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OZET

AGSEFTALI’SINDEN (Prunus persica L.) POLIFENOL OKSiDAZIN
SAFLASTIRILMASI, IMMOBILIiZASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Ayse TURKHAN

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah
Doktora Tezi
Damismani: Do¢. Dr. Ozlem FAIZ

Tiirkiye'de Igdir ili ekolojik sartlar1 altinda yetisen Agseftali (Prunus persica L.) olarak
adlandirilan yerel seftalisi gesitinden elde edilen polifenol oksidaz enzimi (PFO), afinite
kromatografisi ile saflastirilmis ve saflastirilan PFO enzimi yeni matriks antimon katkili kalay
oksit (SnOz: Sb) ince film tizerine ilk kez adsorpsiyon yontemiyle immobilize edilmistir. Burada,
filmler, sprey piroliz teknigi ile laboratuvar kosullarinda kolaylikla sentezlenmistir. PFO'larin
SnO;: Sb ince film iizerine immobilizasyonu, Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Fourier
Doniisimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR), Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM) ve X-Isini
Difraksiyon (XRD) ile dogrulanmistir. Elde edilen serbest ve immobilize PFO enzimleri SnO2: Sb
ince film iizerine en uygun pH ve sicaklik gibi bazi enzim optimizasyon noktalarina gore
karsilastirilmigtir. Serbest ve immobilize PFO'larin optimum pH degeri 6,0 olarak bulunmustur.
PFO'larin optimum sicakligi, SnO»: Sb ince film {izerinde immobilizasyon ile 20 °C'den 30 °C'ye
yiikselmistir. Serbest ve immobilize enzimlerin 4-metil katekol substrat1 varliginda, Km degerleri
sirastyla 2,0 mM ve 1,4 mM olarak tespit edilmistir. immobilize enzimin pH ve 1s1l kararlilig1
serbest enzime gore daha iyi oldugu bulunmustur. Immobilize enzimi 4 °C’de 24 saatte bir
aktivite Olctimleri 15 giin sonunda baslangic aktivitesinin %59,13 korudugu goriilmiistiir.
Immobilize enzimin tekrarlanabilirligi incelendiginde 3 ardisik operasyonlar sonrasinda ilk
aktivitesinin %80,56 korudugu ve 18 kere tekrarlanmadan sonra aktivitesinde yaklasik %50
korudugu goriilmistiir. PFO’nun immobilizasyonuyla enzimin L-Tirosin oksidasyonunu

katalizleme potansiyelinin arttig1 belirlenmistir.

2018, 90 sayfa
Anahtar kelimeler: Polifenol Oksidaz, Agseftali (Prunus persica L.), SnO,: Sb Ince Film,

Immobilizasyon, Karakterizasyon.



ABSTRACT

PURIFICATION, IMMOBILIZATIONAND CHARACTERIZATION OF
POLYPHENOL OXIDASE FROM AGSEFTALI (Prunus persica L.)

Ayse TURKHAN

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Ph. D. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem FAIZ

Polyphenol oxidase enzymes (PPO) obtained from Agseftali (Prunus persica L.), which was
native peach genotypes under Igdir province ecological condition in Turkey, was purified by
affinity chromatography and then, PPO immobilized on new matrix antimony doped tin oxide
(SnO2: Sb) thin films by adsorption method for the first time. In here, the films were synthesized
by spray pyrolysis technique in laboratory condition, easily. The immobilization of PPO onto
SnO2: Sb thin films was confirmed by Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR), Atomic Force Microscope and X- Ray Diffactometer (XRD).
Obtained free and immobilized PPOs onto thin film were compared according to some enzyme
optimization points such as optimum pH and temperature. The optimum pH of the free and
immobilized PPOs was found as 6.0. The optimum temperature of PPOs increased from 20 °C to
30 °C with immobilization on the thin film. Km values of the free and immobilized enzymes were
obtained as 2 mM and 1.4 mM, respectively. The pH and the thermal stability of the immobilized
enzyme are found to be better than the free enzyme. Activity measurements of the immobilized
enzyme at 4 °C for 24 hours, At the end of 15 days, initiation activity was found to be 59,13%.
When the reproducibility of the immobilized enzyme was examined, it was found that after the
first 3 consecutive operations, the initial activity retained 80,56% and was retained approximately
50% of its activity after 18 repetitions. L-Tyrosine oxidation of the enzymes enhanced with

immobilization of PPOs onto SnO;: Sb thin films.

2018, 90 pages
Keywords: Polyphenol Oxidase, Agseftali (Prunus persica L.), SnOz: Sb Thin Film,

Immobilization, Characterization.
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1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Glinlimiizde enzimler gida, tip, eczacilik ve endiistri gibi alanlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Enzimler canli organizmalardaki biyokimyasal reaksiyonlari
katalizleyen biyolojik katalizorlerdir. Katalitik RNA molekiillerinin (ribozimler) kii¢lik
bir grubu harig, biitiin enzimler protein yapisindadir. Enzimler doganin katalizorleridir
ve dolaysiyla enzimsiz bir hayatin var oldugu diisiiniilemez (Saglam Ertunga, 2006).
Enzimlerin, diger biyokimyasal katalizlere gore birgok istiinlikkleri bulunmaktadir.
Biyokimyasal katalizorler, reaksiyon hizini 10207ye kadar arttirirken, diger katalizorler
10%-10* kadar arttirabilmektedir (Ziyan, 1998). Enzimlerin katalizledikleri reaksiyon
acisindan spesifik olmalari, reaksiyon sonucunda yan iirin olusturmamalari, %100

verimle ¢alismalar1 enzimleri diger katalizorlerden ayiran en 6nemli 6zellikleridir.

Endiistri ve biyoteknoloji gibi bir¢cok alanda enzimlerin kullanilmaya baslanmast,
bilim insanlarin1 bu katalizorleri daha genis ve daha kullanigsh hale getirme yollarini
arastirmaya sevketmistir. Serbest enzimlerin kullanilmasindan dogacak olan sorunlar
olumlu yonde ¢6zmek ve enzimleri endiistri de daha kullanisli ve cezbedici hale
getirmek i¢in enzim immobilizasyonlarina olan ilgi son yarim yiizyildir ¢ok artmistir

(Telefoncu, 1997).

Serbest enzimler immobilize enzimler gibi ortamdan istenildigi anda
uzaklastirilamadigindan reaksiyon kontrolii giiclesmektedir. Reaksiyonu durdurmak i¢in
inhibitor katilabilir, ancak ortama inhibitér eklenmesiyle birlikte yeni kirlilik s6z
konusu olacaktir. Ortama katilan kirlilikleri uzaklastirmak zahmetli ve pahali bir
islemdir. Serbest enzimin aktivitesini kaybetmeden reaksiyon ortamindan geri
kazanilmasi ve enzimin tekrar tekrar kullanilmasi olanaksizdir. Bu durum enzimlerin

pahali olmasindan dolay1 maliyeti artiran 6nemli bir etkendir (Erséz ve Bilgin, 2012).

Enzimler endiistriden tibba kadar ¢ok genis bir alanda kimyasal prosesler i¢in
kullanilan 6nemli potansiyele sahip katalizorlerdir. Spesifiteleri, diisiikk sicaklikta

yiiksek katalitik etkinlikleri, biyobozunur olmalar1 nedeniyle Onemli avantajlar
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saglarlar. Immobilize enzimler reaksiyon ortamindan istenildigi anda kolaylikla
ayrilabilmeleri, tekrar tekrar kullanilabilmeleri sayesinde iiretim maliyetlerini azaltirlar
(Munjal ve Sawhney, 2002). Enzimlerin 6zelliklerini bu istenen sartlar1 gergeklestirecek
sekilde degistirmek i¢in uygun destek materyalleri kullanilarak immobilizasyon

yontemleri gelistirilmekte ve kullanilmaktadir.

Ayrica son yillarda endiistri alaninda en 6nemli gelismeler, biyolojik sistemlerin
kullanildig1 kimyasal reaksiyonlarla iligkili olmaktadir ve c¢esitli reaksiyonlarda
kullanilabilecek organizmalara veya saf enzimlere olan talep ve ihtiyag gittikce
artmaktadir. Enzim ya da enzim gruplar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, genel
organik reaksiyonlardan c¢ok daha yiliksek verimle ve reaksiyon karigiminda yiiksek
saflikta {irlin olusumu seklinde meydana gelmektedir. Enzimlerin biyokimyasal
Ozelliklerinin ortaya konmasiyla ¢ok ¢esitli endiistriyel alanlarda kullanimlart miimkiin
olmaktadir. Bu sebeple, baz1 6zel kimyasal maddelerin iiretiminde enzimlere daha fazla

ihtiya¢ duyulmaktadir (lkeda vd., 1996).

1.2. Calismanin Amaci ve Onemi

Enzimler yiiksek 0Ozgiinlik, yiiksek katalitik verim ve biyo-bozunabilirlik
ozelliklerine sahip olan biyokatalizérlerdir. Enzimler aktivasyon enerjisini diistirerek
kimyasal reaksiyon hizini arttirirlar ve bu nedenle, endiistriyel uygulamalarda ve tibbi
bilimlerde kullanilabilirler (John Kennedy vd., 2007). Enzimlerin bazi siireglerle
immobilize edilmesinin, ticari olarak birgok avantaji vardir (Ahmad ve Sardar, 2015).
Immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore yiiksek stabiliteye sahip olmalari,
reaksiyon karisimindan kolayca ayrilabilmeleri ve tekrar tekrar kullanilabilir olmalari
enzim tiketimini 6nemli Olglide azaltmaktadir (Tischer ve Kasche, 1999; Sirin vd.,
2016).

Enzim immobilizasyon materyalleri endiistriyel prosesler i¢in Onemlidir ve
endiistri alternatif immobilizasyon materyallerine ihtiya¢ duyar. TiO, (Li vd., 2001;
Sarauli vd., 2012), SnO, (Ansari vd., 2008; Kemp vd., 2009; Frasca vd., 2013), ZnO
(Gupta, 2010; Topoglidis vd., 2001a) ve indiyum katkili kalay oksit (ITO) (Cherry vd.,
1998; Kasmi vd., 2002; Fang vd., 2003; Frasca vd., 2010; Frasca vd., 2011; Frasca vd.,

2



2013) dahil olmak iizere iletken metal oksitler, enzim immobilizasyonu i¢in artan ilgiye
sahip destek materyalleridir (Topoglidis vd., 2001b; Marritt vd., 2008; Astuti vd.,
2009). Metalik veya karbonlu elektrot materyallerinin aksine, metal oksit yiizeyindeki
yiiksek oksijen islevleri, protein dostu bir ortam saglar (Frasca vd., 2013). Kullanilabilir
iletken metal oksitler arasinda indiyum katkili kalay oksit (ITO) enzim
immobilizasyonlar1 i¢in en yaygin kullanilanidir (Grangvist ve Hultaker, 2002), ancak
indiyum pahalidir ve dogada simirli kullanilabilirlige sahiptir (Frasca vd., 2013). Bu
nedenle, yeni ITO'larda In / Sn molar oranin1 azaltma girisiminin yani sira (Aksu ve
Driess, 2009), SnO; bazli iletken oksitler umut verici alternatifler olarak sunulmustur
(Batzill ve Diebold, 2005; Wang vd., 2009). SnO,, genis bant aralik enerjisine sahip
(n = 300 K'da 3.6 eV) bir n-tipi yariiletken oldugundan, giines hiicreleri, elektrokimya
sensorleri ve biyosensor gibi gesitli uygulamalar i¢in kullanilabilirler (Kafi vd., 2017).
Ozellikle, antimon katkil1 kalay oksit (ATO), yiiksek yiizey alani, toksit olmamast, iyi
biyo-uyumluluk, katalitik aktivite ve kimyasal stabilite nedeniyle ¢ok umut verici bir
destek materyaldir (Kafi vd., 2017). Kalay oksit ince filmlerin hazirlanmasinda, sprey
piroliz (Battal vd., 2015), spin kaplama (Zhang vd., 2006), kimyasal buhar birikmesi
(Outemzabet vd., 2007) vb. gibi bazi1 teknikler arastirmacilar tarafindan kullanilmistir.
Bunlar arasinda, sprey piroliz katkili veya katkisiz kalay oksit ince film elde etmek igin

basit ve ucuz bir yontemdir (Kim vd., 2008).

PFO'larin immobilizasyonu igin bazi destek materyaller olarak, ZnO Nanorods
(Gu vd., 2009), grafit elektrotlar (Yaropolov vd., 1995), iletken polimer olarak
indirgenmis grafen oksit ve metal oksitler (Sethuraman vd., 2016) kullanilmistir.
Bununla birlikte, antimon katkili kalay oksit (SnO,: Sh) sadece biyomolekiiller ile
kombinasyon halinde kullanilmistir (Stambouli vd., 2006a; Stambouli vd., 2006b) ve
proteinler i¢in sadece birkag rapor vardir (Reipa vd., 1997; Kwan vd., 2011; Frasca vd.,
2013). Agseftali PFO'larinin SnO,: Sb ince film iizerine immobilizasyonuna literatiirde
rastlanmamistir. Bu ¢alismanin temel amaci, Agseftali’sinden (Igdir Ili ekolojik
kosullarinda yetisen) polifenol oksidazi saflastirmak, immobilizasyon igin yeni bir
matris hazirlamak ve endiistriyel islemler icin immobilizasyondan Once ve sonra

PFO’nun aktivitesi i¢in optimum kosullarini karsilastirmaktir.



1.3. Calismada Kullanilan Polifenol Okidaz Kaynagi Hakkinda Genel Bilgi

Seftali Rosales takiminin Rosaceae familyasinin, Prunoidea alt familyasina bagh
olan Prunus cinsine girmekte (Altay, 2016) ve latince adi Prunus persica L. olan

seftalinin anavataninin Dogu Asya ve Cin oldugunu ortaya konmustur (Westwood,
1978).

Seftali tiirleri, Tuyli seftaliler = (P.persica vulgaris), Tiiysiiz Seftaliler
=(Nektarinler (P. Persica var. nectarina), Domates Seftalisi=(P.Persica var. Platycarpa)
olmak tiizere ii¢ kiltiir formu vardir. Bu kiiltiir formlarinin ayrilmasinda birinci ve
ikinci grupta, meyve kabugunun tiiylii ve tiiysiiz olusu, ligiinciide ise meyvenin sekil

itibariyle basik olusu, baz alinmistir (Ulkiimen, 1973).

Yapisinda protein, yag ve karbohidrat bulunduran seftali, kalsiyum, fosfor ve
demir yoniinde de 6nemli bir besin kaynagidir. Ayrica; A, B1, B2 ve C vitaminlerini
bulundurmaktadir (Agaoglu vd., 1997).

Diinya’da sert cekirdekli meyve tiirleri igerisinde, liretimi en fazla olan tiir
seftalidir. Meyvesi herkes tarafindan sevilerek yenilen bir tiirdiir. Insan saglig1 agisindan
onemli faydalar1 olan seftali meyvesi taze sofralik olarak tiiketildigi gibi ¢ok degisik
alternatif tiiketim sekilleri bulunmaktadir (Ozcagiran vd., 2005).

Sekil 1. Agseftali’sinin (Prunus persica L.) goriintiisii (Altay, 2016).

Igdir, ¢evresindeki diger illere gére mikro klima iklim 6zelligine sahip oldugu igin

birgok 1liman iklim meyve tiirlinlin yetistirilmesine olanak saglamaktadir. Ovada seftali,
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kayisi, kiraz, elma, {iziim, ceviz, visne ve armut gibi bircok meyve yetistiriciligi
yapilmaktadir. Bunlardan oOzellikle kayist basta olmak iizere, seftali ve elma

yetistirilicigi yore ¢iftgisi igin 6nemli gelir kaynagidir (Altay, 2016).

Igdir ilinde seftali bahgeleri mevcut olup, standart cesitlerin {iretimi yaninda
Agseftali ismiyle anilan yerel seftali gesiti ile de tiretim gergeklestirilmektedir. Agseftali
yillardan beri tohumdan iiretilerek zengin bir seftali genotik kaynagimnin olusmasina
vesile olmustur. Ayrica standart tiirlerin iiretimi Temmuz ay1 ortalarinda son bulurken

Agseftali hasat donemi Eyliil ay1 bagindan baslar ve Ekim ayima kadar devam eder.
1.4. Polifenol Oksidazin Biyokimyasi
1.4.1. Polifenol Oksidazin Adlandirilmasi

Polifenol oksidaz, reaksiyonda kullanilan substrata gore isimlendirilir. Bu
isimlerden bazilar1 krezolaz, katekol oksidaz, katekolaz, tirosinaz, polifenol oksidaz,
difenol oksidaz, dopa oksidaz ve o-oksidorediiktazdir. 1981 yilindan itibaren bunlarin
timii "Fenolazlar" veya "Polifenol oksidazlar" adi altinda toplanmistir (Cimen, 2007).
Polifenol oksidaz (PFO) ya da tirosinaz (E.C.1.14.18.1) meyve ve sebzelerdeki fenolik
bilesikleri, molekiiler oksijenin de bulunmas: halinde, ylikseltgeyerek bitkilerde
enzimatik esmerlesmeye sebep olan, aktif merkezinde bakir (Cu*?) bulunduran,
oksidorediiktaz sinifi bir metaloenzimdir. Polifenol oksidazlar dogada ¢ok yaygin olarak
bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar da bulunmaktadir (Ozen vd., 2004; Colak vd.,
2007; Kumar vd., 2008). PFO’lar oksijen varliginda iki farkli reaksiyonu
katalizleyebilirler.  Bunlardan  birisi, monofenolik  bilesiklerin  o-difenollere
hidroksilasyonu (kresolaz aktivitesi veya tirosinaz aktivitesi), digeri ise o-difenollerin
o-kinonlara oksidasyonudur (katekolaz aktivitesi). Kresolaz ve katekolaz aktiviteleri
sonucu olusan kinoid maddeler polimerleserek kahverengi, kirmizi veya siyah

pigmentler olusturur (Whitaker, 1972; Kuyumcu, 2014).

Son yillarda enzim isimlerindeki karigikligin1 giderebilmek amaci ile uluslararasi
terminolojide bitki polifenol oksidazlarimin adlandirilmasinda bazi degisiklikler

yapilmigtir. Tirosinaz (monofenol monooksijenaz) (E.C.1.14.18.1) enzim kodu ile
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katekol oksidaz (difenoloksidaz, difenol oksijen oksidorediiktaz) (E.C.1.10.3.2) enzim
kodu ile lakkaz ise (E.C.1.10.3.1) enzim kodu ile belirtilmistir. Ancak bu yeni
simiflandirma ayni1 enzimin Onceleri krezolaz ve katekolaz aktiviteleri olarak bilinen iki

reaksiyon arasinda ayrimi getirdigi i¢in pek tercih edilmemektedir (Kuyumcu, 2014).

1.4.2. Polifenol Oksidazin Dogadaki Dagilim

Polifenol oksidaz ilk kez 1856 yilinda Schoenbein tarafindan yemeklik
mantarlarda bulunmustur (Whitaker, 1972). Bazi turunggiller harig, pek ¢ok meyve ve
sebzede PFO belirlenmis ve karakterize edilmistir (Laurila, 1998).

Tirosinaz dogada ¢ok yaygin olmasiyla beraber yapilan arastirmalar ozellikle
mantar, yumru patates, seftali, elma, muz, avokado, ¢ay yapraklari, kahve tohumlar1 ve
titiin yapraklarinda diger kaynaklardakine gore daha yiiksek konsantrasyonlarda
oldugunu gostermistir. Ayrica kayisi, yabani giil, enginar, yabani piring, 1spanak, yonca,
bugday, yulaf, bezelye, sekerkamis1 yapragi, bakla yapraklari, fasulye, domates, misir
yapraklari , liziim, armut, zeytin gibi meyve ve sebzelerde de tirozinazin oldugu tespit
edilmistir (Vamos Vigyazo, 1981; Owusu Ansah, 1989; Oktay vd., 1995; Arslan vd.,
1998; Zawitowski vd., 1998; Ozcelik, 2005).

Polifenol oksidazlarin dogada ¢ok genis yelpazede bulunuyor olmalart canli
hiicrelerde hayati islemler i¢in ne denli 6nemli olduklarin1 gostermektedir. PFO ayrica
mikroorganizmalarda oOzellikle funguslarda, bazi hayvansal organlarda ve ayrica
kabuklu deniz hayvanlarinda da bol olarak bulunan bir enzimdir. Buna ek olarak bazi
toprak tiirlerinde PFO varlig1 ve aktivitesi bildirilmektedir (Sarkar vd., 1989; Mos’ko
vd., 1992; Gul’ko ve Khaziyev, 1993). Farkli bitkilerin PFO igerigi tiire ve bitkinin
yetistirilis bicimine gore degismektedir. Hatta, ayn1 organizmanin farkli organlarinda

bile farkl karakteristik 6zellik gosterebilmektedir (Dedeoglu, 2009).

1.4.3. Polifenol Oksidazin, Yapisi ve Reaksiyon Mekanizmasi

Uluslararas1 Biyokimya Dernegi’ne bagli enzim komisyonu tarafindan yapilan

smiflandirmada,  biitin ~ PFO’larin,  yiikseltgenme-indirgenme  reaksiyonlarini
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katalizledikleri i¢in, birinci sinif enzim olduklar1 belirlenmistir. Bu siniflandirmaya gore
yapisinda bakir iceren PFO enzimi molekiiler oksijen varliginda birbirinden tamamen
farkli iki aktivite gOstermektedir. Bunlardan biri, monofenollerin o-difenollere
o-hidroksillenme reaksiyonudur (E.C.1.14.18.1) ve enzimin bu aktivitesi, tirosinaz,
monofenolaz veya kresolaz aktivitesi olarak bilinir. Digeri ise, o-difenollerin
o-kinonlara oksidasyonuyla sonuglanan reaksiyondur (E.C.1.10.3.2) ve enzimin bu
aktivitesi de difenolaz veya katekolaz aktivitesi olarak bilinir (Sekil 2 ve Sekil 3)
(Rodriguez Lopez vd., 1994; Espin vd., 1997; Fenoll vd., 2000; Espin vd., 2001; Brooks
vd., 2004).

OH OH
OH
Monofenolaz
-—
(Tirosinaz)
CH, CH,
HN—CH—COOH HN CH—¢00H
Tirosin 3.4-dihidroksifenilalanin
(L-DOPA)

Sekil 2. Monofenollerin o-hidroksilasyonu (Monofenolaz aktivitesi) (Kuyumcu, 2014).

OH o
OH O .
Difenoclaz Polimerlesme
(katekolaz) } Melaninler

CH, CH )
H N—CH COOH H N—CH— COOH
Dihidroksifenilalanin Dopakinon

(L-DOPA)

Sekil 3. o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonu (Difenolaz aktivitesi) (Kuyumcu,
2014).



Sekil 4. Malus domestica L. PFO’sunun {i¢ boyutlu goriintiisii (Liu vd., 2015).

PFO aktif merkezi ile ilgili yapilan kimyasal ve spektroskopik ¢aligmalar sonucu
elde edilen bulgular aktif bolgenin iki biniikleer bakir merkezine sahip oldugunu ve tip
3 bakir merkez 6zelligi tasidigin1 gostermektedir. Bakir atomunu merkezde bulunuslar
“met” (Em, Cu®* Cu?"), “’deoksi’” (Eq, Cu'-Cu®), “oksi’’ (E,, Cu**-0,-Cu®")
seklindedir. Oksijenlenmis form (oksi-PFO), her biri iki kuvvetli ekvatoryal ve bir zayif
aksiyal N-His ligandlariyla koordine olmus iki tetragonal Cu(Il) atomundan olusmustur.
Eksojen oksijen molekiilii peroksid olarak baglanir ve iki bakir atomu arasinda koprii
olusturur. Met-PFO formu oksi-form gibi endojen kopriiyle antiferromagnetik sekilde
ciftlesmis iki tetragonal Cu(Il) atomu igerir. deoksi-PFO, bir [Cu(l)-Cu(I)] yapisina
sahiptir. PFO’nun aktif bolgesindeki bu bakir durumlari, monofenollerin orto-
hidroksilasyonu ve difenollerin oksidasyonunda gereken reaksiyon mekanizmalari i¢in

yapisal bir modeli 6nerir (Sanchez Ferrer vd., 1995; Fenoll vd., 2004).

His

i
2 2o Lo+ His His | I$ His
“cul P cu’ e cu”

.',..-F"" "'\-“ = -'_.-" -""h... u
His | o His Wl TS TS his
His Hi=s H
CksI-PRO Met-PPO
His
H'E", | His
eyt “cu :
#-F"
His | ™ His
His
Deoksi-PPO

Sekil 5. PFO’nun bakir merkezleri (Kuyumcu, 2014).
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Sekil 6. Malus domestica L.’nin PFO’sunun bakir baglanma bdlgeleri (bakir atomlari
kahverengi ile gosterilmistir) (Liu vd., 2015).

- b

Sekil 7. Malus domestica L. PFO’sunun aktif bolgesi ve substrat molekiiliiniin
yerlesmesi (Liu vd., 2015). (a) Malus domestica L PFO 4-metil katekol
baglanma yeri, (b) Malus domestica L. PFO’ sunun ii¢ boyutlu 4-metil
katekol baglanma bolgesi (Liu vd., 2015).

Yukaridaki Sekil 7°de Malus domestica L.’nin substrat molekiiliiniin yerlestigi
aktif bolgenin gorintiisii verilmistir. Birinci durumda Malus domestica L. PFO’sunun
4-metil katekolun baglanma yeri, ikinci durumda ise ii¢ boyutlu baglanma yeri

gosterilmistir (Pakyildiz, 2016).



Enzimin deoksi formu 6nce oksijen ile oksi-PFO formunu olusturur ve fenolik
substrat bu oksi-PFO formundaki bakir atomlarinin birine aksiyal olarak koordine olur.
Olusan bes koordinatl ara iiriiniin yeniden diizenlenmesinden sonra, fenolik substratin
o-hidroksilasyonu, su kayb1 ve difenolik tiriiniin koordinasyonu gergeklesir. Molekiili¢i
elektron transferi sonucu, o-benzokinon tiriinii olusur ve bu sirada enzimin deoksi-PFO
hali boylece yeni bir katalitik ¢evrime girmek {izere hazir hale gelmis olur (Siegbahn,
2003).

Ik olarak, monofenolik substrat, Ey’in aksiyal pozisyonundaki iki bakir
atomundan birine koordine olur (Wilcox vd., 1985). Uggen bipiramid ara bilesigindeki
yeniden diizenleme; peroksit vasitasiyla monofenolun hidroksilasyonuna, su ¢ikisina ve
EmD kompleksinin olusumuna yol agar (Solomon ve Lowery, 1993; Solomon vd.,
1996). Olusan E,D kompleksi ya En,D + 2H"'— E + D dengesini yerine getirerek
katekolaz dongiisiindeki ilk adim olan serbest difenolu verebilir ya da aktif bolgeye
bagli difenolat ara bilesigi oksidasyona ugrayarak bir kinon ve bir indirgenmis biniikleer
bakir enzim bolgesi (Eq) verir. Eq’ye molekiiler oksijen baglandiktan sonra, oksi PFO
(Eo) tekrar rejenere edilir.

PFO tarafindan katalizlenen monofenollerin hidroksilasyonu ve o-dihidroksi

fenollerin o-kinonlara oksidasyonu i¢in Wilcox, Solomon ve arkadaslari tarafindan

Onerilen reaksiyon mekanizmalar1 Sekil 8 ve 9’da verilmektedir (Espin vd., 1998).
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Sekil 9. PFO’nun katekolaz aktivitesinin reaksiyon mekanizmasi (Espin vd., 1998).
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Monofenolaz ve difenolaz katalitik c¢evrimlerinin birlestirilmesiyle tam bir

mekanizma basit olarak Sekil 10’daki gibi gosterilebilir.

2NN
)¢
p—o
)

. N
N 2T Lan s e

o
/

o

Sekil 10. Polifenol oksidaz igin Onerilen monofenoloz ve difenolaz mekanizmalari
(Ozel, 2008).

Boyle bir mekanizmayla substratlar 6nce o-difenollere ve o-difenollerde, o-kinon
bilesiklerine doniisiir. Olusan o-kinon bilesikleri enzimatik olmayan oksidasyon
reaksiyonlar: ile hizli ve kolayca polimerleserek koyu kahve renkli suda az ¢oziinen
polimerik yapilar olusur ki boylece, esmerlesme reaksiyonunun karakteristigi olan

pigmentler olusmus olur.
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1.4.4. Polifenol Oksidazin Substratlar:

Meyve ve sebzeler oldukca cesitli fenolik bilesik ihtiva ederler. Ancak bunlarin
cok az bir kismi polifenol oksidaz enzimine substrat olarak uygundur. PFO’nun en
yaygin substratlar1 basit yapili fenoller, klorojenik asit ve tiirevleri ile flavonoid tipi

fenollerdir.

Tablo 1. PFO’nun substratlari.

PFO’nun substratlari

PFO’nun yaygm olarak

ol OH OH
kullanilan ~ basit fenolik Q OH
substratlari. 7
OH
CH, CH,
Katekol 4-metil katekol p-kresol
OH O, OH
l: ] | 2
O2N OH HO" “‘\"J\DH
4-nitrokatekol DHPPA
PFO’nun cesitli
o OH
monofenolik ve difenolik OH | oH
. . o, 1 Fy OH ,ﬂ",f-"' ey
substratlari. Bircok besin X & f |
. . ) . «-.:.va__,
maddesinde  bulunabilen X
. . . . CH,
tirosin, enzimatik CH, cH, 2
. H,
oksidasyon sonucu 3,4 CH,
. i . . H.N—CH—COOH H.N—CH—CQO0H WH,
dihidroksifenil alanin - - °
L-Tirostn 3 4-dihidroksifenil alanin 3 4-dihidroksifenil etilamin
(DOPA) tizerinden (L-DOPA) (DOPAMIN)
melanin olusumunda

onemli bir rol oynayan

substratlardandir.
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Tablo 1 (devami). PFO’nun substratlar

PFO’nun en yaygin dogal
substratt  sinamik  asit cooH
esterlerinden  biri  olan fo 00 D,; AN ps
klorojenik asittir. A A\ P [| ] " 1
Klorojenik asidin kafeik | OHU_aH l o
~F OH .

asit (3,4-dihidroksi . " "

Sinnamik asit Klorojenik asit pKumarik asit  Kafeik asit
sinamik asit) kisminin p-
kumarik asidin (4-hidroksi
sinamik asit) PFO
tarafindan hidroksilasyonu
ile olusturdugu
bildirilmektedir (Sato,
1969).
Flavonoidler; bitkilerin
yenilebilir kismi ile kok, . o
. ) l _-DH
govde, yaprak, meyve ve BT
tohum kisimlarinda NN 7
bulunurlar.  (Kuyumcu, L W

. NN
2014). Katekinler, (+)-Katesin - R1=H_ R:=0H
Flavonoid vapisi

flavonoidlerin  3-hidroksi (-)-Epikatesin : Ri=0H, Ro=H

tiirevleridir ve dogada (+)-

B,

katekin ve onun
stereoizomeri  olan  (-)-
epikatekin olarak
bulunurlar  (Ganguly ve
Seshado, 1958).

Substrat o6zgiinliigii meyve ve sebzenin cinsine, enzim O&ziitiine, meyve ve
sebzenin hazirlandigi kisimlara baghdir. Enzim aktivitesi bakilirken kullanilan pH
degeri de substratin kullanilabilirliligini etkiler (Lavollay vd., 1963; Vamos Vigyazo ve
Gejzago, 1978).
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1.4.5. Polifenol Oksidazin Aktivitesinin Belirlenmesi

PFO aktivitesi, farkli monofenolik ve difenolik substratlar varliginda ve ¢esitli
manometrik, polarografik, kronometrik ve spektrofotometrik yontemler yardimiyla,

substratin tiikenme veya iiriiniin olusum hizinin 6l¢iilmesiyle belirlenebilmektedir.

Fenolik substratlarin oksidasyonu sirasinda kullanilan O,, bir respirometre ile
sistemin oksijen harcamasi esasina gore manometrik olarak ya da bir oksijen
elektroduyla polarografik olarak oOlgiilebilir. Fakat bu iki metot ayni sonucu vermez.
Ayni sartlar altinda elde edilen O, adsorpsiyon degerleri polarografik metotda daha
yiiksek ¢ikmaktadir (Mayer vd., 1966).

Aktivite Ol¢iimleri esnasinda, PFO’nun reaksiyon inaktivasyonunu geciktirmek
icin, ¢esitli yontemler kullanilir. Bu yontemlerden birinde, reaksiyon karisimi, enzim ve
substratin yani sira, olusan kinonlar1 hemen indirgeyen, hidrokinon veya askorbik asit
gibi negatif indirgenme-yiikseltgenme potansiyeline sahip bir veya daha fazla bilesik
icerir ve sistemin indirgenme-yiikseltgenme potansiyeli polarografik olarak olgiilebilir.
Bir diger yontemde, reaksiyon karisimina kolay okside olabilen askorbik asit ilave edilir
ve askorbik asidin maksimum absorbans verdigi 265 nm’de konsantrasyonundaki
azalma Ol¢iiliir (Walker, 1970). Askorbik asidin tiikenme hizi enzim aktivitesi ile direkt
olarak orantilidir. Reaksiyon sistemindeki hizi belirleyen adim kinon substrat
transformasyonudur. Askorbik asit oksidaz elde edilen sonuglara tesir eder. Bu metodun
diger bir uygulamasina gore, reaksiyon ortamina eklenen belirli miktardaki askorbik
asidin tamaminin tiikkenmesi icin gereken zaman yerine, renkli kinon {irlinlerinin

olusumu 6l¢iiliir. Bu kronometrik metot olarak isimlendirilir (Dedeoglu, 2009).

Askorbik asit yerine, 420 nm’de absorbans veren potasyum hegzasiyanoferrat
trihidrat (K4[Fe(CN)g].3H20) kullanilabilir. Bu durumda, askorbik asidin mevcudiyeti
veya 265 nm’de absorbans veren bitki materyalleri sonuca etki etmez. Bu metodun
diger avantajlar ise, hegzasiyanoferratin 6zellikle asidik bolgelerdeki pH degisimlerine
kars1 askorbik aside gore, daha az hassas olmasi ve ¢Ozeltide daha kararli olmasidir

(Vamos Vigyazo, 1981).
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Spekrofotometrik islemlerde ise genelde ya substratlarin oksidasyonu izlenir ya da
esmerlesme reaksiyonunun bir tiriiniiniin olusma hizini 6lgiilerek enzim aktivitesi tayin
edilir ve bu metot daha c¢abuk ve kolay oldugundan digerlerine gore tercih edilir
(Whitaker, 1972).

PFO’nun monofenolaz ve difenolaz aktivitesi 3-metil-2-benzotiyazolinon
hidrazon (MBTH) gibi kromojenik bir niikleofil varliginda, olduk¢a duyarli ve dogru bir
sekilde spektrofotometrik olarak oSlgiilebilir. Enzimatik reaksiyon sirasinda olusturulan
0-kinon, niikleofil ile renkli katilma {iriinleri verir ve bu katilma iiriinleri 500 nm ve
civarindaki karakteristik absorbsiyonlar1 ile belirlenir (Sekil 11). Bu reaksiyonun

mekanizmasi detayli bir sekilde ortaya konmustur (Rodriguez Lopez vd., 1994).

Nl HO A } COOH
)/\/ |‘-/\ PFO o \T/\-,/ PFO 0\\ /,ﬁ/‘\/
e | \ N e . \1 ~
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Sekil 11. PFO’nun (MBTH) varliginda monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri (M:
Monofenol, D: Difenol, K: o-kinon, N: Kromojenik niikleofil, ND: Niikleofil-
difenol renksiz katilma {iriinii, NK: Niikleofil-kinon kromoforik katilma
{iriinii) (Ozel, 2008).

3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon yerine, her bir tiyol molekiilii basina bir mol
kinon tiiketen ve renksiz kondenzasyon iriinii olusturan, sari renkli bir bilesik olan

2-nitro-5-tiyobenzoik asit de kullanilabilir. Enzim aktivitesi, 2-nitro-5-tiyobenzoik
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asidin 412 nm’de absorbansindaki azalmanin spektrofotometrik olarak Slgiilmesiyle
tespit edilebilir (Esterbauer vd., 1977).

Bu teknikler disinda niikleer magnetik rezonans ve yiiksek performansli sivi
kromotografi yontemleri de bazi aragtirmacilar tarafindan kullanilmig olmakla birlikte

bu yontemler oldukc¢a pahali cihazlar1 ve uzmanlig: gerektirir.

1.4.6. Polifenol Oksidazin Kullanim Alanlari

PFO sebze ve meyvelerde enzimatik kararmaya neden olarak gidalarin pazar
degerini disiirdiigiinden Oncelikle gida sektdriiniin ilgisini ¢ekmis ve buna yonelik
calismalar yapilmistir. Bu alandaki ¢alismalar enzimin aktivitesini minimuma
indirebilmek seklindedir. PFO’nun tabiattaki en onemli gorevi bitkilerin viral veya
mikrobiyal enfeksiyonlara ve muhtemelen de degisik iklim sartlarina karsi direncinde
rol oynamasidir. PFO-polifenol sisteminin bitki patolojisindeki rolii hakkinda ¢ok ¢esitli
arastirmalar yapilmigtir. Tatl patates dokularinin Ceratocystis fimbriata mantarindan
elde edilen patojenik veya patojenik olmayan bir izolatla asilanmasi, dokularda PFO
aktivitesinin  artisina  neden  olmaktadir. Tathi  patates koklerinin  disiik
konsantrasyonlardaki etilene maruz birakilmasi da ayni sekilde Ceratocystis fimbriata
enfeksiyonuna kars direnci arttirdigi gibi PFO aktivitesini de arttirmaktadir (Weber ve
Stahmann, 1964).

Bitkilerin enfeksiyona karsi olan direnglerinde PFO’nun goérevi basit¢e sudur;
enzim etkisi sonucu olusan kinonlar, ikincil bir polimerizasyon reaksiyonlar1 vererek su
da ¢oziinmeyen, koyu renkli polimerler olustururlar. Bu polimerlerle doldurulan dokular
enfeksiyonun yayilmasina karsi bariyer gorevi iistlenirler. Bu olay bazi arastirmacilar

tarafindan PFO’nun ana fonksiyonu olarak kabul edilmektedir.
PFO’nun o-dihidroksifenolleri oksidasyonuyla olusan kinonlar, triptofan ile

reaksiyona girerek, indolpiriivik asit iizerinden, indol asetik asidi olustururlar. Bundan

dolay1 PFO, bitki biiyiime regiilasyonunda rol alabilir (Mazzocco ve Pifferi, 1976).
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Polifenol oksidaz, melanin olusumunda rol oynadigindan dolayi tibbi alanda ilgi
cekmistir. Melanin 6zellikle kozmetik sanayi tarafindan giinesin ultraviyole 1s1gindan
korunmak amaciyla tiretimi yapilmaktadir. Bazi kanser ¢esitlerinde kanserli hiicrede
tirosinaz aktivitesinin oldukg¢a arttigi belirlenmis ve bu kanser tiirlerinin tedavisinde

enzimin bu 6zelliginden yararlanilabilecegi kanis1 dikkat ¢ekmistir (Cigek, 2000).

PFO, Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilan L-DOPA {iretiminde
kullanilmaktadir. L-DOPA iiretimi skalada knowles metoduyla kimyasal olarak
sentezlenmektedir. Ancak bu yontemle L-DOPA iiretim maliyeti yliksek olmaktadir.
L-DOPA’nin yiiksek ticari degerine sahip olmasindan dolay1 arastirmacilar bu ilacin
alternatif iiretim yollarin1 arastirmaktadirlar. Bu yollardan biride immobilize polifenol
oksidaz (PFO, tirosinaz) ile L-tirozin’den L-DOPA’nin iiretimidir. Polifenol oksidaz
pahali bir enzim oldugundan enzimi tekrar tekrar kullanmak amaciyla immobilizasyon

calismalar1 yapilmaktadir (Ates vd., 2007).

Immobilize polifenol oksidaz (tirozinaz) biyosensér olarak fenol ve tiirevlerinin
tayini i¢in, endiistriyel atik sularin fenol ve aromatik amin gibi zehirli kimyasallarca
zehirsizlestirilmesinde (defenolizasyon), kirlenmis topraklarin biyoiyilestirilmesinde
kullanilmast enzimin endiistriyel olarak 6nemli bir biyomolekiil oldugunu

gostermektedir (Kocatiirk, 2008).

PFO’nun biyosentetik bir reaksiyonda, enantiyomer secici bir rol oynadigi
bildirilmistir. Bu calismada, PFO, sadece (+)-larreatrisini (+)-3-hidroksilarreatrisine

hidroksillerken, enantiyomeri olan (-)-3-hidroksilarreatrisine hidroksilleyememistir. Bu

da PFO’nun yiiksek substrat spesifitesine sahip oldugunu gostermektedir (Cho vd.,
2003).

Immobilize polifenol oksidaz enzimi kullanilarak teaflavin ve teaflavin-3,3-
digallat (TF3) sentezi gerceklestirilmistir. Teaflavin ve TF3'in anti-oksidan, obeziteyi
onlemede yardimci olma, anti-inflamatuar etkiye sahip olma, kanser karsi koruma,
karaciger yaglanmasinin Onlenmesi, kolestrol diizenleme ve kardiyovaskiiler

hastaliklarlarina iyi gelme gibi 6zelliklere sahiptir (Sharma vd., 2009; Lei vd., 2017).
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1.5. immobilizasyon

Immobilizasyon kelime olarak ‘¢oziinmez hale getirilmis, tutuklanmas, baglanmis,
hareketi sinirlandirilmis’ anlamma gelmektedir (Bickerstaff, 1997). Immobilize
enzimler i¢in kullanilan “suda ¢Ozlinmeyen enzim”, “matrikse bagli enzim”,
“tutuklanmis enzim” gibi terimler karmasikliga neden olmustur. 1971 yilinda
gerceklestirilen 3. Biyoteknoloji Biyomiihendislik Sempozyumu ve 1. Enzim
Miihendisligi Konferans’inda bu terimler yerine “immobilize enzim” terimi &nerilmis,

boylece modifiye enzimlerin adlandirilmast netlik kazanmistir (Telefoncu, 1997).

Enzimler farkli matriks lizerine immobilize edilebilir. Bunlardan bazilar1 Sekil
12°de gosterilen boncuklar, lifler (elyaf), filmler, membranlar ve kapali kapsiillerdir.

(Twyman, 2005).
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Sekil 12. Farkli matriksler a.boncuk, b.lif, ckapsiil, d.film ve e.membran (pembe
kiireler enzim ifade etmektedir) (Twyman, 2005).

Enzim immobilizasyonunda tasiyict kimyasal birlesimlerine gore inorganik veya
organik materyaller kullanilmaktadir. Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyici
inorganik maddeler; cam, kil, bentonit, silika jel, hidroksiapatit, titan dioksit, nikel
oksit, pomza tasi, zirkonyum dioksit, aktif karbon, metallerdir, metal oksitler vb.
malzemelerdir. Organik tastyicilar dogal ve sentetik olarak iki gruba ayrilir (Cabral ve
Kennedy, 1991). Dogal polimerler; nisasta, seliilloz, agar ve agaroz, karraagenan,
dextran, kollajen, jelatin, albiimin, kitin, kitosan, ipek, alginat vb. malzemelerdir.
Sentetik polimerler; poliakrilamid, polistiren, vinil ve allil polimerler, naylon,
metakrilat, oksiranlar, iyon degistirici recineler ve maleik anhidrid polimeri vb.

malzemeler olarak gosterilebilirler (Telefoncu, 1997).
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Immobilize enzimin serbest enzime gore avantajlarini su sekilde siralayabiliriz;

>  Serbest enzimler reaksiyon sonunda ortamdan uzaklastirilmasi zordur. immobilize
enzimlerin ise slizme santrifiijleme gibi basit yontemlerle ortamdan kolayca
uzaklagtirilabilirler.

>  Serbest enzimler iiriinlerde azda olsa kirlilik yaparlar. Immobilize enzimler
ortamdan alindigindan kirlilik yapmazlar.

>  Serbest enzimler bulunduklar1 ortamdan kolay etkilenirler. Immobilize enzimler
bulunduklar1 ortamda daha dayaniklidirlar.

>  Serbest enzimler kararsiz ve dayaniksizdirlar. immobilize enzimler daha kararl ve
dayaniklidir.

>  Serbest enzimler birkez kullanilabilirler. Immobilize enzimler bircok kez
kullanilabilirler.

»  Serbest enzimler birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlarda kullanilamazlar.
Immobilize enzimler ¢ok adimli reaksiyonlarda kullanilabilirler.

>  Serbest enzimler aktivitesini cabuk kaybederler. Immobilize enzimlerin aktivitesi
basit immobilizasyon yontemleriyle artirabilirler.

> Serbest enzimler kendi kendini pargalayabilir. Immobilize enzimler kendi kendini
parcalamayr minimuma indirir. Endistriyel boyutta 6nemli bir ekonomi saglar,

tiretim kayb1 azalir.

Immobilize enzimlerin, immobilizasyon islemleri sirasinda enzim aktivitesinin
azalmas1 veya kaybolmasi, ¢ok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim
kararliligmin sinirli olmast ve enzimin immobilize edildigi materyalin maliyetinin

yiiksek olabilmesi gibi baz1 dezavantajlar1 bulunmaktadir.
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1.5.1. Enzim Immobilizasyon Yontemleri

Immobilizasyon ydntemleri i¢in farkli yaklasimlar mevcuttur (Sekil 13).

Enzim Immahbilizasyon

rintemilarn
|
| 1
l;‘uzunrr-egFu'rnda Gozinen Formda
Immaobilizaswon Immabilizasyon
EUIiraﬁIira5y|:|n 2l Hollow-Fiber
Badlama TG Membranlan Membraniar
]
| | | | | Cazinen.
3 QTUNMEyeEn
Gapraz Enzirm Tagmciya Jelde Mikro- Lipozom QEmimler?
Badlama Hopolimerizasyonu Ba@lama | Tutuklama kapsillerne Teknigi

Adsorpsiyon 3
Flziksel 2 gr:m;g wonik Selat Kovalent Bryospesifik |
Adsorpsiyon Badlama Baflama Baflama Baflama Baflama

Sekil 13. Enzim immobilizasyon yontemleri (Telefoncu, 1997).

1.5.1.1. Coziinmez Formda iImmobilizasyon Yéntemleri

Coztiinmez formda immobilizasyon metodlar1 baglama ve tutuklama olmak iizere

iki gruba ayrilmaktadir.

1.5.1.1.1. Baglama

Baglama yontemi; capraz baglama, enzim kopolimerizasyonu ve tasiyiciya

baglama olmak iizere {i¢ gruba ayrilmaktadir.

Capraz baglama yonteminde herhangi bir tasiyiciya gerek yoktur. iki veya daha
fazla fonksiyonel grup tasiyan enzim molekiillerinin birbirine ¢apraz baglanmasi ve bu
sekilde suda c¢oziinmeyen bir kompleks olusturmasi temeline dayanir (Sekil 14).
Molekiiller i¢i ve molekiiller aras1 baglanmalar s6z konusudur. Glutaraldehit ucuz ve
ticari olarak yaygin bulunmasindan dolay1r en ¢ok kullanilan ¢apraz baglayici ajandir.
Diger kullanilan ajanlara bisizosiyanat, bis-diazobenzidin, ge¢is metal iyonlari, bovine

serum albiimin (BSA), dekstran verilebilir (Gorecka ve Jastrzebska, 2011).
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Sekil 14. Capraz baglama ile immobilizasyon (Kocabay, 2011).

Polimerizasyon, reaktif ¢ift baglar iceren ayni veya farkli monomerlerin 151k, 1s1
veya katalizorler yardimiyla farkli yapilardaki kimyasal bilesiklerin olusturduklar
isleme verilen isimdir. Enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda monomerlerden
biri gibi davranarak matrikse baglanmaktadir. Enzim kopolimerizasyonu polimer
matrikse tutuklanmaya benzemekle beraber enzim kagigsinin 6nlenmesi gibi avantajlari
bulunmaktadir (Telefoncu, 1997). Kopolimer olusumu iginde kimyasal olarak katilmis

olan enzim boylece immobilize edilir (Abdelmajeed vd., 2012).

\x- ll\,. - \“
Polimenzasyon g

— 8 > '—.&/:

;s /'8 \
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Doymamuts baglarla Ko-polimenze
modifive edilmis enzim edilmig enzim

Sekil 15. Kopolimerizasyon yontemi (Cao, 2005).
Tastyiciya baglama yontemleri ise kendi arasinda biyospesifik baglama, selat

baglama, iyonik baglama, kovalent baglama ve adsorpsiyon olmak iizere bes gruba

ayrilir (Sekil 16).
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Sekil 16. Tasiyiciya baglama yontemlerinin gosterimi.

Biyospesifik  baglama komplementer biyomolekiiller —arasinda enzim
immobilizasyonuyla meydana gelmektedir. Aktiflestirilmis tasiyict ile protein
yiizeyinde bulunan spesifik grup arasindaki biyospesifik (biyoafinite) baglar olusmasi
esasina dayanmaktadir (Andreescu vd., 2006). Bu yontemde etkilesimlerin biyospesifik
olmasi metodun en onemli o6zelligidir (Solomon vd., 1987). Bu immobilizasyon
yontemiyle enzimlerin lektinler ve antikorlar arasindaki biyospesifik etkilesmelerle

immobilizasyon islemi yapilmaktadir (Lingiu, 2006).

Selat Baglama yonteminde, Titan(III), Titan(IV), Zirkonyum (IV) gibi baz1 gegis
metallerinin selat yapma ozellikleri kullanilarak enzimlerin inorganik ve organik

tastyicilara baglanmasi esasina dayanir (Kennedy vd., 1983).

Iyonik baglamada esas, iyon degistirme yetenegine bulunan suda ¢dziinemeyen
tastyicilara enzimlerin iyonik olarak baglanmasi esasina dayanmaktadir. Iyonik
baglanmada reaksiyonlar ilimli sartlarda gerceklesmekte oldugundan enzim fiziksel
konformasyonlarinda ve enzim aktif bolgelerinde degisikliklere neden olmadigindan

enzim aktivitesi oldukca yiiksektir (Cao, 2005).

Kovalent baglama ile immobilizasyon yonteminin temeli, enzimler ile tasiyicilar
arasinda kovalent bag olusmasina dayanmaktadir (Cao, 2005). Genelde tasiyicit matrikse
ait (—S ,—SH, —OH, —COO , —NH3; gibi) fonksiyonel gruplar ve enzimin yapisinda

bulunan aminoasitlerin yan zincirlerindeki lizin (amino grubu), sistein (tiyol grubu),
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aspartik asit ve glutamik asit (karboksilik gruplar) kovalent baglanma i¢in énemlidir.
Kovalent baglanmada oncelikle destek materyal aktiflestirilir (siyanojen bromiir,
karbodiimit ve glutaraldehit gibi kimyasal reaktiflerle) ve sonrasinda enzim kovalent
olarak baglanir. Bu yontemde enzim destek materyaline aktif bolgesinden baglanirsa

enzim aktivite kayb1 meydana gelebilir (Varian vd., 1996; Mateo vd., 2000).

Adsorpsiyon, kullanilan en eski ve en kolay immobilizasyon yontemidir. Aktif
komiir, aliimina, iyon degistirici regineler, gézenekli cam, silikajel, bentonit, nisasta ve
gluten enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan adsorbanlar malzemelerdir. Yiizey
aktif ve suda ¢6ziinmeyen bir adsorbanin enzim ¢ozeltisi ile karigtirilmasi ve enzimin
asirisinin yikanarak ortamdan ayrilmasi esasina dayanmaktadir (Nelson ve Griffen,
1916). Islemin basit olmasi, 1liml kosullarda gerceklesmesi, degisik bicim ve yiikteki
tasiyicilarl segme olanagi vermesi agisindan adsorbsiyon yontemi oldukca avantajli bir
yontemdir. Enzim ve matriksin yiizeyi arasinda birbirini etkileyen kuvvetler van der
waals kuvvetleri, hidrojen bagi ve hidrofobik etkilesimler oldugu gibi en ¢ok da iyonik
elektrostatik etkilesimlerdir. Bu kuvvetler zayiftir, ancak baglanma icin yeterlidir. Bir
destek materyalinin adsorbsiyon kapasitesi, materyalin toplam yiizey alanina ve
yizeydeki aktif gruplarinin sayisina baghdir. Bu immobilizasyon metodunun
avantajlari: (1) kimyasal bir aktivasyon veya modifikasyon olmadigindan enzimin dogal
yapist daha az zarar goriir; (2) basit, ucuz ve hizli bir immobilizasyon yontemidir; (3)
enzim ve destek materyali kimyasal degisiklige ugramaz ve (4) etkilesim, destek
materyalinin taze enzim ile rejenerasyonuna izin verecek sekilde tersinirdir. Diger
yandan 1yon degistirici bir destek materyali kullanmanin ana dezavantaji enzimin destek
materyalinden sizmasidir. Enzimin destek materyalinden desorpsiyonu, iyon
konsantrasyonuna, pH degerine ve immobilize enzimin mikrogevresinin sicakligina
baghdir. Bu yiizden bu parametrelerin liretim, depolanma ve katalizi iceren islem

stiresince olabildigince sabit tutulmasi gerekir.
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1.5.1.1.2. Tutuklama

Tutuklama enzimi belirli bir hacimde durmaya zorlamaktir. Enzim bulundugu
ortamdan disariya ¢ikmasi miimkiin olmamaktadir. Bu islem polimer matriks igindeki
kafeslerde  gerceklestirilebilecegi  gibi  yar1  gecirgen  membranlarda  da
gerceklestirilebilir. Bu immobilizasyon yontemini diger yontemlerden ayiran en 6nemli
ozelligi bu teknikte enzim molekiiliiniin diger tekniklerde oldugu gibi herhangi bir
tasiyiciya kovalent veya kovalent olmayan baglarla baglanmamis olmasidir (Telefoncu,
1997). Tutuklama yontemi, mikrokapsiilleme, polimer matrikste tutuklama ve lipozom

teknigi olarak ii¢ gruba ayrilmaktadir.

Mikrokapsiilleme yonteminde enzim yar1 gecirgen membran icerisine hapsedilir
ve hareket edemez (Sekil 17). Yar1 gegirgen membranin gézenekli yapilarindan substrat
gecerek enzime ulasir ve iiriine dontistir. Bundan dolay1 gozeneklerin boyutu substratin
girigi ve lrliniin ¢ikist i¢in uygun olmalidir. Enzimin zar i¢inden kagma olasiligi ve
kiitle giris ¢ikislarinin sinirlt olmasi bu yontemin dejavantazlarindandir (Batista Viera

ve Brena Beatriz, 2006).

—_— -
e ©|JF
Substrat ﬁl\

Kiagresel Enzim
membran

Sekil 17. Mikrokapsiilleme ile enzim immobilizasyonunun sematik gdsterimi
(Kocabay, 2011).

Polimer matrikste tutuklama, polimerizasyon ve g¢apraz baglamanin meydana
geldigi ortama enzimin de dahil edilmesi durumun da ¢apraz baglanma sonucu meydana
gelen yapida enzimin tutulmasidir (Sekil 18). Enzim tutuklamak i¢in en ¢ok kullanilan

destek materyaller poliakrilamit, silika jel ve polivinil alkoldiir (Cao, 2005).
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Enzim

. B

Jel gozeltisi

Sekil 18. Polimer bir matriks igerisinde enzim molekiiliiniin tutuklanmasi (Cao, 2005).

Lipozom teknigi yOnteminin esast sivi-yiizey yapici membran temeline
dayanmaktadir (Sekil 19). Fosfolipitlerden olusan lipozomlarin toksik olmamasi,
kimyasal igeriklerinin arastirmaci tarafindan belirlenebilmesi, yap1 ve icerik olarak
hiicre zarina benzerlik gostermeleri nedeni ile bilim adamlari tarafindan yillarca model
membran olarak kullanilmistir. Bu yapilar biiyiik bir temas yiizeyi, bircok enzimi ayni
anda immobilize edebilme kabiliyeti olmasinin avantajlarinin yaninda substrat ve
tirliniin membrandan gegisinin ¢oziiniirliige bagimli olmasi, enzim aktivite yitirmesi ve
membrandan enzimin sizma olasilifi gibi dezavantajlari bulunmaktadir (Luisi ve

Magid, 1986).

» Enzim

Sekil 19. Lipozom teknigi ile enzim immobilizasyonu (Cao, 2005).

1.5.1.2. Céziiniir Formda Immobilizasyon

Coziinlir formda immobilizasyon yontemi enzimin yari gegirgen bir zarla
cevrelendigi ve enzime genis bir hareket alaninin saglandigi bir metoddur (Weethall,
1976). Enzimler oncelikle yiiksek veya diisilk molekiil agirlikli bilesiklerle kimyasal
olarak modifiye edilerek daha kullanigh ve kararli hale getirilebilirler. Diisiik molekiil
agirlikl bilesiklerle enzimin agillenmesi enzimlerin kararliligini artirmaktadir (Hiirrem,
2010).
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Oyuk elyaf membranlar1 ve ultrafiltrasyon gibi yari gecirgen 6zellik gosteren
membranlarin  kullanimi ¢6ziiniir formda immobilizasyon yontemlerindendir. Bu
immobilizasyon yonteminin herhangi bir islem gerektirmedigi icin son derce kolay bir
metoddur. Uriin ve substratlar, membran sayesinde se¢imli olarak kontrol edilebilir.
Kiitle transferinde onemli bir engel olusu ve membranda zamanla tabakalasma

gozlenmesi bu teknigin dezavantajlari arasinda sayilabilir (Yildirim, 2010).

1.6. ince Film

Kalay oksit (KO), formiilii SnO; olan inorganik bir bilesiktir. KO mineral formu
kasiterit diye isimlendirilir, bu kalayin ana madeni olarak kabul edilir ve kalayin
kimyasinda bulunan en O6nemli ham maddedir. Ayrica bu ham madde renksiz ve
diamanyetik kat1 bir amfoterdir (bazen asit, bazen baz gibi davranir). KO, madde olarak
kokusuz ve toz haldedir (Kogyigit, 2014). Yiiksek kimyasal ve mekanik dayanikliliga

sahip, saydam bir malzemedir. Tablo 2’de SnO,’nin temel 6zellikleri verilmistir.

Tablo 2. Kalay oksitin temel 6zellikleri (Kocyigit, 2014).

Kalay oksitin baz ozellikleri

Molekiil formiili SnoO,

Molekiil agirlik 150,71 g/mol
Yogunlugu 6,95 g/cm®
Erime noktasi 1630°C

Kaynama noktasi 1800 °C -1900 °C
Kristal yapist Tetragonal (rutile)
Bant aralig 3.5-4.2.eV
Gortiniimii Beyaz ya da gri
Mineral ismi Cassiterite

Latis parametreleri (nm) a=b=0,474 c=0,319
Kirilma indisi 2.0006

SnO,, genis bant araligina sahip n-tipi bir yariiletkendir. Tetragonal rutil yapida
olan kalay oksidin kafes yapisi, 2 kalay ve 4 oksijen atomu icermektedir. Kalay atomu

diizgiin oktahedranlarin koselerindeki 6 oksijen atomunun merkezindedir. Her oksijen
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atomu eskenar tiggenin koselerindeki 3 kalay atomu tarafindan ¢evrelenmistir (Kogyigit,
2014). O-O mesafesi 4,6646 A ve O-Sn mesafesi 3,7662 A dur. Latis parametreleri
a=b=4,738 A ve ¢=3,187 A dur. Sekil 20°de, KO kristal yapis1 gdsterilmistir (Sinner
Hettenbach, 2000).

Q Oksijen

. Kalay

b a=bh=4,737A
a c=3,186 A

Sekil 20. Kalay oksitin kristal yapisi (Sinner Hettenbach, 2000).

Tamamen stokiyometrik KO yalitkandir, ancak Kkristal yapisinin miikkemmel
olmayist ve oksijen bosluklarinin bulunmasindan dolay: iletkenlik 6zelligi kazanabilir.
KO’nun iletkenligi, miikkemmel olmayan kristal yapisindan dolay: ¢esitli elementlerin
katkilanmasiyla artirilabilir (yariiletken 6zelligi). Bu katkilanan elementler In, Nb, Sbh, F
gibi elementlerdir (Alaf, 2007).

KO, diisiikk maliyeti, kimyasal kararliligi, yariiletken Ozelligi ve atmosferik
sartlara kars1 uygunlugundan dolay1 ¢okga tercih edilen bir materyaldir. KO, optik
gecirgenligi yaklasik %90 civarinda olan, kizil 6tesi yansiticiligr %90 nin iizerine ¢ikan

ve yiiksek iletkenlige sahip bir malzemedir (Alaf, 2007).

KO filmlerin katki maddesi olarak, antimon (Sb), arsenik (As), flor (F), indiyum
(In), molibden (Mo) ve fosfor (P) kullanilmaktadir. Bunlar arasinda Sb'nin en yaygin
kullanilan katki maddesi oldugu bulunmustur (Kim vd., 2008). SbCls’ten elde edilen
antimon, yapist katkilamaya miisait olan KO’ya, fiziksel ozelliklerini degistirmek
maksadiyla katki maddesi olarak ilave edilmektedir. Boylece Sb atomlarinin

katkilanmasiyla latisteki bazi Sn** iyonlaniyla yaklasik ayni iyonik capa sahip Sb*°
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iyonlariin yer degistirilmesi saglanmaktadir (Ravichandran vd., 2009a; Ravichandran
vd., 2009b).

Teknolojik ve bilimsel aragtirmalarda 6nemli olan, malzeme endiistrisinin
temelini olusturan yariiletken ince filmler, giinlimiizde ¢okca calisilmakta olan giincel
aragtirma konular1 i¢indedir. Yariiletken ince filmler, sensorlerde, kimyasal
ozelliklerinden dolay1 oksidasyon veya korozyona karsi korumada ve bunlar gibi daha

birgok uygulama alaninda kullanilmaktadir (Sonmezoglu vd., 2012).

1.7. Polifenol Oksidaz ile ilgili Literatiirde Yapilan Baz1 Calismalar

Lamium purpureum (eflatun ¢igekli ballibaba) bitkisinden elde edilen serbest ve
immobilize PFO’nun kinetik 6zellikleri incelenmistir. Serbest ve immobilize enzim igin
4-metil katekol, katekol, pirogallol ve kafeik asit substratlart kullanilmistir. Serbest
enzim igin en iyi aktivite gOsteren substrat kafeik asit olarak bulunmustur. Serbest
enziminin optimum pH degerleri 6,0-8,0; optimum sicaklik degerleri ise 10-20 °C
araliginda oldugu tespit edilmistir. PFO enzimi kitin (CHT), kitosan (CTS) ve
hidroksiapatite (HAP) immobilize edilmistir. CHT e immobilize edilen enzimin kafeik
asit substratina karst ilgisi en fazladir. Optimum pH degerleri 6,0-7,0; optimum sicaklik
degerleri ise 5-50 °C araliginda bulunmustur. CTS’a immobilize edilen enzim igin
katekol en yiiksek substrat spesifikligine sahiptir. Optimum pH degerleri 4,0-8,0;
optimum sicaklik degerleri ise 5-40 °C araliginda bulunmustur. HAP’e immobilize
edilen enzimin ise kafeik aside olan ilgisi en fazladir. Optimum pH degerleri 6,0-8,0,
optimum sicaklik degerleri ise 5-50 °C olarak bulunmustur. Serbest PFO’nun optimum
pH’s1 7,5 olarak bulunmustur. Serbest enzimin oda sicakliginda enzim aktivitesini 12
saat sonunda %40,7; +4 °C’ de 120 saat sonunda %27,91 korudugu tespit edilmistir.
CHT, CTS, HAP’a immobilize edilen enzimin oda sicakliginda ve +4 °C’ de serbest
enzime gore daha uzun siire aktivitesini korudugu gériilmiistiir. Immobilize enzimin
yeniden kullanilabilirligi ¢alismasinda 4. kullanimda CTS %5,16 degerinde aktivite
gostermeye devam ederken, CHT ve HAP i¢in aktivite gorilmemistir (Cerrahoglu,

2014).
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Hapsetme ve adsorpsiyon yontemleri kullanilarak tirosinaz enzimi tutturulmus
jelatin filmler elde edilmistir. Hapsolma metodunda, jelatin yiizeyde capraz baglama
yapmak i¢in glutaraldehit kullanilmistir. Fouier doniisiimlii kizilotesi spektrometresi
(FTIR), taramali elektron mikroskopu (SEM), temas agidlger cihazlari ile filmler
karakterize edilmistir ve UV spektrofotometre yardimiyla katekol oksidasyon
reaksiyonunda, tirosinaz immobilize olmus filmlerin katalitik aktivitesi Ol¢iilmiistiir.
pH, sicaklik, enzim ve substrat konsantrasyonun enzim aktivitesi lizerindeki etkisi
incelenmistir. Enzimin jelatin yiizeye tutturulmasi yapisal sertlik ve uygun esneklik
sagladigindan enzimin pH, sicaklik ve depolama kararliligi serbest enzime gore
artmistir. Jelatin hapsolmus filmlerin tekrar kullanilabilirligi de incelenmistir ve besinci
kullanimdan sonra enzim aktivitesinde neredeyse %60°’lik bir kayip goriilmistiir (Tetik,
2015).

PFO Sakarya ilinde yetisen roka (Eruca vesicaria) bitkisinden karakterize edilmis
ve bu enzim Ca-aljinat, Ba-aljinat, aljinat-poliakrilamit ve poliakrilamit kullanilarak
immobilize edilmistir. Bunun i¢in roka bitkisinden izole edilen PFO’nun optimum pH
ve optimum sicaklik degerleri bes farkli substrat kullanilarak (4-metil katekol, katekol,
pyrogallol, gallik asit, L-Tirosin) belirlenmistir. PFO’nun en iyi substrati 4-metil
katekol olarak bulunmustur. Bu substrat i¢in optimum pH 5,0 optimum sicaklik ise 20
°C olarak belirlenirken, Km ve Vmaks degerleri sirasiyla 3,68 mM ve 16,6.10°% EU/dak
olarak bulunmustur. Karakterizasyon isleminin ardindan immobilizasyon ¢aligmalarina
gecilmis ve roka PFO’nun Ca-aljinat, Ba-aljinat, aljinat-poliakrilamit ve poliakrilamit
kullanilarak immobilize edilmistir. Serbest ve immobilize enzimin Kinetik 6zellikleri
karsilastirilmistir. Buna gore Ca-aljinat, Ba-aljinat, aljinat-poliakrilamit ve poliakrilamit
ile immobilize edilen enzimin 4-metil katekol substratina karsi Km degerleri sirasiyla
4,33 mM, 1,45 mM, 2,41 mM, 2,93 mM, Vmaks degerleri ise 3,2.10° EU/dak, 4,0.10°
EU/dak, 9,2.10° EU/dak, 10,0.10° EU/dak olarak belirlenmistir. immobilize edilen
PFO’nun optimum pH ve sicakliklart serbest enzim c¢alismalart ile paralellik
gdstermistir. Immobilize enzimin depolama kararlilig1 serbest enzime gore oldukca artis
gostermistir. Immobilize edilen PFO enziminin tekrar kullanilabilirligi 6l¢iilmiis ve 12

kullanim sonunda enzimin aktifligini %26 oraninda korudugu goriilmiistiir (Kdse,

2010).

30



Polifenol  oksidaz iletken kopolimer poli(N-(4-(3- tiyenil  metilen)-
oksikarbonilfenil)maleimid)-pirol) (P(MBThi-co-Py)) matriksine immobilize edilmistir.
Kopolimer, sodyum dodesil siilfat destek elektroliti kullanarak elekrokimyasal olarak
sentezlenmis ve FTIR, SEM ve iletkenlik 6l¢iimii yoluyla karakterize edilmistir. PFO
iletken P(MBThi-co-Py) matrislerinde elekropolimerlesme yoluyla tutuklanmstir.
Serbest ve immobilize enzim elektrotlarinin, sicaklik ve pH, Km ve Vmaks gibi
parametreleri arastirtlmistir. Enzim elektrotlarinin kullanim kararliliklar belirlenmistir.

PFO elekrodu, kirmizi sarapta fenolik yapilarin miktarini belirlemede kullanilmistir

(Cil, 2006).

PFO polipirol (PPy) ve pirol uglu polistirenin pirol ile olusturulan kopolimerinde
(P(PStPy-co-Py) tutuklanmustir. Elde edilen kopolimerin karakterizasyonu FTIR, SEM
ile incelenmistir. Immobilize enzim elektrotlar1 Vmaks ve Km Kinetik parametreleri ile
karakterize edilmis, enzim elektrotlarinin sicaklik ve pH degisimine gore davranislari

incelenmistir. PFO sarapta polifenolik bilesiklerin tayini i¢in kullanilmistir (Ekinci,

2006).

Agaricus bisporus oziitinden ¢apraz baglanmig enzim c¢okeltisi (CBEC)
hazirlamigtir. Serbest enzimin ve immobilize enzim CBEC’ler igin, sicaklik ve
katekolun oksitlenme aktivasyon enerjisi sirasiyla 32 °C ve 13 kcal/mol, Optimum
34 °C ve 17 kkal/mol olarak belirlenmistir. Ayrica, CBEC’lerin 1s11 dayamkliliklar:
serbest enzime gore ¢ok daha yliksektir. Ham mantar 6ziitiinden hazirlanan CBEC’ler
4 °C’de sekiz aylik bir depolamadan sonra maksimum aktivitelerinin %70’sini
korumuglardir. Ayrica, depolama sicakhigini 4 °C’den oda sicakligma degistirmek
CBEC’lerin dayanikliligini azaltmamistir (Aytar ve Bakir, 2008).

Karboksimetilseliiloz (CMC) boncuklart ii¢ degerlikli demir iyonlart varliginda
stvi kiirleme yontemiyle hazirlanmig ve epiklorohidrin CMC boncuklarina kovalent
olarak baglanmistir. PFO daha sonra CMC boncuklarina kovalent olarak immobilize
edilmigtir. Serbest enzimin Km ve Vmaks degerleri 0,65 mM ve 1.890 U/mg,
immobilize enzimin Km ve Vmaks degerleri 0,87 mM ve 760 U/mg olarak bulunmustur.
Optimum pH serbest enzim igin 6,5 ve immobilize enzim i¢in 7,0 olarak bulunmustur.

Serbest ve immobilize enzimin optimum sicakliklari sirasiyla 40 °C ve 45 °C olarak
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tespit edilmistir. CMC boncuklarina kovalent immobilize edilen PFO 1siya ve
depolamaya daha kararli hale gelmesi enzimin daha yiiksek konformasyon stabilitesi

kazandigimi gostermistir (Arica, 2000).

PFO iki farkli aktif karbon matriksi olan MAC400 ve MAC200 {izerine
immobilize edilmistir. Immobilizasyon kapasitesi 10 °C - 40 °C sicakligin artmasiyla
artarken pH artmasiyla azalmistir. Serbest enzim, MAC400 immobilize edilen PFO ve
MAC200 immobilize edilen PFO’lar i¢in Km and Vmaks degerleri sirasiyla 0,49 mM,
041 mM ve 0,65 mM olarak bulunmustur. PFO'nun karbon matrislerde
immobilizasyonu FTIR ve SEM kullanilarak dogrulanmistir (John Kennedy vd., 2007).

Tiyofen ile kaplanmus politetrahidrofuran ve pirol destekleyici elektrolit olarak
sodyum dodesil siilfat kullanilarak sabit potansiyel elektroliz ile kopolimerlestirilmistir.
FTIR ve SEM ile karakterizasyonu yapilmistir. Elektrik iletkenlikleri dort-prob teknigi
ile  Olgllmistir.  Piroliin  tiofen ile  kaplanmis  politetrahidrofuran ile
elektropolimerizasyonuyla, PFO iletken kopolimerlere immobilize edilerek fenolik
bilesikler i¢in yeni bir biyosensér elde edilmistir. Immobilize enzimin Km and Vmaks
degerleri, optimum pH ve sicaklik gibi 6zellikleri belirlenmistir. Enzim elektrotlarinin
operasyonel stabilitesi ve raf démrii arastirlmistir. Iki tiir Tiirk kirmizi saraplarinda
fenolik bilesiklerin miktarin1 belirlemek i¢in PFO elektrotlar1 kullanilmis ve ¢alisma
aralig1 yiiksek kinetik parametreleri ve genis pH'lar1 nedeniyle ¢ok yararli bulunmustur

(Boyiikbayram vd., 2006).

Patates (Solanum tuberosum) PFO’su amonyum siilfat ¢oktiirmesiyle elde edilmis
ve bir absorband olan Celite 545 maddesine dogrudan immobilize edilmistir.
Immobilize enzimin aktivitesi pH 7,0 maksimum olmustur. Immobilize PFO’nun pH,
sicaklik, iire, deterjan kars1 direnci anlamli derecede artmistir. Triton X 100 ve Tween
20 gibi iyonik olmayan deterjanlarin artan konsantrasyonlarinda immobilize enzimin

aktivitesi serbest enzime gore belirgin olarak artmistir (Khan vd., 2006).

Tiyofene fonksiyonellestirilmis metil monomerinin (MM) pirol ile birlikte
kullanilmasiyla kopolimer elde edilmis ve elde edilen kopolimere PFO immobilize

edilmistir. Enzim immobilizasyonu, pirol elektrokimyasal polimerizasyonu sirasinda
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kopolimerlerin iletilmesinde tutuklama yoluyla gergeklestirilmistir. Daha sonra, pH,
sicaklik, enzim elektrotlarinin ¢aligma kararliligi, Km ve Vmaks degerleri arastirilmistir.
Tiirkiye'nin kirmiz1 saraplarindaki toplam fenol tayini bu elektrotlar kullanilarak analiz
edilmistir (Kiralp vd., 2003).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

Bu ¢alismada enzim kaynag olarak Igdir ilinde yetisen yerel cesit olan Agseftali

(Prunus persica L.) kullanildi.

2.2. Kullanilan Cihazlar ve Cozeltiler

2.2.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlarin listesi Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan cihazlar.

Cihaz Ismi Marka Model

Spektrofotometre Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis

Protein elektroforezi Bio-RAD Mini Protean Tetra Cell

Giig kaynagi Thermo Scientific EC 300 XL

Santifiij Termo Scientific Heraeus Multifugure X3R

pH Metre Thermo Scientific ORION 3 Star pH
Benchtop

Su banyosu WiseClean WUC-DO6H

Terazi Precisa Precisa

Buzdolabi Argelik 5796 NH

FTIR Agilent Cary 630

XRD Rigaku SmartLab

SEM ZEISS EVO LS10

AFM VEECO Multi mod 8

Isiticili manyetik karistirict Heldolph Instrument MR Hei-Standart
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2.2.2. Kullanilan Kimyasallar

Calismamizda kullandigimiz kimyasallar Tablo 4’te verilmektedir.

Tablo 4. Kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Adi Firma Adi

Afinite Jeli Sentezinde Kullanilanlar

kimyasal malzemeler

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B,

NaOH, NaHCOg, L-Tirosin, Sigma

p-aminobenzoik asit, NaNO,

Enzim Oziiti Hazirlama Cozeltisinde

Kullanilan Kimyasal Malzemeler .
Sigma

Polietilen glikol (PEG)

Kullanilan Substratlar Sigma
Katekol, 4-metilkatekol, L-Tirosin

Kullanilan Tampon Cozeltiler

Glisin-HCI, Sodyum asetat, KH,POy,, Sigma
KoHPQOy,, Tris Bazi

Ince Film Yapiminda Kullanilan Merck
Malzemeler

SnCl,.2H,0, ShCl;

Kullanilan Coziiciiler Merck, Sigma
HCI, Asetik asit, Metanol, Aseton

2.2.3. Kullanilan Tampon ve Diger Cozeltiler

Deneysel calismalarimiz esnasinda kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlanislart su

sekildedir.
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2.2.3.1. Tampon Cozeltiler

»  Glisin-HCI Tamponu (50 mM, pH 2,0): 0,375 g glisin 90 mL saf suda
¢oziildiikten sonra 1 N HCI ¢ozeltisi ile pH’s1 2,0’a ayarlandi ve son hacmi saf su
ile 100 mL’ye tamamlandi.

»  Glisin-HCI Tamponu (50 mM, pH 3,0): 0,375 g glisin 90 mL saf suda
¢oziildiikten sonra 1 N HCI ¢ozeltisi ile pH’s1 3,0’a ayarlandi ve son hacmi saf su
ile 100 mL’ye tamamlandi.

»  Sodyum-Asetat Tamponu (Na-Ac) (50 mM, pH 4,0): 0,6804 g sodyum asetat saf
suda ¢oziildiikten sonra asetik asit ¢ozeltisi ile pH’s1 4,0 ayarlandi ve son hacmi
saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

»  Sodyum-Asetat Tamponu (Na-Ac) (50 mM, pH 5,0): 0,6804 g sodyum asetat saf
suda ¢oziildiikten sonra asetik asit ¢ozeltisi ile pH’s1 5,0 ayarlandi ve son hacmi
saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

»  Fosfat Tamponu (50 Mm, pH 6,0): 0,4164 g KH,PO4 ve 0,3379 g K,HPO, saf
suda ¢oziildiikten sonra sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH’s1 6,0 ayarlandi1 ve son
hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

»  Fosfat Tamponu (50 Mm, pH 7,0): 0,4164 g KH,PO, ve 0,3379 g K;HPO,4 90 mL
saf suda coziildiikten sonra sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH’s1 7,0 ayarland1 ve
son hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

»  Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8,0): 0,6056 g Tris yaklasitk 90 mL saf suda
¢ozildiikten sonra pH’s1 1 N HCI ile 8,0’e ayarland1 ve son hacmi saf su ile 100
mL’ye tamamlandi.

»  Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 9,0): 0,6056 g Tris yaklasitk 90 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N HCI ile 9,0’a ayarlandi ve son hacmi saf su ile 100

mL’ye tamamlandi.
2.2.3.2. Afinite Jelinin Sentezinde Kullanilan Tamponlar
»  NaHCO3; Tamponu (0,1 M pH 10,0): 8,4 g NaHCO3 900 mL saf suda ¢oziilerek

1 M NaOH ile pH’st 10,0 ayarland1 ve son hacmi saf su ile 1000 mL’ye

tamamlandi.
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NaHCO3; Tamponu (0,2 M pH 8,8): 16,8 g NaHCO3 900 mL saf suda ¢oziilip 1 M
NaOH ile pH’s1 8,8 ayarlandi ve son hacmi saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
Na;HPO, Tamponu (0,01 M pH 6,0): 1,78 g Na,P0O4.2H,0 900 mL saf suda
¢oziliip 1 M NaOH ile pH’s1 6,0 ayarland1 ve son hacmi saf su ile 1000 mL’ye
tamamlandi.

Afinite Jelini Yikama ve Dengeleme Tamponu (50 mM pH 5,0 asetat tamponu):
6,8 g sodyum asetat tamponu 900 mL saf suda ¢6ziiliip 1 M asetik asit ile pH’s1
5,0 ayarland1 ve son hacmi saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

Eliisyon Tamponu (50 mM pH 8,0 fosfat tamponu iginde 1 M NaClI): 6,2 ¢
K;HPO, ve 58,5 g NaCl 900 mL saf suda ¢oziilip 1 M HCI ile pH’st 8,0

ayarlandi ve son hacmi saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

2.2.3.3. Substrat Cozeltileri

4-Metil Katekol Substrati (100 mM): 1,24 g 4-metil katekol 90 mL saf suda
¢oziildi ve son hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Katekol Substrat1 (100 mM): 1,1 g katekol 90 mL saf suda ¢6ziildii ve son hacmi
saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

L-Tirosin (100 mM): 1,81 g L-Tirosin 90 mL saf suda ¢6ziildii ve son hacmi saf

su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2.2.3.4. Protein Tayininde Kullanilan Cézeltiler

Coomassie brillant blue G-250 reaktifi: 200 mg Coomassie Brillant Blue G-250
once 100 mL %95’lik etanolde ¢oziindiikten sonra bu ¢6zeltiye 200 mL %95’lik

fosforik asit ilave edilerek ¢ozeltinin son hacmi saf su ile 2 litreye tamamlandi.

2.2.3.5. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ve Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezinde

(PAGE) Kullanilan Cozeltiler

Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 45,42 g Tris 200 mL saf suda ¢oziildi,
pH’s1 8,8’¢ ayarlandi ve son hacmi saf su ile 250 mL’ye tamamlanarak 4 °C’de

saklandi.
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Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 30,28 g Tris 200 mL saf suda ¢oziildi,
pH’s1 6,8’¢ ayarland1 ve son hacmi saf su ile 250 mL’ye tamamlanarak 4 °C’de
saklandi.

SDS (%10): 10 g SDS saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10): 1 g APS saf suda ¢oziiliip hacmi
10 mL’ye tamamlandi ve hazirlanan ¢6zelti -20 °C’de saklandi.
N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal sisesinden kullanildi.
Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N'-metilen
bisakrilamid 80 mL saf suda ¢oziildii ve son hacmi saf su ile 100 mL’ye
tamamlanarak 4 °C’de saklandi.

Gliserol Cozeltisi (%80): 80 mL gliseroliin hacminin saf su ile 100 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandi.

Bromofenol Mavisi (%0,1): 10 mg bromofenol mavisi saf suda ¢oziildii ve son
hacmi saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 750 uL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 2000 puL %10°luk
SDS, 500 puL %0,1’lik bromofenol mavisi, 1250 uL %80’lik gliserol ve 300 puL
B-merkaptoetanol’lin karigtirilmasi ile hazirland1 ve kiigiik kisimlara ayrilarak
-20 °C’de saklandi.

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu: 14,4 g glisin ve 3 g Tris yaklasik 900 mL saf su
ile ¢oziildiikten sonra tizerine 10 mL SDS (%10) ¢ozeltisi ilave edildi ve pH 8,3
ayarlanarak ¢ozeltinin son hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Dogal PAGE Yiikleme Cozeltisi: 750 uL. 1 M Tris-HCI ( pH 6,8), 500 uL
%0,1’lik bromofenol mavisi, 1250 uL %8&0’lik gliserol ve 2300 pL saf suyun
karistirilmasi ile hazirland1 ve kiigiik kisimlara ayrilarak -20 °C’de saklandi.

Dogal PAGE Yiirlitme Tamponu: 14,4 g glisin ve 3 g Tris yaklasik 900 mL saf
suda ¢oziildiikten sonra pH 8,3 ayarlandi1 ve ¢6zeltinin son hacmi saf su ile 1000
mL’ye tamamlandi.

Jel Boyama Cozeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue-R250’nin 62,5 mL glasiyal
asetik asit ve 93,5 mL metanol i¢inde ¢ozlilmesi ile hazirlandi.

Boya Uzaklastirma Cozeltisi: 200 mL glasiyal asetik asit, 800 mL metanol ve

1200 mL saf suyun karistirilmasiyla hazirlandi.
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»  3,4-dihidroksifenil alanin (L-DOPA) (24 mM): 1,97 g L-DOPA 90 ml saf suda
biraz 1sitilarak ve Kkarigtirilarak ¢oziildii ve son hacmi saf su ile 100 mL

tamamlandi.

2.2.3.6. SNO,: Sb Ince Film Hazirlama Cézeltileri

»  SnCl,.2H,0 Cozeltisi: 8,370 g SnCl,.2H,O 120 mL etanolde 1siticili manyetik
karistiricida 80 °C’de 1 saat karistirilarak hazirlandi.

»  SbCl; Cozeltisi: 0,278 g SbCl; tartilip 20 mL etanolda isiticili manyetik
karistiricida 80 °C’de 1 saat karigtirilarak hazirlandi.

2.2.3.7. Diger Cozeltiler

»  Ham Ekstrak Hazirlama Cozeltisi: 0,6804 g sodyum asetat (50 mM), %1°lik
polietilen glikol (PEG) 90 mL saf suda ¢oziiliip 1 M asetik asitle pH’s1 5,0’a
ayarlandi ve son hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

»  3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon (MBTH) (10 mM): 0,022 g MTBH 8 mL saf
suda ¢0ziildii ve son hacmi saf su ile 10 mL’ye tamamlanda.

»  Dimetil foramid (DMF): Orijinal siseden kullanildu.
2.2.4. Yontem
2.2.4.1. Ham Ekstraktin Hazirlanmasi ve Aseton Coktiirmesi
Arastirmamizda kullanilan Agseftali (Prunus persica L.) gesiti, Igdir ilinden
temin edildi ve ¢aligmada kullanilincaya kadar -20 °C’de depolandi. Ham ekstrak
asagidaki islemler uygulanarak hazirlandi.
»  Agseftali numunesinden alinan 25 gr’lik orneklere dondurup ¢ézme yoOntemi
uyguland: ve 6rnekler havanda doviildii.

»  Havanda doviilen numuneye %1‘lik PEG igeren 50 mM asetat (pH 5,0)
tamponundan, 50 mL ilave edildi (Aydemir, 2004).
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> Numune 4 Kkath tulbentten suzildi ve elde edilen stzinti 4 °C’de,
10.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilip, elde edilen siipernatan ham enzim

ekstrakti olarak kullanildi.

Elde edilen siipernatanta, hacmi kadar soguk aseton, buz banyosunda,
karistirilarak yavas yavas ilave edildi. Bir gece 4 °C’de bekletilip ham enzim ekstrakti,
4 °C’de 10,000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Stipernatan kisim atilip, elde edilen
¢okelekler 10 mL pH 5 asetat tamponunda tamponda ¢oziildii (Ozen vd., 2004).

2.2.4.2 Polifenol Oksidazin Aktivite Tayini

PFO aktivitesi, spektrofotometrik olarak 4-metil katekol igin 496 nm’de ve diger
tiim substratlar icin 500 nm’de, absorbanstaki artisin ol¢iilmesiyle belirlendi (Espin vd.,
1995). Enzim aktivitesi bakilirken, 100 pL enzim + 100 pL substrat (100 mM) + 100 puL
MBTH (10mM) + 20 pL DMF + 680uL tampon (50 mM) ¢ozeltisi ilave edilerek
reaksiyon karigiminin son hacmi 1000 pL olacak sekilde hazirlandi. Enzim ¢6zeltisinin
konulmadigi reaksiyon karisimida kor olarak kullanildi. Bir tinite PFO aktivitesi; 1 mL
reaksiyon karisiminda bir dakikadaki 0,001 absorbans artisina neden olan enzim miktari
olarak belirlendi. PFO'nun spesifik aktivitesi, miligram protein basina enzim aktivitesi

olarak hesaplandi (Kolcuoglu, 2012).

Bir {inite immobilize PFO’nun aktivitesi; ince filmin ylizey alanina gore
hesaplandi. Immobilize enzim aktivitesi (U/dak.cm?) = immobilize enzim aktivitesi
(I mL reaksiyon karigiminda bir dakikada 0,001 absorbans artis degeri) / Enzim
aktivitesi bakilirken kullanilan ince film yiizey alani (cm?® olarak) olarak belirlendi.
Immobilize PFO’nun spesifik aktivitesi, 1 mL reaksiyon karisimi icinde bir dakika

0.001 artisa neden olan cm? bagina enzim miktar olarak tanimland1 (Aydin, 2012).
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2.2.4.3. Enzimin Afinite Kromatografisi ile Saflagtirilmasi

2.2.4.3.1. Afinite Jelinin Sentezi

Bu ¢alismada kullanilan afinite jeli, Arslan ve galisma ekibi (2004) tarafindan
literatlire kazandirilan yonteme gore sentezlendi (Sekil 21). Bu yonteme gore CNBr ile
aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi, uzanti kolunu olusturmak {izere tirosinle
kovalent olarak modifiye edildi. Ligand olarak polifenol oksidaz (PFO) enziminin
spesifik bir inhibitorii olan p-aminobenzoik asit secildi. Bu sekilde elde edilen jel,
afinite kromatografisi ile Agseftali gesitinden PFO’nun saflastirilmasinda kolon dolgu

maddesi olarak kullanildi.

5 g CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye bir beher icerisinde 10 mL saf su
ilave edildi. Siispansiyonun pH’s1 2 M NaOH ile hemen 11,0’a ¢ikarilarak, pH sabit
kalana kadar takip edildi. i¢ine kiiciik buz pargalar atilan karisim, su trombu yardimiyla
mavi banttan siiziilldi. Siizge¢ kagidi tizerinde kalan kisim, 0,1 M pH 10,0 NaHCO3
tamponunu 250 mL’siyle yikanip, siiziilerek bir beher igerisine alindi. Siispansiyonun
tizerine 20 mL’sinde 10 mg L-Tirosin i¢eren 0,1 M pH 10,0 olan soguk NaHCOs3
tamponundan ilave edilerek, 90 dakika boyunca karistirildi. Bu islemden sonra
siispansiyon, 4 °C’de 16 saat bekletildi. Siire sonunda tekrar mavi banttan siiziilen
siispansiyon bol saf su ile yikandi. Mavi bant {izerinde kalan kisim, 0,2 M NaHCOs3;

tamponunun 100 mL’siyle yikand1 ve ayni tamponun 40 mL’si i¢ine alindi.

Buz banyosunda sogutulan 5 mL saf su igerisinde ¢6ziilen 75 mg NaNO,, 10 mL
1 M soguk HCl igerisinde ¢oziilen 25 mg p-aminibenzoik asit iizerine damla damla ilave
edildi. Buz banyosunda 10 dakika bekletilen karisim, 40 mL sepharose-4B-L-
tirosinsiispansiyonuna ilave edildi ve 2 M NaOH ile pH’1 9,5’e ayarlanarak 3 saat oda
sicakhiginda karistirildi. Mavi bant iizerine alinan siispansiyon once 1 L saf suyla,
ardindan 200 mL 0,01 M pH 6,0 Na;HPO, tamponuyla yikandi ve ayn1 tamponda
muhafaza edildi (Arslan vd., 2004).
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Sekil 21. Sepharose-4B’nin modifikasyon basamaklari.

2.2.4.3.2. Enzim Oziitiiniin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enzimin Eliisyonu

Sentezlenen afinite jeli, 1x15 cm boyutlarindaki kolona, hava kabarcig:
olusmayacak sekilde damla damla yiiklendi ve 50 mM pH 5,0 asetat tamponu ile
yikand: (kolonun iistiinden ilave edilen ve kolonun altindan toplanan tamponun 280
nm’de absorbans degerleri esit oluncaya kadar). Bu sekilde dengelenen kolona, enzim
oziitli tatbik edildi ve jel tekrar 50 mM pH 5,0 asetat tamponu ile yikandi. Boylece
afinite jeline tutunmayan diger tiim proteinler ve maddeler ortamdan uzaklastirilmis
oldu. Jele tutunan enzimler ise, 1 M NaCl iceren 50 mM pH 8,0 fosfat tamponuyla
tiiplere 4’er mL halinde eliie edildi. Enzim eliatlarinin toplandigi her bir tiipte 280

nm’de protein tayini ve belirlenen substrat ile aktivite tayini yapildi.
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2.2.4.4. Protein Tayini

Saflastirilan enzim c¢ozeltisinde, aseton ¢Oktiirmesi sonrasi ve ham ekstrattaki
protein miktarlar1 Bradford yontemiyle belirlendi. Bu yontem Coomassie Brillant Blue
G-250’nin proteine baglanmasi esasina dayanmaktadir. Olusan kompleksin en yiiksek
absorbans degeri 595 nm’de okunur. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli bir sekilde
olur. Protein—boya kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire muhafaza edilir. Bu yontemin
hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford, 1976).

Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi: Kalibrasyon grafigi ¢izmek igin
hazirlanan BSA ¢ozeltisinden (1 mg/mL) deney tiiplerine son konsantrasyonu 10, 20,
40, 60, 80 ve 100 pg/mL olacak sekilde konuldu. Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1
mL’ye tamamlandi. Tiiplerin hacmi Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi ile 5 mL’ye
tamamlandi ve vortex ile karistirildi. Proteine boyanin tam olarak baglanabilmesi igin
10 dakika beklendi ve sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore karsi absorbans
degerleri okundu. Kor olarak 0,1 mL aym tampon ve 5 mL’ye renklendirme
reaktifinden olusan karisim kullanilarak absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein

degerleri standart grafik haline getirildi.

Numune ¢alismalart i¢in, ham enzim ekstrakti, aseton ¢oktiirmesi ve saf enzim
¢ozeltilerinden li¢ ayr tiipe sirasiyla 100 pl alinarak iizerlerine 5 mL olacak sekilde
renklendirme reaktifi ilave edildi. Vorteks ile karistirilip 10 dakikalik bir inkiibasyondan
sonra 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Bu islem 3 defa tekrarlanarak 3 ayr
Ol¢limiin aritmetik ortalamasi alinip standart grafikten yararlanilarak protein miktarlar

belirlendi.

2.2.4.5. Dogal ve SDS Poliakrilamid Jel Elektoroforezi

Dogal-PAGE, SDS icermeyecek sekilde hazirlanan %5°1ik yiikleme jeli ve %8’lik
ayirma jeli kullanilarak yapildi. Jeller hazirlandiktan sonra tanka yerlestirildi ve tank,
dogal PAGE yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Yiikleme tamponu ile karistirilan
ornekler Hamilton siringasi yardimi ile kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez {initesi buz

dolu bir kabin icerisine yerlestirilerek, boya, yigma jelinden ¢ikana kadar yaklasik 15
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dakika 20 mA’de, daha sonra da ayirma jelinin alt kismina gelene kadar 1-1,5 saat 25

mA’de yiiriitiildii.

Dogal elektroforez sonrasi sistemden ¢ikartilan, jel ikiye béliindii. ikiye béliinen
jelin bir tarafi, substrat ¢ozeltisi (24 mM, L-DOPA), diger tarafi da Coomassie Brillant
Blue R-250 ile boyandi. Coomassie Brillant Blue R-250 ile boyanan jel, boyama
uzaklastirma ¢ozeltisi igerisinde (destaining) 2-3 saat ¢alkalandi. Bantlar goriiniir hale

getirildi. Bantlar1 goriiniir hale getirilen jeller, jel goriintiileme cihazinda kaydedildi.

SDS-PAGE, yiikleme jeli %5°lik ve ayirma jeli %8’lik olacak sekilde hazirlandi
ve cam plakalar arasina dokiildii. Saflastirma basamaginin her agsamasindan bir 6rnek
SDS yiiriitme boyasiyla karistirildi ve 90 °C’de 5 dakika bekletildikten sonra, molekiil
agirligi bilinen standart proteinler ve 6rnekler ayri ayri kuyucuklara Hamilton siringasi
yardimiyla yiiklendi. Jelde olusan boya, yiikleme jelinden ¢ikana kadar yaklasik olarak
15 dakika 20 mA’de, daha sonra da ayirma jelinin alt kismina gelene kadar 1-1,5 saat 25
mA’de yiiriitiildii. Elektroforez islemi sona erdikten sonra, jel sisteminden dikkatlice
alinarak, giimiis boyama islemleri gerceklestirildi. Bantlar goriintir hale getirildi.

Bantlar: goriiniir hale getirilen jeller, jel goriintiileme cihazinda kaydedildi.
2.2.4.6. SnO,: Sb Ince Film Uzerine Polifenol Oksidazin immobilizasyonu
2.2.4.6.1. SNO,: Sb Ince Film Jeli Hazirlamsi

8,370 gr SnCl,.2H,0 120 mL etanolde 80 °C’de 1 saat karigtirildi. 0,278 gr SbCl;
tartilip, 20 mL etanolde 80 °C’de 1 saat karistirildi. Bu iki ¢ozelti birlestirildi ve 80
°C’de 1 saat karistirildi. Homojen jel elde edildi (Terrier vd., 1997; Kocyigit vd., 2012).
2.2.4.6.2. SNO,: Sb ince Film

Mikroskop camlar 1 cm x 1 cm ebadinda kesildi. Sirasiyla saf su, metanol,

asetonla ultrasonik su banyosunda temizlendi. Etiivde 120 °C’de kurutuldu. Isiticili

manyetik karigtiricida 270 °C 1sitilan camlar hazirlanan SnO,.: Sb ince film jeli ile 60
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cm’den piiskiirtiilerek kaplandi (Ravichandran vd., 2009a). Kiil firinina koyularak 1 saat
500 °C bekletildi. Kiil firin1 kapagi agilmadan sogumaya birakildi.

2.2.4.7. Enzim immobilizasyonu

SnOy: Sb ince filmleri Agseftali’sinden saflagtirilan PFO ¢ozeltisine eklendi ve 4
°C, 1 gece bekletildi. Sonrasinda 6rnekler tamponla 3 kez yikanarak tutunmayam

proteinler uzaklastirildi ve immobilize enzim kullanilincaya kadar tamponda saklandi.

Immobilizasyon 6ncesi ve sonrasi siiziintiilerde bulunan enzimin aktivite tayinleri
yapilarak %verim hesaplandi. Immobilizasyon verimi (%)= (A-B)/A x 100 i¢in denklem
kullanildi. Burada A immobilizasyon oncesi enzimin baslangic aktivitesi, B

immobilizasyon sonrasi siiziintiilerdeki enzimin toplam aktivitesidir (Hou vd., 2015).
Ayrica immobilizasyon dncesi ve sonrasi siiziintiilerde protein tayinleri yapilarak
da %verim hesaplandi. Immobilizasyon verimi (%)= (X-Y)/X x 100 i¢in denklem
kullanildi. Burada X immobilizasyon dncesi toplam protein miktari, Y immobilizasyon
sonrast yikama ¢ozeltilerindeki toplam protein miktaridir (Yagar ve Sarioglu, 2002b).

2.2.4.8. Enzim immobilizasyonunun Karakterizasyonu

SnO;: Sb ince filmin yilizey morfolojisi enzim immobilizasyon dncesi ve sonrast

AFM (VEECO, Multi mod 8) ve SEM (ZEISS, EVO LS10) ile analiz edildi.

SnO,: Sb ince filmin kristal yapist enzim immobilizasyonu dncesi ve sonrast XRD

(Rigaku SmartLab) cihaziyla incelendi.

SnO;y: Sb ince filmin enzim immobilizasyon Oncesi ve sonrasi 650-4000 cm™*oda

sicakliginda FTIR spektrum (PerkinElmer) analizi yapildi.
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2.2.4.9. Serbest ve Immobilize Enzimlerin Karakterizasyonu

2.2.4.9.1. Substrat Ozgiinliigii

Serbest ve immobilize enzimin substrat Ozgiinliigiinii belirlemek amact ile
4-metil katekol, katekol ve L-Tirosin substratlar1 kullanilarak aktivite tayinleri

gergeklestirildi. Boylece enzimin en etkin calistigi substrat belirlendi.

2.2.4.9.2. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Serbest ve immobilize PFO aktivitesi tizerine pH’nin etkisini belirlemek amaciyla
50 mM glisin-HCI (pH 2,0 ve 3,0), 50 mM sodyum asetat (pH 4,0 ve 5,0), 50 mM fosfat
(pH 6,0 ve 7,0), ve 50 mM Tris- HCI ( pH 8,0 ve 9,0) tamponlari kullanilarak ayr1 ayri
aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen aktivite degerleri kullanilarak pH-%bagil aktivite
grafigi ¢izildi. Aktivitenin en yiiksek oldugu pH degeri, optimum pH olarak tespit
edildi. Bundan sonraki g¢alismalarda aktivite tayinleri optimum pH degerlerinde
gerceklestirildi (Kolcuoglu, 2012).

2.2.4.9.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhk Etkisi

Serbest ve immobilize PFO enzim {izerine sicakligin etkisini incelemek amaci ile
0-70 °C araliginda 10 °C’lik artiglarla aktivite tayinleri gergeklestirildi. Tampon ve
substrat ¢ozeltisinden olusan karistm 0-10 °C araliginda sogutmali inkiibatorde,
20-70 °C araliginda ise su banyosunda 5 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon karigimina
MBTH, DMF ve saf enzim eliiat1 ilave edildikten sonra enzim aktivitesi, miimkiin
oldugunca hizl bir sekilde dl¢iildii. Sicakliga kars1 %bagil aktiviteler grafige gecirilerek
optimum sicaklik degerleri belirlendi (Kolcuoglu, 2012).

2.2.4.9.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Serbest ve immobilize enzimin Km ve Vmaks degerlerinin belirlenebilmesi igin
optimum sartlar altinda 4-metil katekoliin farkli konsantrasyonlarda (serbest enzim igin

0,1-10 mM ve immobilize enzim i¢in 0,5-10 mM) enzim aktivitesi tayinleri yapildi.
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1/V ve 1/S degerleri bulunarak Linewear-Burk grafigi ¢izildi. Km ve Vmaks degerleri

grafik denkleminden yararlanilarak hesaplandi (Lineweaver ve Burk, 1934).

2.2.4.9.5. pH Kararlihginin incelenemsi

Serbest ve immobilize enzimin pH kararliligin1 belirlemek amaciyla, 50 mM
glisin-HCI tamponu (pH 3,0), 50 mM sodyum asetat tamponu (pH 4,0-5,0), 50 mM
fosfat tamponu (pH 6,0-7,0) ve 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponlari ile 1:1 oraninda
karistirildi. Enzim-tampon karisimlart 4 °C 24 saat inkiibe edildikten sonra optimum
sartlar altinda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Ayn1 sekilde hazirlanmig fakat inkiibe
edilmemis enzim-tampon karisimlarinin optimum sartlar altinda aktivitelerine bakilarak
bu degerler %100 olarak kabul edildi ve bu degerlerden faydalanarak inkiibe edilen

enzimlerin %kalan aktiviteleri hesaplandi (Kolcuoglu, 2012).

2.2.4.9.6. Isil Kararhligin incelenmesi

Serbest ve immobilize enzimin 1si1l kararliligini belirlemek amaciyla enzim
¢ozeltisi, 50 °C, 60 °C ve 70 °C, 15, 30, 45 ve 60 dakika bekletildi. Daha sonra
optimum sartlar altinda aktivite tayinleri gergeklestirildi. Herhangi bir 6n islem
uygulanmamis enzimin aktivitesi %100 kabul edilerek, inkiibe edilen enzimlerin

%kalan aktiviteleri hesapland: (Arslan vd., 2004).
2.2.4.9.7. immobilize Enzimin Depolama Kararhhg

Immobilize enzimin depolama kararliligmi incelemek amaci ile buzdolabinda
4 °C de saklanan immobilize enzimlerden 24 saatte bir alinan drnekler kullanilarak 15

giin boyunca enzim aktivite tayinleri yapildi. ilk giin 6lgiilen enzim aktivitesi %100
kabul edilerek sonuglar degerlendirildi (Arica vd., 2004).
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2.2.4.9.8. Immobilize Enzimin Tekrar Kullanilabilirliginin Belirlenmesi

Immobilize enzimin tekrar kullanim sayisini dlgmek amaci ile alman immobilize
enzim Ornegi ile aktivite tayini yapildi. immobilize enzim her aktivite &lgiimiinden
sonra 50 mM pH 6,0 fosfat tamponuyla yikandi ve tekrar aktivite tayini gergeklestirildi.
[k 6lgiim degeri %100 kabul edilerek sonuglar degerlendirildi (Milani vd., 2015).
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3. BULGULAR

3.1. Polifenol Oksidazin Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi

Sepharose 4-B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit jeli sentezlenerek yapilan afinite
kromatografisi sonucu, toplanan eliiatlardan olusturulan fraksiyonlar icin, 280 nm’de
protein miktar1 ve 496 nm’de 4-metil katekol substrati varliginda PFO aktivitesi
spektrofotometrik olarak tayin edildi. 1’den 29’e kadar numaralandirilan fraksiyon
tiiplerine gelen eliiatlar 4’er mL halinde toplandi (Sekil 22). Toplam eliiatlarda PFO
aktivitesi en iyi olan fraksiyon saf enzim eliiati olarak belirlendi. Saf enzim eliiatinda,
aseton ¢oktiirmesi sonrasi Oziitte ve ham ekstrak ¢ozeltilerinde Bradford yontemiyle

toplam protein tayini yapilarak saflagtirma tablosu hazirlandi (Tablo 5).

Tablo 5. Agseftali’sinden (Prunus persica L.) saflastirilan polifenol oksidaza ait
saflastirma tablosu.

Toplam  Spesifik

Saflagtirma Hacim  Aktivite  Toplam  Protein  Protein  Aktivite Saflastirma
Basamagi (mL)  (U/mLdak) Aktivite (mg/mL) (mg) (U/mg) Verim Katsayisi
Ham
Enzim 50 4480 224000 3,74 187 119786 100 1
Oziitii
Aseton 4, 9720 97200 0,49 4.9 10836,73 4339 16,56
Coktiirmesi
- 4 2040 8160 0,02 0,08 102000,00 3,64 85,15
Afinite
0.35 - 2500
—~ 03 + =
g —a— Absorbans (280 nm) + 2000 S
o 0.25 - . =
8 —e— Aktivite (U/mLdak) 1 1500 3.
—~ 02 - =
: £
o (.15 =
g 015 - 1000 £
2 01 <
- 500
0.05 -
0 - - 0

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28

Fraksiyon Numarasi

Sekil 22. PFO’nun saflagtirilmasina ait afinite kromotagrafisi grafigi.
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3.2. Dogal ve SDS Poliakrilamid Jel Elektoroforezi

Afinite kromatografisi sonucu elde edilen saf enzim eliiatinda, PFO’nun varlig
yapilan dogal elektroforezle ortaya konuldu. Soguk ortamda yapilan dogal
elektroforezde, jelin her iki tarafina saf enzim eliiat1 yiiklendigi i¢in, dogal elektroforez
sonrasinda jel ortadan ikiye boliindii. ikiye béliinen jelin, bir tarafi substrat boyama
¢ozeltisi (24 mM L-DOPA) ve diger tarafi ise Coomassie Brillant Blue R-250 boyama
cozeltisiyle boyandi. Olusan bantlar jel goriintiileme cihazinda kaydedildi (Sekil 23).

Sekil 23. Dogal-PAGE (a: Susbtrat boyama (24 mM L-DOPA), b: Coomassie Brillant
Blue R-250 boyama).

Dogal elektroforez sonucunda, Sekil 23b’de Coomassie Brillant Blue R-250
boyama ile saf enzim eliiatinda tek bir protein oldugu ve bunun da Sekil 23a’da substrat

boyamasiyla PFO’ya ait oldugu ortaya konuldu.
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a b c d

15 kDa

—» 250 kDa
—»  150kDa
> 100 kDa
— 75 kDa
—» 50 kDa
—» 37 kDa
25 kDa
:t 20 kDa
—>
—>

10 kDa

Sekil 24. SDS - PAGE (a: Ham enzim ekstrakti, b: Aseton ¢oktiirmesi, ¢: Saf enzim, d:
Protein standarti).

251 m y =-1,3598x + 2,2943
R?=0,9644

O T 1

0 0.5 1
Log Rf

Sekil 25. Agseftali’sinden saflastirilan PFO i¢in SDS-PAGE yontemiyle protein
molekiil kiitlesi tayininde kullanilan standart grafik.
SDS-PAGE sonucunda Agseftali’sinden saflagtirilan PFO’nun molekiil agirligi
log MA-R; grafigi ¢izilerek yaklasik 41,0 ve 48,0 kDa agirliginda iki band hesaplandi
(Sekil 24, Sekil 25).

3.3. Polifenol Oksidaz Enziminin SnO,: Sb Ince Film Uzerine immobilizasyonu

Immobilizasyon islemi 2.2.4.7. anlatildif1 gibi gerceklestirildi. Immobilizasyon
verimi iki farkli sekilde hesaplandi. Immobilizasyon verimi immobilizasyon &ncesi
enzimin Dbaslangig aktivitesi ve immobilizasyon sonrasi enzimin kalan toplam
aktivitesine gore %23,75 olarak, immobilizasyon Oncesi enzim ¢ozeltisinde ve
immobilizasyon sonras1 yikama ¢ozeltilerinde toplam protein tayinleri yapilarak %32,50

olarak hesaplandi.
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2pm EHT = 2500k Signal A= SE{ e 12015 ornam 2 pm EHT = 25.00 kv Signal A = SE1 Date 84205 ornom

= WD= 40mm Mag= 500KX Chamber = 2.66e-004 Pa JiD.=;6.2iin Mag= 500KX Chamber =197e-004Pa

Sekil 26. SnO,: Sb ince filminin SEM gorintiisii a) SnO,: Sb ince filmin yiizeyi
b) PFO’nun immobilizasyonu sonrast SnO2: Sb ince filmin yiizeyi.

Enzim immobilizasyon islemi Oncesi ve sonrast SnO,: Sb ince filmin yiizey
morfolojisi SEM’de ¢ekilen fotograflar Sekil 26a ve 26b’de gosterildi. SnO,: Sb ince
filmin ve enzim ile kaplanan SnO,: Sb ince filmin SEM fotograflarina bakildiginda
ikisinin birbirinden gok farkli oldugu goriildii. Ince filmin dogal goriintiisii tanecikli
yapida oldugu ve immobilizasyon sonrasi ince filmin tanecikli yapis1 kayboldugu ve

kiiresel yapilarin olustugu goriildii.
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Sekil 27. SnO,: Sb nce filmini AFM gortntiisii a) 2D grafikler b) 3D grafikler
c) Kesit analizi d) Piirtizliiliik analizi.

Section Analysis

Sekil 28. PFO’nun immobilizasyonu sonrasit SnOy: Sb ince filminin AFM goriintiisii
a) 2D grafikler b) 3D grafikler c¢) Kesit analizi d) Piiriizliiliikk analizi
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Immobilizasyon &ncesi ve sonras1 SnO,: Sb ince filminin AFM goriintiisii Sekil
27 ve 28 verildi. SnO,: Sb ince filmin yiizeyi homojen olmadigi ve film yiizeyinin orta
kisminda yiginlarin oldugu tespit edildi. SnO,: Sb ince filmin ortalama yiizey
puriizlilik (RMS) ve aritmetik ortalama sapma (Ra) degerleri sirasiyla 26.059 nm ve
12.020 nm olarak bulundu. Enzim immobilize edilen SnO,: Sb ince filmin AFM
goriintlisiinde yiizeyinin daha homojen oldugu ve yiginlarin olmadigi goriildii.
Immobilizasyon sonras1 SnO,: Sb ince filmin RMS ve Ra degerleri sirasiyla 11.665 nm
ve 8.944 nm olarak bulundu. Bu sonu¢ SnO,. Sb ince film iizerine enzim

immobilizasyonun gergeklestigini gosterdi.

Siddet (au.)

T T T T T T
10 20 30 40 50 60 ]

Derece (28)
Sekil 29. PFO immobilizasyonu dncesi ve sonrast SnO3: Sh ince filmin XRD analizi
a) SnO3: Sb ince filminin XRD analizi b) PFO’nun immobilizasyonu sonrasi
SnO;,: Sb ince filminin XRD analizi.

Immobilizasyon dncesi ve sonrast SnO,: Sb ince filmin yapisal 6zellikleri XRD
analizi ile incelendi. SnO; tetragonal yapis1 (JCPDS41-1445) Sekil 29°da verilen XRD
grafigiyle gozlendi. SnO, Sny03, and Sh,Oj3 gibi ikinci yap1 pikleri tespit edilmedi. Sb
elementinin katkilanmasiyla SnO, latisi homojen dagilmis sonucuna varilabilir
(Moholkar vd., 2008). Ayrica, SnO,: Sb ince filmin iizerine enzim immobilizasyonuyla
SnO;: Sb ince filmin kristal yapisinin azaldigi goriildii (Abaci ve Yildiz, 2009).
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Kristal boyutu ortalamasi Scherrer formiilii kullanilarak en yiiksek pikler igin
hesapland1 (Kocyigit vd., 2012).

~ 091
B B cos B

Bu denklemde D nanopartikiiliin kristal boyutudur. f maksimum pikin yar1
genislik degeri ( FWHM)’nin radian cinsinden degerine esittir. 8 Bragg pik ac¢isidir. Bu
formiile gére SnO,: Sb ince filmin D degeri 12,30 nm iken SnO,: Sb ince film iizerine
enzim immobilizasyonuna ait D degeri 22,02 nm’dir. immobilizasyon islemiyle D

degeri artmistir.

100

Gecirgenlik (%)

m-. 2

T ’ T ¥ T T T T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Dalga sayis1 (cm™)
Sekil 30. PFO immobilizasyonu Oncesi ve sonrast SnO: Sb ince filminin FTIR
spektrumu a) SnO,: Sb ince film b) PFO’nun immobilizasyonu sonrast SnO,:
Sh ince filmi.

FTIR spektroskopisi olgiimleri, yapida meydana gelen bag yapilarini, titresimler
sayesinde tespit etmektedir. Immobilizasyon &ncesi ve sonrast SnO,: Sb ince filmin
FTIR spektrumlar1 650-4000 cm? araliginda analiz edildi. Sekil 30a ve 30b’ deki 762,
878, and ~1408 cm™ bandlar sirasiyla Sn-O-Sn, Sn-OH and SnO, lattice gerilme
titresimlerine aittir (Zhang vd., 2010). SnO,: Sb ince film piklerine ek olarak 1558-2167
cm™ arasinda degisen bandlar, kalint1 su ve alkol -OH gruplari karsilik gelir (Van Tran
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vd., 2010). Sekil 30a ile 30b karsilastirildiginda 1558 cm™ genis band kayboldugu ve
1555, 1653 cm™ bandlarin olustugu goriildii. Sekil 30b’de1653 vel555 cm™ bandlar
sirastyla, protein molekiiliiniin eklenmesinden dolayr amid I bandina ait C=O gerilme
titresimlerine ve protein omurgasindaki amid II bagina ait N-H bag1 ve C-N gerilme
titresimlerine aittir (Gu vd., 2009). 2914 cm* genis band C-H gerilme titresimlerine
atfedilebilir (John Kennedy vd., 2007).

Fiziksel metod ile immobilizasyon islemlerinde protein yiizeye elektrostatik,
hidrofobik/hidrofilik ve van der waals gibi gesitli etkilesimlerle tutunurlar (Elagl vd.,
2014). Immobilizasyon o6ncesi ve sonrast FTIR analizi incelendiginde, piklerde
genislemeler ve kaymalar oldugu, bu piklerdeki farklilasmanin SnO,: Sb ince film ile
enzim arasindaki elektrostatik, hidrofobik/hidrofilik ve van der waals gibi cesitli
etkilesimlerle i¢ ¢evrenin degistigini gostermektedir. Bu sonuglar bize adsorpsiyonla
immobilizasyonun basarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir. PFO’nun

SnO;: Sb ince filme immobilizasyonun sematik goriintiisii Sekil 31°de verilmistir.

o] o - 0.t %
Sn0y:Sb . ot g
e . o — o'+
PFO
a b c

Sekil 31. PFO’nun SnO;: Sb ince filmine immobilizasyonun sematik gosterimi a)
Mikroskobik camlar b) SnO,: Sb ince film ¢) SnO,: Sb ince filme immobilize
edilen PFO.

3.4. Serbest ve immobilize Enzim Aktivitesi Uzerine Cesitli Substratlarin EtKkisi

Serbest ve immobilize enzim aktivitesi iizerine cesitli substratlarin etkisini
incelemek amaci ile 4-metil katekol, katekol ve L-Tirosin substratlar1 kullanilarak

aktivite tayinleri gerceklestirildi ve %bagil aktiviteleri hesaplandi.

Serbest ve immobilize enzim aktivitesi lizerine c¢esitli substratlarin etkisi
incelendiginde; aktivitenin 4-metil katekol varliginda en yiiksek oldugu, katekol ve

L-Tirosin varhiginda 4-metil katekole gore daha diisiik oldugu tespit edildi (Tablo 6). Bu
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sonuglar dogrultusunda gerceklestirilen karakterizasyon g¢aligsmalarinda 4-metil katekol

substrat1 kullanildi.

Tablo 6. Serbest ve immobilize enzimin substrat 6zgiinligii.

Serbest PFO immobilize PFO
Substrat adi bagil aktivite (%) bagil aktivite (%)
4-Metil katekol 100,00 100,00
Katekol 75,70 79,72
L-Tirosin 26,16 56,42

3.5. Serbest ve immobilize Enzim Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi

Serbest ve immobilize enzim aktivitesi tizerine pH etkisini belirlemek amaci ile
farkli pH 2,0-9,0 degerleri arasinda tamponlar1 kullanilmasiyla ayr1 ayri aktivite

tayinleri yapildi ve pH-%bagil aktivite grafigi cizildi.

Sekil 32°de verilen grafiklerden yararlanarak serbest ve immobilize enzimin fosfat
tamponunun kullanildigi pH 6,0 degerinde en yiiksek aktivite gosterdigi tespit edildi ve

gerceklestirilen karakterizasyon ¢alismalarinda pH’s1 6,0 olan fosfat tamponu kullanildi.

120

100
——Q] —a—D

o
o

% Bagil Aktivite
5~ o
S o

N
o

o

pH

Sekil 32. Enzim aktivitesi {izerine pH nin etkisi a) Serbest enzim b) Immobilize enzim
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3.6. Serbest ve Immobilize Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Serbest ve immobilize enzim aktivitesine ait optimum sicaklik degerlerini
belirlemek i¢in 0-70 °C araliginda 10’ar derecelik artiglarla aktivite tayinleri
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglara gore sicaklik-%bagil aktivite grafigi ¢izildi (Sekil
33). Elde edilen grafiklere gore, serbest ve immobilize enzim aktivitesine ait optimum

sicakliklar sirasiyla 20 °C ve 30 °C olarak belirlendi.

120 —A—a

100 —-=b

[0}
o

% Bagil Aktivite
TN-))
S O

N
o

o

0 20 40 60 80
Sicaklik (°C)

Sekil 33. Enzim aktivitesi iizerine sicakhigm etkisi a) Serbest enzim b) Immobilize
enzim.

3.7. Serbest ve Immobilize Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun
Etkisi

Serbest ve immobilize enzim aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile degisimini
incelemek amaciyla daha Onceden belirlenen optimum sartlarda, farkli substrat
konsantrasyonlar1 kullanilarak reaksiyonlar gergeklestirildi. Elde edilen aktivite
sonuglar1 kullanilarak, kinetik verilerin belirlenmesi amaciyla Lineweaver-Burk grafigi
cizildi (Sekil 34a, 34b ve 34c). Serbest enzimin 4-metil katekol substrati varliginda Km
ve Vmaks degerleri sirasiyla 2 mM ve 100.000 U/mg protein olarak hesaplandi (Sekil
34a), Immobilize enzimin Km ve Vmaks degerleri iki farkli sekilde hesaplandi. Bu
sonuglara gore Sekil 34b’de Km ve Vmaks degerleri sirasiyla 1,4 Mm ve 27,78 U/
dak.cm? olarak, Sekil 34c ise Km ve Vmaks degerleri sirasiyla 1,4 mM ve 14.285,71

U/mg protein olarak hesaplandi.
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Sekil 34a. Serbest enzim i¢in Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 34b. immobilize enzim i¢in Lineweaver-Burk grafigi (U/dak.cm?).
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Sekil 34c. Immobilize enzim icin Lineweaver-Burk grafigi (U/mg protein).
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3.8. Serbest ve immobilize Enzimin pH Kararhhginin incelenmesi

Serbest ve immobilize enzim ile farkli pH’lardaki (3,0-8,0) tamponlar karistirildi.
4 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra enzimlerden alinarak reaksiyon karigimlari
hazirland1 ve aktivite tayinleri gerceklestirildi. Baslangi¢ ve 24 saat inkiibasyon sonucu

elde edilen aktiviteler karistirilarak pH-%kalan aktivite grafikleri ¢izildi (Sekil 35).

Sekil 35a ve 35b’de serbest ve immobilize enzimin incelenen pH degerlerinde
farkli aktivite profilleri sergiledigi goriildii. Immobilize enzim o6zellikle asidik

kosullarda serbest enzimden daha kararl1 bir profil sergiledi.

110
100
90
80
70
60

50 T T T T T 1 __‘._pH 5’0
0 4 8 12 16 20 24

Zaman (saat)

%Kalan aktivite

Sekil 35a. pH Kararliligi a) Serbest enzim (diiz ¢izgi) b) Immobilize enzim (kesikli

cizgi).
110 4
100
2 —a—pH 6,0
= 90
< —e—pH 7,0
= 80
3 —a—pH 8,0
(4+]
¥ 70 -#-pH6,0
XX
60 -+-pH7,0
50 | ‘ ‘ ‘ ‘ . ~&-pHB80

Zaman (saat)

Sekil 35b. pH Kararlilig1 a) Serbest enzim (diiz ¢izgi) b) immobilize enzim (kesikli
cizgi).
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3.9. Immobilize Enzimin Isil Kararliigin incelenmesi

Serbest ve immobilize enzimine ait 1s1l kararlilik profilini belirlemek amaciyla saf
enzim eluati ve immobilize enzim, 15, 30, 45, 60 dakika zaman dilimleri ve 50-70
°C’lik (10 °C’lik artiglar) sicaklik araliklarinda su banyosunda ayri ayr1 inkiibe edildi.
Serbest ve immobilize enzimler oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra aktivite
tayinleri gergeklestirildi. %kalan aktiviteler herhangi bir 6n islem uygulanmamis saf
enzim eluati ve immobilize enzim optimum sartlarda belirlenen aktivite degerleriyle

karsilagtirilarak hesaplandi ve grafikler ¢izildi ( Sekil 36).

Elde edilen sonuglarda immobilize enzimin 1s1l kararlili§i serbest enziminkinde

daha 1yi oldugu goriildii.
120 +
100
< —&— 50 °C
= 80
b+ —— 60 °C
< 60 —a—70°C
c—E 40 -m- 50 :c
L 20 --¢-60°C
--&-70°C
0 ‘
( 70
220 -

Zaman (dakika)

Sekil 36. Isil kararlilig1 a) Serbest enzimin (diiz ¢izgi) b) Immobilize enzimin (kesikli
cizgi).

3.10. immobilize Enzimin Depolama Kararhhig
Enzim immobilizasyonunda depolama kararliligi 6nemli parametrelerdendir.
Immobilize enzimin depolama kararlilig1 fosfat tamponunda (50 mM, pH 6,0) 4 °C de 1

giin arayla 15 giin boyunca 6l¢iildii (Sekil 37). Sonug olarak immobilize enzimin 15 giin

sonunda baslangig aktivitesinin %59,13 korudugu goriildii.
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Sekil 37. immobilize enzimin depolama kararlilig1.

3.11. immobilize Enzimin Tekrar Kullanilabilirliginin incelenmesi

Bir enzimin yeniden kullanilabilirligi endiistriyel uygulamalar i¢in ¢ok 6nemlidir.
Immobilize enzim 3 ardistk operasyon sonrasinda ilk aktivitesinin %80,56sin1
korudugu ve 18 kere tekrarlanmadan sonra ise enzim aktivitesinin yaklagik %50

korudugu gortildi (Sekil 38).

100
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60 -
40 ~
20 -

% Kalan Aktivite
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Tekrar Kullanim Sayis1

Sekil 38. Immobilize enzimin tekrarlanabilirligi.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Bu calismada Igdir ilinde yetisen Agseftali’sinden (Prunus persica L.) PFO
afinite kromatografisi ile saflastirilarak SnO,: Sb ince filmine adsorpsiyon yoluyla
immobilize edildi. Immobilize enzim &ncesi ve sonrasi ince film yiizey yapist SEM,
AFM, FTIR ve XRD analizleri yapilarak degerlendirildi. Serbest ve immobilize enzimin
substrat 6zgiinliikleri, optimum pH’lari, optimum sicakliklari, Km ve Vmaks degerleri,
pH kararliliklar1 ve 1s1l kararliliklar1 belirlendi. Ayrica immobilize enzimin depolama

kararlilig1 ve tekrar kullanabilirligi arastirildi.

Saflagtirma igleminde Arslan vd. (2004) jel sentezleme yontemi kullanilarak
Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit afinite jeli hazirlandi. Sentezlenen afinite
jeli kullanilarak PFO Agseftali’sinden (Prunus persica L.) afinite kromatografisi ile
saflagtirildi. Ham enzim ekstraktinin spesifik aktivitesi 1.197,86 U/mg protein olup,
afinite kromatografisi sonucu saflastirilan PFO’nun spesifik aktivitesi 102.000,00 U/mg
protein olarak bulundu. Bu sonuglar degerlendirildiginde PFO’nun Agseftali’sinden
(Prunus persica L.) %3,64 verimle 85,15 kat saflastirildigi belirlendi. Benzer
calismalarda; PFO, afinite kromatografisi yontemi ile Sepharose-4B-L-tirosin-p-
aminobenzoik asit afinite kolonu kullanilarak, dut meyvesinden (Morus alba L.) 74,20
kat (Arslan vd., 2004), Boletus erythropus mantarindan 28,5 kat (Ozel vd., 2010),
Lactarius piperatus L. mantarindan 13,9 kat (Oz vd., 2013), feslegenden (Ocimum
basilicum L.) 11,5 kat (Dogan vd., 2005), Macrolepiota gracilenta mantarindan 65,3 kat
(Kolcuoglu, 2012) ve yaban armudundan (Pyrus elaegrifolia) 31,50 kat (Ulker Yerlitiirk
vd., 2008) saflastirildig: rapor edilmistir.

Agseftali’sinden (Prunus persica L.) afinite kromatografisiyle saflagtirilan PFO
icin dogal-PAGE yapildi (Sekil 23). Jelin iki tarafina saf enzim eliiati yiiklendi ve
dogal-PAGE bittikten sonra jel ikiye boliindii. Jelin bir tarafi substrat boyama ¢ozeltisi
(L-DOPA) ve diger tarafi ise Coomassie Brillant Blue R-250 boyama ile boyandi. Her
iki boyamada da gozlenen tek bandin varligi ile enzimin saflig1 tespit edildi (Sekil 23).

SDS-PAGE’de ham enzim ekstrakti, aseton ¢oOktiirmesi, saf enzim ile birlikte

molekiil agirligi bilinen standart protein numuneleri ayn1 zamanda birlikte yiiriitildi
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(Sekil 24). Log MA-Rf standart grafigi ¢izildi (Sekil 25). Cizilen bu grafikten saf enzim
icin Rf degeri hesaplandi. Saf enzimin molekiil agirligi yaklasik 41,0 ve 48,0 kDa
olarak iki alt birimli belirlendi (Sekil 25). Literatiirde PFO’nun SDS-PAGE sonucu
molekiil agirligi, Malpighia glabara L. PFO’su 52,0 ve 38,0 kDa olarak iki alt birimli
(Kumar vd., 2008), kestane PFO’sunun molekiil agirligr 32,5 kDa (Gong vd., 2015) ve
Lactarius piperatus PFO’sunun molekiil agirhign 40,0 kDa olarak (Oz vd., 2013)
bildirilmistir.

Enzimler endiistride ve biyoteknolojide gesitli amaglarla kullanilmaktadir. Bu
katalizorleri endiistri i¢in daha ¢ekici hale getirmek ve daha kapsamli kullanmak i¢in
enzim immobilizasyonlarina olan ilgi son yarim yiizyildir ¢ok artmistir (Telefoncu,
1997). Bu c¢alismada, enzim immobilizasyonu igin destek materyali olarak SnO,: Sh
ince filmi kullamldi. Immobilizasyon verimi iki farkli sekilde hesaplandi.
Immobilizasyon verimi immobilizasyon &ncesi enzimin baslangic aktivitesi Ve
immobilizasyon sonrasi enzimin kalan toplam aktivitesine gore %23,75 olarak,
immobilizasyon Oncesi enzim ¢ozeltisinde ve immobilizasyon sonrast yikama
¢ozeltilerinde toplam protein tayinleri yapilarak %32,50 olarak hesaplandi. Bu iki verim
arasindaki farkin protein denatiirasyonundan kaynaklandigi sonucuna varildi.
Immobilizasyon &ncesi ve sonrast SnO,: Sh ince filmin yiizey morfolojosindeki
degisikler SEM ve AFM ile analiz edildi (Sekil 26, Sekil 27 ve Sekil 28). SEM analizi
sonucu immobilizasyon Oncesi ve sonrasi farkliliklar oldugu tespit edildi.
Immobilizasyon &ncesi SnO,: Sh ince filmin yiizeyinde tanecikli yapilar oldugu
immobilizasyon sonrasi yapida ise tanecikli yapilar kaybolup kiiresel yapilarin olustugu
goriildii (Sekil 26). Literatiirde daha dnce yapilan immobilizasyon ¢aligmalarinda yiizey
morfolojisindeki degisimler SEM ile analiz edilidigi rapor edilmistir (Arica vd., 2004;
Boyiikbayram vd., 2006; John Kennedy vd., 2007; Cil vd., 2007; Dinger vd., 2012).
Immobilizasyon 6ncesi ve sonrast AFM analiz yapildiginda yine yapilarda degisim
gorildi (Sekil 27 ve Sekil 28). AFM analizi yapilan SnO;: Sb ince filmin RMS degeri
26,059 nm ve Ra degeri 12,020 nm olarak bulundu (Sekil 27). Immobilizasyon sonrasi
ise RMS degeri 11,665 nm ve Ra degeri 8,944 nm olarak tespit edildi (Sekil 28).
Bu sonug¢lar PFO’nun immobilizasyonu yiizeyi daha piiriizsiiz yaptig1 tespit edildi.
Literatiirde daha oOnce yapilan enzim immobilizasyonu c¢alismalarinda immobilize

yapilarin yiizey degisimlerini incelemek i¢in AFM kullanildig1 ve benzer sonuglara
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varildig1 goriilmistiir (Wang vd., 2002; Bal, 2012; Karpuz, 2013). SnO,: Sb ince filmin
kristal yapisi incelemek amaciyla immobilizasyon oncesi ve sonrast XRD analizi
yapildi (Sekil 29). Yapilan XRD analizi sonucunda Sb elementinin katkilanmasiyla
SnO; latisi homojen dagilmis oldugu sonucuna varildi (Moholkar vd., 2008). Ayrica
immobilizasyon Oncesi ve sonrasi piklerde belirgin farkliliklar oldugu goriildii.
Immobilizasyon sonrasi pik siddetlerinde belirgin azalmanm yiizeye tutunan enzimin
amorf yapisindan kaynaklandigi kanisina varildi (Abaci ve Yildiz, 2009). Ayrica XRD
analizi ile D nanopartikiiliin kristal boyutu hesaplandi. SnO;: Sb ince filmin D degeri
12,30 nm iken SnO,: Sb ince filmin {izerine enzim immobilizasyonuna ait D degeri
22,02 nm olarak hesaplandi. D degerinin enzim immobilizasyonuyla artttig1 sonucuna
varildi. Immobilizasyon oncesi ve sonrast SnO,: Sb ince filmin yiizeyinde meydana
gelen bag yapilar1 FTIR analizi ile belirlendi (Sekil 30). Yapilan analiz sonucunda Sekil
30°da 762, 878, and ~1408 cm™ bandlar sirastyla Sn-O-Sn, Sn-OH and SnO, lattice
gerilme titresimlerine ait oldugu goriildii (Zhang vd., 2010). Bu sonug istenilen SnO;:
Sb ince filmin olustugunu gostermektedir. immobilizasyon sonras1 1653 ve 1555 cm™
bandlar sirasiyla, protein molekiiliiniin eklenmesinden dolay1 amid I bandina ait C=0O
gerilme titresimlerine ve protein omurgasindaki amid II bagina ait N-H bagi ve C-N
gerilme titresimlerine ait oldugu belirlendi (Gu vd., 2009). SEM, AFM, XRD ve FTIR
analiz sonuglar1 incelendiginde, Agsetali’sinden (Prunus persica L.) saflastirilan
PFO’nun SnO,: Sb ince filmine immobilizasyonunun basarili bir sekilde gerceklestigi

goriildii.

Serbest ve immobilize enzimin substrat 6zgiinliigiinii incelemek amaciyla 4-metil
katekol, katekol, L-Tirosin substartlar1 kullanild1 (Tablo 6). Bu substratlar i¢in serbest
ve immobilize PFO’nun en ¢ok aktivite gosterdigi substrattan en az aktivite gosterdigi
substrata dogru 4-metil katekol, katekol, L-Tirosin oldugu tespit edildi. Serbest enzim
L-Tirosin substrati ile enzim aktivitesi gosterdi (Bagil aktivite %26,16). Ancak serbest
enzim 4-metil katekol ve katekol igin daha yiiksek enzim aktivite gdsterdi. Immobilize
enzim de benzer substrat 6zglinliigi profili gosterdi. Bu sonuglara gore serbest ve
immobilize enzimin difenolaz aktivitesinin monofenolaz aktivitesinden daha yiiksek
oldugu tespit edildi. Ancak PFO’nun immobilizasyonu ile enzimin L-Tirosin
oksidasyonunu katalizleme potansiyelinin arttig1 belirlendi. Yiiksek ticari degerine sahip

L-DOPA’nin enzimatik yolla L-Tirosinden sentezi ticari 6neme sahiptir (Ates vd.,
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2007). Calisilan PFO’nun immobilizasyonu sonucu L-Tirosine etkisinin artmasi
immobilize Agseftalisi (Prunus persica L.) PFO’sunun L-DOPA iiretimi igin
kullanilabilir olabilecegini gosterdi. Kose tarafindan yapilan bir ¢alismada, PFO’yu
Sakarya ilinde yetisen roka (Eruca vesicaria) bitkisinden karakterize etmis, bu enzimi
Ca-aljinat, Ba-aljinat, aljinat-poliakrilamit ve poliakrilamit destek materyallerine
immobilize etmis ve Substrat 6zgiinliigiinii incelemistir. Serbest ve immobilize enzim
igin en iyi substratin 4- metil katekol oldugunu rapor etmistir (Kose, 2010). Literatiir de
PFO igin substrat 6zgiinliigii incelendiginde Macrolepiota mastoid mantar1 PFO’sunun
(Kolcuoglu vd., 2007), Russula delica (Russulaceae) PFO’sunun (Keskin, 2009), cagla
badem (Prunus dulcis) bitki PFO’sunun (Giingér, 2008), Lactarius salmonicolor mantar
PFO’sunun (Dedeoglu, 2009) ve Ocimum basilicum L. PFO’sunun (Turan, 2005) en iyi

substratinin 4-metil katekol oldugu bildirilmistir.

PFO’nu optimum pH’s1t enzimin saflastirma basamagina, substratina, enzimin
kaynagina gore degisiklik gosterir. Genellikle PFO icin optimum pH araligi 4,0-7,0
arasindadir (Beena ve Gowda, 2000; Kocatiirk, 2008). Immobilize enzimler serbest
enzimlere gore ya daha genis pH araliginda ya da ayni pH araliginda daha yiiksek enzim
aktivite gosterirler (Dinger vd., 2012). Serbest ve immobilize enzimin optimum pH’s1
incelendiginde, immobilizasyon oncesi ve sonrasi enzimlerin en yiiksek aktiviteyi pH
6,0 gosterdigi tespit edildi (Sekil 32). Sekil 32’de goriildiigii gibi immobilize enzimin
serbest enzime gore aktivitesi asidik pH’da daha yiiksektir. Khan ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢alismada, patates (Solanum tuberosum) PFO’sunu Celite 545 ile
immobilize etmisler, immobilizasyon oncesi ve sonrast PFO’nun optimum pH’sin1 6,0
bulmuglar, pH profiline bakildiginda immobilize enzimin asidik pH’da enzim
aktivitesinin serbest enzime gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdlr (Khan vd.,
2006). Merck firmasindan temin edilen ticari mantar tirosinaz (T3824) jelatin filme
hapsolma ve adsorpsiyon yontemleriyle immobilize edilmistir. Serbest enzim ve jelatine
hapsolma yontemiyle immobilize edilen enzimlerin optimum pH’s1 6,0, jelatine
adsorsiyon yontemiyle immobilize edilen enzim optimum pH’s1 5,5 olarak bulunmustur
(Tetik, 2015). Kitosan-kil kompozit boncuklart ile immobilize edilen mantar
tirosinazinin (T7755) immobilizasyon oncesi ve sonrasi optimum pH’s1 degismemis ve
pH 7,0 olarak bulunmustur (Dinger vd., 2012). Eruca vesicaria PFO’su Ca-aljinat, Ba-

aljinat, aljinat poliakrilamit ve poliakrilamit ile hapsolma yontemiyle immobilize
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edilmis. Serbest ve 4 farkli malzeme ile immobilizasyon sonrasi enzimlerin optimum
pH’s1 5,0 olarak bulunmustur (Kose, 2010). PFO’nun iletken kopolimer ile
immobilizasyon galismasinda serbest enzim optimum pH’s1 5,0 iken immobilize enzim
pH’s1 7,0 olarak bulunmustur (Boyiikbayram vd., 2006). Cydonia Oblonga PFO serbest
enzim optimum pH’s1 8,0 iken (Yagar ve Sarioglu, 2002a), kil ile immobilizasyonunda
enziminin optimum pH’s1 9,0 olarak bulunmustur (Yagar ve Sarioglu, 2002D).

Serbest ve immobilize enzimin optimum sicakligi incelendiginde sirasiyla 20 °C
ve 30 °C olarak belirlendi (Sekil 33). Immobilizasyon sonrasi enzimin optimum
sicakligi artti. Ayrica immobilize enzim 50 °C, 60 °C ve 70 °C’lerde serbest enzime
gore daha yiiksek aktivite gosterdi (Sekil 33). Literaturdeki birgok caligmada da
immobilize enzimin serbest enzime gore daha yiiksek optimum sicaklik gosterdigi
bildirilmistir. Merck firmasindan temin edilen ticari mantar tirosinazi (T3824) jelatin
filme hapsolma ve adsorpsiyon yontemleriyle immobilize edilmistir. Serbest ve jelatin
filme hapsolma ve adsorpsiyon ile immobilizasyon sonrasi enziminlerin optimum
sicakliklar1 sirastyla 25 °C, 30 °C ve 30 °C olarak bulunmustur (Tetik, 2015). Eruca
vesicaria PFO’su Ca-aljinat, Ba-aljinat, aljinat-poliakrilamit ve poliakrilamit ile
hapsolma yontemiyle immobilize edilmistir. Serbest enzim, Ba-aljinat, aljinat-
poliakrilamit ve poliakrilamit ile immobilize edilen enzim i¢in optimum sicaklik 20 °C
iken Ca-aljinat ile immobilize edilmis enzimin sicakligt 30 °C olarak bulunmustur
(Kose, 2010). Kiralp ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismada, Sigma firmasindan
temin edilen PFO kopolimerlere immobilize edilmistir. Serbest enzim ve polipirol
elektroduna immobilize edilen enzimin (PPy/PFO) optimum sicakligir 40 °C, pirol ile
mentil grubunun kopolimerasyonuyla elde edilen elektroda immobilize edilen enzimin
((MM/PPy/PFO) optimum sicakligi 60 °C olarak bulunmustur (Kiralp vd., 2003). Sigma
firmasindan temin edilen ticari mantar tirosinazi (T7755) kitosan-kile immobilize
edilmistir. Serbest enzimin optimum sicaklig1 25-30 °C arasinda ve immobilize enzimin
optimum sicaklig1 25 °C olarak bulunmustur (Dinger vd., 2012). Cydonia oblonga’dan
PFO kismi olarak saflastirilmis ve bentonite adsorpsiyon yontemiyle immobilize
edilmistir. Serbest enzim optimum sicakligi 40 °C (Yagar ve Sagiroglu, 2002a),
immobilize enzimin optimum sicaklig1 45 °C olarak bulunmustur (Yagar ve Sagiroglu,

2002b). Sigma firmasindan temin edilen ticari mantar PFO’su karboksimetilselulaz
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hidrojel boncuklarina immobilize edilmistir. Serbest ve immobilize enzimin optimum
sicakligr sirasiyla 40 °C ve 45 °C olarak bulunmustur (Arica, 2000).

Serbest enzimin 4-metil katekol substrati varliginda Km ve Vmaks degerleri
sirasiyla 2 mM ve 100.000 U/mg protein olarak hesaplandi (Sekil 34a). immobilize
enzimin Km ve Vmaks degerleri iki farkli sekilde hesaplandi. Ve bu sonuglara gore
Sekil 34b’de Km ve Vmaks degerleri sirasiyla 1,4 mM olarak hesaplanirken ve 27,78 U/
dak.cm? olarak, Sekil 34c ise Km ve Vmaks degerleri sirasiyla 1,4 mM ve 14.285,71
U/mg protein olarak hesaplandi. Km degeri enzimin substrata olan ilgisinin bir
gostergesidir. Km degeri ne kadar kiigiik ise enzimin substrata olan ilgisinin 0 kadar
bliylik oldugunu gosterir. Kati destek maddesi iizerine yapilan immobilizasyon
islemlerinde Km degeri genellikle artar. Literaturde immobilizasyon sonrasi enzimin
substrata olan ilgisi artarken Vmaks degerinin genelde azaldig1 rapor edilmistir (Ornek
Acar, 2009; Dinger vd., 2012). Agseftalisi PFO’sunun immobilizasyon Oncesi ve
sonras1 Km degeri birbirine yakin olarak (Prunus persica L.) bulundu. Iimmobilizasyon
sonrast enzimin substrata olan ilgisinde azda olsa bir artis gozlendi. Bu sonug igin
immobilizasyon iglemiyle enzimde olusan yapisal degisikliklerin aktif merkezi daha
uygun bir konuma getirdigini sdyleyebiliriz (Aytar ve Bakir, 2008). PFO’nun 4- metil
katekol varliginda Km ve Vmaks degerleri incelendiginde, Boletus erythropus’den
saflastirilan PFO igin 2,8 mM ve 1.430 U/mg protein olarak bulunmustur (Ozel vd.,
2010). Cydonia oblonga’dan PFO kismi olarak saflastirilmis ve enzim bentonite
adsorpsiyon yontemiyle immobilize edilmistir. Serbest ve immobilize enzim igin Km
degerleri 7,5 mM ve 7,6 mM olarak bulunmustur (Yagar ve Sagiroglu, 2002a; Yagar ve
Sagiroglu, 2002b). Sigma firmasindan temin edilen tirosinaz ¢apraz baglama
yontemiyle immobilize edilmistir. Serbest ve immobilize enzimlerin Km ve Vmaks
degerleri 0,47+0,03 mM, 5,74+0,13 (U/mg) ve 0,28+0,03 mM, 5,70+0,22 (U/mg) olarak
bulunmustur (Aytar ve Bakir, 2008). Sigma firmasindan temin edilen ticari PFO enzimi
polipirol (PPy) ve iletken kopolimere (P(PStPy-co-Py) immobilize edilmistir. Serbest
enzim Km ve Vmaks degerleri 0.14 mM ve 0.10 (umol/dak.mL), enzimin pirol ile
immobilizasyonu sonrast Km ve Vmaks degerleri 17,0 mM ve 0,0064
(umol/dak.elektrod), enzimin iletken kopolimere (P(PStPy-co-Py) immobilizasyonu
sonrast Km ve Vmaks degerleri 23 mM ve 0,0064 (umol/dak.elektrod) olarak bulmustur

(Ekinci, 2006). Sigma firmasindan temin edilen ticari mantar PFO’su
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karboksimetilselulaz hidrojel boncuklarina immobilize edilmistir. Serbest ve
immobilize enzimin Km ve Vmaks degerleri 0,62 mM, 1.890 (U/mg protein) ve 0,87
mM, 760 (U/mg protein) olarak bulunmustur (Arica, 2000). Sigma firmasindan temin
edilen PFO iletken kopolimere immobilize edilmistir. Serbest enzimin Km ve Vmaks
degerleri 4,0 mM ve 11,2 pmol/(dak.mg protein), enzimin PPy ile immobilizasyonu
sonrast Km ve Vmaks degerleri 62,0 mM ve 0,40 umol/(dak.cm?), enzimin MT1/PPy ile
immobilizasyonu sonrast Km ve Vmaks degerleri 74,0 mM ve 0,31 umol/(dak.cmz),
enzimin MT2/PPy ile immobilizasyonu sonras1 Km ve Vmaks degerleri 88,0 mM ve
0,22 pmol/(dak.cm?), enzimin MT3/PPy ile immobilizasyonu sonrast Km ve Vmaks
degerleri 100 mM ve 0,14 pmol/(dak.cm?) olarak bulunmustur (Y1ldiz vd., 2006).

Serbest ve immobilize enzimin pH kararlilig1 pH 3,0-8,0 araliginda 4 °C’de ve 24
saat inkiibe edilerek belirlendi (Sekil 35). pH 6,0 degerinde serbest enzim aktivitesini
%82,14 korurken immobilize enzim aktivitesini %86,3 korudugu tespit edildi. Serbest
enzim pH 7,0 degerinde enzim aktivitesini %60 {izerinde korurken immobilize enzim
%70 iizerinde korudugu goriildii. Immobilize enzimin serbest enzime gore asidik
bolgede aktivitesinde belirgin bir artis gézlendi (Sekil 35). Dinger ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen ticari mantar
tirosinazi (T7755) kitosan-kile immobilize edilmistir. pH 4,5-8,0 araliginda serbest ve
immobilize enzimin pH kararlilig1 incelenmis ve immobilize enzimin serbest enzime

gore asidik bolgede aktivitesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Dinger vd., 2012).

Serbest ve immobilize enzimin 50 °C, 60 °C ve 70 °C’de 15, 30, 45, 60 dakikalik
zaman araliklarinda 1s1l kararliligi incelendi (Sekil 36). Serbest enzimin 50 °C’de 60
dakika sonunda aktivitesini %70 korudugu, 60 °C’de 60 dakika sonunda aktivitesini
%44 korudugu ve 70 °C’de 15 dakikada aktivitesinin yaklasik %16 korudugu 30
dakikada ise aktivitesini tamamen kaybettigi goriildii (Sekil 36). Immobilize enzimin 50
°C 60 dakika sonunda aktivitesini %84 korudugu, 60 °C’de 60 dakika sonunda
aktivitesini %62 korudugu ve 70 °C’de 15 dakika sonunda akitivitesini %32, 30 dakika
sonunda aktivitesini %20, 45 dakika sonunda aktivitesini %19, 60 dakikada sonunda
aktivitesini %16 korudugu goriildii (Sekil 36). Immobilize enzimin serbest enzime gore
daha iyi bir 1s1l kararlilik sergiledigi tespit edildi. immobilize enzimin daha yiiksek 1s1l

stabilitesi, yiiksek sicakliklarda konformasyonel denatiirasyon Onlenmesi yoluyla
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enzimin stabilizasyonuna atfedilebilir. Bu sonu¢ enzimin endiistride kullanimi agisindan
onemlidir. Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen ticari mantar tirosinazin (T7755)
Kitosan-kile immobilize edilmistir. Serbest ve immobilize enzimin 1s1l kararliliklart
40 °C altindaki sicakliklarda ¢ok degismemis ve aktiviteleri %100 korunmustur. Serbest
enzim 40 °C’de 60 dakika sonunda aktivitesini %54 korudugu, immobilize enzimin 40
°C’de 60 dakika sonunda aktivitesini %73 korudugu goriilmiistiir. Serbest enzim 50
°C’de 60 dakika sonunda aktivitesini %14 korudugu, immobilize enzimin 50 °C’de 60
dakika sonunda aktivitesini %52 korudugu gorilmiistiir (Dinger vd., 2012). Solanum
tuberosum PFO’sunun Celite 545 immobilize edilmistir. Serbest ve immobilize enzimin
1s1l kararlilig1 2 saat sonunda 60 °C’de incelenmistir. Serbest enzim 2 saat sonunda 60
°C’de aktivitesini yaklagik %58 korudugu, immobilize enzimin 2 saat sonunda 60 °C’de
aktivitesini %77 korudugu gorillmistiir (Khan vd., 2006). Cydonia oblonga’dan PFO
kismi olarak saflagtirilmig ve enzim bentonite adsorpsiyon yontemiyle immobilize
edilmistir. Immobilize enzimin 1s1l kararlilig1 incelendiginde 10 °C ve 90 °C arasinda 60
dakikalik inkubasyon sonrasinda farkli oranlarda aktivitesini korudugu goriilmiistiir
(Yagar ve Sagiroglu, 2002a; Yagar ve Sagiroglu, 2002b). Sigma firmasindan temin
edilen ticari mantar PFO’su karboksimetilselulaz hidrojel boncuklarina immobilize
edilmistir. Serbest enzimin 50 °C’de 2 saat sonunda aktivitesini %44 korudugu,
immobilize enzimin 50 °C’de 2 saat sonunda aktivitesini %79 korudugu gorilmiistiir.
Serbest ve immobilize enzimin 55 °C’de 2 saat sonunda immobilize enzimin
aktivitesini serbest enzime gore daha iyi korudugu goriilmiistiir. Serbest enzimin 60
°C’de 30 dakika sonunda aktivitesini tamamen kaybettigi, immobilize enzimin 60 °C’de
75 dakika sonunda aktivitesini tamamen kaybettigi goriilmiistiir (Arica, 2000). Agaricus
bisporus mantar PFO’su AGE-75( Hex) polimerine immobilize edilmistir. Serbest
enzimin 50 °C aktivitesini %20,7 korudugu, immobilize enzimin 50 °C aktivitesini
%55,12 korudugu goriilmistiir. Serbest enzimin 60 °C’de aktivitesini tamamen
kaybettigi, immobilize enzimin 60 °C’de aktivitesini %20,39 korudugu gorilmiistiir
(Vaidya vd., 2007).

Immobilize enzimin depolama kararliligi fosfat tamponunda (50 mM, pH 6,0)
4 °C de 1 giin arayla 15 giin boyunca incelendi. immobilize enzimin 15 giin sonunda
aktivitesini %59,13 korudugu goriildii (Sekil 37). Agaricus bisporus mantar PFO’su
AGE-75( Hex) polimerine immobilize edilmistir. Depolama kararlilig1 14 giin boyunca

70



4 °C’de, immobilize enzim %>5’lik glutaraldehit ile 3 saat muamele ve %S5’lik
glutaraldehit ile 6 saat muamele edilerek incelenmistir. 14 giin sonunda serbest enzim
aktivitesini %18,3 korudugu, %5°lik glutaraldehit ile 3 saat muamele edilen immobilize
enzimin aktivitesini %48,12 korudugu, %5’lik glutaraldehit ile 6 saat muamele edilen
immobilize enzimin aktivitesini %70,95 korudugu gorilmistiir (Vaidya vd., 2007).
Eruca vesicaria PFO’su, poliakrilamid, aljinat poliakrilamit, Ca-aljinat ve Ba-aljinat
destek materyallerine immobilize edilmistir. Serbest ve immobilize enzimler 4 °C’de
depolanarak belirli araliklarla enzim aktivitesi tayinleri gerceklestirilmistir. 30 giiniin
sonunda; serbest enzim aktifligini %42 korurken, Ca-aljinatli %81, Ba-aljinatli %83,
aljinathl  polimer %60, aljinatsiz polimer %64 oraninda aktifligini korudugu
gozlemlenmistir (Kose, 2010). Sigma firmasindan temin edilen ticari PFO enzimi
polipirol (PPy) ve iletken kopolimere (P(PStPy-co-Py) immobilize edilmistir.
Immobilize enzimler 50 giin boyunca 4 °C tamponda belirli araliklarla depolama
kararlilig1 incelenmistir. PPy ve (P(PStPy-co-Py) immobilize edilen enzimler 10 giinliik
depolama kararliliginda enzim aktivitesinin %50 korudugu goriilmiistiir (Ekinci, 2006).
Merck firmasindan temin edilen ticari mantar tirosinazin (T3824) jelatin filme hapsolma
ve adsorpsiyon yontemleriyle immobilize edilmistir. Jelatin filme hapsolma yontemiyle
immobilize edilen enzimin 30 gilinlik depolama kararliligi belirli araliklarla
incelenmistir. 15 giin sonunda aktivitesinin agik¢a diismeye basladigi ve 30 giin

sonunda immobilize enzimin aktivitesini %58 korudugu goriilmiistiir (Tetik, 2015).

Immobilize enzimin tekrar kullanabilirligi Sekil 38’de incelendi. Immobilize
enzimin 3 kez kullanim sonunda aktivitesini %80,56 korudugu, 18 kez kullanim
sonunda aktivitesini %50 korudugu ve 30 kez kullanim sonunda aktivitesini %37
korudugu goriildii (Sekil 38). Immobilize enzimin tekrar kullanabilirliginde ilk 3
6lgtimden sonra enzim aktivitesindeki belirgin diisiisit SNO,: Sb ince filmi iizerine zayif
bagli olan enzimlerin ortami terk etmesinden kaynaklandigini soyleyebiliriz. Eruca
vesicaria PFO’su, poliakrilamid, aljinat poliakrilamit, Ca-aljinat ve Ba-aljinat
kullanilarak immobilize edilmistir. Ca-aljinat ve Ba-aljinat, aljinatli poliakrilamit,
poliakrilamit kullanilarak immobilize edilen PFO enziminin tekrar kullanim sayisini
incelemek amaci aktivite tayinleri yapilmistir. Ca-aljinat i¢in 3 kez kullanim sonunda
%095, 7 kez kullanim sonunda %81, 12 kez kullanim sonunda ise yaklasik %26, aktivite

gosterirken; Ba-aljinat i¢in 3 kez kullanim sonunda %100, 7 kez kullanim sonunda
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%75, 12 kez kullanimin sonunda ise %24 aktivite gosterdigi bulunmustur. Aljinath
poliakrilamit i¢in 3 kez kullanim sonunda %87, 10 kez kullanim sonunda %30 aktivite
gosterdigi, poliakrilamit i¢in ise 3 kez kullanim sonunda %97, 9 kez kullanim sonunda
%36 aktivite gosterdigi bulunmustur (Kose, 2010). PFO kopolimer ile immobilizasyon
caligmasinda 10 kullanim sonrasinda enzim aktivitesini %45 korudugu gorilmiistiir
(Boyiikbayram vd., 2006). Sigma firmasindan temin edilen ticari PFO enzimi polipirol
(PPy) ve iletken kopolimere (P(PStPy-co-Py) immobilize edilmistir. PPy ile immobilize
edilen enzimin 40 kez kullanim sonunda aktivitesini %60 korudugu, iletken kopolimer
ile immobilize edilen enzimin 40 kez kullanim sonunda aktivitesini %40 korudugu
goriilmiistiir (Ekinci, 2006). Sigma firmasindan temin edilen PFO kopolimerlere
immobilize edilmistir. Polipirol elektroduna immobilize edilen enzimin (PPy/PFO) 10
kullanima kadar dereceli olarak aktivitesinin azaldigi ve sonrasinda 40 kullanima kadar
aktivitesini %60 korudugu, pirol ile mentil grubunun kopolimerasyonuyla elde edilen
elektroda immobilize edilen enzimin ((MM/PPy/PFO) 40 kullanim sonunda aktivitesini
%85 korudugu goriilmistiir (Kiralp vd., 2003).
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5. ONERILER
1. SnO,: Sb ince filmleri spin kaplama ve kimyasal buhar biriktirme gibi farkli
yontemlerle elde edilip, enzim immobilizasyonu gergeklestirildikten sonra enzim

aktivitesi bakilarak fizibilitesi yapilabilir.

2. Immobilize enzim kullanilarak L-DOPA fiiretimi endiistriyel anlamda fizibilitesi

yapilabilir.

3. Immobilize PFO enzimi kullanilarak, endiistriyel atik sularin fenol ve aromatik amin

gibi maddelerin uzaklastirilmasinda kullaniminin fizibilitesi yapilabilir.

4. Immobilize PFO enzimi kullanilarak, fenol ve tiirevlerinin tayini icin biyosensdr

olarak kulanim olanagi arastirilabilir.

5. Immobilize PFO enzimi kullanilarak teaflavin ve teaflavin-3,3-digallat (TF3)

sentezinin fizibilitesi gerceklestirilebilir.
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