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OZET

Anahtar kelimeler: Polifenol oksidaz, badengleaPrunus dulcisenzim saflstirma

Polifenol oksidaz (PPO) enzimi badenglgalan Prunus dulci¥ ekstrakte edilnsive
amonyum sulfatla ¢okttirme, diyaliz, jel filtrasydmomotografisi yontemleri ile
saflgtirilmistir. Amonyum stlfat ¢oktirme ve diyalizlemlerinden elde edilen
ornek, PPO enziminin karakterizasyonu icin kullamgtir. Bu amacla, optimum pH
ve sicaklik dgerleri farkli substrat kullanilarak belirlengtir. PPO enziminin en iyi
substratin 4-metil katekol ol@u bulunmgtur. Bu subtrat icin optimum pH ve
sicaklik dgerleri sirasiyla 6,5 ve 3% olarak belirlenmtir. K, ve Viaxdeserleri
1,71 mM ve 99,0MA dak® olarak bulunmstur. Bu calsmada yedi adet inhibitér ile
calisilmis ve etkili olanlarin yagmali inhibitor olarak sodyum azid, benzoik asit,
sitrik asit, L-askorbik asit ve tiyolre olgu bulunmgtur. Metallerin PPO enzim
aktivitesi Uizerine etkisi incelenmiFe™®, Cu? Mn™, PB? metallerinin enzim
aktivitesini artirirken Zff, Mg™, Ba?, Cd? Co3 Sr? K metallerinin enzim
aktivitesini azalttg bulunmuytur.



PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF POLYPHENOL
OXIDASE FROM UNRIPE ALMOND ( Prunusdulcis) PLANT

SUMMARY

Key Words: Polyphenol oxidase, unripe almoRdjynus dulcisenzyme purification

Polyphenol oxidase (PPO) of unripe almoRdupus dulci¥ fruit was extracted and purified
through (NH).SO, precipitation, dialysis, gel filtration. The saraplobtained from
ammonium sulfate precipitation and dialysis wasduie characterization of the PPO. For
this aim, optimum conditions, i.e. pH, temperatuwere determined with different with
substrates. The best substrate of the PPO was ftoubd 4-methyl catechol. Optimum pH
and temperature were found 6,5 and@%or this substrate. iand \haxvalues were 1,71
mM and 99,0AA dak* with 4-methyl catechol, respectively. Seven inftlstwere tested in
the study and the effectives were found to be sodazide, benzoic acid, citric acid, L-
ascorbic acid and tiourea as competitive inhibitdrse enzyme activity was also tested
against some metals. BeCu'?, Mn**, and PI ions act as enzyme activator however'fig
Ba'?, Cd? Co™ Sn? K*and Si? metals act as enzyme inhibitors.

Xi



BOLUM 1. GIiRiS

Tlketicinin giderek daha bilinglenmesi sonucu tilkat besinlerin hem cevre ve
insan s@ligina, hem de damak zevkine uygun olmasi talep ekikdé. Bu nedenle
gida endustrisi alaninda, Uretim ve pazarlama ilgili i yeni yontemler
gelistiriimektedir. Meyve ve sebzelerde, ayrica kabulkduniz hayvanlarinda ¢arpma,
kesme, kabuk soyma ve dilimleme gibi mekanik zedake ve slemlerle bazi renk
desismeleri ortaya ¢ikmaktadir. Pembeden, mavimsi-siyatar olan farkli tondaki
bu renk dgismelerine "esmerkgne” denir. Bir cok meyve ve sebze Urinlerinde bu
renk deismeleri bir dereceye kadar istenir, ancakgigdkez istenilen seviyede
durdurulamaz. Enzimatik esmegtee denilen bu reaksiyon, hem polifenol oksidaz
(PPO) enziminin aktivitesi, hem de fenolik maddesantrasyonu ile ilgilidir. PPO
enziminin neden oldiu esmerlgmeler, Griiniin sadece renginde bozulmaya neden
olmamakta, ayni zamanda lezzetini ve kalitesindidgirmektedir. Bu nedenle olayin
Oonlenmesi ve sinirlandiriimasi amaci ile PPO emsmnitelikleri tGzerinde ¢ok

¢esitli arastirmalar yarttalmektedir [1].

Enzimler canli organizmalar icin yuriyen reaksiysdh duzenleyici gorev
aldiklarindan, yuksek ve buyuk bir secicilikle Kati@diklerinden bazen istenmeyen
durumlarda organizmaya negatif etki ederek bozu&haksebep olmaktadirlar. Bu
sebeplerin ortadan kaldirilmasi ancak o enzimlerarakterize ederek
mekanizmalarini belirlemek ve onlara uygun inhiidé@in belirlenmesi ile mimkin
olmaktadir. Son yillarda in vitro ¢ainalarda enzimlerden yararlanma galalari

hizla artmaktadir.Gunimuzde yapi ve mekanizmasi bilinen birgcok enzim

biyoteknoloji, gida gibi bir cok alanda kullanilntakir.



Polifenol oksidazlar, bir ¢cok sebze ve meyvelerdsilkne veya parcalanmalari
sirasinda oksidatif esmegtaeye sebep olarak renkte kararma ve bozulmalampseb
olur. Meyve ve sebzeleriglenmesi sirasinda meydana gelen enzimatik esgnezle
gida ve tarim sektériind hem Urdnlerin bozulmasi Herekonomik acidan olumsuz
yonde etkilemektedir. Ayrica yiyeceklerde fenolikekiklerin miktarinin artmasi
antioksidant Ozellik tadiklarindan dolay! insan g1 acgisinda da olduk¢a 6nem
teskil etmektedir. Bu ylzden bu esmearieeye sebep olan enzimler Uzerinde yapilan

calismalar bu alanda yarar@ayacaktir.

Polifenol oksidaz enzimleri iki tlr reaksiyonu Katker. Bunlardan birincisi
molekiler oksijen kullanarak monofenolik Bilderin difenollere hidroksilasyonu
(krezolaz aktivitesi) ve ikincisi o-difenollerin kinonlara oksidasyonu (katekolaz

aktivitesi) dur. Olgan o-kinonlar sulu ortamda, kararma reaksiyonlagobacan

Son yillarda kimyacilar ve besin teknologlarinin énzime olan ilgileri artngive
¢ssitli kaynaklardan enzimin izolosyonu, saflisilmasi ve karakterizasyonu ile ilgili
calismalar yapilmgtir. Son on yildan bu yana fenolik substratlarirsid&syonlari,
enzimin aktivasyonu ve inhibisyon yontemlerignalmistir [2].

Ozellikle son yillarda yapilan camalarla, PPO enziminin bir ¢ok sebze ve
meyveden (kiraz, mango yapraklarindan, muz, namdtaergi, seftaliden, Trabzon
hurmasindan, dut, ayva, vb). Ozellikle taro yurmuigilek, kirmizi bgurtlen, marul

bitkilerinden PPO enzimi safiarilip aktivitesi belirlenmitir.

Bu calsmanin amaci, PPO enziminin Sakarya bolgesindestiyi¢in cagladan
saflggtiriilmasi ve karakterize edilmesidir. Bu amagla&lgdan izole edilen enzim
daha sonra amonyum sulfat ¢oktirmesi yontemi ilktigglen ham PPO enzimi
diyaliz ile kismen safldiriimistir. Enzimin kinetik 6zellikleri, optimum pH ve
sicakliksartlari, depolanma kararigh, inhibitér calsmalari, metallerin enzim Gzerine
etkisi kismen saf enzim ile yapilghr. Daha sonraki safjarma gamalar jel

filtrasyon kromatografisi ve native jel elektrofarée yapilimstir.



BOLUM 2. ENZIMLER

2.1. Enzimler hakkinda genel bilgi

Enzimler, aktivasyon enerjisini giiren substratin Grlnler yontnde ilerlemesini

sgilayan biyolojik katalizorlerdif2].

Canli organizmada gercekén biyokimyasal reaksiyonlarn etkileyen enzimler
protein yapisindadirlar. Fakat 6bur proteinlerdarbéyik farki, hicre icinde veya

kimi viicut sivilarinda gecen biyolojik reaksiyonl&atalizleyebilmesidir [3].

Enzim kelimesi mayada bulunan anlamina gelir. Etezi@ ilgili ilk calismalar 1897
de E. Buncherin maya ekstrati kullanarak fermaydat alkol elde etmesi ile
baglamistir. 1926 yilinda Summer (reaz enzimini fasulyedeole ederek
kristallendirmeyi bgarmstir. Enzimlerin protein yapisinda olduklari 1930-38ari
arasinda Northrop’un pepsin, tripsin ve kimotripginzimlerini saflgtirip kristal
halde elde etmesi ile kesinlik kazagtm Bu gin c¢eitli kaynaklardan safkgiriimig

2000 dolayinda enzim bulunmaktadir. Bunlardan e2Cfrtanesi kristal haldedir.

Enzimlerle ilgili pek ¢cok konu aydinlatilmiolmakla birlikte, hala yeni enzimlerin
saflagtiriimasi, 6zelliklerinin ve kataliz mekanizmalannaydinlatiimasi igin ygun

argtirmalar yapiimaktadir. Enzimlerle ilgili biyokimy@dalina enzimoloji denir
Enzimler mol kiitlesi 1810° akb arasinda ggsen biiyiik molekiillerdir [4].
Enzimlerin, dger biyokimyasal katalizlere gore bir¢cok Ustunlukleulunmaktadir.

Biyokimyasal Kkatalizorler, reaksiyon hizini 20 ye kadar arttirirken, ger
katalizorler 18-10° kadar arttirabilmektedir [2].



Biyokimyasal reaksiyonlarda organizma icgin gerakiolekullerin yeterli bir hizla
sentezlenmesi enzimlerin bu derece etkin katabatiasi ile mimkuindur. Enzimatik
reaksiyonlar fizyolojik pH ve canlilarin vicut skbg gibi 1lman kagullarda

meydana gelirler [4].

Enzimler oldukca spesifik maddelerdir. Birbirlerigek benzeyen maddeleri, hatta
ayni maddenin stereoizomerlerini bile dgimine @gratmazlar. Bu yiksek secicilik
sayesinde en basit bir hicrede bile ayni anda romléiyokimyasal reaksiyon

meydana gelmektedir.
Enzim tarafindan dgsikli ge ugratilan maddelere substrat denir [1, 2, 3].

Substratlar enzimlerde aktif bolge denilen 6zelgb§e bglanir. Cgunlukla
asimetrik bit oyuk veya cegeklinde olan aktif merkezin geometrik yapisi, i¢ggrd
girinti ve cikintilar Sekil 2.1'de gorulecg gibi substrat molekiltntgekline ve

onun bu boélgeye Eanmasina uygundur.

[

Substrat

Sekil 2.1. Aktif merkezin substrata uygugtiu

Fiziksel yapr uygunlgunun yani sira, aktif bolge polarlik ve elektiriksgik

bakimindan da substrat molekilinun kolaycaldramasini sglayacak Ozelliktedir.
Substrat molekullindeki yukli kisimlar aktif merkeki zit yukli bolgelerle
elektrostatik etkilgmeler yaparlar. Apolar gruplar arasinda hidrofostikilesmeler -
OH, =NH, =N vb gibi gruplar arasinda ise Hgkar1 meydana gelif3].

Enzimlerin katalitik aktiviteleri c¢gtli sekillerde diizenlenebilir. Bir enzimatik
reaksiyonun hep ayni hizda meydana gelmesi orgayanhtiyaci olan esnelji

sazlar. Oncelikle hiicredeki enzim miktarl sabit olnmayhtiyaca gore artar veya



azalir. Bu durum enzimlerin sentez ve yikim hidariayarlanmasi ile gercekle
Hucrenin ihtiyaci kalmagi anda bir enzimin sentezi sona erebifgasbi, ihtiyac

oldugunda yeni bir enzim sentezlenmeyslagabilir.

Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarda denge komunu ve denge sabitini
desistirmez, sadece dengeye daha cabukilewmsini s&larlar. Hizinin artmasi,
kimyasal katalizorlerde olgw gibi, mekanizmanin ggmesi sonucu aktivasyon
enerjisinin kugtlmesinden ileri geliSekil 2.2.’de katalizérli ve katalizorsiz bir

reaksiyon icin reaksiyon profili gérulmektedir.

Katalizdraiiz
HG E.
Katalimardi
E, 1

N\ &H

Reaksivon koordinatlan ——

Sekil 2.2. Katalizérli ve katalizérsiiz reaksiyomigeaksiyon profili

Reaktif ve UrinU ayiran enerji bariyerinin tepe task aktif kompleksi gosterir.
Reaktiflerin Grine donimesi icin 6nce aktif kompleksin alonasi gerekir. Bir mol
substrat molekulind aktif kompleks haline gecirnngk gereken enerji aktivasyon
enerjisi (k&) denir. Aktivasyon enerjisi reaksiyonun ghoasi igin, ailmasi gereken
bir enerji bariyeridir. Bu bariyerisgp aktif kompleksin olgturan substrat molekulleri
Uriine dongebilir. Aktivasyon enerjisine sahip molekullerinysani artirmak yani
reaksiyonu hizlandirmak icin iki yol vardir. Biriist sicaklgl yikseltmek, dieri

katalizor ilave etmektir. Biyokimyasal reaksiyordarsicakigin yikselmesi mimkin
olmadgina gore, reaksiyon hizi ancak enzim katalizgirlile artirilabilir. Sekil 2.2

den goruldgu gibi katalizérli bir reaksiyon icin aktivasyon egjisi (E;) daha

kucuktar. Dolayisiyla reaksiyon hizlangalur.



Substrat enzim Uzerindeki aktif merkezeslaair ve boylece aktif kompleks kar
gelen enzim substrat kompleksi glu. Bu komplekslerin meydana geldikinetik
analizler, X-ginlar kristalografisi ve inhibisyon camalari ile kanitlannstir. Emil

Fischer 1894 de enzim substragkisini anahtar kilit modeli ile aciklargir. Daha

baglanmasina uygun ise de,g@nma sirasinda da, hem enzim konformasyonu, hem
de substratigekli biraz deisikli ge usrayarak aktif kompleksi okturur Sekil 2.3.).

Bu modele indiksiyonla ofmus uygunluk (induced fit) modeli denir.

Substrat Substrat

o

>

Sekil 2.3. Anahtar-kilit (a) ve indiiksiyonla almus uygunluk modeli, (b) modellerinigematik gésterimi

Bazi enzimler tek bdarina katalizor olarak etki edebildikleri halde zdarinin
proteinlerden farkli yapida maddelere ihtiya¢ dlararenzimlerin aktivitesini
gosterebilmesi icin gereken bu maddelere kofakémird Kofaktorler bir metal iyonu
olabilecgi gibi koenzim adi verilen bir organik molekil dé&bilir. Bazi enzimler
her ikisini birlikte kullanir. Enzim kofaktor komeksine holoenzim denir. Kofaktér
ayrilinca kendi bana biyolojik aktiflik gosteremeyen protein kismigse apoenzim
adi verilir. Bazi kofaktorler enzime ggk ba&lanir ve diyalizle ayrilabilirler;



bazilari ise enzimle kovalent @lar yapar ve enzimden kolayca ayrilamazlar. Bu tip
kofaktdrlere prostetik grup denir [4, 5].

Apoenzimler protein yapisindaki turleri ve digidiri her enzimde farklilik gdsterir.
Bu nedenle enzimin Ozelini ve Ozgulligini belirleyen kisim apoenzimdir.

Apoenzim, enzimin dializ edilemeyen ve isiya daghikusmidir [2, 4].

Apoenzimler tek bgarina aktivite gosteremezler, ancak koenzimleikieyken
katalitik aktivite kazanir. Metal iyonlari Lewis ids olarak davrandiklarindan
elektron cifti alicisidir. Biyolojik acidan énendlan Mr?, Mg, Zn*?, Cu™, ve Fé?
gibi metal iyonlari Lewis bazi gibi davranan gruplédalandiklarinda koordinasyon
kompleksi olgtururlar. Bu tip katalize 6rnek olarak karboksipga A enzimi
verilebilir. Bu enzim, proteinlerin peptit Bearini karboksil ucundan hidrolizler.
Enzimin aktivite gostermesi icin parcalaygcarotein karboksil grubu, enzim aktif
bolgesini olyturan histidin 69,196 ve glutamat 72 ile bir koenzilan Zri? arasinda
koordinasyon kompleksi ofturmasi gerekmektedir. Metal iyonu ile ghm bu

koordinasyon kompleksinin konformasyonu sonucuroptn kataliz gercekkgr.

Koenzim olarak kullanilan 6énemli maddelerden bdgsivitaminler veya onlarin
turevleridir. Bu amacla genellikle B vitamini kutieir. Bu maddeler, yerggstirme

tepkimelerinde c¢ok, yikseltgenme-indirgenme tepkemiede daha az oranda
kullanilirlar. Nikotinamid adenin dintikleotid (NAT, bir cok yiikseltgenme-
indirgenme tepkimesinde yer alan bir koenzimdirkdtinamid halkasi, adenin
halkasi ve iki riboz halkasinin bigimesinden olgmustur. Yukseltgenme-
indirgenme reaksiyonu nikotinamid halkasindaki armimerinden yurir. Nikotinik
asit dger adi B grubu vitaminlerinden birisi olan niasmdBs vitaminleri olan

piridoksal, piridoksamin ve piridoksin de amino pglarinin bir molekultinden

digerine transferinde gorev alirlar [1, 2].

Kofaktér olarak rol oynayan metal iyonlarinin fonjanu ¢ sekilde
aciklanmaktadir.

—NMetal iyonu birinci derecede kataliz merkezi olabi



—Enzim substratla koordinasyon kompleksklinde ba&layan bir kopri odevi
yapabilir.

—Enzimin, katalitik aktivitesini goOsterebilegie bir konformasyonda, kararli

olmasini sglayabilir.

2.1.1. Enzimlerin siniflandiriimasi

Uluslar arasi enzim komisyonu toplanarak enziniesinifa ayirmg ve bu siniflara
sistematik adlar verilngtir. Bu siniflarSekil 2.4.’te 6zetlennstir.

—Oksidoreduktazlar:  Oksidasyon-rediksiyon yani gligenme-indirgenme

reaksiyonlarini katalize eden enzimler bu siniftand

—Transferazlar: Fonksiyonel bir grubun transfer kedgonunu katalize eden,

enzimlerdir.

—Hidrolazlar: Caeitli baglarin hidrolizini yani hidrolitik reaksiyonlar kalize eden

enzimlerdir.

—Liyazlar: Bu enzimler C-C, C-O ve C-N arasindalaglarin hidrolizden ve
oksidasyondan farkli bir yolla kirarlar veya bu ratar arasina bir ¢ift Gailave

ederler.

—Iizomerazlar: Bir molekil icindeki geometrik ve yapisdesisiklikleri yani

izomerirasyon reaksiyonlarini katalize ederler.

—Ligazlar (Sentetazlar): C-O, C-S, C-N ve C-C ardal bir bg olusmasini
sgilayan enzimlerdir. Bu enzimler genellikle ATP'deleya dger trifosfatlardaki
pirofosfati hidrolize ederek iki molekilin birbigrb&lanmasini katalize ederler [4,
6, 7].
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Sekil 2.4. Enzimlerin siniflandiriimasi

2.1.2. Enzim aktif birimleri

Enzimler biyolojik ortamda ¢ok az miktarda buluntuk icin miktar ol¢cimleri
yerine aktivite dlcimleri yapiimaktadir.

Enzim aktivitesi o enzim tarafindan katalizlenerzieratik reaksiyonun hizinin,
enzim etkisiyle optimal kallarda belirli strede Urine dogtlrilen substrat
miktarina gore ifadesidir.

Etkinligi veya aktivitesi fazla olan bir enzim, belirli b&irede daha fazla substrat

molekdlunt trin haline dosidiirtr.

Bu en cok kullanilan enzim aktivite birimi, IU’'dil IU enzim aktivitesi, optimal
kosullarda, 1 dakikada 1pmol substratggéren enzim etkinkini ifade eder ki buda

1 saniyede 16,67 nmol substratin Urline dtintilmesine kanliktir.
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Enzim aktivitesi, bazen katal olarak ifade edilir.katal enzim aktivitesi, optimal
kosullarda, 1 saniyede 1 mol substratgidaren enzim etkiniini ifade eder ki buda
6,10 IU enzim aktivitesine denktir. 1 katal 6/10J; 1 nonokatal 18 katal 0,006 IU.

Enzim aktivitesi, spesifik aktivite olarak ta ifadsdilir. Bir enzim igin spesifik
aktivite, 1 mg enzim proteini kaa digen enzim unitesi (IU veya katal) sayisidir.
Aktivite tayini yapilan biyolojik drneklerdeki enni saflgl arttikca spesifik aktivite

de ytksek olur.

Cssitli enzimler icin 6zel aktivite birimleri de tanlienmstir. Bodansky unitesi 37
°C'de 8,6 pH ortaminda 100 ml serumda sodyum glfesfattan 1 saatte 1 mg
fosfor olsumunu katalize eden fosfotaz enzimi aktivitesiing-Armstrong Unitesi
37°C 100 ml serumda fenilfosfattan 15 dakikada 1 nmpf@lusumunu kataliz eden
fosfataz enzim aktivitesid[d, 6].

2.1.3. Enzim kinetgi

Enzim, substrati Grtine dégtirirken dnce onunla bir “Enzim-Substrat komplé&ksi

olusturur, daha sonra da bu kompleks triin ve enziméstion

Enzim kinetgi mekanizmassu sekilde gosterilir.

K1 X
Enzim + Subtrat ——» ES—— Uriin + Enzim
4—
ko

Burada ES kompleksi, E ve S'danhkzi ile olgur. ES’nin ayrgmasi ise khizindaki
geri reaksiyonla ve khizi ile Grin ve enzime aymasi ile olur. Reaksiyon kararli
duruma ulainca “Kararli Durumilkesine’gére ES’nin olgmasi aygmasina git

olur, yani degimi degismez.

Enzim reaksiyonlari tzerinde ilk genkinetik calsmalar 1913 yilinda Michaelis-

Menten tarafindan yapilgtir. Michaelis-Menten kinegine gére bglangic enzim
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derisimi sabit alinip reaksiyon hizinin substrat gietine balili g1 incelenir. Sonugta
hiperbolik bir fonksiyon ve @i elde edilir Sekil 2.5.). Bunun ¢6zimu ile desilik
2.1.’deki Michaelis-Menten i@gntisi bulunur.

A

1""'-=1""?.-|1:|x

K [SK Substrat den’sjmi;r

Sekil 2.5. Michaelis- Mentergrafigi

Michaelis-Menten Bgaintisisu sekilde tanimlanir.

vl o
K +[s)

Burada Vhax hiperbol asimtodunun y eksenini kgstnoktadir ve maksimum hiz
olarak belirtilir. Maksimum hizin yarisina /2) kasilik gelen substrat defmi
Km (Michaelis-Menten sabiti) olarak belirtilir. Mx ve Kq, bir enzimin aktivitesini

belirleyen 6nemli enzim sabitleridir.

Michaelis-Menten gragi 3 bdlgeden olgmaktadir. Birinci bodlgede substrat
konsantrasyonu giik olac&indan ([S]<<k.) grafik dagsrusaldir. ikinci bolgede
oldukga buyuk subsrat konsantrasyonlarinda herHaindgimal yapilamaz, reaksiyon
karisik dereceden yiriir. Uglincu bolgede [S]>a'dir. V=V nax olur ve reaksiyon

sabit bir hizla devam eder.
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Michaelis-Menten grafi ile bir hiperbol elde edilgiinden, uygulamalarda kolaylik
sgzlamak amaci ile bunun bir @i denklemi haline getirilmesi gerekmektedir.

Bu amacla eksen dlcekleri uygwekilde deistirilerek, desisik yollardan d@ru
denklemine dongitrdlebilir. Bunlardan en c¢ok kullanilani silik 2.2.’deki

Lineweaver-Burk denklemidir.

K
m 1,1 2.2)

1.
V Vm [ S] Vmax

ax

Bu denkleme gore ordinatta 14y, apsiste 1/[S] dgerleri olmak tzere bir dwu
elde edilir. Bu dgrunun gimi ise Ky/Vmaxdir (Sekil 2.6.) [8, 9].

1V

K
Egim= —

\.—'":

®_. 1/ K 1

Sekil 2.6. Lineweaver-Burk grgfi
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2.1.4. Enzim aktivitesini etkileyen faktorler

Enzim aktivitesini etkileyen faktorleunlardir:

- Ortam pH’I

- Sicaklik

- Enzim konsantrasyonu

- Substrat konsantrasyonu
- Zaman

- Inhibitor

2.1.4.1.0Ortam pH’I

Enzimler katalitik etki gosterirken ortamin hidrojéyonu konsantrasyonuna gha
olarak aktiviteleri dgismektedir. Bazi enzimler dik pH seviyelerinde (asit
ortamda) daha aktif olmakla beraber, bazilar igksgk pH’lI ortamlarda (bazik
ortamda) aktiftirler. Fakat @onlukla enzim aktivitesi notral ortamlarda en fazla
olmaktadir.

Enzimin maksimum aktivite gostegilipH’a o enzimin optimum pH’1 adi verilir.
Enzimatik calgmalarda pH’1 optimumda sabit tutmak veya en azintairojen

iyonu konsantrasyonunu elvgri durumda tutmak icin tamponlar kullanilir.
Optimum pH, kullanilan tamponun cinsine, 6zel sidist yapisina ve enzimin elde

edildigi kaynaza balidir.

2.1.4.2 Sicakhk

Sicaklik enzimatik reaksiyonlari dagdr reaksiyonlarda oldw gibi hizlandirir.
Ancak enzimler protein yapili olduklarindan belliir bsicaklgin Utzerinde
dayaniklilgini yitirerek denattire olurlar. Enzimin maksimumtiake gosterdgi
sicaklga optimum sicaklik adi verilir.
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2.1.4.3.Enzim konsantrasyonu

Enzimatik reaksiyonun hizi, enzimin substratinagimy old@gu kosullarda enzim
konsantrasyonuna Pl olarak artmaktadir. Ortamdaki enzim molekull kedar
coksa reaksiyon o kadar hizl yurar. Enzimin hierkedkalize oldgu yerde yeterince
substrat bulunmagh icin reaksiyon o derece yuksek dizeyde meydanmeze
Substratin bol oldgu kosullarda enzim konsantrasyonu reaksiyon hizi ilgrdo

orantihdir.

2.1.4.4 Substrat konsantrasyonu

Substrat konsantrasyonu reaksiyon hizini belliskire lineer olarak artirmaktadir.
Enzim substratina kar doygunlga ulatiginda reaksiyon hizi gesmeden devam
eder Qekil 2.7.). Bu durumda enzim maksimum hiz ile ggbr demektir.
Maksimum hiz Wax ile gosterilir. Enzim maksimum hiz ile c¢ghken enzim
molekillerinin yarisina g substrat konsantrasyonuna Michaelis-Menten sabit
(Km) denilmektedir. Enzimin substratina ilgisi ne katkzla ise K, deseri o kadar
kuguktar.

1"';=1""?.-ni|x

[

[S) Substrat den’sjmi)r

Sekil 2.7. Enzimatik reaksiyonun hizi izerine substrat korrsagronunun etkisi



15

2.1.4.5Zamanin etkisi

Bir enzim reaksiyonun hizi belirli bir zamanda ilegt GrGnin miktar ile

belirlenmektedir.

Bir enzim tarafindan katalize edilen bir reaksiygimerken reaksiyonun hizi giderek
diser. Bunun nedeni reaksiyon devam ederkegamlirtinlerin aralarinda bigerek
aksi yonde bir reaksiyon aifturmalari, enzimin zamanla inaktive olmasi, reasiy
Onleyen maddelerin ¢ekkil etmesi ve substratin tUkenmesi gibi faktdlilerBu
faktorlerin etkilerinin ortadan kaldiriimasi icinnam calgmalari c¢@unlukla
substratin yakkak % 10'unun sarf edil@ reaksiyonun bgangic gaamasinda
gerceklatirilir.

2.1.4.6.inhibitor

Inhibitorler, enzimatik, tepkimelerin hizini azaltamaddelerdir. inhibitorler,
substratin enzimin aktif merkezine ghnip, enzim-substrat kompleksinin

olusumunu 6nlerler [5].

Diger kimyasal maddeler ve suyun etkisi; Bircok kimglamadde enzimleri etkisiz
hale getirir; 6rngin, siyanit, solunumda 6nemli rol oynayan sitokrayksidaz
enzimini etkileyerek inhibe eder. Olum meydana liite Florit, glikozu laktik aside
ceviren enzim kademelerine etki eder. Hatta enzibvigzat kendisi zehir etkisi
yapabilir; 6rngin, 1 mg kristal tripsin, farenin damarina enjelddilirse 6lim
meydana gelir. Bazi yilan, ar1 ve akrep zehirlexiahzimatik etki gostererek kan

hicrelerini ya da gier dokulari tahrip ederler [10].

Enzimlerin buytk bir kismislevlerini su icerisinde gosterdiklerinden, suyurktari
da enzim glevinde etken bir kguldur. Genellikle % 15'in altinda su iceren
ortamlarda, enzimlerslev gostermezler. Bu faktor énemlidir. Sulandirilagelin,
balin ya da pekmezin vs.nin mayalanmasi vgineési bu ylzdendir. Hatta tahil

alimlarinda su oraninin % 5'in altinda istenmedid@edene dayanir [11].
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2.1.5.Enzim inhibisyonu

Enzimlerin hem in vivo, hem de in vitro aktivitel@n bazi bilgikler tarafindan
azaltiimasina veya tamamen yok edilmesine enzinbigyonu denir. Buna sebep
olan bilsiklere de inhibitor adi verilir.inhibitorler genellikle diiik molekl
agirhigina sahip bilgk veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin inhibisga biyolojik
sistemlerde h#& bagina bir kontrol mekanizmasi afwrdusundan oldukca
onemlidir. inhibisyon argtirmalari ile enzimatik reaksiyonlarin mekanizmalaktif
merkezde rol oynayan fonksiyonel gruplar, aktif kezin yapisi ve enzimin substrat
spesifikligi aciklanabilir. Ayrica ilacglarin ve toksik maddete etkisi de bu yolla

incelenebilir.

Iki tip inhibisyon vardir, birincisi tersinir (gerdonisli) inhibisyon, ikincisi
tersinmez (geri donguz) inhibisyondur. Tersinmez inhibisyon’da, inhdpi aktif
merkeze kovalent olarak glanarak enzimi inaktive eder. Tersinmez inhibisyoal
ornek olarak, aktif merkezlerinde serin bulunanimherin di-izopropilflorofosfat
tarafindan inaktivasyonlari verilebilir. Tersininhibisyonda ise inhibitdr enzimle
veya enzim substrat kompleksi ile kovalent olmayekilde balanir. Uc cait

tersinir inhibisyon tart vardir.

Bunlar;

—Yarismali inhibisyon ( Kompetitifnhibisyon)
—Yarismasiz inhibisyon (Nonkompetitiiihibisyon)

—Yari Yarsmali inhibisyon (Unkompetitifnhibisyon)
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2.1.5.1.Yarismali inhibisyon (Kompetitif inhibisyon)

Bu tur inhibisyon, yapi bakimindan substrata beeamaynaddeler tarafindan yapilir.
Inhibitor aktif merkeze kganarak enzim-inhibitor kompleksini afwrur. Bu
kompleks driine dos@émeyecginden inhibitér bglamis olan enzim molekdlleri
bosa harcanngi olur. Fakat substrat konsantrasyonunu arttirmakiéisyon etkisi
ortadan kaldirlabilir. Yani enzimin W deseri desismezken, K, deseri artar.
Yarigmali inhibitor varlginda reaksiyogemasiSekil 2.8.’de verilmektedir.

- KP
E+S «—— ES ——— E+P
+ K,
I
Ki

El

sekil 2.8. Yarismall (Kompetitif) inhibitor varlginda reaksiyogemasi

1_Kafp N2, 1
\_/_ \ (1+ Ki j[s] +Vmax (23)

max
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Sekil 2.9. Yarismali (Kompetitif) inhibisyon

2.1.5.2.Yarismasiz inhibisyon (Nonkompetitif inhibisyon)

Yarigmasiz inhibisyonda inhibitor ya serbest enzime vegazim-substrat
kompleksine aktif merkez gindaki bir boélgeden kganir ve iki farklh kompleks
meydana gelirinhibitériin b&lanmasi enzimi deforme edggeden ES olgmasi ve
ayrismasi normal hizlar ile yirimez. Burada substrainhgbitor arasinda yagma
s6z konusu dgldir. Substrat konsantrasyonunu artirmakla inhjbis kaldirilamaz.
Bu tur inhibisyonda substrat ve inhibitér geljuzel bir tarzda birbirinden Bamsiz
ve tersinir olarak ayni anda farkli merkezlerglhaarak ES ve EI komplekslerini
olustururlar. Ayrica ES, | ile El, S ile bijerek ESI ucli kompleksini meydana

getirir. Yarsmasiz inhibitor etkisini, katalitik aktivitesini durerek gosterir.



E+S < ES > E+P

—_—
El+5 «—— ESI

Sekil 2.10. Yarsmasiz (Nonkompetitif) inhibitor vaginda reaksiyogemasi

e

max
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(2.4)

Farkli inhibitér konsantrasyonlari icinsagida cizilen Sekil 2.11.’de 1/V-1/S
dogrularinin gimi sekilden de gortldgl gibi farkhdir, fakat hepsi x eksenini ayni

noktada keserler. Bu nedenlg, ideserleri aynidir. Maksimum hiz ise inhibisyondan

dolayi azalmytir.

inhibitérla

Sekil 2.11. Yargmasiz (Nonkompetitif) inhibisyon
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2.1.5.3.Yari yarismali inhibisyon (Unkompetitif inhibisyon)

Yari yargmali inhibisyonda, inhibitor direkt olarak enzimegd enzim-substrat
kompleksine bganir. Bdylece kompleksin yapisi bozulgnwlac&indan drin
meydana gelmez. Bu inhibisyon signde inhibitor serbest enzime gtanamaz.

Bunun icin tek substratli sistemlerde yari yamali inhibisyona daha az rastlanir.

Reaksiyorsemasi;
Kr’
—_—
F+S =—— ES — »E+P
K, |

ESI

Sekil 2.12. Yari yagmal inhibitr varlginda reaksiyogemasi

1_Ky 1, 1 (1+ [']j (2.5)
V V

ESI kompleksi ortamda surekli var olgoadan yari yagmali inhibitdr varlginda
Vmax degeri azalir. ESI kompleksinin gumu vasitasiyla ES kompleksi ortamdan
surekli cekildginden enzim ve substrattan ES kompleksininswhn dengesi daha

fazla s@a kayar ve Ik dezeri kiguldr.
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inhibitor

Sekil 2.13. Yari yagmal inhibisyon

Farkli inhibitdr konsantrasyonlarinda 1/V-1/S gkédri cizilirse yukaridakiSekil
2.13.’de goruldgu gibi birbirine paralel dgrular elde edilir. Yari yagmali
nhibisyonda hem M.x hem de kK, deserleri dgsismektedir. Bu tip inhibisyon daha

cok iki substratli reaksiyonlarda gozlenmektedir]3].



BOLUM 3. POLIFENOL OKSIDAZ ENZIMI

3.1. D@ada Bulunusu

Polifenol oksidaz (PPO) (EC 1.14.18.1), Polifenékidazlar iki sinifa ayrilirlar.
Tirosinazlar (EC 1.14.18.1) ve lakkazlar (EC 131B). Sebze ve meyvelerde kesim
yuzeylerinde fenol bilgklerinin oksitlenme drtnleri sonucu kahverengirebep
olan bir grup enzim igin genel bir terimdir. PP® dlarak mantarlarda Schoenbein
tarafindan 1856 yilinda bulunan bakir iceren oksidoktaz sinifindan bir enzimdir
[1, 13, 14].

PPO; bircok bitki dokusunda, istakoz, karides, wenggibi kabuklu deniz
hayvanlarinda ve bazi mikroorganizmalarda bulutiud B].

PPO ayrica organizma icerisinde koyu pigmentleiiieggmle birlikte gelsmesi,
melanin pigmentinin biyosentezini, giatilmasi ve polifenolik gruplarin korunmasi

gorevini sglar.

Bitkiler kesildikleri yada curudukleri zaman, PP@venma mekanizmasi igerir,
genel olarak fenolik bikgkler oksijenin hazir bulundiu ortamda polimer yapilara
oksitlenir. Farkli kaynaklardan elde edilen PPO immzn miktari ve dgilimi,
bitkinin cinsine, yaina ve olgunlga bahdir [15].

PPO enziminin, meyve ve sebzeleringidik kisimlarindaki dgilimi oldukca
farklidir. Ornein Gzim kabgunda bulunan enzimin, etli kismina gore daha fazla
oldugu gorulmitir. Elmanin cekird@inde bulunan enzim, ger kisimlarinda

bulunan enzimden daha fazla aktiflik gostermekteslimut, seftali ve kirazda ise en
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yuksek PPO aktivitesi kabuk kisminda yer almaktadesil yapraklarda bulunan

PPO enzimi aktivitesinin en yuksek ofluyerin kloroplastlar oldgu belirlenmstir

[2].
3.2. PPO Enziminin D@ada ve Yiyeceklerinislenmesindeki Rolii

PPO solumun zincirinin sonunda yer alan oksidaalardbirisi oldgu

distnulmektedir. Ancak bu durum hentzgkavigmamstir.

Enzimin, bitkilerin mikrobiyal veya viral enfeksiptara ve dgisik iklim sartlarina

karsi direng gostermelerinde cok dnemli roliinin @aldisinulmektedir [2].

Enzimatik kararma dnemli bir problemdir, ana soiuiinlerdeki ekonomik kayiptir,
Ozellikle taze meyve Orgen elma, armut, muz ve Uzum, sebzelere 6rnek olarak
patates, marul ve mantar ve deniz Urtinlerine 6olakak karides verilebilir. Ticari

olarak bozulmadaki gorsel etkiyi azaltmak 6nemljd].

PPO enzimi, fermantasyonla elde edilen igeceklgirve lezzetini de etkileyebilir.
Ornesin fermente edilmi elma ve armut suyu Uretiminde, meyvelerdgadmlarak
bulunan fenolik bilgikler okside olarak c¢okelirler. Ancak bunlar stzéle

uzaklagtirilabilir.

Meyve ve sebzelerde meydana gelen PPO enzimi Katahzimatik kararmalar;
bunlarin depolanmalari ve endustriyglenmeleri sirasinda kesilme, zedelenme,
dondurulmy meyvenin ¢c6zilmesi durumlarinda hava oksijenirikisg/le meydana
gelir. istenmeyen bu tir kararma reaksiyonlari enzim inakédilerek énlenmeye

calisiimaktadir.

Bazi besin teknolojilerin da ise enzimatik polifenoksidazin neden olgu
enzimatik kararma istenen bir durumdur. (ine siyah cay, siyah tizim ve kuru

erik tretiminde bu enzimatik kararma ¢ok dneml[&8ijr
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Polifenol oksidaz, birden fazla alt birimden g@n oligomerik yapida bir enzimdir.

PPO’nun icerdii alt birim sayisi enzimin izole edilgii kaynasa ve substrata h

olarak dgismektedir. Amasya elmasindan elde edilen PPO engimkatekol ve L-

DOPA substratlari kullanilarak 3 izozim tespit editir.

Tablo 3.1.’de kaynaklardan izole edilen PPO enzimkac¢ adet alt birim okiugu,

uygulanan yontemler ile birlikte verilgtir [2].

Tablo 3.1Kaynaklardan izole edilen PPO enzimi ve alt birimle

Enzim Kayngi Alt Birim Sayisi Ayirma Yontemi

Elma (Amasya) 3 PAGE

Mango 2 PAGE

Kivi 8 PAGE

Seftali 4 Tampon ekstrakii, aseton
coktirmesi, DEDA-Sellloz

Uziim (Kloroplast) 3 PAGE

Patlican 2 AS coktirme
DEDA-SeliiloZ

Kayisi 2 Tampon ekstrakti
pH:5,0 ve PH:7,0

a: kromatografik basamak

AS: Amonyum Sitilfat

PAGE: Poliakrilamid Jel Elektroforezi
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3.4. PPO enziminin Katalizledgi Reaksiyonlar

PPO ilk olarak oksijenin hazir bulunglu ortamda monofenolleri hidroksilasyon ile
o-difenollere daha sonra o-difenolleri dehidrojemas ile oksijenin hazir bulungu
ortamda o-kinonlara katalizler S¢kil 3.1.). O-kinonlarin  non-enzimatik
polimerizasyonu, oksidatif bijen tarafindan bir seri oligamerisazyon ve
polimerisazyon reaksiyonu ile melanin yada melapémzeri bilgenleri oluyturur
[13, 15, 16].

R
PPO
+ 02 _> =+ Hzo
OH
OH OH
Monofenol o-Difenol
R R
PPO
+ O, > + H0
OH o
OH o)
o-Difenol 0-Kinon

Sekil 3.1. PPO ‘nun katalizlegfi reaksiyonlar

Patates, elmggeker pancari yapga bakla ve mantardan elde edilen PPO enzimi her
iki aktiviteyi gostermektedir. Ancak cay yagratitiin yaprgl, mango, muz, armut
gibi bitkilerden elde edilen PPO enziminin monofiéerte reaksiyon gostermeti

belirlenmitir [1].

PPO enzimini monofenolleri katalizlemesine krezolaktivitesi o-difenolleri

katalizlemesine katekolaz aktivitesi denir.
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3.5. Mekanizma

PPO icin yapilan kimyasal ve spektroskopik gahlar sonucu elde edilen bulgular
aktif bélgenin iki bintkleer bakir kompleksine satulduzunu ve Tip 3 bakir merkez
Ozelligi tasidigini gostermektedirSekil 3.2.).

His

i . His
His " . O, | . His His ! His
._Cu,-' : '~Cu.~' ".__. .'.Ilu
S IN i N Cu Cu
His 0 His Hg ™~ O/ ~ His
His His H
Oksi-PPO Met-PPO
. His
H'S., |  His
l.'Cu—+Cu"'ll
/
His | \HiS
His
Deoksi-PPO

Sekil 3.2. PPO’In bakir merkezleri

Oksijenlenmg form (oksi-PPO), her biri iki kuvvetli ekvatoryaé bir zayif aksiyal
N-His ligandlariyla koordine olmuiki tetragonal Cu(ll) atomundan aluustur.
Eksojen oksijen molekilu peroksid olaralkglaair ve iki bakir atomu arasinda kopri
olusturur. Met-PPO formu oksi-form gibi endojen koprlyantiferromagnetik
sekilde ciftlesmis iki tetragonal Cu(ll) atomu igerir. Deoksi-PPO gk yapiya
sahiptir. [Cu(l)-Cu(l)] PPO’In aktif bolgesindeki akir iceren bu G¢ form
monofenollerin  o-hidroksilasyonu ve difenolerin w@ksyonuyla sonuglanan

reaksiyon mekanizmasi i¢in bir modeldir.

Fizyolojik fonksiyonlan farkli olmasina gmen PPO ve hemosiyanin aktif bdlgesi
birbirine benzerlik gosterir ve bu model sistemi&erinde yapilan c¢agmalar
monofenollerin PPO ile katalizlenen d@&dinlerinin substratin  enzimin oksi

formuna bglanmasiyla bgadigini ortaya koymaktadir [17].

Dehidrogenasyon icin orta seviyede ileri surulen kamezma Sekil 3.3.de
gosterilmitir. O, ilk olarak iki Cu(l) iceren deoksi-PPO, oksi-PP@rmek icin, Q
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baginin uzunlgu iki Cu(ll) grubu iceren peroksidin karakteristizelligine goére

baglanir.
+ Hz0
u]
a
(R) 4H*
¥
. —~
—t BT 0
HO \ “Ea mm?m |,/ \l
aH
\—- HY
| o + Hz
B .lgui H+
ﬂ.\\ 7 e ey
—h- —_— UCu_

..-'"'||H * .-'—""F-\_\_\_\_L|___.-"""\-\.._\_H_\_

\ Deoksi-PPO Oksi-PPO
HY
HO —_— "
N

Sekil 3.3. Tirozin aktivitesi ile katekol mekanizmas dizenlenmesi (A) ve krezol (B)

Oksi-O, deki Cu(ll) gruplari, ayni zamanda katekolun ikdroksil grubundaki
oksijen atomuna, £katekol-PPO kompleksini ofturmak icin bglanir. Katekol o-
benzokuonine oksitlenir ve enzimi kdamak icin met-PPO azaltilir.

PPO tarafindan monofenollerin o-hidroksilasyon nmekaasi Sekil 3.3'de
gosterilmektedir. Reaksiyon met-PPO ileslaa Eger geri dongim engellenirse,
met-PPO katekol biggi ile deoksi-PPO vermek icin indirgenir. Deoksi-PB@&ilari
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oksijen ile oksi-PPO verir; monofenoller bir tane(@) gruplari b&hdir, hidroksil
grubunun oksijen atomu vasitasiylar@onofenol PPO kompleksi verir. Daha sonra
monofenolun o-pozisyonu Omonofenol PPO kompleksinin oksijeni tarafinda
katekol vermek icin hidroksillenir, sonra kompleksdénigumi ile deoksi PPO
aynilir. Monofenollerin hidroksilasyonu ile ilk dégiim met PPQO’ya olmasi istenirse;
sonraki buttin dongiimler deoksi PPO ile blar [18].

= OH—’Z[R)iI:(] o:
{&d N

OH
OH
> 1)
Trimer, Tetramer
R R
HO
OH

Sekil 3.4. Melanin pigmentlerinin ofum mekanizmasi

Reaksiyon sonucunda @hn o-kinonlarla fenolik substratlar polimerizasyona

ugrayarak kahverengi melanin pigmentleri giiumaktadir $ekil 3.4.).

Ciftlesmemg elektronlar, kolayca yeni kovalent gdar olwtururlar ve vyeni
baglanmg karbonlar tzerindeki hidrojenler tekrar oksitlesle®lan hidrokinona gog¢

ederler. Sonucta kompleks yapidaki blyuk polimeslagur [1].

Bu melaninler bariyer oliurur ve enfeksiyonun yayllmasindan yada bitki
dokusunun bozulmasindan koruyan antimikrobiyal lo¥el sahiptir. iklim
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desisikli gine yuksek direng gosteren bitkiler kolay etkileleea gore yuksek
polifenoloksidaz icegiine sahiptir ve polifenol oksidaz ayrica hayvantaauur,
boceklerde ve kabuklularda hastalik direncini @ distintlmektedir [19].

3.6. PPO enziminin Substratlari

Spesifikligin en 6nemli anlami bir enzimin bir aktif boélgesin yarsan substratlar
arasindaki ayrimdir. Esmegteede duyarlilik bir bitkiden d@erine dgisir. Bu
degisme nitel ve nicel Ozelliklerin her ikisine de dhair. Meyve ve sebzelerde
fenolik bilesiklerin ¢ssitlili gi bulunur, sadece kuguk bir grup direkt substrairak
PPQO’e etki eder; kafeik asit ttrevleri 6rnek vevile, klorojenik asit her zaman PPO
icin en lyi substratlardandir. Buna ek olaralgedi nicel dnemli fenol gruplari

antoksiyanin, flavanol ve tanin zayif olarak PP€fi@dan oksitlenir.

Bir diger fenol gruplari kolayca PPO tarafindan oksitletinesin; 3,4-dihidrosifenil
asetik asit, katekol, 4-metil katekol, 3,4-dihidsdknil propiyonik asit, m- ve p-
kresol, 3,4-dihidroksi benzoik asit, L-adrenalinr;aBrenalin, L-noradrenalin ve D-
noradrenalin verilebilir. Dahasi bazi meyve poldeoksidaz enzimi gier fenolik
substratlari kullanir. Orggn DOPA, dopamin muz igin énemli substratlardir.
DOPA, bakla yapraklarinda gal substrat olarak bulunur. Mandalina icin substrat

olarak pirogallol verilebilir. En dnemli substratigekil 3.5’ te verilmektedir [15,18].

Son gunlerdeki cajmalarda, PPO aktivitesi i¢in iki yeni sinif substrdaha

eklenmitir; bunlar aromatik aminler ve o-aminofenollerfir2].

PPO aktivitesi dgal olarak bulunan proses sonucu farkli substradlafalrkli

oranlarda oksitler [20].
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Sekil 3.5. PPO enzimi i¢in substrat kilderi

Enzimin, bu substratlarin yikseltgenmesi reaksiyponkatalizieme hizi bitkinin
neresinden izole edilgine, bitkinin turiine ve yana ba&hdir. Ornesin mantardan,
Uzimden ve kayisidan izole edilen enzimlerin kdtelgin katalizleme hizi
birbirinden farkhdir.

Ayvadan izole edilen PPO enziminin kismen saftdmis enzimin, katekol, L-
DOPA, ve pirogallol ile oksitlengdi fakat L-tirozin ve p-kresol Gn oksitlenmedi
gosterildi. Enzimin L-tirozin ve p-kresol ile kanrildiktan bir saat sonrasina kadar
reaksiyon gozlenmedi. Bu ayva polifenol oksidaziaktivitesinin orta-difenolle
dogru ilerledigi fakat monofenole dgru ilerlemedgi goraldi. Benzer aktiviteler
fasulye ve armutta da not ediktir [21].

Kekikten izole edilen enzim icin yine katekol piedgpl ve domamin substrat olarak
denenmy ve sirasiyla kg degerleri 682,2 15,4 ve 62,0 mM, olarak bulungtur.
Kekikten izole edilen enzim icin en iyi substratqgallol olarak bulunmgtur [22].

Literatlirdekiseftali ¢sitlerinden izole edilen enzim icin bazi veriler &stanabilir.

Buna gore; Fay Elberta gdi seftalilerden ekstrakte edilj@PPO enzimi igin I 120
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mM (katekol) ve Vhax 16,7 Klett Untesi/dak. olarak saptagtm Red Haven
seftalilerinde ise, K, 29 mM (katekol), Halfordseftalilerinde K, 15 mM (katekol)
duzeyinde bulundgu bildiriimektedir [23].

Seker kamgindan elde edilen PPO enziminin DOPA'y1 yikseltgechalde L-
tirozine etki gostermedi gozlenmitir [1-2].

Hurmadan elde edilen PPO icin substratlara olarsiilgarkli sicakliklarda ve
pH’larda nasil etkiledii gozlenmitir. PPO aktivitesi 20C katekol, 40°C 4-metil
katekol icin, 10°C L-DOPA icin pHI 7,5 fosfat tamponu kullanilaraénzim
aktivitesi bulunmstur [24].

Meyve sebzelerin gunda fenol konsantrasyonununs dabakalarda daha fazla
oldugu gorulmigtir. Ornegin; elma ve armudun kabuk kisminin fenol igeretli

kismina gore daha fazladir [2].
Bir kaynaktan elde edilen PPO enzimi i¢in en iybstat yine ayni kaynakta bulunan
substrat oldgu gorulmigtir. Tablo 3.2.te bazi kaynaklardan izole edilerzimin

fenolik substratlari verilngtir [2, 21, 24].

Tablo 3.2. Bazi kaynaklardan izole edilen enzingindlik substratlar

Enzim Kayn&i Substratlari

Armut Katekol, Klorojenik asit, Kafeik asit
4-Metil katekol

Elma (Kloroplast) Klorojenik asit, Katekol, Kafeiksit
L-DOPA, 3,4-Dihidroksi benzoik asit
p-Krezol

Elma Katekol, Pirogallol, L-DOPA

L-Tirozin,p-Krezol

Trabzon hurmasi Katekol, DHPPA, L-DOPA
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3.7. PPO Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

3.7.1. pH'In etkisi

pH enzim aktivitesi icin karargairilan 6nemli bir etkendir; pH, amino asit yan
zincirlerinin iyonlgma durumu yada substratin iyogiteasi ile dgisir [20].

Herhangi bir kaynaktan elde edilen PPO’un en iyivéle gosterdgi (optimum pH)
substratin tiriine gore glgmektedir [1].

Cssitli kaynaklardan izole edilen enzimin optimum péfindaki farklilik enzimin
farkli alt birimlerinin bulunmasi ile enzim kaygain olgunluk durumu ile, enzimin

saflik derecesi ile yakindan ilgilidj2].

Ayva PPOQO'I icin katekol substrati ile optimum pH &larak bulunmgtur. PPO icin
bazi kaynaklarda pH 6,0-9,0 aghda bulunmstur. Fasulye, armut, fasulye
cekirdesi yaginda, elma da optimum pH 7,0 olarak kaydeditmi

Bitki polifenol oksidazi i¢cin pH profili cagimalarinda optimum pH arginin 4,5- 8,0
oldugu bulunmutur [20].

pH 8,0 oldgu durumlar da enzimin hizla deaktivitesini takipeedolasiliklar
atfedilir; bazik kgullarda enzim dgsir ve/veya enzim daha hizh Maillard

reaksiyonuna girer ve/veya Strecker alcalmasi tigBil].

Caksir otu kok ve yapraklarindan izole edilen enzimiatdsi icin ¢aitli substratlar
icin optimum pH’lar belirlenmitir. Bu calsmada katekol icin 7,0, 4-metil katekol
icin 6,0, klorejenik asit icin optimum pH ise 6,@&@k bulunmstur [25].

Cssitli kaynaklardan, cgtli substratlarla kaydedilen optimum pH’lar TabB3.'te
verilmistir [2, 21, 22, 26].
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Tablo 3.3. Optimum pH derleri

Enzim Kayn&l Optimum pH Substrat
Ayva 8,0 Katekol
Trabzon hurmasi 7,5 4-Metil katekol
5,5 DHPPA
Dut 5,0 4-Metil katekol
7,0 Katekol
7,5 Pirogallol
Malta ergi 3,0-5,0 4-tert-butil katekol
(asetat tamponu)
5,0-7,0 4-tert-butil katekol
(fosfat tamponu)
Muz (Anamur) 5,5-7,0 Katekol

3.7.2. Sicakigin etkisi

Polifenol oksidaz enziminin meyvelerde aktivasyodstgrdgi optimum sicaklik
aralgl 25-30°C’dir [1-2].

Enzimin optimum sicakyt da pH gibi izole edildii kayngsa, ortamin pH’sina ve
kullanilan substrata lgadir [2].

Dut polifenol oksidazinin aktivitesi icin optimumicaklikta enzim substratinda
desisim gozlenmgtir. Buna gore, 4-metil katekol ve pirogallol iggmzimin optimum
sicaklgl 20 °C ayni kaullarda katekol icin 45°C verilmistir. Enzimin gugcli bir
sekilde pirogallol’'u oksitledii gbzlenmitir [26].
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Yer elmasindan izole edilen PPO enzimini icin optimsicaklik 25-30CC olarak
bulunmutur. 40 °C’'nin Gzerinde enzim aktivitesinde azalma kaydedilve 75

°C’de enzim aktivitesini kaybegii kaydedilmitir [27].

3.7.3. Basincin etkisi

Hemen hemen bitin enzimler basincgla inaktive veyraatdire olurlar. Enzimlerin
yeterince denatlire edilmesi icgin, basincin siresinviktarl, ortamin kimyasal
bilesimi substratlar, ortamin pH’si, sicaklik gibsartlarin iyi ayarlanmasi
gerekmektedir.

Superkritik sartlarda CQ gazi kullanimi son yillarda enzimin inaktivasyoigin
umit verici bir galgma olacaktir. Yuksek basingartlarindaki CQ@in en 6nemli
Ozelligi gida sanayinde emniyetli ve etkili bir ¢oziuct akrdir [1].

3.8. PPO enziminin inhibitorleri

Bazi durumlarda esmeslme, taze sebze ve meyvelerde buyik ekonomik kagpla
neden olur, patates, marul veel yaprakli sebzeler, elma, muz, Uzieftali, cilek
bu duruma 6rnek verilebilir. Enzimatik kararma tedie kotl lezzetlere ve kayiplara

neden olur.

Esmerlemeyi kontrol etmek gida endustrisindeki en dnemituslardan biridir, gida
endustrisinde en 6nemli noktalardan biri renktiketicinin kararini etkileyen énemli
niteliktir ve kahverengi gidalar (6zellikle meyvelebozuk gorunir. Enzimatik
esmerlgmeyi 6nlemek icin ¢gtli metodlar uygulanabilir, bunlar enzimi inaktif

etmeye (1s1) yada gerekli bglenleri (oksijen) Urinden uzaktamaya dayanir [28].

Enzimatik kararma reaksiyonlari, inaktivasyon yaPiRO aktivesi icin inhibitorlerle,
oksijenin uzaklgtirilmasi, modifikasyon ya da polifenik bgiglerin distrtlmesi,
indirgeyici substratlarin  toplanmasi, bakirin  peti&t grubu ile etkilgimi,
indirgenmesi yada kinonlarin tutulmasi ve hattanietin kararma reaksiyonlarina
katilmasi ile kontrol edilebilir [12, 29].
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Enzimlerin inhibisyonu tersinir yada tersinmez dliapisi gibi fiziksel bir etki ile bu
durum gerceklgebilir yada kimyasal maddelerin bir yada birkaelalynanabilir [15,
18].

Kimyasal inhibitérler sadece bir enzime etki edeleit ve iki gruba ayrilirlar; bakirla
etkilesen bileikler birinci grup ve enzimin aktif bdlgesini et&yen fenolik

substratlar ikinci grup olarak verilir.

Ik grupta, metal iyonlarin inhibisyonu, 6gie azit, siyanur ve karbon monoksit ile
az yada fazla spesifik olarak bakirn kaplamgeklinde farkli kaynaklardan elde
edilen PPO icin go6zlenstir. Benzer sekilde inorganik iyonlarinin inhibisyonu
yiuksek pH’a bgl olarak elmada belirlenngtir [15].

Ikinci gruba ait inhibitorler, karboksilli asitlerdéoenzoik asit ve sinamik asit dizileri
genk Olcide cakilmistir. Bunlar, PPO icin yagmali inhibitér olarak rol oynar

cunkl onlarin yapilar fenolik substratlarla aynifii4].

Tatin yaprgindan elde edilen PPO enziminin KCN, sodyum azidtiyetire ile
inhibe oldwgu gorulmitar [2].

Dietil ditiyokarbomat, enzimin yapisinda bulunarkipale selat kompleksi yaparak
onun inhibisyonuna neden olmaktadir. L-Sisteingeditiyol amino asitlerin ve
tiyollerin inhibitor etkisi vardir. O-kinonlar L-steinin tiyol grubu ile kovalent Iga
yaparlar. L-Metioninin tiyoester grubu ile proteinyapisinda bulunan lizinin amino

grubu arasinda reaksiyon meydana gelebilmektedir.

Proteinler, peptidler ve amino asitler, meydanagddinonlarla etkilgerek ve aktif
merkezdeki Cif ile kararli kompleksler vererek melanin pigmeritigr olusumunu

onler [2].

Simanik asit ve benzoik asit, elma sularinda entzkn&aramaya kaw etki
gosterdikleri bulunmgtur, 6zellikle bu etki askorbik asitin kombinasyonie
kullanihr [13].
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Askorbik asit, olgan o-kinonlari indirgeyerek reaksiyon verir, somugtendisi
yukseltgenir. Askorbik asitin tamami yikseltgendiktsonra kararma reaksiyonu
devam eder. Bu nedenle kullanilan askorbik asiditktan onemlidir. Sitrik-
askorbik asit kagiminin dondurulmg meyvelerin kararmasinin engellenmesinde

¢ok buyuk rolt vardir [2].

Karbon monoksit ayrica mantarlar icin enzim intibit olarak énerilmitir [13].

Superkritik karbon dioksit (SC-G davrangi, patates polifenol oksidazi igin
inaktivasyonu argiriimistir. Enzimlerin davrani yiksek basingta GO(58 atm)
aktivite kaybi gozlenmgi dahasi 30 dakika icin enzim aktivitesindeki kagtp91l
olarak not edilmgtir [15, 18].

PPO enziminin inaktivasyonunda SQullanimi etkili olmaktadir. S¢) ortamda
bulunan oksijeni harcayarak ve g yikseltgenngipolifenollerle veya kinonlarla

reaksiyon vererek enzimin aktiflik gostermesineaigmaktadir [2].

Kirazdan izole edilen enzim i¢in pH 5,0’te inhib@y incelenm ve inhibitor olarak
sodyum azide, sodyum metabisulfit, askorbik asitE@ETA’'nin inhibisyon etkisi
bulunmutur [29].

Anamur muzundan izole edilen enzim igin katekol sitdi olarak kullanilarak
inhibitér konsantrasyonlari 2 ve 4 mM alirgim. Bu kasullarda askorbik asit icin
sirasiyla % 98 ve % 100 inhibisyon, sodyum metdfiiscin sirasiyla % 52 ve % 98
inhibisyon gosterilmtir. Sitrik asit ve sodyum klorir icin bu konsargyanlarda

inhibisyon bulunamangtir [30].

Yer elmasindan izole edilen enzim icin askorbikt,asodyum azid, sodyum
metabislfit, potasyum siyonur, tiyodre icin yamnali inhibisyon gozlenirkerj-
merkapto etanol ve sodyum dietil dikarbomat icimgraasiz inhibisyon yaptiklari
gOzlenmgtir [31].
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3.9. PPO enziminin aktivatorleri

Aktivatorlerin, enzimin icerdi monomerlerindeki Cif iyonlarinin ve bakirli
oligamerlerin etki goOstergi ve enzimin aktive gostermesi icin gerekKli

polimerizasyonu ggadigi distintlmektedir.

Ornesin ortamda Ctf iyonlarinin ilavesi ile kirmizi turptaki enzim aktesinin

arttigl, ama bunun patatesteki enzimi etkilengedoralmustar.

Dimetil sulfoksitin  armut PPO’nun aktivitesini O0némderecede arttirdi

goralmtar.

Suni gubrelerde bulunan eser elementler, olgumégi hizlandiran maddeler ve

iyonlastirict maddelerin enzim aktivitesini arttigoligOralmstar.

Uziimden elde edilen PPO enziminin asidik pH'ta véyaile kisa muamelesinden

sonra aktivitesinin 4-10 kat agtigorulmtar

Manganezyum gibi elementlerin elma, patates, yutafdomates PPO aktivitesini
arttirdgl  gozlenmitir.  Ozellikle yiiksek PPO aktivitesi kabuk kisminda yer
almaktadir. Yeil yapraklarda bulunan PPO enzimi aktivitesinin ygiksek oldgu
yer ise kloroplastlar oldiu belirlenmitir [2].

Polifenol oksidazlarin molekulergaliklarinin sartlari, genel olarak farkli olduklar
bilinmektedir. Dgisik polifenol oksidaz enziminin molekulgaliklari enzimin elde
edildigi kaynagzina gore dgisir. Bitki polifenol oksidazlarinin molekil garliklari
yaklasik olarak 144,000 Da. Mantar polifenol oksidazimegeolarak kabul edilen
molekdl a&irhgr 128,000 Da’ dir. Buna k@n bircok mantar turinde polifenol
oksidazin molekulergrliklari 46,000 ile 88,000 Da arasindgzgenektedir.

Ornezin, Neurospora crassa polifenol oksidaziin moledgitligi 46,000 Da'dir..
Aternaria da 88,000 Da’dir. Bakterilerde, Steptoesyglaucens ve Steptomyces
antibioticus polifenol oksidazin molekigiaiklari sirasiyla 30,900 ve 30,736 Da’'dir.
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Degisik polifenol oksidazlarin izoelektrik noktalari kagklarina goére dasir.
Basidiomycete’in pl oranlan 3,3 ile 5,0 arasindgigr. Cynodon hirsutus pl orani
4,0°dir [1-2].

Polifenol oksidaz aktivitesinin substrat tuketimktarinin oranina gére ya da urin
olusum orani ile kararlidir. Substrat tiketim oranikaralligi, O, baglama orani
baghdir. Urin olyum karahlgl spektrofometrik olarak Grinin gorinen renkli
bilesiklere balhdir [16].

Meyve ve sebzelerin olgunima suresince, icerdikleri PPO enziminin aktivitesi
desismektedir. Ham meyvelerde, PPO aktivitesi ve dolglasrenklenme daha fazla
olmaktadir. Zeytinin olgunkmasi sirasinda o-difenol konsantrasyonu @stanzim

aktivitesinin azaldii goralmitar.

Bitkilerin icerdigi PPO enzimi, onlarin yatirmesi esnasinda tarimsal tekniklerinden
etkilenebilir. Orngin, seker pancari yafiiriimesi esnasinda toprak bakir ile
muamele edildii zaman yapraklarda bulunan enzimin aktivitesindg gorulmitur
[1-2].

3.10.PPO Enziminin tiptaki kullanim alanlar

PPO enzimi, melanin ojumunda gorev almasi nedeniyle tibbi alanda da tisdka
Uzerine c¢ekmtir. Suda c¢ozinmeyen heteropolimer yapidaki melann6-

dihidroksiindol ve 5,6-dihidroksiindol-2-karbokdili asit birimlerinden olgur ve

Ozellikle kozmetik sanayi tarafindan ggme ultraviyole sigindan korunmak
amaciyla dretilir. Ayrica, ilag hapsedilmesi myapwr olarak da melaninden
yararlaniimaktadir. Bundan fla, bazi kanser tirlerinde kanserli hiicrede tiasin
aktivitesinin oldukca art;n gozlemlenmi ve bu kanser tirlerinin tedavisinde

enzimin bu 6zelfiinden faydalaniimasi giindeme gejtimi

Memelilerde tirosinazin aktif bicimi, melanositlegerisinde bulunan Ozelmis

sitoplazmik graniller olan melanozomlarda bulunradkt Tirozinazin bir substrati
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olan 4-hidroksianizoliin farelerde Harding-Passelamm@nasinin gerilemesine sebep
oldugunu bildirmglerdir.

Tirosinazin kullanildii bir baska dnemli alan ise Parkinson hagiaiin tedavisinde
kullanilan L-DOPA’nin Uretimidir [1].

3.11.Atik Sularda PPO Enzimi ile Fenol Tayini

Dunyada ve ulkemizde 80'li yillardan sonra hizlr bndustriyel dgisim meydana
gelmistir. Bu desisimle birlikte oncelik Uretime verilgi ancak c¢evreye verilen
atiklarin cevre ve canhayati Uzerine etkileri pek fazla dintlmemigtir. Cevreye
atilan endustriyel atiklarimartmasiyla birlikte bircok atik tlrinde doygugdu
ulasiimis ve zararlari gorulmeyédaslanmstir. Bu atiklardan en 6nemlilerinden

biriside fenol ve fenol tirevleridir.

Onemli bir endustriyel atik olan fenolin dinyadake ulkemizdeki kullanim
alanlarindan ewnemlisi fenolik regine Gretimidir. Fenolik reciee] k&t endustrisi,
kaucuk gletme endustrisi ile yalitim ve yuksek sdrtinmeysyahikli malzeme
uretiminde kullaniimaktadir. Bunun stinda fenol, ila¢ endustrisinde, temizlik

drtnlerinin imalatinda kullaniimaktadir [32].

Fenoller zehirli olduklarindan tim canli hicre ¢inhe zarar verirler. Fenollerin
oldurict dozlari deri tarafindan absorblanabilenél varlgl suda tat ve koku olarak
anlailabilir. Fenol iceren sularin icilmesi bobrek b&kuklarina, &ir sarsintilara ve
hatta oltimlere neden olabilir. Klor iceren fendheeehirleyici etkisi ise izomere
bagli olarak dgisir. Klorlu fenollerin ¢gu deride ve gobzde oldukca yipratici
Ozelliklere sahiptir ve yine zehirleyici miktarladeri tarafindan absorblanabilir [33].

Fenol ve fenolik bilgklerin tayin yontemleri, gaz kromatografisi, sivi
kromatografisi, kapiler elektroforez ve spektrofotrik yontemler olarak
siralanabilir. Bunlarin dinda ¢ok azda olsa elektrokimyasal yontemlerdeixa$sn

yillarda enzim elektrotlarda fenol ve fenol kilderinin tayininde kullaniimaktadir
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Fenol tayininin enzimatik reaksiyon sonucu galm kinonun elektrot yuzeyinde

elektrokimyasal olarak indirgenmesi esasina dageaklyapiimasi diiintlmutar.

Bu amagcla yapilan camalar gostermtir ki; enzimatik yolla agia cikan kinonlarin
bozuld@u gozlenmgtir. Dolayisiyla kinonlarin bozulma sorunu giderdden fenol

miktarinin d@ru tayin edilemeyecg gozlenmstir [32].

Ozellikle PPO cgdi olan tirozinazin toksik olan fenolik bijikleri uzaklatirmada
kullanilabilecginin ortaya c¢ikmasiyla bu konu lzerinde daha&uwo calsmalar
surdurdlmig ve bilim adamlari bu c¢aimalarin mahendislik alaninastamasinin

gerektgini bildirmislerdir.

Arastirmalar sonucunda; Atlow ve arkatkr endustriyel atik sularindan 0,01-1,0
g/L konsantrasyon argindaki fenollerin bgariyla c¢okturtlerek ortamdan
uzaklgtirlabilecegini séylemslerdir. Ancak Wada ve arkaglari bu aratirmacilarla
uyusmayan sonuclar bildirnglierdir. Wada ve arkadkari “polifenollerin tirozinazla
polimerizasyonundan sonra, herhangi bir c¢okeleolusmadgini ve c¢o6zeltinin
renginin, renksizden kahverengiye dgiguni” aciklamglardir. Wada ve gjer
arsstirmacilar, tirozinazin safiinin ¢okelmenin olgmasinda buyuk rol oynagini
disinmektedirler. Cokelme g6zlenmgutie gore, reaksiyon drinlerinin ortamdan
alinmasi icin, Kkitin gibi maddeleri adsorbans dtarkullanmslardir. Yapilan
argtirmalar sonucu, oksidasyon urinu olan kinonlargn diger yan Urlnlerin
adsorplanarak ortamdan uzaklalmasi igin kitosanin bariyla kullanilabilecgi

goralmistar [34].



BOLUM 4. DENEYSEL CALI SMALAR

4.1 Kullanilan Materyal ve Maddeler

Bu calsmada, Sakarya yerel marketten alinan badeglagaPrunus dulciy PPO
enziminin izolasyonu icin kullanilrgtir. Cagla, sert cekirdekli bademin yié ve
korpe haline verilen addir. Ggnélgude tohumla Uretimin yapikgh badem, ysl
kabuklu c&la devresinden itibaren tuketilen bir meyve turiudi@iceklenme
baslangicinda -3 ile -4C ve c¢ala doneminde de -1 ile -0%’de zarar gorurler [35].

Cagla balica magnezyum ve potasyum olmak tzere sodyumjykiats demir ve
bakir kayng@idir. Cala (badem) kanser ve kalp krizine $arkoruyucudur.
Antioksidan olarak, en fazla E vitamini ihtiva edéfapilan caymalarda % 35

oraninda alfa-tokoferol ihtiva egiibulunmutur [36].

Bu calsmada kullanilan, polivinil pirolidon (PVP), amonyusiilfat, sefadeks G-
100,4-metil katekol (4-MK), katekol, pirogallol, galli&gsit, kafeik asit, L-tirozin, L—
3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA), bovine serumbamin (BSA), sodyumdodesil
sulfat (SDS) ve tampon c¢oOzelti hazirlamada veediislemlerde kullanilan
dipotasyum hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen&strizma—HCI ve trizma-base,
sodyum asetat, asetik asit, etilendiamin tetraeassti (EDTA), askorbik asit, tiyotre,
benzoik asit, soyum azid, sodyum klortr, glisin,o@msie brillant blue (parlak

mavisi) G-250 kimyasallari Sigma kimyasal firmasndglanmstir.

Calismada Shimatzu UV-2401 PC UV-VIS recording spedioipmeter marka UV
cihazi ve nive, NF 8000R marka ultrgstonali santriftij kullaniimgtir.
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4.2 Polifenol Oksidaz (PPO) Enzimininizolasyanu

izolasyon §lemi icin 500 gram g&a kullanilincaya kadar -20 °C’de depolasimm
Cekirdekleri temizlenmgi halde 10 gram @a ince dilimler halinde dgranmstir.
%0,5 polivinil pirolidon (PVP) ve 0,01 M askorbilsiaiiceren 50 ml 0,1 M fosfat
tamponu (pH 7,0) ile hazirlanan ¢ozelti ile 5 dakiloyunca kagtirillarak blender da
parcalanmgtir. Bu karsim ham enzim ekstrati olarak adlandirgtmi

4.2.1 Amonyum sulfat coktirmesi

Ham enzim ekstrakti hizli bigekilde stzildukten sonra, stzuntigsionall ultra
santrifijde 4 °C de 14000 rmp de 25 dk suresinceriiglesmistir. Elde edilen
supernatant, doygun amonyum sulfat cozeltisi kubaak %30 doyguniga
getirilmigtir. Amonyum sulfat ¢coktirmeslemleri icin kullanilacak olan amonyum

sulfat miktarlar icin gagidaki formul kullaniimgtir.

g(amonyum_sdilfaf) = M
100- 0.3S,

S; = mevcut amonyum silfat doyguglu

S, = istenilen amonyum stilfat doyguglu

Amonyum sulfat ¢oktirmesi sirasinda, ham enzimratst katt amonyum sulfat
yava yavg ve az miktarlarda ilave edilgiive her ilave sonrasinda daha once
eklenen kati amonyum stlfatin ¢ézinymilmasina dikkat edilrgiir. Coken PPO
enzimleri 4°C’da 14000 rmp’de 25 dakika santrifujlennvie daha sonra ¢oken PPO
enzimi, az miktarda fosfat tamponunda (pH 7,0) gozktar.

4.2.2 Diyaliz slemi

Biyolojik molekullerin ayriminda kullanilan en eskdntemlerden biri diyalizdir. Bu
teknik seyreltik bir ¢ozeltideki molekullerin boyatina goére ayrilmasi temeline
dayanir. Bu teknikte kullanilan diyaliz torbasiparlari genellikle molekul @rli g

10,000'den daha fazla olan makro molekillerin giaei izin vermeyecek kadar
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kucuktur. Bu nedenle, diyaliz tipunin icindeki kidgyonlar dsari cikarken, iceride
ayrimi istenen molekulin konsantre bir ¢ozeltishirkakticik molekullerin ¢ikgi
tupun ici ile dgtaki tamponun konsantrasyonlagiteoluncaya kadar devam eder.
Dengeye ise calilan hacme bzl olarak, genellikle 4-6 saatte gihr. Dengeye
ulasildiktan sonra, ger dsaridaki ¢ozelti taze tamponlaggtirilir ve diyalize devam

edilir. Boylece, istenilen ayirim tamamlanincayddeadiyaliz 1-2 gun surdurulebilir.

Diyaliz icin kullanilan yar gecirgen zarlar (diyaltipleri veya torbalar) céli
materyallerden (sellofan, seliiloz) yapgnmalzemelerdir. Por ¢api zardan gececek
molekillerin blayukligine gore belirlenir. Diyaliz yontemi, iyonik olare wimayan,
tum kucuk molekulleri yok etmek veya konsantre étnoen basit, ucuz ve etkin bir
yontemdir. Genellikle ¢ozeltilerdeki tuzlan vegdr kucik molekuilleri ortamdan
uzaklgtirmakta kullanilir. Ayrica, biyolojik molekillereayif sekilde bagl olan
kucuk iyonlar ve molekulleri de bu yontemle ortadaidirmak mumkandarSekil
4.1) [1].

My
A
{

(a) (b) (c)

Sekil 4.1. Genel diyalizin uygulanisekli a.Diyaliz tipiniun kdanmasi, b.Diyaliz tipinin doldurulmasi,

c.Tuzlarin uzaklgtinimasi

Santrifijleme gleminden sonra sitipernatant diyaliz torbalarinawiidnustur. 0,1 M

fosfat tamponu (pH 7,0) kullanilarak diyaligegmi balatiimistir. Belli bir dengeye
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geldikten sonra tampon cozeltisi gigirilmi stir. Bu isleme 3 defa tampon cozelti

degistirilerek 24 saat boyunca devam edgtimi

Amonyum stilfat ve diyalizslemleri sonucu elde edilen enzim artik kismen sdé h
gelmistir. Elde edilen kismen saf enzim c¢ozeltisi, dahanraki slemlerde
kullanilmak Gzere kapakli cam tuplerde “Z0de derin dondurucuda depolargtm.

Bu enzim, daha sonraki kinetik gahalar optimum pH ve sicaklik, depolama ve
kararhlik gibi karakterizasyon camalarinda ve sonraki saftaama adimlari olan jel

filtrasyon kromotografisinde ve poliakrilamid jde&troforezinde kullanilngtir.

4.2.3. Jel filtrasyon kromotografisi

Proteinlerin molekul buyukliklerinin farkli olmasiolayisiyla yapilan bir ayirma
yontemidir. Molekuller, dolgu maddesi (jel) ve c¢@rlsistemi arasinda gér.
Kolona verilen biyuk molekdller, jel tanecikleriniboyutundan c¢ok buyuk ise
kolonu once terk eder. Kicuk molekiller ise jel eaikleri icine girerek orada
alikonurlar. Kolonun tzerine sirekli ¢oziuclu veelerjel taneciklerinde bulunan
kucuk molekuiller elue edilirler. Orta boyuttaki reklller ise jel taneciklerine
tamamen girememektedir. Bu nedenle molekiller kddon buyukliklerine kg
olarak elue edilmektedirSékil 4.2) [37].

1,5 gram Sefadeks G-100, 50 ml 0,1 M fosfat tampdau(pH 7,0) 4 glin
bekletilerek jel olgmasi sglanmstir. 1 cm c¢apinda ve 50 cm boyundaki kuru bir
kolonun dibine cam pangu yerletirilip Uzerine tampon c¢ozelti ilave edilgtir.

Uzerine tampon ¢ozeltisi ilave edilgtir
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Tatmpon
akizi
A
o M
A

Sekil 4.2. Jel filtrasyon kromotografisi

Sefadeks G-100 bir huni yardimi ile kolona veritdik sonra musluk acilarak jelin
kolona homojen olarak yegmesi sglanmstir. Kolonun tzerinden tampon c¢o6zeltisi
gecirilerek aky hizi ayarlanngtir. Kolon tampon igerisinde 24 saat bekletitmi Bu
islemlerden sonra enzim numunesi 15 ml halinde kolaggulanir. 1,5 ml'lik
kisimlar halinde toplanmstir. 18 dakika sonra ilk humune alinmayaslaamstir.
Proteinin varlgl bradford ¢oOzeltisi ile vagina bakilmgtir. 4-25 tlp arafiinda mavi
renk gozlenmtir.

4.3. Polifenol oksidaz (PPO) Enziminin Karakterizagonu

4.3.1. Substrat spesifikii

Optimum substrati belirleyebilmek amaci ile PPOimman 5 farkli substrat kar
aktivitesi belirlenmgtir. Bu amacla, 4-metil katekol, katekol, pirogallgallik asit,

kafeik asit, L-tirozin substrat olarak kullanigtr. En yuksek aktiviteyi gosteren

enzim karakterizasyon deneylerinde kullangkmn.
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4.3.2. Optimum substrat konsantrasyonu

En yiksek aktiviteyi bulabilmek icin kulanilan tisnbstratlar 1 mM, 2 mM, 4 mM,
8 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM, BOM, coOzeltileri

kullanilarak en fazla aktivite gosterdikleri konsasyon belirlennstir.

4.3.3. pH etkisi

PPO enzimi aktivitesi farkli pH’larda 3,6-9,0 arada hazirlanngi 5 farkli substrat
kullanarak (4-metil katekol, katekol, pirogalol,ligaasit, kafeik asit,) tayin edildi.
Bu substartlardan stok ¢ozelti olarak kafeik aditni2M; 4-metil katekol ve katekol

10 mM,; pirogallol ve gallik asit 8 mM olarak hazinmstir.

Bunlarin enzim aktivite tayinleri spektrofotometgintemle 60 sn suresince 420 nm

absorbans adari izlenerek gercek$érilmi stir.

pH: 4,6-9,5 arasindaki g#i tampon c¢ozeltiler gagida anlatildg sekilde

hazirlaniimgtir.

pH’lari 4,6-5,0 arasindaki tamponlari hazirlamak;ic

10,52 gram sitrik asit monohidrat saf su ile 500yentamamlanntir. Bu ¢ozelti A
¢cOzeltisidir. 14,705 gram sodyum sitrat saf su5@ ml' ye tamamlanngtir. Bu

cOzelti B ¢ozeltisidir.

A ve B coOzeltilerinin gagida belirtilen miktarlarda kagtirilmasi ile istenilen

pH’larda tamponlar hazirlangtir.
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Tablo 4.1. 0,1 M sitrik asit tamponun hazirlanmasi

PH A (ml) B (ml)
3,6 35 20
45 25 27
5,0 25 58

pH’lar 6,0-7,5 arasindaki tamponlari hazirlamak;ic
Bu tamponlarin hazirlaniimasingbéd = pKa + Iog%‘l formalt kullaniimstir.

pH’lar 7,5-9,5 arasindaki tamponlari hazirlamak;ic

Trizma —HCI ve Trizma-Base'darsagida verilen miktarlarda tartilip saf su ile 100

ml'ye tamamlanarak hazirlangtr.

Tablo 4.2. 0,1 M tris tamponunun hazirlanmasi

PH Trizma —HCI Trizma-Base
8.0 35949 3,669
8.5 1,19 4,36 g
9.0 0,239 7459

4.3.4. Sicakigin etkisi

PPO enziminin optimum sicaglni belirlemek icin belirlemek i¢in 0, 10, 20, 30,
50, 60, 70, 8C°C’lerde enzim aktivitesine bakilgtir. Bunu belirlemek icin daha
onceki gibi 60 sn boyunca 420 nm’de absorbanstalgi azlenmgtir. Yuksek
sicakliklar icin su banyosu ve gik sicakliklar icin ise buz banyosu kullanitm.

Bu calsmada substrat olarak katekol (10 mM) kullangimi
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4.3.5. Enzim kinetgi

Enzim maksimum hizi (May) ve Mizhaelis-Menten sabiti (§ bulunmasi icin
kinetik calsmalar 1 mM, 2 mM, 4 mM, 8 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mBO) mM, 40
mM, 50 mM’lik 4-metil katekol, katekol, kafeik assubstrat, ¢ozeltileri 200mM’hk
stok cozeltileri (pH 7,0) kullanilarak hazirlargtm. Daha sonra spektrofotomerik
olarak 420 nm’de 60 sn aktivitesi izleni. Daha sonra absorbans-zaman
grafiginden ilk hizlari hesaplangtir. Bu ilk hiz deerleri Linewearver-Burk

grafiginde (1/V'ye kasl 1/[S]) yerine konularak K ve Vnaxdegerleri bulunmuygtur.
4.3.6.Inhibitor etkisi

PPO enzim aktivitesi Uzerine inhibitorlerin etkisincelemek icin 7 adet inhibitor
sodyum azide, tiyoure, EDTA, benzoik asit, askordmit, sitrik asit, sodyum klortr
kullaniimistir. Her inhibitor icin farkli konsantrasyonlardatkkol kullanilarak ne tur
inhibisyon yaptiklari bulunmgur. Her bir inhibitér icin K ve ko dezerleri

bulunmutur.
4.3.7. Metallerin etkisi

PPO enziminin ektrakte edilgli kayngza bali olarak &ir metaller ile muamele

edildiginde enzim aktivitesinde agtya da azalma olgw gozlenmgtir.

Agir metallerin etkisini incelenmesi amaciyla sabiubstrat ve enzim
konsantrasyonlarinda; Fe Cu?, zn'? Mg™, Hg? Ba? Ca? Li*', Co™3 Mn™
Pb™, Si? Nat, K* metal iyon cozeltilerinden 2 mM, 4 mM, 10 mM arak enzim

aktivitesindeki etkisi incelenrtir.
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4.3.8. Enzimin depolanma kararlilgi

Enzimin oda sicakiinda depolanma karariini bulabilmek amaciyla ilk 6nce oda
sicaklginda aktivitesindeki azalma saatsb420 nm’deki 60 sn boyunca absorbans
deseri Olculerek kaydedilngtir. Burada substrat olarak katekol 10 mM alarak

kullaniimistir.

Enzimin -20°C’de depolanmasindaki kararfiligormek amaciyla enzim -2@'de
saklanarak 24 saatte bir 420 nm’deki 60 sn boyustzsorbans deri oOlcilerek
kaydedildi. Yine substrat olarak 10mM katekol kallanistir.

4.3.9. Bradford metodu

Oldukc¢a duyarli olan bu yontem (5-1A8/ml); organik boyalarin, proteinlerin asidik
ve bazik gruplari ile etkikerek, renk olsturmasini esas alir. Mavi rengin
olusmasinda proteinin amino asit Bilmi (6zellikle arjinin gibi bazik amino asitler
ve aromatik amino asitler) énemlidir.Yontemde tenaghan olgu, boya normal
sartlarda 465 nm’'de maksimum absorbans verirkerteprde balandg zaman 595

nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesidir.

Anlatilan metotlarin yani sira protein tayini yapén, kaullar uygun oldgu
taktirde, Smith yontemi, Kjeldahl analizi, bulankiblgiimleri (turbidimetri), 6zgul
aktivitenini olgtlmesi, kirllma indeksinin oOlculmegefraktometri) ve safkdirilip

kurutulmu; 6rneklerin dgrudan, tartiimasi yontemlerinden de faydalanilafaiv].

4.3.9.1. Bradford yontemi ile protein miktarinin tayini

Bradford yontemi Coomasie brillant blue (parlak msgvG-250 boyasinin farkl
konsantrasyonlardaki proteinlere gtenarak, dgisik renk siddetinde mavi renkli
cOzeltiler ortaya koymasindan vyararlanilarak gjelimistir. Mavi rengin
olusmasinda proteinin aminoasit bilei dnemlidir. Boyanin 6zellikle arjinin gibi
bazik amino asitlere ve bazi aromatik amino agtleg&lanma giliminde oldysu

gosterilmitir. Dolayisiyla bu yontemde proteinin primer yapia 6nemi vardir.
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Yontemde boyaya ganms protein 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans
verir. Bu deneyde standart protein c¢ozeltilerigirsiserum albumini (BSA)

kullanilarak hazirlanngive standart grafikleri cizilngtir (Sekil 4.3).

irnegin ahsorhans

Ahsorhans
I
MU OASEIIHES U] UISILIO

Eonsantrasyon (mgml)
Sekil 4.3. Bradford yonteminin standart geafi

Bu amacla bizim cailmamizda standart protein gafiin elde edilmesi icin 1 mg/ml
serum albumin miktari olacajekilde 250 ml serum albumin ¢6zeltisi hazirlagtm.
Bu c¢oOzeltiden 20 pl, 40 pl, 60 pl, 80 ul ahgtm Hacim 1ml Bradford ile
tamamlanmgtir. 595 nm’de absorbans Olculgtiir. Standart protein gra&ii elde
edilen sonuclara gore cizilgtir. Jel filtrasyon ve diyalizsiemleri sonucu elde edilen
kismen saf enzim 595 nm’de absorbansi 6lculeraidata standart protein grafiile

protein miktari tayin edilngtir.
4.3.10. Poliakrilamid jel elektroforez (PAGE)
Elektroforez, yukli molekullerin bir elektrikselaaldaki hareketlerinin izlengii bir

tekniktir. C6zinmg durumdaki molekullerin elektrik yiklerinin kitlelae oraniyla

belirlenen hizlarda elektriksel alanda hareket gmeleri prensibine dayanir [1].
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En yaygin kullanim alani olan elektroforez tipidirel sentetik bir madde olan
akrilamid ile akrilamid tUrevi olan N-N'-metilen dakrilamidin polimerlgmesiyle
olusturulur ve ornekler bu jel tzerinde yuratilur. Riater icin ¢ok uygun oldgu
gibi DNA ve RNA elektroforezleri icin de kullanildi. Akrilamid miktari ve
akrilamid/bisakrilamid orani jelin awtirma kapasitesini belirler. Akrilamid/
bisakrilamid orani yukseldikce jellerde 1sinma &a&lir, kirllganhk artar, daha kolay

yikanir.

Polimerleme reaksiyonunda akrilamid molekulleri yanyangl&aarak diz zincirler
olustururlar. Bisakrilamid molekulleri ise iki akrilami zinciri arasinda capraz
baglanmalar olgturur. Bdylece gimsi bir yapi meydana gelir. Polimestee
derecesi; sicaklik, pH, amonyum persulfat (APS) MgN,N',N'-tetrametil-
etilendiamin (TEMED) miktarina gore farklilik gosgte Polimerleme icin serbest
radikal olgumuna sebep olan APS reaksiyoslaici, TEMED ise katalizoér olarak

rol oynar.

Poliakrilamid jel elektroforezi; SDS-PAGE (denatigdici page), ND-PAGE (non

denature edici page) olarak ikiye ayrilir.

ND-PAGE (non denature edici page); Proteinlerigaldintakt) yapilarini bozucu
ajanlar kullanmadan yapilan PAGE yontemidir. Saftikerecesinin tayini icin

kullanildig! gibi direk olarak saflgirma slemi olarak da kullanilabilir.

SDS-PAGE (denattire edici page); SDS (Sodyum dodakdt) anyonik bir deterjan
olup iki amino asitte bir peptit zincirine glanarak protein molekullerini ofturan
alt birimleri biribirinden ayirir. Ayrica (-) yukagidigindan peptitlerede yuksek
oranda (-) yuk kazandirir. Boylece elektrik yukiisagdan kagim icerisindeki butiin
protein molekilleri @it duruma getirilir. Jel konsantrasyonu arttirilargrotein

molekillerinin molekdl girliklarina gére aysmalari sglanir [37].
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4.3.10.1. Native jel elektroforezi (ND-PAGE)

Kullanilan tamponlar, deterjan vegdr denatlire edici maddeleri icermgdden,
prosedir dpal kosullarda gercekigr. Bu yontem, protein iceren kammlarin
ayrilmasinda, bir protein ya da protein kompleksiaktivitesi veya yapisi ile ilgili
elektroforetik cakmalarda, proteinin saflinin kontrolinde ve oligomerik

proteinlerin ayrilmasinda kullanilir.

Native jel elektroforezi (ND-PAGE) icin ekstraksiyagsleminden sonra 3 kisim stok
enzim cozeltisi ile 1 kisim native 6rnek tamponierggorf tipunde kagtirildi.

Kullanilan ¢dzeltilerin hazirlanmasi ek1'te veriltm.

Ayirma jeli (% 7,5)’ in hazirlanmasi Tablo 4.3.\terilmistir. Bu kargim daha 6nce
hazirlanan cam plaklar arasina ustte yaklad-5 cm kalacaksekilde dokulip
tzerime izopropil alkol eklenerek diz Bekilde polimerizasyonkmasi icin 30 dk

bekletilmistir.

Polimerizasyondan sonra Uzerine hazigahablo 4.4.’te verilen ygunlasma jeli (%
5)lik Uzerine dokulerek tarak uygun bgekilde yerlgtirilerek polimerizasyonun
gerceklgmesi icin 20 dakika bekletilrgtir [38].

Tablo 4.3.% 7,5’luk ayirma jelinin icegi

Blyuk elektroforez
Kullanilan malzeme o
tek jel icin (ml)

Destile su 8,74
Ayirma tamponu (pH 8,8 17,12
% 30’'luk

G - 8,66
akrilamid/bisakrilamid
TEMED 0,173

% 10’luk amonyum 0.0163
persdilfat ’
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Tablo 4.4. % 4,5'lik ygunlastirma jelinin icergi

Blyuk elektroforez
Kullanilan malzeme o
tek jel icin (ml)

Destile su 1,64
Ayirma tamponu (pH 8,8 5,86
% 30’luk

2,5
akrilamid/bisakrilamid
TEMED 0,060

% 10’luk amonyum 0.010

perstilfat

Yogunlasma jelinin polimerizasyonu tamamlandiktan sonraaKarcikarilarak

numuneler yerlgirilmistir. Ayirma jeli ve ygunlasma jeli boyunca 250 voltluk 70
amperlik sabit akim uygulanarak elektroforez tanaamistir. Aktivite bantlarinin

gozlenmesi icin jel bir gece 50 mM 250 ml substg@zeltisinde bekletildi. Yikama
cOzeltisi ile yikanarak bantlarin fahafi cekilmistir.



BOLUM 5. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTI SMA

5.1.Polifenol Oksidaz (PPO) Enzimininizolasyonu ve Saflgtiriimasi

PPO enzimi izolasyonu, bolim 4.2.’de anlagiidjibi % 0,5 pirolidon (PVP) ve 0,01
M askorbik asit iceren 0,1 M fosfat tamponu (pH)7Kullanilarak yapilmgtir.
Izolasyon gamasinda kullanilan PVP, @ada bulunan fenolik maddeleri
baglayarak, PPO enziminin aktivite gbstermesini eregeltk amaciyla kullanilrgiur.
Cunkt fenolik maddelerin oksidasyonu sonucusatu kinonlar, enzimi inhibe
edebilmektedir. Askorbik asit izolasyon sirasindlgsan o-kinonlari azaltmak amaci

ile kullaniimstir ve kendisi yukseltgenir.

Amonyum stilfat ¢oktirmesi ve diyaligleminde elde edilen saffariimis enzim ile
kinetik calsmalar yapilmgtir. Enzim -20°C’de derin dondurucuda saklargtm.

5.2. Polifenol Oksidaz Enziminin Karakterizasyonu
5.2.1. pH etkisi

Alti farkh substrat kullanilarak PPO enzimininergeaktivite varlg tespit edilmgtir.

Aktivite gosteren substratlar icin optimum pHzdderi belirlenmitir.

d’Anjou armudu, kayisi ve kuru erik, Clingstogeftalisi, erik, Concord tzUmu gibi
meyvelerde bulunan PPO enziminin genellikle notid’'ta veya buna yakin

pH’larda en aktif oldgu belirlenmitir.

Bu calsmada, katekol ve 4-metil katekol bu genellemeyeugydyoralmitar (Sekil
5.1. veSekil 5.2.). Diger substartlar icin elde edilen @alere gére optimum pH’lar
asidik dgerlerdedir Sekil 5.3 veSekil 5.4).
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Sekil.5.1. Katekol substrati ile enzim aktivitesieiime pH'in etkisi
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Sekil.5.2. 4-metil katekol substrati ile enzim akigi Uzerine pH'in etkisi
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Sekil.5.3. Kafeik asit substrati ile enzim aktivitézerine pH'in etkisi
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Sekil.5.4. Pirogallol substrati ile enzim aktivitésierine pH'in etkisi
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pH
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Bulunan optimum pH dgrlerinin farkl olmasi enzimin elde edifgikayngsa basli
olarak farklik gostermektedir. Ayni zamanda kollan substratlarda optimum

pH’lar etkilemektedir.

Bu calsmada katekol substrat olarak kullangidkosularda enzim aktivitesinin igin
optimum pH 7,0 olarak bulunurken ayniskbarda 4-metil katekol icin 6,5, kafeik
asit ve pirogallol i¢cin optimum pH 4,5 olarak bulustur.

Sekil 5.4.’te pirogallol icin iki farkh pH dgerinde ary gozlenmektedir. pH 7,0
bulunan ary suni bir arty olarak dgerlendirilmistir. Bu artgin nedeni ortamin

sicaklgl, hava oksijeninin etkisi, kisel deney hatalari olarak verilebilir.

5.2.2.Sicakligin etkisi

Bolum 4.3.4.’deanlatildgl gibi yapilan, katekol substrat olarak kullanilaenzim
aktivitesinin 9 farkli (0, 10, 20, 30, 40, 50, 6@0, 80 °C’lerde) sicaklikta
belirlenmesi deneylerinde elde edilen sonuclarkéiga kagi bagil aktivite cinsinden

grafige alinmstir.

Sekil.5.5. incelendiinde enzimin maksimum aktivite gostefdsicaklgin (optimum
sicaklik) 30°C oldusu gorulmektedir. Bu sicakliktan daha yiksek sisddida
aktivitede azalma gorulmektedir. Bu da enzimin ldikéa kismen inaktive oldgunu
gostermektedir. 58C’den sonra enzim aktivitesi sabit kan®0 °C’nin lizerinde ¢ok
az aktivite gosterngtir. 80 °C'de 20 saniyede tamamen inaktivite oktuu. Bu

sonuclara dayanarak,gadaki kararma sicalgin artirmasiyla dnlenebilecektir.
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Sekil.5.5. PPO enziminin sicakh etkisi

5.2.3.Enzim Kinetgi.

Enzim kinetik parametreleri olan,Mx ve Ky deserleri Lineweaver-Burk gradi ile
belirlenmitir. Kinetik calsmada katekol, 4-metil katekol, kafeik asit subsdratcin
yapilmstir. Her bir substrat icin farkli konsantrasyonkatdillaniimgtir Her lem en
az uc¢ kez tekrarlangtir.

Km deseri, bir enzimin substratina karolan ilgisini gostermekte olup, bu gk

genellikle enzimin elde edilgi kayngza ve kullanilan substrata @aolarak deisir.



Katekol
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Sekil.5.6. PPO enziminin katekol substratinaskMichaelis-Menten grafi

1/V (Aldak)

Katekol

01 -

0,1 -

y = 0,1762x + 0,01¢
RZ=0,9993

I ~ I I |

-0,2 0 0,2 0,4 0,6
1/[S] (mM ™)

Sekil.5.7. PPO enziminin katekol substratinaskhmeweaver-Burk grafii
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PPO enzimi igin katekol substrat olarak kullargidda Sekil 5.7. veSekil 5.6.'da
verilen deney sonuclarina gore,Ke Vmax deserleri hesaplanmiTablo 5.1.de

gosterilmitir.

V (A/dak) 4-metil katekol
12 -

1 |
08
06 -
04

0,2 -

0 I I I

0 1C 2C 30 40
[S] (mM™)

Sekil.5.8. PPO enziminin 4-metil katekol substratkas Michaelis-Menten grafi

4-metil katekol

1V (Aldak?)
0,03 _
0,025 |
0,02 _
0,015 | y = 0,0173x + 0,0101
R2=0,0943
[ ' ' ‘
1 o ) s

1/[S] (mM™)

Sekil 5.9. PPO enziminin 4-metil katekol substratkaa Lineweaver-Burk grafii
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PPO enzimi icin 4-metil katekol substrat olaraklémildiginda Sekil 5.8. veSekil
5.9.da verilen deney sonuclarina gorg, Ke Vnax deserleri hesaplanmi Tablo
5.1.’de gosterilmtir.

Kafeik asit
V (A/dak)
0,12 -

0,1
0,08 |

|

0.06 |
0,04 |
0,02 |

O T T 1

[S] (mM™)

Sekil.5.10. PPO enziminin kafeik asit substratingkiflichaelis-Menten grafi

1 Kafeik asit
1/V (Aldak™)

0, -

04 - PP

0,3 - //
0,2 / y = 0,6473x + 0,0932
o RZ = 0,999

[ ~ I [ ]

-0,2 0 0,2 0,4 0,6
1/[S] (mM™)

Sekil.5.11. PPO enziminin kafeik asit substratingkiaineweaver-Burk gragi
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PPO enzimi icin kafeik asit substrat olarak kulldiinda Sekil 5.10. ve
Sekil.5.11.’de verilen deney sonuclarina gore Ke Vmax deserleri hesaplanmi
Tablo. 5.1.’de gosterilngiir. Sonuclardaki k deserlerine gére badem gia PPO’su
icin en iyi substrat 1,71 mM Kdezeri ile 4-metil katekol olarak bulunngtur.

Tablo.5.1. PPO enziminin substrat spesiikli

Substrat pH Vmax (A/dak) Km (mM)
Katekol 7,1 62,5 10,80982 + 1,94
4-metil katekol 6,5 99,0099 1,712871 + 0,28
Kafeik asit 4,5 10,72961 6,45277 +0,88
Gallik asit - - -
Pirogallol 4,5 - -

L-tirozin - - -

Bu calsmada, cgladan izole edilen PPO enzimi icin gallik asit wilozin substrat
olarak kullanildginda enzimin aktivite gdstermedibulunmutur. Pirogallol icin
optimum pH bulunurken enzimin kinetik ¢aha yapabilecek kadar aktivite

gostermedii bulunmutur.
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5.2.4.inhibitdriin etkisi

PPO inhibitorleri olarak bilinen, L-askorbik assipdyum azid, tiyoire, benzoik asit,
sitrik asit, sodyum kloriir, EDTA molekullerinin bawh c&la PPO’su Uzerine

inhibitor etkileri b6lim 4.3.6. ‘da anlatilgh gibi incelenmgtir.

Bu calsmada, L-askorbik asit, sodyum azid, tiyoilre, bekzmsit, sitrik asit icin
inhibisyon gorulmg ve c¢&ladan izole edilen PPO enzimi i¢in bu inhibitdnteri
yarismall inhibisyona neden olduklari Line-weaver Buraftkleri ile belirlenmitir
(Sekil 5.12,Sekil 5.13,Sekil 5.14,Sekil 5.15 veSekil 5.16)

Tiyolre
1/V (Aldak™)
0,14 - e 0
0,12 - m 2mM
01 - A 4mM
0,08 - e 8mM
0,06
0,04 +
[ I O I 1
0,2 0.1 0 0,1 0,2

1/[S] (mM™)

Sekil.5.12. Tiyoure kullanilarak elde edilen LineweaBurk grafgi



. Sodyum azid
1/V (Aldak™)

0,16
0,14 -
0,12 -

0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04
0,0z

-0,1 -0,0¢ 0 0,05 0,1 0,1

0

m 10m
A 20m
e 40m

1/[S] (mM™Y

Sekil.5.13. Sodyum azid kullanilarak elde edilenévreaver-Burk grafi

Benzoik asi

1V (A/dak®y 9:07 -
0,06 -

0,05 -
0,04 -
0,03

[ T I U 1

-0,6 -0,4 -0,2 0 0,2
1/[S] (mM™)

Sekil.5.14.Benzoik asit kullanilarak elde edilen hiveaver-Burk grafii

0
m2m
A 4m

e 8m
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Sitrik asit

1V (A/dak™)
0,07
0,06 - .0
0,05- = 4m
0,04 4 8m
0,03 e 10m
0.0% - 4
0,
0 , , ,
-0,05 0 0,05 01 01

1/[S] (mM™)

Sekil.5.15. Sitrik asit kullanilarak elde edilen Eineaver-Burk gragi

L-askorbik asit

1/V (Aldak™) 0.07 7
0,06 -
0,05 - ¢ 0
0,04 - n 1mM
003 - A 2MmMM
o 4mM
0,02
0

0,2 0,1 0 0,1 0,2
1/[S] (mM™Y

Sekil.5.16.L-askorbik asit kullanilarak elde edilemeweaver-Burk grafii
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Yapilan bu ¢abmada her inhibitor igin t¢ farkli konsantrasyonddsgmistir. Bu
islem en az U¢ kez tekrarlangtr. Bu konsantrasyonlar enzim aktivitesinin yariya
indiren ko degerinin katlari olarak belirlenrgiir. K; degerleri bu konsantrasyonlarin

katlari olarak belirlenngtir. Sonuclar Tablo 5.2.’de verilmtir.

Tablo 5.2.PPO enziminin inhibisyon turlerisd ve Ki sabitleri

Inhibitor I s (mM) | Inhibisyon Turl | ortalama K,
(mM)

Tiyolire 4 Yarismali 1,67.10° + 0,23

Sodyum Yarismali 12,47.10° +0,78

azid 20

Benzoik Yarismali 1,67.10° + 0,23

asit 4

Sitrik asit 4 Yarismali 4,18°+ 6,62

Askorbik 2 Yarismali 7,10+ 0,08

asit

EDTA - - -

Tablodan goruldgl gibi en iyi yargmali inhibitoriin 1,66 mM Kdegeri ile tiyolre

ve benzoik asit oldgu belirlenmitir.
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5.2.5. Metallerin etkisi

Bitkilerin icerdigi PPO enzimi, onlarin yatirmesi esnasinda tarimsal tekniklerinden
etkilenebilir. Azir metallerin etkisini incelenmesi amaciyla sahibstrat ve enzim
konsantrasyonlarinda (10 mM) BeCu, zn", Mg*?, Hg', Ba? ca? Li*, Cco™
Mn*4, PB? Sr? Na™, K metal iyonlarin etkisi yiizde olarakagidaki tabloda

verilmistir.

Tablo 5.3. incelendinde Fé3 Cu, Mn*, Pb?nin aktivatdr buna karlik diger
metallerden Zif, Mg*?, Cd? Cad3 Si? ve K™ ise inhibitér oldgu Na™, Li** ve

Hg'? ise badem gda PPO’ su lizerine etki gdstermgidiézlenmitir.

Tablo.5.3. PPO enziminga metallerin etkisi

Metaller % aktivasyon % inhibisyon
Fe 150 yok
Cu*? 50 yok
Zn*? yok 29
Mg*? yok 50
Hg*? yok yok
Ba'? yok 50
Ca* yok 77
Li*t yok yok
Co™ yok 89
Mn* 157 yok
Pb*? 125 yok
Sn*? yok 100
Na* yok yok
K* yok 100




68

5.2.6. Enzimin depolanma kararlilg

% Bagil Oda sicaklginda depolama
aktivite

12
10 -
80 -
60
40 -
20

O I I T v

Saat

Sekil.5.17.0da sicaklinda depolamaartlarinda enzim aktivitesinin zamanlagg#m

% Bagil
aktivite
12C

-20°C depolama

10C +
80 -
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40 -
20

0

0 2 4 6 8 1C 12 14
Giin

Sekil.5.18. -20C'de depolamaartlarinda enzim aktivitesinin zamanlagtém
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Bolum 4.3.8.’de anlatilgh gibi enzimin oda sicaldinda ve -20 °C’de depolama
suresince kararlgini incelemek amaci ile 10 mM katekol (pH 7,0) drdis
kullanilmis; oda sicakfiinda her saat dlcim alinirken, -20 °C’de her 24tesdar

Olcim alinmg ve enzimin % bal aktivitesi hesaplanngtir.

Oda sicakliiinda yapilan depolama karagilicalsmasi sonucunda, PPO enziminin
aktivitesi ilk G¢ saatte % 11, yedinci saatte % 8duncu saatte % 46, onucunci
saatte % 61, onaltinci saatte % 86 azalarak oncalsaattin sonunda PPO enzimi
aktivitesinin kaybetnstir. -20 °C’de ise PPO enziminin aktivitesi ilk iki giinde % 0
yedinci gunde % 47, onuncu gunde % 83, azalaral¢iowdii gin sonunda PPO

enzimi aktivitesinin kaybetti belirlenmstir.

5.2.7. Protein tayini

Bolum 4.3.9.1. anlatiigh gibi Bradford yontemiyle protein tayinleri yapilghr.
Standart BSA (Bovin Serum Albuimin) c¢ozeltilerinijog proteine kanlik gelen
absorbans derleri Sekil 5.19.’da gosterilen standart grafikten elddezdasagidaki
Esitlik 5.1.’de yerine konularak bulunngtur.

y = 2378x +0,00176 (5.1)

Absorbans Protein tayini
(595nm)

16 y = 23,78x + 0,0176
1,4 R2=0,9971
1,2-
1-
0,81
0,6
0,4
0,2-
0 ] ] ] ]
0 0,01 0,02 003 004 005 006 0,07

Konsantrasyon (ma/mL)
Sekil. 5.19. Bradford ydntemiyle protein tayin gegafi
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Yaptigimiz bu camada cgla polifenol oksidazi icin 595 nm’de okunangdéere
gore protein miktari 20 pl enzim ¢ozeltisi icin @0mg/ml bulunurken alinan 60 pl

enzim c¢ozeltisi icin 0,028mg/ml olarak bulungtur.

5.2.8. Native jel elektroforezi (ND-PAGE)

Bolum 4.3.10. ve 4.3.10.1.’de anlatgdisekilde yapilan c¢agmalar sonucunda
katekol substrati kullanilarak, PPO enziminin akbandlari Sekil 5.20.'de

gosterilmitir.

Sekil. 5.20. Ham enzim ekstraktinkatekol substrati ile elde edilen Native-PAGE banfili;

Sekil 5.20. incelendjinde katekol substrati kullanilarak yapilan eletdrez slemi
sonucu PPO aktif bandlar elde ediidgorulmektedir. Elde edilen bu bandlardan

enzimin iki alt birimin oldgu gézlenmgtir.



BOLUM 6. TARTI SMLAR VE ONER iLER

Calismaya balamadan dnce yapilan fizibilitesmasinda bir¢ok bitki tirl denerngni
ve PPO aktivitesi ¢gda (Badem) icin dier bircok bitki tlrinde tespit edilen
deserlere gore oldukgca yuksek bulungtur. Calanin antioksidant etkisinin
bulunmasi ve aktivitenin ytksek olmasi nedeniytuta ilgi cekmektedir

Bu calsmada, PPO enzimi pH 7,0 tamponu ile ekstrakte eklenzimin kinetik
karekterizasyonu icin eili PPO substratlari kullaniingtir. Bunlardan katekol
substrat olarak kullanilgh kosularda enzim aktivitesinin i¢in optimum pH 7,0 alr
bulunurken ayni kauillarda 4-metil katekol igin 6,5, kafeik asit vergyallol igin
optimum pH 4,5 olarak bulunngwr. Litaratirde Ankara armutundan izole edilen
PPO enzimi icin pirogallol substarti icin optimuniH 8,0 olarak bulunmgiur.
Bulunan optimum pH dgrlerinin farkhlik gostermesi, elde edilen kagaagotre
PPO enziminin dzelliklerinin farkli olmasindan kayjtanmaktadir.

Litaretirde genel olarak PPO enziminin optimum ldiga 35-40C olarak
verilmektedir. Bu calma, katekol substrat olarak kullangchda bu genellemeye

uydugu gorilmektedir.

Bu calsmada, cgladan izole edilen PPO enzimi icin gallik asit wilozin substrat
olarak kullanildginda enzimin aktivite gostermezken, sonuclardaki d€zerlerine
gore badem gda PPO’su icin en iyi substrat 1,71 mM,Klezeri ile 4-metil katekol
bulunmutur. Caladan izole edilen polifenol oksidaz enziminin lakkaktivitesi

gostererek difenollere etki egtibulunmutur.
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Bu calsmada, PPO enzimi inhibitéri olarak bilinen EDTA’ yar aktivite
gostermezken, en iyi inhibitérin 1,66 mM #egeri ile tiyolre ve benzoik asit

oldugu gozlenmtir.

Boyle bir calsma, PPO aktivitesini @éli bitkilerde kontrol etmek, bdylece
esmerleme reaksiyonlarinin yan etkilerini ortadan kaldikma&e yararli olan
esmerleme reaksiyonlarini optimize etmek icin besinlerirlegimlerindeki
desisimlerinin besinsel ve toksikolojik 6zelliklerinekesinin ortaya konulmasi igin
onemli bir adim olgturur. Besinlerde ayni anda birden fazla esngerée slemi
mumkin olabilecginden dolayi, cgtli bitkilerdeki esmerlgme olaylarinin ortaya
konmasi hem beslenme ve hem dglikaacisindan besinlerdeki esmarteenin
etkilerini anlamak ve c¢ozimler bulmak agisindandédy olacaktir. Bu ¢ajma ile
bitkinin PPO aktivitelerinin ortaya konmasi besmdastrisi acisindan énemli bilgiler
sunmaktadir. Yine bu bilgilersiginda tip ve ilag endustrisinde bitkinin PPO
aktivitesi hakkinda bilgi sahibi olmak bu endusttanlarindaki kullanim acisindan

faydalar sglayacaktir.

Benzer cakmalar, dger mevcut cgtlerinde de yapilmasi ile bu meyvenin hasat
zamani ve market 6mri acisinda bir dokimu gglatacaktir. Bunun ise Ureticiye ve
tuketiciye, hatta pazarlamaciya ihracat acisindan réhber bilgi salayaca

kanaatindeyiz.

Enzimin, elde edilen kaygan olgunlgma dénemlerinde de farkh aktivite gosteidi
bilinmektedir. Bu nedenle ganin olgunlamasi ile badem hali ve kdrpegta hali
PPO enzim aktivitesi acisindan géastirilabilir. Cesitli donemlerin  enzim
aktivitesinin incelenmesiyle Ureticilerin en azindhu dénemleri dikkate almalari

meyvenin tuketilmesi ve pazarlanmasi agisindantayaglayacaktir.

Cagladan saflgtirlan PPO enzimin yuksek miktarda safilalmasi ve bu saftgirma
oraninin simdiye kadar yapilan c¢amalarda goridlmemesinin literatire katki
yapacg@ kanisindayiz ve bu camanin bundan sonra yapilacak galalara ik

tutacaina inaniyoruz.
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EKLER

Ek-A Native jel elektroforezi (ND-PAGE) icin gerekli ¢cozeltiler

Ek-A.1. %30’luk akrilamid / N,N-metilen bisakrilami d stok ¢ozeltisi:

14,6 gram akrilamid ve 0,4 gram N,N-metilen biskknid 50 ml saf suda

¢OzUlmigtar. Hazirlanan c¢ozelti koyu renklisede ve oda sicakinda 1 ay
saklanabilmektedir.

Ek-A.2.Ayirma tamponu (separating tamponu):

17,172 gram tris-baz az miktarda saf su icerisgiaildiikten sonra, konsantre HCI
kullanilarak pH’si 8,8’e ayarlangtir ve saf su ile 50 ml'ye tamamlangr.
Hazirlanan ¢ozelti oda sicakinda kullanilincaya kadar saklarytm.
Ek-A.3.Yogunlasma tamponu (stacking tamponu):

1,515 gram tris-baz azmiktarda saf su iginde ca@ikh sonra konsantre HCI
kullanilarak pH’si 6,8’'e ayarlangtir ve saf su ile 25 ml'ye tamamlargtr..
Hazirlanan tampon oda sicakhda 1 ay saklanabilmektedir.

Ek-A.4. %10’luk Amonyum persilfat:

0,1 gram amonyum persilfatl ml saf su icerisindgilgiisttr. Cozelti kullanilacg

zaman taze olarak hazirlargtm.
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Ek-A.5. Tris-glisin elektrot tamponu (yuritme tamponu):

1,5 gram tris-baz ve 7,2 gram glisin az miktardé |a icerisinde ¢ozuldu ve
konsantre HCI kullanilarak pH’si 8,5’e ayarlagtm Saf su ile 500 mlye

tamamlanmytir. Hazirlanan tampon 2-3 kez kullanilabilmektedir
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