi

B-glukosidaz enzimlerinin literatiirde en sik yer alan inhibitorlerinin glukoz
ve o-glukonolakton oldugu goriilmektedir [105]. Bu sebeple bu iki maddenin

mandalina B-glukosidaz enzim aktivitesi lizerine etkileri aragtirilmigtir.

3.3.7.1 B-Glukosidazlarin Genel Inhibitorii Olan -Glukonolaktonun

ICs0 Degerinin Belirlenmesi

d-glukonolaktonun mandalina B-glukosidaz enzim aktivitesi tizerine etkisi
incelenirken, pNPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.75 mM
kullanildi. 8-glukonolakton bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi %100 aktivite
olarak alindi. 1Csp degeri belirlenirken % Aktivite degerlerinin bulunmasinda
kullanilan é-glukonolaktonun 0,02-0,3 mM arasinda degisen konsantrasyonlarindaki

veriler Tablo 3.8’de gosterilmistir.
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Tablo 3.8: Mandalina B-glukosidaz iizerinde inhibisyon etki gosteren 6-glukonolaktonun ICsq degerlerinin bulunmasinda kullanilan
cozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ile elde edilen sonuglar

50 mM Enzim Substrat Inhibitér | Kuyudaki

Na-Ac Cozeltisinin | cozeltisinin | Cozeltisinin | Inhibitor %
Tamponu (ul) Inhibitor Hacmi hacmi Hacmi Kons. Aktivite | Aktivite
(1) (1) (1) [1] (mM) (EU/mL)
302,339
230,409
o- 200,418

glukonolakton 123,559

70,92
42,52
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Sekil 3.13: Mandalina B-glukosidaz enzimi iizerine 1,75 mM pNPG substrati
konsantrasyonunda 3-glukonolaktonun % aktivite-[1] grafigi

Tablo 3.8°deki veriler kullanilarak d-glukonolaktonun pNPG substrati
varligindaki % Aktivite-[1] grafigi Sekil 3.13’deki gibi ¢izilmistir. Grafikteki
denklemden yararlanarak mandalina B-glukosidaz enzim aktivitesi {iizerine

d-glukonolaktonun ICsy degeri, 0,088 mM olarak hesaplanmastir.

3.3.7.2 PB-Glukosidazlarin Genel inhibitoriic Olan Glukozun ICg

Degerinin Belirlenmesi

Glukozun mandalina f-glukosidaz enzim aktivitesi {izerine etkisi
incelenirken, pNPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.75 mM
kullanildi. Glukoz bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi %100 aktivite olarak
alindi. Glukozun ICsp degeri belirlenirken, % Aktivite degerlerinin bulunmasinda
kullanilan glukozun 1-30 mM arasinda degisen konsantrasyonlarindaki veriler Tablo

3.9°de gosterilmistir.
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Tablo 3.9: Mandalina B-glukosidaz iizerinde inhibisyon etki gosteren glukozun ICsq degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zelti
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitér konsantrasyonlar ile elde edilen sonuglar

50 mM
Na-Ac
Tamponu (ul)

Inhibitor

Enzim
Cozeltisinin
Hacmi
(D)

Substrat
¢oOzeltisinin
hacmi
(D)

Inhibitor
Cozeltisinin
Hacmi
(D)

Kuyudaki
Inhibitor

Kons.
[1] (mM)

Aktivite
(EU/mL)

302,339

% Aktivite

230,493

209,607

118,546

85,964
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Sekil 3.14: Mandalina B-glukosidaz enzimi iizerine 1,75 mM pNPG substrati
konsantrasyonunda glukozun % aktivite-[I] grafigi

Tablo 3.8’deki veriler kullanilarak glukozun pNPG substrat1 varligindaki %
Aktivite-[I] grafigi Sekil 3.14’deki gibi ¢izilmistir. Grafikteki denklemden
yararlanarak mandalina B-glukosidaz enzim aktivitesi tizerine glukozun ICsy degeri,

8,619 mM olarak hesaplanmaistir.

3.3.8 p-glukosidazlarin Genel Inhibitérii Olan Maddelerin inhibisyon

Tipinin ve K; Degerlerinin Belirlenmesi

3.3.8.1 PB-glukosidazlarin Genel Inhibitérii Olan &-glukonolaktonun

Inhibisyon Tipinin ve K; Degerlerinin Belirlenmesi

d-glukonolaktonun K; sabitinin bulunmasi amaciyla, Once reaksiyon
ortaminda inhibitér olmadan 6 farkli pNPG substrat konsantrasyonuna bagli olarak
aktiviteler bulundu. Daha sonra 0,02 mM ve 1 mM sabit &-glukonolakton
konsantrasyonlarinda aktiviteler belirlendi (Tablo 3.10). Belirlenen bu degerlerden

1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak, Lineweaver—Burk grafiginde I, 1> dogrular
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cizildi. Bu grafikten yararlanarak K; degerleri ve inhibisyon tiirleri tespit edildi. K;
degerleri boliim 2.3.8°de anlatildig1 gibi hesaplandi.

e A
*l0
mil
Al2
r ‘ L]
-3 - - 3
L 1/ [S] mM-1 )

Sekil 3.15: Mandalina -glukosidaz enzimine, pNPG substrat1 varliginda, 6-
glukonolakton inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burk
grafigi

Sekil 3.15.’deki Lineweaver-Burk grafiginden, o&-glukonolakton, pNPG
substrat1 varliginda mandalina B-glukosidaz enziminin iizerine kompetitif (yarismali)
tipte inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir. 6-glukonolaktonun [1;]= 0,02 mM
ve [I2]= 1 mM olarak iki farkli konsantrasyondaki aktiviteler kullanilarak ¢izilen

grafikten K; degeri 0,0175+0,010larak hesaplanmustir.
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Tablo 3.10: Mandalina beta-glukosidaz enzimi {izerinde inhibisyon etkisi gosteren d-glukonolaktonun K;j degerinin bulunmasinda kullanilan
cozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

50mM Enzim Substrat | Inhibitor | Kuyudaki | Kuyudaki | Kuyudaki

Na-Ac Cozeltisi cozeltisi Cozeltisi Toplam Substrat | Inhibitér AA Aktivite

tamponu Hacmi hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (405 nm) | (EU/mL) 1V 1/[S]
(nD (1)) (1)) (nD (nD) [S] (mM) | [1] (mM)

| 115 15 0,375 0,0785 52,130 0,0191 2,6
110 20 0,5 0,0856 58,061 0,0172 2

| 105 25 0,625 0 0,0860 58,395 0,0173 1,6
100 30 0 0,750 0,0996 69,759 0,0143 1,3

| 95 35 0,875 0,1026 72,264 0,0138 1,14
90 40 1 0,1036 73,099 0,0136 1
95 15 0,375 0,0412 21,052 0,0475 2,6
90 20 0,5 0,0484 27,012 0,0370 2
85 25 20 0,625 0,0530 30,864 0,0324 1,6
60 50 1,125 0,02 0,0700 45,045 0,0222 0,8
55 70 55 200 1,375 00741 | 48543 | 0,0206 0,72
50 60 15 0,0795 53,131 0,0188 0,66
85 25 0,625 0,0068 4,335 0,230 1,6
80 30 0,750 0,0079 5,2548 0,190 1,33
75 35 20 0,875 1 0,0085 5,7560 0,1737 1,14
70 40 1 0,0092 6,3408 0,1577 1
65 45 1,125 0,0104 7,3433 0,1361 0,88
60 50 1,25 0,0115 8,2623 0,121 0,8
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3.3.8.2 p-glukosidazlarin Genel Inhibiorii Olan Glukozun Inhibisyon

Tipinin ve K; Degerinin Belirlenmesi

Glukozun K; sabitinin bulunmasi amaciyla, Once reaksiyon ortaminda
inhibitér olmadan 6 farkli pPNPG substrat konsantrasyonuna bagli olarak aktiviteler
bulundu. Daha sonra 2 mM ve 10 mM sabit glukoz konsantrasyonlarinda aktiviteler
Tablo 3.11°de gosterildigi gibi elde edildi. Belirlenen bu degerlerden 1/V ve 1/[S]
degerleri hesaplanarak, Sekil 3.16’daki Lineweaver-Burk grafigindeki I, I, dogrulari

cizildi. Bu grafikten yararlanarak K; degerleri ve inhibisyon tiirleri tespit edildi.

4 0,09 - A
®10
mil
Al2
-4',5 -3',5 -2',5 -1',5 0,5 025 1:5 2j5
\ 1/[S] mM-1 Y,

Sekil 3.16: Mandalina -glukosidaz enzimine, pNPG substrat1 varliginda,
glukozun inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 3.16.’deki Lineweaver-Burk grafiginden, glukozun mandalina -
glukosidaz enzimini, pNPG substrati varliginda, kompetitif (yarismali) tipte
inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir. Glukozun [l;]= 2 mM ve [l;]= 10 mM
olarak iki farkli konsantrasyonundaki aktiviteler kullanilarak ¢izilen grafikten K;

degerinin 1,89+1,280ldugu hesaplanmistir.
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Tablo 3.11: Mandalina beta-glukosidaz enzimi {izerinde inhibisyon etkisi gosteren glukozun K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitér konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

50mM Enzim Substrat | Inhibitor | Kuyudaki | Kuyudaki | Kuyudaki
Na-Ac Cozeltisi cozeltisi Cozeltisi Toplam Substrat | Inhibitér AA Aktivite
tamponu Hacmi hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (405 nm) | (EU/mL) 1V 1/[S]
(nD (1)) (1)) (nD (nD) [S] (mM) | [1] (mM)
| 110 20 0,5 0,085 58,072 0,01722 2,
100 30 0,75 0,099 69,783 0,01433 1,33
| 95 35 0,875 0 0,102 72,264 0,013838 1,142
90 40 0 1 0,103 73,099 0,01368 1
85 45 1,125 0,104 73,937 0,013525 0,88
70 60 1,50 0,116 84,210 0,011875 0,666
70 20 0,5 0,037 17,961 0,055674 2
65 25 0,625 0,044 23,976 0,041707 1,6
60 30 40 0,75 2 0,046 25,480 0,039246 1,33
50 40 1 0,053 30,910 0,032351 1
40 70 50 200 1,25 0,061 37,927 | 0,026366 0,8
35 55 1,375 0,067 43,190 0,023153 0,727
70 40 1 0,034 15,060 0,0664 1
60 50 1,25 0,040 20,40 0,049 0,8
55 55 20 1,375 10 0,041 21,27 0,047 0,727
50 60 1,5 0,042 21,73 0,046 0,66
45 65 1,625 0,044 23,80 0,042 0,615
40 70 1,75 0,046 25 0,040 0,571
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3.4  B-Glukozidaz Enziminin Immobilizasyonu

3.4.1 Enzim immobilizasyonunun FT-IR Analizi

Sekil 3.17°de saf B-glukosidaz enzimi, Fe3O, nanopartikiilii ve Fe304
nanopartikiiline immobilize edilmis B-glukosidaz enzimine ait ti¢ FT-IR grafigi
goriilmektedir. Fe3O, nanopartikiiliine ait frekans piki 538,25 cm? de tespit
edilmistir. Saf p-glukosidaz enzime ait 619,14 cm™ frekansinda goriilen derin pik
protein yapisina 6zgli sekonder amid grubunu gostermektedir. 1200 cm? ve
1000 cm " enzimin yapisindaki CN ve NH titresiminin ortaya koydugu pirimer amin
grubunu yansitmaktadir. Ayrica 1600 cm™ ve 1700 cm™ frekanslarindaki pikler
peptid bagmin neden oldugu karakteristik o-heliks yapisini ortaya koymaktadir
[106]. B-glukosidaz bagli nanopartikiilde 582,92 cm™, 1092,07 cm™ ve 1631,21 cm™
frekanslarinda ¢esitli fonksiyonel gruplara ait pikler gozlenmistir. Enzim bagh
nanopartikiil grafiginde, saf enzimde de goriilen karakteristik piklerin olmasi,
B-glukosidaz  enziminin  Fe3Os4 nanopartikiill yiizeyine immobilize oldugu

kanitlamaktadir.
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Sekil 3.17: immobilizasyon destek materyali Fe3O4 nanopartikiil, baglanan saf B-glukosidaz enzimi ve B-glukosidaz bagl nanopartikiiliin
FT-IR spektrumlari
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3.4.2 Enzimin Nanopartikiillere Optimum Baglanma Kapasitesi

Enzimin ortamda bulunan nanopartikiillere optimum baglanma yiizdesi
Boliim 2.4.4°de belirtilen yontemle belirlendi. B-Glukosidazin mL'sinde 294,59 pg
protein iceren stok c¢ozeltisi kullanilarak yapilan deneylerin sonuglar1 Tablo 3.12°de
verilmistir. Tablo 3.12°deki veriler kullanilarak Sekil 3.18’deki nanopartikiil
miktarinin, B-glukosidaz enziminin baglanma yiizdesi ve aktivitesi ile olan iliskinin

gosterildigi grafik ¢izildi.

4 )
120 - - 2500
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:é - 1000 £
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—— Aktivite
0 L] L] L] L L L 0
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\_ Ortamdaki Fe;O, miktrar1 (mg/mL) )

Sekil 3.18: Fe304 nanopartikiil miktarinin enzimin baglanma yiizdesi ve aktivitesine
etkisi

Elde edilen verilerden 67,982 pg/mL B-glukosidaz enziminin bulundugu
reaksiyon ortaminda 7,69 mg/mL Fe3O4 nanopartikiil tarafindan enzimin % 60,4’tin
baglandig1r bulundu. Nanopartikiil miktar1 ikiden alti kata kadar arttirildiginda ise
enzimin baglanma orarinin %100’e ulastig1 ve sabit kaldigi bulundu. Ayni mikarda
enzimle immobilize edilmis degisen oranlarda nanopartikiil igeren tiiplerin enzim
aktivite tayinleri yapildi. Ozellikle % 100 verimle baglanan tiipler incelendiginde

FesO; nanopartikiill miktar1 arttitkca enzim aktivitesinde diisme gozlendi.
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Tablo 3.12: Mandalina B-glukosidaz enzimi immobilizasyonuna nanopartikiil miktarinin etkisinin belirlenmesinde kullanilan
nanopartikiil, buna karsilik gelen proteinlerin baglanma yiizdeleri ve immobilize olan enzimin aktivite sonuglari

Nanopartikiil
Miktar

(mg)

Ortamdaki
Nanopartikiil
Miktar

(mg/mL)

294,59pg/mL

Protein iceren
Enzimden
Kullanilan

Hacim
(nL)

Ortamdaki
Protein

miktari

(ng/mL)
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Yikama
Sularindaki
Protein
Miktari

Enzimin
Baglanma

Oram

(%)

AA
(405 nm)

Aktivite
(U/ml
dak)

1850,813

1891,463

1539,16

1457,859

1363,008

1281,707




3.5 Immobilize p-Glukosidaz Enziminin Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Mandalina B-glukosidaz enziminin Siiperparamanyetik Fe304

nanopartikiillere immobilizyonunun, enzim iizerine etkileri arastirilmistir.

3.5.1 Immobilize Enzimin Optimum pH Degerinin Bulunmasi

Boliim 2.5.1 de belirtildigi sekilde, bir seri farkli pH degerlerine sahip pNPG
substratlarinin enzim aktivitesi dl¢limleri yapildi. Reaksiyonun gerceklestigi ortamin
pH degerine kars1 aktivite grafigi (Sekil 3.19) c¢izildi. Elde edilen grafikten
Stiperparamanyetik Fe3O4 nanopartikiillere immobilize mandalina p-glukosidaz

enziminin en yliksek aktivite gosterdigi optimum pH degeri 5,5 bulunmustur.

800 A

700 H

Aktivite (EU)
N
3

300 -
200 -
100 A
O L L L L L L]
0 2 4 6 8 10 12
pH Araliklan
. J
Sekil 3.19: Immobilize mandalina B-glukosidaz enziminin optimum pH
grafigi
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Sekil 3.6’daki serbest ve sekil 3.19°daki immobilize mandalina B-glukozidaz
enziminin farkli pH’lardaki enzim aktivitelerini kiyaslamak amaciyla, serbest ve
immobilize enzimin en yiiksek enzim aktiviteleri %100 kabul edildi ve grafikler pH

araligi-relative aktivite olacak sekilde yeniden diizenlendi (Sekil 3.20)

120

——Serbest enzim —@—immobilize enzim

100

(]
o
1

Relative Aktivite (%)
(2]
o

40 -
20 -
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
pH Araliklar
\- J
Sekil 3.20: Serbest ve immobilize mandalina B-glukosidaz enziminin optimum
pH grafigi

Elde edilen grafikten serbest ve immobilize mandalina [B-glukosidaz
enziminin her ikisininde optimum pH degerinin degerinin 5,5 oldugu bulundu. Yani
immobilizasyon isleminin enzim optimum pH degerini degistirmedi. Grafikten elde
edilen verilere gore; Serbest B-glukosidaz enziminin pH 4-6 araligindaki diisiis daha
keskin olmasina ragmen immobilize B-glukosidaz enziminin bu aralikta daha stabil
ve yiiksek aktiviteli oldugu goriilmektedir. Ortamin pH degeri arttikca immobilize
enzim serbest enzime nazaran bu stabilite ve yliksek aktiviteyi korudugu goriildii.
Yani immobilizasyon islemi B-glukosidaz enzimini pH degisimlerine daha stabil ve

yiiksek aktiviteli hale getirdi.
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3.5.2 Immobilize Enzimin Optimum Sicakhk Degerinin Bulunmasi

Bolim 2.5.1°de belirtilen yontemle immobilize enzim, farkli sicaklarda
inkiibe edildi ve aktivitesi hesaplandi. Reaksiyonun gerceklestigi ortamin sicaklik
degerine kars1 aktivite grafigi (Sekil 3.21) ¢izildi. Elde edilen grafikten immobilize
mandalina B-glukosidaz enziminin en yliksek aktivite gosterdigi optimum sicaklik

degeri 50 °C bulunmustur.
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Sekil 3.21: Immobilize mandalina B-glukosidaz enziminin optimum sicaklik
grafigi

Sekil 3.7°daki serbest ve sekil 3.21°deki immobilize mandalina B-glukozidaz
enziminin, farkl sicakliklardaki enzim aktivitelerini kiyaslamak amaciyla, serbest ve
immobilize enzimin en yiiksek enzim aktiviteleri %100 kabul edildi ve grafikler

sicaklik araligi-relative aktivite olacak sekilde yeniden diizenlendi (Sekil 3.22)
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Sekil 3.22: Serbest ve immobilize mandalina B-glukosidaz enziminin optimum
sicaklik grafigi

Elde edilen grafikten serbest mandalina B-glukosidaz enziminin optimum
sicaklik degerinin 40 °C, immobilize mandalina B-glukosidaz enzimi i¢in optimum
sicak degerinin 50 °C oldugu bulundu. immobilizasyon islemi, serbest mandalina -
glukosidaz enziminin, 40 °C olan optimum sicakligini 10°C arttirarak 50 °C’ye

cikarmis ve sicakliga kars1 dayanikliligini arttirmistir.

3.5.3 Immobilize p-Glukosidaz Enziminin pNPG Substratina Kars1 Ky,

Ve Vmax Degeri

Immobilize mandalina B-glukosidaz enziminin Ky ve Vpax degerlerinin
bulunmast amaciyla pNPG substratinin degisen konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesi 6l¢iimleri yapildi. 405 nm’de Olgiilen aktivite degerleri ile reaksiyon hiz1 V
(EU/mL) olarak hesaplandi (bkz. Tablo 3.13). 1/V ve 1/[S] degerleri kullanilarak
Sekil 3.23’de gosterilen Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Grafik denkleminden
yararlanilarak immobilize mandalina B-glukozidaz enzimine iliskin pPNPG substrati
icin Ky degeri 0,222 mM, Vmax degeri 370,97 EU ve Vi / Km 1666,66 olarak
hesaplanda.
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Tablo 3.13: Immobilize mandalina B-glukosidaz enziminin pNPG substrat1 kullanilarak, Ky Ve Viax degerlerinin tespitinde kullanilan
¢oOzeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri

50 mM Enzimle 2,5 Mm’hik Tiipteki
Na-Ac immobilize Substrat toplam Aktivite
Tamponu nanopartikiil cozeltisinin hacim (EU/mL) | 1/Vx10®
(ul) mikari hacmi (ul)

(mg) (ub)
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0,006 -

-6 -4 -2 0 2 4 6
1/[S] mM-1
g 4
Sekil 3.23: Immobilize mandalina B-glukosidazin pPNPG substratina kars1 Ky,
Ve Vnax degerlerinin bulunmasinda kullanilan Lineweaver-Burk grafigi

3.5.4 Immobilize ve Serbest Enzimin Farkh Sartlarda Saklanma

Stabilitesi

Serbest ve immobilize pB-glukosidaz enziminin saklanma stabilitesinin
belirlenmesi igin 4 °C ve 25 °C ‘de ilk 5 giin her giin olmak {izere, 30 giin boyunca 5
giinde bir aktivitelerine bakildi. Elde edilen sonuglar baslangi¢ aktivitesi %100 kabul
edilerek relative aktivite- zaman grafikleri ¢izildi (sekil 3.25 ve 3.26).
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Sekil 3.24: Serbest ve immobilize B-glukosidaz enziminin 4 °C’de saklanma
stabilitesi grafigi
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Sekil 3.25: Serbest ve immobilize B-glukosidaz enziminin 25 °C’de saklanma
stabilitesi grafigi

Sekil 3.24’deki 4 °C’deki saklama stabilitesi grafiginden immobilize enzimin

aktivitesi Fe3O4 nanopartikiillerden dolay1r artan bir egri ile basladigi ve
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immobilizasyondan 1 giin sonra maksimum aktivite gosterdigi noktaya ulastig1 tespit
edildi. Immobilize B-glukosidazin aktivite artistyla baslayan egri 15 giin sonra ilk
Olctimdeki degerine diiserek 30. giine nisbeten stabil olarak kaldig gorildii.
Immobilize PB-glukosidazin 30. giin sonunda baslangic aktivitesinin % 88’ini
korurken, serbest enzimin ayni zaman dilimi sonunda aktivitesinin % 74’iinii

korumustur.

Sekil 3.25°deki 25 °C’deki saklama stabilitesi grafiginden immobilize
enzimin aktivitesi Fe3O,4 nanopartikiillerden dolay1 artan bir egri ile basladigi ve
immobilizasyondan 1 giin sonra maksimum aktivite gosterdigi noktaya ulastig
goriilmektedir. Immobilize p-glukosidazin aktivite artisiyla baslayan egri yaklasik 3.
giinde ilk ol¢iimdeki degerine diiserek 30. giine kadar 4 °C’de saklanan immobilize
enzime gore daha keskin bir diisiis gosterdigi goriildii. Immobilize enzim 30 giin
sonunda baslangi¢ aktivitesinin % 47’sini korurken serbest enzimin ayni zaman

dilimi sonunda aktivitesinin % 23’{inii korudugu tespit edildi.

Tablo 3.14: Serbest ve immobilize mandalina -glukosidazinin 6zellikleri

Optimum | Optimum Saklama stabilitesi
pH Sicakhik (% kalan)
(°C)
+4 °C +25 °C

294,117

N
[4+]
= S
3 'z
2 v
[¢B) >
M=
[enX

Immobilize
B-glukosidaz
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3.6 Immobilize Enzim ile Meyve Suyunun Muamelesi ve Serbest

Aromatik Bilesiklerin Analizi

Stiperparamanyetik Fe3O4 nanopartikiillere immobilize edilen mandalina
B-glukosidaz enzimi, meyve suyu ile muamele edilerek meyve suyundaki glikosidik
bagli aroma bilesiklerini hidroliz etmesi saglandi. Hidroliz sonucu ortaya ¢ikan

serbest aromatik bilesikler LC-MS ve GC-MS ile analiz edildi.

LC-MS analizi sonucu Sekil 3.26 gosterilen numunelere ait kromatogramlar
incelendiginde meyve suyu aromatik kalitesinde rol oynayan bilesiklerde artis
gozlenmistir. Meyve suyunda 19,821 ppm diizeyinde olan hesperidin miktari, kor
olarak Fe3O, nanopartikiile muamele edilmis ornekte 40,195 ppm diizeyinde ve
immobilize pB-glukosidazla muamele edilen Ornekte 74,23 ppm diizeyinde
saptanmigtir. Naringin miktarina ise meyve suyunda 116,74 ppm iken, kor ve
immobilize immobilize B-glukosidazla muamele edilen meyve sularinda 365,771

ppm ve 371,060 ppm olarak belirlenmistir.

Boliim 2.6.2°de anlatilan yontemlerle hazirlanan numuneler B6liim 2.6.3°deki
belirtilen metodla GC-MS’de kalitatif olarak analiz edildi. Kontrol grubu olarak
hazirlanan meyve suyunun ve Fe3O, nanopartikiillere muamele edilen meyve
suyunun GC-MS kromatogramlarinda herhangi bir pik gdzlenmemistir. Immobilize
B-glukosidaz enzimi ile muamele edilen meyve suyunda Sekil 3.27°de gosterilen
kromatogramda cesitli pikler gozlenmistir. Bu pikler Wiley229 ve Nist27 kiitle
spektroskopisi kiitliphaneleri ile karsilastirilarak limonen, benzaldehit, benzil asetat,
1,3-dimetil benzen, etil benzen, benzofenon, 2-amino-1,3-propendiol, ve fenol-2,6-
bis(1,1 dimetiletil)-4-metil, bilesiklerinin varlig1 tespit edilmistir (Sekil 3.28-3.35).
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Sekil 3.26: LC-MS analizi sonucu elde edilen kromatogramlar a) Mandalina meyve suyu b) Nanopartikiille muame edilen mandalina meyve suyu
¢) immobilize mandalina B-glukosidaz enzimi ile muamele edilen mandalina meyve suyu
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Sekil 3.27: Immobilize B-glukosidaz enzimi ile muamele edilen meyve suyundan ekstrakte edilen numunenin GC-MS kromatogrami
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Sekil 3.28: GC-MS’de belirlenen limonenin kiitle spektrumu
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Sekil 3.29: GC-MS’de belirlenen benzaldehidin kiitle spektrumu

90



e III,IIIIZIIZI?J
0.5-
: 355
1 - 147 h
0.0 . —103 L avpigs 0 ost o267 298 539 b 479 —
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Sekil 3.30: GC-MS’de belirlenen benzil asetatin kiitle spektrumu
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Sekil 3.31: GC-MS’de belirlenen 1,3-dimetil-benzenin kiitle spektrumu
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Sekil 3.33: GC-MS’de belirlenen benzofenonun kiitle spektrumu

92



1 plx10,000)

7 Bp
0.5+
0.0 51 52 53 36 57 . &l f
50.0 525 55.0 575 60.0 625 §5.0 67.5
Sekil 3.34: GC-MS’de belirlenen 2-amino-1,3-propenedioliin kiitle spektrumu
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Sekil 3.35: GC-MS’de belirlenen fenol,2,6 bis (1,1 dimetiletil)-4-metilin kiitle spektrumu
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Tablo 3.15: immobilize B-glukosidazla hidroliz edilen meyve suyundan tespit edilen bilesikler

Bilesik

Naringin
Hesperidin
Limonen
Benzaldehit
Benzil asetat
1,3-Dimetil benzen
Etilbenzen

Benzofenon

2-Amino-1,3-propenediol
Fenol,2,6 bis (1,1 dimetiletil)-4-metil

Analiz Tiirii

LC-MS (Kantitatif)
LC-MS (Kantitatif)
GC-MS (Kalitatif)
GC-MS (Kalitatif)
GC-MS (Kalitatif)
GC-MS (Kalitatif)
GC-MS (Kalitatif)
GC-MS (Kalitatif)
GC-MS (Kalitatif)
GC-MS (Kalitatif)

Tutulma Zamani

(RT-Retention Time)

10,699
11,116
16,695
4,295
46,840
8,850
8,460
44,580
3,235
39,485
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Teshis Referansi

Tablo 2.3 Kalibre Edilen
Bilesikler
Wiley7 Lib.
Wiley229 Lib.
Wiley229 Lib.
Wiley229 Lib.
Nist27 Lib.
Nist27 Lib.
Nist27 Lib.
Wiley7 Lib.

Kiitle spektrumu

Sekil 3.28’de
Sekil 3.29°de
Sekil 3.30°de
Sekil 3.31°de
Sekil 3.32°de
Sekil 3.33’de
Sekil 3.34°de
Sekil 3.35’de




4. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, p-glukosidaz enzimi mandalina (Citrus reticulata)
meyvesinden saflastirilarak 6zellikleri incelenmis ve Fe3O4 nanopartikiiller {izerine
immobilize edilmistir. Ayrica B-glukosidaz enzimlerinin 6nemli islevlerinden biri
olan meyve sularindaki aromatik kalite faktorlerine etkisi mandalina meyve suyu
tizerinde arastirilmistir. Mandalina meyvesinden B-glukosidaz enziminin saflagtirma
isleminde amonyum siilfat c¢oktiirmesi ve ardindan hidrofobik etkilesim
kromotografisi yontemleri uygulanmis ve saflastirilan enziminin Kinetik ve
elektroforetik ozellikleri incelenmistir. Immobilizasyon islemi karbodiimide ile
aktiflestirilen Fe3O4 nanopartikiiller tizerine [-glukosidaz enziminin kovalent
baglanmas1 yontemiyle yapilmig ve immobilize enzimin bazi kinetik 6zellikleri
belirlenmistir. Caligmanin son basamaginda immobilize p-glukosidaz enzimi
mandalina meyve suyu ile muamele edilerek meyve suyundaki aromatik kaliteye

etkisi analiz edilmistir.

Mandalina meyvesinden toplam B-glukosidaz enzimi saflastirilmasi i¢in ham
ekstrakt hazirlama islemi tek asamada gergeklestirilmistir. Mandalina meyvesi
ekstraksiyon tamponu ile muamele edilerek ekstrakt hazirlanmistir. Literatiirde farkli
arastiricilar tarafindan yapilan kiraz meyvesinden [34], cay yapraklarindan [35] ve
zeytin meyvesinden [40] hazirlanan ekstratlarin yagi veya fenolik bilesikleri
uzaklagtirmak amaciyla aseton tozu kullanilarak yapildig1 gériilmektedir. Mandalina
ile ayn1 familyay1 paylasan portakal meyvesinden [38] ekstrakt hazirlama isleminin

ise tek agsamada hazirlandig bildirilmistir.

Mandalina meyvesinden toplam B-glukosidaz enziminin saflastirilmasi i¢in
amonyum siilfat ¢oktiirme araligi ¢alismamizda % 40-80 olarak bulunmus ve
saflagtirma islemlerinde ham ekstrakta % 40-80’lik amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesi
uygulanmistir. B-glukosidaz enziminin saflastirilmasi i¢in Yyapilan c¢aligmalarda
amonyum siilfat ¢oktiirme araliklari tespit edilmistir. Ornegin B-glukosidaz
enziminin saflagtirllmasinda portakal meyvesi i¢in %75 [38], kiraz meyvesi i¢in %
30-70 [34], elma gekirdegi igin %40-65 [89], cay yapragi igin % 45-75 [35] ve zeytin

meyvesi i¢in % 0-50 [40] amonyum siilfat ¢oktiirme araliklarinin uygulandigi
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goriilmektedir. Riou ve dig.’nin yapmis olduklari c¢alismada Aspergillus oryzae
mantarindan B-glukosidaz enzimi saflastirilmasi i¢in mantar kiiltiir ortamina % 85
[90], Termoascus aurantiacus mantarindan B-glukosidaz saflastirilmasi ¢alismasinda
yine besiyerine %80 [91] amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulandigi belirtilmistir.
Yapmis oldugumuz calismada kullanilan amonyum siilfat ¢oktiirmesi araliginin
zeytin meyvesi hari¢ bitki ve mantar p-glukosidaz enziminin saflastirilmasi igin
kullanilan degerlere benzer oldugu goriilmektedir. Arastirmamizda amonyum siilfat
¢oktlirmesi islemi sonunda mandalina meyvesinden pB-glukosidaz enziminin %
175,12 verimle 15,86 kat saflagtirllmistir. B-glukosidaz enzimi saflagtirilmasi igin
yapilan farkli ¢alismalarda amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda, zeytin meyvesinde
% 72,25 verimle 7,82 kat [40], cay yapragindan % 50,6 verimle 7,6 kat [35], elma
tohumundan % 51,3 verimle 2,6 kat [89] ve soyadan % 120 verimle 3 kat [37]
oldugu bildirilmektedir. Calismamizda amonyum siilfat ¢oktiirme basamagi sonunda
elde edilen saflastirma katsayisinin belirtilen diger calismalara gore daha yiiksek

oldugu goriilmektedir.

Calismamizda amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda hidrofobik etkilesim
kromotografisi yontemi kullanilarak iki asamali saflastirma islemi yapilmstir. iKi
asamali saflastirma yontemi kullanilarak islem basamaklarinin azaltilmasi ile
enzimin aktivitesini kaybetmemesi amaglanmistir. Ayrica tuz ¢oktiirmesinden sonra
hidrofobik etkilesim kromotografisi i¢in ortamdaki tuzun uzaklastirilmasi
gerekmemekte ve enzim aktivitesinin korunmasi agisindan diyaliz gibi ayri bir
basamaga gerek duyulamaktadir. Hidrofobik etkilesim kromotografisi isleminde,
laboratuvarimizda sentezlenmis olan sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin hidrofobik
jeli kullanilmustir [87]. Hidrofobik etkilesim kromotografisi sonunda yiiksek aktivite
gosteren tiipler birlestirilmis ve saf enzim olarak caligmalarda kullanilmistir.
Arastirmamizda hidrofobik etkilesim kromotografisi sonunda s6z konusu enzim
% 11,38 verimle 196,23 kat saflagtirilmistir. Kara ve dig. [40] tarafindan yapilan ayni
yapiya sahip hidrofobik jelle zeytin p-glikosidaz enziminin iki asamali
saflastirmasinda % 53,92 verimle 154,93 kat saflastirdiklar1 bildirilmektedir. Farkli
aragtirmacilarin degisik bitkilerden yaptiklar1 B-glukosidaz enzimi saflastirmalarinda
amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesi sonunda ¢ogunlukla ¢ok asamali islem kullandiklar
gorilmektedir. Cameron ve dig. [38] tarafindan portakaldan yapilan saflastirmada da

amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda once katyon degistirici sonra anyon degistirici
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ile iki asamali iyon degisim kromotografisi ve ardindan ii¢ farkli jel filtrasyon
kromotografisi yontemleri uygulanarak enzimin 489,5 Kkat saflastirildigi
gosterilmistir. Li ve dig. [35] tarafindan c¢ay yapragindan yapilan ¢alismada
amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesi sonunda iyon degisim kromotografisi ve ardindan iki
farkli jel filtrasyon kromotografisi yapilarak enzimi, % 1,26 verimle 117,0 kat
saflagtirdiklar1 belirtilmistir. Yu ve dig. [89]’nin yaptig1 saflastirmada elma
cekirdeginden yapilan saflastirmada amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesi sonunda iyon
degisim kromotografisi, ardindan hidrofobik etkilesim kromotografisi ile enzim
cozeltisini konsantre ederek jel filtrasyon kromotografisi uygulandigi ve enzimi
% 12,8 verimle 46,1 kat saflastirdiklar1 bildirilmistir. Gerardi ve dig. nin [34] yaptigi
bir calismada kiraz meyvesinden B-glukosidaz saflastirilmasi i¢in amonyum siilfat
coktiirmesi sonunda iyon degisim kromotografisi ve jel filtrasyon kromotografisi
kullanarak enzimin % 26 verimle 6,8 kat saflastirildigi goriilmektedir. Bir bagka
calismada Odoux ve dig.[39] vanilya bitkisinden B-glukosidaz enzimi saflagtirmak
icin amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda iyon degisim kromotografisi, ardindan
hidrofobik etkilesim kromotografisi ve sonrasinda da jel filtrasyon kromotografisi
kullandiklarin1 ve enzimi % 8,4 verimle 7,2 kat saflastirdiklarini agiklamiglardir.
Soyadan yapilan saflastirmada amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra jel filtrasyon
kromotografisi ile tuz uzaklagtirllmis, daha sonra anyon degistirici ve katyon
degistirici matrikslerle iki agsamali iyon degisim kromotografisi yapilarak enzim
% 20 verimle 20 kat saflagtirillmistir [37]. Farkli bir ¢alismada Romero ve dig.
[42]’nin yapmis oldugu calismada zeytin meyvesinden B-glukosidaz saflagtirilmasi
icin amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan jel filtrasyon kromotografisi ile tuz
uzaklastirilmig, daha sonra anyon degistirici matriksle iyon degisim kromotografisi
yapilmis ve ardindan hidrofobik etkilesim kromotografisi uygulanmistir. Bu
basamaklarin sonunda aragtirmacilarin zeytin 3-glukosidazini % 8,3 verimle 8,1 Kkat

saflagtirdiklar1 goriilmektedir.

Yapmis oldugumuz calismada mandalina B-glukosidaz enziminin caydan
[35], elma ¢ekirdeginden [89], kirazdan [34], vanilyadan [39], soyadan ve zeytinden
[42] yapilan saflastirma g¢alismalarina gore daha yiiksek verimde saflastirildig:
goriilmektedir. Verimin yiiksek olmasinin en oOnemli nedenlerinden biri

saflagtirmanin iki basamakta yapilmis olmasidir diye diisiiniilmektedir
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Calismamizda iki basamakta saflastirilan mandalina B-glukosidaz enziminin
safligim1 ve alt birimlerinin  varligini/sayisinin1  kontrol etmek amaciyla
NATIVE/SDS poliakrilamid jel -elektroforezleri uygulanmistir. Sekil 3.5°de
gortldiigi gibi SDS PAGE’de yaklasik 30 kDa hizasinda, NATIVE PAGE’de
yaklasik 60 kDa hizasinda tek bant gozlenmistir. Bu verilerden 60 kDa mokeliil
agirligina sahip mandalina B-glukosidaz enziminin, birbirine esit iki alt birimden
olustugu diistiniilmektedir. Farkli canlilardan yapilan c¢alismalarda, saflastirilan f-
glukosidaz enziminin SDS PAGE goriintiisti portakalda 64 kDa [38], kirazda 68 kDa
[38], zeytinde 65 kDa [40] ve ¢aydaki B-glukosidaz enzimi, 41 kDa olarak tespit
edilerek, enzimin FPLC jel filtrasyonda dogal yapisinin 34 kDa oldugu bildirilmistir
[35]. Yapmis oldugumuz c¢alismada SDS-PAGE’de mandalina p-glukosidaz
enziminin yaklagik 30 kDa hizasinda tek bant gozlenmesi, literatiirdeki sonuglarla
farklilik gostermektedir. Mandalina B-glukosidaz enziminin NATIVE-PAGE’de 60
kDa hizasinda tek bant gostermesi dimerik yapida oldugu ve bu yiizden literatiirde
SDS-PAGE’de c¢alisilan monomerik yapidaki B-glukosidaz enzimlerinden daha

diisiik bir molekiil agirligina sahip oldugununu diisiindiirmektedir.

Saflagtirilan mandalina B-glukosidaz enziminin optimum pH ve optimum
sicaklik parametreleri belirlenmistir. Mandalina B-glukosidaz enzimi i¢in optimum
pH 5,5 ve optimum sicaklik 40 °C olarak tespit edilmistir. Farkli arastiricilarin
yaptigi calismalarda, B-glukosidaz enziminin optimum pH ve sicaklik degerlerinin
cayda [35] pH 5,5, 40 °C, vanilya ¢ekirdeginde [92] pH 6,5, 39 °C ve zeytinde [40]
pH 55, 42 °C oldugu belirlenmistir. Mandalina ile aynm1 familyayr paylasan
portakaldan [38] yapilan diger bir ¢alismada ise optimum pH'nin 5,0 ve optimum
sicakligin 40 °C oldugu gosterilmistir. Calismamizda belirlenen optimum sicaklik ve
pH degerleri literatiirde yapilan diger bitki B-glukosidaz enzimlerinin optimum

degerlerine yakin oldugu goriilmektedir.

B-glukosidaz enzim aktivitesi tlizerine termal uygulamanin etkisi
belirlenmistir. Mandalina B-glukosidaz enziminin 40 °C olan optimum sicakliginda
50 dakika inkiibasyon sonrasindaki aktivitesini % 50 oraninda korudugu ve
inkiibasyon sicakligr arttirildiginda 45 °C’de % 20, 50 °C’de % 5 oraninda
aktivitesini korudugu belirlenmistir. Lie ve dig. [89]’in elma ¢ekirdegi ve badem -
glukosidaz enzimi iizerine 40 °C, 50 °C ve 60 °C’de yaptiklar1 termal kararlilik
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calismasinda, badem B-glukosidazi i¢in 60 °C ve elma ¢ekirdegi B-glukosidazi igin
70 °C olan optimum sicakliklarinda enzimlerin hizlica inaktive olduklarini
bildirmislerdir. Her iki enzimin 2 giin 40 °C‘de inkiibe edildiginde 6nemli bir
aktivite kayb1 gostermedigi bildirilmistir. Badem ve elma ¢ekirdegi B-glukosidaz
enzimlerinin 50 °C’deki yar1 Omiirleri sirasiyla 14,2 saat ve 42,9 saat olarak
bildirilmistir [89]. Farkli bir ¢alismada ham ekstrakt kullanarak vanilya ¢ekirdegi B-
glukosidaz enziminin farkli pH ve farkli sicakliklarda termal stabilitesi incelenmistir
[92]. Vanilya ¢ekirdegi B-glukosidaz enziminin optimum pH degerine yakin olan pH
6,0 da ve farkli sicakliklarda gergeklestirilen termal stabilite calismasinda; 60 °C’de
3 dakika inkiibasyon sonrasinda enzimin aktivitesini % 51 oraninda kaybettigi, 70
°C’de 90 saniye inkiibasyon sonrasinda ise enzimin aktivitesini % 48 oraninda

kaybettigi tespit edilmistir.

Mandalina meyvesinden saflastirilan toplam B-glukosidaz enzim aktivitesi
iizerine Fe*?, Cu*?, Ni*!, Pb™, cd*?, zn*!, Cr*?, Mn*™2, Mg*? ve Ag™ agir metal
iyonlarmin etkisi incelendiginde Fe*?’nin enzim aktivitesini arttirdigy, arastirilan
diger agir metallerin ise enzimi inhibe ettigi goriilmistiir. 1,75 mM pNPG substrati
ve 1 mM agir metal bulunan reaksiyon ortamindaki relative aktiviteler; Fe*? igin %
101, Zn** i¢in % 90,3 Pb** icin % 85,9, Ni*! i¢in % 76,9, Cd*? i¢in % 76,5 Cr™* icin
75,2, Mn*? icin % 74,9, Mg+2 icin % 72,5, Cu*? icin % 65,8 ve Ag+1 icin % 4,7
olarak tespit edilmistir. Cameron ve dig. [38] portakal B-glukosidaz enzimi iizerine, 1
mM konsantrasyondaki agir metallerin etkisini incelediklerinde, Fe ve Ca
metallerinin enzimi inhibe etmedigini ancak Zn metalinin % 112,0 relative aktivite
ile enzimi aktive ettigi belirlenmistir. Mg metalinin % 98,0 relative aktivite ile enzim
tizerindeki inhibisyon etkisinin az oldugunu belirtmislerdir. Yu ve dig. [89] elma
¢ekirdegi B-glukosidaz enzimi tizerine yaptigi ¢alismada konsantrasyonu 5 mM olan
agir metallerin relative aktivitelerini Mg i¢in % 84,1 Mn i¢in %73, Zn i¢in % 47, Cu
icin % 3 ve Ag icin % 0 olarak belirtilmistir. Bagka bir ¢alismada Chen ve dig.[92]
erik ¢ekirdegi B-glukosidaz enzimi iizerine 5 mM konsantrasyondaki Mn ve Mg agir
metalleri ile yaptiklar1 c¢alismada, siras1 ile % 105,3 ve % 97 relative aktivite
belirlemiglerdir. Ayn1 ¢aligmada konsantrasyonlar1 1 mM olan Cu i¢in % 63,2, Zn
icin %64,2, Ag icin % O relative aktive gosterdigini belirtmiglerdir. Zeytin
meyvesinden Kara ve dig.’nin yapmis oldugu ¢alismada Fe’in zeytin B-glukosidaz

aktivitesini arttirdigi, Cu, Ni, Ag, Pb ve Cd agir metallerinin aktiviteyi diisiirdiigii
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belirlenmistir [40].Hesieh ve dig. [37] nin soya bitkisi B-glukosidaz enzimi iizerine
yaptig1 ¢aligmada, 1 mM ve 10 mM Ag agir metalinin sirasi ile % 35 ve % 0 relative
aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Calismamizdaki mandalina B-glukosidaz
enzimi iizerine agir metallerin etkisi, Fe*>’nin enzim aktivitesini arttirmast ile zeytin
[40] ¢alismasi ve Ag* metalinin enzimi gii¢lii inhibe etmesi elma ¢ekirdegi [89] ve

soya bitkisi [37] calismalarinin sonuglari ile uygunluk géstermektedir.

Literatiirde yapilan B-glukosidaz enzimini substrat spesifikligi ¢calismalarinda
Km Ve Vnax degerlerinin belirlenmesinden ziyade karsilagtirmali relative enzim
aktivitelerinin belirlenmis oldugu goriilmektedir. Arastirmamizda mandalina
meyvesinden saflastirilan B-glukosidaz enziminin pNPG substratina karsi ilgisinin
calisilan diger substratlara oranla yiliksek oldugu tespit edilmistir. Cameron ve dig.
tarafindan yapilan bir ¢alismada portakaldan saflastirilan B-glukosidaz enziminin
PNPG substratina ilgisinin en yiiksek oldugu belirtilmistir [38]. Soya bitkisinden
yapilan bir baska c¢alismada da s6z konusu enzimin pNPG substratina ilgisinin
yiiksek oldugu gosterilmistir [37]. Benzer sekilde vanilyadan [39] ve ¢aydan [35]
saflagtirllmis B-glukosidaz enziminin pNPG substratina ilgisinin yiiksek oldugu
gosterilmistir. Ancak bu sonuglardan farkli olarak kiraz meyvesinden saflastirilan -
glukosidaz enziminin oNPG substratina ilgisinin daha yiiksek oldugu [34] ve erik
¢ekirdeginden saflastirilan B-glukosidaz enzimi ile yapilan ¢alismada pNPF substrat
olarak kullanildiginda pNPG substratina gore relative aktivitesinin % 242,5 oldugu
belirtilmistir [92].

Yapmis oldugumuz ¢aligmada B-glukosidaz enziminin yapay substratlarindan
olan pNPG ve ONPG substratlarina karsi ilgisinin bir ifadesi olan Ky Ve Vpmax
degerleri belirlenmistir. Saf enzimle belirlenen kinetik parametreler pNPG substrati
icin Ky degeri 0,246 mM ve Vi degeri 294,11 EU olarak bulunmus, katalitik
etkinligin 6lgiisti olan Via/ Ky orant 1114,07 olarak hesaplanmistir. Saflastirilmisg
mandalina B-glukosidaz enziminin oNPG substrati i¢in Ky degeri 3,04 mM ve Vpnax
degeri 116,27 EU olarak bulunmus ve Vmad/ Ky degeri 38,24 hesaplanmistir. Ayni
familyada yer olan portakal B-glukosidazi ile yapilan ¢alismada [38] pNPG substrati
icin Ky degeri 0,1146 mM, Vpax 5,27 EU ve Vpad/ Kuw orani 46,06 oldugu
gosterilmistir. Kara ve dig. [40] tarafindan zeytin [-glukosidaz enzimin pNPG
substratlarina karst Ky ve Vmax degerleri sirasi ile 2,22 mM ve 370,37 EU olarak
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belirlenmis, Vmax/ Kv orani 166,83 olarak hesaplanmistir. Ayni ¢alismada ONPG
substratinin Ky ve Vmax degerleri sirast ile 14,11 mM ve 48,54 EU olarak belirlenmis,
Vmax Km orani 3,44 olarak hesaplanmistir. Bir baska ¢alismada Chen ve dig. [92]
tarafindan erik ¢ekirdegi B-glukosidaz enziminin pNPG substratina kars1 Ky degeri
3,09 Mm, Vpax degeri 219,6 EU ve Vma/ Ky oranit 71,06 olarak bulunmustur.
Yapmis oldugumuz c¢alisma sonucunda elde edilen sonuglarin zeytin [40]
meyvesinde yapilan c¢alisma ile uyumlu oldugu degerlendirilebilir. Aymi ¢alismada
zeytin B-glukosidaz enziminin pNPG substratina karsi ilgisinin ONPG substratina
kars1 ilgisinden daha yiiksek oldugu tespit edilmis olup ¢alismamizdaki sonuglarla

uygunluk gostermektedir.

Arastirmamizda B-glukosidaz enzimlerinin genel inhibitorlerinden 8-
glukonolaktonun pNPG substrati varligindaki mandalina B-glukosidaz enzim
aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gosterdigi ICso degerinin 0,088 mM oldugu tespit
edilmistir. Ayrica &-glukonolaktonun mandalina meyvesinden saflagtirilan -
glukosidaz enzimini pNPG substrati varliginda yarismali tipte inhbe ettigi ve K;
degerinin 0,0175+0,01 mM oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglardan, o-
glukonolaktonun enzimin aktif bdlgesine baglanmada substratla yaristigi sonucuna
varilabilir. Kara ve dig. [40] tarafindan zeytin B-glukosidaz enzimi {izerine yaptiklari
caligmada &-glukonolaktonun pNPG substrati varligindaki zeytin B-glukosidaz enzim
aktivitesi tizerine inhibisyon etkisi gosterdigini ve 1Csy degerinin 0.23 mM oldugu
bildirilmistir. Ayni ¢galismada 3-glukonolaktonun zeytin B-glukosidaz enzimini pNPG
substrat1 varliginda yarigmali tipte inhbe ettigi ve K; degerinin 0,016 mM oldugu
gosterilmistir. Chen ve dig. [93] tarafindan yapilan ¢aligmada erik ¢ekirdegi f3-
glukosidaz enzim aktivitesi lizerine d-glukonolaktonun pNPG substrati varliginda
yarismali tipte inhbe ettigi ve K; degerinin 0,033 mM oldugu bildirilmektedir. Bir
bagka caligmada Odoux ve dig. tarafindan vanilya B-glukosidaz enzim aktivitesi
lizerine yaptiklart ¢alismada, B-glukosidaz enzimini d-glukonolaktonun pNPG
substratt varliginda yarigmali tipte inhbe ettigi ve K; degerinin 670 puM oldugu
belirtilmistir [39].

B-glukosidaz enzimini aktivitesi {izerine d&-glukonolaktonun etkisinin
incelendigi literatlirdeki diger ¢alismalarda farkli bir yol kullanilmistir. Cameron ve

dig. tarafindan portakaldan saflastirilan B-glukosidaz enzimi iizerine yapilan bir
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calismada 10 mM d-glukonolaktonun pNPG substrati varligindaki relative
aktivitesinin % 9,3 oldugu, 1 mM &-glukonolaktonun ayni sartlada relative
aktivitesinin % 29,4 oldugu belirtilmistir. Diger bir ¢alismada, soya bitkisinden
saflagtirilan B-glukosidaz enziminin aktivitesi {izerine &-glukonolaktonun g¢ok etkili
olmadigi, 1 mM &-glukonolaktonun pNPG substrati varligindaki relative aktivitesinin
% 99, 10 mM &-glukonolaktonun % 93 oldugu gosterilmistir. Literatiirde yapilan
caligmalarda genellikle &-glukonolaktonun enzim aktivitesi iizerine etkisi relative
aktivite belirlenerek tespit edilmistir ve ilgili kaynaklardan elde edilen B-glukosidaz
enzimlerinin  6-glukonolakton  tarafindan  inhibe edildigi  gosterilmistir.

Arastirmamizda elde ettigimiz sonuglar literatiire uygunluk gostermektedir.

B-glukosidaz enziminin genel inhibitorlerinden olan glukozun mandalina
meyvesinden saflastirilan B-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine pNPG substrati
varliginda etkisi arastirlldiginda ICsp degerinin 8,61 mM oldugu hesaplandi.
Glukozun pNPG substrati varligindaki K; degeri ise 1,89+1,28 olarak hesaplanmustir.
Kara ve dig. [40] tarafindan zeytin B-glukosidaz enzimi ile yaptiklari ¢alismada
glukozu pNPG substrati varligindaki zeytin p-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine
inhibisyon etkisi gosterdigini ve ICso degerinin 105,5 mM oldugu bildirmislerdir.
Ayni galismada glukozun zeytin B-glukosidaz enzimini pNPG substrati varliginda
yarigmali tipte inhibe ettigi ve K; degerinin 6,4 mM oldugu gosterilmistir. Chen ve
dig. [93] tarafindan yapilan ¢alismada erik g¢ekirdegi B-glukosidaz enzim aktivitesi
tizerine glukozun pNPG substrati varliginda yarismali tipte inhbe ettigi ve K;
degerinin 4,68 mM oldugu bildirilmektedir. Odoux ve dig. tarafindan vanilya f-
glukosidaz enzim aktivitesi lizerine yaptiklari ¢alismada, p-glukosidaz enziminin 2

M glukoz ile inhibe olmadig1 gésterilmistir [39].

B-glukosidaz enziminin genel inhibitorleri olan glukoz ve 6-glukonolakton
maddelerinin mandalina meyvesinden saflastirilan B-glukosidaz enzim aktivitesi
tizerine etkileri karsilastirildiginda her iki maddenin de enzimi yarismali olarak
inhibe ettigi fakat d-glukonolaktonun enzim aktivitesi {izerine inhibisyon etkisinin
glukoza gore daha gii¢lii oldugu belirlenmistir. Caligma sonuglarimizla benzer
sekilde, zeytin [40] ve erik ¢ekirdegi [93] ¢alismalarinda &-glukonolaktonun glukoza
gore daha gii¢lii inhibitor oldugu agiklanmistir.
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Arastirmamizda mandalina meyvesinden saflastirilan B-glukosidaz enzimi
karbodiimide araciliyla siliperparamanyetik Fe3O,4 nanopartikiillere kovalent olarak
baglanmistir. Literatiirde B-glukosidaz enzimi igin gelistirilen ¢esitli teknikler
mevcuttur. Zheng ve dig. [94] tarafindan ticari A. niger B-glukosidaz enziminin
kullanildig1 bir ¢alismada, glutaraldehit araciyla manyetik Kitosan mikrokiirelere
tizerine immobilizasyon gergeklestirmistir. Fan ve dig. [79] ticari badem p-
glukosidaz enzimini glutaraldehit ile gapraz baglayarak sodyum aljinat boncuklara
immobilizasyon yapmislardir. Baska bir ¢alismada Karagulyan ve dig. [95] fungal
kaynakli B-glukosidaz enzimini kovalent baglama ve adsorbsiyonla silika jel ve
koalin destekler iizerine immobize ettiklerini bildirmektedir. Diger bir ¢alismada
Chang ve ve ark. ticari badem B-glukosidaz enzimini, glutaraldehit ile ¢apraz
baglayarak kitosan-kalay bilesiminden olusan destege immobilize etmislerdir [96].
Farkli bir ¢alismada ticari A. niger B-glukosidaz enziminin Eupetgit C akrilamid
polimer {iizerine immobilizyonu bildirilmektedir [97]. Gueguen ve dig. [81]
tarafindan Candida molischiana 35M5N B-glukosidazi Duolite A-568 regine iizerine
immobilize edilmistir. Lee ve dig. [98] tarafindan ticari B-glukosidaz enzimi polimer
nonofibriller {izerine immobilize edilmistir. Singh ve dig. Agaricus arvensis [-
glukosidaz enzimini kullanarak, glutaraldehit ile silikon oksit nanopartikiiller tizerine
immobilizasyon c¢alismalar1 bildirilmektedir [99]. Farkli enzimlerle yapilan
immobilizasyon ¢aligmalarinda, Sinan ve dig. [100] tarafindan paraoksanaz enzimi
ve Liao ve Chen [101] maya alkol dehidrogenaz enzimini, karbodiimide ile Fe3O4

nanopartikiillere kovalent olarak baglanmistir.

Literatiirde genellikle ticari ya da fungal kaynakli B-glukosidaz enzimlerinin
immobilizasyon ¢alismalarina rastlanmaktadir. Calismamizda mandalina (Citrus
reticulata) meyvesinden saflagtirilan p-glukosidaz enzimi, diger yapilan
immobilizasyon c¢alismalardan farkli olarak, enzimin elde edildigi kaynak ve
immobilizasyon yontemi ile literatiirdeki B-glukosidaz enzimlerinin immobilizasyon

caligmalarindan farklilik géstermektedir.

Fe3Os4 nanopartikiillere immobilize mandalina B-glukosidaz enziminin
optimum pH 5,5 olarak tespit edilmistir. Serbest mandalina B-glukosidaz enziminin
de pH" 5,5 oldugu icin immobilizasyon isleminin enzimin pH degeri lizerinde bir

degisiklige neden olmadig1 soylenebilir. Ancak serbest enzimin pH 4,0-6,0
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araligindaki aktivite yiikselmesi ve diismesi daha keskin gerceklesirken, immobilize
enzimin bu aralikta daha stabil ve yiiksek aktiviteli oldugu belirlenmistir. Fan ve dig.
tarafindan serbest ve immobilize badem p-glukosidaz enziminin optimum pH
degerlerinin her ikisininde 5,0 oldugu tespit edilmis ancak pH 4-6 araliginda
immobilize B-glukosidaz enzimi serbest f-glukosidaz enzim aktivitesine gore daha
stabil ve yiiksek aktiviteli oldugunu tespit etmislerdir [79]. Agaricus arvensis [-
glukosidazi iizerine yapilan bir calismada serbest ve immobilize B-glukosidaz
enzimin optimum pH" 4,5 bildirilmistir [99]. Su ve dig.’nin yaptig1 ¢alismada ticari
serbest ve immobilize enzimin her ikisininde optimum pH'1 6,0 olarak belirtilmis
ancak pH 4,0-7,0 araliginda serbest enzimin daha yiiksek aktiviteli ve stabil oldugu,
pH degeri arttikga serbest enzimin aktivitesinin diiserken immobilize enzimin
aktivitesinin daha stabil ve yiiksek oldugunu agiklamislardir [80]. Diger bir
calismada Chang ve dig. pH 2,5-6,0 araliginda serbest badem [-glukosidaz enziminin
en yiiksek aktivitesine pH 6,0 degerinde ulastigin1 1slak ve kuru kompozitle
immobilize B-glukosidaz enzimlerinin optimum pH’lar sirasi ile 4,5 ve 5,5 olarak
belirlemisglerdir [96]. Literatiirde immobilizasyon isleminin enzimlerin optimum pH
degerlerinin farkli yonlerde degistirebilecegi veya sabit kalabilecegi goriilmektedir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar literatiirle uygunluk gostermektedir.

Calismamizda immobilize mandalina B-glukosidaz enziminin optimum
sicaklik degeri 50 °C olarak belirlendi. Serbest mandalina B-glukosidaz enziminin
optimum sicaklik degeri 40 °C olarak tespit edildigi i¢cin immobilizasyon isleminin
mandalina B-glukosidaz enziminin optimum sicakligini 10 °C arttirdigina
ulagilmustir. Singh ve dig. tarafindan Agaricus arvensis -glukosidaz: tizerine yapilan
bir ¢alismada serbest B-glukosidaz enzimin optimum sicakligi 65 °C, immobilize -
glukosidaz enziminin 70 °C olarak belirlenmistir [99]. Su ve dig. [80] tarafindan
ticari enzimle yapilan bir ¢alismada serbest B-glukosidaz enziminin 55 °C olan
optimum sicakligr 45 °C’ye diistliglinii gostermislerdir. Fan ve dig.[79] tarafindan
yapilan ¢aligmasinda ticari serbest badem B-glukosidaz enziminin optimum sicaklig
65 °C’den immobilizasyon sonrasinda 55 °C’ye distigli bildirilmistir [79].
Caligmamizda immobilize edilen mandalina B-glukosidaz enziminin sicaklia karsi
dayanikliliginin artmasi Singh ve dig. [99] nin yaptig1 ¢alisma sonuglari ile uygunluk

gostermektedir.
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Immobilize B-glukosidaz enziminin pNPG substratina karsi ilgisinin bir
degeri olan Ky ve Vmax degerleri sirasi ile 0,222 mM, 370 EU olarak tesbit edilmistir.
Serbest mandalina B-glukosidaz enziminin Ky ve Vmax degerleri sirast ile 0,264 mM,
294 EU olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gére immobilizasyom islemi, f-
glukosidaz enziminin Ky degerini diisiirerek substratina karsi ilgisinin artmasina ve
Vmax degerini yiikselterek enzimin maksimum kataliz hizina ulagmasini saglamistir.
Fan ve dig. [79] tarafindan yapilan bir ¢alismada serbest ve immobilize badem f-
glukosidaz enziminin pNPG substratina karst Ky, degerleri siras1 14,89 M 0,59 M
olarak gbzlemlenmistir. Benzer bir ¢alisma sonucu Su ve dig.’nin ticari serbest ve
immobilize B-glukosidaz enziminin immobilizasyonda belirtilmistir. Arastiricilar
serbest ve immobilize enzimin Ky degerlerini, 10,7 x 10 mol/L ve 1,97 x 107
mol/L hesaplamislardir [80]. Bu ¢alismalardan farkli olarak ticari A. niger [-
glukosidaz enzimi {izerine yapilan immobilizasyon c¢alismasinda, serbest ve
immobilize enzimin Ky degerleri 4,94 mmol/L ve 6,46 mmol/L olarak, serbest ve
immobilize enzim i¢in Vmax degerleri 215 pmol/dk/mg ve 396 umol/dk/mg olarak
hesaplanmistir. Ticari A. niger B-glukosidaz enziminin kullanildigi farkli bir
calismada, immobilizasyonun Ky degerini 1,1 mM’dan 11 mM' yiikselttigini, Vmax
degeri 296 umol/mg/dk ‘dan 2430 pmol/mg/dk’ya yiikselttigini belirtmislerdir [97].
Bagka bir ¢alismada serbest ve immobilize Agaricus arvensis B-glukosidaz enzimin
Km degerlerinin 2,5 mM ve 3,8 mM oldugu, Vmax degerlerinin ise 3,028 U/mg ve
3,347 U/mg oldugu tespit edilmistir [99]. Calismamizda immobilize B-glukosidazin
substratina karsi ilgisinin artmast Fan ve dig. [79] ile Su ve dig. [80]’nin yaptig1

calisma sonuglartyla uygunluk gdstermektedir.

Arastirmamizda +4 °C’de 30 giin saklanan serbest ve immobilize -
glukosidaz enziminin kalan aktiviteleri % 44 ve % 88 olarak olarak belirlenmistir.
Ayni siire boyunca +25 °C’de saklanan serbest ve immobilize B-glukosidaz
enziminin kalan aktiviteleri % 23 ve % 47 olarak hesaplanmistir. Fan ve dig. [79]’nin
yaptiklar1 ¢alismada 20. giiniin sonunda immobilize B-glukosidaz enzimi %72,2
aktivitesini korurken serbest enzim yaklasik olarak %10 aktivitesini siirdiirmustiir.
Su ve dig. [80]’nin yaptig1 calismada +4 °C’de 42 giin sonunda immobilize B-
glukosidaz enzimi aktivitesini % 73,3 korumus serbest enzimin 20. giin sonunda
% 5,1 aktivitesi kalmistir. Chen ve dig. [102] immobilize ticari A. niger p-glukosidaz

enzimi ¢aligmalarinda ilk 10 giin sonunda enzim % 95 aktivitesini korumus 25. giine
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kadar aktivitesini % 60 oraninin iistiinde devam ettirmis, 40. glinde aktivitesi % 15’¢
diismiistiir. immobilize B-glukosidaz enziminin saklama kapasitesini yaklagik 20 giin
olarak belirlenmistir. Benzer nanopartikiil ve immobilizasyon yontemi ile farklh
enzimlerin ¢alisildigr ¢alismalarda mevcuttur. Sinan ve dig. [100] paraoksanaz
enzimi {izerine yaptiklart c¢aligmada, +4 °C’de 250 saat sonra immobilize
paraoksanaz enzimi aktivitesini yaklasik % 70 oraninda devam ettirirken, serbest
paraoksanaz enziminin aktivitesinde keskin diisiisler gézlenmistir. Ayn1 ¢alismada
250 saat sonra immobilize paraoksanaz enziminde aktivite artist oldugu
bildirilmektedir. Liao ve dig. [101] tarafindan alkol dehidrogenaz ile yapilan
calismada, +4 °C ve +25 °C’de 120 saat saklanan enzimin immobilize enzim
aktivitesini sirasi ile % 60, % 30 oraninda korudugunu, serbest enzim ayni sicaklik
ve slire sonunda % 20 ve % 4,5 aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Calismamizda
elde ettigimiz veriler diger c¢alismalara gore Fan ve dig. [79] ve Su ve dig. [80]
+4 °C’de enzimin stabilitesinin daha kararli ve yiiksek olmasiyla farklilik
gostermektedir. Bu farklilik immobilize enzimler i¢in istenilen yiliksek aktivite ve
stabilite kararliligi yoniinde oldugu i¢in calismamiz i¢in olumlu bir sonugtur.
Immobilize mandalina B-glukosidaz enziminin 1. giin sonunda aktivite yiikselmesi,
hem calismamizda Fe’in enzimin iizerine aktivivator etkisi bulundugu verisi hemde

sinan ve dig. [100] calismasindaki verilerle uyumluluk gostermektedir.

Calismamizda Fe3O4 nanopartikiillere immobilize edilen mandalina f-
glukosidaz enziminin meyve suyu iizerinedeki etkileri incelendiginde, LC-MS analizi
sonuglarina gore islem gormemis meyve suyu ile kiyaslanndiginda hespiridin
miktarida 54,41 ppm, naringin miktarinda ise 254,32 ppm diizeyinde artis oldugu
belirlenmistir. GC-MS kalitatif analiz sonuglarina bakildiginda 8 tane maddenin
(limonen, benzaldehit, benzil asetat, 1,3-dimetil benzen, etil benzen, benzofenon, 2-
amino-1,3-propendiol, ve fenol-2,6-bis(1,1 dimetiletil)-4-metil) ortaya ¢iktig1
gbzlenmistir. Literatiirde farkli arastiricilar tarafindan gesitli desteklere immobilize
edilen ticari veya mantar kaynakli B-glukosidaz enzimlerinin portakal suyu [79], ¢cay
[80], liztim sarab1 [81,82] ve carkifelek meyvesi suyu [84] lizerinde aroma arttirma
etkisi incelenmistir. Calismamizda mandalina meyvesinden elde edilen B-glukosidaz
enziminin Fe3O4 siiperparamanyetik nanopartikiillere immobilizasyonu ve ayni
meyvenin suyundaki aromatik kaliteye etkisi literatlir i¢in yeni bir arastirmadir.

Arastirma bulgularimizla immobilize B-glukosidazlarin, endiistriyel boyutta meyve
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sularinda aroma arttirict olarak kullanilmasinda yeni bir basamak olusturacagi

kanaatindeyiz.
Sonug olarak yapilan ¢aligmalarda asagidaki bulgular elde edilmistir:

v" Mandalina B-glukosidaz enzimi Sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin kimyasal

yapisina sahip hidrofobik etkilesim kromatografisi jeli ile saflastirilmistir.

v' Amonyum siilfat ¢6ktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemi ile
saflagtirilan mandalina meyvesi B-glukosidaz enzimi NATIVE-PAGE tekniginde
yaklasik 60 kDa, SDS-PAGE tekniginde ise 30 kDa molekiil agirhiginda tek bant

gbzlenmis ve enzimin birbirine esit iki alt birimden olustugu belirlenmistir.

v' Saflastirilan mandalina B-glukosidaz enzimi igin optimum pH 5,5 ve optimum
sicaklik 40 °C olarak tespit edilerek enzimin 40-45-50-55-60 °C’deki termal

kararliliklar1 bulunmustur.

v Mandalina B-glukosidaz enzimi {izerine Fe*?, cu*?, Ni*t, Pb*, cd*?, zn*, Cr',
Mn*2, Mg*? ve Ag*" agir metal iyonlarmin etkisi incelendiginde Fe*?’nin enzim
aktivitesini arttirdigi, Ag™ metal iyonunun giiclii bir inhibitér oldugu ve diger

metallerin ise enzimi inhibe ettigi goriilmiistiir.

v" pNPG, pNPGal, pNP-thioGlu, oNPGal, oNPG, pNPF ve pNPa-Glu substratlari
arasindan mandalina B-glukosidaz enziminin en yiiksek spesifiteyi pNPG

substratina kars1 gorterdigi belirlenmistir.

v' Mandalina meyvesinden saflastirilan B-glukosidaz enziminin pNPG ve oNPG,
substratlarina olan ilgisi arastirilmis ve en yiiksek katalitik etkinliginin pNPG

substrat1 varliginda oldugu tespit edilmistir.

v" B-glukosidaz enzimlerinin genel inhibitérlerinden glukoz ve 3-glukonolaktonun

saflagtirilmis enzim aktivitesi iizerine etkileri arastirilmis, her iki maddenin de
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enzimi yarismali olarak inhibe ettigi ve 6-glukonolaktonun inhibisyon etkisinin

glukoza gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Mandalina B-glukosidaz enzimi %100 verimle siiperparamanyetik Fe3O4
nanopartikiillere immobilize edilmis ve FT-IR analizi enzimin nanopartikiile

baglandig1 gosterilmistir.

Immobilize mandalina B-glukosidaz enzimi igin optimum pH 5.5 olarak,
optimum sicaklik ise 60 °C olarak tespit edilmis ve immobilizasyon igleminin

enzimi daha kararli hale getirdigi sonucuna ulasilmistir.

S6z konusu immobilize enzimin pPNPG substratlarina olan ilgisi aragtirilmis ve

immobilizasyon isleminin enzimin katalitik giiciinii arttirdig1 belirlenmistir.

Serbest ve immobilize mandalina B-glukosidaz enzimi 4 °C ve 25 °C’de saklama
stabilitesine bakilmig ve her iki tip enzim i¢in +4 °C en uygun saklama sicaklig

olarak belirlenmistir.

Immobilize enzimle, mandalina suyundan Amberlite XAD-2 regine ile ekstrakte
edilen, glikosidik bagli aroma 6nciilleri muamele edilmis ortaya ¢ikan glikosidik

maddeler LC-MS ve GC-MS ile analiz edilmistir.
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