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Oz

Farkli bitkisel kaynaklardan saflastirilan peroksidaz enzimleri verimli bir sekilde endiistriyel atiklarda yer alan
boyar maddelerin gideriminde kullanilmaktadir. Ucuz ve kolay ulasilabilir bitkisel bir kaynak olan kudret nar1
(Momordica charantia) meyvesi 6nemli bir peroksidaz kaynagidir. Bu nedenle ¢alismada kudret nar1 meyvesinin
ham ve olgun halinden amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi ile saflastirilan peroksidaz enzimi kullanilarak gigek
sekilli hibrit nano yap1 elde edilmesi ve enzimatik aktivitelerinin karsilastirmali olarak olgiilerek direct blue 1 boya
gideriminde kullanilabilirlikleri hedeflenmistir. Elde edilen verilere gére ham kudret nar1 meyvesinden yapilan
%50 oraninda protein ¢dktiirmesi sonucu toplam protein miktar1 0,485 mg/mL bulunurken peroksidaz aktivitesi
2360,9 EU/mg olarak tespit edilmistir. Bunun yaninda olgun kudret nar1 meyvesinden yapilan %60 oraninda
protein ¢oktiirmesi sonucu ise toplam protein miktar1 0,232 mg/mL iken serbest peroksidaz aktivitesi 7719,30
EU/mg olarak tespit edilmistir. Farkli biiyiime sathalarinda yer alan meyvelerden optimum kosullarda
saflastirilmig peroksidaz enzimleri enzim-inorganik hibrit nano ¢icek sentez yontemi ile immobilize edildiginde
serbest formlarina gére daha yiiksek enzimatik aktivite sergilemislerdir. En yiiksek peroksidaz aktivitesi olgun
meyvede ve hibrit nano ¢igek formunda (19661,6 EU/mg) goriilmiistiir. Ayrica ¢alismada tekstil endiistrisinde
yaygin olarak kullanilan Direct Blue 1 boyasinin giderimi igin hibrit nano ¢igeklerin serbest peroksidaz enzimleri
ile Kkarsilastirmali olarak kullanilabilirlikleri arastirilmistir. Ozellikle ham meyve peroksidazi kullanilarak
sentezlenen hibrit nano ¢icek formunun daha fazla boya giderimi yaptig1 tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Kudret Nar1 Peroksidaz, Hibrit Nano Cigek, Boya Giderimi.

Synthesis of Hybrid Nanoflowers Using The Purified Bitter Gourd
(Momordica charantia Descourt.) Peroxidase and its Usability Of Direct Blue 1
Decolorization

Abstract

Peroxidase enzymes are purified from different plant sources are used efficiently for the removal of dyes in
industrial wastes. The fruit of bitter gourd (Momordica charantia), an inexpensive and easily accessible vegetable,
is an important source of peroxidase. For this reason, the aim of this study was to investigate hybrid nanoflower
by using purified peroxidase enzyme from green and ripe form of bitter gourd viaammonium sulphate precipitation
method, and to compare their enzymatic activities by direct blue 1 dye removal. According to the data, total protein
content was found to be 0.485 mg/mL and peroxidase activity was found to be 2360.9 EU/mg as a result of 50%
protein precipitation made from green bitter gourd. However; total protein amount was 0.232 mg/mL and free
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peroxidase activity was determined as 7719.30 EU/mg as a result of 60% protein precipitation made from ripe
bitter gourd. Peroxidase enzymes which were purified from bitter gourd in different growth stages under optimum
conditions showed higher enzymatic activity compared to free forms when immobilized via enzyme-inorganic
hybrid nanoflower synthesis method. The highest peroxidase activity was seen in mature fruit and hybrid
nanoflower form (19661, 6 EU/mg). In addition, the usability of hybrid nanoflowers was investigated compared
to the free purified peroxidase for removal of Direct Blue 1 dye widely used in textile industry. It was determined
that hybrid nanoflower form synthesized especially by using ripe bitter gourd peroxidase had more dye removal.

Keywords: Bitter Gourd Peroxidase, Hybrid Nanoflower, Decolorization

1. Giris

Son yillarda aragtirmacilar fenolik kirleticilerin atik sulardan uzaklastirilmasina yonelik klasik kimyasal
aritma yontemlerine alternatif kullanilabilecek mikrobiyal uygulamalarm kullanimina odaklanmiglardir
[1-5]. Peroksidazlar ve polifenol oksidazlar gibi oksidorediiktif enzimler, aromatik kirletici maddelerin
giderilmesinde ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir. Bu enzimler substratlara etki ederek, ortamdaki ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda organik kirleticilerin uzaklastirilmasini katalize etmektedirler. Boyalardan
fenolik bilesenlerin giderilmesi siirecinde bazi mikrobiyal, bitkisel ve polifenol oksidaz tiirler gérev
almaktadir. Ancak bu siireg fazla maliyetli oldugundan dolay1 dezavantajli goriinmektedir [6,7].

Ozellikle endiistriyel biyokatalizorler olarak enzimlerin pratikte kullanilabilmeleri igin

etkinliklerinin, aktivitelerinin, kararhliklarinin ve geri kazanimlarmin arttirilmasi gerekmektedir [8]. Bu
amacla enzim immobilizasyonu son yillarda yogun olarak ¢alisilmaktadir. iImmobilizasyon, enzimlerin
kat1 bir destek tizerine tutturulmas: ya da igerisine hapsedilmesi seklinde gergeklestirilebilir. Enzim
immobilizasyonunda kovalent baglama, ¢apraz baglama, adsorpsiyon, tutuklama ve enkapsiile etme
seklinde bes farkl1 yaklasim vardir [9]. Immobilizasyon islemi ile enzim kararhligindaki artis enzimin
ekonomik olarak sonraki pratik uygulamalarda kullanilmasini miimkiin kilmaktadir [10]. Ancak
konvansiyonel immobilizasyon calismalarinda immobilize edilen enzimlerin serbest enzime goére
kararliliklarmin artmasina ragmen aktivitelerinin diistiigii goriilmistiir [1,11]. Son yillarda, farkli bir
enzim immobilizasyon yaklasimi kullanilarak enzimlerin aktivitesinin ve kararliliginin yiikseltilmesi
hedeflenmektedir. Bu amagla bazi protein/enzim ve metal iyonlarimin fosfat tampon igerisinde
inkiibasyonu ile ¢i¢ek sekilli hibrit yapilarin sentezi literatiirde rapor edilmistir [11,12]. Rapor edilen bu
calismalarda, sentezlenen hibrit nano ¢igek formundaki enzimlerin aktivitesinin ve kararliliginin serbest
enzimlere gore dikkat ¢ekici dlgiide arttig1 gosterilmistir [11-16].
Son yillarda, peroksidaz caligmalari, klinik, endiistriyel ve ¢evresel alanlar gibi genis spektrumlu
uygulamalar1 nedeniyle giderek artmaktadir. Ozellikle, peroksidazlarin fenolik kirleticileri kirli atik
sulardan uzaklastirmak i¢in etkili bir sekilde kullanilabildigi birgok ¢alisma ile kanitlanmistir [6,17].
Peroksidazlar, dogada (hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda) yaygin olarak bulunan ve hidrojen
atomlarim verme egiliminde olan bilesikler ile bu atomlar1 alict durumunda olan H>O> bilesigi arasindaki
reaksiyonu katalizleyen oksidorediiktaz sinifi enzimlerdir [18]. Bu grup enzimler, hidrojen peroksiti
kullanarak organik ve inorganik substratlarin oksidasyonunu, fenoller, hidrokinonlar, hidrokinonid
aminler gibi ¢ok sayida aromatik bilesiklerin dehidrogenasyonu reaksiyonlarmi katalizler [17, 19].
Peroksidaz enziminin sayilan bu oOzellikleri enzimi mikroanalitik, biyomedikal ve endiistriyel
uygulamalarda kullanish hale getirmektedir. Endiistriyel boyutta peroksidaz enzimi saflastirilmasi igin
yeni kaynaklar devamli arastirilmaktadir.

Bitkisel peroksidaz enzimleri 200 den fazla cok cesitli kaynaktan saflastirilmaktadir ve
Momordica charantia (kudret nari) meyvesi onemli bir peroksidaz kaynagi olarak karsimiza
¢cikmaktadir. Meyve sigile benzer dis ve yogun ¢ikintili uzun sekillidir. Yesil renkli ham meyve sebze
olarak tiiketilebilirken sari-turuncu renkli olgunlagmus hali ¢esni olarak kullanilmaktadir [20]. Yapilan
klinik ¢aligmalar ile kudret nar1 meyve, tohum ve yapraklarindan elde edilen ekstrelerin biyoaktif
bilesenler igerdigi, anti-fungal, anti-inflamatuar, ates diisiiriicii veya yara iyilestirici olarak tedavi edici
fonksiyon gosterdigi kanitlanmistir [21]. Bitki; saponinler, polisakkaritler, proteinler, triterpenler,
alkaloitler, flavonoitler, kinin, aminoasitler, yag asitleri (%7.5-20 palmitik asit, %0.3-3.5 palmitoleik
asit, %0.5-5 stearik asit, %55-83 oleik asit, %3.5-21 linoleik asit, <%1.0 linolenik asit) ve eser
elementler gibi farkli tiirde bilegenler igerir [20].

Bu calismada; daha ucuz ve kolay ulagilabilir bitkisel bir kaynak olan kudret nar1 meyvesinin
ham ve olgun halinden amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi ile peroksidaz enzimini yiiksek verimlilikle
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saflagtirmak, elde edilen enzimler kullanilarak yeni bir immobilizasyon yontemi olan ¢igek sekilli hibrit
nano yapi formuna doniistiirdiikten sonra enzimatik aktivitelerini karsilastirmali olarak aragtirmak
ardindan, direct blue 1 boya gideriminde kullamlabilirlikleri belirlenmesi aragtirilmistir.

2. Materyal ve Metod
2.1.Kimyasallar ve Materyaller

At turpu peroksidaz (Cat.No.77332), Bovine serum albumin (BSA), hidrojen peroksit (H-O5), guaicol,
bakir siilfat penta hidrat, sodyum asetat, amonyum siilfat, methanol, fosforik asit, ve diger kimyasallar
Sigma-Aldrich’den satin alindi. Direct blue 1 boyasi ise Alfa Aesar (A14242) den satin alindi. NaCl,
KCI, NazHPQO4, KH2PO4, HCI, NaOH and Coomassie brilliant blue G-250 kimyasallar1 ¢ozeltilerin
hazirlanmasinda kullanildi. SnakeSkin™ Dialysis Tubing, 10K MWCO, (Thermo 68100) ise diyaliz
asamasinda kullanild.

2.2.Kudret nar1 proteinlerinin amonyum siilfat saflagtirmasi

Ham ve olgun M. charantia meyvesi Erciyes Universitesi Seyrani Ziraat Fakiiltesi kiiltiir
koleksiyonlarmdan temin edildi. 10 g kudret nar1 20 mL 0.1 M sodyum asetat (pH 5.6) soliisyonu ile
homojenize edildi. Elde edilen ham homojenat Akhtar ve arkadaslarinin tammladigi yonteme gore
hazirlandi [21]. Homojenat, dort kat tiilbentten stiziildii. Siiziintii daha sonra 10.000 g, + 4°C'de 15 dk
santrifiij edildi. Elde edilen berrak siipernatanta,% 50-80 (w/v) (NH4).S04 ilave edilerek fraksiyonlarma
ayrildi. Maksimum ¢okelti elde etmek i¢in fraksiyonlar +4°C'de gece boyunca karistirildi. Pellet, 10.000
g, +4°C'de 15 dk santrifiij sonrasi toplandi. Elde edilen pellet uygun miktarda deiyonize su iginde
yeniden ¢6ziildii ve pH 7.4 fosfat tamponuna kars1 diyaliz edildi. Protein konsantrasyonu, standart olarak
BSA kullanilarak Bradford protein tahlil yontemi ile 6lgtldi.

2.3. Hibrit nano ¢iceklerin hazirlanmasi ve karakterizasyonu

Hibrit nano cicekler Zare ve arkadaslarmin tamimladig1 yonteme gore sentezlendi [12]. Ilk olarak; ham
ve olgunlagnus M. charantia meyvesinden saflastiriimis peroksidaz enzimi (0.02 mg mL™) ve Cu*? (0.8
mM) fosfat tampon (pH 7.4) icerisinde ¢oziildii. Karigim 30 s vortexlendikten sonra 3 giin boyunca
+4°C'de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi olusan mavi renkli pellet santrifiij ile topland: ve
baglanmayan protein ve metal iyonlarinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in 3 defa saf su ile yikama yapildi.
Sentez sonrasi siipernatanta enkapsiilasyon verimi hesaplanabilmesi i¢in protein tayini yapildi. Ardindan
pellet oda sicakliginda vakum altinda kurutuldu. Hibrit nano ¢i¢eklerin morfolojisi elektron mikroskobu
(SEM) ile goriintiilendi. Elementel kompozisyonlari Enerji-dagilimli X-Ray teknigi (EDX) ile
karakterize edildi. Kimyasal yapisi1 ise Fourier Doniistimii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) ile analiz
edildi.

2.4. Peroksidaz enzim aktivitesi olciimii

Peroksidaz enzim aktivitesi, PBS (pH 6.8) tamponunda substrat olarak guaiacol kullanilarak
kolorimetrik ve spektroskopik yontemler kullamlarak belirlendi. Ayni miktarda hibrit nano ¢igekler ve
serbest peroksidaz enzimi, 1 mL PBS'de (pH 6.8) ayr1 ayr1 ¢6ziildii ve daha sonra her reaksiyon tiipiine
1 mL 22.5 mM H,0; ve 1 mL 45 mM guaiacol ilave edildi. 470 nm'de spektrometrik absorbans, UV-Vis
spektrofotometresi (HITACHI UH5300) kullanilarak 6l¢iildii.

2.5. Direct blue 1 boya giderimi deneyleri

Suda hazirlanmis 1 mg mL™ stok boya ¢ézeltisi oda sicakliginda karanlikta saklandi. 1.85 mL PBS (pH
5-6-7-8-9-10), 150 ul stok boya ¢ozeltisi (50 mg/L) ve 1 mL H.0- (22,5 mM) nihai hacim 3 mL olacak
sekilde reaksiyon tiipiline ilave edildi. Reaksiyon karisimi kuvvetlice karistirildi. Ardindan her bir tiipe
ayni miktarda hibrit nano ¢igek ve peroksidaz (0,25 mg mL™) enzimi ilave edildi. Reaksiyon tiipleri
farkli sicakliklarda (25°C, 40°C ve 60°C), calkalamadan ve tamamen karanlikta inkiibe edildi. Daha
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sonra hibrit nano ¢igekler santrifiij ile ortamdan ayrildi. Kalan boya konsantrasyonu 618 nm'de
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii ve asagidaki formiil ile boya giderimi hesaplandi.

[Boya Glde”ml %: (ABaslanglc Abs..'AFinaI Abs) X 100 / ABaslanng Abs.]-

Agagiangie AbsSIfir anda baglangic absorbans degeri ve Asina abs. 1Se belirlenen zamandaki absorbans
degeridir.

2.6. Direct blue 1 boya gideriminde hibrit nano ciceklerin tekrar kullamlabilirligi

Direct blue 1 boya gideriminde hibrit nano ¢igeklerin tekrar kullanilabilirlik ¢aligsmasi yapildi. Deney
periyodu sonrasi, reaksiyon ¢ozeltisi 5000 rpm'de santrifiijlendi ve pellet ilgisiz molekiilleri
uzaklastirmak i¢in 3 kez saf su ile yikandi. Yikanan hibrit nano gi¢ekler, bolim 2.5'te belirtildigi gibi
ayni1 prosediirde tekrar kullanildi.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1.Kudret nar1 proteinlerinin amonyum siilfat saflastirmasi

Ham ve olgunlasmis kudret nar1 meyvesinden toplam protein saflagtirmasi %50-80 araliginda amonyum
siilfat tuzu kullanilarak protein ¢oktiirmesi yapilirken es zamanli olarak en yliksek peroksidaz aktivitesi
gosteren kosul da tespit edildi. Ham kudret nar1 meyvesinden elde edilen peroksidaz enzimi GP olarak

kodlanirken, olgun kudret nar1 meyvesinden elde edilen peroksidaz enzimi RP olarak kodlandi.
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CZZRP wmmGP - & -RP —4—GP
ekil 1. Ham ve olgunlasmus kudret nari meyve proteinlerinin amonyum siilfat saflagtirmasi tizerine etkisi
gul yVep yu
(Isaretlenmis kolonlar (*) optimum kosul olarak tespit edilmistir).

Sekil 1’de goriildiigi tizere RP igin %60, GP i¢in %50 oraninda amonyum siilfat ¢oktiirmesi
optimum kosul olarak tespit edildi ve peroksidaz enzimi bu kosullarda gece boyu bekletilerek ¢cokmenin
tam olmasi saglandi. RP, en yiiksek peroksidaz aktivitesinin (7719,30 EU/mg) oldugu %60 oraninda,
protein miktar1 0,232 mg mL™ iken GP icin peroksidaz aktivitesinin (2360,9 EU/mg) en yiiksek oldugu
¢oktiirme kosulu %50 olarak gériilmiistiir. Bu oranda yapilan protein tayin sonucu ise 0,485 mg mL™
dir. En diigiik protein konsantrasyonu %70 oraminda amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilmistir.
Dhanashree ve arkadaslart M. charantia meyvesiden peroksidaz enzimi saflastirmasinda amonyum
siilfat tuzunun maksimum enzim kazanmmmina neden oldugunu ifade ederek ydntemimizi
desteklemektedir [23]. Olgun meyveden yapilan enzim saflastirmasi ham meyveden yapilan enzim
saflagtirmasina gore daha yiiksek peroksidaz enzim aktivitesi gostermektedir. Benzer sekilde, Akthar ve
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arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada kudret nar1 proteinlerinin amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile
fraksiyonlarma ayrildiginda ¢ok yiiksek peroksidaz aktivitesi sergiledigini rapor etmislerdir [22]. Kudret
nar1 meyvesinden saflastirilmis peroksidaz enzimi gore son derece ucuz ve kolaylikla ulagilabilir bir
kaynak olup ticari enzimlere alternatiftir [22].

3.2. Hibrit nano ciceklerin hazirlanmasi ve karakterizasyonu

Hibrit nano cigek yapilarin sentezinde organik bilesen olarak ham ve olgun meyveden saflastirilmis
peroksidaz enzimi ve inorganik bilesen olarak Cu®* iyonlar1 kullamldi. Bu yéntem de gigek sekilli nano
yapilar, fosfat tamponu ile Cu® nin olusturdugu yapiyla proteinlerin kompleks olusturmasi esasina
dayanir [24,25]. Olusum mekanizmasinda ilk olarak birincil bakir fosfat kristalleri olusur. Bu agsamada
protein molekiilleri baskin olarak Cu (II) iyonlar ile 6zellikle protein omurgasindaki amin gruplarmin
koordinasyonu sayesinde kompleksler olustururlar. Olusan bu kompleksler bakir fosfat birincil
kristallerin cekirdeklenme alanlar1 haline gelir. Ikincil biiyiime asamasinda, protein molekiilleri ve
primer kristaller iri topaklar haline gelir. Bakir fosfat kristallerinin kinetik olarak kontrolii agregatlarin
yiizeyindeki bireysel bakir baglayici bolgelerden kaynaklanir bu da ayr1 ayr yapraklarin olusmasina
neden olur. Son asamada anizotropik biiylime dalli ve gigek sekilli hibrit nano yapinin olusmasi ile
sonuglanir. Bu biiylime siirecinde, protein yaprak skafoldlarin olusturulmasi igin bakir fosfat kristalleri
cekirdeklenmeyi indiikler ve yapraklari birbirine baglamak i¢in bir “tutkal” olarak gérev yapar. Nano
boyuttaki bu yaprak sekilli yapilar bir araya gelerek birbirine baglanirlar ve mikro boyutlu hibrit nano
cigekleri olustururlar. Bu nedenle sentezlenen yapilar “hibrit nano ¢igek-nanoflower (nfs)” olarak
yontemi kesfeden Zare ve ekibi tarafindan adlandirilmistir [12].

Olgun ve ham meyveden basariyla saflagtirilmis peroksidaz enzimlerinden hibrit nano ¢igek
standart protokol ile elde edildi [12,23,24]. Ham ve olgun kudret nar1 meyvesinden optimum kosullarda
saflastirilmis peroksidaz enzimi 0.02 mg mL™ konsantrasyonda PBS (pH 7.4) tamponunda hibrit nano
cigek eldesi igin kullanilmustir. Sekil 2°de sentezlenen hibrit nano ¢igek yapilarn elektron mikroskop
goriintiileri verilmistir. Sekil 2 (A,B,C) olgun meyve peroksidazi kullanilarak sentezlenmis hibrit nano
¢igegin morfolojisini aydinlatmaktadir, bu yapt RPnfs olarak kodlanmistir. Sekil 2 (D,E,F) ise ham
meyve peroksidazi kullanilarak sentezlenmig hibrit nano ¢igegin morfolojisini aydinlatmaktadir, bu yap1
ise GPnfs olarak kodlanmustir. Sekil 2°de goriildiigii izere biiyiik yapraklar kiire seklinde ¢igek benzeri
morfolojiye sahip olup siki sekilde paketlenmistir. RPnfs yaklasik 4 um boyutunda iken GPnfs yaklasik
10 um boyutunda hibrit yap1 olusturmustur. Her iki sentez sonucu homojen bir morfoloji s6z konusudur.

Sekil 2. Saflastirilan peroksidaz enzimi (0.02 mg mL™) ile sentezlenen hibrit nano cigeklerin elektron mikroskop
gorintiisii; (A, B, C) RPnfs; (D, E, F) GPnfs.
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Sekil 3. Sentezlenen (a) RPnfs (b) GPnfs hibrit nano ¢igeklerin EDX spektrumu

Sentezlenen hibrit nano ¢igek yapilarin elementel igerigi EDX teknigi ile analiz edilmistir. Sekil
3’de her iki hibrit nano ¢i¢ek yapida var olan Cu metaline karsilik gelen pikler agik¢a goriilmektedir.

Saflagtirilmis serbest peroksidaz enzimi ve hibrit nano ¢igek yapilari hakkinda bilgi sahibi olmak
ve enzim immobilize edildiginde serbest yapida meydana gelen degisiklikleri incelemek i¢in FTIR
spektrum analizi yapildi. Serbest peroksidaz enziminin karakteristik pikleri Sekil 4 (A ve C)’ de verilen
FTIR spektrumunda gosterilmistir. Sekil 4’de ~578 ve 624 cm™de gozlenen P-O grubu frekanslar:
immobilize edilmis yapida ~620 cm™*’deki frekanslara kayma gostermistir. ~1100 cm™’deki bantlar P=O
grubuna spesifiktir ve hibrit nano ¢igek yapisinda ~960 cm™, 1042 cm™ ve 1153 cm™ frekanslarma
kayma gostermistir. Serbest peroksidaz enzimindeki -CONH grubuna ait olan bant frekans1 ~1635 cm™
iken [26] hibrit nano ¢igek yapisinda bant kayma gostererek ~1620 cm™’de gériinmektedir. ~2100-3400
cm™ araligindaki bantlar ise -CH; ve -CHs gruplarina aittir ve serbest peroksidaz enziminde siddetli iken
hibrit nano ¢i¢ek yapisinda daha zayif olarak goriilmiistiir.

| B ' « D
Sekil 4. (A) Serbest RP (B) RPnfs (C) Serbest GP ve (D) GPnfs yapilarinin FTIR spektrumlari

3.3. Hibrit nano ciceklerin enzimatik aktivitesi

Olgun ve ham meyveden 9%50-60-70-75-80 konsantrasyonda amonyum siilfat tuzu kullanilarak
¢Oktiiriilen peroksidaz enzimlerinden hibrit nano ¢igek elde edildi ve serbest formlari ile peroksidaz
aktivite karsilastirmast yapildi (Tablo 1). Momordica charantia meyvesinde peroksidaz enzim
aktivitesini ilk defa Akhtar ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmada 300 EU/mg olacak sekilde tespit
etmiglerdir [27]. Bu ¢aligmada ise olgun meyveden %60 oraninda amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile
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yapilan saflagtirma sonucu elde edilen serbest peroksidaz enzimi 50.dakika sonunda 7719,301 EU/mg
aktivite gosterirken hibrit nano ¢igek formuna doniistiiriildiikten sonra aktivite 2,5 kat daha artarak
19661,660 EU/mg’a yiikselmistir. Ham meyveden yapilan saflastirma oranlarina gore en yiiksek
peroksidaz aktivitesi %50 amonyum siilfat ¢oktiirmesinde goriiliirken aktivite degeri 50. dakika sonunda
2360,903 EU/mg’dir. Bu enzim hibrit nano ¢igek formuna doniistiiriildiigiinde ise aktivite 1,76 kat
artarak 4151,988 EU/mg a ulasmistir. Buna gore olgun meyve igerisinde biyolojik olarak aktif
peroksidaz enzim miktar1 daha fazladir. Cigek sekilli hibrit nano yapilarin sentezi ile serbest formda var
olan aktivite artmaktadir. Konvansiyonel enzim immobilizasyon yontemleri ile karsilastirildiginda
hareketsiz forma doniistiiriilmiis olan bir enzimin aktivitesinde artis meydana gelmesi kullanilan bu
yontemi avantajl kilmaktadir.

Tablo 1. Ham ve olgun M. charantia meyvesinden saflastirilmis serbest peroksidaz enzimleri ve hibrit nano
cicek formunun peroksidaz aktivitesi [T:50 min]
Peroksidaz Aktivite (EU/mQ)

Amonyum Siilfat RP RPnfs GP GPnfs
(wiv %)
50 1661,655 3581,956 2360,903 4151,988
60 7719,301 19661,660 1578,948 1840,602
70 757,895 4547,370 215,489 270,677
75 375,940 1052,633 270,124 383,459
80 330,827 1060,152 135,338 351,880

Olgun ve ham meyveden optimum kosullarda peroksidaz enzimi saflastirilip hibrit nano ¢igek
haline doniistiiriildiikten sonra serbest form ile karsilastirmali olarak 50 dakikalik bir aktivite kontrolii
saglandi (Sekil 5). Serbest enzimleri ile yapilan karsilastirmada en yiiksek aktivite olgun meyvede ve
hibrit nano ¢i¢ek formunda goriildii.
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Sekil 5. Peroksidaz enzim aktivitesine zamanin etkisi

579



C. Altinkaynak, A. Baldemir Kilig, N. Ozdemir, V. Yilmaz, 1. O¢soy / BEU Fen Bilimleri Dergisi 9 (2), 573-583, 2020
3.4.Direct blue 1 enzimatik boya giderimine pH’nin etkisi

Endiistriyel olarak Direct blue 1 olarak tanimlanan boya Chicago sky blue olarak da bilinmektedir. Azo
grubu boyalardan olup son derece kanserojendir. Maksimum absorbsiyon gosterdigi dalga boyu
Amax=618 nm’ dir. Hibrit nano ¢igek yapilarin Direct blue 1 gideriminde optimum pH kosulunun tespit
edilebilmesi i¢in pH 5-10 araliginda PBS tamponlar1 kullanilarak 50 mg/L konsantrasyonda boya
giderimi 50.dak ve 25°C ayr1 ayr1 gergeklestirildi. Farkli pH degerlerine sahip tampon ortaminda yapilan
giderim sonrasi1 Sekil 6’da goriildiigii tizere optimum pH degeri hem RPnfs hemde GPnfs i¢in pH 9
olarak tespit edilmistir. 50. dakikada RPnfs i¢in boya giderimi %100 iken GPnfs igin %76 olarak
belirlenmistir. Daha 6nce Akhtar ve arkadaslari tarafindan kudret nar1 meyvesinden peroksidaz enzimi
saflagtirmasi yapilmis ve saflastirilan enzim Con A-Sephadex tizerine immobilize edilerek 50-200 mg/L
konsantrasyonda yer alan ¢esitli boya giderimlerinde kullamilmistir [28]. Amcak Akhtar bu ¢alismasinda
direct blue boya giderimini test etmemis olup Reactive Blue 4-160-171, Reactive Orange 4-86, Reactive
Red 120 ve Reactive Yellow 84 gibi boyalar i¢in optimum ¢alisma kosulunu pH 3.0-4.0 araligi olarak
belirlemis olup boya giderimini %80-98 araliginda gézlemlemistir [28].

100 .
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g . »~GPnfs
kg
> RP
2 a0 "

20

0

4 s 6 7 8 9 10 11
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Sekil 6. Direct blue 1 boya giderimine pH nin etkisi (50. dakika, 25°C)
3.5.Direct blue 1 enzimatik boya giderimine sicakhigin etkisi

Optimum pH tespit edildikten sonra optimum reaksiyon sicakligimin belirlenmesi igin ti¢ farkli sicaklik
test edildi. Sekil 7°de goriildiigi tizere oda sicakliginda gergeklestirilen boya gideriminde GPnfs yapisi
50. dakikada %76 oraninda boya giderirken sicaklik yiikseltildiginde giderim azalmis sirasiyla %69
(40°C) ve %56 (60°C)’ya diismiistiir. RPnfs yapisi ise ayni kosullarda 50. dakikada %100 oraninda boya
giderirken sicaklik yiikseltildiginde giderim azalms sirastyla %90 (40°C) ve %70 (60°C)’e dismiistiir.
Bu nedenle galigmamizda optimum boya giderimi sicakligi oda sicakligi kabul edilen 25°C olarak
belirlenmistir. Literatiirde ise M.charantia meyvesinden peroksidaz enzimi saflastirilarak bu ¢alismadan
farkli bir yontem ile immobilize edilmis olup 50-200 mg/L konsantrasyon araliginda degisen Reactive
blue 4-160-171, Reactive orange 4-86,reactive red 120 ve recative yellow 84 gibi farkl tiirde boyalarin
giderimi i¢in optimum ¢aligma sicakligi 40°C olarak belirlenmistir [28].
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Sekil 7. Direct blue 1 boya giderimine sicakligin etkisi (pH 9, 50. dakika)

3.6. Direct blue 1 boya gideriminde hibrit nano ciceklerin tekrar kullanilabilirligi
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Sekil 8. Direct blue 1 boya giderimine hibrit nano gigeklerin tekrar kullanilabilirligi (50. dakika, 25°C)

Sekil 8’de gosterildigi tizere RPnfs hibrit nano ¢igek yapisi 7. kez kullammda dahi baslangigta
gosterdigi aktivitenin %76’ sim korumaktadir. GPnfs hibrit nano ¢igek yapisi ise 7. kez kullanimda
baslangigta gosterdigi aktivitenin %53’ tinii korumaktadir. Benzer sekilde literatiirde yapilan diger bir
calismada immobilize kudret nar1 peroksidazi 10. kez kullanimda baslangigta gosterdigi aktivitenin
yaklasik %50’sini korumaktadir [28].

4. Sonug ve Oneriler

Bu caligmada ham ve olgunlasmis kudret nar1 meyvesinden peroksidaz enzimi saflagtirmasi icin
optimum kosullar tespit edilmis olup farkli biiyiime safhalarinda yer alan meyvenin peroksidaz
aktiviteleri karsilagtirmali olarak arastirilmistir. Dogal ve ucuz bir kaynaktan yiiksek verimle
saflagtirilmis peroksidaz enzimleri kullanilarak hibrit nano ¢igek yapilar1 sentezlenmis olup yapinin
yapisal ve morfolojik 6zellikleri gézlenmistir.
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Sonug olarak ham ve olgun meyve degerlendirildiginde ham meyvenin toplam protein igerigi
olgun meyveye gore daha yiliksek bulunurken olgun meyveden yapilan enzim saflagtirmasi ham
meyveden yapilan enzim saflastirmasina gore daha yiiksek peroksidaz enzim aktivitesi gostermistir.
Saflastirilan serbest formdaki peroksidaz enzimleri hibrit nano ¢i¢ek sentez yontemi ile immobilize
edildiginde serbest formlarina gore daha yiiksek enzimatik aktivite sergilemiglerdir. Ve en yiiksek
peroksidaz aktivitesi olgun meyvede ve hibrit nano ¢i¢gek formunda goériilmiistiir. Boya giderim sonuglari
ise hibrit nano cicek yapilarin boya gideriminde etkin sekilde kullamlabildigini gdstermistir. Ozellikle
ham meyve peroksidazi kullanilarak sentezlenen hibrit nano ¢igek formu daha fazla fenolik madde
giderimi yapmaktadir.

Tesekkiir

Ham ve olgunlasnis kudret nar1 (M. charantia) temini i¢in Erciyes Universitesi Seyrani Ziraat Fakiiltesi
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Halit YETISIR e tesekkiir ederiz.

Yazarlarin Katkisi

Tim yazarlar makale i¢in hipotez olusturulmasina ve verilerin islenmesine esit oranda katki saglamistir.
Bununla birlikte Dr. Ogr. Uyesi Ayse BALDEMIR KILIC kudret nari temini ve hazirlanmasi
asamasinda, Dr. Ogr. Uyesi Cevahir ALTINKAYNAK ise deneylerin yapilmasi, verilerin
yorumlanmasi ve makalenin yaziminda ayrica katki saglamistir.

Cikar Catismas1 Beyam
Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi bulunmamaktadir.
Arastirma ve Yayin Etigi Beyam

Yapilan c¢alismada, arastrma ve yayin etigine uyulmustur. Bu ¢alismada etik kurul izni
gerekmemektedir.

Kaynaklar

[1] Husain Q., Jan U. 2000. Detoxification of phenols and aromatic amines from polluted wastewater
by using phenol oxidases. J Sci Ind Res., 59: 286-293.

[2] Duran N., Esposito E. 2000. Potential applications of oxidative enzymes and phenoloxidase-like
compounds in wastewater and soil treatment: a review. Appl Catal B: Environ., 28: 83-99.

[3] Torres E., Bustos-Jaimes I., Le Bogne S. 2003. Potential use of oxidative enzymes for the
detoxification of organic pollutants. Appl. Catal. B: Environ., 46: 1-15.

[4] Oller I, Malato S., Sanchez-Pérez J. 2011. Combination of advanced oxidation processes and
biological treatments for wastewater decontamination-a review. Science of the total environment,
409 (20): 4141-4166.

[5] Ahmed S., Rasul M.G., Brown R., Hashib M.A. 2011. Influence of parameters on the
heterogeneous photocatalytic degradation of pesticides and phenolic contaminants in wastewater:
a short review. Journal of Environmental Management, 92 (3): 311-330.

[6] Bhunia A, Durani S., Wangikar P.P. 2001. Horseradish peroxidase catalyzed degradation of
industrially important dyes. Biotechnol. Bioeng., 72: 562-567.

[7] Bilal M., Igbal H.M., Shah S.H., Hu H., Wang W., Zhang X. 2016. Horseradish peroxidase-
assisted approach to decolorize and detoxify dye pollutants in a packed bed bioreactor. Journal of
Environmental Management, 183: 836-842.

[8] Altinkaynak C., Tavlasoglu S., Kalin R., Sadegihan N., Ozdemir H., Ocsoy I., Ozdemir N. 2017.
A Hierarchical Assembly of Flower-Like Hybrid Turkish Black Radish Peroxidase-Cu?*
Nanobiocatalyst and Its Effective Use in Dye Decolorization. Chemosphere, 182: 122-128.

[9] Sassolas A., Blum L.J., Leca-Bouvier B.D. 2012. Immobilization strategies to develop enzymatic
biosensors. Biotechnology Advances, 30: 489-511.

582



[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

C. Altinkaynak, A. Baldemir Kilig, N. Ozdemir, V. Yilmaz, 1. O¢soy / BEU Fen Bilimleri Dergisi 9 (2), 573-583, 2020

Kim J.,, Grate JW., Wang P. 2006. Nanostructures for Enzyme Stabilization. Chemical
Engineering Science, 61: 1017-1026.

Altinkaynak C., Tavlasoglu S., Ozdemir N., Ocsoy 1. 2016. A new generation approach in enzyme
immobilization: Organic-inorganic hybrid nanoflowers with enhanced catalytic activity and
stability. Enzyme Microb Technol., 93-94:105-112.

Ge J., Lei J., Zare R.N. 2012. Protein—inorganic hybrid nanoflowers. Nature Nanotechnology,
428-432.

Altinkaynak C., Kocazorbaz E., Ozdemir N., Zihnioglu F. 2018. Egg White Hybrid Nanoflower
(EW-Hnf) With Biomimetic Polyphenol Oxidase Reactivity: Synthesis, Characterization and
Potential Use in Decolorization of Synthetic Dyes. Int. J. Biol. Macromol., 109: 205-211.

Zhu X., Huang J., Liu J., Zhang H., Jiang J., Yu R. 2017. A dual enzyme-inorganic hybrid
nanoflower incorporated microfluidic paper-based analytic device (WPAD) biosensor for sensitive
visualized detection of glucose. Nanoscale, 9: 5658-5663.

Jiao J., Xin X., Wang X., Xie Z., Xia C., Pan W. 2017. Self-assembly of biosurfactant-inorganic
hybrid nanoflowers as efficient catalysts for degradation of cationic dyes. RSC Adv., 7: 43474-
43482.

Gulmez C., Altinkaynak C., Ozdemir N., Atakisi O. 2018. Proteinase K hybrid nanoflowers (P-
hNFs) as a novel nanobiocatalytic detergent additive. International Journal of Biological
Macromolecules, 119: 803-810.

Jun C., Shao M.Y., Peng Z. 2006. Horseradish peroxidase immobilized on aluminum-pillared
interlayered clay for the catalytic oxidation of phenolic wastewater. Water Research, 40: 283-290.
Somtiirk B., Kalin R., Ozdemir N. 2014. Purification of peroxidase from red cabbage (Brassica
oleracea var. capitata f. rubra) by affinity chromatography. Applied Biochemistry
Biotechnology, 173: 1815-1828.

Shafflqu T.S., Roy J.J., Nair R.A., Abraham T.E. 2002. Degradation of textile dyes mediated by
plant peroxidases. Applied Biochemistry and Biotechnology, 102-103: 315-326.

Baldemir A., Ekinci K., flgiin S., Dalda A., Yetisir, H. 2018. Momordica charantia L. (kudret
nar1) meyvelerinin toplam fenolik madde igerikleri ve antioksidan kapasitelerinin
degerlendirilmesi. Derim, 35 (1): 45-50.

Nagarani G., Abirami A., Siddhuraju P. 2014. A comparative study on antioxidant potentials,
inhibitory activities against key enzymes related to metabolic syndrome, and
antiinflammatoryactivity of leaf extract from different Momordica species. Food Science and
Human Wellness, 3: 36-46.

Akhtar S., Ali Khan A., Husain, Q. 2005. Simultaneous purification and immobilization of bitter
gourd (Momordica charantia) peroxidases on bioaffinity support. Journal of chemical technology
and biotechnology, 80 (2): 198-205.

Panadare Dhanashree C., Rathod Virendra K. 2017. Extraction of peroxidase from bitter gourd
(Momordica charantia) by three phase partitioning with dimethyl carbonate (DMC) as organic
phase. Process biochemistry, 61: 195-201.

Altinkaynak C., Yilmaz 1., Koksal Z., Ozdemir H., Ocsoy I., Ozdemir N. 2016. Preparation of
lactoperoxidase incorporated hybrid nanoflower and its excellent activity and stability. Int. J. Biol.
Macromolec., 84: 402-409.

Altinkaynak C., Tavlasoglu S., Ozdemir N., Ocsoy I. 2016. A new generation approach in enzyme
immobilization: organic-inorganic hybrid nanoflowers with enhanced catalytic activity and
stability. Enzyme Microb. Technol., 93-94: 105-112.

Zian L., Yun X., Yin Y., Hu W., Liu W., Yang H. 2014. Facile synthesis of Enzyme-inorganic
hybrid nanoflowers and its application as colorimetric platform for visual detection of hydrogen
perosixde and phenol. ACS Applied Materials & Interfaces, 6: 10775-10782.

Akhtar S., Ali Khan A., Husain Q. 2005. Partially purified bitter gourd (Momordica charantia)
peroxidase catalyzed decolorization of textile and other industrially important dyes. Bioresour
Technol., 96 (16): 1804-1811.

Akhtar S., Khan A.A., Husain Q. 2005. Potential of immobilized bitter gourd (Momordica
charantia) peroxidase in tge decolorization and removal of textile dyes from polluted wastewater
and dyeing effluent. Chemosphere, 60: 291-301.

583


https://scholar.google.com/citations?user=i3oyEeAAAAAJ&hl=en&oi=sra
https://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2017/nr/c7nr00958e
https://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2017/nr/c7nr00958e
https://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2017/nr/c7nr00958e
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gulmez%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30077667
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Altinkaynak%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30077667
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%96zdemir%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30077667
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atakisi%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30077667
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01418130
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01418130
https://pubag.nal.usda.gov/?q=%22Panadare%2C+Dhanashree+C.%22&search_field=author
https://pubag.nal.usda.gov/?q=%22Rathod%2C+Virendra+K.%22&search_field=author
https://pubag.nal.usda.gov/?f%5Bjournal_name%5D%5B%5D=Process+biochemistry&f%5Bpublication_year_rev%5D%5B%5D=7983-2017&f%5Bsource%5D%5B%5D=2017+v.61

