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KISALTMALAR VE SIMGELER LIiSTESI

Kisaltma Aciklama

E.C. : Enzim Kod Numarasi ( Enzyme Commission )

PPO : Polifenol Oksidaz Enzimi

PABA > p-amino benzoik asid

DOPA : 3,4-dihidroksifenil alenin

DOPAMIN : 3,4-dihidroksifenil etilamin

ATP : Adenozin trifosfat

GTP : Guanozin trifosfat

Km : Michaelis-Menten Sabiti

V max - Maksimum hiz

SDS- PAGE : Sodyum Dodesil Silfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
TEMED :N, N, N’, N’, -tetrametil etilendiamin

1Cx0 - Yuzde elli inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonu
PEG : Polietilen glikol

TCA :Trikloro asetik asit

M : Molarite

N : Normalite

g : Gram

L . Litre

mL : Mililitre

kDA : Kilodalton



OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

BAZI SULFONAMID BILESIKLERININ POLIFENOL OKSIiDAZ ENZiMIi
UZERINE in vitro ETKILERININ ARASTIRILMASI

Osman OZBEY

Siirt Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dah

Damisman : Do¢. Dr. Mustafa Oguzhan KAYA

2019, 79 + x Sayfa

Bu caligmada; Polifenol oksidaz enzimi (PPO), muz (Musa cavendishii) meyvesinden Sepharose
4B-L-tirozin-p-amino benzoikasit kimyasal yapisina sahip afinite jeli kullanilarak saflagtirilmustir.
Calismada enzim kaynagi olarak kullanilan ithal muz meyveleri, Siirt ilindeki manav ve marketlerden
temin edilmistir. Spektrofotometrik deneysel calismalar, 420 nm’de 0. ve 1. dakikadaki absorbans
degerleri belirlenerek yapilmistir. DT-F-S1 kodu ile baslayip DT-F-S12 kodu ile son bulan 12 farkl
orijinal sentez siilfonamid tiirevli bilesiklerin PPO enzimine karsi in vitro etkileri deneysel olarak
arastirilmustir. Deneysel verilerle % aktivite-[Inhibitér Konsantrasyonu] grafikleri olusturulmustur. Bu
grafiklerin regrasyon analizi yapilarak, her bir orijinal Siilfonamid tiirevinin inhibisyon sabiti olan ICsy
degeri belirlenmistir. Diger inhibisyon sabiti olan K; ise Cheng&Prusoff denklemi yardimiyla
matematiksel olarak hesaplanmustir. igerisinde DT-F-S8 maddesi 39,375 puM ICs degeri ile en iyi
inhibisyon etkisi gosteren yap1 olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Polifenol Oksidaz, afinite kromatografisi, silfonamid, inhibisyon, K; 1Cs



ABSTRACT

MS THESIS

INVESTIGATION OF SOME SULFONAMIDE COMPOUNDS in vitro
EFFECTS ON POLIFENOL OXIDASE ENZYME

Osman OZBEY

The Graduate School of Natural and Applied Science of Siirt University
The Degree of Master of Science
In Chemistry

Supervisior : Assoc. Prof. Dr. Mustafa Oguzhan KAYA

2019, 79 + x Pages

In this study; Polyphenol oxidase enzyme (PPO) was purified from the fruit of bananas (Musa
cavendishii), using the affinity gel with the chemical structure of Sepharose 4B-L-tyrosine-p-amino
benzoic acid. In the study, imported banana fruits, used as enzyme source, were obtained from the
grocery stores and markets in Siirt province. Spectrophotometric experimental studies were carried out by
determining the absorbance values at 0 and 1% min at 420 nm. The in vitro effects of 12 different original
synthesis sulfonamide derived compounds, starting with DT-F-S1 code and ending with DT-F-S12 code,
against PPO enzyme were investigated experimentally. % Activity- [Inhibitor Concentration] graphs were
generated by experimental datas. The regression analysis of these graphs was performed to determine the
inhibition constants, 1Csq values, for each original sulfonamide derivatives. The other inhibition constant,
Ki, was calculated mathematically with the help of the Cheng&Prusoff equation. In the sulfonamide
group, DT-F-S8 substance was found to be the best inhibition effect with ICsq value of 39,375 uM.

Keywords: Polyphenol Oxidase, affinity chromatography, sulfonamide, inhibition, K; 1Cs
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1. GIRIS
1.1. Sulfonamidler

Siilfonamidler sistemik kullanima giren ilk antibiyotiklerdir. Prontosil kirmizisi
adli boyanin antibakteriyel etkisini kesfeden Alman farmakolog Domagk, baska
stilfonamid ilaglarmin kesfine yol agmis olup bu ¢alismalari ona 1939 yilinda Nobel T1p
Odulii kazandirmustir [Campbell, 1999].

Siilfonamid bilesikleri beyaz renkte olup genellikle toz halindedirler.
Protonlanmis halleri oldukga aktif olup serbest asitleri suda ¢oziinmezler. Ancak aseton
ve etanolda kismende olsa ¢oziiniirler. Siilfonamid tuzlarmin su, safra ve serum gibi
sivilarda ¢Oziiniirliikleri ise fazladir. Kimyasal olarak kararli olan bu bilesiklerin asit-
baz Ozellikleri, pH’a bagimli ¢06ziiniirliigiinii, farmakokinetik 0Ozelliklerini ve

antibakteriyal aktivitesini etkilemektedir [Dogu, 1994].

Siilfonamidler, antibakteriyel ilaglar olup genis spektrumlarindan dolay1 uzun
yillardir ¢ok sayida endikasyonda tek basina kullanilirlar. Bakterilerin direng
kazanmasi, penisilin ve antimikrobiyal ilaglarin iiretilmesiyle enfeksiyon tedavisinde

kullanimlar1 azalmugtir [Ozalp, 2002].

Silfonamidlerin  kesfedildikten sonra yaygin bir sekilde kullanilmalar:
bakterilerin yol a¢tigi hastaliklari da onemli Olgiide azaltmustir [Kayaalp, 1984].
Enfeksiydz hastaliklarin dagitiminda genis dl¢lide kullanilan siilffonamidlerin 6nemleri,
penisilinler ile diger kemoterapétiklerin bulunmast ve uygulama alanina sokulmalar1
sonucu zaman iginde giderek azalmistir. Buna ragmen trimethoprim ve ormethoprim
gibi maddelerle hazirlanan kombinasyonlar1 bugiin bile birgok bakteriyel ve protozoal
enfeksiyonlarin kontroliinde yaygin olarak kullanilmaktadir [Kaya ve ark., 1997].
Sulfonamidler ayni1 zamanda ucuz tedaviye olanak veren ilaglardandir [Samuelsen ve
Ervik, 1997].

Anilin boya kokenli sulfonamidler p-aminobenzensulfanilamid kimyasal
yapisinda ve sentetik olarak hazirlanan antimikrobiyal maddeler olup bakteriostatik
etkiye sahiptirler. Bu etkiyi saglayan aktif kismi ise aminobenzen halkasidir [Brander ve
ark., 1982]. Siilfonamidler suda az eriyen ve 1sikta kararan beyaz renkte kokusuz,
lezzetsiz, kristalize toz halinde olup 1s18a duyarli olmalar1 disinda genellikle

dayaniklidirlar. Toz ve ¢6zelti halinde 1sitilarak sterilize edilebilirler. Amfoterik 6zellik



tagiyan sililfonamidler asit ve bazik maddelerle tuz olustururlar. Ortamin pH's1

yukseldikce sudaki ¢ozundrlikleri de artar [Kaya ve ark., 1997].

Sulfonamidlerin patojen mikroorganizmalar (zerine etki mekanizmalar: tam
olarak belirlenmis olup bakterilerin iireme veya gelismesini engelledigi tespit edilmistir.
Uremesi duran bakteriler de viicudun savunma sistemleri tarafindan yok edilirler.
Sulfonamidler 6zellikle bakterilerin gelisme donemlerinde daha ¢ok etkilidirler. [Kaya
ve ark., 1997].

Silfonamid grubu antibiyotiklerden; stlfadimetoksin, stlfameter, silfasalazin,
sulfametoksipridazin, silfamethizol, sulfamaksol, sulfisimidin, sllfadiazin ve
stilfametoksazolin hepatotoksisiteye neden olabilecegi bildirilmistir [Vial ve ark.,
1997]. Siilfonamidler asetilasyon ve P450 enzimine bagimli oksidasyonla metabolize
olurlar. Bu yollardan birinde bozukluk olmasi durumunda ise metabolizma bagka bir

yola kayar ve toksik etki olusur [Ulutan, 1992].

Bircok mikroorganizmada niikleik asitlerin sentezinde rol oynayan bazi
enzimlerin faaliyeti folik aside baghdwr. Bakteriler, folik asidi memeliler gibi disardan
almayip kendileri sentezlerler. Folik asidin sentezlenebilmesi icin bakteriler p-
aminobenzoikasite (PABA) ihtiya¢ duyarlar. PABA’nin kimyasal yapisi incelendiginde
stilfonamidlerin yapis1 ile biiyiik bir benzerligin oldugu goriilmektedir. Bu benzerlikten
dolay1 ortamda yeteri kadar siilffonamid varsa PABA’nin yerini alir ve folik asit
yapilamaz. Boylece hiicrenin tGremesi durur ve siilfonamid bakteriostatik etki gosterir.
Bu nedenle viicudun savunma mekanizmasinin etkili olabilmesi i¢in siilfonamidle

yapilan tedavinin yeteri kadar uzun siire devam etmesi gerekir [Droy ve ark., 1990].

O
NH,
HO

Sekil 1.1. 4-aminobenzoikasit (PABA) yapisi

Sulfonamidler esas olarak p-aminobenzensilfonamid (stlfanilamid) maddesinin
turevleridir. Bu maddenin stilfonamid (-SO,NH>) grubundaki azot atomunda hidrojen
atomlarmdan birinin yerine uygun radikaller baglanarak g¢esitli siilfoamid turevleri

sentezlenmistir [Kayaalp, 2002].
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Sekil 1.2. Siilfanilamit molekiiliiniin yapisi [Dokmeci, 1992].
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Sekil 1.3. Sulfonamidlerin genel yapisi [Sethi ve ark., 2013]

Silfonamidler, antimikrobiyal kemoterapinin basladigi yillar olan 1932°de
Domagk tarafindan farelerdeki streptokokal infeksiyonlarin tedavisinde siilfakrizoidinin
(prontosilin) etkili oldugunun bildirilmesi iizerine gelistirilmeye baglanmis ve otuzlu
yillarin sonlarinda siilfonilamid halkasinin gelistirilmesi ile insanlarda kullanilmaya

baslanmigtir [Bowden ve ark., 1993].

H,N N=——N S——NH,

NH,
Sekil 1.4. Prontosil molekiiliiniin yapisi [Domagk ve ark., 1935]

1.2. Enzimler

Enzimler, biyolojik sistemlerin reaksiyon katalizorleri olup biyokimyasal
olaylarm viicutta yasam ile uyumlu bir sekilde gerceklesmesini saglayan kimyasal
ajanlardir. Viicuttaki tiim reaksiyonlar, tiim islem sonunda kendileri degismeden
reaksiyonlarin hizin1 artran protein yapili katalizérler olan enzimler tarafindan

yaratalir.

Enzimlerin, diger kimyasal katalizorlere gore birgok usttinlukleri bulunmaktadir.
Biyokimyasal katalizérler, reaksiyon hizin1 10%* ye kadar arttirirken, diger katalizorler



10 -10* kadar arttirabilmektedir. Enzimlerle katalizlenen, tepkimeye katilan kimyasal
molekiillere substrat ad1 verilir. Enzimler, spesifik kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirirlar.
Substratlar1 igin yiiksek derecede spesifiteye sahiptirler. Sulu ¢ozeltilerde ¢ok 1liml

sicaklik ve pH durumlari altinda fonksiyon gosterirler.

Enzimlerle ilgili yapilan ilk ¢aligmalarda, enzimin etki ettigi substrat adinin
sonuna —az eki getirilerek (Ureaz, lipaz, fosfataz v.b.) veya genel adlariyla (pepsin,
tripsin gibi) isimlendirilirken, gunimizde Uluslararasi Biyokimya Birligi (IUB)
tarafindan yapilan sistematik siniflandirmaya gore isimlendirilmektedir. Bu
smiflandirmada her enzim dort rakamli bir kod numarasi ile (E.C.) tanimlanmigtir
[Lehninger, 1982; Bing6l, 1983; Tekman ve Oner, 1986; Keha ve Kiifrevioglu, 1997].
Enzimler gliniimiizde alt1 ana baslikta smiflandirilmis olup bu basliklar su sekildedir;

1. Oksidoreduktazlar: iki substrat arasindaki redoks reaksiyonlarmi katalizleyen
enzimlerdir. Bu buyiuk ve 6nemli olan grup dehidrogenazlar veya oksidazlar
olarak bilinmektedir.

2. Transferazlar: iki substrat arasinda H® disindaki gruplarm transferini
katalizleyen enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Ester, eter, peptit, glikozid, asit anhidrit, C-C, C-halojentr veya P-
N baglarmm bir su molekiiliiniin katilmasiyla hidrolizini  katalizleyen
enzimlerdir.

4. Liyazlar: Hidrolizden farkli bir mekanizma ile gruplarin substratlardan
uzaklastirilip, ¢ift baglarm olusturuldugu reaksiyonlari katalizleyen enzimlerdir.

5. Izomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirlerine
dontistimiinii katalizleyen enzimlerdir.

6. Ligazlar: ATP veya GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat
bagmin parcalanmasi sonucu ag¢iga c¢ikan enerji yardimiyla iki bilesigin

baglanma reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

Enzimlerin aktivite gosterebilmeleri icin gerekli olan ve protein yapisinda olmayan
gruplara kofaktor denilmektedir. Kofaktorler bir metal iyonu olabilecekleri gibi,
koenzim adi verilen kompleks, organik bir bilesik de olabilirler. Bazi durumlarda
aktivite igin ikisi de gerekebilir. Enzimler sicaklikla denatiire olurken kofaktorler 1siya
dayaniklidir. Katalitik olarak aktif olan enzim kofaktér kompleksine haloenzim adi
verilir. Kofaktorsiiz proteine ise apoenzim adi verilmektedir. Apoenzimlerin protein

yapisindaki aminoasit turleri ve diziligleri her enzimde farklilik gostermektedir. Bu



nedenle enzimin 6zelligini ve 6zgulligind belirleyen kisim apoenzimdir. Apoenzimler
tek baslarina aktivite gostermezler, ancak koenzimle birlikteyken Kkatalitik aktivite
kazanirlar [Ziyan, 1998].

1.2.1. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzimatik reaksiyonlarmn hizlar1 bazi faktorler tarafindan etkilenebilmektedir.
Bu etkenler sirasiyla;
1) Substrat konsantrasyonu
2) Enzim konsantrasyonu
3) pH
4) Sicaklik
5) Iyonik siddet
6) Kofaktor konsantrasyonu (varsa)
7) Inhibitdr ve aktivatér konsantrasyonu

Bu etkenler enzim aktivitesi iizerine degisik oranlarda etki etmektedir.

1.2.2. Enzim Inhibisyonu

Enzimlerin hem “in vivo” (hlcre igi) hem de “in vitro” (hiicre disi)
aktivitelerinin bazi bilesikler tarafindan azaltilmasi veya yok edilmesine “inhibisyon”
denir. Bu olay1 gergeklestiren bilesiklere “inhibitdr” ad1 verilir. Inhibitorler, genellikle
kiigiik molekiil kiitlesine sahip bilesikler veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin
inhibisyonu,  biyolojik  sistemlerde basli basmma bir kontrol mekanizmasi

olusturdugundan, 6nemli bir olaydir [Kuzucu, 2011].

Enzim inhibisyonu dondsimli veya donistimsiz olabilir. Donlstimsiiz
inhibitorler bir enzimle birlesen veya enzimin aktivitesi i¢in temel olan bir islevsel
grubu bozan veya 6zellikle kararli bir yap1 meydana getiren bilesiklerdir. Donustimsuiz
inhibitér ve enzim arasinda siklikla kovalent baglanmanin olusumuna rastlanir (Sekil

1.5) [inan ve Giil, 2001; Lehninger, 2005].
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Sekil 1.5. Doniigiimsiiz inhibisyonun reaksiyon ilizerinde gosterimi

Dondstmlu inhibisyonda ise enzim ile inhibitorin etkilesmesi arasinda bir denge
s0z konusudur. Donlstimlii inhibisyon; yarigmali (kompetitif) inhibisyon, yarismasiz
(nonkompetitif) inhibisyon, yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyon ve lineer karigik tip
inhibisyon olmak (izere dort cesittir [Keha ve Kifrevioglu, 2004].

Yarismali inhibitor (I), molekiil yapist bakimindan substrata (S) benzer ve
substratm enzimin aktif merkezine baglanmasini engelleyecek tarzda, saglanarak

enzimin aktivitesini azaltir (Sekil 1.6) [Ziyan, 1998] . Reaksiyon mekanizmast:

+
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Sekil 1.6. Yarismali inhibisyonun reaksiyon tizerinde gosterimi

Bu tlr inhibisyonda substrat ve inhibitor gelisi guzel bir tarzda birbirinden
bagimsiz ve tersinir olarak farkli merkezlere baglanirlar. Sonugta ES ve ElI
komplekslerini olusturabilirler. Ayrica ES, | ile ve EI, S ile birleserek ESI Ucli
kompleksini meydana getirirler, olusan ESI Ucli kompleksi katalitik olarak inaktiftir.
(Sekil 1.7) [Ziyan, 1998]. Mekanizmast:
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Sekil 1.7. Yarigmasiz inhibisyonun reaksiyon tizerinde gdsterimi

Yar1 yarigmali enzim inhibisyonunda ise inhibitor inaktif ESI kompleksi vermek
Uzere enzim-substrat kompleksine donustimli olarak baglanir, serbest enzime
baglanamaz. Tek reaktantli sistemlerde nadir goriiliir. Daha ¢ok birden fazla reaktant
iceren sistemlerde goralir (Sekil 1.8) [Segel, 1976].

E+S # ES —3» E+P
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Sekil 1.8. Yar1 yarismali inhibisyonun reaksiyon tizerinde gosterimi

Lineer karigik tip inhibisyon tiirii yarismasiz inhibisyonun 6zel bir tipidir. Bu
inhibisyon substratin EI kompleksine baglanabildigi zaman gergeklesir. Her iki
durumda da inaktif ESI kompleksi olusur.

Bu ¢alismada, muz meyvesinden PPO enziminin saflagtirilmasi i¢cin Arslan ve
ark. (2004)’larinca sentezlenen afinite jeli kullanilmistir [Arslan ve ark. 2004].
Saflastirilan muz PPO enzimi iizerine orijinal sentez bazi siilfonamid tiirevli bilesiklerin
etkileri arastirilarak PPO’nun % aktivitesi, her bir siilffonamd i¢in 1Csy ve Cheng-Prusoff

denkleminden yararlanarak K; degerleri belirlenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI
2.1 Polifenol Oksidaz (PPO; EC: 1.14.18.1) Enziminin Biyokimyasi

2.1.1 PPO’nun Adlandirilmasi

Polifenol oksidaz (EC: 1.14.18.1), yapisinda kofaktor olarak bakir iyonu (Cu*?)
iceren oksido rediiktaz sinifina ait bifonksiyonel bir enzimdir. PPO tirosinaz, fenolaz,
katekoloksidaz, katekolaz, o-difenoloksidaz, mono fenoloksidaz ve kresolaz olarak da
bilinir. 1lk olarak Schoenbein tarafindan 1856°da kesfedilmistir. PPO Uluslararas:
Biyokimya Birligi’nin smiflandirmasina iki kez girmistir: EC: 1.14.18.1 (monofenol, L-
dopa:oksijen oksidorediiktaz) monohidroksifenolli o-pozisyonuna hidroksile eder. EC:
1.10.3.1 (1,2-benzendiol: oksijen oksidorediiktaz) o-dihidroksifenolleri okside edip,
hidroksil grubundan hidrojenleri uzaklastirarak benzokinonlari olusturur [Mayer ve ark.,
1979].

2.1.2. PPO’nun Dogada Bulunusu

Polifenol oksidaz enzimi ilk olarak Schoenbein tarafindan yemeklik mantarlarda
1856 tarihinde bulunmustur [Whitaker, 1972]. PPO enzimi dogada yaygimn olarak
bulunur. Bitkiler aleminde bulunmasinin yani swra mikroorganizmalarda ozellikle
funguslarda, kabuklu deniz hayvanlarinda ve bazi hayvansal organlarda da bolca
bulunan bir enzimdir. Ayrica bazi toprak tirlerinde de varligi ve aktivitesi
bildirilmektedir [Sarkar, 1989; Mos'ko, 1992]. Bitkilerde tiim kisimlarda bulunabilirken,
gelismis hayvanlarda deri, sag, tiiy ve gozlerde bulunur. Bitkisel dokularda oncelikle
inaktif formda sentezlenmekte ve zamanla ¢esitli etkenlerle, proteazlar ve etilen gibi bir

takim solunum metabolitlerince aktif hale gelmektedir [Mayer ve ark., 1979].

PPO; birgok bitki ve hayvansal organizmalar ile bazi mikroorganizmalarda
yaygin olarak bulunun bir enzimdir. PPO hayvansal organizmalar igerisinde koyu
pigmentlerin olugmasi, gelismesi, melanin pigmentinin biyosentezinin baglatilmasi ve

polifenolik gruplarin korunmasi gibi gorevlerde bulunur [Bao, 1999].

PPO birgok farkli kaynaktan saflastirilmistir, bunlardan bazilari; ¢ay, musmula,
enginar, Cassava bitkisi, ananas, Napoleon {iziimii, patlican, Anamur muzu, elma,
zambak, cilek, ejderha gozii agact meyve kabugu, kahve, tiitiin, seftali, patetes, vanilya

tohumu, yesil fasulye, dut, armut, elma, domates, Barbados kirazi, kaju fistig1, brokoli,



gObek marul ve nane olarak sayilabilir [Arslan ve ark., 2004; Spille, 1997; Kavrayan ve
Aydemir, 2004]. Bitkilerdeki PPO miktar1 ¢esit, kiiltiirel islemler, olgunluk ve yasa
baghidir [Spille, 1997]. Seker pancarinda PPO, kloroplastta ve gesitli dokusal yapilarda
aromatik olmayan aminoasitlere peptid baglariyla bagl olarak bulunur. PPO’nun
serbest kalmas1 i¢in bu dokunun pargalanmasi gerekir. Yapilan ¢aligmalarda en yiiksek
enzimatik aktivite iizim kabuklarinda, baz1 elma Kkiiltiirlerinde, hiyarda ve diger bazi
meyvelerde goriilmiistiir. Bunlarin disinda, mantarin sap ve epidermis kisimlarinda
yiiksek PPO aktivitesi gozlenmistir. Istakozda epidermis veya kitikul PPO’nun en ¢ok
bulundugu yer olarak saptanmistir. Bitkilerde ve kabuklu deniz iiriinlerinde PPO
dagilimmin tiire, yasa, olgunluga gore degismesi ¢cok 6nemli bir noktadir [Marshall ve
ark., 2000]. Cayda ise enzim yaprak epidermisinde yogundur [Spille, 1997]. Yapilan
baska bir ¢caligmada ise daha spesifik olarak enzimin kloroplast i¢inde bulundugu tespit
edilmistir [Halder ve ark., 1998]. Bir¢cok kaynaktan elde edilen PPO enziminin farkli
molekiiler yapilarda oldugu bildirilmektedir. Bu yapilarin sayisi enzim kaynagina ve
enzimin ekstraksiyonunda ve saflastirilmasinda uygulanan metotlara baghdir [Vamos-
Vigyazo, 1981]. Muz ve seker kamisi kloroplastlarindan elde edilen PPO’lar oldukca
diistik molekiil kiitlelerine (12000 ve 10000) sahip iken, genelde PPO monomerinin
30000 dalton civarinda molekiil kiitlesine sahip oldugu ve bir bakir atomu ihtiva ettigi

kabul edilir [Palmer, 1963].

2.1.3. PPO’nun Molekl Y apisi

PPO enzimi, birden fazla alt birimden olusan oligomerik yapida bir enzimdir.
PPO enziminin igerdigi alt birim say1s1 enzimin izole edildigi kaynaga ve substrata bagl
olarak degismektedir. PPO, molekdiler oksijenin ko-substrat oldugu bakir igerikli bir
metalo enzimdir. Polifenol oksidaz’mn Ribbon resmi Sekil 2.1°te gosterilmistir [Eicken
ve ark., 1999].

2.1.4 PPO’nun Substratlar

Sebze ve meyveler ¢ok cesitli fenolik bilesikler icerirler. Ancak bu bilesiklerin
cok az bir kism1 PPO enzimine substrat olabilmektedir. Polifenol bilesiklerinin enzim
katalizli reaksiyonlar sonucu sebze ve meyvelerde renk bozulmalarina sebep
olmalarinin yani sira, meyvelerin tatlarina da etkileri vardir. Polifenol bilesikler,

enzimatik olmayan reaksiyonlarla da renk bozulmalarina sebep olurlar. Bu bilesiklerden



bazilar1 olduk¢a kolay bir sekilde kendiliginden oto oksidasyona ugrarlar ve olusan
bilesikler polimerleserek koyu renkli makro molekilleri olustururlar [Hermann, 1973;
Matheis, 1977].

PPO’nun meyve ve sebzelerdeki en onemli dogal substratlari, flavonoid tipi
fenollerle, basit fenollerdir. Bunlardan bazilar1 katekinler, sinamik asit esterleri, 3,4-
dihidroksifenil alenin (DOPA), 3,4-dihidroksifenil etilamin (dopamin) ve tirozindir
[Sakiroglu, 1994]. PPO’nun en yaygin dogal substrati sinamik asit esterlerinden
klorogenik asittir [Sato, 1962]. Klorogenik asidin dogada bulunan izo-klorogenik asit,
neoklorogenik asit, pseudoklorogenik asit ve ‘“‘Band 510°" izomerleri de PPO’nun
substratlaridir [Sondheimer, 1964]. Bazi meyve ve sebzelerde PPO’nun ana substrati
bitki materyallerinde genelde ¢ogunlukla bulunmayan fenolik bilesiklerdir [Gross ve
Coombs, 1975].

2.1.5. PPO Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar ve Mekanizmalar

PPO; siyah, kahverengi veya kirmizi pigmentler olusturarak (polifenolere)
hizlica polimerize oldugu monofenollerin o-difenollere hidroliz (EC: 1.14.18.1,
monofenol monooksigenaz, krezolaz aktivitesi) ve difenollerin o-kinonlara oksidasyonu
reaksiyonlarmi (EC: 1.10.3.2, o-difenoloksidaz, katekolaz aktivitesi) katalizler [\Vaughn
ve Duke, 1984]. PPO tarafindan katalizlenen monofenollerin hidroksilasyonu ve o-
dihidroksi fenollerin o-kinonlara oksidasyonu igin Wilcox, Solomon ve arkadaslari
tarafindan Onerilen reaksiyon mekanizmalar1 Sekil 2.2. ve Sekil 2.3’de verilmistir

[Espin ve ark. 1998].
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Sekil 2.1. Polifenol oksidaz’m Ribbon resmi (Karbon atomu gri, nitrojen mavi, siilfiir, atomlar1

sart ve oksijen kirmizi renkle gosterilmistir). [Eicken ve ark., 1999].
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Sekil 2.2. PPO’nun kresolaz aktivitesinin reaksiyon mekanizmasi
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Sekil 2.3. PPO’nun katekolaz aktivitesinin reaksiyon mekanizmasi

Pek cok bitkisel kaynaktan ve son zamanlarda mikroorganizmal kaynaktan PPO
enzimi izole edilip saflagtirilmaya calisilimis ve boylelikle yapist ve reaksiyon
mekanizmasi aydinlatilmaya calisilmigtir. Polifenol Oksidazlar dogada hemen hemen
buttn bitkilerde bulunur. Bitkilerdeki PPO miktar1 bitkinin tiiriine, yasina, olgunluk

durumuna ve yetistirilmesine baghdir [Wisseman, 1981].

Muz, patates, seftali ve tiitiin yapragindan izole edilen polifenol oksidazlar
Ozellikle o-difenollik gruplar Gzerine etkilidir ve monofenollerin hidroksilleme etkileri
yoktur. Mantar, iiziim, elma ve seker pancari yapragindan elde edilen polifenol

oksidazlar ise iki tur aktiviteyi gosterir [Valero ve Varon, 1988].

o-kinonlara oksitlenme olmadan 6nce monofenollerin oksitlenmesi gerekir. Hiz

belirleyici basamak monofenollerin hidroksillenmesidir [Richardson ve Hyslcp, 1985].

PPO enzimi 6ncelikle oksijenin bulundugu ortamda Sekil 2.4.’te monofenolleri
hidroksilasyon ile o-difenollere daha sonra o-difenolleri dehidrojenasyon ile oksijenin

hazir bulundugu ortamda o-kinonlara katalizler.

12



R R
X PPO
O +  HO
OH
OH OH

Monofenol o-Difenol
R R
PPO
+ 02 , m H 2 0
OH 0
OH 0
o-Difenol o-Kinon

Sekil 2.4. PPO’nun katalizledigi reaksiyonlar

2.2. PPO Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler
2.2.1. pH’nn EtkKisi

Ortamin pH’sinin enzimlerin iyonlagabilen gruplari lizerine dnemli etkisi oldugu
icin enzim inaktivasyonundaki roli de buydktir. Aktif merkezin konformasyonunu
koruyup, islevini yerine getirebilmesi i¢in bu gruplarin iyonik formlarini korumasi
gerekir. pH substrattaki iyonlasabilen grublar1 da etkileyebilir. Ancak bu degisimlerin
biiyiik bir gogunlugu tersinirdir ve enzimin tersinir olmayan denatiirasyonundan ayirt
edilmesi gerekir [Segel, 1976; Tipton ve Dixon, 1983]. Tersinmez bir denaturasyon i¢in

ortamin pH’sinin, substratin dayaknililik ve kararliligimi da etkilemesi gerekir.

Elmadan izole edilen PPO igin optimum pH 4.2-7.3 arasindadir [Ponting, 1948;
Walker, 1964; Stelzig 1972]. Uziimden ve mantardan elde edilen PPO igin optimum pH
ise 5.5-7 arasidadir [Dawson, 1962; Cash, 1976]. Optimum pH’lar arasindaki farklilik,
degisik kaynaklardan elde edilen polifenol oksidazlarin degisik formlarinmin
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bulunmasi, enzim kaynagmin olgunluk durumu, enzimin saflagtirma derecesi ve substrat

tipi ile yakindan ilgilidir [Vamos, 1981].

2.2.2. Basincin Etkisi

Meyvelerdeki enzimler {izerine basincin etkisi heniiz fazla calisgilmamis bir
konudur. Yeterli bir inaktivasyon i¢in basincin siiresi ve miktari, ortamm kimyasal
bilesimi, ortamdaki iki degerlikli katyonlarm konsantrasyonu, substratlari, ortamin

pH’s1 ve sicaklik gibi sartlarin iyi ayarlanmasi gerekir.

2.2.3. Sicakhgin Etkisi

PPO enziminin inaktivasyonunda kullanilan en yaygm ydntemdir. PPO’nun
meyvelerde aktivasyon gosterdigi optimum sicaklik 25°-35 °C arasindadir [Cash ve
Sistrunk, 1976; Yokotsuko ve Mahino, 1981]. 90 °C de ise hizla inaktive oldugu
belirtilmis ve 82.2 °C de inaktivasyon hizinda belirgin bir artig gézlenmistir. [Ponting
,1960]. Valero ve arkadaslar1 1988’de Airen Uzlimlerinden elde edilen PPO’nun 65 °C
de 20 dakika sonra tamaminin inaktive oldugu belirtmislerdir. Meyve ve sebzelerdeki
enzimlerin 1s1 ile denatiire edilmesinde en 6nemli konu, ortamdaki enzimin hangi cins
oldugunun bilinmesidir. Sayet PPO ortamdaki tek enzim ise, enzimi kisa bir siire
yiiksek sicaklikta tutma islemi tercih edilir. Ist ile enzimlerin inaktivasyonu yaygin
kullanimina ragmen, Strecker degredasyonu gibi reaksiyonlar sonucu lezzet ve vitamin
kayb1 olmaktadir [Wister ve Daniel, 1980]. Bu yontemin meyvelerdeki dogal aroma ve
lezzeti yok ettigi bildirilmistir [Ponting, 1960].

2.2.4. Askorbik Asidin Etkisi

Ponting, elma suyuna ilave edilen askorbik asidin, esmerlesme reaksiyonlarini
kismen onledigini 1960 yilinda bildirmistir [Ponting, 1960]. Askorbik asit olusan o-
kinonlar1 indirgeyerek reaksiyon verir ve sonucta kendisi oksitlenir. Askorbik asidin
tamami oksitlendikten sonra esmerlesme reaksiyonu devam eder. Bu nedenle kullanilan
askorbik asit konsantrasyonu 6nem tagimaktadir.

2.3. Enzimatik Kararma

PPO enziminin neden oldugu esmerlesmeler iirliniin sadece renginde bozulmaya

neden olmamakta, ayn1 zamanda lezzetini ve kalitesini de diisiirmektedir. Bu nedenle
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olayin 6nlenmesi ve siirlandirilmasi amact ile PPO enziminin nitelikleri {izerinde ¢ok

cesitli arastirmalar yiiriitiilmektedir [Onez, 2006].

Meyve ve sebzelerde iiriiniin dayanikli hale getirilmesinde mikroorganizmalarin
oldugu kadar enzimlerin de inaktive edilmesi gerekmektedir. Enzimlerin aktivitesi
iiriinlerde cesitli kalite bozukluklarina (renk, aroma v.b.) sebep olmaktadir. Meyve ve
sebzelerde enzimatik esmerlesmenin baslica etmenlerinden biri PPO enzimidir. Bu
enzim gidalarda dogal olarak bulunur. Enzimin substrat1 fenolik bilesiklerdir. Gidalarda
dogal olarak bulunan bu enzim; dilimleme, ¢arpma, kesme, ezme gibi mekanik etkilerle
aktif hale gegmektedir. PPO, substrati olan polifenollerle etkileserek tirinde pembeden
mavimsi siyaha kadar renk degisimlerine sebep olmaktadir. Pembeden mavimsi siyaha

kadar olan bu renk degisimlerine “esmerlesme” denir [Laurila ve ark., 1998].

Termal uygulamalar, oksijenin uzaklastirilmasi, esmerlesmeyi engelleyen
ajanlarin kullanilmasi ve kimyasallarin eklenmesi en etkin metodlar arasmdadir. Gida
endiistrisinde PPO’nun termal yolla inhibisyonu sayesinde enzimatik esmerlesme
engellenebilir. Fakat geleneksel 1s1 uygulamalari renk bozulmalari, tat hasari, vitamin ve
besin degeri kayiplar1 gibi istenmeyen etkilere neden olabilir. Oksijen, meyve ve
sebzelerin su, surup ya da tuzlu suya daldirilmasi veya vakumlanmasi yoluyla
uzaklastirilabilir. Ancak bu tir uygulamalar kesin sonug vermez. Vakumlanan paketler
acildiginda, oksijenin tekrar iceri girmesi ile esmerlesme yeniden baslar. Esmerlesme
karsit1 ajanlarin kullanilmasi ise gida endiistrisinde tat, lezzet, renk, doku ve maliyet
iizerine etkileri ve toksisite diislincesiyle kisitlanmaktadir. Kimyasal katki maddeleri
(bisiilfit, askorbik asit ve analoglarl)) enzimatik esmerlesmeyi engellemek igin
kullanilabilir. Aragtirmalara gore farkli etkileyicilerin enzimatik esmerlesmeyi kontrol
edebildigi bilinmekte ve bu bilesikler inhibisyon mekanizmasina dayanan indirgeme
ajanlari, selat ajanlari, asitlik diizenleyici, enzim inhibitorleri, enzim uygulamalar1 ve

kompleks yapicilar olarak siniflandirilmaktadir [Ozoglu ve Bayindirli, 2002].

Esmerlesme geleneksel olarak siilfitlerin kullanilmasiyla engellenmekle birlikte,
toksisitesi nedeniyle bu uygulama giderek kisitlanmaktadir [lyengar ve McEvily,
1992].

Enzimatik esmerlesme, esas olarak oksijenin varliginda fenollerle polifenol
oksidazlar arasindaki iliskiden kaynaklanmaktadir [Nicolas ve ark., 1994]. Bu

reaksiyonlarda olusan o-kinonlar, renksiz bilesiklerdir ve herhangi bir renk bozulmasina
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neden olmazlar. Ancak olusan o-kinon ve tiirevlerinden daha sonra dimer olusmakta ve
bunlar daha biiyiik molekiillii bilesiklere polimerize olmaktadir. Renk bozulmalarinin
esas nedeni, esmer renkli olan bu polimerlerdir. Reaksiyon sonunda olusan renk tonu ve
yogunlugu, cevresel faktorlerin ve ortamdaki fenollerin tiiriine bagh olarak farklilik

gostermektedir [Yang ve ark., 2001].

PPO enzimi, meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerin
oksidasyonunu  Kkatalizleyerek, onlar1  o-kinonlara yikseltger ve bunlarin
polimerizasyonu sonucu esmerlesmeyi yapan kahverengi melanin pigmentlerinin

olusumuna yol agmaktadir [Laurila ve ark., 1998].
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Sekil 2.5. Melanin Pigmentlerinin Olusum Mekanizmasi

Enzimatik kararma reaksiyonlarinda olusan ilk kilit madde olan o-kinonlar,
renksiz bilesiklerdir ve bizzat herhangi bir renk bozunmasina neden olmazlar. Ancak
olusan o-kinon ve tirevlerinden daha sonra dimerler olusur ve nihayet bunlar daha
biiyiik molekiillii bilesiklere polimerize olurlar. iste, renk bozulmalarmin esas nedeni,

esmer renkli olan bu polimerlerdir [Labuza ve ark., 1997].

Diger enzimatik esmerlesme reaksiyon tirl ise, fenolik bilesiklerden tiiremis

kinonlarin, serbest amino asit ve proteinlerle esmer polimerleri olusturmasidir [Labuza
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ve ark., 1997]. Patateste ve kazein igeren karisik besinlerde, okside olmus klorojenik

asidin kazein ile olan reaksiyonlari, bu tiirden reaksiyonlardir.

OH
@ Monofenol (renksiz)
R
PFO
+ 02
PFO + O, Kompleks
_’_ ———» kahverengi
polimerler
Difenol (renkstz) o-kinon (renkll) Amino asitler

proteinler
Sekil 2.6. Enzimatik kararmada Polifenol oksidazin roli

2.3.1. PPO Enziminin Inhibitérleriyle Enzimatik Kararmanin Onlenmesi

PPO enziminin inhibisyonu ve enzimatik kararmanin onlenmesi genelde ayni
baslk altinda incelenir. Ancak kararmanm Onlenmesi, yalnizca enzimin inhibe
edilmesiyle degil ayn1 zamanda reaksiyon i¢in gerekli olan iki substrattan (O, ve fenolik
substrat) birinin uzaklastirilmasi ile gergeklestirilebilir. Gida teknolojisinde kararma
inhibitorleri kullanilacaksa, bu inhibitériin toksik olmamasi, tadi ve goriiniisii
bozmamas1 gerekmektedir. [Walker, 1975].

Meyve sularinin ve dondurulmus sebze ve meyvelerin endistriyel amacla
hazirlanmalar1 sirasinda ortaya ¢ikan bu tiir reaksiyonlar kaliteyi diisiirerek, iirliniin
pazar degerini de azaltwr. Ayrica karides, istakoz ve yenge¢ gibi kabuklu deniz
hayvanlarmin hazirlanmalart ve depo edilmeleri sirasinda kabukta meydana gelen
ezilmeler sonucu, PPO enziminin etkisiyle ortaya ¢ikan melanozis sonucu olusan siyah
renkli lekeler iirliniin degerini disiiriir [Pekyardimei, 1992]. Enzimatik esmerlesme
sebze, meyve ve tahillarda dogal olarak bulunan PPO enziminin sebep oldugu bir
oksidasyon reaksiyonudur. Normal sartlarda enzim hiicre icerisinde oksijenden temassiz
bir halde bulunur. Fakat, meyve veya sebze kesildigi yada zedelendigi zaman enzim
hiicre disma ¢ikarak molekiiler oksijen varliginda bazi fenolik bilesiklerle reaksiyona
girerek renkli bilesikleri olusturur [Mathewson, 2000; Yang ve ark., 2001]. Enzimatik

esmerlesmenin olabilmesi i¢cin PPO enzimi, bunun etkiledigi polifenolik madde ve
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molekiiler oksijenin bir arada bulunmalar1 gerekir. Ayrica sicaklik, pH gibi enzim
aktivitesini direkt olarak etkileyen sartlarin uygun bir seviyede olmasi gerekir.
Enzimatik esmerlesme fenolik madde, molekiiler oksijen ve PPO enziminden birinin
ortadan kaldirilmast ile durdurulur veya azaltilabilir. Ayrica bu tiir esmerlesme
reaksiyonlari 1s1 inaktivasyonu, substratlarin uzaklastirilmasi, sodyum siilfit ve askorbik
asit ilavesi, ortamin pH’smin diisliriilmesi veya yiiksek basing uygulanmasi ile
onlenebilir [Pekyardimci, 1992]. PPO’nun birgok inhibitdru bilinmektedir ve
gunumiizde esmerlesmeyi onlemek icin bu inhibitérlerden bazilar1 kullanilmaktadir.
Kullanilan inhibitorler, besinlerde enzimatik esmerlesmeyi durdurabilen, yiyecek
kalitesine etki etmeyen ve zehirli olmayan maddeler olmalidir [Ferrar ve Halker, 1996].
Sulfitler ¢ok kullanilan bir PPO inhibitoriidiir. Ancak, sebze ve meyvelerin taze olarak
pazara sunulmasi, satilmasi ve servis yapilmasi durumunda kullanimina izin verilmez
[FDA, 1996]. PPO’nun bir diger etkili inhibitorii sisteindir. Sistein tarafindan PPO’nun
inhibisyonunun, enzimin difenolaz aktivitesiyle olusan o-kinonlarla sisteinin tiyol-
konjugatlarin1 olusturmasindan ileri geldigi diisiiniilmektedir. Ayrica sistein, olusan o-
kinonlar1 ilgili fenollerine indirgeyerek de inhibisyon saglamis olur [Cilliers ve
Singleton 1990; Marshall ve ark., 2000]. PPO, prostetik grup olarak bakir iyonu igeren
bir metaloenzim oldugu i¢in, siyaniir, karbon monoksit, sodyum dietil ditiyo karbamat
(DIECA), merkaptotiyazol, dimerkaptopropanol, azid veya potasyum metil ksantat gibi
metal selatlayict reaktiflerle inhibe edilebilir [Laurila ve ark., 1998]. Baz1 potansiyel
PPO inhibitorleri; kompferol, kursetin, kukarinon ve kusnol gibi birgok bitkiden izole
edilen flavanoidlerdir [Kubo ve Yokokava, 1992; Chen ve Kubo, 2002 ]. 2-hidroksi-4-
metoksi benzaldehid, sinnemaldehid, aris aldehid, 3,4-dihidroksi sinnamik asit, kumik
asit gibi ¢ok sayida aldehid ve tiirevlerinin, PPO i¢in inhibitor madde olabilecekleri
belirlenmistir [Kubo Kinst-Hori, 1998; Lee, 2002]. Ayrica, gesitli sentetik orjinli PPO
inhibitorleri de rapor edilmistir. Bunlardan bazilar1 antidepresif ilag olan kaptoril [(2S)-
1-(3-merkapto-2-metilpropionil)-L-prolin] ve antitroid ila¢ olan methimazol (1-metil-2-
merkaptoimidazol)’dur [Andrawis ve Kahn, 1996; Espin ve Wichers, 2001]. Hidrojen
peroksit, hidroksilamin, tioller ve aromatik karboksilik asitler gibi bir cok kimyasalin da
inhibitdr olarak PPO aktivitesini kisitlayici 6zellige sahip oldugu bilinmektedir [Kubo
Kinst-Hori, 1998].
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2.4 PPO’nun Saflastirilmasi

Baz1 bitkisel 6ziitlerden PPO igeren dokularin homojenizasyonu sirasinda, doku
hasarina bagli olarak olusan ve fenolik bilesiklerin oksidasyonu ile ortaya c¢ikan
esmerlesme reaksiyonlar1 dolayisiyla olusan ve suda ¢dziiniirliigii az olan pigmentler,
islem sirasinda problem olabilir. Bu nedenle diisiik sicakliklarda ¢alismak bu problemi
bir miktar azaltabilir. Sivi azot ortaminda bdyle bir homojenizasyon islemi uygun
tampon ¢ozeltiler varliginda gerceklestirilebilir [Sanchez-Ferrer ve Garcia-Carmona,
1990; Jimenez-Atienzar ve Garcia-Carmona, 1996]. Homojenizasyon ¢Ozeltisinin pH
degerinden enzimin aktivitesi etkilenebileceginden, tampon c¢ozeltinin secimi de
enzimin izolasyonunda dnem tagir. Bazi durumlarda, homojenizasyon ¢ozeltisine, ¢esitli
indirgenme-yiikseltgenme olaylarini 6nlemek ve bdylece enzim aktivitesini korumak
amaci ile indirgen reaktifler ya da enzim inhibitorleri katilabilir. Sodyum azid, askorbik
asit, glutatyon, ditiyotreitol, sistein, sodyum metabisiilfit veya tiyoiire gibi c¢esitli
bilesikler bu amagla kullanilmistir [Friedman, 1997]. Homojenize edilen enzim
Ozltlerinden PPO’nun saflastirilmasi, genellikle amonyum siilfat veya aseton ile
coktiirmeyi takiben, kromatografik basamaklar1 icerir. Bu kromatografik islemlerde
santrifiijlenip hazirlanan berrak ¢ozelti, dietilaminoetil (DEAE)-Sephadex veya DEAE-
seliiloz gibi anyon degistiricileri izerinde iyon degisim kromatografisi, Sephadex G-100
Sephadex G-200 jel filtrasyon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi
islemlerine tabi tutulur [Mayer, 1987]. Afinite kromatografisinin de biyolojik
molekiillerin saflagtirilmasinda ve izolasyonunda gii¢lii bir teknik oldugu ispatlanmigtir.
1953 yilinin baglarinda Lerman, seliiloza baglanmis mantar PPO’sunun fenolik ve
substitliye benzoik asit turevi inhibitorlerinin etkili bir afinite absorbanlar1 olabilecegini
gostermistir [Lerman, 1953]. Daha sonra, Gutteridge ve Robb (1973), mantar
PPO’sunun, yarigmali bir inhibitdr olan 4-amino benzoat’1 Sepharose-4B’ye baglayarak,
bu afinite adsorbantinin enzimin saflastirilmasinda kullanigh oldugunu gostermistir
[Gutteridge ve Robb, 1973]. Aymi donemlerde, O’Neill ve arkadaslari (1973),
Sepharose-4B’ye, aminofenol tagiyan camlara ve p-amino benzil seliloza fenolik,
katekolik ve benzoil gruplarini baglayarak, hangi adsorbantin mantar PPO’suna
spesifiklik gosterdigini aragtirmislardir. Bu adsorbantlardan dopamin afinite kolonlari,
ham enzim Oziitiinden enzimi baglamay1 basarmistir. Ancak bu kolonlar, kendiliginden
oksidasyona ugradigindan dolayi, tekrar tekrar kullanilamamistir [O’Neill ve ark.,
1973]. Kat1 desteklere baglanmis inhibitorler, fenolikler alkil gruplar1 ve antibadiler ile
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mantar PPO’sunun saflastirilmasi, bazi aragtirmacilar tarafindan incelenmis ve olumlu
sonuglar elde edilmistir [Flurkey ve Jen, 1980; Wissemann ve Montgomery, 1985].
Pathak ve arkadaslar1 (1992) yaptiklar1 bir ¢alismada, afinite kromatografisi iizerine
aktivasyon metotlarinin etkisini arastirmiglardir. Bu amagla, patates PPO’sunun afinite
kromatografisinde kullanilmak {izere, CNBr veya divinilsiilfon (DVYS) ile aktive edilmis
Sepharose-4B’ye degisik uzanti kollar1 ve uzanti kollarma da ligand olarak p-
aminobenzoik asitin baglanmasiyla cesitli afinite jelleri hazirlanmistir. Bu c¢aligma
neticesinde, CNBr ile aktive edilmis Sepharose-4B’ye p-amino benzoik asitin
baglanmasiyla olusturulan afinite jelinin, PPO adsorbsiyonunun yiiksek oldugu
belirlenmistir [Pathak ve ark., 1992]. Arslan ve ¢alisma ekibi (2004) tarafindan yapilan
caligmada, Sepharose-4B, CNBr ile aktiflestirildikten sonra, uzanti kolu olarak L-tirozin
ve ligand olarak p-aminobenzoik asit baglanmistir. Boylece, Sepharose-4B-L-tirozin-p-
aminobenzoik asit kimyasal yapisina sahip afinite jeli kullanilarak PPO enzimi, dut

meyvelerinden tek adimda ve 74 kat saflastirilmistir [Arslan ve ark., 2004].

2.5. PPO’nun Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

PPO enzim aktivitesi substratin tilkenme veya iriiniin olusum hizinin
Olciilmesiyle belirlenebilir. Enzimin reaksiyon inaktivasyonu kisa zamanda o-dihidroksi
fenollerin oksidasyonunu yavaslattigindan dolayr her iki metotta da, reaksiyonun
baslangi¢ hizinin dl¢iilmesine dikkat edilmelidir. Substratin tilkkenme hizi, genel olarak,
O, absorpsiyonu Warburg respirometresi ile manometrik olarak ya da bir oksijen
elektrodu ile polarografik olarak ol¢iiliir. Bu iki metot ayni sonucglari vermez. Ayni
sartlar altinda elde edilen O, absorpsiyon degerleri polarografik metotta daha yiksek
¢ikmaktadir [Mayer ve ark., 1966]. Uriiniin olusum hiz1 kinonlardan olusan renkli
bilesiklerin optik densisitesinin dlgimuyle spektrofotometrik olarak dlgtlebilir. Katekol,
pirogallol veya klorogenik asit gibi dogal substratlar spektrofotometrik metotlarda
kullanilabilir [Mihalyi ve Vamos-Vigyazo, 1976]. Aktivite Olgiimleri esnasinda
PPO’nun reaksiyon inaktivasyonunu geciktirmek i¢in c¢esitli yontemler kullanilir.
Reaksiyon karisimi, enzim ve substratin yani sira, olugsan kinonlar1 hemen indirgeyen
hidrokinon ve askorbik asit gibi daha negatif indirgenme-ylkseltgenme potansiyeline
sahip bir veya daha fazla bilesik igerir. Bundan dolay1, bu reaktiflerin konsantrasyonlari
sabit kaldig1 siirece, substratin katalitik miktar1 yeterlidir. Sistemin indirgenme-

yiikseltgenme potansiyeli polarografik olarak Olgiilebilir. Bu prensibe dayanan diger
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uygulamalarda, reaksiyon karisimina kolay okside olabilen askorbik asit ilave edilir ve
askorbik asidin maksimum absorpsiyon verdigi 265 nm’deki konsantrasyonundaki
azalma olgilur [Heimann ve Andler, 1962]. Askorbik asidin tiikenme hizi enzim
aktivitesi ile direkt olarak orantilidir. Reaksiyon sistemindeki hizi belirleyen adim
kinon<>substrat transformasyonudur. Askorbik asit oksidaz elde edilen sonuglara tesir
eder. Bu metodun diger bir uygulamasina gore, reaksiyon ortamina eklenen belirli
miktardaki askorbik asidin tamaminin tiilkenmesi i¢in gereken zaman yerine, renkli
kinon drdnlerinin olusumu 6lgiiliir. Bu kronometrik metot olarak isimlendirilir. [Vamos-
Vigyazo, 1981]. Askorbik asit yerine 420 nm’de absorbans veren Ks[Fe(CN)g].3H20
kullanilabilir. Bu durumda, askorbik asidin varligi veya 265 nm’de absorbans veren
bitki materyalleri sonucu etkilemez. Bu metodun diger avantajlar1 ise, ferrosiyaniiriin
ozellikle asidik bolgelerdeki pH degisimlerine karsi askorbik aside gore daha az hassas
olmasi ve ¢ozeltide de daha kararli olmasidir. Ayni substrat konsantrasyonu kullanildig:
zaman, ferrosiyanur metodu askorbik asit prosediriine oranla yari yariya daha az
hassastir [Vamos-Vigyazo, 1981]. Reaksiyon inaktivasyonunu onlemek igin gesitli
yontemler tasarlanmigtir. Bu yOntemler, reaksiyon karisimindan kinonlarin
uzaklastirilmasina dayanir. 3-metil-2-benzotiyazolon hidrazon hidroklorik kinonlarla
kondenzasyon iiriinleri olusturur. Bu iriinler daha sonra kloroform ile reaksiyon
karisimindan ekstrakte edilir ve organik fazin absorpsiyonu 500 nm’de okunur.
Kondansasyon drtnlerinin ekstraksiyonu yerine asetonda ¢Ozilmesi daha hassas
sonuglar vermektedir [Mazzocco ve Pifferi, 1976]. Diger bir metotda ise her bir tiyol
molekiilii basma bir mol kinon tiiketen ve renksiz bilesikler olusturan sar1 bir bilegik
olan 2-nitro-5-tiyobenzoik asit anyonu kullanilir. Enzim aktivitesi sar1 bilesigin 412
nm’deki absorbansindaki azalmasimin spektrofotometrik olarak dlgtilmesiyle takip edilir
[Esterbauer ve ark., 1977].

2.6. Muz Hakkinda Genel Bilgi

Cok severek tuketilen ve en lezzetli meyvelerden biri olan muzun, besleyici
degerinin yliksek olmasi 6zellikle ¢ocuklarin beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptir.
Muz igeriginde yogun miktarda potasyum bulunmaktadir. Potasyum acisindan en

zengin besinler arasinda yer alir.
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Ulkemizde ithal ve yerliolmak iizere satilan muzlar1 farkli gesitleri vardir.
Muzun tiiketimi bir¢ok sekilde yapilabilmektedir. Dogrudan meyve olarak yenebilecegi
gibi siit i¢ine katilarak, tath tariflerinde kullanilarak da faydalanilabilir. Muz dalindan
koparildiginda ¢cok hizli olgunlagan bir meyvedir. Bitkiden yesil olarak kopartilan bir

muz kiimesi kisa siirede sarararak tatlanmaya baslar.

Kabuk kisimlarinda kahverengiler olusmaya baslamis muz asir1 olgunlagmis
seviyededir. Eger muzu hemen tiiketmeyecekseniz; hafif yesil renkte olanlardan tercih
etmeniz, daha uzun slire dayanmasini saglar. Kolay kolay ¢iirlimeyen ve kurtlanmayan

bir meyve oldugundan evlerde bulundurulmasi kolaydir.

2.6.1. Muz Nedir

Muz, tropikal bolgelerde dogal olarak yetigebilen, agaca benzer bitkiye ve bitki
izerinde yetisen yesil, pembe, kirmizi kabuklu uzun meyvelere verilen isimdir. Lezzetli
olmas1 sebebiyle her yastan insanin severek tiikettigi muz, Glkemizde genellikle yesil
olarak olugsmaya baslar ve olgunlastik¢a sar1 bir renk alir. 8-9 metreyi bulan boyu
nedeniyle aga¢ olarak nitelendirilin muz aslinda ¢ok yillik bir bitkidir. Muz agacinin
tipk1 meyveleri gibi yapraklar1 da uzun bir formdadir. Muzun adinin, meyvenin dikimini
tesvik eden Antonius Musa isimli doktordan aldigi bilinmektedir. Muzun salkim
haline hevenk denir. Ortalama 26 °C sicaklikta verimli yetisen muz, yaklasik 125-150

gun arasi hasat edilecek hale gelir.

2.6.2. Muzun Ozellikleri Nelerdir

Sicak  ve  tropikal alanlarda  yetismesi miimkiin  olan = muz,
Musaceae familyasindandir. Yetistirilmesinde herhangi 6zel bir bakima gereksinim
gorulmez. Ancak o6zel olarak yetistiriciligini yapanlar, bitkinin bakimini yapmaktadir.
Yaz aylarinin basinda bitki {izerinde yesil olarak olugmaya baslayan meyveleri toplansa
bile zaman icinde olgunlasabilir. Agacims1 bitkinin boyu ortalama olarak 7 metre
civarinda olmakla birlikte daha kisalar1 ve uzunlar1 goriilebilir. Bitki tizerindeki meyve,
biiyiik oranda sartya doniisse de muz gesitleri arasinda kirmizi, pembe hatta mor olanlar1
bile vardir. Bitki lizerinde goriinen muz topluluguna muz kiiresi ya da el ad1 verilir. Her
kiimede yaklasik 10-15 adet muz bulunur. Muz diinyada en c¢ok tiketilen meyvelerden
biridir.
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2.6.3. Muzun Cesitleri Nelerdir

Muz cesitleri genellikle boyuna gore smiflandiridmistir. Kisa, orta ve uzun
boylardaki muz ¢esitlerinin farkli isimleri vardir. Kisa boylu g¢esitlerde dwarf
cavendish adi verilen ortalama 1,5 metrelik bitkisi olan bir tiir vardir. Orta boylu gesitte
ise grand nain, simsek bilinen muz tiirleridir. Uzun boylu muz ¢esitleri iginde
bilinenler williams ve azmandir. Gross michel ise Chiquita (Cikita) muz diye bildigimiz
tiirlin icerisinde bulundugu muz ¢esitidir. Muz ¢esitlerinde gorsel ve tatsal agidan ciddi
farklar yoktur. Muz c¢esitlerine bakildiginda parmak uzunlugundaki boyutlarda ve
ortalama 20 cm boyutlarinda oldugu goriilmektedir. Bilinen diger muz ¢esitleri; pembe

muz, bulanik muz, tiiyli muz, tohumlu muzdur.
2.6.4. Muzun Faydalar1 Nelerdir

Muz besleyici 6zelligi ile taninmaktadir. Hatta yumurta ile yaklasik besin
degerine sahip oldugu bilinir. Igeriginde protein, lif ve karbonhidrat vardir. Ancak seker
oran1 da yiiksek olan bir meyve oldugu unutulmamalidir. Orta boy bir muzun kalorisi
yaklasik olarak 125 kj (kilojoule) civarindadir. Meyvenin iginde ayrica bolca A, C, E
ve B12 vitaminleri ile potasyum, kalsiyum, magnezyum bulunmaktadir. Enerji verici bir
meyve olan muz 6zellikle istahsizlik durumunda viicudun enerji ve besin almasi i¢in

ideal bir segimdir.

Lif bakimindan zengin oldugundan doyurucudur ve bagirsak problemlerinde
dengeleyici  ozelligi  vardir. Ozellikle ishal ~durumunda lifli  yapistyla ishalin
sonlanmasma katkida bulunur. Kalp ve damar saghgmaiyi gelir. Ancak ¢ok
tiiketildiginde kabizliga neden olabilir. Goz ve kemik saghiginda faydahidir. Vicuda
seratonin yiikklemesi yaparak mutluluk saglar. Bu yiizden depresyona iyi gelir.
Igerigindeki yogun magnezyum ve potasyum sayesinde kalp hastaliklarma karsi
koruyucudur. Mide {iilseri ve asidine muz en iyi ¢6zlimlerden bir tanesidir. Bu 6zelligi
ile de refli tedavisinde faydalidir. Muzu meyve olarak tiiketerek vitaminlerini almak

disinda ¢esitli kiir tariflerinde kullanarak cilt ve sa¢ bakiminizi yapabilirsiniz.

2.7. PPO ile Ilgili Yapilan Cahsmalar

PPO enzimi ile ilgili son zamanlarda sebze ve meyvelerdeki enzimatik

kararmalar1 6nlemek i¢in bir¢ok ¢aligma yapilmistir. EIma (Oktay ve ark., 1992; Murata
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ve ark., 1995), muz (Kahn,1985; Yang ve ark., 2000), seftali (Flurkey ve Jen, 1980),
Uzim (Wissemann ve Lee, 1981; Lamikanra ve ark., 1992), kivi (Park ve Luh, 1985),
armut (Wissemann ve Montgomery,1973), ahududu (Gonzales ve ark., 1999), cilek
(Ebeling ve Montgomery, 1990), erik (Siddiq ve ark., 1992), turp (Arslan ve ark., 1997),
1spanak (Golbeck ve Cammarata,1981), bakla (Flurkey, 1989; Hutcheson ve Buchanan,
1980), tarla fasulyesi (Paul ve Gowda, 2000) yabani patates (Kowalski ve ark., 1992),
ferula sp (Erat ve ark., 2006), Anamur muzunda (Unal, 2005), Ankara armudunda
(Ziyan ve Pekyardimci, 2004), Cynara scolymus L ’dan (Aydemir, 2004), Van
elmasinda (Demir ve ark., 2006) ve yer elmas1 (Zawitowski ve ark., 1988) olmak iizere
pek cok bitki dokusunda caligilmistir. Enzim, molekiiler oksijen iceren iki farkl
reaksiyon katalizlemektedir. Birincisi monofenolleri o-difenollere  doniistiiren
hidroksilasyon, ikincisi o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonudur (Vamos-Vigyazo,
1981). Oksidasyon, yiyeceklerin giivenligini, rengini, lezzetini ve yapisini etkiledigi i¢in

gidalar bozulmasinda en 6nemli etkendir (Kinsella ve ark., 1993).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan, Sepharose-4B, p-aminobenzoik asit, L-tirozin,
standart serum albimin, N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED), diyaliz torbalar1
Sigma Chemical Comp’den; trikloro asetik asit (TCA), sodyum hidroksit, sodyum
klortr, sodyum karbonat, sodyum sitrat, trihidroksimetil aminometan (Tris), siyanojen
bromir, amonyum silfat, sodyum silfat, stlfirik asit, glisin, fosforik asit, asetik asit,
etil alkol, metil alkol, hidroklorik asit, sodyum azodir, sodyumnitrat, sodyumdihidrojen
fosfat, sodyum bikarbonat, askorbik asit, polietilenglikol (PEG), katekol Merck
A.G’den; akrilamid, bisakrilamid, amonyum persilfat, SDS, bromtimol mavisi, gliserol,
Coomassie brillant blue G-250, Coomassie brillant blue R-250 Fine Chemical’dan

sagland1.

Bu caligsmalarda kullanilan organik bilesikler, Sakarya Universitesi, Fen-
Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii, Organik Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof.
Dr. Mustafa ARSLAN ve laboratuvar c¢alisanlarinca, Organik  Kimya

Laboratuvarlarinda sentezlenen orijinal sulfonamid tiirevleridir. Bilesiklerin kodlar1 ve

isimleri Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Orijinal silfonamid tiirevlerinin kodlar1 ve isimleri

Bilesik Bilesigin Ad1

Kodu
DT-F-S1 Ethyl 2,7,7-trimethyl-4-(4-(4-methylphenylsulfonamido)phenyl)-5-oxo-1,4,5,6,7,8 hexahydroquinoline-3-carboxylate
DT-F-S2 Ethyl 4-(4-(2,5-dimethylphenylsulfonamido)phenyl)-2,7,7-trimethyl-5-oxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroquinoline-3 carboxylate
DT-F-S3 Ethyl 2,7,7-trimethyl-4-(4-(2-methyl-5-nitrophenylsulfonamido)phenyl)-5-oxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroquino line-3 carboxylate
DT-F-S4 3-(N-(4-(3-(ethoxycarbonyl)-2,7,7-trimethyl-5-ox0-1,4,5,6,7,8-hexahydroquinolin-4-yl)phenyl)sulfamoyl)-4-methylbenzoic acid
DT-F-S5 4-methyl-N-(4-(3,3,6,6-tetramethyl-1,8-dioxo-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-decahydroacridin-9-yl)phenyl) benzene sulfonamide
DT-F-S6 2,5-dimethyl-N-(4-(3,3,6,6-tetramethyl-1,8-dioxo-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-decahydroacridin-9-yl)phenyl) benzenesulfonamide
DT-F-S7 2-methyl-5-nitro-N-(4-(3,3,6,6-tetramethyl-1,8-dioxo-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-decahydroacridin-9-yl)phenyl) benzenesulfonamide
DT-F-S8 4-methyl-3-(N-(4-(3,3,6,6-tetramethyl-1,8-dioxo-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-decahydroacridin-9-yl)phenyl) sulfamoyl)benzoic acid
DT-F-S9 Diethyl 2,6-dimethyl-4-(4-(4-methylphenylsulfonamido)phenyl)-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate
DT-F-S10 Diethyl 4-(4-(2,5-dimethylphenylsulfonamido)phenyl)-2,6-dimethyl-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate
DT-F-S11 Diethyl 2,6-dimethyl-4-(4-(2-methyl-5-nitrophenylsulfonamido) phenyl)-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxy late
DT-F-S12 3-(N-(4-(3,5-bis(ethoxycarbonyl)-2,6-dimethyl-1,4-dihydropyridin-4-yl) phenyl)sulfamoyl)-4-methylbenzoic acid
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NO,

FeIHCI
—>

H CH H

CH, H CH
CH; H  COOH
CH, H NO,

EtOH
0
N0

Sekil 3.1. N-(4-(3,3,6,6-tetramethyl-1,8-dioxo-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-decahydroacridin-9-yl)phenyl)benzene
sulfonamide bilesiklerinin sentez prosediirii

H CH H
CH, H CH
CH, H COOH
CH, H No,

Sekil 3.2 ethyl 2,7,7-trimethyl-5-0x0-4-(4-(phenylsulfonamido)phenyl)-1,4,5,6,7,8-hexahydroquinoline
3-carboxylate bilesiklerinin sentez prosediirii

NO,
NH,0AC * + FO 5 R, R, Ry
EtOH
0 Et H CH; H
o EtO CH; H CH,
CH; H COOH
CH; H NO,

Sekil 3.3 diethyl 2,6-dimethyl-4-(4-(phenylsulfonamido)phenyl)-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate
bilesiklerinin sentez prosediirii
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Tablo 3.2. Kullanilan bilesiklerin agik formiilleri

DT-F-S1 DT-F-S2 DT-F-S3 DT-F-S4 DT-F-S5 DT-F-S6
Q o
HN@@\ HN”g\[ j HN/E\(?
o
o

i CO,Et o NO,

L) i CO,Et CO-Et

N 2!

DT-F-S7 DT-F-S8 DT-F-S9 DT-F-S10 DT-F-S11 DT-F-S12
[e]

9 HN’é o o
Py 0 0

/g\ij \©\ HN/2\<> HN/Z\© HN/TS:)

0

EtO,C CO,Et NO,
I COOH

N EtO,C CO,Et | EtO,C CO,Et
H I [ EtO,C CO,Et
N »

N

H

Iz

3.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar
Sogutmal santrifiij: Hettich zentrifugen,
EBA-12R pH metre: Orion- model 920A

UV-Spektrofotometre: CARY 1E, UV-Visible Spectrophotometer-VARIAN
Manyetik kanstirici: IKA Combimag RCO

Peristaltik Pompa: Pharmacia Fine Chemicals
Kronometre: Hanhard, Elektronisch Digital Stoppuhr
Terazi: Libror, AEG-220 (Shimadzu)

Otomatik pipetler: Fischer

Homojenize Edici: Ev tipi blender

Elektroforez tanki: Hoefer, HIS

Kromatografi Kolonu: Pharmacia Fine Chemicals
Derin dondurucu: Sanio Medical Freezer

Etlv: Elektromag

Calkalayici: Clifton

Sabit sicakhk sirkiilatorii: Techne-Tempette Junior TE-8J
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Vortex: Fisons Whirli Mixer
3.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Deneysel caligmalarda kullanilmak {izere asagidaki ¢ozeltiler hazirland1.

1) Ekstraksiyon tamponu: % 0.5 PEG, 10 mM askorbik asit, pH: 7.3, 0.5 M fosfat
tamponu; 8.7 gr (0.05 mol) K;HPOQOy4, 0.5 gr polietilen glikol(PEG), 0.176 gr (0.001 18
mol) askorbik asit 80 mL saf suda c¢ozildi. 1 M HCI ile pH. 7.3’e kadar pH metre
yardimiyla titre edildi. Cozelti daha sonra saf suyla 100 mL’ye tamamlandi.

2) Amonyum siilfat coktiirmesi sonucunda olusan ¢okelegin ¢ozeltiye alindig1 ve
diyalizin yapildigi tampon: 5 mM fosfat tamponu, pH: 6.3; 0.87 gr ( 0.005 mol)
K2HPO,4 950 ml saf suda ¢ozildi. 1 M HCI ile pH 6.3’e kadar titre edildi ve saf suyla
1000 mL’ye tamamlanda.

3) Afinite jeli sentezinde kullanilan tamponlar:

0.1 M NaHCOg3, pH: 10.0 tamponu; 8.401 gr (0.1 mol) NaHCO3 950 mL destile suda
gOziilerek, 1 N NaOH ile pH’s1 10.0’a getirildi ve son hacim destile su ile 1 L’ye

tamamlandi.

0.2 M NaHCO3, pH: 8.8 tamponu; 8.401 gr (0.1 mol) NaHCO3; 450 mL destile suda
cozllerek, 1 N NaOH ile pH’s1 8.8’e getirildi ve son hacim destile su ile 500 mL’ye

tamamlandi.

0.01 M NayHPO,, pH: 6.0 tamponu; 1.42 gr (0.01 mol) Na,HPO, 950 mL destile
suda ¢oziilerek, 1 N NaOH ile pH’s1 6.0’a getirildi ve son hacim destile su ile 1 Lt’ye

tamamlandi.

4) Afinite jelinin dengelenmesi ve yikanmasi icin kullanilan tamponlar:

0.05 M fosfat tamponu, pH: 5.00; 3.55 gr (0.025 mol) Na;HPO, 450 mL destile su
icinde c¢oziilerek pH’s1 5.00’a getirilerek son hacmi destile su ile 500 mL’ye

tamamlandi.

0.05 M fosfat tamponu, pH: 6.00; 3.55 gr (0.025 mol) Na;HPO,4 450 mL destile su
icinde c¢oziilerek pH’s1 6.00’a getirilerek son hacmi destile su ile 500 mL’ye
tamamlanda.

5) Afinite kromatografisinde jele baglanmus PPO enziminin ellsyonu igin
kullanilan ¢ozelti: 0.05 M Na,HPO,/ 1 M NaCl, pH: 8.00 fosfat tamponu; 3.55 gr
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(0.025 mol) NazHPO, ve 29.25 gr (0.5 mol) NaCl 450 mL destile su iginde ¢Ozilerek

pH’s1 8.00’a getirilerek son hacmi destile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

6) Aktivite Tamponu: 0.1 M Na;HPO,, pH: 6.80 fosfat tamponu; 7.1 gr (0.05 mol)
Na;HPO4 450 mL destile su iginde ¢oziilerek pH’s1 6.80°e getirilerek son hacmi destile

su ile 500 mL’ye tamamlandi.

7) Substrat Cozeltisi: Substrat ¢ozeltisi 10 mL, 0.1 M olacak sekilde hazirlandi. Bu
amacla 0.11 gr (1x10® mol) katekol son hacim 10 mL olacak sekilde destile su ile

¢ozaldu.

8) SDS-PAGE elektroforezinde kullamilan numune tamponu:

0.5 M Tris-HCI (pH:6.8) 2.5mL
% 10’luk SDS 4.0 mL
Gliserol 2.0 mL
-merkapto etanol 1.0 mL
Bromfenol mavisi 0.01 gr
Destile su 0.5mL

9) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan yiiriitme tamponu:

Tris-HCI 3.0gr
Glisin 14.4 gr
SDS 10g¢gr

Destile su ile son hacim 1L’ye tamamlanir

10) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlanisi:
SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarmin hazirlanisi ve kullanilan

miktarlar1 Tablo 3.3’de verilmektedir.
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Tablo 3.3. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin miktarlari.

Ayirma Jeli Yigma Jeli
% 10 % 3

Akril amid/Bis (% 30)

Akril amid 15¢gr
Bis 0.4 gr 16.65 mL 2.6 mL

Son hacim destile su ile 50 mL’ye

tamamlanir.
Destile su 20.1 mL 12.2 mL

1.5 M Tris-HCI (pH:8.8
Tris-HCI 11.82 gr
pH:8.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH 12.5mL _

ilave edilerek son hacim destile su ile 50

mL’ye tamamlanir.
0.5 M Tris-HCI (pH:6.8

Tris-HCI 3.94 gr
pH:6.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH ilave -

edilerek son hacim destile su ile

5mL

50 mL’ye tamamlanr.
% 10’1luk SDS

SDS lor

Son hacim destile su ile 10 mL’ye 0.5mL 200 uL

tamamlanir.
TEMED 25 L 20 uL
% 10’luk amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat 1 gr 750 pL 400pL

Son hacim destile su ile 10 mL’ye

tamamlanir.

10) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme c¢ozeltisi: 0.66 gr
Coomassie brillant blue R-250, 120 mL metanolde ¢ozuldi. Bu ¢ozeltiye 24 mL saf

asetik asit ve 120 mL destile su ilave edildi.

11) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk agma c¢ozeltisi: % 7.5 asetik asit,
% 5 metanol ve % 87.5 mL destile icermektedir. Bu amagla 75 mL asetik asit ve 50 mL
metanol, 875 mL saf su ile karistirildi.
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3.2 Yontemler
3.2.1 Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Enzim kaynagi olan muzlar, Siirt ilindeki manav ve marketlerde satilan ithal
muzlar almarak temin edilmistir. +4 °C’de muhafaza edilerek ayni giin icerisinde
kullanilmistir. Ham ekstrakt hazirlanmasi amaciyla, 50 g muz 100 mL (% 0.5 polietilen
glikol ve 10 mM askorbik asit ihtiva eden) 0.5 M, pH: 7.30, fosfat tamponu iginde ev
tipi blender ile 2 dakika siireyle homojenize edildi. Homojenat iki kat tilbentten
stiziildl. Stizlintu 20000 x g’de + 4°C’de 1 saat siireyle santrifiij edildi. Bitki duvarlarim
ve seliilozik lifli kismu i¢eren ¢okelek atildi. Elde edilen siipernatant ham ekstrakt olarak
kullanildi.

3.2.2 Amonyum Sulfatla Coktliirme

Amonyum siilfatla ¢oktiirme, islemleri %0-80 arasinda doygunlukta yapildi.
Coktiirme islemleri sirasinda kullanilan kat1 amonyum siilfat miktarlar1 asagida verilen

formalle tespit edildi.

1.77 x V % (S;—S1)

NH,),S0; =
gr(NH,),504 354 x S,

V: supernatant hacmi
Si1: 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu
S2: 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Coktiirme isleminde kullanilacak kati amonyum siilfat miktar1 yukaridaki
formiile gore tespit edildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sirasinda ham ekstrakta kati
(NH4)2SO,4 yavas yavas Ve azar azar katildi, her ilave sonrasinda daha once katilan
(NH4)2SO4’1n ¢oziinmiis olmasina dikkat edildi. Kat1 amonyum siilfat katilmasindan
sonra %80 doygunluga getirilen suspansiyon 20000 x g’de 1 saat siireyle sogutmali
santrifijle santrifujlendi. Tiim ekstrakt bu sekilde santrifiij edildikten sonra tiiplerin
izerindeki sivi kisimlar atildi. Olusan ¢okelek ise, 5 mM fosfat tamponunun (pH: 6.3)

¢oziinebildigi en az miktarinda ¢oziildii
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3.2.3 Diyaliz

Amonyum sulfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen numune, diyaliz torbasi (Sigma
Diagnostics, dialysis sacks) i¢ine alinarak, tampona (5 mM fosfat tamponu, pH: 6.3)
kars1 3-4 defa degistirilmek suretiyle 24 saat streyle diyaliz edildi.

3.2.4 PPO Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflastirnimasi

PPO enziminin saflastirilmast i¢in uygulanan metodlardan birisi de afinite
kromatografisidir. Afinite kromatografisi, bir ¢esit adsorpsiyon kromatografisi olup
saflagtirilmas1 istenen molekiil veya biyolojik {initenin matriks ad1 verilen ¢dziinmeyen
bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis bir baglanma bilesigine
(ligand) spesifik ve tersinir baglandig1 bir tekniktir. Bu sayede, ¢cok zor, yorucu ve bazi
hallerde imkansiz olan bir ¢cok ayirma islemleri kisa zamanda gerceklesmekte ve yiiksek

bir verimle binlerce defa saflagtirilmis bilesikler elde edilmektedir [Cuatracasas, 1970].
3.2.4.1 Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Afinite jeli, Sepharose-4B matriksi Uizerinde hazirlandi. Sepharose-4’nin serbest
-OH guruplarinin modifikasyonunda yaygin olarak CNBr yonteminden yararlanilmistir
[Pathak ve ark., 1992]. Ayni metot tarafimizdan kullanilarak, Sepharose-4B, CNBr ile
aktiflestirildikten sonra, tirozinle kovalent modifiye edildi. Reaktif tiirevde tirozine
diazolanmig p-aminobenzoik asidin baglanmasi ger¢eklestirildi. Burada, tirozin afinite
jelinin uzant1 kolunu, p-aminobenzoik asit ise enzimi spesifik olarak baglayan kismini
olusturmaktadir. p-aminobenzoik asit PPO enziminin spesifik bir inhibitori olup, afinite
jelinin yapisina girerek s6z konusu enzimin yiiksek oranda saflastiriimasinda basariyla

kullanilmistir. Afinite jeli asagidaki prosediire gore hazirlanmustir.
3.2.4.1.1. Sepharose-4B’nin Aktiflestirilmesi ve Tirozin Baglanmasi

10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit
hacimdeki destile su ile birlestirildi. Karistirilmakta olan jel siispansiyonuna 4 g toz
haline getirilmis CNBr’iin hepsi birden katildi. pH metre kullanilarak siispansiyonun
pH’s1 4 M NaOH ile hemen 11°e ¢ikarildi ve reaksiyon bu pH’da muhafaza edildi.
Reaksiyona pH degismeyinceye kadar devam edildi (10-15 dakika). Cok miktarda buz
siispansiyona katild1 ve karisim bir buchner hunisine nakledildi. Daha sonra 250 mL
soguk 0.1 M NaHCOj3 tampon ¢0zeltisi ile (pH: 10) ile yikandi 20 mL’sinde 15 mg
tirozin igeren ayni tamponun soguk ¢oOzeltisi ilave edilerek, yavasca karistirilan

siispansiyondan, baglanma derecesini belirleme amaciyla, her 15 dakikada iginde jel

33



bulunmayan 0.2 mL &rnek alindi ve 1 M NaOH ¢dzeltisi ile 20 mL’ye tamamlanarak
294 nm’de absorbans degisimi izlendi. 90. dakikadan sonra absorbansda onemli bir
farklanma olmadigr i¢in, baglanma reaksiyonu 90 dakika olarak belirlendi. Bundan
sonra suspansiyon, 16 saat 4°C’de bekletildi. Bu sirenin bitiminde yikama suyu 280
nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikandi. Boylece reaksiyona girmeyen
tirozin tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama, 100 mL 0.2 M NaHCO3; tamponu ile
(pH: 8.8) tekrarlandi. Tirozinle modifiye Sepharose-4B, ayni tamponun 40 mL’si igine

alindu.
3.2.4.1.2. p-aminobenzoik Asidin Baglanmasi

25 mg p-aminobenzoik asit, 0 °C civarinda 10 mL 1 M HCI icerisinde ¢oziildii.
75 mg NaNO; ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL c¢ozelti, p-aminobenzoik asit ¢ozeltisine
damla damla katildi. 10 dakika reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan p-
aminobenzoik asit, 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin slispansiyonuna ilave edildi. pH:
9.5’a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1L saf
su ve ardindan 200 mL 0.01 M Na;HPO, (pH: 6) tamponu ile yikanarak ayni tamponda
muhafaza edildi. Reaksiyonlarin agik formiilleri asagida gosterilmektedir.
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Sekil 3.4. Sepharose-4B’nin modifikasyon basamaklari

3.2.4.2 Enzim Cozeltisinin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enzimin Elusyonu

Hemolizat yiiklenmeden 6nce +4 °C’de muhafaza edilen afinite jeli dengeleme
tamponu ile dengelenmistir. Ardindan hemolizat kolona yiiklenerek, yikama tamponu
vasitasiyla safsizliklarin ortamdan uzaklastirilmasi saglanmistir. Sonrasinda, Muz PPO
enzimi eliisyon tamponu yardimi ile afinite jelinden saflastirilarak 3 mL’lik tuplere

alinip aktivite caligmalari i¢in hazir hale getirilmistir.
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Hazirlanan afinite jeli 1x10 cm boyutlarindaki bir kolona paketlenerek 0.05 M fosfat
tamponu (pH: 6.0) ile, Ustten ilave edilen ve alttan toplanan tamponun pH degerleri
birbirleriyle esit oluncaya kadar yikanarak dengeleme saglandi. Diyaliz sonrasi elde
edilen enzim ¢ozeltisi kolona tatbik edildi ve yine 0.05 M Na;HPO, tamponu (pH:5.0)
ile yikanarak 2’ser mL halinde tiiplere alindi. Boylece PPO’nun biiyiik kismi afinite
jeline tutunmus ve diger safsizliklar uzaklagsmis oldu. Toplanan tiiplerde 280 nm’de
protein ve 420 nm’de enzim aktivite tayini yapildi. Daha sonra 0,05 M pH=7,00
Na;HPO,4 /1 M NaCl tamponu ile enzim elisyonu yapild: ve 2’er mL halinde tuplerde
fraksiyonlandi. Eliiatlarda Coomassie Brillant blue metoduyla kantitatif, 280 nm’de

kalitatif protein ve 420 nm’de enzim aktivite tayini yapild.

3.2.5 Bradford Yoéntemiyle Kantitatif Protein Tayini

Afinite jeliyle saflagtirilan PPO enziminin protein miktar tayinleri bu yontemle
belirlendi. Bu yontem fosforik asitli ortamda proteinlerin, Coomassie brillant blue G-
250 reaktifi ile kompleks olusturmasi, olusan kompleksin 595 nm’de maksimum
absorbans godstermesi esasina dayanir [Bradford ve ark., 1976]. Bu yontemin diger
protein tayini yontemlerinden {istiin yani, c¢ok kisa silirede uygulanmasi, bozucu
faktorlerin az olmasi, protein boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire kalmasidir. Bu
yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.

Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir albiimin ¢ozeltisinden tiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100
ulL alindi. 100 mM Tris-HCI tamponu (pH:8,00) ile tim tlplerin hacimleri 0.1mL’ye
tamamlandi. 5 mL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tupe ilave edildi.
Tiipler vorteks ile karistirilarak 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore
kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 mL’lik 100 mM Tris-HCI (pH:8,00)
tamponu olan 1. tlip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein
degerleri (Tablo 4.1.) ile standart grafik hazirland1 (Sekil 4.1.).

Hazirlanacak enzim c¢ozeltilerinden 0,1’er mL 2 ayr1 tiipe alinarak iizerlerine
5’er mL Coomassie reaktifi ilave edildi. Vorteksde karigtirildiktan 10 dakika sonra 595
nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Iki &l¢iimiin ortalama absorbansina karsilik gelen protein

miktar1 standart gafik yardimiyla hesaplandi.
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3.2.6 Sodyum Dosesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile

Enzim Safliginin Kontroll

Muz PPO (MPPO) enzimlerinin afinite kromatografisi ile saflastirilmasindan
sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3, aywrma jeli % 10
konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli sodyum dodesil stlfat jel elektroforezi
(SDS-PAGE) Laemelli tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi
kontrol edildi [Laemelli, 1970]. Bu amagla elektroforez cam plakalar1 once su, sonra etil
alkol ile iyice temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu
yerlestirilerek iki cam plaka birbiri iizerine konuldu ve kiskaglarla tutturularak jel
hazirlama cihazma konuldu. Tablo 3.1’de belirtildigi Sekilde hazirlanan ayirma jeli
plakalar arasma ftistten 2-3 cm kalana kadar enjektorle dokildu. Jel igerisinde hava
kabarcig1 kalmamasma dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmas1 i¢in n-butanol ile
ince bir tabaka olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (yaklasik 15 dakika)
ust ylzeydeki n-butanol dokildu. Daha sonra cam plakalarin arasi tamamen doluncaya
kadar polimerlesmis ayirma jelinin iizerine yigma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki 26
yiikkleme jelinin {izerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi.
(yaklasik 30 dakika). Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak, kuyucuklarin arasinin
bozulmamasmna dikkat edilerek c¢ikarildi. Kuyucuklar 6nce saf suyla sonra tank
tamponuyla yikandi. Polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina
yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiritme tamponu konuldu. Afinite
kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan yiiksek aktivite gosterenler
birlestirilerek amonyum siilfatla % 80 doygunluga getirildi. Elde edilen ¢6zelti toplam
hacim 100 uL olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Lizozim
(14.3 kDA), B-laktoglobulin (18.4 kDA), tripsinojen (24 kDA), pepsin (34.7 kDA) ,
ovalbumin (45 kDA) ve sigir serum albumin (66 kDA) igeren standart protein ¢ozeltisi,
icerisinde her birinden 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 100 pL
olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Jele yiiklenecek numuneler
3 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Numuneler sogutularak enjektorle
kuyucuklara yuklendi. Elektroforez giic kaynagina baglanarak 80 volt’a ayarlandi.
Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu igindeki boyaya ait
bant yiikleme jelinden ayirma jeline vardiginda voltaj 150 volt’a yukseltildi. Bromfenol

mavisinden kaynaklanan mavi bant jelin altina 0.5 cm kalana kadar yirQttldikten sonra
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akim kesilerek yiiritme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi
yigma jel kesililip ayrildiktan sonra protein bantlarini iceren ayirma jeli renklendirme
cozeltisi i¢ine konuldu ve 30 dakika kadar calkalayici tizerinde birakildi. Daha sonra jel
renklendirme c¢ozeltisinden ¢ikarilarak renksizlestirme ¢ozeltisine kondu. Belirli
araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi agilip protein bantlar
belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti iginde ¢alkalandi. Jel renksizlestirme c¢ozeltisinden

cikarildiktan sonra fotografi ¢ekildi.

3.2.7 PPO Enziminin Aktivite Tayini

PPO enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi. Aktivite dl¢ciimu
icin 30 uL enzim ¢ozeltisi almip daha 6nceden hazirlanmis olan 372 pL tampon +
substrat (0.1 M katekol) + saf su ¢ozeltisine ¢abuk bir sekilde eklendikten sonra 420
nm’de kore karst bir dakikada absorbansda meydana gelen degisme okundu. 1 Enzim
Unitesi (U), reaksiyonun olustugu kiivette 1 dakikada meydana gelen 0,001’lik artis
olarak tanimlandi. Aktivite birimi olarak 1 mL enzim ¢Ozeltisi bagina 1 dakikada

absorbansta meydana gelen 0,001 birimlik degisim kullanildi.

3.2.8 Inhibitorler icin ICso Degerlerinin Bulunmasi

Farkli inhibitorlerin ICsq degerlerini bulmak i¢in, optimum sartlarda katekol
substratmin 0.1 M sabit konsantrasyonunda ¢alisildi. Once inhibitdrsiiz ortamda enzim
aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite kabul edilerek kullanildi. Degisik inhibitor
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbanslar 420 nm’de kore karsi okundu. Elde
edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. Bu grafiklerden yararlanarak

her bir inhibitor i¢in 1Cso degerleri hesaplandi.

3.2.9 Muz PPO Enziminin Molekiiller Agirh@inin Tespiti

Sepharose 4B-L-tirozin-p-amino benzoikasit kimyasal yapisina sahip afinite jeli:
PPO enziminin molekiiler agirligi Andrews metoduna gore yapilmistir [Andrews,
1965].

Elektroforez isleminden sonra standart proteinlerin R¢ degerleri hesaplanarak

logMa-Rs standart grafigi ¢izildi. Daha sonra numunenin R; degeri hesaplandi ve
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standart grafikte yerine konularak Muz PPO enziminin logma ’st belirlendi. Bu degerin

antilogaritmasi alinarak numunenin molekiil kiitlesi tespit edildi.

Proteinlerin Rf degerleri:

_ Xe
~ Xboya

Rf

Formull ile belirlendi. Burada Xe: proteinin yiiriitme mesafesi, Xboya: boyanin

yuritme mesafesidir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢in Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayininde Bradford yontemi kullanildi. Standart grafik bolim
3.2.5.’de acgiklandig1 gibi hazirlandi. Saflagtirma sonrasi elde edilen enzim ¢dzeltisinin
protein miktarlar1 bu standart grafige gore belirlendi. Standart ¢ozeltideki mg proteine

karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.1.’de gosterilmistir.

Standart Grafigi

04975

0,3792

0,3295

0,2921

0,2517

Absorbans

y = 0,0049x%+ 0,0021

R =0 9957

0,1052

0 20 a0 60 80 100 120
Sigir Serum Albumin (mg/mL)

Sekil 4.1. Bradford yontemi ile protein miktarimm tayin edilmesinde kullanilan standart grafik
4.2. Kantitatif Protein Tayini Ile Tespit Edilen PPO Enzimi Protein Miktar

Tablo 4.1. PPO enzimi protein miktari

BSA tirtnden

PPO Enzimi 0,000005 mg/mL
(100 pl enzim kullanilmistir.)

4.3. PPO Enziminin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Safsizik Kontrolii ve

Molekul Kitlesinin Belirlenmesi

Afinite kromatografisi kolonundan saflastirilan PPO enziminin safligini kontrol

etmek amaciyla BOlim 3.2.6.’da anlatildig1 sekilde hazirlanan SDS poliakrilamid jel
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elektroforezine muzdan saflastirilan PPO enzim numunesi tatbik edildi. Protein bantlar1

iceren jellerin goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile bilgisayara aktarildi (Sekil 4.2).

70 kDa
57 kDa

40 kDa
35kDa

28 kDa

18 kDa

13.5kDa
85kDa

Sekil 4.2. Afinite kromatografisi ile saflastirilan PPO enziminin SDS-polakrilamid jel elektroforez
gorintusi. (Soldan saga siitun-A); molekiler markerlar [(bastan sona);70kDa, 57kDa,
40kDa,28kDa, 18kDa, 13.5kDa, 8.5kDa], (stitun B); Muz PPO enzimi (35 kDa).

R F Deée ri y =-0,8905x + 4,9788
R?=0,9966

4,9
48 | T
w o
ag |
s 45
a4 e
43
) A I A .
4,1

4,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Rf

Sekil 4.3. Muz PPO enzimi i¢in SDS-PAGE yontemiyle molekiil kiitlesi tayininde kullanilan standart
grafik
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Enzimin molekiiler agirligmin olusturulmasma ek olarak, enzim ve standart
proteinler i¢in Rf degerleri de hesaplanmig ve Laemmli yontemine gore Rf-LogMA

grafigi elde edilmistir[Laemelli, 1970]. Enzimin molekiiler agirlig1 yaklasik 35,2 kDa
olarak belirlendi.

4.4, PPO Enzimine Ait Aktivite Calismalari ve Elde Edilen Veriler
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TABLO 4.2. Muz PPO enzim aktivitesi iizerine DT-F-S1 bilesiginin etkisi

0.1M Enzim Substrat Saf Su DT-F-S1 | Klvetteki | AA Aktivite % Aktivite
Na:HPOs | c4zeitisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | DT-F-S1 ) 50 ny | (U/mLdak)
tamponu (uL) Hacmi Bilesiginin

Hacmi (pL) | Hacmi (pL) H
(uL) (HL) Kons. (M)
372 250 0 0,000000 | 0,473 11825 100,000
372 225 25 0,000025 | 0,463 11575 97,886
372 200 50 0,000050 | 0,457 11425 96,617
372 30 98 150 100 0,000100 | 0,401 10025 84,778
372 100 150 0,000150 | 0,332 8300 70,190
372 50 200 0,000200 | 0,255 6375 53,911
372 0 250 0,000250 | 0,168 4200 35,518
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% Aktivite

y =-719.808.262,43x? - 81.795,89x + 100,00
R?=1,00

I \%J T T

-0,00005 0,00000 0,00005 0,00010 0,00015 0,00020 0,00025

[DT-F-S-1](M)

Sekil 4.4. DT-F-S1 kodlu bilesige ait %Aktivite - [DT-F-S1] grafigi
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TABLO 4.3. Muz PPO enzim aktivitesi tzerine DT-F-S2 bilesiginin etkisi

0.1 M Enzim Substrat Saf Su DT-F-S2 Klvetteki | AA Aktivite % Aktivite
Na:HPOs | czeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | DT-F-S2 1 50 ny) | (U/mLdak)

tamponu Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (uL) Hacmi Bilesiginin

(L) (HL) Kons. (M)

372 250 0 0,000000 | 0,473 11825 100,000
372 225 25 0,000025 | 0,453 11325 95,772
372 200 50 0,000050 | 0,378 9450 79,915
372 30 08 150 100 0,000100 | 0,285 7125 60,254
372 100 150 0,000150 | 0,257 6425 54,334
372 50 200 0,000200 | 0,243 6075 51,374
372 0 250 0,000250 | 0,170 4250 35,941
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y = 645.110.944,76x? - 404.186,38x + 100,00
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Sekil 4.5. DT-F-S2 kodlu bilesige ait %Aktivite - [DT-F-S2] grafigi
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TABLO 4.4. Muz PPO enzim aktivitesi lzerine DT-F-S3 bilesiginin etkisi

0.1 M Enzim Substrat Saf Su DT-F-S2 Klvetteki | AA Aktivite % Aktivite
Na;HPO. | cgzeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Bilesigin | DT-F-52 | 50 hmy | (U/mLdak)

tamponu Hacmi (uL) | Hacmi (L) (uL) Hacmi Bilesiginin

(L) (HL) Kons. (M)

372 250 0 0,000000 | 0,473 11825 100,000
372 225 25 0,000025 | 0,378 9450 79,915
372 200 50 0,000050 | 0,347 8675 73,362
372 30 08 150 100 0,000100 | 0,270 6750 57,082
372 100 150 0,000150 | 0,257 6425 54,334
372 50 200 0,000200 | 0,214 5350 45,243
372 0 250 0,000250 | 0,174 4350 36,786
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Sekil 4.6. DT-F-S3 kodlu bilesige ait %Aktivite - [DT-F-S3] grafigi
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TABLO 4.5. Muz PPO enzim aktivitesi Gzerine DT-F-S4 bilesiginin etkisi

0.1M Enzim Substrat Saf Su DT-F-S4 Kulvetteki | AA Aktivite %
NazHPOs | cozeltisinin | Gozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | DT-F-S4 1 (o0 nmy | (UimLdak) | AKEVIte
tamponu Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (uL) Hacmi Bilesiginin

(HL) (HL) Kons. (M)

372 250 0 0,000000 | 0,473 11825 100,000
372 225 25 0,000025 | 0,401 10025 84,778
372 200 50 0,000050 | 0,325 8125 68,710
372 30 98  [150 100 0,000100 | 0,223 5575 47,146
372 100 150 0,000150 | 0,208 5200 43,975
372 50 200 0,000200 | 0,162 4050 34,249
372 0 250 0,000250 | 0,142 3550 30,021
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y =26.021.715.499,87x? - 2.830.978,65x + 100,00
R?=0,95
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Sekil 4.7. DT-F-54 kodlu bilesige ait %Aktivite - [DT-F-S4] grafigi
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TABLO 4.6. Muz PPO enzim aktivitesi tzerine DT-F-S5 bilesiginin etkisi

0.1 M Enzim Substrat Saf Su DT-F-S5 Klvetteki | AA Aktivite % Aktivite
Na:HPOs | cizeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Bilesigin | DT-F-S5 | 450 hm) | (U/mLdak)

tamponu Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (uL) Hacmi Bilesiginin

(L) (L) Kons. (M)

372 250 0 0,000000 | 0,473 11825 100,000
372 225 25 0,000025 | 0,403 10075 85,201
372 200 50 0,000050 | 0,379 9475 80,127
372 30 08 150 100 0,000100 | 0,345 8625 72,939
372 100 150 0,000150 | 0,289 7225 61,099
372 50 200 0,000200 | 0,276 6900 58,351
372 0 250 0,000250 | 0,194 4850 41,015
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Sekil 4.8. DT-F-S5 kodlu bilesige ait %Aktivite - [DT-F-S5] grafigi



TABLO 4.7. Muz PPO enzim aktivitesi tizerine DT-F-S6 bilesiginin etkisi

0.1M Enzim Substrat Saf Su DT-F-S6 Klvetteki | AA Aktivite % Aktivite
Na:HPO. | cizeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Bilesigin | DT-F-56 | 150 m) | (U/mLdak)

ey Hacmi (pL) | Hacmi (pL) (HL) " Bilesiginin

(ML) (ML) Kons. (M)

372 250 0 0,000000 0,473 11825 100,000
372 225 25 0,000025 0,381 9525 80,550
372 200 50 0,000050 0,344 8600 12,727
372 30 98 150 100 0,000100 0,288 7200 60,888
372 100 150 0,000150 0,248 6200 52,431
372 50 200 0,000200 0,235 5875 49,683
372 0 250 0,000250 0,149 3725 31,501
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y = 857.398.800,68x? - 464.885,46x + 100,00
R?=0,93
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Sekil 4.9. DT-F-S6 kodlu bilesige ait %Aktivite - [DT-F-S6] grafigi
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TABLO 4.8. Muz PPO enzim aktivitesi tizerine DT-F-S7 bilesiginin etkisi

0.1 M Enzim Substrat Saf Su DT-F-S7 Klvetteki | AA Aktivite % Aktivite
NaHPO. | cizeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Bilesigin | DT-F-57 | 150 nm) | (U/mLdak)
tamponu (uL) Hacmi Bilesiginin

Hacmi (uL) | Hacmi (uL)
(HL) (HL) Kons. (M)
372 250 0 0,000000 0,473 11825 100,000
372 225 25 0,000025 0,359 8975 75,899
372 200 50 0,000050 0,276 6900 58,351
372 30 98 150 100 0,000100 0,237 5925 50,106
372 100 150 0,000150 0,173 4325 36,575
372 50 200 0,000200 0,121 3025 25,581
372 0 250 0,000250 0,078 1950 16,490
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Sekil 4.10. DT-F-S7 kodlu bilesige ait %Aktivite - [DT-F-S7] grafigi
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TABLO 4.9. Muz PPO enzim aktivitesi tizerine DT-F-S8 bilesiginin etkisi

0.1 M Enzim Substrat Saf Su DT-F-S8 Klvetteki | AA Aktivite % Aktivite
Na:HPO. | cizeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Bilesigin | DT-F-S8 | 450 hm) | (U/mLdak)

tamponu Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (uL) Hacmi Bilesiginin

(L) (L) Kons. (M)

372 250 0 0,000000 | 0,473 11825 100,000
372 225 25 0,000025 | 0,393 9825 83,087
372 200 50 0,000050 | 0,315 7875 66,596
372 30 08 150 100 0,000100 | 0,243 6075 51,374
372 100 150 0,000150 | 0,199 4975 42,072
372 50 200 0,000200 | 0,156 3900 32,981
372 0 250 0,000250 | 0,149 3725 31,501
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y=7.687.221.103,83x% - 1.572.513,77x + 100,00
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Sekil 4.11. DT-F-S8 kodlu bilesige ait %Aktivite - [DT-F-S8] grafigi



TABLO 4.10. Muz PPO enzim aktivitesi izerine DT-F-S9 bilesiginin etkisi
0.1 M Enzim Substrat Saf Su DT-F-S9 Klvetteki | AA Aktivite % Aktivite
Na:HPO. | cizeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Bilesigin | DT-F-S9 | o0 hm) | (U/mLdak)
tamponu Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (uL) Hacmi Bilesiginin
(L) (L) Kons. (M)
372 250 0 0,000000 | 0,473 11825 100,000
372 225 25 0,000025 | 0,420 10500 88,795
372 200 50 0,000050 | 0,258 6450 54,545
372 30 08 150 100 0,000100 | 0,199 4975 42,072
372 100 150 0,000150 | 0,130 3250 27,484
372 50 200 0,000200 | 0,112 2800 23,679
372 0 250 0,000250 | 0,089 2225 18,816

59



100
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

% Aktivite

y =6.281.060.969,75x? - 1.462.161,91x + 100,00
R?=0,96

a)
mu T T T T T

-0,00001 0,00001 0,00003 0,00005 0,00007 0,00009 0,00011 0,00013 0,00015

[DT-F-S-9](M)

Sekil 4.12. DT-F-S9 kodlu bilesige ait %Aktivite - [DT-F-S9] grafigi
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TABLO 4.11. Muz PPO enzim aktivitesi Uizerine DT-F-S10 bilesiginin etkisi
0.1 M Enzim Substrat Saf Su DT-F-S10 | Klvetteki | AA Aktivite % Aktivite
Na:HPOs | cizeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Bilesigin | DT-F-510 | 450 hm) | (U/mLdak)
tamponu Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (uL) Hacmi Bilesiginin
(L) (L) Kons. (M)
372 250 0 0,000000 | 0,473 11825 100,000
372 225 25 0,000025 | 0,449 11225 94,926
372 200 50 0,000050 | 0,35 8750 73,996
372 30 08 150 100 0,000100 | 0,285 7125 60,254
372 100 150 0,000150 | 0,21 5250 44,397
372 50 200 0,000200 | 0,189 4725 39,958
372 0 250 0,000250 | 0,089 2225 18,816
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Sekil 4.13. DT-F-S10 kodlu bilesige ait %Aktivite - [DT-F-S10] grafigi
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TABLO 4.12. Muz PPO enzim aktivitesi lizerine DT-F-S11 bilesiginin etkisi
0.1 M Enzim Substrat Saf Su DT-F-S11 | Klvetteki | AA Aktivite % Aktivite
Na:HPO. | cizeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Bilesigin | DT-F-S11 | 450 hmy | (U/mLdak)
tamponu Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (uL) Hacmi Bilesiginin
(L) (L) Kons. (M)
372 250 0 0,000000 | 0,473 11825 100,000
372 225 25 0,000025 | 0,372 9300 78,647
372 200 50 0,000050 | 0,305 7625 64,482
372 30 08 150 100 0,000100 | 0,237 5925 50,106
372 100 150 0,000150 | 0,162 4050 34,249
372 50 200 0,000200 | 0,133 3325 28,118
372 0 250 0,000250 | 0,004 2350 19,873
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Sekil 4.14. DT-F-S11 kodlu bilesige ait %Aktivite - [DT-F-S11] grafigi



TABLO 4.13. Muz PPO enzim aktivitesi tizerine DT-F-S12 bilesiginin etkisi

0.1 M Enzim Substrat Saf Su DT-F-S12 Kuvetteki AA Aktivite % Aktivite
N&HPO. | ~4seltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Bilesigin | DT-F-S12 | 150 nm) | (U/mLdak)

tamponu Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (uL) Hacmi Bilesiginin

(L) (L) Kons. (M)

372 250 0 0,000000 | 0,473 11825 100,000
372 225 25 0,000025 | 0,406 10150 85,835
372 200 50 0,000050 | 0,350 8750 73,996
372 30 08 150 100 0,000100 | 0,255 6375 53,911
372 100 150 0,000150 | 0,229 5725 48,414
372 50 200 0,000200 | 0,209 5225 44,186
372 0 250 0,000250 | 0,187 4675 39,535
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Sekil 4.15. DT-F-S12 kodlu bilesige ait %Aktivite - [DT-F-S12] grafigi
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Tablo 4.14. Muz PPO enzimi Uizerine inhibisyon etkisi gdsteren orijinal sentez stilfonamid tirevlerinin
ICsp degerleri ve Cheng&Prusoff denklemine gore hesaplanmis K; degerleri

Madde Kodu | ICs degeri (uM) | K; (UM)
DT-F-S1 212,790 40,628
DT-F-S2 169,590 32,380
DT-F-S3 140,380 26,803
DT-F-S4 86,607 16,536
DT-F-S5 212,786 40,627
DT-F-S6 147,892 28,237
DT-F-S7 92,440 17,650
DT-F-S8 39,375 7,518
DT-F-S9 41,640 7,950
DT-F-S10 136,510 26,064
DT-F-S11 95,010 18,140
DT-F-S12 128,588 24,551
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Polifenol oksidaz (EC: 1.14.18.1) yapisinda kofaktor olarak bakir igeren oksido
rediiktaz smifina ait bifonksiyonel bir enzimdir. PPO tirosinaz, fenolaz, katekoloksidaz,
katekolaz, o-difenoloksidaz, mono fenoloksidaz ve kresolaz olarak da bilinir. PPO
mikroorganizmalarda, hayvanlarda ve bitkilerde olduk¢a yaygin bir enzim olup
Tirozinaz molekuler oksijen iceren monofenollerin o-difenollere hidrolizlendigi
(monofenolaz) ve o-difenollerin o-kinonlara (difenolaz) hidrolizlendigi iki farkli
reaksiyonu katalizleyebilir [Chen ve ark., 2003].

Meyve ve sebzelerin tagmmmasi ya da islenmesi sirasinda meydana gelen
zedelenmelerden dolay1 veya bu firiinlerin kesilmis, dilimlenmis yiizeylerinin havaya
maruz birakilmasi ya da dondurulduktan sonra ¢oziinmesi enzimatik kararmaya yol
acar. Bu da istenmeyen bir islem olup engellenmelidir. Meyve ve sebzelerde meydana
gelen PPO enzimi katalizli enzimatik esmerlesme; bunlarin depolanmalar1 ve
endiistriyel islenmeleri sirasinda kesilme, zedelenme, dondurulmus meyvenin ¢oziilmesi
durumlarinda hava icgindeki oksijeninin etkisiyle meydana gelir [Vamos-Vigyazo,
1981].

Meyve ve sebzelerde meydana gelen PPO enzimi katalizli enzimatik esmerlesme
reaksiyonlari, iriiniin tat, goriinim ve besin degerini diisiirdiigiinden istenmeyen bir
durumdur. Ancak bazi besin teknolojisi dallarinda PPO enziminin sebep oldugu
enzimatik esmerlesme istenmektedir. Kakao, siyah Giziim, siyah cay, kahve, siyah Gzim,
siyah incirlerde ve kuru erik tretiminde PPO enziminin bu reaksiyonu 6nemlidir. Cunkdi
enzim sayesinde bu iirlinler istenen son liriin karakteristiklerine kavusurlar [Mathev ve
Parpia, 1971; Vamos-Vigyazo, 1981; Memisoglu ve ark., 2005].

Calismamizda daha 6nceden bilinen afinite jeli kullanilarak muz meyvesinden
PPO enzimi saflastirilmistir. Enzimin kinetik sabitleri optimum pH ve sicaklikta katekol
substrati kullanilarak belirlenmistir.

Muzdan saflastirilan PPO enzimi izerine orijinal sentez silfanoamid ttirevlerinin
in vitro etkisi incelenmistir. PPO enzimi i¢in literatirde bulunan inhibitorlerden daha

etkili bir inhibitor bulunmasi amaclanmistir. Etkili inhibitoriin gidalara diisiik
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konsantrasyonda eklenmesi yeterli olacaktir. Boylece olusacak yan etkiler minimum
degere indirilmis olacaktir.

PPO inhibitorii olarak rapor edilen ¢esitli bilesiklerin muz PPO enzimi iizerine
inhibitdr etkisine sahip oldugu gosterilmistir. Diger dokulardaki inhibitor
calismalarindaki sonuglar tiyol reaktiflerin PPO enzimleri i¢in ¢ok etkili inhibitor
olduklarin1 gostermistir [Sayaverde-Soto ve Montgomery 1986; Raymond ve ark.
2003]. Indirgen maddeler, antioksidanlar ve enzimatik inhibitérler o-kinonlarin
kimyasal indirgemesi ile esmerlesmelerini engeller. Bu indirgen maddelerin etkisi
gecici olarak g6z ard1 edilebilir. Ciinkii bu bilesikler, boyar madde ara iiriinleri, endojen
enzimler ve bakir gibi metaller ile reaksiyona girerek geri doniisiimsiiz olarak
yiikseltgenmiglerdir. Siilfiir iceren etkin maddeler arasinda, L-sistein enzimatik
esmerlesmeyi Onlemek icin etkili bir bilesiktir. Bakir ile kararli kompleks olusumu
yoluyla sisteinle PPO’nun dogrudan inhibisyonu da ileri siiriilmektedir [Nicholas ve ark.
1994]. Halim ve Montgomery (1978), konsantre armut meyve suyunda enzimatik
esmerlesmeyi sisteinin siilfitden ¢ok daha fazla etkili bir sekilde inhibe ettigini
yayinlarinin bir dizisinde gostermislerdir [Halim ve Montgomery, 1978]. Kahn (1985)
avokadolarin ve muzlarin kesilmesi ve saflastirilmasinda enzimatik esmerlesmeyi
inhibe etmek ig¢in sistein kullanmustir [Kahn, 1985]. Esmerlesmeyi Onleyici test edilmis
maddeler arasinda c¢ok etkili olanlar1 ditiyotreithol ve sodyum metabisiilfitdir
[Sayaverde-Soto ve Montgomery 1986]. Siilfitin enzimatik esmerlesmeyi Onleme
mekanizmas1 genellikle bir seri reaksiyonla aciklanmigtir. Mekanizmadan biri o-
kinonlarla ilgilidir. Kinon-siilfiir =~ komplekslerinin ~ olusumu  kinonlarin
polimerizasyonlarmi 6nler [Embs ve Markakis, 1965]. Bundan bagka metabisiilfiiriin
PPO’nun inaktivasyonuna yol agan PPO {izerine mekanizmasi dogrudan enzim yapist
uzerinedir. Golan-Goldhirsch, Whitaker, Embs ve Markasis PPO’nun sulfit
(ditiyotireitol, glutatyon) ile 6n-inkiibisyonu boyunca enzimin esmerlesme yeteneginde
dereceli bir kayip oldugunu bulmuslardir [Embs ve Markakis, 1965; Golan-Goldhirsh
ve Whitaker, 1984]. PPO ile siilfitin disilfit baglariyla reaksiyon verdigi onerilmistir.
Bu, enzimin {i¢ boyutlu yapismi degistirmesine ve inaktivasyonuna neden olur.
PPO’nun bisilfit ile inhibisyonuna sebep olan mekanizma askorbik asit icin
tanimlandig1 gibi, ortadaki kinonlarin indirgenme yoluyladir [Embs ve Markakis, 1965].

Enzimin PPO kofaktor olarak bakir icerdiginden dolay: tiyoiirelere duyarli olduklari
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goriinmektedir. Enzimin geri doniisiimsiiz inaktivasyonu bakir1 enzimin aktif
merkezinden uzaklastiran tiyol bilesikleri, tiyoure, hidroksikinolin vs. gibi maddelerle
gerceklestirilebilir [Schwimmer 1981]. Kiikiirt oksijenden daha ¢ok polarize oldugu
icin, bu durumda, sdylenmis oldugu iizere, S eslesmemis elektron ¢iftlerinden birini
bakirin bos 4s orbitaline vererek bir kovalent bag olusur. Kukirt oksijenden daha
yumusak oldugundan dolayr metal katyonlarindan kaynaklanan polarizasyon etkilerini
koruyucu olarak davranir ve bu etkiler geri kalan molekiillerin énemli bir miktarina
iletilmez. Dolayisiyla bu durumda yakin amino gruplarinin konjugasyonu iiredekinden
daha kucuktir ve her iki C-N bagi da neredeyse esittir [Trujillo ve ark., 2008].

Khan ve digerleri, tropolon Cu*?’nin ok etkili spesifik PPO inhibitérlerinden
biri olarak tanimlanmistir. Tropolon mantar tirozinaz enzimi mono- Ve O-
dihidroksifenolaz aktivitelerinin her ikisini de inhibe eder. Tropolon tarafindan ortaya
¢ikan inhibisyonun birgogu diyaliz ile veya ilave Cu*? ile ters gevrilmistir. Bu veri
tropolon ve dihidroksifenollerin enzimin aktif bdlgesindeki bakira baglanmak igin
yarigtigint gostermistir. Cesitli birgok etkili bakir selatlayicilar arasindaki karsilastirma,
tropolonun mantar tirozinazin ¢ok gii¢lii inhibitorlerinden biri oldugunu gostermistir.
Tropolonun % 50 inhibisyonu 0,4x10° mM gézlenmistir [Khan ve Andrawis, 1985].

Oksitleyici enzimler i¢in, bitkilerde her zaman bulunan bakir igerikli PPO
enzimi Ornek olarak calisgilmaktadir (metal iyonu (bakir) ve molekiiler oksijen
kullanildig1 igin) [Song ve ark., 2006]. Flavonoidlerin, 6zellikle buteine benzeyen
kalkonlarin, bakir selatlama aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir [Cheng ve ark.,
1998]. PPO’nun inhibisyonu enzimin aktif bolgesinde bulunan bakirin selatlanmasindan
dolay1 olabilir. L-sistein enzimatik esmerlesmeyi engelleyen etkili bir bilesiktir. Bakir
ile kararli kompleksin olusmasindan dolayr olan PPO’nun sistein ile direkt
inmobilizasyonu da 6nerilmistir [Nicholas ve ark., 1994]. Enzim kofaktor olarak bakir
icerdiginden dolay1 tiyoiirelere de duyarli goriinmektedir, enzimin geridoniisiimsiiz
inaktivasyonu bakir1 aktif merkezden uzaklastiran tiyol bilesikleri tiyotireler,
hidroksikinolin gibi maddelerle gergeklestirilebilir [Schwimmer, 1981].

Caliymamizin bir sonraki basamaginda, gida endiistrisinde ¢ogu zaman
istenmeyen enzimatik reaksiyonla esmerlesmeye neden olan PPO enziminin
saflagtirilmast i¢cin yeni bir afinite jeli sentezlenmistir. Sepharose-4B-L-tirozin-

stilfonamid kimyasal yapisina sahip afinite jeli ii¢ farkli reaksiyon sonucunda
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sentezlenebilmistir. Bunlardan birincisi Sepharose-4B matriksinin CNBr vasitasiyla
aktiflestirlmesi olup, ikinci reaksiyon ise uzant1 kolu olarak nitelendirilen L-tirozinin
Sepharose-4B matriksine baglanmasidir. Ugiincii ve son reaksiyon ise Sepharose-4B-L-
tirozin yapisina daha Oncesinde tarafimizca diazolanmis olan p-aminobenzoik asit
stilfonilamidin kenetlenmesidir.

Calismanmn dizayn edilmesi siirecinde kat1 destek materyali olan maktriks
seciminde farkli matrikslerin kullanilmasi diisiiniilmiistiir. Ancak Sepharose-4B’nin
serbest —OH gruplarinin, 6zellikle CNBr yardimiyla hem kisa siirede hem de verimli bir
sekilde aktiflesebildigi ve ilgili matriksin gayet iyi akis kabiliyetine sahip olmasi
literatiirden goriilince, caligmamizda matriks olarak tekrardan Sepharose-4B’nin
kullanilmasia sebebiyet vermistir.

Meyve dokularindan PPO ekstraksiyonu icin ¢esitli tamponlar kullanilmaktadir ve
pH degerleri enzim kaynagina bagh olarak degigsmektedir. Fakat pH genelde az bazik bir
ortam saglayacak sekilde ayarlanir. Tamponun pH’s1 elde edilen enzimin yapisini
etkileyebilir. Arastirmamizda bir ¢ok literatiirde belirtildigi gibi 0.5 M sodyum fosfat
tamponu (pH 7.30) kullanilmistir [Beena ve Gowda 2000; Dogan ve ark 2002,Arslan ve ark
2004].

Silfanoamid tirevlerinin 1Csg degerleri inhibisyon grafiklerinden hesaplanmustir.
Elde edilen 1Csy degerleri DT-F-S1, DT-F-S2, DT-F-S3, DT-F-S4, DT-F-S5, DT-F-S6,
DT-F-S7, DT-F-S8, DT-F-S9, DT-F-S10, DT-F-S11, DT-F-S12 igin sirast ile 212,760
MM, 169,590 uM, 140,380 pM, 86,607 uM, 212,786 uM, 147,892 uM, 92,440 pM,
39,375 pM, 41,640 pM, 136,510 uM, 95,010 pM, 128,588 UM, olarak hesaplanmaistir.
Igerisinde DT-F-S8 maddesi 39,375 uM ICs degeri ile en iyi inhibisyon etkisi gdsteren
yap1 olarak tespit edilmistir.
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	Hacmi (µL)
	250
	372
	225
	372
	200
	372
	150
	98
	30
	372
	100
	372
	50
	372
	0
	372
	TABLO 4.4. Muz PPO enzim aktivitesi üzerine DT-F-S3  bileşiğinin etkisi
	% Aktivite
	Aktivite
	ΔA 
	Küvetteki  DT-F-S2 Bileşiğinin Kons. (M)
	DT-F-S2  Bileşiğin Hacmi (µL)
	Saf Su
	Substrat 
	Enzim 
	0.1 M Na2HPO4 tamponu (µL)
	(U/mLdak)
	(420 nm)
	Hacmi (µL)
	Çözeltisinin 
	Çözeltisinin 
	Hacmi (µL)
	Hacmi (µL)
	250
	372
	225
	372
	200
	372
	150
	98
	30
	372
	100
	372
	50
	372
	0
	372
	TABLO 4.5. Muz PPO enzim aktivitesi üzerine DT-F-S4 bileşiğinin etkisi
	% Aktivite
	Aktivite
	ΔA 
	Küvetteki  DT-F-S4  Bileşiğinin Kons. (M)
	DT-F-S4  Bileşiğin Hacmi (µL)
	Saf Su
	Substrat 
	Enzim 
	0.1 M Na2HPO4 tamponu (µL)
	(U/mLdak)
	(420 nm)
	Hacmi (µL)
	Çözeltisinin 
	Çözeltisinin 
	Hacmi (µL)
	Hacmi (µL)
	250
	372
	225
	372
	200
	372
	150
	98
	30
	372
	100
	372
	50
	372
	0
	372
	TABLO 4.6. Muz PPO enzim aktivitesi üzerine DT-F-S5 bileşiğinin etkisi
	% Aktivite
	Aktivite
	ΔA 
	Küvetteki  DT-F-S5 Bileşiğinin Kons. (M)
	DT-F-S5  Bileşiğin Hacmi (µL)
	Saf Su
	Substrat 
	Enzim 
	0.1 M Na2HPO4 tamponu (µL)
	(U/mLdak)
	(420 nm)
	Hacmi (µL)
	Çözeltisinin 
	Çözeltisinin 
	Hacmi (µL)
	Hacmi (µL)
	250
	372
	225
	372
	200
	372
	150
	98
	30
	372
	100
	372
	50
	372
	0
	372
	TABLO 4.7. Muz PPO enzim aktivitesi üzerine DT-F-S6 bileşiğinin etkisi
	% Aktivite
	Aktivite
	ΔA 
	Küvetteki DT-F-S6
	DT-F-S6 Bileşiğin Hacmi (µL)
	Saf Su
	Substrat 
	Enzim 
	0.1 M Na2HPO4 tamponu (µL)
	(U/mLdak)
	(420 nm)
	Hacmi (µL)
	Çözeltisinin 
	Çözeltisinin 
	Bileşiğinin Kons. (M)
	Hacmi (µL)
	Hacmi (µL)
	250
	372
	225
	372
	200
	372
	150
	98
	30
	372
	100
	372
	50
	372
	0
	372
	TABLO 4.8. Muz PPO enzim aktivitesi üzerine DT-F-S7 bileşiğinin etkisi
	% Aktivite
	Aktivite
	ΔA 
	Küvetteki  DT-F-S7 Bileşiğinin Kons. (M)
	DT-F-S7  Bileşiğin Hacmi (µL)
	Saf Su
	Substrat 
	Enzim 
	0.1 M Na2HPO4 tamponu (µL)
	(U/mLdak)
	(420 nm)
	Hacmi (µL)
	Çözeltisinin 
	Çözeltisinin 
	Hacmi (µL)
	Hacmi (µL)
	250
	372
	225
	372
	200
	372
	150
	98
	30
	372
	100
	372
	50
	372
	0
	372
	TABLO 4.9. Muz PPO enzim aktivitesi üzerine DT-F-S8 bileşiğinin etkisi
	% Aktivite
	Aktivite
	ΔA 
	Küvetteki  DT-F-S8   Bileşiğinin Kons. (M)
	DT-F-S8   Bileşiğin Hacmi (µL)
	Saf Su
	Substrat 
	Enzim 
	0.1 M Na2HPO4 tamponu (µL)
	(U/mLdak)
	(420 nm)
	Hacmi (µL)
	Çözeltisinin 
	Çözeltisinin 
	Hacmi (µL)
	Hacmi (µL)
	250
	372
	225
	372
	200
	372
	150
	98
	30
	372
	100
	372
	50
	372
	0
	372
	TABLO 4.10. Muz PPO enzim aktivitesi üzerine DT-F-S9 bileşiğinin etkisi
	% Aktivite
	Aktivite
	ΔA 
	Küvetteki  DT-F-S9    Bileşiğinin Kons. (M)
	DT-F-S9    Bileşiğin Hacmi (µL)
	Saf Su
	Substrat 
	Enzim 
	0.1 M Na2HPO4 tamponu (µL)
	(U/mLdak)
	(420 nm)
	Hacmi (µL)
	Çözeltisinin 
	Çözeltisinin 
	Hacmi (µL)
	Hacmi (µL)
	250
	372
	225
	372
	200
	372
	150
	98
	30
	372
	100
	372
	50
	372
	0
	372
	TABLO 4.11.  Muz PPO enzim aktivitesi üzerine DT-F-S10 bileşiğinin etkisi
	% Aktivite
	Aktivite
	ΔA 
	Küvetteki  DT-F-S10 Bileşiğinin Kons. (M)
	DT-F-S10  Bileşiğin Hacmi (µL)
	Saf Su
	Substrat 
	Enzim 
	0.1 M Na2HPO4 tamponu (µL)
	(U/mLdak)
	(420 nm)
	Hacmi (µL)
	Çözeltisinin 
	Çözeltisinin 
	Hacmi (µL)
	Hacmi (µL)
	250
	372
	225
	372
	200
	372
	150
	98
	30
	372
	100
	372
	50
	372
	0
	372
	TABLO 4.12. Muz PPO enzim aktivitesi üzerine DT-F-S11 bileşiğinin etkisi
	% Aktivite
	Aktivite
	ΔA 
	Küvetteki  DT-F-S11 Bileşiğinin Kons. (M)
	DT-F-S11  Bileşiğin Hacmi (µL)
	Saf Su
	Substrat 
	Enzim 
	0.1 M Na2HPO4 tamponu (µL)
	(U/mLdak)
	(420 nm)
	Hacmi (µL)
	Çözeltisinin 
	Çözeltisinin 
	Hacmi (µL)
	Hacmi (µL)
	250
	372
	225
	372
	200
	372
	150
	98
	30
	372
	100
	372
	50
	372
	0
	372
	TABLO 4.13. Muz PPO enzim aktivitesi üzerine DT-F-S12 bileşiğinin etkisi
	% Aktivite
	Aktivite
	ΔA 
	Küvetteki  DT-F-S12  Bileşiğinin Kons. (M)
	DT-F-S12  Bileşiğin Hacmi (µL)
	Saf Su
	Substrat 
	Enzim 
	0.1 M Na2HPO4 tamponu (µL)
	(U/mLdak)
	(420 nm)
	Hacmi (µL)
	Çözeltisinin 
	Çözeltisinin 
	Hacmi (µL)
	Hacmi (µL)
	250
	372
	225
	372
	200
	372
	150
	98
	30
	372
	100
	372
	50
	372
	0
	372
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