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Eflatun cicekli ballibaba (lamium purpureum) polifenol oksidaz enziminin
karakterizasyonu ve inhibisyonu
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Bu caligmada, Lamium purpureum (eflatun ¢icekli ballibaba) bitkisinden elde edilen polifenol oksidaz (PPO)
enziminin kinetik Ozellikleri incelenmistir. Karakterizasyon ¢alismalarinda substrat olarak 4-metil katekol
kullanilmistir. 4-metil katekol i¢in Michaelis-Menten sabiti (KM) ve maksimum reaksiyon hizi (Vmax) hesaplanmistir.
Enziminin optimum pH degeri 7,5, optimum sicaklik degerleri ise 10 °C bulunmustur. Vmax ve KM degerleri ise
sirastyla 2,9977 mM ve 0,0087 EU/dak olarak hesaplanmistir. PPO enzimi i¢in sodyum azid, tiyoiire, L-Sistein,
askorbik asit, sitrik asit, benzoik asit, 2-merkaptoetanol ile inhibisyon ¢alismas: yapilmis, her bir inhibitor igin 150
degeri hesaplanmustir.

Anahtar Kelimeler: lamium purpureum, polifenol oksidaz, inhibisyon

Characterization of polyphenol oxidase from red deadnettle (lamium
purpureum) and its inhibition

ABSTRACT

In this work, it is investigated the kinetic properties of polyphenol oxidase (PPO) obtained from Lamium purpureum
(red deadnettle). 4-methylcatechol was used as substrate in the characterization studies. Michaelis-Menten constant
(KM) and maximum reaction velocity (Vmax) were calculated. Enzyme’s optimum pH value was found 7,5; optimum
temperature value was found 10 °C. KM and Vmax values were calculated 2,9977 mM and 0,0087 EU/min
respectively. PPO activity substantially was inhibited from sodium azide, thiourea, L-cysteine, ascorbic acid, benzoic
acid, citric acid, 2-mercaptoethanol and I50 values were calculated each inhibitor.
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1. GiRiS (INTRODUCTION)

Tiiketicinin giderek daha bilinglenmesi sonucu tiiketilen
besinlerin hem ¢evre ve insan sagligina, hem de damak
zevkine uygun olmasi talep edilmektedir. Bu nedenle
gida endiistrisi alaninda iiretim ve pazarlama ile ilgili
yeni yontemler gelistirilmektedir [1]. Meyve ve
sebzelerde ayrica kabuklu deniz hayvanlarinda ¢arpma,
kesme, kabuk soyma ve dilimleme gibi mekanik
zedelenme ve islemlerle bazi renk degisimleri ortaya
¢ikmaktadir. Pembeden mavimsi-siyaha kadar olan bu
renk degisimlerine “esmerlesme” denir [2].

Meyve ve sebzelerde goriilen enzimatik esmerlesme,
esas olarak, organizmada var olan fenolik bilesiklerin
kinona doniismesi, kinonlarin polimerlesmesi ve bunun
sonucu kahverengi, kirmizi, siyah pigmentlerin
olusmasindan kaynaklanir.

Bu olaylardan sorumlu olan enzimler genellikle Polifenol
oksidazlar [EC 1.14.18.1; difenol: oksijen
oksidorediiktaz; polifenol oksidaz (PPO)] ismiyle bilinir
fakat ayrica bu enzimler tirozinazlar, katekolazlar,
krezolazlar ve fenolazlar olarak da isimlendirilir.
Esmerlesme, fenolik substratlar, PPO enzimi ve oksijen
pH, sicaklik ve su aktivitesi agisindan uygun kosullar
altinda bir araya geldiklerinde meydana gelir [3].

PPO enziminin neden oldugu esmerlesmeler {iriiniin
sadece renginde bozulmaya neden olmamakta, ayni
zamanda lezzetini ve Kkalitesini de diisiirmektedir. Bu
nedenle olayin dnlenmesi ve sinirlandirilmasi amaci ile
PPO enziminin nitelikleri {izerinde ¢ok ¢esitli
arastirmalar yiritilmektedir [2].

Termal uygulamalar, oksijenin uzaklastirilmasi,
esmerlesmeyi engelleyen ajanlarmm  kullanilmasi ve
kimyasallarin eklenmesi en etkin metodlar arasindadir.
Gida endiistrisinde PPO’nun termal yolla inhibisyonu
sayesinde enzimatik esmerlesme engellenebilir fakat
geleneksel 1s1 uygulamalart renk bozulmalari, tat hasari,
vitamin ve besin degeri kayiplar1 gibi kotii etkilere neden
olabilir. Oksijen, meyve ve sebzelerin su, surup ya da
tuzlu suya daldirilmasi veya vakumlanmasi yoluyla
uzaklastirilabilir ancak bu tiir uygulamalar kesin sonug
vermez, vakumlanan paketler agildiginda oksijenin
tekrar iceri girmesi ile esmerlesme yeniden baslar.
Esmerlesme karsitt ajanlarin  kullanilmasi ise gida
endiistrisinde tat, lezzet, renk, doku ve maliyet iizerine
etkileri ve toksisite diisiincesiyle kisitlanmaktadir.
Kimyasal katki maddeleri (bisiilfit, askorbik asit ve
analoglar1) enzimatik esmerlesmeyi engellemek igin
kullanilabilir.
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Esmerlesmenin kontroliinde en genel yontem herhangi
bir formdaki stifitlerin (kiikiirtdioksit, sodyum/potasyum
metabistilfit, sodyum/potasyum bistilfit) kullanimidir.
Siilfitler antimikrobiyal ajanlar, beyazlatma ajanlari,
indirgeyici ajanlar ve antioksidan ajanlar olarak
fonksiyon gostererek hem enzimatik hem de enzimatik
olmayan esmerlesmeyi kontrol edebilirler. Ancak saglik
izerine olumsuz etkilerinden dolayr Food and Drug
Administration gerek miisterilere servis edilen gerekse
ham halde satilan sebze ve meyvelerde kullanilmasim
yasaklamigtir. Asitlendiriciler (sitrik asit, malik ve
fosforik asit), selatlayicilar (EDTA) ve indirgeyici
ajanlar (askorbik asit ve kombinasyonlari) gibi kimyasal
bilesikler kullanilmaktadir [3].

2. MATERYAL VE METOD (MATERIALS AND
METHODS)

Calismada  eflatun  c¢icekli  ballibaba (Lamium
purpureum) bitkisi enzim kaynagi olarak kullanilmustir.
Bitki, Sakarya Universitesi yerleskesinden toplanmustir.
Yapilan c¢alismada ekstraksiyon iglemi i¢in polivinil
pirolidon (PVP), askorbik asit ve dipotasyum hidrojen
fosfat ile potasyum dihidrojenfosfat kimyasallari
kullanilmugtir. 4-metil katekol substrat olarak; sodyum
azid, tiyoiire, L-Sistein, askorbik asit, sitrik asit, benzoik
asit ve 2-merkapto etanol inhibitor olarak kullanilmistir.
Kimyasallar Sigma-Aldrich ve Merck firmalarindan
temin edilmistir.

2.1. Polifenol Oksidaz (PPO) Enziminin izolasyonu
(Isolation of Polyphenol Oxidase (PPO))

Toplanip dondurucuda depolanmis olan eflatun ¢igekli
ballibaba bitkisinin yaprak ve ¢i¢cek kisimlarindan 10
gram almarak, % 0,5 polivinil pirolidon (PVP) ve 0,0001
M askorbik asit igeren 30 ml 0,1 M fosfat tamponu (pH
7,0) ile hazirlanan ¢6zelti icerisinde blender yardimiyla 5
dakika boyunca karistirtlarak pargalanmistir. Elde edilen
homojenat 3 kat tiilbetten siiziilmiis ve 5.000 rpm’de 15
dk siiresince santrifiijlenmistir. Bu iglemler sonucunda
ham enzim ekstrakti olarak elde edilen siipernatant
calismalarda kullanilmustir.

2.2. Polifenol
Karakterizasyonu
Oxidase (PPO))

Oksidaz (PPO)
(Characterization

Enziminin
of Polyphenol

PPO enziminin kinetik &zelliklerinin arastirilmasinda
optimum pH, optimum sicaklik ve ¢esitli inhibitorlerin
enzim aktivitesi {izerine etkisinin  belirlenmesi
caligmalar1 yapilmistir.
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2.2.1. PPO Aktivite Tayini (Activity Assays of PPO)

PPO enziminin aktivitesi, 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu,
3 mM 4-metil katekol ¢ozeltisi ve ham enzim ekstrakti
toplam reaksiyon hacmi 3 mL olacak sekilde
karigtirilarak, oda sicakliginda 420 nm’de 60 sn siire ile
absorbanstaki artis1 6l¢iilerek belirlenmistir.

2.2.2. pH etkisi (Effect of pH)

PPO enzimi aktivitesine pH etkisi, 3,0 ile 9,0 arasinda
degisen pH degerlerinde hazirlanmig tamponlar ile
belirlenmistir. pH 3,0-6,0 araliginda 0,1 M sitrat
tamponu, pH 6,0-8,0 araliginda 0,1 M fosfat tamponu ve
pH 8,0-9,0 araliginda 0,1 M tris tamponu kullanilmistir.

2.2.3. Sicaklik Etkisi (Effect of Temperature)

PPO enziminin optimum sicakligimi belirlemek igin 5,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 °C’ lerde enzim aktivitesine
bakilmistir. Bunu belirlemek i¢in daha dnceki gibi 60 sn
boyunca 420 nm’de absorbanstaki artigi izlenmistir.
Yiiksek sicakliklar i¢in su banyosu ve diisiik sicakliklar
icin ise buz banyosunda c¢alisilmigtir.

4-metil katekol substrati 3 mM konsantrasyonunda
kullanilmistir.

2.2.4. Enzim Kinetigi (Enzyme Kinetics)

Enzimin Vmax ve KM degerlerinin bulunmasi igin
kinetik ¢aligmalarda konsantrasyonlart 0,05 mM ile 20
mM arasinda degisen substrat ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Enzimin Vmax ve KM degerlerinin belirlenmesi igin
spektrofotometrik olarak 420 nm’de 60 sn aktivitesi
izlenmistir. Daha sonra absorbans-zaman grafiginden ilk
hizlar1 hesaplanmistir. Bu ilk hiz degerleri Lineweaver-
Burk grafiginde (1/V’ye karst 1/[S]) yerine konularak
KM ve Vmax degerleri bulunmustur. Yapilan iglemler 3
kez tekrarlanmustir.

2.2.5. inhibitér Etkisi (Effect of Inhibitior)

Yapilan calismada sodyum azid, tiyotire, L-Sistein,
askorbik asit, sitrik asit, benzoik asit, 2-merkapto etanol
olmak iizere toplam 7 adet inhibitdr kullanilmistir. Her
bir inhibitdr i¢in I50 degerleri hesaplanmistir.

Calismada kullanilan inhibitorlerin etkilerini tespit etmek
icin sabit enzim miktar1 ve 3 mM’lik sabit substrat
konsantrasyonunda aktivite tayini baz alinarak farkli
konsantrasyonlarda inhibitor aktiviteleri belirlenmistir.
Sonra her bir inhibitdr i¢in % Bagil Aktivite - [I]
grafikleri c¢izilmistir. Elde edilen grafiklerden enzim
aktivitesini yariya indiren substrat konsantrasyonu olan
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Isp degerleri Islemler 3  kez

tekrarlanmuistir.

hesaplanmstir.

3. SONUCLAR VE TARTISMA (RESULTS AND
DISCUSSION)

3.1. pH EtKkisi (Effect of pH)

PPO enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degerini
belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmada 3,0 ve 9,0
arasinda degisen pH’larda hazirlanmis tampon ortaminda
4-metil katekol ile aktivite dl¢liimleri ger¢eklestirilmistir.

120 ~
100

% Bagil
Aktivite

20

pH

Sekil 1. PPO enzimi i¢in optimum pH grafigi (Graphic of optimum pH
for PPO)

Yapilan pH ¢alismasina gére PPO enziminin optimum
pH degeri 7,5°dur. Anamur muzundan (Musa
cavendishii) elde edilen PPO enziminin optimum pH’1
7,0 [4], marula agacindaki (Sclerocarya birrea subsp.
Caffra) PPO enziminin 7,0 [5], patates (Solanum
tuberosum) PPO enziminin optimum pH 6,0 [6], nane
yapraklarindan (Mentha piperita) elde edilen PPO
enziminin optimum pH degerleri 7,0 bulunmustur [7]. Bu
sonuglara gore yapilan ¢aligmanin literatiirdeki benzer
calismalar ile paralellik gosterdigi sdylenebilir.

3.2. Sicaklik Etkisi (Effect of Temperature)
PPO enziminin optimum sicakligini belirlemek igin 5,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 °C’lerde enzim aktivitesine

bakilmigtir. Caligmada substrat konsantrasyonu 3 mM
olarak kullanilmistir.
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120 ~
100 -

% Bagil
Aktivite

O T T T v 1
0 20 40 60 80

Sicakhik (°C)

Sekil 2. PPO enzimi i¢in optimum sicaklik grafigi (Graphic of optimum
temperature for PPO)

Calisma sonucuna gore PPO enziminin optimum sicaklik
degeri 10 °C bulunmustur. Literatiirde enzimin optimum
sicaklik degerinin 30-50 °C olarak bildirildigi
goriilmektedir [8]. Vanilya ¢ekirdeginde bulunan PPO
enziminin optimum sicaklik degeri 37 °C [9], muz (Musa
sapientum L.) PPO i¢in 30 °C [10], ¢in lahanast PPO i¢in
40 °C[11], 1sirgan otu (Urtica dioica L.) PPO enzimi igin
30 °C’dir [12]. Bu sonuglara gore, bitki kaynagina gore
optimum sicaklik degerinin degisiklik gosterdigi
sOylenebilir.

3.3. Enzim Kinetigi (Enzyme Kinetics)

Eflatun ¢igekli ballibaba bitkisinden elde edilen polifenol
oksidaz enzimi ile yapilan kinetik ¢alismada, enzim
aktivitesi Ol¢limleri spektrofotometrik olarak degisen
substrat varliginda, 420 nm’de yapilmistir. Michealis-
Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax)
degerlerinin belirlenmesi i¢in dnce substrat doygunluk
egrisi c¢izilmistir ve bu grafikten Lineweaver-Burk
grafigine gegilip hesaplamalar yapilmistir.

0,01 ~
0,008
0,006

VvV 0,004
0,002

20

[S] (mM)

Sekil 3. PPO enzimi i¢in substrat doygunluk egrisi (Graphic of substrate
saturation for PPO)
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R2=0,9998

14S] (mM2) 3 4
Sekil 4. PPO enzimi i¢in Lineweaver-Burk grafigi (Graphic of
Lineweaver-Burk for PPO)

Enzim kinetigi ¢aligmasi sonucuna gore, serbest enzimin
KM ve Vmax degerleri sirasiyla 4-metil katekol icin
2,9977 mM ve 0,0087 EU/dk olarak hesaplanmustir.
Patlican (Solanum melongena) bitkisi PPO i¢in KM
degeri 0,34 mM’dir [13]. Isirgan otu (Urtica dioica L.)
PPO i¢in KM degeri 0,79 mM, Vmax degeri ise 11290
EU/mL [12], marula agact (Sclerocarya birrea subsp.
Caffra) PPO enzimini i¢in ise KM degerleri 1,43 diir [5].

3.4. inhibitor Etkisi (Effect of Inhibitior)

Yapilan c¢alismada substrat olarak 4-metil katekol
kullanilarak sodyum azid, tiyotire, L-Sistein, askorbik
asit, sitrik asit, benzoik asit, 2-merkapto etanol olmak
iizere toplam 7 adet inhibitoriin etkisi incelenmistir. Elde
edilen grafiklerden her bir inhibitdr icin Iso degerleri
hesaplanmigtir. Elde edilen grafikler ve hesaplanan
degerlerin tablosu asagida verilmistir.

100

80

[N
(e
1

% Bagil
Aktivite 40

O T T 1
0 5 10 15

[Sodyum azid] (mM)

Sekil 5. PPO enzimi {izerine sodyum azid etkisi (Effect of sodium azide
on PPO)
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[Tiyoiire] (mM)

Sekil 6. PPO enzimi {izerine tiyoiire etkisi (Effect of thiourea on PPO)

100 -
*
80 -
% Bagil 60 -
Aktivite 40 - . .
20 A
0 T 1

0 0,05 0,1
[L-Sistein] (mM)

0,15

Sekil 7. PPO enzimi tizerine L-Sistein etkisi (Effect of L-cysteine on
PPO)
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100
80
% Bagil 60 1 J
Aktivite 40
20

[Sitrik asit] (mM)

Sekil 10. PPO enzimi iizerine sitrik asit etkisi (Effect of citric acide on
PPO)

80 -

60 -
% Bagil
Aktivite

20 -

O T T 1
0 0,002 0,004 0,006

[2-Merkapto etanol] (mM)

Sekil 11. PPO enzimi iizerine 2-Merkapto etanol etkisi (Effect of 2-
Mercapto ethanol on PPO)

Tablo 1. PPO enzimi iizerine etki eden inhibitérlerin sy degerleri (Iso
values of inhibitors effects on PPO

150 ~
100 -
% Bagil
Aktivite ) .
O T T 1
0 0,05 0,1 0,15

[Askorbik asit] (mM)

Inhibitor Iso(mM)
Sodyum azid 5.4742
Tiyoiire 3.4650
L-Sistein 0.0663
Askorbik asit 0,0966
Benzoik asit 13.3836
Sitrik asit 24.3629
2-Merkapto etanol 0.00275

Sekil 8. PPO enzimi iizerine askorbik asit etkisi (Effect of ascorbic acid
on PPO)

80 -
L 4
60 -
%Bagl . | ¢
Aktivite
20 -
0 : : .
0 10 20 30

[Benzoik asit] (mM)

Sekil 9. PPO enzimi {izerine benzoik asit etkisi (Effect of benzoic acid
on PPO)
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Sonuglara gore en fazla inhibitor etkisi gosteren 2-
Merkapto etanol, L-Sistein ve askorbik asittir. Enginar
(Cynara scolymus L.) PPO enzimi iizerine sodyum
metabisiilfit ve askorbik asidin en etkili inhibitorler
oldugu [14], nane yapraklarindaki (Mentha piperita) PPO
enzimine glutatyon, askorbik asit, potasyum siyaniir,
tiyoiire, sodyum azid, sodyum metabisiilfit, f-merkapto
etanol inhibitdrlerinin etkisi ¢alisilmig, en yiiksek
inhibisyona sodyum metabisiilfitin sebep oldugu [7], Cin
lahanasindan PPO enzimi iizerine en etkili inhibitorlerin
B-merkaptoetanol, askorbik asit, glutatyon ve L-sistein
oldugu belirlenmistir [11]. Buna gore sonuglarin
literatiirdeki benzer calismalar ile paralellik gosterdigi
sOylenebilir.
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Bu calisma ile eflatun ¢icekli ballibaba bitkisinden

ekstrakte edilen PPO enzimi
optimum c¢aligma sartlari

karakterize edilerek
belirlenmis; inhibisyon

calismalar1 yapilarak iriinlerin renginde kararmaya
neden olmanin yani sira lezzet ve kalitesinde diisiislere
yol agan PPO enzminin aktivitesi azaltilmistir.
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