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OZET

ZEYTIN B-GLUKOZIDAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE
NANOPARCACIKLARA IMMOBILIZASYONU
YUKSEK LISANS TEZI
SERHAD ONAT
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: YRD.DOC.DR.ELIiF SAVAS)
(ES DANISMAN: PROF.DR.FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, MAYIS - 2016

Bu calismada, zeytin (Olea europaea L.) meyvesinden elde edilen
B-glukozidaz enzimi iki asamali olarak saflagtirllmig ve nanopargaciklara
immobilize edilmistir. Saflagtirma isleminde &nce amonyum siilfat ¢oktiirmesi
devaminda ise hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemleri kullanilmistir.
Calismamizda zeytin [-glukozidaz enzimi % 9,90 verimle 163,62 kat
saflastirilmistir. Saflastirilan zeytin B-glukozidaz enziminin SDS poliakrilamid jel
elektroforezlerinde molekiil agirlign 40 kDa olarak tek bant seklinde
goriintiilenmistir.

Saflastirilan zeytin P-glukozidaz enzimi karbodiimide ile aktiflestirilmis
stiperparamanyetik Fe;Os; nanopargaciklarina immobilize edilmistir. Serbest
enzimin optimum pH degeri 5,5 olarak belirlenirken, immobilize enzimin optimum
pH degeri de 5,5 olarak bulunmustur. Serbest enzimin optimum sicakligi 50 °C
iken immobilizasyon isleminden sonra 5°C artarak 55°C’ye yiikselmistir. Serbest
enzimin oleuropein substratina karsi optimum pH’s1 35°C olarak belirlenmistir.
Zeytin B-glukozidaz enziminin saf ve immobilize formlarinin pNPG ve oleuropein
substratlarina kars1 Ky ve Vmax degerleri Linewear-Burk grafigi ile belirlenmistir.
pNPG substratinda saf enzim igin 0,37 mM ve 370 EU/ml olarak immobilize
enzim i¢in 1,34 mM ve 384,61 EU/ml olarak belirlenmistir. Oleuropein substratina
karsi ise saf enzim i¢in 1,7 mM ve 1000 EU/ml olarak immobilize enzim igin 6
mM ve 2000 EU/ml olarak belirlenmistir.

Zeytin B-glukozidaz enziminin aktivitesine karsi inhibitdr etkisi gdsteren
bazi kimyasallar, agir metaller ve pestisitlerin ICso degerleri hesaplanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Zeytin, B-glukozidaz, nano parcacik.



ABSTRACT

THE PURIFICATION OF B-GLUCOSIDASE FROM OLIVE AND
IMMOBILIZED ON THE NANOPARTICLES
MSC THESIS
SERHAD ONAT
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: ASSIST.PROF.DR.ELIF SAVAS )
(CO-SUPERVISOR: PROF.DR.FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, MAY 2016

B-glucosidase enzyme is known to be localized to vacuoles in plant cells, as
in many plants, the olive plant (Olea europaea L.) is the basis of the defense
mechanism. In this study, B-glucosidase purified using hydrophobic interaction
chromatography from olive with the specially designed Sepharose-4B-L-tyrosine-
1-napthylamine. In purification process firstly the ammonium sulfate precipitation,
secondly hydrophobic interactions chromatography methods were used. In our
study, olive p-glucosidase enzyme, purified 163,62 fold with 9,90 % yields. The
purified olive B-glucosidase enzyme, was observed SDS-polyacyrilamide gel
electrophoresis a single band with 40 kDa.

The purified olive p-glucosidase enzyme was immobilized on the
superparamagnetic Fe304 nanoparticles with carbodiimide. The optimum
temperature for -glucosidase was determined 35 °C using pNPG. The optimum
temperature for B-glucosidase (50 °C) was increased by 5 °C after immobilisation,
while the optimum pH and immobilisation pH for B-glucosidase was by 5.,5. The
Kwm and Vmax values were determined of free and immobilized enzyme by the
method of Lineweaver-Burk plots, using pNPG and oleuropein as substrates. The
KM and Vmax values of free and immobilized f-glucosidase were determined 0,37
mM (370 EU/ml) and 1,34 mM (334,61 EU/ml) by the method of Lineweaver-
Burk plots for pNPG substrate. The Ky and Vmax values of free and immobilized
B-glucosidase were determined 1,7 mM (1000 EU/ml) and 6 mM (2000 EU/ml) by
the method of Lineweaver-Burk plots for oleuropein substrate.

Some chemicals showing an inhibitory effect against the activity of B -
glucosidase olive was calculated 1Cs values of the heavy metals and pesticides.

KEYWORDS: Olive, B-glucosidase, nano particles.
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1. GIRIS

Biyoteknoloji 6nderliginde ¢ok hizli bir sekilde gelisen gen ve protein
miihendisligi; son yillarda sagliktan gidaya kadar birgok alanda yeni veriler ortaya
koymus ve birgok caligmaya 151k tutmustur. Canli sistemlerde bulunan protein,
enzim, hormon gibi biyomolekiillerin insanligin yararina farkli alanlarda
kullanilmas: ve ticari {irlinlerin tiretilmesine olan ilgi arttik¢a biyoteknoloji alani

dnemini her gegen giin daha da arttirmaktadir [1,2].

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canlihiga zarar vermeyecek
kosullarda gergeklesmesini saglayan biyokatalizatérler olarak tanimlanmaktadir.
[3]. Ik kez 1783 yilinda Spallanzi tarafindan atmaca mide suyunun eti ¢ozebildigi
gosterilerek enzimin hiicre disginda da bir aktivitesi oldugu fark edilmistir .Bu
sayede enzimlerden dogal ortamlarinin diginda pek c¢ok alanda yararlanabilme

imkani ortaya ¢ikmistir [4].

Son yillarda basta gida endiistrisi olmak tlizere eczacilik ve kimya sanayinde
kullanilan enzim sayist olduk¢a fazladir [5]. Bu enzimlerden biri de B-
glukozidazlardir. B-glukozidazlar mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar gibi
olduk¢a yaygin bir canli grubunda bulunmaktadir. B-glukozidaz enzimlerinin
karbonhidratlardaki glikozidik baglar1 hidroliz ederek bitkilerde savunma, hiicre
duvart metabolizmasi, abiyotik stres dayanmikhligi, biyokiitle yikimi ve
lignifikasyon gibi bir gok biyolojik islevde gorev aldiklari belirlenmistir [6-7].
Enzimler dogal formlarinda kullanilmalarinin yani sira immobilize formlarda da
oldukea etkili bir sekilde kullanilabilmektedirler [8]. Ekonomik etkiler her alanda
enzim kullanimini negatif yonde etkilemektedir. Ancak enzimlerin yeniden
kullanilabilmesine imkan vermesi nedeniyle immobilizasyon uygulamalari bu

yonde maliyeti azaltici etkileriyle biiylik dl¢tide pozitif bir ivme saglamaktadir [9].

Bu dogrultuda yapmis oldugumuz ¢alismada zeytin B-glukozidaz enziminin
saflagtirllmas1  ve  sliperparamanyetik  nanopargagiklara ~ immobilizasyonu

amaclanmistir. Bu calisma igin asagidaki uygulamalar gergeklestirilmistir:

% Zeytin meyvesinden aseton tozu hazirlanmasi
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Aseton tozundan ham ekstrakt hazirlanmasi

Ham ekstrakta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilarak kismi saflagtirma
yapilmasi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile zeytin meyvesi B-glukozidaz
enziminin saflastirilmasi

SDS-PAGE teknigi ile enzimin safligimin kontrolii

Enzimin optimum pH, sicaklik degerlerinin ve termal kararhlhiginin
belirlenmesi

Enzimin farkli substratlara (pNPG, oleuropein) karsi kinetik dzelliklerinin
(Kym ve Vmax) arastirilmasi

Enzimin literatiirde gecen inhibitsr maddelere karsi aktivitesinin
incelenmesi

Zeytincilikte kullanilan bazi pestisitlerin enzim aktivitesi {izerine etkisinin
belirlenmesi

Enzimin siiperparamanyetik nanopartikiillere karbodiimde ile kovalent
olarak immobilizasyonu

FT-IR analizi ile baglanmanin kontrolii

Immobilize enzimin optimum pH, sicaklik degerlerinin belirlenmesi
Immobilize enzimin farkli substratlara (pNPG, oleuropein) karsi kinetik

ozelliklerinin (Kym ve Vmax) arastirilmasi

1.1 Zeytin Meyvesi

Eski ¢aglardan beri 6nemini ve degerini koruyan zeytin meyvesi Oleacea

familyasinin bir {iyesidir. Olea cinsi ve Olea europaea tiirii olan zeytin zor
yetistirme alanlarinda yetisebilen, kurakliga direngli olan, meyvesi yenen ve yagi

¢tkarilan Akdeniz —~Marmara iklimine uygun bir agag tiiriidiir [10,11].

Tiirkiye’de bilinen 88 gesit zeytin igerisinde 17’sinin ticari degere sahip

oldugu bilinmektedir [12]. Igeriginde barindirdiklari fenolik maddeler nedeniyle
zeytin hasattan sonra aci bir lezzete sahiptir. Bu sebepten dolayr hemen
tilketilemez. Acilifin giderilmesi i¢in belirli agamalardan gegmektedir. Bu sayede
tiiketilebilinir hale gelmektedir [13]. Sofralik zeytin standartlarinda; ‘’Kiiltiire

alinmis zeytin agac1 (Olea europaea sativa, Hoffg, Link) meyvelerinin teknigine
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uygun olarak acih@ giderilip, laktik asit fermantasyonuna tabi tutularak veya
tutulmayarak gerektiginde laktik asit ve / veya diger katki maddeleri ilave edilen,
pastdrizasyon veya sterilizasyon islemine tabi tutularak veya tutulmadan elde

edilen mamiildiir.” seklinde ifade edilmektedir [14].

Sekil 1.1: Zeytin meyvesi [15].

Zeytin saglikli beslenme agisindan bilesiminde bulunan maddelerden dolay:
olduk¢a 6nemli bir degere sahiptir. Ozellikle zeytinyaginin kalp krizi, yiiksek
tansiyon, damar sertligi ve kolestrol iizerine olumlu etkileri mevcuttur. Bazi kanser

tirlerine kars1 koruyucu etkisi de bulunmaktadir [16,17].

Tablo 1.1: Ham zeytin bilesimi [16].

Bilesim %o
Nem 60-63
Yag 10-25
Indirgen seker 3-6
Indirgen olmavan seker <0.3
Mannitol 0.5-1.0
Lif 1-4
Ham protein 1-2
Kal <1.0
Organik asit ve tuzlan 1-2
Fenolik maddeler 2-3
Pektik maddeler <0.6
Dizer bilesenler 3-7




1.2 B-glukozidaz Enzimi

B-glukozidazlar tiim canli gruplarinda evrensel bir dagilim gosterirler.
Seliilozik biyokiitle yikimi, lignin biyosentezi, glukolize flavonoidlerin serbest
birakilmasi, abiyotik stres dayanikliligi gibi birgok biyolojik stiregte 6nemli rol
oynarlar [18].

S Nterm C-term

Sekil 1.2: B-glukozidaz enzimlerinin genel ii¢ boyutlu yapisi.

1.2.1 B-glukozidaz Enziminin Adlandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan
olusturulan isimlendirme sistemine gore p-glukozidazlar Hidrolazlarin bulundugu
3. smifta yer almaktadirlar. Glikozil bilesiklerini hidroliz edenler EC.3.2. alt
smifinda yer alan glikozid hidrolazlardandir [19]. Glikozid hidrolazlar, amino asit
dizisinde belirlenen benzerliklerine dayanilarak, 82 enzim ailesi olarak
smiflandirilmistir [19].

EC.3. Hidrolazlar
EC.3.2. Glikozid Hidrolazlar (Glikozil bilesiklerini hidroliz edenler)
EC.3.2.1. O- ve S-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler [20]
EC.3.2.1.21 B-glukozidazlar (1,4- B-glukozidaz) [21]



B-glukozidazlarin  sistematik  adlart  B-D-glukozid  glukohidrolaz,
EC3.2.1.21° dir. B-glukozidazlar iki glikon rezidiisii arasindaki ya da glikon ve bir
aril veya alkil olan aglikon rezidiileri arasindaki B-glikozidik bagi hidroliz eden
enzimlerdir [21,22].

1.2.2  B-glukozidaz Enziminin Ozellikleri

Ailel B-Glukozidaz enzimlerinin monomerlerinin literatiirde incelenmesi
sonucu SDS-PAGE’de 55-65 kDa araliginda goriintiilendigi belirlenmistir.
Monomerlerin polipeptid uzunluklarinin enzimin elde edildigi organizmanin
kaynagina gére 447 (Bacillus polymyxia) - 527 (Beyaz hardal mirosinazi)
aminoasit aralifinda degistigi gozlenmistir. Obakteriler ve arkebakterilerdeki
enzimlerin polipeptid zincirlerinin daha kisa, dkaryotlardaki enzimlerin polipeptid
zincirlerinin ise daha uzun oldugu tespit edilmistir. Dikotil bitkilerden ve
hayvanlardan saflastirilan tiim B-Glukozidazlarda hesaplanan monomerlerin

molekiil biiyiikliiklerinin, cDNA veya genomik DNA’dan hesaplanan molekiil
biiytikliiklerine gore ortalama 3-5 kDa daha uzun oldugu belirlenmistir [23].

B-glukozidaz monomerlerinin her birinin temel yapisinda yiiksek
korunumlu peptid motifleri mevcut bulunmaktadir. Bunlar TFNEP, SAYQI,
DNFEW, YRFSI, LGLNYY ve YITENG’dir. Bunlardan YITENG ve TFNEP
enzimin aktif bélgesinin bir pargasini olustururlar ve iki katalitik glutamat igerirler

[24]. Sekil 1.3"de aktif merkezdeki motifler goriilmektedir.

Sekil 1.3: Misir $-glukozidaz Glul izoenzimi monomerinin 3 boyutlu yapisi.



1.2.3 PB-glukozidaz Enziminin Katalizleme Mekanizmasi

Cogu organik tepkime, redoks tepkimelerinden yani elektron veren tanecik
ylikseltgenirken, elektron alan tanecik indirgenmesi sonucu olusur. Bazi
enzimlerin aktif merkezleri elektron alan ve elektron veren olarak Katalitik
siireglere katilan aminoasit islevsel gruplari igerir. Igerdikleri bu gruplardan birisi
E (Glu) glutamik asit kalintisidir [25]. B-glukozidazlarin aktif merkezlerinde de
E406 ve E191 konumunda islevsel iki glutamik asit kalintisinin mevcut oldugu

belirtilmektedir [26].

Tiim Aile 1 B-glukozidazlar etki ettikleri maddenin glikozid bagini hidroliz
ederken glikonun anomerik konfigiirasyonunu korurlar. Diger bir deyisle {iriin
olarak aciZa cikan B-D-glukoz ile substrattaki p-D-glukozid birbirinin aynidir.
Enzim tarafindan substratin hidrolizi iki basamakta gergeklesir; birinci basamak
enzim glikolizasyonu (glikozlanmasi), ikinci basamak ise deglikozilasyondur

(glikoz kopmasi).

Glikozilasyon basamaginda YI/VTENG motifindeki niikleofilik glutamat
rezidiisii substratin anomerik karbonuna (C-1) atak yapar. Aglikon bir glutamik asit
kalintist ile kararli tutulurken, ayni anda Sekil 1.4’de goriildiigii gibi T(F/L/M)NEP
motifindeki asit katalizleyici glutamik asit rezidiisii de glikozidik oksijenin
protonlanmasini saglar ve kovalent bag yapimina katilarak gecis formunu

olustururlar. Bu sirada glikozil-enzim ara iirtinii meydana gelir ve aglikon serbest

kalir [27,28].

Deglikozilasyon basamaginda, aktif merkezdeki anyon ve baz katalizleyici
durumunda olan ikinci katalitik glutamat rezidiisii HyO’dan bir proton koparir ve
bu sayede H,O’nun niikleofilik giictinii arttirir. Devaminda olusan OH" glikon ve
enzim arasindaki kovalent baga niikleofilik atak yapar ve glikonu uzaklastirir.

Sonug olarak niikleofilik glutamat eski haline geri déner [29].



[0€] 1SeWwZIUEyaW JW|ZI[eIEY] UILIZUY : § ] oS

S

o

o T«

e xoiﬁ
D

R

aoAsEZIONISa(]

uoisezijoyy

o il o P
3

m@.\w 0
v
b 03

.I. . J\ ) ZBqQYSY




1.2.4 B-glukozidaz Enziminin Substratlar:

B-glukozidazlarin substrat cesitliliginin temel nedeni yapilarinda bulunan
sabit monosakkarite bagli kimyasal gruplarm cesitliligidir. 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 DIMBOAGlIc’da oldugu gibi bir
aril grup olabilir [31,32,33].

Sekil 1.5: B-glukozidazlarin substrat ile etkilesimi [34].

B-glukozidaz enziminin ¢aligmalarimizda da kullanidigimiz dogal substrati
olan oleuropein zeytin meyvesinde bulunan bir fenolik bilesiktir ve aciligin temel
nedeni olan substrattir [35]. Dogal substratlara ilave olarak yapay substratlar1 da
meveuttur. Misir B-glukozidaz izoenzimi Glul’in, aglikon pargasi olarak p- ve o-
NP, 4-metilumbelliferil, 6-bromo-2-naftil, indoksil, 5-bromo-4-kloro-3-indolil ve
sitokinin igeren bilesikleri hidroliz ettigi goriilmiistiir. Literatiir incelendiginde -
glukozidaz enzimleriyle ilgili ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan substratin
PNPG oldugu goriilmektedir [36,37].
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Sekil 1.6: B-glukozidazlarin bazi yapay substratlari [30].

1.2.5 Beta-Glukozidaz Enziminin Saflastirilmasi

B-glukozidaz enzimlerinin bitki, hayvan, mantar ve bakteri dokularinda
bulunduklar1  ¢esitli ¢alismalarda  belirtilmektedir.  Literatiirde  inceleme
yapildifinda  B-glukozidaz  enziminin pek ¢ok canlidan saflastirildig
goriilmektedir. P-glukozidaz enzimi sican bobregi [38], papaya [39], koyun
karacigeri [40], iizlim [41], midye [42], piring [43], cavdar [44], kiraz [45], toprak
[46], vanilya [47], aleo vera [48], mantar [49], erik [50], misir [51], mandalina [52]
gibi pek ¢ok canlidan saflagtirilmistir.

Yapilan saflastirma iglemlerinin ¢ogunda oncelikle amonyum siilfat
¢oktiirmesi yapildig1 ardindan farkli kromotografi teknikleri kullanilarak coklu
saflastirma  basamaklar1  izlenmistir. Bir midye tiri olan  Mytilus
galloprovincialis'tan  yapilan saflastirma isleminde 6nce homojenizat santrifiije
edilmis ve ardindan elde edilen ham ekstreden %40-60 amonyum siilfat
konsantrasyonunda ¢oktliriilmesi yapilmistir. Saflagtirma isleminin devaminda

numune diyaliz edilmis ve hidroksiapatit kolona uygulanmistir. Bu islemler



sonrasinda midye p-glukozidazi 13 kez saflastirilarak elde edilmistir [42].
Cavdardan yapilan bir galismada ise ilk iglem olarak izoelektrik ¢oktiirme
uygulanmis daha sonrasinda anyon degisimi kromatografisi ve jel filtrasyonu
yontemleri kullanarak saflagtirilmistir [44].  Kiraz meyvesinden yapilan
saflastirmada ise amonyum siilfat ¢oktlirmesi, iyon degistirici ve molekiiler eleme

kromatografi yontemleriyle B-glukozidaz saflastirilmistir [45].

1.3 Beta-Glukozidaz Enziminin Onemi

B-glukozidazlar tiim canli organizmalarda birgok Onemli gérev ve islevlere
sahiptir. Bu nedenle 6zellikle biyoteknolojide, protein miihendisliginde, tarim ve
ormancilikta olduk¢a ©nem verilen bir enzim grubudur. Bitkilerde savunma,
farmakolojik kullanim alanlari, abiyotik stress dayanikliligi, biyokiitle yikimu,
meyve olgunlagsmasi ve tat bilesiklerinin olusmasi gibi birgok biyolojik siireglere

katilirlar.

1.3.1 Bitkilerde Savunma

Bitkilerde zararlilara karsi savunma mekanizmalarindan biri de ikincil
bilesiklerdir. Bu bilesikler ¢ogunlukla glukozile edilerek etkisiz hale getirilerek
depo edilirler. Herbivor veya patojenlerin saldiris1 sonucu meydana gelen doku
bozulmasi nedeniyle normalde ayri bir bélmede tutulan B-glukozidazla temasa
gecerler. Hidroliz sonucu serbest kalan aglikon kisim zehirli bir bilesiktir.
Bitkilerde yaygin olarak bulunan siyanojenik glukozitlerden zehirli HCN
olusturulmasi buna 6rnektir [53,54].

Zeytin bitkisinin en dnemli fenolik bilesigi olan oleuropein, aym aileden
kurtbagri bitkisinde de mevcut bulunur ve bir savunma mekanizmasi olarak,
yiiksek ozgiilliikteki B-glukozidazlar tarafindan aktif bir protein denature edici
bilesige dontiglimii baslatilir [55]. Bu durumu benzer sekilde zeytin agacinin hem
yapraginda hemde meyvesinde bulunan oleuropein, B-glukozidazlar ile
yikildiginda olusan hidrolitik bilegikler bocek istilasina karsi koruma ve direng

saglar [56]. B-glukozidaz enziminin arastirilmasi alaninda gergeklesecek ¢alismalar
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sayesinde bitki zararlilarina karsi daha ekonomik ve daha ekolojik bir savunma

mekanizmasi olusturulmasi diisiiniilmektedir.

1.3.2 p-glukozidazlarin Farmakolojik Kullanim Alanlan

Antikorla Y&nlendirilmis Enzim (Onciil ilag Tedavisi), gorece non-toksik
bir 6nciil ilacin segici olarak tiimor hiicrelerindeki bir enzim tarafindan etkin toksik
sekline doniistliriilmesi temeline dayanir. Bundan dolayr aktive edici enzim
monoklonal bir antikorla tiimér hiicresine yonlendirilir [57]. B-glukozidazlar
glukozile edilerek etkisizlestirilmis dnciil ilacin tiimor hiicresinde aktiflestirilmesi
i¢in kullanim potansiyeline sahiptir [58].

Saglik agisindan oldukga yararli olan flavonoidler 6nemli bitki
kimyasallaridir. Ornegin, soya izoflavonlari DNA’da oksidatif strese karsi direng
artirma [59], postmenopozal dénemde meme kanseri riskini azaltma [60], diyabetik
kobaylarda serum insiilin diizeyini ylikseltme , kanserli yumurtalik hiicre hattinda
apoptozisi uyarma [61] gibi ¢esitli pozitif etkiler gdsterir. Soyada izoflavonlarin
¢ogu glukozidik sekilde bulunur, ince bagirsakta B glukozidazin dahil oldugu bir
biyotransformasyon isglemiyle daha hizli emilen ve biyoaktif serbest aglikon elde
edilir [62].

1.3.3 p-glukozidazlarin Bitkiler Abiyotik Stres Etkisi

Bitkilerde agsir1 sicak, soguk ve asiri tuzluluk gibi abiyotik stress
kosullarinda bu strese cevap olarak absisik asit miktarmni artirmanin bir yolu,
absisik asit-glukoz konjugatinin p-glukozidaz enzimleriyle hidrolizlenmesidir
[63,64]. Bunun yanisira havasizlik, susuzluk, yaslanma gibi fotosentezi engelleyen
stres durumlarinda hiicre duvari polisakkaritlerinin katabolizmasini saglayan -
glukozidazlarin aktivitesinde belirli bir artis olmaktadir. Bu durumun sonucu
olarak bitkilerin enerji gereksinimlerini gidermede alternatif seker kaynagi olarak

bu polisakkaritleri kullanmalariyla ilgili oldugu diistiniilmektedir [65,66].
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1.3.4 p-glukozidazlarin Bitkilerde Meyve Olgunlasmas1 ve Tat

Olusumu Uzerine Etkisi

Bitkilerde tat ve lezzet olusumunda etkisi olan birkag yiiz B-glukozidik tiriin
belirlenmistir. B-glukozidazlarin olgunlagsma asamasinda hiicre duvarindaki
etkinliklerinin artis1 ve kompleks glikanlari yikabilmesi gibi faktdrler pB-
glukozidazlarin meyve yumusamasinda roliiniin olabilecegini gistermektedir [67].
Cay, Uziim, portakal, seftali, ¢ilek, elma, mango gibi pek c¢ok bitkide,
glikozitlesmis halde bulunan maskelenmis tat bilesikleri f-glukozidazlar tarafindan
hidrolizlenip serbest tat olusturucu aglikon bilesiklerini olusturulur [68]. Bu
enzimlerin, Katalitik 6zelliklerinin gelistirilerek iceceklerin tatlarinin artirilmasi

alanlarinda kullanim potansiyelleri mevcuttur [69].

1.3.5 B-glukozidazlarin Biyokiitle Degisimi Uzerine Etkisi

Polisakkaritler icerisinde 6zellikle seliiloz biyosferde olduk¢a bol bulunan
bir bilesik olup geri dontisiimii miimkiin olan kimyasal maddelerin ve yakitlarin
onemli kaynaklaridirlar. Tiim ¢6p toplama alanlarinin yaklasik %40°1 gazete ve
diger kagit iirlinlerinden olusmaktadir. Yiiksek sicakliklarda ve inorganik asit
kullanimi sonucu seliilozun hidrolizi gergeklesmis olur ancak bu yéntem ekonomik
bir yol degildir. Selulotik organizmalarca salgilanan bir selulaz enzim kompleksi
selulozu glikoza hidroliz edebilir. Bu sistem endiistriyel gevreler agisindan uygun
bir uygulama modeli olugturmaktadir. Bu model enzim kompleksi ii¢ enzimden
olusmaktadir: bir endoglukonaz, bir ekzoglukonaz ve bir p-glukozidaz.
Endoglukonazlar seliillozun i¢ p-1.,4-glikozidik baglarini hidrolizle keserek yeni
zincir uglarinin olugsmasini saglar. Ekzoglukonazlar da olusan bu yeni seliiloz
zincirlerini uglardan keserek ¢oziiniir sellobiyoz birimleri olustururlar. En son
islem olarakta B-glukozidazlar sellobiyoz birimlerini glukoz birimlerine hidroliz

ederler [70].

Giiniimiizde enzim katalizli proseslere olan ilgi oldukga fazladir ve giinden
gline de hizla artmaktadir. Hiz, ekonomi, verim gibi 6nemli noktalarda oldukg¢a
olumlu sonuglar verdiginden dolayr kimyasal reaksiyona kiyasla daha fazla tercih

edilmektedir.
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1.4  Oleuropein

Oleuropein Zeytinde yaygin olarak bulunan bir fenolik bilesiktir.
Konsantrasyonuna kuru madde bazinda bakildiginda ham meyvede 140 mg/g,
yaprakta ise 60-90 mg/g degerlerine ulagabilir. Oleuropein, sekoiridoid ailesinden

bir bilesik olarak tanimlanmuistir [35].

Agaclar bdcek istilasina karst korur. Meyveye act bir tat veren oleuropein,
meyvenin olgunlagsma periyodunda enzimatik veya kimyasal olarak daha kiigiik ve
tat veren fenolik bilesiklere hidrolizlenir. Bu sayede mevcut olan acilik ortadan
kalkmig olur. Zeytin meyvesinden saflastirllan [ -glukozidaz enziminin
oleuropeine karsi 6zgiilliigli, ¢cok yaygin kullanilan yapay substrat pNPG ile
kiyaslandiginda 200 kat olarak &lgiilmiistiir [68].

Sekil 1.7: Oleuropeinin kimyasal yapisi [71].

1.5 Enzim Immobilizasyonu

Ilk olarak 1971 yilinda ABD’de diizenlenen Enzim Miihendisligi
Konferansinda tanimlanan immobilizasyon terimi  biyoteknolojik ¢alismalarda
kullanilan etmenlerin yeniden kullanilabilir hale getirilmesi veya siirekli
sistemlerde daha kolay kullanilabilirliginin saglanmasini tanimlamaktadir. Diger

bir ifadeyle immobilizasyon; enzimlerin, katalitik aktivitelerinin sabit kalmasi
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kosuluyla, tekrar ve siirekli kullanimina izin verecek sekilde, tanimlanmis belirli
bir bolgeye fiziksel olarak yerlestirilmesi ve hapsedilmesidir [5].

Enzim immobilizasyonunun temel amaci; enzimin gegisini engelleyecek,
ancak substrat, liriin ve kofaktdrlerin gegmesine izin verecek bir yari gegirgen
destek materyaline enzimin hapsedilmesidir. Immobilize enzimde en Gnemli
gereksinimlerden biri de kullanilacak olan matriksin enzime uygun bir sekilde
belirlenmesidir. Bu sayede matriksin enzimin yapisini bozmasi engellenmis olunur
[72].

Enzim immobilizasyonunda kullanilan  farkli tekniklerden dolay:
birbirinden farkli bir ¢ok destek materyali kullanilmatadir. Bu materyaller;

boncuklar, lifler, membranlar, filmler ve kapsiiller seklinde olabilmektedirler [73].

Sekil 1.8: Immobilizasyonda kullanilan farkli destek materyali tiirleri.
a) boncuk (kure), b) lif, ¢) kapsiil, d) film, e) membran [73].

Kullanilan immobilizasyon teknigi ne olursa olsun immobilize edilen enzimden
beklenilen dzellikler sunlardir:
v' Yiiksek kararhilik
Tekrar kullanilabilirlik
Siirekli tiretime olanak vermesi
Reaksiyon kontroliine olanak vermesi
Yiiksek saflik

Yiiksek tiriin yiizdesi

R NN

Ekonomik olmasi

Immobilize enzimlerin dogal formlara gore ¢ok daha iistin &zellikleri
meveuttur. Immobilize olmus bir enzimin normal enzime gdre avantajlar1 oldukca

fazladir. Bu avantajlar su sekilde siralanabilir.
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Biyolojik dayanikliligini ytikseltmek

Yiiksek hiicre konsantrasyonunda ¢alisma imkani saglamak
Kiitle transferini gelistirmek

Uriin verimini yiikseltmek

Uriin dayanimini gelistirmek

Uriiniin ortamdan ayrilmasim kolaylastirmak ve hizlandirmak

A L

Reaksiyon segiciligini arttirmak

1.5.1 Enzim Immobilizasyon Yéntemleri

Enzim immobilizasyonu ¢aligmalarinda kullanilan matriks ve enzime uygun
olacak sekilde degisik yontemler kullanilabilir. Bu ¢alismayi1 hazirlarken Snemli
olan aktivitenin en yiiksek diizeyde korundugu yontemi segmektir.

Immobilizasyon sirasinda veya immobilizasyon islemi bittikten sonra
enzimin aktif merkezinin zarar gérmeyecegi sekilde bir yontem secilmelidir. Bu

ylizden ¢alisilan enzimin yapisi ve 6zellikleri ¢ok iyi bilinmelidir [74,75].

1.5.1.1 Tasiyic1 Baglama Metodu

Bu metodta enzim molekiilleri kovalent veya kovalent olmayan baglarla
kimyasal olarak bir matriks materyeline baglanmaktadir. Tasiyic1 baglama
metodunda matriks olarak birgok farkli materyal (poliakrilamid, seliiloz, manyetik
par¢aciklar, glioksil, agaroz vs.) kullanilabilmektedir. Kovalent baglanmada dikkat
edilecek 6nemli nokta, baglanmanin enzim aktivitesi igin temel géreve sahip olan
amino asitler iizerinden ger¢eklesmemesi ve baglanma sirasinda dig etkenlerden
korunmalidir. Tasiyici olarak kullanilacak olan materyellerin; yiiksek yiizey alani
saglamasi, calisilacak besiyeri bilesimine uygunluk, yiiksek protein baglama
kapasitesi, yliksek mekanik ve kimyasal dayaniklilik ve kullanim sonrasi geri

kazanilabilir olmasi seklinde &zellikleri temin etmesi oldukga Snemlidir [76,77].
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'&uzeye ads-mpssyon Yiizeye elekl:mstanl ’iuzeye kovalent
baglama baglama

Sekil 1.9: Tasiyici baglanma metodlari [78].

1.5.1.2 Capraz Baglama Metodu

Tutuklama yontemi ile kimyasal baglanma yontemlerinin bir kombinasyonu
sonucu meydana gelmektedir. Enzimlerin c¢apraz baglanmasinda tutuklanmis
enzim glutaraldehit, hegzametilen diizosiyanat, diflorodinitrobenzen, disiiksinil
stiberat gibi bifonksiyonel reaktiflerle film veya tabakaya kovalent baglanir. Elde
edilen kompleks suda ¢dziinmez. Bu sistemde tasiyici materyal kullanilmasi ve
immobilize hale getirilen enzimin konsantrasyonunun ger¢ege ¢ok yakin olmasi

¢ok ciddi avantajlar saglamaktadir [79,80].

0_0O

. 0 . 9 PEG *‘ N Gluteraldehit
00 o = QAP
- Coktiirtilmiis Capraz baglanmis
Enzim kompleksi enzim kompleksi enzim kilmesi

Sekil 1.10: Capraz baglanmis enzim kiimesi olusumunun sematik gdsterimi,
PEG: Polietilen glikol [78].

1.5.1.3 Tutuklama Metodu

Bu yontemin temeli polimerik jellerle elde edilen immobilize destek
materyalinde mevcut bulunan bosluklara biyokatalizérlerin yerlestirilmesidir. Elde
edilen immobilize kompleksin ylizeyi substrat ve son iiriin gegisine izin verecek
agikliklara sahiptir. Ayni zamanda madde aligverisine imkan saglayarak
biyokatalizoriin ¢alismasina izin vermektedir. Bu metodun en 6nemli avantaji tek

bir biyokatalizér yerine farkli biyokatalizérlerin yada hiicrelerin aymi yolla
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immobilize edilebilmesidir. Poliakrilamid jel, aljinat ve K-karagenan gibi

materyaller tutuklama metodu kullanimina &rnek olarak gésterilebilir [77,80].

1"'0 jEEEEESEERS

: :. o) BEEEE

#
' ams?® Mikroporlu membraniar

arasiida tutuklama

Porlu matrikste tutuklama Mikroenkapsilasyon

Sekil 1.11: Farkli tutuklanma metodlar1 [78].
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1.6 B-glukozidaz Enzimi Uzerine Etkisi Olan Pestisitler

Pestisit terimi; bocek dldiiriicii, yabani ot &ldirtici, kiif 6ldiiriicii, kemirgen
oldiiriicii vb. seklinde siniflandirilan kimyasal maddelerin timiinii kapsamaktadir.
Igerdikleri etken maddelere gore dogal, inorganik ve sentetik olarak
siniflandirilmaktadirlar. Pestisitler ¢ok eski tarihlerden beri kullanilmaktadirlar.
M.O. 1500’lere ait bulunan bilgilerde bit, pire ve esek arilarina kars: insektisitlerin
hazirlanigina dair kayitlar bulunmustur. Bugtine kadar 6000 kadar sentetik bilesigin
patenti alinmigtir ancak bunlardan 600 kadarmnn ticari olarak kullanimi uygun

olmustur [81].

Pestisitlerin yogun ve bilingsiz kullaniminin sonucunda gidalarda, toprakta,
suda ve havada birgok pestisitin ya kendi.si ya da doniisiim tiriinleri asiri miktarda
kalabilmektedir. Bu biriken maddelerin insanlar {izerinde olumsuz etkileri
goriilmektedir. Bazilarinin kanserojen, sinir sistemini etkileyici ve hatta mutasyon

olusturucu etkiler saptanmustir [81].

Calismamizda zeytin tariminda oldukga sik kullanilan ii¢ farkli pestisitin p-

glukozidaz enzim aktivitesi tizerine etkileri arastirilmigtir.

Deltamethrin zeytin sinegine karsi kullanilan ticari bir pestisit tiiriidiir. Cok
hizli etki gosterir. Baliklara ve arilara karsi zehirlidir. Tiirk Gida Kodeksinde
kullanimina izin verilen kabul edilebilir en yiiksek kalintt degeri 0,5 mg/kg ‘dir
[82,83].

Sekil 1.13: Deltamethrin yapisi [82].

Chlorpyrifos pestisiti hafif mercaptan kokulu ve renksizdir. Arilarda ve

balikta zehirlidir. Kontak mide ve solunum sisteminde etkilidir. Tiirk Gida
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Kodeksinde kullanimina izin verilen kabul edilebilir en yiiksek kalinti degeri 0,5
mg/kg'dir [83,84].

Cl Cl
CHjs
Cl N

Sekil 1.14: Chlorpyrifos’un yapisi [84].

Alpha-cypermethrin sentetik piretroid pestisidler grubunda bulunan bir
pestisittir ve 1983 yilindan beri zararhilara kargi kullanilmaktadir. Tirk Gida
Kodeksinde kullanimina izin verilen kabul edilebilir en yiiksek kalint1 degeri 0,5
mg/kg‘dir [85].

Sekil 1.15: Alpha-cypermethrin yapisi [85].

1.7  B-glukozidaz Enzimi Uzerine Etkisi Olan Agir Metaller

Agir metaller zehirli ve ¢evre kirliligine neden olan tim metallerdir. Agir
metaller fiziksel dzellik bakimindan yogunlugu 5 g/cm® ' ten daha yiiksek olan
metallerdir. Bu grupta bakir, civa, ¢inko, demir, kursun, kadmiyum, krom, kobalt,

magnezyum, mangan, nikel olmak lizere 60' tan fazla metal mevcuttur [86].
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Agir metaller biyolojik siireglere katilma oranlarina gore yasamsal ve
yasamsal olmayan gruplara gore siniflandirilirlar. Organizma yapisinda belirli bir
konsantrasyonda bulunmalar1 gerekli olan agir metaller biyolojik reaksiyonlara
katildiklarindan dolay:r diizenli olarak besinler yoluyla alinmalari zorunludur.
Ornegin; bakir hayvanlarda ve insanlarda kirmizi kan hiicrelerinin bir gok

oksidasyon ve rediiksiyon stire¢lerinde gérev alir [87,88].

Yasamsal olmayan agir metaller ¢ok diisiik konsantrasyonlar da dahi saglik
problemlerine yol acabilmektedirler. Bu duruma ornek olarak kiikiirtlii enzimlere

baglanan civa 6rnek verilebilir [88].

Yapmis oldugumuz ¢alismada zeytin -glukozidaz enzimi aktivitesi iizerine
¢inko, nikel, kobalt, krom, mangan ve magnezyum a@ir metallerinin etkileri

arastirilmisitr.

Cokeltl I bepolama Taban l @;

| } Kaynaidar - Topianmal Gdkme
( ) AraDepolar _—

Sekil 1.16: Sematik olarak agir metallerin dogaya yayihimlar1 [87,88].

Akiglar
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2. MATERYAL VE METOT

2.1  Materyaller

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismalar sirasinda kullanilan pNPG, oleuropein, Sepharose-4B, 1-
Naftilamin, L-tirozin, Standart serum albumin, N,N,N,N’tetrametiletilendiamin
(TEMED), Trihidroksimetil aminometan (Tris-Base), Amonyum siilfat ve
Karbodiimide (Cyanamide) Sigma Chemical’den; Amonyum persiilfat ,Sodyum
hidroksit, Dimetil Siilfoksit,Fosforik asit, Asetik asit, Etil alkol, Hidroklorik asit,
Glisin, Sodyum dihidrojen fosfat, p-Merkaptoetanol, Sodyum dodesil siilfat,
Akrilamid, N,N-metilen bis-akrilamid, Bromofenol mavisi, Gliserol, Coomassie
brillant blue G-250, Sodyum bikarbonat, Sodyum fosfat, Potasyum fosfat,

Magnezyum kloriir, Merk’den temin edildi.

Siiperparamanyetik Fe;Oy nanopartikiiller Balikesir Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Fizik Boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Hakan KOCKAR ve Ars.
Gor. Dr. Oznur KARAAGAC tarafindan sentezlenmistir.Yapilan immobilizasyon

caligmalarinin tamaminda bu nanopartikiiller kullanilmstir.

Enzim kaynag: olarak kullamlan zeytin meyvesi Balikesir-Edremit

bélgesinde yetisen yesil zeytinler elde edilmistir.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calismada asagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmistir.
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Tablo2.1: Kullanilan Alet ve Cihazlar.

Cihaz Adx Firma
Sogutmali Santrifiij Sigma 3K15
Multi Santrifiij Thermo IEC

pH metre

Hanna HI 2210

UV-Spektrofotometre

Thermo Type 1510

Manyetik Karistiric

Velp Scientifica

Peristaltik Pompa

Atta SJ-1211H

Gradient Mikser Atta C-10 Magnetik Karisgtiric
ve Gradient Tiip

Dograyici Miccra

Terazi Sartorius BL 210S

Otomatik Pipetler Eppendorf

Elektroforez Sistemi

Mini Protean Tetra Cell Bio-Rad

Kromatografi Kolonu

Sigma

(1 cm ¢ap ve 15 cm uzunluk)

Derin Dondurucu (-80 °C)

CFC Free

Buzdolabi (-20 °C)

Argelik

Vorteks Fisons Whirli Mixer
Otoklav Hirayama HV 85

Buz Makinesi Fiocchetti AF 10

Su Banyosu Elektro-mag

Sonikator Selecte

Evaporator Buchi Rotavapor R-200

Thermo-Block

Biosan TS-100

Inkiibator

GFL, Almanya

Jel Goriintiileme Sistemi

Gel Doc-H Imaging System
(UVP)
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2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

2.1.3.1 Enzim Saflastirilmasinda Kullanilan Cozeltiler

Zeytin Ekstraksiyon Tamponu: 100 mM borat tamponu pH 9,5 mM
EDTA, 1 mM phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), 0.25 % (w/v)
ditiothreitol (DTT). Tampon ¢6zeltiyi hazirlamak igin 6.18 g borik asit
tartilarak 850 mL distile suda ¢ozildii ve IM NaOH ile pH 9° a
ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan
borik asit tamponundan 90 mL alinarak i¢inde 0.25g DTT, 0.1461g EDTA
¢oziildii ve 100mM’lik PMSF stok ¢ézeltisinden 1 mL ilave edildi. Son

hacim borat tamponu ile 100 mL’ye tamamlandi.

Enzim aktivitesinin olciildiigii ve substrat cozeltisinin hazirlandig:
tampon: 50 mM pH 5.5 olan sodyum asetat tamponu; 6.804g Na-Ac 900
mL distile suda ¢oziildii ve glacial asetik asit ile pH 5.5’e ayarlandiktan

sonra son hacim distile su ile 1L’ye tamamlandi.

Substrat ¢ozeltisi: 5 mM p-NPG c¢ozeltisi; 0,0075 g pNPG 5 mL, 50 mM

pH 5.5 sodyum asetat tamponu iginde vortekste karistirilarak ¢oziildii.

Reaksiyon durdurma tamponu: 0.5 M Na;COj; ; 26.498g Na,COj; son

hacim 500 mL olacak sekilde distile suda ¢6ziilerek hazirlandi.

PMSF Stok Cozeltisii 10 mL isopropanol igerisinde 174.19 g
fenilmetilstilfonilflorid (PMSF) vorteks yardimiyla ¢oziildii.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda olusan pelletin alindig
tampon c¢ozelti: 1M NHy(SOy4), igeren, 50 mM Na,HPO, tamponu (pH
6.8). Bunun igin 8,899g (0.05 mol) Na,HPO, ve 132,14 g (1 mol)
NH4(SO), 950 mL distile suda ¢oziilerek, IN HCI ile pH’1 6.8’e getirildi ve

son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.
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Hidrofobik jelin dengelenmesi icin kullanilan tampon: 1 M (NH4):SO4
iceren, 50 mM Na,HPO4 tamponu (pH 6.8). Bunun igin 8,899 g (0.05 mol)
Na,HPO, ve 132,14 g (1 mol) (NH4)2SO4 950 mL distile suda g¢dziilerek,
IN HCI ile pH’s1 6,8’e getirildi ve son hacim distile su ile 1L’ye

tamamlandi.

Hidrofobik jele baglanmis p-glukozidaz enziminin eliisyonu igin
kullanilan ¢ozelti: IM NHy(SO); igeren, 50 mM NaHPO4 tamponu (pH
6.8) ve 50 mM Na,HPO, tamponu (pH 6.8) ile gadient mikser kullanilarak
tuz gadienti olusturuldu. Bunun i¢in 8,899 g (0.05 mol) Na,HPO, ve 132,14
g (1 mol) NH4(SO4), 950 mL distile suda ¢éziilerek, IN HCl ile pH’s1 6.8’e
getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi. 8,899 g (0.05 mol)
Na,HPO,4 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1 N HCl ile pH’s1 6.8°¢ getirildi

ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

Kantitatif protein tayinlerinde kullamilan ¢ozeltiler: Lowry ve Bradford

yontemleri igin asagidaki ¢dzeltiler hazirlandi.

Cozelti A: 0,1 M NaOH igeren %2’lik (w/v) Na;COs ¢ozeltisi; 1 g (0,025
mol) NaOH ve 5 g Na,CO; 200 mL distile suda ¢dziindii ve son hacim 250

mL'ye tamamlandi.

Cozelti B: %]1°lik (w/v) NaK tartarat; 1 g NaK 90 mL distile suda ¢oziildii

ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Cozelti C: %0.5’lik (w/v) CuSO4; 0,5 g CuSO4 90 mL distile suda ¢oziildii

ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Cozelti D: 48 mL Cozelti A, | mL Cozelti B ve 1 mL Cozelti C alinarak
hazirland.
Cozelti E: Folin fenol ve distile su (1:1 v/v); 2,5 mL folin fenol 2,5 mL

distile su ile karistirilarak hazirlandi.
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v" Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi: 100 mg Coomassie brillant blue
G-250, 191k almamasi igin 100 mL’lik aliminyum kapli bir behere
alindi.Ustiine 50 mL etanol ilave edilerek 1 saat manyetik karistirict ile
karistirildi. Islem sonlandiginda ¢bzelti daha biiyiik bir behere alinarak
tisttine 100 mL %85°lik fosforik asit eklendi. Cozeltinin son hacmi distile
su ile 1 L’'ye tamamlandi. Cozelti ardarda iki kez karanlik ortamda filtre
kagidindan gegirilerek filtre edildi ve aliminyum kapli bir siseye

aktarilarak stoklandi.

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

taze olarak hazirland.

2.1.3.2 SDS-PAGE Yoénteminde Kullanilan Cozeltiler

v SDS’li alt ayirma tamponu: % 0,4°liik (w/v) SDS igeren, 1,5 M Tris-Base
tamponu (pH 8,8); 19,8 g (0,15 mol) Tris ve 0,4 g SDS 75 mL distile suda
¢oziildii. 1 N HCI ile pH's1 8.8’e getirildi ve son hacim distile su ile 100

mL’ye tamamlandi.

v SDS’li iist yigma tamponu: % 0,4’liikk (w/v) SDS igeren, 0,5 M Tris-HCI
tamponu (pH 6.,8); 6.6 g (0,05 mol) Tris ve 0.4 g SDS 75 mL distile suda
¢oziildli. 1 N HCI ile pH'st 6,8’e getirildi ve son hacim distile su ile 100

mL’ye tamamlanda.

v SDS-PAGE’de kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlamsi; SDS-
PAGE elektroforezinde - kullanilan jel karigimlarinin  hazirlanisi  ve

kullanilan miktarlar1 Tablo 2.2°de verilmektedir.

v SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi; 0,66 g
Coomassie brillant blue G-250, 120 mL metanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye
24 mL saf asetik asit ve 120 mL distile su ilave edildi.
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v SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk agma cozeltisi; Hacimce %
7,5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87.5 mL distile su igermektedir. Bu

amagla 75 mL asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistirildi.

Tablo 2.2: SDS yonteminde kullanilan ¢zelti miktarlari.

SDS-PAGE %10 %3
Ayirma Jeli Yigma Jeli

Ayirma Tamponu 2,5mL -
Yi1gma Tamponu - 1,25 mL
Akrilamid-Bisakrilamid(37,5:1) 2,5 mL 0,625 mL
ddH»O 5 mL 3,07 mL
%10 APS 100 pL 50 pL
Temed 10 pL 5 pL

3 g Tris-HCI, 14,4 g Glisin ve
SDS’li Tank (Ydriitme) Tamponu 1 g SDS eklenir ve pH't 8,3’¢
getirildikten sonra son hacim

I L’ye tamamlanir.

2,5 mL 0,5 M Tris-HCI, (pH"
Yiikleme Tamponu 6,8) tamponu, 4 mL %10’ luk
(SDS ve B-merkaptoetanol icerir.) SDS, 2 mL Gliserol, 1 mL

B-merkaptoetanol, 0,01 g
Bromfenol mavisi ve 0,5 mL
distile su karistirilarak

hazirlandi.
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2.1.3.3 Enzimin Immobilizasyonunda Kullanilan Cozeltiler

Immobilizasyona hazirhk ve immobilizasyonda kullanilan tampon: 0,1
M NaCl igeren, 0,003 M NaH,PO4 tamponu (pH 6,0); 2,92 g (0,05 mol)
NaCl ve 0,179 g (0,0015 mol) NaH,PO4 450 mL distile suda ¢oziildii. 1 N
HCI ile pH1 6.0’a getirildi ve son hacim distile su ile 500 mL’ye

tamamlandi.

Immobilizasyondan sonra yikamada ve depolamada kullanilan
tampon: 50 mM sodyum asetat tamponu (pH 5,5); 6,804 g (0,05 mol) Na-
Ac 900 mL distile suda ¢oziildii. Glacial astetik asit ile pH’1 5,5%e getirildi

ve son hacim distile su ile 1 L’ ye tamamland..
Nanopartikiilleri aktiflestirmek i¢cin kullanilan karbodiimide ¢ozeltisi: 0,025

g karbodiimide 1 mL 0,1 M NaCl igeren, 0,003 M NaH,PO, tamponu (pH
6,0) iginde ¢ozildii.

252 Metot

2.2.1 Aseton Tozunun Hazirlanmasi

Enzim ekstraktinin hazirlanmasindan 6nce birincil basamak olarak aseton

tozu hazirlandi. Aseton tozu hazirlamak igin toplanan zeytin meyveleri iyice
yikandiktan sonra meyvelerin ¢ekirdekleri ¢ikarildi. 100 g ¢ekirdegi ¢ikarilmis
zeytin meyvesi bir kaba konuldu. Daha 6nceden -20° C’de bekletilen sogutulmus
asetondan 750 ml ilave edilerek 2 dk boyunca homojenizatorde pargalandi. Elde
edilen kiyilmis kiigtik pargalar Whatman No 1 filtre kagidi yardimiyla filtre edildi.
Filtre iizerindeki kalint1 -20 ‘C’de sogutulmus aseton ile 5-6 kez yikandi. Filtre
tizerindeki son kalinti kurutma kagitlarina konarak oda sicakliginda, geker ocakta

6-8 saat bekletildi. Bu sekilde asetonun ortamdan uzaklasmasi ve preperatin iyice
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kurumast saglandi.Bu iglemler sonucunda aseton tozu hazirlanmig oldu. Aseton
tozu kullanilana kadar -20 ‘C’de saklandi. Deneylerde kullanilacak olan enzim

ekstrakt1 bu aseton tozundan elde edildi.

2.2.2 Enzim Ham Ekstraktimin Hazirlanmasi

Ham ekstrakt hazirlamak i¢in bir behere 2 g aseton tozu koyulup iizerine,
onceden yaklagik +4°C’ye kadar sogutulmus olan 100 mL zeytin ekstraksiyon
tamponu ilave edildi. Beher igerigi buz i¢inde, 2 dk homojenizatérde homojenize
edildi. Elde edilen homojenat 15300 rpm, 30dk, +4 "C’de teflon tiiplerde santrifiij

edildi ve siipernatant ham ekstrakt olarak kullanildi.

2.2.3 Enzim Aktivite Tayini

Zeytin B-Glukozidaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin
edildi. Aktivite 6l¢timii saglamak i¢in 70 pl, 5 mM pNPG substrat ¢6zeltisi ve
izerine 70 pL enzim ¢ozeltisi ilave edilerek 96°lik plakaya (well-plate) koyuldu.
Kor olarak 70 uL 50 mM pH 5.5 Na-Ac tamponu ve {izerine 70 pL enzim ¢dzeltisi
ilave edildi. Etiivde 37°C’de, 30 dk inkiibe edildikten sonra reaksiyon 70 uL 0,5 M
Na,COs ile durduruldu. Spektrofotometrede 405 nm’de kore karsilik absorbans

degeri okundu.

B-glukozidaz enzim aktivitesi, enzim {inite hesaplamasinda okunan
absorbansa kargilik gelen pNitrofenol iirlin konsantrasyonunun pM cinsinden
degeridir. Uriin miktarinin belirlenmesinde &nceden hazirlanan standart grafik
kullanilmigtir. Standart grafik hazirlanirken son hacim 210 puL ve 280 pL olacak
sekilde iki ayr1 pNitrofenol konsantrasyosonu hazirlandi. Kor olarak kullanilan
miktarda saf su kullanildi. Hazirlanan numunelerin 405 nm’de absrobanslari
okundu. Elde edilen degerler ile pNitrofenol standart egrisi olusturuldu. Bir Enzim

Unitesi (EU) dakikada olusan pNitrofenoliin pmol’ii olarak belirlendi.
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2.2.4 Protein Tayini

2.2.4.1 Lowry Yontemiyle Protein Tayini

Saflastirma basamaklarindaki protein miktar Gl¢timleri Lowry Metoduna
gore belirlendi. Bu yontem Fosfomolibdik/fosfotungstik asit ¢ozeltisinin (Folin-
Ciocalteau reaktifi) alkali kosullarda proteinlerdeki fenolik amino asitlerle verdigi
reaksiyona dayanmaktadir. Bu yontemde alkali kosullarda iki farkli reaksiyon
gergeklesmektedir. Birinci reaksiyonda peptit baglari ile Cu'® arasinda biiire
reaksiyonu sonucu indirgenmis bakir olusur. Ikinci reaksiyonda ise Folin-Ciocalteu
ayIraci, tirozin ve triptofan amino asitleri ile tepkimeye girerek indirgenir ve mavi
renkli kompleks meydana getirir ve 600 nm dalga boyunda absorbans verir.[1]
Ayrica Lowry yontemi, tirozin ve triptofan igerigi fazla olan proteinlerle daha fazla
hassasiyet gOsterdigi i¢in bu amino asitler agisindan zengin olan proteinlerde

oldukga iyi sonuglar vermektedir.

Protein tayini yapmak amaciyla bu basamaklar izlendi: 1 mL'sinde 1 mg
protein igeren standart sigir alblimin ¢dzeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100 pL alind1 ve her tlipiin son hacmi 100 puL olacak sekilde tizerlerine
saf su ilave edildi. Ardindan her tiipe 2 ml Cozelti D eklendi ve 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. 10 dk sonunda tiiplere 0,2 mL Cozelti E eklenip vorteks
ile zaman kaybetmeden karistirildi ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Ornekler 96°lik plakanin kuyucuklarina 200°er pL koyularak 600 nm’de
absorbanslar kore karst okundu. Kor olarak BSA icermeyen 1. Tiip kullanildi.
Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik
hazirlandi (Sekil 2.1).
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Absorban (600nm)
=

0 10 20 30 40 50
pg/mL protein

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

Saflastirma basamaklarinda protein miktar1 belirlenecek numunelerden
100’er pL tiiplere alind1 ve Lowry yontemiyle standart grafik olusturmak igin
uygulanan basamaklar ayni sekilde uygulandi. Daha sonra numunelerin i¢indeki
protein miktari, standart grafikten elde elden dogru denkleminden yararlanilarak

hesaplandi.

2.2.4.2 Bradford Yontemiyle Protein Tayini

Enzim immobilizasyon basamaklarinda elde edilen yikama ¢ozeltilerindeki
protein miktarlarini belirlemek igin bu yontem kullanildi. Kullanilan ydntemin
temel esas1 fosforik asitli ortamda proteinlerin, Coomassie brillant blue G-250
reaktifi ile kompleks olusturmasi ve olusan kompleksin 595 nm’de maksimum

absorbans gdstermesidir [2].

Protein tayini yapmak amaciyla su yol izlendi: 1 mL’sinde 1 mg protein
iceren standart sigir albiimin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 ve 100 pl alindi ve her tiipiin son hacmi 100 pL olacak sekilde tizerleri saf su ile
tamamlandi. Her bir tiipe 5 mL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi eklendi.
Tiipler vorteks ile karigtirildiktan sonra 10 dakika inkiibe edildi. 595 nm’de 3
mL’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu. Kér olarak BSA
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icermeyen 1. Tip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg

protein degerleri ile standart grafik hazirlandi (Sekil 2.2).

2o 2 o= =2 0=
[I%] (%] e h o |

Absorban (600nm)
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Sekil 2.2: Bradford yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan
standart grafik.

Protein miktart belirlenecek numunelerden 100°er pL tiiplere alinarak
Bradford yontemiyle standart grafik olusturmak igin uygulanan basamaklar ayni

sekilde uygulandi. Numunelerin i¢indeki protein miktarlari standart grafikten elde

elden dogru denklemi kullanilarak hesaplandi.
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2.2.5 Enzimin Saflastirilmasi

2.2.5.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat ¢oktlirmesi ¢ozeltinin tuz konsantrasyonunu arttirarak
proteinin ¢6ziinlirliiglinii degistirmesi ve bunun sonucunda proteinin denature
olmadan ¢ékelmesine dayanan bir yontemdir. Oncelikle, %50 doygunlukta gerekli

olan amonyum siilfat miktar1 agsagida verilen formiille tespit edildi:

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

g(NH4)2SO4 -

V : Serum hacmi
Si: 1’in kesri seklinde meveut amonyum siilfat doygunlugu
Sz : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi igin gerekli miktar belirlendikten sonra
¢Oktiirme iglemine gegildi. 0°C’de 30-40 dakika boyunca manyetik karistiricida
yavasea karistirilarak ilave edilen amonyum siilfatin ¢dziinmesi saglandi. Daha
sonra 15000 rpm’de 4°C’de 30 dakika santrifiij edildi. Elde edilen pellet SmL,
50mM pH 6.8 sodyum fosfat tamponunda ¢6ziildii.

Tablo 2.3: Amonyum siilfat ¢oktiirme araliklarinin enzim aktivitesi

bulunurken kullanilan reaksiyon hacimleri.

KOR AKTIVITESI BAKILAN NUMUNE

70 pl Aktivite tamponu 70 pl Aktivite tamponunda ¢ziinmiis substrat
70 pl 0-50 araligindaki numune | 70 pl 0-50 araligindaki numune
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Enzim ¢6zeltisi renkli oldugu igin enzim aktivitesi belirlenmesi asamasinda
kor olarak enzim ¢dzeltisi de ortama eklendi. 37 °C’de 30 dakika inkiibe sonunda
reaksiyonlar 70 pL 0,5 M NapCO; ile durduruldu ve 405 nm’de absorbans
degerleri okundu. Numunenin kantitatif protein miktar1 B&liim 2.2.4.1°de verilen

Lowry metoduna gore hesaplandi.

2.2.5.2 Hidrofobik Etkilesim Kromotografisi ile Enzim Saflastirilmasi

Zeytin B-glukozidaz enziminin saflagtirilmasinda amonyum  siilfat
¢Oktiirmesinin ardindan diger bir saflagtirma basamagi olan hidrofobik etkilesim
kromatografisi tercih edilmistir. Bunun igin laboratuvarda sentezlenen ve Sekil

2.3’de verilen hidrofobik jel sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin kullanilmigtir[3].

ﬂ_
—fl.f (fOOH
N

N=

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

Sekil 2.3: Hidrofobik etkilesim kromotografisinde kullanilan hidrofobik jel.

Hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu 6ncelikle 1M (NH4),SOy igeren 50
mM, pH 6.8 sodyum fosfat tamponu ile dengelenerek saflastirma islemine hazir
hale getirildi. Kolonun dengeleme islemi bittikten sonra, jel tizerindeki tampon
¢ozeltisi jel seviyesine gelene kadar indirildi ve yiiklemeye hazir hale getirildi.
Amonyum siilfat ¢oktlirmesi sonucu elde edilen enzim ¢okelegi en kiigiik hacimde
IM (NH4)2SO;4 igeren 50 mM, pH 6.8 sodyum fosfat tamponu ¢oziildii. Kolona 1
M (NH4)2SOy4 igeren 50 mM, pH 6.8 sodyum fosfat tamponu ve 50 mM, pH 6.8

sodyum fosfat tamponlar1 ile yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz
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konsantrasyonuna dogru diizenli bir sekilde olusan tuz gradienti uygulandi. Tuz
gradienti ile kolondan eliie edilen eliiatlar dikkatl: bir sekilde 2 mL halinde tiiplere
alindi. Eliisyon tamponu uygulamasina 280 nm’deki absorbans sifir oluncaya kadar
devam edildi. 50 mM, pH 6.8 sodyum fosfat tamponu kér olarak kullanilarak her
bir tiipte 280 nm‘de protein tayini yapildi. Devaminda 405 nm’de aktivite tayini
yapildi. Elde edilen degerlerin tiip numarasina kars: aktivite ve protein miktarlari

belirlenerek gerekli grafikler ¢izildi.

2.2.5.3 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Enzim Safliginin Kontrolii

Beta-glukozidaz enziminin hidrofobik etkilesim kromatogafisi ile
saflastirllmasindan sonra proteinleri molekiil agirliklarina (buiyiikliiklerine) gore
ayristirmada kulanilan sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE)
kullanild1. Iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3, ayirma jeli % 10
olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemli

[4] tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi.

Hidrofobik etkilesim kromatogafisi sonucunda elde edilen yiiksek aktiviteli
eliatlar birlegtirildi. Elde edilen ¢ozelti toplam hacim 50 pL olacak sekilde 1:1
oraninda SDS ve p-merkaptoetanol igeren numune yiikleme tamponuyla karistirildi.
Molekiil agirlik standartlari; (B-galaktozidaz (116,0kDa), sigir serum albumin (66,2
kDa), yumurta albumini (45,0 kDa), laktat dehidrogenaz (35,0 kDa), REase Bsp98I
(E.coli) (25,0 kDa), p-laktoglobulin (18,4 kDa) ve Lizozim (14,4 kDa) igeren
standart protein ¢ozeltisinden (marker) 5 pL alindi. Marker ve numuneler 95 °C’de
5 dakika bekletildi. Isil islem uygulamasindan sonra numuneler ve marker
sogutularak kuyucuklara tatbik edildi. Gii¢ kaynagina bagh elektroforez 80 volt’a
ayarlandi. Yiikleme tamponu igindeki boya ayirma jeline ulastiinda voltaj 120
volt’a yiikseltildi. Jeldeki proteinler, jelin altina 1 cm kalana kadar yiiriitiilmeye
devam edildi. Bantlar istenilen seviyeye ulastiginda akim kesilerek yiiriitme
durduruldu. Elektoroforez tankindan ¢ikarilan jel dahil olduklari sistemden
dikkatlice ¢ikarildi. Yigma jeli kismi dikkatlice kesilip ayrildiktan sonra protein
bantlarini igeren ayirma jeline renklendirme ¢ozeltisi tatbik edildi ve 30 dakida

calkalayict igerisinde birakilarak homojen bir boyama saglandi. Daha sonra jel
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renklendirme ¢o6zeltisinden ¢ikartilarak renk agma ¢ozeltisi icerisine konuldu.
Belirli araliklarla renk agma ¢ozeltisi yenilendi. Bu sayede daha belirgin bir
goriintii elde edilmeye galisildi. Istenilen belirginlige ulasan jel renk ag¢ma

¢Ozeltisinden ¢ikarildi. Jel goriintiileme sistemi (UVP) ile goriintiisii elde edildi.

2.2.6 pB-Glukozidaz Enziminin Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi

2.2.6.1 Saf Enzimin Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Optimum pH belirmek amaciyla hidrofobik etkilesim kromatografisi ile
saflastirilan zeytin B-glukozidaz enziminin aktivite gdsterebilecegi farkh pH (2-10)
degerlerine sahip 50 mM Na-Ac tamponu hazirlandi. Hazirlanan Na-Ac
tamponlarinin her birinde son konsantrasyonu 5 mM olarak sekilde pNPG substrati
¢oziildii. Farklh pH degerlerindeki enzim aktivitesi belirlenirken; 70 pL, farkli pH'a
sahip 5 mM pNPG substrat ¢ozeltisi tizerine 70 pL enzim ¢ozeltisi eklenerek 96’11k
plakaya (well-plate) koyuldu. Ké&r olarak 70 uL. 50 mM (pH 5.5) Na-Ac tamponu
ve lizerine 70 pL enzim ¢ozeltisi koyuldu. Etiivde 37 °C’de, 30 dakika inkiibe
edildi ve 30 dk’nin sonunda reaksiyon 70 pL 0,5 M Na,COj ile durduruldu.
Spektrofotometrede 405 nm’de kore karsilik absorbans degeri okundu. Enzim
Unitesi (EU) okunan absorbans degerlerinden pNPG standart grafik kullanilarak
hesaplandi.

2.2.6.2 Saf Enzimin Optimum Sicakhk Degerinin Belirlenmesi

Hidrofobik etkilesim kromotografisi ile saflastirilan p-glukozidaz enziminin
optimum sicakligini saptamak amaciyla, 25-65 °C sicaklik araliginda, sicakhk 5 °C
artirilarak aktivite tayini yapildi. Enzimin farkli sicakliklarda aktivitesini
belirlemek i¢in Bolim 2.2.3°te aktivite tayininde belirtilen yontem kullanildi.
Farkli sicakliklarda gerceklesen reaksiyonlar durdurulmalarinin ardindan 405
nm’de absorbanslari alindi ve pNPG standart grafik kullanilarak enzim {initesi
(EU) hesabi yapildi.
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2.2.6.3 Enzimin Termal Kararlihgmin Belirlenmesi

Enzimin termal kararliliginin belirlemek amaciyla enzimin optimum
sicaklifina gore degerlendirildiginde denatiire olacagi 70 °C sicaklikta inkiibe
edildi. Inkiibasyon siireleri 3 dakika aralikli olarak 30 dakika boyunca periyodik
olarak alindi. Is1 ile muamele edilmemis stok enzim ¢ozeltisinden alinan ve
aktivitesine bakilan 6rnek baslangi¢ enzim aktivitesi olarak kabul edildi. Belirlenen
stirelerde inkiibasyondan alinan enzim ¢ozeltilerinin pNPG substrati kullanilarak
aktivitelerine bakildi. Islemler sonunda 405 nm’de absorbanslart okundu. Elde

edilen degerler pNPG standart grafik kullanilarak enzim tinitesi (EU) hesaplandi.

2.2.6.4 Enzimin Farkh Substratlara Kars1 Aktivitesinin Belirlenmesi

Zeytin  B-glukozidaz enziminin farkli substratlara karsi gdsterdigi
aktivitesini belirlemek amaciyla cesitli substratlar kullanildi. Bu amagla
konsantrasyonlart 5 mM olan para-Nitrofenol p-D-glukopiranozid ve 5 mM
oleuropein substratlar1 kullanildi. Bu substratlarin aktivite tayinleri Béliim 2.2.3°te

belirtildigi sekilde yapildi.

2.2.6.5 Saflastirilan Enzimin Farkh Substratlara Karsi Ky ve Vi

Degerlerinin Belirlenmesi

Zeytin B-glukozidaz enziminin pNPG ve oleuropein substratlarina olan
ilgisi Km ve Vmax degerleri bulunarak tespit edildi. Bu ¢alisma i¢in pNPG ve
oleuropein substratlarinin farkli konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi él¢tildii. 1/V
ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Km ve Vmax
degerleri grafigin denkleminden elde edilen verilerden yararlanilarak hesaplandi.
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.

37



2.2.6.6 Inhibitorlerin ICs) Degerlerinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi lizerine etkisi arastirilan glukoz, sodium hidroksit, sitrik
asit, laktik asit ve sodium kloriir maddelerinin ICsy degerlerini bulmak i¢in, pNPG
substratinin reaksiyon hacminde 1,66 mM konsantrasyonu calisildi. Inhibitor
eklenmemis ortamda enzim aktivitesi hesaplanarak bulunan deger %100 aktivite
olarak alindi. Farkli inhibitér konsantrasyonlarinda enzim aktivite degerleri
bulundu ve % aktivite degerleri hesaplandi. Bu grafiklerden yararlanarak aktivite
grafikleri ¢izildi ve enzim aktivitesini % 50 oraninda azaltan inhibitor

konsantrasyonu olan ICso degerleri hesaplandi.

2.2.6.7 Enzimin Aktivitesi Uzerine Bazi Agir Metallerin Etkisinin

Belirlenmesi

Zeytin P-glukozidaz aktivitesi tlizerine bazi agir metallerin etkisini
belirlemek amaciyla Zn, Cr, Mn, Mg, Co ve Ni iyonlarini igeren 5 mM stok
¢ozeltiler hazirlandi. Metal iyonlarinin reaksiyon ortamindaki son konsantrasyonu
I mM olacak sekilde aktivite tayinleri yapildi. Metal iyonu i¢ermeyen enzim
¢ozeltisinin aktivitesi % 100 olarak kabul edildi. Metal iyonu igeren enzim
¢ozeltilerinin aktiviteleri, igermeyen ¢ozelti aktivitesi ile kiyaslanarak, % kalan

aktivite olarak hesaplandi.

2.2.6.8 Enzimin Aktivitesi Uzerine Bazi Pestisitlerin Etkisinin

Belirlenmesi

Zeytin B-glukozidaz aktivitesi tizerine bazi pestisitlerin etkisini belirlemek
amactyla farklt stok konsantrasyonlarinda Deltamethrin, Chlorpyrifes ve
Alphacypermethrin ¢ozeltileri hazirlandi. 1Csy degerlerini bulmak i¢in, pNPG
substratinin reaksiyon hacminde 1,25 mM konsantrasyonu ¢alisildi. Inhibitér
eklenmemis ortamda enzim aktivitesi hesaplanarak bulunan deger %100 aktivite
olarak alindi. Farkli pestisit konsantrasyonlarinda enzim aktivite degerleri bulundu

ve % aktivite degerleri hesaplandi. Bu grafiklerden yararlanarak aktivite grafikleri
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¢izildi ve enzim aktivitesini % 50 oraninda azaltan inhibitér konsantrasyonu olan

ICsp degerleri hesaplandi.

2.2.7 Glukozidaz Enziminin immobilizasyonu

2.2.7.1 Enzimin Nanopartikiillere immobilizasyonu

Saflastirdifimiz enzimin immobilizasyonunu gergeklestirmek i¢in Onceden
tedarik ettigimiz stiperparamanyetik Fe;Os nanopartikiiller kullamildi. Manyetik
olarak segilen immobilizasyon materyalinin amaci; immobilizasyon isleminden
sonra enzim-nanopargacik kompleksinin ortamdan rahat¢a uzaklastirilabilmesidir.

B-glukozidaz enziminin immobilizasyonu gerekli olan tiim islem basamaklari su
sekildedir:

Oncelikle biri numune digeri kor olarak kullanilmak iizereki adet 0,1 g
Fe;04 nanopartikiilii tartilarak cam tiiplere alindi. Uzerlerine 2 mL 0,1 M NaCl,
0,003 M NaH;PO, tamponu (pH 6,0) eklendi. Karigim 30 dakika +4 °C’ de
sonikatorde bekletildi. Daha sonra herbirine 0,5 mL karbodiimide ¢6zeltisi
eklendi. Karisim 15 dk. daha sonikatdrde bekletildi. Bu islemler sonlandiginda
nanopartikiiller karbodiimide ile aktiflestirilmis oldu ve B-glukozidaz enzimine

baglamaya hazir hale getirildi[5-6].

Protein miktart &nceden hesaplanmis stok enzim ¢ozeltisinden, numune
olarak kullanilacak tiipe 2 mL enzim ilave edildi. Kér olarak kullanacagimiz tiipe
ise 2 mL 50 mM, pH (6,8) sodyum fosfat tamponundan eklendi. Her iki tiipte
bulunan karigimlar 30 dakika boyunca sonikatdrde bekletildi. Daha sonra cam
tiiplerin dis yiizeyine miknatis konularak nanopartikiillerin tiip igerisinde bir kenar
bolgeye toplanmasi saglandi. Daha sonra protein tayini yapmak amaciyla geride

kalan tiim karigim pipet yardimiyla alind1.

Tiiplerin dis yiizeyine yaklastirilan miknatislar ortamdan uzaklastirildi ve
tiiptin igerisine 2 mL 0,1 M NaCl, 0,003 M NaH>PO4 (pH 6,0) tamponu eklenerek

iki kez yikandi. Her defasinda yikama sulari1 ayr1 bir tiipe konuldu. En son asamada
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ise iki kez 2 mL 50 mM sodyum asetat (pH 5,5) tamponu ile yikandi ve ayni

tamponda saklandi.

2.2.7.2 Enzimin Nanopartikiillere Baglanmasinin FT-IR Analizi ile

Belirlenmesi

Enzim saflastirma basamagindan sonra yapilan immobilizasyon igleminin
dogrulugunu kamtlamak amaci ile Fe;O4 nanopartikiillerin, p-glukozidaz
enziminin ve p-glukozidaz ile immobilize edilen nanopartikiillerin IR spektrumlari
alind1. KBr pelet hazirlama teknigi kullanilarak numunelerin IR spektrumu alindi.
Bu amagla immobilize nanopartikiillerin ve enzimin tamponu uzaklastirilarak
kurutuldu. Fe304 nanopartikiilleri kendinden kuru olarak temin edildigi igin

herhangi bir isleme tabi tutulmadan dogrudan analizde kullanild.

Hazirlanan numunelerin her birinden 0,5-1 mg madde alindi ve tamamen
kurutulmus KBr ile karistirildi. KBr ve numune karisimi bir agat havan yardimiyla
doviilerek toz haline getirildi. Elde edilen karisim paslanmaz ¢elikten yapilmis bir
cihaz icine konularak hidrolitik preste 4500 kg/cm®lik bir basingta 1-2 dakika
bekletildi. Bu islem sonucunda KBr pelleti elde edilmis oldu. Iginde numune
olmayan bos KBr pelleti kor olarak okutularak hazirlanan numunelerin IR

spektrumlar1 alind1.

2.2.7.3 Immobilize Enzimin Aktivitesinin Belirlenmesi

Immobilize B-glukozidaz enziminin aktivitesi belirlenirken serbest enzim
i¢in kullanilan y&ntem referans olarak alindi. Bu dogrultuda 0,1 g enzim bagh ve
kor olarak hazirlanan nanopartikiilleri igeren numunelerin bulundugu tiiplere,
konsantrasyonu 2,5 mM olan 1 mL pNPG substratindan konuldu. Tiipler
calkalamali etiivde 37 °C’de 210 rmp’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun
sonunda numune ve kor olan tliplerden 140’ar puL alinarak 96’lik plakaya (well-
plate) konuldu. Uzerlerine 70 pl 0,5 M NayCO; konularak reaksiyonlar

durduruldu. Spektrofotometrede 405 nm’de absorbans degeri okundu. Immobilize

40



enzimin aktivitesini hesaplamak i¢in son hacmi 210 pL olan pNPG standart grafik

denklemi kullanildi.

2.2.8 Immobilize -glukozidaz Enziminin Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi

2.2.8.1 Immobilize Enzimin Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Immobilize enzimin optimum pH’ini belirlemek amaciyla oncelikle
immobilize olmus enzim stogu hazirlandi. Bu ¢alisma igin 0,1 g Fe;04
nanopartikiile immobilize olmus enzim son hacim 10 mL olacak sekilde homojen
hale getirildi ve 1’er mL olacak sekilde tiiplere boliindii. Enzim aktivitesi 6l¢iimii

sirasinda kor hazirlanmasinda da ayni basamaklar izlendi.

Farkli pH’larda (2-10) 50 Mm Na-Ac tamponu hazirlandi. Hazirlanan
tamponlarin her birinin son konsantrasyonu 5 mM olacak sekilde pNPG
subsratinda ¢6ziildii. Hazirlanan tiiplere 1’er mL konuldu. Ayni islem kor olarak
hazirlanmis tiipler i¢in de uygulandi. Bélim 2.2.6.1°deki yontemle her tiipiin
405°nm de absorbanslari alinarak aktivitelerine bakildi.Elde edilen sonuglar pNPG
standart egri kullanilarak enzim iinitesi (EU) hesabi yapildi.

2.2.8.2 Immobilize Enzimin Optimum Sicakhgmnin Belirlenmesi

Immobilize enzimin optimum sicakligini belirlemek amaciyla oncelikle
immobilize olmus enzim stogu hazirlandi. Bu g¢ahisma igin 0,1 g FE;O,
nanopartikiile immobilize olmus enzim son hacim 10 mL olacak sekilde homojen
hale getirildi ve 1’er mL olacak sekilde tiiplere boliindii. Enzim aktivitesi dl¢limii

sirasinda kor hazirlanmasinda da ayni basamaklar izlendi.

Enzim aktivitesi incelenirken 25-65 °C sicaklik araliginda, sicaklik 5 °C
arttirtlarak aktivite tayini yapildi. Bolim 2.2.6.2°deki ydntemle farkh sicakliklarda
her tiiptin 405’nm de absorbanslar1 alinarak aktivitelerine aragtirildi. Elde edilen

sonuglar pNPG standart egri kullanilarak enzim iinitesi (EU) hesabi yapildi.
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2.2.8.3 Immobilize Enzimin pNPG ve Oleuropein Substratlarina

Karsi Ky ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesi

Immobilize edilen zeytin B-glukozidaz enziminin pNPG ve oleuropein
substratlarina olan ilgisi Km ve Vmax degerleri bulunarak tespit edildi. Bu ¢aligma
i¢in farkli konsantrasyonlarda hazirlanan pNPG ve oleuropein subsratlarinin
enzim aktivitesi 6l¢iildii. Elde edilen sonuglardan 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Immobilize enzimin Km ve Vmax degerleri
grafigin denkleminden yararlanilarak hesaplandi. Bu hesaplama igin grafigin 1/V
eksenini kestigi nokta olan 1/Vmax degerinden Vmax degeri ve denklemin egimi

olan Km/Vmax degerinden Vmax yerine yazilarak Km degeri hesaplandi.
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3. BULGULAR

3.1  Enzim Aktivite Tayininde Kullanilan Standart Egri

Enzimin aktivite tayini, B-glukozidaz enzim hidrolizi ile glikopiranozide
bagli olan pNitrofenoliin serbest kalmasi esasina dayanilarak yapildi. Bu
dogrultuda 210 pL ve 280 uL’lik son reaksiyon hacimlerinde pNPG standart
grafikleri olusturuldu. Bu grafikleri olustururken pNitrofenol standart olarak
kullanild1. Standart ¢&zeltideki pmol pNitrofenole karsilik gelen absorbans
degerleri Bolim 2.2.3’de anlatilan yontemle bulunarak Sekil 3.1 ve 3.2°deki

standart grafikler olusturuldu.

5.2

0% -

0%

Absorbans 405 nm

04 -

iz

o 5 10 15 20 2% 30 35 40 45
[pNP] 210 pL’deki pmol

Sekil 3.1: Enzim aktivite tayininde kullanilan 210 pL hacimli pNPG
standart grafigi.
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Sekil 3.2: Enzim aktivite tayininde kullanilan 280 pL hacimli pNPG
standart grafigi.

3.2 B-Glukozidaz Enziminin Saflastiriimasi

3.2.1 Hidrofobik  Etkilesim Kromotografisi Ile  Enzimin

Saflagtirilmasi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemi B&liim 2.2.5.1° de belirtilen yonteme
gore uygulandiktan sonra elde edilen numune laboratuvarda sentezlenen hidrofobik
yapidaki sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin hidrofobik jelini i¢eren kolona tatbik
edildi. Kolondaki jel yliksekligi 3 cm ve ¢ap 1 cm olacak sekilde diizenlendi.
Kolondan alinan tiim numunelere 50 mM sodyum fosfat pH 6.8 tamponu kor
kullanilarak, 280 nm’de kalitatif protein tayini yapildi. Kolona tatbik edilen
numunelere ve yliksek aktivite gdsteren eltiat igin Lowry metoduyla protein ve
aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler ve saflastirma oranlari tespit edilerek

Tablo 3.1°deki saflastirma tablosu olusturuldu.

Tablo 3.1°deki gosterildigi gibi amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda
¢oziilen ¢okelegin toplam aktivitesi 11123,31 EU/mL ve toplam protein miktari
23,19 mg/mL olarak belirlenmis ve % 97,30 verimle 12,47 kat saflastirilmig
oldugu hesaplanmistir. Hidrofobik etkilesim kromotografisi sonunda 31. tiipteki

saf enzimin % 9,90 verimle 163,62 kat saflastirilmis oldugu belirlenmistir.
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3.2.2 Zeytin PB-Glukozidaz Enziminin SDS Poliakrilamid Jel

Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonundan saflastirilan zeytin  B-glukozidaz
enziminin saflifin1 kontrol etmek amaciyla Bolim 2.2.5.3"de anlatildig1 sekilde
hazirlanan SDS poliakrilamid jel elektroforezine, saflastirilan enzim numuneleri
uygulandi. Protein bantlarini igeren jellerin goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile
bilgisayara aktarildi. Zeytin B-glukozidaz enziminin Sekil 3.4’deki 2.(b) olan
goriintiide yaklasik 40 kDa bolgesinde tek bant verdigi goriilmektedir.

/ (a) (b)\

-0
130

=10

W -0
-5
N |
.-
o -0

\ (1) (2) /

Sekil 3.4: Hidrofobik etkilesim kromotografi ile saflastirilan zeytin p-glukozidaz
enzimi SDS-poliakrilamid jel elektroforezi 1: Protein Marker ,2.(a): protein
marker bantlar1,2.(b): numune bandi.

3.3  Glukozidaz Enziminin Biyokimysal Ozellikleri

3.3.1 Saf Enzimin Optimum pH Degerinin Bulunmasi

Béliim 2.2.6.1°de ifade edildigi sekilde, bir seri farkli pH degerlerine sahip
PNPG substratlarinin enzim aktivitesi 6lgtimleri yapildi. Reaksiyonun gerceklestigi

ortamin pH degerine kars: aktivite grafigi ¢izildi. Elde edilen grafikten zeytin j3-
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glukozidaz enziminin en yiliksek aktivite gosterdigi optimum pH degeri 5,5 olarak

bulunmustur.

350 -

300 -

Aktivite (EU)
BB
o o o

e
o
o

u
o

o

0 2 4 6 3 10
pH Araliklar

Sekil 3.5: Zeytin B-glukozidaz enziminin optimum pH grafigi.

3.3.2 Saf Enzimin Optimum Sicaklik Degerinin Bulunmasi

Béliim 2.2.6.2°de ifade edildigi sekilde saf enzim, farkli sicaklarda ve farkli
substratlara karsi inkiibe edildi ve aktivite &lgiimleri yapildi. Reaksiyonun
gergeklestigi ortamin sicaklik degerine karg: aktivite grafikleri ¢izildi. Elde edilen
grafiklerden zeytin B-glukozidaz enziminin pNPG substratina karsi en yiiksek
aktivite gosterdigi optimum sicaklik degeri 50 °C olarak belirlenirken, oleuropein
substratina karsi en yiiksek aktivitesinin gézlemlendigi sicaklik ise 35°C olarak

bulunmustur.
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Sekil 3.6: Zeytin B-glukozidaz enziminin pNPG substratina karsi
optimum sicaklik grafigi.
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Sekil 3.7: Zeytin B-glukozidaz enziminin oleuropein substratina karsi optimum
sicaklik grafigi.
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3.3.3 Zeytin p -Glukozidaz Enziminin Termal Kararhhg

B-glukozidaz enziminin termal kararlih@mni belirlemek amaci ile enzim
¢ozeltisine Boliim 2.2.6.3°de belirtilen sekilde islemler uygulanmis sonug olarak
1s1ya belli bir siire muamele edilen stok enzim ¢6zeltisinden alinip, aktivite tayini
yaptlmistir. Elde edilen degerlerden 70°C’ deki 1sil islem uygulamasinin zamana
karst aktivite grafigi cizilmistir. Elde edilen grafikten termal inkiibasyonun 6 dk
sonunda enzimin aktivitesini % 54, 30 dk sonunda ise % 4,8 korudugu

belirlenmistir.

350 -
: ——70°C

Aktivite

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Zaman (dk)

Sekil 3.8: Zeytin B-glukozidaz enziminin termal kararlilik grafigi.

3.3.4 Enzimin Farkh Substratlara Kars1 Spesifikligi

Zeytin meyvesinden meyvesinden saflastirilan B-glukozidaz enziminin
aktivitesi lizerine c¢esitli substratlatrin etkisini belirlemek amaciyla Bélim
2.2.6.4'de belirtilen yontemle aktivite tayini yapildi. Enzimin en yiiksek aktivite

gosterdigi oleuropein substratina gore relative aktiviteler belirlendi.

50



Tablo 3.2: Zeytin B-glukozidaz enziminin farkli substratlara kars: ilgisinin

belirlenmesinde kullanilan substrat ¢esitleri, enzim aktivite ve relative aktivite

degerleri.
Enzim Substrat | Kuyucuk
Substrat Cozeltisinin | Cozeltisinin | Substrat | Abs. | Aktivite %
Hacmi Hacmi Kons. | 405 nm | (EU/mL) | Aktivite
() () (mM)
Oleuropein 70 70 55 0,84 1140,65 | 100,00
pNPG 70 70 j 0,18 | 248,78 | 21,81
120 -
100 -
;\? 80
2
SR
=
< 40 -
20 -
0 il

Oleuropein

Para-nitrofenol B-D

glukopiranosid

Sekil 3.9: Zeytin B-glukozidazinin farkh substratlara karsi olan aktiviteleri.

3.3.5 Farkh Substratlarin Kvm ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi

3.3.5.1 Enzimin pNPG Substratina Karsi Kmve Vmax Degerleri

B-glukozidaz enziminin Ky ve Vmax degerlerinin bulunmasi amaciyla

pNPG substratinin  degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Slgiimleri

yapildi.

405 nm’de Olgiilen aktivite degerleri ile reaksiyon hizi V (EU/mL) olarak

hesaplandi.

1/'V ve
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1/[S] degerleri kullanilarak Sekil 3.10°de gdsterilen




Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Grafik denkleminden yararlanilarak zeytin f-
glukozidaz enzimine iliskin pNPG substrat1 i¢in Ky degeri 0,37 mM ve Vmax
degeri 370,37 EU olarak hesaplandi.

1/[S] mM-!

Sekil 3.10: pNPG Substratinin Ky ve Vmax degerlerinin bulunmasinda kullanilan
Lineweaver-Burk grafigi.
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3.3.5.2 Enzimin Oleuropein Substratina Kars1 Ky ve Vmax Degerleri

B-glukozidaz enziminin Ky ve Vmax degerlerinin bulunmasi amaciyla
oleuropein substratinin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi &l¢timleri
yapildi. 405 nm’de 6l¢iilen aktivite degerleri ile reaksiyon hiz1 V (EU/mL) olarak
hesaplandi. 1/V ve 1/[S] degerleri kullanilarak Sekil 3.10°de gdsterilen
Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Grafik denkleminden yararlanilarak zeytin
meyvesi B-glukozidaz enzimine iligkin oleuropein substrati igin Ky degeri 1,7 mM

ve Vmax degeri 1000 EU olarak hesaplandi.

0,009

1/AVELT

1/[S] mM-!

Sekil 3.11: Oleuropein substratinin KM ve Vmax degerlerinin bulunmasinda
kullanilan Lineweaver-Burk grafigi.
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Tablo 3.5: Zeytin B-glukozidaz enziminin farkli substratlara karst KM, Vmax ve

Vmax / KM degerleri.
Substrat Vinax (EX) Ky (mM) Vou/Km
pNPG 370,37 0,37 1001
Oleuropein 1000 1,7 588,23

3.3.6 pB-glukozidaz Enzim Aktivitesi Uzerine  Inhibitér Etkisi

Gosteren Maddelerin 1Cso Degerlerinin Belirlenmesi

B-glukozidaz enziminin iizerine inhibitdr etkisi olabilecek maddelerin
etkilerinin arastirilmasi igin ICsq degerleri belirlenmistir. Bu nedenle glukoz, sitrik

asit, laktik asit, sodyum hidroksit ve sodyum kloriiriin enzim aktivitesi {izerine

etkileri aragtirilmistir.

3.3.6.1 Glukozun Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmnesi

Glukozun zeytin B-glukozidaz enzim aktivitesi tizerine etkisi incelenirken,
PNPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.66 mM kullanildi.
Glukoz bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi %100 aktivite olarak alindi. ICs
degeri belirlenirken % Aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan Glukozun

4,76-33,33 mM arasinda degisen konsantrasyonlarindaki verileri Tablo 3.6’de

gosterilmistir.
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Glukoz (mM)

Sekil 3.12: B-glukozidaz enzimi tizerine 1,66 mM pNPG substrati
konsantrasyonunda glukoz % aktivite grafigi.

Glukozun pNPG substrati varligindaki % Aktivite grafigi Sekil 3.12"deki
gibi ¢izilmigstir. Grafikteki denklemden yararlanarak zeytin P-glukozidaz enzim

aktivitesi tizerine glukozun ICsq degeri 23,33 mM olarak hesaplanmistir.

3.3.6.2 Sitrik Asitin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmnesi

Sitrik asitin zeytin B-glukozidaz enzim aktivitesi tizerine etkisi incelenirken,
PNPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.66 mM kullanildi.
Sitrik asit bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi %100 aktivite olarak alindi. ICs
degeri belirlenirken % Aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan sitrik asitin

0,48 - 3,33 mM arasinda degisen konsantrasyonlarindaki verileri Tablo 3.7°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.13: -glukozidaz enzimi tizerine 1,66 mM pNPG substrati
konsantrasyonunda sitrik asitin % aktivite grafigi.

Sitrik asitin pNPG substrati varligindaki % Aktivite grafigi Sekil 3.13"deki
gibi ¢izilmistir. Grafikteki denklemden yararlanarak zeytin B-glukozidaz enzim

aktivitesi Uizerine sitrik asitin ICso degeri 12,275 mM olarak hesaplanmistir.

3.3.6.3 Laktik Asitin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Laktik asitin zeytin p-glukozidaz enzim aktivitesi {izerine etkisi
incelenirken, pNPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.66 mM
kullanildi. Laktik asit bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi %100 aktivite olarak
alindi. ICsp degeri belirlenirken % Aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan
laktik asitin 23,81 — 166,67 mM arasinda degisen konsantrasyonlarindaki verileri

Tablo 3.8°de g&sterilmistir.
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Sekil 3.14: B-glukozidaz enzimi tizerine 1,66 mM pNPG substrati
konsantrasyonunda laktik asitin % aktivite grafigi.

Laktik asitin ~ pNPG substratt varhigindaki % Aktivite grafigi Sekil
3.14°deki gibi ¢izilmistir. Grafikteki denklemden yararlanarak zeytin B-glukozidaz

enzim aktivitesi tizerine laktik asitin ICsy degeri 145,7 mM olarak hesaplanmustir.

3.3.6.4 Sodyum Kloriiriin Enzim Aktivitesi Uzerine  Etkisinin

Belirlenmnesi

Sodyum kloriirin zeytin B-glukozidaz enzim aktivitesi iizerine etkisi
incelenirken, pNPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.66 mM
kullanildi. Sodyum kloriir bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi %100 aktivite
olarak alindi. 1Cso degeri belirlenirken % Aktivite degerlerinin bulunmasinda
kullanilan ~ sodyum  klortiriin =~ 4,76 — 33,33 mM arasinda degisen

konsantrasyonlarindaki verileri Tablo 3.9°de gosterilmistir.
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Sekil 3.15: B-glukozidaz enzimi tizerine 1,66 mM pNPG substrati
konsantrasyonunda sodyum kloriiriin % aktivite grafigi.

Sodyum kloriiriin  pNPG substrati varligindaki % Aktivite grafigi Sekil
3.15°deki gibi ¢izilmistir. Grafikteki denklemden yararlanarak zeytin B-glukozidaz
enzim aktivitesi lizerine sodyum kloriirin ICsy degeri 24,1 mM olarak
hesaplanmistir. Ancak yapilan g¢aligmalar sonucunda degisen inhibitor molaritesine
bagli olarak diizenli sonu¢ verileri belirlenememistir. Diisiik  inhibitor
konsantrasyonunda inhibe etkisi gdzlemlenirken,yiiksek konsantrasyonlarda ise

aktive edici bir 6zellik gézlenmistir.

3.3.6.5 Sodyum Hidroksitin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin

Belirlenmnesi

Sodyum hidroksitin zeytin B-glukozidaz enzim aktivitesi iizerine etkisi
incelenirken, pNPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.66 mM
kullanildi. Sodyum hidroksit bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi %100 aktivite
olarak alindi. ICsy degeri belirlenirken % Aktivite degerlerinin bulunmasinda
kullanilan  sodyum  hidroksitin 0,48 - 3,33 mM arasinda deZisen

konsantrasyonlarindaki verileri Tablo 3.10°de gosterilmistir.
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Sekil 3.16: -glukozidaz enzimi tizerine 1,66 mM pNPG substrati
konsantrasyonunda sodyum hidroksidin % aktivite grafigi.

Sodyum hidroksitin pNPG substrati varligindaki % Aktivite grafigi Sekil
3.16’deki gibi ¢izilmistir. Grafikteki denklemden yararlanarak zeytin B-glukozidaz
enzim aktivitesi tizerine sodyum hidroksitin 1Csy degeri hesaplanamamustir. Elde
edilen degerler sonucu olusturulan grafiktende anlasildigi tizere sodyum hidroksitin
kiigiik molaritelerde dahi B-glukozidaz enzim aktivitesi lizerine aktivator etkisi

bulunmaktadir.
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3.3.7 Zeytin p-Glukozidaz Enzimi Uzerine Bazi Agir Metallerin Etkisi

Zeytin B-glukozidaz enziminin aktivitesi lizerine Ni+1, Zn+1, Cr+1, Mn+2,
Mg+2 ve Co+1 agir metal iyonlarinin etkisini Boliim 2.2.6.7’de anlatilan yontemle
belirlenmistir. Reaksiyon ortaminda 1,75 mM pNPG ve 1 mM agir metal bulunan
numunelerin aktivite tayinleri yapilmig ve agir metal icermeyen, enzim ¢ozeltisi ile

kiyaslanarak % kalan aktiviteleri belirlenmistir(Sekil 3.17).

110 -
100

80
70 -
60
50
40
30 -
20 -
10

Relative Aktivite (%)

Enzim Mg Mn Ni Co
Agir Metaller (ImM)

Sekil 3.17: Zeytin B-glukozidaz enzimi tizerine baz1 agir metallerin etkileri.

Elde edilen sonuglarla hazirlanan grafikte kullanilan agir metaller igerisinde
enzimi en ¢ok inhibe eden Cr ve Mg iyonlart oldugu tespit edilmistir.Ancak
calisilan diger agir metallerin de belirli oranlarda inhibisyon etkisi gosterdikleri

belirlenmistir.
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3.3.8 pB-glukozidaz Enzim Aktivitesi Uzerine  Inhibitor Etkisi

Gosteren Bazi Pestisitlerin ICso Degerlerinin Belirlenmesi

3.3.8.1 Deltametrin pestisitinin ICs0 Degerlerinin Belirlenmesi

Deltamethrin pestisitinin zeytin B-glukozidaz enzim aktivitesi {izerine etkisi
incelenirken p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.25mM
olarak kullanilmigtir. Deltamethrin bulunmayan reaksiyon ortamindaki enzim
aktivitesi %100 aktivite olarak kabul edilmistir ve DMSO i¢inde ¢oziinen
deltamethrin 0.0029 - 0.0297 mM arasindaki farkli konsantrasyonlarinda tespit
edilen % Aktivite degerleri Tablo 3.12°de verilmistir.

120
100 . i
80

60

% Aktivite

40 -

0 1 H H H i 3 i
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035

Delthamethrin (mM)

Sekil 3.18: p-glukozidaz enzimi iizerine 1,25 mM pNPG substrati
konsantrasyonunda deltamethrin pestisitinin % aktivite grafigi.

Tablo 3.12°deki verilerle olusturulan p-NPG substrati varlhifindaki %
Aktivite grafigi Sekil 3.18°deki gibidir. Grafikten elde ettigimiz denklemden
yararlanarak zeytin beta-glukozidaz enzim aktivitesi iizerine deltamethrin

pestisitinin 1Csy degeri 0.0323 mM olarak hesaplanmistir.
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3.3.8.2 Chlorpyrifes Pestisitinin ICsy) Degerlerinin Belirlenmesi

Chlorpyrifes pestisitinin zeytin f-glukozidaz enzim aktivitesi {izerine etkisi
incelenirken p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.25mM
olarak kullanmilmistir. Chlorpyrifes bulunmayan reaksiyon ortamindaki enzim
aktivitesi %100 aktivite olarak kabul edilmistir ve DMSO iginde ¢o6ziinen
chlorpyrifes 0.0083 — 0,0837 mM arasindaki farkli konsantrasyonlarinda tespit

edilen % Aktivite degerleri Tablo 3.13°de verilmistir.
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Sekil 3.19: B-glukozidaz enzimi lizerine 1,25 mM pNPG substrati
konsantrasyonunda chlorpyrifes pestisitinin % aktivite grafigi.

Tablo 3.13’deki verilerle olusturulan p-NPG substrati varhigindaki %
Aktivite grafigi Sekil 3.19°deki gibidir. Grafikten elde ettigimiz denklemden
yararlanarak zeytin beta-glukozidaz enzim aktivitesi tlizerine chlorpyrifes

pestisitinin 1Csy degeri 1,25 mM olarak hesaplanmistir.
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3.3.8.3 Alphacypermethrin Pestisitinin ICs¢ Degerlerinin Belirlenmesi

Alphacypermethrin pestisitinin zeytin B-glukozidaz enzim aktivitesi lizerine
etkisi incelenirken p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu
1.25mM  olarak kullanilmistir.  Alphacypermethrin = bulunmayan reaksiyon
ortamindaki enzim aktivitesi %100 aktivite olarak kabul edilmistir ve DMSO
iginde ¢bziinen alphacypermethrin 1,17 — 17,14 mM arasindaki farkli

konsantrasyonlarinda tespit edilen % Aktivite degerleri Tablo 3.14°de verilmistir.
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Sekil 3.20: B-glukozidaz enzimi tizerine 1,25 mM pNPG substrati
konsantrasyonunda alphacypermethrin pestisitinin % aktivite grafigi.

Tablo 3.14’deki verilerle olusturulan p-NPG substrati varligindaki %
Aktivite grafigi Sekil 3.20°deki gibidir. Grafikten elde ettigimiz denklemden
yararlanarak zeytin B-glukozidaz enzim aktivitesi lizerine alphacypermethrin

pestisitinin 1Csp degeri 13,29 mM olarak hesaplanmigtir.
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34  B-Glukozidaz Enziminin Immobilizasyonu

3.4.1 Enzim Immobilizasyonunun FT-IR Analizi

FT-IR analizi sonucu elde edilen grafikte saf B-glukozidaz enzimi, Fe;0q
nanopartikiilii, islem gormiis Fe;O4 nanopartikiilii ve nanopartikiiliine immobilize

edilmis B-glukozidaz enzimine ait FT-IR verileri goriilmektedir.

Enzime ait 1400 cm-1 piki carbodiimide aktivasyonu yapilmis (enzimsiz)
nanoparcacikta ve enzim bagli nanaopargacikta kaybolmusg, 1000-1100 cm-1
arasinda genis bir yeni pik ortaya ¢ikmistir. Enzim bagli nanopargacikta, enzime ve
nanopargaciga ait pikler birebir gézlenmemekle birlikte nanoparcaciktaki yukarida
belirtilen pikin kaybolup yeni pikin olusmasi yeni bir bag olugsuma isaret edebilir.
Enzim bagh naoparcacik ve enzim kullanilmadan yapilan islemlerin sonucunda
elde edilen nanoparcacigin IR spektrumlarindaki benzerlikten yola g¢ikilarak IR
spektrumlarina gore carbodiimide aktivasyonu ile nanoparcacik-carbodiimide
baglanmasinin gergeklestigi sonucunu varilabilir. Enzime bagli nanopartikiil
grafiginde saf enzimde goriilen karakteristik piklerin mevcut olmasi enzimin

nanopartikiile baglandigini gosterebilmektedir.
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3.4.2 Immobilize B-Glukozidaz Enziminin Biyokimyasal

Ozelliklerinin Belirlenmesi

Zeytin B-glukozidaz enziminin siiperparamanyetik Fe304 nanopartikiillere

immobilizyonunun, enzim lizerine etkileri arastirilmigtir.

3.4.2.1 Immobilize Enzimin Optimum pH Degerinin Bulunmasi

Boliim 2.2.8.1° de belirtildigi sekilde, bir seri farkli pH degerlerine sahip
PNPG substratlarinin enzim aktivitesi 6l¢timleri yapildi. Reaksiyonun gergeklestigi
ortamin pH degerine karsi aktivite grafigi olusturuldu. Elde edilen grafikten
nanopartikiillere immobilize zeytin P-glukozidaz enziminin en yiiksek aktivite

gosterdigi optimum pH degeri 5,5 bulunmustur.

800 -
700

D
o
o

9]

o

o
i

Aktivite (EU)
w =
8 8

0 2 4 6 8 iO
pH Araliklar

Sekil 3.22: immobilize enziminin optimum pH grafigi.

Sekil 3.23’de immobilize enzim ile serbest enzimin aymi pH larda
aktiviteleri karsilastirdik. Serbest ve immobilize enzimin en yiiksek aktivite
gosterdikleri degerler %100 olarak kabul edildi. Immobilize enzimin pH degerinin
serbest enzimin pH degeriyle ayni oldugu belirlendi. Ancak immobilize olan
enzimin daha genis bir pH araliginda daha yiiksek aktivite gosterdigi

gorilmektedir.
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Sekil 3.23: immobilize ve serbest enzimin optimum pH grafigi.

3.4.2.2 immobilize Enzimin Optimum Sicaklik Degerinin Bulunmasi

Boliim 2.2.8.2°de belirtilen yontemle immobilize enzim, farkl sicakliklarda
inkiibe edildi ve aktivitesi hesaplandi. Reaksiyonun gergeklestigi ortamin sicaklik
degerine kars1 aktivite grafigi ¢izildi. Elde edilen grafikten immobilize zeytin -
glukozidaz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi optimum sicaklik degeri 55 °C

bulunmustur.

900 -
800 -
700 -
600 -
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400
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Aktivite (EU)

15 2 35 45 55 65 75
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Sekil 3.24: immobilize enzimin optimum sicakhk grafigi.
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Sekil 3.25’de immobilize enzim ile serbest enzimin ayni sicakliklardaki
aktivitelerini karsilagtirdik.Serbest ve immobilize enzimin en yiiksek aktivite
gosterdikleri degerler %100 olarak kabul edildi.Immobilize enzimin sicaklik

degerinin serbest enzime gore 5°C daha yiiksek oldugunu belirlendi.

120 -

== mmobilize Enzim
100 -

—a=Serbest Enzim

0o
o

Relative Aktivite (%)
8 3

)]
o

0 3 ] y ; : y
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Sicaklik araliklari

Sekil 3.25: Immobilize ve serbest enzimin optimum sicaklik grafigi.

Immobilize enzim sicakliga kars1 dayanikliligin arttirmis ve daha
genis bir sicaklik bandina ulagsmuistir.

3.4.2.3 Immobilize -Glukozidaz Enziminin pNPG Substratina Karsi
KM ve Vmax Degeri

[mmobilize zeytin B-glukosidaz enziminin Ky ve Vmax degerlerinin
belirlenmesi amaciyla pNPG substratinin de@isen konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesi 6l¢timleri yapildi. 405 nm’de &lgiilen aktivite degerleri ile reaksiyon hizi
V (EU/mL) olarak hesaplandi. 1/V ve 1/[S] degerleri kullanilarak Sekil 3.26’da

gosterilen Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Elde edilen grafik denkleminden yola
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¢ikarak immobilize zeytin B-glukozidaz enzimine iliskin Ky degeri 1.34 mM ve
Vmax degeri 384,61 EU olarak hesaplandi.

0,007 -

1,5

1/[S] mM-!

Sekil 3.26: immobilize B-Glukosidaz Enziminin pNPG Substratina Kars1 Ky ve

Vmax degerlerinin bulunmasinda kullanilan Lineweaver-Burk grafigi.
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3.4.2.4 Immobilize B-Glukozidaz Enziminin Oleuropein Substratina

Kars1 Ky ve Vmax Degeri

Immobilize zeytin P-glukosidaz enziminin Ky ve Vmax degerlerinin
belirlenmesi amaciyla oleuropein substratinin degigen konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesi 6l¢limleri yapildi. 405 nm’de &lgiilen aktivite degerleri ile reaksiyon hizi
V (EU/mL) olarak hesaplandi. 1/V ve 1/[S] degerleri kullanilarak Sekil 3.27°de
gosterilen Lineweaver-Burk grafigi cizildi. Elde edilen grafik denkleminden yola
cikarak immobilize zeytin (-glukozidaz enzimine iliskin Ky degeri 6 mM ve

Vmax degeri 2000 EU olarak hesaplandi.

0,004 -

1AV EL

&0 1 { v g y ,
0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

1/[S] mM-!

-0,4

e

‘0-’3,0005

Sekil 3.27: Iimmobilize B-Glukosidaz Enziminin Oleuropein Substratina Karsi Ky

ve Vmax degerlerinin bulunmasinda kullanilan Lineweaver-Burk grafigi.
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Tablo 3.17: Immobilize Zeytin B-glukozidaz enziminin farkli substratlara karsi
KM, Vmax ve Vmax / KM degerleri.

Substrat Vinax (EU) K. (mM) Vinae/ K
pNPG 384,61 1,34 287,02
Oleuropein 2000 6 3333

3.4.2.5 Immobilize p-Glukozidaz Enziminin pNPG Substratina Kars:
Tekrar Kullanilabilirligi

Immobilize zeytin p-glukosidaz enziminin tekrar kullanilabilirlik
potansiyelinin belirlenmesi amaciyla pNPG substrati kullanilarak ayni immobilize

enzim kompleksinden 10 kez art arda aktivite bakildi. Bolim 2.2.7.3” te belirtilen

yontemle enzim aktivitesi belirlendi.

120 -

100 K /\

80 -

60 -

% Aktivite

40 -

20 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tekrar Kullanim

Sekil 3.28: immobilize B-Glukosidaz Enziminin Tekrar Kullanim Grafigi

Elde edilen grafikten immobilize zeytin B-glukozidaz enziminin en yiiksek

%20 aktivite kaybi gosterdigi belirlenmistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, p-glukozidaz enzimini zeytin meyvesinden saflastirilarak,
stiperparamanyetik ¢6zellige sahip Fe;O04 nanopartikiillerine immobilize edilmistir.
B-glukozidaz enzimlerini saflastirma islemine ilk basamak olarak amonyum siilfat
¢oktiirmesiyle baslanmis ve ardindan hidrofobik etkilesim kromotografisi yontemi
uygulanarak saflagtirma katsayisinin artmasi saglanmistir. Uygulanmis olan
saflastirma disiplinlerinden sonra elde edilen saf enzimin kinetik &6zellikleri
incelenmistir. Immobilizasyon isleminde ilk calismalar nanopartikilleri
aktiflestirme islemiyle baglamistir. Karbodiimide ile aktiflestirilen Fe;O4
nanopartikiiller tizerine p-glukozidaz enziminin kovalent baglanmasi saglanmis ve

immobilize enzimin bazi kinetik ¢zellikleri belirlenmistir.

Zeytin meyvesinden f-glukozidaz enzimi saflagtirilmasi igin ham ekstrakt
hazirlama iglemi iki agamali olarak gerceklestirilmistir. [Ik basamak olarak zeytin
meyvesinden aseton tozu hazirlanmistir. Bu sayede zeytin meyvesinde oldukg¢a
yiiksek miktarlarda bulunan yag ve fenolik bilesiklerin ortamdan uzaklastirilmasi
saglanmustir. Literatiirde farkli arastiricilar tarafindan kiraz meyvesinden [45] ve
cay yapraklarindan [68] yapilan saflastirmalarda da aseton tozu hazirlandig:
goriilmektedir. Temel saflastirma isleminin ikinci basamaginda ise aseton tozundan
ham ekstrakt hazirlanarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi teknigine kaynak

hazirlanmistir.

Zeytin meyvesinden toplam B-glukozidaz enziminin saflagtirilmasi igin
amonyum siilfat ¢oktiirme isleminde tuz konsantrasyon araliyi %50 olarak
belirlenmis [30] ve amonyum stlfat tuz ¢oktiirmesi uygulanmustir.
Aragtirmamizda amonyum siilfat ¢oktiirmesi isleminin midye [42], piring [43],
kiraz [45] ve erik [50] gibi materyallerden enzim saflastirirken kullanildigini
belirledik. Calismalar sonunda zeytin meyvesinden B-glukozidaz enzimi % 97,30
verimle 12,47 kat saflastirtlmigtir.  Amonyum siilfat ¢dktiirmesi sonundaki bu
degerlerin, kirazdan saflastirilan B-glukozidaz enzimi igin %98 verimle 1.9 kat
[45], caydan yapilan saflastirmada %50.6 verimle 7.6 kat [68] oldugu

goriilmektedir. Caligmamizda amonyum siilfat ¢oktiirme basamagi sonunda elde
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edilen saflastirma katsayisinin belirtilen diger ¢aligmalara gore daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.

Yapmig oldugumuz g¢alismada amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra
hidrofobik etkilesim kromotografisi yontemi kullanilarak iki asamali saflastirma
islemi yapilmistir. Az sayida  saflastirma basamagi uygulanarak enzimin
aktivitesini kaybetmemesi saglanmisitr. Saflastirma islemine devam etmek igin
¢ozelti icinde mevcut bulunan tuzun uzaklastirilmasi gerekmemektedir. Hidrofobik
etkilesim kromotografisi isleminde, laboratuvarimizda sentezlenmis olan
sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin hidrofobik jeli kullanilmistir [89]. Hidrofobik
etkilesim kromotografisi sonunda yiiksek aktivite gdsteren numune tiipleri
birlestirilmis ve bu sayede saf enzim calismalarinda kullanilmak tizeri gerekli
miktarda saf enzim elde edilmistir.

Arastirmamizda hidrofobik etkilesim kromotografisi sonunda séz konusu
enzim % 9,90 verimle 163,62 kat saflastirilmigtir. Kara ve dig. [40] tarafindan
yapilan ayni yapiya sahip hidrofobik jelle zeytin p-glikosidaz enziminin iki asamali
saflastirmasinda % 53,92 verimle 154,93 kat saflastirdiklar1 bildirilmektedir.

Yapmis oldugumuz g¢alismada zeytin B-glukozidaz enziminin koyun cigeri
[40], midye [42], kirazdan [45], vanilyadan [47], aleo vera [48] dan yapilan

saflastirma ¢alismalarina gére daha yiiksek verimde saflastirildigi gériilmektedir.

Saflagtirma kat sayisinin yiiksek olmasinin en 6nemli sebeplerinden biri de
saflagtirmanin iki basamakli bir sistemle yapilarak enzim kaybmin en aza

indirilmis olmasidir.

Yaptifimiz ¢alismalar sonucunda zeytin p-glukozidaz enziminin safligim
kontrol etmek amaciyla SDS poliakrilamid jel elektroforezi uygulanmistir. Sekil
3.4’de goriildiigii gibi uygulama sonucunda SDS PAGE’de yaklagik 42 kDa
hizasinda tek bant verdigi gézlemlenmistir. Yapmis oldugumuz ¢alismada zeytin
B-glukozidaz enziminin yaklastk 42 kDa hizasinda tek bant gostermesi,
literatiirdeki sonuglarla farklilik gﬁsteﬁnektedir. Bu degiskenlige sebep olan
etkenin  saflagtinlmasi  yapilan zeytin gesitlerinin  farkli olmasidir diye

diistintilmektedir.

Saflagtirdigimiz zeytin P-glukozidaz enziminin optimum pH ve opti;mlm

sicakhk degerleri belirlenmistir. Zeytin p-glukozidaz enzimi igin optimum pH 5,5
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ve optimum sicaklik 50 °C olarak tespit edilmistir. Optimum sicaklik ¢aligmasinda
B-glukozidaz enziminin dogal substrati olan oleuropein de ¢alismalara katilmistir.
Zeytin B-glukozidaz enziminin dogal substrati olan oleuropeinin optimum sicaklik
degeri 35 °C olarak belirlenmistir. Oleuropeinin daha diisiik sicakliklarda daha
yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir. Yaptigimiz deneysel c¢alismalar
sonucunda tespit ettifimiz optimum sicakllk ve optimum pH degerlerinin
literatlirde yapilan diger bitki P-glukosidaz enzimlerinin optimum deZerleriyle

benzerlik gdstermistir.

Zeytin B-glukozidaz enziminin termal kararlihgmi belirlemek amaciyla 70
°C ‘de belirli zaman araliklariyla aktivite tayini yapilmistir. Yapilan deneysel
calisma sonucunda termal inkiibasyonun 6 dk sonunda enzimin aktivitesini % 54,

30 dk sonunda ise % 4,8 korudugu tespit edilmistir.

Zeytin B-glukozidaz enziminin farkl substratlara karsi aktivitesi belirlendi.
Bu calisma i¢in pNPG ve oleuropein olmak tizere iki farkli substrat kullanildi.
Substrat konsantrasyonunun 2.5 mM olarak hazirlandigi ¢alismada saflastirilan
enzimin pNPG substratina karsi oleuropein substratinda 5 kat fazla aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Yapmis oldugumuz bu ¢alismanin devaminda zeytin -
glukozidaz enziminin substratlarina karst olan ilgisinin belirlenmesi amaciyla Ky
ve Vma, degerleri hesaplanmistir. Saf enzim kullanilarak yapilan galismalarda
kinetik degerler pNPG substrati i¢in Ky degeri 0,37 mM ve Vmax degeri 370,37
EU olarak belirlenmis, katalitik etkinligin 6l¢iisii olan V. / Ky orani 1001 olarak
hesaplanmigtir. Saflastirilmis zeytin B-glukozidaz enziminin oleuropein substrati
icin Ky degeri 1,7 mM ve Vi degeri 1000 EU olarak belirlenmis ve Vi / Ku
degeri 588,23 olarak hesaplanmistir. Yapmis oldugumuz ¢alismada elde ettigimiz
sonuglarin diger galismalarla [30] uyumlu oldugu goriilmektedir. Dogal oleuropein

substratinin da saflastirilan enzime karsi ilgisinin yiiksek oldugu belirlenmistir.

Gida sanayiinde zeytin acilik giderme ¢alismalarinda ve zeytin f-
glukozidaz enzimi iizerine genel olarak inhibitor etkisi gésteren glukoz, laktik asit,
sodyum kloriir, sodyum hidroksit ve sitrik asidin ICsy degerleri hesaplandi.
Glukozun pNPG substrat1 varligindaki zeytin p-glukozidaz enzim aktivitesi lizerine
inhibisyon etkisi gosterdigi ICso degerini 23,33 mM oldugu tespit edilmistir. Ayni

prosediir ile yapilan diger caligmalarda sitrik asidin ICsq degeri 12,27, laktik asidin
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ICsp degeri ise 145,7 mM olarak belirlenmigtir. Laktik asidin zeytin B-glukozidaz
enzimi Uzerinine inhibisyon etkisinin olduk¢a yiiksek oldugu belirlenmistir.
Sodyum kloriirle yapilan caligmalarda ise inhibitér molaritesine gore diizenli
sonuglar  vermedigi saptanmustr.  Sodyum  kloriiriin  diigiik  inhibitor
konsantrasyonlarinda inhibe etkisi gézlemlenirken, yiiksek konsantrasyonlarda ise
aktive edici Ozelligi belirlenmistir. Yaptigimiz diger ¢alismada ise sodyum
hidroksitin zeytin B-glukozidaz enzimi iizerine aktive edici 6zelligi tespit

edilmistir. Bu sonuglardan dolay1 ICsy degeri hesaplanamamuistir.

Zeytin meyvesinden saflastirilan  p-glukozidaz enzim aktivitesi {izerine
Ni+l, Zn+l, Cr+l, Mn+2, Mg+2 ve Co+l agir metal iyonlarinin etkisi
arastirilmistir.  Calisilan agir metallerin  tamaminin  enzim aktivitesi iizerine
inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. 1,75 mM pNPG substrati ve 1 mM agir
metal bulunan reaksiyon ortamindaki relative aktiviteler; Zn+1 igin % 91, Ni+]
igin % 74, Cr+l1 i¢in 59, Mn+2 igin % 76, Mg+2 icin % 67, ve Co+1 igin % 65

olarak belirlenmistir.

Calismamizda zeytin tariminda olduk¢a sik kullanilan deltamethrin,
chlorpyrifes ve alphacypermethrin pestisitlerinin zeytin meyvesinden saflastirilan
B-glukozidaz enzim aktivitesi {izerine etkileri arastirilmistir. Yaptigimiz ¢alismalar
sonucunda deltamethrinin pNPG substrati varliginda zeytin B-glukozidaz enzimini
inhibe ettigi belirlenmis ve 1Csy degerinin 0,0323 mM oldugu belirlenmistir.
Calisilan diger bir pestisit olan alphacypermethrinin ICsy degeri 13,29 mM olarak

belirlenmis ve chlopyrifesin ICsy degeri ise 1,25 mM olarak belirlenmistir.

Iki asamali olarak yaptigimiz saflastirma islemlerinden sonra elde ettigimiz
zeytin  PB-glukozidaz  karbodiimide araciliyla siiperparamanyetik = Fe304
nanopartikiillere kovalent olarak baglanmustir. Literatiirde f-glukosidaz enzimi igin
birgok immobilizasyon teknigi ve immobilizasyon metaryeli mevcuttur. Deneysel
zeminde yaptiimiz immobilizasyon c¢alismasini  FT-IR  spektrumu ile
destekleyerek immobilizasyon yonteminin gergeklestigi gosterilmistir. Elde edilen
nanopargacik-enzim kompleksinin saf enzime gére daha yiiksek aktivite gstermesi
ve Kkararlii@in artmasi beklenmistir. Immobilize enzim iizerine yaptigimiz

calismalarda bunu desteklemektedir.
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Immobilize zeytin B-glukozidaz enziminin biyokimyasal o6zelliklerini
belirlemek amaciyla immobilize enzimin optimum pH’1 belirlendi. Elde edilen
optimum pH degeri 5,5 olarak hesaplandi. Serbest zeytin B-glukosidaz enziminin
optimum pH degeri 5,5 olarak hesaplanmisti. Bu dogrultuda immobilizasyonun
optimum pH tlizerine bir etkisi olmadigi belirlenmistir. Ancak immobilize enzimin

daha genis bir pH araliginda aktivite gosterdigi analiz edilmistir.

Calismamizda immobilize zeytin B-glukosidaz enziminin optimum sicaklig1
55 °C olarak belirlendi. Serbest zeytin -glukosidaz enziminin optimum sicakhigi
50 °C olarak belirlendigi igin immobilizasyonun optimum sicaklik degerini 5°C
arttirdig1 tespit edilmigstir. Elde edilen bu sonucun sebebi olarak enzimin
immobilizasyon igleminden sonra meydana gelen bag yapilariyla daha kararl hale
geldigi  gosterilebilir. Literatiirde yapilan arastirmalarda immobilizasyon

islemlerinin optimum sicaklig1 belirli oranlarda arttirdigi gériilmiistiir [90].

Immobilize B-glukozidaz enziminin pNPG ve oleuropein substratlarina
karst ilgisini belirlemek amaciyla Ky ve Viax degerleri hesaplandi. pNPG
substratina kars1 immobilize enzimin Ky degeri 1,34 mM, Vmax ise 384,61 EU
olarak tesbit edilmistir. Serbest zeytin p-glukozidaz enziminin pNPG substratina
karst Ky ve Viax degerleri sirasi ile 0,37 mM, 370,37 EU olarak belirlenmisti.
Oleuropein substratina karsi1 immobilize B-glukozidaz enziminin Ky degeri 6 mM,
Vimax ise 2000 EU olarak tesbit edilmistir. Serbest zeytin B-glukozidaz enziminin
oleuropein substratina karst Ky ve Vi degerleri sirast ile 1,7 mM, 1000 EU
olarak belirlenmistir. Calisma sonuglarina gore immobilizasyon islemi Vi

degerini arttirarak enzimin kataliz hizint maximum seviyelere yiikseltmistir.

Immobilize zeytin B-glukosidaz enziminin tekrar kullanilabilirlik sayisinin
belirlenmesi amactyla pNPG substrati kullanilarak ayni immobilize enzim
kompleksinden 10 kez art arda aktivite bakildi. Yapilan deneysel calismanin
sonucunda 10 kez kullanim sonunda enzimin aktivitesini %20 oraninda kaybettigi
belirlenmistir. Immobilize enzimin tekrar kullanim sonucunda bile aktivitesini

oldukea yiiksek oranda korudugu belirlenmistir.

Yaptifimiz deneysel calismalar neticesinde saflastirilmis olan zeytin B-
glukozidaz enzimi stiperparamanyetik nanopargaciklara immobilize edilerek daha

kararli bir hale gelmistir ve enzimin tekrar kullanilabilinirlik &zelliginin
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pekistirilmesi saglanmistir. Bu sayede nanopargacik-enzim kompleksinin gida
sanayinde acilik giderme ve tatlandirma ¢aligmalarinda kullanilmasini saglamistir.
Elde edilen kompleks sayesinde tekrar kullanima hazir hale gelen enzim,
zeytincilikte {iretim asamalarinda oldukg¢a rahat ve giivenli bir sekilde

kullanilabilir.
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