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OZET

Anahtar kelimeler: Polifenol oksidazamium purpureum, eflatun cicekli ballibaba,
immobilizasyon

Bu calsmada,Lamium purpureum (eflatun cicekli ballibaba) bitkisinden elde edile
serbest ve immobilize polifenol oksidaz (PPO) enzim kinetik o6zellikleri
incelenmgtir. Hem serbest hem de immobilize enzim kullamkaryapilan
karakterizasyon caimalarinda 4-metil katekol, katekol, pirogallol veafé&ik asit
substratlari kullanilngtir. Her bir substrat icin Michaelis-Menten sahbiy) ve
maksimum reaksiyon hizi () hesaplanmtir. Serbest enzim igin kafeik asit en
yuksek substrat spesifigine sahiptir. Serbest enziminin optimum pHzeeeri 6,0-
8,0; optimum sicaklik derleri ise 10-20C aralgindadir. PPO enzimi chitin (CHT),
chitosan (CTS) ve hidroksiapatite (HAP) immobiliedilmistir. CHT’e immobilize
edilen enzimin kafeik asit substratina algisi en fazladir. Optimum pH gerleri
6,0-7,0; optimum sicakhk gerleri ise 5-50°C aralginda bulunmsgtur. CTS’a
immobilize edilen enzim icin katekol en ylksek dwdts spesifikigine sahiptir.
Optimum pH degerleri 4,0-8,0; optimum sicaklik gerleri ise 5-40°C aralginda
bulunmuytur. HAP’e immobilize edilen enzimin ise kafeik @si olan ilgisi en
fazladir. Optimum pH deerleri 6,0-8,0, optimum sicaklik gerleri ise 5-50°C
olarak bulunmstur. Serbest PPO enzimini L-Sistein ile 2-merkagianol ve C¥,
Pb™, Fe™ metalleri biyik oranda inhibe etmektedir. Bazi avasitlerin serbest
enzim Uzerine etkisi incelerginde L-Lisin’in en yiksek aktivasyona, L-Arginin ve
L-Aspartik asidin ise en yuksek inhibisyona sebkugu gorulmitir. Serbest PPO
enziminin optimum pH’si 7,5 olarak bulungtur. Yapilan PPO depolama karagili
sonucuna gore serbest enzim icin oda sigaida enzim aktivitesi 12 saat sonunda
% 40,7; +4C’ de 120 saat sonunda % 27,91 olarak Olcitimi Her (¢ materyale
immobilize edilen enzimin oda sicakinda ve +4C’ de serbest enzime goére daha
uzun silre aktivitesini korugu gorulmigtir. immobilize enzimin yeniden
kullanilabilirligi calismasinda 4.kullanimda CTS % 5,16 gdende aktivite
gostermeye devam ederken, CHT ve HAP igin aktsitelanmstir.
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CHARACTERIZATION AND IMMOBILIZATION ON SOME
CARRIER OF POLYPHENOL OXIDASE FROM DEADNETTLE
(Lamium purpureum)

SUMMARY

Key Words: Polyphenol oxidase,Lamium purpureum, red deadnettle,
immobilization.

In this work, it is investigated the kinetic propees of free and immobilized
polyphenol oxidase (PPO) obtained fradramium purpureum (red deadnettle). 4-
methylcatechol, catechol, pyrogallol and caffeiedasubstrates were used in the
characterization studies of free and immobilizerdyeme. Michaelis-Menten constant
(Km) and maximum reaction velocity M) were calculated for each substrate.
Cafeic acid has the maximum substrate specifityfflee enzyme. Free enzyme’s
optimum pH values were found between 6,0 and 8fin@im temperatures were
found as 10 - 20C. PPO enzyme was immobilized on chitin (CHT), ckéto (CTS)
and hirdoxiapatite (HAP). Cafeic acid has the maximsubstrate specifity for CHT
immobilized enzyme. Optimum pH values were found &8-7,0. Optimum
temperatures were found between 5 °60For CTS immobilized enzyme catechol
has the maximum substrate specifity. Optimum pHieslwere found between 4,0
and 8,0. Optimum temperatures were found betweed®°C. Cafeic acid has the
maximum substrate specifity for HAP immobilized ygme. Optimum pH values
were found as 6,0-8,0. Optimum temperatures wanaddetween 5 - 5€C. PPO
activity substantially was inhibited from L-cystein2-mercaptoethanol, &aPb?,
Fe"* metal ions. When the effect of some amino acidshenPPO was investigated,
L-Lysine led to maximum activation, L-Arginine ardAspartic acid maximum
inhibition. pH tolerance of free PPO was found AS.a result of enzyme storage
stability, for free PPO activity at the room termgdere after 12 hours % 40,7; at +4
°C after 120 hours % 27,91. Immobilized enzyme hagenenzyme endurance at the
room temperature and at %@ than free enzyme. As a result of enzyme’s religabi
in forth use CTS has % 5,16 activity, CHT and HA&eavinactive.

Xiv



BOLUM 1. GiRiS

Tuketicinin giderek daha bilinglenmesi sonucu tilkat besinlerin hem c¢evre ve
insan sgligina, hem de damak zevkine uygun olmasi talep ekikdé. Bu nedenle
gida endustrisi alaninda Uretim ve pazarlama ilgili il yeni yontemler
gelistiriimektedir [1]. Meyve ve sebzelerde ayrica kaloulkdeniz hayvanlarinda
carpma, kesme, kabuk soyma ve dilimleme gibi mékaedelenme veslemlerle
bazi renk dgisimleri ortaya ¢cikmaktadir. Pembeden mavimsi-siykbdar olan bu

renk dgisimlerine “esmerlgme” denir [2].

Meyve ve sebzelerde gorilen enzimatik esrgerde esas olarak, organizmada var
olan fenolik bilgiklerin kinona donémesi, kinonlarin polimerkgnesi ve bunun
sonucu kahverengi, kirmizi, siyah pigmentlerin splasindan kaynaklanir. Bu
olaylardan sorumlu olan enzimler genellikle Polderoksidazlar [EC 1.14.18.1;
difenol: oksijen oksidoreduktaz; polifenol oksid@fO)] ismiyle bilinir fakat ayrica
bu enzimler tirozinazlar, katekolazlar, krezolazlae fenolazlar olarak da
isimlendirilir. Esmerleme; fenolik substratlar ile PPO enzimi oksijen, mttaklik

ve su aktivitesi agisindan uygunskdiar altinda bir araya gelginde meydana gelir

3].

PPO enziminin neden olgu esmerlgmeler Urinin sadece renginde bozulmaya
neden olmamakta, ayni zamanda lezzetini ve kaliteg digurmektedir. Bu nedenle
olayin 6nlenmesi ve sinirlandiriilmasi amaci ile P&E@iminin nitelikleri Gzerinde
cok caitli arastirmalar yudratilmektedir [2]. PPO enziminin nedefdugu bu
esmerleme reaksiyonlarinin 6nlenebilmesi icin bu enziminhibe edilmesi

gerekmektedir [4].



Enzimlerin endustride ve biyoteknolojidesite amaclarla kullanilmaya ldanmasi,
bilim adamlarini bu katalizorleri daha genve daha kullagli hale getirme
olanaklarini argirmaya yoneltmitir. Serbest enzimin endustriyel uygulamalarda
kullanimlarina ilgkin ortaya ¢ikan pek ¢cok sorunu olumlu yénde ¢cozaymbiimek
ve enzimleri endustri igin daha ¢ekici hale getikm@n enzim immobilizasyonlarina

olan ilgi son yarim yuzyildir cok artgtir [5].

Enzimlerin immobilizasyonu biyoteknolojinin  6dnemlblanaklarindan biridir.
Enzimler endustriden tibba kadar geriir yelpazede ve kimyasal proseslerde
katalizor olarak 6nemli potansiyele sahiptirlereSifiteleri, digik sicaklikta yuksek
katalitik etkinlikleri, biyobozunur olmalari nederle 6nemli avantajlar sunarlar.
Reaksiyon ortamindan kolaylikla ayrilabilmeleri véoylece bircok kez
kullanilabilmeleri nedeni ile immobilize enzimlerkullanimi Gretim maliyetlerini

dusurdr [6].

1.1. Polifenol Oksidaz Enzimi ile Daha Once Yapilagalismalar

Mishra ve arkadgari, patlican $olanum melongena) bitkisinde hasat ve kesim
islemleri sonrasinda bitkinin durumunu olumsgekilde etkileyecek kadar yiksek
miktarda PPO enzimi olgunu belirlemgtir. Patican PPO enziminin molekiil
agirthgr 122 kDa olarak bulunmtur. Enzimin substrat spesifigli 4-metil
katekol>tert-butanol>dihirdokefeik asit>pirokatekolarak bulunmgtur. Yapilan
kinetik calsmaya gore Iy deseri 4-metil katekole kar 0,34 mM’dir. inhibisyon
calismalarinin sonucunda sistein hidroklorid, potasyuetahistlfit, askorbik asit,
eritorbik asit ve rezorsilik asidin yamali inhibisyon; sitrik asit ve sodyum azidin

ise kargik inhibisyon gdostergi belirlenmitir [7].

Aydemir enginarda Qynara scolymusL.) bulunan PPO enzimini % 1,0 polietilen
glikol, % 1,5 Triton X-100 ve % 0,1 NaCl iceren O\ pH 6,0 potasyum fosfat
tamponu ile ekstrakte etghir. Poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) ile enmgir
PPO enziminin U¢ izoenzimi tespit ediktmi. Enzimin optimum pH dgeri 5,0-7,0
aralginda, optimum sicaklik geri 25 °C bulunmgive 80 °C’de 5 dakika bekletilen

enzimin aktivitesini kaybetti belirlenmkgtir.



Enzimin katekol, pirogallol, 4-metil katekol, DL-ga, L-dopa ve gallik asit
substratlarina kar aktivite gosterdii bulunmu, bu substratlara kgr Ky ve Vimax
deserleri sirasiyla 10,2 mM, 19,662 U/ml dk; 14,3 m8065 U/ml dk; 12,4 mM,
12,500 U/ml dk; 36,3 mM, 6060 U/ml dk; 37,7 mM, 5868/ml dk; 43,6 mM, 4620
U/ml dk olarak hesaplangtir. Sodyum metabisilfit ve askorbik asidin en letki
inhibitorler oldygu; Zn™, Ba'™, Cu™ metal iyonlarinin 10 mM konsantrasyonda en

zayIf inhibisyonu gosterdikleri belirlengtir [3].

Waliszewski ve arkadgéari vanilya cekirdginden izole ettikleri PPO enzimini
amonyum sdulfat ilavesi, diyaliz ve jel filtrasyomoknotografisi ile saflgtirmistir.
Enzimin aktivitesi 4-metil katekol ve katekol sutagtari kullanilarak ol¢ulmgidr.
Optimum pH ve sicaklik derleri sirasiyla 3,0, 3,4 ve 37 °C olarak bulugtau
Km ve Vmaxdeserleri 4-metil katekol icin 10,6 mM/L ve 13,9 Qf3 dk’® katekol
icin 85 mM/L ve 107,2 OBy dk™ olarak hesaplanmtir [9].

Erat ve arkaddar calsir otundan (Ferulasp.) PPO enzimini ekstrakte ederek
(NH,4).SQ,, diyaliz ve jel filtrasyon kromatografisi ile saftirmistir. Bitkinin enzim
Ozelliklerinin belirlenmesi caymalarinda hem yaprak hem de sap kisimlari
kullaniimistir. Substrat spesifikdinin yaprak kismi icin en fazla katekole; sap kismi
icin ise epikatgne kasgl oldusu bulunmutur. Ky ve Vhaxdeserleri katekol icin
sirasiyla 2,34 mM ve 8541 EU/ml, epikateicin ise 2,89 mM ve 5308 EU/mI
oldugunu hesaplanmgtir. Calsilanlar icerisinde en etkili inhibitérin yaprak ks
icin sodyum dietil ditiyokarbamat, sap kismi icimdgum metabisulfit oldgu

bulunmutur [10].

Gawlik-Dziki ve arkadgar brokoli gice&inden @rassica oleracea var. botrytis
italica) PPO enzimini izole ederek (NHSQO, iyon deisim ve jel filtrasyon
kromatografisi ile safdirmistir. Molekul agirligi SDS-PAGE yontemi ile 51,3; jel
filtrasyon kromatografisi ile 57 kDa bulungtur. Buna goére brokoli PPO enzimi

monomerik bir proteindir.



Enzimin en vyuksek spesifitesinin  katekol substrdtarsi oldugu ve Ky
degerinin 12.34 £ 0.057 mM,  Maxdegerinin - 2000 = 8736 U/ml/dk  oldiw
belirlenmitir. 4-metil katekol substratl icin K ve Vmax degerleri ise sirasiyla
21 £0.087 mM, 28.20 + 0.525 U/ml/dk olarak hesaplagtm Calsilan inhibitorler
icerisinde en etkili olanin sodyum sulfat ogdubelirtilmigtir [11].

Unal, Anamur muzundarMusa cavendishii) ekstrakte eti PPO enziminin kinetik
Ozelliklerini calsmistir. Buna goére enzimin optimum sicakli30 °C, pHI 7,0
bulunmuytur. Aktivasyon enerjisi (§ ve Z deeri sirasiyla 155 kJ mdive 14,2 °C
olarak hesaplanmtir. Yapilan ¢akma sonucunda Anamur muzundan ekstrakte
edilen PPO enzimi icin # ve Vmax degerleri sirasiyle8,5 mM ve 0,754 ORodk ™
bulunmutur. inhibisyon cakmalari sonucu askorbik asit ve sodyum metabistilfit

inhibitorlerinin enzim tzerine etkisinin en fazleogu belirtiimistir [12].

Mdluli marula &acindan &clerocarya birrea subsp. Caffra) PPO enzimini ekstrakte
ederek, enzim konsantrasyonu-reaksiyogkisi, termal stabilite, pH, molekuler
agirhik, izoelektrik pH ve kinetik parametreleri baédéimek icin caymalar yapmytir.
Enzimin molekdl &rhg 71 kDa, pl dgeri 5,43, optimum pH'1 7,0 olarak
bulunmutur. Ky deserleri katgin,4-metil katekol, 3,4-dihidroksifenilpropanoikids
(DHPPA) ve katekol icin sirasiyla 1,41, 1,43, 3y&34,99 mM olarak belirlenrtir
[13].

Yang ve arkadgari muzdan usa sapientum L.) PPO enzimini ekstrakte ederek jel
filtrasyon ile molekul girhigini 41 kDa bulmstur. Ky sabiti dopamin substrati icin
3,9 mM bulunmsgtur. Optimum pH dgeri 6,5 olup enzim aktivitesi pH 5-11
aralginda 48 saat i¢in stabil durumdadir. Enzimin opwtimsicaklik dgeri 30 °C
olarak belirlenmgtir. Enzimin aktivitesi 1 Mm konsantrasyondaki pgtam siyanid,
L-askorbik asit ve sistein ile bilylk oranda inhddmaktadir. Ayrica dgilk tampon
kapasitesinde 10 mM konsantrasyonunda sitrik asiasetik asit enzim aktivitesini

blyuk dlctide dgiirmektedir [14].



Kavrayan ve arkagari (NH;).SO,ilavesi ve diyaliz ile nane yapraklarindan
(Mentha piperita) PPO enzimini izole etrtir. Optimum pH ve sicaklik gerleri

7,0 ve 30 °C bulunnmgur. 70 ve 80 °C’lerde 6,5 ve 1,5 dakika sonundairen
aktivitesinin yarisini kaybetrtir. Kinetik calsma sonucunda ¥ degeri katekol icin
6,25 mM, L-dopa i¢in 9,00 mM olarak hesaplagtni Glutatyon, askorbik asit,
potasyum siyandr, tiyolre, sodyum azid, sodyum Ingii¢it, p-merkapto etanol
inhibitorleri ile calgilmis, en yiksek inhibisyona sodyum metabisulfitin sebep

oldugu belirlenmgtir [15].

Nagai ve arkaddart Cin lahanasindan PPO enzimini ekstrakte ederek
(NHg4)2SOy ilavesi ve DAEA-Toyopearl 650M kolon kromatografisile
saflgtirmistir. Calsma sonucunda ¢ izoenzim belirlegpenzimin molekdl gurli g
yaklasik olarak 65 kDa bulunnytur. Karakterizasyon ¢amalarinin sonucuna gore
optimum pH 5,0, sicaklik ise 40 °C’dir. 40 °C’deidkgek olan sicakliklarda enzimin
aktivitesini kaybeti gorulmisttr. Ky dezerleri katekol icin 682,5 mM, pirogallol
icin 15,4 mM, dopamin i¢in 62,0 mM bulungtur. En etkili inhibitdrlerin -

merkaptoetanol, askorbik asit, glutatyon ve L-smstddugu belirlenmgtir [16].

Gllcin ve arkadgari 1sirgan otundanUftica dioical.) PPO enzimini eskrakte
ederek (NH),SQ, ilavesi, diyaliz ve CM-Sephadex iyon @lgm kromatografisi ile
saflgtirilmistir. Enzim katekol, 4-metil katekol, L-dopa, L-tmo, p-krezol,
pirogallol, katgin ve trans-sinamik asit substratlarina skaaktivite gosternsitir.
Enzimin substrat spefilgininin en fazla L-tirozine kar oldugu belirlenmgtir. L-
tirozin icin optimum pH 4,5, optimum sicaklik 30 ,°&y dezeri 0,79 mM, Viax
degseri ise 11290 EU/mL bulunmgtur. Calgilan inhibitorlerden sodyum dietil
ditiyokarbamatin en yuksek etkiye sahip @dwe inhibisyonun yagmali oldigu
belirlenmi, K; degeri 1,79.16 M olarak hesaplanngtir [17].

Gawlik-Dziki ve arkadgarinin Polonya’da yefen maruldan L{@actuca
sativa var.capitata L.) ekstrakte etikleri PPO enziminin afinitesi é&wla 4-metil
katekol ve katekol substratlarina atr. Ky ve Vnax deserleri sirasiyla 4-metil
katekol icin 1,00 mM, 5405 U/ml dk; katekol icin2® mM, 4081 U/ml dk olarak

hesaplannstir.



Optimum pH dgeri katekol icin 5,5, 4-metil katekol i¢in 6,8 bualmustur. Enzim
icin optimum sicakiin 35 °C, stabil oldgu aralgin ise 30-40 °C oldgu
belirlenmstir. Enzimin aktivitesinin yarilanmasi icin 50, &8 70 °C’de sicaslyla 30,
20 ve 5 dakika inkube edilmesi yeterlidir. SDS-PAGEenzimin molekdl girligl
60 kDa olarak bulunmytur [18].

Halder ve arkaddarinin yaptgl calsmada cay yapraklarinda€dmellia sinensis)
elde edilen PPO enziminin U¢ izoenzimi gidubelirlenms, izoenzimler DAEA
seliloz kolon ile ayriimtir. Ug fraksiyondan ikisi absorbe edilirken gelii
absorplanmangtir. Absorplanmayan fraksiyon jel filtrasyon, hi@ssapatit, FPLC,
DSD-PAGE ile saflgtiriimis, molekdl &irhgr 72 kDa bulunmgtur. Kinetik
calismalarda enzim aktivitesi en fazla katekol substeatkagl olmustur ve Ky
deseri 0,49 mM olarak hesaplangtir [19].

Xu ve arkadglari Henry kestanesinden eskstrakte ettikleri PP@zingini
(NH,4)2SQy ilavesi, diyaliz ve jel filtrasyon kromatografisie saflgtirmis, SDS-
PAGE ile molekul girhgini 69 kDa bulmstur. Enzim katekol ve pirogallik aside
karsi afiniteye sahipken kresol ve tirozine gadegildir. Katekol substrat olarak
kullanildiginda p-nitrofenol, tiyoure, orsinol gigli inhibitérdir. PPO enziminin pH
ve sicaklik dgerleir sirasiyla 5,0 ve 40 °C’dir. Enzim 70 °C’dé 8akika inklbe
edildiginde sadece % 8 aktivite gostestiri[20].

Dincer ve arkadgari PPO enzimini chitosan-kil boncuklari Uzerinkitgraldehit
aracilgl ile capraz bg olarak immobilize etngtir. Serbest ve immobilize enzim
icin optimum pH 7,0 bulunmyur. Serbest ve immobilize enzim icin optimum
sicaklik ise sirasiyla 25-30 °C ve 25 °C olarakuboiwtur. Kinetik parametlerin
belirlenmesi calmasinda L-katekol substrat olarak kullangtm Ky degeri serbest

ve immobilize enzim icin sirasiyla 0,93 mM ve 1,Mmolarak hesaplanrgtir [21].

Arica karboksimetilseliiloz hidrojel (CMC) boncuklaa PPO enzimini immobilize
etmistir. Serbest ve immobilize enzim i¢in optimum pHzdderi sirasiyla 6,5 ve 7,0;
optimim sicaklik dgerleri 40 °C ve 45 °C bulunngtur.



Kwm ve Vmax degerleri serbest enzim igin 0,65 mM ve 1980 Ujmgnmobilize enzim

icin 0,87 mM ve 760 Umgolarak hesaplanmtir. CMC (izerine immobilize edilen
enzimin sicaklk ve depolama karagihin serbest enzime gore daha iyi @du
belirtiimistir [22].

Shao ve arkagtar patatesten PPO enzimini izole ederek algin@ix$ALG- SiO,)
tizerine immobilize etrgir. Immobilizasyonsartlarinin belirlenmesinde 20-100 mg
aralginda jel boncuklar ile callmis ve 60 mg boncuk kullanilarak yapilan
calismada aktivitenin en yuksek cigtibulunmytur. Karakterizasyon c¢amasinda
optimum pH serbest ve ALG- SYPPO igin sirasiyla 6,6 ve 7,0 bulungtur. Ky ve
Vmax degerleri sirasiyla serbest enzim icin 8,0 mmol/L,96,G"; ALG- SiO./PPO
icin 14,7 mmol/L, 0,0047 5 olarak hesaplanstir. Depolama kararli
calismasinda + 4C’ de 30 guin sonunda serbest enzim % 47,1 akgéigterirken bu
deser immobilize enzim icin % 93,3’tlr. 30C’de serbest enzim 10 gin sonunda
aktivitesini kaybederken, ALG- SHPPO 20 gun sonunda % 61,9 aktivite
gOstermektedir [23].

Shao ve arkaghar patatesten ekstrakte ettikleri PPO enzimi kisoharak
saflgtirdiktan sonra citosan-Si@el Gizerine capraz kih olarak immobiilze etnsiir.
optimum immobilizasyorsartlarinin belirlenmesi ¢gimasinda en uygun pH geri
7,0; kullanilmasi gereken en uygun enzim miktag 4smg/ml olarak bulunngtur.
Immobiize enzimin I deseri katekol substratina kar 12 mM olarak
hesaplanmgtir. Depolama kararlgn calsmlarinda immobilize enzimin serbest
enzime goére daha kararl oiglubelirlenmgtir. Buna gére +4 °C ‘de 30 gin sonunda
serbest enzim %47 aktivite gosterirken bgetemmobilize enzim igin %95'dir. 30
°C’ de serbest enzim 11 gin sonunda aktivite gigseken, immobilize enzim 20

gunin sonunda %58 oraninda aktiviteye sahiptir.[24]

Kennedy ve arkag&ri PPO enzimini MAC400 ve MAC200 olarak ifade ledi
g6zenek boyutlarina sahip iki farkh aktif karbomamobilize etmgtir. PPO enzimi
MAC400 ve MAC200 uzerine 5.0 10.1d, 20.104, 30.1D U I-* enzim
miktarlarinda; 5-8 pH aralinda ve 10-40 °C sicaklik arginda immobilize
edilmistir.



Bu calsmalarin sonucuna gore immobilizasyon verimi artacaldik ve enzim
miktari ile artarken, artan pH geri ile azalmgtir. Serbest ve MAC400 ve MAC200
Uzerine immobilize edilen enzim icin kinetik gahalar yapilmg buna gére Km
deserleri sirasiyla 0,49, 0,41 ve 0,65 mM olarak butugtur [25].

Khan ve arkadgari patatesteiiSolanum tuberosum) PPO enzimini ekstrakte ederek
Celite 545 Uzerine adsorpsiyon ile immobilize atmi Karakterizasyon caimalari
sonucunda optimum pH serbest ve immobilize enzimGg® bulunmsgtur. Optimum
sicaklik serbest enzim igin 4@ ve immobilize enzim i¢in 40-50C’dir. Enzim
Uzerine Ure etkisini belirlemek icin yapilan gadlada serbest enzim aktibitesini ilk 5
dakikadan kaybetmeye ¢iarken, immobilize enzimin aktivitesi 2 saat sonra
dismeye balamistir. Organik ¢oziculerin etkisi incelergnde, % 60 n-propanol ile
S-PPO %75, I-PPO % 140 aktivite gostestimi % 60 Aseronitril ile S-PPO %19
aktivite gosterirken, bu ger I-PPO igin % 40’dir [26].

1.2. Calsmanin Amaci

Bu calsmanin amaci, Sakarya Universitesi ygkbsinde bulunan eflatun gigekli
ballibaba Lamium purpureum) bitkisinden PPO enziminin izolasyonu, enzimin
substrat spesifikgi, optimum pH, optimum sicaklik, kinetik, depolanrkararliligi,
¢ssitli kimyasallarin etkisinin incelenmesi; enzimihitn (CHT), chitosan (CTS) ve
hidroksiapatit (HAP) materyallerine immobilize edgsi, immobilize enzimin
optimum sicaklik, optimum pH, kinetik, depolanma rdegl, yeniden

kullanilabilirlik 6zelliklerinin belirlenmesidir.



BOLUM 2. ENZIMLER

2.1. Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reakslgon katalizleyen biyolojik
katalizorlerdir. Katalitik RNA molekillerinin (ricmmler) kicuk bir grubu haric
olmak Uzere, butin enzimler protein yapisindadabdratuarda gerceki@mesi cok
zaman alan, bazen de yiksek basing, yuksek sicaddiddik veya bazik ortam
gerektiren reaksiyonlar enzimler kullanilarak coksa&k zamanda ve hicre igi

kosullarda yuriyebilmektedir [27,28].

Canlilar olgturan molekdller, yani biyomolekdller kinetik yondeldukc¢a kararli
olup, kendilginden kolayca reaksiyon vermezler. Bir hiicredeki Kimyasal olaylar
enzimler aracifiryla gerceklstirilir. Biyomolekillerin kararlilgr su 6nemli sonucu
sgilamaktadir; hicre icinde enzimi olmayan bir reaksiyhemen hemen vuku
bulmaz, kendikinden reaksiyonlar meydana gelmez. Bunun anlameifidier
protein yapisinda oldgiw ve DNA tarafindarsifrelendigi icin, bir hicredeki tim
olaylar DNA seviyesinde dizenlenip, kontrol edilrteskr” demektir. Buradan,
enzimleri sadece katalizor 6zglliile nitelemenin eksik bir tanimlama olaga
anlgilmaktadir. Gercekten, bu molekuller, bir hicreygeatlerinden farkli kilan
Ozelliklere ait bilgilerin DNA’'dan aktariimasinimeénemli araclaridir [28].

Enzimlerle ilgili pek ¢cok konu aydinlatilmiolmakla birlikte, hala yeni enzimlerin
saflagtiriimasi, 6zelliklerinin ve kataliz mekanizmalannaydinlatiimasi igin ygun
calismalar yapilmaktadir [29]Bugin yaklaik 2000 kadar enzim tanimlangni
bircogu saf halde elde edilip kinetikleri incelergmive 200'den fazlasi da
kristallendirilmistir. Ancak yapilan genetik camalar daha tespit edilmegnbircok
enzimin varlgini gostermektedir [28].



10

2.1.1. Enzimlerin adlandirilmasi ve siniflandiriimasi

Enzimlerin dGrtine dorgiirdiikleri maddelere, substrat denir. Enzimlegdiilyapilan

ilk calismalarda, enzimin etki eli substrat adinin sonuna —az eki getirilerek veya
genel adlariyla isimlendirme yapilgtir. Zamanla, bircok enzimin daha ortaya
¢itkmasi sonucu sistematik bir isimlendirmeye ihgiyduyulmytur [28]. Bunun
Uzerine Biyokimya Cemiyeti tarafindan bir Uluslasr Enzim Komisyonu (IEC)
kurulmustur [30]. Buna go6re her enzime bir sistematik kod numarasinvigtir. Bu
numara E.C (Enzyme Code) harflerinden sonra getehrdkamdan okur. Birinci
rakam enzimin bgi oldugu grubu gosterirken, ikincisi alt grubu, Uguncudiiadt
grubu ifade eder. Dordincu rakam ise, enzimin aynirakama sahip enzimler

arasindaki sirasini verir [28].

IEC katalizledikleri reaksiyon tipine gbre enzimlelti ana grupta toplastir.

Bunlar:

1. Oksidorediktazlar: indirgenme ve yikseltgenme olayini katalizleyen

enzimlerdir

2. Transferazlar: Fonksiyonel grup transferinin  @du reaksiyonlari

katalizleyen enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarini katalizleyemzimlerdir.

4. Liyazlar: C-C, C-O ve C-N arasinda cift dalusturarak substrattan bazi
gruplarin ayrilmasini katalizleyen ya da tam tedsv yapan enzimlerdir.

5. izomerazlar: Substratin izomerinin gusu reaksiyonlari katalizleyen

enzimlerdir.

6. Ligazlar: B& olusumunun gercekkgigi reaksiyonlar katalizleyen enzimledir
[30].
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2.1.2. Enzimlerin spesifikigi

Enzimler hem katalizledikleri reaksiyon tiplerineem de Urline doégturdikleri

substrata kar son derece spesifiktirler [28]. Birbirine ¢cok zeyen maddeler, hatta
ayni maddenin stereoizomerlerini bile dgimne gratmazlar. Bu yuksek segicilik
sayesinde en basit hiicrede bile ayni anda bintayokimyasal reaksiyon meydana

gelmektedir.

Substratlar enzimlerde aktif bolge denilen bir ledlg baglanirlar. Cgunlukla

asimetrik bir oyuk veya cegeklinde olan aktif merkezin geometrik yapisi sudstr
molekilintinsekline ve onun bu bdlgeye glanmasina uygundur. Fiziksel yapi
uygunlyzgunun yani sira, aktif bolge polarlik ve elektriksgik bakimindan da
substrat molekulinin kolayca ghanmasini sglayacak oOzelliktedir. Substrat
molekdlindeki yukli kisimlar aktif merkezdeki zitilgjt bolgelerle elektrostatik

etkilesimler yaparlaf2,31].

T substrat irinler

|'/ ~etkin nokta
a - L .”
| &'
= = =
" engm
subistrate nzimde ki enzim {substmat enzim {iiriimler olugar iirinler
ethin nokaya baglamr bomple ksi komple k=i enzimi terkeder

Sekil 2.1. Enzimlerin substratlarina spesif@lj31]

2.1.3. Enzimlerin kofaktorleri

Bazi enzimler katalizor olarak tek gharina etki edebildikleri halde bazilar
proteinlerden farkh yapida gruplara ihtiya¢c dugarl Enzimlerin aktivitesini
gosterebilmesi icin gereken bu maddelere “kofakili verilir [29]. Kofakt6r bir
metal iyonu olabildii gibi “koenzim” adi verilen kompleks bir organikldsik de
olabilir. Bazen aktivite icgin ikisi de gerekebill28]. Kofakttr-enzim kompleksine
“holoenzim”, kofaktdr ayrilinca kendi bma aktiflik gostermeyen protein kismina

ise “apoenzim” denir.
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Baz! kofaktorler enzime gegk balanir ve diyalizle ayrilabilir; bazilar ise enzienl
kovalent bg yapar ve ve kolayca ayrilmazlar. Bu tip kofaktéeléprostetik grup”
denir [29,32]. Apoenzimlerin protein yapisindakiiaoasit turleri ve dizikleri her
enzimde farkhlik gdstermektedir. Bu nedenle ennmindizelligi ve 6zgulliEuni

belirleyen kisim apoenzimdir [31].

2.1.4. Enzim aktivitesine etki eden faktorler

2.1.4.1. pH

Enzimler katalitik etki gosterirken ortamin hidrojéyonu konsantrasyonuna gha
olarak aktiviteleri dgisir [32]. Her enzim icin aktivitelerin maksimum olgw pH
deserleri vardir. Bu dgerlerin Uzerinde ve altinda aktivite @il [28]. pH etkisi
enzimlerin yapilarindaki amino asitlerin ve subitran yapilarindaki iyonik
kisimlarin yuklerinin dgismesinden kaynaklanir. Ydiklerdeki bu gieklikler

substratin bglanmasini ve reaksiyonun gercekie oranini d@stirir [33].

2.1.4.2. Sicaklik

Sicaklik artgl bitin kimyasal reaksiyonlarda oflu gibi enzim Kkataliz
reaksiyonlarinda da artirici etki yapmaktadir. Argcaklikla enzimatik reaksiyon
hizi artar fakat 50-60C Uzerine cikildiinda aktivitede dius gozlenir. Bu durum

yuksek sicaklikta enzim yapisinda meydana geleatdesyondan kaynaklanir [28].

Pek cok cabma 37°C’ de ydratalar. Bunun birinci nedeni vicutakliginin
enzimler i¢in optimum sicaklik olabilege ikinci nedeni ise bu sicalgin tzerinde
enzimlerin inaktivasyon oranlarinin ¢ok fazla ggenemesidir. Uluslararasi
Biyokimya Birligi baslangicta 25°C’ yi standart sicaklik olarak tavsetenis ancak
sicak iklimlerde enzimleri diik sicaklikta tutmanin zor olmasindan dolay! bu
sicaklik 30°C’ ye cikariimgtir. Ancak hala enzimlerin aktiviteleriyle alakahicaklik

ile ilgili calismalarda belli bir standardin olm&digorilmektedir. Bunun temel

nedeni enzimlerin protein yapilarinin farkh olnts[33].
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2.1.4.3. Enzim konsantrasyonu

Enzimatik reaksiyonun hizi, enzimin substratinagimy old@gu kosullarda enzim
konsantrasyonuna Pl olarak artmaktadir. Ortamdaki enzim molekull kedar
coksa reaksiyon o kadar hizh yirir. Reaksiyoni lbélldiizeye vardiinda ise azalir
[28].

2.1.4.4. Substrat konsantrasyonu

Enzimle katalizlenen bir reaksiyonun hizi, enzingantrasyonunun sabit olmasi
kosulu ile substrat konsantrasyonu arttikca artar.[28jcak enzim substratina kar
doygunliga ulatiginda reaksiyon hizi gesmeden devam ederSd€kil 2.2). Bu

durumda enzim maksimum {¥y) ile calsiyor demektif32].

i

1"';=1"'?rn:|x

[S Substrat derigimi)

Sekil 2.2. Enzimatik reaksiyonun hizi lizerine sudiskionsantrasyonunun etkisi [32]
2.1.4.5. Zaman

Bir enzim tarafindan katalize edilen reaksiyon dige hiz giderek dier. Bunun
nedeni reaksiyon devam ederken salu Urinlerin aksi yonde bir reaksiyon
olusturmalari, enzimin zamanla inaktive olmasi, substraikenmesi gibi olaylardir.
[32].
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2.1.4.6.1yonik siddet

Protein yapisinda olan enzimlerin Uzerinde bulurd@Rkli gruplar ile ortamda
mevcut olan iyonlar etkikerek, enzimin katalizleme fonksiyonuyla ilgili retine

tesir edebilir. Bundan dolayi, enzim aktivitesimmaksimum oldgu bir optimum

iyonik siddet s6z konusudur [28].

2.1.5. Enzim aktivite birimleri

1. Turnover sayisi: Birim zamanda bir mol enzimi Urigliestiren substratin

mol sayisidir.

2. Enzim aktivitesi: Optimum kagullarda, birim zamanda substrati Urine

donistiren enzim miktari olarak tanimlanmaktadir.

3. Enzim Unitesi (1U):25 °C’de, bir dakikada, optimum kallarda 1 mikromol

substrati Urtine geviren enzim miktaridir.

4. Katal: 1 saniyede 1 mol substrati reaksiyona sokan enzktandir.

5. Spesifik aktivite (IU/mg protein)l miligram protein bgna dien enzim
aktivitesidir[34].

2.1.6. Enzim kinetgi

Enzim kinetgi, enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonldnziarinin incelendgi

bir konudur.

Enzim, substrati Uriine dogtirirken 6nce onunla bir “Enzim-Substrat kompléksi

olusturur, daha sonra da bu kompleks Urlin ve enziméstidén
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Enzim kinetgi mekanizmassgu gibi gosterilir:

K K
Enzim + Substrat ———» ES— Uriin + Enzim
4—
k

Burada ES kompleksi, E ve S'danhkzi ile olgur. ES’nin ayrgmasi ise khizindaki
geri reaksiyonla ve khizi ile Grin ve enzime aymasi ile olur. Reaksiyon kararli
duruma ulainca “Kararli Durumilkesine’gére ES’nin olgmasi aygmasina git

olur, yani degimi degismez.

Enzim reaksiyonlari tzerinde ilk genkinetik calsmalar 1913 yilinda Michaelis-
Menten tarafindan yapilgtir. Michaelis-Menten kinegine gére bglangic enzim

derisimi sabit alinip reaksiyon hizinin substrat gietine balili g1 incelenir. Sonugta
hiperbolik bir fonksiyon ve @&i elde edilir Sekil 2.3). Bunun ¢O6zimdi ile de
Michaelis-Menten bantisi bulunuf35, 36].

A

1""'-=1""?.'|1:|x

K [SH Substrat ::'ln=:r1'sl'm1';|r
Sekil 2.3. Michaelis-Menten grdfi [35]

Michaelis-Menten Baintisisu sekilde tanimlanir.

Vma)( [S]
Km+ [S]

V= (2.1)
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Vmax hiperbol asimtodunun y eksenini kgstnoktadir ve maksimum hiz olarak
belirtilir. Maksimum hizin yarisina (¥x/ 2) kasilik gelen substrat dermi Ky
(Michaelis-Menten sabiti) olarak belirtilir. Mx ve Ky, bir enzimin aktivitesini

belirleyen 6nemli enzim sabitleridir.

Michaelis-Menten grai 3 bdlgeden olgmaktadir. Birinci bodlgede substrat
konsantrasyonu giik olacgindan ([S] << K;) grafik dagrusaldir.ikinci bolgede
oldukca buyuk substrat konsantrasyonlarinda herhairgihmal yapilamaz ve
reaksiyon kagik dereceden yirir. Uclincii bolgede [S] >w'dir. V = V naxolur ve
reaksiyon sabit bir hizla devam eder.

Michaelis-Menten grafii ile bir hiperbol elde edilginden, uygulamalarda kolaylik
sgzlamak amaci ile bunun bir g denklemi haline getirilmesi gerekmektedir. Bu
amacgla eksen olgekleri uygusekilde deistirilerek, desisik yollardan dgru

denklemine doéngiUrdlebilir. Bunlardan en c¢ok kullanilani LineweaBurk

denklemidir.
Kwm 1 1
= . + (2.2)
\% Vmax [S] Vmax

Bu denkleme gore ordinatta 1/V, apsiste 1/[Siedkeri olmak Uzere bir dgu elde
edilir. Bu dgrunun gimi ise Ky / Vmaxtir (Sekil 2.4)[35, 36].
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R 1V,

S 1K |

Sekil 2.4. Lineweaver-Burk grgfi [35]
2.2.Immobilizasyon

Enzimler canh htcrelerdeki reaksiyonlari hizlaadirprotein molekdlleridir ve
reaksiyon sonunda modifiye olmazlar. Enzim bir kere fazla kullanilabilir ancak
enzimin reaktanlar ve Urunler ile birlikte bir ¢cdtzecinde bulunmasi enzimin
¢cOzeltiden ayrilmasini zogarmaktadir. BOyle durumlarda enzimin bir katiya
tutundurulmasi g#anarak, drtinler ortamdan alinmakta ve enzim tekwdanilabilir
bir hale gelmektedir. Enzim immobilizasyonu, enzinfiareketini engelleyen bir
yontemdir, enzimin katalitik aktivitesi devam edenk hareketin dnemli derecede

kisitlandgi bir prosestir [37].
2.2.1. Enzim immobilizasyonunun avantajlari

1. Enzim bircok kere kullanilabilmekte ve bu da maligkisirmektedir.

no

Enzimin ortamdan uzalkdairilmasi sonucu reaksiyonun hizhi bgekilde
durdurulmasi sdanabilmektedir.

Enzimin kararlilg artmaktadir.

Surekli sistemde ¢aliabilmektedir.

Urliniin kolayca ayrilmasi ganmaktadir.

Atik sivi miktari azalmaktadir.

N o g Mo

Olusan trunlerde enzim kalintilari bulunmamaktadir.
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8. Bazl durumlarda enzim aktivitesi artmaktadir.

9. Enzimin yarilanma 6mri uzamaktadir [37].

2.2.2.immobilizasyon parametreleri

Diger fiziksel ve kimyasal proseslerde ogdugibi, immobilizasyonun hizi ve verimi
Ozellikle taglyicinin cinsine, immobilizasyon yontemine, konsasyona, pH’a,

sicaklga ve reaksiyon suresinegbalir.

C6zunmez gbzenekli ggyicilar kullanilarak enzim E@anmasi yontemi, laboratuar
calismalari ve endustriyel uygulamalar icin standart pintemdir. Enzim gl
ylzeyinin ve tayicinin fonksiyonel gruplarinin 6zellikleri gigicilara kimyasal
baglanma esnasinda o6nemli rol oynar. Adsorpsiyon, yiazdiidrofobik ya da
hidrofilik olma durumuna k#gidir. Hakim olan iyonik gruplar ve gruplarin
aminoasitlerle olan etkif@mleri ¢ozeltinin pH’1I ile dgisen ve tim ylzeyin
karakteristgini belirleyen elektriksel yuke ve iyonik gruplaryogunluguna bglidir
[38].

Kovalent bglanma metodunda, protein ylzeyine sehbilir olan c¢ok sayida
fonksiyonel grup kullanilabilir. Bununla beraberetiikle lisin ve arjininin amino
gruplari, aspartik ve glutamik asidin karboksil gjari gibi az sayida amino

karboksil grup pratik olarak kullanilabilir.

Enzim ile tglyici ylzey arasindaki iyonik, hidrofilik veya hafobik ve hidrojen
baglariyla olan guclu etkilgmler enzimin kararhigini etkiler. Cok sayidaki guclu
etkilesimler tagiyici ylzeyinde istenmeyen tersinmez adsorpsiyatien olabilir, bu
da enzim aktivitesinde kayba neden olur ve ayricdemin U¢ boyutlu yapisinda

konformasyonel désikliklere sebep olabilir.

Bazi durumlarda uygun bir miktar fok yaratici ajan olarak bilinen kimyasallarin
kullanilmasi tayiclyl immobilizasyona elveyii hale getirerek enzimi korur ve

enzimin inaktivasyonunun engeller [38].



19

2.2.3.Immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyonunda g@al ve sentetik bircok inorganik ve organik materyal
kullaniimaktadir. Tayicli membran, suda ¢6ziinmeyen kati veya polinedsilid. Bir
tastyicida hidrofilik karakter, suda ¢6ziinmeme, gokéngapi, mekanik stabilite ve
uygun partikil formu, kimyasal ve termal stabilitejikroorganizmalara ker

direnclilik, ucuzluk, dejenere olmama gibi 6zeléklaranif39].

2.2.3.1. Adsorpsiyon ile immobilizasyon

Adsorpsiyon ile immobilizasyon enzim ve staci arasindaki tersinir ylzey
etkilesimleri ile olur. Adsorpsiyon ile immobilizasyondadhofobik etkilesimler de
s6z konusu olsa da en ¢ok Van der Waals, iyonikigiejen bgi etkilesimleri gibi
elektrostatik gucler etkindir. Yontem suda c¢Ozenemgyadsorpsiyon oOzelliklerine
sahip bir ylzey aktif tayici ile enzim ¢6zeltisinin uygun kollarda inkiibasyonu ve
sonra tutunmamgi enzimin yikanarak uzalkfarilmasi seklinde uygulanir.
Immobilizasyon gleminin basit, hizli ve ucuz oju, desisik bicim ve yikteki
tastyicilarl secme olarga vermesi yontemin avantajlarndir. Optimum skbharin
saptanmasinin zor olmasi, enzim ilesiyecl arasinda kuvvetli bir Eanma
olmadginda enzimin serbest halde reaksiyon ortamina gihtmmali ise yontemin

dezavantajlaridir [40].

2.2.3.2. Kovalent bglama ile immobilizasyon

Bu immobilizasyon yontemi enzim ilestgici arasindaki kovalent Baolusumuna
dayanir. Bglanma taiyici yizeyindeki fonksiyonel gruplarla enzim yureleki
aminoasitlere ait fonksiyonel gruplar arasinda .olBgglanma genellikle sulu
ortamda gercekbr ve kullanilacak tgyicilarin reaktif olmamasi durumunda
yardimci bir reaktif ilave edilerek aktif hale gedsi sglanir. immobilizasyon iliman
kosullarda gerceklgirilmelidir. Yontemin gerceklgmesi zordur ancak enzim ve
tastyici arasindaki kakuvvetli oldygundan bazi durumlarda enzimatik aktivitenin

artisl s6z konusu olmaktadir [40].
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2.2.3.3.Iyonik baglama ile immobilizasyon

Bu yontem iyon dgistirme yetengine sahip olan suda ¢Ozinmeyeiteilara
enzimin iyonik b&lanmasi temeline dayanir. Bazi durumlarda iyonikldrama

yaninda fiziksel adsorpsiyon da etkili olmaktadir.

Iyonik baglanma olduk¢a 1hman kallarda gergekigiginden enzimin
konformasyonunda ya da aktif merkezinde bigisikli ge neden olmaz. Ancak enzim
ile tastyicl arasindaki hakovalent bg kadar kuvvetli olmagindan enzimin serbest
kalma olasig s6z konusudur [40].

2.2.3.4. Tutuklama ile immobilizasyon

Prensip olarak tutuklama enzim molekulint belli #ianda durmaya zorlamaktir.
Tutuklama polimer matriks icindeki kafeslerde gétegirilebilecesi gibi yar
gecirgen membran zarlar icinde mikrokapsilleme heisde de gerceklgirilebilir.
Yontemde enzim molekilt fiziksel veya kimyasal alkartherhangi bir tayiciya
baglanmamaktadir. Enzim molekulleri ¢tzeltide serbekip jelin kafes yapisi
tarafindan hareketi kisitlangndurumdadir. Jel kafesin gecirgeilienzim veya
hicrelerin kagini onleyecek ancak substrat ve Urinin serbestkétame izin

verecek kadar siki durumdadir.

Polimerizason ve ¢apraz @anmanin olgtugu ortamda enzim de bulunglu taktirde
enzim capraz @anma sonucu okan kafeste tutuklanmaktadir. Kolay uygulanmasi,
fiziksel bir islem olsu ve cok az enzimle gercekigilebilmesi yéntemin

avantajlaridir. Tutuklamanin birka¢ temel metodrdva

 Cok deerlikli katyonlarla makro molekillerin iyonotropikdegismesi
(6rnezin alginat jel)

» Sicaklikla induklenngijellesme (6rngin jelatin, agaroz jel)

» Kimyasal/fotokimyasal reakisyon ile organik polifegme (O6rngin
poliakrilamid jel)

» Karigmayan bir ¢dzuciden ¢oktirme (6gmepolistren) [40]
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2.3. Polifenol oksidaz Enzimi

PPO enzimi (EC 1.14.18.1) oksidorediktaz sinifinmuyesidir. D@ada oldukca
yaygin olarak bulunan bu enzim 1856 yilinda Schanliarafindan mantarlarda
kesfedilmistir [41]. PPO’larin dgada ¢ok yaygin bicimde bulunmasi, onlarin canli
hicrelerde hayatsiemler icin ne kadar 6nemli olgunu kanitlamaktadir [42].

2.3.1. PPO enziminin katalizledgi reaksiyonlar

Molekuler oksijen varfiinda PPO enzimi tarafindan iki tip reaksiyon
katalizlenmektedir. Bunlar:
* Monofenolik Dbilsiklerin O, varliginda o-difenollere hidroksilasyonu

(Kresolaz aktivitesi; monofenol monooksigenaz (ECA118.1)

» o-difenollerin Q varlginda o-kinonlara ylUkseltgenme reaksiyonlarinin
katalizlenmesi (Katekolaz aktivitesi; o-difenol akaz (EC 1.10.3.2)

Monofenollerin hidroksilasyonu sonucu géun dihidroksi fenoller yine PPO enzimi
tarafindan katalizlenen bir reaksiyon ile o-kinoaladongturdlir. o-kinonun

birimleri birleserek kararmayr meydana getirir [42].

2.3.2. PPO enziminin uygulamalari

PPO’larin monofenol ve difenol oksidaz aktivitelggin substrat stereospesifiteleri

pek cok endustriyel uygulama icin temel glurmaktadir:

* Fenollerin izlenmesinde biyosensor olarak
+ Eczacllik endustrisinde o-difenollerin Uretiminde

» Biyopolimerlerin sentezinde

Sentetik melaninler radyasyon, katyorg@éricileri, ilag tastyicilari, antioksidanlar,
antiviral ajanlar ve antijenlere kar koruyucu ajanlar olarak uygulama alani

bulmaktadir.
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Proteinleri capraz Igama yetenekleri PPO’lar icin gida endustrisindeni ybir
uygulama pazari Btmistir. PPO’lar fenollerle kontamine olmubdlgeler icin bir
cevresel detoksifikasyon araci olarak sigtitilmektedir. Bu ylzden cevre

uygulamalarinda yer bulmaktad28].

PPO enzimi, melanin ojumunda gorev almasi nedeniyle tibbi alanda da tidka
Uzerine cekmtir. Suda c¢o6zinmeyen heteropolimer yapidaki melann6-
dihidroksiindol ve 5,6-dihidroksiindol-2-karbokdili asit birimlerinden olgur ve
Ozellikle kozmetik sanayi tarafindan gigme ultraviyole i1sgindan korunmak
amaciyla dretilir. Ayrica, ilac hapsedilmesinde mpglimer olarak da melaninden
yararlaniimaktadir. Bundan g, bazi kanser tirlerinde kanserli hiicrede tirsin
aktivitesinin oldukga arthh gozlemlenmy ve bu kanser tirlerinin tedavisinde
enzimin bu dzelfiinden faydalaniimasi gindeme geftmi[2].

2.4. Eflatun Cicekli Ballibaba Lamium purpureum)

Ballibaba, ballibabagiller (Lamiaceae) familyasmtlamium cinsini oluturan bitki
turlerine verilen addir [43]. Ballibaba 20-50 cmasinda dikine yikselen,
catallgmayan ve kéeli bir gbvdeye sahiptir. Yapraklari kalp, yumuvtaya mizrak
seklinde ya da yariya kadar kalp ve yaridan songeiigeklinde olabilir. Cicekleri
yaprak saplarinin hemen Ustlinde gévdenin kenaaha lgibi oturmg ve bu halka
Uzerinde 6-12 adet cicekten meydana qé4i.

Ballibabalar verimli topraklarda ysii ve s@uga oldukca dayanikhdir. Cicek
renginde dilk isik siddeti ve ekim donemi belirleyici rol oynar [43].vAupa, Asya
ve Kuzey Amerika'nin ihman bdlgelerinde, Turkiye'dse genellikle Marmara,

Karadeniz ve Dgu Anadolu’da yabani olarak yeiti.

Ballibabagiller ailesine dahil olan Ballibabanindatca cok turd vardir, fakat
bunlardan sadece ak ballibaba tibbi maksatl kuitaBallibaba;

1. Solunum yolu hastaliklarina ve ggkayetlerine kag etkilidir.
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2. Kani temizler.

3. Idrar yolu hastaliklarina faydalidir.

4. Iltihaplar onler.

5. Kabakulak, mayasil ve varise kafaydalidir.

Ballibaba cicginin birlesimindeki maddeler 6nemine géséyle siralanabilir;

1. Iridoitglikozitler; lamalbid ve caryoptosid

2. Secoiridoitglikozitler; albosid A ve albosid B

3. Biogen aminler; tyramin, histamin ve metilamin

4. Flavonitglikozitler; Quercimetrin  (Quercetinf#glikozit), Kampferol-3-
diglikozit ile az miktarda Katechin taninler (Caltée taninler) icerir.

5. Ayrica musilajlar, eterik y@&ar, saponinler, zamlgeker, kolin ve az miktarda

alkaloit ve fenol karbonik asitler igerir.

Ulkemizde ballibabanin 27 turii tespit editii Bunlardan biri de eflatun cicekli

ballibaba Lamium purpureum)’dir. Bu ttr 10-30 cm boyunda, gigekleri pembe ftenk
ve kuguktar [44].

Sekil 2.5. Eflatun Cicekli Ballibaba_é&mium purpureum)[44]



BOLUM 3. DENEYSEL CALI SMALAR

3.1. Kullanilan Materyal ve Maddeler

Bu calgmada, eflatun cicekli ballibalfhamium purpureum) bitkisi enzim kaynal
olarak kullanilmgtir. Bitki, Sakarya Universitesi yegkesinden toplanrstir.

Yapilan ¢calgmada ekstraksiyonlemi icin polivinil pirolidon (PVP), askorbik asite
dipotasyum hidrojen fosfat ile potasyum dihidrogesfat kimyasallar kullanilngtir.
Sitrik asit mono hidrat, sodyum sitrat, dipotasyumdrojen fosfat, potasyum
dihidrojenfosfat, tris amino metan hidroklorid wézima-base kimyasallari tampon
cozelti hazirlamaslemlerinde kullanilmgtir. 4-metil katekol, katekol, pirogallol,
kafeik asit, gallik asit, guaiakol ve L-Tirozin ssthatlari kinetik cakmalarda
kullaniimistir. Sodyum azid, tiyoure, L-Sistein, askorbik asitrik asit, benzoik asit,
2-merkapto etanol, L-Histidin, L-Glutamik asit, Lr€onin, L-Lisin, L-Arginin, L-
Aspartik asit, L-Prolin, L-Fenilalanin kimyasallaenzim aktivitesi tUzerine madde
etkisi calgmalarinda kullanilngtir. CHT, CTS, HAP ve gluteraldehit
immobilizasyon gamasinda kullanilngtir. Kimyasallar Sigma-Aldrich ve Merck

firmalarindan temin edilngiir.
Calismada kullanilan alet ve cihazlar;

Shimatzu UV-2401 Pc UV-VIS Spektrofotometre
Nuve NF 800 R Sgutmali Santriflj

Nuve NF 200 Santrif(j

WiseStir MSH-20D Manyetik Kagtirici

Ozel yapim Sgutucu kabin

HANNA pH 211 pH metre

S o
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7. Thermo Scientific Owl P8DS Protein elektroforezi
8. Nive Nb20 Su banyosu

9. Precisa XB 220A Hassas terazi

10.Microlit VVCS-200 ve 1000 Otomatik pipetler
11.Ugur UDD 100BK Derin dondurucu

12.Beko Hotmix 2155 Blender

3.2. PPO Enzimininizolasyonu

Dondurucuda depolangieflatun cgicekli ballibaba bitkisinin yaprak ve eic
kisimlarindan 10 gram alinarak, % 0,5 PVP ve 0,0@04skorbik asit iceren 30 ml
0,1 M fosfat tamponu (pH 7,0) ile hazirlanan ¢dzekrisinde blender yardimiyla 5
dakika boyunca kagtirilarak parcalanmtir. Elde edilen homojenat 3 kat tilbetten
suzilmi ve 5.000 rpm’de 15 dk siresince santrifijlegtmiBu islemler sonucunda
ham enzim ekstrati olarak elde edilen silpernatamtinme karakterizasyonu

calismalarinda kullaniingtir.

3.3. PPO Enziminin Karakterizasyonu

PPO enziminin kinetik 6zelliklerinin agarilmasinda substrat spesifigli optimum
pH, optimum sicaklik, pH toleransi, depolama kargrl ve ceitli kimyasallarin

enzim aktivitesi Uzerine etkisinin belirlenmesiigadalar yapilmgtir.

3.3.1. PPO aktivite tayini

PPO enziminin aktivitesi, 0,1 M pH 7,0 fosfat tampp 3 mM 4-metil katekol
¢cOzeltisi ve ham enzim ekstrakti toplam reaksiyactrhi 3 mL olacaksekilde
karstirilarak, oda sicakiinda 420 nm’de 60 sn sire ile absorbanstal difiglilerek
belirlenmstir. Diger substratlar icin de uygun pH glerinde ayni slemler

yapilmstir. Her aktivite tayininde dlcimler 3 kez tekramhaistir.



26

3.3.2. Substrat spesifikEi

Substrat spesifik§i calismasi enzimin hangi substratla reaksiyon veregidive

hangi substrata karafinitesinin daha yiksek olgu gostermektedir.

Substrat spesifikgini belirlemek amaci ile PPO enziminin 8 farkh striata kagi
aktivitesi belirlenmgtir. Bu amacla 4-metil katekol, katekol, pirogallédafeik asit,
gallik asit, guaiakol ve L-Tirozin substrat olaradkullaniimistir. Elde edilen
grafiklerden her substrat icin \K ve Vnax deseri hesaplanmi ve substratlar
kiyaslanmgtir.

3.3.3. pH etkisi

PPO enzimi aktivitesine pH etkisi, 3,0 ile 9,0 amdsa dgisen pH dgerlerinde
hazirlanmg tamponlar ile 4 farkh substrat kullanilarak (44ihéatekol, katekol,
pirogallol, kafeik asit) belirlenngiir. pH 3,0-6,0 arafiinda 0,1 M sitrat tamponu, pH
6,0-8,0 araffinda 0,1 M fosfat tamponu ve pH 8,0-9,0 analda 0,1 M tris tamponu
kullaniimistir. Enzim aktivite dlcimleri b6lim 3.3.1" de beilidi gi gibi yapiimstir.

3.3.4. Sicaklik etkisi

PPO enziminin optimum sicaglni belirlemek i¢in 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80,

°C deserlerinde enzim aktivitesine bakilstr. Bunu belirlemek icin daha 6nceki gibi
60 sn boyunca 420 nm’de absorbanstakgliatlenmitir. Yiksek sicakliklar i¢in su
banyosu ve diiik sicakliklar icin ise buz banyosu kullanigm. Enzimin aktivite
gOsterdgi tum substratlar (4-metil katekol, katekol, pirtigh kafeik asit) icin
optimum sicaklik ¢cagmasi yapilmgtir. Her substrat 3 mM konsantrasyonunda

kullaniimistir.
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3.3.5. Enzim kinetgi

Enzimin Vmax ve Ky degerlerinin bulunmasi icin yapilan kinetik cahalarda
konsantrasyonlari 0,05 mM ile 20 mM arasindagige substrat cozeltileri
hazirlanmgtir. Enzimin Vinax ve Ky deserlerinin belirlenmesi igin spektrofotometrik
olarak 420 nm’de 60 sn aktivitesi izleni. Daha sonra absorbans-zaman
grafiginden ilk hizlari hesaplangtir. Bu ilk hiz dgerleri Lineweaver-Burk
grafiginde (1/V'ye kasl 1/[S]) yerine konularak {{ ve Vmaxdegerleri bulunmuytur.
Yapilan slemler 3 kez tekrarlanmtir.

3.3.6. PPO enzim aktivitesi Uzerine madde etkisi

3.3.6.1.inhibitor etkisi

Yapilan calgmada sodyum azid, tiyolre, L-Sistein, askorbik, asitik asit, benzoik
asit, 2-merkapto etanol olmak Uzere toplam 7 adebitér kullaniimstir. Her bir

inhibitor icin Ispdegerleri hesaplanngtir.

Calismada kullanilan inhibitorlerin etkilerini tespitnegk icin sabit enzim miktari ve
3 mM’lik sabit substrat konsantrasyonunda aktivitg/ini baz alinarak farkl
konsantrasyonlarda inhibitor aktiviteleri belirleigtir. Sonra her bir inhibitor icin %
Bagil Aktivite - [I] grafikleri cizilmistir. Elde edilen grafiklerden enzim aktivitesini
yariya indiren substrat konsantrasyonu olgndezerleri hesaplanmgtir. Aktivite
tayinleri 4-metil katekol substrati vatinda gerceklgirilmistir. islemler 3 kez

tekrarlanmgtir.

3.3.6.2. Metallerin etkisi

PPO enzimine metal etkisinin incelenmesi amaciyndart kgullarda ortama
¢esitli metal cozeltileri eklenerek aktivite dlcimleyapiimstir. Bu amacla pH 7,0
fosfat tamponu icerisinde hazirlannolan enzim ¢ozeltileri, son konsantrasyonlari 1
mM, 5 mM, 10 mM olacalkekilde ortama ilave edilen metaller ile +4 °C’ de 3

dakika inktbe edilngtir.
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Cssitli metallerle inkube edilen enzimin aktivitesin8, mM 4-metil katekol ile
spektrofotometrik olarak 420'nm de 60 sn boyunchilbastir. Calsmada F&,
Cu? Mg Ba? cd? Li*‘, Mn*?, PB? Na?, K™ Ni*% Hg? Cd? ve Al
metallerinin  etkisi incelenngiir. Elde edilen sonuclar metalsiz ortamda
gerceklgtirilen kontrol reaksiyonu ile kardastiriimis ve % kalan aktivite deerleri
hesaplanmtir. Yapilan glemler 3 kez tekrarlanrtar.

3.3.6.3. Amino asitlerin etkisi

Yapilan calgmada L-Histidin, L-Glutamik asit, L-Treonin, L-Lisj L-Arginin, L-
Aspartik asit, L-Prolin, L-Fenilalanin amino asiil@dn PPO enzimi Uzerine etkisi
incelenmgtir. Amino asit ¢ozeltilerinden 0,5 mM, 1 mM, 5 mdimak Gzere 3 farkl
konsantrasyon baz alinarak, sabit 3 mM 4-metilkalteubstrati variinda 420 nm’
de 60 sn suresince enzim aktivitesine etkisi spéiiometrik olarak bakilngtir.
Elde edilen sonuclar amino asit icermeyen konwaksiyonu ile kaulastirilarak her
amino asit icin % kalan aktivite gerleri hesaplanmstir. Islemler 3 kez

tekrarlanmgtir.
3.3.7. Enzimin pH toleransi

Bu calsmada pH dgerleri 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 7,5, 8,0, 9,0 dlampon cozeltiler
kullaniimistir. Her bir tampon ¢ozeltiye ayni miktarda enziave edilerek +4 °C’ de
1,5 saat inkube edilstir ve stre sonunda standartskbarda aktivite dlgumleri
yapiimstir. Olgiimler sonunda % aktivite gerleri hesaplanarak, pH-%aktivite

grafigi cizilmistir.
3.3.8. Enzimin depolanma kararlilg

PPO enziminin depolanma karaghlicalsmasi +4°C ve ortalama 25C olan oda
sicaklgl olmak uzere 2 farkli sicaklik @erinde yapilmgtir. Enzimin oda
sicaklginda depolanma kararini bulabilmek igin enzim aktivitesindeki azalma 1-
2 saatte bir 420 nm’de 60 sn boyunca absorbagsridélculerek kaydedilngtir.
Substrat olarak 3mM 4-metil katekol kullaniktnr.
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Enzimin +4°C’de depolanmasindaki karargligormek amaciyla enzim +%’'de
saklanarak, 1 - 2 gunde bir 420 nm’'de 60 sn boyafsmrbans deri dlgulmdstir.
Substrat olarak 3 mM 4-metil katekol kullanitni.

3.4. PPO Enziminin Bazi Talyicilara Iimmobilizasyonu

Bu calsmada eflatun cicekli ballibaba bitkisinden izolaled PPO enziminin pH
desisimlerine ve yuksek sicalda dayaniklilgini artirmak, tekrar kullanilabiliggini
saglamak icin immobilizasyon c¢aimasi yapilmgtir. Bu amacla CHT, CTS ve HAP
immobilizasyon materyalleri olarak kullanilgtr.

3.4.1.immobilizasyon kasullarinin optimizasyonu

PPO enziminin immobilizasyonu igin adsorpsiyonhiglama ve kovalent igama
olmak Uzere iki farkli yontem denergtii. Kovalent bglama yonteminde
gluteraldehit kullanilngtir. CHT, CTS ve HAP materyallerinin her biri icasidik,
bazik ve notr ortamda hem adsorpsiyon hem de kotvakglama yontemi ¢agiimis,
sonucu en iyi ¢gikan yontem bundan sonraki immodsyon glemleri icin standart

alinmstir.

Enzimin adsorpsiyon ile immobilizasyonu icing@' ml pH 3,0 sitrat tamponu, pH
7,0 fosfat tamponu, pH 9 tris tamponu alinarak é,1gram immobilizasyon
materyali (CHT, CTS, HAP) ve her birine ayni miktarenzim ¢ozeltisi koyularak
1,5 saat kastiriimistir. Stire sonunda saf su ile yilkanggemi gerceklstirilmi stir.
Enzimin kovalent bglama yontemi ile immobilizasyonunda ise anlatilglerne ek
olarak 10QL gluteraldehit kullanilmtir.

Kosullarin optimizasyonu ic¢in ayrica optimum enzim taknin belirlenmesi icin
calisma yapilmgtir. Bu amagla, belirlenen standart immobilizasyd@mtemlerinde
10QuL, 200uL, 300uL ve 40QuL enzim coOzeltileri kullanilarak immobilizasyon

gerceklatirilmis, kullaniimasi gereken optimum enzim miktari belmitir.
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3.4.2.immobilize enzimin karakterizasyonu

Bu calsmada u¢ materyale (CHT, CTS, HAP) immobilize ediRO enziminin
kinetik 6zelliklerinin aratirllmasi i¢in substrat spesifiki, optimum pH, optimum

sicaklik belirlenmesi ¢caimalari yapilmgtir.

3.4.2.1.immobilize enzimin aktivite tayini

Immobilize PPO enziminin aktivite tayini icin 0,1 pH 7,0 fosfat tamponu, 3 mM
4-metil katekol ¢ozeltisi toplam reaksiyon hacmin8 olacaksekilde karstiriimistir.
Oda sicakliinda 10 dakika bekletilerek gercegielen reaksiyonun siire sonunda
420 nm’de absorbansi olculgtir. Sonuclar EU/gr dk olarak hesaplagim Bu
yontem aktivite 6lcimu igin standart olarak behstir. Diger substratlar igin de
uygun pH dgerlerinde aynislemler yapilmgtir. Her aktivite tayininde olcimler 3

kez tekrarlannytir.

3.4.2.2. Substrat spesifikgi

Bu calsmada immobilize enzimin substrat spesifikii belirlemek amaci ile serbest
enzimin aktivite gosterdi 4 farkh substrat (4-metil katekol, katekol, piadlol,
kafeik asit) ile cakilmistir. Elde edilen grafiklerden her substrat icify K& Viax
deseri hesaplanngi ve substratlar kiyaslangtr. Yapilan cakmalar sonucunda
immobilize PPO enziminin 4-metil katekol, katekopirogallol, kafeik asit

substratlarina kar aktivite gosterirdii belirlenmistir.

3.4.2.3. pH etkisi

Immobilize PPO enziminin aktivitesine pH etkisi, 3J/@ 9,0 arasinda g&en
pH’larda hazirlanmgi tamponlar ile 4 farkh substrat kullanilarak (44hdatekol,
katekol, pirogallol, kafeik asit) belirlenstir.

pH 3,0-6,0 araginda 0,1 M sitrat tamponu, pH 6,0-8,0 agtaida 0,1 M fosfat
tamponu ve pH 8,0-9,0 arginda 0,1 M tris tamponu kullanilgtir. Enzim aktivite

Olcimleri ve hesaplamalari bolim 3.4.2.1° de biédirgi gibi yapiimstir



31

3.4.2.4. Sicaklik etkisi

Immobilize PPO enziminin optimum sicakhi belirlemek icin 5, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 8C°C’ lerde enzim aktivitesine bakilgtir. Bu amacla immobilize enzim i¢in
standart alinan olcim yontemi kullanigtmr. Yiksek sicakliklar igin su banyosu ve
dUsUk sicakliklar icin ise buz banyosu kullanigtm. Enzimin aktivite gosterdi tim
substratlar (4-metil katekol, katekol, pirogallé&feik asit) icin optimum sicaklik

calismasi yapilmgtir. Her substrat 3 mM konsantrasyonunda kullargtimi

3.4.2.5. Enzim Kinetgi

Immobilize enzimin V. ve Ky deserlerinin bulunmasi igin kinetik camalarda
konsantrasyonlari 0,001 mM ile 16 mM arasindgsigsn substrat c¢ozeltileri
hazirlanmgtir. Immobilize enzimin W..x ve Ky deserlerinin belirlenmesi igin
standart olarak belirlenen 6lcim ve hesaplama ydinkallaniimtir. Hesaplanan
EU/gr dk deerleri Lineweaver-Burk grafinde (1/V’'ye kagl 1/[S]) seklinde yerine

konularak K, ve Vimaxdegerleri bulunmuytur. Yapilan glemler 3 kez tekrarlanmtir.

3.4.2.6. Depolama kararlilgi

Immobilize PPO enziminin depolanma karagligalsmasi +4°C ve ortalama 28C
olan oda sicakn olmak Uzere 2 farkl sicaklik gerinde yapilmytir.

Enzimin oda sicakiinda depolanma kararigini bulabilmek icin enzim
aktivitesindeki azalma birkag saatte bir kaydeditmi Substrat olarak 3mM 4-metil
katekol kullaniimgtir. Enzimin +4 °C’de depolanmasindaki karargi gérmek
amaclyla enzim +£C'de saklanarak, 1-2 ginde bir 420 nm'de aktiviegedi

OlcUimistir. Substrat olarak 3 mM 4-metil katekol kullanigtrr.
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3.4.2.7. Yeniden kullanilabilirlik

belirlenen uygun yontemler ile 3 materyaleslbaan enzimin 3mM 4-metil katekol
substrati ile aktivite dlcimu yapilgtir. Materyaller saf su ile birkag defa yikanarak
yeniden reaksiyon gercekteilmistir. Her seferinde yikamalemi yapilarak aktivite

sifirlanincaya kadar ¢callmaya devam edilrgtir.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR ve SONUCLAR

4.1.PPO Enziminin Karakterizasyonu
4.1.1. pH etkisi

Bu calsmada PPO enziminin en yuksek aktivite gosggrgH deserini belirlemek
amaciyla 4 farkh substrat kullanilarak (4-metiltddeol, katekol, pirogallol, kafeik
asit) aktivite olcimleri gerceldarilmistir. 3,0 ve 9,0 arasinda gigen pH’larda
hazirlanmg tamponlar ile yapilan c¢amada enzim aktivite tayinleri
spektrofotometrik yontemle 60 sn slresince 420 frsodoans adlar izlenerek

gerceklatirilmi stir.

pH calsmasi sonucunda PPO enziminin 4-metil katekol sabsitin 7,5, katekol
icin 7,5, pirogallol icin 8,0 ve kafeik asit icin,@ optimum pH dgerlerine sahip
oldugu Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4’deki grafiklerde gorilnedtir.
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100 -
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Aktivite
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20

Sekil 4.1. 4-metil katekol substrati icin optimum irafigi
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Sekil 4.2. Katekol substrati icin optimum pH ggfi
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Sekil 4.3. Pirogallol substrati i¢in optimum pH ggaf
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Sekil 4.4. Kafeik asit substrati icin optimum pH fijga

4.1.2.Sicaklik etkisi

Bolum 3.3.4.’deanlatildg1 gibi, 4-metil katekol, katekol, pirogallol ve lak asit
substratlari kullanilarak PPO enziminin optimumagl@ini belirlemek icin 5, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 7&’'lerde enzim aktivitesine bakilgtir. Yiksek sicakliklar igin
su banyosu ve guk sicakliklar i¢in ise buz banyosu kullanigtm. Bu calgmada
substrat konsantrasyonu 3 mM olarak kullangtmiYapilan cakma sonucunda elde
edilen Sekil 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8deki grafikler incelepoide enzimin optimum
sicaklik dgerlerinin sirasiyla 4-metil katekol icin 18C, katekol icin 20°C,
pirogallol icin 20°C, kafeik asit icin 26C olduzu belirlenmitir.
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Sekil 4.5. 4-metil katekol substratinin optimum gidagrafigi
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Sekil 4.6. Katekol substratinin optimum sicaklikfgga
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Sekil 4.7. Pirogallol substratinin optimum sicaldtafigi
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Sekil 4.8. Kafeik asit substratinin optimum sicaldrafigi
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4.1.3. Enzim kinetgi

Eflatun cicekli ballibaba bitkisinden elde edileR® enzimi icin kinetik cagmalar
4-metil katekol, katekol, pirogallol ve kafeik asitbstratlari igin yapilmtir. Kinetik
calismalarda enzim aktivitesi olcimleri spektrofotometdlarak dgisen substrat

varhginda, 420 nm’de yapilrgtir.

Michealis-Menten sabiti (K) ve maksimum hiz (May) degerlerinin belirlenmesi igin
once substrat doygunlukgmderi (Sekil 4.9, 4.11, 4.13, 4.15) cizilgtir ve bu
grafikten Lineweaver-Burk grafine (Sekil 4.10, 4.12, 4.14, 4.16) gecilip

hesaplamalar yapilgve sonuclar Tablo 4.1'de verilgtir.
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Sekil 4.9. 4-metil katekol substrati icin substrayydunluk grisi
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Sekil 4.10. 4-metil katekol substrati i¢in LineweaBurk grafigi
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Sekil 4.11. Katekol substrati i¢in substrat doyglmdgrisi



300

250 -
200 -
1/v 150 -
100 - y=669,41x+ 84,786
R?=0,9909
50 -
I T G T T 1
0,2 0,1 0 0,1 0,2 0,3
1/[SH{mMm?)
Sekil 4.12. Katekol substrati i¢in Lineweaver-Burafigi
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Sekil 4.13. Pirogallol substrati i¢in substrat dogityk egrisi
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Sekil 4.14. Pirogallol substrati i¢in Lineweaver-Rugrafigi
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Sekil 4.15. Kafeik asit substrati i¢in substrat doglyk esrisi
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Sekil 4.16. Kafeik asit substrati i¢in LineweaverfBgrafigi

Tablo 4.1. PPO enziminin substrat spesifikiie ilgili sonuclar

Optimum
Substrat Optimum pH Sicaklik (°C) Ky (mM) Vmax (EU/K)
4-metil katekol 7,5 10 2,9977 0,0087
Katekol 7,5 20 7,8952 0,0117
Pirogallol 8,0 20 2,2908 0,0042
Kafeik Asit 6,0 20 1,1154 0,0046

4.1.4.inhibitor etkisi

Yapilan calymada substrat olarak 4-metil katekol kullanilarakysim azid, tiyolre,

L-Sistein, askorbik asit, sitrik asit, benzoik astmerkapto etanol olmak izere

toplam 7 adet inhibitdriin etkisi incelenytii. Elde edilen grafiklerdenSekil 4.17,
4.18, 4.19, 4.20, 4.21, 4.22, 4.23) her bir inibicin lso deserleri hesaplanarak

Tablo 4.2'de

verilmitir.
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Sekil 4.17. Balhbaba PPO enzimi lizerine sodyum atkisi
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Sekil 4.18. Ballibaba PPO enzimi tGzerine tiyolrdstk
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Sekil 4.19. Ballibaba PPO enzimi izerine L-Sistakis®
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Sekil 4.20. Ballibaba PPO enzimi lizerine askorbiketkisi
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Sekil 4.21. Ballibaba PPO enzimi izerine benzoik etiisi
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Sekil 4.22. Ballibaba PPO enzimi Uizerine sitrik &skisi



46

80 -
70 -
60 -

50 -
% Bagil
Aktivite
30 4

20 -

10 +

0 .
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006

[2-Merkapto etanol] (mM)

Sekil 4.23. Ballibaba PPO enzimi lizerine 2-Merkagtanol etkisi

Tablo 4.2. Ballibaba PPO enzimi lizerine etki edibitorlerin kq dezerleri

Inhibitor I s(mM)
Sodyum azid 5,4742
Tiyolre 3,4650
L-Sistein 0,0663
Askorbik asit 0,0966
Benzoik asit 13,3836
Sitrik asit 24,3629
2-Merkapto etanol 0,00275

4.1.5. Metal etkisi

Cssitli metal iyonlarinin Eflatun cicekli ballibabathkisinden ekstrakte edilen PPO
enzimi Uzerine etkisini incelemek amaciyla yapitan calsma bélim 3.3.6.2.de
anlatildglr gibi sabit substrat ve enzim konsantrasyonlarintia farkli metal

varhginda enzim aktivitesi ol¢ulerek yapilgtir.



a7

1 mM, 5 mM, 10 mM metal konsantrasyonlarinda sgiastir. Metal varlginda
gerceklgtirilen aktivite deerleri metalsiz ortamda gercekieilen kontrol

reaksiyonu ile kaulastiriimis ve % kalan aktivite dgerleri Tablo 4.3'de verilnsir.

Tablo 4.3. Ballibaba PPO enzimi lizerine metalletkisi

PPO % Kalan Aktivite
Kontrol 100 100 100
Metal Konsantrasyon (mM)

Metaller 1mM 5Mm 10 Mm
Al*? 41,17 35,29 35,29
Ba*? 58,82 52,94 35,29
Ca™ 29,41 23,52 0
Cd* 35,29 35,29 35,29
Cu* 35,29 41,17 47,05
Fe™ 35,29 35,29 17,64
K* 41,17 35,29 35,29
Li*t 58,82 29,41 23,52
Mg *? 52,94 52,94 52,94
Mn *2 29,41 23,52 23,52
Na™ 47,05 41,17 41,05
Ni*? 29,41 35,29 47,05
Pb* 23,52 29,41 17,64
Hg*2 600,00 3117,64 3541,17

4.1.6. Amino asit etkisi

Eflatun cicekli ballibaba bitkisinden ekstrakte lediPPO enzimi Uzerine etki eden
toplam 8 amino asit bolim 3.3.6.3.’de anlagidgibi sabit substrat ve enzim
konsantrasyonlarinda ¢glmistir.
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L-Histidin, L-Glutamik asit, L-Treonin, L-Lisin, LArginin, L-Aspartik asit, L-
Prolin, L-Fenilalanin c¢o6zeltilerinden 0,5 mM, 1 mMy mM alinarak enzim
aktivitesindeki etkisi incelenngir. Incelemeler sonucu amino asitlerin 0,5, 1, 5 mM
konsantrasyonlarindaki kalan aktivite ylUzdeleri dpggnmg ve Tablo 4.4° de

verilmistir.

Tablo 4.4. Ballibaba PPO enzimi Gizerine amino exsitletkisi

PPO % Kalan Aktivite
Amino asit Amino asit Konsantrasyon (mM)
0,5 mM 1mM 5 mM
Kontrol 100 100 100
L-Arginin 88,23 88,35 88,35
L-Aspartik asit 88,23 88,23 88,35
L-Fenilalanin 100 94,11 94,11
L-Glutamik asit 117,64 111,76 88,23
L-Histidin 111,76 111,76 105,88
L-Lisin 147,05 129,41 111,76
L-Prolin 123,52 105,88 76,47
L-Treonin 94,11 94,11 88,23

4.1.7. Enzimin pH toleransi

PPO enziminin pH toleransini belirlemek amaciylaimnbdlim 3.3.7° de anlatilg
gibi pH deserleri 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 7,5, 8,0, 9,0 dlampon cotzeltilerde +4
°C’de 1,5 saat boyunca inkibe edilerek, 3 mM 4-nietiekol substratlar vaginda
enzim aktivitesine bakilrgtir. Elde edilen sonuglar kontrol reaksiyon sonuieu
karsilastirilarak % bail aktiviteleri hesaplanaragekil 4.24'de gosterilngtir.
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Sekil 4.24. Ballibaba PPO enzimi icin pH toleranafii

4.1.8. Enzim depolanma kararllg

Bolum 3.3.8.'de anlatilgh gibi enzimin oda sicalginda ve +4 °C’'de depolama
suresince kararlgini incelemek amaci ile 3 mM 4-metil katekol suastile oda
sicaklginda 1-2 saatte bir 6lcim alinirken, +4 °C’ de ddde bir dlcim alinrgiir.

Her biri icin enzimin % bgl aktivitesi hesaplanngtir.

Oda sicakliiinda yapilan depolama karagilicalsmasi sonucunda, PPO enziminin
bagil aktivitesi ilk 5 saatte hizla azalarak % 66,67 gismistir. 12. saatte % 40,47
aktivite gosterirken bu ger 17. saatte % 12’ ye glaUstur (Sekil 4.25).

+4°C’ de ise PPO enziminin pa aktivitesi ilk 24 saatte % 81,36’ ya glitstur. 72.
saatte % 52 olan aktivite, 120. saatte % 27,9168, saatte de % 16’ ya giiUstur
(Sekil 4.26).
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Sekil 4.25. Ballibaba PPO enziminin oda sicgikidaki aktivitesinin zamanla giimi
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Sekil 4.26. Ballibaba PPO enziminin #@deki aktivitesinin zamanla ggsimi

4.2. PPO Enziminin Bazi Talyicilara Iimmobilizasyonu

4.2.1.immobilizasyon kasullarinin optimizasyonu

Enzimin adsorpsiyon ile immobilizasyonu iging@ ml pH 3,0 sitrat tamponu, pH
7,0 fosfat tamponu, pH 9 tris tamponu alinarak d,1gram immobilizasyon

materyali (CHT, CTS, HAP) ve her birine ayni miktarenzim ¢ozeltisi koyularak

1,5 saat kagtiriimistir. Stire sonunda saf su yikargiemi gercekletirilmi stir.
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Enzimin kovalent bglama yontemi ile immobilizasyonunda ise anlatilglerne ek
olarak 10QL gluteraldehit kullaniimgtir. Sonuclar hesaplanarak aktiviteler EU/gr dk
olarak Tablo 4.5'de verilngiir. Sonuclara gore her bir materyal icin aktivitezeri

en yiksek olan yontem standart olarak kabul egilmBuna gore; CHT icin pH 7,0
ortaminda adsorpsiyon ile, CTS i¢in pH 3,0 ortaraiadsorpsiyon ile, HAP i¢in pH
9,0 ortaminda kovalent pma ile adsorpsiyon yontemleri standart olarak

belirlenmistir.

Tablo 4.5 Immobilizayon yénteminin belirlenmesi igin sonug|te

Kovalent Baglama ile
Immobilizasyon

Adsorpsiyon ileimmobilizasyon

Aktivite EU/gr dk Aktivite EU/gr dk

pH 3 pH 7 pH9 pH 3 pH 7 pH9
CHT 139,45 360,81 158,49 116,47 278,33 304,61
CTS 489,37 196,65 30,19 168,81 12,00 44,19
HAP 343,94 384,43 336,57 325,83 342,00 732,78

Kosullarin optimizasyonu ic¢in ayrica optimum enzim taknin belirlenmesi icin

calisma yapilmgtir. Bu amacla, materyallerden biri secilerek (HABglirlenen
standart immobilizasyon yonteminde 100 200uL, 300uL ve 40QL enzim
gereken

cozeltileri

optimum enzim miktari belirlenrtir.

kullanilarak immobilizasyon gerceieiimis,

kullaniimasi

Sonuclar hesaplanarak aktiviteler EU/gr dk olarakbl® 4.6'da verilmytir.

Sonuclara gore immobilizasyon icin 3Q€L enzim c¢oOzeltisi kullanmaya karar

verilmistir.
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Tablo 4.6. Enzim miktarinin belirlenmesi i¢in sortablosu

Enzim miktari (pL) | Aktivite EU/gr dk
100 454,85
200 514,73
300 595,51
400 593,57

4.2.2 immobilize enzimin karakterizasyonu

4.2.2.1. pH etkisi

Immobilize PPO enziminin aktivitesine pH etkisi, 3J@ 9,0 arasinda g&en
pH’larda hazirlanngi tamponlar ile 4 farkh substrat kullanilarak (4#hdatekol,
katekol, pirogallol, kafeik asit) belirlengtir. Her ¢ materyale (CHT, CTS, HAP)
enzim immobilizasyonu yapilarak sonuclar EU/gr dikrak hesaplanip pH -%Bda

aktivite grafikleri ¢izilmitir.

120 +
100 -

80 -

% Bagil
Aktivite

40 A

20
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Sekil 4.27. CHT’e immobilize edilen enzimin 4-mekétekol substrati icin optimum pH grgifi
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Sekil 4.28. CHT’e immobilize edilen enzimin katelalbstrati i¢in optimum pH graifi
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Sekil 4.29. CHT’e immobilize edilen enzimin pirogallisubstrati icin optimum pH grafi
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Sekil 4.30. CHT’e immobilize edilen enzimin kafeikibsubstrati icin optimum pH gr&fi
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Sekil 4.31. CTS’a immobilize edilen enzimin 4-metdtekol substrati icin optimum pH grgifi
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Sekil 4.32. CTS’a immobilize edilen enzimin katelaibstrati icin optimum pH grafi
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Sekil 4.33. CTS’a immobilize edilen enzimin pirogdlsubstrati icin optimum pH grafi
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Sekil 4.34. CTS’a immobilize edilen enzimin kafeiitasubstrati icin optimum pH grafi
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Sekil 4.35. HAP’e immobilize edilen enzimin 4-meiétekol substrati icin optimum pH grafi
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Sekil 4.36. HAP’e immobilize edilen enzimin katelalbstrati i¢in optimum pH graii
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Sekil 4.37. HAP’e immobilize edilen enzimin pirogalllsubstrati i¢in optimum pH grafi



58

120 ~

100 -

80 -

% Bagil
Aktivite

40 A

20 A

Sekil 4.38. HAP’e immobilize edilen enzimin kafeikibsubstrati icin optimum pH gr&fi

4.2.2.2 Sicaklik etkisi

Immobilize PPO enziminin optimum sicakhi belirlemek igin 5, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 8C°C’ lerde enzim aktivitesine bakilgtir. Bu amagla immobilize enzim igin
standart alinan 6lcim yontemi kullanilarak sonuEldfgr dk olarak hesaplanstr.
Enzimin aktivite gosterdi tim substratlar (4-metil katekol, katekol, pirtdgh
kafeik asit) icin optimum sicaklik camasi yapilarak grafikler cizilnglir. Sonuclar
Tablo 4.7°de verilmitir. Her substrat 3 mM konsantrasyonunda kullargtimi
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Sekil 4.39. CHT’e immobilize edilen enzimin 4-meltttekol substrati icin optimum sicaklik ggfi
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Sekil 4.40. CHT’e immobilize edilen enzimin katelabstrati icin optimum sicaklik grafi
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Sekil 4.41. CHT’e immobilize edilen enzimin pirogallisubstrati icin optimum sicaklik gragiffi
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Sekil 4.42. CHT'e immobilize edilen enzimin kafeikibsubstrati icin optimum sicaklik grgifi

60
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Sekil 4.43. CTS’a immobilize edilen enzimin 4-metdtekol substrati icin optimum sicaklik gggfi
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Sekil 4.44. CTS’a immobilize edilen enzimin katelsoibstrati icin optimum sicaklik grafi
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Sekil 4.45. CTS’a immobilize edilen enzimin pirogdlsubstrati icin optimum sicaklik grafi
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Sekil 4.46. CTS’a immobilize edilen enzimin kafeikitasubstrati i¢cin optimum sicaklik grgifi
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Sekil 4.47. HAP’e immobilize edilen enzimin 4-meltéttekol substrati icin optimum sicaklik ggfi
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Sekil 4.48. HAP’e immobilize edilen enzimin katelalbstrati icin optimum sicaklk grgfi



120 ~

100 ~

80 -

% Bagil
Aktivite

40

20 A

Sicakhk {°C)

Sekil 4.49. HAP’e immobilize edilen enzimin pirogallisubstrati icin optimum sicaklik gragiffi
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Sekil 4.50. HAP’e immobilize edilen enzimin kafeikibsubstrati icin optimum sicaklik grgifi
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Tablo 4.7 immobilize enzimin optimum sicaklik ve pHleri

Optimum Sicaklik (°C) Optimum pH
4-metil Kafeik . Kafeik
Katekol | Pirogallol . 4-metil | Katekol | Pirogallol .
katekol asit asit
katekol
CHT 20 5 50 30 6,0 7,0 6,0 6,0
CTS 5 10 30 40 6,0 5,0 4,0 8,0
HAP 5 5 50 30 6,0 7,0 8,0 6,0

4.2.2.3 Enzim kinetigi

Immobilize enzimin Vi ve Ky deserlerinin bulunmasi igin kinetik camalarda
konsantrasyonlari 0,001 mM ile 16 mM arasindagigin substrat cozeltileri
hazirlanmgtir. Her bir materyale immobilize enzimin %W ve Ky dezerlerinin
belirlenmesi cizilen substrat doygunluk grafiklegagida verilmitir. Hesaplanan
EU/gr dk deerleri Lineweaver-Burk grafinde (1/V’'ye kagi 1/[S]) seklinde yerine
konularak K, ve Vmax degerleri bulunmgtur ve kinetik sonuclari Tablo 4.8'de

verilmistir.
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Sekil 4.51. CHT’e immobilize edilen enzimin 4-mekitekol substrati icin substrat doygunlykisi
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Sekil 4.52. CHT’e immobilize edilen enzimin 4-metttekol substrati igcin Lineweaver-Burk gggafi
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Sekil 4.53. CHT’e immobilize edilen enzimin katellbstrati igcin substrat doygunlufresi
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Sekil 4.54. CHT’e immobilize edilen enzimin katelalbstrati i¢in Lineweaver-Burk grafi
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Sekil 4.55. CHT’e immobilize edilen enzimin pirogalllsubstrati icin substrat doygunlufirisi
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Sekil 4.56. CHT’e immobilize edilen enzimin pirogallisubstrati icin Lineweaver-Burk grafi
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Sekil 4.57. CHT’e immobilize edilen enzimin kafeikibsubstrati icin substrat doygunlurisi

68
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Sekil 4.58. CHT’e immobilize edilen enzimin kafeikibsubstrati icin Lineweaver-Burk grgifi
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Sekil 4.59. CTS’a immobilize edilen enzimin 4-metdtekol substrati i¢in substrat doygunlgkisi
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Sekil 4.60. CTS’a immobilize edilen enzimin 4-metdtekol substrati icin Lineweaver-Burk gigfi
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Sekil 4.61. CTS’a immobilize edilen enzimin kateloibstrati icin substrat doygunlufrisi
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Sekil 4.62. CTS’a immobilize edilen enzimin katelsplbstrati icin Lineweaver-Burk grgfi
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Sekil 4.63. CTS’a immobilize edilen enzimin pirogdlsubstrati icin substrat doygunlufrsi
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Sekil 4.64. CTS’a immobilize edilen enzimin pirogdlsubstrati icin Lineweaver-Burk grafi
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Sekil 4.65. CTS’a immobilize edilen enzimin kafeiitasubstrati icin substrat doygunlurisi
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Sekil 4.66. CTS’a immobilize edilen enzimin kafeigitasubstrati icin Lineweaver-Burk grgifi
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Sekil 4.67. HAP’e immobilize edilen enzimin 4-mék@tekol substrati igin substrat doygunlukisi
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Sekil 4.68. HAP’e immobilize edilen enzimin 4-meiétekol substrati i¢in Lineweaver-Burk ggafi
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Sekil 4.69. HAP’e immobilize edilen enzimin katelsalbstrati icin substrat doygunlufrisi
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Sekil 4.70. HAP’e immobilize edilen enzimin katelalbstrati i¢in Lineweaver-Burk grafi
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Sekil 4.71. HAP’e immobilize edilen enzimin pirogallisubstrati icin substrat doygunlufirisi
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Sekil 4.72. HAP’e immobilize edilen enzimin pirogalllsubstrati i¢in Lineweaver-Burk grafi
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Sekil 4.73. HAP’e immobilize edilen enzimin kafeikibsubstrati icin substrat doygunlurisi



1/EUgridk!

0,014 -
0,012 -
0,01
0,008 -

0,006 -

0,004 - y =0,0005x+0,0027
R2=0,9524
0,002
5 0 5 10 15 20 25

1/[s{mM?)

77

Sekil 4.74. HAP’e immobilize edilen enzimin kafeikibsubstrati icin Lineweaver-Burk grgifi

Tablo 4.8 immobilize enzimin kinetik sonuglari

CHT CTS HAP
K M Vmax K M Vmax K M Vmax

(mM) (EU/dK) (mM) (EU/dK) (mM) (EU/dK)
4-metil

1,0000 1000 2,1818 454 ,5454 0,8571 1428,5714
katekol
Katekol 0,2941 294,1176 0,0454 227,2727 0,2666 666,6661

Pirogallol 0,4000 142,8571 8,6666 1111,11112,7142 714,2857
Kafeik
" 0,1764 294,1176 0,125 312,5 0,1851L 370,3703
asi

4.2.2.4. Depolama kararlilg

Immobilize PPO enziminin depolanma karagligalsmasi +4°C ve ortalama 28C

olan oda sicaklt olmak tzere 2 farkh sicaklik gerinde yapilmgtir. Depolama

kararhligi calsmasi her Gi¢c materyale immobilize edilen enzim igitiim 3.4.2.6’ de

anlatildgr gibi yapilmstir. Sonuglar EU/gr dk olarak hesaplagnmaaman - % hal

aktivite grafikleri gizilmitir.
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CHT’e immobilize edilen enzim igin oda sicakhda yapilan depolama kararl
calismasi sonucunda, enziminingkaktivitesi ilk 5 saatte buyik oranda korunarak
93,82 olarak olculmgitr. 10. saatte % 63,88 aktivite gosterirken bpedel 8. saatte
% 21,03’e digmistir (Sekil 4.75). +4°C’ de ise enziminin kal aktivitesi ilk 24
saatte % 86,5’ e dinlstlr. 144. saatte % 52,53 olan aktivite, 240. s&4itE6,7’ ye
dUsmustur (Sekil 4.76).

CTS’a immobilize edilen enzim i¢in oda sicgkhda yapilan depolama karasghl
calismasi sonucunda, enziminin aktivitesi ilk 5 saatigiix oranda azalarak % 79,51
olarak olculmgtir. 10. saatte % 53,88 aktivite gosterirken bgedel6. saatte %
18,13’e digmistir (Sekil 4.77). +4°C’ de ise enziminin bal aktivitesi ilk 72 saatte
% 87,84’ e démUstlr. 312. saatte % 40,92 olan aktivite, 432. sa#itd8,37" ye
dismustur (Sekil 4.78).

HAP’e immobilize edilen enzim icin oda sicakhda yapilan depolama karagili
calismasi sonucunda, enziminin gk aktivitesi ilk 5 saatte % 81,51 olarak
Olculmdgtur. 10. saatte % 47,11 aktivite gosterirken bgedel8. saatte % 19,43’e
dusmistir (Sekil 4.79). +4°C’ de ise enziminin kal aktivitesi ilk 24 saatte %
87,87 ye digmistlr. 168. saatte % 32,76 olan aktivite, 240. saéitel2,7’ ye
dismusttr (Sekil 4.80).
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Sekil 4.75. CHT e immobilize edilen enzimin *€’deki aktivitesinin zamanla ggsimi
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Sekil 4.76. CHT’e immobilize edilen enzimin oda ddtgdindaki aktivitesinin zamanla @gimi
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Sekil 4.77. CTS’a immobilize edilen enzimin *€’deki aktivitesinin zamanla ggimi
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Sekil 4.78. CTS’a immobilize edilen enzimin oda &icgindaki aktivitesinin zamanla digimi
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Sekil 4.79. HAP’e immobilize edilen enzimin ®€’deki aktivitesinin zamanla gesimi
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Sekil 4.80. HAP’e immobilize edilen enzimin oda s«bgindaki aktivitesinin zamanla dgimi

4.2.2.5. Yeniden kullanilabilirlik

Immobilize PPO enziminin yeniden kullanilabilithi belirlemek amaciyla,
belirlenen uygun yontemler ile Gic materyalglaaan enzimin 3mM 4-metil katekol
substrati ile aktivite dlcimu yapilgtir. Reaksiyon sonunda yikamgemi yapilarak

aktivite sifirlanincaya kadar ¢gllmaya devam edilngtir. Sonuclar EU/gr dk olarak

hesaplanarak Tablo 4.9'da veriktii.

Tablo 4.9 immobilize enzimin yeniden kullanilabilirlik sonucla

% Aktivite
CHT CTS HAP
1.Kullanim 100 100 100
2. Kullanim 56,89 73,34 22,14
3.Kullanim 15,04 22,53 9,24
4 Kullanim 0 5,16 0




BOLUM 5. TARTI SMA

Bu calsmada eflatun cicekli ballibabd.gmium purpureum) bitkisinin yaprak ve
cicek kisimlarindan izole edilen serbest PPO enzimi CHT, CTS, HAP

tastyicilarina immobilize edilen PPO enzimi incelegtini

Substrat spesifik§i calismalarinda hem serbest hem de immobilize enzimihikgal
asit, guaiakol ve L-Tirozine kgr aktivite gostermedi; buna kagilk 4-metil
katekol, katekol, pirogallol ve kafeik asit ile ksayon verdgi yani eflatun cicekli
ballibaba PPO enziminin difenolaz ve trifenolaziatdsi gosterdii bulunmutur.
Enginar Cynara scolymusL.) PPO enziminin katekol, pirogallol, 4-metil katdk
DL-dopa, L-dopa ve gallik asit substratlarina [8]Jygan otundakiyrtica diocicaL.)
PPO enziminin ise bunlara ek olarak p-krezol, §{at®e trans-sinamik aside lar

aktivite gosterdii bulunmutur [16].

Eflatun cicekli balllbaba PPO enzimi Uzerine sodyaaid, tiyolre, L-Sistein,
askorbik asit, sitrik asit, benzoik asit, 2-merkaptanol olmak Uzere toplam 7 adet
inhibitorin etkisi incelenmgtir. Her bir inhibitdr icin enzim aktivitesini % 5g@e
dUsUren inhibitor konsantrasyonlarsd) hesaplanngtir. Buna gore en fazla inhibitor
etkisi gosteren 2-merkapto etanol 0,00275 mM dimmdyi sodyum azid 5,4742 mM,
tiyolre 3,4650 mM, L-Sistein 0,0663 mM, askorbikt &0966 mM, sitrik asit
24,3629 mM, benzoik asit 13,3836 mM diizeyinde %nbibe etmektedir.

PPO enzim aktivitesi lizerine BeCu'?, Mg*?, Ba? Ca? Li*!, Mn*?, Pb? Na™,
K*' Ni*?, Cd Hg™ve AlI*?> metal iyonlarinin etkisi incelenstir. Buna gore Htf
iyonununenzim (izerinde oldukca buiyiik bir aktivasyona!“Cae™, Pb?, Li*!, Mn*?

iyonlarinin ise buyuk oranda inhibisyona sebep kit goralmigtar.
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L-Histidin, L-Glutamik asit, L-Treonin, L-Lisin, LArginin, L-Aspartik asit, L-
Prolin, L-Fenilalanin amino asitlerinin PPO enzirizerine etkisi incelenrstir.
Bazik karaktere sahip amino asitlerden L-histidug L-lisinin 0,5, 1, 5 mM
konsantrasyonlarinda aktivasyona sebep olduklaargininin ise enzim akitivitesini
disUrdigu gorulmigtur. Asidik amino asitlerden olan L-glutamik asif50ve 1
mM’da aktivasyona sebep olurken, 5 mM’da enzimiilbehetmektedir. L-aspartik
asit ise her ¢ konsantrasyonda da yakl& 11,65’lik inhibisyona sebep olrgtur.
Notral karaktere sahip L-fenilalanin 0,5 mM konsaeyonda PPO enzimi Gzerinde
bir etki gostermezken 1 ve 5 mM'da % 5,89’luk inkymna neden olmytur. L-
prolin her ¢ konsantrasyonda da enzimi inhibe gimi

PPO enziminin pH toleransini belirlemek amaciylaimnpH deerleri 3,0-9,0
aralginda dgisen tampon c¢oOzeltilerde 1,5 saat boyunca inkubeewsdl enzim
aktivitesine bakilmgtir. % Bazil aktiviteler ile gizilen grafik ile bu dger 7,5 olarak

belirlenmistir.

Enzim kinetgi calismasi sonuclarina gore, serbest enzimjp ¥ Vpnax deserleri
sirasiyla 4-metil katekol igin 2,9977 mM, 0,0087 /BKJ katekol i¢in 7,8952 mM,
0,0117 EU/dK; pirogallol icin 2,2908 mM, 0,0042 KW/ kafeik asit icin 1,1154
mM, 0,0046 EU/dk olarak hesaplargtm. Buradan bu enzimin kafeik aside olan
spesifikliginin daha fazla oldgu sdylenebilir. Patlican (Solanum melongena) PPO
enziminin Ky deseri 4-metil katekole kar 0,34 mM'dir [7]. Calgir otundaki (Ferula
sp.) PPO enziminin K dezeri katekol i¢in 2,34 x 10-3 M, epikata i¢in ise 2,89 x
10-3 M.’dir [10]. Kv ve Vmax dezerleri enzim kayn@ana ve kullanilan substrata gore
desisiklik gostermektedir.

CHT’e immobilize edilen enzim i¢in en blyuk afinikafeik aside kardir ve Ky,
Vmax degerleri sirasiyla 0,1764 mM, 294,1176 EU/dk’dir. C& 8nmobilize edilen
enzimin katekole kar ilgisi en yUksektir ve Ig, Vmax degerleri sirasiyla 0,0454 mM,
227,2727 EU/dK'dir. HAP’e immobilize edilen enzimin en fazla afinite kafeik
aside kapidir ve Ky, Vmax degerleri sirasiyla 0,1851 mM, 370,3703 EU/dK'dIr.
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pH calsmalarina gore serbest PPO pH 6,0 ile 8,0 arasiadalidir. Serbest PPO
enziminin her substrata karoptimum pH dgerleri sirasiyla 4-metil katekol ve
katekol icin 7,5, pirogallol icin 8,0, kafeik asiin 6,0 olarak bulunmygur. Optimum
pH anamur muzundan (Musa cavendishii) elde edilB® Rnzimi icin 7,0 [12],
Henry kestanesi PPO enzimi i¢in 5,0 bulugtau[20]. Optimum pH dgerleri enzim
kaynasl ve substrat gadine gore farklilik gostermektedir.

CHT’e immobilize edilen enzim icin optimum pH ghkxleri 4-metil katekol, katekol,
pirogallol ve kafeik asit substratlar icin sirdaiy6,0, 7,0, 6,0, 6,0; CTS ‘a
immobilize edilen enzim igin 6,0, 5,0, 4,0, 8,0; /& immobilize edilen enzim igin
ise 6,0, 7,0, 8,0, 6,0 olarak belirlegtii. CMC boncuklara bdanan enzimin pH'l
7,0 iken bu enzimin serbest haldeki optimum pH&'dur [22]. Patatesten ekstrakte
edilen serbest PPO enziminin optimum pHgete 6,6 iken alginat-SiO2'ye
immobilize edilen enzim izim icin bu der 7,0'dir [23].immobilize edilen enzimin
konformasyonunda dssiklikler olmasi nedeniyle serbest enzime kiyaslakifa

optimum pH degerlerinde ¢calkmasi s6z konusudur.

Optimum sicaklik ¢cagmalarinin sonuclari serbest PPO enziminin optimwakék
degerinin  4-metil katekol icin 10°C; @er substratlar icin 20°C ol@unu
gostermektedir. Vanilya cekirdmde bulunan PPO enziminin optimum sicaklik
deseri 37 °C [9] , muz (Musa sapientum L.) PPO enZgim 30 °C [14]; ¢in lahanasi
PPO enzimi icin ise 40 °C [16] olarak belirlerstmi

Yapilan calgmalara gore 4-metil katekol, katekol, pirogallol Jeafeik asit
substratlari icin optimum sicaklik gerleri CHT'e immobilize edilen enzim icin
optimum sirasiyla 20, 5, 50, 30 °C; CTS’a immolaledilen enzim i¢in 5, 10, 30, 40
°C; HAP’e immobilize edilen enzim i¢in 5, 5, 50, 30 bulunmytur. Buna gore, her
Uc materyale b#lanan enzim icin pirogallol ve kafeik asit ile gekdestirilen
reaksiyonlarda enzim daha vyuksek sicakliklarda smalktadir. Chitosan-kil
boncuklar Gzerine Iganan PPO enzimi i¢in optimum sicaklik 25 °C ikembest
enzim igin 25-30 °C’dir [21]. Patatesten (Solanuwbdrosum) elde edilen serbest
PPO icin optimum sicaklik 40 °C iken bugede Celite 545’e immobilize edilen
enzim icin 40-50 °C ‘dir [26].
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Immobilize enzimlerin serbest enzime gore yilkselakbiklara daha dayanikli
olmasi immobilizasyon materyali ile enzim arasikdaulan iyonik veya kovalent

bagin olusturdusu konformasyon butinguidur.

Oda sicakiinda yapilan depolama karagilicalsmasi sonucunda, eflatun cigekli
ballibabadan elde edilen serbest PPO enziminiwvitddi ilk 5 saatte hizla azalarak
% 66,67'ye digmistir. Enzim 12. saatte % 40,47 aktivite gOsterirbendeser 17.
saatte % 12’ ye dintstir. CHT e immobilize edilen enziminin Bd aktivitesi ilk 5
saatte buylk oranda korunarak 93,82 olarak 6lcgtiniil0. saatte % 63,88 aktivite
gOsterirken bu deer 18. saatte % 21,03'e @titstir. CTS’a immobilize edilen
enzim ilk 5 saatte % 79,51 aktivite gostegtinil0. saatte % 53,88 aktivite
goOsterirken bu deer 16. saatte % 18,13’'e @iilstir. HAP’e immobilize edilen
enziminin bgil aktivitesi ilk 5 saatte % 81,51 olarak olculgtiir. 10. saatte % 47,11
aktivite gosterirken bu ger 18. saatte % 19,43’e ghilstur. Bu sonuclara gore, oda
sicaklginda yapilan depolama karaghlisonuclari ile immobilize edilen enzimin

daha kararli oldgu bilgisi birbiriyle 6rtismektedir.

+4 °C’de yapilan depolama karagilicalsmasi sonucunda, serbest PPO enziminin
aktivitesi ilk 24 saatte % 81,36’ ya, 168. saatee % 16’ ya dimustir. CHT'e
immobilize edilen enzim igin +4C’ de enziminin bail aktivitesi ilk 24 saatte %
86,5 e, 240. saatte % 16,7’ yesdiistir. CTS’a immobilize edilen enzimin
aktivitesi ilk 72 saatte % 87,84’ e ve 432. saditel8,37’ ye démistir. HAP'e
immobilize edilen enzim igin ise Ba aktivite ilk 24 saatte % 87,87’ ye, 240. saatte
% 12,7’ ye démuistir. Bu sonuclara gore, immobilize edilen enzinenbest enzime

gore daha kararlidir.

Immobilize enzimin yeniden kullanilabiligi calismasinin sonuglarina gére 2.
kullanimda HAP’e bglanan enzim aktivitesini blyuk oranda yitirirkenHTe
baglanan enzim aktivitesini % 56,89, CTS agkenan enzim ise % 73,34 oraninda
korumwtur. Yalnizca CTS’a immobilize edilen enzim 4. lanllmda % 5,16 gibi
dUsUk bir dezser de olsa aktivite gosterebilmektedir.
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Sonug olarak immobilize sistemlerin serbest enzgiwe daha kararl olgu, daha
iyi termal kararlihk, saklama ve kullanim kolgyligibi 6zelliklere sahip oldgu
soylenebilir. Immobilizasyon yontemi ile enzimler sirekli sisteraleuygun hale

getirilerek endustriyel uygulamalarda kullanilabélktedir.



KAYNAKLAR

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

ERZENGIN, M., Farkli Kaynaklardan Afinite Kromatografisilei
Polifenol Oksidaz Enziminin Safiariimasi, Kinetik ve Elektroforetik
Ozelliklerin incelenmesi, Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Stiisi,
Doktora Tezi, Balikesir, 2002.

ONEZ, Z., Uzumden \(itis vinifera L.) izole Edilen Polifenol Oksidaz
Enziminin Ozelliklerinin Belirlenmesi, Ankara Unikgtesi Fen Bilimleri
Enstitlsu, Yiksek Lisans Tezi, Ankara, 2006.

ALICI, E. H., Kaldirik (Trachystemon orientalis) Bitkisinden Polifenol
Oksidaz Enziminin Kismi Saf§airiilmasi ve Karakterizasyonu, Sakarya
Universitesi Fen Bilimleri Enstitlistl, Yiksek Lisahszi, Sakarya, 2012.

PEKYARDIMCI, S., BALABAN, M.O., High Pressure COTreatment
on Polyphenoloxidase Activity, Turkish Journal dignistry, 16(2), 153-
163, 1992.

TELEFONCU, A., Immobilize Enzimler, Enzimoloji Lisanistli Yaz
Okulu, Aydin, 193-247, 1997.

MUNJAL, N., SAWHNEY, S.K., Stability and Propers of Mushroom
Tyrosinase Entrapped in Alginate, Polyacrylamidal dgelatin Gels,
Enzyme and Microbial Technology, 30, 613-619, 2002.

MISHRA, B., B., GAUTAM, S., SHARMA, A., Purifiation and
Characterization of Polyphenol Oxidase (PPO) froggdant Solanum
melongena), Food Chemistry, 134(4), 1855-1861, 2012.

AYDEMIR, T., Partial Purification and CharacterizationRilyphenol
Oxidase from ArtichokeQynara scolymus L.) Heads, Food Chemistry,
87(1), 59-67, 2004.

WALISZEWSKI, K., N., MARQUEZ, O., PARDIO, V., T
Quantification and Characterization from Polypher@kidase from
Vanilla Bean, Food Chemistry, 117(2), 196-203, 2009

ERAT, M., SAKIROGLU, H., KUFREMIOGLU, 1., Purification and
Characterization of Polyphenol Oxidase froferula sp., Food
Chemistry, 95(3), 503-508, 2006.



[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

88

GAWLIK-DZIKI, U., SZYMANOWSKA, U., BARANIAK, B.,
Characterization of Polyphenol Oxidase from Broc@®tassica oleracea
var. botrytisitalica), Food Chemistry, 105(3), 1047-1053, 2007.

UNAL, U., M., Properties of Polyphenol OxidaBem Anamur Banana
(Musa cavendishii), Food Chemistry, 100(3), 909-913, 2007.

MDLULLI, K., M., Partial Purification and Chatterization of Polyphenol
Oxidase and Peroxidase from Marula Fri8tl¢rocarya birrea subsp.
caffra), Food Chemistry, 92(2), 313-323, 2005.

YANG, C., FUJITA, S., KOHNO, K., KUSUBAYASHI, A.,
ASHRAFUZZAMAN, MD., HAYASHI, N., Parial Purificatio and
Characterization of Polyphenol Oxidase from Ban@viasa sapienteum
L.) Peel, Journal of Agricultural and Food Chemis#t9(3), 1446-1449,
2001.

KAVRAYAN, D., AYDEMIR, T., Partial Purification and
Characterization of Polyphenoloxidase from PepetiiMentha piperita),
Food Chemistry, 74(2), 147-154, 2001.

NAGAI, T., SUZUKI, N., Partial Purification ofPolyphenol Oxidase
from Chinise CabbagBrassica rapa L., Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 49(8), 3922-3926, 2001.

GULCIN, 1., KUFREMIOGLU, O.]I., OKTAY, M., Purification and
Characterization of Polyphenol Oxidase from Neftletica dioicaL.)
and Inhibitory Effects of Some Chemicals on Enzykaévity, Journal of
Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 20(39,/2302, 2005.

GAWLIK-DZIKI, U., ZLOTEK, U., SWIECA, M., Charactezation of
Polyphenol Oxidase from Butter Lettudea¢tuca sativa var.capitata L.),
Food Chemistry, 107(1), 129-135, 2008.

HALDER, J., TAMULI, P., Isolation and Characterimat of Polyphenol
Oxidase from Indian Tea LeafCémellia sinensis), The Journal of
Nutritional Biochemistry, 9(2), 75-80, 1998.

XU, J., ZHENG, T., MEGURO, S., KAWACHI, S., Rfication and
Characterization of Polyphenol Oxidase from Henrg$§thuts Castanea
henryi), Journal of Wood Science, 50(3), 260-265, 2004.

DINCER, A., BECERK, S., AYDEMIR, T., Immobilization of
Tyrosinase on Chitosan—clay Composite Beads, latiermal Journal of
Biological Macromolecules, 50, 815-820, 2012.



89

[22] ARICA, Y.M., Immobilization of Polyphenol Oxa&bke on
Carboxymethylcellulose Hydrogel Beads: Preparatiorand
Characterization, Polymer International, 49, 773;7800.

[23] SHAO, J., HUANG, L-L., YANG, Y-M., Immobilizabn of Polyphenol
Oxidase on Alginate—SiO2 Hybrid Gel: Stability arféreliminary
Applications in the Removal of Aqueous Phenol, Jei@hTechnol
Biotechnol, 84, 633-635, 2009.

[24] SHAOQ, J., GE, H., YANG, Y., Immobilization ¢tolyphenol Oxidase on
Chitosan—-SiO2 Gel for Removal of Aqueous Phenadtdtihnol Lett, 29,
901-905, 2007.

[25] KENNEDY, L .J., SEL\, P. K., PADMANABHAN, A., HEMA, K. N.,
SEKARAN, G., Immobilization of Polyphenol Oxidaseto Mesoporous
Activated Carbons — Isotherm and Kinetic Studieker@osphere, 69,
262-270, 2007.

[26] KHAN, A. A., AKHTAR, S., HUSAIN, Q., Direct Immobilization of
Polyphenol Oxidases on Celite 545 from Ammonium p8ate
Fractionated Proteins of PotatdSofanum tuberosum), Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic, 40, 58-63, 2006.

[27] CAMPBELL, M. K., Biochemistry, Saunders Cdalle Publishing,
Chicago, 1991.

[28] KEHA, E. E., KUFREMOGLU, O. I., Biyokimya, Aktif Yayinevi, 92-
139, Erzurum, 2004.

[29] PAMUK, F., Biyokimya, Gazi Kitapevi, Ankara0R0.
[30] TUZUN, C., Biyokimya, Palme Yayinlari, 124 23, Ankara, 1997.

[31] ZIYAN, E., Polifenol Oksidaz Enziminin Ankara Armud(Pyrus
Communis)’ndan izole Edilmesi, Safidirimasi ve Bazi Kinetik
Ozelliklerinin incelenemesi, Yiksek Lisans Tezi, Ankara Universites
Fen Bilimleri Enstitisu, Kimya Anabilim Dali, Ankay 1998.

[32] OZATA, A., KUTLU, M., Enzimoloji Ders Notlar, T.C. Anadolu
Universitesi Yayinlari No:1254, Fen Fakiltesi Ydgm No:15,
Eskisehir, 2000.

[33] HOLME, D.J., PECK, H., Analytical Biochemisiryrentice Hall, 259-
261, England, 2005.

[34] ROBYT, I. F., WHITE, B. J., Biochemical Teclyuies: Theory and
Practice. Waveland Press, Inc. lllinois, 1990.



[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

90

OZTAN, D., Tirosinaz Enziminin Ekstraksiyonuafsstiriimasi ve
Fenollerin Giderilmesinde Kullanilmasi, Yiksek lisa Tezi, Gazi
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 2007.

SACAK, M., Kimyasal Kinetik, Ankara Universiéé Kimya Bolumd,
Gazi Kitapevi, Ankara, 2002.

CASAVI, C., Kovalent Baglanma ve Fiziksel Adsorpsiyon Mietr ile
Proteaz Enzimininimmobilizasyonu, Yiiksek Lisans Tezistanbul
Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstittisistanbul, 2007.

TASDELEN, C., Proteaz Enziminin Fiziksel Adsorpsiydfpvalent ve
Iyonik Baslanma Metotlari ileimmobilizasyonu, Yiksek Lisans Tezi,
Istanbul Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitijdétanbul, 2006.

URUC, H., Katalaz Enzimini(E.C.1.11.1.5Montmorilonit Analsim Kili
Uzerine Immobilizasyonu ve Kineginin incelenmesi, Yuksek Lisans
Tezi, Yuzlncl Yil Universitesi Fen Bilimleri Ensiil, Van, 2007.

KOCATURK, S., Enginar Polifenol Oksidazininghkhat ve Karragenan
Jellerde Immobilizasyonu ve Bazi Biyokimyasal Ozelliklerinin
Incelenmesi, Yiksek Lisans Tezi, Trakya UniversitEsn Bilimleri
Enstitisu, Edirne, 2008.

WHITAKER, J. R., Polyphenol Oxidase of in :ifiples of Enzymology
for the Food Sciences (Fennema, O.R.,Ed.), MarakkEr, 571-582,
New York, 1972.

AKBULUT, N., Dereotundan ANETHUM GRAVEOLENS) izole Edilen
Polifenol Oksidaz Enziminin Bazi Killerltmmobilizasyonu ve Secilmi
Ozelliklerinin incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Atatiirk Universifesn
Bilimleri Enstitist, Erzurum, 2011.
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ballibaba, Egim Tarihi: 20 Mayis 2013.

http://lweb.ogm.gov.tr/birimler/merkez, Em Tarihi: 20 Mayis 2013.



OZGECMIs

Elif CERRAHOGLU, 1987 yilinda Konya' da dgmlu. ilk, orta ve lise gitimini
Sakarya’da tamamladi. 2006 yilinda Sakarya UnitessiFen Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Bolumi’'nde lisans @timine, 2007 yihinda ayni fakultenin Biyoloji
Bolumi'nde cift anadal programina stedi. 2010’ da Kimya, 2011’ de Biyoloji
Bolimiinden mezun oldu. 2011 yilinda Sakarya UnitesisBiyokimya Ana Bilim
Dalinda ytiksek lisansa fadi ve 2014 yilinda tamamladi.



