2LO045F
T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

POLIFENOL OKSIDAZ ENZIMININ FARKLI
MADDELERLE IMMOBILIZASYONU VE BAZI
OZELLIKLERININ INCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZi

Kimyager Hiiseyin KOSE

Enstitii Bilim Dah : KiMYA

Tez Danmismam : Yrd. Dog. Dr. Giilnur ARABACI

Temmuz 2010



T.C.
SAKARYA i}NiVERSiT_Esi_ .
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

POLIFENOL OKSIDAZ ENZIMININ FARKLI
MADDELERLE IMMOBILIZASYONU VE BAZI
OZELLIKLERININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZI

Kimyager Hiiseyin KOSE

Enstitii Anabilim Dali  : KIMYA

Enstitii Bilim Dal :  BIYOKIMYA

Bu tez 29/07/2010 tarihinde asafidaki jiiri tarafindan Oybirligi ile kabul
edilmistir.

Yrd. Pog. Dr. Giilnur Yrd. Dog. Dr. Asude rd. Dog. Dr. }Esra
ARABACI ATES ALTINTIG

Jiiri Baskam Uye Uye



TESEKKUR

Caligmalarim siiresince yardimini ve destegini esirgemeyen Ogrenim hayatim
boyunca sabir ve anlayisla yanimda olan, ¢ok degerli hocam Sayin Yrd. Dog. Dr.
Gililnur ARABACTya, her tiirlii yardimlar: ile beni destekleyen arkadaslarim Ayse
USLUOGLU ve Belkis DUZCAN’a ve bugiine kadar maddi-manevi desteklerini
benden esirgemeyen her seyim olan aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
“Polifenol Oksidaz Enziminin Farkli Maddelerle Immobilizasyonu ve Bazi
ozelliklerinin Incelenmesi” adli galismam Sakarya Universitesi Bilimsel Arastirmalar

Komisyonu Tarafindan (2010-50-01-021) desteklenmistir.



ICINDEKILER

TESEKKUR........oomieeeeeeeeeeeieeeeeee e see s ses s s aenes s i
ICINDEKILER........coomiiiiiiieeeeeeee e iii
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI.......c.cocoiviiiiiieeeeeceeeeeeen, vi
SEKILLER LISTESI. ... vii
TABLOLAR LISTESI......ooiiiiiiiiieeeee e ix
OZET ..ot X
SUMM ARYY e nnnnnn X1

GIRIS ...t 1
1.1. Enzimler Immobilizasyonu Hakkinda .........................cceiinn, 2
1.2. Enzim Immobilizasyonu ................cccccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiein. 3
1.3. Enzim Immobilizasyon Yontemleri ..............cccooovveiineiiniiineinn.. 5

1.3.1. Kimyasal metotlar .............ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeen, 6
1.3.2. Fiziksel metotlar ........ ..o 7
1.4. Polifenol Oksidaz Enzimi..............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiien 11
1.4.1. Dogada bulunusu...........oouiiiiiiiii e 11
1.4.2. Molekll yapiSi......ccvviuiiiiii e e 13
1.4.3. PPO enziminin katalizledigi reaksiyonlar ve mekanizmasi...... 13
1.4.5. PPO enziminin substratlart.................ooooiiiiiiiii. . 16
1.4. 6. PPO enzim aktivitesini etkileyen faktorler......................... 18
14.6.1. pH 1IN €tKiST....oeviiti e 18
1.4.6.2. S1cakliZim etkisi........oouvviniiiiiii i e, 18
1.4.7. PPO enziminin tiptaki kullanim alanlart...................... ... 19
1.4.8. PPO enziminin endiistrideki kullanim alanlar1..................... 19



1.4.9. PPO enzimini ile ilgili yapilan immobilizasyon

calismalari........ ..o, 20

1.4.10. Roka hakkinda.............oooiii 22

BOLUM 2.

DENEYSEL CALISMALAR. .. ..ot 24
2.1. Polifenol oksidaz (PPO) Enziminin Karakterizasyonu................. 24
2.1.1 Polifenol Oksidaz (PPO) Enziminin Izolasyanu....................... 24

2.1.2. Substrat spesifikligi..........ooooiuiiiiiiiiiiiiiii e 24
2.1.3. Optimum substrat konsantrasyonu....................ccceueennn.. 24
214, pH M €tKiST c.oneii 25
2.1.5. Stcakligin etkisi ......ooviiiiiiii 26
2.1.6. ENzim KiNtiGi....c.coovierriiriieiiieeieeiiecie et 26
2.2. PPO Enziminin Immobilizasyonu ..................ccocoviiiiiiiniiniinnn.n, 27
2.2.1. Ca-Aljinatla Immobilizasyonu .....................ccceeeeivnnnnn... 27
2.2.2. Ba-Aljinatla Immobilizasyon ......................ccccooeeien.., 27
2.2.3. Poliakrilamit Jeline Immobilizasyon............................... 27
2.2.4. Aljinat-poliakrilamit jeline immobilizasyonu...................... 28
2.3. Enzimin Aktiflik Tayini...........oooooiiiiiiiiii e 28
2.3.1. Serbest PPO enziminin aktiflik tayini............................. 28
2.3.2. Immobilize PPO enziminin aktiflik tayini........................ 28
2.3.3. Serbest PPO enziminin aktifligine sicakligin etkisi............. 29

2.3.4. Immobilize ppo enziminin aktifligine sicakligin etkisi......... 29
2.3.5. Serbest PPO enziminin aktifligine substrat
derisiminin etkisi...... ... e, 29

2.3.6. Immobilize PPO enziminin aktifligine substrat

derisiminin etkisSi  ..........ooiiiiiii e, 29

2.3.7. Serbest enzim Kinetigi..........covuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieae e, 30
2.3.8. Immobilize enzim Kinetifi...............cooevviniiniiniiiineinnnn.. 30
2.3.9. Serbest PPO enziminin depolanma kararlilig1.................... 30
2.3.10. Immobilize PPO enziminin depolanma kararlihigi............. 30

2.4, Termal INaKtivasyon.............coooeiuiiiiie e 30



2.4.1. Serbest PPO enziminin termal inaktivasyonu..................... 30

2.4.2. Immobilize PPO enziminin termal inaktivasyonu................ 31

2.4.3. Immobilize PPO enzim tekrar kullanim sayist................... 31
BOLUM 3.

DENEYSEL SONUCLAR VE BULGULAR.........cccoiiiiiiiiiiiiieee, 32

3.1. PPO Enziminin Karakterizasyonu...................coocoeiiiiinin.n. 32

R B B o) & 1 1 DO P 32

3.1.2. Stcakli@im etkisi ....o.oovviiiiiiiii e 35

3.2, Enzim KinetiZi....o.vvvniiii e 37

3.2.1. Serbest enzim ¢alismalari.................coooeiiiiiiiiiiiniin., 37

3.2.2. Serbest ve immobilize PPO’nun aktifligine pH’nin etkisi...... 41
3.3. Serbest ve Immobilize PPO Aktifligine Sicakligmn Etkisi ........... 41
3.3.1.Serbest, Ca-aljinat, Ba-aljinat, aljinat Poliakrilamit ve
Poliakrilamit Kullanilarak Immobilize Edilen PPO Enziminin
Kinetigi ve Grafikleri...............oooiiiiiiiii 42
3.4. Serbest ve Immobilize PPO’nun Termal Kararlilig1................... 44
3.5. Serbest ve poliakrilamid kullanilarak Immobilize Edilen PPO
Enziminin Oda Kosullarinda Aktifligine Depolanma Siiresinin
EKIST « ot e 44
3.6. Serbest ve Poliakrilamid, Ca-aljinat Poliakrilamit ,Ca-aljinat ve

Ba-aljinat Kullanilarak immobilize Edilen PPO Enziminin 4 °C

Kosullarinda Aktifligine Depolanma Kararliligt............ccccceeeeee. 46
3.7. Ca-aljinat, Ba-aljinat, Aljinatli Polimer ve Aljinatsiz Polimer ile
Immobilize Edilen Enzimin Tekrar Kullamlabilitligi.................. 46
BOLUM 4.
SONUCLARIN DEGERLENDIRILMEST .......coooviiiiiiiiiiiieiei 48
KAYNAKLAR ..o, 50
OZ GEMIS . 54



SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

PPO
Poli(AAm-ko-AA)
DOPA

EDTA

APS

PVP

SDS

TEMED

Tris

: Polifenol Oksidaz

: Poliakrilamit ko akrilik asit

: Dihidroksi Fenil Alanin

: Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

: Amonyum Persiilfat

: Polivinil Pirolidon

: Sodyum Dodesil Siilfat

: Tetra Etil Metilen Diamin

: Tris (hidroksimetil) Amino Metan

Vi



SEKILLER LISTESI

Sekil 1.1.

Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 3.5.
Sekil 3.6.

Sekil 3.7.

Sekil 3.8.

Sekil 3.9.

Sekil 3.10.

Sekil 3.11.

Sekil 3.12.

Sekil 3.13.

Sekil 3.14.

Enzim  immobilizasyonunda  kullanilan  imobilizasyon
D C8) 11757101 1<) o
PPO*nun katalizledigi reaksiyonlar..................c..cooooiai
PPO’1n bakir merkezleri...........oooviiiiiiiiiiiii,
Katekol substratina karst PPOnun optimum pH grafigi ...........
4-metil katekol substratina karsi optimum Ph.......................
Ggallik asit substratina karst optimum pH .........ccceee i

L-tirozin substratina karsi optimum pH..............................
Pyrogallol substratina karsi optimum pH...................coee.

Sicakligin roka bitkisindeki PPO enzimi aktivitesine 4-metil
katekol varligindaki etkisi...............oooiiiiiiiiiii

Sicakligin roka bitkisindeki PPO enzim aktivitesine katekol
substrat1 varligindaki etkisi..............cooiiiiiiiiiiii
Sicakligin roka bitkisindeki PPO enzim aktivitesine gallik asit
substrat1 varligindaki etkisi ...
Sicakligin roka bitkisindeki PPO enzim aktivitesine L-tirozin
substrat1 varligindaki etkisi .............coiiiiiiiiii
Sicakligin roka bitkisindeki PPO enzim aktivitesine pyrogallol
substrat1 varligindaki etkisi ...,
Roka bitkisinde PPO enziminin 4-metil katekol substratina
kars1 Lineweaver-Burk grafigi..................ccoooiiiiiiinn,
Roka bitkisinden izole edilmis PPO enziminin katekol
substratina kars1 Lineweaver-Burk grafigi...........................

Roka bitkisinden izole edilmis PPO enziminin gallik asit
substratina karsi Lineweaver-Burk grafigi...........................

Roka bitkisinden izole edilmis PPO enziminin pyrogallol

vii

14

15

33

33

34

34

35

35

36

36

37

37

38

38

39



Sekil 3.15.

Sekil 3.16.
Sekil 3.17.

Sekil 3.18.

Sekil 3.19.

Sekil 3.20.

Sekil 3.21

Sekil 3.22.

Sekil 3.23.

substratina kars1 Lineweaver-Burk grafigi...........................
Roka bitkisinden izole edilmis PPO enziminin L-tirozin
substratina kars1 Lineweaver-Burk grafigi...........................
PPO enzimi tizerine pH nin etkisi............coooviiiiiiiiinn..
aljinat poliakrilamid, poliakrilamid yontemi ile 4-metil katekol
substratina karst PPO enziminin Lineweaver-Burk grafigi.......
Serbest, Ca-aljinat, Ba-aljinat yontemi ile 4-metil katekol

substratina ~ karst PPO  enziminin  Lineweaver-Burk

Serbest ve immobilize PPO’nun maksimum aktifligini zamanla
4[4 0 1 0
Oda kosullarinda serbset, aljinat poliakrilamid, poliakrilamid
kullanilarak 4-metil katekol substratina karsi PPO enziminin
gosterdigi depolanma kararliligt..............ccoooiiiiiiial.
Sekil 3.21.0da kosullarinda serbset, Ca-aljinat, Ba-aljinat
kullanilarak 4-metil katekol substratina karsi PPO enziminin
gosterdigi depolanma kararlihi@i................ooooiiiiiiiii
Serrbest ve Poliakrilamid, Ca-aljinat Poliakrilamit ,Ca-aljinat
ve Ba-aljinat Kullanilarak immobilize Edilen PPO Enziminin 4
°C Kosullarinda Aktifligine Depolanma Kararliligi................
Ca-aljinat, Ba-aljinat, aljinat poliakrilamit, poliakrilamit
kullanilarak immobilize edilen PPO enziminin tekrar kullanim

SAYIST. - ettt ettt et ettt et e e ettt

viii

40

41

42

43

44

45

45

46

47



TABLOLAR LISTESI

Tablo 1.1.
Tablo 1.2.
Tablo 2.1.
Tablo 2.2.
Tablo 3.1.

Tablo 3.2.

Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan destek materyalleri...
Serbest ve immobilize enzim 6zelliklerinin karsilastirilmasi..
0,1 M sitrik asit tamponun hazirlanmast.........................

0,1 M tris tamponunun hazirlanmasi.....................ooen

PPO enziminin bitki kaynagi ve bazi substratlara karsi
SPESITIKIIGI. ot
PPO enziminin 4-metil katekol substratina kars1 spesifikligi

ile ilgili toplu bilgiler..... ...

11

25

26

40

43



OZET

Anahtar Kelimeleri : Polifenol oksidaz, roka, eruca vesicaria, enzim
immobilizasyonu, aljinat, poliakrilamit

Bu caligmanin amaci, Polifenol oksidaz (PPO) enzimini Sakarya bolgesinde yetisen
roka (Eruca vesicaria) bitkisinden karakterize ederek bu enzimi Ca-aljinat, Ba-
aljinat, aljinat-poliakrilamit ve poliakrilamit kullanilarak immobilize edilip bunlarin
Ozelliklerini inzelemekitr. Bunun i¢in roka bitkisinden izole edilen PPO enziminin
optimum pH ve optimum sicaklik degerleri bes farkli substrat kullanilarak (4-metil
katekol , katekol , pyrogallol , gallik asit ,L-tirozin ) belirlenmistir. PPO enziminin en
iyi substrati1 4-metil katekol olarak bulunmustur. Bu substrat i¢in optimum pH 5.0
optimum sicaklik ise 20 °C olarak belirlenirken Km ve Vmax degerleri sirasiyla 3,68
mM ve 16,6.10° EU/dak olarak bulunmustur. Karakterizasyon isleminin ardindan
immobilizasyon g¢aligmalarina gecilmis ve roka PPO enzimi Ca-aljinat, Ba-aljinat,
aljinat-poliakrilamit ve poliakrilamit kullanilarak immobilize edilmistir. immobilize
enzim serbest enzimle kinetik olarak kiyaslanmistir. Buna gore Ca-aljinat, Ba-aljinat,
aljinat-poliakrilamit ve poliakrilamit ile immobilize edilen enzimin 4-metil katekol
substratina karst Km degerleri sirastyla 4,33mM , 1,45mM , 2,41mM, 2,93mM,
Vmax degerleri ise 3,2. 10~ EU/dak , 4,0 10” EU/dak , 9,2.10° EU/dak , 10,0 10~
EU/dak olarak belirlenmistir. Immobilize edilen PPO enziminin optimum pH ve
sicakliklar1 serbest enzim caligsmalari ile paralellik gostermistir. Depolama kararlilig
caligmalarinda ise enzimin aktifliginin dayaniklilig1 serbest ¢aligmalara gore oldukca
artis gdstermistir. immobilize edilen PPO enziminin tekrar kullanilabilirligi 6l¢iilmiis
ve 12 kullanim sonunda enzimin aktifligini % 26 oraninda korudugu goriilmiistiir.



IMMOBILZATION OF POLYPHENOL OXIDASE ENZYME
WITH DIFFERENT MATTERS AND INVESTIGATION OF
THE SOME PROPERTIES

SUMMARY

Key Words: Polyphenol oxidase, rocket, Eruca vesicaria, immobilization of enzyme,
alginate, polyacrylamide

The purpose of this study was the characterization of Polyphenol oxidase (PPO)
enzyme from rocket (Eruca vesicaria) in the Sakarya region and immobilization of
this isolated enzyme with different immobilization chemicals, Ca-alginate, Ba-
alginate, polyacrilamide and alginate-polyacrylamide and the investigation of some
properties of free and immobilized rocket PPO enzyme. Thus, optimum pH and
temperatures of rocket PPO were determined for five different substrates
(chatechole, 4-methylcathecol, pyrogallol, L-Tyrosine and gallic acid). The best
substrate for rocket PPO was 4-methylchatecole with min Km value. Optimum pH
and temperature of rocket PPO were determined 5.0 and 20 °C for 4-
methylcathecole. Kinetic parameters of 4-methylchatecole were calculated 3,68 mM
for Km and 16,6.10-3 EU/min for Vmax for free rocket PPO. Then, the characterized
PPO enzyme was successfully immobilized with Ca-alginate, Ba-alginate,
polyacrilamide and alginate-polyacrylamide and investigated kinetically and
compared with the free enzyme. Kinetic parameters were calculated as 4,33mM ,
1,45mM , 2,41 mM, 2,93 mM, Vmax degerleri ise 3,2. 10° EU/min, 4,0 10~
EU/min, 9,2.10° EU/min, 10,0 10° EU/min for Ca-alginate, Ba-alginate, alginate-
polyacrilamide and polyacrylamide immobilized enzyme. The optimum pH and
temperature were parallel for free ad immobilized enzyme. The Immobilized enzyme
was very stable compare to free enzyme in the same conditions at room temperature.
The immobilized PPO was retained 26 % of the initial activity was used repeatedly
12 times in two days, respectively.

Xi



BOLUM 1. GIRIS

Diinyada ve iilkemizde giiniimiize kadar hizli bir endiistriyel gelisim meydana
gelmistir. Bu gelisimle birlikte oncelik iiretime verilmis, ancak cevreye verilen
atiklarin ¢evre ve canli hayat1 tizerine etkileri pek fazla diisliniilmemistir. Cevreye
atilan endistriyel atiklarin artmasiyla birlikte bir¢ok atik tiiriinde doygunluga
ulasilmis ve zararlar1 goriilmeye baslanmistir. Bu atiklardan en onemlilerinden

biriside fenol ve fenol tiirevleridir.

Fenoller zehirli olduklarindan tiim canli hiicre tiirlerine zarar verirler. Fenollerin
oldiiriicti dozlar1 deri tarafindan absorblanabilir. Fenol varligi suda tat ve koku olarak
anlagilabilir. Bu zararli fenollerin ortadan kaldirilmasi igin ¢esitli yontemler
gelistirilmis ve bunlarda enzimler kullamlmustir. Ozellikle PPO cesidi olan
tirosinazin toksik olan fenolik bilesikleri kinonlara g¢evirerek uzaklastirabilecegi
diisiiniilmiis ve bu alanlar genis calismalar yapilmistir. lireazin immobilizasyonu
aljinat-kitosan  polielektrolit ve poli(akrilamit-ko-akrilik  asit)/K-karragenen
interpolimer kompleksleri kullanilarak gerceklestirilmistir. imobilizasyon sonucu
enzimin sicaklik, pH ve termal dayaniminin arttigi, depolama kararlilig1 ve tekrar

kullaniminin oldugu goriilmiistiir [1].

Yine lakkaz ile ilgili yapilan ¢aligmalarda dncelikle aminoasit ligand i¢eren nano yapilar
sentezlenmesi ve daha sonra da lakkaz enziminin herhangi bir aktivasyon ydntemine

gereksinim duyulmadan immobilizasyonu tasarlanmustir [2 ].

Bu calismanin amaci, PPO enziminin Sakarya bolgesinde yetistirilen rokadan
karakterize edilmesi ve immobilizasyonu ile bazi 6zelliklerinin incelenmesi esasina
dayanmaktadir. Bu amagla oncelikle roka bitkisinden polifenol oksidaz enzimi izole

edilerek uygun substratlarla uygun pH ve sicaklikta karakterize edilmistir.



Daha sonra izole edilen roka polifenol oksidaz enziminin Ca ve Ba alginatla
kiireciklere, poliakrilamit ve poliakrilamit-alginatla polimerik destek materyallerine,
hapsetme yoluyla immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Serbest ve immobilize
polifenol oksidaz enziminin aktifligine, pH, sicaklik, depolama siiresi, substrat
derisimi gibi parametrelerin etkisi arastirilmig, termal kararlilik ve kinetik
parametreler belirlenmis ve immobilize polifenol oksidaz tekrar kullanilabilirligi

incelenmistir.

1.1. Immobilizasyon Hakkinda Genel Bilgiler

Endiistrinin ¢esitli alanlarinda genel olarak immobilize enzimler kullanilmistir. Bu
alanlarda kullanilan enzimlerin kaynaklar1 da olduk¢a 6nemlidir. Enzim iiretiminde
hammadde sorunu mikrobiyal kaynaklarca biiylik oranda ¢oziilmiis goriinmektedir.
Bununla birlikte enzimlerin mikrobiyal kaynaklardan izolasyonu ve saflastirilmasi
oldukca kiilfetli bir istir. Dolayisiyla bu biyokatalizérlerin potansiyellerinden
olabildigince faydalanmak gerekir. Bilindigi gibi enzimler suda ¢oziinen, secici
katalizorlerdir. Endiistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu ¢ozeltilerde gerceklestiginden
katalizor olarak kullanilan serbest enzimin aktivitesini yitirmeden geri kazanilmasi

miimkiin degildir [3].

Enzimatik reaksiyonlar sirasinda serbest enzim reaksiyon ortamindan istenilen anda
uzaklastirilamadigindan reaksiyonun kontrolii gliclesmektedir. Reaksiyonun istenilen
anda durdurulmas: i¢in inhibitdr katilmasi diisiiniilebilir. Ancak bununla da serbest
enzimin yaninda yeni bir kirlilik sorunu séz konusu olabilir. Uriinlerin kirlilik
unsurlarindan arindirilmas:  kiilfeti c¢ok artirmaktadir. Ayrica serbest enzimin
aktivitesini yitirmeden ortamdan ¢ikarabilmek olanak dis1 oldugundan enzimin
yeniden kullanilabilmesi miimkiin degildir. Bu ise enzimlerin ¢ok 6zel ama aym

olgiide pahali katalizorler olmalarindan dolay1 maliyeti yiikselten 6nemli bir etkendir

[3].

Serbest enzimler siirekli liretim sistemlerine uygulamamasi giictiir. Tiim bu sorunlari
olumlu yo6nde c¢oziimleyebilmek, enzimleri endiistri i¢in daha kullanilabilir hale

getirmek i¢in enzim immobilizasyonu tizerine ¢aligmalar yogunlagmustir.



Enzim immobilizasyonu, katalitik proseslerde enzim molekiillerinin katalitik
aktifligini koruyarak tekrar ve siirekli kullanimin1 saglamak amaciyla bir destek

maddesine fiziksel veya kimyasal tutturulmasi olarak ifade edilebilir.

Enzimlerin immobilize edilmelerinin en 6nemli avantajlari sunlardir.

1- Immobilize enzimler, serbest hareket eden enzimlere gére daha islevsel
avantajlara sahiptirler.

2- Immobilize enzimler 1s1, pH ve organik reaktiflere karsi daha fazla direng
gostermektedir.

3-Immobilize enzimler substrat ve iiriiniin inhibisyonuna kars1 koyarlar ve enzimin
aktivitesini uzun siire muhafaza ederler.

4- Immobilize enzim sistemlerinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri segimli olarak
degistirilebilir. Cesitli proseslere uygulanabilirler.

5- Membrana bagli enzimler in vivo dogal sistemleri i¢in 6rnek olarak segilebilirler.

Enzimlerin immobilize edilmelerinin bazi dezavantajlari1 da vardir. Bunlarin
baslicalari ;

1- Iimmobilizasyon islemi boyunca enzim aktivitesi azalabilir veya kaybolabilir.

2- Cok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim kararlilig1 sinirhdir.

3- Enzim tastyicilarinin maliyeti yiiksektir [4].

1.2. Enzim immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu, enzim katalizli proseslerde enzim molekiillerinin katalitik
aktifligini koruyarak tekrar ve siirekli kullanimimi saglamak amaciyla bir destek

maddesine fiziksel veya kimyasal baglanmasi ile ifade edilebilir.

Immobilizasyonla ilgili ilk ¢aligmalar 1916 yillara dayamr. Bu yilda Nelson ve Grifin
sakkorozu hidrolize etmek i¢in maya invertaz enzimini mangal kdmiiriine adsorbe
ederek enzimi immobilize etmisler ve immobilizasyonun temelini atmislardir.
Immobilize enzim sistemlerinin pratik kullanimi Grobhofer ve Schleith’in
karboksipeptidaz, diastaz, pepsin ve riboniikleaz enzimlerini poliaminostiren

re¢inesine kovalent baglayarak immobilize etmeleri ile baslamistir.



Hiicre immobilizasyonunu ilk gerceklestirenler ise Chibata ve arkadaglaridir.
Arastirmalarinda yliksek seviyede aspartaz aktivitesine sahip E.coli bakterisini

P(AAm-ko-AA) jeli icerisinde hapsetmislerdir [5].

Enzimlerin ¢esitli metotlarla inert ve genellikle kati1 polimerik desteklere tutturularak
immobilize edilmesi halen pek ¢ok bilim adaminin ilgilendigi aragtirma alanlarindan
biri olarak goriilmektedir. Genellikle sentetik kimyasal maddeler ve sentetik makro
molekiiller destek materyali olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, destek igin
kullanilan kimyasallar, bazi durumlarda enzimleri kismen veya tamamen calisamaz
duruma getirebilir. Bu sebeple endiistride polimer-enzim ¢iftinin kullanimi halen
baslangi¢ asamasinda olup, kararli formda polimerik materyallerin ve cesitli amaglar
icin yeni immobilizasyon metotlarinin gelistirilmesi i¢in arastirmalar devam
etmektedir [6]. Enzim immobilizasyonun da kullanilan c¢esitli sentetik ve dogal

materyaller Tablo3.1'de verilmistir.

Tablo 1.1. Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan destek materyalleri

SENTETIK MATERYALLER DOGAL MATERYALLER
P(AAm-ko-AA) esasli polimerler Agaroz
Dekstran
Dakron
Naylon Seliiloz
Polipeptitler
Cam
Stiren esasli polimerler Kollajen
Silikajel
Akrilat esasli polimerler
Polivinil alkol Aliiminyum oksit

1.3. Enzim Immobilizasyon Yéntemleri

Enzim immobilizasyon yontemleri genel olarak siniflandirilmalarina karsi kimyasal

ve fiziksel olmak tizere iki ana baslik altinda toplanabilir.



1) Kimyasal yontemler
a) Kovalent baglama

b) Capraz baglama

2) Fiziksel yontemler

a) Adsorpsiyon ile immobilizasyon
b) Hapsetme ile immobilizasyon
-Mikrokapsiil ile hapsetme yontemi

-Kafes tipi hapsetme yontemi

Sekil 1.1. Enzim immobilizasyonunda kullanilan immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyon

Yontemleri

Baglama Tutuklama

I |
Capraz baglama jel tutuklama
Enzim kopoli- mikrokapsilleme
Merizasyonu
Tasiyc baglama lipozom teknigi

I

| | [ | | |

Fiziksel adsorpsiyon ve hyonik zelat kovalent biyospesifik
adsorpsiyon capraz baglama baglama baglama baglama baglama




1.3.1. Kimyasal metotlar

Suda ¢o6ziinmeyen fonksiyonlu polimer ile enzim molekiilii arasinda kovalent bag
olusumu esasina dayanir. Bu yOntemler esnasinda serbest enzimin yeniden geri
kazanilmast miimkiin degildir. Kimyasal yontemle immobilize edilen enzimin
kimyasal ve fiziksel oOzellikleri degisebilmektedir. Kararlilik ve dayaniklilik
acisindan pek ¢ok iistiinliikler ortaya ¢ikabiliyorken kinetik 6zelliklerinde farkliliklar

goriilebilmektedir.

Kimyasal yontemle immobilize edilen enzimin, serbest haline gore farkli aktiviteye
sahip olmasinda, enzim ve destek maddesinden bagka reaksiyonsarlarietki eder. Elde
edilen enzim destek sistemi, serbest enzime gore daha diisiik katalitik etki
gosterebilmektedir. Bu durumun biiyiik molekiil agirlikli substratlarin ve makro

molekiillerin sterik etkisinden kaynaklandig1 diistiniilmiistiir [7].

a) Kovalent baglama

Enzim immobilizasyonunda, enzimin 6zellikleri, aktif ucunun yapisi, pH, sicaklik ve
organik ¢oziliciler gibi etken faktorlerden dolayr kisith sayida yontem
kullanilmaktadir. Kovalent baglama ile immobilizasyon iki basamakta gergeklesir.
Birinci basamak destek maddesinin aktiflestirilmesi ile, ikinci basamak enzimin
kovalent baglanmasi ile gergeklestirilir. Destek maddesi; karboksil, hidroksil, amino
gibi fonksiyonel gruplar tasimalidir. Bu fonksiyonel gruplarin yapisina bagli olarak
epiklorhidrin, gibi farkli aktifleyici maddeler kullanilabilir.

Kovalent baglama yonteminin en biiylik avantaji, baglarin ¢ok kuvvetli olmasi
nedeniyle her tiirlii ortamda kullanilabilmektedir. Enzim destek materyali iizerinde
yer aldigindan substrat ile temas1 olduk¢a miimkiindiir. Ayrica enzim molekiilii ve
destek materyali ile birlikte genellikle termal kararlilik gosterirler. YoOntemin
dezavantaji, destek materyali ile enzim arasinda siki etkilesim enzimin dogal

konformasyonunu degistirebilir [8].



b) Capraz baglama

Kiiciik molekiilli iki veya ¢ok fonksiyonlu maddeler, enzim molekiilleriyle
aralarinda baglar yaparak suda ¢6ziinmeyen komplekslerin olugmasini neden olurlar.
Molekiil i¢i baglanmalar yaninda molekiiller arasi baglanmalarda s6z konusudur.
Capraz baglanma ile enzimlerin immobilizasyonu ¢ok basit olmasina ragmen
enzimlerdeki 6zel fonksiyonel gruplarin ¢apraz baglayici olarak kullanilabilmesi i¢in

gereken sartlarin se¢imi ve olusturulmasi giigtiir.

Enzim aktifligi; reaksiyon siiresi, iyonik siddet, pH, sicaklik, ¢apraz baglayici madde
ve enzim konsantrasyonu gibi faktorler ve bunlar arasindaki dengeye baghidir. Bu
yontemin en 6nemli avantaji; tek bir islemde enzimleri immobilize etmek i¢in ¢ok
fonksiyonlu maddelerin kullanilabilmesidir. Yontemin dezavantaji ise molekiiller
arast ¢apraz baglanma reaksiyonunun kontrol edilmesinde zorluklarla
karsilasilmaktadir.  Capraz  baglanma  reaksiyonu ¢ok 1limli  sartlarda

gerceklesmediginden 6nemli dlciide aktivite kaybina neden olabilmektedir [8].

1.3.2. Fiziksel metotlar

Fiziksel yontemler kovalent bag olusmasina dayanmayan, enzimin belirli bir yere
tutturulmasi ile ifade edilir. Enzim immobilizasyonu elektrostatik etkilesme, 1yonik
bag olusumu, enzimler arasi etkilesme gibi belirli fiziksel kuvvetlere bagh
kalmaktadir. Immobilizasyon, enzimin destek maddesindeki mikro bdlmeler
icerisinde veya gozenekli membranlara tutturulmasiyla gergeklestirilir. Bu yontemin
kovalent baglama ve ¢apraz baglama ile immobilizasyondan ayriran 6nemli bir fark

enzim molekiiliiniin kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya baglanmamis olmasidir.

a) Adsorpsiyon ile immobilizasyon

Enzim immobilizsyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir. Adsorpsiyonun
asil amaci enzim immobilizasyonu olmayip enzim saflastirilmasidir. Ancak son 20-
25 yildan beri suda c¢oziinmeyen tasiyicilarda adsorpsiyon ydnteminin enzim

immobilizasyonunda oldukea sik kullanildig1 gériilmektedir.



Bu yontem, suda coziinmeyen kati matriksin (adsorban) enzim c¢ozeltisi ile

karistirilmasi ve enzimin asirisinin yikanarak uzaklastirilmasi esasina dayanmaktadir.

Fiziksel adsorpsiyonda immobilizasyondan sorumlu kuvvetler; hidrojen baglari, van
der walls kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimlerdir. Iyonik baglanma ile
immobilizasyon proteinin yilkli gruplarn ile destek materyalinin karsit yiikleri

arasindaki ¢ekim kuvvetlerine dayanimaktadir.

Enzim ile adsorban (destek maddesi) arasindaki zayif baglardan dolay1 adsorplanan
enzimin kullanim esnasinda tasiyicidan uzaklasmasi istenmeyen bir durumdur.

Bu yontemde enzim aktifligini biiylik Olgiide korur. Adsorpsiyon ile
immobilizasyonun tersinir olmasi bu destek maddesinin ve enzimin baska amaclar

icin kulanilabilmesine olanak saglamistir [9].

b) Hapsetme ile immobilizasyon:

Bu metot polimerik matriks yapisinda veya yar1 gegirgen membranlarda enzimin
hapsedilmesine dayanir. Polimerik matriks yapisinin, substrat ve iirliniin difiizyonuna
izin verirken proteinin difiizyonunu engellemesi i¢in yeterli derecede siki olmasi
gerekmektedir. Bu metot her ¢esit enzimi, diger biyokatalizorleri, biitiin hiicreleri

veya farkli captaki mikroorganizmalar1 hapsetmek i¢in ¢ok genel kullanilabilir

Bu yo6ntemi, kovalent baglama ve capraz baglama ile immobilizasyondan ayiran en
onemli 6zellik enzim molekiiliiniin fiziksel ve kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya
baglanmamis olmasidir. Hapsetme metodu mikrokapsiil ve kafes tipi olmak tizere iki

gruba ayrilir [10].

Mikrokapsiil ile hapsetme metodu :

Mikrokapsiil ile hapsetme metodu, gozenekleri 10-1000 pm ¢apli, yari gecirgen
membranlar i¢inde enzim molekiillerinin hapsedilmesine dayanir. Yar1 gecirgen
membran, biiylik protein ve enzimlerin mikrokapsiil disina ¢ikmasina engel olurken,

kii¢iik substrat ve iiriinlerin serbestce girip ¢ikmasina izin verir.



Yar1 gecirgen mikrokapsiillerin hazirlanmasinda iki genel metot uygulanmaktadir.
Bunlardan birincisi koagiilasyona dayali olup kimyasal bir reaksiyon i¢ermeyen basit
bir yontemdir. Faz ayrimi polimerizasyonu diye isimlendirilir. C6ziicli i¢inde enzim
ve membran maddesi ¢oziiliir ve bu ¢ozelti, mikro damlaciklar halinde ¢oktiiriicii

maddeye damlatilarak islem gergeklestirilir.

Teknigin spesifik olmayis1 ve basitliginden dolay1 bu yontem biitiin enzimler igin
uygulanabilmektedir. Diger mikrokapsiilleme metodu, kimyasal 6zellik tasiyan ara
ylzey polimerizasyon metodudur. Bu metot da c¢oktiiriicii madde i¢inde enzim
¢ozeltisi mikro damlaciklar seklinde hazirlanir. Iki sivinin birlesme noktalarinda
polimerlesme goriiliir. Yar1 gegirgen mikrokapsiil membrani iyi bilinen poliamid
sistemi ile yapilir ve ¢ok ¢esitli diaminlerle, diasit halojeniirleri kullanilarak amid

kopolimerleri olusturulur.

Bu yar1 gecirgen mikro kapsiil membranin gozenek ¢aplari; substrat molekiillerinin
kapsiil i¢ine girisine ve iriin molekiillerinin disar1 ¢ikisina imkan saglayacak

biiyiikliikte olmalidir.

Mikrokapsiilleme ile hapsetme yonteminde herhangi bir modifikasyon olmadigindan

enzim aktifligi serbest enzim aktifligine yakin ve benzemektedir.

Bu yoOntemin dezavantajlari; mikrokapsiil olusumu sirasinda yiiksek protein
konsantrasyonuna gerek duyulmasi ve yiiksek molekiil agirlikli substrat ve tirlinler

i¢in sinirl olmasidir [11].

Kafes tipi hapsetme metodu :

Bu yontem; yiiksek derecede c¢apraz bagli bir polimerin enzim ¢ozeltisi iginde
olusturulmasi esasina dayanir. Bu amacla en ¢ok kullanilan polimer N,N’- metilen

bisakrilamid ile ¢apraz baglanmis poliakrilamittir.

Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri ¢capraz baglar arasinda tutuklanmakta ve

boylece ¢ozeltiye gecisleri durdurulmaktadir.
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Kafes tipi immobilizasyonda; capraz bag yilizdesi Oyle ayarlanmalidir ki, enzim
molekiilleri tutuklanabilsin ama substrat molekiillerinin enzim molekiillerine

ulasmasina izin versin.

Capraz bag ylizdesinin asir1 olmasi substratin enzim aktif merkezlerine ulasmasini
engellemekle kalmayip enzimin zincir yapisin1 da zorlayip aktivite kaybina neden
olabilmektedir. Bu oran enzime ve tasiyiciya bagl olarak degisebilmektedir. Bu
yontemle immobilize edilecek enzimin substratinin kiiciik molekiillii yapida olmasi

gerekmektedir [11].

Bu yontemin avantajlari:

- Cok kolay kullanilabiliyor olmasi,

- Gergek bir fiziksel yontem olmasi,

- Cok az miktar enzim ile ger¢eklesmesi,

- Capraz bag olusumunda kullanilan gama ve UV isinlar1 enzim yapisini ve
aktifligini kimyasal proseslerden daha az etkilemesi,

- Ortamdaki capraz baglayict ve monomer derisimini degistirmek suretiyle farkli
biiyiikliikte gozenek iceren polimerik kafes tiretebilmesi,

- Polimerlesmenin genelde hem kolay hem de hizli bir sekilde gerceklesmesidir.
Yontemin dezavantajlart ise; immobilizasyon isleminde, jel olusumu sirasinda
yluriiyebilecek kimyasal olaylarin ve reaksiyon sicakliginin enzimin aktivitesinin
durdurulmast ihtimalinin olmasidir. Ayrica ¢apraz bagli polimerin ag Orgiisiinden

enzimin sizma ihtimali de vardir.
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Tablo 1.2. Serbest ve immobilize enzim 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Serbest enzim

Immobilize enzim

Reaksiyon sonunda ortamdan
uzaklagtirilmasi oldukg¢a zordur.

Stizme  santrifiijleme  gibi  basit
yontemlerle ortamdan uzaklastirilabilir.

Uriinlerde azda olsa kirlilik yapar.

Tamamen  ayrildigindan  iriinlerde

kirlilik s6z konusu degildir.

Cevre  kosullarindan  daha

etkilenirler.

kolay

Cevre kosullarina dayaniklidirlar.

Her 0Ornek bir kere ve kisa siire
kullanilir.

Bir ¢ok kez ve uzun stire kullanilabilir.

Kararsiz ev dayaniksizdirlar.

Daha dayanikli ve kararlidirlar.

Birbirini izleyen cok adimh

reaksiyonlarda kullanilmazlar

Cok adimli reaksiyonlara uygundur.

Aktivitesini ¢abuk kaybeder.

Basit immobilizasyon
aktivitesini arttirir.

yontemleri

Kendi kendini parcalayabilir.

Kendi kendini parcalama minimuma
indirgenir.

Enzimlerin immobilize edilmesinin ayni zamanda bazi1 dezavantajlar1 vardir.

Bunlarin baglicalar asagida 6zetlenmistir.

1. Immobilizasyon islemi boyunca enzim aktifligi azalabilir veya kaybolabilir.

2. Cok basamakli Immobilizasyon islemlerinde enzim kararlilig1 smirlidir.

3. Enzim tastyicilarinin maliyeti yiiksektir.

1.4. Polifenol Oksidaz Enzimi

1.4.1. Dogada bulunusu

PPO; bir¢ok bitki ve hayvansal organizmalar ile bazi mikroorganizmalarda yaygin
olarak bulunur [1, 13]. PPO hayvansal organizmalar igerisinde koyu pigmentlerin
olusmasi, gelismesi, melanin pigmentinin biyosentezinin baslatilmasi ve polifenolik

gruplarin korunmasi gibi gérevlerde bulunur.
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Polifenol oksidaz (PPO) (EC 1.14.18.1) enzimi, tirosinazlar (EC 1.14.18.1) ve
lakkazlar (EC 1.10.3.2) olmak flizere iki smifa ayrilirlar. Meyve ve sebzelerin
yiizeylerinde deformasyonundan ve kesiminden olusan hasarlarda fenol bilesiklerinin
oksitlenme iiriinleri sonucu kahverenginde ve esmerlesmelere neden olan bir grup

enzim i¢in genel bir terimdir.

Bitkilerin savunma mekanizmasinda yer alan PPO bitkiler kesildikleri ya da
clirtidiikleri zaman genel olarak fenolik bilesikler oksijenin hazir bulundugu ortamda
polimer yapilara oksitlenirler. Farkli kaynaklardan elde edilen PPO enziminin
miktar1 ve dagilimi, bitkinin cinsine, yasina, yetistirilme yerine ve olgunluga
baglidir. PPO enziminin, meyve ve sebzelerin degisik kisimlarindaki dagilimi

oldukga farklidir.

Elmanin ¢ekirdeginde bulunan enzim, diger kisimlarinda bulunan enzimden daha

fazla aktiflik gostermektedir.

Armut, seftali ve kirazda ise en yiiksek PPO aktivitesi kabuk kisminda yer
almaktadir. Yesil yapraklarda bulunan PPO enzimi aktivitesinin en yiiksek oldugu

yerin kloroplastlar oldugu belirlenmistir [12].

Enzimin, bitkilerin mikrobiyal veya viral enfeksiyonlara ve degisik iklim sartlarina
kars1 direng gostermelerinde ¢ok 6nemli roliiniin oldugu diisiiniilmektedir.

Enzimatik kararma onemli bir problemdir, ana sorun triinlerdeki ekonomik kayiptir,
ozellikle taze meyve Ornegin elma, armut, muz ve liziim, sebzelere 6rnek olarak
patates, marul ve mantar ve deniz iiriinlerine 6rnek olarak karides verilebilir. Ticari

olarak bozulmadaki gorsel etkiyi azaltmak 6nemlidir

PPO enzimi, fermantasyonla elde edilen iceceklerin tat ve lezzetini de etkileyebilir.
Ornegin fermente edilmis elma ve armut suyu iiretiminde, meyvelerde dogal olarak
bulunan fenolik bilesikler okside olarak c¢okelirler. Ancak bunlar siiziilerek

uzaklastirilabilir.
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Meyve ve sebzelerde meydana gelen PPO enzimi katalizli enzimatik kararmalar;
bunlarin depolanmalar1 ve endiistriyel islenmeleri sirasinda kesilme, zedelenme,
dondurulmus meyvenin ¢dziilmesi durumlarinda hava oksijeninin etkisiyle meydana
gelir. Istenmeyen bu tiir kararma reaksiyonlar1 enzim inaktive edilerek dnlenmeye

calisilmaktadir.

Baz1 besin teknolojilerin da ise enzimatik polifenol oksidaz enziminin neden oldugu
enzimatik kararma istenen bir durumdur. Ornegin; siyah ¢ay, siyah iiziim ve kuru

erik iiretiminde bu enzimatik kararma ¢ok 6nemlidir [13].

1.4.2. Molekiil yapisi

Polifenol oksidaz enzimi, birden fazla alt birimden olusan oligomerik yapida bir
enzimdir. PPO enziminin igerdigi alt birim sayis1 enzimin izole edildigi kaynaga ve

substrata bagli olarak degismektedir.

Amasya elmasindan elde edilen PPO enzimi i¢in katekol ve L-DOPA substratlari
kullanilarak 3 izozim tespit edilmistir. Yapilan arastirmalara gore patlican, mango ve

kayis1 2 alt birim, seftali 4 alt birime sahipken kivi 8 tane alt birime sahiptir [14].

1.4.3. PPO enziminin reaksiyonlar1 ve mekanizmasi

PPO enzimi oncelikle oksijenin bulundugu ortamda monofenolleri hidroksilasyon ile
o-difenollere daha sonra o-difenolleri dehidrojenasyon ile oksijenin hazir bulundugu

ortamda o-kinonlara katalizler (Sekil 2.2.).

O-kinonlarin non-enzimatik polimerizasyonu, oksidatif bilesen tarafindan bir seri
oligamerisazyon ve polimerisazyon reaksiyonu ile melanin yada melanin benzeri

bilesenleri olusturur [14].
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Sekil 2.2. PPO‘nun katalizledigi reaksiyonlar

Mantar, patates, elma, seker pancari yapragi, bakla ve mantardan elde edilen PPO
enzimi her iki aktiviteyi gostermektedir. Ancak tiitiin yapragi, mango, muz, armut
gibi bitkilerden elde edilen PPO enziminin monofenollerle reaksiyon gostermedigi

belirlenmistir [15].

PPO enzimini monofenolleri katalizlemesine krezolaz aktivitesi o-difenolleri

katalizlemesine katekolaz aktivitesi denir.

PPO enziminin aktif merkezi ile ilgili yapilan kimyasal ve spektroskopik calismalar
sonucu elde edilen bulgular aktif bolgenin iki biniikleer bakir kompleksine sahip

oldugunu ve tip 3 bakir merkez 6zelligi tasidigini gostermektedir (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. PPO’1n bakir merkezleri

Oksijenlenmis form (oksi-PPO), her biri iki kuvvetli ekvatoryal ve bir zayif aksiyal

N-His ligandlariyla koordine olmus iki tetragonal Cu(Il) atomundan olusmustur.
Eksojen oksijen molekiilii peroksid olarak baglanir ve iki bakir atomu arasinda koprii
olusturur. Met-PPO formu oksi-form gibi endojen kdopriiyle antiferromagnetik

sekilde ciftlesmis iki tetragonal Cu(Il) atomu igerir.

Deoksi-PPO bikuprik yapiya sahiptir. [Cu(I)-Cu(I)] PPO’1n aktif bolgesindeki bakir
iceren bu ii¢ form monofenollerin o-hidroksilasyonu ve difenolerin oksidasyonuyla

sonuglanan reaksiyon mekanizmasi i¢in bir modeldir.

Fizyolojik fonksiyonlar1 farkli olmasina ragmen PPO ve hemosiyanin aktif bolgesi
birbirine benzerlik gosterir ve bu model sistemler iizerinde yapilan c¢aligmalar
monofenollerin PPO ile katalizlenen doniisiimlerinin substratin enzimin oksi

formuna baglanmasiyla basladigini ortaya koymaktadir [16].

Bir dizi reaksiyon sonucunda olusan o-kinonlarla fenolik substratlar polimerizasyona

ugrayarak kahverengi melanin pigmentleri olusturmaktadir.

Ciftlesmemis elektronlar, kolayca yeni kovalent baglar olustururlar ve yeni
baglanmis karbonlar iizerindeki hidrojenler tekrar oksitlenecek olan hidrokinona go¢

ederler. Sonugta kompleks yapidaki biiytlik polimerler olusur [17].
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Bu melaninler bariyer olusturur ve enfeksiyonun yayilmasindan yada bitki

dokusunun bozulmasindan koruyan antimikrobiyal 6zellige sahiptir.

Iklim degisikligine yiiksek diren¢ gdsteren bitkiler kolay etkilenenlere gore yiiksek
polifenoloksidaz icerigine sahiptir ve polifenol oksidaz ayrica hayvanlarda olusur,

boceklerde ve kabuklularda hastalik direncini arttirdig diistintilmektedir [18].

1.4.5. PPO enziminin substratlari

Spesifikligin en 6nemli anlami bir enzimin bir aktif bolgesi i¢in yarisan substratlar
arasindaki ayrimdir. Esmerlesmede duyarlilik bir bitkiden digerine degisir. Bu
degisme nitel ve nicel o6zelliklerin her ikisine de baglidir. Meyve ve sebzelerde
fenolik bilesiklerin ¢esitliligi bulunur, sadece kiigiik bir grup direkt substrat olarak
PPO enzimine etki eder; kafeik asit tiirevleri 6rnek verilebilir, klorojenik asit her
zaman PPO enzimi i¢in en iyi substratlardandir. Buna ek olarak diger nicel 6nemli
fenol gruplar1 antoksiyanin, flavanol ve tanin zayif olarak PPO enzimi tarafindan

oksitlenir.

Bir diger fenol gruplart kolayca PPO enzimi tarafindan oksitlenir, 6rnegin; 3,4-
dihidrosifenil asetik asit, katekol, 4-metil katekol, 3,4-dihidroksifenil propiyonik asit,
m- ve p-kresol, 3,4-dihidroksi benzoik asit, L-adrenalin, D-adrenalin, L-noradrenalin
ve D-noradrenalin verilebilir. Dahas1 bazi meyve polifenol oksidaz enzimi diger
fenolik substratlar1 kullanir. Ornegin DOPA, dopamin muz i¢in énemli substratlardir.
DOPA, bakla yapraklarinda dogal substrat olarak bulunur. Mandalina i¢in substrat

olarak pirogallol verilebilir. En 6nemli substratlar Sekil 3.5’te verilmektedir [19].

Son giinlerdeki calismalarda, PPO aktivitesi i¢in iki yeni simif substrat daha

eklenmistir; bunlar aromatik aminler ve o-aminofenollerdir [20].

PPO aktivitesi dogal olarak bulunan proses sonucu farkli substratlarda farkl

oranlarda oksitler [21].
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Enzimin, bu substratlarin yiikseltgenmesi reaksiyonunu katalizleme hiz1 bitkinin
neresinden izole edildigine, bitkinin tiiriine ve yasma baghidir. Ornegin mantardan,

iizimden ve kayisidan izole edilen enzimlerin katekol i¢in katalizleme hizi

birbirinden farklidir.

Ayvadan izole edilen PPO enziminin kismen saflastirilmis enzimin, katekol, L-
DOPA, ve pirogallol ile oksitlendigi fakat L-tirozin ve p-kresol {in oksitlenmedigi
gosterildi. Enzimin L-tirozin ve p-kresol ile karigtirildiktan bir saat sonrasina kadar
reaksiyon gozlenmedi. Bu ayva polifenol oksidazinin aktivitesinin orta-difenolle
dogru ilerledigi fakat monofenole dogru ilerlemedigi goriildi. Benzer aktiviteler

fasulye ve armutta da not edilmistir.

Kekikten izole edilen enzim i¢in yine katekol pirogallol ve domamin substrat olarak
denenmis ve sirastyla K, degerleri 682,2, 15,4 ve 62,0 mM, olarak bulunmustur.

Kekikten izole edilen enzim i¢in en iyi substrat pirogallol olarak bulunmustur [22].

Literatiirdeki seftali ¢esitlerinden izole edilen enzim i¢in bazi veriler kiyaslanabilir.
Buna gore; Fay Elberta ¢esidi seftalilerden ekstrakte edilmis PPO enzimi i¢in Km
120 mM (katekol) ve Vmax 16,7 Klett Untesi/dak. olarak saptanmistir. Red Haven
seftalilerinde ise, K, 29 mM (katekol), Halford seftalilerinde K;,, 15 mM (katekol)
diizeyinde bulundugu bildirilmektedir [23].

Seker kamisindan elde edilen PPO enziminin DOPA’y1 yiikseltgedigi halde L-
tirozine etki gostermedigi gozlenmistir [24].

Hurmadan elde edilen PPO i¢in substratlara olan ilgisi farkli sicakliklarda ve
pH’larda nasil etkiledigi gozlenmistir. PPO aktivitesi 20 °C katekol, 40 °C 4-metil
katekol igin, 10 °C L-DOPA i¢in pH’1 7,5 fosfat tamponu kullanilarak enzim

aktivitesi bulunmustur [25].

Meyve sebzelerin cogunda fenol konsantrasyonunun dis tabakalarda daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Ornegin; elma ve armudun kabuk kismiin fenol icerigi etli

kismina gore daha fazladir [26].
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Bir kaynaktan elde edilen PPO enzimi i¢in en iyi substrat yine aym kaynakta bulunan

substrat oldugu goriilmiistiir. [27].

1.4.6. PPO enzim aktivitesini etkileyen faktorler

1.4.6.1. pH’1n etkisi

pH Enzimlerin aktivitesine etki eden 6dnemli faktdrlerden biridir. Her kaynaktan elde
edilmelerine gore farkli Ph larda aktivite gosterebilirler ve her enzime ve substrata

gore farklilik gosterebilir.

1.4.6.2. Sicakhigin etkisi

Enzimin optimum sicakligi da pH gibi izole edildigi kaynaga, ortamin pH’sina ve

kullanilan substrata baghdir.

Polifenol oksidaz enziminin meyvelerde aktivasyon gosterdigi optimum sicaklik

aralig1 25-30 °C’dir [28].

Dut polifenol oksidazinin aktivitesi i¢in optimum sicaklikta enzim substratinda

degisim gozlenmistir [29].

Buna gore, 4-metil katekol ve pirogallol i¢in enzimin optimum sicakligi 20 °C ayni
kosullarda katekol igin 45 °C verilmistir. Enzimin giiclii bir sekilde pirogallol’u
oksitledigi gozlenmistir [30].

Yer elmasindan izole edilen PPO enzimini igin optimum sicaklik 25-30 °C olarak
bulunmustur. 40 °C’nin lizerinde enzim aktivitesinde azalma kaydedilmis ve 75

°C’de enzim aktivitesini kaybettigi kaydedilmistir [31].
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1.4.7. PPO enziminin tiptaki kullanim alanlarn

PPO enzimi, melanin olusumunda goérev almasi nedeniyle tibbi alanda da dikkatleri
iizerine c¢ekmistir. Suda ¢Oziinmeyen heteropolimer yapidaki melanin, 5,6-
dihidroksiindol ve 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik asit birimlerinden olusur ve
ozellikle kozmetik sanayi tarafindan gilinesin ultraviyole 1s1gindan korunmak
amaciyla TUretilir. Ayrica, ilag hapsedilmesi myopolimer olarak da melaninden
yararlanilmaktadir. Bundan baska, bazi kanser tiirlerinde kanserli hiicrede tirosinaz
aktivitesinin oldukca arttigi gozlemlenmis ve bu kanser tiirlerinin tedavisinde

enzimin bu 6zelliginden faydalanilmasi giindeme gelmistir.

Memelilerde tirosinazin aktif bigcimi, melanositler igerisinde bulunan o6zellesmis
sitoplazmik grantiller olan melanozomlarda bulunmaktadir. Tirozinazin bir substrati
olan 4-hidroksianizoliin farelerde Harding-Passey melanomasinin gerilemesine sebep

oldugunu bildirmislerdir.

Tirosinazin kullanildigi bir baska 6nemli alan ise Parkinson hastaliginin tedavisinde

kullanilan L-DOPA’nin tiretimidir [32].

1.4.8. PPO enziminin endiistride kullanim alanlar1

Diinyada ve iilkemizde giinlimiize kadar hizli bir endiistriyel gelisim meydana
gelmistir. Bu gelisimle birlikte Oncelik iiretime verilmis, ancak cevreye verilen
atiklarin ¢evre ve canli hayati iizerine etkileri pek fazla diisliniilmemistir. Cevreye
atilan endiistriyel atiklarin artmasiyla birlikte birgok atik tiirlinde doygunluga
ulagilmis ve zararlar1 goriilmeye baslanmistir. Bu atiklardan en 6nemlilerinden

biriside fenol ve fenol tiirevleridir.

Onemli bir endiistriyel atik olan fenoliin diinyadaki ve iilkemizdeki kullanim
alanlarindan en onemlisi fenolik recine tiretimidir. Fenolik regineler, kagit endiistrisi,
kauguk isletme endiistrisi ile yalitim ve yliksek siirtinmeye dayanikli malzeme
iiretiminde kullanilmaktadir. Bunun disinda fenol, ila¢ endiistrisinde, temizlik

iriinlerinin imalatinda kullanilmaktadir [33].
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Fenoller zehirli olduklarindan tiim canli hiicre tiirlerine zarar verirler. Fenollerin
oldiirticii dozlar1 deri tarafindan absorblanabilir. Fenol varlig1 suda tat ve koku olarak
anlasilabilir. Fenol igeren sularin i¢ilmesi bobrek bozukluklarina, agir sarsintilara ve
hatta 6liimlere neden olabilir. Klor igeren fenollerin zehirleyici etkisi ise izomere
bagli olarak degisir. Klorlu fenollerin ¢ogu deride ve gozde oldukga yipratic

ozelliklere sahiptir ve yine zehirleyici miktarlar1 deri tarafindan absorblanabilir [34].

Bu zararli fenollerin ortadan kaldirilmasi igin ¢esitli yontemler gelistirilmis ve
bunlarda enzimler kullanilmistir. Ozellikle PPO ¢esidi olan tirosinazin toksik olan
fenolik bilesikleri kinonlara ¢evirerek uzaklastirabilecegi diisiinlilmiis ve bu alanlar

genis ¢aligmalar yapilmistir.

Arastirmalar sonucunda; Atlow ve arkadaslari endiistriyel atik sularindan 0,01-1,0
g/l konsantrasyon aralifindaki fenollerin basariyla c¢oktiiriilerek ortamdan
uzaklastirilabilecegini sdylemislerdir. Ancak Wada ve arkadaslar1 bu aragtirmacilarla
uyusmayan sonuclar bildirmiglerdir. Wada ve arkadaslar1 “polifenollerin tirozinazla
polimerizasyonundan sonra, herhangi bir ¢okelegin olusmadigini ve ¢ozeltinin
renginin, renksizden kahverengiye doniistiiglinii” aciklamiglardir. Wada ve diger
arastirmacilar, tirosinazin safliginin ¢okelmenin olusmasinda biiyiik rol oynadiginm

diisinmektedirler.

Cokelme gozlenmedigine gore, reaksiyon Uriinlerinin ortamdan alinmasi igin, kitin
gibi maddeleri adsorbans olarak kullanmislardir. Yapilan arastirmalar sonucu,
oksidasyon {irlinli olan kinonlarin ve diger yan iriinlerin adsorplanarak ortamdan

uzaklastirilmasi i¢in kitosanin basariyla kullanilabilecegi goriilmiistiir [34]

1.4.9. PPO enziminin immobilizasyonu ile ilgili calismalar

Endiistri ve tipta yaygin olarak kullanilan polifenol oksidaz enzimi kullanilmadan
once cesitli sekillerde immobilize edilmektedir. Bu konu ile ilgili ¢aligmalardan
bazilart sunlardir.Tirosinaz enzimi Ca-aljinat ve poliakrilamid(koakrilikasit)
kullanilarak binari yOntemi ile immobilize edilmistir. Serbest ve immobilize

enzimlerin maksimum hizi (Vi) ve Micheals-Menten sabiti incelenmistir. Ayni



21

zamanda serbest ve immobilize enzim iizerine pH, sicaklik, depolama kararhligi,

tekrar kullanim sayis1 ve termal kararlilig1 incelenmistir [35].

Bagka bir ¢alismada lakkaz enzimi, poliakrilamit ve poliakrilamit karragenan jelleri
icine hapsedilerek immobilize edilmistir. Optimum pH serbest enzim lakkaz icin 6,0
poliakrilamit karragenan i¢in 8,5 olarak bulunmustur. Optimum sicaklik ise serbest
enzim i¢in 45°C poliakrilamit karragenan igin 60 °C olarak belirlendi serbest enzim
4°C depolamada 15 giin sonra baglangi¢ aktivitesinin ancak %335 ini korurken, 60
giin 4 °C depolamada poliakrilamit karragenan ile immobilize edilen enzim %63 {inii
korudugu gozlemlenmistir. Serbest ve poliakrilamit karragenan ile immobilize edilen
enzim i¢in K, degerleri sirasiyla 6,90, 7,38 mM ve Vi degerleri 2,7, 1,37, 1,68
ve 1,70 mM.dak™ olarak bulunmustur [36].

Lipaz enzimi poli(N,N-dimetilakrilamit-koakrilamit) ve Poli(N-izopropilakrilamit-
ko-akrilamit)/K-Kkarragenan polimerleri kullanilarak kovalent baglanma ve
hapsetme metodu ile immobilize edilmis, serbest enzim i¢in K, ve V. degerleri
siratyla 3,58 mM ve 10,72 mM.dakika™ immobilize enzimler icin ise K, degerleri
7,36 ve 5,77 mM ve V. degerleri 7,13 mM. dak™ ve 11,33 mM.dakika” olarak
bulunmustur. Serbest ve immobilize enzim i¢in, optimum pH 8, optimum sicaklik
30°C olarak bulunmustur. Enzimin tekrar kullanim sayisi depolama kararlihigi ve

termal inaktivasyonu immobilizasyon islemi ile artig gostermistir [37].

Lakkaz enzimi poli(akrilamit-krotonik asit)/sodyum aljinat , poli(akrilamit-krotonik
asit)/k-Karragenan, poli(akrilamit-sitrakonik asit)/k-Karragenan ile hapsedilerek
immobilize edilmistir. Serbest lakkaz ve immobilize lakkazlar i¢in optimum pH 5,0 -
6,0 arasinda degistigi gozlemlenmistir. Serbest lakkaz ve immobilize lakkazlar i¢in
optimum sicaklik 40-50°C araliginda degistigi gozlemlenmistir. Serbest lakkaz ve
poli(akrilamit-krotonik  asit)/sodyum aljinat, poli(akrilamit-krotonik  asit)/k-
Karragenan poli(akrilamit-sitrakonik asit)/k-Karragenan ile hapsedilerek immobilize
edilen lakkaz i¢in 4°C 42 giin sonunda baslangictaki aktivitelerine gore sirasiyla
%55, % 71 , %70 ve %73 Oraninda koruduklar1 gozlemlenmistir. Ve 10 kez
kullanimlar1 sonunda baslangi¢ aktivitelerine gore sirasiyla %62, %56, %53, %52

oraninda korudugu gézlemlenmistir
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Serbest lakkaz ve  poli(akrilamit-krotonik asit)/sodyum aljinat, poli(akrilamit-
krotonik asit)/k-Karragenan, poli(akrilamit-sitrakonik  asit)/k-Karragenan ile
hapsedilerek immobilize edilen lakkaz i¢in i¢in Ky, degerelri sirasiyla 6,70x10% mM,
7,90x10-3mM, 8,40x10mM, 3, 7,00x10-3mM olarak Vy.x degerleri ise 1,80x10-
3mM.dak™ | 3,7x107 dak™, 3,5x107 dak™ 8,01x10™* dak™ olarak bulunmustur [38]

Yine baska bir c¢alismada  B-galaktosidaz = enzimi  (Ca-aljinat-PVA),
poli(N,izopropilakrilamit)-kalsiyum aljinat kiirelerine hapsetme yontemi ile
immobilize edildi. Serbest enzim igin K, ve Vyax degerleri sirasiyla 0,34 mM’!
0,0259 mM.dak™ olarak bulundu. immobilize edilen enzimler icin ise K, degerleri
0,746 mM™ -4,97 mM™" olarak degistigi gozlemlendi. Serbest ve iimmobilize enzim
icin optimum pH degerleri sirasiyla 5,0 ; 4,5 ;5,0 olarak bulundu. Optimum sicaklik
degerleri ise sirastyla 30°C, 35°C, 35°C, olarak bulundu. Serbest enzim 30 giiniin
sonunda aktifligini baslangica gore %10 korurken immobilize enzim 70 giiniin
sonunda aktivitesini %49 oraninda korudugu gozlemlendi. Ayrica hapsetme ile

immobilize edilen enzimin tekrar kullanim sayisi 5-10 arasinda degistigi goriildi

[39] .

1.4.10. Roka hakkinda

Roka (Eruca sative) kiiltiir bitkisi olarak yetistirilir. Bir veya iki yillik otsu bitkiler.
Yapraklar toplu, digli kenarli ve tiiyliidiir. Cicekler sarimtirak veya beyazimtirak

olup, tlizerleri morumsu damarlidir. Sebze olarak bahgelerde yetistirilir.

Sert kokulu ve baharatlh bir bitkidir. Kok ve tohumdan {iretilir. Birinci y1l yapraklar
icin sofralik olarak iiretilir, diisiik sicakliklarda kis1 gecirdikten sonra ilkbaharda
generatif doneme gecer ve tohum olusturur. Yapraklar sebze olarak degerlendirilen

rokanin yetistiriciligi Akdeniz ve Giiney Avrupa iilkelerinde ¢ok yaygindir.

Biitiin y1l boyunca yetistiriciligi yapilmakta ve taze yapraklar1 salata ve garnitiir
olarak tiiketilmektedir. Roka ozellikle italya ve Ispanyada cok iiretilmekte ve yilin
her ayinda bulunabilmektedir. Uzak dogu iilkelerinde Hindistan ve Cin’de ise yag

bitkisi olarak iiretilmektedir. Tohumlarindan elde edilen yaglar insan beslenmesinde,
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ila¢ sanayinde ve degisik sekillerde degerlendirilir. Ancak Eruca vesivaria subsp.
Sativa (Mill.) olarak bilinen rokanin degerlendirilen kisimlarinda bazi farkliliklarinin
oldugu goriilmektedir. Ozellikle iilkemizde I¢ Anadolu Bélgesinde yetistirilen ve
Izgm olarak bilinen bitkilerde Eruca sativa (Mill.) olarak adlandirilmaktadir. Bu bitki
sadece yag bitkisi olarak ve hayvan beslenmesinde kullanilmaktadir. Sebze olarak

degerlendirilen bitkinin genellikle sadece yapraklar tiiketilir.

Roka Romalilar déneminden buyana sebze olarak degerlendirilmektedir. Bu bitkinin
degisik hastaliklara iyi geldigi ve afrodizyak ozellik tasidigi bilinmektedir.
Yapraklar1 sebze olarak tiiketilen roka, eczacilikta bircok hastaliga karst kullanilir.
Cogu hastaligin tedavisinde etkili oldugu ve olumlu sonuglar alindig
bildirilmektedir. Insan saglig1 bakimmdan éneminin son yillarda ¢ogu kisi tarafindan
bilinmesi bu sebzenin liretim ve tiiketiminin artmasina neden olmustur.

Ozellikle biiyiik kentlerimizde gelir diizeyi yiiksek kisilerin sebzeye olan talebi hizla
artmaktadir. Ulkemizde 1.100 ton civarinda roka iiretimi yapilmaktadir.Rokanin
anavatani hakkinda kesin bir bilgi olmamakla beraber, Akdeniz iilkeleri bu sebzenin

anavatani oldugu bildirilmektedir.

Kullanildig: yerler: Bitkinin yapraklari yakici, lezzetli bir ugucu yag ihtiva eder ve C
vitamini tagir. C vitamini miktar1 oldukca yiiksek olup, 100 gram taze yaprakta
takriben 150 mg kadar bulunur. Bunun yaninda A ve B1 vitaminleri ile Fe, Ca, P ve
K ac¢isindan da zengindir. Roka yapraklar1 daha ¢ok sonbahar ve kis aylarinda salata
olarak kullanilir. Roka istah agicidir. Mideyi kuvvetlendirir ve hazmi kolaylastirir.
Idrar soktiiriiciidiir. Karacigere faydalidir. Karaciger agrilarini giderir, kani temizler
ve sarilig1 keser. Uyaricidir. Viicuda kuvvet verir. Bagisiklik sistemini gli¢lendirir.
Oksiiriigii keser. Viicuttaki zararli maddelerin viicuttan uzaklastirilmasina yardimei

olur [40].



BOLUM 2. DENEYSEL CALISMALAR

2.1. Polifenol oksidaz (PPQO) Enziminin Karakterizasyonu
2.1.1 Polifenol oksidaz (PPO) enziminin izolasyonu

Sakarya bolgesinde yetisen roka bitkisi toplandiktan sonra bir ay kadar sogutucuda
depolanmis daha sonra PPO enzimini izole etmek i¢in % 0,5 pirolidon (PVP) ve 0,01
M askorbik asit iceren 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,0) kullanilmistir. Izolasyon
asamasinda kullanilan PVP, rokada bulunan fenolik maddeleri baglayarak, PPO
enziminin aktivite gostermesini engellemek amaciyla kullanilmistir. Ciinkii fenolik
maddelerin oksidasyonu sonucu olusan kinonlar, enzimi inhibe edebilmektedir.
Askorbik asit izolasyon sirasinda olusan o-kinonlar1 azaltmak amaci ile kullanilmistir

ve kendisi ylikseltgenir.
2.1.2. Substrat spesifikligi

Optimum substrat1 belirleyebilmek amaci ile PPO enziminin 5 farkli substrat karsi
aktivitesi belirlenmistir. Bu amagla, 4-metil katekol, katekol, pirogallol, gallik asit,
kafeik asit, L-tirozin substrat olarak kullanilmistir. En yiiksek aktiviteyi gosteren

enzim karakterizasyon deneylerinde kullanilmistir.
2.1.3. Optimum substrat konsantrasyonu
En yiiksek aktiviteyi bulabilmek i¢in kulanilan tiim substratlar 1-50 mM gibi farkli

konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri kullanilarak en fazla aktivite gosterdikleri

konsantrasyon belirlenmistir.
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2.1.4. pH etkisi

PPO enzimi aktivitesi farkli pH’larda 3,6-9,0 arasinda hazirlanmis 5 farkli substrat
kullanarak (4-metil katekol, katekol, pirogalol, gallik asit, L-tirozin,) tayin edilmistir.
100mM’lik stok ¢ozeltileri hazirlanarak, aktivite tayinleri spektrofotometrik

yontemle 60 sn siiresince 420 nm absorbans artislari izlenerek gerceklestirilmistir.

pH: 4,6-9,5 arasindaki c¢esitli tampon ¢oOzeltiler asagida anlatildignr sekilde

hazirlanilmistir.

pH’lar1 4,6-5,0 arasindaki tamponlar1 hazirlamak igin;

10,52 gram sitrik asit monohidrat saf su ile 500 ml’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozelti A
cozeltisidir. 14,705 gram sodyum sitrat saf su ile 500 ml’ ye tamamlanmistir. Bu

¢cOzelti B ¢ozeltisidir.

A ve B g¢ozeltilerinin asagida belirtilen miktarlarda karistirilmasi ile istenilen

pH’larda tamponlar hazirlanmstir.

Tablo2.1. 0,1 M sitrik asit tamponun hazirlanmast

PH A (ml) B (ml)
3,6 35 20
45 25 27
5,0 25 58

pH’lar1 6,0-7,5 arasindaki tamponlar1 hazirlamak igin;

A
Bu tamponlarm hazirlanilmasinda PH = pKa + log m formiili kullanilmistir.

pH’lar1 7,5-9,5 arasindaki tamponlar1 hazirlamak igin;.
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Trizma —HCI ve Trizma-Base’dan asagida verilen miktarlarda tartilip saf su ile 100

ml’ye tamamlanarak hazirlanmstir.

Tablo 2.2. 0,1 M tris tamponunun hazirlanmast

PH Trizma —HCI Trizma-Base
8.0 39¢ 3,66 g
8.5 I,L1g 436 ¢
9.0 0,23 g 745¢g

2.1.5. Sicakhgin etkisi

Yine 4-metil-katekol , katekol , pyrogallol, gallik asit , L-tirozin kullanilarak
enziminin optimum sicakligini belirlemek i¢in 0-80 °C’ ler araliginda enzim
aktivitesine bakilmistir. Yiiksek sicakliklar i¢in su banyosu ve diisiik sicakliklar i¢in

ise buz banyosu kullanilmstir.

2.1.6. Enzim Kinetigi

Enzim maksimum hizi (V) ve Mizhaelis-Menten sabiti (K;;) bulunmasi ig¢in
kinetik calismalar 1-50 mM’lik 4-metil katekol, katekol, gallik asit, pyrogallol, L-

tirozin substratlart 100mM’lik stok c¢ozeltiler seklinde kullanilarak hazirlanmustir.

Daha sonra spektrofotomerik olarak 420 nm’de 60 sn aktivitesi izlenmistir. Daha
sonra absorbans-zaman grafiginden ilk hizlar1 hesaplanmistir. Bu ilk hiz degerleri
Linewearver-Burk grafiginde (1/V’ye kars1 1/[S]) yerine konularak K. ve Vpax

degerleri bulunmustur.



27

2.2. PPO Enziminin Immobilizasyonu

2.2.1. Ca-aljinatla immobilizasyonu

1,65gr. aljinat tizerine 50 mL saf su ilave edildikten sonra yarim saat magnetik
karigtiric1 iizerinde karistirilarak homojen bir karisim elde edildi. Bu homojen
karisim igerisinden 10 ml alinarak rokadan izole edilmis 3 mL stok PPO enzim
cozeltisi ilave edildikten sonra 0,3 M’lik CaCl, ¢ozeltisi igerisine 5 mL’lik pipet ile
Ca-aljinat enzim ¢o0zeltisi damlatilarak enzimin immobilize edildigi Ca-aljinat
kiireleri elde edildi. Elde edilen aljinat kiireleri saf su ile 3 kez yikandiktan sonra Ca-
aljinat kiireleri 0,03 M’lik CaCl, ¢ozeltisi icerisinde 24 saat buzdolabinda bekletildi.

Immobilize enzim kullanilmak iizere buzdolabinda (4°C) saklandu.

2.2.2. Ba-aljinatla imobilizasyon

1,65gr. aljinat lizerine 50 mL saf su ilave edildikten sonra yarim saat magnetik
karigtiric1 iizerinde karistirilarak homojen bir karisim elde edildi. Bu homojen
karisim igerisinden 10 ml alinarak rokadan izole edilmis 3 mL stok PPO enzim
¢oOzeltisini ilave edildikten sonra 0,3 M’lik BaCl, ¢ozeltisi i¢erisine 5 mL’lik pipet ile
Ba-aljinat enzim c¢ozeltisi damlatilarak enzimin immobilize edilerek Ba-aljinat
kiireleri elde edilmistir. Elde edilen kiireler saf su ile 3 kez yikandiktan sonra 0,03
M’lik BaCl, ¢ozeltisi igerisinde 24 saat buzdolabinda bekletildi. immobilize enzim

kullanilmak {izere buzdolabinda 4 °C saklandi.

2.2.3. Poliakrilamit jeline imobilizasyon

20 ml su alinarak 2,85 g P(AAm-ko-AA), 2 mL akrilik asit, 0.15 g bisakrilamid, 10
mg amonyum persiilfat ilave edildi. Coziinene kadar magnetik karistirici iizerinde
karigtirilarak homojen bir karisim elde edildi. Bu homojen karigim igerisine 5 mL ( 2
mg/25mL ) enzim c¢ozeltisini ilave edildikten sonra petri kabma dokiildi. 1mL
TEMED ilave edildi. Polimerizasyon gergeklestirildikten sonra kiip (5x5x5) mm

boyutunda kesildi. immobilize enzim kullamlmak iizere buzdolabinda 4°C sakland.
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2.2.4. Aljinat-poliakrilamit jeline imobilizasyon

1,65gr. aljinat {izerine 50 mL saf su ilave edildikten sonra yarim saat magnetik
karistirict lizerinde karigtirilarak homojen bir karisim elde edildi. Bu karisimdan 20
mL almarak 2,85 g P(AAm-ko-AA), 2 mL akrilik asit, 0.15 g bisakrilamid, 10 mg
amonyum persiilfat ilave edildikten sonra coziinene kadar magnetik karistirici
tizerinde karistirilarak homojen bir karisim elde edildi. Bu homojen karisim igerisine
5 mL ( 2 mg/25mL ) enzim ¢ozeltisini ilave edildikten sonra petri kabina dokiildii.
ImL TEMED ilave edildi. Polimerizasyon gerceklestirildikten sonra kiip (5x5x5)
mm boyutunda kesildi.. immobilize enzim kullanilmak iizere buzdolabinda 4°C

saklandi.
2.3. Enzimin Aktiflik Tayini
2.3.1. Serbest PPO enziminin aktiflik tayini

Rokadan izole edilen enzim miktar: sabit tutularak pH 5,0 fosfat tamponu varliginda
1 mM ,3 mM ,5mM,7mM,10mM,13 mM ve 15 mM olmak lizere farkli 4-metil
katekol, katekol, pyrogallol, gallik asit, guaiacol subtrati konsantrasyonlarinda
olusturulan ¢ozelti UV spektrofotmetre yardimiyla 420 nm dalga boyunda 60 saniye

boyunca absorbanst okundu.

2.3.2. Iimmobilize PPO enziminin aktiflik tayini

Serbest enzim ¢alismalarinda ki kullanilan enzim konsantrasyonuna denk gelecek
sekilde olusan Ca-aljinat, Ba-aljinat, poliakrilamit ve poliakrilamit-aljinatla
immobilize edilmis enzim alinarak pH: 5,0 tamponu ile birlikte 4-metil katekol

substratina kars1 her bir farkli immobilize enzimin aktiflik tayini yapildi.
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2.3.3. Serbest PPO enziminin aktifligine sicakhgin etkisi

Serbest PPO enziminin aktifligine sicakligin etkisini incelemek amaciyla ¢esitli
sicakliklarda optimum pH yani pH: 5,0 ortaminda substrat ve enzim
konsantrasyonlar1 sabit tutularak 9 farkli sicaklikta (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve
80°C) aktivitesine bakilmistir.Yiiksek sicakliklar i¢in su banyosu diisiik sicakliklar

icin ise buz banyosu kullanilmistir.

2.3.4. immobilize PPO enziminin aktifligine sicakh@in etkisi

Ca-aljinat, Ba-aljinat, poliakrilamit ve aljinat-poliakrilamit kullanilarak immobilize
edilen PPO enziminin aktifligine sicakligin etkisini incelemek amaciyla cesitli
sicakliklarda optimum pH yani pH: 5,0 ortaminda 4-metil katekol ve enzim
konsantrasyonlar1 sabit tutularak 9 farkli sicaklikta (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve
80°C) aktivitesine bakilmistir.Yiiksek sicakliklar i¢in su banyosu diisiik sicakliklar

icin ise buz banyosu kullanilmstir.

2.3.5. Serbest PPO enziminin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Serbest PPO enziminin aktifligine substrat derisiminin incelemek amaciyla enzim
konsantrasyonu sabit tutularak optimum pH ve sicaklikta ¢esitli derisimlerde (1— 15

mM) hazirlanan substrat ¢ozeltileriyle aktiflikler tayin edildi.

2.3.6. Immobilize PPO enziminin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Ca-aljinat, Ba-aljinat, poliakrilamit ve aljinat-poliakrilamit kullanilarak immobilize
edilen PPO enziminin aktifligine 4-metil katekol derisiminin etkisini incelemek
amaciyla cesitli derisimler de (1-50mM) hazirlanan substrat ¢ozeltileriyle aktiflikler
tayin edildi.
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2.3.7. Serbest enzim kinetigi

Rokadan izole edilen enzim pyrogallol 4-metil katekol, katekol ,guaicol, gallik asit
gibi 5 farkli substrata karst 1-50 mM arasinda ki farkli konsantrasyonlara karsi

Linewearver-Burk grafikleri ¢izildi.

2.3.8. Immobilize enzim kinetigi

Ca-aljinat, Ba-aljinat, poliakrilamit ve poliakrilamit-aljinat immobilize edilen
enzimin ayri ayri 4-metil katekol substratina karst1 1-15 mM farkh
konsantrasyonlarda kinetik calismalar1 yapilmis ve Linewearver-Burk grafigi

¢izilmistir.

2.3.9. Serbest PPO enziminin depolanma kararhhg:

Serbest PPO enzimini depolanma kararliligini incelemek amaci ile optimum pH’da
(pH:5,0) hazirlanan enzim ¢6zeltisi oda kosullarinda ve 4°C de saklandi. Belirli
araliklarda enzim ¢ozeltisinden alinan 6rneklerle aktiflikler tayin edildi.

2.3.10. immobilize PPO enziminin depolanma kararhihg

Ca-aljinat, Ba-aljinat, poliakrilamit ve poliakrilamit-aljinat kullanilarak immobilize
edilen PPO enzimi depolanma kararliligin1 incelemek amaciyla buzdolabinda 4°C de
saklanan ve oda kosullarinda saklanan kiirelerden belirli araliklarla alinan 6rnekler
kullanilarak aktiflikler tayin edildi.

2.4. Termal Inaktivasyon

2.4.1. Serbest PPO enziminin termal inaktivasyonu

Serbest tirosinazin termal inaktivasyonunu incelemek amaci ile farkl sicakliklarda

ve farkli zaman araliklarinda (45 - 65 0C ve 10; 30; 60 dakika) inkiibe edilen enzim
cozeltilerinin aktiflikleri Kisim 4.7.1 ‘de belirtilen yontemle aktiflikler tayin edildi.
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2.4.2. immobilize PPO enziminin termal inaktivasyonu

Ca-aljinat, Ba-aljinat, poliakrilamit ve poliakrilamit-aljinat kullanilarak immobilize
edilen PPO enziminin termal inaktivasyonunu incelemek amaci ile farkh
sicakliklarda ve farkli zaman araliklarinda (45 - 65°C ve 10, 30, 60 dakika) inkiibe

edilen enzim ¢ozeltilerinin aktiflikleri tayin edildi.

2.4.3. immobilize PPO enzim tekrar kullanim sayisi

Ca-aljinat, Ba-aljinat, poliakrilamit ve poliakrilamit-aljinat kullanilarak immobilize
edilen PPO enziminin tekrar kullanim sayisin1 6l¢gmek amaci ile immobilize edilen

enzimin 1-12 kez tekrarlanarak aktiflikleri tayin edildi.



BOLUM 3. DENEYSEL SONUCLAR VE BULGULAR

3.1. Polifenol Oksidaz (PPO) Enziminin izolasyonu ve Karekterizasyonu

% 0,5 pirolidon (PVP) ve 0,01 M askorbik asit igeren 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,0)
kullanilarak PPO enzimi izolasyonu gerceklestirilmistir. izolasyon asamasinda
kullanilan PVP, rokada bulunan fenolik maddeleri baglamak ve PPO enziminin
aktivite gostermesini engellemek amaciyla kullanilmistir. Cilinkii fenolik maddelerin
oksidasyonu sonucu olusan kinonlar, enzim aktivitesini durdurabilmektedir.
Izolasyon esnasinda o-kinonlar1 azaltmak igin askorbik asit kullanilmistir. Bu

kullanim sonucunda askorbik asit kendini yiikseltgemistir.

PPO enzimi 5 farkli substrat kullanilarak (4-metil katekol, katekol, gallik asit,

pyrogallol ve L-tirozin) spesifikligi gézlemlenmistir..
3.1.1. pH etkisi

PPO enzimi aktivitesi 3 ile 9,5 arasinda degisen pH’larda hazirlanmis tamponlar ile
her bir substrat i¢in (4-metil katekol, katekol, gallik asit, pyrogallol ve L-tirozin)
optimum pH’s1 tayin edilmistir. Enzim aktivite tayinleri spektrofotometrik yontemle
(UV  cihazinda) 60 sn siiresince 420 nm absorbans artiglar1 izlenerek

gergeklestirilmistir.

Farkli pH degerlerinde hazirlanan fosfat tamponunun, bitkilerdeki PPO

enziminin aktivitesine etkisi asagidaki grafiklerde ifade edilmistir.
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Sekil 3.1. katekol substratina karsi PPOnun optimum pH grafigi
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Sekil 3.2. 4-metil katekol substratina kars1 optimum pH
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Sekil 3.3. gallik asit substratina kars1 optimum pH
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Sekil 3.4. L-tirozin substratina kars1 optimum pH
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Sekil 3.5. pyrogallol substratina kars1 optimum pH

3.1.2. Sicakhgin etkisi

PPO enziminin optimum sicakligini bulabilmek icin 5 farkli substrata karst enzim
aktivitesinin 7 farkli sicaklikta absorbans degerleri okunarak aktivitelerine
bakilmistir. Deneylerden elde edilen sonuglar sicaklifa karst ylizde bagil aktivite

cinsinden grafige alinistir.
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Sekil 3.6. Sicakligin roka bitkisindeki PPO enzimi aktivitesine 4-metil katekol varligindaki etkisi
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Sekil 3.7. Sicakligin roka bitkisindeki PPO enzim aktivitesine katekol substrat1 varligindaki etkisi.
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Sekil 3.8. Sicakligin roka bitkisindeki PPO enzim aktivitesine gallik asit substrati varligindaki etkisi
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Sekil 3.9. Sicakligin roka bitkisindeki PPO enzim aktivitesine L-tirozin substrati varligindaki etkisi
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Sekil 3.10. Sicakligin roka bitkisindeki PPO enzim aktivitesine pyrogallol substrat1 varligindaki etkisi
3.2. Enzim Kinetigi

3.2.1. Serbest enzim calismalari

Kinetik calismalar 4-metil katekol, katekol,gallik asit, pyrogallol, L-tirozin

substratlart i¢in yapilmistir. Her bir substrat i¢in farkli konsantrasyonlar

kullanilmastir.
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Her islem en az ii¢ kez tekrarlanmistir. Optimum aktivite Slgtimleri yapilmis olup
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir. Bu grafiklerden elde edilen denklemlerden

yararlanilarak her bir substrat i¢in ayr1 ayr1 Vmax ve Km degerleri hesaplanmustir.

1V 500 -
y = 225,65x + 60,835

R? = 0,9963

T A T T 1

-0,5 0 0,5 1 1,5
1/[S](mM)

Sekil 3.11. Roka bitkisinde PPO enziminin 4-metil katekol substratina kars1 Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 3.12. Roka bitkisinden izole edilmis PPO enziminin katekol substratina kargi Lineweaver-Burk

grafigi
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y = 3223,5x + 361,28
R? = 0,9428

0,05 0,15 0,25 0,35
1/[SI(mMT)

Sekil 3..13. Roka bitkisinden izole edilmis PPO enziminin gallik asit substratina kargi Lineweaver-

Burk grafigi
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Sekil 3.14. Roka bitkisinden izole edilmis PPO enziminin pyrogallol substratina kars1 Lineweaver-

Burk grafigi
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y = 684,94x + 84,792
R? = 0,9997
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Sekil 3.15. Roka bitkisinden izole edilmis PPO enziminin L-tirozin substratina karsi Lineweaver-Burk

grafigi

Tablo 3.1.PPO enziminin bitki kaynag1 ve bazi substratlara kars1 spesifikligi

Bitki kaynag1 Vimax ) Optimum
. Ky (mM) Optimum Ph .
Roka (EU/dak) sicaklik (°C)
katekol 9,17x107 5,36 4,5 30
4-metyl 3
Catekol 16,6x10° 3,68 5,0 20
ateko
L-tirozin 12,6x107 8,68 5,0 20
pyrogallol 1,84x107 4,66 50 20
gallik asit 2,79x107 8,92 5,0 20
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3.2.2. Serbest ve immobilize PPO’nun aktifligine ph’nin etkisi

Serbest ve Ca-aljinat poliakrilamid ve Ca-aljinat poliakrilamit ve poliakrilamit
kullanilarak immobilize edilen PPO enzimine aktifligine pH’nin etkisini incelemek
amaciyla, cesitli pH’lar da gergeklestirilen reaksiyonlara ait maksimum aktiflik
degerleri Sekil 5.1°de verilmistir. Serbest Ca-aljinat ile immobilize edilen enzim igin
optimum pH 5 olarak bulunmustur. Enzimler elektrolit karakterli olduklari igin,

enzim aktifligi pH ile degisme gosterir.

Cok asidik veya ¢ok bazik ortamlarda enzim denatiire olacagindan reaksiyon hizi
tersinmez olarak azalir ve sifira kadar diisebilir. Sekilde de gorildiigi gibi

immobilize PPO’nun aktifliginin bazik bolgelere kaydiginda oldukca azaldigi

gozlenmistir.
120
—e— serbest

100 —a— Ca-aljinat
3 —&— Ba-aljinat
T 80 1 —m— aljinath polimer
2 60 —*— aljinatsiz polimer
=
<
> 40
©
m

20 -
O T T T T 1
0 2 4 6 8 10
pH

Sekil 3.16. PPO enzimi iizerine pH nin etkisi

3.2. Serbest ve immobilize PPO Aktifligine Sicakhgin Etkisi

Serbest, Ca-aljinat kullanilarak immobilize edilen PPOnun aktifligine sicakligin (0—

80 0C) etkisini incelemek amaciyla gesitli sicakliklarda gergeklestirilen reaksiyonlara
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ait maksimum aktiflik degerleri Sekil 5.2°de verilmistir. Serbest enzim i¢in optimum
sicaklik 20°C iken immobilize enzim i¢in 30°C olarak bulunmustur.

Sicakligin artmasiyla molekiillerin kinetik enerjilerinin arttifi ve bdylece tim
kimyasal ve biyokimyasal reaksiyon hizlarinin da arttig1 bilinmektedir. Sicakligin 10
0C artmasiyla, reaksiyon hizlarida yaklasik olarak iki kat artar. Biyokimyasal
reaksiyonlarda da aymi durum gozlenmektedir. Serbest PPOnun {izerine yapilan
caligmalarda maksimum aktiflik 20 -30 oC, immobilize PPO i¢in ise 30 -40 oC
olarak bulunmustur (1, 21, 23, 25).

3.3.1. Serbest, Ca-aljinat, Ba-aljinat, aljinat-poliakrilamit ve poliakrilamit

kullanilarak immobilize edilen PPO enziminin kinetigi ve grafikleri

Rokadan izole edilen PPO enzimini 5 farkli substrata karst uygun sicaklik, pH ve
kinetik ¢aligmalar1 yapilmis ve bu enzime en ilgili olan 4-metil katekol substrati
olarak belirlenmistir ve bundan sonraki immobilizasyon ¢alismalarinda sadece 4-
metil katekol substrat olarak kullanilmistir. Serbest, Ca-aljinat, Ba-aljinat, aljinat
poliakrilamit ve poliakrilamit kullanilarak immobilize edilen PPO Enzimi farkl
substrat konsantrasyonlarina kars1 aktiviteleri okunarak Lineweaver-Burk grafikleri
cizilmistir. Serbest PPO enzimi g¢aligmalar1 ile kiyaslanmistir. Ayrica grafikteki

denklemlerden yararlanarak Vmax ve Km degerleri bulunmustur.
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*
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mit

>

poliakrila
mit

1,5

Sekil 3.17. aljinat poliakrilamid, poliakrilamid yontemi ile 4-metil katekol substratina karsi PPO

enziminin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 3.18. serbest, Ca-aljinat, Ba-aljinat yontemi ile 4-metil katekol substratina karsi PPO enziminin

Lineweaver-Burk grafigi

Tablo 3.2. PPO enziminin 4-metil katekol substratina kars1 spesifikligi ile ilgili toplu bilgiler.

. Vimax . Optimum
4-metilkatekol . Ky (mM) Optimum Ph
(EU/dak) sicaklik (°C)
serbest 16,6x10” 3,68 5,0 20
Ca-aljinat 3,2x107 4,33 50 20
Ba-aljinat 4x107 4,42 5,0 20
aljinath 3
10,1x10° 5,64 5,0 20
polimer
aljinatsiz 3
. 9,2x10° 5,78 5,0 20
polimer




44

3.4. Serbest ve immobilize PPO’nun Termal Kararhhig

Serbest, Ca-aljinat, Ba-aljinat, aljinat-poliakrilamit, poliakrilamit kullanilarak
immobilize edilen PPO enziminin maksimum aktifliginin zamanla degisiminin
etkisini incelemek amaciyla degisik sicakliklarda ve degisik zaman araliklarinda
kullanilan enzim ¢ozeltilerinin aktiflikleri tayin edilmistir. Serbest PPO enziminin 45

OC 40 dakikada inkiibe edildiginde aktifligini kaybettigi gézlenmistir.

120 -
100
3 —e—serbest
2 80 §
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'® 40 - ) .
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Sekil 3.19. Serbest ve immobilize PPO’nun maksimum aktifligini zamanla degisimi

3.5. Serbest ve Poliakrilamid Kullanilarak immobilize Edilen PPO Enziminin

Oda Kosullarinda Aktifligine Depolanma Siiresinin Etkisi

Serbest, aljinat poliakrilamid, poliakrilamid, Ca-aljinat ve Ba-aljinat kullanilarak
immobilize edilen PPO enziminin aktifligine depolanma siiresinin etkisini incelemek
icin ¢ozeltiler oda kosullarinda saklandi. Serbest enzim 4 saat sonra aktifligini
kaybederken, aljinat poliakrilamid 6 saat, poliakrilamid kullanilarak immobilize
edilen PPO enziminin aktifligini 8 saat sonra tamamen kaybettigi gozlemlenmistir.
Ca-aljinat ile immobilize edilen enzim 30 giiniin sonunda %64 Ba-aljinat ise %58

oraninda aktifligini korudugu goriilmiistiir.
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Sekil .3.20 Oda kosullarinda serbset, aljinat poliakrilamid, poliakrilamid kullanilarak 4-metil katekol

substratina kars1 PPO enziminin gosterdigi depolanma kararliligt
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Sekil 3.21.0da kosullarinda serbset, Ca-aljinat, Ba-aljinat kullanilarak 4-metil katekol substratina

karsi PPO enziminin gosterdigi depolanma kararliligi
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3.6. Serbest ve Poliakrilamid, Ca-aljinat Poliakrilamit ,Ca-aljinat ve Ba-aljinat
Kullanilarak Immobilize Edilen PPO Enziminin 4°C Kosullarinda Aktifligine

Depolanma Kararhhg:

Serbest, poliakrilamid, aljinat poliakrilamit, Ca-aljinat ve Ba-aljinat kullanilarak
immobilize edilen PPO enzimi 4 °C’de depolanarak her giin aktivitesi takip
edilmistir. 30 gilinlin sonunda; serbest enzim aktifligini % 42 korurken, Ca-aljinath
%81, Ba-aljinath %83, aljinatli polimer %60, aljinatsiz polimer %64 oraninda

aktifligini korudugu gézlemlenmistir.
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100
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% 60 —a— Ba-aljinat
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0] 20 40 60
zaman(gun)

Sekil 3.22. Serrbest ve Poliakrilamid, Ca-aljinat Poliakrilamit, Ca-aljinat ve Ba-aljinat Kullanilarak

Immobilize Edilen PPO Enziminin 4 °C Kosullarinda Aktifligine Depolanma Kararlilig:

3.7. Ca-aljinat, Ba-aljinat, Aljinath Polimer ve Aljinatsiz Polimer ile immobilize

Edilen Enzimin Tekrar Kullanilabilirligi

Ca-aljinat ve Ba-aljinat, aljinathi poliakrilamit, poliakrilamit kullanilarak immobilize
edilen PPO enziminin tekrar kullanim sayisini incelemek amaci aktiflikleri tayin
edildi. Ca-aljinat i¢in 3 kez kullanim sonunda %95, 7 kez kullanim sonunda %81, 12
kez kullanim sonunda ise yaklasik %26, aktiflik gosterirken; Ba-aljinat i¢in 3 kez
kullanim sonunda %100, 7 kez kullanim sonunda %75, 12 kez kullanimin sonunda

ise %24, aktiflik gdsterdigi bulundu.
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Aljinath poliakrilamit i¢in 3 kez kullanim sonunda %87, 10 kez kullanim sonunda
%30, aktiflik gosterdigi, poliakrilamit i¢in ise 3 kez kullanim sonunda %97, 9 kez

kullanim sonunda %36, aktiflik gosterdigi bulunmustur.

120 -
= 100 -
et
2 80 1
X -
< —e—Ca-aljinat
’? 60 —— Ba-aljinat
m - .
40 - —&— Aljinath polimer
—&— Aljinatsiz polimer
20 A
O T T 1
0 5 10 15
Tekrar kullanim Sayisi

Sekil 3.23. Ca-aljinat, Ba-aljinat, aljinat poliakrilamit, poliakrilamit kullanilarak immobilize edilen

PPO enziminin tekrar kullanim sayisi



BOLUM 4. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI

Rokadan (Eruca vesicaria) PPO enzimi uygun sartlarda izole edilerek kinetik olarak
optimum pH, sicaklik ve substrat spesifikligi belirlenerek karakterize edilmistir.
Substratlardan 4-metilkatekol, pyrogallol, gallik asit, L-tirozin i¢in optimum pH’lar
5,0 katekol icin ise 4,5 olarak bulunmustur. Yine.4-metil katekol pyrogallol, gallik
asit, L-tirozin i¢in enzimin optimum sicakligi 20 °C katekol igin 30 °C olarak
bulunmustur. K,, degeri ise 4-metil katekol, katekol, pyrogallol, gallik asit, L-tirozin
icin sirastyla 3,68, 5,36, 4,66, 8,92, 8,68 mM olarak bulunmustur.

Endiistride PPO enziminin daha uzun Omiirlii ve kararli olmasi igin g¢esitli
yontemlerle farkli kaynaklardan elde edilen PPO enzimi immobilize edilmistir. Bu
calismada roka (Eruca vesicaria) bitkisinden karakterize edilen PPO enzimi Ca-
aljinat, Ba-aljinat, poliakrilamit ve poliakrilamit-aljinat kullanilarak hapsetme

yontemi ile basariyla immobilize edilmistir.

Serbest PPO ve dort farkli sekilde immobilize edilen PPO enziminin optimum pH
degeri 5.0 olarak bulunurken, optimum sicaklik degerleri serbest, Ba-aljinat ve
polimerize edilmis PPO i¢in 20°C iken Ca-aljinat ile immobilize edilmis enzimin

optimum sicaklik degeri 30 °C olarak bulundu.

+4 °C de Serbest enzim, Ca-aljinat, Ba-aljinat, aljinath poliakrilamit ve poliakrilamit
ile immobilize edilen PPO enzim depolandiginda 30 giin sonunda serbest enzimin
aktifliginin %42 oraninda, Ca-aljinat ve Ba-aljinatla immobilize PPO enzimin
aktifligini % 81 ve % 83 oraninda, aljinathi poliakrilamit ve poliakrilamit ile
immobilize edilen PPO enzimin ise %60 ve %64 oraninda aktifligini korudugu

gbzlemlenmistir.
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Oda kosullarinda Serbest enzim, Ca-aljinat, Ba-aljinat, aljinatli poliakrilamit ve
poliakrilamit ile immobilize edilen PPO enzimi depolandiginda 30 giin sonunda;
serbest enzim aktifligini % 42 korurken, Ca-aljinath %64, Ba-aljinatl %58 oraninda
aktifliklerini koruduklar1 gézlemlenmistir. Aljinatli polimer ve aljinatsiz polimerile
imobilize edilen enzim ise giin i¢inde Aljinatli polimer 6 saat sonunda, aljinatsiz

polimer ise 8 saat sonra aktivitelerini kaybettigi gozlemlenmistir.

Serbest enzim Ca-aljinatli ve polimerize edilmis enzim 45 °C de 40 dakika inkiibe

edildiginde aktivitelerini yitirdikleri gézlemlendi.

Tekrar kullanim oOl¢iimiinde Ca-aljinatl, Ba-aljinat ve poliakrilamit ve aljinat
poliakrilamit ile immobilize edilen PPO enziminin Ca-aljinat ve Ba-aljinat, aljinath
poliakrilamit, poliakrilamit kullanilarak immobilize edilen PPO enziminin, Ca-aljinat
icin 3 kez kullanim sonunda %95,7 kez kullanim sonunda %81, 12 kez kullanim
sonunda ise yaklasik %26, aktiflik gosterirken; Ba-aljinat i¢in 3 kez kullanim
sonunda %100, 7 kez kullanim sonunda %75,12 kez kullanimin sonunda ise %24,
aktiflik gosterdigi bulundu. Aljinatli poliakrilamit i¢in 3 kez kullanim sonunda
%87,10 kez kullanim sonunda %30, aktiflik gosterdigi, poliakrilamit i¢in ise 3 kez
kullanim sonunda %97, 9 kez kullanim sonunda %36, aktiflik gosterdigi

gbzlemlenmistir.

Boylece PPO enzimi ilk defa roka bitkisinden izole edilerek Ca-aljinat, Ba-aljinat,
poliakrilamit ve aljinat-poliakrilamit kullanilarak hapsetme yontemi ile ilk defa
immobilize edilerek karakterize edilmistir. Caligmalarimizin endiistriyel kullanim
amacli olarak immobilize enzim uygulamalarmma yeni bir kaynak saglandigi

distiniilmektedir.
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