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Dereotundan (Anethum graveolens) Saflastirilan
Polifenol Oksidaz (PFO) Enziminin Bazi Killerle Immobilizasyonu®

Nuran AKBULUT', Halis SAKIROGLU?

OZET: Bu calismada dereotundan (Anethum graveolens) Polifenol oksidaz enzimi (PFO) kismi saflastirilarak
bazi killere immobilize edilerek bazi dzellikleri incelenmistir. Bu amagla dnce dort farkli substrat i¢in, optimum
pH, optimum sicaklik, optimum iyonik siddet belirlendi. Daha sonra belirlenen optimum sartlarda bu substratlar
icin K, ve V__ degerleri tespit edildi. Immobilizasyon islemi igin farkli miktarlarda killer alinip, 1 ml tampon
¢ozelti icerisine 0.5 ml enzim ilave edilerek bir karisim olusturulmus daha sonra vortexlenerek immobilizasyon
islemi gergeklestirilmistir. PFO enzim aktivitesi, katekol substrati varliginda 420 nm de spektrofotometrik yontem
kullanilarak 6lgiilmiistiir. Bu aktivitelerden yararlanarak 1C,  degerleri ve K, sabitleri hesaplanmustir.

Konsantrasyona bagl olarak kil i¢indeki enzimin inhibisyon yiizdeleri hesaplanmistir. Buna gore; 0.066 g mL";
0.040 g mL'; 0.020 g mL'; 0.0133 g mL; 0.0066 g mL' ve 0.0033 g mL' konsantrasyonlarinda ti¢ farkl kilden
numuneler hazirlanmistir. immobilize edilen enzim aktiviteleri, serbest enzim aktivitelerine gore yukaridaki kil
konsantrasyonlarinda yesil kil ile sirasiyla; %92, %86, %80, %75, %70 ve %68, sar1 kil ile sirasiyla ; %80, %79,
%76, %75, %70 ve %69 kirmizi kil ile sirastyla; %84, %81, %77, %72, %66 ve %65 inhibisyona ugradiklari ve
yesil kilin dereotu PFO enzimini diger kirmiz1 ve sari killere gére daha kuvvetle immobilize oldugu bulunmustur.
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Purification and immobilization by certain clays of Poliphenol Oxidase (PFO) from Dill
(Anethum graveolens)

ABSTRACT: In this study, certain properties of Poliphenol oxidase enzyme (PFO) was investigated after the
enzyme was purified from dill and immobilized by certain clays. Optimum pH, temperature and ionic strength
for four different substrates were determined. K, ve V _ values for the substrates at optimum conditions were
established. Immobilization was achieved by vortex after adding 0.5 mL enzyme to different amounts of clay and 1
mL buffer. PFO activity was measured spectrophotometrically at 420 nm using chatecol as the substrate. From the
measurements the IC, | ve K, values for the activity was calculated.

The percentage inhibition of the enzyme isolated from dill was calculated from various concentrations. The
concentrations for three different clay samples were as follow: 0.066 g mL'; 0.040 g mL"'; 0.020 g mL'; 0.0133 g
mL"; 0.0066 g mL" ve 0.0033 g mL"!. Activity for the immobilized enzyme for the selected concentrations of the
three various clays are as follow: green clay; 92%, 86%, 80%, 75%, 70% , 68% yellow clay; 80%, 79%, 76%, 75%,
70%, 69% ve red clay; 84%, 81%, 77%, 72%, 66%, 65%. These results suggest that PFO from dill are stronger
immobilized by green clay compared to PFO immobilized by red and yellow clay.

Keywords: Dill, poliphenol oxidase, chatecol, immobilization, purification.
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GIRIS

Polifenol  oksidaz; meyve ve sebzelerin
zedelemeleri, hasar gérmeleri sirasinda kararmalarindan
sorumlu onemli bir enzimdir. Bu enzim, molekiiler
oksijeni igeren ortamlarda monofenollerin
o-hidroksilasyonu ve o-difenollerin; o-kinonlara
oksidasyonunu katalizler (Shi ve ark., 2002). Bitki
dokularinin renklerinin esmerlesmesi ve koyu renkler
almas1 meyve ve sebzenin albenisini kaybetmekte bu
durum ise treticiler ve tiiketiciler i¢in 6nemli bir sorun
olusturmaktadir (Yang ve ark., 2008; Aydemir, 2010).
Enzimatik esmerlesme olarak bilinen bu reaksiyonlar
genellikle gida endiistrisi i¢in arzu edilmez. Zarar goren
bitki dokularinda meydana gelen kararma PFO enzimi
katalizorligli esliginde gerceklesen kimyasal bir
reaksiyondur ve fenolik bilesiklerin oksijen varliginda
kinonlara yiikseltgenmesidir (Lee ve Withaker, 1995;
Halim ve Montgomery, 1978; Heimdal ve ark, 1997,
Hermann, 1974). PFO enzimi bitkilerde, kabuklu deniz
hayvanlarinda, mikroorganizmalarda ve funguslarda
yaygin olarak bulunmaktadir (Pomerantz, 1963;
Whitaker, 1972; Simpson ve ark., 1988).

Bitki hiicrelerindeki PFO enzimi bulundugu yerlere
gore farklilik gostermekle birlikte genellikle hiicrelerde
renk maddelerini tagiyan plastitlerinde bulunur. Bu
yiizden fenolik substratlar vakuollerde yer alir (Vaughn
ve ark., 1988; Aydemir, 2010).

Giliniimiizde meyve ve sebzelerin raf Omriiniin
uzatilmasi  ve engellenmesi
konusunda PFO inhibisyonu ile ilgili ¢ok sayida ¢calisma
yapilmaktadir (Demirbas, 2006). Ancak inhibitor
olarak kullanilan kimyasallarin zararh etkileri oldukca
tehlikelidir. Bu yiizden zararli kimyasallari inhibitor
olarak kullanmanin yerine enzimin immobilize edilmesi
ve enzimlerden maksimum sekilde yararlanmak igin

esmerlesmelerinin

immobilizasyon ¢alismalar1 yapilmaktadir. Enzimlerin
coziinmeyen destek gorevi géren materyaller
(matriksler) yardimiyla suda ¢oziinmeyen hale
getirilmeleri immobilizasyondur (Telefoncu, 1997).
Enzim immobilizasyonunda; adsorbsiyon, kovalent
baglanma, ¢apraz baglanma ile tutuklama yontemleri
kullanilan metotlardan bazilaridir. Enzimler kimyasal
olarak kovalent baglarla seliiloz, sefadeks, agaroz,
poliakrilamid, porlu seramik gibi suda ¢6ziinmeyen
tagtyicilara baglanirlar. Dogada en yaygin bulunan
kil gruplar1 kaolin, illit ve montmorollit (semektit) kil
mineralleridir (Alkan, 1999).
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Khan ve arkadaslari (2006), amonyum siilfatla
coktiirdiikleri patates proteinlerinden bir adsorbant
olan celite 545 iizerinde PFO’yu direkt immobilize
etmislerdir. Urug (2007) tarafindan katalaz enziminin
lifli yapida olmayan montmorillonit analsim kili {izerine
immobilizasyonu arastirilmistir. Yagar ve Sagiroglu
(2001), ayvadan elde ettikleri PFO enzimini Bentonit
kiline immobilize etmislerdir. Calismada termal
ve depo kararliligi arastirilmistir. Bir yillik zaman
siiresinde depo kararlilig1 tespit edilmis fakat yeniden
kullanima sahip olmadigmi goézlemislerdir. Demir
ve arkadaglart (2007), Igdir kayisisindan Aktiflesmis
Sepharose 4-B-L Tirozin p-Amino Benzoik asit afinite
kromatografisi kullanilarak saflastirilmis PFO enzimini
kile immobilize etmislerdir.

Bu c¢alisma kapsaminda PFO enzimi agisindan
zengin ve dort mevsim kullanilan dereotu, casir ve
allium sp. gibi otlu peynir yapiminda kullanilir (Arslan,
1997; Erat ve ark., 1998; Sakiroglu ve ark., 2008).
Ozellikle dereotunun fosfor, bakir, magnezyum, A
ve C vitaminleri ile potasyum, kalsiyum, demir ve
¢inko yoniinden ¢ok zengin olmasi; ayrica mide
bulantisi, karin agrilarmin  giderilmesi, sindirimi
diizenleme, balgam ¢oziicii ve idrar soktiirlicii olma,
gaz sancilarinin  giderilmesi, siit artist ve genel
diizenleyici ozelliklerine ek olarak zengin antioksidan
kaynag1 (Zheng ve ark., 1992; Al-Ismael ve Aburjai,
2004; Lisiewska ve ark., 2006) olmasi bakimindan
dereotu bitkisinden izole edilen PFO enziminin bazi
kinetik ozellikleri incelenerek kil immobilizasyonu
amaclanmistir. Immobilizasyon montmorillonit killerle
gercgeklestirilerek, immobilize enzimin inhibisyon tiirt,
K, sabitleri, IC, degerleri ve depo kararliligi gibi bazi
biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Calismalarimizda kullanilan dereotu (Anethum
Graveolens) taze olarak manavdan temin edildi.
Kullanim anmma kadar +4°C de muhafaza edildi.
Kimyasallar ticari olarak Sigma Chemical Comp’dan,
killer ise Anka Nano Teknoloji firmasindan temin
edildi. Deneysel c¢alismalarda kullanmak iizere {i¢
farkli kil numunesi (Yesil, Kirmiz1 ve Sart renkte)
(Sekil 1.). Firmadan temin edilen kil (nanokil) 6rnekleri
(d<0.002 mm) etiivde (105 °C de ) kurutulmus ve daha
sonra herhangi bir isleme tabi tutulmadan deneylerde
kullanilmistr.
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Sekil 1. (a) yesil, (b) sar1 ve (c¢) kirmizi kil 6rnekleri (Anka nanoteknoloji firmasindan alinan kil 6rnekleri)

Kil ~ numuneler biinyelerinde  farkli kil
mineraller (montmorillonit, kaolin, illit ve klorit)
bulundurmaktadir. Kirmizi, yesil ve sar1 renkte dogal kil
numunelerin kil mineral igerikleri analiz sonuglarindan
kil numunelerinde en fazla Semektit minerali (%60
Sar1 Kilde, %45 Kirmizi Kilde, % 34 Yesil Kilde),
sonra sirast ile Klorit minerali (Kirmiz1 Kilde %27,
Yesil Kilde % 26), Illit minerali (Kirmiz1 Kilde %10,
Yesil Kilde % 22, Sar1 Kilde %3) ve Kaolin minerali
(Sar1 Kilde %37, Kirmiz1 Kilde %18, Yesil Kilde % 18)
oldugu goriilmektedir.

Yontem

Homojenatin hazirlanmasi ve amonyum siilfat
coktiirmesi

Ham ekstra hazirlamak yaprak
kisimlarindan alinan 12 g dereotu pargalandi ve sivi
azot ile muamele edilerek toz haline getirildi. 25
ml % 0.05 PEG ihtiva eden 0.5 M fosfat tamponu
(pH=6.3) i¢ine alindi. Homojenat iki kat tiilbentten
stizlilerek stiziinti +4° C, 13.500xg’de 30 dakika
sire ile sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Elde
edilen siipernatant diger saflastirma basamaklarinda
kullanilmak {izere ayrildi. Amonyum siilfat ile %70
doygunluga getirildi.13.500xg de +4°C de 50 dakika
santrifiij edildi.

Cokelek (yaklasik 6 ml kadar) pH=6.5 olan 0.2
M fosfat tamponunda ¢6ziildii ve bu ¢ozeltiden 100
ul kullanilarak aktivite 6l¢imii yapildi. Amonyum
siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim ¢ozeltisi
diyaliz torbasimna yerlestirildi, enzimin ic¢inde
bulundugu tampona karsi iki defa degistirilmek
suretiyle 24 saat silireyle diyaliz edildi. Diyaliz
islemi buzdolabi i¢inde (+4°C ), magnetik karistirici
iizerinde gergeklestirildi.

amaciyla
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PFO’nun killerle immobilizasyonu

Belli miktarlarda (0.10, 0.06, 0.05, 0.03, 0.025,
0.02, 0.01, 0.0125, 0.006 ve 0.005 gram) killer (yesil,
sar1 ve kirmizi) alinarak 1.0 ml fosfat tampon (pH=6.5,
0.2 M) ¢ozeltisi ilave edilerek 30 dakika vortex ile
karistirild1 (Coskun, 2007).

Bu tamponlu kil ¢ozeltisi iizerine 0.5 ml enzim
¢oOzeltisi ilave edildi ve 10 dakika daha karistirildi.
PPO enzimi ile kil immobilizasyonu bu sekilde
gergeklestirildi.

PFO enzim aktivitesi tayini

PFO enziminin aktivite Olciimlerinde
spektrofotometrik metot kullanildi ve absorbans
Olctimleri 420 nm dalga boyunda yapildi (Ponting ve
ark., 1976). Aktivite 6l¢iimii i¢in 0.1 ml enzim + 2.8
ml tampon + 0.1 ml substrat (+ inhibitor) ¢ozeltisi ilave
edildi. Substratlarin en az yedi farkli konsantrasyonunda
caligildi.

Tampon olarak 0.2 M pH= 5.5-9.0 araliginda fosfat
tamponu ve pH= 3.5-5.0 araliginda 0.1 M sitrat / 0.2 M
fosfat tamponu kullanildi. Aktivite birimi olarak “1 ml
enzim ¢oOzeltisi bagina 1 dakikada absorbansta meydana
gelen 0.001 birimlik degisme” kullanildi.

Dereotu PFO enzimi ile ilgili kinetik calismalar

Dereotu polifenol oksidaz enziminin kinetik
ozelliklerini arastirmak tizere dnce dort farkli substrat
icin, optimum pH, optimum sicaklik, optimum iyonik
siddet ve katekol substrati i¢in stabil pH belirlendi.

Daha sonra belirlenen optimum sartlarda bu
substratlar i¢in K, ve V__ degerleri tespit edildi. Ug

farkl kil c¢esidi i¢in katekol substrati ile inhibisyon
tiirti, K, sabitleri ve IC, degerleri tespit edildi.
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Optimum pH ¢ahismalari

Optimum pH ¢alismasi, katekol, klorogenik asit,
3,4 dihidroksi fenil alanin ve gallik asit substratlari
kullanilarak yapildi, pH=3.5-9.0 araligindaki degerler
icin sitrat/fosfat, fosfat ve Tris/HCI tamponlarindan
olusan bir dizi tampon ¢ozelti hazirlandi. Enzimin
gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak Slgiildii
ve optimum pH degerleri Cizelge 1. de verildi.

Optimum sicakhik ¢alismasi

Optimum sicaklik caligmalar1 yine ayni substratlarla
gergeklestirildi.  Substratlarin - optimum pH’larinda
5°C - 85°C sicaklik araliginda calisildi. Tespit edilen
optimum sicaklik degerleri Cizelge 1.’de verildi.

iyonik siddet etkisi calismalari

Iyonik siddet etkisi c¢alismalar;;  katekol,
klorogenik asit, 3,4 dihidroksi fenil alanin ve gallik asit
substratlartyla 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 ve 1.0 M seri
fosfat tamponlariyla yapildi. Bu esnada her substratin
kendi optimal pH’sinda ¢alisildi. 2.8 ml tampon + 0.1
ml substrat kiivete konulduktan sonra 0.1ml enzim
cozeltisi pipetlenerek aktivite dl¢limleri yapildi.

Enzimin stabil oldugu pH’sinin belirlenmesi
calismalari

Enzimin stabil oldugu pH’y1 belirlemek ig¢in
0.1 M sitrat / 0.2 M fosfat (pH=5.0-8.0) tamponlar
hazirland1. Bu tamponlarin her birinden 0.6 ml alind1 ve
tizerlerine 0.4 ml enzim ¢o6zeltisi ilave edilerek 4 °C’de
muhafaza edildi. Aktivite 6l¢limleri katekol substrati ile
optimum sartlarda ii¢ hafta boyunca 6l¢iildii. Sonuglar
inkiibasyon siiresine karsilik % Aktivite grafigi halinde
verildi.

Farkli substratlar i¢in optimal sartlarda K, ve
V_ .. degerlerinin bulunmasi

K, ve V__ degerlerinin tespit edilmesi amaciyla;
optimum sartlar (pH, sicaklik ve iyonik siddet)’da
katekol ve klorogenik asit substratlart i¢in 0.41; 0.83;
1.67; 2.50; 3.33; 5.00 ve 6.66 mM, dopamin i¢in 3.33;
6.67; 8.33; 10.00; 11.67; 13.33; 15.00 ve 16.67 mM ve
gallik asit i¢in 3.33; 6.67; 10.00; 11.67; 13.33; 15.00;
16.67 ve 18.33 mM substrat konsantrasyonlarinda
enzim aktivitesi 6lgtimleri yapildu.

420 nm’de Slciilen aktivite degerleri reaksiyon hizi
(E.U mL"' x dak') olarak alindi. 1/V-1/[S] degerleri
bulunarak her bir substrat i¢cin Lineweaver-Burk

194

grafikleri ¢izildi. Cizilen grafiklerin dogru degerleri
yardimiyla K, ve V__ degerleri hesaplandi ve Cizelge
1. de verildi.

Farkh killer i¢in K sabitleri ve IC_ degerlerinin
bulunmasi

Killerin polifenol oksidaz enzimiizerine inhibisyon
etkisinin incelenmesi amaciyla ti¢ farkli kil ¢esidiyle
altt farkli konsantrasyonda iki ayri grup numuneler
hazirlver. 1.Grup numuneler de saptanan oranlarda
kil tartilarak 1 ml tampon (0.2 M fosfat tamponu) ile
iyice karistirildi, daha sonra 0.5 ml enzim c¢ozeltisi
ilave edilerek karistirlmaya devam edildi. Ustte
kalan siipernatant ile aktivite 6l¢imii yapildi. 2. Grup
numuneler i¢ine enzim konulmayip Ol¢iim sirasinda
kiivete ilave edildi. IC,  degerleri hesaplanirken 0.1 M
katekol substratinda calisildi. Kil konsantrasyonlarina
karsilik absorbans 420 nm’de kore kars1 okundu (Kor
olarak enzimin i¢inde bulundugu 2.9 ml 0.2 M fosfat
tamponu +0, 1 ml katekol kullanildr).

Elde edilen absorbans degerlerinden % Aktivite
hesaplandi. 9% Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Bu
grafiklerden yararlanarak inhibisyonun %50 civarinda
oldugu ii¢ farkli konsantrasyon degerleri tespit edildi.
Bu grafik ve denklemlerden yararlanilarak her bir kil
icin IC,  degerleri hesaplandi.

Kil konsantrasyonlarindan 1/V ve 1/[S] degerleri
belirlenerek Lineweaver Burk grafikleri ¢izildi. Bu
grafikler kullanilarak K. degerleri tespit edildi. Enzim—
kil adsorbsiyonunun depolama siiresini belirlemek
icin; her ti¢ kil icinde {i¢ hafta boyunca aktivite tayin
miktarlari belirlendi.

BULGULAR VE TARTISMA
Dereotu PFO Enzimi icin Kinetik Calismalar

Dereotu PFO enziminin kinetik 6zelliklerini
arastirmak lizere Once dort farkl
optimum pH, optimum sicaklik, optimum iyonik siddet
belirlendi. Daha sonra belirlenen optimum sartlarda
bu substratlar i¢in K, ve V__ degerleri tespit edildi.
Cizelge 1°de gosterildi. Enzimin stabil oldugu pH
calismast sonuglart belirli zaman araliklarinda (1. ,2.,
3.,5.,10. ve 18. giinlerde) 0.1 M katekol substrati ile
optimum sartlarda (0.2 M fosfat tamponu pH=6.5 ve 10
°C de) belirlendi. Elde edilen degerler Sekil 2. de grafik
halinde gosterildi ve stabil pH nin 6.5 oldugu bulundu.

substrat icin,

Igdir Uni. Fen Bilimleri Enst. Der. / Igdur Univ. J. Inst. Sci. & Tech.
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Cizelge 1. Dereotu PFO enziminin substrat spesifitesi ile ilgili bulunan sonuglar

Optimum Optimum Vi i
Substrat pH sicaklik °C Ke®M g mIT%dak?)  (EU mmoll.s?)
Katekol 6.5 10 1.57x107 526.31 5587.15
Klorogenik asit 5.5 10 2.91x10* 416.66 23 863.68
3,4 dihidroksi fenil alanin 5.0 55 6,10x107 204.08 55.76
Gallik asit 9.0 45 7.10x107 70.92 16.64
100 - pH=50 <rooe
- 90 - pH= 55 veraivens
ilJ 80 - pH:ﬁ{] seafpas
g 704 - pH=6.5 ssomes
E 60 - ° pH=70 —o—o
E{ 50 - 1 pH=75 —a—
Zz 40 - K . PH=80 ey
20301 T N Qg T
N 20 -
10 -
O T T T 1
0 5 10 15 20
Zaman (Giin)

Sekil 2. Dereotu PFO enzimi igin 0.1 M katekol substrati ile elde edilen stabil pH grafigi

IC,, degerleri hesaplanitken 0.1 M katekol
substratinda calisildi. Kil konsantrasyonlarina karsilik
absorbans 420 nm’de kore karsi okundu (Kor olarak
enzimin i¢inde bulundugu 2.9 ml 0.2 M fosfat tamponu
+0,1ml katekol kullanildi). Elde edilen absorbans
degerlerinden % Aktivite hesaplandi. % Aktivite-
[1] grafikleri ¢izildi. % 50 inhibisyona sebep olan kil
konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

Elde edilen IC, degerleri Cizelge 2-3’de verildi.
Farkli killerin K, sabitinin bulunmasina yo6nelik
calismalarda katekol substrat1 kullanildi.  Once
kilsiz ortamda farkli substrat konsantrasyonlarinda
aktivite  Olgiimleri  yapildi. Daha sonra ayni
substrat konsantrasyonlartyla ¢ farkli sabit kil
konsantrasyonlarinda ¢aligildi

Elde edilen sonuglardan 1/V ve 1/[S] degerleri
hesaplanarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. bu
grafiklerden yararlanarak K. degerleri ve inhibisyon

Cilt / Volume: 8, Say1 / Issue: 3, 2018

tirleri belirlendi. Elde edilen degerler Cizelge 2. de
verildi.

Ayni iglemler enzimi Ol¢iim sirasinda katilan
tampon i¢inde bulunan kil ¢dzeltisi i¢cinde uygulandi.
Immobilize killerin Ki sabitlerini bulmak icin;
substrat konsantrasyonlarina bagli olarak aktiviteler

belirlendi.

Aktivite degerlerine bagl olarak %50 inhibisyona
sebep olan kil Immobilize edilen PFO enziminin
immobilize
olmayan serbest enzim ortaminda farkli substrat
konsantrasyonlarinda aktivite 6l¢iimleri yapildi.

K. sabitlerinin  bulunmasi1 amaciyla;

Ayni substrat konsantrasyonlariyla ii¢ farkli sabit
immobilize kil konsantrasyonlarinda caligildi. Elde
edilen sonuglardan 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Hesaplanan Ki
degerleri ve inhibisyon tiirleri Cizelge 3’de verildi.
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Sekil 3. a)Yesil, b)Sari, ¢)Kirmizi kil ile immobilize edilen dereotu PFO enzimi aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi
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Sekil 4. a)Yesil, b)Sar1, ¢)Kirmizi kil ile Dereotu PFO enzimi 6l¢lim sirasinda katilan killer igin inhibisyon etkisi
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Cizelge 2. Dereotu PFO enziminin kil immobilizasyonu sonucu elde edilen IC,; ve Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan ortalama K,
degerleri

Kicws I in K Oruma
Yesil kil 2.9x10? 1.46x107 Yarismasiz
Sar1 kil 7.2x10? 8.9x10* Yarigmasiz

Kirmiz kil 4.9x102 7.57x10* Yar1 yarigmali

Cizelge 3. Dereotu PFO enziminin immobilize olmamis durumu igin elde edilen IC, ve Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan K, degerleri

Kil Cinsi Immobilize olmamis enzim Ortalama inhil.).is.yon
icin [I],, degerleri (M) K, Degerleri (M) Tiirii
Yesil kil 6.04x107! 4.83x107 Yarigsmali
Sari kil 2.32x10! 2.76x1073 Yarigsmali
Kirmizi kil 2.63x10"! 2.27x1073 Yarigsmalt
Depolama kararliligi i¢in; yine t¢ farkl kil ¢esidi Grafikler Sekil 5°de gosterildi. Immobilize

farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak askorbik asit  enziminin killerle inhibisyon dereceleri hesaplanarak
katilan(3-a) ve normal hazirlanan numune(3 nolu) ile  Cizelge 4’te verildi.
ii¢ hafta boyunca aktivite l¢limii yapildi.

120 - 3 nolu o === 3 nolu
100 - ——3-a =l 3-a
~ 100 - p—
“'_1 80 - ety - S-1
E ——y2 .-q 80 - )
5 40 - e y-3 E 60 - == 5-3
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Z 20 T e S-5
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< 0 ; =
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Sekil 5. a) Yesil, b) Sari, ¢) Kirmizi kil ile immobilize edilen dereotu PFO enziminin %Aktivite-zaman (depo kararliligt) grafigi
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Nuran AKBULUT ve Halis SAKIROGLU

Cizelge 4. immobilize enzimin {i¢ farkl kildeki inhibisyon dereceleri

inhibisyon Derecesi (%)
Kil konsantrasyonu (g.L") 0.066 0.040 0.020 0.0133 0.0066
Yesil kil 92 86 80 75 70
Sart kil 80 79 75 75 70
Kirmiz kil 84 81 77 72 66
SONUC konsantrasyonlar1 Cizelge 2’de verilmistir. Cizelgede

Dereotu her mevsim soframizda bulunan tadi
ve kokusu ile tercih edilen antioksidan kaynagi bir
sebzedir. Bunun yaninda PFO enzimi agisindan
olduk¢a zengindir. PFO enzimi herhangi bir sebeple
zarar goren dokulardaki esmerlesmenin kaynagi olarak
bilinmektedir. Dereotundaki hizli kararma, istenmeyen
renk degisimi bizi bu konuda ¢alismaya sevk etmistir.
Calismamizda dereotundan elde ettigimiz PFO
enziminin belirledigimiz bazi 6zellikleri incelenerek,
kil ile immobilizasyonunu gergeklestirildi. Dereotu
PFO enzimi ile ilgili kinetik ¢alismalardan 6nce uygun
bir substrat ve bu substrat i¢in optimum sartlarin
belirlenmesi gerekiyordu. Bu amagla pH, sicaklik ve
iyonik siddetin etkisi incelendi.

Optimum pH c¢aligmasi, optimum pH degerlerini
belirlemek amaciyla katekol, klorogenik asit, 3,4
dihidroksi fenil alanin ve gallik asit substratlar
kullanilarak yapildi.

Immobilize kil ¢alismalarinda ise; yesil, sar1 ve
kirmizi kil numuneleri kullanildi. Bu immobilize
enzimler icin elde edilen Ki degerleri sirasiyla
1.46x102, 8.9 x10*, 7.57x10° M olarak bulundu.
Immobilize enzimlerden yesil kil ve sar1 kil ile yapilan
immobilizasyonlarin yarismasiz, kirmizi kil ile yapilan
immobilizasyonun ise yar1 yarismali inhibisyon
etkisi gosterdigi belirlendi (Cizelge 2,3). Elde edilen
degerlere gore immobilizasyon sonucu dereotundan
elde edilen PFO enzimi i¢in en etkili inhibitor etkisini
kirmizi kilin gosterdigi belirlendi. Dereotundan elde
edilen PFO enzimi i¢in 10 mM katekol subsrati
ile %50 inhibisyona sebep olan immobilize enzim

verilen IC, degerleri, sirasiyla yesil kil igin 2.99 x10-
M, kirmizi kil i¢in 4.90 x102 M, sar1 kil i¢in 7.2x10
M’dir. Iimmobilize olmamis enzim ¢ozeltilerinde ise,
PFO enzimi spektrofotometrik olglim esnasinda kil
coOzeltisine karistirildi. Burada da yine substrat olarak
katekol kullanildi. %50 inhibisyona sebep olan enzim
konsantrasyonlar1 Cizelge 2’de verilmistir. Buna
gore IC,.degerleri yesil kil i¢in 6.04x10" M, sar1 kil
icin 2.32x10!' M ve kirmizi kil igin 2.63x10! M’dir.
Immobilize olmayan enzimler igin elde edilen Ki
degerleri sirastyla (yesil, sar1 ve kirmizi kil) 4.83x10-
3,2.76x1073, 2.27x10° M olarak bulundu. inhibisyon
etkileri her li¢ tiir icinde yarigmalidir. (Cizelge 3.). Elde
edilen degerlere gore kirmizi kilin diger killere oranla
daha fazla inhibisyon etkisi gosterdigi belirlendi.

Sonug¢ olarak; Enzimin optimum pH’s1 katekol
substratt i¢in pH=6.5, Optimum sicaklik ¢aligmasi
katekol substratt i¢in 10°C bulunmustur. Optimum
sartlarda yapilan kinetik ¢aligmalar; en etkili substat
olarak klorogenik asit olarak bulunmasina ragmen
katekol substrati ile yapilmis ve daha etkili sonuglar
alinmistir.

Immobilizasyon c¢alismalarinda ise; kirmiz1 kil
ile yapilan immobilizasyonun diger killerle yapilan
immobilizasyona gore daha fazla inhibitor etkisi
gosterdigi anlasilmistir. immobilizasyon caligmalari
sonucuna gore; immobilize edilen enzimin aktiviteyi
korumadig1 gézlendi. Ancak inhibitér gérevi gordigi,
sebze ve meyvelerin killerle muhafaza edilerek daha
uzun siire kullanilabilecegi ve kimyasal islemlere
oranla insan sagligi agisindan daha uygun olacagi
kanaatine varildi.
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