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Yiiksek Lisans Tezi

ARAP KIZI YEREL ELMA CESIDINDE POLIFENOL OKSIiDAZ ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU, BAZI KiLLERLE
IMMOBILIZASYONU VE INHIBiSYON ETKILERININ INCELENMESI

Ozge MILLIOGLU

Isparta Uygulamal Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal

Danisman: Dog. Dr. Dudu DEMIR

I[sparta ilinde yetistirilen yerel elma ¢esidimiz olan Arap kizi elmasindan (Malus
domestica) polifenol oksidaz enzimi (PPO) saflastirlmistir. Polifenol oksidaz
enzimi fosfat tamponunda izole edildikten sonra amonyum siilfat ¢oktiirme,
diyaliz ve Sepharose 4-B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit afinite jelinin ardarda
kullanilmasiyla saflastirilmistir. SDS-PAGE ile enzimin molekil agirhg
hesaplanmistir.

Optimum pH ve sicaklik degerlerini belirlemek icin farkli pH degerlerinde (4.5-
9.0) ve farkl sicaklik araliginda (10-45°C) ti¢ farklh substrat kullanilarak aktivite
Olctimleri yapilmistir. Arap kizi PPO enziminin farkli substratlara karsi Kv ve
Vmax degerleri Linewear-Burk yontemi ile katekol substrati icin 50 mM ve 2500
U/mLdak; 4-metil katekol substrati icin 2 mM ve 2000 U/mLdak; pirogallol
substrati icin 6 mM ve 10000 U/mLdak olarak bulunmustur. Pirogallol
substratinin Arap kizi PPO enzimi i¢in en uygun substrat oldugu belirlenmistir.
Pirogallol substrati icin optimum pH 8.5 ve optimum sicaklik 10°C olarak
bulunmustur.

Saflastirllan PPO enziminin ¢ farklhh kile (kirmizi, yesil ve beyaz)
immobilizasyonu gergeklestirilmistir. PPO enziminin immobilize edildigi ve
Olcim sirasinda eklendigi serbest enzim i¢in inhibisyon tipleri, ICso ve Ki
degerleri belirlenmistir. Hem immobilize enzim hem de serbest enzim icin en
etkili inhibitoriin beyaz kil oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Polifenol oksidaz, elma, saflastirma, kil, immobilizasyon,
inhibisyon.

2019, 82 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF POLYPHENOL OXIDASE
ENZYME AND INVESTIGATION OF IMMOBILIZATION WITH DIFFERENT
CLAYS AND THEIR INHIBITION EFFECTS USING LOCAL APPLE VARIETY

ARAP KIZI

Ozge MILLIOGLU

Isparta University of Applied Sciences
The Institute for Graduate Education
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Dudu DEMIR

The Polyphenol oxidase enzyme was purified from Arap kizi apple (Malus
domestica), a local apple cultivar, grown in Isparta province. The PPO enzyme
was extracted in phosphate buffer and purified by the sequential use of
ammonium sulfate precipitation, dialysis, and Sepharose 4-B-L-tyrosine-p-
aminobenzoic acid affinity gel. The enzyme molecular weight was estimated by
SDS-PAGE.

To determine the optimum pH and temperature values, the activities were
measured using three different substrates at different pH (4.5-9.0) and
temperature ranges (10-45°C). Km and Vmax values of PPO enzyme against
different substrates were determined by the Linewear-Burk method as 50 mM
and 2500 U/mLmin for catechol substrate; 2 mM and 2000 U/mLmin for 4-
methyl catechol substrate; 6 mM and 10000 U/mLmin for pyrogallol substrate.
Pyrogallol substrate was found to be the most suitable substrate for the PPO
enzyme. Optimum pH was 8.5 and optimum temperature was 10°C for the
pyrogallol substrate.

Purified PPO enzyme was immobilized on to three different clays (red, green
and white). Inhibition types, ICso and Ki values for immobilized PPO and free
enzyme, which was added during the measurements, were determined. The
most effective inhibitor for both the immobilized and the free enzyme was white
clay.

Keywords: Polyphenol oxidase, apple, purification, clay, immobilization,
inhibition.

2019, 82 pages
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1. GIRIS

Elma, Rosaceae ailesine ait olan 1liman iklim kusaginda degisik ekolojilerde
yetistirilebilen, diinya tizerinde ¢ok genis yayilma alani gdsteren meyvelerin

tarimsal agidan en énemlileri arasinda yer alir (Chen vd., 2007).

Kiltliir elmas1 olarak bilinen elma (Malus domestica)’nin siniflandirilmasini

asagidaki sekilde belirtmek miimkiindiir (Anonim, 2015).

Boliim : Spermatophyta
Alt Bolim  : Angiospermae
Simif : Dicotyledoneae
Takim : Rosales
Familya : Rosaceae

Alt familya :Pomoideae
Cins : Malus

Tur : Malus domestica L.

Diinya elma iiretimi yaklasik 89 milyon ton olup Tirkiye bu liretimin 2.925
milyon tonunu karsilamaktadir (FAO, 2016). Tirkiye’de 2017 verilerine gore
3032164 ton elma iiretimi gerceklesmistir. Isparta ili bu tiretimin yaklasik %
20.4'Unl saglayarak 617375 tonluk iiretim ile birinci sirada yer almaktadir
(TUIK, 2017). Isparta ilini elma iiretiminde Nigde, Karaman ve Antalya illeri
izlemektedir. Ulkemizde elma iiretimi yiiksek miktardadir. Fakat buna ragmen
ihra¢ edilen elma miktar1 % 5’i ge¢memektedir. Isparta icinde bulundugu
bolgenin ekolojik kosullar1 sayesinde elma yetistiriciliginde yiiksek verim ve
kaliteyi yakalamaktadir. Ozellikle Egirdir, Gelendost, Senirkent, Yalva¢ ve Gonen
ilceleri basta olmak iizere Isparta genelinde elma tretimi yapilmaktadir
(Anonim 2018a). Egirdir Bahge Kiltiirleri Arastirma Enstitisii ve Yalova
Atatiirk Bahce Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitlisiine ait arazi gen
bankalarinda, yerli ve yabanci orijinli 400G askin elma tip ve/veya cesidi
muhafaza altinda tutulmaktadir. Bu arastirma enstitiilerinde Amasya, Arap kizi
ve Hiiryemez gibi bazi yerli elma gesitleriyle kurulu bahcelere rastlanilmaktadir.

(Atay ve ark., 2011).



Arap kiz1 yerli elma cesidi, agac1 kuvvetli, yar1 dik gelisen, verimli bir cesittir.
Meyve iriligi orta biiytkliktedir. Meyve sekli ise yuvarlaga yakin hafif koniktir.
Meyve kabugu yesil-sar1 zemin tzerine koyu kirmizi ve kii¢iik benekli olup sap
cukuru cevresi hafif pash bir yapiya sahiptir. Meyve i¢i ise acik krem renkte, sert
ve gevrektir. Orta donemde ciceklenerek eyliil sonu hasat edilir. Arap kiz,
Golden delicious tarafindan tozlanir. Kendine has mayhos tadi, sulu olmasi ve
aromasli sebebiyle bazilarinin ¢ok severek tiikettigi bir elma ¢esididir (Anonim,

2018b).

Polifenol oksidaz enzimi oksidorediiktaz sinifinin bir liyesidir. Bu enzim bakir
iceren bir metallo enzimdir ve oksijen varliginda iki farkli reaksiyonu
katalizleyebilir. Bunlardan birisi, monofenolik bilesiklerin o-difenollere
hidroksilasyonu (kresolaz aktivitesi), digeri ise o-difenollerin o-kinonlara
oksidasyonudur (katekolaz aktivitesi). Kresolaz ve katekolaz aktiviteleri sonucu
olusan kinoid maddeler polimerleserek kahverengi, kirmizi veya siyah
pigmentler olusturur (Whitaker, 1972; Friedman,1997). PPO tirosinaz, fenolaz,
katekoloksidaz, katekolaz, o-difenoloksidaz, mono fenoloksidaz ve kresolaz
olarak da bilinmektedir. PPO  Uluslararas1 Biyokimya Birligi'nin
siniflandirmasina iki kez girmistir: EC 1.14.18.1 (monofenol, L-dopa: oksijen
oksidorediiktaz) monohidroksifenolii o0-pozisyonuna hidroksile eder. EC
1.10.3.1 (1,2-benzendiol: oksijen oksidorediiktaz) o-dihidroksifenolleri okside
edip, hidroksil grubundan hidrojenleri uzaklastirarak benzokinonlari
olusturmaktadir (Mayer, 1979). Polifenol oksidaz enzimleri substrat
spesifikliklerine ve etki mekanizmalarina gore baslica li¢ sinifa ayrilir. Bunlar;
katekolaz (EC 1.10.3.1), lakkaz (EC 1.10.3.2) ve tirozinaz (EC 1.14.18.1) olarak
bilinmektedir (Gtiray, 2009).

Polifenol oksidaz enziminin ilk defa Schoenbein tarafindan 1856 yilinda
yemeklik mantarlarda bulundugu bildirilmektedir (Whitaker, 1972). Polifenol
oksidaz dogada yaygin olarak bulunan bir enzimdir. Bitkiler aleminde
bulunmasinin yani sira mikroorganizmalarda 6zellikle funguslarda, bazi
hayvansal organlarda ve ayrica kabuklu deniz hayvanlarinda da bol miktarda

bulundugu bilinmektedir. Bitkilerin tiim kisimlarinda bulunabilirken, gelismis



hayvanlarin deri, sag, tiily ve gozlerinde bulundugu bilinmektedir (Mayer, 1979).
Ayrica, bazi toprak tirlerinin de polifenol oksidaz enzimi igerdigi

bildirilmektedir (Sarkar vd., 1989; Mos'ko vd., 1992).

Meyve ve sebzelerde goriilen enzimatik esmerlesme, organizmadaki fenolik
bilesiklerin kinona doéniismesi, kinonlarin polimerlesmesi ve bunun sonucunda
kahverengi, kirmizi, siyah pigmentlerin olusmasindan kaynaklanmaktadir
(Mayer, 1979). Enzimatik esmerlesme, polifenol oksidaz enzimi, fenolik
substratlar ve oksijen; pH, sicaklik ve su aktivitesi agisindan uygun kosullar
altinda bir araya geldiklerinde meydana gelir. Pek ¢ok meyve ve sebzenin
kesilmesi, kabugunun soyulmasi, pargalanmasi ya da hasar gérmesi enzimatik
esmerlesmenin gerceklesmesine neden olmaktadir (Mathew ve Parpia, 1971;

Memisoglu vd., 2005; Vamos-Vigyazo, 1981).

Enzimatik esmerlesme, taze veya islenmis meyve ve sebzelerde istenmeyen
renkler ve istenmeyen lezzetler meydana getirir. Enzimatik esmerlesme, meyve
ve sebzelerin estetik kalite kaybina ek olarak, askorbik asit gibi besin
maddelerinin yok edilmesiyle beslenme kalitesini de diisiirmektedir (Hsu vd.,
1988). Uriiniin goériiniimiinii, lezzetini ve besin degerini diisiirdiigii icin de
enzimatik esmerlesme reaksiyonlari istenmemektedir (Mathew ve Parpia, 1971;
Memisoglu vd., 2005; Vamos-Vigyazo, 1981). Arap kizi elmasinda meydana

gelen enzimatik esmerlesme asagidaki sekilde verilmistir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Arap kiz1 elmasindaki enzimatik esmerlesme

Polifenol oksidaz enziminin sebep oldugu enzimatik esmerlesme reaksiyonlari
bazi besin teknolojisi dallarinda tiriinlerin bu enzim reaksiyonuyla istenen son
irin karakteristiklerine kavusmalar1 icin 6nemli oldugundan istenmektedir.

Ornegin, kakao, kahve, siyah c¢ay, siyah incir, siyah iiziim ve kuru erik



tiretiminde enzimatik esmerlesme istenilen bir durumdur (Mathew ve Parpia,

1971; Memisoglu vd., 2005; Vamos-Vigyazo, 1981).

Enzimlerin in vitro ve in vivo aktivitelerinin baz1 bilesikler tarafindan
diistirilmesi veya tamamen durdurulmasina ‘enzim inhibisyonu’ denilmektedir.
Enzimlerin inaktif edilmesi (direkt enzimi etkilemek), substratin inaktif
edilmesi (fenolik bilesikler ya da oksijen gibi substratlar1 uzaklastirmak) ve
trtinle ilgili inaktivasyon (iiriin bilesimini degistirmek) yollariyla enzim
inhibisyonu gergeklestirilebilmektedir. Enzim inhibisyonuna neden olan
bilesiklere inhibitor adi verilmektedir. Inhibitérlerin biiyiik bir béliimi gida
isletmesinde kullanilmaktadir. Kullanilan inhibitér, iiriin ve islemin cesidine

bagl olarak degismektedir (Akbulut, 2011).

Enzimatik esmerlesmenin gerceklesebilmesi icin polifenol oksidaz enzimi,
bunun etkiledigi polifenolik madde ve molekiiler oksijenin bir arada
bulunmalar1 gerekmektedir. Ayn1 zamanda, sicaklik, pH gibi enzim aktivitesini
direkt olarak etkileyen sartlarin da uygun olmasi gerekmektedir (Pekyardimai,
1992). Polifenol oksidaz enziminin neden oldugu esmerlesme reaksiyonlarinin
onlenebilmesi icin enzim inhibe edilmelidir (Pekyardimci ve Balaban, 1992).
Enzimatik esmerlesme polifenol oksidaz enzimi, fenolik madde ve molekiiler
oksijenden birinin ortadan kaldirilmasiyla azaltilabilir veya durdurulabilir. Bu
tlir enzimatik esmerlesme reaksiyonlar1 substratlarin uzaklastirilmasi, 1s1
inaktivasyonu, askorbik asit ve sodyum siilfit ilavesi, ortamin pH’sinin
dislirilmesi veya yiiksek basing uygulanmasiyla o6nlenebilmektedir
(Pekyardimci, 1992). Polifenol oksidaz enzimini inaktive ederken enzimatik
esmerlesmeyle sonuclanan tiriin kayiplarinin en aza indirilmesi dikkat edilmesi
gereken en Onemli noktalardan biridir. Polifenol oksidaz enzimini inaktive
etmek icin pek ¢cok yontem denenmistir. Genellikle enzimi inaktive etmek icin
1sil uygulamalar ve esmerlesme Kkarsiti kimyasal ajanlar kullanilmaktadir

(Yilmaz ve Elmaci, 2018).

immobilizasyon kelimesi hareketi sinirlamak anlamina gelmektedir (Urug,

2007). Immobilize enzim kelimesi ise enzimin aktivitesini kaybetmeden belli bir



bolgeye fiziksel olarak yerlestirilmesi veya hapsedilmesi anlamina gelmektedir
(Chibata, 1978). Enzimleri immobilize etmek icin kullanilan ¢esitli yontemler
vardir. Adsorbsiyon, tutuklama yontemi, kovalent baglama ve iyonik baglama ile
immobilizasyon yontemleri bunlardan bazilaridir. Enzim immobilizasyonunda
kullanilan en eski ve en basit yontemlerden biri adsorbsiyon ile immobilizasyon
yontemidir. Suda ¢6zlinmeyen, ylizey aktif bir adsorbanin enzim c¢ozeltisiyle
karistirilmasi ve enzimin fazlasinin iyice yikanmasiyla uzaklastirilmasi esasina
dayanmaktadir. Van der waals kuvvetleri adsorbsiyon yonteminde enzimin
tasiyiciya baglanmasinda etkilidir. Enzimle tasiyic1 arasinda kovalent bir bag
olusumuna dayanan immobilizasyon yontemi ise kovalent baglama ile
immobilizasyondur. Kovalent baglama ile immobilizasyon islemi, enzim
ylzeyindeki aminoasit rezidiilerine ait fonksiyonel gruplarla tasiyici
yluzeyindeki fonksiyonel gruplar arasinda gercgeklestirilir. Gergeklestirilmesi zor
bir yéntemdir. Iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢6ziinmeyen tasiyicilara
enzimin iyonik baglanmasi temeline dayanan immobilizasyon yontemi ise
iyonik baglama ile immobilizasyondur. Bu yontem, ¢ok yumusak kosullarda
gerceklestigi icin enzimin aktif merkezinde ve konformasyonunda bir
degisiklige neden olmamaktadir. Fakat iyonik bag kovalent bag kadar giicli
olmadigindan enzim kagisi s6z konusu olabilmektedir. Enzimin belirli bir alanda
durmaya zorlanmasiyla gerceklestirilen immobilizasyon yontemi ise tutuklama
yontemi ile immobilizayondur. Tutuklama islemi, polimer matriks icindeki
kafeslerde gerceklestirilebilecegi gibi yar1 gecirgen membranlar iginde

mikrokapsiilleme ve miseller ile de gerceklestirilebilir (Bickerstaff, 1997).

Anorganik yapily, kil, aktif karbon, cam, bentonit, silikajel, hidroksiapatit, titan
dioksit, zirkonyum dioksit, nikel oksit, ponza tasi, metaller, metal oksitler; dogal
polimerler, nisasta, seliiloz, dextran, agur-agaroz, kollogen, karagenan, jelatin-
alblimin, kitin-kitozan, ipek; sentetik polimerler, naylon, polisitiren tiirevleri,
poliakrilamid, vinil ve alil polimerler, iyon degistirici recineler enzim
immobilizasyonunda tasiyici olarak kullanilmaktadir. Bunlarin arasindan killer,
ucuz maliyetleri, kolay ve bol miktarlarda bulunabilmeleri sebebiyle eski
tarihten giinimize endiistride ¢ok kullanilan malzemeler olmuslardir (Akbulut,

2011).



Kil tabakalar1 arasinda bulunan zayif baglar polar sivilarin ve diger iyonlarin
buralara yerlesmesine izin vermektedir (Breen, 1999). Tetrahedral ve
oktahedral kristal yapidaki kil minerallerinin ylizeyinde negatif (anyon) yiikler
bulunmaktadir. Negatif yiiklii kristaller elektriksel olarak noétiirlesme egiliminde
olduklar: i¢cin mevcut negatif yiike bagh olarak, kil ytlizeyi tarafindan katyonlar
kuvvetlice tutulurlar (Grim, 1968; Moore and Reynolds, 1989). Killerde
meydana gelen etkilesim Killeri organo-inorgano iyon veya bilesiklerle
etkilestirerek immobilizasyon c¢alismalarinda 6nemli kilmaktadir (Akbulut,

2011).

Bu ¢alismada, dncelikle polifenol oksidaz enzimi agisindan zengin yerel elma
cesidimiz olan Arapkizi elmasindan polifenol oksidaz enziminin saflastirilmasi
ve karakterize edilmesi ama¢lanmistir. Polifenol Oksidaz enziminin inaktif hale
getirilebilmesi icin O©ncelikle enzim aktivitesi ve 0zelliklerinin bilinmesi
gerekmektedir. Bunun icin, Isparta ilinde yetistirilen, yerel tireticilerden temin
edilen Arapkizi elma ¢esidinden PPO enziminin bilinen Sepharose4-B-L-tirosin-
p-aminobenzoik asit afinite jeli ile saflastirilmasi, Km ve Vmax degerlerinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Enzimatik esmerlesmenin kontrol edilmesi ve
durdurulmasi i¢in enzim, substrat ve oksijen faktorlerinden birinin ortamdan
uzaklastirilmasiyla veya inhibitor eklenmesi ile miimkiin olmaktadir. Bundan
dolayl, Arapkizi elma cesidinden saflastirllan PPO enziminin bazi1 Killerle

immobilizasyonu ile enzim inhibisyon etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.

Polifenol oksidaz enziminin saflastirilmasi ve karakterizasyonu ile ilgili ve
meyve ve sebzelerde enzimatik esmerlesmenin istenmemesinden dolay:
esmerlesmenin ortadan kaldirilmasi ya da geciktirilmesi icin gliniimiize kadar
pek cok calisma yapilmistir. Isparta ilinde yetistirilen Arap kizi elmasinda
polifenol oksidaz enziminin sepharose 4B-L-tirozin-p-amino benzoik asit afinite
jeli ile saflastirilmasi, karakterizasyonu, saflastirilan polifenol oksidaz enziminin
killerle immobilizasyonu ve inhibisyon etkilerinin incelenmesi ile ilgili daha
once yapilan herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu ¢alisma, ilk defa

yapilacak olmasi agisindan biliylik 6nem arz etmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

Elma polifenol oksidaz enzimi ile ilgili yurtdisinda ve ililkemizde ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Bu calismalarin bir kismi asagida 6zetlenmistir.

Elmada bulunan polifenol oksidaz enziminin aktivitesi biiyiik 6l¢ciide elmanin
cinsine bagl oldugu bazi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Walker, 1964;

Vamos-Vigyazo, 1981).

Red Delicious (Malus domestica) elma ¢esidinde polifenol oksidaz enzim sistemi
calisilmistir. Poliakrilamid jel elektroforez sonucu pirokatekol substrati ile
tespit edilen 2 aktif izoenzim oldugu ortaya ¢ikmistir. Ham enzim ekstraktinin
(aseton tozu) tanimlanan deneysel kosullariyla esmerlesme reaksiyonu igin
optimum pH's1 6.2, optimum sicakligl ise 30°C olarak belirlenmistir. iki aktif
enzim formu i¢in ortalama Michaelis sabiti (Km) 2.2x10-1 M pirokatekol ve
ortalama maksimum hiz (Vmax) dakikada 4.8x10-1 AA390 olarak bulunmustur
(Satjawatcharaphong vd., 1983).

Amasya elmasi ve Golden Delicious elmasinda polifenol oksidaz enzimi tizerinde
calisilmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda Amasya elmasinin polifenol oksidaz
enzim aktivitesinin Golden Delicious'a gore daha fazla oldugu belirlenmistir

(Keles, 1986).

Indirgeyici, karboksilik asit ve halojeniir bilesiklerinin saflagtirilmis elma
polifenol oksidaz enzimi iizerine inhibisyon etkileri arastirilmistir. Askorbik
asit, sistein veya bistlfit eklendiginde, renk olusumunda gecikme gozlenirken,
oksijen aliminin hemen gerceklestigi gozlenmistir. Bisiilfitin aktiviteyi azaltan
en etkili inhibitér oldugu bunu sistein ve askorbik asidin takip ettigi
belirlenmistir. Calisilan tiim aromatik karboksilik asitlerin kompetitif inhibitor
olduklar1 bulunmustur. Bilesiklerdeki ayni tiir yer degistirme icin sinnamik,
benzoik, fenilpropiyonik ve fenilasetik sirasina gore inhibisyon azalmistir. Her
seride, inhibisyon, p-hidroksi yer degistirilmesiyle biraz arttirilmistir ve m-
metoksi yer degistirilmesiyle biiyiik olciide azalmistir. pH 5'ten 3.6'ya

distirildiigiinde inhibisyon artmistir. Sonuglar, karboksil grubunun noétr



formunun esasen inhibisyondan sorumlu oldugunu goéstermistir. NaF, NaCl,
NaBr ve Nal sodyum halojeniirlerinin verilen siraya gore azalan inhibitor etki
gosterdikleri bulunmustur. pH 3.5-5 arasinda degistiginde floriir, karboksilik
inhibitorleri ile ayni davranisi sergilemistir. HF Ki degeri 4 uM’a yakin oldugu
icin elma PPO enziminin en gii¢li inhibitorii olarak bulunmustur. Kloriir,

yarismasiz inhibitor olarak davranmistir (Janovitz-Klapp vd., 1990).

Amasya elmasiyla yapilan baska bir ¢alismada, polifenol oksidaz enzimi Amasya
elmasindan amonyum siilfat ¢oktlirmesi ve diyaliz yontemleri ile kismen
saflagtirillmistir.  Katekol, = 4-metil = katekol,  pirogallol ve  L-3,4-
dihidroksifenilalanin (L-DOPA) substratlari icin Km ve Vimax degerleri sirasiyla 34
mM, 2000 U/mL; 3.1 mM, 552 U/mL; 27.0 mM, 1215 U/mL ve 6.5mM, 27 U/mL
olarak belirlenmistir. Bu substratlar icin elde edilen optimum pH katekol icin
7.0, 4-metil katekol icin 9.0, pirogallol i¢cin 8.6 ve L-DOPA icin 6.6 olarak
belirlenmistir. Amasya elmasindaki polifenol oksidaz enzimi aktivitesi i¢in en
uygun substratin katekol oldugu ve bu subsrat icin optimum sicakligin 18°C
oldugu belirlenmistir. Elektroforetik ayirmada, hem katekol hem de L-dopa

substratlari ile li¢ izoenzim oldugu bulunmustur (Oktay vd., 1995).

Verdedoncella elmasindan polifenol oksidaz enziminin monofenolaz aktivitesi
tizerine ¢alisiimistir. ElIma polifenol oksidaz (PPO) enzimi, ilk kez Triton X-114
ile iki ardisik faz bolme kullanilarak izole edilmis ve kismen saflastiriimistir

(Espin vd., 1995).

'Kog yoku (Jonathan)', 'Fuji', 'Mutsu', 'Jona Gold' ve 'Tsugaru’ bes elma ¢esidinin
PPO aktivitesi ve esmerlesme, (-)epikatesin, (+)-katekin ve klorojenik asit gibi
polifenollerin icerigi arasindaki iliski arastirlmistir. Polifenol, ytliksek
performanshi sivi kromatografisi ile belirlenmistir. Klorojenik asit (3-25
mg/100g meyve) baslica polifenol olarak bulunmustur. Klorojenik asit ve
katesinler esmerleserek hizlica azalmistir. Katesinler klorojenik asitten daha
fazla esmerlesmeye katkida bulunmustur. Substrat olarak klorojenik asit veya
(+)-katesin kullanilarak PPO aktivitesi 6lciimii yapilmistir. Bes ¢esit arasindan

Tsugaru ¢esidinin yiiksek PPO aktivitesine ragmen en az polifenol icerdigi ve en



az kahverengiye donistiigii tespit edilmistir. Mutsu cesidinin ise en ytliksek
polifenol icerdigi, en yliksek PPO aktivitesi ve en yogun esmerlesme gosterdigi
tespit edilmistir. Polifenol icerigi ile esmerlesme korelasyon gostermistir

(Murata vd., 1995).

Ticari uygulama amaciyla Malus pumila L Bramley’s Seedling elmasindan elma
polifenol oksidaz enziminin kismi olarak saflastirilmasi icin uygun bir yontem
gelistirilmistir. Elma yapragindan izole edilen polifenol oksidaz enzim verimi
meyveden elde edilenden daha yiiksek bulunmustur. Elma yapragindan, 5.0 ml I
1 Triton X-100 ve 2.5 g 11 polivinilpirolidin iceren, pH degeri 7 olan 20 mM fosfat
tamponunda elma polifenol oksidaz enzimi izole edilmistir. Ekstrakt, santrifiij
islemiyle veya 2 haftalik bir siire bekletilerek berrak hale getirilmistir. Akabinde
elma polifenol oksidaz enziminin, DEAE (dietilaminoetil)-Sephadex ve
ultrafiltrasyonun ardisik kullanilmasiyla 50 kat saflastirilmasi yapilmistir. Elma
PPO'nun geri kazanilmis spesifik aktivitesi ve maliyeti icin optimize edilmis
kullanimi ile DEAE-Sephadex’i daha 6nceden sisirerek uygulamislardir. Kismen
saflastirilmis elma PPO enziminin spesifik aktivitesi substrat olarak floridzin ve
4-metil katekol kullanilarak, sirasi ile 0.089 ve 4.9 pkat mg1; Km degerleri ise
sirast ile 0.6 ve 3.6 mM olarak bulunmustur (Ridgway ve Tucker, 1999).

Ticari olgunlukta hasat edilen baz1 elma cesitlerinin bilesimsel karakterizasyonu
arastirllmistir. Bu elma cesitlerindeki fenolik bilesiklerin ve polifenol oksidaz
aktivitesinin seviyeleri analiz edilmistir. Alwa, Boskoop, Close, Elstar, Idared,
Jonagold, Lobo, Papierowka, Szampion ve Warta elma cesitleri i¢in polifenol
oksidaz enzim aktivitesi sirasiyla 2750 U/g, 2500 U/g, 680 U/g, 2520 U/g, 1560
U/g,1380U/g, 3000 U/g, 960 U/g, 270 U/g, 3120 U/g olarak bulunmustur. Bazi
fenolik bilesiklerin konsantrasyonlar1 arasinda, PPO aktivitesi ile fenolik veya
askorbik asit konsantrasyonlar:1 arasinda korelasyon bulunmamistir (Podsedek

vd., 2000).

'Enokitake' mantarindan (Flammulina velutipes) %70 aseton, %70 etanol ve
sicak su olmak tizere ii¢ farkli ¢oziicii kullanilarak elde edilen ekstrenin elma

esmerlesmesi lizerine etkileri arastirilmistir (Jang vd., 2002).



Olgunlasmis elmalardaki c¢oziinlir ve plastidal polifenol oksidaz enzimleri
karsilastinnlmistir. Polifenol oksidaz enzim aktivitesi baslica ¢ogu elmanin
plastidal fraksiyonunda saptanmistir, ancak bazen ¢6ziinlr fraksiyonda
plastidal fraksiyona goére daha kuvvetli bir sekilde tespit edilmistir. Western
blot analizi sonucunda hem plastid hem de ¢6ziinen fraksiyonlardaki polifenol
oksidaz enzimleri ayn1 bant olarak saptanmistir. Yiiksek ¢o6ziiniir polifenol
oksidaz enzim aktivitesine sahip olan bazi elmalar tam bir banda ek olarak
ayrismis PPO bandi gostermistir. Coziinmiis, ¢6zliniir ve plastidal PPO'lar
benzer optimum pH (yaklasik 4) ve Km degerlerine (yaklasik 100 uM) sahiptir.
Ancak, ¢oziinmiis PPO enzimi en yliksek Vmax degeri ve ¢oziiniir PPO enzimi en

diisiik Vmax degeri gostermistir (Tsurutani vd., 2002).

Elma (Braeburn cesidi)’dan izole edilen polifenol oksidaz enziminin kinetik
parametreleri substrat olarak caffeoylquinic asit kullanilmasiyla belirlenmistir.
Elma cesitlerinin sirasinin parenkima dokusundan DPn’nin 80, 10.5 ve 4 {i¢ elma
prosiyanidin fraksiyonu saflastirilmistir. Oksidasyon trtinlerini olusturmak i¢in;
prosiyanidinler, caffeoylquinic asit, (-)-epikatesin ve caffeoylquinic asit ve (-)-
epikatesin karisimi caffeoylquinic asit o-kinonu ile reaksiyona sokularak
oksitlenmistir. Tlim fraksiyonlarin, polifenol oksidaz enzim aktivitesi tizerindeki
inhibitor etkileri degerlendirilmistir. DPn ile artan inhibisyon kuvveti, dogal
prosiyanidinler polifenol oksidaz enzim aktivitesini inhibe etmistir. Polifenol
oksidaz enzim aktivitesi DPn 80'in 0.026 g / L fraksiyonu, DPn 10.5'in 0.17 g / L
fraksiyonu ve DPn 4'tin 1 g / L fraksiyonlar: i¢cin % 50 azaldig1 gorilmistir.
Oksitlenmis prosiyanidinlerin inhibitoér etkisi, dogal prosiyanidinlerin iki kati
bulunmustur. Caffeoylquinic asit ve (-)-epikatesin oksidasyon {riinleri de

polifenol oksidaz enzimini inhibe etmistir (Le Bourvellec vd., 2004).

Van elmasindan (Golden Delicious) polifenol oksidaz enzimi amonyum siilfat ve
DEAE seliiloz ile 4.0 kat izole edilmistir. Bu enzim i¢in, optimum sicaklik 50°C ve
optimum pH 4 olarak belirlenmistir. Lineweaver-Burk grafiklerinden Kum ve Vmax
degerleri hesaplanmistir. inhibitor olarak potasyum siyaniir, benzoik asit, sitrik

asit, MnClz, NaCl, NaNO2 ve CuSOs kullanilmistir. Polifenol oksidaz enzim
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aktivitesi 10 mM'da benzoik asit, CuS04 ve NaCl ile inhibe edilirken, NaNOz,
sitrik asit, KCN ve MnClz ile arttirilmistir (Demir vd., 2006).

Malus domestica Borkh. cv Bramley’s Seedling elmadan polifenol oksidaz enzimi
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, fenil sefaroz jeli, iyon degistirme kromatografisi ve
hidroksiapatit kromatografisiyle % 26.5 geri kazanim ile 75.7 kat saflastirma
yapilmistir. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforeziyle molekiil
agirliginin yaklasik 45 kDa olarak tahmin edilmistir. PPO aktivitesi icin optimum
pH 6.5’de gozlenmistir ve pH 5.5 - 6.5 araliginda 72 saat depolama boyunca %
50'den fazla aktivitesini muhafaza ettigi belirlenmistir. PPO aktivitesi i¢in
optimum sicaklik 30° gozlenmistir. 72 saat depolama boyunca 20°C - 30°C
sicaklik araliginda ve 24 saat depolama boyunca 40°C-50°C sicaklik araliginda
enzim aktivitesinin %50'den fazlasi muhafaza edilmistir. Calisilan
substratlardan 4-metilkatekol en yiiksek PPO aktivitesine sahipken, bunu
katekol, pirogallol ve (-)-epikatesin substratlarinin izledigi gériilmiistiir Calisma
sonucu, en etkili inhibitorlerin sodyum metabistlfit ve askorbik asit oldugu

tespit edilmistir (Eidhin vd., 2006).

Fuji elmalarinin etli kismindan DEAE-Seliiloz, amonyum stilfat ¢oktiirme, fenil-
Sepharose CL-4B ve Sephadex G-100 kromatografisiyle polifenol oksidaz enzimi
izole edilmistir. SDS poliakrilamid jel elektroforezi yapilarak saflastirilan
polifenol oksidaz enziminin molekiil kiitlesinin 40 kDa oldugu tahmin edilmistir.
Substrat olarak klorojenik asit kullanildiginda en yiiksek aktivite gosterdigi ve
bu subsrati katesin ve Kkatekoliin izledigi goriilmiistir. Substrat olarak
hidrokinik asit, resorsitiol veya tirozin kullanildiginda saptanabilir bir
aktiviteye rastlanilmamistir. Substrat olarak katekol ¢alisildiginda optimum pH
6.5 ve sicaklik 35°C derece olarak belirlenmistir. Enzimin pH 6.0’da en kararli
oldugu ve asidik pH’da kararsiz oldugu tespit edilmistir. Enzim, 45°C 'ye kadar
1sitildiginda stabildir. Fakat, 50°C 'de 30 dakikadan fazla bir slire boyunca
1sitildiginda %50'lik bir aktivite kayb1 meydana gelmistir. indirgenmis ZnSOa, L-
sistein, epigallokatesin-3-o-gallat (EGCG) ve gallokatesin gallat (GCG)’da
aktiviteyi inhibe etmistir (Lim vd., 2006).
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L-sisteinin elma polifenol oksidaz enzimi lizerine doniisiimlii inhibisyon etkisi
calisilmistir. Kinetik calismalar sonucunda L-sistein ile polifenol oksidaz enzim
inhibisyonunun yarismasiz inhibisyon oldugunu gostermistir (Gacche vd.,

2006).

Elma polifenol oksidaz aktivitesinin sodyum Kklorlir ile inhibisyonuna
calisiimistir. Sodyum kloriir elma polifenol oksidaz enzimi lizerine gii¢lii bir
inhibisyon etkisi gostermistir. 10 mM sodyum Kloriir varliginda enzim
aktivitesinin %30'unu kaybetmistir, buna benzer bir sekilde pH 4.5'ta da en
belirgin inhibisyon goéstermistir. pH 4.0'de ise PPO aktivitesinde %26'lik bir
azalma gozlenmistir. Dixon ve Lineweaver-Burk grafikleri kullanilarak, sodyum
kloririin elma PPO katekol oksidasyonunda karisik-inhibitér oldugu

belirlenmistir (Lu vd., ,2006).

B-siklodekstrin, 4-heksilresorkinol ve metil jasmonat ile farkli substrat
konsantrasyonlarinda Red Delicious elmasindaki polifenol oksidaz enzim
inhibisyonu incelenmistir. Klorojenik asit substrat olarak kullanilmistir.
Calisilan her iic madde de tiim substrat konsantrasyonlarinda inhibitor etkisi
gostermistir. Inhibisyon sabiti Ki degerlerine bakildiginda, inhibitér kuvvetinin
4-heksilresorkinol, [(-siklodekstrin, metil jasmonat seklinde azaldig
belirlenmistir. 4-heksilresorkinol yarismali tip inhibisyon goéstermistir ve Ki
degeri 0.26 mM bulunmustur. (-siklodekstrin ve metil jasmonat karisik tip

inhibitor olarak davranmislardir (Alvarez-Parrilla vd., 2007).

Golden Delicious elmasinda polifenol oksidaz enzimi iizerine sulu klor dioksit
muamelesinin etkileri arastirilmistir. Artan klor dioksit konsantrasyonu ile Vmax
degerinin distigl ve Km degerinin diizensiz degistigi gozlenmistir. Klor dioksit
konsantrasyonu arttik¢a, polifenol oksidaz enzimi aktivitesinin azaldig

saptanmistir (Fu vd., 2007).

Starking Delicious elma cesidindeki PPO enziminin aktivitesi, kinetik davranisi
ve termal inaktivasyon kinetigi calisiimistir. Elma ekstraktindaki polifenol

oksidaz enziminin Km ve Vmax degerleri 4-metil katekol, pirogallol substratlari
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icin sirasiyla 2.24 mM, 0.415 U/mL; 8.04 mM, 1.067 U/mL olarak bulunmustur.
Enzimin 4-metil katekol i¢cin optimum pH degeri 5.5, pirogallol i¢in ise optimum

pH degeri 7.2 bulunmustur (Soysal, 2008).

Golden Delicious elma ¢esidinin PPO enzimi ve elma esmerlesmesi lizerine yesil
cay ozitiinlin etkilerine ¢alisiimistir. PPO enzimi Golden Delicious elmasindan
izole edilmistir. Polivinilpolipirolidon ve Triton X100 ile ekstraksiyon yapilarak
spesifik enzim aktivitesinde 6.45 kat artis saglanmistir. PPO enzim i¢in optimum
pH 5.5 ve optimum sicaklik 25°C olarak bulunmustur. Michaelis-Menten modeli
kullanilarak 4-metil katekol substrati icin Km degeri 4.76 mM olarak
belirlenmistir. Yesil cay Oziitiiniin elma PPO aktivitesini inhibe etmistir. Elma
PPO’suna karsi inhibitor etkisi, ekstraksiyon konsantrasyonunun artmasiyla
artmistir. 30 mg/mL yesil cay oziitiiniin eklenmesi, elmanin PPO aktivitesinde
yaklasik % 42 inhibisyonla sonu¢lanmistir. PPO'nun inhibisyon davranisini
desteklemek icin, elma dilimlerinin yesil cay ekstraktina batirilmasiyla elmanin
esmerlesmesi de arastirilmis ve elma dilimlerinin esmerlesmesinin yesil cay

ekstrati ile etkili bir sekilde geciktirildigi ortaya ¢ikmistir (Soysal, 2009).

Sepharose-4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite kromatografisiyle Igdir
elmasindan polifenol oksidaz enzimi 110 kat saflastirilmistir. Kolondan alinan
fraksiyonlardan aktivite gosterenlerin kantitatif protein tayinleri icin Coomassie
Blue yontemi (595 nm) kullanilmistir. Igdir elmasi polifenol oksidaz enziminin
optimum pH’1, optimum sicakligi, iyonik siddet etkisi ve bazi kimyasallarin
inhibisyon etkisi ¢alisilmistir. Optimum pH 6, optimum sicaklik ise 50°C olarak
bulunmustur (Tiirkan, 2009).

Polifenol oksidaz enziminin elma kabugundan geri katyonik misel
ekstraksiyonuyla kismi saflastirilmasi yapilmistir. Dodesil trimetil amonyum
bromiir (DTAB), miselleri olusturmak i¢in kullamilmistir. Ekstraksiyon, KCI
icermeyen pH’1 6 olan 100 mM sodyum fosfat tamponu ve 100 mM DTAB iceren
organik bir faz (5: 1 oraninda bir izooktan: hekzanol) ile yapilmistir. Coziintr
PPO % 10 etanol iceren pH’1 6 olan 1 M KC1 ¢6zeltisi ile verimli bir sekilde geri

kazanilmistir. Optimum kosullar altinda, polifenol oksidaz enziminin saflastirma
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katsayis1 % 12.6 ve geri kazanilmis aktivitesi % 71 olarak bulunmustur. Bu
saflastirma katsayis1 ve geri kazanim izolasyon hacmi 10-200 ml arasinda
arttiginda da muhafaza edildigi bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore, geri
katyonik misel izolasyonunun, genel olarak elma kabugundan PPO
saflastirilmasi icin verimli bir ilk adim olarak kullanilabilecegi bulunmustur

(Imm ve Kim, 2009).

Meyve gelisimi sirasinda Aori27, Elstar, Fuji ve Mellow elma cesitlerindeki
enzimatik esmerlesme, polifenol oksidaz aktivitesi ve polifenoller
arastirilmistir. Calisilan elma c¢esitleri arasinda, 'Fuji' elma cesidinin yiiksek
fenolik icerigi nedeniyle taze tiiketime en uygun oldugu belirlenmistir. 'Aori27'
elma ¢esidinin en diisiik PPO aktivitesi ve polifenol icerigine bagh olarak diisiik
enzimatik esmerlesme gostermesi sonucu meyve islemesi icin en uygun cesit

oldugu belirlenmistir (Holderbaum vd., 2010).

Braeburn, Topaz ve Golden Delicious elma c¢esitlerinin PPO aktivitelerine 4-
metilkatekol substrati kullanilarak g¢alisilmistir. Braeburn igin aktivite: 3007-
4450 U/dak/mL, Topaz icin aktivite: 1647-2709 U/dak/mL ve Golden Delicious
icin aktivite: 2970-3649 U/dak/mL olarak bulunmustur (Schmitz-Eiberger ve
Matthes, 2011).

Fuji elmasindaki polifenol oksidaz enzimi iizerine Hinokitiol'un inhibisyon etkisi
arastirilmistir. Polifenol oksidaz enzimi i¢in Hinokitiol yarismali inhibisyon
etkisi gostermistir. Klorojenik asit substrati icin Km degeri 2.5 mM’dir. Elma
polifenol oksidaz enzimine karsi Hinokitiol'in Ki degeri 5.5 pM olarak

bulunmustur (Okumura vd., 2011).

Elmanin enzimatik esmerlesmesinde klorojenik asit kinonun, katesinlerin

etkilesimi ve klorojenik asit kinonun rolt arastirilmistir (Amaki vd., 2011).

Ultrason ve askorbik asidin birlikte muamelesi ile taze kesilmis elma {izerinde
polifenol oksidaz ve peroksidaz aktiviteleri {izerine inhibisyon etkisi

arastirllmistir. Ultrason ve askorbik asidin birlikte muamelesi, enzimatik
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esmerlesme ile ilgili cesitli enzimler lizerinde sinerjik inhibitor etkilere sahip

oldugunu ortaya koymustur (Jang vd., 2011).

Taze Kkesilmis Golden Delicious, Scarlet Spur ve Granny Smith elma
cesitlerindeki renk, esmerlesme potansiyeli ve polifenol oksidaz aktivitesi soguk
depolama boyunca, arastirilmistir. Bu taze kesilmis elmalar iizerine
esmerlesmeyi 6nleyici maddelerin etkileri arastirilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, polifenol oksidaz enzimi inhibitori olarak % 1 (w/v) sitrik asit/CaClz ve %
1 (w/v) askorbik asit/CaClz uygulamalarinin etkili oldugu bulunmustur. Elma
dilimlerinin  renk  bozulmalarini  6nlemek icin  1-metilsiklopropen
uygulanmasinin, soguk depolamanin ilk giiniinden itibaren etkili olmadig

gorilmiistiir (Chiabrando ve Giacalone, 2012).

Ug farkl enzim kaynagindaki (elma, mantar ve patates) polifenol oksidaz enzimi
lizerine mavi midye (Mytilus edulis) ham ekstraktinin inhibitor etkisi
arastirllmistir. Mavi midyenin elma polifenol oksidaz enzimi lizerine %58

inhibisyon etkisi gosterdigi bulunmustur (Schulbach vd., 2013).

Red Delicious elmasinda enzimatik esmerlesmeye alkali elektrolize suyun
inhibitor etkisi arastirlmistir. Alkali elektrolize suyun, polifenol oksidaz
enziminin aktivitesini yaklasik olarak % 66 azalttif1 belirlenmistir (Kim ve

Hung, 2014).

Yomra elmasinin ham polifenol oksidaz enzim aktivitesi ve antioksidan
ozellikleri ¢alisilmistir. L-Tirozin, 3- (4-hidroksifenil) propanoik asit, katekol, 4
metilkatekol ve L-3,4-dihidroksifenilalanin substratlar1 icin polifenol oksidaz
enziminin optimum pH ve sicaklik degerleri tespit edilmistir. Her bir substrat
icin Km ve Vmax degerleri sirasiyla L-Tirozin i¢in 9.30 mM, 7.60 uM/dak; 3- (4-
hidroksifenil) propanoik asit icin 0.70 mM, 1.02 uM/dak; katekol i¢in 7.90 mM,
21.50 pM/dak; , 4-metil katekol i¢cin 10.10 mM, 24.80 pM/dak; L-3,4-
dihidroksifenilalanin icin 2.50 mM, 1.60 uM/dak olarak belirlenmistir. Yapilan
kinetik calismalar sonucunda Yomra Elmasi polifenol oksidaz enziminin basit

Michaelis-Menten kinetigine uydugu ve difenolaz aktivitesi katekol substratina
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kars1 en yiiksek ilgiye sahipken, bunu sirasiyla 4-metil katekol ve L-DOPA’nin
izledigi, monofenolaz aktivitesi icin ise substrat ilgisinin sirasiyla 3-(3,4-
hidroksifenil) propiyonik asit (MHPPA), L-Tirozin seklinde oldugu bulunmustur.
Ayrica askorbik asit, sodium azid, sodium metabisiilfit ve bezoik asit gibi genel
polifenol oksidaz enzim inhibitérlerinin enzim aktivitesini 6nemli derecede

inhibe ettigi gozlenmistir (Can vd., 2014).

Fuji elmasindan, saflastirilan membrana bagh polifenol oksidaz enzimiyle
kismen saflastirilan ¢oziiniir polifenol oksidaz enziminin karsilastirilmasi
yapilmistir. Membrana bagh polifenol oksidaz enziminin sicakliga bagh faz
bolme yontemi ve iyon degisim kromatografisiyle saflastirilma islemi
gerceklestirilmistir. Membrana bagli PPO enziminin spesifik aktivitesinin 34.12
kat ¢oziintir PPO enziminkinden daha yiiksek oldugu saptanmistir. Saflastirilan
membrana baghh PPO'nun yaklasik 67 kDa'lik molekiil kiitlesine sahip bir dimer
oldugu bulunmustur (Liu vd., 2015a).

Membrana bagh polifenol oksidaz enziminin Fuji elmasindan saflastirilmasi ve
yapisal analizi Uzerinde ¢alisiimistir. Membrana bagh polifenol oksidaz enzimi
sicakliga bagh faz bolme teknigi ve iyon degisim kromatografisi kullanilarak
54.41 kat saflastirilmistir. Membrana bagh polifenol oksidaz enziminin

molekiiler agirlig1 67.3 kDa olarak belirlenmistir (Liu vd., 2015b).

Hemsin (Rize)'de organik olarak yetistirilen Hemsin elmasindan polifenol
oksidaz enziminin saflastirilmasi ve karakterizasyonu yapilmistir. PPO enzim
aktivitesi katekol substrati ile belirlenmistir. Once amonyum siilfat ¢oktiirmesi
ve daha sonra diyaliz islemi yapilmistir. En son olarak, enzim DE52-Seliiloz iyon
degisimi ve Sephadex G-25 kolonu ile sirasiyla 7.85 kat ve 28.80 Kkat
saflastirilmistir. Yapilan ¢alismada, optimum pH 5.5’de ve optimum sicaklik 30-
40 °C'de gergeklestirilmistir. Km degeri ve Vmax degeri sirasiyla 3.40 mM ve
333.3 EU/mL.dak olarak tespit edilmistir. Ek olarak, Pb2+, Mg2+, Fe2+, Fe3+, Cu?+,
Cdz+, Zn2?+, Al3*, Co?*, Mn2?+* ve Na*'nin enzim aktivitesi Uzerindeki etkileri
calisilarak ICso, Ki degerleri ve inhibisyon tipleri belirlenmistir (Aydin vd.
2015).
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Depolama sirasinda 5°C'de on giin boyunca, taze kesilmis Gala elma dilimlerinde
mikrobiyolojik kalite, renk, polifenol oksidaz enzimi lizerine kitosan-esasina
dayali nanopartikiillerin etkileri incelenmistir. Polifenol oksidaz enzim
aktivitesinin farkli muamelelerde, biitiin numuneler icin zamanla arttig:

gozlenmistir (Pilon vd., 2015).

Muz, elma, ayva, patlican, erik, dereotu ve kiltiir mantar kaynaklarindan elde
edilen ham polifenol oksidaz enzim ekstraklarinin aktiviteleri incelenmistir.
Amasya elmasindan izole edilen polifenol oksidaz enzim aktivitesi 352 EU/mL
olarak tespit edilmistir. Ham polifenol oksidaz ekstrakti 40°C sicaklikta 40
dakika boyunca ultrason ve ultraviyole i1sikla muamele edilmistir. Sadece
ultrason muamelesiyle %12 ve %100 arasinda, sadece ultraviyole 1s1k
muamelesiyle %4 ile %29 arasinda, ayni anda ultrason ve ultraviyole 151k
muamelesiyle polifenol oksidaz enzim aktivitesinin %80 ve %100 arasinda

inaktive oldugu bulunmustur (Sakiroglu vd., 2016).

Elmadan polifenol oksidaz enzimi, potasyum fosfat tamponuyla homojenize
edilerek ve ardindan 1.5 hacim soguk asetonla ¢oktiiriilerek izole edilmistir.
Elma posasindaki enzim konsantrasyonu spektrofotometrik olarak tespit
edilmistir. ElIma posasindaki ham enzim aktivitesi 2.65 pmol/dk-lcm3 olarak
tespit edilmistir. Elma posasindaki ham polifenol oksidaz enzimi aktivitesi icin
optimum pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 7 ve 20°C olarak bulunmustur

(Ansari vd., 2017).

Meksika Golden Delicious elmasindaki polifenol oksidaz enzimi izole edilip,
saflastirllmis ve karakterize edilmistir. Ham ekstrakta ilk once % 0-30’luk
amonyum sulfat c¢oktirmesi ve ardindan, % 30-85lik amonyum siilfat
coktiirmesi uygulanmistir. Sonrasinda fenilsefaroz hidrofobik etkilesim
kromatografisi uygulanmistir. En son olarak da anyon degisim kromatografisi
uygulanarak polifenol oksidaz enzimi saflastirilmistir. PPO enzimi anyon
degisim kromatografisiyle %1.6'hik bir verimle 319 kat saflastirlmistir. Jel
filtrasyon ve SDS-PAGE sonucunda 58 kDa'lik bir monomer elde edilmistir.

Optimum sicaklik ve pH sirasiyla 35°C ve 6.0 olarak bulunmustur. Substrat
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olarak pirogallol, 4-metil katekol, katekol ve klorojenik asit kullanilmistir.
Pirogallol substrati 5,941 Vmax/Km oraniyla 4-metil katekol substrati 15,402
Vmax/KmM oraniyla en iyi katalitik etkinlik gosterdigi belirlenmistir (Marrufo-
Hernandez vd., 2017).

Polifenol oksidaz enzimi Sepharose 4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite
kolonuyla Tortum elmasindan ilk defa saflastirilmistir. Enzim safliginin kontrolii
SDS-PAGE’le yapilmistir. Enzimin katekol substrati icin optimum pH degeri 5.0
ve 4-metil katekol i¢cin optimum pH degeri 5.5 olarak belirlenmistir. Katekol
substrati icin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 6.17 mM, 20.83 pmol/L.dak 4-metil
katekol i¢in sirasiyla 4.16 mM, 32.26 pmol/L.dak olarak bulunmustur. Enzimin
iki ayr1 substrati icin stabil pH degeri 5.5, optimum iyonik siddet degeri 0,05 M
ve optimum sicaklik degeri 10°C olarak belirlenmistir. Sodyum azit, indirgenmis
glutatyon, tiyolire, ditiyoeritritol ve askorbik asidin inhibitér etkilerine
bakilmistir. Lineweaver-Burk grafikleri kullanilarak K; sabitleri ve inhibisyon
tirleri belirlenmistir. Ki sabitleri ve 1Cso degerleri karsilastirilarak askorbik

asitin en etkili inhibitér oldugu bulunmustur (Karabulut, 2017).

Elma (Malus domestica)'dan (MdPPO1) ilk bitki pro-tirozinaz latent formunda
(56.4 kDa) rekombinant olarak ifade edilmistir. Enzimin aktivitesini etkiledigine

inanilan katalitik cebin etrafindaki dért pozisyonda mutasyona ugratimistir

(Kampatsikas vd., 2017a).

U¢ rekombinant ifade edilmis elma tirozinaz, bitki polifenol oksidazlarindaki
mono-versus difenolaz aktivitesi i¢cin sorumlu olan amino asitler tlizerinde
calisiimistir. PPO pro-enzimlerini kodlayan ti¢ ¢cDNA, Malus domestica (elma,
MdPPO) yapraklarindan klonlanmistir. U¢ pro-enzim olan MdPP01-3, E. coli
icinde heterolog olarak ifade edilmistir. Onemli miktarlarda protein vermistir ve
SDS, asidik ve proteolitik aktivasyondan kaynaklanan optimum aktiviteleri
acisindan karakterize edilmistir. Farkli mono ve difenolik substratlar
uygulandiginda, MdPPO1-3"in kinetik karakterizasyonunda 6nemli farkliliklar
bulunmustur. Her li¢ enzim de tirozinazlar olarak siniflandirilmistir. Aktiviteye,

sekans verilerine ve homoloji modellemesine dayanarak, PPO'larin monofenolaz
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ve difenolaz aktivitesinin, aktif bolgesinde yer alan ve bu nedenle "aktivite
kontrolorleri” olarak adlandirilan iki amino asidin uygun kombinasyonu ile

manipiile edilebilecegi 6nerilmistir (Kampatsikas vd., 2017b).

Bu calismada, Garcinia mangostana rind meyvesinden siyanidin-3-sophoroside
(CS)'in polifenol oksidaz enzim aktivitesi iizerine etkisi arastirilmistir.
Lineweaver Burk grafigi ile CS'nin yarismasiz inhibisyon yaptig1 bulunmustur.
CS, PPO aktivitesini ve taze kesilmis elmalarin esmerlesmesini azaltmis ve raf
omriind uzatmistir. CS'nin enzimatik esmerlesmeyi kontrol etmek i¢in bir anti-
esmerlestirici madde olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir (Hemachandran vd.,

2017).

Fuji elmasindan saflastirilan polifenol oksidaz enzimine oligokitosanin yari
yarismali bir inhibitér olarak inhibisyon kinetigi calisiimistir. Polifenol oksidaz
enzimi dort adimda ayrilmis ve saflastirlmistir. SDS-PAGE ile molekiiler
agirhiginin yaklasik 65 kDa oldugu tahmin edilmistir. PPO enzimi pH 7’de ve
35°C 'de optimum aktivite gostermistir. 25-55°C sicaklik araliginda %50'den
fazla kalan aktiviteyle kararli oldugu bulunmustur. Termal inaktivasyon
parametreleri, Fuji elma polifenol oksidaz enziminin 1siya ¢ok dayaniksiz
oldugunu gostermistir. Substrat olarak katekolilin kullanilmasiyla, PPO aktivitesi
oligokitosan Kkonsantrasyonunun artmasiyla azaldigi ve Kkonsantrasyon 4
mg/mL'ye ulastifinda sadece %30'luk bir aktivite kaldig1 gorilmistr.
Oligokitosan, 0.26 mg/mL'lik Ki degeriyle yar1 yarismali inhibisyon géstermistir
(Guo vd., 2018).

Red Fuji, Granny Smith ve Golden Delicious elma cesitlerinin biyokimyasal
ozellikleri ve membrana baghh polifenol oksidazin (mPPO) termal
inaktivasyonunun karsilastirilmasi yapilmistir. U¢ elma ¢esidinden elde edilen
mPPO'lar 6nemli 6lciide farkli o6zellikler gostermistir. Granny Smith mPPO,
katekole karsi en giiclii afiniteye sahip oldugu,. Red Fuji mPPO ise en ytliksek
maksimum hiza sahip oldugu belirlenmistir. mPPO'lar1 Red Fuji'de pH 8.0,
Golden Delicious’da pH 4.5 ve Granny Smith’de pH 7.5-8.0 en yiiksek aktiviteye
sahip olduklar1 bulunmustur. Red Fuji mPPO pH 5.0-8.5 araliginda Golden
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Delicious ve Granny Smith mPPO'lardan daha kararlhi oldugu goriilmiistiir.
Granny Smith mPPO icin en uygun sicaklik 70-75°C olarak belirlenmistir. Bu
sicaklik araligi Red Fuji ve Golden Delicious'den elde edilen mPPO'lardan daha

yuksek oldugu belirlenmistir (Liu vd., 2018).

Katekol gibi fenolik bilesikler, cesitli endiistriyel kaynaklardan cevreye salinir
ve ciddi bir ekosistem ylkiine neden olurlar. Calismada, fenolik
kontaminantlarin doéniisiimii icin kismen saflastirilmis elma polifenol oksidaz
kullanilma olasilig1 incelenmistir. Proses kosullarinin optimizasyonu igin, PPO
aktivitesinin optimum pH ve sicaklik degerleri belirlenmistir. PPO'nun
uygulanabilirliginin teyit edilebilmesi i¢in ¢esitli fenollere kars1 PPO afinitesi ve
atik sularda bulunabilen bazi tuzlarin ve organik c¢o6ziiclilerin etkisine
bakilmistir. Atik su ariiminda kismen saflastirilmis elma PPO'nun pH 6.8 ve
25°C 'de maksimum aktivite gosterdigi, ancak pH degeri 5.0-8.0 arasinda iken
maksimum aktivitesinin % 85'inden fazlasini ve 10-50°C sicaklik araliginda %
90'dan fazlasim1 gosterdigi bulunmustur. PPO cesitli difenollere kars1 yiiksek
afinite gosterirken, monofenollere karsi dustik afinite gostermistir. Sodyum
tetraborat dekahidrat, PPO aktivitesini orta derecede inhibe ederken, PPO'nun
organik coziiciilere (¢ =% 5) maruz kalmasi, aktivitesinde % 40'lik bir kayba
neden olmustur. PPO ile katekol oksidasyonu, bir kesikli reaktorde sadece 5
dakika boyunca gerceklestirilmis en uygun proses kosullarinda % 25'lik bir
doniisim ile sonug¢lanmistir. Elde edilen verilere dayanarak, kismen
saflastirilmis elma PPO'nun atik su aritiminda iyi bir potansiyele sahip oldugu

bulunmustur (Salic vd., 2018).

Killerle ilgili yurtdisinda ve iilkemizde yapilan calismalar asagida 6zetlenmistir.

Bir laponit kil matrisine immobilize edilen katekol-polifenol oksidaz sistemi
calisilmistir. Amperometrik katekol biyosensorler, kontrollii miktarlarda
polifenol oksidaz ve polikatyonik oligosilasesioksan katki maddesi iceren sulu
sentetik bir laponit kilinin, camsi1 karbon doéner disk elektrot yiizeyine
kurutulmasiyla olusturulmustur. Metot, gelistirilmis adezyon, arttirilmis

mekanik dayaniklilik ve yiiksek enzimatik aktivite sergileyen kompozit enzim-
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laponit kil filmleriyle elektrot yilizeyinin kaplanmasini saglar. Bu sekilde
hazirlanan elektrotlarin 0.5 nM ile 10 uM araligindaki katekol substratini tespit
edebildigi bulunmustur (Coche vd., 1999).

Katekol tayini icin glutaraldehitle capraz baglanan ve bir laponit kil kaplamasi
icinde polifenol oksidazin tutulmasi esasina dayanan amperometrik biyosensor
hazirlanmistir. PPO'nun glutaraldehitle kimyasal capraz baglanmasiyla elde
edilen biyosensorlere kiyasla laponit, biyosensoriin uzun siireli stabilitesini
arttiran hidrofilik bir enzim sagladig1 gorilmistiir. Kil matriksi i¢inde yer alan
katyonik bir boya olan Azure B, -0.05 V'de fenol tiirevlerinin aracilik edilmesini
saglayan bir elektron mekigi olarak kullanilmistir. Katekol, p-kresol ve fenol i¢in
optimize edilmis biyosensor konfigiirasyonu ile tayin limitleri sirasiyla 1.1 ve 17

nM olarak belirlenmistir (Shan vd., 2003).

Siyanir tayini icin anyonik kil olarak da adlandirillan Zn-Al katmanh cift
hidroksitlere polifenol oksidaz enziminin immobilizasyonuna dayanan yeni,
ucuz ve basit bir amperometrik biyosensor hazirlanmistir. Siyaniriin tayin
edilmesi PPO elektrodu tizerindeki inhibe edici etkisiyle gerceklestirilmigtir.
Enzim o6l¢iimiinde substrat olarak 3,4-dihidroksifenilasetik asit kullanilmistir.
Siyaniir i¢in asir1 hassas bir tayin limiti (0.1 nM) tespit edilmistir. Bir anyon
degistirici kile enzim immobilizasyonu, kil matrisinde anyon birikiminden

dolayi siyaniiriin inhibisyon etkilerinde artisa neden olmustur (Shan vd., 2004).

Katekoliin hassas bir sekilde tespit edilebilmesi i¢in polifenol oksidaz ile
modifiye edilmis kuaterner amonyum fonksiyonel kil film elektrotlar
gelistirilmistir. Dogal olarak meydana gelen Kamerun simektit kil
trimetilpropilamonyum (TMPA) gruplariyla asilanmis ve elde edilen organokil
polifenol oksidaz enzimi icin uygun bir immobilizasyon matrisi olarak, camsi bir
karbon elektrot yiizeyine uygulanmistir. Katekol biosensorlenmesi icin
elektrokimyasal cihazin yiiksek duyarhlig: polifenol oksidaz enzimi ve TMPA-kil
tabakas1 arasindaki elektrostatik etkilesim nedeniyle enzim biriktirildikten
sonra organokil film icinde emildigi zaman elde edilebildigi bulunmustur

(Mbouguen vd., 2007).
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Polifenol oksidaz enzimi Denizli’de yetisen nardan afinite kromatografisi ile
saflastirilmistir. Saflastirilan polifenol oksidaz enzimi Montmorillonit-Analsim
(Eskisehir) kiline immobilize edilmistir. 60 ml suya 1.5 gr kil ilave edilerek
olusturulan karisimdan 4 mL alinarak 1 mL saf polifenol oksidaz enzimi ile
muamele edilmis, vortexle karistirildiktan sonra fosfat tamponu ile 3 kere
yikanmistir ve kile immobilizasyon islemi gerceklestirilmistir (Demir ve ark.,

2009).

Dereotundan (Anethum graveolens) amonyum silfat ¢oktiirmesi ve diyaliz
islemleri ile kismen saflastirllan polifenol oksidaz enzimi baz1 killerle
immobilize edilmistir. Optimum kosullarda (sicaklik, pH ve iyonik siddet) Kum ve
Vmax degerleri belirlenmistir. Km degerleri katekol i¢in 1,57x10-3 M, klorogenik
asit icin 2,91x10-+ M, 3,4 dihidroksi fenil alanin i¢in 6,10x10-2 M,ve gallik asit
icin 7,10x10-2 M olarak; Vmax degerleri katekol icin 526,31 EU/mL.dak,
klorogenik asit icin 416,66 EU/mL.dak, 3,4 dihidroksi fenil alanin icin 204,08
EU/mL.dak ve gallik asit icin 70,92 EU/m.dak olarak belirlenmistir. Farkl
miktarlardaki killer ile pH 6,5 olan 0,2 M fosfat tamponunun 1 mL’si
karistirilarak hazirlanan karisima 0,5 mL kismen saflastirilmis enzim ¢o6zeltisi
ilave edilerek immobilizasyon gergeklestirilmistir. Her bir kilden 0.066 g/mL;
0.040 g/mL; 0.020g/mL; 0.0133 g/mL; 0.0066 g/mL; 0.0033 g/mL
konsantrasyonlarda numuneler hazirlanmistir. Polifenol oksidaz enzim
aktivitesi, katekol substratina kars1 420 nm dalga boyunda spektrofotometrik
yontemle Ol¢iilmiistiir. ICso ve Ki degerleri bulunmustur. Enzimin en iyi kirmizi
kile immobilize oldugu goézlemlenmistir. Substrat olarak katekol kullanilarak
askorbik asit, L-sistein kloriir, sodyum metabisiilfit ve tiyoiire inhibitorleri icin
Iso ve Ki degerleri belirlenmistir. En etkili inhibitériin askorbik asit oldugu

bulunmustur (Akbulut, 2011).

Tirozinaz, glutaraldehid capraz bagh kitosan-kil kompozit tanecikleri lizerine
immobilize  edilerek fenollerin  uzaklastirlmasi i¢cin  kullanilmistir.
immobilizasyon verimi % 67, yiikleme verimi % 25 ve tirozinaz immobilize
taneciklerin aktivitesi 1400 U/g olarak bulunmustur. Serbest ve immobilize

enzim icin optimum pH degeri 7.0 olarak bulunmustur. Optimum sicaklik
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serbest enzim i¢in 25-30°C ve immobilize enzim i¢in 25°C olarak belirlenmistir.
Serbest tirozinaz enzimi i¢in Km degeri 0.93 mM ve immobilize tirozinaz enzimi
icin 1.7 mM olarak bulunmustur. Tirozinaz immobilize edilmis ayn1 taneciklerin
yedi kez tekrarlanan ve her biri 150 dakikadan fazla siiren kullanimindan sonra

fenol uzaklastirlmasinin verimliligi % 43'e dismistir (Dinger vd, 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Deneysel calismalarda kullanilan; Sepharose 4B, p-aminobenzoik asit, L-tirozin,
siyanojen bromiir (CNBr), L-askorbik asit, glisin, sodyum dodesil siilfat (SDS),
sodyum bikarbonat (NaHCOs), N,N,N’,N’-tetrametil etilen diamin (TEMED),
akrilamid/bis-akrilamid, diyaliz torbasi, amonyum persilfat Sigma
Firma’sindan; tris (hidroksimetil) aminometan (Tris), dipotasyum hidrojen
fosfat (K2HPO4), polietilenglikol (PEG), hidroklorik asit (HCl), sodyum hidroksit
(NaOH), di-sodyum hidrojen fosfat (NazHPO4), sodyum Kkloriir (NaCl), katekol, 3-
merkaptoetanol, asetik asit, sodyum nitrit, amonyum siilfat, sigir serum alblimin
(BSA), fosforik asit, gliserol, Coomassie brillant blue G-250 Merck Firma’sindan;
Coomassie brillant blue R-250 Amresco Firma’sindan; Marker Thermo Fisher
Scientific Firma’sindan; Bromfenol mavisi Fisher Chem. Firma’sindan; Etanol

Tekkim Firma’sindan; metanol J.T. Baker Firma’sindan saglanmistir.

3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

Buz makinesi: izmak

Calkalayici: WiseShake

Derin dondurucu: Operon DFU-374E

Destile Su Cihazi: Millipore Direct-Q 3 UV with Pump
Hassas Terazi: Precisa XB 220A SCS

Jel tanki ve Gii¢ kaynagi: Bio-Rad Tetra Sistem
Klinik Santrifiij: Sigma 1-14

Kromatografi kolonu: Sigma C4169 Column
Manyetik Karistirici: WiseStir MSH-20A
Otomatik Pipetler: Nichipet & Brand

pH metre: Mettler Toledo S220K SevenCompact
Sogutmal1 Santrifiij: Beckman Coulter Allegra 64R
Spektrofotometre: Spectramax-Plus 384

Vortex: Biosan V1 Plus
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3.1.3. Kullanilan ¢ézeltiler ve hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi asagidaki gibidir.

1-) Ekstraksiyon tamponu: % 0.5 PEG, 10 mM askorbik asit iceren pH: 7.3, 0.5
M fosfat tamponu hazirlanmistir. Tamponu hazirlamak i¢in ilk énce 8.7 gr (0.05
mol) K2HPOs4, 0.5 gr polietilen glikol (PEG) ve 0.176 gr (0.001 mol) askorbik asit
alinarak 80 mL destile suda ¢oziilmiistiir. Daha sonra 1 M HCI ile pH1 7.3’e

ayarlanmistir. Son hacim saf suyla 100 mL'ye tamamlanmistir (Erzengin, 2002).

2-) Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda olusan c¢okelegin coézeltiye
alindig1 ve diyalizin yapildigi tampon: 5 mM, pH:6.3 fosfat tamponu
hazirlanmistir. Tamponu hazirlamak i¢in ilk énce 0.87 gr (0.005 mol) K2HPO4
alinarak 950 mL destile suda ¢6ziilmtistiir. Daha sonra 1 M HCl ile pH:6.3 olacak
sekilde ayarlanmistir. Son hacim saf suyla 1000 mL'ye tamamlanmistir

(Erzengin, 2002).

3-) Afinite jeli sentezinde kullanilan tamponlar:

0.1 M, pH:10.0 NaHCOs3 tamponu: 950 mL destile suda 8.401 gr (0.1 mol)
NaHCOs ¢ozilerek, 1 N NaOH ile pH:10.0'a ayarlanmistir. Son hacim saf su ile

1000 mL'ye tamamlanmistir.

0.2 M, pH:8.8 NaHCO3 tamponu; 450 mL destile suda 8.401 gr (0.1 mol)
NaHCOs ¢oziilerek, 1 N NaOH ile pH:8.8’e ayarlanmistir. Son hacim saf su ile 500

mL’'ye tamamlanmistir.

0.01 M, pH:6.0 NazHPO4+ tamponu; 950 mL destile suda 1.42 gr (0.01 mol)
NazHPO4 ¢oziilerek, 1 N NaOH ile pH:6.0’a ayarlanmistir. Son hacim saf su ile
1000 mL'ye tamamlanmistir (Erzengin, 2002).

4-) Afinite jelinin dengelenmesi ve yikanmasi i¢in kullanilan tamponlar:

0.05 M, pH: 5.0 fosfat tamponu; 450 mL destile su icinde 3.55 gr (0.025 mol)
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NazHPO4 alinarak ¢oziilmistir. pH:5.0’a ayarlanarak saf su ile son hacmi 500

mL'ye tamamlanmistir (Erzengin, 2002).

5-) Afinite kromatografisinde jele baglanmis PPO enziminin eliisyonu i¢in
kullanilan ¢ézelti: 0.05 M NazHPO4/1 M NaCl, pH:7.00 fosfat tamponu; 450
mL destile su icinde 3.55 gr (0.025 mol) NazHPO4 ve 29.25 gr (0.5 mol) NaCl
alinarak c¢oziilmiistiir. pH:7.0’a getirilerek saf su ile son hacmi 500 mL’ye

tamamlanmistir (Erzengin, 2002).

6-) Optimum pH ve sicaklik c¢alismalarinda kullanilan pH’s1 4.5-9.0
arasinda olan tampon c¢ozeltiler: 0.1 M pH (4.5-9.0) fosfat tamponu
hazirlanmigtir. 7.1 gr (0.05 mol) NazHPO4 alinarak 450 mL destile su iginde
cozllmiistiir. NaOH veya HCI ile istenilen pH araliklar1 ayarlanmistir. Saf su ile

son hacmi 500 mL’ye tamamlanmistir (Arslan, 2004).

7-) Substrat ¢ozeltisi:

Katekol cozeltisi; 0.1 M olacak sekilde 10 mL hazirlanmistir. Bu amagla 0.11 gr
(1x10-3 mol) katekol alinarak saf su ile son hacim 10 mL olacak sekilde

cozllmistir.

4-metil katekol c¢ozeltisi; 0.1 M olacak sekilde 10 mL hazirlanmistir. Bu
amagla, 0.124 gr (1x10-3 mol) 4-metil katekol alinarak saf su ile son hacim 10

mL olacak sekilde ¢oziilmustiir.

Pirogallol c¢ozeltisi; 0.1 M olacak sekilde 10 mL hazirlanmistir. Bu amacla
0.126 gr (1x10-3 mol) pirogallol alinarak saf su ile son hacim 10 mL olacak

sekilde ¢oziilmiistiir (Erzengin, 2002).
8-) Protein tayininde Kkullanilan standart serum albumin c¢oézeltisi: 1

mg/mL olacak sekilde 25 mL saf suda 25 mg standart serum albumin

cozulmiustir (Erzengin, 2002).
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9-) Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ézelti: Coomassie brillant
blue G-250’den 100 mg alinarak 50 mL etanolde ¢6ziilmustiir. Bu ¢ozeltiye, %
95’lik fosforik asitten 100 mL ilave edilmistir. Cozeltinin saf su ile son hacmi

1000 mL’ye tamamlanmistir (Erzengin, 2002).

10-) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu:

0.5 M Tris-HCI (pH:6.8) tamponu 2.5 mL
%10'luk SDS 4.0 mL
Gliserol 2.0 mL
B-merkaptoetanol 1.0 mL
Bromfenol mavisi 0.01 gr
Saf su 0.5 mL (Erzengin, 2002).

11-) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan yiiriitme tamponu:

Tris HCI 3.0 gr
Glisin 14.4 gr
SDS 1.0gr

Son hacim saf su ile 1000 mL'ye tamamlanmistir (Erzengin, 2002).

12-) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin
hazirlanisi1: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin kullanilan

miktarlari ve hazirlanisi Cizelge 3.1'de verilmistir (Erzengin, 2002).

13-) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢ézeltisi: 120 mL
metanolde 0.66 gr coomassie brillant blue R-250 alinarak ¢oézilmistir. Bu

cozeltiye 24 mL saf asetik asit ve 120 mL saf su ilave edilmistir (Erzengin,

2002).

14-) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk agma ¢ozeltisi: Cozelti , %5
metanol, %7.5 asetik asit ve %87.5 mL saf su icermektedir. Bu amagla 50 mL
metanol, 75 mL asetik asit ve 875 mL saf su birbiriyle karistirllmistir (Erzengin,

2002).
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Cizelge 3.1. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin miktarlar

Ayirma Jeli Yigma Jeli
% 10 % 3

AKkril amid/Bis (% 30)

Akril amid 15 gr

Bis 0.4 gr 16.65 mL 2.6 mL

alinarak saf su ile son hacim 50

mL’'ye tamamlanmistir.

Destile su 20.1 mL 12.2 mL

1.5 M Tris-HCI (pH:8.8)
Tris-HCI 11.82 gr

alinarak pH:8.8 oluncaya kadar 0.1|12.5 mL
M NaOH ilave edilerek saf su ile
son hacim 50 mL’ye
tamamlanmistir.

0.5 M Tris-HCI (pH:6.8)

Tris-HCI 3.94 gr

alinarak pH:6.8 oluncaya kadar 0.1 | _ 5 mL
M NaOH ilave edilerek saf su ile

son hacim 50 mL'ye

tamamlanmistir.

% 10’luk SDS

SDS 1gr

alinarak saf su ile son hacim 10 | 0.5 mL 200 pL
mL’ye tamamlanmistir.
TEMED 25 uL 20 uL
% 10’luk amonyum persiilfat

Amonyum 1gr 750 uL 0 uL
persiilfat

alinarak saf su ile son hacim 10

mL’'ye tamamlanmistir.
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15-) Killerin hazirlanmasi

Deneysel calismalarda kullanilmak itizere tg¢ farkh kil c¢esidi; kirmiz, yesil ve
beyaz Isparta’daki ticari bir isletmeden temin edilmistir (Sekil 3.1). Killer
herhangi bir isleme tabi tutulmadan deneylerde kullanilmistir (Akbulut, 2011).

Sekil 3.1. Calisilan kil ¢esitleri (a) kirmizi Kil, (b) yesil kil ve (c) beyaz kil
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3.2. Yontemler

3.2.1. Ham ekstraktin hazirlanmasi

Calismada kullanilan yerel elma cesidi Arap kizi, Isparta'da yetistirilmis olup,
buradaki tlireticilerden temin edilmistir. Elmalar ¢calismada kullanilincaya kadar
derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Ham ekstratin hazirlanmasi icin
oncelikle 50 gram elma 100 ml 0.5 M pH:7.3 fosfat tamponu (% 0.5 polietilen
glikol ve 10 mM askorbik asit karisimi) icerisinde ev blenderi ile bir ka¢ dakika
homojenize edilmistir. Homojenize edildikten sonra 2 Kkat tililbentten
stizlilmiistiir. Daha sonra, siiziintii 1 saat 2000xg'de +4°C'de santrifiij edilmistir.
Seltilozik lifli kismi ve bitki duvarlarini iceren ¢okelek atilmistir. Siipernatant ise

ham ekstrakt olarak kullanilmistir (Arslan vd., 2004).
3.2.2. Amonyum siilfatla ¢oktiirme
Amonyum stlfat ile c¢oktirme %0-80 arasinda doygunlukta yapilmistir.

Coktiirme islemi sirasinda kullanilan kati amonyum siilfat miktarlar1 asagida

verilen formiille tespit edilmistir.

1.77XVX(52— Sl)
r =
Fm,so, 3.54—S;

V:Siipernatant hacmi
S1:1'in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S2:1'in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi isleminde, formiilde ¢ikan miktarda kati amonyum
stulfat yavas yavas ve azar azar ham ekstrakta katilmistir. Her defasinda
amonyum sulfatin tamamen ¢6ziinmis olmasina dikkat edilmistir. Kati
amonyum siilfat katilarak %80 doygunluga getirilen siispansiyon 1 saat
2000xg'de sogutmali santrifiij edilmistir. Ekstrakt bu sekilde santrifiij edildikten
sonra siipernatant kismi atilmistir. Cokelek kismi ise; 5 mM pH:6.3 olan fosfat

tamponunun ¢6ziinebildigi en az miktarda ¢oziilmiistiir (Arslan vd., 2004).
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3.2.3. Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen numune diyaliz torbasi i¢ine
almarak, 5 mM pH:6.3 fosfat tamponuna karsi 24 saat boyunca 3-4 defa
degistirilerek diyaliz edilmistir (Arslan vd., 2004).

3.2.4. PPO enziminin afinite kromatografisi ile saflastirilmasi

Afinite kromatografisi, polifenol oksidaz enziminin saflastirilmasi i¢in kullanilan
yontemlerden biridir ve bir ¢esit adsorpsiyon kromatografisidir. Saflastirilmak
istenen molekiil veya biyolojik Unitenin, bir baglanma bilesigine (ligand)
spesifik ve donlistimlii baglandig1 bir tekniktir. Ligand, ¢6ziinmeyen bir kolon
maddesine (matriks) kovalent olarak immobilize edilmistir. Bu sayede yorucu,
cok zor ve bazi hallerde imkansiz olan bir ¢ok ayirma islemleri kisa stirede
gerceklestirilmistir. Ayrica, yiiksek bir verimle binlerce defa saflastirilmis

bilesikler elde edilmistir (Cuatracasas, 1970).

3.2.5. Afinite jellinin hazirlanmasi

Sepharose 4B-L-tirozin-p-amino benzoik asit afinite jeli asagidaki yonteme gore
sentezlenmistir (Arslan vd., 2004). Bu jel matriks olarak Sepharose-4B
kullanilarak hazirlanmistir. Sepharose-4B'nin serbest -OH gruplarinin
modifikasyonu i¢in CNBr yonteminden yararlanilmistir (Pathak vd., 1992). 10
mL Sepharose-4B jeli saf suyla iyice yikanarak dekante edildikten sonra esit
hacimde saf su ile birlestirilmistir. Esit hacimdeki saf su ile birlestirilip
karistirilmakta olan jel slispansiyonuna 4 gram CNBr katilmistir. pH metre
kullanilarak 4 M NaOH c¢ozeltisiyle stispansiyonun pH's1 hemen 11'e ¢ikarilmis
ve reaksiyon bu pH'da muhafaza edilmistir. Reaksiyona pH sabitleninceye kadar
devam edilmistir. pH sabitlenince ¢ok miktarda buz siispansiyona katilmis ve
karisim bir buchner hunisine aktarilarak 250 mL soguk 0.1 M, pH:10 NaHCOs
tampon c¢ozeltisiyle yikanmistir. 15 mg tirozin iceren 20 mL ayn1 tamponun
soguk cozeltisi ilave edilerek, yavasca karistirllan siispansiyondan, baglanma

derecesini belirleme amaciyla, her 15 dakikada jel bulunmayan kisimdan 0.2 mL
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ornek alinarak ve 1 M NaOH c¢ozeltisi ile 20 mL'ye tamamlanarak 294 nm'’de
absorbans degisimi izlenmistir. Absorbans degisimi izlenmesine, absorbansda
onemli bir farklilik olmadig1 zamana kadar devam edilmistir. Bundan sonra
siispansiyon, 4°C’'de 16 saat bekletilmistir. 16 saat bitiminde siispansiyon
yitkama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol saf su ile
yikanmistir. Boylelikle reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirilmistir.
Yikama islemi, 100 mL 0.2 M, pH:8.8 NaHCO3 tamponu ile tekrarlanmistir.
Tirozinle modifiye edilen Sepharose-4B, ayni tamponun 40 mL’si icine
alinmistir. Daha sonra da bu yapidaki tirozine, diazolanmis p-amino benzoik
asidin baglanmasi gerceklestirilmistir. Bunun igin ilk 6nce 0°C civarinda 10 mL 1
M HCI igerisinde 25 mg p-aminobenzoik asit ¢oziilmiistiir. 0°C’ deki 75 mg
NaNOz2 iceren 5 mL sulu ¢ozelti, p- amino benzoik asit ¢6zeltisine damla damla
ilave edilmistir. Bu reaksiyon 10 dakika boyunca gergeklestirilmistir.
Reaksiyondan sonra diazolanmis olan p-aminobenzoik asit, 40 mL Sepharose-
4B-L-tirozin slispansiyonuna ilave edilip, pH 9.5’e getirilerek bu pH’da sabit
tutularak 3 saat boyunca oda sicakliginda karistirilmistir. Daha sonra 1000 mL
saf su ve ardindan 200 mL 0.01 M, pH:6 NazHPO4 tamponuyla yikanip ayni

tamponda muhafaza edilmistir.

3.2.6. Enzim ¢ozeltisinin afinite kolonuna tatbiki ve enzimin eliisyonu

Hazirlanan afinite jeli 1x10 cm boyutlarindaki bir kolona paketlenerek 0.05 M,
pH: 5.0 olan fosfat tamponuyla tUstten ilave edilen ve alttan toplanan
tamponlarin pH degeri birbirleriyle esit oluncaya kadar yikanarak dengeleme
saglanmistir. Diyaliz sonrasi elde edilen enzim ¢ozeltisi kolona tatbik edilmigtir.
0.05 M, pH:5.0 Na2HPOs tamponu ile yikanarak 2’ser mL halinde tiiplere
alinmistir. Boylelikle diger safsizliklar uzaklastirilmistir. Toplanan tiim tiiplerin
280 nm’de protein ve 420 nm’de enzim aktivite tayini yapilmistir. Daha sonra
enzimin, 0,05 M pH:7.0 NazHPO4 /1 M NaCl tamponuyla 2’ser mL halinde
tliplere eliisyonu yapilmistir. Eliiatlarda Bradford yontemiyle kantitatif, 280
nm’de kalitatif protein ve 420 nm’de enzim aktivite tayini yapilmistir (Arslan

vd., 2004).
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3.2.7. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile

molekiil agirhiginin tespiti

Isparta ilinde yetistirilen Arap kizi elma cesidi polifenol oksidaz enzimi afinite
kromatografisi ile saflastirildiktan sonra, yigma jeli % 3, ayirma jeli % 10
konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel
elektroforezi (SDS-PAGE) yontemiyle enzimin saflik derecesi kontrol edilmis ve
molekiil agirhig1 belirlenmistir (Laemelli, 1970). Bu amagla elektroforez cam
plakalar1 6nce su, sonra etil alkol ile iyice temizlenmistir. Daha sonra plakalar
arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki cam plaka birbiri {izerine
konularak ve kiskaglarla tutturularak jel hazirlama cihazina konulmustur.
Hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina tistten 2-3 cm kalana kadar otomatik
mikro pipetle dokiilmiistiir. Jel icerisinde hava kabarcigr kalmamasina dikkat
edilmistir. Jel yiizeyinin diizglin olmasi i¢in n-biitanolle ince bir tabaka
olusturulmustur. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra iist ylizeydeki n-
biitanol dokiilmiistir. Daha sonra polimerlesmis ayirma jelinin lzerine yigma
jeli cam plakalarin arasi tamamen doluncaya kadar ilave edilmistir. Tarak, jel
kasetindeki yiikleme jelinin lizerine dikkatlice yerlestirilip jelin polimerlesmesi
beklenmistir. Yiikleme jeli polimerlestikten sonra kuyucuklarin arasinin
bozulmamasina dikkat edilerek tarak cikarilmistir. Kuyucuklar ilk 6nce saf suyla
sonra da tank tamponuyla yikanmistir. Polimerize jellerin bulundugu kaset
elektroforez tankina yerlestirilmistir. Elektroforez tankinin alt ve {ist kismina

ylriitme tamponu konulmustur.

Afinite kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan yiiksek aktivite
gosterenler birlestirilerek numune tamponuyla kanistirilmistir. 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) iceren standart protein
cozeltisi (marker), icerisinde her birinden 20 pg protein olacak sekilde numune
tamponuyla karistirilmistir. Jele yiiklenecek numuneler 3 dakika kaynar su
banyosunda bekletilmistir. Numuneler sogutularak otomatik mikro pipet
yardimiyla kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforez gii¢ kaynagina baglanarak 80

volt’a ayarlanmistir. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune
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tamponu icindeki boyaya ait bant yiikleme jelinden ayirma jeline ulastiginda
voltaj 150 volt'a ylikseltilmistir. Bromfenol mavisinden kaynaklanan mavi bant
jelin altina 0.5 cm kalana kadar yiirttiildiikten sonra yiiriitme durdurulmustur.
Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarilarak yigma jeli kesilip ayrildiktan
sonra protein bantlarini iceren ayirma jeli renklendirme ¢6zeltisi icine konulup
calkalayicida 30 dakika boyunca g¢alkalanmistir. Daha sonra jel renklendirme
cozeltisinden c¢ikarilip renksizlestirme c¢ozeltisi icerisine konulmustur. Bu
cozelti icinde jelin zemin rengi acilip protein bantlar1 belirginlesinceye kadar
belirli araliklarla degistirilerek c¢alkalanmistir. Renksizlestirme c¢ozeltisinden

cikarilan jelin fotografi cekilmistir.

3.2.8. Kalitatif ve kantitatif protein tayini

Calismada yapilan afinite kromatografisi islemi sonucunda elde edilen eltiatlarin
hepsinde kalitatif protein tayini yapilmistir. Yapilan kalitatif protein tayininin
temel prensibi, proteinlerin yapisinda bulunan aromatik halkaya sahip olan
amino asitlerinin (tirozin, fenilalanin ve triptofan) 280 nm’de UV isinlarinm
absorblamasi esasina dayanmaktadir (Jaenicke, 1984). Fraksiyonlar kuvartz
kiivetlere alinarak, absorbanslari 280 nm’de spektrofotometrede standarda
kars1 Olg¢llmiistiir. Standart olarak proteinin icinde bulundugu tampon
alinmistir.  Ekstraksiyon ve saflastirma basamaklarinda elde edilen
cozeltilerdeki protein miktar1 tayinleri (kantitatif protein tayini) Bradford
yontemiyle belirlenmistir. Bradford yontemi fosforik asitli ortamda proteinlerin,
Coomassie brillant-blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi ve olusan
kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans go0stermesi esasina
dayanmaktadir (Bradford, 1976). Protein tayini icin 1 mL’sinde 1 mg protein
iceren standart si8ir albumin ¢ézeltisinden tiiplere sirasiyla 0, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 ve 100 pL hacimlerde alinmistir. pH: 6.3 olan 5 mM fosfat
tamponu ile tiim tiplerin hacimleri 100 pL’ye tamamlanmistir. Her bir tiipe 5’er
mL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ilave edilmistir. Tiipler vorteks ile
karistirilip, 10 dakika sonrasinda 3 mL’lik kiivetlerde standarta kars1 595 nm’de
absorbans degerleri okunmustur. Standarta olarak 100 pL’lik ilk tiip (pH: 6.3, 5
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mM fosfat tamponu) kullanilmistir. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen
ug protein degerleri kullanilarak standart grafik cizilmistir. Hazirlanan enzim
cozeltilerinden 100’er pL iki ayr tlipe alinarak tizerlerine 5’er mL Coomassie
reaktifi eklenip, vorteksde karistirilmistir. 10 dakika sonrasinda 595 nm'’de
absorbanslan élgiilmiistiir. ki 6l¢ciimiin ortalama absorbansina karsilik gelen

protein miktari standart grafik yardimiyla bulunmustur.

3.2.9. PPO enziminin aktivite tayini

Polifenol oksidaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.
Aktivite 6l¢limii icin enzim ¢o6zeltisi alinip daha 6nceden hazirlanmis olan
tampon + substrat (0.1 M katekol, 0.1 M 4-metil katekol ve 0.1 M pirogallol)
cOzeltisine cabuk bir sekilde eklendikten sonra 420 nm’de standarta karsi bir
dakikada absorbansda meydana gelen degisme okunmustur. 1 Enzim Unitesi
(U) reaksiyonun olustugu kiivette 1 dakikada meydana gelen 0,001’lik artis
olarak tanimlanmaktadir. Aktivite birimi olarak ‘1 mL enzim ¢6zeltisi basina 1
dakikada absorbansta meydana gelen 0,001 birimlik degisme’ kullanilmistir
(Arslan vd., 2004).

3.2.10. Optimum pH ve sicaklik calismasi

Arap kiz1 polifenol oksidaz enzimin maksimum aktivite gosterdigi optimum
sicaklik ve pH degerlerini belirlemek amaciyla farkli pH degerlerinde (4.5, 5.0,
5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0) ti¢ farkl substrat (katekol, 4-metil katekol ve
pirogallol) kullanarak farkl sicaklik degerlerinde (10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45)
reaksiyon hizlar1 ayr1 ayr belirlenmistir. Her ol¢iim li¢ kez tekrarlanip c¢ikan
degerlerin ortalamasi alinmistir. Elde edilen degerlerden yararlanarak
aktiviteler hesaplanmistir. Boylelikle, polifenol oksidaz enzimi i¢in optimum pH

ve sicaklik degerleri tespit edilmistir (Arslan vd., 2004).
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3.2.11. Optimum sartlarda Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi

Polifenol oksidaz enziminin kinetik o6zelliklerini arastirmak icin, optimum
kosullarda Km ve Vmax degerleri tayin edilmistir. Km ve Vmax degerlerinin tespit
edilmesi amaciyla optimum sartlarda katekol, 4-metil katekol ve pirogallol
substratlarinin farkli konsantrasyonlarinda enzim aktivite él¢ciimleri yapilmistir.
Her o6lciim li¢ defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi alinmistir

(Arslan vd., 2004).

3.2.12. Bazi killerle PPO enziminin immobilizasyonu ile killerin inhibisyon

etkisi, ICso ve Ki degerlerinin bulunmasi

Killerin polifenol oksidaz enzimi iizerine immobilizasyonu ile inhibisyon
etkisinin incelenmesi amaciyla Ttli¢ farkhh kil c¢esidiyle on iki farkh
konsantrasyonda numuneler hazirlanmistir (Cizelge 3.2.). Belli miktarlarda
killerden alinarak 1.0 ml fosfat tamponu ilave edilerek 30 dakika vortex ile
karistirllmistir. Bu tamponlu kil ¢6zeltisi lizerine 0,5 mL enzim ¢ozeltisi ilave
edilerek 10 dakika daha karistirilmistir. PPO enzimi ile kil immobilizasyonu bu
sekilde gerceklestirilmistir. Aktivite o6lciimleri tlstte kalan siipernatant ile
yapilmistir. Bu (¢ kile PPO enziminin immobilizasyonu ile kilin inhibisyon etkisi
incelenmistir. Immobilize killer ile polifenol oksidaz enzimi iizerine inhibisyon

etkisini tespit etmek icin ICso ve Ki degerleri belirlenmistir (Akbulut, 2011).

3.2.13. Serbest PPO enzimine Killerin inhibisyon etkisi, ICso ve Ki

degerlerinin bulunmasi

Serbest PPO enzimine killerin inhibisyon etkisinin incelenmesi amaciyla ig
farkli renkteki kil cesidiyle on iki farkli konsantrasyonda numuneler
hazirlanmistir (Cizelge 3.2.). Belli miktarlarda killer alinarak 1.0 mL sadece
fosfat tamponu ilave edilerek (enzim katilmadan) 30 dakika vortex ile
karistirllmistir. Enzim o6l¢iim sirasinda kiivete ilave edilmistir. Killerin serbest
polifenol oksidaz enzimi lizerine inhibisyon etkisini tespit etmek i¢in ICso ve Ki

degerleri belirlenmistir (Akbulut, 2011).
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Cizelge 3.2. Serbest ve immobilize killerin polifenol oksidaz enzimi lizerine

inhibisyon derecelerini hesaplamak i¢in kullanilan kil

konsantrasyonlari

Kil Numuneleri Kirmizi Kil Yesil Kil Beyaz Kil
(g/mL) (g/mL) (g/mL) (g/mL)
1. Nolu Numune 0.005 0.005 0.005
2. Nolu Numune 0.010 0.010 0.010
3. Nolu Numune 0.015 0.015 0.015
4. Nolu Numune 0.020 0.020 0.020
5. Nolu Numune 0.025 0.025 0.025
6. Nolu Numune 0.030 0.030 0.030
7. Nolu Numune 0.035 0.035 0.035
8. Nolu Numune 0.040 0.040 0.040
9. Nolu Numune 0.060 0.060 0.060
10. Nolu Numune 0.080 0.080 0.080
11. Nolu Numune 0.100 0.100 0.100
12. Nolu Numune 0.120 0.120 0.120
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Isparta ilinde yetistirilen yerel elma ¢esidimiz olan Arap kizi (Malus domestica)
elmasindan polifenol oksidaz enzimi izole edilmis, amonyum siilfatla ¢oktiirme.
diyaliz ve Sepharose 4-B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit afinite jeli ile
saflastirilmistir. Bu islemlerden sonra saflastirilan PPO enzimi karakterizasyon
icin kullanilmistir. Optimum pH ve sicaklik degerleri farkli substrat kullanilarak
belirlenmistir. Bulunan optimum kosullarla ¢alisilan her bir substrat i¢in Km ve

Vmax degerleri belirlenmistir.

4.1. Kantitatif Protein Tayini icin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayini icin Bradford yontemi kullanilarak protein standart
grafigi cizilmistir. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen PPO enzim c¢o6zeltisi ve
saflastirma basamaklar1 sonundaki PPO enzim ¢6zeltilerinin protein miktarlari

bu grafige gore belirlenmistir (Sekil 4.1).

0,3 -+

y =2,5014x + 0,0166

0,25 -
R?=0,9965

0,2 -

0,15 -

Absorbans (595 nm)

0 T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

mg/mL BSA Protein

Sekil 4.1. Bradford yontemine gore protein standart grafigi
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4.2. Elma PPO Enziminin Afinite Kromatografisiyle Saflastirilmasi

Isparta ilinde yetistirilen yerel elma ¢esidimiz olan Arap kizi (Malus domestica)
elmasindan polifenol oksidaz Sepharose 4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit
afinite jeli ile saflastirilmistir. Saflastirilma sonucu elde edilen yikama ellisyon

grafikleri asagida verilmistir (Sekil 4.2).

Ham ekstrakt. amonyum siilfat sonrasi. diyaliz sonrasi (kolona tatbik edilen
numune) ve afinite jeli kullanilarak elde edilen eliiat ¢ozeltilerinin kantitatif
protein miktarlar1 ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler ve

saflastirma oranlari tespit edilmistir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.2. p-aminobenzoik asit afinite kolonunun pH:5.0'de NazHPO4 tamponu ile yikanmasi isleminden sonra Arap kizi elmasi

PPO enziminin 0.05 M pH:7.0 NazHPO4 / 1 M NaCl tamponu ile eliisyonu
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Cizelge 4.1. Arap kiz1 elmas1 PPO enziminin saflastirma tablosu

Saflagtirma Basamagi Halm | govite Top.la.m ggotein Topla.m Spesifik Aktivite | Verim | Saflastirma
(mL) | (U/mLdak) | Aktivite | (mg/mL) | Protein . .
(mg) (U/mg protein) (%) Derecesi
Ham
Ekstrakt 122 127.50 | 15555.00 | 0.0131 | 1.5982 9732.82 100.00 1
Amonyum Siilfat
13 4010.83 52140.79 | 0.0144 0.1872 278529.86 335.20 28.62
Diyaliz
13 1621.25 21076.25 | 0.0083 0.1079 195331.33 135.50 20.07
Sepharose 4B-
L-tirozin-p-amino
Benzoik Asit 2 1341.25 | 268250 | 0.0106 | 0.0212 126533.02 17.25 13.00

Afinite Kromatografisi
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4.3. Elma PPO Enziminin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Sepharose 4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite jeli ile elmadan saflastirilan
polifenol oksidaz enziminin saflik kontroli ve molekil agirliginin belirlenmesi
icin bolim 3.2.7’de anlatildig1 sekilde sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi yapilmistir. Ham ekstraktaki protein bantlar1 ve saflastirilan

protein bandini iceren SDS PAGE jellerinin fotograflari Sekil 4.3’te verilmistir.

(a) MW kDa (b) MW kDa
116 = — — = 115
66.2 —— S S —— APPO APPQ = — —— 552
45.0
.. oo _— — 450
l 3
i l | N
35.0 - —
[.. |k (i ¥ —

*— 25.0

Sekil 4.3. SDS poliakrilamid jel elektroforezleri: a) Arap kizi elma PPO enzimi
ham ekstrakti b) Sepharose 4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite
jeli ile saflastirilan Arap kizi elma PPO enzimi

4.4. Arap kiz1 PPO Enziminin Farkli Substratlar icin Optimum pH ve
Sicaklik Calismasi

Arap kizi elmasinin optimum pH ve sicaklik degerlerini belirlemek amaciyla
katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlarina karsi pH degeri 4.5-9.0
araliginda 0.1 M Na:HPOs4 tamponu kullanilarak; 10°C-45°C araliginda sicaklik
degerlerinde aktivite 6l¢iimleri yapilmistir. Aktivite 6l¢timleri 0.1 M katekol. 4-
metil katekol ve pirogallol substrat konsantrasyonlarinda gerceklestirilmistir.
Elde edilen pH-aktivite grafikleri sicakliklara gore Cizelge 4.2-4.8'de ve Sekil
4.4-4.11 ‘de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Arap kizi PPO enziminin 10°C'de ¢ farkll substrat i¢in farkli pH’larda elde edilen absorbans (420 nm)
aktivite(U/mLdak) ve % 100 aktivite degerleri

10°C
Katekol 4-metil katekol Pirogallol

pH AOD Aktivite %100 AOD Aktivite %100 AOD Aktivite %100
(420 nm) (U/mLdak) | Aktivite (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite

4 0.0045 113 11.72 0.0083 208 12.10 0.0036 90 2.93
4.5 0.0001 3 0.26 0.0123 308 17.93 0.0323 808 26.34

5.0 0.0121 303 31.51 0.0147 368 21.43 0.0091 228 7.43

5.5 0.0143 358 37.24 0.0353 883 51.46 0.0252 630 20.53

6.0 0.0172 430 44.79 0.0444 1110 64.72 0.016 400 13.04

6.5 0.0384 960 100.00 0.0577 1443 84.11 0.0169 423 13.79

7.0 0.0169 423 44.01 0.0686 1715 100.00 0.0174 435 14.18

7.5 0.0234 585 60.94 0.0454 1135 66.18 0.0157 393 12.81

8.0 0.0348 870 90.63 0.0242 605 35.28 0.0035 88 2.87
8.5 0.0288 720 75.00 0.0137 343 19.97 0.1227 3068 100.00

9.0 0.0093 233 24.22 0.0053 133 7.73 0.0266 665 21.68

Bulunan verilere gore 10 °C’de katekol substrati i¢cin enzim pH 6.5’de en yliksek aktivite degerine (960 U/mLdak), 4-metil

katekol substrati icin enzim pH 7.0’de en yiiksek aktivite degerine (1715 U/mLdak), pirogallol substrati icin enzim pH 8.5’de en

yuksek aktivite degerine (3068 U/mLdak) ulasmistir. 10 °C sicaklikta katekol substrati, 4-metil katekol substrati ve pirogallol

substrati i¢cin optimum pH sirasiyla 6.5, 7.0, 8.5 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.3. Arap kizi1 PPO enziminin 15°C’de ii¢ farkli substrat icin farkli pH’larda elde edilen absorbans (420 nm) aktivite
(U/mLdak) ve % 100 aktivite degerleri

15°C
Katekol 4-metil katekol Pirogallol

H AOD Aktivite %100 AOD Aktivite %100 AOD Aktivite %100
p (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite
4.0 0.0054 135 17.31 0.0039 98 5.60 0.0064 160 21.11
4.5 0.0107 268 34.29 0.0151 378 21.60 0.0168 420 55.41
5.0 0.01 250 32.05 0.0105 263 15.03 0.0106 265 34.96
5.5 0.0145 363 46.47 0.0429 1073 61.31 0.0152 380 50.13
6.0 0.0259 648 83.01 0.07 1750 100.00 0.0134 335 44.20
6.5 0.0251 628 80.45 0.0674 1685 96.29 0.0117 293 38.65
7.0 0.0312 780 100.00 0.0633 1583 90.46 0.0023 58 7.65
7.5 0.0165 413 52.88 0.0594 1485 84.86 0.0179 448 59.10
8.0 0.0247 618 79.17 0.0357 893 51.03 0.0053 133 17.55
8.5 0.0229 573 73.40 0.0174 435 24.86 0.0303 758 100.00
9.0 0.0245 613 78.53 0.006 150 8.57 0.03 750 98.94

Bulunan verilere gore 15 °C’de katekol substrati i¢cin enzim pH 7.0’de en yliksek aktivite degerine (780 U/mLdak), 4-metil
katekol substrati icin enzim pH 6.0’de en yiiksek aktivite degerine (1750 U/mLdak), pirogallol substrati icin enzim pH 8.5’de en
yuksek aktivite degerine (758 U/mLdak) ulasmistir. 15 °C sicaklikta katekol substrati, 4-metil katekol substrati ve pirogallol

substrati i¢cin optimum pH sirasiyla 7.0, 6.0, 8.5 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.4. Arap kiz1 PPO enziminin 20°C’de ti¢ farkl substrat icin farkli pH’larda elde edilen absorbans (420 nm) aktivite
(U/mLdak) ve % 100 aktivite degerleri

20°C
Katekol 4-metil katekol Pirogallol

H AOD Aktivite %100 AOD Aktivite %100 AOD Aktivite %100
p (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite
4.0 0.0123 308 61.50 0.0075 188 14.20 0.0036 90 6.16
4.5 0.0052 130 26.00 0.0196 490 37.12 0.0323 808 55.31
5.0 0.0079 198 39.50 0.0107 268 20.27 0.0091 228 15.58
5.5 0.0123 308 61.50 0.0334 835 63.26 0.0252 630 43.15
6.0 0.0157 393 78.50 0.0429 1073 81.25 0.016 400 27.40
6.5 0.0128 320 64.00 0.0498 1245 94.32 0.0169 423 28.94
7.0 0.0198 495 99.00 0.0528 1320 100.00 0.0174 435 29.79
7.5 0.0135 338 67.50 0.0318 795 60.23 0.0157 393 26.88
8.0 0.02 500 100.00 0.0293 733 55.49 0.0035 88 5.99
8.5 0.0086 215 43.00 0.0124 310 23.48 0.0584 1460 100.00
9.0 0.0111 278 55.50 0.0026 65 4.92 0.0266 665 45.55

Bulunan verilere gore 20 °C’de katekol substrati i¢cin enzim pH 8.0’de en yliksek aktivite degerine (500 U/mLdak), 4-metil

katekol substrati icin enzim pH 7.0’de en yiiksek aktivite degerine (1320 U/mLdak), pirogallol substrati icin enzim pH 8.5’de en

yuksek aktivite degerine (1460 U/mLdak) ulasmistir. 20 °C sicaklikta katekol substrati, 4-metil katekol substrati ve pirogallol

substrati i¢cin optimum pH sirasiyla 8.0, 7.0, 8.5 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.5. Arap kizi1 PPO enziminin 25°C’de li¢ farkli substrat icin farkli pH’larda elde edilen absorbans (420 nm) aktivite
(U/mLdak) ve % 100 aktivite degerleri

25°C
Katekol 4-metil katekol Pirogallol

H AOD Aktivite %100 AOD Aktivite %100 AOD Aktivite %100
p (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite
4.0 0.0001 3 0.77 0.0057 143 26.39 0.003 75 22.22
4.5 0.003 75 23.08 0.0066 165 30.56 0.0047 118 34.81
5.0 0.0052 130 40.00 0.0113 283 52.31 0.0102 255 75.56
5.5 0.0067 168 51.54 0.02 500 92.59 0.0019 48 14.07
6.0 0.0055 138 42.31 0.0192 480 88.89 0.0073 183 54.07
6.5 0.013 325 100.00 0.0216 540 100.00 0.0062 155 45.93
7.0 0.0081 203 62.31 0.0156 390 72.22 0.004 100 29.63
7.5 0.0068 170 52.31 0.0115 288 53.24 0.0105 263 77.78
8.0 0.0088 220 67.69 0.0069 173 31.94 0.0104 260 77.04
8.5 0.0129 323 99.23 0.0047 118 21.76 0.0135 338 100.00
9.0 0.0115 288 88.46 0.0009 23 4.17 0.0108 270 80.00

Bulunan verilere gore 25 °C’de katekol substrati i¢cin enzim pH 6.5’de en yliksek aktivite degerine (325 U/mLdak), 4-metil
katekol substrati icin enzim pH 6.5’de en yiliksek aktivite degerine (540 U/mLdak), pirogallol substrati icin enzim pH 8.5’de en
yuksek aktivite degerine (338 U/mLdak) ulasmistir. 25 °C sicaklikta katekol substrati, 4-metil katekol substrati ve pirogallol

substrati i¢cin optimum pH sirasiyla 6.5, 6.5, 8.5 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.6. Arap kizi1 PPO enziminin 30°C’de ii¢ farkli substrat icin farkli pH’larda elde edilen absorbans (420 nm) aktivite
(U/mLdak) ve % 100 aktivite degerleri

30°C
Katekol 4-metil katekol Pirogallol

H AOD Aktivite %100 AOD Aktivite %100 AOD Aktivite %100
p (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite
4.0 0.0054 135 30.51 0.0085 213 24.50 0.0064 160 27.95
4.5 0.0101 253 57.06 0.0121 303 34.87 0.0058 145 25.33
5.0 0.0113 283 63.84 0.0116 290 33.43 0.0014 35 6.11
5.5 0.0103 258 58.19 0.0272 680 78.39 0.004 100 17.47
6.0 0.0086 215 48.59 0.0347 868 100.00 0.0044 110 19.21
6.5 0.0174 435 98.31 0.0296 740 85.30 0.0094 235 41.05
7.0 0.0091 228 51.41 0.0305 763 87.90 0.0095 238 41.48
7.5 0.0161 403 90.96 0.0027 68 7.78 0.0094 235 41.05
8.0 0.0107 268 60.45 0.0113 283 32.56 0.0047 118 20.52
8.5 0.0096 240 54.24 0.0044 110 12.68 0.0229 573 100.00
9.0 0.0177 443 100.00 0.0073 183 21.04 0.0202 505 88.21

Bulunan verilere gore 30 “C’de katekol substrati i¢cin enzim pH 9.0’de en yliksek aktivite degerine (443 U/mLdak), 4-metil

katekol substrati icin enzim pH 6.0’de en yliksek aktivite degerine (868 U/mLdak), pirogallol substrati icin enzim pH 8.5’de en

yuksek aktivite degerine (573 U/mLdak) ulasmistir. 30 °C sicaklikta katekol substrati, 4-metil katekol substrati ve pirogallol

substrati i¢cin optimum pH sirasiyla 9.0, 6.0, 8.5 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.7. Arap kizi1 PPO enziminin 35°C’de ii¢ farkli substrat icin farkli pH’larda elde edilen absorbans (420 nm) aktivite
(U/mLdak) ve % 100 aktivite degerleri

35°C
Katekol 4-metil katekol Pirogallol

H AOD Aktivite %100 AOD Aktivite %100 AOD Aktivite %100
p (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite
4.0 0.003 75 22.06 0.0061 153 49.19 0.0026 65 12.43
4.5 0.0055 138 40.44 0.0075 188 60.48 0.0072 180 34.42
5.0 0.0077 193 56.62 0.0046 115 37.10 0.0043 108 20.65
5.5 0.0019 48 13.97 0.0039 98 31.45 0.0147 368 70.36
6.0 0.0036 90 26.47 0.006 150 48.39 0.0011 28 5.35
6.5 0.0049 123 36.03 0.0041 103 33.06 0.001 25 4.78
7.0 0.0031 78 22.79 0.0072 180 58.06 0.0039 98 18.74
7.5 0.004 100 29.41 0.0022 55 17.74 0.0036 90 17.21
8.0 0.0064 160 47.06 0.0008 20 6.45 0.0209 459 87.76
8.5 0.0136 340 100.00 0.01 250 80.65 0.0209 523 100.00
9.0 0.0105 263 77.21 0.0124 310 100.00 0.0043 108 20.65

Bulunan verilere gore 35 °C’de katekol substrati i¢cin enzim pH 8.5’de en yliksek aktivite degerine (340 U/mLdak), 4-metil

katekol substrati i¢cin enzim pH 9.0’de en yliksek aktivite degerine (310 U/mLdak), pirogallol substrati icin enzim pH 8.5’de en

yuksek aktivite degerine (523 U/mLdak) ulasmistir. 35 °C sicaklikta katekol substrati, 4-metil katekol substrati ve pirogallol

substrati i¢cin optimum pH sirasiyla 8.5, 9.0, 8.5 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.8. Arap kizi1 PPO enziminin 40°C’de ili¢ farkli substrat icin farkli pH’larda elde edilen absorbans (420 nm) aktivite
(U/mLdak) ve % 100 aktivite degerleri

40°C
Katekol 4-metil katekol Pirogallol

H AOD Aktivite %100 AOD Aktivite %100 AOD Aktivite %100
p (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite
4.0 0.0047 118 18.36 0.0221 553 100.00 0.002 50 14.71
4.5 0.0099 248 38.67 0.0069 173 31.22 0.0038 95 27.94
5.0 0.0132 330 51.56 0.0018 45 8.14 0.0006 15 441
5.5 0.0075 188 29.30 0.0034 85 15.38 0.0041 103 30.15
6.0 0.0046 115 17.97 0.0165 413 74.66 0.0008 20 5.88
6.5 0.0042 105 16.41 0.0093 233 42.08 0.0027 68 19.85
7.0 0.0074 185 2891 0.0081 203 36.65 0.0023 58 16.91
7.5 0.0068 170 26.56 0.0052 130 23.53 0.006 150 44.12
8.0 0.008 200 31.25 0.002 50 9.05 0.0018 45 13.24
8.5 0.0145 363 56.64 0.0117 293 52.94 0.0136 340 100.00
9.0 0.0256 640 100.00 0.0041 103 18.55 0.0112 280 82.35

Bulunan verilere gore 40 °C’de katekol substrati i¢cin enzim pH 9.0’de en yliksek aktivite degerine (640 U/mLdak), 4-metil
katekol substrati icin enzim pH 4.0’de en yiliksek aktivite degerine (553 U/mLdak), pirogallol substrati icin enzim pH 8.5’de en
yuksek aktivite degerine (340 U/mLdak) ulasmistir. 40 °C sicaklikta katekol substrati, 4-metil katekol substrati ve pirogallol

substrati i¢cin optimum pH sirasiyla 9.0, 4.0, 8.5 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.9. Arap kiz1 PPO enziminin 45°C’de ili¢ farkli substrat icin farkli pH’larda elde edilen absorbans (420 nm) aktivite
(U/mLdak) ve % 100 aktivite degerleri

45°C
Katekol 4-metil katekol Pirogallol

H AOD Aktivite %100 AOD Aktivite %100 AOD Aktivite %100
p (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite (420 nm) (U/mLdak) | Aktivite
4.0 0.0016 40 4.55 0.0025 63 4.96 0.0035 88 11.43
4.5 0.0054 135 15.34 0.006 150 11.90 0.008 200 25.97
5.0 0.0081 203 23.01 0.0052 130 10.32 0.0013 33 4.29
5.5 0.0027 68 7.67 0.0124 310 24.60 0.005 125 16.23
6.0 0.0089 223 25.28 0.0133 333 26.39 0.0023 58 7.53
6.5 0.0013 33 3.69 0.0128 320 25.40 0.0027 68 8.83
7.0 0.0057 143 16.19 0.0071 178 14.09 0.0041 103 13.38
7.5 0.0033 83 9.38 0.0041 103 8.13 0.005 125 16.23
8.0 0.0087 218 24.72 0.0086 215 17.06 0.0308 770 100.00
8.5 0.0191 478 54.26 0.0089 223 17.66 0.0273 683 88.70
9.0 0.0352 880 100.00 0.0504 1260 100.00 0.026 650 84.42

Bulunan verilere gore 45 “C’de katekol substrati i¢cin enzim pH 9.0’de en yliksek aktivite degerine (880 U/mLdak), 4-metil

katekol substrati icin enzim pH 9.0’de en yiiksek aktivite degerine (1260 U/mLdak), pirogallol substrati icin enzim pH 8.0’de en

yuksek aktivite degerine (770 U/mLdak) ulasmistir. 45 °C sicaklikta katekol substrati, 4-metil katekol substrati ve pirogallol

substrati i¢cin optimum pH sirasiyla 9.0, 9.0, 8.0 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.4. PPO enziminin 10°C’'de li¢ farkli substrat i¢in pH-aktivite grafigi
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Sekil 4.5. PPO enziminin 15°C’de ii¢ farkli substrat i¢in pH-aktivite grafigi
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Sekil 4.6. PPO enziminin 20°C’de ii¢ farkl substrat i¢in pH-aktivite grafigi
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Sekil 4.7. PPO enziminin 25°C’de ii¢ farkl substrat icin pH-aktivite grafigi

52




Aktivite (U/mLdak)

1000 - 30°C
=9—Lkatekol

900 - ~-4-metil katekol
800 - ~—pirogallol

700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

4 4.5 5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9
pH

Sekil 4.8. PPO enziminin 30°C’de li¢ farkli substrat i¢cin pH-aktivite grafigi
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Sekil 4.9. PPO enziminin 35°C’de ii¢ farkli substrat i¢in pH-aktivite grafigi
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Sekil 4.10. PPO enziminin 40°C’de ti¢ farkli substrat i¢cin pH-aktivite grafigi
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Sekil 4.11. PPO enziminin 45°C’de tu¢ farkl substrat i¢cin pH-aktivite grafigi
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Cizelge 4.10. Arap kiz1 PPO enziminin ti¢ ayr1 substrati icin farkl sicakliklardaki
optimum pH degerleri

SUBSTRAT
3 Katekol 4-metil katekol Pirogallol
SICAKLIK () Optimum pH Optimum pH Optimum pH
10 6.5 7.0 8.5
15 7.0 6.0 8.5
20 8.0 7.0 8.5
25 6.5 6.5 8.5
30 9.0 6.0 8.5
35 8.5 9.0 8.5
40 9.0 4.0 8.5
45 9.0 9.0 8.0

Arap kiz1 PPO enziminin katekol substrati i¢cin optimum pH’1 10°C’de 6.5, 15°C’de
7.0, 20°C’de 8.0, 25°C’de 6.5, 30°C'de 9.0, 35°C’de 8.5, 40°C’de 9.0,45°C’de 9.0
olarak bulunmustur. 4-metil katekol substrati icin optimum pH’1 10°C’de 7.0,
15°C'de 6.0, 20°C’de 7.0, 25°C’de 6.5, 30°C'de 6.0, 35°C'de 9.0, 40°C’de 4.0,45°C'de
9.0 olarak bulunmustur. Pirogallol substrati icin optimum pH’1 10°C’de 8.5,
15°C'de 8.5, 20°C’de 9.0, 25°C’de 8.5, 30°C’de 8.5, 35°C'de 8.5, 40°C’de 8.5,45°C'de
8.0 olarak bulunmustur (Cizelge 4.10). Cizelge 4.2 - 4.9’daki verilere bakilarak
enzim aktivitelerinin ulastig1 en yiiksek degerlerinin (katekol icin 960 U/mLdak,
4-metil katekol i¢in 1750 U/mLdak ve pirogallol icin 3068 U/mLdak) gortldiigi
pH ve sicakliklara bakilarak katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlari
icin optimum pH ve sicaklik degerleri sirasi ile 6.5, 10°C; 6.0, 15°C ve 8.5, 10°C
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Arap kizi PPO enziminin ii¢ ayr1 substrat i¢cin optimum pH,
optimum sicaklik (°C) ve aktivite (U/mLdak) degerleri

. Optimum Aktivite
SUBSTRAT Optimum pH Sicakiik Q) (U/mLdak)
katekol 6.5 10 960
4-metil katekol 6.0 15 1750
pirogallol 8.5 10 3068
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Sekil 4.12. PPO enziminin katekol substrati i¢in farkli pH’a bagh aktivite degisimi gosteren grafik
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Sekil 4.13. PPO enziminin 4- metil katekol substrati icin farkl1 pH’a bagh aktivite degisimi gosteren grafik
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Sekil 4.14. PPO enziminin pirogallol substrati i¢in farkli pH’a bagh aktivite degisimi gosteren grafik
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4.5. Optimum pH ve Sicaklikta Farkli Substratlara Karsi Km Ve Vmax

Degerlerinin Tespit Edilmesi

Her bir substrat i¢in kendi optimum sartlarinda farkli substrat
konsantrasyonlarinda enzim aktivite degerleri belirlenmistir. Elde edilen 1/[S]-
1/V degerleri ile Linewear-Burk grafikleri c¢izilmistir (Sekil 4.15-4.17). Bu
grafiklerden Km ve Vmax degerleri belirlenmistir. Sekil 4.18-4.21'deki
grafiklerden yararlanilarak hesaplanan Km ve Vmax degerleri Cizelge 4.11-4.13’de

verilmistir.

0,012

y = 2E-05x + 0,0004
R*=0,9986

0,01 -

1/V

-100 0 100 200 300 400 500 600
1/18]

Sekil 4.15. Arap kiz1 PPO enzimi icin katekol substrati ile elde edilen Linewear-
Burk grafigi

Cizelge 4.12. Arap kiz1 elma PPO enziminin katekol substrat icin Km ve Vmax

degerleri
Substrat Km (mM) Vmax (U/mLdak) Vmax/Km
Katekol 50 2500 50
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Sekil 4.16. Arap kizi PPO enzimi icin 4-metil katekol substrati ile elde edilen
Linewear-Burk grafigi

Cizelge 4.13. Arap kiz1 elma PPO enziminin 4-metil katekol substrat i¢cin Km ve

Vmax degerleri
Substrat Km (mM) Vmax (U/mLdak) Vmax/Km
4- metil katekol 2 2000 1000
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Sekil 4.17. Arap kizi PPO enzimi i¢in pirogallol substrati ile elde edilen
Linewear-Burk grafigi

Cizelge 4.14. Arap kizi elma PPO enziminin pirogallol substrat icin Km ve Vmax

degerleri
Substrat Km (mM) Vmax (U/mLdak) Vmax/Km
Pirogallol 6 10000 1667
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4.6. Baz Killerle PPO Enziminin immobilizasyonu ile Killerin Inhibisyon

EtKkisi. ICso ve Ki Degerlerinin Tespit Edilmesi

Farkl killere immobilizasyonu yapilan Arap kizi elmasinda PPO enziminin ICso
degerlerinin tespiti i¢cin b6liim 3.2.12’de aciklandigi gibi tistte kalan siipernatant
alinarak 0.1 M pirogallol substratina karsi aktiviteleri belirlenmistir. Elde edilen
aktivite degerlerinden yararlanilarak %A-[I] grafikleri ¢izilip (Sekil 4.18-4.20)
%50 inhibisyona sebep olan kil konsantrasyonlar belirlenmistir. Immobilize
edilen PPO enziminin Ki sabitlerinin bulunmasi amaciyla; bélim 3.2.12'de
aciklandigi gibi Ustte kalan slpernatant alinarak farkli substrat
konsantrasyonlarinda aktivite ol¢iimleri yapilmistir. En iyi aktivite veren
pirogallol substratiyla iki farkli sabit immobilize kil konsantrasyonlarinda
calisilmistir. Elde edilen sonuglardan 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak
Lineweaver-Burk grafikleri cizilmistir (Sekil 4.21-4.23). Bu grafiklerden
yararlanilarak Ki degerleri ve inhibisyon tiirleri belirlenmistir. Elde edilen ICso

degerleri Cizelge 4.14’de verilmigtir.

120 -
y =11598x? - 1706,6x + 94,497
, 1009 R? = 0,9523
2
.E 80 -
=
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40 -
20 -
0 T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Kirmizi Kil (g/mL)

Sekil 4.18. Kirmzi kil icinde immobilize edilen Arap kizi1 PPO enzimi lizerine 0.1
M pirogallol substratinda % Aktivite-[ICso] (g/mL) grafigi
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Sekil 4.19. Yesil kil icinde immobilize edilen Arap kizi PPO enzimi lizerine 0.1 M
pirogallol substratinda % Aktivite-[ICso] (g/mL) grafigi
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Sekil 4.20. Beyaz kil icinde immobilize edilen Arap kizi PPO enzimi tizerine 0.1
M pirogallol substratinda % Aktivite-[ICso] (g/mL) grafigi
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Sekil 4.21. Kirmiz1 kil ile immobilize edilen Arap kizi PPO enzimi aktivitesi
lizerine inhibisyon etkisi ([K1] = 3.0 x 10-2 g/mL, [K2] = 3.8 x 10-2

g/mL)
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Sekil 4.22. Yesil kil ile immobilize edilen Arap kizi PPO enzimi aktivitesi lizerine
inhibisyon etkisi ([Y1] = 6.0 x 10-2 g/mL, [Y2] =7.0 x 10-2 g/mL)
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Sekil 4.23. Beyaz kil ile immobilize edilen Arap kizi PPO enzimi aktivitesi
tizerine inhibisyon etkisi ([B1] = 2.3 x 102 g/mL, [B2] = 3.1 x 10-2
g/mlL)

Cizelge 4.15. Arap kiz1 immobilize PPO enzimi iizerine 0.1 M pirogallol substrati
konsantrasyonunda [IC]so ve Ki inhibisyona sebep olan kil

konsantrasyonlari
. oy [IC]s0 Ki Ortalama Ki | Inhibisyon
Kil Cesitleri .
bes (g/mL) (g/mL) (g/mL) Tiirii
Kirmizi Kil 0.034 0.045 0.051 Yarismasiz
0.057
Yesil Kil 0.062 0.36 0.285 Yarismasiz
0.21
Beyaz Kil 0.027 0.032 0.024 Yar1 yarismali
0.016
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4.7. Serbest PPO Enzimine Killerin Inhibisyon Etkisi. ICso ve Ki

Degerlerinin Tespit Edilmesi

Serbest PPO enzimi, immobilizasyondan farkli olarak enzim 6l¢iim sirasinda
tampon icinde bulunan kil ¢6zeltisine uygulanmistir. Elde edilen %A-[I]
grafikleri Sekil 4.24-4.26’de verilmistir. Serbest PPO enziminin Ki sabitlerinin
bulunmasi amaciyla; immobilize olmayan serbest enzim ortaminda farkh
substrat konsantrasyonlarinda aktivite olglimleri yapilmistir. En iyi aktivite
veren pirogallol substrati ile iki farkli kil konsantrasyonlarinda serbest PPO
enzimi ¢alisilmistir. Ayni sekilde hesaplanan 1/V-1/[S] degerlerine ait grafikler
Sekil 4.27-4.29'de verilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 4.15’de verilmistir.

120 -
y = 4995,3x2 - 1031x + 100,57
100 4o R? = 0,9582

1

80

60 -

% Aktivite

40 -

20 -

O T T 1
0 0,05 0,1 0,15

Kirmizi Kil (g/mL)

Sekil 4.24. Arap kizi1 PPO enzimi 6l¢iim sirasinda katilan kirmizi kil tizerine 0.1
M pirogallol substratinda % Aktivite-[ICso] (g/mL) grafigi
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120 4
y =-6437,7x% - 327,57x + 95,411

R?=0,9374
100 ¢

80 - *

60 -

% Aktivite

20 -

0 T T T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

Yesil Kil (g/mL)

Sekil 4.25. Arap kiz1 PPO enzimi 6l¢iim sirasinda katilan yesil kil tizerine 0.1 M
pirogallol substratinda % Aktivite-[IC50] (g/mL) grafigi

120 4

y = 89840x? - 5519,1x + 106,68
100 ¢ R?=0,9611

% Aktivite
3

0 T T T T T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04

Beyaz Kil (g/mL)

Sekil 4.26. Arap kiz1 PPO enzimi 6l¢iim sirasinda katilan beyaz kil tizerine 0.1 M
pirogallol substratinda % Aktivite-[ICso] (g/mL) grafigi
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0,0035 ~

0,003 -
0,0025 -
0,002 -

0,0015 -

1/V (U/mL x dak)!

¢ Kontrol
M0,068 g/ml [K]
0,075 g/ml [K]

0,001 -

T

-500 0 500 1000 1500
1/[S] M1

Sekil 4. 27. Arap kiz1 PPO enzimi o6l¢iim sirasinda katilan kirmizi kil igin
inhibisyon etkisi ([K1] = 6.8 x 102 g/mL, [K2] =7.5x 102 g/mL)

1/V (U/mLx dak)?

¢ Kontrol
m0,058 g/ml [Y]
0,066 g/ml [Y]

-500 0 500 1000 1500
1/[S] M1

Sekil 4. 28. Arap kiz1 PPO enzimi 6l¢tim sirasinda katilan yesil kil i¢in inhibisyon
etkisi ([Y1] =5.8 x 102 g/mL, [Y2] = 6.6 x 10-2 g/mL)
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) 0,001 -
1}
~
% 0,0008 -
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-500 0 500 1000
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1500

Sekil 4. 29. Arap kizi PPO enzimi o6lciim sirasinda katilan beyaz kil icin
inhibisyon etkisi ([B1] =0.9x 10-1g/mL, [B2] =1.7 x 10-1 g/mL)

Cizelge 4.16. Arap kiz1 serbest PPO enzimi tlizerine 0.1 M pirogallol substrati
konsantrasyonunda [IC]so ve Ki inhibisyona sebep olan kil

konsantrasyonlari
Kil Cesitleri [IC]s0 Ki Ortalama Ki inhibisyon
(g/mL) (g/mL) (g/mL) Tiird
Kirmiz Kil 0.071 0.136 0.077 Lmee;iKa“ﬁk
0.019 P
Yesil Kil 0.062 0.041 0.054 Yar1 yarismali
0.066
. 0.018 0.018
Beyaz Kil 0.013 0.017 Yar1 yarismali
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Arap kizi elmasi tilkemizde yetistirilen kendine has getirisi ve tadi ile tercih
edilen, sevilerek tiiketilen bir meyvedir. Bunun yaninda PPO enzimi a¢isindan
oldukga zengindir. Elmadaki hizli esmerlesme, istenmeyen renk degisimi bizi bu
konuda calismaya sevk etmistir. Bu calismada, Arap kizi elmasindan saflastirilan
PPO enziminin belirledigimiz baz1 06zellikleri incelenerek, kil ile

immobilizasyonu gergeklestirilmistir.

Bu ¢alismada ilk 6nce polifenol oksidaz enzimi Arap kizi elmasindan Sepharose
4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite jeli ile % 17’lik bir verimle 13.00 kat

saflastirilmistir.

Literatiirde yapilan ¢alismalara bakildiginda, bilinen Sepharose 4B-L-tirozin-p-
aminobenzoik asit afinite jeli kullanilarak Igdir elmasindan polifenol oksidaz
enzimi 110 kat saflastirilmistir (Tiirkan, 2009). Polifenol oksidaz enzimi Tortum
elmasindan afinite jeli ile 27.55 kat saflastirilmistir (Karabulut, 2017). Aym
afinite jeli ile Golden Delicious elma c¢esidi 45.92 kat, Starking Delicious elma
cesidi 128.95 kat, Granny Smith elma cesidi 25.60 kat saflastirilmistir (Celik,
2017).

Sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapilarak enzim safliginin
kontrolii ve molekiil agirhigi tespiti yapilmistir. Saflastirilan protein bandini
iceren SDS PAGE jel fotografi Sekil 4.3’te verilmistir. Afinite jelinden saflastirilan
Arap kiz1 elma cesidinde SDS-PAGE sonucuna goére PPO enziminin molekiil

kiitlesi yaklasik 66.2 kDa olarak tahmin edilmistir.

Literatiirdeki ¢alismalara bakildiginda, Red Delicious elma cesidindeki polifenol
oksidaz enzimi icin poliakrilamid jel elektroforez sonucu pirokatekol substrati
ile tespit edilen 2 aktif izoenzim oldugu ortaya ¢ikmistir (Satjawatcharaphong
vd., 1983). SDS PAGE ile, Malus domestica Borkh. cv Bramley’'s Seedling
elmasinin PPO enzimi molekiil kiitlesinin yaklasik 45 kDa oldugu bulunmustur

(Eidhin vd., 2006). Fuji elmasindan saflastirilan PPO enziminin molekiil
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kiitlesinin SDS PAGE ile 40 kDa oldugu tahmin edilmistir (Lim vd., 2006). Fuji
elmasindan saflastirllan membrana bagli PPO'nun yaklasik olarak 67 kDa'lik
molekiil kitlesine sahip bir dimer oldugu bulunmustur (Liu vd., 2015a). Fuji
elmasinin membrana baglh polifenol oksidaz enziminin molekiil kiitlesi 67.3 kDa
olarak belirlenmistir (Liu vd., 2015b). Jel filtrasyonu ve SDS-PAGE islemleri
sonucu Meksika Golden Delicious elmasinin PPO enziminin 58 kDa'likk bir
monomer oldugu gorilmistir (Marrufo-Hernandez vd., 2017). Tortum
elmasindan saflastirilan polifenol oksidaz enziminin SDS-PAGE sonucuna gore

yaklasik 60 kDa’ya tekabiil eden tek bant gozlenmistir (Karabulut, 2017).

Calisma sirasinda kalitatif protein tayini elde edilen eliiatlarin 280 nm’de
absorbanslari oOlciilerek belirlenmistir. Kantitatif protein tayinleri ise Bradford
yontemiyle belirlenmistir. Uriiniin olusma hizi, kinonlardan olusan renkli
bilesiklerin optik yogunluklarinin spektrofotometrik metod kullanilarak 420 nm
dalga boyunda aktivite o6lciimleri ile yapilmistir. Optimum pH degerlerini
belirlemek amaciyla katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlarn
kullanilarak pH 4.5-9.0 araliginda fosfat tamponu (NazHPOa4) kullanilarak
yapimistir. Optimum sicaklik belirlenmesinde de ayni tli¢ substratla 10°C-45°C
sicaklik aralifinda aktiviteler belirlenmistir. Arap kizi elmasinda PPO enzimi
icin katekol substratina kars1 optimum pH 6.5 ve sicaklik 10 °C;4-metil katekol
substratina karsi optimum pH 6.0 ve sicaklik 15 °C; pirogallol substratina karsi
optimum pH 8.5 ve sicaklik 10 °C olarak bulunmustur. Arap kiz1 elmasinda PPO
enzimi i¢in katekol substratina karsi en yiiksek aktivite 960 U/mLdak; 4-metil
katekol substratina karsi en yiiksek aktivite 1750 U/mLdak; pirogallol
substratina karsi en yiliksek aktivite 3068 U/mLdak olarak belirlenmistir.
Belirlenen sonuclara gore, Arap kizi elmasindaki PPO enzimi icin en uygun
substratin pirogallol oldugu, optimum pH 8.5 ve optimum sicakligin 10°C oldugu

bulunmustur.

Literaturdeki calismalara bakildiginda, Red Delicious elma ¢esidindeki polifenol
oksidaz enziminin ham enzim ekstrakti i¢cin optimum pH's1 6.2, optimum
sicaklig1 ise 30°C olarak belirlenmistir (Satjawatcharaphong vd., 1983). Amasya
elmasinda PPO i¢in elde edilen optimum pH katekol i¢in 7.0, 4-metil katekol icin
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9.0, pirogallol icin 8.6 ve L-DOPA icin 6.6 olarak belirlenmistir. Amasya
elmasindaki polifenol oksidaz enzimi aktivitesi icin en uygun substratin katekol
oldugu ve katekol i¢in optimum sicakligin 18°C oldugu belirlenmistir. (Oktay vd.,
1995). Van elmasindan (Golden Delicious) polifenol oksidaz enzimi icin
optimum sicaklik 50°C ve optimum pH 4.0 olarak belirlenmistir (Demir vd.,
2006). Malus domestica Borkh. cv Bramley’s Seedling elmadan polifenol oksidaz
enzimi PPO aktivitesi icin optimum pH 6.5’da gozlenmistir. PPO aktivitesi i¢in
optimum sicaklik 30°C gozlenmistir. Calisilan substratlardan 4-metilkatekoliin
en yiliksek PPO aktivitesine sahip oldugu, bunu katekol, pirogallol ve (-)-
epikatesin substratlarinin izledigi gorilmustir (Eidhin vd., 2006). Fuji
elmasinin etli kismindaki PPO enzimi i¢in substrat olarak katekol ¢alisildiginda
optimum pH 6.5 ve sicaklik 35°C derece olarak belirlenmistir (Lim vd., 2006).
Starking Delicious elma c¢esidindeki PPO enziminin 4-metil katekol icin
optimum pH degeri 5.5, pirogallol icin ise optimum pH degeri 7.2 bulunmustur
(Soysal, 2008). Golden Delicious elma ¢esidinden izole edilen PPO enzimi i¢gin
optimum pH 5.5 ve optimum sicaklik 25°C olarak bulunmustur (Soysal, 2009).
Igdir elmasindaki polifenol oksidaz enziminin optimum pH 6.0 optimum
sicakligr ise 50°C olarak bulunmustur (Tiirkan, 2009). Hemsin elmasindan
polifenol oksidaz enzimi i¢in optimum pH 5.5 ve optimum sicaklik 30-40°C’'de
olarak bulunmustur (Aydin vd.. 2015). Elma posasindan ekstre edilen polifenol
oksidaz enzimi aktivitesi i¢cin optimum pH 7.0 ve sicaklik degerleri 20°C olarak
bulunmustur (Ansari vd. 2017). Meksika Golden Delicious elmasindaki
polifenol oksidaz enzimi optimum sicaklik ve pH sirasiyla 35°C ve 6.0 olarak
bulunmustur (Marrufo-Hernandez vd., 2017). Tortum elmasindan PPO enzimin
katekol substrati icin optimum pH degeri 5.0 ve 4-metil katekol i¢cin optimum
pH degeri 5.5'dir. Enzimin her iki substrati i¢in stabil pH degeri 5.5. optimum
iyonik siddet degeri 0.05 M ve optimum sicaklik degeri 10°C olarak
belirlenmistir (Karabulut, 2017). Fuji elmasindan saflastirilan polifenol oksidaz
enzimi icin optimum pH 7.0 ve sicaklik 35°C olarak bulunmustur (Guo vd.,

2018).

Bu ¢alismada, Arap kizi elmasinin PPO enziminin substratlara karsi Km ve Vmax

degerleri Linewear-Burk yontemi ile bulunmustur. Katekol substrati icin Km 50
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mM ve Vmax 2500 U/mLdak; 4-metil katekol substrati icin Km 2 mM ve Vmax 2000
U/mLdak; pirogallol substrati icin Km 6 mM ve Vmax 10000 U/mLdak olarak

belirlenmistir.

Literaturdeki calismalara bakildiginda, Red Delicious elma ¢esidindeki polifenol
oksidaz enziminin ham enzim ekstrakti iki aktif enzim formu ic¢in ortalama Km
2.2x10-1 M pirokatekoldiir. Ortalama Vmax ise dakikada 4.8x10-1 AA390 olarak
bulunmustur (Satjawatcharaphong vd., 1983). Starking Delicious elma
cesidindeki polifenol oksidaz enziminin Km ve Vmax degerleri 4-metil katekol,
pirogallol substratlari i¢in sirasiyla 2.24 mM, 0.415 U/mL; 8.04 mM. 1.067 U/mL
olarak bulunmustur (Soysal, 2008). Golden Delicious elma c¢esidinden izole
edilen PPO enziminin 4-metil katekol substrati icin Km degeri Michaelis-Menten
modeli kullanilarak 4.76 mM olarak belirlenmistir (Sosyal, 2009). Yomra elmasi
ham polifenol oksidaz enziminin Kv ve Vmax degerleri L-tirozin substrati i¢in
9.30 mM, 7.60 uM/dak; 3-(4-hidroksifenil) propanoik asit substrati i¢cin 0.70
mM, 1.02 puM/dak; katekol substrati icin 7.90 mM, 21.50 uM/dak; 4-metilkatekol
substrat1 icin 10.10 mM, 24.80 uM/dak; L-3.4-dihidroksifenilalanin substrati
icin 2.50 mM, 1.60 uM/dak olarak bulunmustur. Yomra Elmasi polifenol oksidaz
enziminin basit Michaelis-Menten kinetigine uydugu ve difenolaz aktivitesi
katekol substratina karsi en yiliksek ilgiye sahipken, bunu sirasiyla 4-metil
katekol ve L-DOPA’nin izledigi, monofenolaz aktivitesi icin ise substrat ilgisinin
sirasiyla MHPPA, L-Tirozin seklinde oldugu bulunmustur (Can vd. 2014).
Hemsin elmasindan polifenol oksidaz enziminin Kv degeri 3.40 mM ve Vmax

degeri 333.3 EU/mL.dak olarak tespit edilmistir (Aydin vd., 2015).

Bu calismada, Arap kizi elmasinda tiim ICso ve Ki degerlerini belirlemek icin
pirogallol substrati kullanilmistir. Polifenol oksidaz enziminin Kkille
immobilizasyonu i¢in kirmizi, yesil ve beyaz kil cesitleri kullanilmistir. Arap kizi
elma polifenol oksidaz enzimi immobilize edildiginde elde edilen kirmizi kil icin
ICso degeri 0.034 g/mlL, yesil kil i¢in ICso degeri, 0.062 g/mL beyaz kil i¢in ICso
degeri 0.027 g/mL olarak bulunmustur. Ki degerleri ise kirmiz1 kil i¢in 0.051
g/mlL, yesil kil icin 0.285 g/mL beyaz kil i¢cin 0.024 g/mL olarak bulunmustur

(Cizelge 4.14). Enzimin Kkillere immobilize edildigi durumda: kirmizi ve yesil kil
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yarismasiz inhibisyon, beyaz kil yar1 yarismali tip inhibisyon etkisi gostermistir.
Elde edilen verilere géore immobilizasyon sonucunda Arap kiz1 elmasindan elde
edilen polifenol oksidaz enzimi icin en etkili inhibitérin beyaz kil oldugu
bulunmustur. Arap kiz1 elma polifenol oksidaz enziminin immobilize olmadig:
ve Olciim sirasinda eklendigi durumdaki kirmizi kil i¢in ICso degeri 0.071 g/mlL,
yesil kil i¢in ICso degeri 0.062 g/mL beyaz kil i¢in ICso degeri 0.013 g/mL olarak
bulunmustur. Ki degerleri ise kirmizi kil icin 0.077 g/mlL, yesil kil i¢cin 0.054
g/mL beyaz kil icin 0.018 g/mL olarak bulunmustur (Cizelge 4.15). Enzimin
serbest oldugu durumda kirmizi kil lineer karisik tip olarak, yesil ve beyaz
killerde ise yar1 yarismali tip inhibisyon etkisi yapmistir. Arap kizi elmasindan
elde edilen polifenol oksidaz enziminin serbest oldugu durumda en etkili
inhibitoriin beyaz kil oldugu belirlenmistir. Tiim verilere bakildiginda enzimin
immobilize edildigi ve serbest oldugu iki durumda da en etkili inhibitoriin beyaz

kil oldugu gorilmektedir.

Dereotundan Polifenol oksidaz enzimi kismi saflastirilarak yesil, sar1 ve kirmizi
killere immobilize edilmistir. Yesil, sar1 ve kirmizi kil immobilize enzimler i¢in
elde edilen Ki degerleri sirasiyla 1.46x10-2 M, 8.9 x10+ M, 7.57x10-> M olarak
bulunmustur. Immobilize enzimlerden yesil kil ve sarn kil ile yapilan
immobilizasyonlarin yarismasiz, kirmizi kil ile yapilan immobilizasyonun ise
yar1 yarismall inhibisyon etkisi gosterdigi bulunmustur. Immobilizasyon sonucu
dereotundan elde edilen PPO enzimi i¢in en etkili inhibitériin kirmizi kil oldugu
bulunmustur. Dereotundan elde edilen PPO enziminin immobilize edildigindeki
10 mM katekol subsratiyla %50 inhibisyona sebep olan ICso degerleri yesil kil
icin 2.99 x10-2 M, kirmiz1 kil i¢in 4.90 x10-2 M, sar1 kil i¢in 7.2x10-2 M olarak
bulunmustur. PPO enziminin 6lciim esnasinda kil c¢ozeltisine karistirildig
immobilize olmamis enzim ¢ozeltilerinde katekol substrati ile %50 inhibisyona
sebep olan ICso degerleri yesil kil i¢cin 6.04x10-1 M, sar kil i¢cin 2.32x10-1 M ve
kirmizi kil icin 2.63x10-1 M olarak bulunmustur. Immobilize olmayan enzimler
icin elde edilen Ki degerleri yesil kil icin 4.83x10-3, sar1 kil icin 2.76x10-3 ve
kirmiz1 kil i¢in 2.27x10-3 M olarak bulunmustur. inhibisyon etkileri her ii¢ tiir
icinde yarismalidir. Elde edilen degerlere gore kirmizi kilin diger killere oranla

daha fazla inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir.
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