T.C.
AKSARAY UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

NEVSEHIR PATATESINDEN (Solanum Tuberosum L.)POLIFENOL
OKSIDAZ ENZIMININ AFINITE KROMATOGRAFISI iLE
SAFLASTIRILARAK KINETIiK VE ELEKTROFORETIK
OZELLIKLERININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZIi

Kabil Ozcan TOZAK

DANISMAN
Yrd. Do¢c. Dr. Mahmut ERZENGIN

AKSARAY, 2013



T.C.
AKSARAY UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KABUL ve ONAY BELGESI

Ozrenci Kabil Ozcan TOZAK’in “Nevsehir Patatesinden (Solanum Tuberosum L.)
Polifenol Oksidaz Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflastirilarak Kinetik ve
Elekroforetik Ozelliklerinin Incelenmesi” bashikli lisansiistii tez ¢aligmasi, Aksaray
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun 1302.2013 tarih ve 2QL2 /0% -0V
sayvili karan ile olusturulan asagidaki jiri tarafindan Kimya Anabilim Dalinda
YUKSEK LISANS tezi olarak Oy Birligi ile kabul edilmistir.

Imza

O

Damsman  : Yrd. Dog. Dr. Mahmut ERZENGIN (Aksaray Universitesi) d AN

 {

Cye : Yrd. Dog. Dr. Muhsin KARAARSLAN (Aksaray Universitesi) ( u\x (L L ( )

Uye : Dog. Dr. Murat KAYA (Aksaray Universitesi)

Tezin Savunuldugu Tarih : 28.02.2013

Fen Bilimleri Enstitiisi Yonetim Kurulu® nun 08.93:2043... tarih ve 20¢3.//0.~04

(oo

Dog. Dr. Selguk REIS
Enstitii Mudiirt

savili karar ile onaylanmustir.

ii



ONSOZ

Patates (Solanum Tuberosum L.) karbohidrat kaynaklar1 arasinda ilk sirada yer alan en
onemli bitkisel besinlerden birisidir. Bol miktarda nisastanin yanisira kalsiyum ve C
vitamini igeren patates,insan besini oldugu gibi hayvan yemi olarak da kullanilmaktadir.
Patatesin iilkemizde yaygin olarak ekimin yapildig1 ve yer olarak I¢ Anadolu(Nevsehir
ve cevresi) olarak bilinmektedir.Polifenol oksidaz enzimi bir¢gok meyve ve sebzede
bulunan ve bitkinin hastaliklara kars1 direncinin artmasini saglayan bir metalo enzimdir.
Gida endiistrisindeki  Oonemi ise, enzimatik kararmaya neden olmasindan
kaynaklanmaktadir. PPO enziminin neden oldugu bu esmerlesme reaksiyonlarinin
onlenebilme yontemlerinden biride enzimin inhibe edilmesidir. En etkili inhibisyon
yontemlerinin bulunabilmesi i¢in dncelikle meyve ve sebzelerde bulunan PPO enziminin
kinetik 6zelliklerinin, aktivatdr ve inhibitorlerinin, optimum pH ve sicaklik degerlerinin
bilinmesi gerekmektedir. Enzim saflastirmada kullanilan afinite kromatografisi yontemi
ise bir cesit adsorpsiyon kromatografisi olup saflastirilmasi istenen molekiil veya
biyolojik tinitenin matriks adi verilen ¢oziinmeyen bir kolon maddesine kovalent olarak
immobilize edilmis bir baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve tersinir baglandig:1 bir
tekniktir. Bu sayede saflastirma; ¢ok zor, yorucu ve bazi hallerde imkansiz olan bir ¢ok
ayirma islemlerine gerek olmadan kisa zamanda ger¢eklesmekte ve yiiksek bir verimle

binlerce defa saflastirilmis bilesikler elde edilmektedir.
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OZET

Yiksek Lisans Tezi

NEVSEHIR PATATESINDEN (Solanum TuberosumL.) POLIFENOL OKSIDAZ
ENZIMININ AFINITE KROMATOGRAFISIILE SAFLASTIRILARAK KINETIiK
VE ELEKTROFORETIK
OZELLIKLERININ INCELENMESI

Kabil Ozcan TOZAK

T.C.
Aksaray Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dal1

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Mahmut ERZENGIN

Bu calismada ekonomik 6neme sahip olan Nevsehir patatesinden (Solanum Tuberosum
L.) PPO enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz islemlerini takiben uygulanan
afinite kromatografisi yontemi ile saflastirilarak karakterize edilmistir. Kullanilan afinite
jeli Sepharose-4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit kimyasal yapisma sahiptir. Nevsehir
patatesinden PPO enzimi % 15.16 verim ve 52.25 saflastirma derecesi ile elde edilmistir.
Farkli substratlar i¢in optimum pH ve sicaklik taramasi yapilmistir. Saflastirilan enzim
L-tirozin ve p-kresol substratlarina kars1 higbir aktivite gdstermezken, katekol, gallik asit
ve pirogallol substratlarina kars1 oldukca yiiksek bir akivite gostermistir. Bu sonuglar
Nevsehir patatesi PPO enzminin monofenolaz (kresolaz) aktivitesinde yoksun oldugunu
ve sadece difenolaz (katekolaz) aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir. Optimum
pH ve sicaklik ¢calismalarinda en yiiksek aktiviteyi pH 7 ve 20 °C * de katekol substrat1
ile elde edilmistir. Katekol substrat1 i¢cin Ky ve Vp.cdegerleri sirasiyla, 5 mM ve 5000
U/mLdak olarak bulunmustur. Alt1 farkli inhibitor i¢in 1Cso ve Ki degerleri tespit
edilmistir. Askorbik asitin enzim {zerinde en gilicli inhibitor etkisi gosterdigi
gozlenmistir.

2013, 72 sayfa

Anahtar sozciik: Nevsehir Patatesi, Polifenol Oksidaz, Afinite Kromotografisi,
Inhibisyon, Optimum pH ve Sicakhk.
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

PURIFICATION OF POLYPHENOL OXIDASE FROM NEVSEHIR POTATO
(Solanum Tuberosum L.) BY AFFINITY CHROMATOGRAPHY AND
INVESTIGATION OF ITS KINETIC AND ELECTROPHORETIC PROPERTIES

Kabil Ozcan TOZAK

T.R.
Aksaray University Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Mahmut ERZENGIN

In this work, polyphenol oxidase (PPO) enzyme, which has an economic value, was
purified from Nevsehir potato (Solanum Tuberosum L.)with affinity chromatography
following the ammonium sulphate precipitation and dialysis and then it was
characterized. Utilized affinity gel has chemicallySepharose-4B-L-tirozin-p-
aminobenzoic acid nature. PPO enzyme was obtained from Nevsehir potato with 15.16
% efficiency and 52.25 purification degree. Optimum pH and temperature studies were
carried out for different substrates. Purified enzyme showed no activity against L-
tyrosine and p-cresol, whereas it exhibited the maximum PPO activity against catechol,
gallic acid, pyrogallol substrates. These results indicate that PPO enzyme in Nevsehir
potato lacks in monophenolase (cresolase)activity and has only diphenolase
(catecholase) activity. In optimum pH and temperature studies, catechol showed the
maximum activity at pH 7.0 and 20 °C. Ky and V. values for catechol substrate were
determined as 5 mM and 5000 U/mLmin, respectively. ICsy and K; values for six
different inhibitors were determined. It was observed that ascorbic acid has the highest
inhibition effect on the enzyme.

2013, 72 Pages

Keywords  : Nevsehir Potato, Polyphenol Oxidase, Affinity Chromatography,
Inhibition, Optimum pH and Temperature
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1.GiRiS

Enzimler gida endiistrisinde ¢ok biiyiikk 6neme sahiptir. Bazi durumlarda enzimlerin
katalizledigi reaksiyonlar gida endiistrisi agisindan faydali sonuglar dogururken, bazi
durumlarda istenmeyen durumlar olugmaktadir. Bunun bir 0Ornegi olarak
polifenoloksidaz enzimlerince katalizlenen oksidasyon reaksiyonlaridir. Siyah cay
iretiminde, polifenol oksidaz enzimlerinin katalizledigi reaksiyonla istenen bir durum
olan ¢aym baglica karakterini veren siyah renk olustururken meyvelerde ayni olay,

rengin bozulmasina ve besin degerinin azalmasina sebep olur.

Birgokmeyve ve sebzede, esmerlesme olarak bilinen renk degismeleri
fenolikbilesiklerin  kinonlara oksidasyonuyla meydana gelir. Degisik meyve
kiiltiirleriarasinda esmerlesme derecesinin fenolik igerige ve polifenol oksidaz (PPO)
adi1 verilenenzimin aktivitesine bagli oldugu bilinmektedir ve boyle bir iligkinin varligi
cesitli meyve,sebze ve mantarlar i¢cin ortaya konulmustur. Enzimatik olarak renk
degisimi oksijenvarliginda PPO’m monofenolik ve difenolik maddeleri kinolik
bilesiklere yiikseltgemesinden kaynaklanir. Gergcekte, PPO’larla katalizlenen
esmerlesme reaksiyonlarinda olusan kinonlar oldukga reaktif olup, esmerlesmenin bir
karakteristigi olan esmer pigmentin olusumuna sebep olmak iizere polimerlesirler

(Whitaker, 1972).

Enzimatik kararma i¢in PPO, bunun etkiledigi polifenolik substratlar ve oksijenin bir
araya gelmeleri gerekir. Enzimatik kararma bu ii¢ maddeden birinin ortadan
kaldirilmast ile durdurulabilir veya azaltilabilir. Meyve ve sebzelerin islenmesi
sirasinda oksijenin varligi kaginilmazdir. Ayrica biitiin bitkilerin belirli oranlarda
fenolik madde igerdigi bilinmektedir. Bu bilesikleri uzaklastirmak kesinlikle pratik
degildir. Enzimatik kararmanm Onlenmesinde en gegerli yontem PPO aktivitesinin
kontrol altina alinmasidir.Bu nedenle enzim aktivitesine etki eden parametrelerin ¢ok
1yl bilinmesi gerekmektedir.Bu calismada afinite jeli sentezlenerek ekonomik Gneme
sahip Nevsehir patatesinden PPO enziminin saflastirilmasi planlanmistir. Elde edilen

saf PPO enziminin kinetik ve elektroforetik 6zelliklerinin incelenmesi amag¢lanmaistir.

Bu amacla ile asagidaki hedefler belirlenmistir;

= Afinite jeli sentezlenmesi,
= SDS-PAGE ile PPO enziminin yaklagik molekiil agirliklarmin tespit edilmesi,

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

1



= Belirlenen optimum sartlarda enzimin substratlarina olan ilgisinin arastirilmasi
ve bu ilginin biyokimyasal ifadesi olan Ky ve Vax degerlerinin bulunmasi,
* Enzimin farkli inhibitérlere karsi ilgisinin arastirilmasi ve bu amagla

inhibisyon tiiriiniin tespiti ve K sabitleri ile ICsy degerlerinin bulunmasi.

1.1. Enzimler

Enzimler canli hiicrelerde olusan ve organizmadaki tiim reaksiyonlarin ¢ok yumusak
kosullarda gergeklesmesini saglayan ve bunlari regiile eden biyolojik katalizérlerdir.
Insanlar farkinda olmadan enzimlerden; ekmek, peynir, sarap ve ilag yapiminda
kullanmislardir. Enzimlerin yapilarinin aydinlatilmasina paralel olarak enzim katalizli
reaksiyonlarin kinetik ve termodinamik agidan incelenmesi ¢aligmalar1 da hizla devam
etmistir.

Enzimler canli organizmalardaki reaksiyonlar1 hizlandiran ve hicbir yan iriin
olusmasina izin vermeden yiizde ylizliik bir iiriin verimi saglayan, protein yapisindaki
biyokatalizérlerdir. Enzimler proteinlerin ¢ok biiylik ve en c¢ok ozellesmis grubunu
teskil eder (Keha ve Kiifrevioglu,2005). Enzimlerin katalizleme gii¢leri turnover sayis1
ad1 verilen bir degerle ifade edilir ve turnover sayisi birim zamanda bir mol enzimin
irline doniistiirdiigii substratin mol sayisina esittir. Turnover sayis1 en yiiksek olan
enzim katalaz enzimidir.

Enzimlerin miktari, aktiviteleri esas alinarak belirlenir ve enzim {initesi (U) cinsinden
verilir. Genis bir enzim {initesi tarifi olmamasina ragmen genelde, 25°C’de ve optimal
sartlarda 1 mikromol substrat1 1 dakikada iiriine doniistiiren enzim miktari, 1 enzim
iinitesi olarak kabul edilmistir. Spesifik aktivite, 1 mg protein basina diisen
enzimiinitesi olarak tanimlanir ve bu da enzimin safligmin bir 6l¢iisiidiir (Lehninger,
1982; Bingol, 1983).Enzimler molekiilleri pargalar birlestirir veya belirli gruplar1 bir
molekiilden digerine tasirlar. Enzimler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar:1 katalize
eden protein yapisinda molekiillerdir.Hiicrelerde ¢ok onemli metabolik gdrevleri olan
enzimler cesitli amaclarla kullanilmak {izere giinliik ve ekonomik hayata girmistir
(Wissemann, 1985). Her enzim i¢in aktivitelerinin maksimum oldugu pH degerleri
vardir. Bu degerlerin iizerinde ve altinda aktivite diiser. Bununla beraber biitiin

enzimlerin pH aktivite egrileri ayni1 sekilde degildir (Bhat, 2000).



Yiiksek sicakliklarda biyoteknolojik islemleri gerceklestirmek pek ¢ok fayda
saglamaktadir. Sicakligin arttirilmasi organik bilesiklerin ¢oziiniirliigii ve biyolojik
olarak kullanilabilme agisindan 6nemli etkilere sahiptir.

Sicakligin artmasi beraberinde viskositenin diismesini ve organik bilesiklerin diflizyon
katsayisinin artmasini da beraberinde getirmektedir. Sonu¢ olarak kiigiik alanlarda
yiiksek reaksiyon hizi1 gergeklestirilmektedir. Enzimler ile katalizlenen reaksiyon 0 — 40
°C arasinda reaksiyon hiz1 yiikselir.

Fakat 40 °C de enzim zarar gérmeye baslar. Boylece reaksiyon yavaglar ve 60 °C de
enzim tamamen bozulur (Bhat, 2000). Bu noktada ¢6ziim olarak mikroorganizmalardan
elde edilen enzimler biiytlik ilgi ¢ekmektedir.Endiistriyel uygulamalar1 hakkinda bir¢ok
derleme yayinlanmistir. Bunlardan bazilari; biyotransformasyonlar, siit, nisasta, bira,
meyve suyu ve ekmek sanayisinde, bakteriyel kontaminasyon tespiti ve eliminasyon,
protein zenginlestirmede, deterjan ve deri endiistrisinde yaygin olarak kullanilir.
Tiiketicinin giderek daha bilinglenmesi sonucu tiiketilen besinlerin hem g¢evre ve insan
sagligina, hem de damak zevkine uygun olmasi talep edilmektedir. Bu nedenle gida
endiistrisi alaninda, iiretim ve pazarlama ile ilgili yeni yontemler gelistirilmektedir

(Erzengin, 2002).

1.2.Enzimatik Kararma

Sebzelerin ve meyve depolanmasi esnasinda ve kesme, soyma 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 yaygm olarak bulunan fenolik bilesiklerin
oksidasyonunu  katalizleyerek, onlar1 o-kinonlara yiikseltger ve bunlarin
polimerizasyonu sonucu esmerlesmeyi yapan kahverengi melanin pigmentlerinin

olusumuna sebep olmaktadir (Laurila vd., 1998)(Sekil 1.1.).
Esmerlesme reaksiyonuna yol acan sebepler {i¢ grup altinda toplanmaktadir;

= Enzimlerin sebep oldugu esmerlesme reaksiyonlari.
* Enzimatik olmayan oksidatif esmerlesmeler.

= Maillard reaksiyonu sonucu olusan esmerlesmeler.

Bu reaksiyonlarda bakirin rolii ise cesitli kaynaklardan izole edilen PPO enziminin
icerdigi bakir miktar1 da farklidir. Muz, patates ve tiitiinden elde edilen PPOenziminin

bakir konsantrasyonlar sirasiyla % 0,3, % 0,2 ve % 0,32°dir (Vamos-Vigyazo 1981).



Monofenollerin hidroksilasyonu sirasinda ortamda bulunan 1 molekiil O, aktif bakirdan
elektron alarak H,O’ya indirgenir. Bu reaksiyon sonucunda bakir, inaktif (+2degerlikli)
durumdadir. Yeniden aktiflik kazanmasi i¢in olusan o-dihidroksifenoliino-kinona

yiikseltgenmesi gerekmektedir.

Bu reaksiyonlar igerisinde en c¢ok goriilen enzimatik esmerlesme; fenolik madde,
molekiiler oksijen ve polifenol oksidaz enziminden birinin ortadan kaldirimas: ile
durdurulur veya azaltilabilir. Ayrica bu tiir esmerlesme reaksiyonlari 1s1 inaktivasyonu,
substratlarin uzaklastirilmasi, sodyum siilfit ve askorbik asit ilavesi, ortamm pH’sinin

disiiriilmesi veya yiiksek basing uygulanmasi ile onlenebilir (Pekyardimei, 1992).
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Sekil 1.1. Melanin pigmentlerinin olusum mekanizmasi



Melanin pigmentinin olusumunda, ciftlesmemis elektronlar, kolayca yeni kovalent
baglar1 olustururlar ve yeni baglanmis karbonlar iizerindeki hidrojenler tekrar
oksitlenecek olan hidrokinona go¢ ederler. Sonugta kompleks yapidaki biiyiik
polimerler olusur (Singleton, 1987).

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

bagli olarak farklilik gostermektedir (Nicolas vd., 1994).
1.3.Polifenol Oksidaz (PPO) Enziminin Biyokimyasi

1.3.1.Polifenol oksidaz enzimi adlandirilmasi

Polifenol oksidaz enzimi oksidorediiktaz siifinin bir iiyesidir (EC 1.14.18.1). Bu
enzim bakir iceren bir metallo enzimdir ve oksijen varliginda iki farkli reaksiyonu
katalizleyebilir.Birincisi; monofenollerin o-dihidroksi fenollere hidroksilasyonu
(kresolaz aktivitesi), ikincisi olarak o-dihidroksi fenollerin o-kinonlara oksidasyonu
(katekolaz aktivitesi) (Laurila vd., 1998).Enzimin sistematik adi; monofenol, L-dopa:
oksijen oksido rediiktaz seklindedir. Bunun disinda enzimin katalizledigi substrata gore
az kullanilan adlar1 da vardir. Bunlardan bazilar1 ,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 (White vd., 1997).

Son yillarda enzim isimlerindeki karigikligin1 gidermek amaciyla uluslararasi
terminolojide bitki polifenol oksidazlarinin adlandirilmasinda bazi degisiklikler
yapilmistir. Tirozinaz (monofenol monooksijenaz) (EC.1.14.18.1) enzim kodu ile,
katekol oksidaz (difenoloksidaz, difenol oksijen oksidorediiktaz) (EC.1.10.3.2) enzim
kodu ile, lakkaz ise (EC.1.10.3.1) enzim kodu ile belirtilmistir. Ancak bu yeni
simiflandirma ayn1 enzim Onceleri krezolaz ve katekolaz aktiviteleri olarak bilinen iki

reaksiyon arasinda ayrimi getirdigi i¢in pek tercih edilmemektedir.



1.3.2. PPO’nun tabiattaki dagilimm

PPO enzimi ilk olarak 1856 yilinda Schoenbein tarafindan mantarlarda
bulunmustur(Whitaker, 1972). Bircok meyve ve sebzede bulunmasinin yani sira
1stakoz, karides,yenge¢ gibi kabuklu deniz hayvanlarinda (Simpson vd.,1988) ve bazi
mikroorganizmalarda da bulunmaktadir (Pomerantz, 1963).Farkli kaynaklardan elde
edilen PPO enziminin miktar1 ve dagilimi, bitkinin cinsine, yasina ve olgunluguna
baghdir (Joslyn ve Ponting, 1951).PPO enziminin, meyve ve sebzelerin degisik
kisimlarindaki dagilimi olduk¢a farklidir, Ornegin iiziimiin kabugunda bulunan
enzimin, etli kismina gore daha fazla oldugu goriilmiistir. Meyve ve sebzelerin
olgunlasmasi siiresince, icerdikleri PPO enziminin aktivitesi degismektedir. Ham
meyvelerde, PPO aktivitesi ve dolayisiyla renklenme daha fazladir. Bircok sebze ve
meyvenin igerisinde; zeytinlerin, 6zellikle katekol substrati iizerine, en yliksek PPO

aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Ragazzi ve Veronese, 1967).

1.3.3. PPO’nun katalizledigi reaksiyonlar

Pek cok bitkisel kaynaktan ve son zamanlarda mikroorganizmal kaynaktan PPO enzimi
izole edilip saflastirilmaya calisilmis ve boylelikle yapisi ve reaksiyon mekanizmasi
aydmlatilmaya calisilmistir. Kivi, marul, hurma, Anjou armudu, muz, Amasya elmasi,
kakao tohumu, kusburnu bitkisel kaynaklardandir. Nurospora ve Agaricus ise PPO
izole edilen mikroorganizmalardandir (Pendharkar ve Nair, 1964). Yapisinda bakir
iceren PPO enzimi molekiiler oksijen varliginda birbirinden tamamen farkli iki

reaksiyon katalizlemektedir;

= Monofenollerin hidroksilasyonu ile o-dihidroksi fenollerin olusmasi (kresolaz
aktivitesi).
= o-dihidroksi fenollerin o-kinonlara oksidasyonu (katekolaz aktivitesi) (Vamos

ve Vigyazo, 1981).

Farkli kaynaklardan elde edilen enzim ekstraktlarmin her iki aktiviteye farkli oranlarda

sahip oldugu bildirilmektedir (Pendharkar ve Nair, 1964).

Patates, elma, seker pancar1 yapragi, bakla ve mantar gibi birgcok PPO ekstraktlar1 her
iki aktiviteye de sahip iken, ¢ay yapragi, tiitiin, hint kirazi, muz, armut ve kiraz PPO

enzimlerinin monohidroksi fenollere etki etmedigi bildirilmektedir (Mayer, 1987).



Olusan kinon birimleri kendiliginden birbirleriyle, protein ve indirgen seker gibi bitki
icerikleriyle kondense olarak kararmaya sebep olan yiliksek molekiil agirlikl

polimerleri olustururlar (Mayer, 1987).

OH OH
OH
0 OH
" + 0, _PPO @i N o
\ 2
OH 0
CH, CH;

Katekol p-kresol o-benzokinon 4-metilkatekol
Sekil 1.2.Vamos-Vigyazo tarafindan onerilen PPO enzim katalizi

Meyvelerde bulunan fenolik substratlarin ¢ogu dihidroksifenoller oldugundan kararma
reaksiyonlarmm  ¢cogu  PPO  enziminin  katekolaz  aktivitesi  sonucu
meydanagelmektedir.PPO enziminin katalizledigi reaksiyonun aydinlatilmasi i¢in uzun
yillar ¢aligilmistir. Ancak glinlimiizde, bu reaksiyonun PPO enziminin aktif merkezinde
bulunan bakirin redoks reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi kabul edilmektedir

(Zemel, 1989).

1.3.4. PPO’nun substratlan

Meyve ve sebzeler fenolik bilesiklerinin genis bir karisimini igerirler. Ancak bunlarin
cok az bir kismi polifenol oksidaz enzimine substrat olarak uygundur(Herrmann,
1976). Polifenol bilesiklerinin enzim katalizli reaksiyonlar sonucu sebze ve meyvelerde
renk bozulmalarina sebep olmalarinin yani sira, meyvelerin tatlarma da etkileri vardir.
Polifenol bilesikler, enzimatik olmayan reaksiyonlarla da renk bozulmalarina sebep
olurlar. Bu bilesiklerden bazilar1 olduk¢a kolay bir sekilde kendiliginden
otooksidasyona ugrarlar ve olusan bilesikler polimerleserek koyu renkli makro

molekiilleri olustururlar (Matheis ve Belitz, 1977; Herrmann, 1973).



Meyve ve sebzeler, yapisinda g¢esitli fenolik bilesikler bulundurmaktadir. Bu
substratlara basta katekol, 4-metil katekol, pirogalol, dopa olmak {izere gallik asit,
tirozin, kafeik asit ve sinnamik asit esterler1 Ornek verilebilir. Sinnamik asit
tirevlerinden klorojenik asit ve kafeik asit (3,4-dihidroksi sinnamik asit) PPO
enziminin yaygin olarak kullanilan substratlaridir. Katekol (odihidroksi fenol);
enzimatik oksidasyon g¢alismalarinda model substrat olarak kullanilmaktadir (Arslan
vd., 2004). Dopa ve tirozin hemen hemen biitiin bitki dokusunda bulunan
aminoasitlerdir ve PPO'nun substratlaridir (Mathew ve Parpia, 1971).PPO’nun meyve
ve sebzelerdeki en dnemli dogal substratlar1 flavonoid tipi fenollerle,basit fenollerdir.
Bunlardan bazilar1 katekinler, sinamik asit esterleri, 3,4dihidroksifenilalanin (DOPA),
3,4-dihidroksifenil etilamin (dopamin) ve tirozindir. Flavonoidlerin genel kimyasal

yapist agagidaki gibidir(Sakiroglu, 1994).

N

Sekil 1.3. Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi

Bu da bazi arastirmacilar tarafindan One siiriillen “PPO  enziminin elde edildigi
bitkilerde her zaman afinitesinin yiiksek oldugu PPO substratlar1 bulunmaz” tezini
desteklemektedir (Harel, vd., 1964; Jen ve Kahler, 1974). Substrat spesifikligi yalniz
meyve ve sebzenin cinsine baglh degildir ayn1 zamanda belli bir dl¢iiye kadar enzimin
meyve ve sebzenin ekstrakte edildigi kismina ve yetistirilisine baghdir. Aktivitenin
arastirildigr pH da substratin kullanilabilirligini etkiler (Lavollay vd., 1963; Vamos-
Vigvazo, 1978).

Katekinler; dogada (+) katekin ve onun stereoizomeri olan (-) epikatekin olarakformda
bulunmaktadir. Diger formlar1 tabii katekinlerin sicak seyreltik sodyumkarbonat ile

muamele edilmesiyle elde edilir (Frudenberg vd., 1962).



OH
OH

(+) - Katekin (Ri=H,R,=0H)
(-) - Epikatekin (R=O0OH, Ry=H)

Sekil 1.4. Katekinlerin genel yapis1

PPO’nun en yaygin dogal substrati sinamik asit esterlerinden klorogenik asittir.

Klorogenik asidin yapis1 asagidaki gibidir.

HO

HO CH=CH—CO

O
HO OH

COOH

Sekil 1.5. Klorogenik asitin yapisi

Klorogenik asidin kafeik asit (3,4-dihidroksi sinamik asit) kisminmn p-kumarik asidin
(4-hidroksi  sinamik asit) PPO tarafindan hidroksilasyonu ile olusturdugu
bildirilmektedir (Sato, 1962).

HO

HO CH== CH—COOH

Kafeik asit
( 3,4- dihidroksi sinamik asit )
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HO@CH CH —COOH

p- kumarik asit
( 4- hidroksi sinamik asit )

Sekil 1.6. Kafeik asit ve p-kumarik asitin yapis1

Klorogenik asidin dogada bulunan izo-klorogenik asit, neoklorogenik asit,
pseudoklorogenik asit ve “ Band 510 ” izomerleri de PPO’nun substratlaridir
(Sondheimer, 1964).

Her bitkide bulunan tirozin ayni zamanda proteinlerin yapisini 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
mevceuttur.

Elma gibi bazi kaynaklardan elde edilen PPO, L-DOPA’y1 dehidrogenasyona
ugratmasina ragmen, tirozine karsi aktivite gostermez, fakat p-kresolu hidroksiller

(Stelzig vd., 1972).

H H NH,
H,N — C_ COOH HN_ C__ COOH CH,
CH, CH, CH,
HO
H H H
L- DOPA Dopamin
L- tirozin ( 3,4- dihidroksifenil alanin) (3,4-dihidroksifenil etilam

Sekil 1.7. L-tirozin, L-DOPA ve Dopamin’in yapist
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Dogal fenolik substratlarin her birinin sebze ve meyvede sebep olduklar1 enzimatik
kararmaya katkilar1 fenollerin konsantrasyonuna ve lokalizasyonuna bagli oldugu
kadar, farkli kinonlardan elde edilen makro molekiiler pigmentlerin renk siddetine de
baghdir. Bazi meyve ve sebzelerde PPO’nun ana substrati bitki materyallerinde

genelde bulunmayan fenolik bilesiklerdir (Gross, ve Coombs, 1975).

1.3.5. PPO’nun aktivatorleri

Enzimatik kararmanm onlenmesi ve PPO’nun inaktivasyonu lizerine ¢ok fazla yayin
varken, enzimin aktivasyonu {lizerine yapilan ¢alismalar ¢ok azdir. Bu durum stiphesiz,
cogu zaman, enzimin aktivasyonunun arzu edilmemesinden kaynaklanmaktadir.Tatl
patates dokularinda substratlarin indiikledigi aktivasyona rastlanmistir (Schaller,
1972).SDS’ in farkli avacado tiirlerinden hazirlanan ham ve kismen
saflastirilmisekstraktlardaki inaktifPPO’yu da aktive ettigi bildirilmektedir (Kahn,
1977). Uziim PPO’su kisa bir siire icin iireye yada asidik pH’ya maruz birakildiginda
4-10 kat arasinda doniisiimlii olarak aktive olmaktadir. Bu durum, kloroplastlarda
oldugu gibi kismen saflastirilmis enzim ekstraktlarinda da goriilmektedir. Ure inaktif
bakla PPO’sunu aktive eder ve ayni zamanda enzimin monofenoller ilizerine olan
etkisinde artmaya sebep olur (Lerner, 1972). Ortama Cu™? iyonlarmin eklenmesi, turp
PPO’sunun aktivitesini arttirirken, benzer muamelenin patates PPO’suna etkisi
olmamaktadir (Ishiguro ve Aoyama, 1970; Weaver vd., 1968). L-DOPA, PPO
tarafindan katalizlenen adrenalinin oksidatif dongiisiinii ve renkli ara bilesiklerin
olusumunu aktive eder. Farkli kaynaklardan elde edilen PPO’larin aktivasyonu
sistematik olarak c¢alismamasma ve belki de tam olarak anlasilmamasina ragmen,
calisilan birkag 6rnegin biiyiik kismi aktivasyon sirasinda proteinlerin konformasyonel
degisime ugradigini gostermektedir (Vamos-Vigyazo, 1981).PPO’nun aktif formu
bakir igeren bir enzim monomerinin bir oligomeri gibidir (Arnaud, 1965). Aktivatoriin
rolii, enzimi biyolojik aktivitesiyle gerekli olan polimerizasyon reaksiyonunu
gerceklestirmesidir. Bu durum, substrat etkisi veya prostetik iyon eklenmesiyle daha
iyl anlasilabilir.Enzim aktivitesi meyvelerde olgunlagsmay1 hizlandiran giibrelerdeki
eser elementler veya fiziksel muameleler gibi diger faktorler ile de indiiklenebilir
(Pallidina ve Pervova 1966). Bu etki bitkideki enzim proteinin sentezinin artmasina,
dogal bir inhibitériin eliminasyonuna (bu islem inhibitériin bir metal iyonu ile
komplekslestirilmesi ile gerceklestirilir), substratin yapisinda veya hiicre duvarmin

gecirgenligindeki olas1 degisim ile iligkilendirebilir (Palmer ve Roberts, 1967).
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1.3.6. PPO’nun inhibitorleri ve enzimatik kararmanin énlenmesi
PPO enzimlerinin inaktivasyonunda SO, (kiikiirtdioksit) kullanimi etkili olmaktadir.
SO; ortamda bulunan oksijeni harcayarak ve olusan yiikseltgenmis polifenollerle veya

kinonlarla reaksiyon vererek enzimin aktiflik géstermesine engel olmaktadir.

Sonuglarm en 1yi etki mekanizmalar1 iyi anlasilamayan genelde kimyasallarin karigimi
ile elde edilmektedir (Walker, 1975).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 selatlayict reaktiflerle inhibe edilebilir (Laurila, vd., 1998).Bu reaktiflerden
bazilari, olusan kinonlarla da reaksiyona girerler. Muz PPO’su {izerine
DIECA’nmetkisiz oldugu bulunmustur. Bu durum saflastirilmis enzimde bakirin

bulunmayist ile iliskilendirilir (Galeazzi ve Sgarbieri, 1978).

Dietil ditiyokarbamat, enzimin yapisinda bulunan bakir ile selat kompleksi yaparak
onun inhibisyonuna neden olmaktadir. Sistein ve diger tiyol aminoasitlerinin ve
tiyollerin inhibitdr etkisi vardir. o-kinonlar sisteinin tiyol grubu ile kovalent bag
yaparlar. Metiyoninin tiyoester grubu ile protein yapisinda bulunan lizinin amino grubu

arasinda reaksiyon meydana gelebilmektedir (Kahn, 1985).

Tiitlin yapragidan elde edilen PPO enziminin KCN, sodyum azid ve tiyoiire ile inhibe

oldugu goriilmiistiir (Mathew ve Parpia, 1971).

Sitrik-askorbik  asit  karistmmin  dondurulmus = meyvelerin  kararmasinin

engellenmesinde ¢ok biiyiik rolii vardir (Joslyn ve Ponting, 1951).

Askorbik asit de enzimin prostetik grubunu selatlayarak enzime direkt olarak etki
edebilir. Inhibitdrlerin bu grubunun kloroplast, mitokondrial veya ¢oziinmiis haldeki
PPO iizerine etkileri farkli olarak bulunmustur. Ornegin, mitokondrial ve ¢dziiniir
formdaki PPO’nun katekolaz aktivitesi potasyum etil ksantat, DIECA ve tiyoiireye
kars1 benzer davraniglar gosterirken, kloroplastlarda ayni aktivite ksantat ile inhibe

edilmez iken DIECA ile kismen inhibe edilmistir.

Patates, kiraz, elma, kayis1 ve seftalilerden elde edilen enzimler {izerinde benzoik asit
ve sinamik asidin bazi tiirevleri yarigmali inhibisyon etkisi gostermektedir (Pifferi,
1974; Walker, 1976). K;j degerleri; sinamik asit<p-kumarik asit<ferulik asit<m-

kumarik asit<o-kumarik asit<benzoik asit seklindedir.
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Bu bilesiklerin kullanilmasiyla elde edilen sonuglar, PPO enzim molekiilii i¢inde
substrat ve inhibitoriin ayr1 ayr1 baglandigi fakat birbirine yakin bolgelerin oldugunu
gostermektedir (Walker, 1975; Pifferi, 1974). Aromatik asit inhibitorleri, benzen
halkas1 lizerinde konjuge pozisyonunda ya da halkaya direkt bagli bir serbest

karboksilik grubu igermelidirler.

1.3.7. PPO’ nun ekstraksiyonu

PPO’nun bitki materyallerinden ekstraksiyonu isleminde {i¢ sorun gézlenir;

=  Enzimin inaktif formda olmasi,
= Hiicre organellerine bagli enzimin ¢oziiniirlestirilmesi,
= Bitkilerde bulunan fenollerin enzim ile oksidasyonu sonucu polimerizasyonu

ve enzim lizerine ¢cokelmesinin engellenmesi.

Cogu bitkilerde PPO aktif formda bulunmaktadir, hiicre organellerine bagli inaktif
enzim kafein-sodyum benzoat ile hem aktive edilir hem de ¢oziindiiriilebilirler (Mayer,
1987). Avokado’dan elde edilen ham ve kismen saflastirilmis preparasyonlardaki
inaktif PPO sodyum dodesil siilfat (SDS) ile aktive edilebilir (Kahn, 1977).
Coziindiirme islemi, genelde, Tween-80 veya Triton X-100 gibi deterjanlarla
yapilabilir (Stelzig vd., 1972; Harel vd., 1996). PPO’ nun herhangi bir numuneden
eldesin de iizerindengelinmesi gereken en biiyiik zorluk; bitki materyalinin
ekstraksiyonu ve tasinmasi esnasinda pigment olusumunun ve enzimatik fenol
oksidasyonunun engellenmesidir. Pigmentler enzim proteini iizerine cokebilirler ve
enzimin ¢Oziinmemesine sebep olabilirler. Buna ek olarak, enzimin doniisiimsiiz
inaktivasyonuna sebep olabilirler. Bu tehlikeleri en az seviyeye indirgemek i¢in biitiin
ekstraksiyon adimlart miimkiin oldugu kadar diisiik sicakliklarda yapilmalidir. Tagima

ve homojenizasyon genelde sivi azot veya azot atmosferinde yapilmaktadir.

Bazi durumlarda materyalin ani dondurulmasi ve dondurularak kurutulmasi enzim
ekstraksiyon isleminde ilk basamak olarak tavsiye edilmektedir (Stelzig, 1972; Gross
ve Coombs, 1975). Aseton c¢oktlirmesini takiben tampon ekstraksiyonu en cok
kullanilan metotlardan birisidir (Vamos-Vigyazo, 1981). Bazen uygun bir tamponla
ekstraksiyon asetonla ¢oktiirme adiminin Oniine geger (Palmer, 1963). Ekstraksiyon
cok farkli tamponlar kullanilmaktadir ve pH degerleri enzim kaynagma bagli olarak
degismektedir. Fakat pH genelde az bazik bir ortam saglayacak sekilde ayarlanir.

Tamponun pH’s1 elde edilen enzimin yapisini etkileyebilir (Vamos-Vigyazo, 1981).
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Ekstraksiyon sistemini enzimatik polifenol oksidasyonundan korumak ig¢in, ortama
doniisiimlii enzim inhibitorleri katilabildigi gibi indirgeyici bilesikler ya da kinon
baglayicilar1 da katilir. Askorbik asit, sistein, sodyum metabisiilfit, DIECA ve sukroz
veya bazende bu bilesiklerin karisimi kullanilmaktadir (Walker, 1975).

Enzim ekstraksiyonu sirasinda fenol oksidasyonunun ve polimerizasyonun
onlenmesinin en etkili bir yolu da ortamdaki substratlarin ¢oziinmeyen bir polimere
baglanarak ortamdan uzaklastirilmasidir. Fenol baglama da en yaygin kullanilan madde
polivinilpirolidon (PVP)’dir (Loomis, 1968). PVP, fenollerin iyonlagmadig1 ndtral ya
da asidik pH’da ¢ok kuvvetli proton alicisidir. Ayni zamanda PVP, PPO’nun
kismiyarismali inhibitoriidiir fakat PVP’nin inhibitor etkisi enzim preparasyonunun
yikanmasi ile elimine edilebilir. Fenollerin baglanmasinda bazen polietilen glikol
(PEG) tercih edilir (Loomis, 1968). Belki de bunun sebebi ham enzim preparasyonu

eldesin de,

PEG’in asetondaki ¢ozilinlirliigiiniin belirli avantajlar saglamasindan dolayidir (Loomis,
1968). Poliamid (naylon) ve polikaprolaktam fenol baglamada basarili bir sekilde
kullanilmaktadir (Loomis, 1968). 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 (Loomis, 1968).

1.3.8. PPO’nun saflagtirilmasi

Ham ekstrakt PPO preparasyonlarinin saflastirilmasi i¢in, ulasilmak istenen saflik
derecesine ve enzim kaynagina gore degisen ¢ok ¢esitli metotlar tanimlanmistir. Bu
metotlardan siklikla uygulananlar1 farkli doygunlukta amonyum siilfat c¢oktiirmesi,
Sephadex G-100 veya G-200 iizerinde jel filtrasyon kromatografisi ve DEAE-
Sephadex veya DEAE-selilloz anyon degistiricileri lizerinde iyon degisim
kromatografisidir. Buna ek olarak, diislik molekiil agirlikli safsizliklar1 uzaklagtirmak
icin diyaliz ya da Sephadex G-25 kromatografisi bu metotlarm bazi
kombinasyonlarmin ara basamaklarinda kullanilmaktadir (Mayer, 1987). Uygulanan
metotlarin sirast degisebilir. Bazi durumlarda, bir ya da diger saflastirma basamagi
tekrar kullanilabilir. Ornegin; mantar PPO’sunun saflastirma prosediirii icin iki
amonyum siilfat ¢oktiirme adimi bildirilmektedir, bunlardan birisi DEAE-seliiloz
kromatografisi 6ncesinde digeri ise sonrasinda tatbik edilmistir (Sato, 1962). Mantar

PPO’suna, kalsiyum fosfat jeli lizerine adsorpsiyonu takiben hidroksiapatit {izerine
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adsorpsiyon kromatografisi uygulanmistir (Smith ve Kruger, 1962). Seftali PPO’sunun
saflastirilmasi i¢in, hidroksiapatit kromatografisini takiben DEAE-seliiloz kolonundan
elusyon yapilmistir (Rivas ve Whitaker, 1973). Buna yakin bir yaklasim Yonekura ve
arkadaslar1 tarafindan at sinegi tirtili PPO enziminin saflastirilmasi i¢in kullanilmistir
(Yonekura vd., 1981). Bu arastirmacilar afinite resini olarak fenilalanin, p-amino
benzoat, bir p-amino benzoat tlirevi ve N-asetil-L-fenilalanini
kullanmiglardir.Bunlardan sadece p-amino benzoat tiirevi, PPO’yu belirli bir derecede
baglamistir. Menon ve Haberman ise Sepharosa 3-iodotirozini baglamislardir (Menon
ve Haberman, 1975).Bu tasiyici ile iki veya ii¢ izoenzim formu ayristirilmis ve enzim
kismen saflagtirilmigtir.Lerman  yiikksek tuz konsantrasyonunun nonspesifik
adsorpsiyonu arttirdigini bildirmesine ragmen, bucalismalardan hi¢ birisi hidrofobik
adsorpsiyon veya immuno afinite kromatografisinin kullanilmasi olasiligmi

arastirmamistir.

1.3.9.PPO’nun homojenitesi ve molekiil agirhg:

Bir¢ok kaynaktan elde edilen PPO enziminin farkli molekiiler yapilarda oldugu
bildirilmektedir. Bu yapilarin sayisi enzim kaynagina ve enzimin ekstraksiyonu ve
saflagtirilmasinda uygulanan metotlara baghidir. Molekiil yapilarinin farkli olusu;
benzer alt birimlerin degisik polimerizasyon derecelerinde birlesmelerine,farkli alt
birimlerin degisik kombinasyonuna, tek bir proteinin konformasyonel degisimlerine,

veya bahsedilen bu ii¢ thtimalin kombinasyonuna atfedilir.

Muz ve seker kamis1 kloroplastlarindan elde edilen PPO’lar olduk¢a 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

(Palmer, 1963).

Farkli molekiiler yapidaki enzimler substrat spesifikligi, optimum pH, optimum
sicaklik ve inhibitorlere karsi olan davranmiglar1 bakimindan farkliliklar gosterebilirler.
Dehidrogenasyon ve hidroksilasyon aktivitelerinin (katekolaz:kresolaz) oranlari
iizerinde ¢ok detayli ¢aligmalar vardir. Genel olarak, ¢esitli yapilarin yalniz bir kismi
monofenollere etki eder. Hidroksilasyon aktivitesinin dehidrogenasyon aktivitesine
oranla daha kararsiz oldugu alkali pH sartlarinda, biliylik molekiil agirlikli yapilar

hidroksilasyon aktivitelerinin cogunu kaybederler (Gross ve Coombs, 1975).
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1.3.10. Enzim aktivitesinin belirlenmesi

PPO aktivitesi substratin tiikkenme veya {riiniin olusum hizinin Glgiilmesiyle
belirlenebilir. Enzimin reaksiyon inaktivasyonu kisa zamanda o-dihidroksi fenollerin
oksidasyonunu yavagslattigindan dolayr her iki metotda da, reaksiyonun baslangi¢

hizinin 6l¢tilmesine dikkat edilmelidir.

Substratin tiikenme hizi, genel olarak, O, absorpsiyonu ya Warburg respirometresi ile
manometrik olarak ya da bir oksijen elektrodu ile polarografik olarak olciiliir. Bu iki
metotda ayni sonuglar1 vermez. Aymi sartlar altinda elde edilen O, absorpsiyon

degerleri polarografik metotda daha yiiksek ¢cikmaktadir (Mayer vd., 1966).

Uriiniin olusum hiz1 kinonlardan olusan renkli bilesiklerin optik dansitesinin &l¢iimiiyle

spektrofotometrik olarak ol¢iilebilir.

Bu metot oldukga basittir ve rutin analizlerde kullanilir. Katekol, klorogenik asit veya
pirogallol gibi dogal substratlar spektrofotometrik metotlarda kullanilabilir.Farkli
fenollerin oksidasyon {irtinlerinden olusan renkli bilesiklerin degisik dalga boylarinda
maksimum absorpsiyon vermeleri, Ozellikle alkali pH’larda substratlarin oto
oksidasyona ugrayabilecegi ve klorogenik asit gibi bazi inhibitorlerin fazla
miktarlarinin enzimin giicli bir inhibisyonuna sebep olabilecegi goz Oniinde
tutulmalidir (Mihalyi ve Vamos-Vigyazo, 1976).Aktivite 6l¢ctimleri esnasinda PPO’nun
reaksiyon inaktivasyonunu geciktirmek i¢in, cesitli yontemler kullanilir. Reaksiyon
karigimi, enzim ve substratin yani sira, olusan kinonlar1 hemen indirgeyen hidrokinon
ve askorbik asit gibi daha negatif indirgenme-yiikseltgenme potansiyeline sahip bir
veya daha fazla bilesik icerir. Bundan dolayi, bu reaktiflerin konsantrasyonlari sabit
kaldig1 siirece, substratin katalitik miktar1 yeterlidir. Sistemin indirgenme-
yiikseltgenme potansiyeli polarografik olarak olgiilebilir. Bu prensibe dayanan diger
uygulamalarda, reaksiyon karisimima kolay okside olabilen askorbik asit ilave edilir ve
askorbik asidin maksimum absorpsiyon verdigi 265 nm’deki konsantrasyonundaki
azalma Olciiliir (Heimann ve Andler, 1962). Askorbik asidin tiikenme hizi enzim
aktivitesi ile direkt olarak orantilidir. Reaksiyon sistemindeki hizi belirleyen adim
kinon<>substrat transformasyonudur. Askorbik asit oksidaz elde edilen sonuglara tesir
eder. Bu metodun diger bir uygulamasma gore, reaksiyon ortamina eklenen belirli
miktardaki askorbik asidin tamaminin tiikenmesi i¢cin gereken zaman yerine, renkli

kinon iirtinlerinin olusumu 6l¢iiliir. Bu kronometrik metot olarak isimlendirilir.
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Askorbik asit yerine 420 nm’de absorbans veren K4[Fe(CN)s].3H,O kullanilabilir. Bu
durumda, askorbik asidin mevcudiyeti veya 265 nm’de absorbans veren bitki
materyalleri sonuca tesir etmez. Bu metodun diger avantajlar1 ise, ferrosiyaniiriin
ozellikle asidik bolgelerdeki pH degisimlerine karsi askorbik aside gore daha az hassas
olmas1 ve c¢ozeltide de daha kararli olmasidir. Ayni substrat konsantrasyonu
kullanildig1 zaman, ferrosiyaniir metodu askorbik asit prosediiriine oranla yar1 yariya

daha az hassastrr.

Fenolik substratlarin ve reaksiyon iiriinlerinin iizerine yapilan gaz kromotografisi
calismalari, kolayca okside olabilen materyaller kullanilmadiginda katekol substrati ile

yiiksek Ky degerlerinin elde edildigini gostermistir (Garrett, 1976).

Bu calismalar, reaksiyonun Michaelis-Menten kinetigine uydugunu ve reaksiyon

esnasinda enzimin inaktivasyona ugradigini gostermistir.

Reaksiyon inaktivasyonunu oOnlemek icin c¢esitli prosediirler tasarlanmistir. Bu
prosediirler reaksiyon karisimmdan kinonlarin uzaklastirilmasina dayanir. 3-metil-2-
benzotiyazolon hidrazon hidroklorik kinonlarla kondansasyon firiinleri olusturur. Bu
iirlinler daha sonra kloroform ile reaksiyon karisimindan ekstrakte edilir ve organik
fazin absorpsiyonu 500 nm’de okunur. Kondansasyon iiriinlerinin ekstraksiyonu yerine
asetonda coziilmesi daha hassas sonuglar vermektedir (Mazzocco ve Pifferi, 1976).
Diger bir metotda ise her bir tiyol molekiilii basina 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

azalmasinin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesiyle takip edilir (Esterbauer, 1977).

1.3.11. PPO’nun dogada ve gida isletmeciligindeki rolii

PPO enziminin gida, kozmetik ve saglik endiistrisinde ¢ok genis uygulama alani
vardir.PPO enzimi sebze ve meyvelerde enzimatik kararmaya neden olarak gidalarin
pazar degerini diisiirdiiglinden Oncelikle gida sektoriiniin ilgisini ¢cekmis ve buna
yonelik caligmalar yapilmistir. Bu alandaki calismalar enzimin aktivitesini minimuma
indirebilmek seklindedir (Eskin, 1990). Polifenol oksidaz enziminin bitkilerde 6nemli
rolleri vardir. Bunlardan birisi, bitkilerin viral veya mikrobiyal enfeksiyonlara karsi
direncinde rol oynamasidir. Ornegin viriis enfeksiyonundan etkilenen dokular, saglkli
dokulara oranla daha fazla PPO enzimi icermekte ve enzimatik kararmaya karsi daha

fazla hassas olmaktadir. Yarali dokuda olusan kinonlarm triptofan ile etkileserek indol
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asetik asit olusturduklar1 ve bdylece kallus dokusu olusturarak o bdlgeyi koruduklari
disiiniilmektedir (Yavru, 1997).PPO’nun bitkilerdeki mevcudiyeti sinirli olmasina
ragmen dogadaki rolii ¢cok cesitlidir. Yiksek bitkilerin solunum zincirinde gorev alan
terminal oksidazlardan biri oldugu bildirilmektedir fakat bu roliin 6nemi hala bir soru
isaretidir.Patates X virlisii ile enfekte olan dokular enzimatik kararmaya karsi daha
hassastir ve bu dokular saglikli dokulara oranla daha fazla fenol igerigi bulundurur.
Diger taraftan, lipid igerigi enfekte olmus dokularda daha diisiiktiir. PPO’nun tabiattaki
en onemli gorevi bitkilerin viral veya mikrobiyal enfeksiyonlara ve muhtemelen de
degisik iklim sartlarma karsi direncinde rol oynamasidir. PPO-polifenol sisteminin
bitki patolojisindeki rolii hakkinda cok cesitli arastirmalar yapilmistir.Tath patates
dokularmin Ceratocystis fimbriata mantarindan elde edilen patojenik veya patojenik
olmayan bir izolatla agilanmasi dokularda PPO aktivitesinin artisina nedenolmaktadir.
Tath patates koklerinin diisiik konsantrasyonlardaki etilene maruz birakilmasi da ayni
sekilde Ceratocystis fimbriata enfeksiyonuna kars1t direnci arttirdigi gibi PPO
aktivitesini de arttirmaktadir (Weber ve Stahmann, 1964).

Bitkilerin enfeksiyona karsi olan direnglerinde PPO’nun gorevi basitge sudur; enzim
etkisi sonucu olusan kinonlar, ikincil bir polimerizasyon reaksiyonlar1 vererek su da
coziinmeyen, koyu renkli polimerler olustururlar. Bu polimerlerle doldurulan dokular
enfeksiyonun yayilmasina karsi bariyer gorevi iistlenirler. Bu olay bazi arastirmacilar
tarafindan PPO’nun ana fonksiyonu olarak kabul edilmektedir. Lipid icerigin azalmasi
bu a¢idan Onemlidir. Cilinkii, bu durum membranlarin gecirgenligini etkileyebilir ve
enzimin substratlartyla temasini kolaylastirarak “bariyerlerin” olusumunu arttirabilir.
Diger bir teoriye gore de, polifenollerin oksidatif polimerizasyonunun ara iiriinleri

enzimi inaktive edebilir veya kararsiz bitki enzimlerine ve viriislere baglanir.

Z1t iklim kosullarma direncli bitkilerde, genel olarak direngsizlere oranla daha fazla
PPO aktivitesine rastlanmistir, 6rnegin kis sartlarma dayanikli bir erik tiirli olan Prunus
ussuriensis yapraklarinda ve yine kis sartlarina dayanikli asmalarda dayanikli

olmayanlara oranla daha fazla PPO aktivitesi bulunmustur (Molchanova, 1966).

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 (Walker, 1975).
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2. LITERATUR OZETI
Son yillarda yapilan PPO ile ilgili caligmalarda, Huque ve arkadaslar1 (2013), Yiizey

esmerlesme gelisimi ile ilgili olarak taze kesilmis elma dilimleri metabolizmasi lizerine
nitrik oksit (NO) ve iliskili kontrol tedavileri etkisini incelemistirler. Taze kesilmis
elma dilimlerinde, yiizey hiicreleri zararin1 sinirlamak i¢in bir savunma mekanizmasi
olarak, kesim yiizeyinde nitrik oksitin (NO) aktif fenollerin seviyesini PPO aktivitesi
ile baglantili olaraken aza indirmeye c¢alisiyor olabilecegini tespit etmistirler.

Zami ve arkadaslar1 (2013), Yilan meyvesinden (Salacca zalacca (Gaertn.)Voss)
membrana bagli polifinoloksidaz saflastirilmast ve karakterizasyonunu yapmustirlar.
Membran bagli polifenoloksidaz enzimini yilan meyvesiden Triton X-114 kullanarak
ekstre etmislerdir. % 40-80 amonyum stilfat cOktlirmesi
sonrasindafraksiyonlaraayirmiglar ve Superdex 200 iizerinde
kromatograflamistirlar.12.35% saflastirma derecesi ve 14.1 kat saflagtirmiglardir. Tek
protein bandi native-PAGE ve SDS-PAGE ile bir monomerik protein oldugunu ve 38
kDa molekiill agrhigmna sahip oldugunu tespit etmislerdir. Karakterizasyon
calismalarinda yilan meyvesinde optimumpH 6,5 ve optimum sicaklik 30 °C oldugunu
bulmuslardir. Km ve Vmax degerlerini katekol kullanarak, sirasiyla 5.46 mM ve 0.98
U /mldak olmak tizere hesaplamislardir. Test ettikleri kimyasal inhibitorleri arasindan,
L-sistein en 1iyi inhibisyon etkisi goOstermistirSonrasinda glutatyon, askorbik asit
ardindan EDTA ve sitrik asit’in etkili oldugunu bulmusturlar.

Marri ve arkadaslar1 (2013), polifenol oksidaz enziminin farkli patates (Solanum
tuberosum L.) yumrular gesidinde saflastirilmasmi yapmislardir. Polifenol oksidaz
enzimini Sepharose ve Superdex 200 destek maddeleri tlizerinde kolon kromatografisi
ile izole etmistirler. Yapilan saflasgtirma sonucunda PPO’nun izoformunugdsterenfarkl
molekiil kiitleleri bulunmustur. Sirasiyla uygulanan SDS-poliakrilamid jel elektroforezi
ve jel filtrasyon ile yontemleri ile molekiil agirliklarinin 69 ve 340 kDa arasinda oldugu

tahmin dilmistir.

Cabezas-Serrano ve arkdaslar1 (2013), taze kesilmis enginarda esmerlesmeyi onlemek
icin sistein bazli 6n islem c¢oOzeltisinin pH etkisi ile PPO aktivitesi arasinda

degisimlerine bakmustir.

Aka ve arkadaglar1 (2013), termik muamele sirasinda serbest fenol, L-askorbik asit,
elma polifenoloksidaz (PPO) ve oksijen arasindaki etkilesimlerin modellenmesi

incelenmistir.

Yine Cin'de Liu ve arkadaglar1 (2013), dort mango (Mangifera indica L.) ¢esidinin
fiziko-kimyasal Ozelliklerine, antioksidan Ozelliklerine ve PPO aktivitelerine

bakmiglardir.
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Hong ve arkadaglar1 (2013), yaz ananas meyvesinde farkli sicakliklarda kalite
degisimlerini ve depolama sirasindaki i¢ esmerlesme gelismelerini, polifenol oksidaz
(PPO) enizimi, peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri iizerinden

incelemislerdir.

Bibhuti ve arkadaslar1 (2012), patlican (Solanum melongena)’dan polifenol oksidaz
(PPO)enzimini  kromotografik  yontemler ile  saflastirip,karakterizasyonunu
yapmustirlar. Kaynaktansaflastirdiklart PPO enzimini 112 kDa ve homodimer olarak
bulmuslar. PPO enzimi i¢in4-metil katekol ile ¢ok diisiik Ky (0.34 mM) degeri ve
yiiksek katalitik etkinlik Vmax (3.3x10°) degerini tespit etmistirler. Yineen etkili

inhibitdrler olarak askorbik asit ve sodyum azidi bulmuslardir.

Zhao-Jian(2011)yilinda Cleome gynandra L. yapraklarindan polifenol oksidaz enzimi
iyon degisim kromotografisi ile saflastirmis ve karakterize etmistir. Aritma i¢in siralt
olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile birlikte, diyaliz, DEAE-Sepharose iyon-degisim
kromatografisi  ve Sephadex  G-75  jel filtrasyon =~ kromatografisini
uygulamistir.Saflagtirilmis  PPO, Coomassie, aktif boyama ve Western blot
yontemleriyle 52.6 kDa molekiil agirliga ve monomerik yapiya sahip oldugunu tespit
etmislerdir. Optimum pH ve sicaklik srasiyla 8.0 ve 60 °C'de olarak bulmuslardir.
Inhibitor olarak askorbik asit, L-sistein, B-merkaptoetanol,

sodyumdiethylditiyokarbamat ve tiyoiirenin etkilerini incelemistirler.

Ozel ve arkadaslar1 (2010), Sepharose 4B-L-tirosin-p-amino benzoik asit
afinitekolonunu kullanilarak Boletus erythropus’dan polifenol oksidaz (PPO)
enziminisaflagtrmistirlar. 4-metilkatekol substratin1 kullanarak optimum pH ve
sicakligisirasiyla, 8.0 ve 20°C olarak bulmusturlar. Enzimin+4 °C'de 24 saat
inkiibasyondan sonra pH 3.0 ve 9.0 arasinda son derece kararli oldugunu ve ayni
zamandaB. Erythropus’dan elde edilen PPO’nun 10 ve 30°C arasmda da4 saat
inkiibasyondan sonra oldukgastabil oldugunu tespit etmislerdir. Ky ve  Viax
degerleriniLineweaver-Burk egrisi ilesirasiyla2.8 mM ve 1430 U / mg protein olarak
hesaplamislardir.Enzim aktivitesini sodyum metabisiilfit, askorbik asit, sodyum azid ve
benzoik asit tarafindan inhibe edildigini gormiislerdir.Katekin substrat olarak
kullanildiginda PPO’su, dikloroetan ve toliien diklorometan gibi se¢ilen organik

coziicliler i¢cinde etkili bir biyokatalizor oldugunu gérmiistiirler. B. Erythropus’tan elde
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edilen PPO’nundiger bitki PPO’ larma benzer biyokimyasal ve kinetik 6zelliklere

sahip oldugunu gozlemisler.

Kwanele (2005)’te Marula meyvesinden polifenol oksidaz (PPO) ve peroksidaz
enzimini  kismen  Triton X-114, DEAE-iyon, 1s1 ile indiklenen faz
ayirmakombinasyonu ve Sephadex G100 jel filtrasyon yontemi ile saflagtirmistir.
Enzimleri; enzim konsantrasyonu-tepkime hizi iligkisi, termal stabilite, pH aktivite ve
stabilite, molekiil agirligi, izoelektrik noktasi (PI) ve kinetik parametreleri bakimindan
karakterize etmistir. PPO ve peroksidazi ayni molekiiler agirliga (71 kDa) sahip olarak

bulmustur.PPO icin optimum pH katekol ile 7.0’ de bulmustur.

Yiiksek lisans tezinde polifenol oksidaz (PPO)enzimini, yabani ve yenilebilir bir
mantar olan Lactarius piperatus’tan, Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoikasit
afinite jeli kullanarak,afinite kromatografisi ile saflastirip ve karakterize etmistir.
Enzimin safligin1 ve molekiil agirligint SDS-PAGE elektroforezlerinde tek bir bant
halinde ortaya koymustur.Ayrica bazi metal iyonlarmin PPO aktivitesini farkli

sekillerde etkiledigini tespit etmistir (Oz, 2010).

Ulkemizde yapilan diger biryiiksek lisans tezinde, Igdir Elmasi’ndan polifenol oksidaz
enzimini afinite kromatografisi yontemi ile saflastirilip polifenol oksidaz enziminin
cesitli 6zellikleri incelemistir. Bu ¢alisma icin elmayilgdir yoresinden temin etmistir.
[gdir elmasindan polifenol oksidaz enzimi Sepharose 4-B-L-tirozin-p-aminobenzoik
asit afinite kolonuna uygulamistir.Kantitatif protein tayinleri i¢cin Coomassie Blue
yontemi yapilmistir. Bunun yani sira enzimin optimum pH’si, optimum sicaklig,
iyonik siddet etkisi ve bazi kimyasallarin inhibisyon etkisini incelemistir (Tiirkan,

2009)
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3. MATERYAL VE YONTEMLER
3.1. Materyaller

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

Deneysel ¢alismalarda kullanilan, Sepharose-4B, p-aminobenzoik asit, L-tirozin,
standart serum albiimin, N,N,N,N’ tetrametiletilendiamin (TEMED), diyaliz torbalari
Sigma Chemical Comp’den; trikloro asetik asit (TCA), sodyum hidroksit, sodyum
kloriir, sodyum karbonat, sodyum sitrat, trthidroksimetil aminometan (Tris), siyanojen
bromiir, amonyum siilfat, sodyum siilfat, siilfiirik asit, glisin, fosforik asit, asetik asit, etil
alkol, metil alkol, hidroklorik asit, sodyum bikarbonat, askorbik asit, polietilenglikol
(PEG), katekol, gallik asit, pirogallol, glutatyon, -merkaptoetanol, siilfosalisilik asit,
etilen glikol, Merck A.G’den; akrilamid, bisakrilamid, amonyum persiilfat, SDS,
bromfenol mavisi, gliserol, Coomassie brillant blue G-250, Coomassie brillant blue R-

250 alindi.

3.1.2. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

1)Ekstraksiyon tamponu

% 0.5 PEG, 10 mM askorbik asit iceren 0.5 M fosfat tamponu (pH 7.3); 8.7 gr (0.05
mol) K,HPOy, 0.5 gr polietilen glikol (PEG), 0.176 gr (0.001 mol) askorbik asit 80 mL
saf suda ¢oziildi. 1 M HCI ile pH 7.3’e kadar pH metre yardimiyla titre edildi ve son

hacim destile su ile 100 mL’ye tamamlanda.

2)Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda olusan ¢okelegin ¢ozeltiye alindig1 ve

diyalizin yapildig1 tampon

5 mM fosfat tamponu (pH 6.3); 0.87 gr ( 0.005 mol) K;HPO4 950 ml saf suda ¢oziildii.
1 M HClI ile pH 6.3’¢e kadar titre edildi ve son hacim destile su ile 1L’ye tamamlandi.

3)Afinite jeli sentezinde kullamlan tamponlar

0.1 M NaHCOs; tamponu (pH 10.0 ); 8.401 gr (0.1 mol) NaHCO3950 mL destile suda
coziilerek, 1 N NaOH ile pH’s1 10.0’a getirildi ve son hacim destile su ile 1 L’ye

tamamlandi.

0.2 M NaHCOj; tamponu (pH 8.8); 8.401 gr (0.1 mol) NaHCO3450 mL destile suda
coziilerek, 1 N NaOH ile pH’s1 8.8’e getirildi ve son hacim destile su ile 500 mL’ye

tamamlandi.
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0.01 M Na,HPO4 tamponu (pH 6.0); 1.42 gr (0.01 mol) Na,HPO4950 mL destile suda
coziilerek, 1 N NaOH ile pH’s1 6.0’a getirildi ve son hacim destile su ile 1 L’ye

tamamland.
4)Afinite jelinin dengelenmesi ve yikanmasi icin kullanilan tamponlar

0.05 M fosfat tamponu (pH 5.00); 3.55 gr (0.025 mol) Na,HPO4 450 mL destile su
icinde c¢ozilerek pH’s1 5.00’a getirilerek son hacmi destile su ile 500 mL’ye

tamamlandi.

S5)Afinite kromatografisinde jele baglanmis PPO enziminin eliisyonu icin

kullanilan ¢ozelti

0.05 M Na,HPO4/1 M NaCl fosfat tamponu(pH 7.00); 3.55 gr (0.025 mol) Na,HPO4
ve 29.25 gr (0.5 mol) NaCI 450 mL destile su i¢inde ¢oziilerek pH’s1 8.00’a getirilerek

son hacmi destile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

6)Optimum pH ve sicakhk ¢ahismalarinda Kkullanilan pH’s1 4-9 arasinda olan

tampon ¢ozeltiler

pH 4-4.5 araliginda 0.1 M sitrat/0.2 M K, HPO4 tamponu; Bu tampon i¢in 2.94 gr
sodyum sitrat ( 0.01mol ), 3.48 gr ( 0.02 mol ) K, HPO4 80 ml saf suda ¢oziilerek 1 M
NaOH veya 1 M HCI yardimiyla 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 ¢ozelti icin 3.48 gr K, HPO4 80
ml saf suda ¢oziildii, 1 M HCI ile ¢ozelti istenen pH’ya ayarlandiktan sonra saf su ile

hacim 100 mL’ye tamamlandi.

pH 7.5-9 araliginda 0.2 M Tris tamponu; Bu tampon ¢6zelti i¢in 12.114 gr( 0.1 mol)
Tris400 ml saf suda ¢oziilerek, bu ¢ozeltiden 40’ar mL alindi, 0.1 M HCI ile ¢ozelti
istenen pH’ya ayarlandiktan sonra saf su ile 50’ser mL’ye tamamlandi ve bdylece

degisik pH’l1 seri Tris tamponlar1 hazirlanda.

7)Substrat ¢ozeltileri

Her bir substrat ¢ozeltisi 10 mL, 0.1 M olacak sekilde hazirlandi. Bu amagla 0.11 gr
(1x10° mol) katekol,0,170 gr (1x10® mol) gallik asit ve0.126 gr (1x10~ mol)

pirogallol alinarak her biri ayr1 ayr1 son hacim 10 mL' ye saf su ile tamamlanda.
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8)Protein tayininde kullanilan standart serum albumin cozeltisi (1 mg/mL)

25 mg standart serum albumin 25 mL saf suda ¢oziildii.

9)Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan cozelti

100 mg Coomassie brillant blue G-250, 50 mL etanolde ¢oziildi. Bu ¢6zeltiye 100 mL

% 95’lik fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin son hacmi destile su ile 1 L’ye

tamamlandi.

10)Stok inhibitor

Inhibisyon ¢alismalarinda kullamlan inhibitér c¢ozeltileri Cizelge 3.1.°de belirtilen

miktar ve konsantrasyonlarda hazirland1.

Cizelge 3.1. Inhibisyon calismalarinda kullanilan stok inhibitdr ¢dzeltilerinin

hazirlanisi
Mol Stok ¢ozeltinin Inhibitériin
Inhibitor Miktar (gr) | sayisi(mol) | Konsantrasyonu( | ¢oziindiigii ortam
M)
Benzoik asit 0,024424 0,0002 0,02 IM Tris tamponu
pH:8,5
m-amino benzoik 0,0342 0,00025 0,01 Saf'su
asit
p-amino benzoik | 0,013714 0,0001 0,01 Saf su + seyreltik
asit HCI
Askorbik asit 0,017612 0,0001 0,01 Saf'su
Sodyum azid 0,0325gr 0,0005 0,05 Saf'su

11)SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)

% 10’luk SDS

2.5mL

4.0 mL
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Gliserol 2.0 mL

B-merkapto etanol 1.0 mL
Bromfenol mavisi 0.01 gr
Destile su 0.5 mL

12)SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan yiiriitme tamponu

Tris-HCI 3.0 gr
Glisin 14.4 gr
SDS 1.0 gr

alinarak destile su ile son hacim 1L’ye tamamlanir.
13) SDS-PAGE elektroforezinde kullamlan ayirma ve yigma jellerinin hazirlanisi

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin hazirlanisi ve kullanilan

miktarlar1 Cizelge 3.2.’de verilmektedir.
14)SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi

0.66 gr Coomassie brillant blue R-250, 120 mL metanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye 24
mL saf asetik asit ve 120 mL destile su ilave edildi.

15)SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk acma ¢ozeltisi

% 7.5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87.5 mL destile icermektedir. Bu amacla 75 mL

asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistirild.
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Cizelge 3.2. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin miktarlar

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

% 10

% 3

Akril amid/Bis
Akril amid 15 gr
Bis 0.4 gr

almarak son hacim destile su ile 50 mL’ye

tamamlanir.

16.65 mL

2.6 mL

Destile su

20.1 mL

12.2mL

1.5 M Tris-HCI (pH 8.8)

Tris-HCI 11.82 gr

alimarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH
ilave edilerek son hacim destile su ile 50

mL’ye tamamlanir.

12.5mL

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)

Tris-HCI 3.94 gr

almmarak pH 6.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH

ilave edilerek 50 mL’ye tamamlanir.

5 mL

% 10°luk SDS
SDS 1gr

almarak son hacim destile su ile 10 mL’ye

tamamlanir.

0.5 mL

200 uL

TEMED

25 uL

20 uL

% 10’1luk amonyum persiilfat

1 gr Amonyum persiilfat alindi ve saf su 10

ml ye tamamandi.

750 uL

400 uL
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3.2. Yontemler

3.2.1. Ham ekstraktin hazirlanmasi

Calismalarimizda kullanilan patates Nevsehir ilinden temin edildi. Ham ekstrakt
hazirlanmas1 amaciyla, 50 g meyve 100 mL ( % 0.5 polietilen glikol ve 10 mM
askorbik asit ihtiva eden ) 0.5 M fosfat tamponu (pH 7.30) ic¢inde ev tipi blender ile 2
dakika siireyle homojenize edildi. Homojenat iki kat tiilbentten siiziildii. Siiziintii
20000xg’de +5°C’de 1 saat siireyle santriflij edildi. Bitki duvarlarini ve seliilozik lifli

kismi igeren ¢okelek atildi. Elde edilen silipernatant ham ekstrakt olarak kullanildi.

3.2.2. Amonyum siilfatla coktiirme
Amonyum siilfatla ¢oktiirme iglemleri % 0-80 arasinda doygunlukta yapildi. Coktiirme
islemleri sirasinda kullanilacak kat1 amonyum stilfat miktarlari agagida verilen formiille

tespit edildi.

L77xVx(S— Sy)
FNH,50, 354-S

V : siipernatant hacmi
S; : 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu
S, : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Coktlirme isleminde kullanilacak kat1 amonyum siilfat miktar1 yukaridaki formiile gére
tespit edildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi swrasinda ham ekstrakta kati (NH4),SO4
yavag yavas ve azar azar katildi, her ilave sonrasinda daha once katilan (NH4),SO4‘n
cOzlinmiis olmasma dikkat edildi. Kat1 amonyum siilfat katilmasindan sonra % 80
doygunluga getirilen suspansiyon 20000xg’de 1 saat siireyle sogutmali santrifiijle
santrifiijlendi. Tiim ekstrakt bu sekilde santrifiij edildikten sonra tiiplerin {izerindeki
sivi kisimlar atildi. Olusan ¢okelek ise, 5 mM fosfat tamponunun (pH 6.30)

¢Oziinebildigi en az miktarinda ¢6ziildii.
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3.2.3. Diyaliz
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim ¢dzeltisi 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 siireyle
diyaliz edildi.

3.2.4. PPO enziminin afinite kromatografisi ile saflastirilmasi

PPO enziminin saflagtirilmasi i¢in uygulanan metodlardan biriside afinite
kromatografisidir. Afinite kromatografisi, bir ¢esit adsorpsiyon kromatografisi olup
saflagtirilmasi istenen molekiil veya biyolojik iinitenin matriks ad1 verilen ¢dziinmeyen
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 ¢ok ayirma islemlerine gerek olmadan kisa
zamanda ger¢eklesmekte ve yiiksek bir verimle binlerce defa saflastirilmis bilesikler

elde edilmektedir (Erzengin, 2002).

3.2.4.1. Afinite jelinin hazirlanmasi

Afinite jeli, Sepharose-4B matriksi lizerinde hazirlandi. Sepharose-4B’nin serbest -OH
guruplarinin modifikasyonunda yaygin olarak CNBr yonteminden yararlanilmistir
(Pathak, 1992).Aynt metot tarafimizdan kullanilarak, Sepharose-4B, CNBr ile
aktiflestirildikten sonra, tirozinle kovalent modifiye edildi. Reaktif tiirevde tirozine
diazolanmis p-amino benzoik asidin baglanmasi gerceklestirildi. Burada, tirozin afinite
jelinin uzanti kolunu, p-aminobenzoik asit ise enzimi spesifik olarak baglayan kismini
olusturmaktadir. p-aminobenzoik asit polifenol oksidaz enziminin spesifik bir
inhibitorii olup, afinite jelinin yapisina girerek s6z konusu enzimin yliksek oranda
saflagtirilmasinda basariyla kullanilmistir. Afinite jeli asagidaki prosediire gore

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

10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit hacimdeki
destile su ile birlestirildi. Karistirilmakta olan jel siispansiyonuna 4 g toz haline
getirilmig CNBr’iin hepsi birden katildi. pH metre kullanilarak siispansiyonun pH’s1 4
M NaOH ile hemen 11’e ¢ikarildi1 ve reaksiyon bu pH’da muhafaza edildi. Reaksiyona
pH degismeyinceye kadar devam edildi (10-15 dakika). Cok miktarda buz

stispansiyona katild1 ve karisim bir buchner hunisine nakledildi.
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Daha sonra 250 mL soguk 0.1 M NaHCOs3 tampon ¢ozeltisi ile (pH 10.0)ile yikandi. 20
mL’sinde 15 mg tirozin igeren ayni tamponun soguk c¢ozeltisi ilave edilerek, yavasca
karigtirilan  slispansiyondan, baglanma verimliligini belirleme amaciyla, her 15
dakikada i¢inde jel bulunmayan 0.2 mL 6rnek alindi ve 1 M NaOH c¢o6zeltisi ile 20
mL’ye tamamlanarak 294 nm’de absorbans degisimi izlendi. 90. dakikadan sonra
absorbansda onemli bir farklanma olmadigi icin, baglanma reaksiyonu 90 dakika
olarak belirlendi. Bundan sonra silispansiyon, 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 alind1.

e p-aminobenzoik asidin baglanmasi

25 mg p-aminobenzoik asit, 0°C civarinda 10 mL 1 M HCI igerisinde ¢oziildi. 75 mg
NaNO, ihtiva eden 0°C’deki 5 mL ¢ozelti, p- aminobenzoik asit ¢ozeltisine damla
damla katildi. 10 dakika reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan p-aminobenzoik
asit, 40 mL Sepharose-4B-L- tirozin slispansiyonuna ilave edildi. pH 9.5’a ¢ikarilarak
sabit tutuldu ve 3 saat oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve ardindan
200 mL 0.01 M Na,HPO4 (pH 6.0) tamponu ile yikand1 ve aym1 tamponda muhafaza
edildi.

Reaksiyonlarin agik formiilleri asagida gosterilmektedir (Sekil 3.1.).
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3.2.4.2. Enzim ¢ozeltisinin 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 tamponu (pH 5.00) ile
yikand1 ve 3’er mL halinde tiiplere alindi. Boylece polifenol oksidazin biiyiik kismi

afinite jeline tutunmus ve diger safsizliklar uzaklasmis oldu.

Toplanan tiiplerde 280 nm’de protein ve 420 nm’de enzim aktivite tayini yapildi. Daha
sonra 0.05 M Na,HPO4/1 M NaCl tamponu (pH 7.00) ile enzim eliisyonu yapild1 ve
3’er mL halinde tiiplerde fraksiyonlandi. Eliiatlarda bradford metoduyla kantitatif,

280 nm’de kalitatif protein ve 420 nm’de enzim aktivite tayini yapildi.

3.2.5.SDS-PAGE elektroforezi

NPPO enzimi afinite kromatografisi ile saflastirilmasindan sonra iki farkli akrilamid
konsantrasyonunda; yigma jeli % 3, aywrma jeli % 10 konsantrasyonlarinda olacak
sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemelli

(1984),tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi.

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 6nce su, sonra etil alkol ile 1yice temizlendi. Daha
sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki cam plaka birbiri
iizerine konuldu ve kiskaglarla tutturularak jel hazirlama cihazina konuldu.
Cizelge3.2.’de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina tistten 2-3 cm
kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel igerisinde hava kabarcigi kalmamasma dikkat
edildi. Jel yiizeyinin diizglin olmas: i¢in n-biitanol ile ince bir tabaka olusturuldu.
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (yaklasik 15 dakika) iist yiizeydeki n-biitanol
dokiildii. Daha sonra cam plakalarin arasi tamamen doluncaya kadar polimerlesmis
ayirma jelinin {izerine yigma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yilikleme jelinin {lizerine
tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi (yaklasik 30 dakika).
Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak, kuyucuklarin arasinin bozulmamasma dikkat
edilerek ¢ikarildi. Kuyucuklar 6nce saf suyla sonra tank tamponuyla yikandu.
Polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez
tankinin alt ve st kismma yiiritme tamponu konuldu.Afinite kromatografisi
sonucunda elde edilen fraksiyonlardan yiiksek aktivite gdsterenler birlestirilerek
amonyum siilfatla % 80 doygunluga getirildi. Elde edilen ¢6zelti toplam hacim 100 puL
olacak sekildel:1oraninda numune tamponuyla karistirildi.Lizozim (14.3 kDA),
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B-laktoglobulin (18.4kDA), tripsinojen (24 kDA), pepsin (34.7 kDA), ovalbumin (45
kDA) ve sigir serum albumin (66 kDA) igeren standart protein ¢ozeltisi, igerisinde her
birinden 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 100 pL olacak sekilde
1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Jele yiiklenecek numuneler 3 dakika
kaynar su banyosunda bekletildi. Numuneler sogutularak enjektorle kuyucuklara
yiiklendi. Elektroforez gii¢ kaynagina baglanarak 80 volt’a ayarlandi. Proteinlerin
jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu i¢indeki boyaya ait bant
ylikleme jelinden aymrma jeline vardiginda voltaj 150 volt’a yiikseltildi. Bromfenol
mavisinden kaynaklanan mavi bant jelin altina 0.5 cm kalana kadar yiirttiildiikten
sonra akim kesilerek yiiriitme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice
cikarildi yigma jel kesililip ayrildiktan sonra protein bantlarmi iceren aymrma jeli
renklendirme ¢6zeltisi i¢ine konuldu ve 1.5-2 saat kadar calkalayici tizerinde birakildi.
Daha sonra jel renklendirme ¢d6zeltisinden ¢ikarilarak renksizlestirme c¢ozeltisine
kondu. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi acilip protein bantlari
belirginlesinceye kadar bu ¢6zelti icinde calkalandi. Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden
cikarildiktan sonra fotografi c¢ekildi (Sekil 9). Tabii sartlarda poliakrilamid jel
elektroforezi de Leamelli tarafindan belirtilen yOntemle yiiriitme ve numune

tamponuna SDS katilmadan ve numuneler 1sitilmadan gergeklestirildi.

3.2.6. Protein tayini

3.2.6.1. 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
1sinlari1 absorblamalar1 esasma dayanmaktadir (Jaenicke, 1984). Fraksiyonlar kuvartz
kiivetlere alinarak, absorbanslar1 spektrofotometrede kore karsi Olgtildii. Proteinin

icinde bulundugu tampon kor olarak alind1.

3.2.6.2. Bradford yontemiyle kantitatifprotein tayini

Ekstraksiyon ve saflastirma basamaklarinda elde edilen ¢ozeltilerdeki protein miktari
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 (Bradford, 1976).
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Bu yOntemin, diger protein tayini yontemlerinden istiin tarafi, cok kisa siirede
uygulanmasi, bozucu faktorlerin az olmasi, protein-boya kompleksinin ¢ozeltilerde
uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir. Protein tayini
isleminde su yol izlendi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albumin
cozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL 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 karistirilarak 10
dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu.
Kor 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 hazirlandi (

Sekil 4.2.).

Hazirlanan enzim ¢ozeltilerinden 0.1°er mL 2 ayri tiipe alinarak iizerlerine 5’er mL
Coomassie reaktifi ilave edildi. Vorteksde karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de
absorbanslar1 6l¢iildii. Iki 6l¢iimiin ortalama absorbansina karsilik gelen protein miktar:

standart grafik yardimiyla hesaplandi.

3.2.7. PPO enziminin aktivite tayini

Polifenol oksidaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi. Aktivite
Olciimii i¢in 0.2 mL enzim c¢ozeltisi alinip 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 defisme okundu. 1 Enzim Unitesi (U) reaksiyonun
olustugu kiivette 1 dakikada meydana gelen 0.001°lik artig olarak tanimlandi. Aktivite
birimi olarak “1 mL enzim ¢6zeltisi basina 1 dakikada absorbansta meydana gelen

0.001 birimlik degigsme” kullanildi.

3.2.8. PPO enzimi ile ilgili kinetik ¢caliymalar

PPO enziminin kinetik 6zelliklerini arastirmak icin ii¢ farkli substrat i¢cin, 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 6zellikleri arastirildi. Kullanilan her bir substrat i¢in Ky
ve Vmax degerleri tayin edildi. Ayrica farkli inhibitorlerin, optimum sartlarda, ICsg, K;

degerleri ve inhibisyon tiirleri saptandi.
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3.2.8.1. Optimum pH ve sicaklik ¢alismasi
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 ) ¢ farkhh substrat (katekol, gallik asit ve pirogallol) kullanarak
5,10,20,30,40,50,60 ve 70 OC deki reaksiyon hizlar1 ayr1 ayr1 belirlendi. Her 6l¢iim iki
kez tekrarlanip ¢ikan degerlerin ortalamasi alindi. Elde edilen degerlerden yararlanarak
aktiviteler boliim 3.2.7°de anlatildig1 gibi hesaplandi. Boylece PPO enzimi igin
optimum pH ve sicaklik degerleri tek bir calisma ile tespit edildi. Elde edilen sonuglar

grafik (Sekil 11-16) ve (Cizelge4.2.) halinde verildi.

3.2.8.2. Farkh substratlar icinKy ve V. degerlerinin bulunmasi
KM ve Vinax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda katekol, gallik asit
ve pirogallol substratlarinin 6 farkli konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi 6lgtimleri

yapildi. Her 6l¢tim iki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi alindi.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak (Cizelge 4.3.) her bir substrat icin Linewear-Burk
grafikleri ¢izildi (Sekil 17-19). Ky ve Vimax degerleri grafiklerin denklemlerinden
yararlanilarak bulundu. Bulunan Ky, Viax ve Vima/ Kum degerleri Cizelge 4.3. de

verildi.

3.2.8.3.Farkl inhibitorler icin ICsy degerlerinin bulunmasi

Farkli inhibitorlerin ICsy degerlerini bulmak i¢in, optimum sartlarda katekol
substratmin 10 mM sabit konsantrasyonunda c¢alisildi. Once inhibitdrsiiz ortamda
enzim aktivitesi bulundu. Bu deger % 100 aktivite olarak kullanildi. Degisik inhibit6r
konsantrasyonlarma karsilik gelen absorbanslar 420 nm’de kore karsit okundu. Elde
edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi (Cizelge 4.4.). % Aktivite-[I]
grafikleri cizildi (Sekil 20-25). Bu grafiklerden yararlanarak her bir inhibitor ig¢in 1Csg
degerleri hesaplandi. Sonuglar Cizelge 4.4.’te verildi.
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3.2.8.4.Farkh inhibitorler icin K; degerlerinin bulunmasi

Farkli inhibitorler icin K; degerlerinin bulunmasi i¢in once inhibitorsiiz ortamda
optimum sartlarda bes farkli katekol substrati konsantrasyonu kullanarak aktiviteler
bulundu. Daha sonra her bir inhibitor i¢in 3 degisik sabit inhibitér konsantrasyonunda
optimum sartlarda aktiviteler katekol substrati kullanilarak tespit edildi (Cizelge 4.4)
1/V ve 1/[S] degerlerinden Lineweaver-Burk grafikleri cizildi (Sekil 4.20-4.25). Bu
grafiklerden yararlanarak inhibisyon tiirleri ve K; degerleri tespit edildi (Cizelge 4.4).
K; degerleri yarigmali (kompetatif) inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrisinde egime
esit olan Ky/Vmax(1+[1]/K;) ifadesinden, yar1 yarismali (unkompetatif) inhibisyon i¢in
egrinin 1/V eksenini kestigi noktayr veren 1/Vyax(1+[I]/K;) ifadesinden, yarigmasiz
(nonkompetatif) inhibisyon ic¢in Lineweaver-Burk egrisinde egime esit olan
KM/ Vimax(1+[1]/K;) ifadesinden yararlanarak hesaplandi. Denklemlerde kullanilan Ky

ve Vmax degerleri inhibitdrsiiz ortamda bulunan degerlerdir.
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Sekil 3.2. Kompetitif inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil3.3. Nonkompetetif inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 3.4. Unkompetitif inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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4. BULGULAR

4.1.L-tirozinin Sepharose-4B’ye Baglanma Reaksiyon Siiresinin Belirlenmesi

Bolim 3.2.4.1°de belirtilen prosediirle aktiflestirilen Sepharose-4-B’ye L-tirozinin
baglanma zamanmi belirlemek amaci ile belirli siirelerde tepkime kabindan alinan
ornekler, 294 nm’de absorbanslar1 okunarak grafige gecirildi. Sekil 7 ’de goriildigi
gibi 90. dakikadan sonra baglanan L-tirozin miktarinda énemli bir degisme olmadigi

icin, bu siire baglanma zamani olarak alind1.
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Sekil 4.1. L-tirozinin aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye baglanma siiresi grafigi

4.2. Kantitatif Protein Tayini icin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayininde bradford yontemi kullanildi. Standart grafik bolim
3.2.6.2°de acgiklandig1 gibi hazirlandi. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen enzim ¢ozeltisi
ve saflastrma basamaklar1 sonunda ki enzim c¢ozeltilerinin protein miktarlar1 bu
standart grafige gore belirlendi. Standart c¢ozeltideki pg proteine karsilik gelen

absorbans degerleri Sekil 7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Bradford yontemine gore standart protein grafigi

4.3. NPPO Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi

4.3.1.NPPO enziminin 0.05 M Na,HPO,4 tamponu (pH 5.00) ile dengelenmis
kolondan saflastirilmasi

Boliim 3.2.4.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan afinite kolonu 6nce 0.05 M Na,HPOj4
tamponu (pH 5.00) ile dengelendi. Kolonun dengeleme islemi bittikten sonra, jel
iizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi. Diyaliz isleminden sonra elde
edilen Nevsehir patatesi polifenol oksidaz enziminin ¢dzeltisi kolona tatbik edildi.
Kolon 0.05 M Na,HPO4 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 kor olarak kullanilarak her bir tiipte
280 nm’de kalitatif protein tayini ve 420 nm’de de aktivite tayini yapildi. Elde edilen
degerlerin tiip numarasma karst grafigi cizildi (Sekil 4.2.).Yikama islemi
tamamlandiktan sonra eliisyon islemine gecildi. Eliisyona baglamadan once jel
iizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi ve eliisyon 0.05 M Na,HPO4
/1 M NaClI tamponu (pH 7.00) 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 kullanilarak her bir tiipte 280 nm’de
kalitatif protein tayini ve 420 nm’de de aktivite tayini yapildi (Sekil 4.3.). Afinite

kromatografisi sonunda enzim aktivitesine rastlanan tiipler birlestirildi.
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Kolona tatbik edilen numune vebirlestirilen eliiat ¢ozeltileri i¢in bradford metoduyla

kantitatif protein ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler ve saflastirma

oranlar1 tespit edildi. Sonuglar Cizelge4.1.’de verildi.
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Sekil 4.3.Afinite kolonun Na,HPO, tamponu (pH:5.00) ile yikanmasi isleminden
sonraNPPO enziminin 0,05 M (pH:7.00) Na,HPO4/IM tamponu ile
eliisyonu absorbans-aktivite grafigi

Cizelge 4.1. Nevsehir patatesi saflagtirma tablosu

Saflastirm Hacim | Aktivite Toplam | Protein | Toplam Spesifik Verim | Saflagtirma
ATastma = 1) | (U/mLdak) | Aktivite | (mg/mL) | Protein | Aktivite (%) | Derecesi
Basamag
(mg) (U/mg
protein)
Ham
Ekstrakt 107 1300 139100 | 0,517 | 55319 | 2514,50677 - -
A“S‘gi‘fz‘t‘m 15 13450 201750 | 0,2477 | 3,7155 | 54299,55591 | 145,03 | 21,594
Sepharose 4B-
L-tirozin-p-
amino Benzoik
Asit 2 10550 21100 | 0,0803 | 0,1606 | 131382,3163 | 15,16 52,25
Afinite
Kromatografisi
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4.3.2. NPPO enziminin SDS-PAGE elektroforezi

Afinite kolonundan saflastirilan NPPO enziminin safligin1 kontrol etmek amaciyla
bolim 3.2.5°de anlatildig: sekilde hazirlanan SDS-PAGE jel elektroforezine Nevsehir
patatesinden saflastirilan PPO enzim numuneleri tatbik edildi. Protein bantlar1 igeren

jellerin fotograflar: ¢ekildi (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4. Sepharose 4B-L-tirozin-p-amino benzoik asit jeli ile saflastirilan NPPO
enziminin SDS-PAGE elektroforezi

4.4. NPPO Enziminin Farkh Substratlar icin Optimum pH ve Sicakhk Tayini

NPPO 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) farkli substratlar (katekol, gallik asit, pirogallol) kullanilarak 20, 30, 35, 45, 55,
65 ve 75 °C’deki reaksiyon hizlar1 spektrofotometrik yontemle bolim 2.2.5.3’de
anlatildig1 gibi ayr1 ayr1 belirlendi. Elde edilen sonuglar (Cizelge 4.2.) ve (Sekil 4.5.-
4.10.) verildi.

43



800 -

Gallik Asit

700 -

(@)

S

(=)
1

(9,1

[l

S
1

Aktivite(U/mLdak)
w oA
S S
SRS

[\e]

(=3

(=}
1

—

(el

[}
1

(=)

Sekil 4.5. NPPO enziminin gallik asit substrat1 i¢in pH-aktivite grafigi
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Sekil 4.6. NPPO enziminin katekol substrat1 i¢in pH-aktivite grafigi
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Sekil 4.7. NPPO enziminin pirogallol substrati i¢cin pH-aktivite grafigi
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Sekil 4.8. NPPO enziminin gallik asit substrati i¢in sicaklik-aktivite grafigi
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Sekil 4.9. NPPO enziminin katekol substrat1 i¢in sicaklik-aktivite grafigi
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Sekil 4.10. NPPO enziminin pirogallol substrati i¢in sicaklik-aktivite grafigi
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Cizelge 4.2.NPPO enziminin {i¢ ayr1 substrat1 i¢in optimum pH ve sicaklik degerleri

Substrat Optimum pH Optimum sicakhk (°C)
Gallik asit 9,0 20

Katekol 7,0 20
Pirogallol 7,5 20

4.5.NPPO Enziminin Farkh Substratlan icin Optimum Sartlarda Ky ve Vi
Degerlerinin Bulunmasi

KM ve Viax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla, optimum sartlarda katekol, gallikasit
ve pirogallol substratlarmin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi dlgtimleri

yapildi. Her 6lgtim iki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi alindi. 420

nm’de Olciilen aktivite degerleri reaksiyon hizi (U/mLdak) olarak alind1.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak (Cizelge 4.3.) her bir substrat icin Linewear-Burk
grafikleri ¢izildi (Sekil 17-19). Ky ve Vimax degerleri grafiklerden yararlanarak dogru

denklemleri kullanilarak bulundu. Bulunan Ky, Viax ve Vimax/ Km degerleri Cizelge

4.3.’de verildi.
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Sekil 4.11. NPPO enzimi i¢in gallik asit substrat1 Linewear-Burk grafigi
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Sekil 4.12. NPPO enzimi i¢in katekol substrati: Linewear-Burk grafigi
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Sekil 4.13. NPPO enzimi i¢in pirogallol Linewear-Burk grafigi
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Cizelge 4.3.. NPPO enziminin i¢in Ui¢ farkli substrati i¢in Ky ve Vi degerleri

Substrat Kym(mM) Vmax(U/mLdak) Vmax/ Km
Gallik asit 6,6 1428 216,3
Katekol 5 5000 1000
Pirogallol 6,67 3333 499,7

4.6.NPPO Enziminin Farkh inhibitorleri icin ICs9 Degerlerinin Bulunmasi

Bu calismamizda kullandigimiz inhibitorlerin 1Csy degerlerini bulmak i¢in, optimum
sartlarda katekol substratimin 10 mM sabit konsantrasyonunda calisildi. Substrat
¢ozeltisi olarak 0.1 M katekol hazirlandi. Inhibitdr ¢ozeltilerinden ise degisen
hacimlerde almarak toplam  ImL’lik bir reaksiyon hacmi olusturuldu. Once
inhibitérsiiz ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger % 100 aktivite olarak
kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 40uL enzim alinip daha 6nceden
hazirlanmig olan tampon + substrat + inhibitdr ¢ozeltisine cabuk bir sekilde
eklendikten sonra 420 nm’de bir dakikada absorbansta meydana gelen de§isme
okundu.Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi (Cizelge 4.4). %
Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi (Sekil 20-25). (I=kiivetteki 1 mL hacim i¢erisinde bulunan

inhibitér konsantrasyonudur).
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Sekil 4.14. NPPO enzimi iizerine askorbik asit i¢in inhibisyon etkisi
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Sekil 4.15. NPPO enzimi {izerine siilfosalisilik asit inhibisyon etkisi
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Sekil 4.16. NPPO enzimi {izerine sodyum azid inhibisyon etkisi
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Sekil 4.17. NPPO enzimi {izerine p-amino benzoik asit inhibisyon etkisi
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Sekil 4.18. NPPO enzimi {izerine benzoik asit inhibisyon etkisi
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Sekil 4.19. NPPO enzimi iizerine m-aminobenzoik asit inhibisyon etkisi

52




4.7.NPPO Enziminin Farkh Inhibitérleri icin K; Degerlerinin ve Inhibisyon
Tiiriiniin Bulunmasi

Farkli inhibitorlerin K sabitlerinin bulunmasi amaciyla, 6nce inhibitorsiiz ortamda,
optimum sartlarda, on iki farkli katekol substrat konsantrasyonuna bagli olarak
aktiviteler bulundu. Daha sonra her bir inhibitér i¢in oniki degisik inhibitor
konsantrasyonunda, standart aktivite 6l¢iim kosullarinda, katekol substrati kullanilarak
aktiviteler belirlendi (Cizelge 4.4.). 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak, Lineweaver-
Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 4.20-4.25). Bu grafiklerden yararlanarak K; degerleri ve
inhibisyon tiirleri tespit edildi. K; degerleri boliim 3.2.8.5’de anlatildig1 gibi bulundu.
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4 0.08 mM [Ascorbic Acid]
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Sekil 4.20.NPPO enzimi iizerine askorbik asit ‘in inhibisyon etkisi [I;]=0,05 mM ve
[1,]=0,08 mM
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Sekil 4.21. NPPO enzimi lizerine benzoik asit ‘in inhibisyon etkisi [I;]=0,05 mM
ve[l2]=0,08 mM
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Sekil 4.22. NPPO enzimi iizerine m-aminobenzoik asit ‘in inhibisyon etkisi [I;]=0,01
mM ve[l,]=0,04 mM
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Sekil 4.23.NPPO enzimi iizerine p-aminobenzoik asit ‘in inhibisyon etkisi [I;]=0,01
mM ve [1,]=0,04 mM
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Sekil 4.24. NPPO enzimi iizerine sodyum azid‘in inhibisyon etkisi [1;]=0,015 mM ve
[12]=0,035 mM
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Sekil 4.25.NPPO enzimi lizerine siilfosalisilik asit‘in inhibisyon etkisi [I;]=5,5 mM ve
[[,]=6,5 mM

Cizelge 4.4. NPPO enziminin Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan Ki ve %
aktivite grafiklerinden bulunan ICsy degerleri ve inhibisyon tiirleri

inhibitérler ICso (mM) Ki (uM) Inhibisyon Tiirii
Askorbik asit 0,0661 0,0064 Kompetitif
Benzoik asit 6,803 0,033 Kompetitif
Sodyum azid 3,928 0,024 Kompetitif
m-aminobenzoik asit ..
22,08 30 Unkompetitif
Siilfosalisilik asit 6,036 313,3 Unkompetitif
p-aminobenzoik
asit 0,020 3,067 nonkompetitif
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢aligmada kullanilan afinite jeli, Arslan ve ekibinin (2004) sentezledigi jel referans
almarak yapildi. Bu yonteme gore CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi,
uzant1 kolunu olusturmak iizere tirozinle kovalent olarak modifiye edildi. Ligand
olarak polifenol oksidaz (PPO) enziminin spesifik bir inhibitorii olan p-aminobenzoik
asit sec¢ildi. Bu sekilde elde edilen jel, afinite kromatografisi ile Nevsehir
patatesi(Solanum Tuberosum L)’den PPO’nun saflastirilmasinda kolon dolgu maddesi
olarak kullanildi. Kolondan PPO enzimi saflastirilarak kinetik ve elektroforetik
ozellikleri incelenmistir.

Afinite kolonunda, aktiflesmis Sepharose-4B matrisi lizerine hazirlanmis afinite jeli
kullanildi. Sepharose-4B’nin sec¢ilmesinin baslica sebebi, cok iyi akis 6zelligine sahip
olmas1 ve ayrica serbest —OH gruplar1 tasidigindan, CNBr ile ¢ok kisa bir siirede
aktiflesebilmesidir. Calismamizda kullanilan CNBr ile aktiflestirme islemi sadece bes
dakikada gerceklestirilmektedir. Boylece jelin fiziksel yapisindaki deformasyon
sakincalar1 ortadan kaldirilmis oldu.

Sepharose-4B’nin CNBr ile aktiflestirilmesiyle hazirlanan afinite jelinin divinil siilfon
(DVYS) ile hazirlanan afinite jellerine gore daha yliksek PPO adsorbsiyonu sagladigi
literatlirden anlagilmaktadir (Pathak, 1992). Bu durum afinite jelleri lizerindeki yiik
farkiyla agiklanabilir. CNBr ile aktiflestirilen afinite jelinin absorbsiyon kosullarinda
(pH 5.0) pozitif yiikke sahip olmasi PPO’nun jele daha kuvvetli baglanmasmi
saglayacaktir. Bu sekilde yikama esnasinda kolona bagli PPO enziminin uzaklagmasi

onlenmistir.

Bir¢ok biyolojik molekiilde oldugu gibi PPO’nun aktif bolgesi de ii¢ boyutlu yapiminin
derinliklerindedir. Polifenol oksidaz enziminin aktif bolgesindeki globuler protein
yapisinin 12-15 A° derinliginde oldugu x-isinlar1 kristallografisi ile belirlenmistir
(Kiifrevioglu, 1985). Bu nedenle uzant:i kolu kullanilmadan sentezlenen afinite
jellerinde enzimle matriksin sterik etkilesmesi sonucu baglanma verimi diismekte bu da
kolon kapasitesini olumsuz yonde etkilemektedir (Jakoby ve Wilchek,1974). Bu sorunu
elimine etmek i¢in degisik molekiiller uzanti kolu olarak kullanilmaktadir. Uzant1 kolu
uzunlugu kritik bir deger olup kisa kaldiginda baglanma verimi diigmekte gereginden
uzun oldugu durumlarda ise hidrofilik ve hidrofobik etkilesmelerle istenmeyen bazi
bilesiklerinde adsorpsiyonuna neden olmaktadwr. L-tirozin, karbonik anhidraz
enziminin saflastirilmasi i¢in Arslan (1994) tarafindanhazirlanan afinite jelinde uzanti

kolu olarak
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kullanilmis ve son derece yiiksek bir verim elde edilmistir. Bu nedenle ¢alismamizda,
afinite jelinin sentezinde uzanti kolu olarak L-tirozin tercih edilmistir. Aktiflestirilen
Sepharose-4-B’ye L-tirozinin baglanma zamanini belirlemek amaci ile belirli siirelerde
tepkime kabindan alinan Orneklerin 294 nm’de ki absorbans degisimlerine gore
bakildiginda90. dakikadan sonra baglanan L-tirozin miktarinda 6nemli bir degisme

olmadig1 i¢in, bu siire baglanma zamani olarak kabul edilmistir (Arslan 1994).

Protein miktarlarinin belirlenmesinde Coomassie Blue yontemi kullanildi. Bu yontemin
secilmesinin sebebi, ¢ok kisa siirede uygulanmasi, bozucu faktérlerin olmamasi,
proteinboyakompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire stabil olarak kalmasi, hassasiyet
sinirmin  ¢okiyi olmasit ve enzim c¢ozeltilerinin pg seviyesinde bulundurmasidir
(Bradford, 1976).Ayrica bu metodun baskadnemli bir yani ise, az reaktif gerektirmesi

ve her ¢caligmada ayribir standart hazirlamaya gereksinim duyulmamasidir.

Literatiirde, PPO enziminin saflastirilmasi i¢in hazirlanan afinite jellerinde ligand
olarak tropolen, metimazol, L-mimozin, 2-merkaptobenzimidazol, 2-
merkaptobenzotiyazol, p-aminobenzoik asit ve p-aminobenzoik asit tiirevleri
kullanmilmistir (Flurkey, 1988; Pathak ve Vikram, 1994). Fakat bunlarin i¢inde p-
aminobenzoik asit PPO enzimini daha fazla tutma kapasitesine sahip oldugundan
dolay1 daha yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. Bu nedenle arastirmamizda ligand

olarak PPO enziminin inhibitorlerinden biri olan p-minobenzoik asit kullanilmistir.

Enzim kaynagi olarak kullanilan Nevsehir Patatesi (Solanum Tuberosum L.) nisastali
yumrular1 i¢in yetistirilen ve 6zellikle karbonhidrat kaynaklar1 arasinda ilk swrada yer
alan en Onemli bitkisel besinlerden birisidir. Anayurdu Giiney Amerika’daki And
Daglar1 olup 16. Yiizyilda Avrupa’ya getirilmistir. 18. ylizyildan itibaren bir¢ok
iilkede ana besin kaynagi olarak ekmegin yerini almistir. Bol miktarda nisastanin
yanisira kalsiyum ve C vitamini i¢eren patates, insan besini oldugu gibi hayvan yemi
olarak da kullanilmaktadir. Patatesin lilkemizde yaygin olarak ekimin yapildig: yerler
I¢ Anadolu (Nevsehir ve gevresi), Erzurum, Bolu sayilabilir.(Gézen, vd., 1995;
Destafano-Beltran, vd., 1990 ; Corsmivd., 1992)Afinite kromatografisi ile kolondan
NPPO enzimi % 15,16 verim, 52,25saflastirma derecesi ile elde edilmistir. Yine yapilan
calismalarda, PPO’nun dut meyvelerinden 74 kat,Boletus erythropus mantarindan ise

28,5 kat saflastirilmasi gerceklestirilmistir.(Arslan vd., 2004; Ozel vd., 2010).
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Yine bir afinite jeli olan fenil sepharose kullanilarak yapilan afinite kromatografisinde,
Barbados kirazindan PPO, 60 kat saflastirilmistir (Kumar vd., 2008). Afinite
kromatografisinin yaninda, iyon degisim kromatografisi, hidrofobik etkilesim
kromatografisi ve jel flitrasyon kromatografisi, PPO’nun cesitli organizmalardan
saflagtirilmasinda ¢ok yaygin kullanilan tekniklerdir. Taze fasulyenin yesil kabugundan

iki PPO izoenzimi,

Sephadex G-100 kolonu ile 17 kat ve 9,4 kat (Gua vd., 2009), aynifasulyenin
tanelerinden yine iki PPO izoenzimi, DEAEseluloz kolonu ile 6,6 kat ve 3,8 kat (Gua
vd., 2009).

Afinite kromatografisinin yaninda, iyon degisim kromatografisi, hidrofobik etkilesim
kromatografisi ve jel flitrasyon kromatografisi, PPO’nun cesitli organizmalardan

saflastirilmasinda ¢ok yaygin kullanilan tekniklerdir.

Meyve dokularindan PPO ekstraksiyonu i¢in ¢esitli tamponlar kullanilmaktadir ve pH
degerleri enzim kaynagina bagl olarak degismektedir. Fakat pH genelde az bazik bir
ortam saglayacak sekilde ayarlanir. Tamponun pH’s1 elde edilen enzimin yapisini
etkileyebilir. Arastirmamizda bir¢ok literatiirde belirtildigi gibi 0.5 M sodyum fosfat
tamponu (pH 7.30) kullanild1 (Beena ve Gowda, 2000; Dogan vd., 2002).

PPO’nun pH’ya bagimliligi, 4,0-9,0 pH degerleri arasinda incelendiginde, enzimin
asidik ve bazik pH degerlerinde diisiik aktivite gosterdigi, notral pH degerlerinde ise
enzimin yiiksek aktiviteye sahip oldugu, pH 7,0’de ise enzimin en yiiksek aktiviteyi
gosterdigi ve bu noktada pik olusturdugu gozlenmistir. Enzimatik kararmanin
onlenmesinde meyve ve sebzelein pH’sinin bu araliklarin disinda tutularak PPO
enziminden kaynaklanan kararmay: dnemli 6l¢iide engelleyecegini diyebiliriz. Ornek
olarak, farkli kaynaklardan elde edilen PPO ekstraktlarmin pH 4.0’1n altinda inaktif
oldugu bildirilmektedir.Cok yiiksek pH’lar da PPO’nun hizli bir sekilde aktivite
kaybetmesi asagidaki olasiliklarin birine veya bunlarin kombinasyonuna baglanabilir;
alkali sartlarda enzimin konformasyonel degisime ugrayabilir, enzim, Maillard
reaksiyonu ile o-kinonlarla reaksiyona girebilir, o-kinonlar baz tarafindan katalizlenen
ikincil reaksiyonlara girebilir.

NPPO enzimi i¢inoptimum pH lar1 katekol, gallik asit ve pirogallol olarak {i¢ substrata

kars1 belirlenmis olup sirasiyla 7,0 9,0 ve 7,5 olarak bulunmustur. Optimum pH ve
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sicaklik ¢aligmalarima gore; NPPO enziminin asidik ve bazik pH degerlerinde diisiik
aktivite gosterdigi, notral pH degerlerinde ise enzimin yiiksek aktiviteye sahip oldugu,
pH 7,0’de ise enzimin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi ve bu noktada pik olusturdugu
gozlenmistir. NPPO enzimi i¢in en yiiksek aktivite katekol substrat1 kullanilarak pH
7,0°de20°C’de elde edilmistir.

Litaretiir deki yapilan sonucglara gérePPO i¢in optimum pH, dutta 5,0 (Arslan vd.,
2004), ahudududa 8.0 (Gonzales vd., 1999), Anamur muzunda7,0 (Unal, 2007), olarak
belirlemistirler.Isvigre pazisi yapraklarinda 7,5 (Gao vd., 2009), B. erythropus’tan
saflastirilan PPO igin de, optimum pH degeri 8,0 olarak belirlenmistir (Ozel vd., 2010).
Bu sonuglara gore, pH optimumu agisindan NPPO enzimi ile uygunluk gosterdigi

goriilmektedir.

NPPO’sunun aktivitesinin sicaklikla degisimi, 5-70 °C araliginda incelenmistir. NPPO
enziminin optimum sicaklig1 katekol, gallik asit ve pirogallol substratlarinin optimum
pH’larinda hepsinde 20, bulunmustur Sicakligm 40 °C ve {izerine ¢ikildiginda NPPO
enzimi aktivitesinde azalma tespit edilmistir (Sekil 4.8.- 4.10.)(Cizelge 4.2.).

NPPO enziminin kinetik sabitleri (Ky ve Vimax) optimum pH ve sicaklikta katekol,
gallik asit ve pirogallol i¢cin 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak her bir substrat igin
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. (Sekil 4.11- 4.13). Ky ve Vimax degerleri grafiklerin
denklemlerinden hesaplanarak bulundu(Cizelge 4.3.).

10 mM substrat konsantrasyonunda, enzimin substrati ile doygunluga ulastigi ve
bundan sonraki konsantrasyonlarda, hizmnin degismedigi saptanmistir.Enzimin,
difenolik substrat1 katekol varligindaki kinetik verisi olan Michaelis-Menten sabiti
(Km) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri, ¢izilen Lineaweaver-Burk grafiginden (Sekil
4.11- 4.13.),en 1yi sonug katekol substratina gore 5 mM ve 5000 U/mLdak olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.3.). PPO aktivitesi i¢cin Ky degerleri, B. erythropus
mantarinda 2,8 mM, Amasya elmasinda 3,1 mM (Dogan ve Dogan, 2004), Barbados
kirazinda 5,2 mM(Kumar vd., 2008), Portabella mantarinda 2,1 mM (Xiaodong ve
Flurkey, 1997), ve ¢aksir otu saplarinda 6,78 mM (Erat vd., 2006), oldugu bildirilmistir
yapilan ve farkl kaynaklardan elde edilen PPO enziminin katekol substrati i¢in 0.011
mM’dan 84.2 mM’a kadar degisen Ky degerleri bildirilmektedir.
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Literatiirde farkli kaynaklardan elde edilen PPO enzimlerinin farkli substratlar1 igin
farkli Viax degerleri bildirilmektedir. Cin lahanasi, malatya kayisisi, hurma agaci, yali
armudu ve fasulyeden izole edilen PPO enzimleri i¢in katekol substratiyla bulunanV pax
degerleri srrasiyla 67.6, 833, 91, 766 ve 3846 U/mLdak olarak bulunmustur. L.
piperatus PPO’sunun 25000 U/mLdak olarak bulunmustur (Oz, 2010; Nagai, ve
Suzuki, 2001;Euclides, 1990;Lee, 1991;Zhou, ve Feng, 1991; GonGonzales, vd.,
1998).Bu verilerden bizim buldugumuz V,x degerimiz 5000 U/mLdak litaretiirde ki
veriler arasinda tespit edilmistir.Arastirmamizda elde edilen PPO enzimi iizerine
benzoik asit, p-aminobenzoik asit, m-aminobenzoik asit sulfosalisilik asit, sodyum
azid ve askorbik asit inhibitorlerinin etkisi incelenmistir. Inhibisyon etkisi, K; ve ICs
olmak iizere iki farkli degerle verilebilir. En uygun parametre K;j sabitleridir. Ciinkii
materyal ve yontemlerde belirtildigi gibi K; sabitinin belirlenmesi i¢in en az iki sabit
inhibitér konsantrasyonunda ¢alismalar yapilmakta ve her bir sabit inhibitor
konsantrasyonunda oniki farkli substrat konsantrasyonu i¢in hiz degerleri
belirlenmektedir. Bunun sonucu olarak ¢ok hassas sonuglar elde edilmektedir.

Ayrica bu yoOntemle inhibisyon mekanizmast saptanmaktadir. Fakat bazi
arastirmacilarin inhibisyon etkisini tespit etmek i¢in 1Csy degerlerini de kullandiklar1
bilinmektedir. Bu amagla substrat konsantrasyonlari sabit tutularak, degisik inhibitor
konsantrasyonlarinda, yiizde aktiviteler belirlenmekte ve daha sonra grafik yolu ile %

50 inhibisyona sebep olan inhibitdr konsantrasyonu hesaplanmaktadir.

Farkli inhibitorlerin ICsy degerlerini bulmak i¢in optimum sartlarda katekol substratini
10mM sabit konsantrasyonda ¢alisildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.14- 4.19 ve Cizelge
4.4’te verildi NPPO enzimi i¢in askorbik asit en giiclii inhibitor oldugu goriilmektedir
(Cizelge 4.4). Askorbik asitin 0,064 mM konsantrasyonunda, enzimin inhibe oldugu
goriilmiistiir. Askorbik asidin etkili inhibisyonu, daha once yapilan c¢aligmalarda
bildirilmistir (Ozel vd., 2010; Colak vd., 2005; Guo, 2009). Askorbik asit, ortamda
bulunan oksijenle daha hizlibir sekilde reaksiyona girdiginden, enzim aktivitesini
azaltabilmekte veya durdurabilmektedir (Ros vd., 1993).Bu sekilde gidalarda ki besin

degeri enzimatik kararmaya sebebiyet verilmeden muhafaza edilebilir.
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Sonug olarak yapilan ¢aligmalarda asagidaki bulgular elde edilmistir.

PPO enziminin saflastirilmasi i¢in Sepharose 4B- L- tirozin- p-aminobenzoik

asit kimyasal yapisina sahip afinite jeli sentezlenmistir.

Bu afinite jeli kullanilarak Nevsehir patatesi(Solanum Tubresoum L.)’den PPO

enzimi saflastirilmistir.

Afinite  kromatografisi ile saflastrilan NPPO enzimi SDS-PAGE
elektroforezinde yaklasik 40 ve 35 kD molekiil agirlikli 2 alt birimden olustugu

bulunmustur.

Saflagtirilan enziminoptimum pH ve sicakliklar1 katekol, gallik asit ve

pirogallol substratlar1 kullanilarak bulunmustur.

Optimum sartlarda yapilan kinetik g¢alismalar sonucu NPPO enziminin en

yiiksek aktiviteyi katekol substrati tizerinde gosterdigi tespit edilmistir.

Genel olarak saflastirilan PPO enzimi pH 4 ile 9 arasinda ve notral pH’larda
yiiksek aktivitelere sahip oldugu belirlenmistir. Enzimatik kararmanin
onlenmesinde iirliniin pH’sinin  bu araliklarm disinda tutulmasi PPO

enziminden kaynaklanan kararmay1 6nemli 6l¢iide engelleyecegi soylenebilir.

NPPO enziminin kinetik sabitleri (Ky ve Vimax) optimum pH ve sicaklikta
katekol, gallik asit ve pirogallol substratlar1 kullanilarak aktiviteleri belirlendi.
1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak her bir substrat icin Lineweaver-Burk

grafikleri ¢izildi.

Saflagtirilan enzim iizerinde en kuvvetli inhibitorlerin askorbik asit ve sodyum

azid, en zayif inhibitoriin ise siilfosalisilik asit oldugu bulunmustur.
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