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3. MATERYAL VE YÖNTEM

3.1 Kullanılan Cihazlar ve Kimyasal Malzemeler

Deneylerde, Shimadzu UV-1601 Spektrofotometre, Memmert Su Banyosu, Heraeus Etüv, Shimadzu 0,0001 duyarlıkta terazi, IKA Vorteks, Yellowline Magnetik karıştırıcı, Hettich EBA 8S Santrifüj, Waring blender, Hanna pH metre kullanıldı.
Alginic asit sodyum tuzu medium viscosity (Cat No: A-2033), kalsiyum klorür dihidrat (Cat No: C-5080), sığır karbonik anhidraz (BCA, Cat No: C-3934), sığır serum albumin (BSA, Cat No: A-2153), p-nitrofenilasetat (Cat No: N-8130), diyaliz tüpü (Cat No: D-9777), Sigma’dan; Coommassie Brillant Blue G-250, sodyum klorür, EDTA, amonyum sülfat, HEPES, sodyum sülfit, sülfirik asit, asetonitril, fosforik asit ve Tris-HCl Merck’den; Na3PO4 ise Fluka’dan temin edildi. 

Bitki karbonik anhidraz enzimi (PCA) pazı (Rumex patientia L.) bitkisinden laboratuarımızda hazırlandı.
3.2 Pazı’dan CA Ekstraksiyonu


Bu çalışmada kullanılmak üzere pazı (Rumex patientia L.) bitkisi yaprakları Aydın ilinde yerel marketlerden temin edildi. Taze pazı bitkisi yaprakları yıkanıp, havada kurutuldu. Yapraklar kesildikten sonra kilogram başına 1,5 L tampon (0,02 M  Na3PO4, 0,1 M  NaCl, 0,001 M EDTA, pH 6,8) olacak şekilde Waring blenderde parçalanarak süspansiyon haline getirilirdi. Bu süspansiyon Buncher hunisinde süzülerek pulp kısmı uzaklaştırıldı. Süzüntü hacmi ölçülerek % 30 doygunlukta       (0 °C’de) olacak şekilde katı (NH4)2SO4 eklendi. Bu çözelti 5000 g’de 30 dakika santrifüjlendi. Üst kısımda kalan renksiz süpernatan ayrılarak alt kısımdaki yeşil çökelek atıldı. Süpernatana % 55 doygunlukta olacak şekilde tekrar katı (NH4)2SO4 eklendi. Çökelti tekrar 5000 g’de 30 dakika santrifüjlendi. Bu kez üstteki sulu kısım atılarak dibe çöken kısım alındı ve tamponda çözüldü. Örneğin içindeki amonyum sülfatı uzaklaştırmak amacı ile diyaliz işlemi uygulandı.

Diyaliz tüpü kullanılmadan önce aşağıdaki ön işlemlerden geçirildi; 

1. Diyaliz tüpünden gliserini uzaklaştırmak için oda sıcaklığında 3-4 saat saf suda bekletildi. 

2. Sülfür bileşiklerinin uzaklaştırılması için % 0,3 (w/v) Na2SO3 çözeltisinde 80 oC’de 1 dakika ısıtıldı.

3. 60 oC’deki sıcak suda iki dakika bekletildi.

4. % 0,2 (v/v) H2SO4 çözeltisinde 3-4 dakika asitlendirildi.

5. Daha sonra asidi uzaklaştırmak için 60oC’deki sıcak su ile hafifçe çalkalandı.

Örnek, bu işlemlerden geçirilmiş diyaliz tüpüne konarak tampon içerisinde 1 gün süre ile diyaliz işlemine tabi tutuldu. Diyaliz işlemini hızlandırmak amacıyla homojenat tamponu (2.10-2 M, pH 6,8) 8 saat ara ile 2 kez değiştirildi. 

3.3 Bradford Yöntemi İle Protein Tayini

Çalışma boyunca tüm protein tayinleri Bradford’a (1976) göre yapıldı. Bu yöntemde bir organik boyar madde olan Commassie brillant blue G-250’nin proteindeki renklendirme özelliğinden yararlanılır. Commassie brillant blue G-250, negatif yüklü olan ve proteindeki (+) yüklü gruplara bağlanan bir boyadır. Boya, kırmızı (Amax=465 nm) ve mavi (Amax=595 nm) formlarda bulunur. Kırmızı form çözeltideki haldir. Boya proteine bağlanınca mavi renk oluşur. Reaksiyon oldukça tekrarlanabilir ve hızlıdır. İki dakika içinde renk oluşur ve bir saat kadar stabil kalır (Robyt and White, 1987). Bradford yöntemi ile protein tayini yapılırken aşağıdaki işlemler uygulandı.

Commassie Brilant Blue G-250 çözeltisinin hazırlanması :
100 mg Commassie Brilant Blue G-250, 50 mL % 95’lik etanolde çözüldü. Üzerine 100 mL % 85’lik fosforik asit ilave edildi. Filtre kağıdı ile süzülerek saf su ile 1L’ye tamamlandı.
Stok ve standart protein çözeltilerinin hazırlanması :

100 μg [BSA], 0,15 M’lık NaCl çözeltisi ile 1000 μL’ye tamamlandı. Bu stok çözeltiden Çizelge 3.1’e göre standart çözeltiler hazırlandı.

Çizelge 3.1. Bradford yöntemi ile protein tayini için kullanılan çözeltiler.

	Standart (μg/ 1,5 mL)
	Stok BSA çözeltisi (μL)
	0,15 M NaCl hacmi (seyreltme hacmi, μL )

	10
	100
	1400

	20
	200
	1300

	30
	300
	1200

	40
	400
	1100

	50
	500
	1000

	60
	600
	900

	70
	700
	800

	80
	800
	700

	90
	900
	600


Yukarıda hazırlanan standart çözeltilerinden 1,5 mL alınarak üzerlerine 1,5 mL Commassie Brillant Blue G-250 çözeltisi ilave edilerek köre karşı 595 nm’de absorbans değerleri 3 mL’lik plastik küvetlerde okundu. Kör olarak 1,5 mL 0,15 M NaCl ve 1,5 mL Commassie Brilant Blue G-250 kullanıldı. Her deney 3 kez tekrarlandı ve ortalama alındı. Elde edilen absorbans değerleri ile çalışma grafiği çizildi.

3.4 CA Aktivitesi Tayini
CA’ın doğal substratı CO2’dir. Ancak bölüm 1.1.4’de bahsedildiği gibi enzim, doğal olmayan pek çok substrata karşı in vitro koşullarda hidrolaz ve esteraz aktivitesi gösterir. Karbondioksit substratını kullanarak enzim aktivitesi tayini için en basit yöntem CO2’in HCO3-’a dönüşümünü takip eden pH değişimini gözle veya kolorimetrik olarak izlemek suretiyle tayindir (Rickli, 1964).

CO2’in hidratasyonu sonucu oluşan pH değişimini bir elektrik sinyaline çevirmek suretiyle aktivite ölçümüne olanak sağlayan bir stop-flow yöntemi de geliştirilmiştir (Khalifah, 1971). Ancak, bu yöntem, özel aparat (stop-flow aparatı) gerektirdiği için her laboratuarda uygulanamaz. CO2’in substrat olarak kullanıldığı Rickli yöntemini uygulayabilmek için CO2’in sudaki doygun çözeltisi hazırlanır. CO2’in sudaki çözünürlüğü sıcaklıkla değiştiği için her seferinde aynı çözeltiyi hazırlamak oldukça dikkat gerektiren bir işlemdir. Öte yandan, enzimin kinetik parametrelerinin tespiti için gerekli değişen derişimlerdeki substrat çözeltisini hazırlamak substratın gaz olması nedeniyle oldukça zordur. Bu nedenle Rickli yönteminin aktivite tayini için uygun, fakat kinetik parametre tayini için uygun olmadığı bilinmektedir.

CA’ın kinetik parametrelerinin tayininde in vitro substrat olan p-nitro fenilasetat’a (pNPA) karşı esteraz aktivitesi ölçülmesi en fazla kabul gören yöntemdir. p-NPA suda çözüldüğünde kendiliğinden hidroliz olduğundan stok substrat çözelti hazırlama işlemi aktivite ölçümünü zorlaştırsa da pNPA’ı suyla karışan bir organik çözgen olan asetonitril içinde çözmek suretiyle bu zorluk aşılmaktadır.

3.4.1 Rickli yöntemi ile CA aktivitesi tayini

Enzimin alginata bağlanıp bağlanmadığının kontrolü için serbest enzim ve alginata immobilize enzimin aktiviteleri Rickli yöntemine göre ölçüldü. Bunun için, kapalı bir reaktif kabına 100 mL su konduktan sonra suyun içinden 30 dakika süre ile CO2 gazı geçirilerek stok substrat çözeltisi hazırlandı.

Kör Deneme

1. 2,0 mL soğuk Tris-HCl tamponu (2.10-2 M, pH 8,3) bir deney tüpüne alındı.

2. Bu deney tüpüne 100 (L bromtimol mavisi indikatörü ilave edildi (bromtimol mavisi indikatörü pH 8,3’de mavi, pH 6,3’de yeşilimsi sarı renktedir).

3. 2,0 mL stok substrat çözeltisi ilave edildiği anda  kronometre çalıştırıldı ve rengin maviden yeşilimsi sarı renge değişimi tamamlandığında durduruldu.

4. Ölçülen süre to olarak kaydedildi.

Enzim Denemesi

1. 2,0 mL soğuk Tris-HCl tamponu (2.10-2 M, pH 8,3) bir deney tüpüne alındı.

2. Bu deney tüpüne 100 (L bromtimol mavisi ilave edildi.

3. Aynı deney tüpüne 100 (L enzim çözeltisi alındı.

4. 2,0 mL substrat çözeltisi ilavesi ile kronometre çalıştırıldı ve renk değişimi tamamlandığında durduruldu.

5. Burada ölçülen süre t olarak kayedildi.

1 Rickli Birimi (IU) =
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3.4.2 p-Nitro fenilasetat substratı kullanılarak CA aktivitesi tayini

p-Nitro fenilasetat ile aktivite tayini Pocker ve NG’ye (1973) göre yapıldı. Kısaca 4,5.10-4 M asetonitrilde hazırlanmış p-nitro fenilasetat stok substrat çözeltisinden hesaplanmış miktar enzim içeren HEPES (5.10-2 M, pH 7,2) tamponuna ilave edilerek 400 nm’deki absorbans değişimi ölçüldü (37°C’de). 

Birim zamandaki absorbans değişimi (∆A/∆t) kullanılarak enzim aktivitesi (U) :
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formülünden hesaplandı. Burada V spektrofotometrik küvetteki son hacim (mL); (, pNPA’nın molar absorbans katsayısı (18400 M-1 cm-1); d, ışık yolu (10 mm) dur. 

Bir enzim ünitesi (IU): 37 °C’de, 1dakikada, pNPA’dan 1(mol p-nitrofenol’ün serbestlenmesini sağlayan enzim miktarıdır.

3.5 Kalsiyum Alginat Mikro Kürelerinin Hazırlanması

Farklı yüzde (w/v) bileşimlerinde (% 1,0; % 1,5; % 2,0) hazırlanan sodyum alginatın sudaki çözeltisi, 1 mg/mL BCA içeren stok çözeltinin 500 (L’si ile karıştırıldıktan sonra, değişik yüzde (w/v) bileşimlerinde (% 1,0; % 1,5; % 2,0) hazırlanan CaCl2’ün sudaki çözeltisine 2,5 mL hacimli bir medikal enjektör yardımı ile damlatılarak enzim içeren mikro küreler elde edildi. Mikro küreler 15-20 dakika magnetik karıştırıcı ile karıştırılıp yaklaşık 12 saat buzdolabında bekletilerek olgunlaştırıldıktan sonra süzülüp saf su ile yıkandı ve kurutma kağıdı ile kurutuldu.

Mikrokürelerden 50’şer adet tüp içine yerleştirilerek Rickli yöntemine göre enzim aktivitesi ölçüldü. Süzüntüde Bradford yöntemi ile protein tayini yapılarak mikro kürelerdeki protein miktarı hesaplandı.

Pazı (Rumex patientia L.) bitkisinden ekstrakte edilen PCA enzimi yukarıda anlatıldığı gibi alginat jelde immobilize edildi. Özetle, saf su ile hazırlanan 10 mL % 1,5’lık (w/v) CaCl2 çözeltisine 2 mL % 1,5’luk (w/v) sodyum alginat ve 500 (L PCA enzimi karışımı bir medikal enjektör vasıtasıyla damlatıldı. Elde edilen mikro küreler mevcut çözelti içinde 15-20 dakika karıştırıldıktan sonra yaklaşık 12 saat buzdolabında +4oC’de bekletilerek olgunlaştırıldı; süzülüp saf su ile yıkandı ve kurutma kağıdı ile kurutuldu.

Mikro kürelerden 50’şer adet alınarak Rickli yöntemine göre enzim aktivitesi ölçüldü. Süzüntüde Bradford yöntemi ile protein tayini yapılarak mikro kürelerdeki protein miktarı hesaplandı.

3.6 pNPA Substratı Kullanılarak Kinetik Parametrelerin Tespiti İçin Aktivite Tayini 

Serbest ve alginata immobilize BCA ile PCA’ın esteraz aktivitesinin tespiti için substrat olarak pNPA kullanıldı. Tampon olarak kullanılan HEPES çözeltisinin pH’ı 7,2; derişimi 5.10-2 M, substrat olarak kullanılan pNPA stok çözeltisinin asetonitril çözgenindeki derişimi ise 4,5.10-4 M idi. Enzim çözeltisinin derişimi 1 mg/mL olacak şekilde ayarlandı.

Deneylerde kullanılan tampon, enzim ve subtrat çözeltisi bileşimleri Çizelge 3.2, 3.3 ve 3.4’de verilmiştir.

Çizelge 3.2 Serbest BCA ve pNPA ile kinetik parametrelerin tespiti için çözelti bileşimleri.

	Deney 

No
	Tampon hacmi 

(mL)
	Enzim hacmi

 ((L)
	pNPA hacmi 

((L)
	Final konsantrasyon (M)

	1
	2,8
	100
	100
	1,5.10-5 

	2
	2,7
	100
	200
	3,0. 10-5 

	3
	2,6
	100
	300
	4,5. 10-5 

	4
	2,5
	100
	400
	6,0. 10-5 

	5
	2,4
	100
	500
	7,5. 10-5 


Çizelge 3.3 Serbest PCA ve pNPA ile kinetik parametrelerin tespiti için çözelti bileşimleri.
	Deney No
	Tampon hacmi ((L)
	Enzim hacmi ((L)
	pNPA hacmi 

((L)
	Final konsantrasyon (M)

	1
	1120
	40
	40
	1,5.10-5 

	2
	1080
	40
	80
	3,0. 10-5 

	3
	1040
	40
	120
	4,5. 10-5 

	4
	1000
	40
	160
	6,0. 10-5 

	5
	960
	40
	200
	7,5. 10-5 


Çizelge 3.4 BCA ve PCA’ı immobilize edilmiş mikro küreler ile kinetik parametrelerin tespiti için çözelti bileşimleri.

	Deney No
	Tampon hacmi (mL)
	Mikro küre Sayısı
	pNPA hacmi 

((L)
	Final konsantrasyon (M)

	1
	2,7
	50
	100
	1,5.10-5 

	2
	2,6
	50
	200
	3,0. 10-5 

	3
	2,5
	50
	300
	4,5. 10-5 

	4
	2,4
	50
	400
	6,0. 10-5 

	5
	2,3
	50
	500
	7,5. 10-5 


3.7 Optimum pH’ın Belirlenmesi
Farklı tampon sistemleri (37°C’de) ile hazırlanan farklı pH değerlerinde (5,0.10-2 M asetat tamponu ile pH 3,5, 4,5, 5,5; 5,0.10-2 M HEPES tamponu ile pH 6,5, 7,5, 8,5) 1,5.10-5 M pNPA substratı kullanılarak esteraz aktiviteleri serbest BCA ve PCA ile ve alginata immobilize edilmiş BCA ve PCA için ölçüldü. Kullanılan çözelti bileşimleri Çizelge 3.5 ve Çizelge 3.6’da görülmektedir.

Çizelge 3.5 Farklı pH değerlerinde BCA ve PCA ile optimum pH’ın tespiti için çözelti bileşimleri.

	pH
	Tampon hacmi (mL)
	Enzim hacmi ((L)
	pNPA hacmi ((L)

	3,5
	2,8
	100
	100

	4,5
	2,8
	100
	100

	5,5
	2,8
	100
	100

	6,5
	2,8
	100
	100

	7,5
	2,8
	100
	100

	8,5
	2,8
	100
	100


Çizelge 3.6 Farklı pH değerlerinde BCA ve PCA immobilize edilmiş mikro küreler ile optimum pH’ın tespiti için çözelti bileşimleri

	pH
	Tampon hacmi (mL)
	Mikro küre sayısı
	pNPA hacmi ((L)

	3,5
	2,8
	50
	100

	4,5
	2,8
	50
	100

	5,5
	2,8
	50
	100

	6,5
	2,8
	50
	100

	7,5
	2,8
	50
	100

	8,5
	2,8
	50
	100


3.8 Optimum Sıcaklığın Belirlenmesi
Farklı sıcaklıklarda (15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 oC) HEPES tamponu   (5.10-2 M, pH 7,2) ile 1,5.10-5 M pNPA substratı kullanılarak esteraz aktiviteleri serbest ve immobilize BCA ile PCA için ölçüldü. Farklı sıcaklıklarda pNPA substratı kullanılarak ölçülen esteraz aktiviteleri için serbest ve alginata immobilize edilmiş enzimlerin çözelti bileşimleri Çizelge 3.7 ve Çizelge 3.8’de gösterilmektedir.

Çizelge 3.7 Farklı sıcaklıklarda serbest BCA ve PCA ile optimum sıcaklığın tespiti için çözelti bileşimleri.

	Sıcaklık, oC
	Tampon hacmi (mL)
	Enzim hacmi ((L)
	pNPA hacmi ((L)

	15
	2,8
	100
	100

	20
	2,8
	100
	100

	30
	2,8
	100
	100

	40
	2,8
	100
	100

	50
	2,8
	100
	100

	60
	2,8
	100
	100

	70
	2,8
	100
	100

	80
	2,8
	100
	100


Çizelge 3.8 Farklı sıcaklıklarda BCA ve PCA immobilize edilmiş mikro küreler ile optimum sıcaklığın tespiti için çözelti bileşimleri.

	Sıcaklık, oC
	Tampon hacmi (mL)
	Mikro küre sayısı
	pNPA hacmi ((L)

	15
	2,8
	50
	100

	20
	2,8
	50
	100

	30
	2,8
	50
	100

	40
	2,8
	50
	100

	50
	2,8
	50
	100

	60
	2,8
	50
	100

	70
	2,8
	50
	100

	80
	2,8
	50
	100


3.9 Termal Analiz Ölçümleri

Termal analiz teknikleri maddeye kontrollü sıcaklık programı uygulandığında, maddenin ve/veya reaksiyon ürünlerinin fiziksel özelliklerinin sıcaklığın fonksiyonu olarak ölçüldüğü bir grup tekniktir. Bu yöntemler polimer, ilaç, killer ve mineraller, metaller ve alaşımlar gibi hem kalite kontrol hem de araştırma alanlarında yaygın olarak kullanılmaktadır. Termogravimetrik analiz (TGA) ve Diferansiyel taramalı kalorimetri (DSC) termal analiz tekniklerinden ikisidir. Termogravimetrik analizde kontrol edilen bir atmosferdeki örneğin kütlesi, sıcaklığın ve zamanın fonksiyonu olarak artan sıcaklığa karşı kaydedilir. TGA doğal ve sentetik ürünlerin bileşimlerini ve termal özeliklerini tayin etmede yaygın olarak kullanılmaktadır.

DSC, örnek ve referansa ısı akışı arasındaki farkı kontrollü bir sıcaklık programı uygulayarak sıcaklık fonksiyonu olarak inceleyen termal bir yöntemdir. DSC ile TGA arasındaki temel fark, birincisinin enerji farklarının ölçüldüğü kalorimetrik bir yöntem olması ikincisinin ise sıcaklık farkı ölçümüne dayanmasıdır. Her iki yöntemde kullanılan sıcaklık programları birbirine benzerdir. DSC, termal yöntemler içinde günümüzde en fazla kullanılan yöntemdir (Skoog et al., 1998). 

TGA ve DSC aygıtları bu çalışmanın yapıldığı laboratuarda bulunmamakla birlikte bir polimer olan enzimin yine bir polimer olan alginat matrisine bağlanıp bağlanmadığının bir göstergesi olarak hazırlanan örnekler İnönü Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü Fizikokimya Laboratuarına analiz için gönderildi. Termal analiz ölçümlerinde kullanılan örnekler Çizelge 3.9’da gösterilmektedir.

Çizelge 3.9 Termal analizde kullanılan örnek içerikleri.

	Örnek No
	Örneğin özelliği

	1
	% 1,5 (w/v) alginat  ve % 1,5 (w/v) CaCl2 ile elde edilen enzimsiz mikro küreler.

	2
	BCA’nın % 1,5 (w/v) alginat  ve % 1,5 (w/v) CaCl2 içerisine immobilizasyonu ile elde edilen mikro küreler.

	3
	PCA’nın % 1,5 (w/v) alginat  ve % 1,5 (w/v) CaCl2 içerisine immobilizasyonu ile elde edilen mikro küreler

	4
	Sodyum alginat


3.10 İmmobilize Enzimin Kararlılığı
Serbest ve immobilize BCA ile serbest ve immobilize PCA’ın dayanıklılığı, +4oC’de 3 gün aralıklarla toplam 30 gün Rickli yöntemine göre aktivite ölçmek suretiyle test edildi.
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