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OZET

IMMOBILIZE ZEYTIN BETA-GLUKOZIDAZININ OLEUROPEIN
HIDROLIZINDE KULLANILMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
MIHRAP YASAR KAYA
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: YRD. DOC. DR. EL;F SAVAS)
(ES DANISMAN: PROF.DR. FERAY KOCKAR )
BALIKESIR, HAZIRAN - 2014

Bu ¢alismada, Zeytin (Olea europea L.) meyvesinden, Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi ile %16,80 verim ile 20,91 kat saflastirilmis olan S-glukozidaz
enziminin siiperparamanyetik Fe*?/Fe* (demir oksit ) nanoparcaciklara kovalent
baglanma reaksiyonuyla immobilizasyonu gergeklestirilmis ve enzim sofralik
zeytin iretiminde acilik giderme islemi amaciyla kullanilmistir. Zeytin
p-glukozidaz enziminin Para-nitrophenyl-f-d-glukopiranozidaz substratina karsi
serbest enzim optimum sicakligi 55 °C, immobilize enzimin 37 ° C olarak
belirlenirken, optimum pH’lar1, serbest ve immobilize zeytin f—glukozidazi igin
5,5 olarak belirlenmistir. Zeytin fS-glukozidaz enziminin saf ve immobilize
formlarinin pNPG substratina karst Ky ve Vinax degerleri Linewear-Burk grafigi
ile saf enzim i¢in 0,8 mM ve 192 EU/ml olarak immobilize enzim i¢in 1,26 mM
ve 3333 EU/ml olarak belirlenmistir. p-glukozidaz siiperparamanyetik
nanopargaciklara immobilizasyonunda en yiiksek aktivite 22,9 ug enzim/25 mg Fe
+2 siliperparamanyetik nanopargacik ile elde edilmistir. Zeytin meyvesinden
saflagtirilarak ~ sliperparamanyetik  nanoparcaciklara ~ immobilize  edilen
p-glukozidaz enziminin sofralik zeytin iiretiminin en 6nemli basamagi olan acilik
giderme asamasinda kullanimiyla ilgili olarak ham ve enzim uygulanmis zeytin
orneklerinde oleuropein analizleri HPLC ile gerceklestirilmistir. 6 ve 12 saatlik
denemelerde immobilize enzimin oleuropeinin baslangigtaki miktarina gore
% 43,56 , 24 saat sonunda %100 oraninda diisiise neden oldugu belirlenmistir.
Denemeler gostermistir ki, 4 kullanim sonunda aktivitesini koruyan immobilize
enzim oleuropein hidrolizinde nerdeyse %100 diizeyinde etkili olmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Zeytin, Olea europaea L., immobilizasyon,
manyetik nanoparcacik, S-Glukozidaz



ABSTRACT

THE USING IMMOBILIZED OLIVE BETA-GLUCOSIDASE IN THE
HYDROLIZATION OF OLEUROPEIN
MSC THESIS
MIHRAP YASAR KAYA
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. ELiF SAVAS )
(CO-SUPERVISOR: PROF.DR. FERAY KOCKAR )
BALIKESIR, JUNE 2014

This study, p-glucosidase which was purified with hydrophobic interactions
chromatography from Olea europea L. of fruit, immobilized with covalent
binding reaction to superparamagnetic Fe*?/Fe* nanoparticles. In the production
of eating olives, S- glucosidase used for debittering process. The optimum
temperature of free and immobilized g- glucosidase was determined 55 °C and 37
°C againist pNPG substrate, respectively. The optimum pH for free and
immobilized f-glucosidase was determined as 5.5. The Ky and Vax Values of free
and immobilized f-glucosidase were determined 0,8 mM (192 EU/ml) and 1,26
mM (333,3 EU/ml) by the method of Lineweaver-Burk plots. The highest activity
was obtained by 22,9 pg enzyme/25 mg Fe " in immobilisation with
superparamagnetic nanoparticles. Oleuropein analysis which were related with
using p-glucosidase for debittering process, were performed by HPLC in crude
and enzyme-treated olive samples. At 6 and 12 hour trials immobilized enzymes
caused a decrease of 43.56 % compared to the initial amount of oleuropein,
caused a decrease of 100% after 24 hours. Trials have shown that the immobilized
enzyme which protects own activity at the end of 6 experiments, is effective 100%
in the hydrolysis of oleuropein.

KEYWORDS: Olive, Olea europaea L, immobilization, magnetic nanoparticles,
f- glucosidase.
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1. GIRIS

Zeytin binlerce yillik ge¢misi ile mitolojiye konu olmus 6nemli bir meyvedir.
Zeytinyag1 ve sofralik zeytine islenerek tiiketimi gergeklestirilen bu meyvenin giiglii
antioksidant etkisi ile bir¢ok hastalifin 6nlenmesinde besinsel 6nemi bulunmaktadir.
Sahip oldugu antioksidant 6zellikteki maddeler arasinda zeytinde en ¢ok bulunan ve
taze zeytine ac1 tat veren oleuropein bulunmaktadir. Oleuropein nedeniyle zeytin taze
olarak tiiketilemeyecek derecede acilik icermektedir. Zeytinin sofralik zeytine
islenmesinde geleneksel olarak gilinlimiize kadar gelen yoOntemlerin birgcogu
oleuropeinin hidrolize edilerek doniigiim {irtinlerinin aroma 6zelliklerini iyilestirmesi
ilkesine dayanmaktadir. Bu yontemlerden bir¢cogu NaOH ile zeytine acilik veren
oleuropeinin hidrolizini icermektedir. Ancak ne yazik ki bu uygulama hem zeytinin
besin bilesenlerine ve hem de aroma o6zelliklerine zarar vermekte, boylelikle bu
iirinlerden beklenen faydalar ortadan kalkmaktadir.

Dogalliktan uzaklagmaksizin tiiketilebilir nitelikte saglikli besin tretimi ile
ilgili arastirmalar gida sanayiinde enzimatik yontemlere olan ilgiyi artirmaktadir.
Ozellikle besinlerin icerdigi dogal enzimlerin kullanimi, besin kalitesinin artis1 yani
sira dogal olma 6zelliginin kazandirilmasi anlaminda biiylik 6nem tasimaktadir. Bu
durumdan hareketle sofralik zeytin iiretiminde dogal yontem arayislarinin bir sonucu
olarak zeytin meyvesinin dogasinda bulunan bir enzim olan S-glukozidaz enziminin
oleuropein  hidrolizinde  kullanilabilirligi  arastirilmaktadar. Laboratuvar
denemelerinde farkli arastiricilar tarafindan f-glukozidaz enziminin saf, liyofilize
enzim preparati olarak sofralik zeytin iiretiminde kullanima ile ilgili basarili sonuglar
ortaya ¢ikmuistir.

Bitkinin olgunlagsma siirecinde benzer kimyasal mekanizma ile aroma
olusumunu saglayan bu enzimin saflastirilarak konsantre formda sofralik zeytin
tiretiminde kullanilmasi son derece dogal sonug verecektir. Enzim katalizli siireg,
daha hizli, daha ekonomik, ¢evre dostu, iiriin verimi oldukca yliksek ve safsizlik
olusumu olduk¢a diisiik oldugundan, endiistriyel uygulamalarda kimyasal
reaksiyonlara kiyasla daha fazla tercih edilmektedirler. Ancak, serbest enzimin
aktivitesini ve kararliligini hizli bir sekilde kaybetmesi, kullanilan enzimin uygulama

sonrast geriye kazaniminin olduk¢a giic olmast endiistriyel boyutta enzim
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kullanimimi  sinirlayan  nedenlerden  bazilarini  olusturmaktadir.  Endiistriyel
uygulamalarda tekrar kullanilabilirlik biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu amagla
gelistirilmis teknikler arasinda yer alan enzim immobilizasyonu, enzim ii¢ boyutlu
yapisini degistirerek enzim kararliliginda ve aktivitesinde onemli degisiklikler
yaratan bir uygulamadir. Immobilizasyonda kullanilan nanoparcaciklar &zellikle
immobilize enzimin geri kazaniminda Onemlidir. Nanopargaciklarla yapilan
caligmalarda manyetik nanoparcaciklar bu nedenle hedeflemenin yapilabilmesi ve

geri kazanim diistlintildiigiinde olduk¢a 6nem kazanmastir.

1.1  Zeytin

Etimolojik kokeni yag olan zeytin agacinin gegmisi 12 bin yil 6ncesine
dayanmaktadir [1,8]. Kokeni mezopotamyanin iist bolgeleri olan zeytin, diinya
genelinde 30° ve 40° enlemleri arasinda Kuzey Yarmm Kiirede yetistirilmektedir.
Oldukga dayanikli yapiya sahip olup, deniz seviyesinden 700 m yiikseklige kadar
olan ve en diisiik sicakhigin -8°C oldugu yerlerde bile yetisebilmektedir. Zeytin
tiretiminin % 98 ‘i Tiirkiye‘nin de i¢inde bulundugu Akdeniz iilkeleri kaynaklidir

(Tablo 1.1) [2].

Tablo 1.1 : Diinya Zeytin Uretimi [3]

Ulkeler 2007/08 2008/09 2009/10 2010/11 2011/2012 | 2012/2013 | 2013/2014
Cezayir 91.000 98.000 136.000 128.000 145.500 175.000 168.500
Fas 100.00 100.000 90.000 120.000 100.000 100.000 100.000
Suriye 100.000 120.000 135.000 142.000 172.000 172.000 172.000
Tiirkiye 200.000 300.000 390.000 330.000 400.000 410.000 430.000
Ispanya 553.000 485.700 492.600 608.600 521.500 487.700 513.100
Yunanistan 95.000 105.000 107.000 135.000 130.000 160.000 94.000
italya 55.700 68.500 58.600 69.700 75.700 76.000 74.000
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Zeytin meyvesi kiiltiire alinan 180 tiir ve 30 cinsi igeren Oleceae famiyasina
dahildir [4]. Tek yenilebilir 6zellige sahip tiirii olan Olea europaea L. dir. Olea

europaea L.’ nin sistematigi asagida belirtilmistir.

Alem : Yesil bitkiler
Alt Alem . Tracheobionata

Superdivision : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida
Altsinif . Asteridae
Ordo : Lamiales

Aile : Oleacea

Cins . Olea

Tiir : Olea europaea

Tirkiye’de 88 ¢esit zeytin bulundugu ve bunlarin %74’tini Memecik
olustururken, ikinci 6nemli zeytin c¢esidinin ise Ayvalik ¢esidinin olusturdugu
belirtilmektedir. Diger 6nemli zeytin cesitleri arasinda Gemlik, Domat, Uslu,
Memeli, Izmir Sofralik, Yamalak, Edincik Su, Celebi, Halhali, Karamiirsel Su, Cilli,
Kaba, Erkence, Trilya gesitleri bulunmaktadir [5].

Tiirkiye de zeytin {iretiminin % 65’1 zeytinyagi olarak islenirken % 35’1
sofralik zeytin olarak islenmektedir [2]. Tiirkiye de sofralik olarak islenen zeytinlerin
% 85 siyah ve % 15 i yesil ve rengi doniik zeytin olusturmaktadir. Tiirkiye zeytin
ticareti ekonomimizde biiyiik 6nem tagimaktadir (Sekil 1.1 ve Sekil 1.2) [3].
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Sekil 1.2 : Tiirkiye nin Thrag Ettigi Yesil Zeytin (kg) [3]

Zeytin meyvesinin seker miktart, % 2,5-6 oraninda diger ¢ekirdekli
meyvelere nispeten daha azdir [8-11]. Yag orani ise % 15-30 civari olmasiyla birlikte

diger tek g¢ekirdekli meyvelerde bu oran % 1,5 dur [6]. Zeytinde yag birikimi
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hiicrelerin gelisimiyle (Temmuz - Agustos) baslar ve olgunluga kadar (Ekim -
Aralik) devam eder [12]. Meyvenin yag igerigi, olgunluk ilerledik¢e artar ve agac
tizerinde yesil meyve kalmayinca en yiiksek seviyeye ulasir. Bu zamandan sonra
agirhigina gore, meyvenin toplam yag igerigi pratik olarak sabit kalmakla birlikte,

toplam yagin yiizdesi meyvenin su kaybetmesiyle artar [13].

Sekil 1.3 : Zeytinin olgunlagsma asamalari . 1. Temmuz-Agustos, 2. Eylil-EKim,

3. Kasim, 4. Aralik. [5]

Olgunlagsmanin ilk asamalarinda klorofil birikimi nedeniyle kabuk rengi
parlak yesildir, daha sonra solgun yesil, saman sarisi, pembe, mor-pembe ve siyaha
doniistir. Bu renk degisimine klorofillerin, karotenoidlerin ve antosiyaninlerin

dengesiz ve degisken konsantrasyonlari sebep olmaktadir (Sekil 1.3) [14].

Zeytin meyvesi epikarp (kabuk), mezokarp (et), endokarp (¢ekirdek) olmak
tizere 3 kisimdan olusur (Sekil 1.4) [8]. Koruyucu doku olan epikarp, zeytin
agirh@inin % 1-3 tnii olusturur. Kabuktaki kitin ve mumsu tabaka suyun meyve
igerisine girmesini engelleyip, meyveyi fiziksel hasarlardan, kiif ve boceklerden
korudugu i¢in epikarp sofralik zeytin iiretiminde biiyilk onem tasir. Mezokarp
zeytinin kabukla beraber yenilebilir kismini teskil etmekte ve tim meyvenin %70-
80’nini olusturmaktadir [14]. Zeytinde kabuk/et kismi1 parankimatik hiicrelerden
olusmustur. Meyve etinin (mezokarp) parankimatik hiicreleri, doymamis yag asitleri
ile A, D, E ve K vitaminlerini ve bazi temel mineralleri de yapisinda bulundurmasi

dolayisiyla insan igin besleyici ve biyolojik degeri biiytiktiir [2].
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Sekil 1.4 : Zeytin meyvesinin kisimlarin1 gosteren dikey kesit [8].

Akdeniz Beslenme Kiiltiirii’'niin en onemli bileseni olan zeytin ve zeytinyagi,
icerdigi fenolik bilesikler nedeniyle, basta kalp ve damar hastaliklar1 olmak iizere,
safra kesesi hastaliklari ve bagirsak kanseri [15,16] gibi sindirim sistemi
hastaliklarin1 onleyici etkisi ile son yillarda pek ¢ok arastirmacinin ilgi odag:
olmustur. Zeytin; oleuropein, luteolin, verbaskosit, dimetil oleuropein, elenolik asit,
rutin, tirosol ve hidroksitirosol basta olmak {izere yaklasik 40 adet fenolik bilesen

icermekte ve bunlar yiiksek oranda antioksidan aktivite gostermektedir [17].

Elenolik asit ve hirdoksitirosoliin bir esteri olan oleuropein, taze zeytinin en
onemli fenolik bilesenlerindendir [18]. Bu 6nemli fenolik bilesik, zeytine 6zgii olup,
bitkinin biitiin kisimlarinda bulunur [19] ve diger ¢ekirdekli meyvelerin yani sira tim

meyvelerden ayirt edici bir ozellige sahip olmasimi saglar [8]. Meyvenin
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olgunlasmasi sirasinda doniisiime ugrayan fenolik yapida bir bilesik [20] olmasina ve
olgunlasma ile miktarin azalmasina [21] karsin oleuropeinin zeytin meyvesine
verdigi acilik olgunluk hatta asir1 olgunluk siirecinde dahi devam etmektedir [8].
Zeytin meyvesi bu sebepten dolay1 direkt olarak tiiketilmeyen tek meyvedir. Zeytin
meyve taneleri tiiketilmeden once oleuropeinin hidroliz edilmesini esas alan acilik
giderme isleminden ge¢mektedir. Bu acilik giderme islemleri farkli yontemler
uygulanarak yapilabilir. Zeytinin islenmesi ile oleuropein bulunan meyvede islenme
sonrast sonrasi hidroksitirozol bulunur. Ham meyvenin ilk gelisim donemi,
oleuropeinin en bol bulundugu doénemdir ve kuru maddenin % 14 iinii olusturur.
Olgun yesil meyvede % 14 den az olmasina ragmen oleuropein miktart yine de ¢ok
fazladir [14]. Olgunlagsmanin devamu ile siyaha donen meyvelerde oleuropein miktari

diismeye devam eder.

0 OH
l
ﬁ CH,-CO-CH,=CH, OH _
H,C-0C | H-CH, —_—)
0”0 OH
H
VO
CH,0H
Oleuropein

Sekil 1.5 : p — Glukozidaz Enziminin Oleuropein Hidrolizi.

Olgunlagsma siiresindeki aciligin azalmasi meyve dokusunda bulunan p-
glukozidazin oleuropeini hidrolizi ile ger¢eklesmektedir (Sekil 1.5). Bu durumdan
yola cikarak enzimatik oleuropein hidrolizi ile sofralik zeytin iiretiminde acilik

giderme yapilabilmektedir [22].
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Uluslararasi1 Zeytin Konseyinin (IOC) sofralik zeytin tanimina gore zeytinler,
et/cekirdek orani, et kalinligi, tadi, sertligi, ¢cekirdekte ayrilma kolaylig1 6zelliklerine
gore secilir. Yeme olgunlugundaki zeytin meyvesi pazar talepleri dikkate alinarak
yesil ya da siyah olgunluk déneminde farkli yontemlerle sofralik zeytine islenir.
Sofralik zeytin {retiminde en ¢ok uygulanan yontemler; Kaliforniya Yontemi,
Ispanyol Yéntemi ve dogal fermente salamura yontemidir. Bu ydntemler temelde
NaOH (kostik) uygulamasi, salamura degisimi ya da musluk suyu ile acilik giderme
basamaklarini igermektedir. Oleuropein hidrolizinde hizli sonug veren ve uygulama
kolayligi nedeniyle birgok yontem NaOH (kostik) ile acilik giderme islemini
icermektedir. Ancak NaOH igeren yikama sularinda zeytinin bekleme siiresi ve

kostikleme sayis1 zeytinin besin bilesenlerine biiyiik 6l¢iide zarar vermektedir [22].

1.2 Sofralik Zeytin Uretimi

Sofralik zeytin liretiminde yaygin olarak kullanilan yontemler asagida
Ozetlenmistir:

Ispanyol Yéntemi;

Bu yontem, yesil zeytinlerin islenmesinde kullanilmaktadir. Islem; alkali
uygulamasi ile acilik giderme, yikama ve fermentasyon asamalarindan olusmaktadir
[28]. Alkali uygulamasi; meyvenin ¢esidine, olgunluguna ve sicaklia bagli olarak 8-
22 saat siireyle (Meyve etinin %70’ine difiize oluncaya dek) %1-2,5 w/v sodyum
hidroksit (NaOH) c¢dozeltisi i¢inde bekletilmesiyle oleuropeinin hidrolizi esasina
dayanmaktadir. Ardindan meyve etinin biiyiik boliimiine (3/4 {ine) alkali etki ettikten
sonra alkali uygulamasi sonlandirilarak, zeytinler alkali kalintilarinin giderilmesi i¢in
su ile yikanir. Yikama isleminde alkali kalintilarinin nétiirlenmesini saglamak ve
yikama isleminin siiresini kisaltabilmek i¢in asitlendirilmis su ile yikama islemi de
uygulanabilmektedir. Bu amagla asetik asit ve hidroklorik asit kullanilan asitler
arasindadir. Yikama sonunda iglem gérmiis zeytinler farkli seker, tuz (% 5-9 wiv)
igerigine sahip, salamura i¢inde kontrollii veya dogal fermentasyona birakilir. Bu

yontemin farkli bir versiyonu olan Sevilla sisteminde islem sonunda fermentasyon
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salamuralarina klorofil a ve klorofil b’nin sulu ¢ozeltileri ilave edilerek yesil renk

kayiplar1 giderilmeye ¢aligilir.
Kaliforniya Yontemi (Ripe Olive) ;

Bu yontem, rengi yesilden siyaha kadar degisen, her olgunluk dénemindeki
zeytinlerin islenmesinde uygulanmaktadir [14]. Bu ydntemde alkali ile_acilik
giderme; yikama ve havalandirma ile fermentasyon asamalart mevcuttur. Ayiklama
ve boylamanin ardindan zeytinler %]1-2 (w/v) sodyum hidroksit (NaOH)
¢ozeltisinde, yaklagsik 22 saat, meyve etinden c¢ekirdegine kadar olan boliime
isleyinceye kadar bekletilir. Alkali uygulamasinin ardindan zeytin meyveleri su ile
yikanir ve havalandirilir. Boylelikle renk koyulasir. Zeytin meyvesinin yiizeyinde
burusmalar ve yumusama olusur. Fermentasyon asamasi Ispanyol Yontemi’nden
farkli olarak yikama isleminin ardindan ferroglukonat bilesikleri ile renk
sabitlenmesi ve sterilizasyon asamalarin1 igermektedir. Sterilize edilen zeytinler,
anaerobik kosullarda %5-9 (w/v) NaCl iceren salamura igerisinde birka¢ ay
depolanir. Bu yontem meyve dokusunda dramatik degisikliklere sebep olmaktadir.
Ogzellikle yiizeyde yumusama son iiriiniin pazarlanmasinda problemlere neden
olmaktadir. Koyu renk sabitlenmesi amaciyla zeytin havuzlarina ilave edilen ferro-
glukonat bilesikleri, demir (Fe +2) iceren bilesikler olup zeytinde bulunan fenolik
bilesiklerin havadaki oksijenle oksidasyonunu artirarak, renkte koyulasma meydana
gelmesini saglamaktadirlar. Havalandirmanin etkisi olarak karsilagilan bu durum
sonrasinda renkte meydana gelen degisikligin homojenizasyonu icin ferroglukonat
bilesikleri salamuraya ilave edilerek zeytin tanesinin her yerinde esit olarak
siyahlagsma saglanmaya calisilir. Son olarak {irlinlerin raf émriinii artirmak amaciyla

otoklavlanarak steril hale getirilir.
Gemlik Yontemi;

Daha ¢ok sofralik siyah zeytin iiretimi i¢in uygulanan geleneksel bir yontem
olup, ticari olarak da genis uygulama alanina sahiptir (Uylaser ve Sahin, 2003). Bu
yontem yikama, salamuralama, fermentasyon ve renk sabitleme yontemlerinden
olusmaktadir. Yikama sonrast zeytin meyveleri kap hacminin yaklagik % 60’11
kaplayacak sekilde %5-9 (w/v) tuz igeren salamuraya yerlestirilerek hava almayacak
sekilde kapatilarak birka¢ ay fermentasyona birakilir. Saglikli bir fermentasyonda

salamurada pH 4.5-4.0’e diiserek zararli, zar yapict mayalarin ve fermentasyonu
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bozacak diger unsurlarin gelismesi engellenmis olur. Acilik giderme islemlerinin
ardindan olusan koyu renk sabitlenmesi amaciyla zeytin havuzlarina ferro-glukonat
bilesikleri ilave edilmektedir. Bahsedilen bilesikler demir (Fe +2) iceren bilesikler
olup, zeytinde bulunan fenolik bilesiklerin havadaki oksijenle oksidasyonunu

artirarak, renkte koyulagsma meydana gelmesini saglamaktadirlar.
Cizme YOntemi,

Bu yontemle daha c¢ok sofralik yesil zeytin iiretimi gergeklestirilmektedir
[28]. Cizme, acilik giderme, fermentasyon agamalarindan olusan bu yontemde; 6n
islemlerini tamamlamis (segme, ayiklama, siniflandirma, yikama) yesil zeytinler iki
ya da ii¢ bicakli ¢izme makinalart ile ¢izilerek, % 3-5 (w/v) tuz igeren salamura ya da
su i¢ine birakilir. Cizilen yesil zeytinlerin i¢cinde bulunduklar1 salamura haftada 2 kez
degistirilerek acilik giderme islemi gergeklestirilir. Bu amagla salamura kullanimi
daha iyi sonu¢ verdigi i¢in tercih edilmektedir. Bu isleme birka¢ hafta acilik
tamamen ya da biiylik Olclide giderilinceye kadar devam edilir. Acilik giderme
isleminin ardindan % 5-9 (w/v) tuz igeren salamura i¢inde fermentasyona birakilan
zeytinler, 1 ay siireyle anaerobik kosullarda (havasiz ortam) kapaklar1 agilmaksizin
bekletilerek, fermentasyonun ger¢eklesmesi saglanir. Bu yontemle elde edilen
zeytinler kimyasal kullanimina gerek duyulmadan elde edildikleri i¢in, bahsedilen
yontem dogal fermentasyon olarak da bilinir. Cizme yontemiyle acilik giderme
islemi 1ile zeytinler dogal renge sahip, aromatik ve kendine has yesil renkte
zeytinlerdir. Ancak salamuradan c¢ikarilip tiiketime sunuldugunda bu zeytinlerin
renginde koyulagma olmaktadir. Bu durum havadaki oksijenle temas sonras1 dogal

fenolik bilesiklerin oksidasyonuna bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Enzimatik Acilik Giderme;

“Hizli yontem’’ olarak da bilinmektedir. Enzimle acilik giderme iglemi, kisa
siirede sonu¢ veren bir yontem olmasina ragmen, enzimin tekrar kullanilamamasi
(tek kullanimlik) sonucu, maliyet yiikselmektedir. Yontem detaylar1 asagida
belirtilmistir [24]. Zeytinler; yikama, ayiklama ve smiflandirma islemlerinin
ardindan, enzimle acilik giderme islemi amaciyla havuzlara alimir. Farkh
konsantrasyonlarda ticari enzim preparati zeytin kiitlesi veya kap hacmi iizerinden
hesaplanarak, Onceden belirlenmis miktarlarda zeytin {lizerine uygulanir. Enzim

preparatlar1 toz halde bulunur. Uygulama sirasinda sulandirilarak kullanilmaktadir.
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Enzimle acilik giderme islemi yine dnceden saptanan siirelerde 6-24 saat siire ile
uygulanmaktadir. Enzim uygulamasinin ardindan enzim ¢0zeltisi bulunan
havuzlardan alinan zeytinler belirli tuz (w/v) ve seker iceren salamuralarda
fermentasyona birakilir. Kontrollii sartlarda laktik asit bakterileri ile gergeklestirilen
fermentasyon, dogal sartlarda zeytin meyvesine asit dogal flora (bakteri yiikii) ile de

gerceklestirilebilmektedir.

1.3  p-Glukozidaz

1.3.1 p-Glukozidaz Enziminin Biyokimyasi

p-glukozid  glukohidrolazlar (EC 3.2.1.21) olarakta adlandirilan,
mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar gibi olduk¢a genis ¢apta bir canli grubunda
bulunan p-glukozidazlar, iki glikon rezidiisii arasindaki ya da glikoz ve bir aril veya
alkil olan aglikon rezidiileri arasindaki f-glikozidik bagi hidroliz eden enzimlerdir

[57] (Sekil 1.6).

F-glukozidik bag

|
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Sekil 1.6 : Glikozidik bagin gésterilmi [28].

p-glukozidazlar, Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
(IUBMB) tarafindan olusturulan alt1 smiflandirma biriminden Hidrolazlarin
bulundugu 3. simifta yer alirlar (EC.3). Glikozil bilesiklerini hidroliz edenler EC.3.2.
alt sinifinda yer alan glikozid hidrolazlardandir. Glikozid hidrolazlar Henrissat
tarafindan 95 enzim ailesi olarak siniflandirilmistir. Bu enzim grubunda yer
alanlardan O- ve S-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler de EC.3.2.1. alt sinifinda
bulunmaktadirlar [29-33].

EC 3. Hidrolazlar
EC 3.2. Glikozid Hidrolazlar (Glikozil bilesiklerini hidroliz edenler)
EC 3.2.1. O- ve S-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler [29-30]
EC 3.2.1.21 p-glukozidazlar (1,4- p-glukozidaz) [34]
EC 3.2.2. N-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler
EC 3.2.3. S-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler[30,31]

Okaryot, arkea ve bakterilerde bulunan Glikozid Hidrolaz (GH) Ailel
enzimleri GO- X ya da G-S-X tipindeki substratlar: hidroliz etmektedirler. Burada G
p-bagh glukozil, galaktozil, mannozil, fukozil, 6-fosfoglukozil ya da 6-

fosfogalaktozil rezidiisiinii, X ise diger glikozil rezidiislinii yada aglikonu temsil eder
[35].
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Aile 1 p-glukozidaz 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 [36-39].

1.3.2 p-Glukozidaz Enziminin Ozellikleri ve Yapisi

Literratir de Aile 1 p-glukozidaz enzimlerinin monomerleri sodyum
dedosilstilfat poliakrilamid jel elektroforezi page elektroforezinde 55 — 60 kDa
biiylikiigiinde oldugu tespit edilmistir. Belirlenen bu monomerlerin polipeptid
uzunluklar1 447 aminoasitten (Bacillus polymixia’da oldugu gibi) 527 aminoasite
(Beyaz hardal mirosinazi) kadar degisebilmektedir. Dikotil bitkilerden ve
hayvanlardan saflastirilan tiim f-glukozidazlarda hesaplanan monomerlerin molekiil
biiyiikliiklerinin, ¢cDNA ya da genomik DNA’dan hesaplanan molekiil
biiyiikliiklerine gore 3-5 kDa daha uzun oldugu tespit edilmistir [40]

p-glukozidazlar pH 4-10 arasinda kararli oldugu ve en yiiksek stabilitenin ise
~pH 7 civarinda oldugu bulunmustur. Sicaklikla ilgili yapilan stabilite ¢alismalarinda
da ise 0-4°C aras1 en kararli durumda oldugu, 55-60 °C’nin iizerinde geri
doniisiimsiiz olarak inaktive olduklari ve 50-55 °C’lerde en yiiksek aktiviteye sahip

olduklar1 belirlenmistir [40].
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Sekil 1.7 : f-Glukozidaz enzimlerinin genel {i¢ boyutlu yapisi [57].

1.3.2.1 Enzimin Katalitik Mekanizmasi

Tim Aile 1 p-Glukozidazlari, bir anomerik karbon ve glikozidik oksijen
arasindaki p-glukozidik baglar1 hidroliz mekanizmalar1 benzerlik gosterir. Bir f-
glukozidin glikon ve aglikon kisimlari arasindaki f-baglantinin hidrolizi i¢in kabul
goren iki farkli hidrolitik mekanizma vardir. Bu mekanizmalar; seker kalintisindaki
anomerik merkezde bulunan ters donmeye ya da tutmaya (bagli olarak isimlendirilir.
Seliilazlarin ve ksilinazlarin da biiyiik bir kismin1 da i¢ine alan S-Glukozidazlarin
substrat1 genel olarak sekerin anomerik konfigurasyonunu tutarak hidrolize ettigi
bilinir [57] Yani iiriin olarak agiga ¢ikan S-D-glukoz ile substrattaki f-D-glukozid
aynidir. Enzim tarafindan substratin hidrolizi iki basamakta ger¢eklesir:

1) Enzim glikolizasyonu (glikozlanmasi)

2) Deglikozilasyon (glikoz kopmasi) [43] (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8 : p-glukozidaz enziminin katalizleme mekanizmasi [45].

1.3.2.2 Katalizledigi Reaksiyonlar: ve Substratlar:

f-glukozidaz substratlarinda bulunan sabit monosakkarite bagli kimyasal
gruplarin gesitliligi f-glukozidazlarin substrat ¢esitliliginin esasini olusturur. Glikoza
baglanan grup ya disakkaritlerde ve oligosakkaritlerde oldugu gibi farkli bir glikon
ya da glikokonjugatlarda oldugu gibi bir aglikondur. Bu aglikon kisim linamarinde
oldugu gibi bir alkil grup veya prunasin, durrin ve DIMBOAGIc’da oldugu gibi bir
aril grup olabilir [45].
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Sekil 1.9 : p-glukozidazin dogal substratlarindan bazilart [45].

Enzimin dogal substratlar1 (Sekil 1.9) yanisira yapay substratlar1 da
bulunmaktadir (Sekil 1.10). Misir f-glukosidaz izoenzimi ile yapilan calismada,
Glul’in, aglikon pargast olarak p- ve 0-NP, 4-metilumbelliferil, 6-bromo-2-naftil,
indoksil, 5-bromo-4-kloro-3-indolil ve sitokinin igeren bilesikleri hidroliz ettigi
belirlenmistir [11,12]. Ergégen (2013) kayist f-glukozidaz’i ile yaptigi ¢caligmada p-
NPG (4-nitrofenil-p-D-glukopiranozid) substrat olarak kullanildiginda 23 kDa
agirliginda 6zdes 5 alt iiniteye sahip olduklari belirlenmistir [46].

Yapilan birgok calismada, farkli kaynaklardan izole edilen p-glukozidaz
enziminin katalitik etkinliginin belirlenmesinde en fazla p-NPG substrat olarak
kullanilmistir, diger substratlarin enzime olan ilgilerinin daha diisiik bulundugu

kaydedilmistir [47].
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Sekil 1.10 : p-glukozidazin bazi yapay substratlar1 [45].

Omegin, Odoux ve ark., (2003), Vanilla planifolia (vanilya) tohumundan
izole ettikleri p-glukozidaz’in p-Nitrofenil- S-D-glukopiranozit ve glukovanilin igin
katalitik aktiviteyi yiiksek bulurken, p-Nitrofenil-g-D-fukopiranozit, p-nitrofenil-£-
Dgalaktopiranozit ve p-nitrofenil-g-D-ksilopiranozit ile enzimin azalan aktivite
gosterdigi bildirilmistir. Diger taraftan Chen ve ark., (2012) Prunus domestica (erik)
tohumlarindan  glukoz-toleransli ~ fS-glukozidaz ~ enzimini  izole  ettikleri
arastirmalarinda  p-Nitrofenil-$-D-glukopiranozit enzimin katalitik etkinligini
belirlemede daha etkili bulurlarken, p-Nitrofenil-£-D-fukopiranozit biraz daha diisiik

bulunmustur [48].
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1.3.2.3 f -Glukozidaz Enziminin Onemi

Bitki ve hayvan hiicresi yani sira maya, mantar ve kiif hiicrelerinde de
bulunan g-glukozidaz enzimi, yasamsal birgok metabolik olayda yer almaktadir
[45]. Bu gorevlerden birisi, bakteri ve mantarlarda bulunan S -glukozidazlarin
seliilaz enzim sisteminin (sellobiohidrolaz, endo- S -glukonaz ve g -glukozidaz) bir

pargasi olarak seliiloz (Sekil 1.11) ve sellobiyoz yikimlanmasindaki rolidiir (Sekil
1.12) [49,52].

Sekil 1.11 : Seliilozun molekiiler yapis1 [55].
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Sekil 1.12 : Seliilozun enzim ile hidrolizi [56]

Bitkilerde herhangi bir patojen ve herbivorlarin bitki dokusunda olusturdugu
zarar substratin ve f-glukozidaz enziminin karsilasmasina ve substratin hidrolizine
sebep olur. Hidroliz sonucu olusan tiyosiyonatlar, izotiyosiyonatlar, nitriller, HCN,
belzaldehitler gibi maddeler herbivorlarin ve bitki zararhilarinin bitkiye girisini,
bitkide gelismesini ve dagilmasini engelleyici etki gosterir. Boylece S-glukozidaz

enzimleri bitki savunmasinda yer almis olur [53-55].

Giinlimiizde enzim katalizli islemler, daha hizli, daha ekonomik, ¢evre dostu,
iriin verimi oldukg¢a yiliksek ve safsizlik olusumu oldukca diisiik oldugundan,
endiistriyel uygulamalarda kimyasal reaksiyonlara kiyasla daha fazla tercih
edilmektedirler. Enzim katalizli islemlere duyulan bu ilgi, zamanla diinya genelinde
bir enzim pazarinin ortaya ¢ikmasina ve bu alanda yapilan ¢aligmalarin da artmasina

neden olmustur [57].

S-glukozidaz enziminin bir diger katalitik etkinligi ise biyosferde seliilozdan
sonra en ¢ok bulunan bilesik olan lignin biyosentezinde rol almasidir. Lignin

biyosentezi, f-glukozidaz enzimi sayesinde koniferinin konifenil alkola hidrolizi
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sonucu olusmaktadir [58,59]. Ozellikle kaliteli kagit iiretimi i¢in ¢ok 6nemli olan bu

durum enzimin sanayideki 6nemini artirmaktadir [57] (Sekil 1.13).

H3O\ CHzOH
[-glukozidaz /
ailIOH OH
H COH3
OH OH
Konifer Koniferil alkol

Sekil 1.13 : Lignin Biyosentezi

Sanayinin diger kollar1 yanisira Gida Sanayisi agisindan da 6nemli bir enzim
olan p-glukozidaz enzimi, bitkilerde tat ve lezzet olusumunda etkili oldugu
belirlenmis olduk¢a fazla sayida p-glukozidik iiriin aglikon pargalarinin, S-
glukozidaz tarafindan ugramasi yoluyla olusabilmektedir. Bu yontem, meyve suyu ve
mesrubat iiretiminde ve meyve tatlandirmada siklikla kullamilmaktadir [60]. Uretim
sirasinda ya da sonrasinda f-glukozidaz enziminin eklenmesi; {riinlerin tat, lezzet,
aroma ve diger kalite faktorlerinde artig gézlenmesi [61] ile birlikte iiretimi yapilan
gidanin besin degerinin de korunmasini da saglar. Oleuropein’nin enzimatik hidrolizi
[-Glukozidaz enzimi ile gerceklestirilerek, aglikon ve glukoz olusmaktadir. Bu
calisgmada oleuropein’nin  f-Glukozidaz enzimi ile hidrolize ugratilarak
fermantasyonu olumsuz etkileyen antimikrobiyal etkisinin ortadan kaldirimasi ve
NaOH ile kimyasal hidroliz uygulanmaksizin tiiketilebilir 6zelliklere sahip zeytin

iiretilmesi amaglanmistir.

[-Glukozidazlarin meyvelerin tatlanmasi {izerine etkili olduklar1 birgok
calisma ile belirlenmistir. Vanilya tanelerinde bulunan bir f-glukozidaz enziminin
vanilin-f-glukozid (glukovanilin) olarak bilinen aroma oOnciillerinin hidrolizinden

sorumlu oldugu ve vanilya aromasinin bu substratin hidroliziyle agiga c¢ikan

36



tirtinlerle ilgili oldugu bildirilmistir [62]. Ayrica ¢ay yapragi ile yapilan ¢alismada da

p-glukozidaz enziminin aromatik tat ile iliskisi oldugu gosterilmistir[63].

1.4  Immobilizasyon

Immobilizasyon kavrami ilk olrak 1971 yilinda ABD de diizenlenen bir

konferansta Katchalski Katzir tarafindan su sekilde tanimlanmistir;

“Immobilizasyon; enzimlerin katalitik aktivitelerinin sabit kalmas1 kosuluyla,
tekrar ve siirekli kullanimina izin verecek sekilde tanimlanmig belirli bir bolgeye

fiziksel olarak yerlestirilmesi ve hapsedilmesidir”[64].

Enzim bir ylizeye immobilize edilirken materyaller, kimyasallar ve yontem
cok onemlidir. Enzimin aktif merkezindeki kimyasal yapiy1 ve reaktif gruplara zarar

vermemelidir. Yani enzim immobilizasyonu enzime en az hasar vererek yapilmalidir.

Yeterli kosullarin saglanmasi kosulu ile dogal ortamlar1 disinda da etkilerini
gosterebiliyor olmalari, enzimlerden pek ¢ok alanda yararlanma imkan1 vermektedir.
Bu imkan dogrultusunda enzimler endiistriyel, analitiksel, tipta teshis, tedavi ve ilag
tasarimi gibi bir¢ok farkli alanda genis uygulama alan1 bulunmaktadir [65]. Enzim
iretiminde ham madde sorunu mikrobiyal kaynaklar sayesinde biiyiik oOl¢iide
¢Oziilmiis goriilmektedir. Bununla birlikte enzimlerin mikrobiyal kaynaklardan
izolasyon ve saflastiritlmasi olduk¢a masrafli bir istir. Enzimlerin ekonomik olarak
kullanilmasmnin ve daha fazla yararlanabilmenin en uygun yolu immobilize

edilmeleridir.

Endiistriyel uygulamalarda serbest enzimin aktivitesini kaybetmeden geri
kazanilmas1 veya reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirilarak kontrol
edilmesi amaciyla uzaklastirilmas1 miimkiin degilidr. Bu yiizden enzimin tek seferde
kullanilmast ve istenien siire zarfinda kullanilamamasi endiistride maliyetin fazla
olmasima sebep olmaktadir. Immobilize edilen enzim endiistride bu sorunu asarak

enzimi kontrol altina alabime ve enzimi tekrar tekrar kullanabilme imkani sunabilir.
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Immobilize enzimin serbest enzime gore avantajlari;

% Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilirler

e

» Cevre kosullarina gore daha dayaniklidirlar

o%

% Dogal enzime gore daha kararlidirlar

X/
°e

Birgok kez ve uzun siire kullanilabilirler

X/
X4

% Siirekli islemlere uygulanabilirler

% Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir

R/
A X4

Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundurlar

¢ Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek aktivite gosterebilirler

X/
°e

Enzimin kendi kendini par¢alama olasilig1 azalir [66].

Bu amagla ¢esitli immobilizasyon yontemleri gelistirilmistir.

1.4.1 Enzim immobilizasyon Yoéntemleri

Enzimlerin immobilizasyon yontemlerini Tablo1.2” de ki gibi siniflandirmak

mumkindiir.

38



39



Tablo 1.2 : Enzimlerin immobilizasyon yontemleri.

40



41




1.4.1.1 Kovalent Baglanma

Kovalent baglama yontemlerinin uygulanmasi protein molekiiliiniin dogrudan
kimyasal modifikasyonu ile sonuglanir. Enzimin kovalent bag ile kat1 bir tasiyiciya
baglanmasi, proteinin yan zincirlerindeki kalintilarla destek yiizeyindeki reaktif
gruplar arasinda kovalent bag olusumu ile gerceklesmektedir (Sekil 1.14).
Baglanmanin enzimin aktif merkezi disinda kalan kalintilar iizerinden
gerceklestirilmesi ile aktivite kaybinin minimuma indirgenmesi saglanir. Kovalent
baglanmada en ¢ok yer alan fonksiyonel gruplar arasinda niikleofilik amino (lizin,
histidin ve arginin), tiol (sistein), hidroksil gruplari (serin, treonin ve tirozin) ve
elektrofilik karboksilat gruplar (aspartik asit ve glutamik asit) sayilabilir [67].

Kovalent baglama ile enzim veya hiicre immobilizasyonu yonteminde aktive
edilen dayanak maddesine enzim kimyasal olarak baglanir. Bu teknikte enzimlerin
immobilizasyonu olduk¢a zordur ve diger yontemlere gore daha fazla aktivite kaybi

meydana gelir [68].

EEE

Sekil 1.14 : Kovalent baglanma sematik gosterimi [69].

Tablo 1.3’de goriildiigii gibi enzimin kovalent baglama yontemimde
hazirligin zor, immobilizasyon maliyeti yliksek olmasina ragmen yiiksek baglanma
giicline sahip olmasi, bagli enzim aktivitesinin yiiksek olmasi ve kararliliginin
yiiksek olmasi agisindan diger baglanma yontemleri ile karsilastirildiginda daha
avantajlidir. Ayrica destegin tekrar kullanilabilmesi literatiirde nadir olsada
glinimiizde genis bir alanda tekrar tekrar kullanilmasi miimkiindiir. Enzimin
mikrobiyal ataklara karsi korunabilmesi enzimin kaynagimin degiskenligine gore

farklilik gosterir.
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Tablo 1.3 : Iimmobilizasyon ydéntemlerinin kiyaslanmasi [70].

Karsi Korunabilmesi

o S | e
agjlama

Hazirlama Orta Kolay Kolay Kolay Zor Zor
Ragjlanma Glgld Zayf (a (rta Glgld Orta
Enzim Aktivitesi Diigilk Orta Yiksek Yiksek Yiksek Digik
Destein Tekrar Kullanilabilifligi | Imkansiz Milmidin Mimkin Mirmkiin Nadiren Imkansiz
Immobilizasyon Maliyeti Ora Dilslk Diislik Orta Yilksak Orta
Kararliik Yilksek Dk Orta Orta Yilksek Yilksek
Genel Uygulanabilirlik Hayir Evet Evet Evet Hayir Evet
Enzimin Mikrobiyal Ataklara Mk Hayr Hayr Hayr Hayrr MGk

43




1.4.1.2 Carbodiimide ile Nanoparc¢acik Aktiflestirilmesi

Stiperparamanyetik nanoparcgaciklar carbodiimide ile aktiflestirilerek enzimin

nanoparcaciga baglanmasi i¢in bir koprii olusturur (Sekil 1.15).

R R :
e /0‘ .N:C:N. (1eq) )L
o -* o +Polukozidaz e | N’
~

karbodiimid aktivasyonu H

OH

Superparamanyetik nanoparcaciklar ,
Immobilize enzim

Sekil 1.15 : Karbodiimid ile nanopragacigin aktifestirilmesi [75].

1.5. Deney Plam

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile zeytinden saflagtirilarak Fe*?/Fe*®
sliperparamanyetik nanopargaciklara immobilize edilen f-glukozidaz enziminin
sofralik zeytin iiretiminde acilik giderme islemi amaciyla kullanilmasini igeren

arastirmaya ait deney plani asagida verilmistir.

44



Zeytin

Aseton Tozu Hazirlanmasi

Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Amonyum Sulfat Coktirmesi

Hidrofobik Etkilesim Kromotografisi ile Enzimin
Saflastirilmasi

Serbest Enzim Karakterizasyonu

Enzim immobilizasyonu

immobilize Enzimin Karakterizasyonu

Immobilize Enzimin Zeytin Acilik Giderilmesinde
Kullanilmasi

Zeytinde Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyaller

2.1.1 Zeytin

Arastirmamizda enzim saflastirilmasi amaciyla Balikesir bolgesinden temin
edilen Edremit ¢esidi siyah olgunlukta zeytin (Olea europea L.) drnekleri toplanarak
bekletilmeksizin laboratuarda aseton tozu haline getirilerek -20 °C’de depolanmistir.
Acilik giderme deneylerinde kullanilacak olan Balikesir bdlgesinden temin edilen
yesil olgunluktaki zeytin drnekleri, polietilen kaplar igerisinde +4 °C’de laboratuara

getirilerek gerekli calismalarda kullanilmiglardir.

2.1.2 Ticari Enzim

Zeytin acilik giderme deneylerinde serbest (E) ve siiperparamanyetik
nanopargaciklara karbodiimid reaksiyonuyla kovalent baglanma yoOntemiyle
immobilize edilerek elde edilen immobilize enzim (IE) ile karsilastirma yapmak
tizere gida sanayinde kullanilan liyofilize S-glikozidaz enzimi olarak Rapidase AR

2000, DSM Product, France firmasindan temin edilmistir.
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2.1.3 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alisma i¢in kullanilan kimyasallar ve ait oldugu firmalar.

Kimyasallar Uretici Firma
Borik Asit Sigma

DTT Sigma — Aldrich
EDTA Riedel- de Haen
PMSF Sigma

Sodyum Asetat Sigma

Sodyum Fosfat Sigma- Aldrich
Amonyum Siilfat Sigma-Aldrich
Na,COs Sigma

pNP-G Sigma

NACI Sigma

Tris Base Sigma
Hidroklorik asit Sigma

Sodium Hidroksit Sigma
Metanol Sigma

Etanol Sigma
TEMED Sigma
S-merkaptoetanol Sigma

Sigir Serum Albumini(BSA) Sigma

Aseton Sigma
Fosforik Asit Sigma
Commassie Brillant Blue G25 Sigma
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Folin-Ciocalte

Sigma

Gallik asit Sigma
DMPD Sigma
Demir Kloriir FeCl, Sigma
Potasyum Ferriksiyonid Sigma
Triklorasetik Asit Sigma
FeCls Sigma
Hidrojen Peroksit (H,0,) Sigma
Carbodiimide Sigma
Sepharose 4-B, 1-Naftiamin, L-tirozin Sigma
Akrilamit Sigma
N,N’- metilen bisakrilamit Sigma
Glisin Sigma
Asetik asit Sigma
Formik asit Sigma
Fosforik asit Sigma
Trihidroksi metil aminometan (Tris) Sigma
SDS Sigma
Amonyum Persiilfat Merck
Page Ruler Plus Prestained Protein | Thermo
Lader (26616)

X-Ray Film Kodak
Amonyum persiilfat Merck
DPPH Sigma
Trisklorasetikasit Sigma

48




2.1.4 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu ¢alisma i¢in kullanilan kimyasallar ve ait oldugu firmalar.

Kullanilan Alet Modeli
Santrifiij Sigma laborzentrifugen, Germany
Otoklav Hiramaya, Japonya

-80 °C Ultralow Freezer

Thermo

Buz Makinasi

Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, italya

Buzdolabi Argelik, Tiirkiye

Calkalamali Inkiibator She-Lab, USA

pH Metre WTW, Almanya

Saf Su Cihazi Destilasyon 3.1 (Coomecta Sa)
Vortex Elektromag, Tiirkiye

Hassas Terazi

Sartorius, Almanya

96 well plate okuyucu spektrofotometre | Bio-Tek
Otomatik Pipetler Finnpipet
UVP Jel Goriintiileme UVP
SDS Page Aparatlari BioRad
Homojenizator Miccra
Sonikator Selecte

Sicak Su Banyosu

Consort, Ingiltere

Isitmali Manyetik Karistirict

Velp Scientifica, Ispanya

Laminar Air Flow

Telstar BIOII, Ispanya

Spektrofotometre

Thermo — Multiskan Go

Is1 Kontrollii Calkalamali Inkiibator

GFL, Almanya
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Evaparator Heidolph

2.1.5 Kaullanilan Cozeltiler

Stok ekstraksiyon tamponu: 100 mM borik asit, %25 ditiothreitol (DTT), 5 mM
EDTA, 1 mM phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF). Bunun i¢in 6,18 g borik asit
tartildi ve 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1M NaOH ile pH’s1 9°a getirildi ve son

hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

Giinliik ekstraksiyon tamponu: 0,25 g DTT, 0,1461 g EDTA 90 mL stok 100 mM
borik asit tamponunda ¢6ziildi, 100 mM stok PMSF ¢ozeltisinden 1mL ilave edildi
ve borik asit tamponu ie 100 mL ye tamamlanarak giinliik kullanilan ekstraksiyon

tamponu hazirlandi.

PMSF c¢ozeltisi: 100 mM PMSF ¢ozeltisi i¢in; 0,174 g PMSF 10 mL izopropanolde
¢oziiliir. -20 °C’de saklanabilir.

Sodyum asetat tamponu : 50 mM enzim aktivite tamponu i¢in 6,084 g Sodyum

asetat 900 ml suda ¢oziiliir pH 5,5’e ayarlanarak distiler su ile 1 L’ye tamamlandi.

Substrat c¢ozeltisi: 5SmMM pNPG substrati i¢in 0,0075 g pNPG 5 ml Sodyum asetat

tamponunda ¢oziildii

Proteinlerin kantitatif tayininde kullamlan tampon c¢ozelti: 100 mg Coomassie
brillant blue G-250, 50 mL etanol de ¢6ziildi. Bu ¢ozeltiye 100 mL %95°lik fosforik

asit ilave edildi. Cozeltinin son hacmi distile su ile 1 L ye tamamlanda.

Amonyum siilfat coktiirmesi sonucunda olusan c¢okelegin alindig1 tampon
cozelti: 1M NH4(SO4)2, 50mM NayHPO,4 tamponu igin; 132,14 g NH(SO.), ve
8,889 g Na;HPO,4 950 mL distile suda ¢oziilerek 1M NaOH ile pH 6,8’e getirildi ve

son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

Hidrofobik etkilesim kromotografisi jeli icin dengeleme tampon ¢ozeltisi: 1 M
NH4(SO4)2, 50mM Na,HPO, tamponu igin; 132,14 g NH4(SO4)2 ve 8,889 g Na,HPO,
950 mL distile suda ¢oziilerek 1 M NaOH ile pH 6,8’e getirildi ve son hacim distile

su ile 1 L’ye tamamlandi.
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Hidrofobik etkilesim kromotografisi jeli icin eliisyon tampon c¢ozeltisi: 50 mM
Na,HPO, tamponu i¢in; 8,889 g Na;HPO, 950 mL distile suda ¢oziilerek 1 M NaOH

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

Reaksiyon durdurma tamponu: 0,5 M Na,COj3 ¢ozeltisi igin; 26.498 g Na,CO3
distile suda ¢oziildii ve 500 mL’ye tamamlandi.

Immobilizasyon tamponlart:

Solusyon A: 0,003 M Na;HPO,, 0,1 M NaCl tampon igin; 0,18 g Na;HPO,4 ve 2,92 g
NaCl 400 mL distile suda ¢oziildii ve pH 6’ya getirilerek son hacim distile su ile 500

mL ye tamamlandi.

Karbodiimid ¢ozeltisi: 0,025 g/mL karbodiimid ¢6zeltisi i¢in; 0,025 g carbodiimide

1 ml soliisyon A’da ¢oziildii.
Antioksidan Aktivite icin kullanilan tamponlar;

Na,COj ¢ozeltisi: %2’lik Na,CO3 ¢ozeltisi i¢in 2 g Na,CO3 100 mL distile suda

¢oOziildii.

DPPH cozeltisi: 0,1 mM DPPH ¢ozeltisi i¢in 0,039432 g DPPH tartilir ve 95 ml de

¢oziildii. Daha sonra distile su ile 100 ml ye tamamlandi.
DMPD c¢ozeltisi: 105 g DMPD 5 mL distile suda ¢oziildii.

Asetat Tamponu: 0,1 M Asetat tamponu i¢in; 0,82 g Sodyum asetat 90 mL distile

suda ¢oziildii pH 5,3e ayarlandi ve distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Demir Kloriir: 0,05 M demir kloriir i¢in; 0,8 g demir kloriir 95 mL distile suda

¢oziildii ve 100 mL’ye tamamlanda.
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SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu;

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2,5mL
% 10’luk SDS 4,0 mL
Gliserol 2,0mL
S-merkaptoetanol 1,0 mL
Bromfenol mavisi 0,01g

Distile su 0,5mL

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu;

Tris-HCI 39
Glisin 14,4 ¢
SDS- 1,09

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlanisi;
SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin hazirlanisi ve kullanilan

miktarlar1 Tablo 2.1°de verilmektedir.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme cozeltisi; 0,66 g Coomassie
brillant blue G-250, 120 mL metanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye 24 mL saf asetik asit
ve 120 mL distile su ilave edildi.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk agma ¢ozeltisi; Hacimce %7,5 asetik
asit, %5 metanol ve %87,5 mL distile su igermektedir. Bu amacla 75 mL asetik asit
ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistirildi.
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Tablo 2.1 : SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin miktarlari

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

%10

%3

Akril amid/Bis

Akril amid 159
Bis 0,449

Alarak son hacim distile su ile

50 mL'ye tamamlanir.

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

Alnarak pH 8.8 oluncaya kadar
0.1 M NaOH ilave edilerek son
hacim distile su ile 50 mL'ye

tamamlanir.

12,5 mL

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)

Tris-HCI 3,94 ¢

Almarak pH 6.8 oluncaya kadar
0.1 M NaOH ilave edilerek son
hacim distile su ile 50 mL'ye

tamamlanir.

5mL

%10 'luk SDS

SDS 1g

Almarak son hacim distile su ile

10 mL'ye tamamlanur.

0,5 puL

200 pL
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TEMED 25 uL 20 L
%10'luk amonyum persiilfat
Amonyum persiilfat Ig 750 00

50 pL 400 pL

Alinarak son hacim distile su ile

10 mL'ye tamamlanir.
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2.2 Yontemler

2.2.1 Enzimin Saflastirilmasi

2.2.1.1 Zeytinden Aseton Tozu Hazirlanmasi

Zeytin taneleri agagtan taze alinarak gekirdeklerinden ayiklandi. 100 g zeytin
meyve eti 300 mL -20 °C asetonda 2 dk laboratuar tipi parcalayici ile pargalandi.
Parcalanmis zeytin bulamact Whatman No 1 filtre kagidi yardimiyla siizdiriildii.
Bulamag baska bir Whatman No 1 filtre kAgidina alinarak -20 °C aseton ile yikandi
ve bu iglem 3 kez tekrarlanarak zeytinin yagi uzaklastirildi. Son olarak filtre iizerinde

kalan kalint1 ¢eker ocakta kurutuldu ve aseton tozu hazirlandi aseton tozu kullanilana
kadar — 20 °C‘de muhafaza edildi [45].

2.2.1.2 Enzim Ekstraktinin Hazirlanmasi

Ham ekstrakt igin; 1 g aseton tozu 100 ml ekstraksiyon tamponu ile
homojenizatérde 2 dakika homojenize edildi. Homojenize edilen aseton tozu 15000
rpm’de +4 °C’de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrast sivi kisim alinarak

deneysel ¢alismalarda kullanildi [45].

2.2.1.3 Enzim Aktivite Tayini

S-glukozidaz enziminin aktivite tayini spektrofotometrik olarak tayin edildi.
70 ul 5 mM pNPG substrat ¢6zeltisi 96 gukur plaka kuyucuguna konuldu ve {izerine
70 ul enzim eklendi. 30 dk 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Uzerine 70 pl 0,5 M
Na,CO3 tampon ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon durduruldu ve 405 nm de absorbansi

kore kars1 okutuldu. Kor olarak enzim yerine tampon ¢ozeltisi kullanildi [45].
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2.2.1.4 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
¢okelmesini saglayan 2 degerlikli, ¢ok kullanilan bir tuzdur [72]. Bu yontem ile
asagidaki formiil kullanilarak enzim de amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi
Amonyum siilfat aralig1 belirlendi. Yiizde araligina gore belirlenen tuz miktart ham
enzim ¢dzeltisine yavas yavas eklenerek ¢oziildii ve +4°C’de 15.300 rpm’de santrifiij

edildi.

_L77xVx(S, - S,)
3.54 -5,

g(NH,),SO,

V : Serum hacmi
S1: 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

Sz : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum stilfat doygunlugu

2.2.1.5 Hidrofobik Etkilesim Kromotografisi ile Enzim Saflastirilmasi

Zeytinden f-glukozidazini amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi hidrofobik
etkilesim kromotogrofisi kullanilarak saflastirma iglemi tamamlandi. Saflastirma
islemi i¢in sepharose-4B-L-Tirozin-1-naftilamin hidrofobik etkilesim kromotografisi
jeli sentezi yapildi [45] (Sekil 2.1).

.
I
—n:T Clir:lOH
NH—CH—CH;@OH
N=N

Sekil 2.1 : Sepharose-4B-L-Tirozin-1-Naftilamin [50].
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Hidrofobik etkilesim kromotografisi jeli yiikleme oncesi 5 mM NayHPO,4
bulunduran 1 M (NH4)SO; (pH 6,8) tamponunu ile yikandi ve dengelendi.
Dengeleme islemi i¢in tamponun ve jelden akan tamponun 280 nm de absorbansi
alind1 ve absorbans farki 0 oluncaya kadar yikamaya devam edildi. Dengeleme
sonrast Bolim 2.2.1.4°de belirtilen yontem ile hazirlanan amonyum siilfat sonrasi
¢ozelti kolona tatbik edildi. 5 mM Na,HPO, bulunduran 1 M (NH4)SO4 (pH 6,8)
tamponunu ile yikama islemine baslandi. Yikama islemi yapilirken 2 mL’lik
ependorflara eliie edildi. Tamponun ve eliiatlarin 280 nm’de absorbansi alinarak
absorbans farki 0 oluncaya kadar devam edildi. Yikanma islemi tamamlaninca 5 mM
Na,HPO, bulunduran 1 M (NH4)SO,4 (pH 6,8) tamponuna gradiyent mikser yardimi
ile 5 mM Na,HPO, (pH 6,8) tamponu yiiksek derisimden seyreltige dogru gradiyet
olusturulacak sekilde ilave edildi. Ve iyon gradiyent farkiyla ayrilan enzimler 2
mL‘lik epondorlara eliie edildi. Eliisyon islemi tampon ve eliiatlarin 280 nm de
absorbans farki 0 oluncaya kadar devam edildi. Tiim eliiatlarin kor e kars1 280 nm
absorbansi alind1 ve kalitatif protein miktarlar1 ve 405 nm’de aktiviteleri belirlendi.

Elde edilen verilere gore tiim tiiplerin aktivite ve protein miktar1 grafigi ¢izildi.

2.2.2 Bradford Yontemi ile Kantitatif Protein Miktar Tayini

Amonyum stlfat c¢oktiirmesi sirasinda elde edilen ¢ozeltilerdeki protein
miktar tayinleri bu yontemle belirlendi. Bu yontem fosforik asitli ortamda
proteinlerin, Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi, olugan
kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans gOstermesi esasina dayanir. Bu
yontemin diger protein tayini yoOntemlerinden dstiin tarafi, ¢ok kisa siirede
uygulanmasi, bozucu faktorlerin az olmasi, protein boya kompleksinin ¢ozeltilerde
uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 10-100 pg arasinda ve 1-10 pg

arasinda yapildu.

Protein tayini isleminde su yol izlendi; 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir albiimin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 pL alindi. Distile su ile tiim tiiplerin hacimleri 0,1mL’ye tamamlandi. 5 mL
Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tiipe ilave edildi. Tiipler vorteks ile
karistirilarak 10 dakika karanlik ortamda inkiibe edildikten sonra 595 nm’de 3

mL’lik kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 mL’lik
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distile su bulunan 1. tiip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen mg

protein degerleri ile standart grafik hazirlandi (Sekil 3.2).

Ayni islem 1 mL’sinde 0,1 mg protein ihtiva eden standart sigir albiimin ¢ozeltisi ile
yapild1 ve okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile daha

hassas 2. standart grafik hazirlandi (Sekil 3.1).

Orneklerin protein miktar: tayini i¢in &rnekten 0,1 mL alinarak iizerine 5 mL
Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ileve edildi. Vorteks sonrasi karanlik ortamda
10 dk bekletildi ve 595 nm’de absorbansi kore karsi alindi. Kor olarak ornegin
bulundugu tampon ¢dzelti kullanildi. Olgiimiin absorbansina karsilik gelen protein

standart grafik yardimiyla hesaplandi.

2.2.3 Enzim Unitesi I¢in Kullanilan Standart Grafikler

Enzimin aktivite tayini, f-glukozidaz enzim hidrolizi ile glikopiranozid baglh
olan pNitrofenoliin serbest kalmasi esasi referans alinarak yapildi. Bu amagla 210 pL
son reaksiyon haciminde pNPG standart grafigi olusturuldu. Bu grafigi olusturmak
icin pNitrofenol standart olarak kullanildi. Standart ¢ozeltideki umol pNitrofenole
karsilik gelen absorbans degerleri Boliim 2.2.1.3’de belirtilen yontemle bulunarak
Sekil 2.2°deki standart grafik ¢izildi.
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Absorbans 405

O T T T T 1
0 50 100 150 200 250
[pPNP] 210 pL'deki pmol

Sekil 2.2 : Enzim aktivite tayininde kullanilan 210 pL hacimli pNPG standart grafigi.

Sekil 2.2°de verilen grafiklerdeki dogru denklemlerinden ilgili absorbansa

karsilik gelen pmol pnitrofenol miktar: hesapland.

2.2.4 Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

ile enzim safhiginin kontrolii

[-glukozidaz  enziminin  hidrofobik  etkilesim  kromatogafisi ile
saflastirilmasindan sonra iki farkli akrilamid derisiminde; yigma jeli % 3, ayirma
jeli % 10 olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE)
Laemli [72] tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol
edildi.

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 once su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri tlizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlendi
Tablo 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iistten 2-3 cm
kalana kadar pipet yardimiyla dokiildii. Jel icerisinde hava kabarcigi kalmamasina
dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmas1 i¢in n-biitanol ile ince bir tabaka

olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra iist yilizeydeki n-biitanol dokiildii.
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Daha sonra cam plakalarin arasina tamamen doluncaya kadar polimerlesmis ayirma
jelinin lizerine Tablo 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan yigma jeli ilave edildi. Jel
kasetindeki yiikleme jelinin {izerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin
polimerlesmesi beklendi. Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarin
arasinin bozulmamasina dikkat edilerek ¢ikarildi. Polimerize jellerin bulundugu kaset
elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve {ist kismima Tablo 2.2

de belirtilen yontemle hazirlanan yiiriitme tamponu konuldu.

Hidrofobik etkilesim kromotografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlara ait
en yiiksek aktivite gosteren tiipler SDS-PAGE i¢in kullanildi. Standart protein
cozeltisi 1:3 oraninda Tablo 2.1’ de belirtilen yontem ile hazirlanan numune
tamponuyla karistirildi. Jele yiiklenecek numuneler 5 dakika 95 °C’de termoblok da
bekletildi. Numuneler sogutularak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez gii¢ kaynagina
baglanarak 80 volt’a ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan
numune tamponu i¢indeki boyaya ait bant ayirma jeline ulastiginda voltaj 120 volta
yiikseltildi. Yiriitme islemine proteinler, jelin altina 1 cm kalana kadar devam edildi.
Daha sonra akim kesilerek yiiriitme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel
dikkatlice cikarildi yigma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini igeren
ayirma jeli renklendirme ¢ozeltisi igine konuldu ve 20 dk kadar ¢alkalayici iizerine
birakildi. Daha sonra jel renklendirme c¢dozeltisinden cikartilarak renksizlestirme
cozeltisine kondu. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi acilip
protein bantlar1 belirginlesinceye kadar bu c¢ozelti iginde ¢alkalandi. Jel
renksizlestirme c¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra jel goriintiileme sistemi (UVP) ile

goriintii bilgisayara aktarildi [72].

2.3 Enzim Immobilizasyonu

2.3.1 p-Glukozidazin Siiperparamanyetik Nanoparc¢aciklara

Immobilizasyonu

Hidrofobik etkilesim kromotografisi ile saflastirilmis f-Glukozidaz enzimi
siiperparamanyetik FesO, nanoparcaciklara immobilize edildi. Immobilizasyon

sirasinda asagida belirtilen yontem kullanildi.
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0,1 g nanoparcacik tartilarak cam tiipe alind1. Uzerine 2 mL solusyon A ( 0,1
M NaCl, 0,003 M NaH,POy,) eklendi ve sonikatérde +4 °C de 30 dk sonikasyon
ardindan 0,5 mL karbodiimid ¢ozeltisi (0,025¢g /Solusyon A 1 mL) eklenerek tekrar
+4 °C de 30 dk sonikasyon yapilarak nanoparcaciklarm aktiflesmesi sagland.
Istenilen enzim miktar1 aktif nonaparcaciklara tatbik edilerek +4°C de 60 dk
sonikatorde sonikasyon ile immobilizasyon gergeklestirildi. Miknatis yardimi ile
nanoparcaciklar tiip duvaria gekilerek tiip i¢indeki sivi temiz bir falkona alindi. 2
mL solusyon A (2 mL 0,1 M NaCl, 0,003 M NaH,PO,) eklenerck nanopargacik
¢oziildii ve miknatis yardimi ile nanaopargaciklar tiip duvarina g¢ekildikten sonra, sivi
temiz bir falkona alindi. Bu islem solusyon A ile bir kez daha tekrarlanarak
nanopargaciklar solusyon A ile yikandi [73]. Son olarak 50 mM pH 5,5 sodyum
asetat tamponu ile iki kez yikandi. Kor i¢in kullanilan 6rnek olarak, enzim yerine 50

mM, (pH 6,8) sodyum fosfat tamponu kullanilarak ayni islemler tekrarlandi.

Ustten alman yikama sivisinda tutunmayan enzim miktar1 (ug) Bradford
yontemi ile belirlenerek yiiklenen enzim miktarindan ¢ikarildi ve nanopargaciga

tutunan enzim miktar1 belirlendi.

2.3.2 FTIR analizi

FesO, nanopartikiillere immobilize edilen enzimin baglandiginin kontroli
amaci ile serbest f-glukozidazin, nanopargacigin, aktiflestirilmis nanoparcacigin, ve
enzim immobilize edilmis nanoparcacigin IR spektrumlari alindi. Numunelerin IR
spektrumlar1 alinirken KBr pelet hazirlama teknigi kullanildi. KBr pelet hazirlamak
icin tiim numunelerin sivilart uzaklastirilarak kurutuldu. Numunelerden 1 mg
aliarak kuru KBr ile havanda iyice karistirildi. Karisim 200 kg/cm2 basingta 5 dk
bekletildi ve KBr peleti hazirlandi. Iginde numune bulunmayan KBr peleti

background olarak okutuldu. Hazirlanan numunelerin IR spektrumlari alindu.
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2.3.3 Immobilize Enzim Aktivite Tayini

Bolim 2.3.1°de belirtilen yontem ile enzim immobilize edilmis
siiperparamanyetik nanopargaciklar miknatis yardimi ile tiip duvarma cekilerek
icinde ki tampon ¢ozelti tamamen pipet yardimi ile ¢ekildi. Enzim Immobilize
edilmis nanoparcaciklarin bulundugu tiipe ve kor olarak kullanilan enzim ihtiva
etmeyen nanoparcaciklarin bulundugu tiipe 5 mM pNPG substrat ¢ozeltisinden 0,5
mL ve 50 mM pH 5,5 Sodyum asetat ¢ozeltisinden 0,5 mL eklendi. Pipet yardimiyla
nazikge nanopargaciklar ¢oziildii. 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda miknatis yardimi ile nanoparcaciklar tiip duvarina g¢ekildi. Olusan {iriin
pipet yardimi ile temiz ependorfa alindi tizerine 0,5 mL reaksiyon durdurma tamponu
eklenerek reaksiyon durduruldu( Tabl 02.2). Ependor iginde bulunan iiriinden ve
korden 210 pl ¢ekilerek 96’lik cukur plaka kuyucuguna alindi. 405 nm de absorbansi
kore karst okutuldu. Sekil 2.4’de bulunan 210 pl hacimli pNPG standart grafigi

kullanilarak enzim {initesi hesaplandi.

Tablo 2.2 : immobilize enzim aktivite tayini igin kullanilan ¢dzelti miktarlari.

Sodyum pPNPG Inkiibasyon | Reaksiyon | Aktivite
asetat (5mM) Durdurma
tamponu Cozeltisi
Immobilize 0,5mL 0,5mL 37 °C-30dk 0,5mL A 405
p-
Glukozidaz
Enzimi
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2.4  Zeytin Tatlandirma Yoéntemleri

2.4.1 NaOH ile Zeytin Tatlandirma

Bu amagla %1 NaOH (kostik) igeren ¢ozelti kullanilmistir. Yikanan ve ¢iirtik,
ezik, sinek lekesi gibi kusurlu olan zeytinler ayiklandiktan sonra boylama islemine
tabi tutularak ayni biiytlikliikteki zeytin ornekleri ¢izilmeksizin 300 mL’lik toplam
hacimli cam kavanozlar igerisine toplam kap hacminin %60’ 1n1 teskil edecek sekilde
yerlestirildi. %1 NaOH c¢ozeltisi kavanoza eklendi ve oda sicakliginda kalevi
(NaOH) zeytin meyvesinin %60’ma difiize oluncaya kadar yaklasik 24 saat isleme
devam edildi.

2.4.2 Serbest enzim ile zeytin tatlandirma

Zeytinler, yikama, ayiklama ve boylama igleminin ardindan toplam kap
hacminin %60’ teskil edecek sekilde cam kavanozlara yerlestirildi. Serbest enzim
50 mM pH 6,8 Na,HPO, tamponu iginde kavanoza eklenerek oda sicakliginda 24
saat bekletildi.

2.4.3 immobilize Enzim ile Tatlandirma

Yikama, ayiklama ve boylama islemlerinin ardindan zeytinler toplam kap
hacminin %601 olacak sekilde cam kavanozlara yerlestirildi. Bolim 2.3.1°de
belirtilen yontem ile siiperparamanyetik nanoparcaciklara immobilize edilen zeytin
f-glukozidaz enzimi destile su igerisinde ¢oziindiiriilerek kavanozlara ilave edildi.
Oda sicakliginda, 200 rpm de ¢alkalanarak degisik bekleme siirelerinde uygulama
yapildi. Bekleme siiresi sonrasinda siiperparamanyetik nanoparcaciklar giiglii
miknatis yardimi ile kavanozun duvarina ¢ekildi. Uygulama sonrasi zeytin 6rnekleri
HPLC ile oleuropein analizi i¢in ayrilarak analiz siiresine kadar -80 °C’de depolandh.

Denemeler ti¢ tekerriirlii olarak gergeklestirildi.
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2.4.4 Musluk Suyu ile Tatlandirma

Diger denemelerde oldugu gibi yikanan, ayiklanan ve boylanan zeytinler cam
kavanozlarda toplam kap hacminin %60’ teskil edecek sekilde yerlestirildikten
sonra musluk suyu ile tatlandirilmaya birakildi. Uygulamaya 24 saat siire ile devam

edildi.

245 Cizme yontemi ile tatlandirma

Yikama, ayiklama, boylama islemlerinin ardindan Edremit ¢esidi yesil zeytin
ornekleri (Olea europea L.) gizildikten sonra %] sitrik asit igeren musluk suyu

icerisinde kavanoza eklendi (% kap hacmi) ve oda sicakliginda 24 saat bekletildi.

25 HPLC analizi

2.5.1 HPLC Analizi icin Ekstrakt Hazirlanmasi

HPLC analizi i¢in Bolim 2.4.°da belirtilen yontemlern kullanilarak
tatlandirilan 5 gram zeytin numunesi (¢ekirdekleri hari¢) homojen hale getirildikten
sonra iizerine 50 mL metanol eklenerek manyetik karistiricida 2 saat masere
edilmigtir. Siire sonunda kaba filtre kagidindan evaporator balonuna siiziilmiis ve
40 ° C’de metanol evapore edilmistir. Daha sonra kalinti tekrar 50 mL metanol iginde

¢oziindiiriilmiis ve 0,45 mikronluk filtreden gegirilerek viallenmistir.

2.5.2 HPLC ile oleuropein analizi

Bolim 2.5.1.°de belirtilen yontem ile hazirlanan zeytin ekstraktlarinin
oleuropein analizleri HPLC analizleri Bursa Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig il
Miidiirliigii, Gida, Yem Kontrol Arastirma Merkez Miidiirliigli tarafindan
gergeklestirilmistir. Hazirlanan 6rneklerde oleuropein analizlerini gergeklestirilmek

tizere kullanilan HPLC cihazinin sartlar1 20 pL enjeksiyon hacmi, 1,2 ml/dk akis
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hiz1, 30°C kolon sicaklig, 28 dk durus zamani, 400 bar kolon i¢i basing, ile NC100-
5C18-3848 HICHROM kolon kullanilarak, DAD dedektori ile 240 nm’de
gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak %0,4 Formik asit iceren %84,6 HPLC
safliginda su kullanilmistir [80].

2.6 Antioksidan aktivite

2.6.1 Ekstraktlarin Hazirlanmasi

2.6.1.1 Su Ekstraktinin Hazirlanmasi

Orneklere ait ekstraktlarin hazirlanmasinda Salihoglu ve ark. (2010)
tarafindan belirtilen metod modifiye edilerek kullanilmistir.10 gr zeytin (¢ekirdekleri
hari¢) 100 mL distile su ile homojenizatdrde parglandi ve 100 °C de 35 dk kaynatildi.
Elde edilen bulama¢ Whatman No 1 filtre kdgid1 yardimiyla filtre edildi. Siiziintii

antioksidan aktivite belirlemek tizere ekstrakt olarak kullanildi [81].

2.6.1.2 Etanol Ekstraktinin Hazirlanmasi

5 g zeytin (¢ekirdekleri hari¢) 50 mL etanol ile homojenizatorde parcalandi ve
3 dk bekleme sonrast Whatman No 1 filtre kagidi yardimiyla filtre edildi. Kagit
tizerinde kalan pellet {izerinden 50 mL daha etanol eklenerek 100 mL siiziintii

ekstrakt olarak kullanildi [81].

2.6.1.3 Metanol Ekstraktinin Hazirlanmasi

5 g zeytin 50 mL metanol ile homojenizatérde parcalandi ve 3 dk bekleme
sonrast Whatman No 1 filtre kagidi yardimiyla filtre edildi. Kagit tizerinde kalan
pellet iizerinden 50 mL daha metanol eklenerek 100 mL siiziintli ekstrakt olarak

kullanild1 [81].
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2.6.2 Antioksidan Aktivite Yontemleri

2.6.2.1 Toplam Fenol iceriginin Belirlenmesi

Gallik asit substrat olarak kullanildi. 1 mg su ekstrakti hacimli kiigik bir
sisede 23 ml distile su ile cozuldii. Sonra 0,5 ml Folin-Ciocalteu reaktifi ilave
edilerek tup icerigi karstirildi. 3 dk sonra 1,5 mL Na2CO3 (%2) ilave edilir ve
karisim 2 saat calkalayicida calkalamaya birakildi. Spektrofotometre ile absorbansi
760 nm de kore kars1 okutuldu. Kor olarak su kullanildi. Su ekstraktlarinin total fenol
icerigi gallik asit esdegeri olarak (mg) standart gallik asit grafiginden elde edilen
esitlik kullanilarak belirlendi [74].

2.6.2.2 DPPH Giderme Aktivitesi Belirlenmesi

Zeytin meyvesinin su ekstraktlarinin DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl hydrazine)
serbest radikal giderme aktivitesini belirlemek igin farkli konsantrasyonlarda (10
mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL, 40 mg/mL, 50 mg/mL ) su ekstrakt1 3 mL dH,O
hacmine ilave edildikten sonra 0,1 mM alkolik DPPH ¢ozeltisi 6rneklere ilave edildi.
Bu ornekler vortekslenerek karanlik ortamda oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.
517 nm’de kore karsi absorbas alindi. Kor olarak ornek yerine distile su kullanilds
[ 74].

Zeytin meyvesinin etanol ekstraktlarmin DPPH serbest radikal-giderme
aktivitesini belirlemek i¢in farkli konsantrasyonlarda (10 mg/mL, 20 mg/mL, 30
mg/mL, 40 mg/mL, 50 mg/mL ) etanol ekstrakti 3 mL etanol hacmine ilave
edildikten sonra 0,1 mM alkolik DPPH c¢ozeltisi orneklere ilave edildi. Bu érnekler
vortekslenerek karanlik ortamda oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. 517 nm’de

kore karsi absorbas alindi. Kor olarak 6rnek yerine etanol kullanildi [74].

Zeytin meyvesinin metanol ekstraktlarinin DPPH serbest radikal-giderme
aktivitesini belirlemek i¢in farkli konsantrasyonlarda (10 mg/mL, 20 mg/mL, 30
mg/mL, 40 mg/mL, 50 mg/mL ) metanol ekstrakti 3 mL metanol hacmine ilave

edildikten sonra 0,1 mM alkolik DPPH ¢ozeltisi 6rneklere ilave edildi. Bu 6rnekler
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vortekslenerek karanlik ortamda oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. 517 nm’de

kore karsi absorbas alindi. Kor olarak 6rnek yerine metanol kullanildi [74].

2.6.2.3 DMPD Radikal Giderme Aktivitesi

Zeytin  meyvesinin su ekstraktinda DMPD radikal giderme aktivitesi
belirlemek i¢in, 105 mg/5 mL DMPD ¢ozeltisinden 1 mL, 100 mL (0,1 M pH 5.3)
asetat tamponuna ilave edildi. DMPD, bu ¢ozeltiye 0.3 mL demir klorur
¢ozeltisinden (0.05M) ilave edilerek elde edildi. Farkli konsantrasyonlarda (10
mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL, 40 mg/mL, 50 mg/mL ) su ekstraktlar1 ilave edilerek
toplam hacim distile su ile 0,5 mL’ye tamamlandi. 0,5 mL DMPD ¢ozeltisi direkt
reaksiyon karigimima ilave edildi. Bu Ornekler vortekslenerek oda sicakliginda
karanlik ortamda 15 dk inkiibe edildi. 505 nm de absorbansi kore karsi okutuldu. Kor
olarak 6rnek yerine tampon ¢ozelti kullanildi [74].

Zeytin meyvesinin etanol ekstraktinda DMPD radikal giderme aktivitesi
belirlemek i¢in, 105 mg/5 mL DMPD ¢o6zeltisinden 1 mL, 100 mL (0,1 M pH 5.3)
asetat tamponuna ilave edildi. DMPD, bu ¢ozeltiye 0.3 mL demir klorur
cozeltisinden (0.05M) ilave edilerek elde edildi. Farkli konsantrasyonlarda (10
mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL, 40 mg/mL, 50 mg/mL ) etanol ekstraktlar1 ilave
edilerek toplam hacim etanol ile 0,5 mL’ye tamamlandi. 0,5 mL DMPD ¢ézeltisi
direk reaksiyon karigimina ilave edildi. Bu ornekler vortekslenerek oda sicakliginda
karanlik ortamda 15 dk inkiibe edildi. 505 nm de absorbansi kore karsi okutuldu. Kor

olarak 6rnek yerine tampon ¢ozelti kullanildi [74].

Zeytin meyvesinin metanol ekstraktinda DMPD radikal giderme aktivitesi
belirlemek i¢in, 105 mg/5 mL DMPD ¢ozeltisinden 1 mL, 100 mL (0,1 M pH 5.3)
asetat tamponuna ilave edildi. DMPD, bu ¢ozeltiye 0,3 mL demir klorur
cozeltisinden (0,05M) ilave edilerek elde edildi. Farkli konsantrasyonlarda (10
mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL, 40 mg/mL, 50 mg/mL ) metanol ekstraktlari ilave
edilerek toplam hacim metanol ile 0,5 mL’ye tamamlandi. 0,5 mL DMPD ¢ozeltisi
direk reaksiyon karigimina ilave edildi. Bu ornekler vortekslenerek oda sicakliginda
karanlik ortamda 15 dk inkiibe edildi. 505 nm’de absorbansi kore kars1 okutuldu. Kor

olarak ornek yerine tampon ¢ozelti kullanildi [74].
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2.6.2.4 Toplam Demir indirgeme Giiciiniin Belirlenmesi

Zeytin meyvesinin su ekstraktinda demir indirgeme antioksidan giiciinii
belirlemek igin farkli konsantrasyonlarda (10 mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL, 40
mg/mL, 50 mg/mL ) su ekstraktlarinin igine 0,75 mL distile su, ImL 0,2 M fosfat
tamponu (pH=6.6) ve 1 mL (%1) potasyum ferriksiyaniir [K3Fe(CN)g] ilave edilerek
karistirldi. Karisim 50°C°de 20 dk inkiibe edildikten sonra 1 mL triklorasetikasit
(%10) ile asitlendirildi. Sonunda, 0,25 mL FeCl; ilave edildi ve kore kars1 700 nm de
absorbansi alindi. Kor olarak distile su kullanildi [74].

Zeytin meyvesinin etanol ekstraktinda demir indirgeme antioksidan giiciinii
belirlemek igin farkli konsantrasyonlarda (10 mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL, 40
mg/mL, 50 mg/mL ) etanol ekstraktlarinin ig¢ine 0,75 mL etanol, ImL 0,2 M fosfat
tamponu (pH=6.6) ve 1 mL (%1) potasyum ferriksiyaniir [K3Fe(CN)g] ilave edilerek
karistirldi. Karisim 50°C°de 20 dk inkiibe edildikten sonra 1 mL triklorasetikasit
(%10) ile asitlendirildi. Sonunda, 0,25 mL FeCls ilave edildi ve kore kars1 700 nm de
absorbansi alindi. Kor olarak etanol kullanildi [74].

Zeytin meyvesinin metanol ekstraktinda demir indirgeme antioksidan giiciinii
belirlemek i¢in farkli konsantrasyonlarda (10 mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL, 40
mg/mL, 50 mg/mL ) metanol ekstraktlarinin ig¢ine 0,75 mL metanol, 1ImL 0,2 M
fosfat tamponu (pH=6.6) ve 1 mL (%1) potasyum ferriksiyaniir [K3Fe(CN)g] ilave
edilerek karistirildi. Karisim 50 °C’de 20 dk inkiibe edildikten sonra 1 mL
triklorasetikasit (%10) ile asitlendirildi. Sonunda, 0,25 mL FeCls ilave edildi ve kore

kars1 700 nm de absorbansi alindi. Kor olarak metanol kullanildi [74].
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3. BULGULAR

3.1 Serbest Enzim Calismalari

3.1.1 p-Glukozidaz Enziminin Saflagtirilmasi

3.1.1.1 Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Bolim 2.2.1.2°de belirtilen yontem ile ham ekstrakt hazirladi ve Bolim
2.2.1.3°de belirtilen yontem ile aktivite bakildi. Boliim 2.2.2’de belirtilen Bradford
yontemi ile biri daha hasas (Sekil 3.1) olmak iizere 2 adet standart grafik ¢izildi
(Sekil 3.2). Bu standart grafik yardimu ile rotein miktarlari tayin edildi (Tablo 3.2).

0,14 -
R? = 0,9908
0,12 -
0,1 -

0,08 -

A595

0,06 -

0,04 -

0,02 -

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
mg/ml

Sekil 3.1 : Bradford yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan
standart grafik.
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R%=0,9919
0,9 -

0,8 -
0,7 -
0,6 -
A595 0,5 -
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0,3 -
0,2 -

0,1 -
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
mg/ml

Sekil 3.2 : Bradford yontemi ile protein miktarmnin tayin edilmesinde kullanilan

standart grafik.

3.1.1.2 f-Glukozidaz Enzimi icin Amonyum Siilfat Coktiirme Araliginin

Belirlenmesi

Amonyum siilfat ¢oktlirmesi araligi belirlemek amaci ile Tablo 3.1 deki
belirtilen tuz konsantrasyonlarinda Boliim 2.2.1.4°de belirtilen yontem kullanilarak
%0-%100 araliklarinda amonyum siilfat ¢oktiirmeleri yapildi ve aktivitenin % 10 ile
% 60 amonyum siilfat araliginda elde edilen ¢okeleklerde en yiiksek oldugu
belirlendi (Sekil 3.3).
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Tablo 3.1 : Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesinde kullanilan ¢dzelti hacimleri ve amonyum siilfat miktari.

Aralik Degeri Coktiirme Arahg: Hacim (mL) Kullanilan Amonyum | Sivi Aktivite (EU) Cokelti Aktivite
(%W/V) Siilfat (g) (EU)
1 0-10 100 5,14 2119,8 586,5
2 10-20 100 5,28 1521,7 729,4
3 20-30 100 5,46 1776,9 24814
4 30-40 100 5,62 1005,1 6105,1
5 40-50 100 5,82 737,8 2306,4
6 50-60 100 6,02 487,1 1881,1
7 60-70 100 6,23 107,6 1146,1
8 70-80 100 6,45 98,7 159,6
9 80-90 100 6,70 108,3 126,9
10 90-100 100 6,96 159,6 232,1
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Sekil 3.3 : Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin tespitinde kullanilan grafik.
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3.1.1.3 Hidrofobik Etkilesim Kromotografisi ile f-Glukozidaz Enziminin

Saflagtirilmasi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda elde edilen ¢okelek 1 M NHy (SO4)2, 50 mM
Na;HPO, (pH 6.8) tamponunda ¢6ziildii ve B6lim 2.2.1.5°de belirtilen yontem ile
hidrofobik etkilesim kromotografi kolonuna tatbik edildi. Bolim 2.2.1.5’de belirtilen
yontemle toplanan tiim eliiatlarin kore karsi 405 nm de aktiviteleri ve 280 nm
absorbanslar alinarak kalitatif proteini belirlendi. Elde edilen verilere gore tiim

tiiplerin aktivite (EU) ve protein miktar1 grafigi ¢izildi ( Selkil 3.4).

Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonunda enzim aktivitesine rastlanan
tiipler belirlendi. Ham ekstrakt, kolona tatbik edilen amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonrast numune ve hidrofobik etkilesim kromotografisi ile saflagtirma sonrasi
aktivite gosteren eliiat ¢ozeltilerinin Bolim 2.2.2°de belirtilen Bradford metoduyla
kantitatif protein tayini ve Bolim 2.2.1.3’de belirtilen yontem kullanilarak aktivite
tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler ve saflagtirma oranlar tespit edildi. Sonuglar
Tablo 3.2°de verildi. Buna gore % 16,84 verim ile 20,91 kat saflagtirilan zeytin /-
glukozidaz enziminin spesifik aktivitesi 169800 (EU) olarak belirlendi.
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Tablo 3.2 : Saflastirma Tablosu

Basamak

Kromatografisi

Hacim | Aktivite Toplam Protein Toplam Spesifik % Verim Saflagtirma
(mL) (U/mL) Aktivite Miktanr Protein Aktivite Derecesi
(U/mL) (mg/mL) (mg) (U/mg)
Ham ekstrakt 100 1932 359900 0,238 23,9 8117 100

Amonyum Siilfat
Coktiirmesi 3 23086 69258 0,826 2,478 27949 361 1,84

Hidrofobik

Etkilesim 2 6792 13584 0,040 0,08 169800 16,8 20,91
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3.1.2 Zeytin p-Glukozidaz enziminin SDS poliakrilamid jel

elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi kolonundan saflagtirilan S-glukozidaz
enziminin safligin1 kontrol etmek amaciyla Boliim 2.2.4’de belirtildigi sekilde
hazirlanan SDS poliakrilamid jel elektroforezine zeytinden saflastirilan - glukozidaz
enzim numunesi tatbik edildi. Protein bantlar1 igeren jellerin goriintiileri jel
goriintiileme sistemi ile bilgisayara aktarildi (Sekil 3.5). Buna gore zeytin f-

glukozidaz enziminin 55-60 kDa hizasinda tek bant verildigi goriildii.

1 2

Sekil 3.5 : Zeytin (Olea europea L.) meyvesinden Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi (HEK) ile saflastirilan S-glikozidaz enziminin SDS poliakrilamid jel

elektroforezinde goriintiisii.
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3.1.3 p-Glukozidaz Enziminin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.1.3.1p -Glukozidaz Enziminin pNPG Substratina Karst Ky ve Vi

Degerlerinin Belirlenmesi

Hidrofobik etkilesim kromotogrofisi ile saflastirimis zeytin p-glukozidaz
enziminin pNPG substratina karst Ky ve Viax degerlerinin belirlenmesi i¢in Tablo
3.3’de belirtilen konsantrasyonlarda pNPG substrat ¢ozetisine karst Boliim 2.2.1.3’de
belirtilen yontem ile aktivite tayini yapildi. 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.6). Ky ve Vmax degerleri grafigin
denkleminden yararlanilarak bulundu. Bunun i¢in grafigin 1/V eksenini kestigi nokta
olan 1/Vmax degerinden Vmax degeri ve denklemin egimi olan Ky/Vmax degerinden

Vmax yerine yazilarak Ky degeri hesaplandi (Tablo 3.4.).
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Tablo 3.3 : Zeytin p-glukosidaz enziminin pNPG substrati kullanilarak, Ky ve Vmax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢6zeltilerin hacimleri,

aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri.

50 mM Sodyum PNPG Enzim Kuyucuk Kuyucuk A405 Aktivite v 1/[S]

asetat Tamponu | Cégeltisi (ul) | Cozeltisi () | Toplam Hacim Substrat EU/mL (x10¥
(M) (ul) Derisimi (mM)
120 20 70 210 0,47 0,127 92,64 107 1,40
110 30 70 210 0,71 0,1335 98,07 101 1,04
100 40 70 210 0,95 0,1507 112,4 88 0,84
90 50 70 210 1,19 0,1551 116,1 86 0,70
80 60 70 210 1,42 0,16 120,2 83 0,60
70 70 70 210 1,66 0,1737 131,6 75 0,52
60 80 70 210 1,90 0,1889 1443 69 0,46
50 90 70 210 2,14 0,1978 151,7 65 0,42
40 100 70 210 2,38 0,1992 152,9 65 0,38
30 110 70 210 2,61 0,2074 159,8 62 0,35
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R?=0,9826
1/[vI]

-

1/[S] mM

Sekil 3.6 : Zeytin (Olea europea L.) meyvesinden Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi (HEK) ile saflagtirilan S-glikozidaz enziminin pNPG substrati ile
elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.

Tablo 3.4 : Zeytin p-glukosidaz enziminin pNPG substratlara karst Ky, Vmax Ve
Vmax | Km degerleri

PNPG 0,8 192 256
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3.1.3.2 p-glukozidaz Enziminin Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Hidrofobik etkilesim kromatogrofisi ile saflastirnmis zeytin S-glukozidaz
enziminin optimum pH degerinin belirlenmesi igin farkli pH degerlerinde Sodyum
asetat tamponlar1 ve bu tamponlar ile son konsatrasyon 5 mM pNPG substrat
cozeltileri hazirlandi. Boliim 2.2.1.3°de belirtilen yontem ile p- Glukozidaz
enziminin aktivitesi tayin edildi. Her pH degeri i¢in o pH degerinde substrati
kullanildi. Denemeler 3 tekerriirlii yapildi ve standart sapmalari hesaplanarak
reaksiyonun gerceklestigi ortamin pH degerine karsi grafik cizildi. Buna gore

enzimin pH 5,5’de en yiiksek aktivite gosterdigi belirlendi (Sekil 3.7).

1400 -
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800 A

600 -
400
200 I
3 4 4,5 5 5,5 6 7 8

Aktivite (E0)

O_

pH

Sekil 3.7 : Zeytin (Olea europea L.) meyvesinden Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi (HEK) ile saflastirilan f-glikozidaz enziminin pNPG substrati ile
elde edilmis optimum pH grafigi.
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3.1.3.3 f-Glukozidaz ~ Enziminin Optimum  Sicakhk Degerinin

Belirlenmesi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilmis zeytin p-glukozidaz
enziminin optimum sicakliginin belirlenmesi amaciyla farkli sicakliklarda Boliim
2.2.1.3de belirtilen yontemle aktivite tayini belirlendi. Deneyler 3 tekerriirlii yapildi
ve satandart sapmalari hesaplanarak reaksiyonun gerceklestigi ortamin sicaklik
degerine kars1 grafik ¢izildi. Buna gére enzimin 55°C’de en yiiksek aktivite
gosterdigi belirlendi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8: Zeytin (Olea europea L.) meyvesinden Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi (HEK) ile saflastirilan B-glikozidaz enziminin pNPG substrati ile

elde edilmis optimum sicaklik grafigi.
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3.2  immobilize f-Glukozidaz Enzim Caligmalar

3.2.1 FT-IR analizi

Manyetik nanoparcaciklara immobilize edilen zeytin fS-glukozidazinin,
aktiflestirilmis nanoparcacigin ve ¢iplak nanopargacigin Bolim 2.3.2°de belirtilen
yontem kullanilarak FT-IR analizleri ile manyetizma karakterizasyonu belirlendi.

FTIR analiz sonucu Sekil 3.9’de goriilmektedir.

Buna gore; yapilan FT-IR analizinde O-H bagi piki oldugunu diisiindiigiimiiz
piki ¢iplak nanoparcacik 3410 cm™ de, karbodiimid ile aktiflestirilmis nanoparcacik
3393 cm'de, p-glukozidaz enzimi immobilize edilmis nanopargacik ise
3390 cm™tde vermisti. C=0 bagi piki oldugunu diisiindiigiimiiz piki ciplak
nanoparcacik 1633 cm™ de, carbodiimide ile aktiflestirilmis nanoparcacik 1633 cm’
Yde, p-glukozidaz enzimi immobilize edilmis nanopargacik ise 1627 cm™de
vermigtir. C-O bag piki oldugunu disiindiiylimiiz piki, carbodiimide ile
aktiflestirilmis nanopargacik 1045 cm™ de, [-glukozidaz enzimi immobilize edilmis
nanoparcacik ise 1043 cm™de vermistir. Ciplak nanoparcacik C-O piki oldugunu

diistindiigiimiiz piki vermemistir.
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Sekil 3.9: Siiperparamanyetik demir oksit nanopargaciklara Immobilize edilmis zeytin f-glukozidazinin FT-IR spektrumu.
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3.2.2 Enzimin Siiperparamanyetik Nanoparc¢aciklara Baglanma

Kapasitesinin Belirlenmesi

Hidrofobik etkilesim kromotogrofisi ile saflastirimis zeytin p-glukozidaz
enziminin nanoparcaciklara baglanma kapasitesini belirlemek amaciyla Bolim
2.3.1°de belirtilen yontem ile Tablo 3.5°da belirtilen nanopargacik miktarlarina 22.9
pg enzim yiiklendi. B6liim 2.3.3’deki yontem ile aktivite tayini yapildi. 210 pl pNPG
standart egri grafigi kullanilarak enzim {initesi hesaplandi. Ustten alman yikama
stvilarinda tutunmayan protein miktarlar1 Bolim 2.2.2°de belirtilen Bradford
Yontemi ile belirlendi. Deney 3 tekerriirlii olarak gerceklestirildi ve standart
sapmalar1 hesaplanarak nanopargacik miktarina (mg) kars1 gelen enzime ait protein
miktart (pg) ile aktivite grafigi ¢izildi. Buna gore 22.9 pg enzim 25 mg
nanopargaciga tam doygunluk konsantrasyonunda baglandi. Bu degerden daha
yiiksek nanopargacik miktarlartyla yapilan denemelerde ortamda enzim tutunmamis
nanoparcacik miktar1 arttikca aktivitenin diistiigii belirlendi
(Sekil 3.10 ve Sekil 3.11).
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Tablo 3.5 : Zeytin (Olea europea L.) meyvesinden Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HEK) ile saflastirilan f-glikozidaz enziminin

siiperparamanyetik nanopartikiillere tutunma kapasitesinin belirlenmesinde kullanilan protein ve nanopargacik miktarlari.

Nanopartikiil Yiiklenen Tutunmayan Tutunan Enzim baglanma orani A405 Aktivite (ED)
mg protein png protein png protein png (%)
5 22,9 16 6,9 30,13 0,438 2820,51
15 22,9 9 13,9 60,69 0,606 3897,65
25 22,9 0 22,9 100 0,725 4662,39
75 22,9 0 22,9 100 0,644 4140,17
100 22,9 0 22,9 100 0,498 3206,62
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Sekil 3.10 : Zeytin (Olea europea L.) meyvesinden Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi (HEK) ile saflastirilan f-glikozidaz enziminin siiperparamanyetik

nanopartikiillere tutunma kapasitesi.
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Sekil 3.11 : Farkli miktarlarda siiperparamanyetik nanopargaciklara immobilize
edilmis zeytin B-glikozidazinin aktivite ve yiizeye tutunan protein ($-Glu/Fe, pg/mg)

miktarlarindaki degisim grafigi.
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3.2.3 Immobilize f-Glukozidaz Enziminin Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi

3.2.3.1 Immobilize p-glukozidaz Enziminin Ky ve Vmax Degerinin

Belirlenmesi

Hidrofobik etkilesim kromotogrofisi ile saflastirimis zeytin S-glukozidaz
enziminin Ky ve Vmax degerinin belirlenmesi igin Boliim 2.3.1°de belirtilen yontem
ile 0,2 g nanopargaciga enzim immobilize edildi. 0,2 g nanopargacik 50 mL sodyum
asetat tamponunda homojen olarak karistirildi. Her tiipe 5 mL 6rnekten alindi ve
nanopargaciklar 10 esit hacme bolindi. 10 tiipte bulunan enzim ihtiva eden
nanopargaciklarda Bolim 2.3.3°de belirtilen yontem ile aktivite tayini yapild.
Hepsinin ayn1 aktiviteyi gosterdigi tespit edildi. Immobilize enzimim Ky Ve Vpax
degerini belirlemek amaci ile esit miktarlarda aktivite gosteren tiiplerde Tablo 3.6’de
belirtilen farkli substrat konsantrasyonunda Boélim 2.3.3’de belirtilen yontem ile
aktivite tayini yapildi. 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri
cizildi (Sekil 3.12). Immobilize enzimin Ky Ve Vimax degerleri grafigin denkleminden

yararlanilarak sirasi ile 1,26 mM ve 333,3 EU/mL olarak bulundu (Tablo 3.9).
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Tablo 3.6 : Zeytin p-glukosidaz enziminin pNPG substrati kullanilarak, Ky Ve Vimax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri,

aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri

50 mM pNPG Immobilize Tiipteki Tiipteki A 405 Aktivite 1V 1/[S]
Sodyum asetat | Cézeltisi (ul) | Enzim Miktar1 | Toplam Substrat EU/mL (X10%
Tamponu (pul) ) Hacim (pl) Derisimi
(mM)
700 300 0,020 1000 15 0,133 181,7 5,50 0,66
600 400 0,020 1000 24 0,150 204,8 4,88 0,5
500 500 0,020 1000 2,5 0,155 210,8 4,74 0,4
400 600 0,020 1000 3 0,160 2174 4,59 0,33
300 700 0,020 1000 3,5 0,173 235,3 4,24 0,28
200 800 0,020 1000 4 0,188 256,30 3,90 0,25
100 900 0,020 1000 4.5 0,197 268,2 3,72 0,22
0 1000 0,020 1000 5 0,200 270,1 3,70 0,2
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Sekil 3.12 : Zeytin (Olea europea L.) meyvesinden Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi (HEK) ile saflastirilan vesliperparamanyetik
nanoparg¢aciklaraimmobilize edilen S-glikozidaz enziminin pNPG substrati ile elde

edilmis Lineweaver-Burk (Km ve Vmax) grafigi.

Tablo 3.9 : Zeytin meyvesinden saflagtirilan immobilize f-glukozidaz enzimin

optimum sartlarda Ky ,Vmax ve Ky/Vmax degerleri

Substrat Km (mM) Vmax (EU/ML) Vmax/Km

PNPG 1,26 333,3 263

3.2.3.2 Iimmobilize Enzim Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

0,3 g nanoparcaciga Boliim 2.3.1°de belirtilen yontem ile enzim immobilize
edildi. Immobilize edilmis nanopar¢actk 150 mL sodyum asetat tamponunda
homojen olarak karistirildi. Her tiipe 5 mL 6rnekten alindi1 ve nanoparcaciklar 18 esit

parcaya boliindii. 18 tiipte bulunan enzim ihtiva eden nanoparcaciklarin Bolim
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2.3.3’de belirtilen yontem ile aktivite tayini yapildi. Hepsinin ayni aktiviteyi
gosterdigi tespit edildi. Immobilize enzimim optimum pH aktivitesini belirlemek
amaci ile esit miktarlarda aktivite gosteren 6 tiip’te farkli pH’larda Boliim 2.3.3’de
belirtilen yontem ile aktivite tayini yapildi. Her bir Aktivite tayininde kullanilan
substratlar uygun pH sodyum asetat tamponunda pNPG substratinda ¢oziilerek
hazirlandi. Deneyler {i¢ tekerriirlii olarak gerceklestirildi ve standart sapmalari
hesaplanarak ortam pH degerine karsilik aktivite degisimi grafigi ¢izildi. Buna gore

immobilize enzim optimum pH degeri 5,5 olarak belirlendi (Sekil 3.13).

180 -

160 -

140 -
120 -~
100 -
3,5 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5

pH

Aktivite(EU)
r @ ®
S o o

N
o
1
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Sekil 3.13: Zeytin (Olea europea L.) meyvesinden Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi (HEK) ile saflastirilan ve siiperparamanyetik nanopargaciklara
immobilize edilmis f-glikozidaz enziminin pNPG substrati ile elde edilmis optimum

pH grafigi.

3.2.3.3 Immobilize enzim Optimum Sicakhk Degerinin Belirlenmesi

0,3 g nanoparcaciga Boliim 2.3.1°de belirtilen yontem ile enzim immobilize
edildi. Immobilize edilmis nanopar¢acik 150 mL sodyum asetat tamponunda

homojen olarak karistirildi. Tiiplere 5’er mL 6rnek alinarak, nanopargaciklar 18 esit
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parcaya boliindii. 18 tiipte bulunan enzim ihtiva eden nanoparcaciklarin Bolim
2.3.3’de de belirtilen yontem ile aktivite tayini yapildi. Tip igeriklerinin ayni
aktiviteyi gosterdigi tespit edildi. Immobilize enzimim optimum sicaklik degerinini
belirlemek amaci ile esit miktarlarda aktivite gosteren 6 tlipte farkli sicakliklarda
Boliim 2.3.3°de belirtilen yontem ile aktivite tayini yapildi. Deneyler ii¢ tekerriirlii
calisildi ve standart sapmalar1 hesaplanarak ortam sicakligina karsi aktivite degisim
grafigi ¢izildi (Sekil 3.14). Buna gore immobilize enzim optimum sicaklik degeri
37°C olarak belirlendi.
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Sekil 3.14 : Zeytin (Olea europea L.) meyvesinden Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi (HEK) ile saflastirilan ve siiperparamanyetik nanopargaciklara
immobilize edilmis S-glikozidaz enziminin pNPG substrati ile elde edilmis optimum

sicaklik grafigi.

3.3 Ticari enzim ¢alismalar:

Zeytinden Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile saflagtirilarak elde edilen
B-glikozidaz enzimi (E) ve siiperparamanyetik nanopargaciklara immobilizasyonu ile
elde edilen immobilize enzim (IE) ile gergeklestirilen ¢alismalarda karsilastirma
yapmak amaciyla liyofilize enzim ile benzer denemeler 3 tekerriirli olarak

gerceklestirilmistir.
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3.3.1 FTIR Analizi

Zeytinden Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HEK) ile saflastirilarak
Manyetik nanoparcaciklara immobilize edilen zeytin B-glikozidazinin (IE) ile
karsilastirma yapmak lizere ticari preparat olarak kullanilmakta olan B-glikozidaz
enziminin immobilizasyonu ile elde edilen immobilize Ticari Enzimin (ITE) FTIR
analizleri ile manyetizma karakterizasyonu belirlenmistir. FTIR analiz sonucu Sekil

3.15°de goriilmektedir.

Yapilan FT-IR analizinde O-H bagi piki oldugunu diisiindiigiimiiz piki ¢iplak
nanoparcactk 3410 cm™de, karbodiimid ile aktiflestirilmis nanoparcacik
3393 cmlde, ticari enzim immobilize edilmis nanoparcacik ise 3397 cm™*de
vermistir. C=0O bag1 piki oldugunu diislindiigimiiz piki ¢iplak nanopargacik 1633
cm™de, karbodiimid ile aktiflestirilmis nanoparcactk 1633 cm™de, ticari enzim
immobilize edilmis nanopargacik ise 1630 cm™ de vermistir. C-O bag1 piki oldugunu
diistindiigiimiiz piki, karbodiimid ile aktiflestirilmis nanopargacik 1045 cm™ de, ticari
enzim immobilize edilmis nanoparcacik ise 1044 cm™de vermistir. Ciplak

nanoparcacik C-O piki oldugunu diisiindiiglimiiz piki vermemistir.
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Sekil 3.15 : Siiperparamanyetik demir oksit nanoparcaciklara immobilize edilmis ticari enzim FT-IR spektrumu.
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3.3.2 Ticari Enzimin Nanoparc¢aciklara baglanma Kkapasitesinin

Belirlenmesi

Ticari enzimin nanoparcaciklara baglanma kapasitesini belirlemek amaciyla
Bolim 2.3.1’de belirtilen yontem ile Tablo 3.12°da belirtilen nanopargacik
miktarlaria 78 pg enzim yiiklendi. Bolim 2.3.3’deki yontem ile aktivite tayini
yapildi. 210 pl pNPG standart egri grafigi kullanilarak enzim diinitesi hesaplandi.
Ustten alinan yikama sivilarinda tutunmayan protein miktarlar1 Bélim 2.2.2°de
belirtilen Bradford yontemi ile belirlendi ve bdylece tutunan enzim miktart tayin
edildi. Denemeler 3 tekrarli olarak gergeklestirildi ve standart sapmalari
hesaplanarak nanoparcacik miktarma karsilik tutunan protein miktar1 (8 glu/Fe+3)
(ng/mg) ve aktivite (EU/mg) degisim grafigi ¢izildi. Tablo 3.12°da goriildiigi tizere
100 mg nanopargaciga 78 pug enzim baglanma orani %100 olarak belirlenirken en
yiiksek aktivite degeri 78 pg protein degerine karsilik 75 mg siiperparamanyetik
nanopargacik ile elde edildi (Sekil 3.16). Reaksiyon ortaminda enzim tutunmayan

nanopar¢actk miktar1 arttikga aktivitenin  diistiigii  belirlendi  (Sekil 3.17
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Tablo 3.7 :Ticari Enzimin siiperparamanyetik nanopartikiillere tutunma kapasitesinin belirlenmesinde kullanilan protein ve nanopargacik

miktarlari
Nanopartikiil Yiiklenen protein Tutunmayan Tutunan protein (ng) Enzim Aktivite (EU)
mg miktar1 (ng) protein miktari baglanma orani
(ng) (%)

5 78 63,5 14,5 18,5 15063,89
15 78 36,9 41,1 52,6 21974,79
25 78 23,9 54,1 69,35 22307,69
75 78 2,2 75,8 97,1 23849,79
100 78 0 78 100 23590,38
150 78 0 78 100 22766,03
200 78 0 78 100 21851,5
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Sekil 3.16 Ticari enzimin sliperparamanyetik nanopartikiillere tutunma

kapasitesinin belirlenmesi
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Sekil 3.17 : Farkli miktarlarda siiperparamanyetik nanoparcaciklara immobilize

edilmis ticari enzim aktivite ve yiizeye tutunan protein (T.E/Fe, pg/mg)

miktarlarindaki degisim grafigi.
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3.3.3 Ticari Enzim pNPG Substratina Kars1 Ky veVpyax Degerlerinin

Belirlenmesi

Immobilize ticari enzimin Ky Ve Vmax degerinin belirlenmesi i¢in Bolim
2.3.1°de belirtilen yontem ile 0,2 g nanopargaciga enzim immobilize edildi. 0,2 g
nanoparcacik 50 mL sodyum asetat tamponunda homojen olarak karistirildi. Her tiipe
5 mL ornekten alind1 ve nanopargaciklar 10 esit hacme béliindii. 10 tiipte bulunan
enzim ihtiva eden nanoparcaciklarda Boliim 2.3.3’de belirtilen yontem ile aktivite
tayini yapildi. Hepsinin ayn1 aktiviteyi gosterdigi tespit edildi. Immobilize ticari
enzimim Ky ve Vimax degerini belirlemek amaci ile esit miktarlarda aktivite gosteren
tiiplerde Tablo 3.9°de belirtilen farkli substrat konsantrasyonunda Bolim 2.3.3’de
belirtilen yontem ile aktivite tayini yapildi. 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak
Lineweaver-Burk grafikleri cizildi (Sekil 3.18). Immobilize ticari enzimin Ky ve
Vmax degerleri grafigin denkleminden yararlanilarak sirasiyla 10 mM ve 10.000

EU/mL olarak bulundu (Tablo 3.10)
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Tablo 3.8 : Immobilize ticari enzimin pNPG substrati kullanilarak, Ky ve Vmax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri, aktivite,

1/V ve 1/[S] degerleri

50 mM PNPG Immobilize Tiipteki Tiipteki A 405 Aktivite 1V (x10% | 1/[S]
Sodyum Cozeltisi (ul) Ticari Enzim Toplam Substrat EU/mL
asetat Miktar (g) Hacim (ul) Derisimi
Tamponu (ul) (mM)
800 200 0,020 1000 1 1,001 6426,28 0,155 1
700 300 0,020 1000 1,5 1,345 8631,41 0,115 0,66
600 400 0,020 1000 2 1,545 9913,46 0,100 0,5
500 500 0,020 1000 2,5 2,17 13919,8 0,071 0,4
400 600 0,020 1000 3 2,79 17900,6 0,055 0,33
300 700 0,020 1000 3,5 3,0 19298,0 0,051 0,28
200 800 0,020 1000 4 3,22 20695,5 0,048 0,25
100 900 0,020 1000 4,5 3,43 22003,2 0,045 0,22
0 1000 0,020 1000 5 3,51 22535,2 0,044 0,2
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Sekil 3.18 : Immobilize ticari enzimin pNPG substrati ile elde edilen Lineweaver-

Burk grafigi.

Tablo 3.9 : iImmobilize ticari enziminin pNPG substratlara karst Ky, Vinax V€ Vinax

| Kv degerleri

Substrat Km (MM) Vmax (EU/mg) Vmax/Ky

PNPG 10 100000 10000
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3.4 Serbest ve immobilize Enzim Farkimin Belirlenmesi

3.4.1 Hidrofibik Etkilesim Kromotografisi ile Saflastirllan Serbest
Zeytin B- Glukozidazi ve Immobilize Zeytin B- Glukozidazi

Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

Hidrofobik etkilesim kromotogrofisi ile saflastirimis zeytin f-glukozidaz
enziminin Bolim 3.2.1 de belirtililen yontem ile enzim siiperparamanyetik
nanoparcaciklara immobilize edildi. Ayn1 miktar serbest enzim ve ayni kosullarda
aktivite tayini yapildi (Tablo 3.11). Deney 3 tekrarli ¢alisilarak standart sapmalari
hesaplanarak immobilize ve serbest enzim aktivite karsilagtima grafigi ¢izildi. Buna
gore serbest enzim immobilize edildikten sonra aktivitesinde ¢ok fazla degisiklik

olmadig1 belirlendi (Sekil 3.19).

Tablo 3.10 : Serbest enzim ve immobilize f-glukozidaz enzimin protein miktarlari

ve aktiviteleri.

Sodyum PNPG Protein A405 EU/mL
asetat (5mM) miktari
tamponu (ng)
Serbest 0,5mL 0,5mL 2,29 0,255 1644,87
enzim
Immobilize 0,5mL 0,5mL 2,29 0,259 1669,87
enzim
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Sekil 3.19 : Serbest ve immobilize zeytin f-glukozidaz enziminin aktivitelerinin

karsilastirilmasi.

3.4.2 Serbest Ticari Enzim ve immobilize Ticari Enzim Aktivitelerinin

Karsilastirilmasi

Ticati enzim Boliim 3.2.1 de belirtililen yontem ile enzim siiperparamanyetik
nanoparcaciklara immobilize edildi. Ayni miktar serbest enzim ile immobilize
enzimin ayni kosullarda aktivite tayini yapildi (Tablo 3.12). Deney 3 tekrarli
caligilarak standart sapmalar1 hesaplanarak immobilize ve serbest enzim aktivite
karsilastima grafigi ¢izildi. Buna gore serbest enzim immobilize edildikten sonra

aktivitesinde ¢ok fazla degisiklik olmadig belirlendi (Sekil 3.20).
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Tablo 3.11 : Serbest enzim ve immobilize ticari enzimin protein miktarlart ve

aktiviteleri
Sodyum pPNPG Protein A405 EU/mL
asetat (5mM) miktari
tamponu (ng)
Sebest 0,5mL 0,5mL 78 3,837 24605,8
Ticari
enzim
immobilize 0,5 mL 0,5 mL 78 3,753 24067,3
Ticari
enzim
30000 -
25000 -
20000 -
£ 15000 -
3
h
<
10000 -
5000 -
0 .
immobilize Ticari Enzim Serbest Ticari Enzim

Sekil 3.20 : Serbest ve immobilize ticari enziminin aktivitelerinin karsilastirilmasi.
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3.4.3 Serbest S-Glukozidaz , immobilize f-Glukozidaz ve immobilize

Ticari Enzim Ky ve Vmax Degerlerinin Karsilagtirilmasi

Serbest ve immobilize p-Glukozidaz enzimi ile yapilan Ky ve Vmax
calismalarinda immobilize enzimin Ky ve Vmax degelerinin serbest enzime ait ayni
degerlerden yiiksek oldugu, belirlendi. Immobilize enzimin serbest enzime gore
PNPG substratina karsi ilgisinin az olmasina ragmen kinetik hizinin daha fazla
oldugu bulundu. Ticari enzimin immobilizasyonu ile elde edilen Ticari Immobilize
Enzime (TIE) ait Ky ve Vmax degerlerinin immobilize p-glukozidaz enziminin Ky,

ve Vmax degerlerinden ¢ok fazla oldugu bulundu (Tablo 3.13).

Tablo 3.12 : Serbest S-glukozidaz, immobilize p-glukozidaz ve immobilze ticari

enziminin pNPG substratlara karst Ky, Vimax Ve Vimax / Ku degerleri.

Km (MM) Vmax (EU/mg) Vmax/Kwy
Serbest S- 0,8 192,3 240
glukozidaz
Immobilize S- 1,3 333,3 256
glukozidaz
Immobilize 10 10000 1000
Ticari Enzim
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3.4.4 Serbest f-Glukozidaz Enzimi ve immobilize S-Glukozidaz Enzimi

Optimum pH Degerlerinin Karsilastirilmasi

Serbest p-glikozidaz, immobilize p-glikozidaz ve immobilize ticari enzim ile

yapilan optimum pH calismalarinda tim numunelerin optimum pH degerleri 5,5
olarak belirlendi (Tablo 3.14).

Tablo 3.13: Serbest ve immobilize zeytin f-glukozidaz enziminin optimum pH

degerlerinin Karsilastirilmasi.

Optimum pH
Serbest B-Glukozidaz 9,5
Immobilize #-Glukozidaz 3,5

3.45 Serbest f-Glukozidaz Enzimi ve immobilize f-Glukozidaz Enzimi

Optimum Sicakhik Degerlerinin Karsilastirilmasi

Serbest f-glikozidaz, immobilize p-glikozidaz ve immobilize ticari enzim ile
yapilan optimum sicaklik ¢alismalarinda serbest enzimde optimum sicaklik 55 °C
olarak belirlenirken immobilize enzim &rneklerinde bu deger 37 °C olarak belirlendi
(Tablo 3.15).

Tablo 3.14: Serbest ve immobilize zeytin p-glukozidaz enziminin optimum

sicakliklarinin karsilastirilmasi.

Optimum Sicakhk
Serbest S-Glukozidaz 55 °C
Immobilize #-Glukozidaz 37°C
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3.4.6 Serbest p-Glukozidaz Enzimi ve Immobilize A-Glukozidaz

Enziminin Bekleme Kosullarinin Belirlenmesi

Bolim 2.2.1.5’de belirtilen yontemle saflastirilan Zeytin B-glukozidazi
Boliim 2.3.1°de belirtilen yontem ile demir oksit superparamantetik nanoparcaciklara
immobilize edildi. Immobilize edilen enzim ve serbest durumdaki enzim +4’de
(Sekil 3.21) ve +25 “de (Sekil 3.22) 9 hafta bekletildi ve her hafta aktivite tayini
yapild.
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2500 - Glukozidaz

2000 -
1500 -
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O T T T 1
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Aktivite (EU)

Sekil 3.21 : Serbest ve immobilize Zeytin B-glukozidaz enziminin +4 °C°de depolma

kararliliginin belirlenmesi.
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Sekil 3.22 : Serbest ve immobilize Zeytin p-glukozidaz enziminin +25 °C’de

depolma kararliligiin belirlenmesi.
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3.4.7 Serbest Ticari ve Immobilize Ticari Enziminin Bekleme

Kosullarimin Belirlenmesi

Ticari enzim Bolim 2.3.1°de belirtilen yontem ile demir oksit
superparamantetik nanoparcaciklara immobilize edildi. immobilize edilen enzim ve
serbest durumdaki enzim+4 (Sekil 3.23)° ve +25 ‘de (Sekil 3.24) de 13 hafta
bekletildi ve her hafta aktivite tayini yapildi.
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Sekil 3.23 : Serbest ve immobilize ticari enzimin bekleme +4 °C’de depolma

kararliliginin belirlenmesi.
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Sekil 3.24 : Serbest ve immobilize ticari enzimin bekleme +25 °C’de depolma

kararliliginin belirlenmesi.

3.5  Zeytin Tatlandirma Deneyleri

3.5.1 Zeytin tatlandirmada en uygun yontemin belirlenmesi

Boliim 2.4°de belirtilen yontemlerle zeytin meyvesi 24 saat tatlandirilmaya
birakildi ve HPLC ile oleuropein analizi yapilarak oleuropein miktarlar: belirlendi.
Oleuropein miktarlarindaki azalmaya bagli olarak zeytin tatlandirma amaciyla esit
siirede uygulamalarimin ardindan en uygun zeytin tatlandirma yontemi belirlendi.
Buna gore aym siirelerle gerceklestirilen yontemler arasinda oleuropein
miktarlarinda en anlamli diigiisler immobilize S-glikozidaz ve immobilize ticari f-

glikozidaz uygulamalari olarak belirlendi (Sekil 3.25).
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Sekil 3.25 : Farkli acilik giderme islemlerinin sofralik zeytin iiretiminde oleuropein

diizeylerine etkisi.

Z  :lIslenmemis zeytin

S : su ile tatlandirma yapilmis zeytin

N-1 :NaOH ile tatlandirma yapilmis zeytin

N-2 :NaOH ile tatlandirma yapilmis zeytin

C : Cizme yontemi ile tatlandirma yapilmis zeytin

SE :Serbest B-glukozidaz enzimi ile tatlandirilmis zeytin

6 IE : Immobilize B-glukozidaz enzimi ile 6 saat tatlandirilmis zeytin
24 IE : Immobilize B-glukozidaz enzimi ile 24 saat tatlandirilmis zeytin
TE- 1 : Serbest ticari enzim ile tatlandirimis zeytin

TE- 2 : Serbest ticari enzim ile tatlandirimis zeytin

TE- 3 : Serbest ticari enzim ile tatlandirimis zeytin

ITE-1 : Immobilize ticari enzim ile tatlandirimis zeytin

ITE-2 : Immobilize ticari enzim ile tatlandirimig zeytin
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ITE-3: Immobilize ticari enzim ile tatlandirimis zeytin

Uygulamalararasi farkliliklar1 ortaya koymak amaciyla yapilan denemeler sonrasinda
oleuropein miktarlarindaki diisiis etkisi acisindan Immobilize zeytin f-glikozidaz1 ve
immobilize ticari enzim uygulamalarinin diger yontemlere gore daha etkili olduklar

belirlendi (Sekil 3.26) ve (Tablo 3.16).

Etki degeri asagida ki sekilde hesaplandi :

Islem sonras1 zeytindeki oleuropein miktar

>< 100 =% oleurpein diizeyindeki azalma

islem gormemis zeytindeki oleuropein miktar:

Islem siireleri sabit tutuldugunda, drneklere ait oleruopein diizeylerindeki
azalma etkisi en fazla olan 6rnek %100 kabul edilerek bu azalma etkileri bagil olarak

degerlendirildi.
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Tablo 3.15 : Zeytin tatlandirmada kullanilan farkli ydntemlerle oleuropein

hidrolizinin karsilastirilmasi

Uygulama Zeytinden Zeytinde Zeytinde %
saati Hidroliz kalan Oleuropein
edilen oleuropein hidrolizi
oleuropein
Suile 24 1934 2982 39
tatlandirma
NaOH ile 24 4551 365 92
tatlandirma-1
NaOH ile 24 4663 253 94
Ttatlandirma-2
Cizme yontemi 24 4846 70 98
ile tatlandirma
Serbest B- 24 773 4143 15
glukozidaz ile
tatlandirma
Immobilize 6 2775 2142 56
beta gukozidaz
ile tatlandirma
Immobilize B- 24 4917 0 100
Glukozidaz ile
tatlamdirma
Serbest Ticari 24 2378 2539 48
Enzim ile
tatlandirma -1
Serbetst Ticari 24 3050 1866 62
Enzim ile
tatlandirma -2
Serbest Ticari 24 2323 2594 47
Enzim ile
tatlandirma -3
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Immobilize
Ticari Enzim
ile tatlandirma
-1

24

1772

3145

36

Immobilize
Ticari Enzim
ile tatlandirma
-2

24

3313

1604

67

Immobilize
Ticari Enzim
ile tatlandirma
-3

24

3933

983

80
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Sekil 3.26 : Zeytinde farkli tatlandirma uygulamalarinin kullanilmasi ile oleuropein

diizeylerindeki azalma etkisi.

Z  :lIslenmemis zeytin

S : su ile tatlandirma yapilmis zeytin

N-1 :NaOH ile tatlandirma yapilmis zeytin

N-2 :NaOH ile tatlandirma yapilmis zeytin

C : Cizme yontemi ile tatlandirma yapilmis zeytin

SE :Serbest S-glukozidaz enzimi ile tatlandirilmis zeytin

6 IE : Immobilize B-glukozidaz enzimi ile 6 saat tatlandiriimis zeytin
24 IE : Immobilize S-glukozidaz enzimi ile 24 saat tatlandirilmis zeytin
TE- 1 : Serbets ticari enzim ile tatlandirimigzeytin

TE- 2 : Serbets ticari enzim ile tatlandirimigzeytin

TE- 3 : Serbets ticari enzim ile tatlandirimigzeytin
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ITE-1 : Immobilize ticari enzim ile tatlandirimiszeytin
ITE-2 : Immobilize ticari enzim ile tatlandirrmiszeytin

ITE-3: Immobilize ticari enzim ile tatlandirimiszeytin

3.5.2 Optimum uygulama saatinin belirlenmesi

Sofralik zeytin iiretiminde oleuropein miktarlarindaki diisiis etkisinin HPLC
analizleri ile belirlendigi denemelerde immobilize zeytin f-glikozidazinin uygun
konsantrasyonlarda siire optimizasyonunu belirlemek iizere 6 ve 24 saatlik deneme
uygulamalar gerceklestirilmistir. 6 saatlik uygulama sonucunda oleuropein diisiisleri
anlamli bulunmazken 24 saatlik deneme siiresinin NaOH uygulama sonuglarina gore

daha anlamli sonug verdigi belirlendi (Sekil 3.27).

200000000 -
180000000 -
160000000 -~
140000000 -
120000000 -~
100000000 -
80000000 -
60000000 -
40000000 -
20000000 -

0 T
iE 6 saat uygulama iE 24 saat uygulama

Etki Degeri

Sekil 3.27 : Immobilize zeytin p-glikozidaz enziminin (IE) farkli siirelerde

oleuropein diizeylerine olan etkisi.
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3.5.3 Immobilize p-glukozidaz  enziminin  kullamm  sayisinin

belirlenmesi

Enzim Kkatalizli reaksiyonlarda en onemli enzimin tekrar kullanilabilirligi
endiistriyel olarak biiyilk 6nem tasimaktadir. Tekrar kullanilabilirligi saglamada
zeytin S-glikozidaz enziminin Fe*?/Fe*® yiiklii siiperparamanyetik nanoparcaciklara
karbodimid aktivasyonu ile gergeklestirilen immobilizasyon ¢alismasinda oleuropein
diizeylerindeki azalma etkisi belirlenmistir (Sekil 3.26). Denemelerde 3 tekrarli
olarak gerceklestirierek bu ii¢ tekrarin ortalamast alinmistir ve karsilastirma
numunesi olarak ham zeytin 6rnekleri analiz edilmistir. Arastirmada esas alinan 6l¢iit
oleuropein miktarlar1 HPLC ile belirlenmis (Sekil 3.29-Sekil 3.55 ) ve sonuglar
mg/kg olarak verilmistir. ilk denemelerde ayn1 immobilize enzim ile gerceklestirilen
1., 2. ve 3. tatlandirma deneyleri sonucunda oleuropein miktari 0 olarak degerlerde
belirlenmigtir (Sekil 3.28). Daha kapsamli olarak yapilan ¢alismada 0,1 gr tam
doygunluga erigsmis anopargaciklar 15g, 30g, ve 60g zeytine 2 tekrarli olarak 24 saat
uygulanarak immobilize enzimin tekrar kullanilabilir 6zelligi arastirildi. Tekrar
kullanilabilirlik ¢alismalarina 4. denemeye kadar oleuropein miktarlariin 15¢g, 30g,
609, zeytinde oleuropeinin tespit edilemeyecek kadar diisiik miktarlar1 elde edilmistir
(Tablo 3.17).

120 +

100

80 -

40 -

Oleuropein Miktari
(o]
o

20 A

HAM ZEYTIN 1. KULLANIM 2. KULLANIM 3. KULLANIM

Sekil 3.28 : Immobilize zeytin p-glikozidaz enziminin zeytin tatlandirmada birden

fazla kullanilmas1 sonucu oleuropein hidrolizini belirlenmesi.
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DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (2ONSN140\2-2.D)

17.54

20.859 - oleurppir

154

12,5+

104

7.5+

T T T T T
18 19 20 21 22 23 min

Sekil 3.29 : Tablo 3.17°de belirtilen Ham zeytin 6rneginin uygulamalar Oncesi
metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii kullanilarak elde edilen oleuropein

kromatogrami.

DADI A, Sig=240,4 Ref=off (OONSN14O\1-1.D)
mAU | &

10+

T T T T T T T T T
7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 25 mil

Sekil 3.30 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandiriimis Tablo 3.17’de belirtilen
1 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatograma.
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DADI A, Sig=240,4 Ref=off (OONSN140\2-1.D)
mAU 5
14 4

12+

10

T T T T T T T T T
7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 25 mil

Sekil 3.31 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17’de belirtilen
2 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektdori

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatogrami.

DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (0ONSN140\3-1.D)
N

mAU 3
14+

12+

104

T T T T T T T T T
7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 25 mil

Sekil 3.32 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandiriimis Tablo 3.17’de belirtilen
3 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatograma.
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DADL A, Sig=240,4 Ref=off (OONSN140\4-1.D)
mAU 2

T T T T T T T T T
7.5 10 12.5 15 17.5 20 225 25 mil

Sekil 3.33 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17’de belirtilen
4 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatogrami.

DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (0ONSN140\5-1.D)

T T T T T T T T T
7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 25 mil

Sekil 3.34 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandiriimis Tablo 3.17’de belirtilen
5 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektori

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatograma.
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DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (0ONSN140\6-1.D)
mAU - 5

254
204
15+

10+

T T T T T T T T T
7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 25

mi

Sekil 3.35 : immobilize p-Gluozidaz enzim ile tatlandiriimis Tablo 3.17°de belirtilen
6 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektori

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatograma.

DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (09NSN140\7-1.D)
mAU 8

204
17.54
154
12,5+
104

7.5

T T T T T T T T T
7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 25

Sekil 3.36 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17°de belirtilen

7 mnumarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektori

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatograma.
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DADI A, Sig=240,4 Ref=off (OONSN140\8-1.D)
mAU 1 N

14
12

10 -

T T T T T T T T T
7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 25 mil

Sekil 3.37 : immobilize p-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17°de belirtilen
8 numaralt zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatograma.

DADL A, Sig=240,4 Ref=off (09NSN140\9-1.D)
mAU 8

7.353
1.727 - oleuropin

T T T T T T T T T
7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 25 min

Sekil 3.38 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17°de belirtilen
9 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektori

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatograma.
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DADL A, Sig=240,4 Ref=off (OONSN140\10-2.D)
mAU | 2

10+

T T T T T T T T T
7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 25 mil

Sekil 3.39 : immobilize p-Gluozidaz enzim ile tatlandiriimis Tablo 3.17°de belirtilen
10 numarali zeytin oOrneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatograma.

DADL A, Sig=240,4 Ref=off (0ONSN140\11-1.D)
mAU R

T T T T T T T T T
7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 25 min

Sekil 3.40 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17’de belirtilen
11 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatograma.
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DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (0O9NSN140\12-1.D)

%1.693 - oleuropin

10 12 14 16 18 20 22 24 26 mil

Sekil 3.41 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17°de belirtilen
12 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatogrami.

DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (0O9NSN140\13-2.D)

T T T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24 26 mil

Sekil 3.42 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17’de belirtilen
13 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatograma.
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DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (0O9NSN140\14-1.D)

%1.583 - oleuropin
Y

7.
.

10 12 14 16 18 20 22 24 26 mil

Sekil 3.43 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17°de belirtilen
14 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatogrami.

DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (0ONSN140\15-2.D)

T T T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24 26 mil

Sekil 3.44 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17’de belirtilen
15 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatograma.
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DADI A, Sig=240,4 Ref=off (OONSN140\16-2.D)
mAU 2

T T T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24 26 mil

Sekil 3.45 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17°de belirtilen
16 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatogrami.

DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (0ONSN140\17-1.D)
mAU o

T T T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24 26 mil

Sekil 3.46 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17’de belirtilen
17 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatogram
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DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (0O9NSN140\18-1.D)

T T T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24 26 mil

Sekil 3.47 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17°de belirtilen
14 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatogrami.

DADI A, Sig=240,4 Ref=off (09NSN140\19-1.D)
mAU o

T T T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24 26 mil

Sekil 3.48 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17°de belirtilen
14 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatograma.
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DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (OONSN140\20-1.D)
mAU 2

%1 659 - oleuropin

10 12 14 16 18 20 22 24 26 mil

Sekil 3.49 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17°de belirtilen
20 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatogrami.

DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (0O9NSN140\21-1.D)

T T T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24 26 mil

Sekil 3.50 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17°de belirtilen
21 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatograma.

125



DADI A, Sig=240,4 Ref=off (0ONSN140\22-1.D)
mAU | 2

o4
T T T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24 26 mil

Sekil 3.51 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17°de belirtilen
22 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatogrami.

DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (0O9NSN140\23-1.D)
o

mAU I
=

T T T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24 26 mil

Sekil 3.52 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17°de belirtilen
23 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatograma.
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DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (0O9NSN140\24-1.D)

-0.5-

T T T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24 26 mil

Sekil 3.53 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17°de belirtilen
24 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatogrami.

DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (0O9NSN140\25-1.D)
mAU
144

0.8

0.6

0.4+

0.2+

04

-0.2

T T T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24 26 mil

Sekil 3.54 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17’de belirtilen
25 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatograma.
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DAD1 A, Sig=240,4 Ref=off (0O9NSN140\26-1.D)

%14399 - oleuropin

10 12 14 16 18 20 22 24 26 mil

Sekil 3.55 : Immobilize B-Gluozidaz enzim ile tatlandirilmis Tablo 3.17°de belirtilen
26 numarali zeytin Orneginin metanol ekstraktinin 240 nm DAD dedektorii

kullanilarak elde edilen oleuropein kromatogrami.
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Tablo 3.16 : Immobilize f-glukozidaz enziminin zeytin tatlandirma isleminde tekrar

kullanilmast sonucu oleuropein hidiolizi miktarlari.

Ornek Uygulama Zeytinden Zeytinde Kalan | Zeytininde %
Saati Hidroliz Edilen Oleuropein oleuropein
No Oleuropein Hidrolizi
(ppm) (ppm)
Ham Zeytin - - 1227 -
1 15 g zeytine 1. 24 1227 0 100
Uygulama
2 15 g zeytine 1. 24 1227 0 100
Uygulama (2)
3 30 g zeytine 1. 24 1227 0 100
Uygulama
4 30 g zeytine 1. 24 1227 0 100
Uygulama (2)
5 60 g zeytine 1. 24 1227 0 100
Uygulama
6 60 g zeytine 1. 24 1227 0 100
Uygulama (2)
7 15 g zeytine 2. 24 1227 0 100
Uygulama
8 15 g zeytine 2. 24 1227 0 100
Uygulama (2)
9 30 g zeytine 2. 24 1123 104 91
Uygulama
10 30 g zeytine 2. 24 1227 0 100
Uygulama (2)
11 60 g zeytine 2. 24 1227 0 100
Uygulama
12 60 g zeytine 2. 24 1186 41 96
Uygulama (2)
13 15 g zeytine 3. 24 1227 0 100

Uygulama
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14 15 g zeytine 3. 24 1205 22 98
Uygulama (2)
15 30 g zeytine 3. 24 1227 0 100
Uygulama
16 30 g zeytine 3. 24 1227 0 100
Uygulama (2)
17 60 g zeytine 3. 24 1227 0 100
Uygulama
18 60 g zeytine 3. 24 1227 0 100
Uygulama (2)
19 15 g zeytine 4. 24 1185 0 100
Uygulama
20 15 g zeytine 4. 24 1227 42 96
Uygulama (2)
21 30 g zeytine 4. 24 1227 0 100
Uygulama
22 30 g zeytine 4. 24 1227 0 100
Uygulama (2)
23 60 g zeytine 4. 24 1227 0 100
Uygulama
24 60 g zeytine 4. 24 1227 0 100
Uygulama (2)
25 NaOH %1 24 1163 0 100
26 NaOH %1 (2) 24 1227 64 94
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3.54 Tatlandirma islemi sonrasi zeytin meyvesinin salamuraya

alinmasi

Immobilize enzim oleuropein hidrolizi yapilan zeytinler % 5 tuz igeren
salamura suyuna alind1 ve bekletildi (Sekil 3.56)

Sekil 3.56 : Tatlandirma sonras1 zeytin meyvesi salamurasi.

3.6  Zeytin Meyvesinde Antioksidan Aktivite Belirlenmesi

3.6.1 Total Fenol iceriginin Belirlenmesi

Su ekstraktinin total fenol igerigini Bolim 2.6.2.1°de belirtilen yontem ile
belirlendi. Sonuglar gallik asit standarti kullanilarak hesaplandi (Sekil 3.57). Su
ektraktininda total fenol igerigi 9,67 pg/ml, etanol ekstraktinin total fenol igerigi 1,64
ng/ml, metanol ekstraktinin total fenol igerigi 3,84 pg/ml olarak belirlendi (Tablo
3.18).
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17 Total Phenol Content
S 08 -
z
§ 06 -
Z 04 y = 0,3456x + 0,021
09 . R%=0,9924
D T T T T 1
0 0,5 1 1.5 2 25
ng gallic acid

Sekil 3.57 : Total fenol igeriginin belirlenmesinde kullanilan gallik asit standart

grafigi.

Tablo 3.17 : Denemelerde kullanilan Edremit ¢esidi yesil zeytin 6rneklerinin su,

etanol ve metanol ekstraktlarina ait total fenol miktarlari.

Total Fenol Icerigi
(ng/ml)
Su Ekstrakti 9,67
Etanol Ekstrakti 1,64
Metanol Ekstrakti 3,84

3.6.2 DPPH Giderme Aktivitesi Belirlenmesi

Boliim 2.6.1°de beliritlen yontemler ile su, etanol, metanol ekstraktlar
hazirlandi ve bu ekstraktlarin B6liim 2.6.2.2°de belirtilen yontem ile DPPH giderme
aktivitesi belirlendi. Sonug olarak su ekstraktinda en yiiksek aktivite gozlemlendi ve
etanol ve metanol ekstraktlarinin degerlerinin ¢ok yakin olmakla birlikte etanolun

daha yiiksek aktivite gosterdigi belirlendi (Sekil 3.58).
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Asagidaki formiil kullanilarak su, etanol ve metananol ekstarktlari i¢in %

DPPH Radikal Giderme Aktivitesi belirlendi (Sekil 3.59) (Sekil 3.60) (Sekil 3.61).

. . .. . Kontrol absorbansi - Ornek absorbansi
% DPPH Radikal Giderme Aktivitesi = Kontrol Absorbans: x 100

0,5 -

M Su Ektrakti

A517

M Ethanol Ekstrakti

= Methanol Ekstrakti

20 30 40 50
mg/ml

Sekil 3.58 : Su, etanol ve metanol ekstraktlarinda DPPH Giderme Aktivitesinin

Belirlenmesi
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% DPPH Radikal Giderme Aktivitesi

Sekil 3.59 : Su ekstraktlarinda % DPPH Giderme Aktivitesinin Belirlenmesi
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3
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% DPPH Radikal Giderme Aktivitesi

Sekil 3.60 : Etanol ekstraktlarinda % DPPH Giderme Aktivitesinin Belirlenmesi
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Sekil 3.61 : Metanol ekstraktlarinda % DPPH Giderme Aktivitesinin Belirlenmesi

3.6.3 DMPD Radikal Giderme Aktivitesinin Belirlenmesi

Bolim 2.6.1°de beliritlen yontemler ile su, etanol, metanol ekstraktlar
hazirland1 ve bu ekstraktlarin Boliim 2.6.2.3’de belirtilen yontem ile DMPD radikal
giderme aktivitesi belirlendi. Sonug olarak etanol ekstraktlarinda en yiiksek aktivite
gbzlendi ve metanol ve su ekstraktlarinin DMPD Giderme Aktivitesi daha diisiik
olarak belirlendi (Sekil 3.62).
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Sekil 3.62 : Su, etanol ve metanol ekstraktlarinda DMPD radikal giderme

aktivitesinin belirlenmesi
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3.6.4 Toplam Indirgeme Giicii Belirlenmesi

Boliim 2.6.1°de beliritlen yontemler ile su, etanol, metanol ekstraktlar
hazirlandi ve bu ekstraktlarin Bolim 2.6.2.4’de belirtilen yontem ile Toplam
indirgeme giicii belirlendi. Toplam indirgeme giicii agisindan en yiiksek aktivite

degerleri etanol ekstraktinda belirlenirken, metanol ve su ekstraktlarinda aktvitenin

daha diisiik oldugu belirlendi (Sekil 3.63)

18 -
1,6 -
1,4 -
1,2 -

B Su Ektrakti

A 700
[Eny

0,8 - B Ethanol Ekstrakti

0,6 - = Methanol Ekstrakti

0,4 -

10 20 30 40 50
mg/ml

Sekil 3.63 : Su, etanol, metanol ekstraktlarindan topalam indirgeme giicliniin

belirlenmesi
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4. SONUC VE TARTISMA

Zeytin meyvesinde bulunan oleuropein zeytin agacinin daha dayanikli
olmasini ve siklikla kanser olmayan bitki 6zelligini kazanmasini saglamaktadir. Aynm
zamanda oleuropein, bir fenolik bilesen olarak zeytin meyvesine acilik vererek diger
meyvelerin aksine taze olarak tiikketilmesini 6nlemektedir. Zeytin meyvesinin sofralik
zeytin olarak tiiketilebilmesi igin oleuropeinin hidroliz edilmesini esas alan
islemlerden ge¢mesi gerekmektedir. Tatlandirma islemi olarak adlandirilan bu islem
basamagi sofralik zeytin iiretiminde en Onemli islem basamagi olarak kabul
edilmektedir. Bu islem, Akdeniz beslenme kiiltiirii i¢inde yer alan pek ¢ok geleneksel
yontem iginde halen evsel iiretimde yer almakta iken gida sanayiinde en ¢cok NaOH
ve kif kaynakli enzimatik yontemlerle gergeklestirilmektedir. NaOH ile yapilan
tatlandirma yontemlerinde zeytinde bulunan ve insan sagligmma yararli fenolik
bilesiklerin yikama, degisime ugradig: ve yararli bilesenlerin azaldig1 bilinmektedir.
Saglikli beslenmenin temel kurallarindan birisi olan dogal beslenme, iiretimde yer
alan unsurlarin ve elde edilen lriinlerin dogal ya da dogala 6zdes olmalar1 anlamina
gelmektedir. Sofralik zeytin iiretiminde de zeytinin temel bir bileseni olan f-
glikozidaz enzimi meyvenin dogasindan gelmekte ve tatlandirma amaciyla
kullanildiginda tamamiyla dogal etki gostermektedir. Olgunlagsma siirecinde
oleuropeini hidroliz ederek aromayi gelistirir. Ancak zeytin meyvesi dalinda
olgunlagtirilan Hurma zeytin disinda tam anlamiyla oleuropeini parcalanmis ve
aciligr giderilmis degildir. Gida sanayiinde enzimatik oleuropein hidrolizi ¢ok
yayginlasmamakla birlikte tiretimde kullanilan ticari S-glikozidaz enziminin fungal
kokenli oldugu bilinmektedir. Cogunlukla gida sanayiinde farkli alanlarda da aroma
zenginlestirmek amacl kullanilan bu enzim preparatlar1 liyofilize formda ve tek

kullanimlik olarak tiretilmektedir.

Aragtirmamizda planlandigi  lizere immobilize edilecek  manyetik
nanopargaciklarin sentezi yapilmig ve zeytinden S-Glukosidaz enzimi saflastiriimast
amaciyla hidrofobik etkilesim kromotografi jel sentezi gergeklestirilmis ve

saflagtirma iizerine optimizasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
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Enzim saflagtirma calismalarinda oncelikle zeytin Orneklerinin aseton tozu
hazirlanarak, p-glikosidaz aktiviteleri Olglilmiis; saflagtirma prosediirii optimize
edilmistir. Bununla ilgili olarak enzim saflastirilmasinda kullanilacak Hidrofobik
Jelin sentezi gerceklestirilmis ve bu jel kullanilarak HEK (Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi) yontemiyle saf enzim elde edilmeye calisilmigtir. Calismamizda
amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda hidrofobik etkilesim kromotografisi yontemleri
kullanilarak iki asamali saflastirma islemi yapilmistir. Ayrica tuz ¢oktiirmesinden
sonra hidrofobik etkilesim kromotografisi icin ortamdaki tuzun uzaklastirilmasi
gerekmemekte ve enzim aktivitesinin korunmasi agisindan diyaliz gibi ayri bir
basamak kullanilmamaktadir. Yapmis oldugumuz calismada hidrofobik etkilesim
kromotografisi sonunda yiiksek aktivite gosteren tiipler birlestirilmis ve saf enzim

olarak calismalarda kullanilmistir.

Kara ve ark. (2011) tarafindan yapilan g¢alismada zeytin p-glikozidazi
saflagtirma derecesi 154.9 ve verim % 53.9 olarak belirtilmistir. Daha diisiik verimle
20,91Kkat saflastirdigimiz enzime ait spesifik aktivite degerleri Kara ve ark. (2011)’e
gore oldukca yiiksek bulunmustur [76]. Yiiksek spesifik aktiviteye ragmen daha
yiiksek saflagtirma derecesi ve verimini elde etmek iizere taze zeytinlerden
saflastirma denemelerine devam edilmistir. Romero-Segura ve ark. (2009), amonyum
siilfat ¢oktiirmesinden sonra jel filtrasyon kromotografisi ile tuz uzaklastirdiktan
sonra elde ettikleri saf zeytin p-glukosidazi i¢in daha sonra anyon degistirici
matriksle iyon degisim kromotografisi yaptiktan sonra hidrofobik etkilesim
kromotografisinin yapmislardir [77]. Bu basamaklarin sonunda arastirmacilarin
zeytin p-glukosidazini % 8.3 verimle 8.1 kat saflastirdiklart goriilmektedir.

Edremit cesidi yesil zeytine ait aseton tozundan elde edilen ham ekstraktta
yiiksek spesifik aktivite elde edildikten sonra iki basamakta saflastirilan zeytin /-
glikosidaz enziminin safligin1 kontrol etmek amaciyla, enzim SDS poliakrilamid jel
elektroforezine uygulanmustir. Sekil 3.3’de goriildiigii gibi yaklasik 55 kDa hizasinda
bant tespit edilmistir. Bitki p-glukozidazlar1 igin SDS poliakrilamid jel
elktroforezinde goriintiilenen  altbirimlerinin  55-65 kDa arasinda oldugu
belirtilmektedir.

Literatiir calismalarinda f-glukosidaz enziminin p-NPG substratina ilgisinin
en yiiksek oldugu belirtilmistir [78,79]. Arastirmamiza yon veren bu bulgular

1s18inda ¢aligmalarimizin hizla devam edebilmesi amaciyla p-NPG substrat olarak
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kullanilmistir.  Kinetik parametrelerin belirlenmesi ¢alismalarinda saflastirilmis
serbest enzimle p-NPG substrati igin Km degeri 0.8 mM,Vmax ise 192.3 EU mM,;
immobilize enzimde ise Km degeri 1.3 mM, Vmax ise 333.33 EU olarak bulunmus,
katalitik etkinligin ol¢iisti olan Viax/ Km orani serbest enzim igin 240 ve immobilize
enzim i¢in 256 olarak hesaplanmistir. Sonuglar enzimin substrata olan ilgisinin
oldukca yiiksek oldugunu, 6zellikle immobilizasyonun bu ilgiyi daha yiikselttigini
ortaya koymaktadir. Serbest enzimin optimum sivcaklik degeri 55 °C iken
immobilize optimum sicaklik degeri 37 °C olarak belirlenmistir. Bunun sebebinin
nanoparcaciklarin 1s1y1 tutarak enzimin ortammin sicakligint daha yiiksek
algilamasini  sagladigi  diisiiniilmektedir. Immobilize enzimlerde daha yiiksek
sicakliklarda enzimin deneatiire olarak aktivite kaybetmesi nanopragaciklarin 1siy1
tuttugunu desteklemistir. Optimum pH c¢aligmaarinda ise serbest ve immobilize

enzimin de pH 5,5’de en yiiksek aktivite gosterdigi gozlemlenmistir.

Sentezlenen siiperparamanyetik demir oksit nanoparcaciklarina zeytin
fS-glukozidaz enziminin immobilizasyonu sonrasinda immobilize enzimin aktivitesi,
kararliligmin belirlenmesi ve immobilize enzimin sofralik zeytin iiretiminde

oleuropein hidrolizinde kullanilabilirligi aragtirilmistir.

Immobilizasyonda kullanilacak manyetik nanoparcaciklar ortak ¢oktiirme
yontemi ile sentezlenmis, manyetik ve yapisal oOzellikleri arastirilmistir. Bu
kapsamda demir oksit nanoparcaciklar agik hava ortaminda sentezlenmistir. Fe'? ve
Fe* iyonlarindan 2/3 oraminda kullamlarak NH4,OH varliginda yiiksek karigtirma
hizinda demir oksit nanoparcaciklar elde edilmistir. Optimum doyum
manyetizasyonuna sahip demir oksit nanopargaciklarin elde edilmesi icin Fe'? ve

Fe*® iyon konsantrasyonlar1 optimize edilmistir [82].

Optimize edilen nanopargaciklarin yapisal karakterizasyonuna FT-IR ile
devam edilmistir. Ciplak nanoparcacik, aktiflestirilmis nanopargacik ve enzim
immobilize edilmis nanopargaciklarda FT-IR analizi yapimmstir. Elde edilen
spektrumda pik siddetlerinin oldukea diisik oldugu goriilmektedir. 3571 cm™de
ortaya ¢ikan pik nanoparcaciklarin yiizeyindeki O-H esneme titresimlerini, 1631 cm’
L deki pik ise adsorblanan suya ait biikiilme titresimlerini ifade edebilir [75]. Bunula

birlikte ¢iplak nanopargacigin verdigi 3410 cm™ deki O-H piki oldugu diisiiniilen pik
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nanoparcacik aktiflestikten sonra 3393 Cm'l’ye [-glukozidazin baglanmasi ile de
3390 cm™ye, ticari enzimin baglanmasiyla 3397 cm™ye kaydigi goriilmektedir.
Ayni sekilde ¢iplak nanoparcacigin verdigi 1633 cm™deki C=0O piki oldugu
diistintilen pik nanopargacik aktiflestikten sonrada ayni yerde pik vermesi fakat S-
glukozidazin baglanmasi ile 1627 cm™*ye, ticari enzimin baglanmasiyla 1630 cm’
1’ye kaydig1 goriilmektedir. Ayrica Nanoparcacigin aktiflestikten sonra 1045 cm’
Lde, enzim baglandiktan sonra ise 1043 cm™de pik verdigi C-O bag oldugu
diisiiniilen yerde nanoparcacik pik vermemistir. Burada yeni baglarin olustugu
enzimin karbodiimit aracilifi ile beklide bir kisminin direk olarak baglandigi
diistiniilebilir.  Bunula birlikte Siiperparamanyetik demir oksit nanopargaciklarin
FT-IR spektrumunun immobilizasyondan sonra ayrintili olarak incelenmesi ile
enzime ait 1400 cm™ piki karbodiimid aktivasyonu yapilmis (enzimsiz)
nanopargacikta ve enzim baglh naoparcacikta kaybolmus, 1000-1100 cm™ arasinda
genis bir yeni pik ortaya c¢cikmistir. Enzim bagli nanopargacikta, enzime ve
nanoparcaciga ait pikler birebir gozlenmemekle birlikte nanoparcaciktaki yukarida
belirtilen pikin kaybolup yeni pikin olusmasi yeni bir bag olusuma isaret edebilir.
Enzim bagli nanoparcacik ve enzim kullanilmadan yapilan islemlerin
sonucunda elde edilen nanoparcacigin IR spektrumlarindaki benzerlikten yola
cikilarak IR spektrumlarina gore karbodiimid aktivasyonu ile nanopargacik-
karbodiimid baglanmasinin gergeklestigi sonucunu varilabilir. Enzimin baglanmasi
ile ilgili bir sonu¢ buradaki IR spektrumlarindan kesin olarak ortaya ¢ikmamakla
birlikte, enzim bagli nanoparcacigin aktivite olglimleri ayrica bradford yontemi ile
yiiklenen protein ve yikamadaki proteinin takibi ile ortaya ¢ikan bulgular enzimin

baglandigini kesin gostermektedir.

Sofralik zeytin {retiminde geleneksel, ticari ve enzimatik ydntemlerin
karsilastirlldigi arastirmamizda, geleneksel yontemlerin oleuropein hidrolizinde
oldukga uzun siirede beklenen etkiyi yarattigi belirlenmistir. Bu amagla ticari olarak
en ¢ok uygulanan Ispanyol ve Kaliforniya Yéntemleri’nde acilik giderme amaciyla
NaOH uygulamasi 22-24 saat siire sonunda oleuropeinde %65-80 oraninda basariya
ulagmaktadir. Bu yontem hizli sonu¢ vermekle birlikte zeytinin temel antioksidant
maddelerine zarar vermektedir [14]. Uygulamalar arasi siire ve konsantrasyon
farkliliklar1 g6z Oniine alinmadiginda; uygulamalarin oleuropein diizeyindeki diisme

etkisi NaOH’in %0,5 ve %1 konsantrasyonlarinda kullanimi en etkili yontem gibi
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goriilmektedir. Hidrofobik FEtkilesim Kromatografisi ile zeytin meyvesinden
saflastirilan  f-glukozidaz enziminin 6 saatlik uygulama sonrasi oleuropein
miktarlarindaki azalma NaOH uygulamasina gore daha diisilk etki degeri
gostermistir.  Bu  durum  kullanilan  enzim  konsantrasyonunun = NaOH
konsantrasyonundan daha diisiik olmasit ve NaOH uygulamasinin sanayide
uygulanan sekli ile NaOH meyve etinin 2/3’{ine etki edinceye kadar (24 saat) siireyle
uygulanmasindan kaynaklanmaktadir. Ancak, belirlenen baglanma kapasitesinde 24
saat siireyle meyveye uygulanmis immobilize enzimin (IE) bu siire sonunda 30,60 g
zeytin deneylerinde zeytinlerdeki oleuropeinin %90-99 oraninda hidrolize ederek
bazi denemelerde 0 oleuropein ile aciligin tamamiyla ortadan kalkmasma sebep
olmuslardir. Son olarak yapilan optimizasyonlarda 0,1 grnanoparcaciga baglanmis
91,6 pgenzim ile 60 g’ma kar zeytine 24 saat uygulamada, enzimin 4 kez kullanimi
sonucu oleuropeinin nerdeyse tamamen hidroliz edildigi belirlenmistir.
Calismalarimiz sonucunda immobilize enzmin oleuropein hidrolizinden 4 kezden
daha fazla kullanilabilir 6zelligi oldugu diisiiniilmektedir ve bu dogrultuda
caligmalarimiz devam etmektedir.

Enzimin tekrar kullanilabilirligine olanak veren en Onemli konu
immobilizasyonda kullanilan demir oksit nanopargaciklaridir. Bu pargaciklarin giiglii
stiperparamanyetik Ozellikleri immobilize enzimin reaksiyon ortamindan kolaylikla
uzaklastirillarak tekrar kullanimmna imkan vermektedir. Ayrica siiperparamanyetik
nanparcaciklarin siiperparamanyetik 6zelligi hi¢bir sekilde insan sagligina zarar
vermemesini saglamaktadir. Bu 6zelligi ile tatlandirmada nanopargacigin ortamda
kalmasi s6z konusu ola dahi bu siiper paramanyetk 6zellikleti nanoparcacik viicutta
bulunan demir iyonundan bir farklilik géstermemektedir [82].

Immobilize zeytin S-glukozidazinin oleuropein hidrolizinde
kullanilabilirliginin arastirildigi calismamizda, denemeler ¢ogunlukla yesil zeytin
ornekleri iizerinde gergeklestirilmistir. Enzim kaynagi olarak siyah olgunluktaki
zeytinlerin tercih edilmesinin sebebi bu donemdeki zeytinlerde bulunan S-glikozidaz
aktivitesinin daha yiiksek bulunmasidir. Buna karsin yesil olgunluktaki zeytinlerde
oleuropein oranlarmin daha yiiksek olmasi acilik giderme denemelerinde yesil
olgunlukta zeytin kullaniminin temelini olusturmaktadir. Bundan sonraki arastirma
caligmalarimiza bu arastirmada elde edilen bulgular 1s18inda Fe*?/Fe*
sliperparamanyetik nanopargaciklara immobilize edilen S-glikozidaz enziminin siyah

olgunluktaki zeytinlerden sofralik zeytin iiretiminde ortaya ¢ikan problemlerden renk
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kayiplarin1 ortadan kaldirmak amaciyla Ferroglukonat kullanimina alternatif etkisinin
degerlendirilmesi amaciyla yon verilecektir.

Ham zeytinde Total Fenol Igerigi, DPPH Radikal Giderme Aktivitesi, DMPD
(N, N-dimethyl-p-phenylenediamine) denemeleri gergeklestirilmistir. Yapilan
deneyler sonucunda su ekstraktlarinin artan konsantrasyonlarinda DPPH radikal
giderme aktivitesinin arttig1 belirlendi. Ancak etanol ve metanol ekstraktlarinin
benzer caligma sonuglar1 ile karsilastirildiginda etanol ekstraktlarinin %40 ve
Metanol ekstraktlarinda ayni deger %8 olarak daha diisiik bulundu. Zeytin
meyvesinin sahip oldugu fenolik bilesenlerden en fazla miktarda bulunan oleuropein,
tirosol, hidroksitirosol, kafeik asit gibi temel fenolikler polar bilesikler olduklar1 igin
su ekstraktlarinda daha cok antioksidan etikisi belirlenmistir. Flavanoid grubu
fenoliklerin farkli olgunlagma siireclerinde farkli konsantrasyonlarda zeytinde
bulunmasi etanol fazinda bulunan yiiksek antioksidant etkinin sebebini
olusturmaktadir. DMPD ve toplam indirgeme giiciiniin belirlenmesinde etanol
ektraktinda aktivitenin arttig1 su ve metanol ektraktinda ise etanole gore ¢ok diisiik bi

artis gortildiigi tespit edildilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Immobilizasyonda kullanilacak nanoparcaciklarin sentezi orijinal olarak
yapilip, yapisal ve manyetik karekterizasyonu detaylandirilmistir. Saflagtirilan zeytin
B-glikozidazinin ~ sentezlenen ve karekterizasyonu yapilan nanopargaciklara
immobilizasyonu karbodiamid reaksiyonu ile gergeklestirilmistir. Bu, zeytin f-
glikozidaz immobilizasyon stratejisi, hem kulanilan manyetik nanoparcaciklarin,
hemde yontem olarak literatiirde buillunmayan orijinal bir yontemdir. Nanopargacik
olarak manyetik nano parcaciklarin sec¢ilmesinin nedeni, bu nanoparcaciklarin
kullanildig1 ortamdan basit bir manyetizasyon ile kolayca uzaklastirilabilmesidir.
Manyetik nanoparcaciklar bu amacla hem tip hemde biyoteknolojik olarak son
yillarda oldukga biiyiik 6nem arz etmektedir.

Stiperparamanyetik nanoparcaciklara immobilize edilerek stabilitesi artirilmis
bulunan zeytin p-glikozidaz enzimi sofralik zeytin {retiminde acilik giderme
amaciyla kullanilabilir ve hatta giiclii manyetizma etkisi ile reaksiyon ortamindan
uzaklagtirilarak bir sonraki iiretimde de giivenle kullanilabilmektedir.

Sanayide diisiik maliyet kisa siirede istenilen tatlandirma islemini immobilize
enzim sunmaktadir. Immobilize enzim 24 saat uygulama ile 6 kez kullanilabilinir
ozelligine sahip olmaktadir. Bu da her zaman hem saglikli hem diisiik maliyetli

tatlandirma hizmeti sunmaktadir.
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