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Bu ¢alismada, enzimatik kararmaya neden olan polifenol oksidaz (PPO)
enzimini saflastirmak igin yeni bir afinite jeli sentezlenmistir. Afinite jeli, CNBr ile
aktive edilmis Sepharose-4B’ye uzanti kolu olarak L-tirozin baglandiktan sonra
ligand olarak PPO’nun inhibitorlerinden biri olan p-amino benzoik asitin L-tirozine

kenetlenmesi sonucu sentezlenmistir.

Enzim kaynag olarak yer elmasi (Helianhtus tuberosus L.) ve dut (Morus
alba L.) meyveleri kullanilmistir. Her iki kaynaktan izole edilen PPO enzimleri
sentezlenen afinite jeli ile saflagtiilmigtir. Dut ve yer elmasi polifenol oksidaz
enzimlerine nativ ve SDS poliakril amid jel elektroforezi uygulanarak, her iki

enziminde yaklagik 65 kDA molekiil agirliklarina sahip oldugu bulunmustur.

Katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlari kullamilarak, yer elmasi ve
dut PPO enzimlerinin aktiviteleri tizerine sicaklik ve pH’min etkisi arastinlmustir. Yer

elmas: PPO enziminin kullanilan ti¢ farkl: substrat: igin, optimum pH ve sicakliklart
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strasiyla pH 5.0-8.0 ve 20-35 °C arasinda degistigi bulunmustur. Bu degerler dut
PPO enzimi igin ise pH 4.5-8.0 ve 20-45 °C arasinda tespit edilmistir.

Her iki kaynaktan izole edilen enzimin, ¢esitli zaman araliklarinda, degisik
stcakliklardaki 1s1 stabiliteleri arastinlmustir. Sicaklik artisinin her iki enzim {izerinde
denatiirasyona sebep oldugu gézlenmistir. Sicaklifin diistiriilmesi sonucunda yalniz

yer elmasi PPO enziminde renatiirasyonun gergeklestigi goriilmiistiir.

Dut ve yer elmas1 PPO enzimlerinin optimum pH ve sicaklikta katekol, 4-
metil katekol ve pirogallol substratlar i¢in Kv ve Ve degerleri Linewear-Burk
yontemi ile bulunmustur. V. Ky degerlerine gére yer elmasi PPO enzimi i¢in en
uygun substratin katekol, dut PPO enzimi igin ise pirogallol oldugu bulunmustur.
Ayrica, her iki enziminde p-kresol ve L-tirozin tizerinde hicbir aktivite gostermedigi

saptanmistir.

Dut ve yer elmast PPO enzimleri ilizerine PPO enziminin klasik
inhibitérlerine ilaveten, ilk defa siilfanamid bilesikleride inhibitér olarak
kullanilmistir. Kullanilan bilesiklerin belirli oranlarda her iki enzimi de inhibe ettigi

saptanmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Yer elmasi; dut; polifenol oksidaz; afinite

kromatografisi; 1s1 inaktivasyonu; inhibisyon; optimum pH ve sicaklik.
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ABSTRACT

PURIFICATION OF POLYPHENOL OXIDASE FROM
DIFFERENT SOURCES BY AFFINITY CHROMATOGRAPHY
AND INVESTIGATION OF ITS KINETIC AND
ELECTROPHORETIC PROPERTIES

Mahmut ERZENGIN

Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry
(Ph. D. Thesis / Supervisor: Dog¢.Dr. Oktay ARSLAN)
Balikesir, July- 2002

In this study, a new affinity gel is synthesized for the purification of
polyphenol oxidase (PPO) which leads to undesirable enzymatic browning in food
industry. The affinity gel is prepared by coupling L-tirozin to Sepharose- 4B by
CNBEr activation method and than p-amino benzoic acid, which is one of the inhibitor

of polyphenol oxidase, is coupled to L-tirozin as a ligand.

Jerusalem artichoke (Helianhtus tuberosus L.) and mulberry (Morus alba L.)
fruits are used as enzyme sources. Polyphenol oxidases from jerusalem artichoke and
mulberry were purified by affinity chromatography. The purified enzymes were
migrated as a single band on native and SDS-PAGE. The molecular weight of the
both purified enzymes were estimated to be 65 kDa.

Optimum PPO activity as a function of pH and temperature was determined
using catechol, 4-methyl catechol and pyrogallol as substrates. The optimum pH and

temperature values of jeruselam artichoke PPO for the used three substrates ranged
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between the pH 5.0-8.0 and 20-35 °C. In the case of mulberry PPO, pH 4.5-8.0 and

20-45 °C values were obtained.

The termal stability of the purified enzymes at different temperatures were
tested for various period of time. At the end of the each incubation period the PPO
activity was determined. Increasing of the temperature lead to considerable thermal
denaturation of both PPO. After lowering of temperature, renaturation was observed

only for PPO of jerusalem artichoke.

At the optimum pH and temperature, the Ky and Vi, values of jeruselam
artichoke and mulberry PPO towards catechol, 4-methylcatechol and pyrogallol
were determined by Lineweaver Burk method. The values Vi,.«/Kum showed that
jeruselam artichoke has the greatest reactivity towards catechol and mulberry has the
greatest reactivity towards pyrogallol among the substrates used. On the other hand,
jeruselam artichoke and mulberry PPO showed no activity toward the monophenols,
p-kresol and L-tyrosine, suggesting the absence of monophenolase (cresolase)

activity. -

Beside the classical PPO inhibitors, for the first time the inhibitory effect of
some sulfanamid compounds on the jeruselam artichoke and mulberry PPO
activities were also tested. Sulfanamid compounds exibited considerable inhibition

on both PPO enzymes.

KEY WORDS: Jeruselam artichoke; mulberry; polyphenol oxidase; affinity

chromatography; heat inactivation; inhibition; optimum pH and temperature.
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konsantrasyonlar ve elde edilen sonuglar

DPPO enziminin Lineweaver-Burk grafiklerinden

bulunan K; degerleri
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1. GIRiS

Tiiketicinin giderek daha bilinglenmesi sonucu tiiketilen besinlerin hem
cevre ve insan sagligina, hem de damak zevkine uygun olmasi talep edilmektedir. Bu
nedenle gida endiistrisi alaminda, iiretim ve pazarlama ile ilgili yeni yontemler
gelistirilmektedir [1]. Meyve ve sebzelerin depolanmasi esnasinda ve ¢arpma, kesme,
kabuk soyma, dilimleme gibi mekanik zedelenmeler sonucu bazi renk degismeleri
ortaya ¢ikmaktadir. Pembeden, mavimsi-siyaha kadar olan farkli tondaki bu renk
degismelerine kararma denir. Bir g¢gok meyve ve sebze liriinlerinde bu renk
degismeleri bir dereceye kadar istenir, ancak ¢ogu kez istenilen seviyede
durdurulamaz. Bu ylizden de gida {iriinlerinin tabii rengini bozarlar. Bu durum,
liriinlin sadece goriiniis ve tadim1 bozmakla kalmayip, onun besleyici degerini de

diistirtir.

Polifenol oksidaz enzimi bir ¢ok meyve ve sebzede bulunan ve bitkinin
hastaliklara karst direncinin artmasina neden olan bir metalo enzimdir. Gida
endiistrisindeki  6nemi  ise, enzimatik kararmaya neden  olmasindan
kaynaklanmaktadir. Kararmadan sorumlu tutulan polifenol oksidaz enzimi, meyve ve
sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik bilegiklerin oksidasyonunu katalizleyerek,
onlann o-kinonlara yiikseltger ve bunlarin polimerizasyonu sonucu esmerlesmeyi
yapan kahverengi melanin pigmentlerinin olusumuna yol agmaktadir [2]. Renk
bozulmalann enzimatik ve/veya enzimatik olmayan kimyasal reaksiyonlardan
kaynaklanmaktadir. Enzimatik kararma ig¢in PPO, bunun etkiledigi polifenolik
substratlar ve oksijenin bir araya gelmeleri gerekir. Enzimatik kararma bu iig
maddeden birinin ortadan kaldirilmasi ile durdurulabilir veya azaltilabilir. Meyve ve
sebzelerin islenmesi sirasinda oksijenin varhigi kagimlmazdir. Ayrica biitiin bitkilerin
belirli oranlarda fenolik madde i¢erdigi bilinmektedir. Bu bilesikleri uzaklastirmak
kesinlikle pratik degildir. Enzimatik kararmanin 6nlenmesinde en gegerli yontem
PPO aktivitesinin kontrol edilmesidir. Bu nedenle enzim aktivitesine etki eden

parametrelerin ¢ok iyl bilinmesi gerekmektedir.



Bu ¢alismada yeni bir afinite jeli sentezlenerek ekonomik 6neme sahip yer
elmas1 (Helianhtus tuberosus L.) ve dut (Morus alba L.) meyvelerinden PPO
enzimlerinin saflagtirilmasi planlanmistir. Elde edilen saf PPO enzimlerinin kinetik
ve elektroforetik ozelliklerinin incelenmesi amaglanmigtir. Bu amagla agagidaki

hedefler belirlenmistir;

e Yeni bir afinite jelinin sentezi,

e Yer elmast ve dut meyvelerinden bu afinite jeli ile PPO enzimlerinin
saflagtiriimasi,

e Sodyum dodesil siilfat (SDS) ve tabii sartlar altinda poliakrilamid jel
elektroforezi ile PPO enzimlerinin yaklasik molekiil agirliklarinin tespit edilmesi,

e (Calisilan her bir substrat i¢in optimum pH ve sicakliklarin belirlenmesi,

e Belirlenen optimum sartlarda enzimin substratlarina olan ilgisinin aragtirilmasi ve
bu ilginin biyokimyasal ifadesi olan Ky ve Vax degerlerinin bulunmasi,

e Enzimin sicaklifa bagimli denatiirasyon ve renatiirasyon 6zelliklerinin
aragtiriimasi,

e Enzimin farkli inhibitorlere kars: ilgisinin aragtirilmasi ve bu amagla inhibisyon
tiirtiniin tespiti ve K; sabitlerinin ve Iso degerlerinin bulunmasi. Bu amagla
PPO’nun klasik inhibitorlerinin yaninda, karbonik anhidraz enziminin spesifik
inhibitdrleri olan ve bir kismi klinikte ila¢ olarak kullanilan stilfanamidlerin PPO

enzimi iizerine etkisi tarafimizdan ilk defa incelenmesi amaglanmisgtir.

1.1 Enzimatik Kararma

Meyve ve sebzelerin depolanmast esnasinda ve carpma, kesme, kabuk
soyma, dilimleme gibi mekanik zedelenmeler sonucu bazi renk degismeleri ortaya
¢ikmaktadir. Pembeden, mavimsi-siyaha kadar olan farkli tondaki bu renk
degismelerine kararma denir. Polifenol oksidaz enzimi, meyve ve sebzelerde yaygin
olarak bulunan fenolik bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyerek, onlari o-kinonlara
yiikseltger ve bunlarin polimerizasyonu sonucu esmerlesmeyi yapan kahverengi

melanin pigmentlerinin olusumuna yol agmaktadir [2] (Sekil 1.1).
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Meyve sularinin ve  dondurulmus  sebze ve meyvelerin endiistriyel
amagla hazirlanmalan sirasinda ortaya ¢ikan bu tiir reaksiyonlar kaliteyi disiirerek,
tirtinlin pazar degerini de azaltir. Aynica karides, istakoz ve yenge¢ gibi kabuklu
deniz hayvanlarinin hazirlanmalar1 ve depo edilmeleri sirasinda kabukta meydana
gelen ezilmeler sonucu, polifenol oksidaz enziminin etkisiyle ortaya ¢ikan melanozis
sonucu olusan siyah renkli lekeler iiriiniin deZerini diisiiriir [1]. Esmerlesme

reaksiyonuna yol agan sebepler ii¢ grup altinda toplanmaktadir;

¢ Enzimlerin sebep oldugu esmerlesme reaksiyonlar.
e Enzimatik olmayan oksidatif esmerlesmeler.

¢ Maillard reaksiyonu sonucu olusan esmerlesmeler.

Bu reaksiyonlar iginde en yaygin olarak rastlanan enzimatik esmerlesme
reaksiyonlanidir. Enzimatik esmerlesme sebze, meyve ve tahillarda dogal olarak
bulunan polifenol oksidaz enziminin sebep oldugu bir oksidasyon reaksiyonudur.
Normal sartlarda enzim hiicre igerisihde oksijenden temassiz bir halde bulunur.
Fakat, meyve veya sebze kesildigi yada zedelendigi zaman enzim hiicre digina
¢ikarak molekiiler oksijen varliginda bazi fenolik bilesiklerle reaksiyona girerek

renkli bilesikleri olusturur [3-9].

Enzimatik kararmanin olabilmesi i¢in polifenol oksidaz enzimi, bunun
etkiledigi fenolik madde ve molekiiler oksijenin bir arada bulunmalar gerekir.
Ayrica sicaklik ve pH gibi enzim aktivitesini direkt olarak etkileyen sartlarinda
uygun olmasi gerekir. Enzimatik esmerlesme; fenolik madde, molekiiler oksijen ve
polifenol oksidaz enziminden birinin ortadan kaldirilmasi ile durdurulur veya
azaltilabilir. Ayrica bu tiir esmerlesme reaksiyonlari 1s1 inaktivasyonu, substratlarin
uzaklagtinilmasi,  sodyum siilfit ve askorbik asit ilavesi, ortamin pH’sinin

distiriilmesi veya yiiksek basing uygulanmasi ile nlenebilir [1].

Enzimatik kararmanin ilk agamasi o-kinonlann olugmasidir. o-kinonlar ise
o-dihidroksifenol iceren her ¢esit fenolik bilesenlerden olusmaktadir. Enzimatik
esmerlesme reaksiyonlarinin substrati esas olarak o-dihidroksifenol grubu igeren

bilesiklerdir. Ancak, bu her zaman zorunlu degildir. Nitekim bazi fenolik maddeler,



iki agamada o-kinona okside olabilmektedirler. Birinci asamada, monohidroksi
fenollere hidroksil gruplarn baglanarak o-dihidroksifenoller olugmakta, ikinci

agamada ise bunlar o-kinonlara doniigmektedirler.

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

nedeni, esmer renkli olan bu polimerlerdir [10-11].

1.2 Polifenol Oksidaz (PPO) Enziminin Biyokimyasi

1.2.1 PPO’nun Adlandirilmasi

Polifenol oksidaz (E.C.1.14.18.1) yapisinda kofaktér olarak bakir igeren
oksido rediiktaz siifina ait bifonksiyonel bir enzimdir. Molekiiler oksijen varliginda
iki reaksiyonu katalizler; monofenollerin o-dihidroksi fenollere hidroksilasyonu
(kresolaz aktivitesi) ve o-dihidroksi fenollerin o-kinonlara oksidasyonu (katekolaz

aktivitesi) [2].

Enzimin sistematik adi; monofenol, L-dopa: oksijen oksido rediiktaz
seklindedir. Bunun disinda enzimin katalizledigi substrata gére az kullamlan adlan
da vardir. Bunlardan bazilar ,tirozinaz, kresolaz, fenolaz, monofenol oksidaz, difenol
oksidaz, o-difenolaz, katekol oksidaz, pirokatekol oksidaz, dopa oksidaz, monofenol
monooksidaz, o-difenol oksido rediiktaz, difenol oksidaz ve klorogenik oksidaz’dir

[12].
1.2.2 PPO’nun Tabiattaki Dagilim
PPO enzimi ilk olarak 1856 yilinda Schoenbein tarafindan yemeklik

mantarlarda bulunmustur [13]. Bundan sonra, bazi turunggiller harig, pek ¢ok meyve

ve sebzede PPO enzimi belirlenmis ve karakterize edilmisgtir [2].



PPO dogada yaygin olarak bulunur. Bitkiler aleminde bulunmasinin yani
sira mikroorganiimalarda 6zellikle funguslarda, bazi hayvansal organlarda ve aynca
kabuklu deniz hayvanlarinda da bol olarak bulunan bir enzimdir. Buna ek olarak
bazi toprak tiirlerinde glikoz oksidaz gibi oksido rediiktaz enzimlerinin yani sira PPO
enzimininde varlifi ve aktivitesi bildirilmektedir [14-16]. Farkli bitkilerin PPO
icerigi tiire ve bitkinin yetigtirilis bigimine gore degismektedir. Bir ¢ok sebze ve
meyvenin igerisinde; zeytinlerin, 6zellikle katekol substrat: tizerine, en yiiksek PPO
aktivitesine sahip oldugu bulunmustur [17]. Enzimin bitki hiicrelerindeki
lokalizasyonu bitkinin tiiriine, yasina; meyve ve sebzelerde ise olgunluga baghdir
[18-31].

1.2.3 PPO’nun Katalizledigi Reaksiyonlar

Pek ¢ok bitkisel kaynaktan ve son zamanlarda mikroorganizmal kaynaktan
PPO enzimi izole edilip saflagtinnlmaya ¢ahsilmis ve bdylelikle yapist ve reaksiyon
mekanizmasi aydinlatilmaya ¢aligilmigtir. Kivi, marul, hurma, Anjou armudu, muz,
Amasya elmasi, kakao tohumu, kusburnu, yag tohumu, yenilebilir dul avrat otu bu
bitkisel kaynaklardandir. Nurospora ve Agaricus ise PPO izole edilen
mikroorganizmalardandir [32]. Yapisinda bakir igeren PPO enzimi molekiiler oksijen

varliginda birbirinden tamamen farkl iki reaksiyon katalizlemektedir;

e Monofenollerin hidroksilasyonu ile o-dihidroksi fenollerin olusmasi (kresolaz
aktivitesi).

e o-dihidroksi fenollerin o-kinonlara oksidasyonu (katekolaz aktivitesi) [30].

Farkli kaynaklardan elde edilen enzim ekstraktlarinin her iki aktiviteye
farkli oranlarda sahip oldugu bildirilmektedir [32]. Patates, elma, seker pancari
yapragl, bakla ve mantar gibi bir gok PPO ekstraktlart her iki aktiviteye de sahip
iken, ¢ay yapragi, tiitiin, hint kirazi, muz, armut ve kiraz PPO enzimlerinin mono

hidroksi fenollere etki etmedigi bildirilmektedir [23].

PPO enziminin kataliz reaksiyonu Vamos-Vigyazo tarafindan asagidaki gibi

verilmistir ~ (Sekil 1.2) [30]. Monofenollerin hidroksilasyonu sonucu olusan



dihidroksi fenoller, yine PPO enzimi tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla o-
kinonlara doéniistiiriiliir. Olusan kinon birimleri kendiliginden birbirleriyle, protein ve
indirgen seker gibi bitki igerikleriyle kondense olarak kararmaya sebep olan yiiksek

molekiil agirlikhi polimerleri olustururlar [23].

OH OH
o - 00 O
on * 0 — ©;O + +H,0
CH, CH;
Katekol p-kresol o-benzokinon 4-metilkatekol

Sekil 1.2 Vamos-Vigyazo tarafindan 6énerilen PPO enzim katalizi.

1.2.4 PPO’nun Substratlar:

Sebze ve meyveler ¢ok cesitli fenolik bilesikler igerirler. Ancak bu
bilesiklerin ¢ok az bir kismi PPO enzimine substrat olabilmektedir. Polifenol
bilesiklerinin enzim katalizli reaksiyonlar sonucu sebze ve meyvelerde renk
bozulmalarina sebep olmalarinin yani sira, meyvelerin tatlarina da etkileri vardir.
Polifenol bilesikler, enzimatik olmayan reaksiyonlarla da renk bozulmalarina sebep
olurlar. Bu bilesiklerden bazilart olduk¢a kolay bir sekilde kendiliginden
otooksidasyona ugrarlar ve olusan bilesikler polimerleserek koyu renkli makro

molekiilleri olustururlar [33-41].

PPO’nun meyve ve sebzelerdeki en énemli dogal substratlar flavonoid tipi
fenollerle, basit fenollerdir. Bunlardan bazilan katekinler, sinamik asit esterleri, 3,4 -
dihidroksifenil alanin (DOPA), 3,4-dihidroksifenil etilamin (dopamin) ve tirozindir.
Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi asagidaki gibidir [42].



JC

Katekinler flavonoidlerin 3-hidroksi tiirevleridir. Katekinler dogada (+)-
katekin ve onun stereoizomeri olan (-) -epikatekin olarak bulunurlar. (+) -katekin ve
(-) -epikatekinin seyreltik sodyum karbonat ¢ézeltisinde isitilmasi ile katekin ve
epikatekinlerin diasteroizomerlerinin rasemigi elde edilebilir. Katekinlerin kimyasal

yapisi agagidaki gibidir.

OH
OH

(+) - Katekin (Ri=H,R,=0H)
(-) - Epikatekin ~ (Ry=OH, R,=H)

PPO’nun en yaygin dogal substrati sinamik asit esterlerinden klorogenik

asittir. Klorogenik asidin yapisi agagidaki gibidir.



HO

HO CH=CH——-CO
HO OH

COOH

Klorogenik asidin kafeik asit (3,4-dihidroksi sinamik asit) kismimn p-
kumarik asidin (4-hidroksi sinamik asit) PPO tarafindan hidroksilasyonu ile
olusturdugu bildirilmektedir [43].

HO

HO CH= CH—COOH

Kafeik asit
( 3,4- dihidroksi sinamik asit )

HO—@—CH: CH— COOH

p- kumarik asit
(4- hidroksi sinamik asit )

Klorogenik asidin dogada bulunan izo-klorogenik asit, neoklorogenik asit,

W

pseudoklorogenik asit ve “ Band 510 ” izomerleri de PPO’nun substratlaridir [44].



Her bitkide bulunan tirozin ayni zamanda proteinlerin yapisint olusturan
amino asitlerden biridir. Dopamin (3,4-dihidroksifenil etil amin) ve tirozinin PPO ile
hidroksilasyon sonucu olusan L-DOPA (3,4-dihidroksifenil alanin) bitki dokularinda

mevcuttur.

Elma gibi bazi kaynaklardan elde edilen PPO, L-DOPA’y1
dehidrogenasyona ugratmasina ragmen, tirozine kars1 aktivite gostermez, fakat p-
kresolu hidroksiller [45].

H H NH,
H,N —— C —COOH H,N — ¢ —— COOH CH;
CH, CH, CH,
? HO ~ ;
H H H
L- DOPA Dopamin
L- tirozin ( 3,4- dihidroksifenil alanin) (3,4-dihidroksifenil etilamin)

Dogal fenolik substratlarin her birinin sebze ve meyvede sebep olduklari
enzimatik kararmaya katkilar1 fenollerin konsantrasyonuna ve lokalizasyonuna bagh
oldugu kadar, farklh kinonlardan elde edilen makro molekiiler pigmentlerin renk
siddetine de baglidir. Bazi meyve ve sebzelerde PPO’nun ana substrati bitki

materyallerinde genelde bulunmayan fenolik bilesiklerdir [46-57].

Seker pancart PPO enzimi, tirozine karsi aktivite gostermezken L-DOPA’y1
dehidrogenasyona ugratmaktadir. Fakat ilging olan sudur ki seker pancar
dokularinda kayda deger miktarda L-DOPA bulunmazken, oldukca fazla miktarda
tirozin bulunmaktadir [46]. Bu da bazi aragtirmacilar tarafindan 6ne siiriilen “PPO
enziminin elde edildigi bitkilerde her zaman afinitesinin yiiksek oldugu PPO

substratlart bulunmaz” tezini desteklemektedir [22,47].
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Substrat spesifikligi yalniz meyve ve sebzenin cinsine bagli degildir aym
zamanda belli bir 5lgiiye kadar enzimin meyve ve sebzenin ekstrakte edildigi kismina
ve yetistirilisine baghdir. Aktivitenin aragtirildig1 pH da substratin kullanilabilirligini
etkiler [58-59].

1.2.5. PPO’nun Kresolaz ve Katekolaz Reaksiyon Mekanizmalan

PPQO’nun aktif bdlgesi, iki bakir atomu igerir ve ii¢ halde bulunur. Bunlar
sirastyla “met” (Ew), “deoksi” (Eq) ve “oksi” (E,) halleridir [60-64]. Er; Cu**- Cu™?
aktif bolgeli metpolifenol oksidazdir. Eg; Cu*' - Cu™' aktif bélgeli PPO’nun
indirgenmis halidir. Eo; Cu*? - 0,2 - Cu™ aktif bolgeli oksipolifenol oksidazdir.

PPO’nun aktif bolgesindeki bakir atomlarimin {i¢ halde bulunmasi
monofenollerin hidroksilasyonu ve olusan o-dihidroksi fenollerin oksidasyonunu

iceren reaksiyon mekanizmalan i¢in bir yapisal modele yol agmugtir.

[k olarak, monofenolik substrat, E,’in aksiyal pozisyonundaki iki bakir
atomundan birine koordine olur [65]. Uggen bipramid ara bilesigindeki yeniden
diizenleme; peroksit vasitastyla monofenolun hidroksilasyonuna su ¢ikisina ve E,D
kompleksinin olusumuna yol agar [66-67]. Olusan E,)D kompleksi ya E,D +2H —
Em + D dengesini yerine getirerek katekolaz déngiisiindeki ilk adim olan serbest
difenolu verebilir yada aktif bolgeye bagli difenolat ara bilesigi oksidasyona
ugrayarak bir kinon ve bir indirgenmis biniikleer bakir enzim bdélgesi (Eqg) verir.

E4’ye molekiiler oksijen baglandiktan sonra, oksi PPO(E,) tekrar rejenere edilir.
PPO tarafindan katalizlenen monofenollerin hidroksilasyonu ve o-dihidroksi

fenollerin o-kinonlara oksidasyonu i¢in Wilcox, Solomon ve arkadaglar tarafindan

Onerilen reaksiyon mekanizmalan Sekil 1.3 ve 1.4°te verilmektedir [68].

11
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1.2.6 PPO’nun Aktivatorleri

Enzimatik kararmanin 6nlenmesi ve PPO’nun inaktivasyonu {iizerine ¢ok
fazla yayin varken, enzimin aktivasyonu {izerine yapilan ¢alismalar ¢ok azdir. Bu
durum stiphesiz, ¢ogu zaman, enzimin aktivasyonunun arzu edilmemesinden

kaynaklanmaktadir.

Elma kabugundan hazirlanan mitokondrial enzim preparasyonu
polivinilpirolidin (PVP) ile inaktive edildikten sonra, sodyum dodesil siilfat (SDS)
gibi anyonik deterjanlarla tekrar aktive edilmistir [69]. SDS’nin farkli avacado
tiirlerinden hazirlanan ham ve kismen saflastirilmis ekstraktlardaki inaktif PPO’yu da
aktive ettigi bildirilmektedir [70]. Uziim PPO’su kisa bir siire i¢in iireye yada asidik
pH’ya maruz birakildiginda 4-10 kat arasinda doniistimlii olarak aktive olmaktadir.
Bu durum, kloroplastlarda oldugu gibi kismen saflastirilmis enzim ekstraktlarinda da
goriilmektedir. Ure inaktif bakla PPO’sunu aktive eder ve aym zamanda enzimin
monofenoller iizerine olan etkisinde artmaya sebep olur [71]. Ortama Cu'™
iyonlarinin eklenmesi, turp PPO’sunun aktivitesini arttirirken, benzer muamelenin
patates PPO’suna etkisi olmamaktadir [72-73]. L-DOPA, PPO tarafindan
katalizlenen adrenalinin oksidatif dongiisiinii ve renkli ara bilesiklerin olusumunu
aktive eder. Tathh patates dokularinda substratlanin indiikledigi aktivasyona da

rastlanmistir [74].

Farkli kaynaklardan elde edilen PPO’larin aktivasyonu sistematik olarak
¢alismamasmna ve belki de tam olarak anlasilmamasina ragmen, g¢ahisilan birkag
ornegin biiyiik kismi aktivasyon sirasinda proteinlerin konformasyonel degisime

ugradiginm gostermektedir [30].

PPO’nun aktif formu bakir igeren bir enzim monomerinin bir oligomeri
gibidir [75]. Aktivatdriin rolii, enzimi biyolojik aktivitesiyle gerekli olan
polimerizasyon reaksiyonunu gergeklestirmesidir. Bu durum, substrat etkisi veya

prostetik iyon eklenmesiyle daha iyi anlasilabilir.
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Enzim aktivitesi meyvelerde olgunlagsmayr hizlandiran giibrelerdeki eser
elementler veya fiziksel muameleler gibi diger faktorler ile de indiiklenebilir [76]. Bu
etki bitkideki enzim proteinin sentezinin artmasina, dogal bir inhibit6riin
eliminasyonuna (bu islem inhibitdriin bir metal iyonu ile komplekslestirilmesi ile
gergeklestirilir), substratin yapisinda veya hiicre duvarinin gegirgenligindeki olasi

degisim ile iligkilendirebilir [77].

1.2.7 PPO’nun inhibitorleri ve Enzimatik Kararmanin Onlenmesi

Enzimatik kararma sadece enzimin inaktivasyonu ile degil, ayn1 zamanda
enzimatik reaksiyon icin gerekli iki substrattan (O, ve fenolik bilesik) birinin
uzaklastirilmasi veya enzim etkisi sonucu olusan {iriinlerin bloke edilerek, enzimatik
olmayan reaksiyonlarin sebep oldugu renkli bilesiklerin olusumu engellenerek de
Onlenebilir. Bir ¢ok durumda, bir inhibitériin etki mekanizmasim ayirt etmek kolay
degildir, bazi durumlarda inhibitér enzime, substrata veya olusan liriine aym

zamanda etki edebilir.

Gidalarin islenmesi esnasinda kullanilan kararma inhibitorleri zehirleme,
sthhate, tada, kokuya ve Uriin{in bilesimine etkisi gibi bazi 6zel gereksinimlerden
dolayr simirlandirilmigtir. En iyi sonuglar, etki mekanizmalan iyi anlasilamayan
genelde kimyasallarin karigimi ile elde edilmektedir. Enzimatik kararma inhibitorleri

asagidaki sekilde siniflandinilabilir [78].

1.2.7.1 Enzime Birinci Derecede Etki Eden inhibitorler

PPO, prostetik grup olarak bakir igeren bir metaloprotein oldugundan,
siyaniir, karbon monoksit, sodyum dietil ditiyo karbomat (DIECA), merkaptotiyazol,
dimerkaptopropanol, azid veya potasyum metil ksantat gibi metal selatlayici

reaktiflerle inhibe edilebilir [2].

Bu reaktiflerden bazilari, olusan kinonlarla da reaksiyona girerler. Muz

PPO’su lizerine DIECA’nin etkisiz oldugu bulunmustur. Bu durum saflastirilmig
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enzimde bakirin bulunmayst ile iliskilendirilir [79]. Askorbik asit de enzimin

prostetik grubunu selatlayarak enzime direkt olarak etki edebilir.

Inhibitsrlerin bu grubunun kloroplast, mitokondrial veya ¢6ziinmiis haldeki
PPO tizerine etkileri farkli olarak bulunmustur. Omegin, mitokondrial ve ¢oziiniir
formdaki PPO’nun katekolaz aktivitesi potasyum etil ksantat, DIECA ve tiolireye
karst benzer davraniglar gosterirken, kloroplastlarda ayni aktivite ksantat ile inhibe
edilmez iken DIECA ile kismen inhibe edilmistir. Bu inhibitérlere, mitokondrial ve
kloroplast fraksiyonlarinin kresolaz aktivitesi benzer davramslar gostermistir fakat

bu davramglar katekolaz aktivitesinde gézlenen davranislardan farklidir.

Kresolaz aktivitesi lizerine DIECA’nin inhibisyon etkisi kafeik asit, katekol
ve protokathik asit gibi o-dihidroksi fenollerin eklenmesi ile tamamen déniigimlii

hale getirilmistir [80].

Floriir ve azotiir gibi inorganik iyonlar enzimi genellikle asidik ortamda
inhibe ederler. Bakla PPO’su iizerinde floriir yarismasiz inhibisyon etkisi gosterirken
azotiir karisik tip inhibisyon gostermektedir [81]. Borat gibi bazi inorganik iyonlar
substratla kompleks yaparak inhibisyon etkisi gosterirler. Substrat olarak L-DOPA
veya L-adrenalin kullamldiinda boratin yarigmali inhibisyona sebep oldugu

bulunmustur [82].

Kiraz, elma, kayisi, seftali ve patateslerden elde edilen enzimler iizerinde
benzoik asit ve sinamik asidin bazi tlrevleri yarigmali inhibisyon etkisi
gostermektedir [83-85). K; degerleri; sinamik asit<p-kumarik asit<ferulik asit<m-
kumarik asit<o-kumarik asit<benzoik asit seklindedir. Bu bilesiklerin kullanilmasiyla
elde edilen sonuglar, PPO enzim molekiilii i¢cinde substrat ve inhibitériin ayn ayr
baglandigt fakat birbirine yakin bélgelerin oldugunu gostermektedir [78,83].
Aromatik asit inhibitorleri, benzen halkas: {izerinde konjuge pozisyonunda ya da
halkaya direkt bagli bir serbest karboksilik grubu icermelidirler. Diiz zincirli asitlerin
inhibisyon etkisi gosterebilmeleri i¢in en az iki tane konjuge etilen grubuna sahip

olmalart gerekir [49]. Metilasyon hem inhibisyonu hem de K; degerini
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diistirmektedir. Inhibitoriin benzen halkasinin metilasyonu ya da hidroksilasyonu

katalitik b()‘lgeye olan yaris1 etkiledigi sonucuna varilmigtir [49].

Infekte olmus elma dokularinin agik rengi, yumusak kiif organizmasi
Penicillium expansum’un olusturdugu p-kumarik asit ve ferulik asit ile agiklanabilir

[86].

Sinamik asit yapisindaki ¢esitli inhibitorlerle yapilan galigmalar inhibisyon
tirtiniin ve Kj degerinin hem inhibitériin ve hem de substratin yapisina baglh

oldugunu géstermektedir.

Klorogenik asit substrat olarak kullanildiginda, sinamik, p-kumarik, ferulik
ve izo-ferulik asitleri elma dokusundaki hiicre organellerine bagh enzim lizerinde
yarismasiz inhibisyona sebep olurken, ¢6ziinmiis formdaki enzimde ise yarismali
inhibisyona neden olur. Céziindiirme islemi esnasinda lipidlerin veya lipoproteinlerin
uzaklagtirilmast enzimin konformasyonel deZisim kabiliyetini ve yapisal

organizasyonunu modifiye ettigi sanilmaktadir [84].

Mantar PPO’sunun benzoik asit ile inhibisyonu substrat olarak katekol
kullanmildiginda yarigmali inhibisyon, O, kullamldiginda ise yarigmasiz inhibisyon
olarak bulunurken ayni enzimin ayni substratlarla siyanid ile inhibisyonu ise sirasiyla
yarismasiz ve yarismall inhibisyonlar vermistir. Bu durum enzim molekiili iizerinde
iki farkli substrat baglama bélgesinin varlig: ile agiklanabilir. Bu bélgelerden birisi
fenolik substratlar1 igeren aromatik bilegikler igin yiiksek afiniteye sahip iken, diger
bblge ise oksijen ve metal baglama fonksiyonlarindan sorumlu bakir ihtiva eden

kisimdir [86-87].

Verilen bir inhibitér igin, aymt orijinli izoenzimlerin K; degerleri farkli
olabilir. Polivinilpirolidon (PVP) gibi ¢6ziinebilen polimerler PPO’nun yarismali
inhibitoriidiir [88-89]. Inhibisyon etkisi anyonik deterjanlarla ortadan kaldirilabilir.
Seker kamist PPO’sunun giiglii bir inhibitérii olan tiyoglikolat hem enzim hem de

substratlarla reaksiyona girer [91-94].
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1.2.7.2 Reaksiyon Uriinleri veya Substratlar ile Reaksiyona Giren
Bilesikler

Reaksiyon iiriinleri veya substratlar ile reaksiyona giren enzimatik kararma

inhibitorleri asagidaki gruplara ayrilabilir;
e Olugan kinonlari, o-dihidroksi fenollere doniistiiren indirgeyici reaktifler:

Bu reaktifler yiiksek konsantrasyon da kullanilmadifi zaman inhibisyon
esnasinda tiiketilir ve bundan dolayr renk degisimine karsi1 gecici bir koruma
saglarlar. Indirgeyici reaktifin yiiksek konsantrasyonda, reaktif tiiketilmeden 6nce
reaksiyonun inaktivasyonu gergeklesebilir. Bu indirgeyici reaktiflerden siklikla
kullanilan bazilann sunlardir; askorbik asit, SO, potasyum metabisiilfit, 2-

merkaptoetanol, 2-merkaptobenztiyazol ve tiyoglikat’tir [95-104].
e Kinon baglayict reaktifler:

Kinon baglayici reaktifler kinonlarla renksiz kararli bilesikler
olusturduklarindan dolay1 bu reaktifler tamamen tiikenmedigi miiddetge stirekli
koruma saglarlar. Sistein, glutatyon, benzen siilfinik asit, DIECA ve Na-etil ksantat
bu tip reaksiyonlar1 gergeklestiren maddelerden bazilandir [105-111]. Yiiksek
molekiiler agirhga sahip, suda ¢éziinmeyen PVP fenolik bilesikleri kuvvetlice baglar.
Bazi enzimler metilasyon ya da benzen halkasinin oksidatif pargalanmasiyla
PPO’nun substratlariin yapisini bozarlar. O-metil transferaz enzimi 3,4-dihidroksi
aromatik  bilesiklerin  3-pozisyonunu metilleyerek PPO’nun  substratlarim
inhibitérlerine doniistiiriir. Bu islem ig¢in kofaktdér olarak S-adenozilmetiyonine
ihtiyag duyulur. Kafeik asidin ferulik aside doniistiiriilmesi bu isleme bir &rnektir.
Protokatekute-3,4-dioksigenaz enzimi de benzen halkasini pargalar fakat bitki
PPO’sunun ana substratlarindan biri olan klorogenik asit iizerine etkisi yavastir.
Meyvelerin ve sebzelerin bir ¢ogu nétral veya az asidik iken, bu her iki enzimde
alkali pH’da aktiftir. Giiniimiizde bu inhibitér enzimlerinin kullanimina fazla ilgi

gosterilmemektedir [2].
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1.3 PPO’nun Ekstraksiyonu, Saflastiriimasi, Homojenligi ve Molekiil
Agirhg

1.3.1 Ekstraksiyon

PPO’nun bitki materyallerinden ekstraksiyonu isleminde ii¢ problemle
kargilasilir;
¢ Enzimin inaktif formda olmasa,
e Hiicre organellerine bagl enzimin ¢6ziiniirlestirilmesi,
e Bitkilerde bulunan fenollerin enzim ile oksidasyonu sonucu polimerizasyonu

ve enzim lizerine ¢6kelmesinin engellenmesi.

Bir ¢ok bitki tiirinde PPO aktif formda bulunmaktadir, hiicre organellerine
bagli inaktif enzim kafein-sodyum benzoat ile hem aktive hem de ¢6ziindiiriilebilirler
[23]. Avocado’dan elde edilen ham ve kismen saflastinlmig preparasyonlardaki
inaktif PPO sodyum dodesil siilfat (SDS) ile aktive edilebilir [112]. Coziindiirme
islemi, genelde, Tween-80 veya Triton X-100 gibi deterjanlarla gergeklestirilebilir
[45,99]. Elma mitokondrial PPO’su igin digitonin kullanilabilir iken, kloroplast
PPO’su igin Triton X-100’iin kullammm iyi sonuglar vermigtir [99]. Seker kamust
yapragl kloroplastlarindan PPO’nun ekstraksiyonu sirasinda ortama sodyum
deoksikolatin eklenmesi aktiviteyi 4-4.5 kat arttirmaktadir [30]. Elma kabuklarindan
PPO’nun hazirlanmast i¢in, lipoproteinlere bagl olabilen enzim proteinini almak i¢in

biitanol ekstraksiyonu tavsiye edilmektedir [45].

Coziintir bir PPO preparasyonu eldesin de iizerinden gelinmesi gereken en
biiytik zorluk; bitki materyalinin ekstraksiyonu ve tasinmasi esnasinda pigment
olusumunun ve enzimatik fenol oksidasyonunun engellenmesidir. Pigmentler enzim
proteini iizerine ¢okebilirler ve enzimin ¢ézlinmemesine sebep olabilirler. Buna ek
olarak, enzimin déniistimsiiz inaktivasyonuna sebep olabilirler. Bu tehlikeleri en az
seviyeye indirgemek i¢in biitiin ekstraksiyon adimlan miimkiin oldugu kadar diisiik
sicakliklarda yapilmalidir. Tasima ve homojenizasyon genelde sivi azot veya azot

atmosferinde yapilmaktadir. Bazi durumlarda materyalin ani dondurulmasi ‘&%“‘g
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dondurularak kurutulmasi enzim ekstraksiyon isleminde ilk basamak olarak tavsiye
edilmektedir [45-46]. Aseton ¢Oktiirmesini takiben tampon ekstraksiyonu en gok
kullanilan metotlardan birisidir [30]. Seftalilerde aseton ¢oktiirmesi ve
ekstraksiyonun verimi karsilagtinldiginda, aseton ¢oktiirmesi metodu aktivitede 20
kat daha fazla artisa sebep olmaktadir. Aktivitedeki bu son derece yiiksek artig
asetonun bir inhibitdrii elimine etmesine ya da enzim proteinini aktif forma

déniistiirmesi ile agiklanabilir [113].

Bazen uygun bir tamponla ekstraksiyon asetonla ¢6ktiirme adiminin 6niine
gecer [27]. Ekstraksiyon igin ¢esitli tamponlar kullanilmaktadir ve pH degerleri
enzim kaynagina bagl olarak degismektedir. Fakat pH genelde az bazik bir ortam
saglayacak sekilde ayarlamir. Tamponun pH’st elde edilen enzimin yapisim
etkileyebilir [30]. Ekstraksiyon sistemini enzimatik polifenol oksidasyonundan
korumak i¢in, ortama déniistimlii enzim inhibitorleri katilabildigi gibi indirgeyici
bilesikler ya da kinon baglayicilann da katilir. Askorbik asit, sistein, sodyum
metabisiilfit, DIECA ve sukroz veya bazende bu bilesiklerin  karigimi
kullanilmaktadir [78].

Enzim ekstraksiyonu sirasinda fenol oksidasyonunun ve polimerizasyonun
Onlenmesinin en etkili bir yolu da ortamdaki substratlarin ¢éziinmeyen bir polimere
baglanarak ortamdan uzaklagtirilmasidir. Fenol baglama da en yaygin kullanilan
madde polivinilpirolidon (PVP)’dir [114]. PVP, fenollerin iyonlagmadig nétral ya
da asidik pH’da ¢ok kuvvetli proton alicisidir. Ayni zamanda PVP, PPO’nun kismi
yarismali inhibitoriidiir fakat PVP’nin inhibitér etkisi enzim preparasyonunun
yikanmasi ile elimine edilebilir. Fenollerin baglanmasinda bazen polietilen glikol
(PEG) tercih edilir [114]. Belki de bunun sebebi ham enzim preparasyonu eldesin de,
PEG’in asetondaki ¢oziiniirliigiiniin belirli avantajlar saglamasindan dolayidir [114].
Poliamid (naylon) ve polikaprolaktam fenol baglamada basarili bir sekilde
kullanilmaktadir [114]. Enzim disindaki kazein gibi proteinler fenollerle hidrojen
bag1 kurmakta kullanilabilir. Proton alicis1 gibi davranan organik ¢oziiciiler (ketonlar,
esterler, dimetil amid, dimetil sulfoksit ve N-metil pirolidin)’de fenollerle kompleks

yapmada etkilidirler [114].
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1.3.2 PPO’nun Saflastirilmasi

Ham ekstrakt PPO preparasyonlaninin saflagtiriimas igin, ulagtimak istenen
saflik derecesine ve enzim kaynagina gore degisen ¢ok ¢esitli metotlar
tantmlanmistir. Bu metotlardan siklikla uygulananlan farklh doygunlukta amonyum
stilfat ¢oktiirmesi, Sephadex G-100 veya G-200 tizerinde jel filtrasyon kromatografisi
ve DEAE-Sephadex veya DEAE-seliiloz anyon degistiricileri iizerinde iyon degisim
kromatografisidir. Buna ek olarak, disik molekiil agirhkli safsizliklan
uzaklastirmak igin diyaliz ya da Sephadex G-25 kromatografisi bu metotlarin bazi
kombinasyonlarinin ara basamaklarinda kullamilmaktadir [23]. Uygulanan metotlarin
siras1 degisebilir. Bazi durumlarda, bir ya da diger saflagtirma basamag tekrar
kullanilabilir. Ornegin; mantar PPO’sunun saflastirma prosediirii igin iki amonyum
stilfat ¢oktirme adimi  bildirilmektedir, bunlardan birisi DEAE-seliiloz
kromatografisi 6ncesinde digeri ise sonrasinda tatbik edilmistir [43]. Seftali ve kiraz
PPO’lann  sirastyla DEAE-seliloz ve DEAE-Sephadex kromatografisi ile
saflastinlmistir [51]. Mantar PPO’suna, kalsiyum fosfat jeli iizerine adsorpsiyonu
takiben hidroksiapatit lizerine adsorpsiyon kromatografisi uygulanmstir [115].
Seftali PPO’sunun saflagtinlmas: i¢in, hidroksiapatit kromatografisini takiben
DEAE-seliiloz kolonundan elusyon yapilmistir [116].

Afinite kromatografisinin ve son zamanlarda da hidrofobik adsorpsiyon
kromatografisinin biyolojik molekiillerin saflastirilmasinda ve izolasyonunda giiglii
teknikler oldugu ispatlanmistir. 1953 yilinin baslarinda Lerman, seliiloza baglanmis
mantar PPO’sunun fenolik ve substitiite benzoik asit tlirevi inhibitorlerinin etkili bir
afinite adsorbanlart olabilecegini gostermistir [117]. Daha sonra Gutteridge ve Robb,
mantar PPO’sunun yarigmali bir inhibit6rii olan 4-amino benzoat’i Sepharose-4B’ye
baglayarak, bu afinite adsorbantinin enzimin saflastirilmasinda kullanigh oldugunu
gostermislerdir [118]. Aym donemlerde O’Neill ve arkadaslari Sepharose-4B,
aminofenol tasiyan camlar ve p-amino benzil seliiloza fenolik, katekolik ve benzoil
gruplarini baglayarak hangi adsorbantin mantar PPO’suna spesifiklik gésterdigini
aragtirmislardir [119]. Bu adsorbantlardan, dopamin afinite kolonlan ham ekstrakttan

enzimi alikoymayr basarmistir. Maalesef bu kolonlar kendiliginden oksidasyona
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ugradigindan dolay: tekrar tekrar kullanilamamistir. Benzer bir yaklasim Yonekura
ve arkadaslar1 tarafindan at sinegi tirtili PPO enziminin saflastirilmast igin
kullanilmistir [120]. Bu aragtirmacilar afinite resini olarak fenilalanin, p-amino
benzoat, bir p-amino benzoat tiirevi ve N-asetil-L-fenilalanini kullanmislardir.
Bunlardan sadece p-amino benzoat tiirevi, PPO’yu belirli bir derecede baglamigtir.
Menon ve Haberman ise Sepharosa 3-iodotirozini baglamislardir [121]. Bu tasiyict

ile iki veya li¢ izoenzim formu ayristirilmis ve enzim kismen saflastinlmistir.

Lerman yiiksek tuz konsantrasyonunun nonspesifik adsorpsiyonu arttirdigini
bildirmesine ragmen, bu c¢aligmalardan hi¢ birisi hidrofobik adsorpsiyon veya
immuno afinite kromatografisinin kullanilmast olasiligini arastirmamistir. Bu teknik
Flurkey ve Jen tarafindan seftali PPO’sunu saflastirmada kullamlmustir [122].
Flurkey ve Jen tarafindan gelistirilen metot daha sonra Wissemann ve Lee [123], ve,
Wissemann ve Montogomery [124] tarafindan liziim ve armut PPO’larinin
saflastirilmasinda adapte edilmigtir. Goldhirsh ve Whitaker haricinde mantar PPO’su
veya ilgili enzimlerin immuno kromatografisi i¢in kiigiik ilerlemeler bildirilmektedir
[125]. Bu arastirmacilar mantar PPO’sunu izole etmek i¢in immuno afinite
kromatografisini kullanmislardir. Kahn ve Andrawis mantar PPO’su tizerine
tropolen, metimazol, L-mimozin, 2-merkaptobenzimidazol ve 2-
merkaptobenzotiyazol’lin etkisini arastirmislardir [126]. Bu inhibitrlerin bir ¢ogu
diisiik K; veya Isp degerleri ile karakterize edilmigtir. Bunlardan bazilart da bakir
selatlayicis1 olarak bildirilmistir. Mantar PPO’su icin afinite resinleri p-
aminobenzoik asit veya p- aminobenzoik asit tiirevleri olmasina ragmen, yukarida
bahsedilen inhibitdrler daha kullamsli ligandlar olabilir. Bu verilen bilgiler 15181
altinda, Ingebrigtsen ve Flurkey bu inhibitérlerden herhangi birisinin disiik tuz
(afinite) veya yiiksek tuz (hidrofobik) sartlann altinda afinite adsorbanti olarak
kullanilip  kullanmilamayacagini  arastirmislardir  [127]. Cesitli alkil ve fenil
tirevlerinin de mantar PPO’su izolasyonunda afinite adsorbanti olarak
uygulanabilirligi arastinlmugtir. Mantar PPO’su, solid desteklere baglanmis 2-
merkaptobenzimidazol, 2-merkaptobenzotiyazol, metimazol, mimozin ve tropolen
ligandlarina karst afinite ve hidrofik kromatografiye maruz birakilmistir. CNBr ile

aktive edilmis Sepharosa baglanmis merkaptobenzimidazol, merkaptobenzotiyazol
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ve metimazol kolonlan ve epoksi ile aktive edilmis Sepharosa baglanmis mimozin
kolonu afinite kromatografisi sartlan altinda enzimin ¢nemli bir kismim
alikoymustur. Hidrofobik kromatografisi sartlar altinda yalmzca
merkaptobenzimidazol ve merkaptobenzotiyazol kolonlari enzimin 6nemli bir
kismini alikoymustur. Enzim, hidrofobik sartlar altinda, fenil ve fenilbiitilamin
kolonlarinda da alikonmustur. Baslangi¢ tuz konsantrasyonu artirilmasi, hidrofobik
sartlar altinda c¢esitli alkil kolonlarina baglanan enzim miktarim arttirmaktadir.
Mantar PPO’su iki antibadi kolonu tiizerinde de adsorbe edilmistir. Bir kolon
holoenzimi alikoyarken diger kolon enzimle ilgili diisiik molekiil agirlikli proteinleri

alikoymustur.

Bu sonuglar, solid desteklere baglanmis inhibitorler, fenolikler, alkil
gruplart ve antibadiler ile mantar PPO’sunun saflagtirilabilecegini ve karakterize

edilebilecegini gostermektedir.

O’Neill ve arkadaglari CNBr ile aktive edilmis Sepharose 4B’ye PPO’nun
inhibitérlerinden  olan p-aminobenzoik asidi baglammslardir [119]. Bu afinite
matriksi tizerinde PPO’nun yiiksek adsorpsiyonunu rapor etmislerdir. Fakat PPO’yu
saflastiramamislardir. Diger taraftan Lerman, seliiloza bagh p- aminobenzoik asit ile
hazirlanan afinite matriksi (Cizelge 1.10, matriks A) iizerinde PPO’nun diigiik
adsorpsiyonunu rapor etmistir. O’Neill ve arkadaslan ve Lerman tarafindan
hazirlanan afinite matriksleri p-aminobenzoik asidin baglanmasi metodu bakimindan
farklidir. Bu durum, PPO’nun eliisyonu ve adsorpsiyonu iizerine aktivasyon

. ¥
prosediiriiniin etkisinin olabilecegi goriisiinii ortaya ¢ikarmustir.

S.U.Pathak ve arkadaslan tarafindan yapilan bir g¢alismada afinite
kromatografisi iizerine aktivasyon metotlarinin etkisi arastinlmigtir [128]. Bu amagla
patates PPO’sunun afinite kromatografisinde kullanilmak iizere, CNBr veya
divinilsulfon (DVS) ile aktive edilmis Sepharose-4B’ye degisik uzanti kollari
baglanarak p- aminobenzoik asit (PABA)’inde baglanmastyla ¢esitli afinite jelleri

(B, C, D ve E) hazirlanmistir (Cizelge 1.10)
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Seliillozun aromatik eterlerine PABA’nin baglanmasiyla hazirlanan afinite
jeli (Cizelge 1.10, jel A) ¢ok diisiik PPO adsorpsiyonu gosterirken [117], CNBr ile
aktive edilmis Sepharose 4B’ye PABA’nin baglanmasiyla olusturulan afinite jelinin
(Cizelge 1.10, jel B) PPO’yu adsorpsiyonu yiiksektir. CNBr aktivasyonu ile
hazirlanan B ve C jelleri, aktivasyon esnasinda bazik amidine nitrojeninin
katilimindan dolayr pozitif bir yiike sahiptir. DVS aktivasyonu ile hazirlanan D ve E
jelleri ise negatif ylike sahip grup igermektedir. CNBr ile aktive edilmis Sepharose-
4B’ye PABA’nin baglanmasiyla hazirlanan B ve C jelleri PPO’ya kars1 yiiksek
adsorpsiyon gdstermistir. pH’daki kiigiik degisiklikler eliisyonu etkilememistir. Fakat
0.05 M sodyum fosfat tamponuna (pH &.00) 1 M NaCl eklendikten sonra enzim eliie
edilebilmistir ve eliie edilen enzimin spesifik aktivitesi ¢ok diisiik bulunmustur. Eliie
edilen enzimin spesifik aktivitesinin diisiik ¢gikmasinin sebebi enzimin adsorpsiyon-
eliisyon islemi sirasinda inaktive olmus olabilecegine baglanabilir. B ve C jellerin de
kuvvetli baglanma ve diisiik eliiat aktivitesi O’Neill’in bulgularniyla ortiismektedir.
C4 uzantt kolunun eklenmesi (Cizelge 1.10, jel C) eliisyon iizerinde higbir etkiye
sebep olmamistir. Bu da enzim ile matriks arasinda higbir etkilesimin olmadigint
gostermektedir. DVS ile aktive edilmis Sepharose-4B’ye PABA’nin baglanmasiyla
olusturulan afinite jelleri (Cizelge 1.10, jel D ve E) PPO’ya kars: diisiik adsorpsiyon
gostermislerdir. Fakat adsorbe edilmis enzim NaCl olmaksizin 0.05 M sodyum fosfat
tamponu (pH 8.00) ile kolayca eliie edilmistir ve eliie edilen enzimin spesifik
aktivitesi yliksek bulunmustur. Eliisyon yalnizca pH’daki degisimler ile etkilenmistir.

DVS ile aktivasyon matriks lizerindeki pozitif yiikii de elimine etmistir.

Hazirlanan bu jeller (Cizelge 1.10, B, C,’D ve E) lizerinde PPO’nun
baglanmasindaki ve eliisyonundaki  farkliliklar; CNBr ve DVS aktivasyonu ile

matriksler tizerinde saglanan yiik farkina atfedilmektedir [128].
1.3.3 PPO’nun Homojenitesi ve Molekiil Agirhgi

Bir ¢ok kaynaktan elde edilen PPO enziminin farkli molekiiler yapilarda
oldugu bildirilmektedir. Bu yapilarin sayist enzim kaynagina ve enzimin
ekstraksiyonu ve saflastirilmasinda uygulanan metotlara baghdir. Molekiil

yapilarinin farkl olusu;
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e benzer alt birimlerin degisik polimerizasyon derecelerinde birlesmelerine,
o farkl alt birimlerin degisik kombinasyonuna,
e tek bir proteinin konformasyonel degisimlerine, veya

e bahsedilen bu ii¢ ihtimalin kombinasyonuna atfedilir [30].

Muz ve seker kamisi kloroplastlarindan elde edilen PPO’lar oldukga diisiik
molekiil kiitlelerine (12000 ve 10000) sahip iken, genelde PPO monomerinin 30000
dalton civarinda molekiil kiitlesine sahip oldugu ve bir bakir atomu ihtiva ettigi kabul

edilir [27].

Farkli molekiiler yapidaki enzimler substrat spesifikligi, optimum pH,
optimum sicaklik ve inhibitdrlere karsi olan davramglan bakimindan farkhiliklar
gosterebilirler. Dehidrogenasyon ve hidroksilasyon aktivitelerinin
(katekolaz:kresolaz) oranlart iizerinde ¢ok detayli calismalar vardir. Genel olarak,
cesitli yapilann yalmiz bir kismi monofenollere etki eder. Hidroksilasyon
aktivitesinin dehidrogenasyon aktivitesine oranla daha kararsiz oldugu alkali pH
sartlarinda, biiylik molekiil agirlikh yapilar hidroksilasyon aktivitelerinin ¢ogunu
kaybederler [46]. |

1.3.4 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

PPO aktivitesi substratin tiikenme veya iirliniin olusum hizinin 6l¢iilmesiyle
belirlenebilir. Enzimin reaksiyon inaktivasyonu kisa zamanda o-dihidroksi fenollerin
oksidasyonunu yavaslattigindan dolayr her iki metotda da, reaksiyonun baglangi¢

hizinin Sl¢iilmesine dikkat edilmelidir.

Substratin tiikenme hizi, genel olarak, O, absorpsiyonu ya Warburg
respirometresi ile manometrik olarak ya da bir oksijen elektrodu ile polarografik
olarak 6lgiiliir. Bu iki metotda ayni sonuglar vermez. Ayni sartlar altinda elde edilen

O, absorpsiyon degerleri polarografik metotda daha yiiksek ¢ikmaktadir [129].
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Uriiniin olusum hiz1 kinonlardan olusan renkli bilesiklerin optik dansitesinin
6lglimiiyle spektrofotometrik olarak 6lgiilebilir. Bu metot oldukga basittir ve rutin

analizlerde kullanilir.

Katekol, pirogallol veya klorogenik asit gibi dogal substratlar
spektrofotometrik metotlarda kullanilabilir [130]. Cesitli fenollerin oksidasyon
tirlinlerinden olusan renkli bilesiklerin degisik dalga boylarinda maksimum
absorpsiyon vermeleri, O6zellikle alkali pH’larda substratlarin oto oksidasyona
ugrayabilecegi ve klorogenik asit gibi bazi inhibitérlerin fazla miktarlarinin enzimin

giicli bir inhibisyonuna sebep olabilecegi géz dniinde tutulmalidir [130].

Aktivite Ol¢iimleri esnasinda PPO’nun reaksiyon inaktivasyonunu
geciktirmek i¢in, ¢esitli yontemler kullanilir. Reaksiyon karisimi, enzim ve substratin
yani sira, olugan kinonlan hemen indirgeyen hidrokinon ve askorbik asit gibi daha
negatif indirgenme-yiikseltgenme potansiyeline sahip bir veya daha fazla bilesik
igerir. Bundan dolayi, bu reaktiflerin konsantrasyonlart sabit kaldig1 siirece,
substratin katalitik miktan yeterlidir. Sistemin indirgenme-yiikseltgenme potansiyeli
polarografik olarak &l¢iilebilir. Bu prensibe dayanan diger uygulamalarda, reaksiyon
karisimina kolay okside olabilen askorbik asit ilave edilir ve askorbik asidin
maksimum absorpsiyon verdigi 265 nm’deki konsantrasyonundaki azalma olgiiliir
[131]. Askorbik asidin tiikenme hzi enzim aktivitesi ile direkt olarak orantilidir.
Reaksiyon sistemindeki hizi belirleyen adim kinon<»substrat transformasyonudur.
Askorbik asit oksidaz elde edilen sonuglara tesir eder. Bu metodun diger bir
uygulamasina gore, reaksiyon ortamina eklenen beli;li miktardaki askorbik asidin
tamaminin tiikenmesi i¢in gereken zaman yerine, renkli kinon iirlinlerinin olusumu

lgiliir. Bu kronometrik metot olarak isimlendirilir.

Askorbik asit yerine 420 nm’de absorbans veren Ky[Fe(CN)¢].3H,O
kullantlabilir. Bu durumda, askorbik asidin mevcudiyeti veya 265 nm’de absorbans
veren bitki materyalleri sonuca tesir etmez. Bu metodun diger avantajlari ise,
ferrosiyaniiriin 6zellikle asidik bolgelerdeki pH deZisimlerine karsi askorbik aside

gore daha az hassas olmasi ve ¢ozeltide de daha kararli olmasidir. Ayni substrat
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konsantrasyonu kullanildig1 zaman, ferrosiyaniir metodu askorbik asit prosediiriine

oranla yar1 yariya daha az hassastir [30].

Fenolik substratlanin ve reaksiyon {riinlerinin {izerine yapilan gaz
kromotografisi galigmalari, kolayca okside olabilen materyaller kullaniimadiginda
katekol substrati ile yliksek »KM degerlerinin elde edildigini gostermistir [132]. Bu
calismalar, reaksiyonun Michaelis-Menten kinetigine uydugunu ve reaksiyon

esnasinda enzimin inaktivasyona ugradigin gostermistir.

Reaksiyon inaktivasyonunu &nlemek igin ¢esitli prosediirler tasarlanmistir.
Bu prosediirler reaksiyon karisimindan kinonlarin uzaklastirilmasina dayanir. 3-
metil-2-benzotiyazolon hidrazon hidroklorik kinonlarla kondansasyon triinleri
olusturur. Bu firiinler daha sonra kloroform ile reaksiyon karisimindan ekstrakte
edilir ve organik fazin absorpsiyonu 500 nm’de okunur. Kondansasyon tiriinlerinin
ekstraksiyonu yerine asetonda ¢oziilmesi daha hassas sonug¢lar vermektedir [133].
Diger bir metotda ise her bir tiyol molekiilii bagina bir mol kinon tiiketen ve renksiz
bilesikler olusturan sar1 bir bilesik olan 2-nitro-5-tiyobenzoik asit anyonu kullanilir.
Enzim aktivitesi 2-nitro-5-tiyobenzoik asidin 412 nm’deki absorbansindaki

azalmasimin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesiyle takip edilir [134].
1.3.5 PPO’nun Dogada ve Gida Isletmeciligindeki Rolii

PPO’nun bitkilerdeki mevcudiyeti sinirh olmasina ragmen dogadaki rolii
¢ok ¢esitlidir. Yiiksek bitkilerin solunum zincirinde gbrev alan terminal
oksidazlardan biri oldugu bildirilmektedir fakat bu roliin 6nemi hala bir soru

isaretidir [23].

PPO’nun tabiattaki en onemli gérevi bitkilerin viral veya mikrobiyal
enfeksiyonlara ve muhtemelen de degisik iklim sartlarina karsi direncinde rol
oynamasidir. PPO-polifenol sisteminin bitki patolojisindeki rolii hakkinda ¢ok ¢esitli

arastirmalar yapilmistir.
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Patates X viriisii ile enfekte olan dokular enzimatik kararmaya karsi daha
hassastir ve bu dokular saghkli dokulara oranla daha fazla fenol igerigi bulundurur.
Diger taraftan, lipid igerigi enfekte olmus dokularda daha diistiktiir [135]. Tath
patates dokularinin Ceratocystis fimbriata mantarindan elde edilen patojenik veya
patojenik olmayan bir izolatla agilanmasi dokularda PPO aktivitesinin artisina neden
olmaktadir. Tathi patates koklerinin diigiik  konsantrasyonlardaki etilene maruz
birakilmast da aymt sekilde Ceratocystis fimbriata enfeksiyonuna karst direnci

arttirdigi gibi PPO aktivitesini de arttirmaktadir [136].

Olgun elma dokularindan ekstrakte edilen fenolik bilesikler Botrytis cinera,
Penicillium expansum ve Alternaria sp.’nin ¢ogalmasini inhibe ettigi bulunmustur.
Olgunlasma esnasinda gozlenen fenolik igerigin azalmasi, dokunun ¢liriimeye maruz

kaldigindaki artisla uyusmaktadir [137-139].

Bitkilerin enfeksiyona karsi olan direnglerinde PPO’nun gérevi basitge
sudur; enzim etkisi sonucu olusan kinonlar, ikincil bir polimerizasyon reaksiyonlart
vererek su da ¢Oziinmeyen, koyu renkli polimerler olustururlar. Bu polimerlerle
doldurulan dokular enfeksiyonun yayilmasina karsi bariyer gorevi iistlenirler. Bu
olay bazi aragtirmacilar tarafindan PPO’nun ana fonksiyonu olarak kabul
edilmektedir [30]. Lipid igerigin azalmasi bu agidan ¢nemlidir. Ciinkii, bu durum
membranlarin gegirgenligini etkileyebilir ve enzimin substratlanyla temasim
kolaylastirarak ~ “bariyerlerin” olusumunu arttirabilir. Diger bir teoriye gore de,
polifenollerin oksidatif polimerizasyonunun ara firiinleri enzimi inaktive edebilir
veya kararsiz bitki enzimlerine ve viriislere baglarilr [30]. Zit iklim kosullanna
diren¢li bitkilerde, genel olarak direngsizlere oranla daha fazla PPO aktivitesine
rastlanmustir, Smegin kis sartlanna dayanmkh bir erik tiirli olan Prunus ussuriensis
yapraklarinda ve yine kig sartlarina dayanikli asmalarda dayanikli olmayanlara oranla

daha fazla PPO aktivitesi bulunmustur [140].
PPO’nun hidroksilasyon reaksiyonu tirozinin DOPA’ya, p-kumarik asidin

kafeik aside, p-kumarilkuinik asitin klorogenik aside veya flavonoidlerin B-halkasina

hidroksil grubunun katilmasiyla fenol biyosentezinde rol alir [78].
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PPO’nun o-dihidroksifenoller {izerine etkisinden olusan kinonlar tiriptofan
ile reaksiyona girerek indolpiriivik asit lizerinden indol asetik asidi olustururlar.

Bundan dolayi, PPO bitki biiytime regiilasyonunda rol alabilir [30].

PPO etkisiyle olusan kinonlar humuslasma ve enzimatik olmayan
kararmaya yol agan benzer reaksiyonlara katilabilir ve bundan dolay1 topragin

organik maddelerinin tiretimine katkida bulunur [15].

Gida teknolojistleri PPO enzimiyle ilgili olan enzimatik kararma olayl
lizerinde yogunlasmislardir. Enzimatik kararma PPO etkisinin dolayh bir sonucudur.
Enzim tarafindan katalizlenen oksidatif reaksiyonun birincil iirlinleri olan kinonlar;
(a) birbirleriyle reaksiyona girerek yiiksek molekiil agirlikli polimerleri olustururlar,
(b) amino asitler veya proteinlerle makromolekiiler kompleksler olustururlar ve (c)
diisiik indirgenme-yiikseltgenme potansiyeline sahip bilesikleri okside ederler.
Enzimatik olmayan (a) ve (b) reaksiyonlan kahverengi pigmentlerin olusumuna yol
acar, bunlarin molekiil agirhig1 yiikseldik¢e renk daha da koyulasir, (c) tiirlindeki
reaksiyonlarin {irtinleri renksizdir. Erik, sultani iiziim veya siyah ¢ay iiretiminde
enzimatik kararma arzu edilen bir prosestir. Yesil kahve ¢ekirdegi PPO aktivitesi ve

iceceginin kalitesi arasinda pozitif bir iliski bulunmustur [30].

Fermente igeceklerin koku ve tadinda PPO etkisi istenen bir durum olabilir.
Elma suyu ve fermente armut suyu iiretiminde, dogal olarak bulunan fenollerin
polimerize ve kondense olmus oksidasyon {iriinleri ¢oker ve filtrasyonla uzaklastinlir
[78]. Uziim fenollerinden, baslica katekinler, enzim i7le olusturulan kinonlar amino

asitlerle reaksiyona girebilir ve son tiriin olarak ugucu aldehitleri verirler.

Meyve ve sebzelerin tasinmasi veya islenmesi esnasinda meydana gelen
zedelenmelerden dolay1 veya bu {iriinlerin kesilmis, dilimlenmis yiizeylerinin havaya
maruz birakilmasi ya da dondurulduktan sonra ¢6zlinmesi enzimatik kararmaya yol

acar. Bu durum, siiphesiz, oldukga istenmeyen bir islemdir ve engellenmelidir.

Bazi un tiirlerinde bulunan yiiksek PPO aktivitesi ekmek veya makarna

tirlinlerinde kararmayr meydana getirir. Enzimatik olarak olusan kinonlarin kazein
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gibi proteinlerle reaksiyonu makarna iiriinlerinin sindirimini ve lisin igerigini azaltir
[141]. Bu besinlerin besleyici deéerini etkileyebilir. Enzimatik renk degisimi, pancar
ve seker kamisimin islenmesi esnasinda yalmz son {iriiniin rengine etki
edebileceginden degil aymi zamanda olusan polimerlerin sekerin kristallizasyonunu
zorlastiracagindan ve verimi diistireceginden dolay1 da istenmeyen bir durumdur
[46]. En istenmeyen durum ise (c) grubuna ait reaksiyonlar sonucu, PPO tarafindan
olugturulan kinonlarin diisiik indirgenme-yiikseltgenme potansiyeline sahip
bilesikleri okside etmesidir ki bu bilesikler aymi zamanda dihidroksi fenollere
indirgenmektedir. Bundan dolayi, bunlar (kinonlar) enzimin oksidatif etkisine taze
substrat saglamayr reaksiyon lriinleriyle inaktive oluncaya kadar veya disiik
indirgenme-yiikseltgenme potansiyeline sahip bilesikler tiikeninceye kadar devam
ederler. Bu olay askorbik asidin kinonlar iizerinde nasil bir etki yaptigim1 ve bu
bilesigin renk degisimini nasil 6nlediginin sebeplerinden birini gdstermektedir.
Bunun tamamu tiikeninceye kadar, kinonlar siirekli olarak indirgenir ve birbirleriyle
veya doniistimsiiz renkli polimerler olusturmak iizere proteinler veya amino asitlerle
reaksiyon veremez. Bundan dolayi, enzimatik kararmanin olusumu dokulardaki
vitamin C’nin tamaminin bittigini gosterir. Patlican, vigne ve kirazda goriildiigii gibi
antisiyaninler PPO tarafindan olusturulan kinonlar ile, benzer sekilde,
bozundurulurlar. Askorbik asit antosiyanin ok§idasyonu diigiik indirgenme-

ylikseltgenme potansiyeli ile engeller [30].
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2. MATERYAL VE YONTEMLER
2.1 MATERYALLER
2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel calismalarda kullanilan, Sepharose-4B, p- aminobenzoik asit, L-
tirozin, standart serum albiimin, N,N,N,N’ tetrametiletilendiamin (TEMED), diyaliz
torbalar1 Sigma Chemical Comp’den; trikloro asetik asit (TCA), sodyum hidroksit,
sodyum kloriir, sodyum karbonat, sodyum sitrat, trihidroksimetil aminometan (Tris),
siyanojen bromiir, amonyum siilfat, sodyum siilfat, stilfiirik asit, glisin, fosforik asit,
asetik asit, etil alkol, metil alkol, hidroklorik asit, sodyum azotiir, sodyumnitrat,
sodyumdihidrojen fosfat, sodyum bikarbonat, askorbik asit, polietilenglikol (PEG),
katekol, 4-metil katekol, pirogallol, L-sistein, glutatyon, ditiyoeritritol, NaEDTA, B-
merkaptoetanol, 2-merkaptobenzotiyazol, stilfosalisilik asit, p-kresol, etilen glikol,
Merck A.G’den ; akrilamid, bisakrilamid, amonyum perstilfat, SDS, bromfenol
mavisi, gliserol, Coomassie brillant blue G-250, Coomassie brillant blue R-250 Fine

Chemical’dan saglandu.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu ¢alismada asagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmastir.
Sogutmali santrifiij  : Hettich zentrifugen, EBA-12R
pH metre : Orion- model 920A

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

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

Homojenize Edici :Ev tipi blender
Elektroforez tanki : Hoefer, HSI

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

Calkalayict : Clifton

Sabit sicaklik sirkiilatdrii : Techne-Tempette Junior TE-8J
Vortex : Fisons Whirli Mixer

2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Deneysel ¢alismalarda kullamilmak tizere asagidaki ¢ozeltiler hazirlandi.
1) Ekstraksiyon tamponu: % 0.5 PEG, 10 mM askorbik asit igeren 0.5 M fosfat
tamponu (pH 7.3); 8.7 gr (0.05 mol) K,HPQOy4, 0.5 gr polietilen glikol (PEG), 0.176
gr (0.001 mol) askorbik asit 80 mL saf suda ¢oziildii. 1 M HCI ile pH 7.3’e kadar pH

metre yardimiyla titre edildi ve son hacim destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2) Amonyum siilfat ¢coktiirmesi sonucunda olusan c¢okelegin ¢ozeltiye alindig: ve
diyalizin yapildigi tampon: 5 mM fosfat tamponu (pH 6.3); 0.87 gr (. 0.005 mol)
K;HPO4 950 ml saf suda ¢oziildii. 1 M HCI ile pH 6.3’e kadar titre edildi ve son

hacim destile su ile 1L’ye tamamlandi.

3) Afinite jeli sentezinde kullanilan tamponlar: 0./ M NaHCO; tamponu (pH 10.0
)5 8.401 gr (0.1 mol) NaHCO3 950 mL destile suda g¢éziilerek, 1 N NaOH ile pH’s1

10.0’a getirildi ve son hacim destile su ile 1 L’ye tamamlandi.

0.2 M NaHCO; tamponu (pH 8.8); 8.401 gr (0.1 mol) NaHCO; 450 mL destile suda
coziilerek, 1 N NaOH ile pH’s1 8.8 ¢ getirildi ve son hacim destile su ile S00 mL’ye

tamamlandi.

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

tamamlandi.
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4) Afinite jelinin dengelenmesi ve yikanmasi igin kullanilan tamponlar:0.05 M
Sfosfat tamponu (pH 5.00); 3.55 gr (0.025 mol) Na,HPO, 450 mL destile su iginde
¢oziilerek pH’st 5.00’a getirilerek son hacmi destile su ile 500 mL’ye tamamland.

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

tamamlandi.

5) Afinite kromatografisinde jele baglanmis PPO enziminin elusyonu icin
kullanilan ¢ozelti: 0.05 M Na,HPO,! M NaCl fosfat tamponu(pH 8.00); 3.55 gr
(0.025 mol) Na;HPO,4 ve 29.25 gr (0.5 mol) NaCI 450 mL destile su iginde ¢6ziilerek

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

6) Optimum pH ve sicaklik ¢alismalarinda kullanilan pH’s1 4-9 arasinda olan
tampon cozeltiler: pH 4-4.5 araliginda 0.1 M sitrat/0.2 M K, HPOy4 tamponu; Bu
tampon igin 2.94 gr sodyum sitrat ( 0.01mol ), 3.48 gr ( 0.02 mol ) K, HPO, 80 ml
saf suda ¢é6ziilerek 1 M NaOH veya 1 M HCI yardimyla istenen pH’ya kadar titre

edildi ve daha sonra saf su ile hacim 100 mL’ye tamamlandi.

pH 5-7 araliginda 0.2 M fosfat tamponu; Bu tampon ¢6zelti i¢in 3.48 gr K, HPO,4 80
ml saf suda ¢6ziildti, 1 M HCI ile ¢ozelti istenen pH’ya ayarlandiktan sonra saf su ile

hacim 100 mL’ye tamamlandu.

pH 7.5-9 araliginda 0.2 M Tris tamponu; Bu tampon ¢6zelti i¢in 12.114 gr ( 0.1 mol
) Tris 400 ml saf suda ¢oziilerek, bu ¢ézeltiden 40’ar mL alind;, 0.1 M HCI ile
cozelti istenen pH’ya ayarlandiktan sonra saf su ile 50’ser mL’ye tamamlandr ve

boylece degisik pH’l1 seri Tris tamponlar hazirlandi.

7) Substrat Cozeltileri: Her bir substrat ¢ozeltisi 10 mL, 0.1 M olacak sekilde
hazirlandi. Bu amagla 0.11 gr (lxlO'3 mol) katekol, 0.124 gr (1x10” mol) 4-metil
katekol ve 0.126 gr (1x10™ mol) pirogallol alinarak her biri ayn ayr son hacim 10

mL olacak sekilde destile su ile ¢éziindiiriildiiler.

8) Protein tayininde kullanilan standart serum albumin ¢ézeltisi (1 mg/mL): 25

mg standart serum albumin 25 mL saf suda ¢6ziildii.
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9) Proteinlerin kantitatif tayininde kullamilan ¢ozelti: 100 mg Coomassie brillant
blue G-250, 50 mL etanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye 100 mL % 95°lik fosforik asit

ilave edildi. C6zeltinin son hacmi destile su ile 1 L’ye tamamlandi.

10) Stok inhibitér ¢ozeltileri: Inhibisyon caligmalarinda kullamilan inhibitér

cozeltileri Cizelge 2.1°de belirtilen miktar ve konsantrasyonlarda hazirlandi.

Cizelge 2.1 Inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan stok inhibitér ¢&zeltilerinin

hazirlanisi (Son hacim 10mL).

Stok
' Mol ¢ozeltinin Inhibitoriin
Inhibitor Miktar(gr) | sayisi(mol) | konsantras- ¢oziindiigii ortam
yonu(M)
Sodyum Azid 0.390 6x10~ 0.6 su
Ditiyoeritritol 0.0154 1x107% 1x10 su
4-karboksibenzen 1.006 5x10~ 0.5 1 M Tris tamponu
siilfanamid (pH 8.5)
2,4-dikloro-5-stilfamoil 0.2701 1x107 0.1 1 M Tris tamponu
benzoik asit (pH 8.5)
p-aminobenzoik asit 0.0686 5x107 0.05 seyreltik HCI
L-sistein 0.121 1x10~ 0.1 1 M Tris tamponu
(pH 8.5)
Sulfosalisilik asit 0.5084 2x10° 0.2 su
NaEDTA 1.8612 5x107 0.5 su
Glutatyon 0.1536 5x10™ 0.05 su
B-merkaptoetanol 70 uL 1x107 0.1 su
2-merkaptobenzotiazol 0.1672 1x10™ 0.1 1 M Tris tamponu
(pH 8.5)
Benzoik asit 0.2442 2x10” 0.2 1 M Tris tamponu
(pH 8.5)
p-aminometilbenzen 0.2227 1x10~ 0.1 1 M Tris tamponu
siilfanamid (pH 8.5)
Etilen glikol 560 pL 1x10™ 1 su
Siilfanamid 0.172 1x10° 0.1 1 M Tris tamponu
(pH 8.5)
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11) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu:

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5mL
% 10’luk SDS 4.0 mL
Gliserol 20mL
B-merkapto etanol 1.0 mL
Bromfenol mavisi 0.01 gr
Destile su 0.5mL

12) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan yiiriitme tamponu:

Tris-HCI 3.0¢r
Glisin 14.4 gr
SDS 1.0 gr

alinarak destile su ile son hacim 1L’ye tamamlanur.

13) SDS-PAGE elektroforezinde Kkullanilan ayirma ve yigma

jellerinin

hazirlamsi:  SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karnigimlarinin hazirlanist

ve kullanilan miktarlari Cizelge 2.2°de verilmektedir.

14) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi:

0.66 gr

Coomassie brillant blue R-250. 120 mL metanolde ¢dziildii. Bu ¢ozeltiye 24 mL saf

asetik asit ve 120 mL destile su ilave edildi.

15) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk agcma ¢ozeltisi: % 7.5 asetik

asit. % 5 metanol ve % 87.5 mL destile icermektedir. Bu amagla 75 mL asetik asit ve

50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistiriidi.
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Cizelge 2.2 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin miktarlari.

Ayirma Jeli Yigma Jeli
% 10 % 3
Akril amid/Bis

Akril amid 15 gr

Bis 0.4 gr 16.65 mL 2.6 mL
alinarak son hacim destile su ile 50

mL’ye tamamlanir.
Destile su 20.1 mL 12.2 mL

1.5 M Tris-HCI (pH 8.8)

Tris-HCI 11.82 gr

alinarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 12.5 mL _
M NaOH ilave edilerek son hacim
destile su ile 50 mL’ye tamamlanir.

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
Tris-HCI 3.94 ¢gr
alinarak pH 6.8 oluncaya kadar 0.1 y 5mL
M NaOH ilave edilerek son hacim
destile su ile 50 mL’ye tamamlanir.
% 10’luk SDS

SDS 1 gr

alinarak son hacim destile su ile 10 0.5mL 200 uL
ml’ye tamamlanir.

TEMED 25uL 20 uL
% 10’luk amonyum persiilfat
Amonyum persiilfat 1 gr 750 pL 400 pL

alinarak son hacim destile su ile 10

mL’ye tamamlanir.
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2.2 YONTEMLER
2.2.1 Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Arasgtirmada kullanilan meyvelerden dut Kirklareli, yer elmasi ise
Balikesir’den temin edildi. Meyveler ¢alismalarda kullanilincaya kadar derin
dondurucuda muhafaza edildi. Ham ekstrakt hazirlanmasi amaciyla, 50 g meyve 100
mL ( % 0.5 polietilen glikol ve 10 mM askorbik asit thtiva eden ) 0.5 M fosfat
tamponu (pH 7.30) ig¢inde ev tipi blender ile 2 dakika siireyle homojenize edildi.
Homojenat iki kat tiilbentten stiziildi. Siiziintii 20000xg’de +5 C’de 1 saat siireyle
santrifiyj edildi. Bitki duvarlarinmi ve seliilozik lifli kismi igeren ¢6kelek atildi. Elde

edilen stipernatant ham ekstrakt olarak kullanildi.
2.2.2 Amonyum Siilfatla Coktiirme
Amonyum siilfatla ¢oktiirme islemleri % 0-80 arasinda doygunlukta yapildi.

Coktiirme iglemleri sirasinda kullanilacak kati amonyum siilfat miktarlar asagida

verilen formiille tespit edildi.

1.77XVX(SQ— S])
r =
8 (NH4),504 3.54-S,

V : siipernatant hacmi
S: : I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S, : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Coktiirme isleminde kullanilacak kati amonyum siilfat miktart yukaridaki
formiile goére tespit edildi. Amonyum siilfat ¢6ktiirmesi sirasinda ham ekstrakta kati

(NH,4),SO, yavas yavas ve azar azar katildi, her ilave sonrasinda daha 6nce katilan
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(NH4),SO4‘1n ¢6ziinmis olmasina dikkat edildi. Kati amonyum siilfat katilmasindan
sonra % 80 doygunluga getirilen suspansiyon 20000xg’de 1 saat siireyle sogufmalx
santrifiijle santrifiijlendi. Tiim ekstrakt bu sekilde santrifiij edildikten sonra tiiplerin
lizerindeki sivi kisimlar atildi. Olusan ¢6kelek ise, 5 mM fosfat tamponunun (pH

6.30) ¢6ziinebildigi en az miktarinda ¢6ziildii.
2.2.3 Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim ¢ozeltisi diyaliz
torbasina (Sigma Diagnostics, dialysis sacks) yerlestirildi. Enzimin i¢inde bulundugu
tampona (5 mM fosfat tamponu, pH 6.30) kars1 3-4 defa degistirilmek suretiyle 24

saat slireyle diyaliz edildi.
2.2.4 PPO Enziminin Afinite Kromatografisi Ile Saflastiriimasi

PPO enziminin saflastinimast i¢in uygulanan metodlardan biriside afinite
kromatografisidir. Afinite kromatografisi, bir ¢esit adsorpsiyon kromatografisi olup
saflastiritlmast istenen moleklil veya biyolojik {iinitenin matriks adi verilen
¢oziinmeyen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis bir baglanma
bilesigine (ligand) spesifik ve tersinir baglandig1 bir tekniktir. Bu sayede saflastirma;
¢ok zor, yorucu ve bazi hallerde imkansiz olan bir ¢gok ayirma islemlerine gerek
olmadan kisa zamanda gerceklesmekte ve yiiksek bir verimle binlerce defa

saflastirilmus bilesikler elde edilmektedir [142].
2.2.4.1 Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Afinite jeli, Sepharose-4B matriksi iizerinde hazirlandi. Sepharose-4B’nin
serbest -OH guruplarinin modifikasyonunda yaygin olarak CNBr yonteminden
yararlanilmistir [128]. Ayni metot tarafimizdan kullanilarak, Sepharose-4B, CNBr ile
aktiflestirildikten sonra, tirozinle kovalent modifiye edildi. Reaktif tiirevde tirozine
diazolanmis p-amino benzoik asidin baglanmasi gergeklestirildi. Burada, tirozin
afinite jelinin uzanti kolunu, p-aminobenzoik asit ise enzimi spesifik olarak baglayan

kismint olusturmaktadir. p-aminobenzoik asit polifenol oksidaz enziminin spesifik
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bir inhibitdrii olup, afinite jelinin yapisina girerek s6z konusu enzimin yiiksek oranda
saflagtirilmasinda basaniyla kullamilmigtir. Afinite jeli asagidaki prosediire gore

hazirlandi;
¢ Sepharose-4B’nin aktiflestirilmesi ve tirozin baglanmasi:

10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit
hacimdeki destile su ile birlestirildi. Karigtinnlmakta olan jel stispansiyonuna 4 g toz
haline getirilmis CNBr’iin hepsi birden katildi. pH metre kullanilarak siispansiyonun
pH’s1 4 M NaOH ile hemen 11’e gikanldi ve reaksiyon bu pH’da muhafaza edildi.
Reaksiyona pH degismeyinceye kadar devam edildi (10-15 dakika). Cok miktarda
buz slispansiyona katild1 ve karigim bir buchner hunisine nakledildi. Daha sonra 250
mL soguk 0.1 M NaHCO; tampon ¢ozeltisi ile (pH 10.0) ile yikandi 20 mL’sinde 15
mg tirozin igeren ayni tamponun soguk ¢ozeltisi ilave edilerek, yavasca karistirilan
siispansiyondan, baglanma verimliligini belirleme amaciyla, her 15 dakikada i¢inde
jel bulunmayan 0.2 mL 6rmnek alindi ve 1 M NaOH ¢o6zeltisi ile 20 mL’ye
tamamlanarak 294 nm’de absorbans degisimi izlendi. 90. dakikadan sonra
absorbansda 6nemli bir farklanma olmadig: i¢in, baglanma reaksiyonu 90 dakika
olarak belirlendi. Bundan sonra siispansiyon, 16 saat 4°C’de bekletildi. Bu siirenin
bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikandi.
Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama, 100 mL
0.2 M NaHCO; tamponu ile (pH 8.80) tekrarlandi. Tirozinle modifiye Sepharose-

4B, ayni tamponun 40 mL’si i¢ine alind.

e p-aminobenzoik asidin baglanmasi:

25 mg p-aminobenzoik asit, 0°C civarinda 10 mL 1 M HCI igerisinde
¢oziildii. 75 mg NaNO, ihtiva eden 0°C’deki 5 mL ¢6zelti, p- aminobenzoik asit
¢ozeltisine damla damla katildi. 10 dakika reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan
p-aminobenzoik asit, 40 mL Sepharose-4B-L- tirozin siispansiyonuna ilave edildi.
pH 9.5’a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda sicakliginda kanstirildi. Daha sonra 1
L saf su ve ardindan 200 mL 0.01 M Na,HPO, (pH 6.0) tamponu ile yikand: ve ayni

tamponda muhafaza edildi.
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Afinite jelinin sentezi agamasindaki her bir tiirevin IR spektrumu ¢ekildi ve
EK A, EK B, EK C ve EK D’de verildi.

Reaksiyonlarin a¢ik formiilleri agsagida gosterilmektedir (Sekil 2.1).

OH CN
+ CNBr
’C—> HO
HBr

H

|
o e bk,
I

o COOH

Sekil 2.1 Sepharose-4B’nin modifikasyon basamaklari.

2.2.4.2 Enzim Cozeltisinin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enzimin

Eliisyonu

Hazirlanan afinite jeli 1x10 cm boyutlarindaki bir kolona paketlenerek 0.05
M fosfat tamponu (pH 5.00) ile, iistten ilave edilen ve alttan toplanan tamponun pH
degerleri birbirleriyle esit oluncaya kadar yikanarak dengeleme saglandi. Diyaliz

sonrasi elde edilen enzim ¢ozeltisi kolona tatbik edildi ve yine 0.05 M fosfat
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tamponu (pH 5.00) ile yikandi ve 3’er mL halinde tiiplere alindi. Béylece polifenol
oksidazin biiyiik kismi afinite jeline tutunmus ve diger safsizhiklar uzaklasmis oldu.
Toplanan tiiplerde 280 nm’de protein ve 420 nm’de enzim aktivite tayini yapildi.
Daha sonra 0.05 M Na,HPO,4 /1 M NaClI tamponu (pH 8.00) ile enzim eliisyonu
yapildi ve 3’er mL halinde tiiplerde fraksiyonland:. Elilatlarda bradford metoduyla
kantitatif, 280 nm’de kalitatif protein ve 420 nm’de enzim aktivite tayini yapildi.

Yukarida anlatilan prosediiriin aynist bu kez kolon dengeleme tamponu
olarak 0.05 M Na,HPO, ( pH 6.00) kullanilarak uygulandi. Elde edilen sonuglar
grafik halinde Sekil 3.3-3.8 ve 3.52-3.57’de verildi.

2.2.5 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Enzim Safliginin Kontrolii

Yer elmast ve dut PPO enzimlerinin afinite kromatografisi ile
saflagtinlmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3,
ayirma jeli % 10 konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat
jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemelli tarafindan belirtilen yontemle yapilarak

enzimin saflik derecesi kontrol edildi [143].

Bu amagla elektroforez cam plakalari 6nce su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri {izerine konuldu ve kiskaglarla tutturularak jel hazirlama cihazina
konuldu. Cizelge 2.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina
istten 2-3 cm kalana kadar enjektorle dokiildi. Jel icerisinde hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir
tabaka olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (yaklasik 15 dakika) st
ylizeydeki n-biitanol dékiildi. Daha sonra cam plakalarin arasi tamamen doluncaya
kadar polimerlesmis ayirma jelinin lizerine yigma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki
yiikleme jelinin {izerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklend:
(vaklasik 30 dakika). Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak, kuyucuklarin

arasinin bozulmamasina dikkat edilerek ¢ikarildi. Kuyucuklar dnce saf suyla sonra
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tank tamponuyla yikandi. Polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina

yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiriitme tamponu konuldu.

Afinite kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan yiiksek
aktivite gosterenler birlestirilerek amonyum stilfatla % 80 doygunluga getirildi. Elde
edilen ¢6zelti toplam hacim 100 puL olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla
kanstinldi. Lizozim (14.3 kDA), B-laktoglobulin (18.4 kDA), tripsinojen (24 kDA),
pepsin (34.7 kDA) , ovalbumin (45 kDA) ve sigir serum albumin (66 kDA) igeren
standart protein ¢ozeltisi, i¢erisinde her birinden 20 pg protein olacak sekilde
hazirlandi. Toplam hacim 100 pL olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla
karistirildi. Jele yiiklenecek numuneler 3 dakika kaynar su banyosunda bekletildi.
Numuneler sogutularak enjektdrle kuyucuklara yiiklendi.  Elektroforez gii¢
kaynagina baglanarak 80 volt’a ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye
yarayan numune tamponu i¢indeki boyaya ait bant yiikleme jelinden ayirma jeline
vardiginda voltaj 150 volt’a yiikseltildi. Bromfenol mavisinden kaynaklanan mavi
bant jelin altina 0.5 cm kalana kadar yiiriitiildiikten sonra akim kesilerek yiiriitme
durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi yigma jel kesililip
aynldiktan sonra protein bantlarini igeren ayirma jeli renklendirme ¢ozeltisi igine
konuldu ve 1.5-2 saat kadar c¢alkalayici tizerinde birakildi. Daha sonra jel
renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikarilarak renksizlestirme ¢6zeltisine kondu. Belirli
araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi agilip protein bantlar
belirginlesinceye kadar bu ¢6zelti iginde ¢alkalandi. Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden
¢ikarildiktan sonra fotografi ¢ekildi (Sekil 3.9-3.11). Tabii sartlarda poliakrilamid jel
elektroforezi de Leamelli tarafindan belirtilen yOntemle yiiriitme ve numune

tamponuna SDS katilmadan ve numuneler 1sitilmadan gergeklestirildi.
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2.2.6 Protein tayini
2.2.6.1 Kalitatif Protein Tayini

Calismamizda yapilan kromatografi islemleri sonucunda elde edilen
eluatlar esit hacimde alinip, biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Bu
metodla yapilan kalitatif protein tayininin temel prensibi, proteinlerin yapisinda
bulunan aromatik halkaya sahip olan amino asitlerin ( fenilalanin, tirozin ve
tiriptofan ) 280 nm’de UV isinlarint absorblamalan esasina dayanmaktadir [144].
Fraksiyonlar kuvartz kiivetlere alinarak, absorbanslari spektrofotometrede kdre karsi

olgiildil. Proteinin i¢inde bulundugu tampon kor olarak alindi.
2.2.6.2 Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Ekstraksiyon ve saflagtirma basamaklarinda elde edilen ¢ozeltilerdeki
protein miktar1 tayinleri, bu yontemle belirlendi. Bu yontem fosforik asitli ortamda
proteinlerin, Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi, olusan
kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir [145]. Bu
yontemin, diger protein tayini yontemlerinden {istlin tarafi, ¢ok kisa siirede
uygulanmasi, bozucu faktérlerin az olmasi, protein-boya kompleksinin ¢ozeltilerde

uzun stire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.

Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir albumin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 pL alindi. 5 mM fosfat tamponu (pH 6.30) ile tiim tiiplerin hacimleri 0.1 mL’ye
tamamlandi. 5 mL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tiipe ilave edildi.
Tiipler vorteks ile karistinlarak 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kére
kars1 absorbans degerleri okundu. Ké&r olarak 0.1 mL’lik 5 mM fosfat tamponu ( pH
6.30) olan 1. tiip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein
degerleri ile standart grafik hazirland: ( Sekil 3.1 ).

Hazirlanan enzim ¢6zeltilerinden 0.1’er mL 2 ayn tiipe alinarak {izerlerine

5’er mL Coomassie reaktifi ilave edildi. Vorteksde kanistirildi. 10 dakika sonra 595
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nm’de absorbanslan &lgiildii. Iki &lgiimiin ortalama absorbansina karsilik gelen

protein miktar standart grafik yardimiyla hesaplandi.
2.2.7 PPO Enziminin Aktivite Tayini

Polifenol oksidaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Aktivite 6l¢limii i¢in 0.2 mL enzim g¢6zeltisi ahnip daha 6nceden hazirlanmis olan
2.8 mL tampon + substrat (0.1 M katekol, 0.1 M 4-metil katekol veya 0.1 M
pirogallol) ¢ozeltisine ¢abuk bir sekilde eklendikten sonra 420 nm’de kore karsi bir
dakikada absorbansda meydana gelen degisme okundu. 1 Enzim Unitesi L)
reaksiyonun olustugu kiivette 1 dakikada meydana gelen 0.001’lik artis olarak
tanimlandi. Aktivite birimi olarak “1 mL enzim ¢6zeltisi bagina 1 dakikada

absorbansta meydana gelen 0.001 birimlik degisme” kullanildi.
2.2.8 PPO Enzimi Ile Ilgili Kinetik Calismalar

PPO enziminin kinetik 6zelliklerini aragtirmak i¢in ii¢ farkli substrat igin,
optimum pH ve sicaklik degerleri belirlendi. Elde edilen verilerden yararlanarak her
bir substratin degisik pH’lardaki aktivasyon enerjileri bulundu. Enzimin sicakliga
bagimli denatiirasyon ve renatiirasyon o6zellikleri arastirildi. Kullanilan her bir
substrat igin Ky ve Vi degerleri tayin edildi. Ayrica farklt inhibitérlerin, optimum

sartlarda, Iso, K degerleri ve inhibisyon tiirleri saptandi.
2.2.8.1 Optimum pH ve Sicaklik Calismasi

PPO enziminin maksimum aktivite gosterdigi optimum sicaklik ve pH
degerlerini belirlemek amaci ile degisik pH degerlerinde (4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5,
7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 ) ii¢ farkli substrat (katekol, 4-metil katekol ve pirogallol)
kullanarak 20, 30, 35, 45, 55, 65 ve 75 °C’deki reaksiyon hizlar1 ayr1 ayri belirlendi.
Her o6lgtim iki kez tekrarlanip ¢ikan deZerlerin ortalamas: alindi. Elde edilen
degerlerden yararlanarak aktiviteler bolim 2.2.7°de  anlatildigi gibi hesaplandu.

Bdylece PPO enzimi igin optimum pH ve sicaklik degerleri tek bir calisma ile tespit
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edildi. Elde edilen sonuglar grafik (Sekil 3.12-3.18 ve 3.58-3.64) ve tablo (Cizelge
3.2-3.10 ve 3.32-3.40) halinde verildi. |

2.2.8.2 Aktivasyon Enerjisinin Hesaplanmasi
Aktivasyon enerjilerinin hesaplanmasinda Arrhenius denklemi kullanildi.

Logk= _ Ea _lﬁ
2303xR T

Burada;
k : T(K) sicakligindaki reaksiyon hiz
R :ldeal gaz sabiti (1.987 kal mol” K™)

Ea: Aktivasyon enerjisi (kal mol ™'y dir.

Optimum pH ve sicakligin belirlenmesi ¢alismalarindan yararlanilarak her
bir substrat igin temperatiire bagimli reaksiyon hizlarindan aktivasyon enerjileri

hesaplandi.

Yapilan optimum pH ve sicaklik calismasindan elde edilen aktivite
degerlerinin (U/mLdak) logaritmasi, reaksiyon sicakliklarinin (°K) tersine (1/T) karsi
grafigi ¢izildi. Arrhenius denkleminden yararlanilarak grafiklerin egiminden (-
EA/2.303R) aktivasyon enerjileri hesaplandi. Cizilen grafikler Sekil 3.23-3.28 ve
3.69-3.74’de ve elde edilen aktivasyon enerjisi degerleri de Cizelge 3.11 ve 3.41°de

verildi.

2.2.8.3 PPO’nun Sicakhga Bagimh Denatiirasyon ve Renatiirasyon

Ozelliklerinin Arastirilmasi

PPO enziminin sicakliga bagimli denatiirasyon 0©zelligini belirlemek
amaciyla; 40, 50, 60, 70 ve 80 YC’lerde 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakika siireyle
inkiibasyonu sonrasi korudugu aktivite degerleri, 10 mM katekol substrati

kullanarak, standart aktivite 6l¢tim kosullarinda saptandi.
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Her bir sicakliktaki bekleme siiresi sonunda yapilan 6lgiimlerden elde
edilen aktivite degerleri % aktiviteye doniistiiriildii (Cizelge 3.12 ve 3.42). Zamana
kars1 % korunan aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 3.29 ve 3.75)

Renatiirasyon iglemlerinde ise denatiirasyon ¢alismasinda kullanilan ve
bahsedilen sicakliklarda bekletildikten sonraki enzim ¢6zeltisi 22 °C’ye kadar
sogutuldu. 22° C’de enzim aktiviteleri 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakika zaman
araliklarinda, 10 mM katekol substrati kullanarak, 6l¢iildii. Elde edilen degerler %
aktiviteye doniigtiiriildii (Cizelge 3.13 ve 3.43). 22 °C’deki inkiibasyon siiresine
karsilik % aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 3.30 ve 3.76)

2.2.8.4 Farkh Substratlar icin Optimum Sartlarda Ky ve Vi

Degerlerinin Bulunmasi

Kum ve Vinax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda katekol,
4-metil katekol ve pirogallol substratlarimin bes farkli konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesi Ol¢limleri yapildi. Her &lgiim iki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin

ortalamasi alindi.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak (Cizelge3.14-3.16 ve 3.44-3.46) her bir
substrat i¢in Linewear-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.31-3.33 ve 3.77-3.79). Ky ve
Vmax degerleri grafiklerin denklemlerinden yararlanilarak bulundu. Bulunan Ky,

Vmax V€ Vimax/ Ky degerleri Cizelge 3.17 ve 3.47° de verildi.
2.2.8.5 inhibitorler igin Iso Degerlerinin Bulunmasi

Farkli inhibitorlerin Iso degerlerini bulmak i¢in, optimum sartlarda katekol
substratmin 10 mM sabit konsantrasyonunda ¢alisildi. Once inhibitérsiiz ortamda
enzim aktivitesi bulundu. Bu deger % 100 aktivite olarak kullanildi. Degisik inhibitor
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbanslar 420 nm’de kore karsi okundu. Elde
edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesapland: ( Cizelge 3.18-3.24 ve 3.48-
3.53). % Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi (Sekil 3.34-3.47 ve 3.80-3.91 ). Bu
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grafiklerden yararlanarak her bir inhibitor igin Iso degerleri hesaplandi. Sonuclar

Cizelge 3.25 ve 3.54°de verildi.
2.2.8.6 Inhibitérler i¢in K; Degerlerinin Bulunmas:

Farkli inhibitérler i¢in K; degerlerinin bulunmas: i¢in &nce inhibitorsiiz
ortamda optimum sartlarda bes farkli katekol substrati konsantrasyonu kullanarak
aktiviteler bulundu. Daha sonra her bir inhibitér i¢in 3 degisik sabit inhibitor
konsantrasyonunda optimum sartlarda aktiviteler katekol substrati kullanilarak tespit
edildi (Cizelge 3.26-3.29 ve 3.55-3.63) 1/V ve 1/[S] degerlerinden Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izildi (Sekil 3.48-3.51 ve 3.92-3.100). Bu grafiklerden yararlanarak
inhibisyon tiirleri ve K; degerleri tespit edildi (Cizelge 3.30 ve 3.64). K; degerleri
yarismali (kompetatif) inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrisinde egime esit olan
Km/Vmax(1+[1)/K;) ifadesinden, yari yarismali (unkompetatif) inhibisyon i¢in egrinin
1/V  eksenini kestigi noktayr veren 1/Vya(1+{IJ/K;) ifadesinden, yarismasiz
(nonkompetatif) inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk égrisinde egime esit olan
Km/Vimax(1+{1}/K;)  ifadesinden  yararlanarak  hesaplandi  (Sekil 2.2-2.4.).
Denklemlerde kullanilan Ky ve Ve degerleri inhibitérsiiz ortamda bulunan

degerlerdir.
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E+S§<—= ES—» E + P

Sekil 2.2 Kompetatif inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 2.3 Nonkompetatif inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 2.4 Unkompetatif inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi.
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3. BULGULAR
3.1 Kantitatif Protein Tayini I¢cin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayininde bradford yontemi kullanildi. Standart grafik
béliim 2.2.6.2°de agiklandigi gibi hazirlandi. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen enzim
¢ozeltisi  ve saflagtirma basamaklari sonunda ki enzifn ¢Ozeltilerinin protein
miktarlart bu standart grafige gére belirlendi. Standart ¢6zeltideki pg proteine

karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.1°de gosterilmistir.

0,45
y=10,0037x + 0,05491
0,4

0,35 +

o
(8]
1

=

[0

W
1

Absorbans (595nm)
S o
h N

=
—
%

=

o]

(=] w
1

T T U T T

20 40 60 80 100 120

(==

ng protein

Sekil 3.1 Bradford yontemine gore protein standart grafigi
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3.2  L-tirozinin Sepharose-4B’ye Baglanma Reaksiyon Siiresinin

Belirlenmesi

Bélim 2.2.4.1°de belirtilen prosediirle aktiflestirilen Sepharose-4-B’ye L-
tirozinin baglanma zamanini belirlemek amaci ile belirli siirelerde tepkime kabindan
alinan 6rnekler, 294 nm’de absorbanslan okunarak grafige gecirildi. Sekil 3.2°de
goriildiigii gibi 90. dakikadan sonra baglanan L-tirozin miktarinda 6nemli bir

degisme olmadig i¢in, bu siire baglanma zamani olarak alindi.

035
03 —4— Absorbans ( 294 nm)
A
g
S
o0
N
\——
&
<
2
o)
A
<
O H i L 3 L ]
0 20 40 60 80 100 120 140
Zaman ( dak. )

Sekil 3.2 L-tirozinin aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye baglanma stiresini gdsteren

grafik
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3.3 Yer Elmasi PPO (YPPO) Enzimi ile lgili Calismalarin Sonuclar

3.3.1 YPPO Enziminin Afinite Kromatografisi Ile Saflastirilmasi

3.3.1.1 YPPO Enziminin 0.05 M Na,HPO, Tamponu (pH 5.00) ile

Dengelenmis Kolondan Saflastirilmasi

Bolum 2.2.4.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan afinite kolonu 6nce 0.05 M
Na,HPO,4 tamponu (pH 5.00) ile dengelendi. Kolonun dengeleme iglemi bittikten
sonra, jel izerindeki tampon ¢o6zeltisi jel seviyesine kadar indirildi. Diyaliz
isleminden sonra elde edilen yer elmasi enzim ¢ozeltisi kolona tatbik edildi. Kolon
0.05 M Na,HPO, tamponu (pH 5.00) ile yikandi. Alttan gelen yikama ¢6zeltisi 3’er
mL halinde tiiplere fraksiyonlandi. Yikama islemine 280 nm’deki absorbans sifir
oluncaya kadar devam edildi. Yikama tamponu kér olarak kullanilarak her bir tiipte
280 nm’de kalitatif protein tayini ve 420 nm’de de aktivite tayini yapildi. Elde edilen
degerlerin tiip numarasina karsi grafigi ¢izildi (Sekil 3.3-3.4 ve 3.7).

Yikama islemi tamamlandiktan sonra eliisyon islemine gegildi. Eliisyona
baglamadan once jel tizerindeki tampon ¢dzeltisi jel seviyesine kadar indirildi ve
elisyon 0.05 M Na,HPO, /1 M NaCI tamponu (pH 8.00) ile gerceklestirildi.
Kolondan alinan eliiatlar 3’er mL halinde tiiplere alindi. Eliisyon islemine 280
nm’deki absorbans sifir oluncaya kadar devam edildi. Eliisyon tamponu kor olarak
kullamlarak her bir tiipte 280 nm’de kalitatif protein tayini ve 420 nm’de de aktivite
tayini yapildi (Sekil 3.4). Afinite kromatografisi sonunda enzim aktivitesine rastlanan
tiipler birlestirildi. Kolona tatbik edilen numune ve birlestirilen eliiat ¢6zeltileri igin
bradford metoduyla kantitatif protein ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik

aktiviteler ve saflagtirma oranlar tespit edildi. Sonuglar Cizelge 3.1°de verildi.
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Sekil 3.3 Na,HPO, tamponu (pH 5.00) ile dengelenmis afinite kolonunun yikama
¢ozeltilerindeki YPPO’nun absorbans- aktivite grafigi

Aktivite (U/mLdak)

043 3000
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Tiip Sayis

Sekil 3.4 NaHPO, tamponu (pH 5.00) ile dengelenmis afinite kolonundan
saflastirilan YPPO’nun absorbans-aktivite grafigi
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3.3.1.2 YPPO Enziminin 0.05 M Na,HPO, Tamponu (pH 6.00) ile

Dengelenmis Kolondan Saflagtirilmasi

Boliim 3.3.1.1°’de anlatilan islemlerin aynis1 bu kez kolon dengeleme ve
yikama tamponu olarak 0.05 M Na,HPO, tamponunun (pH 6.00) kullanilmasiyla
gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.5-3.6, 3.8 ve Cizelge 3.1’de verildi.

0,45 0
iy —— Absorbans(280 nm) 160
4+ —&— Aktivite (EU/mLdak)
035 | + 140
_ x
g 03 - T 120 K
2 B
] 0,25 1 + 100 E
S >
§ 02- 0 2
2 7 z
- 2
'2‘ 0,15 4 [ é
o1 - 40
0,05 - K
o | -0

Sekil 3.5 Na,HPO,4 tamponu (pH 6.00) ile dengelenmis afinite kolonunun yikama
¢ozeltilerindeki YPPO’nun absorbans- aktivite grafigi
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332 YPPO ve DPPO Enzimlerinin SDS Poliakrilamid ve Tabii

Sartlarda Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Afinite kolonundan saflastinlan YPPO ve DPPO enzimlerinin safligini
kontrol etmek amaciyla bslim 2.2.5’de anlatildiz1 sekilde hazirlanan SDS ve tabii
sartlarda poliakrilamid jel elektroforezine yer elmast ve dut meyvelerinden
saflagtirilan PPO enzim numuneleri tatbik edildi. Protein bantlart igeren jellerin

fotograflan ¢ekildi (Sekil 3.9-3.11).

kDa

66—

Sekil 3.9 Afinite kromatografisi ile saflastinlan YPPO ve DPPO enzimlerinin tabii
sartlarda jel elektroforezi. A: sigir serum albumin (66 kDA), B: YPPO, C:
DPPO
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kDa

66—

45—

ST

.

18.4—
143 —

Sekil 3.10 Afinite kromatografisi ile saflagtinlan YPPO enziminin SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi. A: Molekiil agirlig: tespitinde kullanilan
standart proteinler; lizozim (14.3 kDA), p-laktoglobulin (18.4 kDA),
tripsinojen (24 kDA), pepsin (34.7 kDA) , ovalbumin (45 kDA), sigir
serum albumin (66 kDA). B ve C: YPPO
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ekil 3.11 Afinite kromatografisi ile saflastirilan DPPO enziminin SDS-
gt $
poliakrilamid jel elektroforezi. A ve B: DPPO. C: Molekiil agirhg

tespitinde kullanilan standart proteinler; lizozim (14.3 kDA), B- i~
AV
laktoglobulin (18.4 kDA), tripsinojen (24 kDA), pepsin (34.7 kDA) , . i

g

&8

ovalbumin (45 kDA), sigir serum albumin (66 kDA) hﬁ&"
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3.3.3 YPPO Enziminin Farkh Substratlann icin Optimum pH ve
Sicakhk Tayini ’

YPPO enziminin maksimum aktivite gosterdigi optimum sicaklik ve pH
degerlerini belirlemek amaci ile degisik pH degerlerinde (4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0,
7.5, 8.0, 8.5, 9.0) farkl substratlar (katekol, 4-metil katekol, pirogallol) kullamlarak
20, 30, 35, 45, 55, 65 ve 75 0C deki reaksiyon hizlan spektrofotometrik yontemle
bélim 2.2.7°de anlatildig1 gibi ayn ayn belirlendi. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.2-
3.10 ve Sekil 3.12-3.18de verildi.
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20°C —&— katekol
—— 4-metil katekol
—&— pirogallol

Aktivite(U/mLdak)

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

Sekil 3.12 YPPO enziminin 20 °C’de ii¢ farkli substrat: igin pH-aktivite grafigi

30°C —&— katekol
3000 - ~—— 4-metil katekol
—&— pirogallo]

Aktivite(U/mLdak)

1000 -

500 -

0 I T T T T 1 -1

45 5 55 6 65 7 pH 75 8 &5 9 95

Sekil 3.13 YPPO enziminin 30 °C’de ii¢ farkli substrat: i¢in pH-aktivite grafig
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Sekil 3.14 YPPO enziminin 35 °C’de ii¢ farkli substrat i¢in pH-aktivite grafigi
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Sekil 3.15 YPPO enziminin 45 °C’de ii¢ farkli substrat: igin pH-aktivite grafigi
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Sekil 3.16 YPPO enziminin 55 °C’de ii¢ farkh substrati igin pH-aktivite grafigi
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Sekil 3.17 YPPO enziminin 65 °C’de ii¢ farkl: substrati igin pH-aktivite grafigi
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Sekil 3.18 YPPO enziminin 75 °C’de ti¢ farkl: substrati i¢in pH-aktivite grafigi

Cizelge 3.9 YPPO enziminin {i¢ ayr1 substrati i¢in degisik sicakliklardaki optimum

pH degerleri
Substrat
Sicaklik (°C) katekol 4-metil katekol pirogallol
Optimum pH Optimum pH Optimum pH
20 7.0 5.0 8.0
30 7.0 5.0 8.0
35 7.0 4.5 8.0
45 6.5 5.0 7.5
55 6.0 4.5 7.0
65 5.5 4.5 7.0
75 5.0 4.5 7.0

Cizelge 3.10 YPPO enziminin U¢ ayri substrati i¢in optimum pH ve optimum

sicaklik degerleri

Substrat Optimum pH | Optimum sicaklik ("C) | Aktivite(U/mLdak)
katekol 7.0 20 3358
4-metil katekol 5.0 20 1447
pirogallol 8.0 35 1319
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3.3.4 YPPO Enziminin pH’ya Bagimh Aktivasyon Enerjisinin Degisimi

YPPO enziminin aktivasyon enerjisini belirlemek igin her bir pH’da ve
sicakliklarda yapilan ¢aligmalarin aktivite degerlerinden yararlamilarak her bir
substratin enzimle olan reaksiyonu igin aktivasyon enerjileri bélim 2.2.8.2°de
anlatildig1 gibi hesaplandi. Yapilan optimum pH ve sicaklik ¢alismalarindan elde
edilen aktivite degerlerinin (U/mLdak) logaritmasi, reaksiyon sicakliklarmin ( K)
tersine (1/T) kars1 grafigi ¢izildi. Arrhenius denkleminden yararlanilarak grafiklerin
egiminden (-Ea/2.303R) aktivasyon enerjileri hesaplandi. Cizilen grafikler Sekil
3.23-3.28’de, elde edilen aktivasyon enerji degerleri de Cizelge 3.11°de verildi.

3,6

3,5

34 1

3,3

logk

3,2 4

3,1 4

2,9

2.8 2.9 3 3,1 3,2 33 34 35
UT07K™

Sekil 3.23 YPPO enzimi i¢in 10 mM katekol substrat ile pH 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 ve
6.5’da elde edilen logk — (1/T) grafigi
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logk

o —

2,8 29 3 3.1 32 33 3,4 35

/(107K

Sekil 3.24 YPPO enzimi igin 10 mM katekol substrat1 ile pH 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0
’da elde edilen logk — (1/T) grafigi

3,5
3 .
X
2,5 -
X X
2 A
vy
g
S & pH=4.5
’ mpH=5.0
. A pH=5.5
A pH=6.0
0,5 K pH=6.5
0 . , : . K ‘
2,8 2,9 3 3,1 32 33 3,4 35
UT(107°K™

Sekil 3.25 YPPO enzimi i¢in 10 mM 4-metil katekol substrati ile pH 4.5, 5.0, 5.5, 6.0
ve 6.5°da elde edilen logk — (1/T) grafigi
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UT(107°K™Y

Sekil 3.26 YPPO enzimi i¢in 10 mM 4-metil katekol substrat: ile pH 7.0, 7.5, 8.0,
8.5, 9.0’da elde edilen logk — (1/T) grafigi

3,5
34
2,5 1
2 4
AL
g
s * ¢ pH=4.5
’ W pH=5.0
11 A pH=5.5
A pH=6.0
0,5 A pH=6.5
0 T T r . T r
2,8 2,9 3 3,1 3,2 3.3 34 3.5

1T10°K Y

Sekil 3.27 YPPO enzimi igin 10 mM pirogallol substrati ile pH 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 ve
6.5°da elde edilen logk — (1/T) grafigi
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Sekil 3.28 YPPO enzimi i¢in 10. mM pirogallol substratt ile pH 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0
’da elde edilen logk — (1/T) grafigi
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3.3.5 YPPO Enziminin Sicakhga Bagimh Stabilite Ozelliginin

Arastirilmasi

YPPO enziminin sicaklifa bagimli denatiirasyon 6zelligini belirlemek
amaciyla; 40, 50, 60, 70 ve 80 OC’lerde 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakikalardaki
bekleme siireleri sonunda aktiviteler saptandi. Elde edilen degerler % aktiviteye

doniistiiriildii (Cizelge 3.12). Zamana kars1 % aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 3.29).

&5
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Sekil 3.29 YPPO enziminin inkiibasyon siiresine bagimii korudugu aktivite degisimi

3.3.6 YPPO Enziminin Sicakliga Bagimli Renatiirasyon Ozelliginin

Arastirilmasi

YPPO enziminin sicakliga bagimli renatiirasyon &zellidinin aragstirilmasi
isleminde 6nce enzimin optimum sartlarda katekol substrati ile aktivitesi dl¢tldi ve
bu deger % 100 aktivite degeri olarak alindi. 40, 50, 60, 70 ve 80 OC’lerde enzim
¢ozeltisi 1 saat siire ile inkiibe edildi. Calisilan biitiin sicakliklarda, 1 saatin sonunda
enzim ¢ozeltisinin sicakligl 22 OC’ye distrildi ve bu sicaklikta 10, 20, 30, 40, 50 ve
60°1nc1 dakikalarda aktiviteler belirlendi. Elde edilen aktivite degerleri % aktiviteye
donigttrildt (Cizelge 3.13). % Aktiviteye karst 22 %Cdeki inkiibasyon siiresi
grafigi ¢izildi (Sekil 3.30).
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22 %C'deki inkiibasyon siiresi (dak)

Sekil 3.30 YPPO enziminin sicaklifinin ¢alisilan sicakliktan 22 *C’ye diisiirtilmesi
tizerine, 10 mM katekol substrati kullanarak, elde edilen inkiibasyon

sliresine karst % aktivite grafigi

3.3.7 YPPO Enziminin Farkli Substratlar1 Icin Optimum Sartlarda

Kw ve VyaxDegerlerinin Bulunmasi

KM ve Vi degerlerinin tespit edilmesi amaciyla, optimum sartlarda
katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlarinin degisen konsantrasyonlarinda
enzim aktivitesi Olglimleri yapildi. Her Olgiim iki defa tekrarlanarak, bulunan
degerlerin ortalamas1 alindi. 420 nm’de Olgiilen aktivite degerleri reaksiyon hizi

(U/ml.dak) olarak alind1.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak (Cizelge 3.14-3.16) her bir substrat i¢in
Linewear-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.31-3.33). Ky ve Vg degerleri grafiklerden
yararlanarak dogru denklemleri kullanilarak bulundu. Bulunan Ky, Vi V€ Vinad/

Ku degerleri Cizelge 3.17°de verildi.
89
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Sekil 3.31 YPPO enzimi igin katekol substrati ile elde edilen Linewear-Burk grafigi
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Sekil 3.32 YPPO enzimi i¢in 4-metil katekol substrati ile elde edilen Linewear-Burk

grafigi
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Sekil 3.33 YPPO enzimi i¢in pirogallol substrati ile elde edilen Linewear-Burk

grafigi

Cizelge 3.17 YPPO enziminin i¢in ti¢ farkl substrati i¢in Ky ve Vi, degerleri

Substrat Ky(mM) V max(U/mLdak) Vmax/ Kum
Katekol 6.12 4564.75 745.9x10°
4-metil katekol 5.18 2177.37 420.3x10°
pirogallol 4.79 1963.21 409.9x10°
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3.3.8 YPPO Enziminin Farkh Inhibitorleri I¢in Is; Degerlerinin

Bulunmasi

Bu ¢alismamizda kullandigimiz inhibitorlerin Iso degerlerini bulmak igin,
optimum sartlarda katekol substratinin 10 mM sabit konsantrasyonunda galigildi.
Substrat. ¢6zeltisi olarak 0.1 M katekol hazirland1 ve her &l¢iimde 0.3 mL alind.
Inhibitér c¢ozeltilerinden ise degisen hacimlerde alinarak toplam 3 mL’lik bir
reaksiyon hacmi olusturuldu. Once inhibitérsiiz ortamda enzim aktivitesi bulundu.
Bu deger % 100 aktivite olarak kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0.2
mL enzim ¢6zeltisi alinip daha énceden hazirlanmig olan 2.8 mL tampon + substrat +
inhibit6r ¢ozeltisine ¢abuk bir sekilde eklendikten sonra 420 nm’de bir dakikada
absorbansta meydana gelen degisme okundu. Elde edilen absorbans deZerlerinden %
aktiviteler hesapland1 (Cizelge 3.18-3.24). % Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi (Sekil
3.34-3.47). (I=kiivetteki 3 mL hacim igerisinde bulunan inhibitdr konsantrasyonudur)
Bu grafiklerden yararlanarak her bir inhibitér i¢in Isp degerleri hesaplandi. Sonuglar
Cizelge 3.25°de verildi.
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Sekil 3.34 YPPO enzimi iizerine 10 mM katekol substrati konsantrasyonunda

sodyum azid i¢in % aktivite-[I] grafigi
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(mM) Ditiyoeritritol

Sekil 3.35 YPPO enzimi iizerine 10 mM katekol substratt konsantrasyonunda

ditiyoeritritol i¢in % aktivite-[I} grafigi
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Sekil 3.36 YPPO enzimi tizerine 10 mM katekol substrati konsantrasyonunda 4-

karboksi benzen siilfanamid igin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.37 YPPO enzimi iizerine 10 mM katekol substrati konsantrasyonunda 2,4
dikloro-5-siilfamoil benzoik asit i¢in % aktivite-[] grafigi
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Sekil 3.38 YPPO enzimi iizerine 10 mM katekol substrati konsantrasyonunda

stilfanamid i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.39 YPPO enzimi iizerine 10 mM katekol substrati konsantrasyonunda p-

aminobenzoik asit i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.40 YPPO enzimi {izerine 10 mM katekol substrati konsantrasyonunda L-

sistein i¢in % aktivite-[{I] grafigi
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Sekil 3.41 YPPO enzimi tizerine 10 mM katekol substrati konsantrasyonunda

sulfosalisilik i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.42 YPPO enzimi iizerine 10 mM katekol substrati konsantrasyonunda

NaEDTA igin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.43 YPPO enzimi iizerine 10 mM katekol substrati konsantrasyonunda etilen

glikol i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.44 YPPO enzimi iizerine 10 mM Kkatekol substrati konsantrasyonunda
glutatyon igin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.45 PPO enzimi iizerine 10 mM katekol substrati konsantrasyonunda f3-

merkapto etanol i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.46 YPPO enzimi iizerine 10 mM katekol substrati konsantrasyonunda 2-

merkapto benzotiazol i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.47 YPPO enzimi tlizerine 10 mM katekol substrati konsantrasyonunda

benzoik icin % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 3.25 YPPO enzimi igin 10 mM katekol substrat konsantrasyonunda % 50

inhibisyona sebep olan inhibitor korisantrasyonlarl

Inhibitor Iso(mM)
B-merkapto etanol 27x10”
2-merkapto benzotiazol 86 x10~
Glutatyon 19 x10™
L-sistein 2410~
Ditiyoeritritol 28 x10~
2,4 dikloro-5-siilfamoil benzoik asit 3.07
p-aminobenzoik asit 4.10
Benzoik asit 8.18
4-karboksi benzen siilfanamid 10.26
Sulfosalisilik asit 10.48
Sodyum Azid 16.26
NaEDTA 169.04
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3.3.9 YPPO Enziminin Farkh Inhibitérleri i¢in K; Degerlerinin ve

Inhibisyon Tiiriiniin Bulunmasi

Farkli inhibitérlerin K; sabitlerinin bulunmasi amaciyla, 6nce inhibitorsiiz
ortamda, optimum sartlarda, bes farkh katekol substrat konsantrasyonuna bagli
olarak aktiviteler bulundu. Daha sonra her bir inhibitér igin 3 degisik sabit inhibitér
konsantrasyonunda, standart aktivite 6lgiim kosullarinda, katekol substrat
kullanilarak aktiviteler belirlendi (Cizelge 3.26 -3.29). 1/V ve 1/[S] degerleri
hesaplanarak, Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.48 -3.51). Bu grafiklerden
yararlanarak K; degerleri ve inhibisyon tiirleri tespit edildi (Cizelge 3.30). K
degerleri béliim 2.2.8.6°da anlatildif1 gibi bulundu.
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Sekil 3.48 YPPO enzimi aktivitesi tizerine ditiyoeritritol’iin inhibisyon etkisi. [I,]=
7.94x107°, [L]= 11.91x107, [I;]= 15.87x10”
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Sekil 3.49 YPPO enzimi aktivitesi tizerine sulfosalisilik asidin inhibisyon etkist. [I;]=
6.67x107, [I;]= 10.00x107, [I3]= 11.67x107
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Sekil 3.50 YPPO enzimi aktivitesi ilizerine sodyum azidin inhibisyon etkisi. [[;]=
1.0x10%, [I]= 1.5x107, [I;]= 2.0x 107
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Sekil 3.51 YPPO enzimi aktivitesi iizerine L-sistein’in inhibisyon etkisi. [I;]=
2.5x107, [I;]=3.33x107, [I3]= 5.0x10"
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Cizelge 3.30 YPPO enziminin Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan K; degerleri

Inhibitor I [mM]} Ki[mM] Ortalama K; | Inhibisyon
' degerlerijmM] Tiirit
0.079 7.07x10°
Ditiyoeritritol 0.012 9.07x10° 8.82x10°° unkompetatif
0.016 10.35x10°
2.50 2.12
L-sistein 3.33 2.47 2.19 kompetatif
5.00 1.98
10.00 15.78
Sodyum azid 15.00 6.95 9.58 kompetatif
20.00 6.02
6.67 16.33
Sulfosalisilik 10.00 10.19 10.40 kompetatif
asit 11.67 4.67

3.4 Dut PPO Enzimi (DPPO) ile ilgili Calismalarin Sonuglar1

3.4.1 DPPO Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflastiriimasi

3.4.1.1 DPPO Enziminin 0.05 M Na;HPO, Tamponu (pH 5.00) ile

Dengelenmis Kolondan Saflastirilmasi

Bélim 3.3.1.1°de yapilan islemlerin aynist DPPO enzimi tizerine uyguland:

ve bulunan sonuglar Sekil 3.52-3.53, 3.56 ve Cizelge 3.31°de verildi.
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Tiip Sayisi

Sekil 3.52 Na,HPO, tamponu (pH 5.00) ile dengelenmis afinite kolonunun yikama
¢ozeltilerindeki DPPO’nun absorbans- aktivite grafigi

0,3 1200
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Tiip Sayist

Sekil 3.53 Na,HPO, tamponu (pH 5.00) ile dengelenmis afinite kolonundan
saflastirilan DPPO’nun absorbans-aktivite grafigi
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3.4.1.2 DPPO Enziminin 0.05 M Na,HPO, Tamponu (pH 6.00) ile

Dengelenmis Kolondan Saflastirilmasi

Bolim 3.3.1.2°de anlatilan islemlerin aymis1i DPPO enzimi iizerine

uyguland: ve bulunan sonuglar Sekil 3.54-3.55 ve 3.57 ve Cizelge 3.38’da verildi.

3,5 1400
—l— Absorbans(280 nm)
34 —&— Aktivite (EU/mLdak) + 1200
2 25 1 + 1000 =
= o
O J
E‘ol/ 24 T 800 g
_g 1,5 + T 600 2
2z <
< 14 - 400 <
0,5 + - 200
0 - - 0

Tiip Sayisi

Sekil 3.54 Na,HPO, tamponu (pH 6.00) ile dengelenmis afinite kolonunun yikama
¢ozeltilerindeki DPPO’nun absorbans- aktivite grafigi
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Tiip Sayis1

Sekil 3.55 Na,HPO, tamponu (pH 6.00) ile dengelenmis afinite kolonundan
saflastirilan DPPO’nun absorbans-aktivite grafigi
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3.42 DPPO Enziminin Farkhi Substratlann icin Optimum pH ve
Sicakhk Tayini

DPPO enziminin maksimum aktivite gosterdigi optimum sicaklik ve pH
degerlerini belirlemek amaci ile degisik pH degerlerinde (4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5,
7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0) farkli substratlar (katekol, 4-metil katekol, pirogallol)
kullamilarak 20, 30, 35, 45, 55, 65 ve 75 °C’deki reaksiyon hizlan spektrofotometrik
yontemle béliim 2.2.7°de anlatildigi gibi ayn ayn belirlendi. Elde edilen sonuglar
Cizelge 3.32-3.40 ve Sekil 3.58-3.64’de verildi.
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Sekil 3.63 DPPO enziminin 65 °C’de ti¢ farkli substrati igin pH-aktivite grafigi
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1600

7 50C —&— katekol
1400 - —— 4-metil katekol

—a— pirogallol

Aktivite(U/mLdak)

0 T T T T L T T T

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

Sekil 3.64 DPPO enziminin 75 °C’de ii¢ farkli substrat: igin pH-aktivite grafigi

Cizelge 3.39 DPPO enziminin ii¢ farkli substrati i¢in degisik sicakliklardaki optimum

pH degerleri
Substrat
Sicaklik ( °C) katekol 4-metil katekol pirogallol
Optimum pH Optimum pH Optimum pH
20 7.0 4.5 8.0
30 4.5 4.5 7.5
35 4.5 45 7.5
45 4.5 5.0 6.5
55 4.5 5.0 4.5
65 5.0 5.0 5.5
75 5.0 4.5 5.0

Cizelge 3.40 DPPO enziminin {i¢ ayr1 substrati i¢in optimum pH ve optimum

sicaklik degerleri
Substrat Optimum pH | Optimum sicakhik ( °C) | Aktivite(U/mLdak)
katekol 4.5 45 2369
4-metil katekol 4.5 20 1908
pirogallol 8.0 20 1601
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3.4.3 DPPO Enziminin pH’ya Bagimli Aktivasyon Enerjisinin Degisimi

DPPO enziminin aktivasyon enerjisini belirlemek i¢in her bir pH’da ve
sicakliklarda yapilan ¢aligmalarin aktivite degerlerinden yararlamlarak her bir
substratin enzimle olan reaksiyonu i¢in aktivasyon enerjileri boélim 2.2.8.2°de
anlatildig1 gibi hesaplandi. Yapilan optimum pH ve sicaklik ¢alismalarindan elde
edilen aktivite degerlerinin (U/mLdak) logaritmasi, reaksiyon sicakliklarinin ¢ K)
tersine (1/T) kars1 grafigi ¢izildi. Arrhenius denkleminden yararlanilarak grafiklerin
egiminden (-Ea/2.303R) aktivasyon enerjileri hesaplandi. Cizilen grafikler Sekil

3.69-3.74’de, elde edilen aktivasyon enerji degerleri de Cizelge 3.41°de verildi.
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3,5
3 N
2,5
AL
S 2
—
X ¢ pH=4.5
13 m pH=5.0
1 A pH=5.5
A pH=6.0
0,5 A pH=6.5
0 13 R | T 1 ¥
2,8 2,9 3 3,1 3,2 3,3 3,4 3,5
I/T(10°K™)

Sekil 3.69 DPPO enzimi igin 10 mM katekol substrat1 ile pH 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 ve
6.5’da elde edilen logk — (1/T) grafigi

3,5 1

2,5

logk
N

2,8 2,9 3 3,1 3,2 3,3 3,4 3,5
I/T(10°K ™)

Sekil 3.70 DPPO enzimi i¢in 10 mM katekol substrati ile pH 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0
’da elde edilen logk — (1/T) grafigi
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3,5

3 N
2,5 1
2
~
o
S
ljﬂ ¢ pH=45
M pH=5.0
1 A pH=5.5
' A pH=6.0
0.5 1 X pH=6.5
0 - ; r T T T
2,8 2,9 3 3,1 32 33 34 3,5

1/T(10°K™)

Sekil 3.71 DPPO enzimi i¢in 10 mM 4-metil katekol substrat1 ile pH 4.5, 5.0, 5.5, 6.0
ve 6.5°da elde edilen logk — (1/T) grafigi

3
.
254 '__———%—————jt_; 4 4,,/‘4//"/’///’i
[
® T X
2 . A P
. X
.
E’j‘ 1,5 1 e . A
— p ¢ pH=7.0
| pH=7.5
. A pH=8.0
A pH=8.5
0.5 1 A pH=9.0
0 — : . . i .
2.8 29 3 3,1 32 33 3.4 35
VT K™Y

Sekil 3.72 DPPO enzimi i¢in 10 mM 4-metil katekol substrat: ile pH 7.0, 7.5, 8.0,

8.5, 9.0’da elde edilen logk — (1/T) grafigi
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3,5
3 .
2,5 4
2 4
X
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(o)
~
L5 1 & pH=4.5
1 = pH=5.0
A pH=5.5
05 ] A pH=6.0
X pH=6.5
0 T T T 3 k3 1
2,8 2,9 3 3,1 3,2 33 34 3,5

UT(10°K™)

Sekil 3.73 DPPO enzimi i¢in 10 mM pirogallol substrati ile pH 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 ve
6.5’da elde edilen logk — (1/T) grafigi

3,5
n
37 _u
] ] .
J: ——= *
- %Lw\*
X
2 A
v
o
o]
-
1,5 & pH=7.0
1 W pH=7.5
A pH=8.0
0.5 - A pH=8.5
A pH=9.0
0 - K : , , l
2,8 2,9 3 3,1 3,2 3,3 3,4 3,5
/T(10°K™")

Sekil 3.74 DPPO enzimi igin 10 mM pirogallol substrati ile pH 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 ve
9.0 ’da elde edilen logk — (1/T) grafigi
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3.4.4 DPPO Enziminin Sicakhga Bagmh Stabilite Ozelliginin

Arastirilmast

DPPO enziminin sicakliga bagimli denatlirasyon 6zelligini belirlemek
amactyla; 40, 50, 60, 70 ve 80 °C’lerde 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakikalardaki
bekleme siireleri sonunda aktiviteler saptandi. Elde edilen degerler % aktiviteye

dontstirildii (Cizelge 3.42). Zamana kars1 % aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 3.75).

146



Lyl

- - - - 96'1 0900°0 79°s¢ 0601°0 19°CS 0191°0 09

- - €€°0 01000 TS'L 0€20°0 LL'YY 0LET0 98 0ELT0 0S

- - €€°0 01000 1091 06¥0°0 961§ 06S1°0 L9°99 0v0T 0 04

- - 79°C 08000 81T 00€1°0 0S°8S 06L1°0 v€99 0€07°0 0€
€€°0 01000 vy'19 0881°0 97°0L 0S12°0 €S°€L 0STT'0 VL 6L ovvT0 0T
€91 | 00S0°0 8LLL 08£7°0 9L'8L 01¥T0 LETS 06¥T°0 6388 0CLT 0 01
001 090€°0 001 090€°0 001 090€°0 001 090€°0 001 090€'0 0

Ay | (WU 0TP) Ay, | (WU 0TH) Ay, | (WU OTP) ALV Y (Wuozh) | oyanspyey, | (W 0ZP)
% aov aov aov aov aov | Crep)isaang
D, 08 D. 0L Do 09 D, 0S D, OF wdpyg
AIped1s

Le[dnuos uruisewifed uofsemyeusp ururunzus Oddd v € 2919z1)




120

Sicaklik (°C)
100
—— 40
—il— 50
. 80 —h— 60
= ——70
= —e—80
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S 40
@]
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20
0 > 2 ‘
0 10 20 30 40 50 60 70

t (dak)

Sekil 3.75 DPPO enziminin inkiibasyon stiresine bagimli korudugu aktivite degisimi

3.4.5 DPPO Enziminin Sicaklizga Bagmh Renatiirasyon Ozelliginin

Arastirilmast

DPPO enziminin sicakliga bagimli renatlirasyon &zelliginin arastirilmasi
isleminde once enzimin optimum sartlarda katekol substrati ile aktivitesi ol¢iildii ve
bu deger % 100 aktivite degeri olarak alindi. 40, 50, 60, 70 ve 80 °C’lerde enzim
¢Ozeltisi 1 saat siire ile inkiibe edildi. Caligilan biitiin sicakliklarda, 1 saatin sonunda
enzim ¢oOzeltisinin sicakligy 22 0C’ye diisiiriildii ve bu sicaklikta 5, 10, 15, 20, 25 ve
30’uncu dakikalarda aktiviteler belirlendi. Elde edilen aktivite degerleri % aktiviteye
doniistiiriildii (Cizelge 3.43). % Aktiviteye karsi 22 C’deki inkiibasyon siiresi
grafigi cizildi (Sekil 3.76).
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60
Sicaklik (°C)
50 A - - 40
—=— 50
—a— 60
40 A —o—70
=
£30 A
<
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20 #— — - - -
10 -
0 —tr A= =4 o5 —A
5 10 15 20 25 30 35

22°C'deki inkiibasyon siiresi (dak)

Sekil 3.76 DPPO enziminin sicaklifinin ¢alisilan sicakliktan 22 °C’ye diisiiriilmesi
tizerine, 10 mM katekol substrati kullanarak, elde edilen inkiibasyon

stiresine kars1 % aktivite grafigi

3.4.6 DPPO Enziminin Farkl Substratlann icin Optimum Sartlarda

Ky ve Viax Degerlerinin Bulunmasi

Km ve Viax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla, optimum sartlarda
katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlarinin degisen konsantrasyonlarinda
enzim aktivitesi Ol¢limleri yapildi. Her 6lgtim iki defa tekrarlanarak, bulunan
degerlerin ortalamasi alindi. 420 nm’de &lgiilen aktivite degerleri reaksiyon hizi

(U/mLdak) olarak alind:.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak (Cizelge 3.44-3.46) her bir substrat i¢in -
Linewear-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.77-3.79). Kum ve Viax degerleri grafiklerden
yararlanarak dogru denklemleri kullanilarak bulundu. Bulunan Kwm, Vimax v€ Vinaw

Kwm degerleri Cizelge 3.47’de verildi.
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. 14 ; y =0,0338x + 1,7062
1/V(10™) R?=0,9919
12 4

10 1

-100  -50 0 50 100 150 200 250 300 350
1SV

Sekil 3.77 DPPO enzimi i¢in katekol substrati ile elde edilen Linewear-Burk grafigi

25 1

y=0,0321x + 3,4973
R*=0,9974

1vQaoh

) ) A" ¥ T 1 ] 1 T 1

200 -100 0 100 200 300 400 500 600 700
ViSim™h

Sekil 3.78 DPPO enzimi igin 4-metil katekol substrati ile elde edilen Linewear-Burk

grafigi
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y=0,008x + 6,4409
vty 12 7 R?=0,9796
10 4
L)
8 .
(]
LD 1 13 I ) I\) 1 3 T R
-1000 -800 -600 -400 -200 0 200 400 600 800

vsit)

Sekil 3.79 DPPO enzimi i¢in pirogallol substrati ile elde edilen Linewear-Burk

grafigi

Cizelge 3.47 DPPO enziminin ii¢ farkli substrati igin Ky ve Vmax degerleri

Substrat Ky(mM) V max(U/mLdak) Vmax! Knmt
katekol 19.81 5860.98 295.9x10°
4-metil katekol 9.18 2859.35 311.5x10°
pirogallol 1.24 1552.58 1252.1x10°

3.4.7 DPPO Enziminin Farkh Inhibitorleri I¢in Isp  Degerlerinin

Bulunmasi

Bu ¢aligmamizda kullandigimiz inhibitérlerin Isy degerlerini bulmak igin,
optimum sartlarda katekol substratimin 10 mM sabit konsantrasyonunda ¢ahisildi.
Substrat ¢ozeltisi olarak 0.1 M katekol hazirlandi ve her 6lgtimde 0.3 mL alind.
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Inhibitsr ¢o6zeltilerinden ise degisen hacimlerde alinarak toplam 3 mL’lik bir
reaksiyon hacmi olusturuldu. Once inhibit6rsiiz ortamda enzim aktivitesi bulundu.
Bu deger % 100 aktivite olarak kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0.2
mL enzim ¢6zeltisi ahnip daha 6nceden hazirlanmis olan 2.8 mL tampon + substrat +
inhibitoér ¢6zeltisine gabuk bir sekilde eklendikten sonra 420 nm’de bir dakikada
absorbansda meydana gelen degisme okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden %
 aktiviteler hesaplandi1 (Cizelge 3.48-3.53). % Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi (Sekil
3.80-3.91). (I=  kiivetteki 3 mL hacim igerisinde bulunan inhibitr

hesaplandi. Sonuglar Cizelge 3.54’de verildi.
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120
y=3,1372x* - 27,986x + 99,857
100 4

80 A

20 1

—

0 1 2 3 4 5 6
(mM) Sodyum Azotiir

Sekil 3.80 DPPO enzimi iizerine 10 mM katekol substrati konsantrasyonunda
sodyum azid i¢in % aktivite-[I] grafigi

120
y =-14724x" - 992,22x + 100,58

100 4

80
260
2
= D
40 1

20 -

O T i S T
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
(mM) ditiyoeritritol

Sekil 3.81 DPPO enzimi lizerine 10 mM katekol substrati konsantrasyonunda

ditiyoeritritol i¢in % aktivite-[I] grafigi
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merkapto-benzotiazo! igin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.91 DPPO enzimi lizerine 10 mM katekol substrati konsantrasyonunda

benzoik asit i¢in % aktivite-[1] grafigi
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Cizelge 3.54 DPPO enzimi igin 10 mM katekol substrat konsantrasyonunda % 50

inhibisyona sebep olan inhibitdr konsantrasyonlar

Inhibitor Iso(mM)
B-merkapto etanol 0.0065
Ditiyoeritritol 0.0339
L-sistein 0.0694
2-merkapto benzotiazol 0.133
Glutatyon 0.177
Sodyum Azid 2.46
p-amino metil benzen siilfanamid 5.43
p-aminobenzoik asit 8.59
Sulfosalisilik asit 50.22
Benzoik asit 77.71
NaEDTA ' 215.00
Etilen glikol 407.50

169




3.48 DPPO Enziminin Farkh Inhibitorleri Icin K; Sabitlerinin

Bulunmasi

Farkli inhibitorlerin K; sabitlerinin bulunmasi amaciyla, énce inhibitSrsiiz
ortamda optimum sartlarda bes farkli katekol substrati konsantrasyonuna bagl olarak
aktiviteler bulundu. Daha sonra her bir inhibitér i¢in 3 degisik sabit inhibit6r
konsantrasyonunda, standart aktivite 6l¢iim kosullarinda, katekol substrati
kullanilarak aktiviteler belirlendi (Cizelge 3.55 — 3.63). 1/V ve 1/[S] degerleri
hesaplanarak, Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.92-3.100). Bu grafiklerden
yararlanarak K; degerleri ve inhibisyon tiirleri tespit edildi (Cizelge 3.64). K|
degerleri boliim 2.2.8.6’da anlatildig: gibi bulundu.
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Sekil 3.92 DPPO enzimi aktivitesi iizerine sodyum azid’in inhibisyon etkisi. [I;]=
3.0x10° M, [L]=5.0x10° M, [L]=10.0x10"> M

¢ kontrol 40
mil /vty ]
A2
£ 13 35 4
30
25 4
20
15
¥ Te L ¥ L ) L T 1
-150 -50 50 150 250 350 450 550 650
1/[sym™)

Sekil 3.93 DPPO enzimi aktivitesi tizerine ditiyoeritritol’iin inhibisyon etkisi. [I;]=
1.67x10° M, [L]= 2.08x10° M, [L;]=2.50x10° M
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Sekil 3.94 DPPO enzimi aktivitesi lizerine p-amino metil benzen siilfanamidin

inhibisyon etkisi. [I;]= 3.33x10°M, []= 4.17x10°M, [I:]= 5.00x10> M
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Sekil 3.95 DPPO enzimi aktivitesi iizerine p-aminobenzoik asidin inhibisyon etkisi.

[I]= 1.67x10° M, [L,]= 6.67x10° M, [I;]= 13.33x10° M
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Sekil 3.96 DPPO enzimi aktivitesi lizerine L-sistein’in inhibisyon etkisi. [I;]=

4.17x10° M, [L]=6.25x10° M, [L;]=8.33x10° M
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Sekil 3.97 DPPO enzimi aktivitesi lizerine sulfosalisilik asidin inhibisyon etkisi. [I,]=

13.33x10° M, [L]= 26.67x10° M, [I;]= 40.00x10™ M
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Sekil 3.98 DPPO enzimi aktivitesi iizerine glutatyon’un inhibisyon etkisi. [I;]=
1.11x10* M, [L]= 1.39x10* M, [I;]= 1.67x10* M
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Sekil 3.99 DPPO enzimi aktivitesi iizerine $-merkapto etanol’iin inhibisyon etkisi.

[1;]=4.43x10° M, [L,]= 5.54x10° M, [L;]= 6.65x10° M
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Sekil 3.100 DPPO enzimi aktivitesi tizerine 2-merkapto benzotiazol’iin inhibisyon
etkisi. [I;]= 8.33x10° M, [I,]= 10.42x10° M, [[3]= 12.50x10° M
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Cizelge 3.64 DPPO enziminin Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan K; degerleri,

Inhibitor I (mM] K[mM] Ortalama K; | Inhibisyon
degerleriimM] Tiirii
B-merkapto 4.43x10” 4.859x10"
etanol 5.54x10° 10.29x107 6.77x107 | nonkompetatif
6.65x10 5.15x107
0.017 1.456x10°
Ditiyoeritritol 0.021 1.829x10°¢ 1.71x10°® nonkompetatif
0.025 1.844x10°
2-merkapto- 0.083 7.99x10°
benzotiazol 0.010 7.37x10° 8.27x10° | nonkompetatif
0.013 9.44x10°
p-amino 1.67 2.25x10”
benzoik asit 6.67 6.69x107 6.29x107 unkompetatif
13.33 9.94x107
p-amino metil 3.33 8.73x10”
benzen siilfan 4.17 7.19x107 7.50x107 unkompetatif
amid 5.00 6.59x107
3.00 1.505x10™
Sodyum azid 5.00 2.230x10™ 2.290x10™* | nonkompetatif
10.00 3.144x10™
13.33 9.60x10™
Sulfosalisilik 26.67 12.62x10™ 11.68x10* | unkompetatif
asit 40.00 12.83x10™
0.042 4.24x10™
L-sistein 0.063 3.17x107 0.035 kompetatif
0.083 2.99x107
0.111 0.235
Glutatyon 0.139 0.121 0.148 kompetatif
0.167 0.087
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada, gida endiistrisinde ¢ogu zaman istenmeyen enzimatik
reaksiyonla kararmaya neden olan PPO enziminin saflastirilmasi igin yeni bir afinite
jeli sentezlenmistir. Bu afinite jeli kullanilarak dut (Morus alba L) ve yer
elmasindan (Helianhtus tuberosus L.) PPO enzimleri saflagtinlarak kinetik ve

elektroforetik 6zellikleri incelenmisgtir

Afinite kromatografisinde kullanilan jel, ardisik {i¢ basamak modifikasyon
sonucu sentezlendi. Once matriks olarak segilen Sepharose-4B, CNBr ile
aktiflegtirildi ve buna uzanti kolu olarak L-tirozin baglandiktan sonra, diazolanmis p-
amino benzoik asit katildi. Sepharose-4B’nin matriks olarak segilmesinin baglica
sebebi ¢ok iyi akis Ozelligine sahip olmasi ve ayrica serbest —OH gruplan
tagidigindan, CNBr ile ¢ok kisa bir siire igerisinde aktiflestirilebilmesidir. Bu amagla
literatiirde karbodiimid bilesiklerininde kullanildig1  bildirilmektedir [146].
Karbodiimid ile aktiflestirilmis matrikse primer amin grubunun baglanmasi ile amid
bagi olugsmaktadir. Bu bag kromatografi islemlerinde dayanikhidir. Fakat,
aktiflestirme esnasinda jel, pH 4.5’da 24 saat siire ile kanstinlmaktadir. Bu islem
kromatografi sirasinda jelin akig 6zelliklerini olumsuz ydnde etkilemektedir [146].
Bir bagka aktiflestirme isleminde epoksi bilesiklerinden yararlanilmigtir [147].
Kromatografi islemlerinde gayet dayanikli olan bu yapilar, 16 saat aktiflestirme ve
16 saat ligand baglama siiresi olmak {iizere toplam 32 saatte gergeklesmektedir.
pH’nin 10 civarinda olmasi, jelin kimyasal yapisini etkilememesine ragmen uzun
stire  kangtirma  iglemleri, polisakkarit partikiillerinin fiziksel yapisinin
deformasyonuna sebep olabilir. Sonu¢ olarak, hazirlanacak afinite jelinin akis
Ozellikleri olumsuz yonde etkilenecektir. Calismamizda kullamlan CNBr ile
aktiflestirme islemi sadece bes dakikada gergeklestirilmektedir. BSylece jelin fiziksel

yapisindaki deformasyon sakincalari ortadan kaldirilmis oldu.
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Bir ¢ok biyolojik molekiilde oldugu gibi PPO’nun aktif bélgesi de ii¢
boyutlu yapmimn derinliklerindedir. Bu nedenle uzanti kolu kullamilmadan
sentezlenen afinite jellerinde enzimle matriksin sterik etkilesmesi sonucu baglanma
verimi diigmekte bu da kolon kapasitesini olumsuz y6nde etkilemektedir [148]. Bu
sorunu elimine etmek i¢in degisik molekiiller uzanti kolu olarak kullamlmaktadir.
Uzantt kolu uzunlugu kritik bir deger olup kisa kaldiginda baglanma verimi
diismekte gereginden uzun oldugu durumlarda ise hidrofilik ve hidrofobik
etkilesmelerle istenmeyen bazi bilesiklerinde adsorpsiyonuna neden olmaktadir. L-
tirozin, karbonik anhidraz enziminin saflagtinilmasi i¢in Arslan [149] tarafindan
hazirlanan afinite jelinde uzanti kolu olarak kullanilmig ve son derece yiiksek bir
verim elde edilmistir. Bu nedenle ¢aligmamizda, afinite jelinin sentezinde uzant: kolu

olarak L-tirozin tercih edilmistir [149].

Literatiirde, PPO enziminin saflastirilmas: igin hazirlanan afinite jellerinde
ligand olarak tropolen, metimazol, L-mimozin, 2-merkaptobenzimidazol, 2-
merkaptobenzotiyazol, p-aminobenzoik asit ve p-aminobenzoik asit tiirevleri
kullanilmigtir [150-151]. Fakat bunlarin i¢inde p-aminobenzoik asit PPO enzimini
daha fazla tutma kapasitesine sahip oldugundan dolaym daha yaygin bir sekilde
kullamlmaktadir. Bu nedenle arastirmamizda ligand olarak PPO enziminin

inhibitérlerinden biri olan p-aminobenzoik asit kullanilmstir.

Sepharose-4B’nin CNBr ile aktiflestirilmesiyle hazirlanan afinite jelinin
divinil siilfon (DVS) ile hazirlanan afinite jellerine gére daha yitksek PPO
absorbsiyonu sagladig literatiirden anlasilmaktadir [128]. Bu durum afinite jelleri
lizerindeki yiik farkiyla agiklanabilir. CNBr ile aktiflestirilen afinite jelinin
absorbsiyon kosullaninda (pH 5.0 ve 6.0) pozitif yiike sahip olmasi PPO’nun jele
daha kuvvetli baglanmasim saglayacaktir. Bu sekilde yikama esnasinda kolona bagh

PPO enziminin uzaklagmas: énlenmistir.

Afinite jelinin sentezi asamasindaki her bir tiirevin IR spektrumlart alinarak
EK A, EK B, EK C ve EK D’de verilmistir. Sepharose-4B’nin IR spektrumunda (EK
A): 3406, 3284, 3345, 3450 cm™ yayvan pikleri OH pikleridir. 2922, 2933, 2956,
974 keskin pikleri CH, CH; ve CH; pikleridir. 1050 cm™ C-O bagini gostermektedir.
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CNBr ile aktive edilmis Sepharose-4B’nin IR spektrumunda (EK B):
3300, 3600 cm™ civarindaki OH piklerinde ¢ok biiyiik oranda azalma vardir. Bu
yapiya CN’nin baglandigim gostermektedir. 2924, 2952 cm™ deki keskin pikler CH,
CH, ve CHyu gostermektedir. 2230 cm™ ’deki kiigiik keskin pik CN grubumu

gostermektedir.

CNBr ile aktive edilmis Sepharose-4B’ye L-tirozin’in baglanmasiyla elde
edilen IR spektrumunda (EK C): 3466, 3500, 3534, 3576 ,3607 cm’! pikleri fenolik
OH", karboksil grubunun OH™ ve N-H pikleri iist tiste girmis durumdadir. Bunlarin
iist iiste cakismasinin en biiyiik nedeni molekiil i¢i hidrojen bagidir. 1461cm™ ’de

aromatik C=C bagim gdstermektedir.

L-tirozine, p-aminobenzoik asidin baglanmasiyla elde edilen IR
spektrumunda (EK D): 3870 cm™ ’deki pik karboksilik asit OH ’dir. Hidrojen bag
nedeni ile kaymistir. 3600 cm™’de fenolik OH’1 gériilmektedir. 2900, 3000 cm™" arasi
keskin pikler alifatik ve aromatik CH sinyalleridir. 1400-1500 cm™ arasi pikler
aromatik C=C sinyallerdir. 1550-1600 cm™ arasi zayif iki pik N=N ¢ift bagna aittir.

Aragtirmamizda enzim kaynagi olarak dut (Morus alba L.) ve yer elmasi
(Helianhtus tuberosus L.) segilmistir. Dut biiylik oranda yas olarak tliketilmesinin
yamsira pekmez, recel, marmelat ve meyve suyu yapiminda da endiistriyel Gneme
sahiptir. Ayrica yer elmasi 6zellikle yas olarak bilyiik oranda tiiketilmektedir. Yer
elmasinin toprak altindaki yumrulan inulin bakimindan zengindir ve endiistriyel
degeri vardir. PPO enziminin neden oldugu enzimatik kararma gida isletmeciliginde
karsilasilan en 6nemli problemlerden birisidir. DPPO ve YPPO enzimlerinin kinetik
ozelliklerinin saptanmasi, bu meyvelerdeki enzimatik kararmanin 6nlenmesinde daha

etkili metodlann gelistirilmesine yardimct olacag: kanaatindeyiz.

Enzimin kolona adsorpsiyonu iki farkli pH’da gerceklestirildi. 0.05 M
sodyum fosfat tamponlann (pH 5.0 ve 6.0) kullamildi. Kolona adsorbe olan PPO
enzimi ancak 1M NaClI igeren 0.05 M sodyum fosfat tamponu (pH 8.0) ile eliie
edilmigtir. pH’s1 5.0 olan sodyum fosfat tamponu ile dengelenmis kolondan YPPO %
81.16 verim, 100.39 saflastirma derecesi ve DPPO’su ise % 20.14 verim, 51.03
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saflagtirma derecesi ile enzimler elde edilmistir. PH 6.0’da ise YPPO’su ig¢in %
36.44 verim, 59.68 saflastirma derecesi ve DPPQO’su ise % 21.24 verim ve 74.20

saflagtirma derecesi ile elde edilmistir.

Saflagtirilan enzimler igin nativ ve SDS-PAGE uygulanarak her bir enzim
igin tek bir bant gozlenmistir. Her iki enziminde molekiil agirligy yaklagik 65 kDa
olarak bulunmustur. PPO enziminin molekiil agirhig: tiirden tire degismektedir.
Omegin ¢ay yaprag: 72 kDa, aygicegi tohumu 42 kDa, elma 65 kDa, muz 62 kDa,
lahana 39 kDa, ¢in lahanasi 65 kDa, ananas 104 kDa, salatalik 56 kDa, hurma agact
51 kDa, yenilebilir dul avrat otu 31 kDa, fasulye 30 kDa, fasulye tohumu 110 kDa ve
hint fasulyesi 120 kDa molekiil agirligina sahip PPO enzimi icermektedir [152-164].
YPPO ve DPPO enzimlerinin molekiil agirh ¢ay yapragi, elma, muz, ¢in lahanasi,
salatalik ve hurma agaci PPO’suna benzer; aygicegi tohumu, lahana, ananas,
yenilebilir dul avrat otu, fasulye, fasulye tohumu ve hint fasulyesinden oldukg¢a farkh

oldugu goriilmektedir.

Meyve dokularindan PPO ekstraksiyonu igin ¢esitli tamponlar
kullamlmaktadir ve pH degerleri enzim kaynagina bagli olarak degismektedir. Fakat
pH genelde az bazik bir ortam saglayacak sekilde ayarlanir. Tamponun pH’si elde
edilen enzimin yapisini etkileyebilir. Arasttrmamizda birgok literatiirde belirtildigi

gibi 0.5 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.30) kullanildi [164-165].

Enzim ekstraksiyonu sirasinda fenol oksidasyonunun ve polimerizasyonun
Snlenmesinin en etkili yollarindan birisi de substratlarin ¢éziinmeyen bir polimere
baglanarak ortamdan uzaklagtinlmasidir. Fenol baglamada en yaygin olarak
kullanilan madde polivinil pirolidon (PVP)’dir. PVP, fenollerin iyonlasmadig nétral
ya da asidik pH’da ¢ok kuvvetli proton alicisidir. Ayni1 zamanda PVP, PPO’nun
kismi yarismali inhibit6riidiir. Fakat PVP’nin inhibitér etkisi enzim ekstraktinin
yikanmas: ile elimine edilebilir. Bundan dolayr fenollerin baglanmasinda polietilen
glikol (PEG) daha ¢ok tercih edilir [114]. Aragtirmamizda da bu amagla fenolleri
baglayict olarak PEG kullanilmigtir. Ayrica, kinonlart indirgeyici reaktif olarak

ekstraksiyon tamponuna 10 mM askorbik asit ilave edilmistir.
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Farkli sicaklilarda (20, 30, 35, 45, 55, 65 ve 75 °C) enzim aktiviteleri
lizerine pH’ nin etkisi katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlar1 kullanilarak
belirlenmistir. pH 4-4.5 araliginda 0.1 M sitrat/ 0.2 M Na,HPO,, pH 5-7 arahginda
0.2 M fosfat ve pH 7.5-9 aralifinda 0.2 M Tris tamponu kullanilmigtir. Elde edilen
sonuglar Sekil 3.12-3.22 ve 3.58-3.68 ve Cizelge 3.9-3.10 ve 3.39-3.40°de
verilmistir. YPPO enziminin optimum pH’s1 katekol, 4-metil katekol, pirogallol
substratlan igin 20, 30 ve 35 °C’de degismemistir ve sirasiyla 7.0, 5.0 ve 8.0 olarak
bulunmustur. Fakat sicaklik artisina paralel olarak optimum pH degerlerinde diisme
gozlenmistir. Optimum pH katekol substrati kullamldiginda 75 °C’de 5.0’a, 4-metil
katekol kullanildiginda 4.5 ve pirogallol kullanildiginda 7.0’a diigmiistiir.

DPPO enziminde katekol substrat olarak kullanildifinda ise 20 °C’de
optimum pH 7.0 olarak g6zlenirken sicakligin 30 °C’ye yiikselmesi ile optimum pH
4.5’a diismiistiir. Sicaklifin 55 °C’ ye kadar yiikselmesi pH’y1 degistirmemistir fakat
65 ve 75 °C’lerde optimum pH 5.0’a yiikselmigtir. DPPO enziminde 4-metil katekol
substrat olarak kullanildiginda ise 20, 30 ve 35 °C’lerde optimum pH degismemis ve
4.5 olarak bulunmugtur. Fakat sicakligin ytikselmesi ile optimum pH 5.0’a yiikselmis
ve 75 °C hari¢ sabit kalmistir. DPPO enziminde pirogallol substrat olarak
kullanildiginda ise sicaklik artisina paralel olarak optimum pH degerlerinde diisme
gozlenmigtir. 20 °C’de optimum pH 8.0 iken 75 °C’de 5.0 olarak bulunmustur.
Aktivitedeki bu degismeler sicakliin artmasiyla enzimin ii¢ boyutlu yapisindaki
kiigtik degismelere baglanabilir. Ortamin pH’sinin, enzimlerin iyonlagabilen gruplan
lizerinde Onemli etkisi oldugu i¢in enzim aktivitesindeki roliide biiyliktir. Aktif
merkezin konformasyonunu koruyup, islevini yerine getirebilmesi i¢in bu gruplarin

iyonik formda olmas: gerekir. pH substrattaki iyonlagabilen gruplanda etkileyebilir.

Genel olarak her iki kaynaktan saflagtirilan PPO enzimlerinin pH 4.5 ile 8.0
arasinda degisen yiiksek aktivitelere sahip oldugu gériilmektedir (Sekil 3.20-3.22 ve
3.66-3.68). Enzimatik kararmanin Onlenmesinde {irliniin pH’sinin bu arahklarin
disinda tutulmasi PPO enziminden kaynaklanan kararmayr Onemli olgiide

engelleyecegini sOyleyebiliriz.
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Ekstraksiyon metoduna, substrata, enzimin hiicre igindeki yerine ve enzim
kaynagina bagh olarak, PPO aktivitesinin optimum pH’s1, genis bir aralikta degisir.
Genellikle pH 4.0 ve 7.0 arasindadir [164). Cesitli kaynaklardan elde edilen PPO
ekstraktlarinin pH 4.0’in altinda inaktif oldugu bildirilmektedir. Pirogallol ve
klorogenik asit substrat olarak kullanildiginda patates homojenatindan elde edilen
PPO’nun pH 5.0’da inaktif oldugu bulunmustur. Olgunlagsmamis Satsuma
mandalinasindan elde edilen PPO, pH 6.0 altinda pirogallolii okside edememistir.
Diger taraftan, tiziimden elde edilen bir PPO ekstraktt pH 3.4’te maksimum
aktivitesinin % 50’sinden fazlasim korumustur. Erikten elde edilen PPO nétral
ortamda aktivitesini tamamen kaybederken, normal pH’st olan 3.8’de maksimum
aktivite gostermigtir [30]. Kullanilan tamponun tiirii ve enzimin saflifs da optimum
pH’y1 etkiler. Bu bakimdan, bagh ve ¢6ziinmiis enzimlerin optimum pH’lari
farklidir. Izoenzimler farkli optimum pH’lara sahip olabilirler. Aym1 meyve veya
sebzenin olgunlagmasinin farkli asamalarinda elde edilen enzim ekstraktlarinin
optimum pH’s1 farkhdir. Enzim ekstraktlarimin ¢ogu yalmiz bir optimum pH’ya
sahiptir. Bazi durumlarda, yetersiz saflagtirmadan dolay: ikinci bir optimum pH’ya
da rastlandigr bildirilmektedir. Elde ettigimiz optimum pH degerleri literatiirde

belirtilen degerlerle uyum igerisindedir.

YPPO enziminin optimum sicakligr katekol, 4-metil katekol ve pirogallol
substratlarinin optimum pH’larinda sirasiyla 20, 20 ve 35 °C olarak bulunmustur.
DPPO enziminin optimum sicakligi ise katekol, 4-metil katekol ve pirogallol
substratlarinin optimum pH’larinda strastyla 45, 20 ve 20 °C olarak bulunmustur.
Optimum pH ve sicaklik ¢alismalarnina gére; YPPO enzimi igin en yiiksek aktivite
katekol substrat1 kullanilarak 20 °C’de pH 7.0’de elde edilmistir. DPPO enzimi i¢in
yine ayni substratla 45 °C’de ve pH 4.5’da en yiiksek aktivite gdzlenmistir.

Caligilan biitiin sicakliklarda, pirogallol substrat olarak kullanildiginda, pH
7.5’in iizerinde YPPO ve DPPO enzimlerinin aktivitelerinde artis gézlenmektedir.

Bu durum alkali gartlarda pirogalloliin otooksidasyonuna baglanabilir.’

Yine ¢alisilan biitiin sicakliklarda, katekol ve 4-metil katekol substrat olarak

kullanuldiginda, genelde pH 7.0’nin {izerinde YPPO ve DPPO enzimlerinin
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aktivitelerinde ani bir diislis gézlenmektedir. Bu durum Lerch tarafindan, oksidasyon
reaksiyonunun PPO’nun histidin rezidiisii ile ilgili oldugu seklinde agiklanmaktadir
[166]. Lerch’e gore histidin rezidiisii alkali sartlarda oksidasyonu inhibe edebilir
fakat notral pH’da aktive edebilir. Suda ilging bir gergektir ki, PPO’nun bir ¢ok
meyvedeki optimum pH’st 6.0-7.5 arasinda deBismektedir. pH 7.5’in lizerinde
PPO’nun hizli bir gekilde aktivite kaybetmesi asagidaki olasiliklarin birine veya
bunlarin kombinasyonuna baglanabilir; 1- alkali sartlarda enzimin konformasyonel
degisime uBrayabilir, 2- enzim, Maillard reaksiyonu ile o-kinonlarla reaksiyona

girebilir, 3- o-kinonlar baz tarafindan katalizlenen ikincil reaksiyonlara girebilir.

PPO aktivitesinin optimum sicakligi lizerine yapilan galismalar optimum
pH lizerine yapilan ¢alismalara oranla daha azdir. Seftali PPO’sunun aktivitesi,
sicaklik 3 °C’den 37 %C’ye vyiikseldikge artmakta, sicaklik 45 °C’ ye kadar
yiikseldikge de azalmaktadir. 3 °C sicakhkta maksimum aktivitenin % 50’si
goriilmektedir. PPO enzimi kayisida 25 °C’de muzda ise 37 °C’de maksimum
aktiviteye ulasmaktadir [27,111]. Iki farkli tiztim tiirii igin optimum sicaklik sirastyla
25-30 ve 10-15 °C arasinda bulunmugtur [30]. Starking ve Cvs. Jonathan elmalarinda
substrat olarak klorogenik asit kullanildiginda maksimum PPO aktivitesi sirasiyla 30
ve 25 °C olarak bulunmustur. Substrat olarak pirogallol kullanildiginda ise, enzim
aktivitesi sicaklikla artmaktadir. Fakat 35 0C’ye gelinceye kadar maksimum
aktiviteye rastlanmamustir [111]. pH 5.2’de klorogenik substrat1 iizerine yabani
havug PPO’sunun aktivitesi 22-27 °C arasinda artarken sicaklik 32 °C’ye yiikselirken
bu artis daha az olarak gdzlenmistir [30). Patateste, 22 °C’de katekol substrati
lizerine maksimum aktiviteye ulasilirken, pirogallol substrati kullanildiginda ise 15-
35 °C arasinda aktivitede lineer bir artis gozlenmektedir [74]. Literatiirlerden
anlastlacagr gibi YPPO ve DPPO igin elde edilen optimum sicaklik degerleri bu

verilerle yaklagik uyum igerisindedir.

pH’ya bagimli aktivasyon enerjisinin degisimini incelemek i¢in; YPPO ve
DPPO enzimleri igin yapilan optimum pH ve sicaklik g¢aligmalarindan elde edilen
aktivite degerlerinin (U/mL dak) logaritmas: reaksiyon sicakliklarinin (K) tersine
(1/T) karst grafigi ¢izildi. Arrhenius denkleminden yararlanilarak grafiklerin

egiminden (-Ea/2.303R) aktivasyon enerjileri hesaplandi. Cizelge 3.11 ve 3.41
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incelendiginde bazi pH’lardaki aktivasyon enerjisinin negatif degerde oldugu
goriilmektedir. Literatiirde benzer sonuglara rastlanmigstir [142,165,167]. Bu durum
enzimin sicaklikla inaktive oldugu seklinde ag¢iklanmaktadir. Kimyasal
reaksiyonlarin ¢ogunun iz sicaklikla artar. Enzim katalizli reaksiyonlarda buna
uyarlar. Fakat enzimler kompleks yapili protein molekiilleridir. Katalitik etkinlikleri
substrat baglama ve katalitik merkezlere sahip, son derece diizenli bir yaprya sahip
olmalarindan kaynaklanir. Bu tersiyer yapi, ¢ok sayida zayif kovalent olmayan
baglarla olusur. Yani enzim ¢ok hassas bir yapi gosterir. Eger molekiil biiylik bir

enerji absoblarsa tersiyer yapt bozulur ve enzim denatiire olur [42].

PPO enziminin sicakhifa bagimh denatlirasyon ozelliinin arastinlmas:
amaci ile 40, 50, 60, 70 ve 80 °C’lerde 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakikalardaki
bekleme siireleri sonunda aktiviteler bulunmustur. Elde edilen degerler % aktiviteye
dénistiiriildi ve zamana kars1 % aktivite grafigi ¢izildi. YPPO i¢in elde edilen grafik
incelendiginde (Sekil 3.29) 60 dakika inkiibasyon sonucunda aktivitede 40 °C’de %
31.8, 50 °C’de % 65.15, 60 °C’de % 89.22 azalma goriiliirken, 70 ve 80 °C’lerde
enzimin tamamen denatiire oldugu tespit edilmistir. 70 °C’de 30 dakika 1sitma siiresi
sonunda enzim aktivitesinde % 93.19 ve 80 °C’de 20 dakika 1sitma siiresi sonunda %

98.01 azalma goritlmiistiir.

DPPO igin elde edilen grafik incelendiginde (Sekil 3.75) ise 60 dakika
1sitma siiresi sonunda aktivite de 40 °C’de % 47.39, 50 °C’de % 64.38 ve 60 °C’de %
98.04 azalma goriiliirken, 70 ve 80 °C’lerde enzimin tamamen denatiire oldugu tespit
edilmistir. 70 °C°de 50 dakika 1sitma siiresi sonunda aktivitede % 96.67 ve 80 °C’de
20 dakika 1sitma siiresi sonunda % 99.67 azalma gériilmiistiir. Bu sonuglardan YPPO

enziminin DPPO’suna oranla 1stya daha dayanikli oldugu gértilmektedir.

PPO enziminin sicakliga bagimli renatiirasyon ozelliginin arastirilmasi
amact ile denatiirasyon calismasinda kullanilan ve ilgili sicakliklarda bekletildikten
sonraki enzim ¢ozeltisi 22 °C’ye kadar sogutuldu. 22 °C’de enzim aktiviteleri YPPO
icin 10, 20, 30, 40, 50, 60 ve DPPO i¢in ise 5. 10, 15, 20, 25, 30 dakika zaman
araliklarinda 10 mM Kkatekol substratt kullantlarak 6lgiildii. Elde edilen degerler %

aktiviteye doniistiiriildii. 22 °C’deki inkiibasyon siiresine karsiik % aktivite grafigi
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elde edildi (Sekil 3.30 ve 3.76). YPPO enzimi i¢in elde edilen grafik incelendiginde
enzimin hemen hémen renatiire oldugu goriilmektedir. Fakat DPPO enzimi i¢in elde
edilen grafik incelendiginde 70 ve 80 °C’lerde bekletilen enzimin renatiire olmadig,
60 °C’de bekletilen enzimin ise ¢ok az bir diizeyde; 40 ve 50 °C’lerde bekletilen
enzimin ise siwrasiyla ancak % 53.27 ve % 22.55 orijinal aktivitelerini kazandig
goriilmektedir. Bu sonuglara gére 6zellikle yer elmasindaki enzimatik kararmanin
onlenmesinde termal denatiirasyonun uygun bir metot olmadift goriilmektedir.
Ancak endiistriyel éneme sahip dut meyvasinin iglenmesi sirasindaki enzimatik

kararma termal denatiirasyon ile belirli 6l¢iide engellenebilir.

Substrat spesifikligi, optimum pH ve sicaklikta oldugu gibi PPO’nun 1
stabilitesi de biiyilk oranda enzim kaynafina baghdir. Genelde, PPO yiiksek
derecede 1siya dayanikli enzimlerden degildir [23]. Coézelti veya dokulardaki
enzimin, kisa bir siire igin, 70-90 °C arasindaki sicaklilara maruz birakilmasi enzimin
katalitik fonksiyonunun kismen veya tamamen déniigiimsiiz olarak kaybina sebep
olur. Enzimatik kararmay: diisiik sicakliklara maruz birakarak engellemeden 6nce,
meyve ve sebze dokularindaki PPO enzimi genellikle 1s1 ya da kimyasallarla inaktive

edilir.

Arastirilan bir ¢ok ayva tiiriinde, PPO’nun inaktivasyonu 95 °C’de 16-30
saniye ve 75 °C’de 25-80 dakika arasinda bulunurken bir ayva tiiriinde 75 °C’de 3
dakika sonunda aktivite tamamen kaybolmustur. Muz PPO’su 42-80 °C arasinda 1s1
inaktivasyonuna maruz kalmaktadir. Enzim pH 6.0’da 42 °C’nin altinda oldukg¢a
kararhdir, 42 °C sicaklikta bir saatlik 151 muamelesi ise % 8 inaktivasyona sebep olur.
Muz PPO’su 80 °C’de 15 dakika siire sonunda tamamen inaktive olmaktadir.
Satsuma mandalinalant olagan dis1 isiya dayamikhh PPO’ya sahiptirler. Enzim 80
%C’de 30 dakika sonra bile orijinal aktivitesinin % 50’sinden fazlasim1 korumaktadir
[30]. Is1 inaktivasyonu g¢alismalarinda YPPO ve DPPO enzimleri igin elde ettigimiz
sonuglar, literatiirde ayva ve muz PPO’lan igin belirtilen degerlere uygunluk

gostermektedir.

Her iki kaynaktan saflastirilan enzimlerin ¢esitli substratlan icin elde edilen

aktiviteler Cizelge 3.17 ve 3.47°de gosterilmektedir. YPPO ve DPPO enzimlerinin
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kinetik sabitleri (Km ve Vmax) optimum pH ve sicakhikta katekol, 4-metil katekol,
pirogallol, p-kresol ve L-tirozin substratlar1 kullanilarak belirlenmistir. Bu amagla
bes farkh substrat konsantrasyonunda enzim aktiviteleri belirlendi. 1/V ve 1/[S]
degerleri bulunarak her bir substrat icin Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. (Sekil
3.31-3.33 ve 3.77-3.79). Ky ve Vpax degerleri grafiklerin denklemlerinden

yararlanilarak bulundu.

Her iki kaynaktan elde edilen PPO enzimi katekol, 4-metil katekol ve
pirogallole kars1 aktivite gosterirken, monofenollere karsi (p-kresol ve L-tirozin)
hicbir aktivite gostermemigtir. Bu durum YPPO ve DPPO enzimlerinin
hidroksilasyon (kresolaz) aktivitesine sahip olmadigimi gostermektedir. Benzer
sonuglar bazi arastirmacilar tarafindan da bulunmustur [165,168-170]. Ormegin
Beena ve Lalitha, hint fasulyesinden elde ettikleri PPO enziminin katekol, 4-metil
katekol, dopa ve pirogallole kars1 aktivite gosterdigini fakat p-kresol ve tirozine karst
hi¢bir aktivite gostermedigini tespit etmiglerdir [164]. Ancak bazi kaynaklardan elde
edilen PPO enzimlerinin her iki aktiviteyede sahip oldugu literatiirden
anlagilmaktadir [42,158,172].

YPPO enziminin katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlari icin
bulunan Vmax / Kum degérlerinden, bu enzim igin katekoliin en iyi substrat oldugu
bunu da 4-metil katekol ve pirogalloliin takip ettifi anlasilmaktadir (Sekil 4.1).
Ancak bu siralamanin farkli tiirlerden elde edilen PPO enzimleri igin degistigi

literatiirde goriilmektedir [152-156].
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Sekil 4.1 YPPO ve DPPO’nun ii¢ farkli substratina karsi Vma./Ky degerlerinin

degisimini gdsteren grafik.
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DPPO enziminin katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlari icin
bulunan Vi, /Ky deBerlerine gore; pirogallolin DPPO igin en iyi substrat oldugu

bunu da 4-metil katekol ve katekoliin takip ettigi goriilmektedir (Sekil 4.1).

Katekol ve 4-metil katekol substratlari, DPPO enzimi tarafindan
oksidasyona ugrarlar fakat 4-metil katekoliin oksidasyonu daha hizhi bir sekilde
gerceklesir(daha yiiksek Vya/Kum degerine sahiptir). Bu durum, 4-metil katekol
substratinin para pozisyonunda bulunan elektron verici metil grubunun katalitik

verimi biiyiik oranda arttirdify seklinde agiklanmaktadir [164].

Farkli kaynaklardan elde edilen PPO enzimlerinin katekol substrat: i¢in
0.011 mM’dan 84.2 mM’a kadar degisen Ky degerleri bildirilmektedir. [157-
158,160,162-164,167-168,172-173]. Amasya elmasi, hurma agaci, fasulye, fasulye
tohumu ve hint fasulyesinden izole edilen PPO enzimlerinin 4-metil katekol substrati
i¢in elde edilen Ky degerleri 1.6- 4.0 mM arasinda degigmektedir [160,162-164,167].
Pirogalloliin substrat olarak kullamilmasiyla ¢in lahanasi, amasya elmasi, yali
armutu, fasulye tohumu ve hint fasulyesinden elde edilen PPO enzimleri i¢in 2.6 - 27

mM arasinda degisen Ky degerleri bildirilmektedir [157,163-164,167-168].

Literatiirde farkli kaynaklardan elde edilen PPQO enzimlerinin farkly
substratlar i¢in farkli Vi, degerleri bildirilmektedir. Cin lahanasi, malatya kayisisi,
hurma agaci, yali armudu ve fasulyeden izole edilen PPO enzimleri igin katekol
substratiyla bulunan V. degerleri sirasiyla 67.6, 833, 91, 766 ve 3846 U/mLdak;
hurma agaci ve fasulye PPO’su i¢in 4-metil katekol substratiyla bulunan Vs
degerleri sirastyla 750 ve 2577 U/mLdak; ¢in lahanasi ve yali armutu PPO’su igin
pirogallol substrati ile bulunan V.« degerleri 14.1 ve 423 U/mLdak olarak
verilmistir [157,160,162,168,172].

YPPO enzimi i¢in katekol substrat1 kullanilarak bulunan Ky degeri malatya
kayisisi, yali armutu, fasulye tohumu igin elde edilen deZerlere; 4-metil katekol ve
pirogallol substratlan kullanilarak bulunan Ky degerleri ise sirasiyla amasya elmast
ve fasulye tohumunda elde edilen degerlere g¢ok yakin bulunmustur. YPPO enzimi

icin katekol ve 4-metil katekol substratlani kullamilarak bulunan V... degerleri
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fasulye PPO’su i¢in ayn: substratlarla elde edilen degerlere oldukca yakindir. 4-metil
katekol substrati kullanilarak DPPO enzimi igin bulunan Vo, degeri fasulye PPO’su

i¢in bildirilen degere benzerlik gdstermektedir.

Gida endiistrisinde enzimatik kararma PPO’nun termal inaktivasyonu ile
onlenebilir. Ancak yer elmasinda oldugu gibi enzimin renatiire olmas: bu yéntemin
uygulanmasim sinirlamaktadir. Ayrica 1st uygulamasimin gida iiriiniindeki doku
yumusamasina ve tat kaybina sebep olmas bir diger sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Enzimatik kararmanin Onlenmesinde en etkili yéntem PPO’nun inhibitérlerinin
kullanilmasidir. Bu amagla bisiilfit, askorbik asit ve tiirevleri, metal selatlayicilarn,
glutatyon, siilfath polisakkaritler, poli fosfatlar, rezorsinol tiirevleri, tropolen ve siklo

dekstrinler PPO inhibitérii olarak ¢aligitmistir [2].

Aragtirmamizda her iki kaynaktan elde edilen PPO enzimi iizerine B-
merkapto etanol, 2-merkapto benzotiazol, glutatyon, L-sistein, ditiyoeritritol, 2,4-
dikloro-5-stilfamoil benzoik asit, p-aminobenzoik, benzoik asit, 4-karboksi benzen
stilfanamid, sulfosalisilik asit, siilfanamid, sodyum azid ve NaEDTA inhibitorlerinin
etkisi incelenmistir. Inhibisyon etkisi, K; ve Isy olmak tizere iki farkli degerle
verilebilir. En uygun parametre K; sabitleridir. Ciinkii materyal ve yontemlerde
belirtildigi gibi K; sabitinin belirlenmesi igin en az {i¢ sabit inhibitsr
konsantrasyonunda  ¢aligmalar  yapilmakta ve her bir sabit inhibitér
konsantrasyonunda bes farkli substrat konsantrasyonu igin hiz degerleri
belirlenmektedir. Bunun sonucu olarak ¢ok hassas sonuglar elde edilmektedir. Ayrica
bu yoéntemle inhibisyon mekanizmas: saptanmaktadir. Fakat bazi arastirmacilarin
inhibisyon etkisini tespit etmek i¢in Iso degerlerini de kullandiklan bilinmektedir. Bu
amagla  substrat  konsantrasyonlart  sabit  tutularak, degisik  inhibitor
konsantrasyonlarinda, yiizde aktiviteler belirlenmekte ve daha sonra grafik yolu ile %
50 inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonu hesaplanmaktadir. Bu yontem,
K sabitinin tespit edilmesine gore daha az hassas olmasina ragmen, uygulamasi daha
kolay oldugu igin pratikte kullanilmaktadir. Yukaridaki sebepler géz 6niine almarak,
hem K; degerleri, hem de bes farkli inhibitér konsantrasyonu icin sabit substrat
konsantrasyonunda Isy degerleri her iki kaynaktan saflagtirilan PPO enzimleri igin

tespit edilmistir.
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Farkli inhibit6rlerin Isy degerlerini bulmak igin optimum sartlarda katekol
substrattni 10mM sabit konsantrasyonda ¢alisildi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.34-
3.47 ve 3.80-3.91 ve Cizelge 3.18-3.25 ve 3.48-3.54’de verildi.

YPPO ve DPPO enzimleri igin B-merkapto etanoliin en gii¢lii inhibitér
oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.25-3.54 ). Aym inhibitoriin ¢in lahanasi, malatya
kayisis1 ve fasulye tohumundan izole edilen PPO enzimleri iizerinde de giiclii

inhibitor etkisi gosterdigi bildirilmektedir [157,163,172].

YPPO enzimi igin en zayif inhibitsr NaEDTA olurken, DPPO enzimi i¢in
ise etilen glikoliin oldugu bulunmustur. PPO’nun sebep oldugu enzimatik kararma
reaksiyonunun Onlenmesi igin kullanilan bilesikler arasinda yer alan 2-merkapto
benzotiazol ve PB-merkapto etanol inhibitSrlerinin toksit etkilerinden dolayr gida
endiistrisinde kullammi sakincali oldugundan, 1st ile inaktivasyon da dokuda
yumusamaya ve tat kaybina yol agtlglndan fazla tercih edilmemektedir. Fakat toksit
etkisi olmayan glutatyon ve bir amino asit olan L-sistein’in inhibitér olarak
kullanilmas: enzimatik kararmamn engellenmesinde alternatif bir ySntem olarak
diisiiniilebilir. L-sistein, o-kinonlarla kararli bilesik olugturmasinin yaninda sulfihidril
gruplan veya enzimin diger amino asit rezidiileri ile reaksiyona girerek inhibisyon
etkisi gostermektedir. Ditiyoeritritol ise, PPO’nun aktif bélgesindeki bakirt
selatlayarak inhibisyon etkisi gosterir [164].

Farkli inhibitorlerin K; degerlerinin bulunmasi amaciyla 6nce inhibitorsiiz
ortamda optimum sartlarda bes farkli katekol substrati konsantrasyonlarinda
aktiviteler 6l¢iildii. Daha sonra ii¢ farkli sabit inhibitdr konsantrasyonu i¢in bes farkh
substrat konsantrasyonunda aktivite tayinleri yapildi. 1/V ve 1/[S] degerlerinden
Lineweaver Burk grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden yararlamlarak K; degerleri ve
inhibisyon tiirleri tespit edildi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.48-3.51 ve 3.89-3.97,
Cizelge 3.26-3.30 ve 3.55-3.64’de verildi.

YPPO enzimi igin ditiyoeritritol, L-sistein, sodyum azid ve siilfosalisilik asit
inhibitorlerinin K; degerleri sirasiyla 8.82x10’6, 2.19, 9.58, 10.40 mM olarak tespit

edilmistir. L-sistein, sodyum azid ve siilfosalisilik asit inhibit6rlerinin YPPO enzimi
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iizerindeki inhibisyon tiirii kompetatif, ditiyoeritritol i¢in ise unkompetatif oldugu

bulunmustur.

DPPO enzimi igin [-merkapto etanol, ditiyoeritritol, 2-merkapto
benzotiyazol, p-aminobenzoik asit, p-amino metil benzen siilfanamid, sodyum azid,
sulfosalisilik asit, L-sistein ve glutatyon inhibitdrleri i¢in K; degerleri Cizelge
3.64’de verilmigtir. B-merkapto etanol, ditiyoeritritol, 2-merkapto benzotiazol ve
sodyum azid inhibitérlerinin DPPO enzimi iizerindeki inhibisyon tlirii
nonkompetatif, p-aminobenzoik asit, p-amino metilbenzen siilfanamid ve
sulfosalisilik inhibitérleri unkompetatif, L-sistein ve glutatyon inhibitorleri i¢in ise

kompetatif oldugu bulunmustur.

B-merkapto etanol, ditiyoeritritol, siilfosalisilik asit ve L-sistein
inhibitSrlerinin fasulye tohumundan izole edilen PPO enzimi {izerindeki inhibisyon
tiirli kompetatif, sodyum azid i¢in ise unkompetatif oldugu bildirilmektedir [163].
Kus burnu meyvesinden izole edilen PPO enzimi lizerine benzoik asit ve B-merkapto
etanol inhibitérlerinin nonkompetatif inhibisyona, L-sistein, glutatyon, sodyum azid

ve ditiyoeritritoliin ise kompetatif inhibisyona sebep oldugu bildirilmektedir [42].
Enzim kaynagina ve kullanilan inhibit6rlere gore inhibisyon tiirlide ¢ogu
zaman degismektedir. Bir ¢ok yayinda NaEDTA ve etilen glikoliin zayif inhibisyona

sebep olduklan belirtilmektedir [42,163,168]. Calismamizda ayni sonu¢ YPPO ve
DPPO enzimleri i¢inde tespit edilmistir.

Sonug olarak yapilan ¢aligmalarda agagidaki bulgular elde edilmistir.

e PPO enziminin saflastinlmas: igin Sepharose 4B- L- tirozin- p-aminobenzoik

asit kimyasal yapisina sahip yeni bir afinite jeli sentezlenmistir.

e Bu afinite jeli kullanilarak dut ve yer elmasindan PPO enzimi saflastirilmigtir.
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Afinite kromatografisi ile saflagtirilan yer elmasi ve dut PPO enzimleri nativ
ve SDS-PAGE elektroforezinde tek bant elde edilmis ve her iki enziminde
molekiil agirliklan yaklasik olarak 65 kDa olarak bulunmustur.

Saflagtirilan enzimlerin optimum pH ve sicakliklan katekol, 4-metil katekol

ve pirogallol substratlan kullanilarak bulunmustur.

Optimum sartlarda yapilan kinetik caligmalar sonucu yer elmasi PPO
enziminin en ¢ok katekol substratina karsi, dut PPO enziminin ise pirogallol
substrat1 iizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Yer elmasi ve dut PPO
enzimlerinin monofenollere (p-kresol ve L-tirozin) karst hicbir aktivite

gostermedigi bulunmustur.

Genel olarak her iki kaynaktan saflastirilan PPO enzimleri pH 4.5 ile 8
arasinda degisen yliksek aktivitelere sahip oldugu belirlenmistir. Enzimatik
kararmanin Onlenmesinde iiriiniin pH’simin bu araliklarin disinda tutulmas:
PPO enziminden kaynaklanan kararmayr 6nemli o6lgiide engelleyecegi

s6ylenebilir.

Endiistriyel 6neme sahip dut meyvesinin islenmesinde enzimatik kararmanin
termal denatiirasyon ile belirli 6lgiide engellenebilecegi fakat yer elmasindaki
enzimatik kararmanin 6nlenmesinde termal denatiirasyonun uygun bir metot

olmadig kanisina varilmistir.

Saflagtirilan her iki enzim iizerinde en kuvvetli inhibitérlerin -
merkaptoetanol ve 2-merkaptobenzotiyazol, en zayif inhibitérlerin ise

NaEDTA ve etilen glikol oldugu bulunmusgtur.

Karbonik anhidraz enziminin spesifik inhibitérleri olan ve bir kismu klinikte
ila¢ olarak kullanilan siilfanamid bilesiklerinin PPO enzimleri lizerinde
inhibisyon etkisi tarafimizdan ilk defa incelenmistir. Bu bilesiklerin yer

elmasi ve dut PPO enzimlerini belirli 6lgiilerde inhibe ettigi bulunmustur.
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5. EKLER

Afinite jelinin sentezi asamasindaki her bir tiirevin IR spektrumlar ¢ekildi ve

spektrumlar EK A, EK B, EK C ve EK D’de sunulmustur.
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