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ÖZET 

 

İNSAN SERUM PARAOKSONAZ ENZİMİNİN KİTOSAN ÜZERİNE 

İMMOBLİZASYONU VE KARAKTERİZASYONU 
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Balıkesir Üniversitesi, Fen Bilimleri Enstitüsü Kimya Anabilim Dalı 

 

(Yüksek Lisans Tezi/Tez Danışmanı : Yrd. Doç. Dr. Nahit GENÇER) 

 

Balıkesir, 2011 

 

Paraoksonaz enziminin saflaĢtırılması için hidrofobik etkileĢim 

kromatografisi jeli, CNBr ile aktive edilmiĢ Sepharose-4B‟ye uzantı kolu olarak L-

tirozin bağlandıktan sonra ligand olarak hidrofobik bir molekül olan 9-

Aminofenantren‟in L-tirozine kenetlenmesi reaksiyonu ile sentezlenmiĢtir. 

 

Hidrofobik etkileĢim kromatografisi ve amonyum sülfat çöktürmesi 

yöntemleri ile paraoksonaz enzimi saflaĢtırılmıĢtır.  SaflaĢtırılan paraoksonaz enzimi 

SDS poliakrilamid jel elektroforezine uygulanarak yaklaĢık 65 kDa molekül 

ağırlığına sahip tek bant elde edilmiĢtir.   

 

SaflaĢtırılan paraoksonaz enzimi hidrofobik taĢıyıcı olan Kitosan„na 

immobilize edilerek immobilize enzimin bağlanma yüzdesi % 68 ve katalatik 

etkinliği 3,2229 olarak bulunmuĢtur. Paraoksonaz saf ve immobilize formlarının  

paraokson substratına karĢı Km ve Vmax değerleri Lineweaver-Burk yöntemi ile 

sırasıyla saf enzim için, 1,067 mM ve 125 U/mldakika olarak immobilize enzim için, 

1,755 mM and 181 U/mldakika değerleri elde edilmiĢtir.   

 

Immobilize paraoksonaz enziminin enzimatik davranıĢları serbest enzim ile 

karĢılaĢtırılmıĢtır.  Serbest ve immobilize paraoksonaz benzer optimum sıcaklıklar 

(25-45 ºC) ve pH (7.0) değerleri göstermesine rağmen immobilize paraoksonazın 

daha uzun süre etki gösterdiği tespit edilmiĢtir.  Ayrıca immobilize enzimin termal 

inaktivasyonu serbest enzime göre daha yavaĢ olduğu gözlemlenmiĢtir. 

 

  ANAHTAR SÖZCÜKLER: Paraoksonaz (PON1), Hidrofobik etkileĢim 

kromatografisi, Ġmmobilizasyon metodları, Kitosan 
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ABSTRACT 

 

IMMOBILIZATION OF HUMAN SERUM PARAOXONASE ON CHITOSAN 

AND CHARACTERIZATION OF IMMOBILIZED PARAOXONASE 

 

Utku ÇOLAK 

Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry 

 

(Master Thesis / Supervisor: Assistant Professor Dr. Nahit GENÇER) 

 

Balikesir, Turkey, 2011 

 

Because of purification of paraoxonase, hydrophobic interaction 

chromatography gel was synthesized with Sepharose-4B-L-tyrosine and 9-

Aminofenantren as a hydrophobic ligand.  Sepharose-4B was activated with CNBr  

and than L-tyrosine was added as an extension arm.   

 

 Paraoxonase was purified with ammonium sulfate precipitation and 

hydrophobic interaction chromatography.  SDS-polyacyrilamide gel electrophoresis 

showed a single band with 65 kDa.  

 

 Purified paraoxonase was immobilized to Chitosan using as hydrophobic 

carrier and after immobilization, the yield of bound enzyme was found around % 68 

and the catalytic efficiency was approximately 3,2229.  The Km and Vmax values 

were determined of soluble and immobilized enzyme by the method of Lineweaver-

Burk plots, using paraoxon as a substrate.  The Km and Vmax of soluble enzyme was 

1,067 mM and 125 U/mlmin. respectively, immobilized enzyme‟s Km and Vmax 

was 1,755 mM and 181 U/mlmin, respectively.  

 

The enzymatic properties of immobilized paraoxonase were compared with 

those of the soluble enzyme.  Soluble and immobilized paraoxonase showed similar 

optimum temperature (25–45 ºC) and pH (7.0) values, but the duration of activitiy of 

the immobilized paraoxonase was longer. On thermal inactivation of immobilized 

paraoxonase was slower than the soluble enzyme.  

  

KEY WORDS: Paraoxonase (PON1), Hydrophobic interection 

chromatography, Immobilization methods, Chitosan 
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1. GİRİŞ 

 

1.1. Enzimler 

 

Ġnsanoğlunun enzimleri kullanmaya baĢlaması, medeniyetin baĢlangıcından 

daha eskidir.  Ġlkel topluluklardaki bazı yiyecek ve içeceklerin üretimi, derilerin ve 

tabakların cilalanması, elbiselerin parlatılması gibi pek çok uygulama her ne kadar o 

zamanlarda bilinmese bile enzimlerin önemli uygulamalarındandır.  Biyokimya‟nın 

19. yüzyılda geliĢmesi ve seçkin bilim adamının çalıĢmalarına baĢlamadan önce, 

enzimlerin doğası ve nasıl çalıĢmaya baĢladığıyla ilgili bilgiler aydınlatılamamıĢtır 

[1]. 

 

Fransa‟da Anselme Payen ve Jean – François Persoz 1833 yılında arpa 

filizlerinden amilatik bileĢenlerin izolasyonunu açıkladı.  Kısa bir süre sonra Ġsveç‟li 

Kimyager Jöns Jacob Berzelius 1835 yılında kimyasal reaksiyonları hızlandırıcı 

bileĢenleri “katalizör” olarak tanımladı.  Almanya‟da Fizyolog Theodor Schwann 

sindirim enzimi olan pepsini 1836 yılında tanımlamıĢtır.  1877 yılında Wilhelm 

Kühne “enzim” teriminin kullanımını önerdi.  Hans ve Edvard Buchner maya 

ekstraktında glukozun etanole dönüĢümünü kimyasal katalizörler (enzimler) 

tarafından yürütüldüğünü 1897 yılında göstermiĢtir.  1870‟lerde Danimarka‟lı 

kimyager Christian Hansen peynir yapımını sonuçlandıran, ürün miktarını ve 

kalitesini arttıran peynir mayasını saf olarak elde etmeyi baĢardı.  Bundan bir süre 

sonra peynir mayasının üretim endüstrisi kuruldu.  Böylece enzim üretim endüstrisi 

ilk defa kurulmuĢ oldu. 

 

 Enzimlerin protein yapısında olduklarının anlaĢılmasıyla birlikte, analiz ve 

saflaĢtırma tekniklerinin tasarım çalıĢmaları 20. yüzyılda hız kazanmıĢtır.  Özellikle 

James B. Summer ve Kaj Linder Strom Lang‟in çalıĢmaları, enzimlerin endüstriyel 

üretim ve kullanım yöntemlerinin geliĢmesine imkan sağlamıĢtır [1]. 
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1.1.1. Enzimlerin Genel Özellikleri ve Adlandırılması 

 

Enzimler, canlı hücreler tarafından sentezlenen, canlı organizmalardaki  

kimyasal reaksiyonları katalizleyen ayrıca yan ürün oluĢumuna izin vermeyen %100‟ 

lük bir ürün verimi sağlayan biyolojik katalizörlerdir [2]. 

 

Enzimlerin protein kısmı diğer doğal proteinlerde olduğu gibi peptid 

bağlarıyla birbirine bağlanmıĢ 20 amino asiden oluĢur.  Ancak çoğu enzimde 

posttranslasyonel modifikasyonlar sonucu protein zincirinde yer alan amino asitlerin 

R – gruplarında bazı kimyasal değiĢiklikler meydana gelebilmektedir.  Bunun yanı 

sıra posttranslasyonel modifikasyonlar sonucu protein zincirine karbohidrat, lipid,  

çeĢitli organik moleküller veya metal iyonlarının bağlanması söz konusu 

olabilmektedir [2]. 

 

 Enzimler katalitik özellikleri olan proteinlerdir.  Katalitik özellikler oldukça 

spesifiktir ve bu özelliği enzimlerin analizlerde kullanımına olanak sağlar.  Bazı 

enzimler yalnız proteinlerden oluĢurken çoğu enzimler ilaveten karbohidratları, 

lipidleri, metalleri, fosfatları ve diğer bazı organik grupları (prostetik grupları) 

içerirler (Proteid).  Proteid yapısındaki enzime Halo-enzim,  yalnız protein kısmına 

Apoenzim ve proteinik olmayan diğer kısma ise kofaktör adı verilir.  Enzimatik 

reaksiyonda dönüĢüme uğratılan maddeye ise substrat denir [3].  

 

Enzim molekülünün belirli bir bölgesinde üç boyutlu yapıda birbirine yakın 

konumda olan, fonksiyonel yan grup taĢıyan belirli amino asitlerin oluĢturduğu ve 

enzimin katalitik potansiyelinden sorumlu bir merkez vardır ki buna aktif bölge 

denir.  Substrat ve koenzim bu merkeze hidrojen köprü bağları, hidrofobik 

etkileĢimler, iyonik bağlar ile bağlanır.  Denatürasyon sonucu konformasyon 

bozulur, amino asit dizisi aynen kalmasına rağmen katalitik aktivite kaybolur [3].  

 

Enzimler canlı organizmadaki tüm reaksiyonların ılımlı koĢullarda (vücut 

sıcaklığı,nötral pH vb.) gerçekleĢmesini sağlayan ve bu reaksiyonları koordine eden 

spesifik katalizörlerdir.  Enzimlerin büyük çoğunluğu yalnız tek bir substrata karĢı 

aktivite gösterir ve bu substratı dönüĢüme uğratır (substrat spesifikliği) [3]. 
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Enzimler ortamdaki maddelerden yalnız biri ile reaksiyon vermekle kalmaz 

teorik olarak oluĢabilecek ürünlerden de sadece birinin oluĢumunu katalizlerler (Etki 

spesifikliği) [3]. 

 

1.1.2. Enzimlerin Aktivitesine Etki Eden Faktörler 

 

1.1.2.1. Sıcaklık 

 

Sıcaklık artıĢı bütün kimyasal reaksiyonlarda olduğu gibi enzim kataliz  

reaksiyonlarınıda artırıcı etki yapmaktadır.  Ancak protein yapısındaki enzimlerin 

sıcaklık artıĢı denatürasyon olasılığınıda arttırır (ġekil 1.1). Sıcaklığın etkisiyle 

oluĢan denatürasyon, saflaĢtırılmıĢ enzim çözeltilerini saflaĢtırılmamıĢ enzim 

çözeltilerine kıyasla daha fazla etkilemektedir. 

 

Enzimlerin optimum çalıĢma sıcaklıkları pek çok zaman bilim adamları 

tarafından ifade edilmiĢtir ancak belirli bir enzimatik reaksiyon için en uygun 

sıcaklık, kısa zaman aralıklarında maksimum aktivite ve uzun zaman aralıklarında 

denatürasyondan dolayı aktivitenin düĢmesi arasındaki uyum ile ilgilidir.  

 

Pek çok çalıĢma 37°C‟ de yürütülür, bunun birinci nedeni vücut sıcaklığının 

enzimler için optimum sıcaklığı olabileceği, ikinci nedeni ise bu sıcaklığın üzerinde 

enzimlerin inaktivasyon oranlarının çok fazla değiĢmemesi etkilidir.  Uluslar arası 

Biyokimya Birliği baĢlangıçta 25°C‟ de standart sıcaklık olarak tavsiye etmiĢ ancak 

sıcak iklimlerde enzimleri düĢük sıcaklıkta tutmanın zor olmasından dolayı bu 

sıcaklığı 30°C‟ ye arttırmıĢtır.  Ancak hâlâ enzimlerin aktiviteleriyle alakalı sıcaklık 

ile ilgili çalıĢmalarda belli bir standardın olmadığı görülmektedir.  Bunun temel 

nedeni enzimlerin protein yapılarının farklı olmasından kaynaklanır [4]. 
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Şekil 1.1 Enzim kataliz reaksiyonları üzerine sıcaklığın etkisi. [(A) Kimyasal 

reaksiyonların hızı sıcaklığın artmasıyla artar, (B) ancak proteinlerin 

denatürasyonlarının artmasından dolayı aktif enzim  oranı azalır, (C) bu süreç 

birenzimin sıcaklıkla karakteristik özelliğinin nasıl değiĢtiğini gösterir.] [4] 

 

1.1.2.2.  pH 

 

Enzimler pH değiĢimlerine duyarlıdır ve kendi optimum pH aralıklarında en 

büyük aktivite değerini gösterirler.  pH etkisi enzimlerin yapılarındaki amino 

asitlerin ve substratların yapılarındaki iyonik kısımların değiĢmesinden kaynaklanır. 

Yüklerdeki bu değiĢiklikler substratın bağlanmasını ve reaksiyonun gerçekleĢme 

oranını değiĢtirir.  Farklı substratlarda enzim reaksiyonlarının optimum pH‟sı 

farklılık gösterebilir.  Ancak her enzim için aynı pH‟nın optimumu olması gibi bir 

zorunluluğun olmadığı gibi, tasarlanan enzim yöntemleride deneysel olarak 

belirlenebilir [4]. 

 

 

 

 



5 

 

1.1.2.3. Substrat Konsantrasyonu 

 

Bir enzimin aktivitesi üzerine substrat konsantrasyonun etkisini inceleyen 

deneysel çalıĢmaların sonuçları tutarlılık gösterir.  DüĢük substrat 

konsantrasyonlarında reaksiyon hızı azalırken, yüksek substrat konsantrasyonlarında 

reaksiyon hızı artar.  Yüksek substrat konsantrasyonlarında reaksiyon hızı belli bir 

süre sonra sabitlenmeye baĢlar ve sonunda aĢağı yukarı sabit olur [4]. 

 

1.2. Paraoksonaz Enzimi 

 

1.2.1. Adlandırılması 

 

Paraoksonaz enzimi ile ilgili yapılan ilk araĢtırmalara baktığımızda paraokson 

gibi, önemli sayıda aromatik karboksilik asit esterlerini hidrolizleme özelliği olan A-

esterazların grubunda yer alan ve EC 3.1.1.2 enzim koduna sahip olduğunu görürüz 

[5].  Ancak Uluslar Arası Biyokimya ve Moleküler Biyoloji  Ġsimlendirme Komitesi 

Birliği bu sınıflandırmayı tekrar düzenlemiĢ ve paraoksonazın enzim kod giriĢi EC 

3.1.8 olan fosfo triester hidrolazlar veya organofosfat hidrolazlar grubunun ilk 

sıradaki enzimi olarak belirlemiĢtir [6].  Paraoksonaz enzimi de arildialkilfosfataz 

ismi ve EC 3.1.8.1 kodu ile bu grupta yer almaktadır [7].  Paraoksonaz enzimi, 

aktivitesinin ölçümünde paraokson substratı kullanıldığı için bu ismi almıĢtır [8]. 

 

1.2.2. Paraoksonaz Enziminin Genel Özellikleri ve Yapısı 

 

 PON 1, 43-45 kDa molekül ağırlığına sahip, kararlılığının ve aktivitesinin 

ölçümü için Ca
+2

 iyonu gerekli olan bir enzimdir.  Ġzoelektrik noktası 5.1‟dir. 355 

aminoasit içeren paraoksonaz enzimi, yüksek oranda lösin içermesi dıĢında aminoasit 

özelliği olarak baĢka bir özellik göstermez [9,10].  Yapısındaki 3 sistein aminoasitin 

284. sıradaki serbest iken 42. ve 353. sıradaki sistein rezidüleri tek disülfit bağı 

yapmıĢtır.  Her molekül toplam ağırlığının %15.8‟ini oluĢturan üç karbohidrat zinciri 

içermektedir [11]. 
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 Paraoksonaz‟ın genel yapısına bakıldığında 6 adet β-kırmalı yapıdan 

oluĢmuĢ4 adet zincirden meydana geldiği görülür.  42. ve 353. sistein rezidüleri 

arasındaki disülfit köprüsü ile sonlanıp üç boyutlu yapısı oluĢur [12].  Enzimin 

yapısında görülen N terminal ve C terminal uçlarının böyle  kovalent bağlanması β-

kırmalı yapıya sahip enzimlerde son derece ender görülür (ġekil 1.2). 

 

 

 

Şekil 1.2 Paraoksonaz enziminin üç boyutlu yapısının görünümü. [ (A)  β- 

kırmalı tabakalar ve (B) H1, H2, H3 ile gösterilen  hidrofobik bölgelerin  β-kırmalı  

tabakalara göre durumu.] [13] 

 

 ġekil 1.2 deki üç boyutlu yapıyı gösteren resimde de görüldüğü gibi; β-

kırmalı yapıların ortasında 7,4 Å aralıklarla iki tane Ca
+2

 iyonu bulunmaktadır. Bu 

kalsiyum iyonlarından bir tanesi yapısal olup, uzaklaĢtırılması dönüĢümsüz 

denatürasyona sebep olmaktadır [14].  Diğer kalsiyum iyonu ise katalitik etkinlikle 

görevlidir. Ayrıca bu kalsiyum iyonu 2,1-2,5 Å mesafesinde Asn224, Asn270, 

Asn168, Asp269 ve Glu 53‟ den oluĢan 5 adet aminoasit ile etkileĢim halindedir.  

Bunun yanında aynı kalsiyum iyonu, fosfat iyonunun oksijeni ve bir su molekülü ile 

etkileĢmektedir [15]. 
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1.2.3. Enzimin Katalitik Mekanizması 

 

 Enzimin aktif bölgesinde bulunan His-His çifti, Ca
+2

 iyonu ve H2O 

molekülünün, esteraz aktivitesinde çok önemli rolü vardır. 

 

 

Şekil 1.3  Paraoksonazın katalitik mekanizması [16] 

 

 Katalitik etkinlik gösteren Ca
+2

 iyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif 

yüklü oksijenine 2,2 Å uzaklıktadır.  Aktif bölgedeki His-His çifti, su molekülünün 

bir protonunu alarak bu molekülün nükleofilik gücünü arttırmıĢtır.  OluĢan hidroksil 

iyonu karbonil veya fosfat esterine saldırır.  Bu esnada meydana gelen kompleks 

tetrahedral bir düzlem sonucu Ca
+2

 iyonu ile kararlı kılınır.  OluĢan yapıdaki Ca
+2

 

iyonu negatif yüklü oksijenden uzaklaĢarak bağ tekrar fosfat veya karbonilin üzerine 

yıkılır ve ester bağı kopar [16]. 

 

 Paraoksonaz‟ın mekanizmasını açıklamak amacıyla, esteraz aktivitesi için 2- 

naftilasetat ve fosfotriesteraz aktivitesi için paraokson substratları kullanılmıĢtır.  Bu 

substratların optimum pH aralıkları saptanmıĢ ve substratın yapısında bulunan yan  

zincirin katalizlenmeye direkt katılmadığı sonucu bulunmuĢtur [16]. 
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1.2.4. Katalizlediği Reaksiyonlar ve Substratları 

 

 Paraoksonaz enzimi geniĢ bir substrat çeĢitliliği gösterebilmesine rağmen, 

fizyolojik substratı halen tam olarak belirlenememiĢtir.  Ancak arilesteraz, 

organofosfataz ve laktonaz aktivitelerine sahip olduğu bulunmuĢtur [17].  Söz 

konusu aktivitelerin tümünün, ya birden fazla aktif merkezde veya tek bir aktif 

merkezde gerçekleĢtiği, ayrıca substrat seçiciliğinin nasıl belirlendiği halen 

belirlenememiĢtir [22-24].    

 

 Paraoksonaz‟ın son yıllarda özellikle arterosklerozisin önlenmesinde ve ilaç 

metabolizmasında önemli derecede rol oynadığı bilinmektedir [18,19].  Paraoksonaz,  

sahip olduğu laktonaz aktivitesi ile arterosklerozise karĢı koruyuculuğunu hem LDL 

ve HDL lipitlerinin yükseltgenmesini önleyerek hemde lipit peroksitlerini metabolize  

ederek göstermektedir [20,21].  Bahsedilen enzim 4 atomdan 7 atoma kadar değiĢen 

lakton halkası içeren en az 30 çeĢit laktonu hidrolizleyebilme özelliğine sahiptir. 

Alifatik lakton substratı olan  δ-valerolakton (6 halkalı lakton),  γ-butirolakton (5 

halkalı lakton) ve ε-kaprolaktondan (7 halkalı lakton) daha hızlı hidrolizlenmektedir. 

Paraoksonaz‟ın aromatik laktonlara afinitesi, alifatik laktonlara oranla daha fazladır 

ve daha kolay hidrolizlenirler.  Ancak ilgi çekicidir ki, pek çok ilacın etken 

maddesinde bulunan kumarin bileĢiğinin lakton halkasında  α ve  β çift bağı olmasına 

rağmen paraoksonaz tarafından hidrolizlenememektedir, fakat dihidrokumarin 

hidrolizlenmektedir (ġekil 1.4) [22-24]. 
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Şekil 1.4  Lakton hidrolizi [18] 

 

 Ġlk baĢlarda Paraoksonaz‟ın yapısının ve substratlarıyla olan iliĢkisinin 

belirlenebilmesi için yapı-aktivite analizi üzerine çalıĢmalar yapılmıĢtır.  Bu konuyla  

ilgili, Augustinson ve Ekedahl çift bağlı aromatik esterlerin paraoksonaz tarafından 

hidrolizlendiklerini göstermiĢlerdir [25].  Bu reaksiyonda Paraoksonaz‟in substrat 

olarak kullanacağı esterin karbon-karbon çift bağının birbirine çok yakın olması 

gerektiği tespit edilmiĢtir [26].  Lakton halkasını içeren substratların, bu yapının 

oluĢturduğu halkasal uzaysal yapı sayesinde enzimin aktif bölgesine girip enzimle 

etkileĢmesine ve hidrolizlenmelerine izin verir.  Buna örnek olarak etil asetat 

Paraoksonaz ile hidrolizlenmezken, aynı sayıda atom ve ester yapısı gösteren   

γ-bütirolakton iyi hidrolizlenmektedir [26].   

 

 Paraoksonaz‟ın laktonaz aktivitesi için, 284. rezidüde bulunan serbest sistein 

aminoasiti oldukça önemlidir. Bu serbest sistein rezidüsünün, Paraoksonaz‟ın 

LDL‟nin okside olmasını önlemesinde de rol alması;  Paraoksonaz‟in sahip olduğu 

laktonaz aktivitesinin LDL ve HDL fosfolipitlerinin yükseltgenmesine karĢı 

koruduğu düĢünülmektedir [27,28].  Sorenson ve arkadaĢları 284. pozisyonda 

bulunan serbest sistein rezidüsünün arilesteraz ve paraoksonaz aktivitesinde gerekli 

olmadığını göstermiĢlerdir [29].  Bunun yanında aktif merkezdeki histidin 

rezidülerinin paraoksonaz ve arilesteraz hidrolitik aktivitelerini göstermesinde 

oldukça gerekli olduğunu gösterilmiĢtir [30]. 
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1.2.5. Paraoksonaz’ın Sentezlenmesi 

 

 Paraoksonaz‟ın sentezi karaciğer tarafından gerçekleĢtiği için, serumdaki 

paraoksonaz seviyesini belirleyen baĢlıca faktör karaciğer fonksiyonlarıdır. 

Serumdaki paraoksonaz aktivitesi kiĢiden kiĢiye farklılıklar gösterebilir [31].  

Bununnedenleri arasında peptid konsantrasyonu ve enzim aktivitesini etkileyen 

paraoksonaz geninin kodlanma ve promoter bölgesinde çok sayıda polimorfizm 

göstermesidir [32].  Paraoksonaz sentezinde önemli olan faktörlerden birisi karaciğer 

hücrelerindeki kolesterol dengesidir [33,34].    

 

 Paraoksonazın karaciğerden sentezlendikten sonra serumda HDL‟ye veya 

karaciğerde bulunan mikrozomlara bağlanabilmesi için sentez sırasında N-terminal 

hidrofobik bölgesi olması gerekmektedir [35].  N-terminal hidrofobik bölgesi 

bağlamada belirleyici olduğu kadar salgılanma prosedüründe de son derece önemli 

role sahiptir.  Paraoksonaz karaciğerde sentezlendikten sonra da önce mikrozomlara, 

daha sonra hücrenin dıĢ yüzeyine bağlandığı düĢünülmektedir [36].  Hücre zarının 

dıĢ yüzeyinden salınması ve HDL‟ye bağlanması tesadüf değildir, bu bağlanmada 

fosfolipit kompleksi önemli rol oynamaktadır [37]. 

 

1.2.6. Paraoksonaz’ın HDL’ye Bağlanması 

 

 Paraoksonaz karaciğerde sentezlendikten sonra kana salınır, orada spesifik 

olarak HDL‟ye bağlanır.  HDL periferal hücrelerden kolesterolün taĢınmasını sağlar 

ve paraoksonaz  gibi enzimler ile LDL‟nin yükseltgenmesini önler [38].  

 

 HDL yaklaĢık 10 nm çapında kompleks bir yapıdır.  BileĢiminde öncelikle 

membran bileĢenleri (fosfolipidler, kolesterol ve kolesterol esterleri), apolipoprotein 

A1 ve aromatik heliksler yer alır.  HDL‟ye bağlı olan enzimlerden ilk kez üç boyutlu 

yapısı aydınlatılan paraoksonaz enzimidir [39].  Paraoksonaz hidrofobik N terminal 

ucuyla sonlanır, H2 ve H1 hidrofobik heliksler bir araya gelerek potansiyel 

membrana bağlanma yüzeyi oluĢturular.  Heliks yapılar lizin, triptofan ve tirozin yan 

zincirleri ile oluĢturdukları yapı karakteristiği sayesinde HDL ara yüzeyine 

girebilmektedir [40]. 
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1.3.  Enzim İmmobilizasyonu 

 

 Enzimler, canlı sistemlerinde kimyasal reaksiyonların gerçekleĢmesini 

sağlayan biyolojik katalizörlerdir.  Belirli bir düzen ile sıralanmıĢ binlerce atomdan 

meydana gelmiĢ bu moleküller, canlı hücrelerde cereyan eden farklı kimyasal 

reaksiyon topluluklarının katalizlenmesini sağlarlar.  Biyolojik proseslerde, hastalık 

ve sağlıktaki rolleri geniĢ bir Ģekilde incelenmektedir [41].  

 

 Enzimler oldukça ılıman koĢullarda, yüksek derecede substrat seçiciliği ile 

reaksiyonları katalizleme özelliğine sahiptir.  Böylece yan ürün oluĢumunu azaltır.  

Katalizlenen reaksiyonlar arasında, mevcut organik  kimya metodlarıyla 

ulaĢılamayan, biyolojik makromoleküller arasında son derece fazla, kompleks 

kimyasal transformasyon reaksiyonları vardır.  Bu durum enzimleri biyoteknolojik 

kullanımları için son derece önemli kılmıĢtır [3].  20. yüzyılın baĢlarında, enzimlerin 

fermantasyon iĢlemlerinden sorumlu olduğu bulunmuĢ, yapıları ve kimyasal 

bileĢenleri dikkatle inceleme altına alınmıĢtır.  Bunun sonucunda biyolojik 

katalizlerin geniĢ kapsamlı teknolojik kullanımı tekstil, ilaç ve diğer kimya endüstrisi 

gibi farklı alanlara da öncülük etmiĢtir [1].  Ancak pekçok enzimin kararsız olması, 

saflaĢtırılması için oldukça yüksek ücret gereksinimi ve  kullanıldıktan sonra 

reaksiyon karıĢımından aktif enzimin tekrar kullanımı için kurtarılması teknik olarak 

oldukça zordur [41].  

 

 Enzimler çözeltide tek baĢına, diğer bileĢenleriyle kümeleĢerek veya bir 

yüzeye bağlı olmak gibi değiĢik durumlarda kimyasal reaksiyonları 

katalizleyebilirler.  Yüzeye bağlanma veya “immobilizasyon” özellikle teknik 

kullanım için üzerinde son derece yoğunlaĢılan durumdur [42].  

 

 Enzim immobilizasyonu terimi, enzimlerin fiziksel olarak belirli bir yere 

yerleĢtirilmesi veya hapsedilmesinin yanında katalatik aktivitelerinin de 

korunması,bu sayede de tekrarlanabilir ve sürekli uygulanabilir olmasını sağlamak 

olarak ifade edilebilir [43,44].   Ġmmobilize edilmiĢ enzimler genel olarak endüstriyel  

uygulamalarda katalatik özelliklerinin yanında, ekonomik olarak da son derece 

geliĢtirilmiĢ olmasının önemi bir hayli fazladır (Çizelge 1.1) [45].  
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 Ġmmobilize enzimlerin ilk endüstriyel kullanımı 1969 yılında Japonya‟nın 

Tanebe Seiyaku Limited  Ģirketinde Chibata ve arkadaĢları tarafından, sentetik 

rasemik D-L amino asitlerin çözünmesi için  Aspergillus oryzae aminoasilaz‟ın 

immobilizasyonunu gerçekleĢtirmiĢlerdir [46].   Ġmmobilize enzimlerin diğer önemli 

uygulamalarına Ģekerler, amino asitler ve ilaçların endüstriyel ürünleri örnek olarak 

verilebilir (Çizelge 1.2).  Bunun yanında bazı endüstriyel proseslerde, istenilen 

enzimi içeren bütün mikrobiyal hücreler immobilize edilir ve katalizör olarak 

kullanılabilir [47].    

 

 Endüstriyel olarak uygulamalarından baĢka, biyosensörler, biyoafinite 

kromatografisi ve tıpta kullanılan ilaçlardaki pekçok biyoteknolojik ürünlere enzim 

immobilizasyonunun temel teĢkil ettiği görülmektedir [48].    

 

 Özellikle son 20 veya 30 yıla baktığımızda, immobilizasyon teknikleri hızla 

geliĢmiĢtir ve immobilizasyon teknikleriyle ilgili tasarımlar önemli oranda artmıĢtır. 

Ancak halen mevcut iĢlemlerde ilerleme gerekmektedir.   Ġmmobilize enzimlerin 

diğer pratik iĢlemlere uygulanabilirliğini artırmak için yeni metodolojilerin 

geliĢtirilmesi ve mevcut tekniklerin daha iyi anlaĢılması ve geliĢtirilmesi 

gerekmektedir. 
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Çizelge 1.1  Ġmmobilize enzimlerin teknik özellikleri [45]  

 

Avantajları                                         Dezavantajları  

 

Katalizin tekrar kullanımı                       Aktivitede kayıp veya azalma  

Kolay reaktör kullanımı                          Difüsyonel sınırlama  

Kolay ürün ayrılması                             Ġlave maliyet        

GeniĢ oranda reaktör seçimi  

 

 

 

 

Çizelge 1.2 Ġmmobilize enzim kullanılarak elde edilen önemli ürünler [47]  

 

Enzim                                      Ürün  

 

  Glukoz izomeraz                                        Yüksek miktarda fruktoz Ģurup  

  Aminoasit amidaz                                      Aminoasit ürünü  

  Penisilin amidaz                                         Yarı sentetik penisilin  

  Nitril hidrataz                                             Akrilamid  

  β-Galaktosidaz                                           Laktoz hidrolizinde 

 

 

 

1.3.1. Enzim İmmobilizasyonunun Tarihi 

 

 Ġmmobilize biyokatalizörlerin geliĢimini üç adımda göstermek mümkündür   

(Çizelge 1.3).   Ġlk adımda, 19. Yüzyılın baĢlangıcında, immobilize edilmiĢ 

mikroorganizmalar pek çok deneysel çalıĢmalarda kullanılmıĢlardır.  Bu 

çalıĢmalardan bazıları, sirkenin mikrobiyal ürünü ( bakteri oluĢmuĢ ağaç talaĢının 

üzerine alkol içeren solusyonların damıtılması vasıtasıyla) ve atık su arıtma filtreleri 

veya süzme iĢlemleridir [49]. 
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 Modern enzim immobilizasyonuna bakmak için 1940‟ların sonlarına gitmek 

gerekir.  Ancak o dönemde yapılan pekçok araĢtırma farklı sistem ve düzenlerde 

yayınlanan çalıĢmalar olduğu için pek çoğu biyokimyacılar tarafında önemsenmez.  

Güncel teknolojilerin temelleri 1960‟larda geliĢtirilmeye baĢlanmıĢ ve bu tarihten 

itibaren bu konuyla alakalı pekçok makale yayınlanmıĢtır.   Ġkinci adımda, sadece 

immobilize edilmiĢ tek enzimler kullanılmıĢ ancak 1970‟lerde çok daha canlı 

hücreler ve kofaktör rejenerasyonu ile iki enzim reaksiyonları içeren son derece 

kompleks sistemler geliĢtirilmiĢtir.  Son adıma örnek olarak  α-keto asitlerden 

stereoselektif aminasyon reaksiyonu ile L-aminoasit dehidrogenaz enzimi 

kullanılarak L-aminoasit ürünlerinden bahsedebiliriz.  Bu yöntem nikotinamid adenin 

dinükleotid (NADH) ve koenzimlerin rejenerasyonunun formik asidin, 

karbondiokside enzimatik oksidasyonuna, NAD
+
dan NADH‟a indirgeme reaksiyonu 

eĢlik eden aminasyon reaksiyonudur.  Bu reaksiyonda ikinci enzim, format 

dehidrogenazdır [50]. 

 

Çizelge 1.3 Ġmmobilize enzimlerin tarihsel basamakları [49] 

 

Basamak         Tarih                Kullanım  

 

 

Birinci                  1815                 Asetik asit ve atık su arıtma iĢlemleri gibi                            

deneysel kullanım iĢlemleri   

Ġkinci                    1960 larda        Tek enzim immobilizasyonu, L-                                           

                                                       aminoasitlerin ürünü, glikozun  

                                                       izomerizasyonu   

Üçüncü                 1988-1998        Kofaktör rejenerasyonu içeren çoklu    

                                                       enzim immobilizasyonu ve hücre     

                                                       immobilizasyonu 

 

 

 Bir enzim immobilizasyon sisteminde temel bileĢenler; enzim, matriks ve 

enzimin matrikse bağlanma yöntemidir.  Katı-faz destek, taĢıyıcı ve matriks eĢ 

anlamlı  olarak kullanılır.  
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1.3.2. Taşıyıcı Seçimi  

 

 Matriksin niteliği, immobilize enzim sistemlerinin tasarlanmasında son 

derece önemlidir.   Ġdeal bir taĢıyıcıda genel olarak; basınca karĢı fiziksel direnç, 

biyolojik uygunluk, mikrobiyal ataklara karĢı direnç, hidrofilik olması, enzimin 

seçiciliğini arttırma, ürün inhibisyonunu düĢürme gibi özelliklere sahip olabilmelidir 

[51].  

 

 TaĢıcılar kimyasal bileĢimlerine göre organik veya anorganik olarak 

sınıflandırılabilirler (Çizelge 1.4).  Organik taĢıyıcılar doğal ve sentetik olarak alt 

gruplara ayrılırlar.  

 

 Matriksin fiziksel özellikleri (ortalama tanecik çapı, ĢiĢme davranıĢı, mekanik 

direnç ve basınç altındaki davranıĢı) immobilize enzimlerin performansında son 

derece önemlidir.  Bunun yanında immobilizasyon iĢleminin belirlenmesi için 

kullanılacak reaktör türünün belirlenmesinde (karıĢtırma, sabit veya akıĢkan tank) 

fiziksel özelliklerin oldukça önemi vardır [52].    

 

 Özellikle toplam yüzey alanını belirlemede gözenek parametreleri ve tanecik 

boyutu önemlidir.  Gözeneksiz taĢıyıcılarda oldukça az difüzyonel sınırlandırılmalar 

gözlenir ancak bağlanma kapasiteleri düĢüktür.  Bu yüzden genellikle gözenekli 

taĢıyıcılar tercih edilir çünkü yüksek yüzey alanı çok daha fazla enzimin 

bağlanmasını sağlar ve immobilize enzimi çevresel  Ģartlardan oldukça fazla korur.  

Gözenekli taĢıyıcılar için, akıĢ özellikleri ve kapasiteyi optimize etmek için gözenek 

dağılımını kontrol altında tutmak oldukça önemlidir [53].   Ġnorganik taĢıyıcıların 

pek çok avantajlarına rağmen (örneğin, fiziksel, kimyasal veya mikrobiyal 

indirgemelere karĢı yüksek stabilite), pek çok endüstriyel uygulamalarda organik 

matriksler kullanılır.  Bir immobilize enzimin aktivite seviyesinin belirlenmesinde 

hidrofilik karakterin son derece önemli bir parametre olduğu unutulmamalıdır. 
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Çizelge 1.4 TaĢıyıcıların sınıflandırılması [52]  

Organik 

 

 

Doğal polimerler  

•  Polisakkaritler, selüloz, dekstranlar, agar, agaroz, kitin, alginat  

•  Proteinler, kollogen, albumin  

•  Karbon  

Sentetik Polimerler  

•  Polistiren  

•  Diğer polimerler: poliakrilat polimetakrilatlar, poliakrilamitler,  

poliamitler, vinil ve allil polimerler 

İnorganik  

 

 

Doğal mineraller: Bentonit, silika  

Cam (gözeneksiz ve kontol edilmiĢ gözenekli), metaller, metal oksitler 

 

 Yaygın olarak kullanılan en önemli taĢıyıcılardan birisi agarozdur.  Yüksek 

gözenekli yapısına ilaveten, proteinler için yüksek kapasite sağlarlar.  Matriks olarak 

agarozu kullanmanın bazı diğer avantajları; hidrofilik karakterde olması, türevlerine 

dönüĢtürmenin kolay olması, yüklü grupların olmaması (substrat ve ürünlerin 

spesifik olmayan adsorpsiyonunu engellemek için) ve ticari geçerliliğidir.  Ancak 

diğer gözenekli yapılarda ve agarozun kullanımında yüksek maliyet önemli derecede 

sınırlanmaya neden olur.  Bu problem, matriks rejenerasyonu ve tekrar kullanımına 

izin veren dönüĢümlü metodların geliĢtirilmesiyle ancak çözülebilir [54].  

 

 Enzimlerin taĢıyıcılara bağlanması, dönüĢümlü fiziksel adsorpsiyon ve iyonik 

bağdan stabil kovalent bağa uzanan etkileĢimlerle olur.   Ġmmobilize enzimlerin 

sınıflandırılmasında çeĢitli yaklaĢımlar vardır ve bunlardan birisi de onları iki ana 

katagoriye ayırmaktır.  Bunlar dönüĢümlü ve dönüĢümsüz metodlardır.  Enzim ile 

taĢıyıcı arasındaki bağın gücü genellikle geri dönüĢümlü olması ile ters orantılıdır.  

Bu iki zıt amacı ( kararlılık ve dönüĢümlü olması) aynı anda yerine getirmek oldukça  
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güçtür.  Bu metodları tasarlarken geleneksel yaklaĢım geri dönüĢümün bağın 

gücünün fazla olması yanında ihmal edilebileceği eğilimindedir.  Yani bağın 

gücünün olabildiğince fazla olması tercih edilir.  DönüĢümlü ve dönümsüz 

reaksiyonlar ġekil 1.5 ve 1.6‟da gösterilmiĢtir [55]. 
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1.3.3. Taçıyıcı Materyal Kitosan 

  

 Kitosan, yengeç ve karides gibi kabuklu deniz ürünlerinin dıĢ iskeletlerinde, 

kelebeklerin kanatlarında, mantarların hücre duvarlarında vb bulunan doğal bir 

polisakkarit olan kitin'den kısmi deasetilasyon yoluyla elde edilen, reaktif 

fonksiyonel amino gruplarına sahip; kimyasal yapı olarak seluloza benzeyen ve 

doğada selulozdan sonra en sık rastlanan biyopolimerdir [56, 57].  

 

 Beyaz renkte, kokusuz ve tatsız, yarı Ģeffaf partikül veya toz halinde bir 

madde olan kitosan sindirim enzimlerine dayanıklıdır.  Buna karĢın bazı bakteriler 

tarafından parçalanır.  Suda çözünmez.  Sadece asidik çözücülerde (<6.0 pH) 

çözünür.  Çözündürmek için asetik asit , formik asit, laktik asit gibi organik asitler 
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kullanılır. Ġnorganik asitlerde çözünme sınırlıdır (% 1 hidroklorik asitte çözünür; 

sülfirik ve fosforik asitte çözünmez).  Kitosan solüsyonlarının pH 7.0 ve üzerinde 

stabilitesi bozulur.  Aynı Ģekilde oda sıcaklığında uzun süre muhafaza kitosan 

solüsyonlarının stabilitesini olumsuz etkilemektedir [58].  

 Kitosan, çöktürme, nem tutma, film oluĢturma, antimikrobiyal etki, enzim 

immobilizasyonu gibi çok çeĢitli fonksiyonları nedeniyle ilaç, kozmetik, tıp, tarım 

gibi çeĢitli endüstrilerde sınırsız kullanım alanlarına sahiptir.  Kitosan bu 

fonksiyonlarında pozitif iyonik tabiata sahip olmasının önemli bir rolü vardır.  

Benzer fonksiyonları nedeniyle gıda endüstrisinde de kitosandan yararlanılmaktadır.  

Kitosan son yıllarda adından sıkça bahsedilen diyetetik yardımcı maddeler arasında 

yer almaktadır.  Sindirim enzimleri tarafından hidrolize edilememesi, yüksek 

viskozitesi, jel oluĢturma ve yüksek su bağlama yeteneği vb nedenlerle bitkisel 

diyetetik liflere benzerlik göstermektedir ve canlı organizmada benzer etkiler oluĢtur-

maktadır. Bağırsak hareketlerinin ve sindirim faaliyetlerinin düzenlenmesi, bağırsak 

mikroflorasının (bifidobakterilerin) desteklenmesi, kan kolesterol seviyesinin 

düzenlenmesi (LDL kolestrolündüĢürülmesi, HDL kolestrolün artırılması), 

kanbasıncının düĢürülmesi, karaciğer fonksiyonlarınındüzenlenmesi gibi fonksiyonel 

etkilerinin yanı sıra sindirim yoluyla alındığında ya da emiliminiazaltarak (pozitif 

yüklü bir bileflik olmasından dolayı negatif yüklü olan yağ asitlerine bağlanarak) kilo 

kaybını desteklemesi oldukça ilgi çekmiĢtir [59, 63]. 
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Şekil 1.7. Toz Kitosan 

 

 

Şekil 1.8.Shao-Hua Chiu ve arkadaĢlarının yöntemi ile hazırlanmıĢ kitosan 

tanecikleri 
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1.3.3.1. Kimyasal Yapısı ve Reaksiyonu 

  

 Bir polisakkarit olan kitin kimyasal olarak 2-asetamido-2-deoksi-ß-D-glukoz 

(N-asetil glukozamin)'dan oluĢmaktadır.  Kitin‟in düĢük derecede deasetilasyonu 

yoluyla elde edilen kitosan ise (1→4)-2-amino-2-deoksi-D-glukoz 

(glukozamin)olarak bilinmektedir.  Kitosan, 3 çeĢit reaktif fonksiyonel gruba 

sahiptir. C-3, C-6 pozisyonunda birer hidroksil ve C-2 pozisyonunda ise bir amino 

grubu bulunmaktadır [57].  

 

 

 

Şekil 1.9. Kitosan‟ın Kimyasal Yapısı 
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Şekil 1.10. Enzimin Glutaraldehit ile Kitosan‟ın Amin Gruplarına Bağlanması 

Glutaraldehit 

Kitosan 

H2N - Enzim 

Glutaraldehit ile muamele edilmiĢ Kitosan 

H-C=N-Enzim 

Kitosan‟a Ġmmobilize EdilmiĢ Enzim 
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1.4. İmmobilizasyon Metodları 

 

1.4.1. Dönüşümsüz Enzim İmmobilizasyon Metodları 

 

 DönüĢümsüz immobilizasyon kavramı biyokatalizlerin taĢıyıcıya 

bağlanmasından sonra enzimin ya da taĢıyıcının biyolojik aktivitelerinin bozulmadan 

ayrılamayacağı esasına dayanır.  DönüĢümsüz enzim immobilizasyonu için yaygın 

olarak kullanılan prosedürler:  kovalent bağlanma, tutuklama veya mikrokapsülleme 

ve çapraz bağlama olarak ifade edilebilir [64]. 

 

1.4.1.1. Kovalent Bağlı Enzim İmmobilizasyonu 

 

 Kovalent bağlı metodlarla proteinlerin immobilizasyonu, immobilizasyon 

metodları içerisinde en fazla kullanılan metodlardan birisidir [65].  Bu metodu 

kullanmanın avantajlarından birisi, enzim ve matriks arasındaki bağın son derece 

dengeli ve sağlam olmasıdır.  Bundan dolayı enzimin çözeltiye geri kaçıĢı önlenmiĢ 

olmaktadır [66]. Ancak bağlanma aktivite yüzdesini artırmak için kullanılan temel 

amino asit rezidülerinin taĢıyıcıya kovalent bağlanması engellenmelidir.  Bu durum 

bazı durumlarda uygulamanın ne kadar zor Ģartlar gerektirdiğini gösterir [67]. 

 

 Kovalent bağların formasyonu genellikle enzimde gösterilen aminoasitlerin 

yan zincirlerinde görülür.  Ancak onların asıl bağ güçlerinin aktiviteleri aĢağıda 

verilen yüklerin sıralamasıyla önemli derecede iliĢkilidir:  

 

        −S
-
> − SH > − O

-
> − NH2 > − COO

-
> − OH >> − NH3  

 

 Bunun yanında sülfit, sülfidril, oksit, amino, karboksil, hidroksil, amonyum, 

imino, amid, metiltiyol, guanidil ve fenol halkası  gibi pekçok fonksiyonel grup 

içeren parçalar kimyasal bağlarda etkin olarak görev alır [68].  

 

 Bir enzimin kovalent bağlanması, polimerin reaktif gruplar içeren ajanlarla 

(etilenin kopolimerizasyonu, maleik asidin anhidridi) veya polimer ve enzimin 

arasında köprü vazifesi görecek iki fonksiyonlu ajanların etkileĢmesiyle oluĢur [69]. 
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Bunun yanında üç boyutlu yapı düĢük molekül ağırlıklı iki fonksiyonlu ajanlarla 

çapraz bağlı yapılar oluĢturabilir.  Bu durumda enzim inaktif olabilir.  Çünkü 

reaksiyonlar enzimin aktif bölgesinde yerleĢmiĢ olan fonsiyonel gruplarla bağ 

oluĢturabilir.  Böylece elde edilen net sonuç enzimin aktivitesinin kaybı Ģeklindedir 

[70].  

 

 

Şekil 1.11. Kovalent immoblizasyon ve çapraz bağlama gösterimi [68] 

 

1.4.1.1.2. Kovalent Bağlamanın Avantajları 

 

 Enzim immobilizasyonunda kovalent bağlanmanın bazı önemli avantajları 

aĢağıda sıralanmıĢtır:  

 

1. Enzimlerin taĢıyıcı matrikse adsorpsiyonu oldukça uygundur.  Bundan dolayı 

yaygın Ģekilde kullanılması [71], 

2. GeniĢ spektrumlarda bağlanma reaksiyonları, pekçok fonksiyonel grup içeren 

taĢıyıclarla sağlam bir bağın oluĢumu ve bağlanmadan sonra enzim aktivitesinin 

devam etmesi [72], 

3. Kovalent bağlı tutunma pH, iyonik Ģiddet ve substrat ile geriye dönüĢ 

reaksiyonunun olmaması [73]. 
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 1.4.1.1.3. Kovalent Bağlamada Aktivite Kaybı 

 

 Kovalent bağlı bir  Ģekilde immobilizasyon gerçekleĢtiğinde enzimde belli 

dereceye kadar aktivite kaybı gözlenebilir.  Bu da enzimdeki spesifik aktif bölgenin 

taĢıyıcıyla etkileĢmesi sonucunda olur [74]. 

 

 

Şekil 1.12. Kovalent Bağın Enzim Aktivitesi Üzerine Olan Etkileri [69] 
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Bir diğer önerilen düĢünce tarzında ise enzim immobilizasyonundaki yönlendirme 

etkisiyle oluĢan durumda aktif bölgenin durumu oldukça önemlidir.  Bu durum 

enzimde aktiviteyi azaltabileceği gibi aktivitenin tamamen kaybolmasınada neden 

olabilir [75].  Ancak özellikle yönlendirme etkisiyle aktivite kaybını en aza 

indirebilmek için aĢağıdaki metodlar yapılabilir:  

 

a)  Enzim immobilizasyonu sadece doygun substrat konsantrasyonunda  

b)  YarıĢmalı inhibisyon kullanılarak gerçekleĢtirilebilir [76]. 

 

1.4.1.2. Tutuklama İmmoblizasyonu 

 

 Tutuklama metodu; enzimin bir polimerik ağ içerisine yerleĢtirilmesi 

bununda enzim ve ürünü geçirebilmesi ancak enzimi tutması prensibine dayanır 

[77].Bu metod yukarıda bahsettiğimiz kovalent bağlanma metodundan farklı olarak 

matrikse ve membrana bağlanmasını engeller.  Enzimlerin tutunmasıyla alakalı farklı 

yaklaĢımlara örnek olarak jel veya life tutuklama ve mikro kapsülasyon örnek olarak 

verilebilir [78]. 

 

Şekil 1.13. Tutuklama Ġmmobilizasyonunun Gösterimi [79] 
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1.4.2. Dönüşümlü Enzim İmmobilizasyon Metodları 

 

 DönüĢümlü immobilize enzimler, enzim-taĢıyıcı bağının türünden dolayı 

ılıman koĢullar altında taĢıyıcıdan ayrılabilir.  Enzim immobilizasyonu için 

dönüĢümlü metodların kullanımı ekonomik nedenlerden dolayı oldukça kullanıĢlıdır. 

Çünkü enzimin aktivitesi düĢtüğünde taĢıyıcı rejenere edilip taze, kullanılmamıĢ 

enzim ile tekrar bağlanabilir.  Aslında, taĢıyıcı masrafı bütün immobilize edilmiĢ 

katalizörlerin masraflarında genellikle sık sık dikkat edilen temel faktördür.  

Enzimlerin tersinir reaksiyonu biyoanalitik sistemlerdeki uygulamalarda özellikle 

değiĢken enzimler için son derece önemlidir [80]. 

 

1.4.2.1. Adsorpsiyon 

 

1.4.2.1.1. Nonspesifik Adsorpsiyon 

 

 En basit immobilizasyon yöntemi olan nonspesifik adsorpsiyon genel olarak 

fiziksel adsopsiyon veya iyonik bağlanma temeline dayanan bir metoddur [81]. 

Enzimlerin fiziksel adsorpsiyonunda hidrojen bağı, Van der waals etkileĢmeleri ve 

hidrofobik etkileĢmeler matrikse bağlanmada etkilidir.  Oysa ki enzimlerin iyonik 

bağlanmasında tuz köprüleriyle bağlantı görülür [82]. Kovalent olmayan 

immobilizasyonda, bağın gücünün kuvveti, reaksiyon  Ģartları ayarlanarak (pH, 

iyonik  Ģiddet, sıcaklık) değiĢtirebilir [83]. Adsorpsiyon ile immobilizasyon ılıman 

koĢullarda, uygulanması kolay ve genellikle enzimin katalitik aktivitesi korunur.  Bu 

tür metodlar bu nedenlerden dolayı ekonomik olarak ilgi çekici ancak etkileĢimler 

nispeten zayıf olduğundan, matriksden enzim kaçıĢı olabilmesi problem teĢkil 

etmektedir [84].  
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Şekil 1.14 Nonspesifik Adsorpsiyon Ġmmobilizasyon Yönteminin Gösterimi [85]. 

 

1.4.2.1.2. İyonik Bağlanma 

 

 Enzimlerin dönüĢümlü immobilizasyonuna, kromatografide kullanılan 

protein-ligand etkileĢmesi prensibine dayanan yaklaĢım örnek olarak verilebilir [86]. 

Bu prensibin en eski uygulaması iyon değiĢtiricilerin reçinelerin kullanıldığı 

kromatografi yöntemleridir.  Metod basit ve dönüĢümlüdür fakat genel olarak 

enzimlerin bağlarının güçlü olması ve tam olarak aktif oldukları koĢulları bulmak 

oldukça zordur [87]. Özellikle son zamanlarda immobilize polimerik iyonik 

ligandların kullanımı, protein-matriks etkileĢimlerin modulasyonuyla yapılan pekçok 

çalıĢma vardır ve böylece türevlerinin özelliklerini daha verimli hale getirebileceği 

görülmüĢtür [88].    
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1.4.2.1.3. Hidrofobik Adsorpsiyon 

 

 Bir diğer yaklaĢım da hidrofobik etkileĢimlerin kullanımıdır.  Hidrofobik 

adsorpsiyon 30 yıldan fazla süredir kromatografik prensiplerle kullanımı 

gerçekleĢmiĢtir.  Önemli deneysel parametreler olan pH, tuz konsantrasyonu ve 

sıcaklıkla oldukça iliĢkilidir.  EtkileĢimlerin gücü, protein ve absorbentin 

hidrofobisitesine dayanır [90]. Absorbentin hidrofobisitesi, hidrofobik ligand 

molekülünün boyutuyla ve taĢıyıcının yer değiĢtirme derecesiyle düzenlenebilir.  β-

amilaz ve amiloglukosidaz‟ın hidrofobik adsorpsiyonu, bu immobilizasyona örnek 

olarak verilebilir.  Bunun yanında hidrofobik adsorbentlere dönüĢümlü bağlanmanın 

pek çok örnekleri rapor edilmiĢtir [89]. 

 

1.4.2.1.4. Afinite Bağlanma 

 

 Komplementer biyomoleküller arasında afinitenin prensibi enzim 

immobilizasyonuyla ifade edilmektedir.  EtkileĢimlerin önemli oranda seçiciliği 

metodun önemli özelliğindendir.  Ancak, metod pahalı afinite ligandının matrikse 

kovalent bağlanması gerekliliğini ortaya çıkarmaktadır [91]. 

 

1.5. İmmoblizasyon Metodunun Seçimi 

 

 Ġmmobilizasyon metodunun baĢarılı olmasının derecesi enzim ile reaksiyonun 

yürütüleceği koĢulların kararlılığı önemlidir [92]. Ġmmobilize enzim, bazı 

kimyasaltepkimelerde sürekli katalizör olarak kulanılacağından immobilizasyon 

metodunun seçilmeden önce tepkimenin yürüyeceği ortam göz önüne alınmalıdır. 

Bunun yanında enzim aktivite kaybının en az olacağı immobilize yöntemininde 

seçilmesi son derece önemlidir [68]. 

 

 Farklı immobilizasyon metodlarının enzim aktivite etkisini aminosiklaz 

enzimi üzerinde yapılan çalıĢmanın sonucu Çizelge 1.5 de gösterilmiĢtir [41]. 
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Çizelge 1.5 Ġmmobilize yöntemlerine göre aktivitenin değiĢimi [41] 

Enzim Taşıyıcı Enzim 

İmmobilizasyon 

Metodu 

Enzim 

Aktivitesinin 

Devamı (U/ml dak) 

Aminosiklaz AE-Selüloz  

 

CN-Br ile  

aktifleĢtirilmiĢ  

Sefadeks  

 

DEAE-Selüloz  

 

Nylon  

 

Poliakrilamit 

Çapraz Bağlanma  

 

Gluteraldehid ile 

Kovalent  

Bağlanma  

 

Ġyonik Bağlanma  

 

Enkapsülasyon  

 

Tutunma 

0.6 

 

1.0 
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1.6. Enzim Reaktörünün Seçimi 

 

 Enzim reaktörünün seçiminde enzimin sahip olduğu en yüksek aktivitede 

çalıĢmasının yanında bunun için uygun destek materyalinin seçimi oldukça önemlidir 

[93]. DönüĢümlü immobilizasyon proseslerinde reaktörde istenmeyen bir denge 

oluĢursa en önemli problemlerden birisi bu dengenin bozulmasıdır [94].  

 

 Pek çok reaktör tipleri düĢünülmüĢtür.  AkıĢ yönü yukarı olan paket tipi 

reaktör, substratın yukarıya ilerlediği asılı parçacıkların olduğu sıvı reaktör, basit 

karıĢan reaktör, tüp reaktör, membran reaktör v.s. (ġekil 1.15).  Bunların pek 

çoğunda substratın sahip olduğu fiziksel özellikler önemli parametrelerdir.  Bu 

sebepten dolayı ideal olarak reaktör içinde paketlenebilen bazı destek materyalleri 

basıncında etkisiyle yarı asılı sıvı yatak içinde enzimle kaplandıkları zaman 

kümeleĢme oluĢtururlar.  Buda yüzeyde meydana gelen azalmadan dolayı enzim 

aktivitesinin düĢmesine neden olur [95-98].  
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Şekil 1.15. Ġmmobilize Enzimler Ġçin Reaktörler [(a-c) toplam geri karıĢtırmaile 

paket reaktörleri;  (a)  karıĢtırıcı tank reaktör;  (b) sabit akıĢkan yatak reaktör  (c) 

sıvılaĢtırılmıĢ yatak reaktör.   (d-f)  tam geri karıĢtırma iĢlemi ile sürekli çalıĢan 

reaktörler  (g-h) akıĢ yönü yukarı olan paket tipi reaktör] [95-98] 
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1.7. İmmobilize Enziminlerin Özellikleri 

 

 Enzim immobilizasyonunun sonucu olarak enzim molekülünün termal 

stabilitesi ve katalitik aktivitesi gibi bazı özellikleri, çözünebilir eĢleniklerine göre 

değiĢiklik gösterebilir [99]. Özelliklerinin modifikasyonlarındaki değiĢimin nedeni, 

immobilize enzimin esas aktivitesindeki değiĢimle veya immobilize enzimle substrat 

arasındaki etkileĢimin farklı olmasından kaynaklanır.  Ġmmobilizasyonların katalitik 

özelliklerindeki gözlenen değiĢim proteinlerin üç boyutlu yapılarındaki 

komformasyonlarındaki değiĢimle, enzim ve substrat arasındaki bağlanmayla ilgili 

olduğu düĢünülmektedir [100]. 

 

 Genel olarak enzimler immobilize edildiğinde, enzimin çalıĢma stabilitesi 

arttırılır.  Stabilizasyon kavramı, immobilizasyon  enzimleri için son derece önemli 

ve etkileyici bir güçtür.  Pek çok durumda gözlenen operasyonel stabilizasyon, 

enzimin bağlanma sonucuyla ilgilidir.  Ancak, moleküler seviyedeki doğru 

stabilizasyonun gösterilmesi, proteinlerin immobilizasyonunun çok noktadan 

kovalent bağlanması ile olabilmektedir [101]. Farklı metodların kullanımıyla ilgili 

pek çok bilimadamı tarafından yapılan çalıĢmalarda, stabilizasyon ve matrikse 

enzimin kovalent bağlarla bağlanma sayıları arasında önemli bir bağlantı olduğu 

bulunmuĢtur.   Ġmmobilize enzimlerin kullanımı ile ilgili temel problemlerden birisi, 

özellikle enzimlerin makromoleküler substratlarıyla gösterdiği katalitik aktivitenin 

kaybıdır [102].  

 

 Enzimin aktif bölgesine substratların ulaĢımının sınırlanmasından dolayı, 

substratın sadece yüzeydeki gruplara ulaĢmasının sonucu olarak aktivite düĢebilir.Bu 

sterik sınırlama zamanla makromoleküler substratlardan türeyen ürünlerin 

karakteristik özelliklerini değiĢtirebilir.  Bu sterik problemlerden uzaklaĢmak için 

pek çok strateji geliĢtirilmiĢtir.  Bunlardan bazıları; izole makromoleküler zincirlerin 

ağlarından oluĢmuĢ taĢıyıcıların seçimi, immobilize olacak enzim rezidülerinin 

dikkatli seçimi ve hidrofilik veya inert uzantı kollarının kullanılmasıdır [103]. 
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1.8. Çalışmanın Amacı 

 

 Bu çalıĢmanın amacı, detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesine sahip 

paraoksonaz enzimini, enzim immobilizasyon iĢlemlerinde yaygın olarak kullanılan 

Kitosan‟a kovalent immobilizasyonunu gerçekleĢtirmektir.    

 

 Bu yöntem, Kitosan‟ın kimyasal açısından son derece kararlı olması ve 

biyouyumlu bir materyal olmasından dolayı endüstriye uygulanabilir özelliğe 

sahiptir.  Kitosan, kullanılan bütün reaktörlere uyum sağladığından, özel tip 

biyoreaktörlere de ihtiyaç duymaması açısından enzim immobilizsyon iĢlemlerinde 

oldukça cazip olmaktadır.    

 

 Kullandığımız bu yöntemin basit olması, immobilize enzimin sıcaklığa ve 

pH‟ya karĢı kararlı olup, ömrünün artması ve Kitosan‟ın sahip olduğu özellikler 

yöntemin uygulanabilirliğini arttırmaktadır.  

 

 Paraoksonaz‟ın antioksidan etkisi canlı metabolizması son derece önemli 

olduğu gibi, detoksifikasyon özelliği hem canlı hemde çevre ile ilgili sondere önemli  

bir özelliktir.    

 

 Ġmmobilizasyon iĢlemi ile kararlılığı arttırılmıĢ paraoksonaz‟ın canlılılarda 

eksikliğinin bulunması durumunda uygun reaktörler hazırlanarak bu eksikliğin 

giderilmesine imkan sağlanabilir.  Bunun yanında detoksifikasyon özelliği örneğin 

atık suların temizlenmesi, hava ile ilgili toksik özelliği olan bileĢiklerin 

uzaklaĢtırılması gibi çevre ile ilgili iĢlemlerde yine uygun reaktörler hazırlanarak 

toksik özelliği bulunan bileĢikler ortamdan uzaklaĢtırılabilir. 
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MATERYAL VE YÖNTEM 

 

2.1 MATERYALLER 

 

2.1.1 Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

 Deneysel çalıĢmalarda kullanılan Sepharose-4B, 9-Aminofenantren, L-Tirozin, 

standart serum albumin, sodyumbikarbonat, TEMED, Tris-HCL,Triton X-100, paraoxon, 

Chitosan powder Sigma Chemical‟den; sodyum hidroksit, amonyum sülfat, glisin, 

fosforik asit, asetik asit, etil alkol, hidroklorik asit, sodyum dihidrojen fosfat, β-

merkaptoetanol, sodyum dodesil sülfat, akrilamid, N,N-metilen bis-akrilamid, amonyum 

persülfat, bromofenol mavisi, gliserol, Coomassie Brillant Blue G-250, sodyum 

bikarbonat, sodyum fosfat, potasyum fosfat, kalsiyum klorür Merck A.G.‟den sağlandı. 

 

2.1.2 Kullanılan Alet ve Cihazlar 

 

Bu çalıĢmada aĢağıdaki alet ve cihazlardan yararlanılmıĢtır. 

pH metre                                                         (Orion-model 920A) 

UV-Spektrofotometre                                     (CARY 1E, UV-Visible Spectrophotometer-

VARIAN )      

Manyetik KarıĢtırıcı                                        (IKA Combimag RCO)  

Kronometre                                                     (Hanhard, Elektronisch Digital Stoppuhr) 

Terazi                                                               (libror, AEG-220 (Shimadzu) 

Otomatik Pipetler                                            (fischer) 

Homojenize Edici                                            (Ev tipi blender) 

Derin Dondurucu                                             (Sanio Medical Freezer) 
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2.1.3. Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanması 

 

Hidrofobik jelin sentezinde kullanılan tamponlar 

 

0.1 M NaHCO3 tamponu (pH 10.0); 8,401g (0.1 mol) NaHCO3 950 mL distile suda 

çözülerek, 1N NaOH ile pH‟sı 10,0‟a getirildi ve son hacim 1 L‟ye tamamlandı.  

 

0.2 M NaHCO3 tamponu (pH 8.8);8,401 g (0.1 mol) NaHCO3 450 mL distile suda 

çözülerek, 1N NaOH ile pH‟ı 8,8‟e getirildi ve son hacim distile su ile 500 mL‟ye 

tamamlandı.  

 

0.01 M Na2HPO4 tamponu (pH 6.0);1,42 g (0,01 mol) Na2HPO4 950 mL distile 

suda çözülerek, 1N NaOH ile pH‟sı 6.0‟a getirildi ve son hacim distile su ile 1L‟ye 

tamamlandı.  

 

Hidrofobik jelin dengelenmesi için kullanılan tampon:  1M (NH4)2SO4 içeren, 0.1 

M Na2HPO4 tamponu (pH 8.0); 14,2g (0.1 mol) Na2HPO4 ve 132,14 g (1 mol) 

(NH4)2SO4 950 mL distile suda çözülerek, 1N HCl ile pH‟sı 8,0‟e getirildi ve son 

hacim distile su ile 1L‟ye tamamlandı.  

 

Hidrofobik jele bağlanmış PON1 enziminin elüsyonu için kullanılan çözelti: 1M 

(NH4)2SO4içeren, 0.1 M Na2HPO4 tamponu (pH 8,0) ve 0.1 M Na2HPO4 tamponu 

(pH 8,0) ile gradient mikser kullanılarak tuz gradienti oluşturuldu; 14,2g (0.1 mol) 

Na2HPO4 ve 132,14 g (1 mol) (NH4)2SO4 950 mL distile suda çözülerek, 1N HCl ile 

pH‟sı 8.0‟e getirildi ve son hacim distile su ile 1 L‟ye tamamlandı. 14,2 g (0.1 mol) 

Na2HPO4 950 mL distile suda çözülerek, 1 N HCl ile pH‟sı 8,0‟e getirildi ve son 

hacim distile su ile 1 L‟ye tamamlandı. 

 

Proteinlerin kantitatif tayininde kullanılan çözelti: 100 mg Coomassie brillant 

blue G-250, 50 mL etanol de çözüldü. Bu çözeltiye 100 mL %85‟lik fosforik asit 

ilave edildi. Çözeltinin son hacmi distile su ile 1L‟ye tamamlandı.  
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Amonyum sülfat çöktürmesi sonucunda oluşan çökeleğin alındığı tampon: 0,1 M 

Tris-Baz tamponu (pH 8,0);1.211 g (0,01 mol) tris-Baz 95 mL distile suda çözülerek, 

1N HCl ile pH‟ı 8,0‟a getirildi ve son hacim distile su ile 100 mL‟ye tamamlandı. 

 

Substrat çözeltisi: 2 mM paraokson çözeltisi;10,8 l paraokson, 1 mL asetonda 

iyice çözüldükten sonra üzerine 1 mL bazal aktivite tamponu eklendi ve iyice 

karıĢtırıldıktan sonra kullanıldı. 

 

Paraoksonaz aktivite ölçümünde kullanılan bazal aktivite tamponu: 2 mM CaCl2 

içeren 100 mM tris-HCl, pH=8;  3,0285 g (25mmol) Tris, 200 mL distile suda 

çözüldü.  1 N HCl ile pH‟ı 8,0‟e getirildi.  0,0555 g (0,5 mmol) CaCl2 katılarak son 

hacim 250 mL‟ye tamamlandı. 
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SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan numune tamponu; 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8)   2,5 mL 

% 10‟luk SDS    4,0 mL 

Gliserol    2,0 mL 

β-merkaptoetanol   1,0 mL 

Bromfenol mavisi    0,01 g 

Distile su    0,5 mL  

 SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan tank tamponu; 

 

Tris-HCl    3 g 

Glisin      14,4 g 

SDS-     1,0 g 

 SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan ayırma ve yığma jellerinin 

hazırlanışı; SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan jel karıĢımlarının 

hazırlanıĢı ve kullanılan miktarları Çizelge 2.1‟de verilmektedir.  

 

 SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan renklendirme çözeltisi; 

0,66 g Coomassie brillant blue G-250, 120 mL metanolde çözüldü. Bu 

çözeltiye 24 mL saf asetik asit ve 120 mL distile su ilave edildi.  

 

 SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan renk açma çözeltisi; 

Hacimce % 7,5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87,5 mL distile su içermektedir. 

Bu amaçla 75 mL asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karıĢtırıldı.  
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Çizelge 2.1. SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan jel karıĢımlarının miktarları 

 Ayırma Jeli Yığma Jeli 

%10 %3 

Akril amid/Bis 

Akril amid : 15 g           Bis : 0,4 g 

Alınarak son hacim distile su ile 50 mL'ye tamamlanır. 

16,65 mL 2,6 mL 

Distile su 20,1 mL 

 

12,2 mL 

 

1.5 M tris-HCL (pH 8.8) 

Tris-HCI            11.82 g 

Alınarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH ilave 

edilerek son hacim distile su ile 50 mL'ye tamamlanır. 

12,5 mL _ 

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 

Tris-HCI             3.94 g 

Alınarak pH 6.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH ilave 

edilerek son hacim distile su ile 50 mL'ye tamamlanır. 

 

_ 

 

5 mL 

% 10 'luk SDS 

SDS                      1g  

Alınarak son hacim distile su ile 10 mL'ye tamamlanır. 

0,5 L 200 L 

TEMED 25 L 20 L 

%10'luk amonyum persülfat 

Amonyum persülfat      1g Alınarak son hacim distile su 

ile 10 mL'ye tamamlanır. 

750 L 400 L 
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2.2. YÖNTEMLER 

 

 2.2.1.Kan serumunun ayrılması 

 

Kan numuneleri, kuru santrifüj tüpüne alındıktan sonra 5000 rpm‟de, +4
o
C‟de 

ve 10 dakika santrifüj edilerek serumlarının ayrılması sağlanmıĢtır.  Ayrılan serum 

aynı gün deneysel çalıĢmalarda kullanılmıĢtır. 

 

 2.2.2. Enzim Aktivite Tayini 

 

 Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.  

Aktivite ölçümü için 0,05 mL enzim çözeltisi (serum) alınıp daha önceden 

hazırlanmıĢ olan 1mL tampon (100 mM tris-baz pH:8,00) + substrat (1 mM 

paraoksan) + koenzim (2 mM CaCl2) çözeltisine çabuk bir Ģekilde eklendikte sonra 

412 nm‟de 37 
o
C‟de 1 dakikadaki absorbansta meydana gelen değiĢme okundu.  Bu 

Ģekilde paraoksanın p-nitrofenole enzimatik dönüĢüm hızı tespit edildi.  Aynı iĢlem 

enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi.  1 Unite 

paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenolün µmol‟ü olarak tayin edildi.  

 

2.2.3.Bradford Yöntemiyle Kantitatif Protein Tayini 

 

 Amonyum sülfat çöktürmesi sırasında elde edilen çözeltilerdeki protein 

miktar tayinleri bu yöntemle belirlendi.  Bu yöntem, proteinlerin fosforik asitli 

ortamda, Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile kompleks oluĢturması, oluĢan 

kompleksin 595 nm‟de maksimum absorbans göstermesi esasına dayanır [104]. Bu 

yöntemin diğer protein tayini yöntemlerinden üstün tarafı, çok kısa sürede 

uygulanması, bozucu faktörlerin az olması, protein boya kompleksinin çözeltilerde 

uzun süre kalmasıdır.  Bu yöntemin hassasiyeti 1-100 µg arasındadır. 

  

Protein tayini iĢleminde Ģu yol izlendi: 1 mL‟sinde 1 mg protein ihtiva eden 

standart sığır albümin çözeltisinden tüplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 

100 µl alındı. 100mM Tris-HCl tamponu (pH:8,00) ile tüm tüplerin hacimleri 
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0.1mL‟ye tamamlandı.  5mL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tüpe 

ilave edildi. Tüpler vorteks ile karıĢtırılarak 10 dakika sonra 595 nm‟de 3 mL‟lik 

küvetlerde köre karĢı absorbans değerleri okundu.  Kör olarak 0,1 mL‟lik 100 mM 

Tris-HCl (pH:8,00) tamponu olan 1. tüp kullanıldı.  Okunan absorbans değerlerine 

karĢılık gelen µg protein değerleri ile standart grafik hazırlandı (ġekil 3.2).  

 

 Enzim örneklerinden 0,1‟er mL 2 ayrı tüpe alınarak üzerlerine 5‟er mL 

Coomassie reaktifi ilave edildi.  Vorteksde karıĢtırıldıktan 10 dakika sonra 595 

nm‟de absorbansları ölçüldü.  Ġki ölçümün ortalama absorbansına karĢılık gelen 

protein miktarı standart grafik yardımıyla hesaplandı. 

 

2.2.4 İmmobilizasyon Ürünlerinin Aktivitesi 

 

Ġmmobilizasyon verimi, enzim ve aktivite çiftlerinin ürünleriyle 

değerlendirilir.  Enzim bağlanma ürünü, ηenz (%) ve aktivite bağlanma ürünü ηact (%) 

aĢağıdaki gibi hesaplandı : 

ηenz = P1/P0 x 100 

ηact = SA2/SA1 x 100 

P1 olarak ifade edilen immobilize enzimin miktarı, P0 olarak ifade edilen 

serbest enzimin miktarıdır.  SA2 immobilize enzimin spesifik aktivitesi ve SA1 olarak 

ifade edilen serbest enzimin spesifik aktivitesidir. 

 

 2.2.5. Enzimin Saflaştırılması 

 

 2.2.5.1. Amonyum Sülfat Çöktürmesi  

 

 Amonyum sülfat, belirli doygunluk derecelerine göre belirli proteinlerin 

çökelmesini sağlayan 2 değerlikli, çok kullanılan bir tuzdur.  Bu amaçla literatürden 

bakılarak %60-80 amonyum sülfat çöktürmesi [100] aĢağıda verilen formülle 

belirlendi; 
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V : Serum hacmi 

S1 : 1‟in kesri Ģeklinde mevcut amonyum sülfat doygunluğu 

S2 : 1‟in kesri Ģeklinde istenilen amonyum sülfat doygunluğu  

 

2.2.5.2. Hidrofobik Etkileşim Kromatogafisi ile Enzimin Saflaştırılması 

 

 2.2.5.2.1. Sepharose 4B’nin Aktifleştirilmesi 

 

 10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yıkanarak dekante edildi.  Üzerine 

eĢit hacimde distile su eklendi.  KarıĢtırılmakta olan jel süspansiyonuna 4 g CNBr‟in 

hepsi birden katıldı. pH metre kullanılarak süspansiyonun pH‟sı 4 M NaOH ile 

hemen 11‟e çıkarıldı ve reaksiyon bu pH‟da muhafaza edildi.  Reaksiyona pH 

değiĢmeyene kadar devam edildi. (10-15 dakika) Çok miktarda buz süspansiyona 

katıldı ve karıĢım bir buhner hunisine nakledildi. Daha sonra 250 mL soğutulmuĢ 0,1 

M Na2HCO3 tamponu (pH 10,00) ile yıkandı (ġekil 2.1).  

 

 

 

Şekil 2.1. Sepharose 4B‟nin aktifleĢtirilmesi 
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2.2.5.2.2. L-tirozinin Bağlanması 

 

CNBr ile aktifleĢtirilmiĢ matriks üzerine, 20 mL‟sinde 15 mg tirozin içeren 

0,1 M NaHCO3 tamponunun (pH 10,00) soğuk çözeltisi ilave edilerek 90 dk 

karıĢtırıldı. Bundan sonra süspansiyon 16 saat 4
o
C‟de bekletildi.  Bu sürenin 

bitiminde yıkama suyu 280 nm‟de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yıkandı.  

Böylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklaĢtırılmıĢ oldu.  Yıkama 100 mL 

0,2 M NaHCO3 tamponu (pH: 8,8) ile tekrarlandı.  Tirozinle modifiye sepharose-4B 

aynı tamponun 40 mL‟si içine alındı (ġekil 2.2).  

 

 

Şekil 2.2. L-Tirozinin Bağlanması 

 

 2.2.5.2.3. 9-Aminofenantren Bileşiğinin Bağlanması 

 

 25 mg 9-Aminofenantren0 
o
C cıvarında 10 mL THF içerisinde çözüldü.  75 

mg NaNO2 ihtiva eden 0 
o
C‟deki 5 mL 1 M HCl içinde hazırlanan çözelti, 9-

Aminofenantren çözeltisine damla damla katıldı.  10 dakika reaksiyondan sonra 

diazolanmıĢ bulunan 9-Aminofenantren, 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin 

süspansiyonuna ilave edildi.  pH: 9,5‟a çıkarılarak sabit tutuldu ve 3 saat oda 

sıcaklığında karıĢtırıldı.  Daha sonra 1 L saf su ve ardından 200 mL 0,01M Na2HPO4 

(pH: 6,0) tamponu ile yıkandı ve aynı tamponda muhafaza edildi (ġekil 2.3).  Bu süre 

sonunda renksiz olan çıkıĢ maddelerinden bordo renkli bir jel elde edildi. 
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Şekil 2.3. 9-Aminofenantren bileĢiğinin bağlanması 
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2.2.6. Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-

PAGE) ile Enzim Saflığının Kontrolü 

 

Paraoksonaz enziminin hidrofobik etkileĢim kromatogafisi ile 

saflaĢtırılmasından sonra iki farklı akrilamid konsantrasyonunda; yığma jeli % 3, 

ayırma jeli % 10 olacak Ģekilde kesikli sodyum dodesil sülfat jel elektroforezi (SDS-

PAGE) Laemmli [101] tarafından belirtilen yöntemle yapılarak enzimin saflık 

derecesi kontrol edildi.  

 

 Bu amaçla elektroforez cam plakaları önce su, sonra etil alkol ile iyice 

temizlendi.  Daha sonra plakalar arasına plastik aralık oluĢturucusu yerleĢtirilerek iki 

cam plaka birbiri üzerine konuldu ve elektroforezin dökme aparatına sabitlendi.  

Çizelge 2.1‟de belirtildiği Ģekilde hazırlanan ayırma jeli plakalar arasına üstten 2-3 

cm kalana kadar enjektörle döküldü.  Jel içerisinde hava kabarcığı kalmamasına 

dikkat edildi. Jel yüzeyinin düzgün olması için n-bütanol ile ince bir tabaka 

oluĢturuldu.  Polimerizasyon tamamlandıktan sonra (1 gece) üst yüzeydeki n-bütanol 

döküldü.  Daha sonra cam plakaların arasına tamamen doluncaya kadar 

polimerleĢmiĢ ayırma jelinin üzerine yığma jeli ilave edildi.  Jel kasetindeki yükleme 

jelinin üzerine tarak dikkatlice yerleĢtirilerek jelin polimerleĢmesi beklendi (30 

dakika).  Yükleme jeli polimerleĢtikten sonra tarak kuyucukların arasının 

bozulmamasına dikkat edilerek çıkarıldı.  Kuyucuklar önce saf suyla sonra tank 

tamponuyla yıkandı.  Polimerize jellerin bulunduğu kaset elektroforez tankına 

yerleĢtirildi.  Elektroforez tankının alt ve üst kısmına yürütme tamponu konuldu.  

 

 Hidrofobik etkileĢim kromatogafisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan 

yüksek aktivite gösterenler birleĢtirildi.  Elde edilen çözelti toplam hacim 100 μl 

olacak Ģekilde 1:1 oranında numune tamponuyla karıĢtırıldı. β-galaktosidaz (116.0 

kDa), sığır serum albumin (66.2 kDa), yumurta albumini (45.0 kDa), laktat 

dehidrogenaz (35.0 kDa), REase Bsp98I (25.0 kDa), β-laktoglobulin (18,4 kDa) ve 

Lizozim (14,4 kDa) içeren standart protein çözeltisi 1:1 oranında numune 

tamponuyla karıĢtırıldı. Jele yüklenecek numuneler 3 dakika 100 
o
C‟de termoblok da 
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bekletildi. Numuneler soğutularak kuyucuklara yüklendi. Elektroforez güç kaynağına 

bağlanarak 80 volt‟a ayarlandı.  Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan 

numune tamponu içindeki boyaya ait bant ayırma jeline ulaĢtığında voltaj 120 volt‟a 

yükseltildi.  Yürütme iĢlemine proteinler, jelin altına 1cm kalana kadar devam edildi.  

Daha sonra akım kesilerek yürütme durduruldu.  Cam plakalar arasındaki jel 

dikkatlice çıkarıldı yığma jeli kesilip ayrıldıktan sonra protein bantlarını içeren 

ayırma jeli renklendirme çözeltisi içine konuldu ve 1,5-2 saat kadar çalkalayıcı 

üzerine bırakıldı.  Daha sonra jel renklendirme çözeltisinden çıkartılarak 

renksizleĢtirme çözeltisine kondu.  Belirli aralıklarla değiĢtirmek suretiyle jelin 

zemin rengi açılıp protein bantları belirginleĢinceye kadar bu çözelti içinde 

çalkalandı.  Jel renksizleĢtirme çözeltisinden çıkarıldıktan sonra jel görüntüleme 

sistemi (UVP) ile görüntü bilgisayara aktarıldı.  

 

2.2.7. Saflaştırılan Enzimin İmmobilizasyonu 

 

2.2.7.1. Kitosan Taneciklerinin Hazırlanması 

 

Kitosan taneciklerinin hazırlanmasında Shao-Hua Chiu ve arkadaĢlarının 

yöntemi kullanıldı [117].  0,5 ml asetik asit 50 ml distile suya eklendi (1 v/v%).  1,5 

gr Kitosan tozu 50 ml suya eklendi ve 10 dk. oda sıcaklığında karıĢmaya bırakıldı (3 

w/v%).  Daha sonra kitosan solusyonu sulu asetik asit solüsyonuna eklenerek oda 

sıcaklığında 3 saat karıĢtırıldı. 

 

Shao-Hua Chiu ve arkadaĢlarının yöntemine göre ikinci basamakta gereken 

koagulasyon çözeltisi Ģu Ģekilde hazırlandı : 

 

26 ml etil alkol 100 ml distile suyla karıĢtırıldı (%26 v/v).  4 gr sodyum 

hidroksit 100 ml distile suda çözüldü (1 N NaOH).  Etil alkol çözeltisiyle sodyum 

hidroksit çözeltisi birleĢtirildi. 

 

Kitosan solusyonu oda sıcaklığında koagulasyon çözeltisine mikropipet 

yardımıyla 3 saat damla damla eklenerek Kitosan tanecikleri oluĢturuldu. Distile su 
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ile vakum altında süzülerek yıkanan tanecikler 0,05 M fosfat tamponunda saklandı 

(pH=7). 

 

2.2.7.2.Enzimin Kitosan Taneciklerine Bağlanması 

 

Enzimlerin Kitosan polimerindeki amin gruplarıyla bağlanmasında geleneksel 

glutaraldehit ile bağlanma metodu kullanıldı.  %5‟lik glutaraldehit çözeltisi 

hazırlanan kitosan taneciklerinin bulunduğu çözeltiye eklendi.  Çalkalayıcıda 4 saat 

+4
o
C‟de karıĢtırıldı.  Son olarak bağlanmayan glutaraldehitler distile suyla vakum 

altında yıkanarak uzaklaĢtırıldı. 

 

2.2.8. İmmobilize ve Serbest Enzimin Zaman, Sıcaklık ve pH ile 

değişimleri ve termal stabiliteleri 

 

2.2.8.1. İmmobilize ve Serbest Enzimin Aktivitelerinin Zamana Bağlı 

Olarak Değişimleri 

 

Hem immobilize hem de serbest enzimin aktivite ölçümleri 48 saatlik aralarla 

624. saate kadar sürdürüldü.  624. saatten sonra kitosan taneciklerinin parçalanmaya 

baĢlaması nedeniyle  ölçüm bitirildi. 

 

2.2.8.2. İmmobilize ve Serbest Enzimin Termal Stabiliteleri 

 

Serbest paraoksanaz enziminin 38
o
C‟de en yüksek aktivite değerine sahip 

olduğu bildirilmiĢtir.  Bunun yanında paraoksonaz‟ın 45
o
C „de denatüre olduğu 

belirtilmiĢtir. Ġmmobilize edilmiĢ enzimle serbest enzimin termal stabilitelerinin 

belirlenmesi için 37
o
C, 45

o
C, 65

o
C sıcaklıklardaki aktivitesinin 30 dakika arayla 

enzim aktivite ölçümü incelendi. 
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2.2.8.3. İmmobilize ve Serbest Enzimin pH’a Bağlı Olarak Değişimleri 

 

Serbest paraoksanaz enzimi ile immobilize enzimin farklı pH‟larda (pH = 6.5, 

7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0, 10.5, 11.0 (2 Mm CaCI2 içeren 10 Mm tris-HCI 

tamponu) arasındaki enzim aktivite değiĢimi ölçüldü.   

 

2.2.8.4.Serbest ve İmmobilize Enzimin Sıcaklıkla Aktivitelerinin Değişimi 

Serbest ve immobilize enzimin sıcaklıkla olan aktivite değiĢimlerini 

gözlemlemek amacıyla her ikisinin de 20
o
C ile 70

o
C arasındaki aktivite değerleri 

incelendi. 

 

2.2.9. Optimum şartlarda KM ve Vmax değerlerinin bulunması 

 

KM ve Vmax değerlerinin tespit edilmesi amacıyla optimum Ģartlarda (37
o
C‟de 

ve 0,1 M pH:8 tris-base tamponunda) hem serbest hem de immobilize enzimin 

paraokson substratının sekiz farklı konsantrasyonunda enzim aktivitesi ölçümü 

yapıldı.  Her ölçüm iki defa tekrarlanarak, bulunan değerlerin ortalaması alındı. 

 

1/V ve 1/[S] değerleri bulunarak Lineweaver-Burk gafiği çizildi. KM ve Vmax 

değerleri gafiğin denklemlerinden yararlanılarak bulundu.  
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 3. BULGULAR 

 

 3.1. Enzimin Saflaştırılması 

 

 3.1.1. Amonyum Sülfat Çöktürmesi 

 

 Amonyum sülfat, belirli doygunluk derecelerine göre belirli proteinlerin 

çökelmesini sağlayan 2 değerlikli, çok kullanılan bir tuzdur.  Bu amaçla %60-80 

amonyum sülfat çöktürmesi  [100] aĢağıda verilen formülle tespit yapıldı: 

 

 
 

2

12
424

54.3

77.1

S

SSxVx
SONHg




  

 

V : Serum hacmi 

S1 : 1‟in kesri Ģeklinde mevcut amonyum sülfat doygunluğu 

S2 : 1‟in kesri Ģeklinde istenilen amonyum sülfat doygunluğu  

 

3.1.2. Hidrofobik Etkileşim Kromatografisi ile Enzimin Saflaştırılması 

 

Bölüm 2.2.5.2.3‟de belirtildiği Ģekilde hazırlanan hidrofobik etkileĢim kolonu 

önce 1M (NH4)2SO4 içeren 0,1 M Na2HPO4 pH:8,0 tamponu ile dengelendi.  

Kolonun dengeleme iĢlemi bittikten sonra, jel üzerindeki tampon çözeltisi jel 

seviyesine kadar indirildi.  Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen serum 

enzim çözeltisi 1 M amonyum sülfat doygunluğuna getirildikten sonra kolona tatbik 

edildi.  Kolona 1 M (NH4)2SO4 içeren 0,1 M Na2HPO4 pH:8,0  tamponu ve 0,1 M 

Na2HPO4 pH:8,0 tamponu ile oluĢturulan yüksek tuz konsantrasyonundan düĢük tuz 

konsantrasyonuna doğru tuz gradienti uygulandı.  Alttan gelen yıkama ve elüsyon 

çözeltisi 1,5 mL halinde tüplere toplandı.  Yıkama ve elüsyon iĢlemi 280 nm‟deki 

absorbans sıfır oluncaya kadar devam edildi. 0,1 M Tris-HCl pH:8,0 tamponu kör 

olarak kullanılarak her bir tüpte 280 nm‟de kalitatif protein tayini ve 412 nm‟de 
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aktivite tayini yapıldı.  Elde edilen değerlerin tüp numarasına karĢı aktivite ve protein 

miktarı grafiği çizildi (ġekil 3.1).   

 

 

Şekil 3.1 Hidrofobik etkileĢim kolonundan PON1 enziminin elüsyon grafiği 

(kolondaki jel yüksekliği 7 cm ve çap 1 cm) 

 

3.2.  Kantitatif Protein Tayini İçin Hazırlanan Standart Eğri 

 

Hidrofobik etkileĢim kromatografisi sonunda enzim aktivitesine rastlanan 

tüpler birleĢtirildi.  Kolona tatbik edilen numune ve birleĢtirilen elüat çözeltileri için 

Bradford metoduyla kantitatif protein tayini yapıldı.  Daha sonra aktivite tayinleri 

yapılarak spesifik aktiviteler ve saflaĢtırma oranları tespit edildi.  Sonuçlar çizelge 

3.2‟de verildi.  

Serumdan elde edilen enzim çözeltisi ve saflaĢtırma basamakları sonundaki enzim 

çözeltilerinin protein miktarları bu standart grafiğe göre belirlendi.  Standart çözeltideki 

mg proteine karĢılık gelen absorbans değerleri ġekil 3.1‟de gösterilmiĢtir. 
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Şekil 3.2 Bradford yöntemi ile protein miktarının tayin edilmesinde kullanılan 

standart grafik 

 

 

y = 1,0461x - 8,1333 
R² = 0,992 
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Çizelge 3.1 SaflaĢtırma Tablosu 

 

 

Saflaştırma 

Basamağı 

 

 

Hacim (ml) 

 

Toplam Aktivite 

(unit) 

 

Toplam Protein 

(mg) 

 

Spesifik Aktivite 

(unit/mg) 

 

Verim (%) 

 

Saflaştırma 

Derecesi 

 

Serum 

 

 

 

55 

 

743,3 

 

317,7 

 

2,34 

 

100 

- 

 

(NH4)SO4Çöktürmesi 

 

 

 
34 

 
493,9 

 
201,9 

 
2,44 

 
66,44 

 
1,04 

 

Hidrofobik Etkileşim 

Kromatografisi 

 

 

 
1,5 

 
109,6 

 
0,089 

 
1231 

 
14,74 

 
526 



52 

 

3.3. Serum Paraoksonaz Enzimlerinin SDS Poliakrilamid Jel 

Elektroforezi 

 

 Hidrofobik etkileĢim kolonundan saflaĢtırılan serum paraoksonaz enziminin 

saflığını kontrol etmek amacıyla bölüm 2.2.6.‟da anlatıldığı Ģekilde hazırlanan SDS 

poliakrilamid jel elektroforezine serumdan saflaĢtırılan paraoksonaz enzim numunesi 

tatbik edildi.  Protein bantları içeren jellerin görüntüleri jel görüntüleme sistemi ile 

bilgisayara aktarıldı (ġekil 3.3).  

 

 

 

Şekil 3.3. Hidrofobik etkileĢim kromatografisi ile saflaĢtırılan paraoksonaz 

enziminin SDS-polakrilamid jel elektroforezi.  Molekül ağırlık standartları; (β-

galaktosidaz (116.0 kDa), sığır serum albumin (66.0 kDa), yumurta albumini (45.0 

kDa), laktat dehidrogenaz (35.0 kDa), REase Bsp98I (25.0 kDa), β-laktoglobulin 

(18,4 kDa), Lizozim (14,4 kDa) 

 

116.0 kDa 

66.0 kDa 

45.0 kDa 

35.0 kDa 

25.0 kDa 

65.0 kDa 
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3.4. Optimum Şartlarda Serbest Enzimin Km ve Vmax Değerlerinin 

Bulunması 

 

Serbest enzimin KM ve Vmax değerlerinin bulunması amacıyla, optimum 

Ģartlarda paraokson substratının değiĢen konsantrasyonlarında enzim aktivitesi 

ölçümleri yapıldı.  Her ölçüm üç defa yapılarak bulunan değerlerin ortalaması alındı.  

412 nm‟de ölçülen aktivite değerleri reaksiyon hızı (U/ml dakika) olarak alındı.  1/V 

ve 1/[S] değerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri çizildi (ġekil 3.4).  

Grafikten yararlanarak KM değeri 1,067 ve Vmax değeri 125 U/ml dakika olarak 

bulundu. 

 

 

Şekil 3.4. SaflaĢtırılmıĢ insan serum PON1 enziminin paraokson substratı ile elde 

edilen Lineweaver-Burk grafiği. 

 

y = 74,627x + 79,863 
R² = 0,9937 
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Çizelge 3.2. Ġnsan serum PON1 enziminin paraokson substratı kullanılarak, Km ve Vmax değerlerinin tespitinde kullanılan çözeltilerin 

hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] değerleri. 

100 Mm Tris 

Tamponu 

(µl) 

Enzim 

Çözeltisinin 

Hacmi (µl) 

Substrat 

Çözeltisinin 

Hacmi (µl) 

Küvetteki 

Toplam 

Hacim (µl) 

Küvetteki 

Substrat 

Konsantrasyonu 

[S] (mM) 

ΔOD 

(412 nm) 

Aktivite 

(U/ml dak) 

1/V x 10
-4

 1/[S] 

990  

 

 

 

50 

10  

 

 

 

1050 

0,2 0,037 44,57 224 2 

980 20 0,4 0,039 46,98 213 1,67 

975 25 0,5 0,043 52,34 191 1,43 

970 30 0,6 0,046 55,42 180 1,25 

965 35 0,7 0,049 59,03 169 1,19 

960 40 0,8 0,053 63,85 156 1,11 

950 50 1 0,055 66,26 151 1 

940 60 1,2 0,059 71,08 141 0,83 
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 3.5. İmmobilize EnziminKM ve Vmax Değerlerinin Bulunması 

 

Ġmmobilize enzimin KM ve Vmax değerlerinin bulunması amacıyla, optimum 

Ģartlarda paraokson substratının değiĢen konsantrasyonlarında enzim aktivitesi 

ölçümleri yapıldı.  Her ölçüm üç defa yapılarak bulunan değerlerin ortalaması alındı.  

412 nm‟de ölçülen aktivite değerleri reaksiyon hızı (U/ml dakika) olarak alındı.  1/V 

ve 1/[S] değerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri çizildi (ġekil 3.4).  

Grafikten yararlanarak Km değeri 1,755 ve Vmax değeri 181 U/ml dakika olarak 

bulundu. 

 

Şekil 3.5. Ġmmobilize edilmiĢ insan serum PON1 enziminin paraokson substratı ile 

elde edilen Lineweaver-Burk grafiği. 

y = 96,628x + 55,043 
R² = 0,9986 
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Çizelge 3.3. Ġmmobilize edilmiĢ Ġnsan serum PON1 enziminin paraokson substratı kullanılarak, Km ve Vmax değerlerinin tespitinde kullanılan 

çözeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] değerleri. 

100 Mm Tris 

Tamponu 

(µl) 

Enzim 

Çözeltisinin 

Hacmi (µl) 

Substrat 

Çözeltisinin 

Hacmi (µl) 

Küvetteki 

Toplam 

Hacim (µl) 

Küvetteki 

Substrat 

Konsantrasyonu 

[S] (mM) 

ΔOD 

(412 nm) 

Aktivite 

(U/ml dak) 

1/V x 10
-4

 1/[S] 

990  

 

 

 

50 

10  

 

 

 

1050 

0,2 0,033 39,75 251 2 

980 20 0,4 0,039 46,98 212 1,67 

975 25 0,5 0,043 51,80 193 1,43 

970 30 0,6 0,046 55,41 180 1,25 

965 35 0,7 0,049 59,03 169 1,19 

960 40 0,8 0,051 61,49 162 1,11 

950 50 1 0,056 67,46 148 1 

940 60 1,2 0,060 72,28 138 0,83 
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 3.6. İmmobilize ve Serbest Enzimin Zamana Bağlı Olarak Değişimi 

 

Hem immobilize hem de serbest enzimin +4
o
C „de aktivite ölçümleri 48 

saatlik aralarla 624. saate kadar sürdürüldü.  624. saatten sonra kitosan taneciklerinin 

parçalanmaya baĢlaması nedeniyle  ölçüm bitirildi. 

 

 

Şekil 3.6. Ġmmobilize ve Saf Enzimin Aktivite Zaman Grafiği 
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3.7. İmmobilizasyon Ürünlerinin Aktivitesi 

  

 Enzim immobilizasyonun verimini belirlemek amacıyla hidrofobik etkileĢim 

kolonundan saflaĢtırılan saf paraoksonaz enziminin ve immobilize enzimin Bradford 

yöntemiyle protein miktarları ve spesifik aktiviteleri bölüm 2.2.4 „de ifade edilen 

hesaplama yöntemiyle hesaplanmıĢ ve aĢağıdaki sonuçlar elde edilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.4. Kitosan tanecikleri üzerine immobilize edilmiĢ insan serum PON1 

enziminin bağlanma etkisi. 

Serbest Enzim İmmobilize Enzim 

Protein 

(µg/10 

kitosan 

taneciği) 

Spesifik 

Aktivite(unit/µg) 

Yıkanan 

Proteinler 

(µg) 

Bağlanan 

Proteinler 

(µg) 

Toplam 

Aktivite 

(unit) 

Spesific 

Aktivite 

(unit/µg) 

Verim 

(%) 

47 2,34 15 32 93,97 2,93 68 

 

 

 3.8.  Saf ve İmmobilize Enzimin Termal Stabilitesi 

 

 Saf enzimin ve immobilize enzimin termal stabilitesini belirlemek amacıyla 

bölüm 2.2.8.2‟de anlatıldığı gibi uygulanmıĢ ve ġekil 3.7., ġekil 3.8. ve ġekil 

3.9.‟daki sonuçlar elde edilmiĢtir. 
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Şekil 3.7. 37
o
C‟de immobilize ve saf enzimin % rezidual aktivite-zaman grafiği 
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Şekil 3.8. 45
o
C‟de immobilize ve saf enzimin % rezidual aktivite-zaman grafiği 
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Şekil 3.9. 65
o
C‟de immobilize ve saf enzimin % rezidual aktivite-zaman grafiği 
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 3.9. Aktivitenin pH İle Değişimi 

 

 pH‟ın saf enzime ve immobilize enzime etkisini belirlemek amacıyla bölüm 

2.2.8.‟de anlatıldığı gibi uygulanmıĢ ve ġekil 3.10.‟da ki sonuçlar elde edilmiĢtir. 

 

 

Şekil 3.10. Aktivite (%) – pH grafiği 

 

Şekil 3.11. Paraoxon aktivitesi çıkarıldıktan sonraki Aktivite(%) – pH Grafiği 
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3.10 Saf ve İmmoblize Enzimin Aktivitelerinin Sıcaklıkla Değişimi 

 

Bölüm 2.2.8.4‟teaçıklandığı üzere serbest ve immobilize enzimin sıcaklıkla 

olan aktivite değiĢimlerini gözlemlemek amacıyla her ikisinin de 20
o
C ile 70

o
C 

arasındaki aktivite değerleri incelendi ve ġekil 3.11.‟deki bulgular elde edildi. 

 

 

Şekil 3.12. Ġmmobilize ve saf enzimin sıcaklık değiĢimiyle aktivitelerindeki değiĢim. 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

 Bu çalıĢmada, hem antioksidan hem de  detoksifikasyon aktivitesine sahip 

olmasından dolayı, metabolizmada önemli fizyolojik iĢlevlere sahip paraoksonaz 

enziminin immobilizasyonu için, hidrofobik etkileĢim kromatografisi jeli sentezlendi.  

Sepharose-4B-L-tirozin-9-Aminofenantren kimyasal yapısına sahip bu jel 

kullanılarak insan serumları saflaĢtırıldı.  Sonra hem kimyasal açısından kararlı ve 

biyouyumlu olmasından dolayı endüstriye uygulanabilir özelliğe sahip Kitosan 

üzerine saflaĢtırılmıĢ paraoksonaz enziminin immobilizasyonu iĢlemi gerçekleĢtirildi.   

 

 Paraoksonaz, N terminal bölgesinde bulunan ve H1 ve H2 heliks yapısında 

olan hidrofobik yapılar ile HDL‟ye bağlanmaktadır [105].  N-terminal bölgesini 

lösin, fenil alanin, prolin, isolösin, tirozin, triptofan ve valin gibi aminoasitleri ihtiva 

eden 7-18 residüler arası H1 hidrofobik ucu, 185-202 residüler arası da H2 

hidrofobik ucu oluĢturmaktadır. Ayrıca paraoksonaz‟in hidrofobik yüzeyi ile HDL 

arasında triptofan, tirozin ve lizin aminoasitlerince zengin aromatik ve kısmen 

hidrofilik bölge bulunmaktadır [106].   

 

 Hidrofobik etkileĢim kromatografisinde kullanılan jel, ardıĢık üç 

basamaktasentezlenmiĢtir.  Önce matriks olarak seçilen Sepharose-4B, CNBr ile 

aktifleĢtirildi ve buna uzantı kolu olarak L-tirozin bağlandıktan sonra, 9-

Aminofenantren bileĢiği katıldı.  Sepharose-4B‟nin matriks olarak seçilmesinin 

baĢlıca sebebi çok iyi akıĢ özelliğine sahip olması ve ayrıca serbest –OH grupları 

taĢıdığından, CNBr ile çok kısa bir süre içerisinde aktifleĢtirilebilmesidir. 

ÇalıĢmamızda CNBr ile aktifleĢtirme iĢlemi yalnızca 10 dakikada 

gerçekleĢtirilmektedir.  Böylece jelin fizikselyapısındaki deformasyon sakıncaları 

ortadan kaldırılmıĢ oldu.   

AraĢtırmamızda matriks olarak seçilen Sepharose-4B‟ye hidrofobik ligand (9-

Aminofenantren) L-tirozin bileĢiği aracılığı ile bağlanmıĢtır.  Burada L-tirozin uzantı 

kolu olarak da görev yapmaktadır.  Uzantı kolunun hidrofobik etkileĢim 

kromatografisindeki önemi afinite kromatografisinde olduğu gibi [109] açıkça 

belirtilmemesine rağmen, hidrofobik etkileĢmede de L-tirozin bileĢiğinin önemli 
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olduğu kanaatindeyiz.  Ayrıca ligantın matrikse bağlanmasında da son derece uygun 

bir adaptör molekül olduğu L-tirozinin bir baĢka kullanım sebebidir. 

 

 Bu kromatografinin temel prensibi, yüksek tuz konsantrasyonunda 

saflaĢtırılacak biyomolekülde bulunan hidrofobik yüzey ile apolar ligand arasındaki 

hidrofobik etkileĢmedir.  Bu etkileĢmenin gerekçesi artan entropi ile açıklanmaktadır.  

Bu teknikte ligand ve matriks yapısının son derece önemli olduğu rapor edilmiĢtir.  

Kullanılacak ligantın hidrofobik karakteri kritik bir öneme sahiptir.  DüĢük 

hidrofobik karaktere sahip ligandlar kullanıldığı zaman ayrılacak moleküllerin 

kolonda etkileĢimini sağlayabilmek için yüksek tuz konsantrasyonu uygulama 

zorunluluğu vardır.  Bu durumda proteinlerin kendi aralarında hidrofobik etkileĢim 

riski daha fazladır.  Yüksek hidrofobik karaktere sahip ligand tercih edildiği durumda 

ise saflaĢtırılacak molekül ile ligand arasındaki etkileĢim artacağı için elüsyon 

sırasında problemler ortaya çıkabilir [107].  Genellikle ticari olarak bulunan 

hidrofobik etkileĢim kromatografi jellerinde hidrofobik uç olarak düz zincirli alkil 

ligandları  ve aril ligandları gibi moleküller kullanılmaktadır [108].  Bunlardan 

isopropil, butil, oktil ve fenil bileĢikleri en çok tercih edilen ligandlardır.  En popüler 

hidrofobik  etkileĢim jelinin fenil-sepharose olduğu literatürde görülmektedir 

[109].Düz zincirli alkil ligandları saf hidrofobik karakter gösterirlerken, aril 

ligandlarında hem hidrofobik hem de aromatik etkileĢimler gözlenir.  Bu amaçla 

çalıĢmamızda ligand olarak 9-aminofenantren bileĢiği kullanılmıĢtır.  PON1 

enziminin H1 ve H2 bölgelerinde fenil alanin, tirozin, triptofan gibi aromatik 

rezidülerin bulunması tarafımızdan seçilen ligandın söz konusu bölgelerle hem 

hidrofobik hem de aromatik etkileĢim yapacağı göz önüne alınarak, oldukça uygun 

bileĢik olduğu kanaatindeyiz.  Ayrıca yapılan bir çalıĢmada hidrofobik karektere 

sahip Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin bileĢiği kullanılmıĢ ve 227 kat saflaĢtırma 

elde edilmiĢtir [110].  Bu çalıĢmada ligand olarak kullanılan 1-naftilamin bileĢiğinin 

hidrofobik karekteri bizim çalıĢmamızda kullandığımız 9-aminofenantren 

bileĢiğinden daha zayıftır.  Bu sebeple bizim saflaĢtırma oranımız daha fazla 

bulunmuĢtur. 

 

 Hidrofobik etkileĢim kromatografisinde kullanılan tuzun tipi ve 

konsantrasyonu da oldukça önemlidir.  Bu kromatografide yaygın olarak kullanılan 
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tuzlar Na2SO4, K2SO4, (NH4)2SO4, NaCl, NH4Cl, NaBr, NaSCN olmasına rağmen 

amonyum sülfat en çok tercih edilendir.   

 

 AraĢtırmamızda paraoksonaz enzimini insan serumundan saflaĢtırmak için 

hidrofobik etkileĢim kromataografisi uygulanmadan önce bu kromatografi 

prosedürüne uygun ön saflaĢtırma yöntemi olarak amonyum sülfat çöktürmesi 

yapılmıĢtır.  Literatürde paraoksonaz enziminin en uygun amonyum sülfat çöktürme 

aralığı %60-80 olarak rapor edilmiĢtir [110]. 

 

 Bu yöntemle insan paraoksonaz enzimi 526 kat saflaĢtırılmıĢtır.  Enzimin 

serumdan ve karaciğerden saflaĢtırma basamaklarında kısmen farklılık 

bulunmaktadır.  Serumdan HDL‟ye bağlı olan paraoksonaz‟ın izolasyonunda, 

Cibacron blue 3GA ve daha sonra değiĢik DEAE bio gel, DEAE Sepharose CL-6B, 

DEAE-selüloz, Sephadex G-75, DEAE Trisakril M gibi kromatografi yöntemleri 

kullanılmıĢtır [111-113].  

 

 AraĢtırmamızda saflaĢtırılan enzim için SDS-PAGE uygulanmıĢtır.  Molekül 

ağırlığı yaklaĢık 65 kDa olarak tahmin edilen paraoksonaz enzimi tek bant olarak 

SDS-PAGE jelinde gözlenmiĢtir.  Bu değer literatürle uygunluk göstermektedir.  

Paraoksonaz‟ın minimum molekül ağırlığını Gan ve arkadaĢları 43 kDa olarak 

belirlemiĢlerdir [113].  Fakat enzimin yapısında, toplam molekül ağırlığının %15.8‟i 

kadar karbohidrat molekülü bulunmaktadır.  Molekül  ağırlığı taĢıdığı karbohidrat 

zincirinin varlığına bağlı olarak değiĢmektedir [114].  Ġçerdiği bu karbohidrat zinciri 

enzimin hidrolizleme reaksiyonu için gerekli değildir.  Söz konusu molekülün 

paraoksonaz‟in çözünürlüğünü ve kararlılığını arttırmada ve zar yapısına bağlanmada 

görevi olduğu düĢünülmektedir [115].Paraoksonaz‟ın molekül ağırlığı türden türe 

değiĢmemekte ve insan, tavĢan, sıçan ve koyunun paraoksonaz enziminin molekül 

ağırlığı hemen hemen benzerlik göstermektedir [113].  

 

 ÇalıĢmamızda taĢıyıcı materyal olarak kitosan kullanılmıĢtır.  Enzimlerin 

Kitosan‟a immobilizasyonu hem laboratuar koĢullarında hem de endüstriyel 

uygulamalarda kolay ve hızlıdır.  Ġmmobilizasyon yöntemi olarak Chiu ve 

arkadaĢarının yöntemi tercih edilmiĢtir. Bu yönteme göre öncelikle toz halindeki 
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Kitosan‟ın immobilizasyona uygun tanecik yapısına getirilmesi gerekmektedir. Bu 

amaçla kitosan öncelikle Asetik asit (%2 w/v) solusyonunda çözülür. Daha sonra 1 N 

sodyum hidroksit ve %26 v/v etil alkol kullanılarak koagulasyon sıvısı hazırlanır ve 

kitosan çözeltisi koagulasyon sıvısına damla damla katılarak boncuk Ģeklindeki 

kitosan taneciklerinin oluĢumu sağlanır. Daha sonra ortama %5 v/v glutaraldehit ve 

saflaĢtırılmıĢ enzim katılarak immobilizasyon gerçekleĢtirilir. [117]   

 

 Literatürde Kitosan taĢıyıcısıyla ilgili pek çok çalıĢma değiĢik enzimlere 

uygulanmıĢtır ancak paraoksonaz enziminin immobilizasyonu bulunmamaktadır.    

Yapılan çalıĢmalar sonucunda enzimin taĢıyıcıya bağlanma yüzdesi % 68 olarak 

bulunmuĢtur.  Kitosan taĢıyıcısı kullanılarak yapılan çalıĢmalarda bağlanma yüzdesi 

pek çok enzim için farklılık göstermektedir.   

 

 Literatürde paraoksonaz‟ın immobilizasyonu ile ilgili kitosan‟a bağlı 

immobilizasyon çalıĢması bulunmamaktadır.  ÇeĢitli reçineler kullanılarak 

paraoksonaz‟ın adsorbtif immobilizasyon iĢlemi denemesi yapılmıĢtır [114].  Bu 

çalıĢmalarda en önemli problem enzimin kararlılığının sağlanamamasıdır.  Enzimin 

aktivitesinin ve kararlılığının saflaĢtırıldığı kaynak ve immobilize edildiği desteğin 

türüne ve kullanılan immobilizasyon metoduna göre farklılıklar görülmesi beklenilen 

bir durumdur [116].  Bunun yanında sıcaklık ve pH aralıklarındaki değiĢim ve 

aktivite değeri kovalent immobilizasyondaki gibi kararlı değildir.  ÇalıĢmamızda 

immobilize paraoksonaz‟ın kararlılığının farklı sıcaklık ve pH değerlerinde serbest  

paraoksonaz‟a oranla daha kararlı, termal stabilitesinin daha iyi ve de en önemlisi 

aktivitite ömrünün daha uzun olduğunu göstermektedir.  Bu da yaptığımız çalıĢmanın 

önemini ayrıca göstermektedir. 

 

 Literatürde serbest paraoksonaz enzimi  için optimum pH değeri 8, 

denatürasyon sıcaklığı 45
o
C olarak bildirilmiĢtir [10].  Bu çalıĢmada serbest enzim 

ile immobilize enzimin optimum  pH değerinin de 8 olduğu bulunmuĢ, ancak 45
o
C 

ve üzerinde immobilize enzimin serbest enzime göre daha kararlı olduğu tespit 

edilmiĢtir.  Bu sonuçlarda immobilize enzimin özellikle reaktörler için uygun 

olabileceği düĢüncemizi pekiĢtirmektedir.  
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 Sepharose-4B-L-tirozin-9-Aminofenantren yapılı jel kullanılarak saflaĢtırılan 

serum paraoksonaz enziminin serbest ve immobilize formlarının kinetik sabitleri 

(Km ve Vmax) optimum pH ve sıcaklıkta paraokson substratı kullanılarak 

belirlenmiĢtir.  Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen Km ve Vmax değerleri 

sırasıyla serbest enzim için 1,067 mM ve 125 U/mldak, immobilize enzim için ise 

1,755 mM ve 181 U/mldak olarak bulunmuĢtur.  Literatürde farklı kaynaklardan elde 

edilen paraoksonaz‟ın paraokson substratı için farklı Km ve Vmax değerleri rapor 

edilmiĢtir.  Sıçanlarda Km değeri 1,690 mM ve 7,5mM arasında değiĢmektedir [116].    

 

 Enzim aktivitesine etki eden kritik parametrelerden olan sıcaklık ve pH için 

37, 45, 65 °C sıcaklıklarında ve pH : 6.5 – 11 arası değiĢen aralıklarda ölçüm 

yapılmıĢtır.    

 

 Sonuç olarak yapılan çalıĢmalarda aĢağıdaki bulgular elde edilmiĢtir:  

 

•  Serum paraoksonaz enzimini saflastırmak için Sepharose 4BL-tirozin-9-

aminofenantren kimyasal yapısına sahip hidrofobik etkileĢim kromatografisi jeli 

sentezlenmiĢtir.  

 

•  Sepharose 4BL-tirozin-9-aminofenantren yapısına sahip  hidrofobik jel 

kullanılarak insan serumundan paraoksonaz  enzimi saflaĢtırılmıĢtır.  SaflaĢtırma 

iĢlemi sonucunda 526 kat saf enzim elde edilmiĢtir.  

 

•  Amonyum sülfat çöktürmesi ve hidrofobik etkileĢim kromatografisi yöntemi ile 

saflaĢtırılan serum paraoksonaz enziminin SDS-PAGE elektroforezinde yaklaĢık 65 

kDa molekül ağırlığında tek bant elde edilmiĢtir.  Bu da enzimimizin saflaĢtırma 

iĢleminin doğru olduğunu göstermektedir.  

 

•  Biyoteknolojik uygulamalarında yaygın olarak kullanılan taĢıyıcı matriks olan 

Kitosan‟a elde edilen serbest paraoksonaz enzimi immobilize edilmiĢtir.  Enzimin 

taĢıyıcıya bağlanma yüzdesi % 68 olarak bulunmuĢtur. 
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•  Farklı substrat konsantrasyonlarında serbest ve immobilize enzimin Km ve Vmax  

değerleri belirlenmiĢtir.  Bu değerler sırasıyla serbest enzim için 1,067 mM ve 125 

U/mldak, immobilize enzim için ise 1,755 mM ve 181 U/mldak olarak bulunmuĢtur.   

 

•  Ġmmobilize ve serbest enzimin sıcaklık ile değiĢimi belirlenmiĢtir.  Buna göre 

immobilize enzimin serbest enzime göre farklı sıcaklıklarda kararlılığı daha fazla 

olduğu gözlemlenmiĢtir.  

 

•  Ġmmobilize ve serbest enzimin pH ile değiĢimi belirlenmiĢtir.  Yaptığımız 

çalıĢmanın sonucuna göre farklı pH aralıklarında immobilize enzimin aktivite 

değerinin serbest enzimin aktivite değerinden daha fazla olduğu gözlemlenmiĢtir. 

 

•  Ġmmobilize ve serbest enzimin aktivite süreleri ölçülmüĢtür. Buna göre serbest 

enzimin akitivitesinin 300. saatte yarılandığı gözlenirken immobilize enzim ile bu 

sürenin 624. saate kadar uzadığı tespit edilmiĢtir. 
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