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ONSOZ

Bu rapor, TUBITAK tarafindan desteklenen MISAG- 246 nolu ve “Polifenol Oksidaz
Enziminin Thermomyces Lanuginosus Kiifiinden Uretim Kosullarinin Optimizasyonu ve
Aynistirtlmast” isimli Prof. Dr. Ufuk Bakir’in yiiriitiictiligiinii yaptigi projenin sonug

raporudur.

Proje kapsaminda, termofilik bir kiif olan Thermomyces lanigunosus’un hiicre digi polifenol
oksidaz tiretimi incelenmis olup, ¢esitli besin kaynaklarinin, indiikleyici baz1 maddelerin ve
degisik fermantasyon parametrelerinin enzim tiretimi tizerine etkisi aragtirtlmis, biyoreaktor
kosullari optimize edilmis ve iiretilen enzim kismi olarak saflastirthp karakterize edilmistir.
Bunun yanisira, yine termofilik bir kiif olan Seytalidium thermophilum™un Thermomyces
lanigunosus’a oranla daha yiiksek polifenol oksidaz tirettigi tespit edilmis ve bu nedenle
Scytalidium thermophilum polifenol oksidazi, kolon kromatografi yontemiyle basarili bir

sekilde saflastirihip karakterize edilmistir.
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Bu caligmada termofilik bir kif olan Thermomyces lanigunosus’un hiicre dis1 polifenol
oksidaz tiretimi incelenmis olup, gesitli besin kaynaklarinn, indiikleyici bazi maddelerin ve
degisik fermantasyon parametrelerinin enzim firetimi tizerine etkisi arastinlmistir. En yiiksek
enzim aktivitesi (97 U/ml), bioreaktér ile 50°C, 400 rpm ve pH 8.0 de yapilan
fermantasyonlarda %1.4 maya 6ziitii, %0.3 MgSO0y, %1 KH,PO,, %0.003 CuS04 ve %0.032

gallik asit iceren ortamda goriilmiistiir.

Biyokimyasal karakterizasyon igin, enzim elektroforez ile saflagtirlmigtir. Enzim icin en
uygun sicaklik ve pH degerleri siras: ile 60°C ve 8.0 olarak belirlenmistir. Enzim 80°C de 1
saatlik inkiibasyon sonrasinda aktivitesinin %67 sini, pH 9 ve oda sicaklifinda 1 saatlik
inkiibasyon sonrasinda da aktivitesinin %87 sini korudugu gézlenmigtir. Enzmnn Michealis-
Menten kinetigine uydugu goriilmiis, K ve Vi degeri sirast ile 5 mg/ml katekol ve 38 U/ml
bulunmustur. Enzimin molekiiler agirlhigr 29 kDa ve izoelektrik noktas: da 6.0 civarinda tespit

edilmigtir.

Anahtar sozciikler: Polifenol oksidaz, lakkaz, termofilik fungus, Thermomyces lanuginosus,

biyokimyasal karakterizasyon, enzim tiretimi




ABSTRACT

In this study, a thermophilic fungus, Thermomyces lanuginosus was evaluated in terms of
poyphenol oxidase production. The effect of different nutrient sources, inducers and
fermentation parameters on enzyme production were investigated and maximum PPO activity
of 97 U/ml was observed in bioreactor experiments at 50°C, 400 rpmand pH 8.0in a
fermentation medium containing 1.4% yeast extract, 0.3 MgSOy4, %1 KH,POy4, %0.003

CuSOy, 0.032% gallic acid.

For biochemical characterization studies, the enzyme was enriched by electrophoresis.
Temperature and pH optima for the enzyme were determined as 60 °C and 8. 0, respectively.
Enzyme retained 67 % activity after 1 h incubation at 80°C and retained 87% of its activity
after 1 hour of incubation at pH 9.0 at room temperature. The enzyme obeys Michealis-
Menten kinetics with K and Vi, values being 5 mg/ml catechol and 38 U/ml, respectively.
Molecular weight of the enzyme was determined as 29 kDa and isoelectric point of enzyme

was found to be approximately 6.0.

Key words: Polyphenol oxidase, laccase, thermophilic fungus, Thermomyces lanuginosus,

enzyme production, biochemical characterization.
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1.1.. Literatiir Taramasi

Polifenol oksidaz (1,2-benzendiol:oksijen oksidoreduktase; EC 1.10.3.1) sikhikla tyrosinaz,
polifenolaz, katekol oksidaz, kresolaz ve katekolaz gibi isimlerle de bilinen, mikroorganizma,
bitki, hayvan ve insanlarda bulunan bir enzimdir. Tyrosinaz adi memelilerde bulunan
enzimin tyrosini substrat olarak kullanmasindan dolayr verilmigtir ama bu enzim
dihidroksifenilalanin oksidasyonunu da katalize eder. Bitki ve kiiflerin tirettigi enzim ise ¢ok

degisik mono ve di-fenolik kimyasallar1 katalize etmektedir (Whitaker, 1994).

Diger birgok enzimin aksine fenolaz, fenolik substratlarin iki ayri reaksiyonunu katalize eder.
Bu reaksiyonlarin ilkinde monofenolleri o-difenoller haline gevirir; ikincisinde ise o-
difenollerin hidrojenlerini ayirarak o-quionone haline gevirir. Bu reaksiyonlarin ikisinde de
oksijen ikinci substrat olarak gdrev yapmaktadir. Bazi kaynaklarda bu reaksiyonlanﬁ ilkine
(monofenol monookstjenaz; EC 1.14.18.1) ve ikincisine (katekol oksidaz; EC 1.10.3.1)
degisik enzim numaralan verildigi gozlenmektedir (Osuga ve ark., 1994; Dixon ve ark.,
1979). Bu grupta kangikliga neden olan fenolaza benzeyen diger enzim de monofenolleri p-
difenole ve sonrada p-benzoquinone haline geviren lakkaz (benzendiol:oksijen iksidoreduktaz,
EC 1.10.3.2)’dir (Whitaker, 1994). Her ne kadar polifenol oksidazlarin substratlart mono ve
difenoller olarak sadece iki substratmus gibi goriilse de, bu kimyasallar yapilarinda
barindirdiklar: diger gruplara bagh olarak ¢ok gesitli isimler almaktadir ve degisik
organizmalardan iiretilen polifenol oksidazlar bu kimyasallarin sadece bir boliimiiyle

reaksiyona girebilmektedir.
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Cok degisik organizmalarda bulunan polifenoloksidazlarin fizyolojik fonksiyonu tam olarak
bilinmemekle beraber insanda deri renklenmesi ile ilgili oldugu bilinmektedir. Bitkilerde ise
olugan yaralarin {izerini melaninle kapatarak dis ortamdan ayirmak oldugu, funguslarda ise
melanin {iretimi (renklenme) ve lignin parcalanmas ile ilgili olduguna dair deliller vardir
(Osuga ve ark., 1994). Degisik sistemlerden izole edilen fenolaz enzimlerinin yapilari
birbirinden ¢ok farkliliklar gostermekle beraber degismeyen zelligi aktif bolgesinde
histidinlere baglanan bakir igeren metaloprotein olmasidir. Ornegin mantardan izole edilen
fenolaz 4 subunitten meydana gelmis her aktif merkezine 2 bakir baglanan 4 aktif merkeze
sahip, 128,000 Da agirliginda bir enzimken, Neurospora crassa’dan iiretilen fenolaz 46,000
Da bityiikliigiinde bir aktif merkezli kiigiik bir protein olarak goriilmektedir. Strepromyces
glaucescens ve S. antibioticus'dan iiretilen fenolazlar da N. crassa 'dan iiretilen enzim ile
%24’liik bir homoloji gostermektedir. Degisik kaynaklardan izole edilen fenolazlarin bir
boliimiinde de reaksiyon sirasinda gegig-durumu-kompleksi (transition-state complex)

tarafindan inhibe edildigi gzlenmistir (Whitaker, 1994).

Tarihte ilk olarak Schoenbein tarafindan 1856 yilinda mantardan izole edilen bu enzime
fenolaz adi 1915°te Onslow tarafindan verilmistir. Bu enzimler basta mantar olmak iizere
papates, elma, gefiali, muz, avacado gibi birgok meyvede yiiksek konsantrasyonlarda
bulunurlar. Bitkilerde degisik bsliimlerde bulunan fenoliklerle, fenolazlar hiicre
pargalanmasi esnasinda bir araya gelerek reaksiyona girerler ve olusan quinonlar enzimatik
olmayan reaksiyonlarla melaninlere gevrilir, sonug olarak istenmeyen renkler meydana ¢ikar.
Dolayisiyla fenolazlar, meyve sebzelerin islenmesi ya da depolanmas sirasinda biiyiik
problemlere yol agarlar. Bundan dolay: da literatiirde genellikle fenolazlarin inaktivasyonu ile

yayinlar mevcuttur (Schwimmer, 1981).

12
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Fenolazlann analitik ve endiistriyel amaclarla kullanimlarina iliskin son yillarda literatiirde

yayinlar goriilmeye baglanmistir.  Fenolaz enzim elektrodlar ile iliskin elektrod yapim: ve
sularda fenolik tayini ile ilgili yayinlar mevcuttur (Wohlschlager ve ark., 1998; Zhang ve ark.,
1999; Russel ve Burton, 1999). Ayrica atik sulardan fenoliklerin ayrilmasi ile iliskin 3 adet

caligmalar mevcuttur (Edwards ve ark., 19993 ve b, Greco ve arkadaglar; 1999).

Bitirilen proje ile proje &nerisinde amag, kapsam ve yontem agisindan bir farklilik yoktur.

Proje 6nerisinde yapilmas: planlanan arastirma tamamiyla tamamlanmstir.

1.2. Arastirmada Kullamlan Deneysel Yontemler

1.2.1. Enzim (Polifenol Oksidaz) Aktivitesi Tayini

Calismada enzim aktivitesinini tayini i¢in 100 mM katekol ph 7°de 0.2 M fosfat tamponunda
hazirlanmigtir. Bu amagla, 0.11 g katekol daha énceden 50°C’ye 1sitilmig 10 ml pH 7 0.2 M
fostat tamponunda ¢6ziilmiistiir. Reaksiyon karigimi; 1 ml 0.2 M pH 7 fosfat tamponu, 0.5 ml
kiiltiir 5rnegi ve 0.5 ml katekol soliisyonu icermektedir. Referans ¢ozeltide ise 1.5ml 0.2 M
pH 7 fosfat tamponu ve 0.5 ml katekol soliisyonu bulunmaktadir. Reaksiyon karigim: 50°C’de
3 dakika inkiibe edilmis ve 410 nm’de absorbans degisimi kaydedilerek aktivitesi

belirlenmigtir (Maria ve ark., 1981).

Bir polifenol oksidaz aktivitesi birimi (U), 50°C’de pH 7°de 410 mn dalga boyunda dakikada
0.01 absorbans degisimi igin gerekli olan enzim miktar: olarak tammlanmistir. Enzim

tarafindan katalizlenen katekoliin oksidasyonu reaksiyonu boyunca toplanan

13
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spektrofotometrik 6l¢iim datalar (absorbans) zamana kars1 grafige gecirilmistir. Elde edilen

egrilerin lineer kismimin egiminden aktivite hesaplanmusgtir.

1.2.2. Protein Konsantrasyonu Tayini

Enzim 6rneklerinin protein konsantrasyonu modifiye Bradford (1976) metoduyla 6lgiilmiistiir.
Bu metodda orijinali kirmizi olan Brillant Blue G-250 boyasinin proteinlere baglandiginda

maviye d6niigmesi esas alinmaktadir.

Deneyde éncelikle 5x Bradford ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bunun igin 500 mg Brillant Blue G
boyasi, 250 ml %95’lik etanol ve 500 ml %85’lik ortofosforik asitte ¢oziilmiistiir. Cozeltinin
hacmi 1000 ml olacak sekilde saf su eklenmis, siiziilmiis ve 4°C’de stok soliisyon olarak
saklanmustir. Deney yapilacagi zaman 1 giin 25°Cde bekletilmis olan 5x Bradford soliisyonu

1:4 oraninda saf suyla seyreltilmisgtir.

BSA (bovine serum albumin) kullanilarak protein standart grafigi elde edilmistir. Bu amagla
10 mg/ml BSA stok soliisyonu hazirlannmug ve Tablo-A1’de verilmig olan oranlarda

seyreltilerek 0-0.03 mg/ml konsantrasyon araliginda BSA ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Almnan 2 ml BSA ¢ézeltisinin iizerine 2 ml Bradford soliisyonu eklenip kanstinldiktan 10
dakika sonra, drnegin absorbansi 595 nm’de okunmus ve protein standart grafigi
hazirlanmistir (Ek-A). Enzim 6rneklerinin de 2 ml’si tizerine 2 ml Bradford soliisyonu eklenip
595 nm’de absorbansina bakilmis ve bu data kullanilarak protein standart grafiginden

orneklerin konsantrasyonlari hesaplanmstir.

14




1.2.3. Fermentasyon Calismalan

Bu ¢aligmada termofilik bir fungus olan Thermomyces lanuginosis (IMI-84400 susu)

polifenol oksidaz iiretimi a¢isindan incelenmistir.

Thermomyces lanuginosis standart agar kaplarinda sporlanincaya kadar 45°C°de biiyiittilmiis,
daha sonra 20°C’de inkiibat6rde saklanmugtir. Her ii¢ haftada bir stok kiiltiirden alt kiiltiirler

hazirlanmugtir.

En yiiksek polifenol oksidaz tiretim kogullarimn tespiti i¢in farkh karbon ve azot kaynaklari

denenmigtir. Ayrica, fermentasyon ortamina eklenen bakirin tiretime etkisi de incelenmistir.

Karbon kaynag1 olarak seliiloz, glikoz, siikroz, fruktoz ve xyloz, %1.43 maya 6ziitii, %0.3
MgSO; ve %1 KHyPOy4 igeren fermentasyon ortamina 3% konsantrasyonda eklenmis ve
fermentasyon ¢alkalamali inkiibatérde erlenlerde 50°C°de 6-7 giin stirdtirtilmiistiir. Her
karbon kaynag1 en az iki erlende denenmistir. Diizenli araliklarla fermentasyon ortamindan
ornekler ahnip aktivitesine bakilmis, hiicre biiyiimesi kuru hiicre kiitlesinin Slgtilmesiyle
tespit edilmigtir. Kuru hiicre kiitlesinin tesipiti igin, hiicreler Whatman No.1 filtre kagidi

kullanilarak siiziilmiis ve 60°C’de sabit kiitleye ulasilincaya kadar kurutulmustur.

Farkl1 azot kaynaklarinin polifenol oksidaz iiretimine etkisi de incelenmistir. Bu amagla,
organik (maya 6ziitii, kazein+pepton) ve inorganik (sodyum nitrat, amonyum stilfat) azot
kaynaklar: kullamlmigtir. Organik kaynaklar %1.5, inorganik kaynaklar %2 oraninda ortama

eklenmistir. Diizenli araliklarla fermentasyon ortamindan 6rekler alinip aktivitesine

15
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bakilmus, hiicre biiytimesi kuru hiicre kiitlesinin 6lgiilmesiyle tespit edilmistir. Bu ¢alismayi

takiben, %0.5-3 arasinda degisen oranlarda maya 6ziitii kullamilarak fermentasyon yapilmustir.

Polifenol oksidazlarin aktif bélgelerinde bakir bulunmasi nedeniyle bakirin fermentasyon
ortamina eklenmesinin tiretimi arttiracagi diistiniilmiis ve bu amagla 0-80 ppm konsantrasyon

arahginda bakir siilfat denenmistir.

Enzim iretimini artirmasi amaciyla farkli fenolik maddeler: gallik asit, koumarik asit, kafeik
aist, p-kresol, 1-dopa, 1-3 mM konsantrasyon araliginda, ayrica, ¢ay Ozutli ve yag proses atik
suyu gibi fenolik madde agisindan zengin kaynaklar da %2 oraninda kiiltiir ortamina

eklenmistir.

Fermentasyon ¢aligmalan biyoreaktorde stirdiirtilmiistiir. F ermentasyon pH’inin enzim
liretimine etkisinin incelenmesi ve optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in 7.0-9.0 pH
arahiginda deneyler 3 litrelik biyoreaktdrde (Probiotem) gergeklestirilmigtir. Mikroorganizma
her zaman kiiltiir ortaminin pH 1n1 diistirecek yonde etki gosterdiginden, kiiltiir ortaminin pH
kontrolii igin sadece NaOH kullamilmigtir. Belirli zaman araliklariyla kiiltiir ortamindan alinan

orneklerdeki enzim aktivitesine bakilmstir.

(6ziinmiis oksijen konsantrasyonun enzim tiretimine etkisinin incelenmesi amaciyla
biyoreaktérde %70-90 oksijen konsantrasyon araliginda ¢ahisiimistir. Bu amagla, fermentor
once sifir oksijen konsantrasyonuna azot ile kalibre edilmis, ardindan %100 oksijen
konsantrasyonuna saf oksijen ile kalibre edilmistir. Kompresor yardimiyla %70-90 araliginda

istenen oksijen konsantrasyonlarina ulasiimistir.
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1.2.4. Polifenol Oksidazin Konsantre Edilmesi ve Saflastirilmasi

Konsantre etme ve kismi saflagtirma ¢alismalarina kiiltiir ortaminin stiziilmesi ile
baglanmistir. Bu amagla, 50°C sicaklik ve 155 rpm galkalama hizi kosullarinda ¢alkalamah
inkiibatérde gergeklestirilen 4 giinliik kiiltir ortami, 14,000 x g’de 25°C"de 16 dakika santrifiij
edilmis ve Whatman No.1 filtre kagidindan siiziilmistiir. Elde edilen filtrat amonyum siilfatla

¢Oktiirme, siikrozla konsantre etme ve ultrafiltrasyon galismalan iin kullamlmistir.

1.2.4.1. Amonyum Siilfatla Coktiirme

Oda sicakhiginda kati halde bulunan amonyum siilfat tuzu, 100 ml filtrata % 50-80 doygunluk
diizeyi araliginda eklenmis ve polifenol oksidazin ¢6kme degerleri incelenmistir. Istenilen
doygunluga ulagildiktan sonra, soliisyon en az 1 saat kangtirilmus, kiiltiir 6ziitii 14,000 x g’de
25°C’de 16 dakika santrifiij edilmis ve ¢dken kisim, miimkiin olan en kiigiik hacim pH 7
sodyum fosfat tamponunda ¢&ziilmiistiir. Elde edilen soliisyon 1 giin aym tampona kars

diyaliz edilmistir.

1.2.4.2. Sikrozla Konsantre Etme

Stikrozla konsantre etme isleminin PPO i¢in yararli olup olmadiginin tespit edilmesi amaciyla
25 ml (0.25 mg protein/ml) siiziilmiis kiiltiir ortamu diyaliz tiipiine konmus,doygun siikroz
¢Ozeltisinin igerisine yerlestirilmis ve ortam hacmi yanya diisene kadar karistirilarak
bekletilmistir. Daha sonra soliisyon 50 mM pH 7 sodyum fosfat tamponuna kars: diyaliz

edilmig, enzim aktivitesi miktaemndaki de@isim tespit edilmistir.
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1.2.4.3.  Ultrafiltrasyon

Fermentasyonun 3. ve 4. giinlinden alinan 50 ml ham 6ziit (0.65 mg/ml), 2.5 bar basing
altinda 10,000 NMWC membran ile ultrafiltrasyona tabi tutulmustur. Islem, hiicrede 10 ml

oziit kalana kadar devam ettirilmis, bu sayede 5 kat konsantrasyona ulagilmustir.

1.2.4.4. Kolon Kromatografi

Iki kromatografik yontem; hidrofobik etkilesim ve anyon-degisim kromatografileri, PPO
saflastirma igin AKTA Prime FPLC (hizli srv1 kromatografi) sisteminde test edilmisgtir.
Hidrofobik etkilesim kromatografisi oktil, fenil yiiksek substrat baglama ve fenil yiiksek
performans kolonlar1 ile denenmistir. Anyon —degisim kromatografisi ise HiPrep 16/10 Q XL

kolon kullamlarak ger¢eklestirilmistir.

1.2.5. Polifenol Oksidazlarin Karakterizasyonu

1.2.5.1.  Polifenol Oksidazlarin kElektroforetik Ayrigtiriimasi

Thermomyces lanuginosus fenol oksidazlan farkli tiplerinin belirlenebilmesi amaciyla SDS-
poliakrilamit jeliyle elektroforetik olarak aynigtinlmustir. Ug temel grup olan fenol oksidazlar;

lakkaz, peroksidaz ve katekol oksidaz, ayristirma sonras1 aktivite boyamast yontemiyle tespit

edilmeye ¢ahsilmistir (Rescigno ve ark., 1997). Bu amagla, jel 5 dakika oda sicakliginda pH 7

fosfat tamponunda bekletilmis, ardindan lakkaz aktivitesinin belirlenebilemesi icin 25 mM 4-
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amino-N-N-dietilenalenin (ADA) ile 50°C’de inkiibe edilmistir. Aym jel peroksidaz
aktivitesinin tespiti i¢in 10 mM H,0,’de bekletilmistir. Katekol oksidaz aktivitesinin tayini

i¢in jel 25 mM 4-butil-katekol ile aktivite boyamasina tabi tutulmustur.

Aktivite gozlemlenen banttaki enzim jelden elektroforetik olarak geri kazanilmis, enzimin
molekiil agirhigs ve izoelektrik noktasinin belirlenmesiﬁde kullanilmigtir. Bu amagla, jelin
boyanmamis pargasi ayrilmis ve kiigiik parcalar halinde kesilerek 3 ml 100 mM pH 7 fosfat
tamponu igeren diyaliz torbasina konmustur. Hazirlanan diyaliz torbasi elektroforez tankina
yerlestirilmis ve 100 mA’de 2-3 saat yiriitiilmiistiir. Siire sonunda tampon ¢6zeltiye gegmis
olan enzimler alinmis, santrifiij edilerek jel parcalarindan ayrilmis ve ileri asamadaki

karakterizasyon deneylerinde kullamlmistir.
1.2.5.2. Karakterizasyon Calismalan

Karakterizasyon ¢aligmalar1 kapsaminda polifenol oksidazin kinetik incelemesi yapilmisg,
sicaklik ve pH’1n enzim aktivitesi ve stabilitesine etkisi incelenmis, enzimin tipi, molekiiler

agirh ile izoelektrik noktasi tespit edilmistir.

1.2.5.2.1. Polifenol Oksidazin Kinetik Analizi

Polifenol oksidazin kinetik parametrelerinin belirlenebilmesi amaciyla 0.25-20 mg/ml
konsantrasyon araliginda katekol kullamlarak baglangic reaksiyon hizlan bulunmustur.

Bulunan reaksiyon hizlari substrat konsantrasyonuna karst grafie gegirilmis ve enzimin

Michaelis-Menten kinetigine uyup uymadig: tespit edilmistir.
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Polifenol oksidazin kinetik parametrelerinin belirlenebilmesi igin (reaksiyon hiz1)" (substart
konsantrasyonu)’a kargi ¢izilerek Lineweaver-Burk grafigi olusturulmugtur. Grafikten K, ve

Vmax degerleri belirlenmistir.

1.2.5.2.2. Sicakligin Polifenol Oksidaz Aktivitesi ve Stabilitesine Etkisi

Sicakligin PPO aktivitesine etkisinin belirlenebilmesi igin 50 ile 80°C arasinda degigen

sicakliklarda ¢aligilmistir.

Enzimin termostabilitesinin tayini icinse enzim soliisyonu 200 mM pH 7 fosfat tamponuyla |
saat boyunca 40 ile 80°C arasinda degisen sicakliklarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon stiresi

sonunda enzim soliisyonlar sogumaya birakilmig ve kalan enzim aktivitesi olgtlmiistiir.

1.2.5.2.3. Fenol Oksidaz Aktivitesi ve Stabilitesine pH Etkisi

Fenol oksidaz aktivitesine pH etkisinin belirlenebilmesi i¢in 4 ile 10 arasinda degisen pH

degerlerinde ¢aligilmistr.

Enzimin pH stabilitesinin tayini i¢inse enzim soliisyonlar1 5 ile 9 pH araliginda degisik 200
mM tampon ¢6zeltilerde 1 saat boyunca 25°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon stiresi

sonunda kalan enzim aktivitesi 6l¢iilmiistiir.

Enzimin uzun zamanh pH stabilitesinin tayini iginse soliisyonlar 18 saat boyunca degisik pH

degerlerinde inkiibe edilmistir.
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1.2.5.24. Polifenol Oksidaz Molekil Agirhg Tayini

Aktivite boyamasi sonrasi jelden geri kazanilan T, lanuginosus fenol oksidazinin hacmi
membran konsantratdr kullanilarak 3 ml’den 0.1 ml’ye indirilerek konsantre edilmis ve
molekil agirhigi tayini icin SDS-PAGE yénteminde kullamlmistir (Laemmli, 1970).
Konsantre 10 pg protein igeren 6rnekler %2 (w/v) SDS, %35 B-mercaptoethanol, %10
glycerol, 62.5 mM Tris-HCI (pH 6.8)’den olugan 6rnek uygulama tamponuyla 5 dakika
kaynayan suda bekletilmistir. Standart olarak kullanilan proteinlerin ise molekiiler agirliklari
14-116 kDa arasinda degismektedir. SDS-PAGE deneyi sabit 50 ve 80 V’da oda sicakliginda
gergeklestirilmistir. Elde edilen jel coomassie brillant blue ile boyanmustir. S. thermophilum
polifenol oksidazimin karakterizasyonu i¢in enzim énce kolon kromatografi ile saflagtiriimus,
ardindan SDS-PAGE ile jelde yiiriitiilmiig ve glimiis boyama metodu ile boyanarak molekiiler

agirhg tespit edilmistir.

1.2.5.2.5.  Polifenol Oksidaz Izoelektrik Noktasi Tayini

[zoelektrik noktast tayini pH 3 ile 10 arasinda degisen amfolitler kullanilarak
gergeklestirilmistir. Standart proteinler ve enzim 6rnekleri jele 3 pl hacminde yiiklenmistir.
Jel, ilk 15 dakika 100 V, sonraki 15 dakika 200 V ve son 30 dakika boyunca 300 V sabit

voltta yliriitiilmiigtiir. Komasi parlak mavi ile boyanan jelde polifenol oksidazin izoelektrik

noktast tespit edilmistir.




2. GELISME

2.1. Fermentasyon Cahsmalan

Thermomyces lanuginosus polifenol oksidaz iiretim kosullarinin optimizasyonu i¢in farkly
karbon ve azot kaynaklar1 denenmistir. Ayrica, fermentasyon ortamina eklenen bakirin

liretime etkisi de incelenmistir.

Karbon kaynag olarak seliiloz, glikoz, siikroz, fruktoz ve xyloz, %1.43 maya 6ziitii, %0.3
MgSO0, ve %1 KH,PO, igeren fermentasyon ortamma 3% konsantrasyonda eklenmis ve

fermentasyon galkalamah inkiibatsrde erlenlerde 50°C’de 6-7 giin stirdiiriilmiigtiir. Tablo-

1”den de goriildigii gibi, hicbir karbon kaynag1 polifenol oksidaz tiretimini arttrrmamustir. En
yitksek enzim aktivitesi ve ozgiil aktivite fermentasyonun 4. gliniinde hig¢ karbon kaynag

kullanilmamis olan ortamdan elde edilmistir.

Tablo-1 : Ka:rbon kaynaginin polifenol oksidaz tiretimine etkisi

Karbon Kaynag Aktivite Hiicre Konsantrasyonu |  Ozgiil Aktivite
(U/ml) (mg/ml) (U/mg hiicre)

- 12+2 0.508 + 0.003 23.6
Avicel 7+2 0.549 + 0.006 12.7
Nigasta 6+2 0.585+0.015 10.2
Glikoz 6.3+09 0.589 + 0.001 10.6
Xylan 1.1+0.1 0.399 + 0.002 2.75
Xyloz 0 0.215 £ 0.005 0

Fruktoz 0 0.228 + 0.004 0
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[lk deneylerde karbon kaynag1 olarak seliiloz, glikoz, siikroz, fruktoz ve ksiloz, %1.43 maya .
0ziiti, %0.3 MgSO4 ve %1 KH,PO4 igeren fermentasyon ortamina 3% konsantrasyonda
eklenmigtir. Daha sonra deneyler %1, 2 ve 3 konsantrasyonlara genisletilmistir. Sekil 1-2 ve

3’te de goriildiigii gibi, kullanilan tiim karbon kaynaklan hig karbon kaynag kullanilmayan
duruma gore daha diisiik bir aktiviteye neden olmustur. En yiiksek aktivite, karbon kaynagi

kullanilmayan kiiltiir ortaminda 4. giinde g6zlenmistir.

% 1 Karbon Kaynagi

- = .
[T S T N
L X )

Aktivite (U/mt)

¥

Karbonsuz  Avicel Nigasta Glikoz Xylan Xylose
Karbon Kaynagy

Sekil-1: Kiiltiir ortamina %1 konsantrasyonda eklenen karbon kaynaklarinin enzim {iretimine

etkisi.

% 2 Karbon Kaynag

- e
@ O N M
' L ! y

Aktivite (U/mi)

Karbonsuz. ~ Avicel Nigasta Glikoz Xytan
Karbon Kaynag:

Sekil-2: Kiltiir ortamina %2 konsantrasyonda eklenen karbon kaynaklarinin enzim iiretimine

etkisi.
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% 3 Karbon Kaynag

Aktivite (Ufml)

Glikoz Xylose

Karbon Kaynag

Nigasta

Karbonsuz

Avicel Xylan

Sekil-3: Kiiltiir ortamina %3 konsantrasyonda eklenen karbon kaynaklarinin enzim iiretimine

etkisi.

Farkli azot kaynaklarinin polifenol oksidaz iiretimine etkisi de incelenmistir. Bu amagla,
organik (maya 6ziitii, kazein+pepton) ve inorganik (sodyum nitrat, amonyum siilfat) azot
kaynaklart kullanilmigtir. Organik kaynaklar %1.5, inorganik kaynaklar %2 oraninda ortama
eklenmigtir. En yiiksek enzim tiretimi %1.5 maya 6ziitiiniin kullamldig1 fermentasyonun 4.
giiniinde elde edilmigtir (Tablo-2). Her ne kadar sodyum nitrat kullanimi en yiiksek 6zgiil
aktiviteyi verse de, enzim liretimi maya 6ziitiiniin kullamldig1 fermentasyondaki enzim

tretiminin %235 kadardir.

Tablo-2 : Azot kaynaginin polifenol oksidaz iiretimine etkisi

Azot Kaynagi Aktivite (U/ml) Hiicre Ozgiil Aktivite
Konsantrasyonu (U/mg hiicre)
(mg/ml)
Amonyum siilfat 34+04 0.268 + 0.002 12.6
Sodyum nitrat 3.8+0.2 0.115+0.002 33.04
Maya 6ziitii 1275+ 1 0.570 + 0.01 223
Kazein+Pepton 0 0.117 £ 0.003 0
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Bu ¢alismay1 takiben, %0.5-3 arasinda degisen oranlarda maya oziitii kullanilarak
fermentasyon yapilmistir. Maya 6ziitii %2’ye kadar arttirildiginda enzim iiretiminde artig
goriilmiis ancak %?2’den sonra enzim iiretiminde keskin bir disiis gozlenmigtir (Tablo-3). Bu
diislisiin ortamda iretilen ya da aktif hale gelen proteolitik enzimler nedeniyle gergeklestigi

diistiniilmektedir.

Tablo-3 : Maya &ziitii konsantrasyonunun polifenol oksidaz iiretimine etkisi

Maya Oziitii Aktivite (U/ml) Hiicre Ozgiil Aktivite
Konsantrasyonu Konsantrasyonu (U/mg hiicre)
(mg/ml)
0.5 72+04 0.350 + 0.008 20.5
1.0 82+04 0.498 + 0.005 16.45
1.5 14.1+£04 0.625 + 0.009 22.5
2.0 144+16 0.771 £ 0.022 19.0
2.5 8.4+0.2 0.610+0.011 13.75
3.0 0 0.476+ 0.005 0

Polifenol oksidazlarin aktif bslgelerinde bakir bulunmas: nedeniyle bakirin fermentasyon
ortamna eklenmesinin iiretimi arttiracag diigliniilmiis ve bu‘amagla 0-80 ppm konsantrasyon
aralifinda bakir siilfat denenmistir. Sekil-4’de de goriildiiga gibi bakir siilfat
konsantrasyonunun 30 ppm’e kadar arttirilmasi enzim iiretiminj attirmig ancak 30-80 ppm

arasinda eklenmesi tiretimi azaltici yonde etki yapmigtir.
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Sekil-4 : Bakir siilfat konsantrasyonunun polifenol oksidaz iiretimine etkisi

Literatiirde, aromatik bir madde olan ve indirgeyici bilegen olarak polifenol oksidaz iiretim
ortamina eklenen p-anisidine ile enzim iiretiminin 2-10 kat arttig rapor edilmistir (Gigi ef al.,
1980). Bu bilgi 1s1¢1nda, gallik asit, koumarik asit, kafeik aist, p-kresol, I-dopa gibi degisik
fenolik maddeler 1-3 mM konsantrasyon araliginda, ayrica, ¢ay oziitii ve yag proses atik suyu
gibi fenolik madde acisindan zengin kaynaklar da %2 oraninda kiiltiir ortamina eklenmistir.
Ancak, sadece 3 mM gallik asitin enzim iiretimini ciddi bigimde (%40) etkiledigi goriilmiistiir

(Sekil-5). Diger fenoliklerin etkisi %20 civarinda kalmugtir.
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Sekil-5: Fenolik maddelerin polifenol oksidaz iiretimine etkisi
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Sicakligin polifenol oksidaz tiretimine etkisinin incelenmesi i¢in 40-55°C arasinda
fermentasyon calismalan yapilmustir. Dort degisik sicaklikta (40,45,50 ve 55°C) yapilan

deneyler sonucunda en yiiksek enzim tiretimine 50°C’de ulastimistir (Sekil-6).

O YN
N B O
) ! ) )

PPO Aktivitesi (U/ml)
>

S N A~
L

T T T T 1

35 40 45 50 55 60
Fermentasyon Sicakligi (°C)

Sekil-6: Fermentasyon sicakliginin polifenol oksidaz iiretimine etkisi

Fermentasyon pH’inin enzim tiretimine etkisinin incelenmesi ve optimum pH degerinin
bélirlenmesi i¢in 7.0-9.0 pH araliginda fermentasyon deneyleri 3 litrelik biyoreaktdrde
gergeklestirilmigtir. Mikroorganizma her zaman kiiltiir ortaminin pH’1m diisiirecek yonde etki
gdsterdiginden, kiiltiir ortaminin pH kontrolii i¢in sadece NaOH kullanilmustir. Belirli zaman
araliklanyla kiiltiir ortamindan alinan 6rneklerdeki enzim aktivitesine bakilmistir. Sekil 7°de
de goriildiigii gibi, en yiiksek enzim iiretimi pH 8’de elde edilmistir. pH 8.5te enzim {iretim
miktarinin fermentasyonun 2. giintine kadar pH 8’deki enzim tiretim miktarina esit oldugu

gbzlenmigtir. Ancak, fermentasyonun 2. giinlinden sonra diisiis saptanmistir.
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Sekil-7: Fermentasyon pH’imin enzim Uretimine etkisi.

Fermentasyon ortami: 1.4% maya 6ziitii, 0.3% MgSO,, 1% KH,PO,, 0.003%

CuS0y, 0.032% gallik asit. Fermentasyonlar 3 1, biyoreaktérde, 50 °C, 400 rpm, 80% ¢oziinmiis
oksijen konsantrasyonunda, degisen pH’larda (pH 7.0 (*), 8.0(#), 8.5 (0), 9.0 (A) ve pH kontrolsiiz
(=) gergeklestirilmistir.

Literatiire bakildiginda, Phanereochate chryososporium (Edward ve ark., 1998) ve Trametes
sp. Alternaria tenius (Oyashiki ve ark., 1990, Motoda, 1998) fenol oksidazlarimin asidikten
notrale, diisiik pH degerlerine sahip oldugu gériilmektedir. En yiiksek enzim iiretimine pH
8“de ulagilan Thermomyces lanuginosus’un yiiksek (alkali) pH degeri gerektiren kosullarda

kullanilabilecek olmas: avantaj olarak géze carpmaktadir.

(oziinmiis oksijen konsantrasyonun enzim iiretimine etkisinin incelenmesi amaciyla 3 L’lik
biyoreaktérde %70-90 oksijen konsantrasyon araliginda ¢alisilmustir. Sekil-8°den de
gortildiigii gibi en yiiksek enzim tiretimi %80 ¢ozilinmiis oksijen konsantrasyonunda elde

edilmistir ancak %80 ile %90 degerleri arasinda da fazla fark goézlenmemistir.
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Sekil-8: Coztinmiis oksijen konsantrasyonunun enzim iiretimine etkisi

Fermentasyon ortami: 1.4% maya 6ziiti, 0.3% MgSO,, 1% KH,PO,, 0.003% CuSOy, 0.032% gallik
asit. Fermentasyonlar 3 L biyoreaktdrde, 50 °C, 400 rpm, 80% ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonunda,

degisen ¢dziinmils oksijen konsantrasyonlarinda [70% (), 80% (=), 90% ( A )] gergeklestirilmistir.

2.2. Polifenol Oksidazlarin Konsantre Edilmesi ve Saflastiriimasi

Konsantre etme ve kismi saflagtirma ¢alismalarina kiiltiir ortammin siiziilmesi ile
baglanmistir. Bu amagla, 50°C sicaklik ve 155 rpm calkalama hizi kosullarinda ¢alkalamali
inkiibatorde gergeklestirilen 4 giinliik kiiltiir ortami, 14,000 x g’de 25°C’de 16 dakika santrifiij
edilmis ve Whatman No.1 filtre kagidindan siiziilmiistiir. Elde edilen filtrat amonyum siilfatla

¢0ktiirme, siikrozla konsantre etme ve ultrafiltrasyon ¢alismalari i¢in kullanilmugtir.

2.2.1. Amonyum Siilfatla C6ktiirme
Oda sicakhiginda kat1 halde bulunan amonyum siilfat tuzu, 100 ml filtrata % 50-80 doygunluk
diizeyi araliginda eklenmis ve polifenol oksidazin ¢okme degerleri incelenmistir. Sonugta, en

yiiksek aktiviteye %80 doygunlukta ulagiimistir. Bu asamada, yaklagik 4 kat saflagtirmaya
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ulasilmigtir. Kiltiir ortaminda 25.3 U/mg olan enzim aktivitesi amonyum siilfatla ¢Oktiirme

isleminden sonra 97.5 U/mg’a yiikselmistir.
2.2.2. Siikrozla Konsantre Etme

Siikrozla konsantre etme isleminin PPO i¢in yararlt olup olmadiginin tespit edilmesi amaciyla
25 ml (0.25 mg protein/ml) stiziilmiis kiiltir ortami diyaliz tiipiine konmus,doygun siikroz
¢0zeltisinin igerisine yerlestirilmis ve ortam hacmi yariya diisene kadar karistirilarak
bekletilmistir. Daha sonra soliisyon diyaliz edilmistir. Bu asamadan sonra aktivite 25

U/mg’dan 80 U/mg’a yiikselmistir.
2.2.3. Ultrafiltrasyon

Fermentasyonun 3. ve 4. giiniinden alinan 50 ml ham 6ziit 10 ml kalana kadar filtre
edilrilmis, bu sayede 5 kat konsantrasyona ulasllmi§t1r. Bu agsamada elde edilen konsantre

oziitte enzim aktivitesi 25 U/mg’dan 71 U/mg’a yiikselmistir.

Saflagtirma deneylerinin sonuglarina gore, T" lanuginosus PPO aktivitesinin en ¢ok arttigi
yontem amonyum siilfatla ¢6ktiirme yontemidir. Bu yontemi, siikrozla konsantrasyon ve
ultrafiltrasyon teknikleri takip etmektedir. Ancak, sonuglardan da gorildiigii tizere, elde

edilen aktiviteler cok da farkh degildir.
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2.2.4. Kolon Kromatografi

Kolon kromatografi deneyleri 6ncesinde 7. lanuginosus ve S. thermophilum PPO {iretimi
performanslan agisindan karsilastirilmis ve daha yiiksek aktivite gosteren mikroorganizmanin
enzimi ile saflagtirma ¢alismalarmin yapilmasina karar verilmistir. Bu amagla, her iki
mikroorganizmanin fermentasyonun 3, 4, 5 ve 6. giinlerinde alinan 6rneklerdeki PPO
aktiviteleri incelenmis ve Sekil-9’da gosterildigi gigi tespit edilmistir. Sonuca gore, S.
thermophilum PPO aktivitesi T. lanuginosus’a oranla ¢ok daha fazladir. Bu nedenle, kolon

kromatografisi deneyleri S. thermophilum PPO ile gergeklestirilmistir.

T. fanuginosus

m S. themophilu

PPO Aktivitesi (U/ml)

3 4 5 6
Fermentasyon Zamam (Giin)

Sekil-9: S. thermophilum - T. lanuginosus PPO aktivitesi karsilagtirmasi

Iki kromatografik yontem; hidrofobik etkilesim ve anyon-degisim kromatografileri, S.
thermophilum PPO saflastirmasi i¢in AKTA Prime FPLC (hizli stvi kromatografi) sisteminde
test edilmistir. Hidrofobik etkilesim kromatografisi oktil, fenil yiiksek substrat baglama ve
fenil yiiksek performans kolonlari ile denenmigtir. Anyon—degisim kromatografisi ise HiPrep

16/10 Q XL kolon kullanilarak gergeklestirilmistir.
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OKktil test kolonu pH 7°de 2, 3 ve 4M NaCl ile, fenil yiiksek substrat baglama kolonu ise pH
72de 3M NaCl ile denenmigtir. Belirtilen deneysel kogullarda kolona PPO baglanmadig
gozlemlenmistir. Bu durumda, oktil ve fenil yiiksek substrat baglama kolonlarinin S,
thermophilum PPO saflagtirmast igin uygun olmadigi sonucuna varimigtir.

Fenil yiiksek performans (HP) kolonu iki degisik tuz, amonyum siilfat ve sodyumkloriir
kullanilarak test edilmistir. Bu kolonda pH 7°de 3 ve 4M amonyum siilfat ve pH6.5,7 ve
7.5’ta sirastyla 2, 2-3-4 ve 4M NaCl ile ¢aligtlmistir. Ancak bu kolonla da belirtilen sartlarda

PPO saflastirma igin giizel sonuglar elde edilememistir.

Bir sonraki asamada iyon-degisim kromatografisi kullamilmigtir. Daha énceki calismada
(Mete, 2003) S. thermophilum PPO igin izoelektrik nokta belirlemesi yapilmis ve 5.4 olarak
tespit edilmigtir. Bu bilgiden hareketle, pH 8’de ¢alisacak anyon-degisim kromatografisi
denenmesi uygun goriilmiistiir. Bu amagla HiPrep 16/10 Q XL kolon kullanmistir. 1M NaCl
ile yapilan denemeler sonucu kolondan 3 ana protein piki ¢iktig gozlemlenmistir. Sekil-10°da
da gosterildigi gibi, elde edilen ilk pik kolona drnek yiiklenmesinden hemen sonra
gozlemlenmistir. Bu pikte bulunan proteinler, kolona hi¢ baglanmadan ¢ikan ve yiiklenen
toplam proteinin %32°lik kismini olusturan proteinlerdir. i1k pikte hi¢ PPO aktivitesi
bulunmamustir. ikinei protein pikinde toplam yiiklenen proteinin %16°s1 kolondan cikmistir
ve yine PPO aktivitesi gozlenmemistir. Ugiincii pikte toplam proteinin %52’lik kismi ¢cikmus,
bu proteinlerin ise %80°lik kismi1 PPO aktivitesi gdstermistir (Sekil-11). Sonug olarak, iyon-
degisim ySntemiyle, yiiklenen toplam PPO aktivitesi %93 verimle kolondan alinnus ve 2.2

kat saflagtirmaya ulagilmistir.

32




Th = WMT00EMay 1Bha00 1 _Loghank —— = MTZO0E My 18no001 - 1_0VENH DASEM

MY2005May18no00 1 1_Uv

o TR M A 5
i . 13355
20

gl

jra0

3?5%2(

o T i

Break poird I .~ Freak foint 4 Pause 00 6052005 (T1607 (Marmaly Break puitit 4]
& - i

) 100 140 200 280 m

Sekil-10: S. thermophilum PPO iyon-degisim kromatografisi kromatogram sonucu
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Sekil-11: 8. thermophilum PPO iyon-degisim kromatografisi aktivite sonucu
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2.3.  Polifenol Oksidazlarin Karakterizasyonu .

Karakterizasyon galismalari kapsaminda fenol oksidazin kinetik incelemesi yapilmis, sicaklik

ve pH’1n enzim aktivitesi ve stabilitesine etkisi incelenmis, enzimin tipi, molekiiler agirlig: ile

izoelektrik noktasi tespit edilmistir.

T lanuginosus polifenol oksidazinin kinetik parametrelerinin belirlenebilmesi amactyla 0.25-
20 mg/ml konsantrasyon araliginda katekol kullanilarak baslangig reaksiyon hizlar
bulunmustur. Sekil-12’de gorildigii gibi, bulunan reaksiyon hizlari substrat

konsantrasyonuna kars grafige gecirilmis ve enzimin Michaelis-Menten kinetigine uydugu

gorilmiistiir.

Reaction rate (U/ml)

O T 1 1

0 5 10 16 20
Catechol concentration (mg/ml)

Sekil-12. T lanuginosus polifenol oksidazinin Michaelis-Menten grafigi

Kinetik parametrelerinin belirlenebilmesi icin (reaksiyon hizi)! (substrat konsantrasyonu)’a
kars1 gizilerek Lineweaver-Burk grafigi (Sekil-13) olugturulmustur. Grafikten K,, ve V nax
degerleri sirasiyla 5 mg/ml ve 38 U/ml olarak tespit edilmistir.
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Sekil-13. 7' lanuginosus polifenol oksidazinin Lineweaver-Burk grafigi

Sicakhigin 7. Januginosus poli fenol oksidaz aktivitesine etkisinin belirlenebilmesi igin 50 ile

80°C arasinda degisen sicakliklarda calisilmistir. Sekil 14°te gortildiigt gibi, en yiiksek

aktivite 60°C’de gézlemlenmistir.
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Sekil-14. Sicakligin T. lanuginosus polifenol oksidazinin aktivitesine etkisi: (*)

saflagtirilmamis fermentasyon ortami, (-) saflagtirilmig fermentasyon ortama.
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Enzimin termostabilitesinin tayini i¢inse enzim soliisyonu 200 mM pH 7 fosfat tamponuyla 1 ;
saat boyunca 40 ile 80°C arasinda degisen sicakliklarda inkiibe edilmigtir. Sekil-15te
gorildugi gibi, saflagtirlmig ve saflastinlmamis enzimler 50°C°de aktivitelerinin %97 sini
korumuslardir. Saflagtirilamamis enzimin saflagtinlmus Crilli Oril daha dayamkl oldugu
tespit edilmigtir. 60°C"de ise enzim aktivitesinin %78 oraninda korundugu saptanmustir.

Ancak, saflastirilmis enzimin 80°C’de aktivitesinin %70’ ini kaybettigi gtze ¢arpmaktadar.

2 100 1 [ ] ™
% 80 - .
© ']
g 60 - .
2 40 - [ ]
3
@ 20 -
R
0 ¥ T 1 ¥ i
30 40 50 ° 60 70 80 90
Temperature (°C)

Sekil-15. T. lanuginosus polifenol oksidazimin termostabilitesi: (*) saflastirtlmanmus

fermentasyon ortami, (3 saflagtirilmig fermentasyon ortama.

I lanuginosus poli fenol oksidaz aktivitesine pH etkisinin belirlenebilmesi igin 4 ile 10
arasinda degisen pH degerlerinde ¢ahsilmistir. Sekil-16’da goriildiigt gibi, en yiiksek aktivite

pH 8’de gozlemlenmistir.
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Sekil-16. T. lanuginosus polifenol oksidazinin aktivitesine pH etkisi: (¢) saflastirilmamis

fermentasyon ortamu, (-) saflagtirilmig fermentasyon ortamu.

Enzimin pH stabilitesinin tayini iginse enzim soliisyonlar: 5 ile 9 pH araliginda degisik 200
mM tampon ¢ézeltilerde 1 saat boyunca 25°C’de inkiibe edilmistir. Sekil-17’de gorildugii
gibi, saflagtirilmis ve saflagtirtlmamis enzimler 1 saatlik inkiibasyondan sonra en fazla
%20’lik aktivite kaybina ugramiglardir. pH 7°de enzim aktivitesinin %97 oraninda korundugu

gozlemlenmistir. Bu sonuca gore, enzimlerin oldukea stabil olduklar: sOylenebilir.
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Sekil-17. T lanuginosus polifenol oksidazimin pH stabilitesi: (*) saflagtirilmams

fermentasyon ortamu, (.) saflastirilmis fermentasyon ortam.
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Enzimin uzun zamanli pH stabilitesinin tayini i¢inse soliisyonlar 18 saat boyunca degisik pH
degerlerinde inkiibe edilmistir. Sekil-18"den de goriildiigii gibi pH 7, 8 ve 9 degerlerinde
enzimler aktivitelerini %80 oraninda korumuslardir. Ancak, pH 5 ve 6’da aktivitelerinin

%6011 kaybetmislerdir.
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Sekil-18. T. lanuginosus polifenol oksidazinin uzun zamanli pH stabilitesi: ()

saflagtirilmamis fermentasyon ortami, (.) saflagtirilmig fermentasyon ortama.

Thermomyces lanuginosus polifenol oksidazlart farkl tiplerinin belirlenebilmesi amaciyla
SDS-poliakrilamit jeliyle elektroforetik olarak aynistirilmistir. Ug temel grup olan fenol
oksidazlar; lakkaz, peroksidaz ve katekol oksidaz, ayristirma sonrasi aktivite boyamasi
yontemiyle tespit edilmeye galisilmigtir. Bu amagla, jel 5 dakika oda sicakliginda pH 7 fosfat
tamponunda bekletilmis, ardindan lakkaz aktivitesinin belirlenebilemesi i¢in 25 mM 4-amino-
N-N-dietilenalenin (ADA) ile 50°C*de inkiibe edilmistir. 5 dakikalik inkiibasyon siiresi
sonunda Sekil-19a’da da goriilen lakkaz band: gozlemlenmistir. Ayni jel peroksidaz
aktivitesinin tespiti i¢in 10 mM H,0,’de bekletilmis ve Sekil-19b’de goriilen peroksidaz

band: gézlemlenmistir.
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Sekil-19. 7. Lanuginosus lakkaz ve peroksidaz aktiviteleri: (a) ADA (b) H,0; ile aktivite

boyamas

Katekol oksidaz aktivitesinin tayini i¢in jel 25 mM 4-butyl-catechol ile aktivite boyamasina

tabi tutulmus ancak herhangi bir bant olusumu gozlenememistir.

Gozlemlenen lakkaz jelden elektroforetik olarak geri kazanilmis, enzimin molekiil agirhg ve

izoelektrik noktasinin belirlenmesinde kullamlmustr.

Aktivite boyamast sonrasi jelden geri kazamlan fenol oksidazin hacmi membran konsantrator
kullanilarak 3 mI’den 0.1 mI’ ye indirilerek konsantre edilmis ve molekiil agirhg tayini igin
SDS-PAGE yo6nteminde kullanmlmustir. Elde edilen jel komasi parlak mavi ile boyanmis ve
Sekil-20’den de goriildiigii gibi enzimin molekiil agirlig yaklagik 29 kDa olarak tespit

edilmistir.
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Sekil-20. 70 lanuginosus polifenol oksidazinin SDS-PAGE sonucu. M: Marker proteinler, 1:

Polifenol oksidaz

Izoelektrik noktas tayini pH 3 ile 10 arasinda degisen amfolitler kullanilarak

gergeklestirilmistir. Coomassie brilliant blue ile boyanan jelden (Sekil-21) fenol oksidazin

izoelektrik noktasi 6 olarak tespit edilmistir.

Karakterizasyon ¢alismalan kapsaminda anyon-degisim kromatografisiyle saflagtinlmis olan

S. thermophilum PPO molekiil agirh tayini de yapilmistir. SDS-PAGE yontemiyle
gerceklestirilen ¢alismada, kolondan alinan PPO aktivitesi igeren ti¢ fraksiyon poliakrilamit
Jelde yiiriitilmiis ve sonugcta Sekil-22’den dek goriildugii gibi, S, thermophilum PPO molekiil
agirhigr yaklasik 90 kDa olarak tespit edilmistir.
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Sekil-21. 7" lanuginosus polifenol oksidazinin izoelektrik nokta incelemesi sonucu. M-

Marker proteinler, 1 ve 2: Degisik konsantrasyonda saflagtirilmig (sirasiyla 0.02 ve 0.2

mg/ml) polifenol oksidaz.

Sekil-22. S. thermophilum polifenol oksidazinin SDS-PAGE sonucu.
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Proje kapsaminda, termofilik bir kiif olan Thermomyces lanigunosus’un  (IM1-84400 susu)

hiicre dis1 polifenol oksidaz iiretimi incelenmistir. En yiksek polifenol oksidaz iiretim
kosullarinin tespiti i¢in farkli karbon ve azot kaynaklar denenmistir. Ayrica, fermentasyon
ortamina eklenen bakirin ve degisik fenolik maddelerin iiretime etkisi de incelenmistir.
Karbon kaynag olarak seliiloz, glikoz, siikroz, fruktoz ve xyloz denenmis, kullanilan tiim
karbon kaynaklar hi¢ karbon kaynag: kullanilmayan duruma gore daha diisiik bir aktiviteye
neden olmustur. En yiiksek aktivite, karbon kaynag kullanilmayan kiiltiir ortaminda 4. giinde
gézlenmistir. Farkl azot kaynag olarak organik (maya 6ziiti, kazein+pepton) ve inorganik
(sodyum nitrat, amonyum siilfat) kiiltiir ortamina eklenmis, en yiiksek enzim tiretimi %1.5
maya 6ziitiiniin kullamldig: fermentasyonun 4. giiniinde elde edilmistir. Polifenol oksidazlarin
aktif bolgelerinde bakir bulunmasi nedeniyle bakirin fermentasyon ortamina eklenmesinin
Giretimi arttiracagi diistiniilmiis ve bu amagla 0-80 ppm konsantrasyon araliginda bakr siilfat
denenmistir. Bakir siilfat konsantrasyonunun 30 ppm’e kadar arttirlmasi enzim iiretimini
attirmig ancak 30-80 ppm arasinda eklenmesi iiretimi azaltic1 yonde etki yapmugtir.
Indiikleyici olarak kullanilabilecekleri diigtiniilen gallik asit, koumarik asit, kafeik asit, p-
kresol, I-dopa gibi degisik fenolik maddeler, ayrica, ¢ay Oziitli ve yag proses atik suyu gibi
fenolik madde agtsindan zengin kaynaklar da kiiltiir ortamina eklenmigtir. Ancak, sadece 3
mM gallik asitin enzim iiretimini ciddi bigimde (%40) etkiledigi goriilmiistiir. Enzim icin en
uygun sicaklik ve pH degerleri siras1 ile 60°C ve 8.0 olarak belirlenmigtir. Enzim 80°C de 1
saatlik inkiibasyon sonrasinda aktivitesinin %67 sini, pH 9 ve oda sicakliginda 1 saatlik
inkiibasyon sonrasinda da aktivitesinin %87 sini korudugu gézlenmistir. Biyoreaktor ¢alisma
parametreleri de optimize edilmis, en yiiksek enzim iiretimi pH 8 ve %80 ¢6ziinmiis oksijen

konsantrasyonunda elde edilmistir.

42



SRR R

-

T" lanuginosus polifenol oksidaz amonyum siilfatla ¢oktiirme, siikrozla konsantre etme ve

ultrafiltrasyon yontemleri ile kismi olarak saflastirilip karakterize edilmis, enzimin molekiiler
agirhigi 29 kDa ve izoelektrik noktasi da 6.0 civarinda tespit edilmistir. Yine termofilik bir kiif
olan S. thermophilum’un T'lanigunosus’a oranla daha yliksek polifenol oksidaz lirettigi tespit
edilmis ve bu nedenle S, thermophilum polifenol oksidazi, anyon-degisim kromatografi
yontemiyle 2.2 kat saflagtirilip karakterize edilmistir. 7. lanigunosus polifenol oksidaz:
aktivite boyamasiyla lakkaz olarak tespit edilmistir. S. thermophilum polifenol oksidazinin ise
ABTS, siringaldazin gibi baz lakkaz-spesifik substratlan okside etmedigi laboratuvarimizda
yapilan ¢alismalar sonucunda saptanmustir (Yiizigiilli, MS). Bu nedenle S thermophilum
polifenol oksidazinin o-difenolik maddelerin oksidasyonunu katalizleme yetisine sahip
katekol oksidaz oldugu diisiiniilmektedir. S thermophilum polifenol oksidazinm molekiiler

agirh@ yaklasik 90 kDa olarak bulunmustur.

Her iki mikroorganizmayla iiretilen polifenol oksidazlar termofilik olmalari nedeniyle
endiistriyel prosesler i¢in avantaj saflamaktadirlar. Ayrica, enzimlerin hiicre digt tiretimi de
dikkate deger bir 6zelliktir. Enzimin ilk biyoreaktor ¢alismalan gerceklestirilmis, daha yiiksek
skala da galigiimasi igin gerekli Onbilgi elde edilmistir. Endiistriyel tiretimden sonra
saflastirma i¢in sulu-2-faz yéntemi uygun bir metod olarak diistiniilmektedir. Farkli substrat
segicilikleri tespit edilmis I lanigunosus ve S. thermophilum polifenol oksidazlarinin bu
ozellikleriyle, biinyesinde ¢ok farkls tipte fenolik maddeler bulunduran zeytin yagi fabrikasi
gibi fabrikalarin endiistriyel atik sularindan fenolik gidermede kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.
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EK-A :
BSA (bovine serum albumin) kullanilarak protein standart grafigi elde edilmistir. Bu amagla
10 mg/ml BSA stok soliisyonu hazirlanmig ve Tablo-1de verilmig olan oranlarda

seyreltilerek 0-0.03 mg/ml konsantrasyon araliginda BSA ¢ozeltileri hazirlanmigtir.

Tablo-A1 : BSA ile standart protein grafigi seyreltme oranlar

Tiip No 1 2 3 4 5 6 7

BSA (ui) 0 200 240 320 400 500 600

dH>O (ul) | 2000 1800 1760 1680 1600 2500 1400

Ahnan 2 ml BSA ¢6zeltisinin tizerine 2 ml Bradford soliisyonu eklenip karistirildiktan 10

dakika sonra, drnegin absorbansi 595 nm’de okunmus ve protein standart grafigi

hazirlanmustir (Sekil-A1).

Absorbans (595 nm)

O 4 ¥ T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04

BSA konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil-Al: Bradford protein standart grafigi

46




	00000001.TIF
	00000002.TIF
	00000003.TIF
	00000004.TIF
	00000005.TIF
	00000006.TIF
	00000007.TIF
	00000008.TIF
	00000009.TIF
	00000010.TIF
	00000011.TIF
	00000012.TIF
	00000013.TIF
	00000014.TIF
	00000015.TIF
	00000016.TIF
	00000017.TIF
	00000018.TIF
	00000019.TIF
	00000020.TIF
	00000021.TIF
	00000022.TIF
	00000023.TIF
	00000024.TIF
	00000025.TIF
	00000026.TIF
	00000027.TIF
	00000028.TIF
	00000029.TIF
	00000030.TIF
	00000031.TIF
	00000032.TIF
	00000033.TIF
	00000034.TIF
	00000035.TIF
	00000036.TIF
	00000037.TIF
	00000038.TIF
	00000039.TIF
	00000040.TIF
	00000042.TIF
	00000043.TIF
	00000044.TIF
	00000045.TIF
	00000046.TIF
	00000047.TIF

