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OZET

YENILEBiLiR MANTAR TURLER iNDEN POLIFENOL
OKSIDAZ ENZiMiNIiN SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTER iZASYONU

NURCAN DEDEGGLU
Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal
(Yuksek Lisans Tezi/ Tez Damanlari: Yrd. Dog. Dr. Ozen OZENSOY GULER)
Balikesir, 2009

Bu calsmada, enzimatik kararmaya neden olan polifenol daksi(PPO)
ekstrakte edildi ve amonyum silfat coktirmesi, lityse Sepharose 4B-L-tirozin-

paraaminobenzoik asid afinite kolonu ile sstilaldi.

Enzim kayng@ olarak Lactarius salmonicolors ve Agaricus bisporus
mantarlari kullanildi. Safiairilan enzimler icin SDS-PAGE de tek bir bant elde
edildi. Lactarius salmonicolor PPO (LsPPO) enziminin molekugidigl 36 kDa,
Agaricus bisporus PPO (AbPPO) enziminin molekulgi@igi 50 kDa civarinda

gozlemlenmytir.

Katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlakullanilarak, PPO
enziminin optimum pH ve sicaklik gerleri belirlendi. LsPPO enziminin kullanilan

uc farkli substrat icin optimum pH ve sicakllamrasiyla pH 6.0-7.5 ve 0-2%C



arasinda d#stigi bulunmutur. Bu de&erler AbPPO enzimi igin ise pH 7.5-8.0 ve
20-30°C arasinda dgstigi bulunmutur.

Lactarius salmonicolor ve Agaricus bisporus PPO enzimlerinin optimum pH
ve sicaklikta katekol, 4-metil katekol ve pirogalkubstratlari icin K ve Viyax
degerleri Linewear-Burk yontemi ile bulunmgtur. Vma! Ky deSerlerine gore
LsPPO enzimi icin en uygun substratin 4-metil katelAbPPO enzimi icin ise

pirogallol oldysu bulunmutur.

Glutatyon, L-sistein, p-aminobenzen sulfanamid, abkz asit, 2-merkapto
etanol, siyrincis asit ve L-tirozin’ in AbPPO veRBO aktivitesi tizerine inhibisyon

etkisi katekol substrati kullanilarak etkisi inaadie

Kinetik calsmalar 2-merkapto etanol, L-sistein, siyrincis asizalik asit,
glutatyon ve p-aminobenzen silfanamidin LsPPO emamunkompetetif inhibiord

iken, L-tirozin kompetitif inhibitdrt oldgunu gosternsir.

Kinetik calsmalara gore 2-merkapto etanol, L-sistein, siyrirasg ve L-
tirozinn, AbPPO enziminin unkompetetif inhibitoriken, p-aminobenzen

sulfanamid kawik tipli ve okzalik asit ise kompetitif inhibitoriia.

ANAHTAR SOZCUKLER: Lactarius salmonicolor; Agaricus bisporus;

polifenol oksidaz; afinite kromatografisi; inhib@y;, optimum pH ve sicaklik.



ABSTRACT

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
POLYPHENOL OXIDASE FROM EDIBLE MUSHROOMS

NURCAN DEDEGLU
Balikesir University, Institute of Science, Depagtmh of Chemistry
(MASTER. Thesis / Supervisor: Yrd. Do¢.Dr. Ozen OFOY GULER)
Balikesir, 2009

In this study polyphenol oxidase (PPO) which lemdandesirable enzymatic
browning was extracted and purified through ammnisulphate precipitation,

dialysis and Sepharose 4B-L-tyrosin-paraaminobeaciat affinity column.

Lactarius volemus and Agaricus bisporus mushrooms are used as enzyme
sources. The purified enzymes were migrated asgéesband on SDS-PAGE. The
molecular weight of théactarius salmonicolor PPO (LsPPO) enzyme aAdaricus
bisporus PPO (AbPPO) enzyme were estimated respectivelynar 36 kDa and 50
kDa.

Optimum pH and temperature values of PPO enzymedetsmined using
catechol, 4-methylcatechol and pyrogallol as sabstr The optimum pH and
temperature values of LsPPO for the used threstisibs ranged between the pH
6.0-7.5 and 25-6C. In the case of AbPPO, pH 7.5-8.0 and 20°GOvalues were

obtained.



The Ky and Vhax values ofLactarius salmonicolor and Agaricus bisporus
PPO towards catechol, 4-methylcatechol and pyrobaNere determined by
Lineweaver Burk method. The valueg,MKyv showed that LsPPO has the greatest
reactivity towards 4-metil catechol and AbPPO Haes greatest reactivity towards

pyrogallol among the substrates used.

Effects of some classical PPO inhibitors of glutatle, L-Cysteine, p-
aminobenzene sulfonamide, oxalic acid, 2-mercapb@an®l, syringic aci and L-

tyrosine were investigated on the activity of AbP&#hg as a catechol substrate.

The kinetic analysis showed that 2-mercapto ethdnoystein, syringic asid,
oxalic acid, glutathione and p-aminobenzene sutlfoda were uncompetitive
inhibitors of LsPPPO while L-tyrosine was actechaompetitive inhibitor of LsPPO

enzyme.

According to kinetic results, 2-merkapto etanolcystein, syringic acid
and L-tyrosine were uncompetitive inhibitor of AbPPenzyme while p-
aminobenzene sulfanamide was the mixed type obitaniand oxalic acid was as a

competitive inhibitor of AbPPO enzyme.

KEY WORDS: Lactarius salmonicolor; Agaricus bisporus, polyphenol
oxidase; affinity chromatography; inhibition; optimm pH and temperature.
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1. GIRiS

Kolay elde edilebilirii ve yikek besin deerleriyle mantarlar yillardan beri
onemli bir besin olarak tiketilmektedir. Mantantatbesin olarak tuketilmesinin
yaninda kaliteli ve ucuz olmasi nedeniyle potarispyelifenol oksidaz kayna
olarak endustrinin bir cok alaninda kullangdbilinmektedir [1]. Ozellikle gida
endustrisinde enzimatik kararmaya sebep olmasinmgdepolifenol oksidaz enzimi
gida teknologlarinin dikkatlerini Gzerine ¢cekmie enzimatik kararmanin énlenmesi
amaclyla Uzerinde bir cok cagha yapiimgtir. Enzimatik kararma, meyve ve
sebzelerin depolanmasi esnasinda carpma, kesmgk kalgma ve dilimleme gibi
mekanik zedelenmeler sonucu polifenol oksidaz emimhavadaki oksijen ile
temas! sonucu meydana gelen, meyve ve sebzenimdengembeden mavimsi-
siyaha kadar farkli tonlarda meydana gelen rerisaeine sebep olarak meyve ve
sebzenin gorinimund, tadint ve besleyicigadmi bozan bir oksidasyon
reaksiyonudur. Bir cok meyve ve sebze urunleringeenk dgismeleri bir dereceye
kadar istenir, ancak @¢a kez istenilen seviyede durdurulamaz. Bu durum is
tuketicinin istemedii bir durum olmakla birlikte Gretici i¢in ise blylkr ekonomik
problem olmaktadir. Bu nedenle enzimatik kararmandnlenmesi ve
sinirlandiriilmasi amaci ile PPO enziminin nitelikiézerinde ¢ok cesitli arastirmalar
yuruttlmektedir [2].

Polifenol oksidaz enzimi bir cok meyve ve sebzdaddunan ve bitkinin
hastaliklara kar direncinin artmasina neden olan bir metalo enzimdGida
endustrisindeki  6nemi ise, enzimatik kararmaya nedeolmasindan
kaynaklanmaktadir. Kararmadan sorumlu tutulanf@adl oksidaz enzimi, meyve
ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik diklerin oksidasyonunu
katalizleyerek, onlari o-kinonlara yukseltger venlamn polimerizasyonu sonucu
esmerlgmeyi yapan kahverengi melanin pigmentlerininsalmuna yol agmaktadir
[3]. Renk bozulmalari enzimatik vel/veya enzimatidmayan kimyasal

reaksiyonlardan kaynaklanmaktadir. Enzimatik kagicin PPO, bunun etkilegli



polifenolik substratlar ve oksijenin bir araya geleri gerekir. Enzimatik kararma
bu U¢ maddeden birinin ortadan kaldiriimasi ileddwuualabilir veya azaltilabilir.
Meyve ve sebzeleringslenmesi sirasinda oksijenin varlikacinilmazdir. Ayrica
batin bitkilerin belirli oranlarda fenolik maddeeigligi bilinmektedir. Bu bilgikleri
uzaklgtirmak kesinlikle pratik daldir. Enzimatik kararmanin 6nlenmesinde en
gecerli yontem PPO aktivitesinin kontrol edilmesidBu nedenle enzim aktivitesine

etki eden parametrelerin ¢ok iyi bilinmesi gerekneeli.

1.1. Mantarlar Hakkinda Genel Bilgi

Mantarlar cok eski zamandan beri bilinmekte olupk gsitli alanlarda
insanlga faydal olmglardir. Fakat mantarlarin hakiki yapilari ve buigekilleri
hakkindaki bilgiler, ancak 17. asirda mikroskobumsfigle elde edilmeye
baslanmstir.

Mantarlar ¢cok eski zamanlardan beri bilinen bir ibeslmasina kain
yetistiricili ginin ilk kez 16. ylzyilda Fransa’'da yapilmaysslaadigl pek ¢ok kaynak
tarafindan bildiriimektedir. Bgdangicta mevsime Igh olarak agikta yegtiriimeye
baslanan mantar 19. yuzyilin blarinda ta ocaklari, mgara ve tinel gibi sicaklik ve
nemin oldukca diuzenli olgu kapali alanlarda ilkel yontemlerle Uretiktmi. 20.
yuzyilin doku kultirinden misel Uretiminin gercekidglmesi yeni tekniklerin
gelismesiyle mantar bu amagla kurulgpnudzel gletmelerde yettiriimeye
baslanmstir [4,5].

Karbohidrat sentezi bakimindan ototrofik ve hefigtr@rganizmalar olaak

ikiye ayrilan bitkiler aleminde mantarlar hetetkofirganizma grubunda yer alirlar.

Frutifikasyon organi veya mantar meyvesi olarak inbit sapka

Basidiomycetesinifinda BasidiokarpAscomycetesinifinda Askokarp adini alir [6].

Sekil 1.1'de bir mantarin ana boélimleri gosterilmegkt. Mantarlarin toprak
altt kismini miseller, toprak Ustl kismini isgpka olgturur. Toprak alti kismini

olusturan miseller bitkilerdeki kokler gibi ortamdan ste besin maddelerinin



alinarak bgka noktalara nakli gérevini ustlenirler. Ancak,kgék bitkilerde toprak
Ustd kismini olgturan plumula ve toprak alti kismini gluran radikula tohumda
hemen hemen ani anda @ltken mantarda Uretim birimi olan spor ¢imlenméssi i
once miseller ve daha sonra misellerdapka olgmaktadir. Mantarlarda sap veya
sapka yeterince besin maddesi toplayarak belli loktada ygunlasan sekonder
misellerden meydana gelir. ¥mlasan sekonder misellere tersiyer misel adi verilir.
Basidokarp’in olgumu sirasinda sap kismindaki hicrelerin iggrducleus sayisi
yirmiye kada cikar. Esas olarak Basidokarp’'in i@pihif adi verilen tipseklinde
iplikciklerdir. Hucre ¢eperinin yapisindaghaa kitin, seltloz, lignin ve ger bazi
organic bilgikler bulunur. Hicre c¢eperinin bgeni, hicrenin yaina ve cevre
kosullarina, sicakfia, ortamin pH’sina gore farklihk gdsterir.  Hudrenici
protoplazma ile doludur. Renksiz ve saydam olaplazma lipidik grandller ve
cubukseklinde olgumlar icerir. Vakuoller hiicrenin gaz aherisini diizenler, hem
de stoplazmanin artiklarini barindirir [6].
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Sekil 1.1 Olgunlamis bir mantarin ana bolumleri




Hifler u¢ kisimdan geden ve lateral dallanma yetefige sahip olan tek
diziden ibaret ipliklerdir. Hif baylumesi, hicre Iidmesi ile gercekkgr. Hifler,
cevre kagullarinin surekli vegetative buydme icin uygun @lu donemlerde,
dallanmg veya dallanmarngi olarak besin ortaminda tek tek goruldrler. Uygun
degisiklikler meydana geldiinde hifler kimelgerek daha sonra meyveyi gluracak
olan misel ipliklerini meydana getirir. Misel igleri Gzerinde olgan kuguk
moddller de gefiereksapkayl meydana getirir [6].

Mantarlarin alt kisminda gencken pembe, daha seraizerinde tadig
sporlarin olgungarak renk dgistirmesi nedeniyle koyu kahve rengi renk alan
lamellar bulunur. Mantarinsapka kisminda, lamellar Uzerinde bulunan
basidiosporlar olguniga ulginca dg@aya yayilirlar. Bu sporlar uygun bir ortam

buldusunda ¢imlenerek mantari glurmaya bglar [6].

Mantarlar sadece gunluk diyette gdeayrica gizel aomalari ve tatlar
sebebiyle bir luks olarak c¢ok eski zamanlardan bersanlar tarafindan
tuketilmektedir..Ortalama %92 oraninda su icerere tmantarin esas olarak besin
degeri acisindan d@er sebzelerden pek bir farki yoktur. (Cizelge Nenilebilen
mantarlarin protein, y¥a karbohidrat, mineral ve vitamin bakimindargeeri iyi,
tadi hg ve sindirimi kolaydir. Hatta mantarlarin protegerigi acisindan et kadar
degerli olduguna inanilir. Yapilan analizler sonuncundaa kittizmtarlarinin sahip
olduklari protein, et ve bainkine nazaran cok kuguk fakat bir cok sebzeninkine
nazaran yuksek olgu tespit edilmjtir. Ayrica mantarlarin ihtiva ettikleri ga
karbohidrat, mineral ve vitamin gerleri de sebzelerle mukayese edilebilecek

seviyededir [6].

Mantar proteininin hazmolma geri %72-83 arasindadir. Meyve ve
sebzelerle kiyaslanginda, iyi bir lisin, arginin, histidin ve treoniragnasidir. Insan
beslenmesi icin gerekli tim amino asitleri icermesramen ttriptofan seviyesi
kismen dguktar. Ayrica mantar brom, mangan, c¢inko, sodyulor, bakir, demir,
potasyum, fosfor, kalsiyum, riboflavin, nikotinilksia ve folik asit gibi mineral ve

vitaminler acgisindan da zengindir. [6].



Cizelge 1.1. Mantar ve bazi gida maddelerinin @zdik Gzerinden ylzde
olarak besin maddeleri icgri[6].

m:clj(jjaesi Su Protein Yag Karbohidrat Mineraller Cal/100gr
Mantar 92 3.5 0.3 40.5 1.0 25
Ispanak 93 2.2 0.3 1.0 1.9 15
Kuskonmaz | 95 1.8 0.1 2.7 0.6 20
Patates 75 2.0 0.1 21.0 1.1 85
Sat 87 3.5 3.7 4.8 0.7 62
Et 68 18.5 13.3 0.5 0.5 189

Mantarlar mikemmel bir folik asit kaypalirlar. Folik asit yetersiziinden
ileri gelen aneminin tedavisinde mantar iceren digtili olmaktadir. Yapilan
argtirmalara gore mantar kandakeker seviyesini djiirmektedir. Mantarlar
Uzerinde yapilan denemeler kolesterolUsiotiici Ozellgi ile kalp ve dammar

hastaliklarinda da diyet olarak kullanilabilecekiegostermgtir [6].

Mantarlar geleneksel bir ilag olarak yan etkilerderak olmasi nedeniyle
c¢esitli hastaliklar 6nlemek ve iyikgirmek icin gerekli bilgiklerin kaynai olarak
onemi gun gectikce artmaktadir. gab Urlnler arasinda mantar, kolayca ve bol
miktarda elde edilebilmesi ayrica ucuz olmasi nadenklinik calismalarda en
potansiyel aday olarak goriulmektedir. Mantar plijiantibiyotikler gunimizde
bakteriyel enfeksiyonlar icin kullaniimaktadir. aA&nrmalar antifungal
karbohidratlar yoluyla mantarin antikansegdsi, 6zellikle akger kanserine etkisi
Uzerine yg@unlasmistir. Mantarlari, ¢gtli kabilelerin ¢cok eskiden beri tedavi edici
olarak kullanmalari, tibbi potansiyellerinin 6neminortaya koymg ve
arggtirmacilarin gorglerini modern tibbi potansiyelleri Gzerindemlastirmalarina
sebep olmgtur.  Mantarlar herbal tedavinin uygulapditoplumlarda dier
mantarlarla veya otlarla katirilarak onlarin biyoaktifiini arttirici/azaltici veya yan

etkilerini dnleyici olarak kullanilngiardir [5.7].



1.1.1 Lactarius salmonicoloMakromantarinin Morfolojik Ozellikleri

Yenilebilir, sapkall bir mantar olanLactarius salmonicolor, mantarlar
aleminin Homobasidiomycetae sinifl, Russulalesniakin Russulacea ailesine aittir
(Sekil 1.2). Cam gaclarinin asidik topraklarinda, cayirliklarda, Apaida yaprakli
aga¢c ormanlarinda ilkbahar ve sonbahardgnyarlardan sonra gorulir. Sapka
blayukligti 5-15 cm kadardir. Mantar gencken ortasi hafggk&ur, kenari iceri
kivriktir, blyudikce ortasi daha da cuksal@k hemen hemen hugekline doner.
Renk turuncudur, acgik saridan erik sarisina ka@grsid Kenarda 1 milimetre
genglikte halka halinde acik parlak saridir ve belidim Genel gorungle turuncu
ve saridan ibaret halkalidir. Lamellerslaagicta kirmizimtirak sari beyaz daha
sonra acik portakal rengi tonundadir. Sapgraldivrimli sekil alir. Sap Uzerinde
birazcik devam eder. Sap, 3-65 cm boyunda 08-25 katmhginda silindir
seklindedir. Renk bakimindan portakal sarisi, dgrknda kirmizimtirak sari beyaz,
yukari kismindasarap kirmizisi turuncudur. Sapin etli kismi kirrpembedir ve
koparildginda turuncu renkte bir sivi ¢ikarir. Genckendglguludur daha sonra
sapkaya kadar olan alt kisimdashdludur. Etli kisim kirmizimtirak sari beyaz
renkli meyve kokulu ve yungak stinger gibidir. Spor izi parlak kirmizimtiradris
tuncg rengindedir [8, 9].

Sekil 1.2 Lactarius salmonicolo[10]



Ekim ve kasim aylarinda geurlardan sonra ortaya ¢ikan bu mantar halk
arasinda melki ya da kanlica mantari olarak adtdmd Turkiye'de yerel halk bu
mantari toplaylp pazarlarda satarlar, ayrica butanagsitli Avrupa Ulkelerine de
ihrac edilir. Turkiye'nin kuzey ve guney bélgelen 6zellikle iklim ve vejetasyonu
yabani mantarlar igin uygundur [11-12].

Lactarius salmonicolor Kuzey Amerikahil€, Avustralya, Yeni Zelanda,
Kibris ve Avrupa’nin bir cok kisminda ygtektedir. Italyan, Polonyall,
Ukraynalilar ve dier bati Avrupalilarin sonbahar graurlarindan sonra mantar
toplamak i¢in seyehat ettikleri bilinmektedir [13].

1.1.2 Agaricus bisporusMakromantarinin Morfolojik Ozellikleri

Agaricus bisporusnantarlar aleminin Homobasidiomycetes sinifi Acglas
takiminin Agaricaceae ailesine aittgekil 1.3). Turkiye'de en ¢ok bilinen ve Kultur
mantari olarak adlandirilan bir mantar tirtdur.ortébello mantari olarak bilinen
bliyluk mantarlar aslindAgaricus bisporusin erginlemis halidir. Ticari olarak
pastorizasyon sieminden gegcirilmi kompost Uzerinde vyatirilir. ~ Kompost
icerisinde sap-saman artiklari, at gibresgday sap! bulunmaktadir.

Sekil 1.3 Agaricus bisporugKultir mantari)[14]
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Dogada binlerce ¢t mantar mevcuttur. Bu mantarlarin her biri tig v
cesitlerine gore cok farkli Ozelliklere sahiptir. Mamlarda gorilen farkl
Ozelliklerin  kimileri gbzle gorunir derecede buyUkgimileri gozle
gorinmeyecek kadar kucuktir; bazi 6zellikler iseak csitli deneyler sonucu
ortaya cikarilabilirler. Bu 6zelliklerin belirlenesi “Mikoloji” (Mantar Bilimi)
denilen bilim dalinin gérev alanindadir. Mikolog{®antar Bilimciler) her bir
mantarin bu 6zelliklerini belirleyebilmek icin bazgillarini harcarlar. Dgada
zehirli mantarlar ile zehirsiz mantarlar bir araglatismektedir.Mantarlarin
yenilebilir olup olmadiklari mikologlar gindaki kkiler tarafindan genellikle
gorunim ve basit deneysel sonuclara dayanir. By senu 6limle bile
sonuclanabilecek durumlar yaratir. Cunku,mantarlamenilebilirligini esas
belirleyen dgerlendirmeler bunlarin ¢ok daha otesindekigatéendirmeler

olabilir.

Kaltar mantarlari ise, ¢#li seleksiyon (secim) ¢caimalari sonucunda elde
edilirler.  Zehirli olmadgl kesinlikle ortaya cikarilan turler daha sonra

laboratuar ortaminda galtilirlar.

1.1.3 Mantarlar veinsan S&lig

Mantarlarin binyesinde az miktard&ker ve y& bulunmaktadir. Bu
nedenle diyetik yemekler icerisinde mantarin ayriyieri vardir. 100 g taze
mantar yenildii zaman ancak 20-40 kalori vermektedir. Bu da flmyiak
isteyen kgiler icin mantarlari ideal bir gida nitglne sokmaktadir. [Zer
taraftan mantarlar kalp ve damar hastaliklari bafulksiler icin de tavsiye

edilen yiyecektir

Mantarlarda bulunan protein miktar tir vesigene gore dgismekle birlikte
ortalama olarak 100 g mantarda 3-8 g'dir. Bu pni¢ein ortalama % 70’i
sindirilebilir niteliktedir. Boylece yenilen 100 mantarin yaklgk 2-5 g’ protein



olarak vicuda alinir. Mantarlardan alinan pro&inicutta depolanmaz, gunlik
harcanirlar.

Hayvansal gidalarda ortalama % 8-15 arasindaiprbtédunmaktadir. Bu
proteinlerin ortalama % 30-40'1 sindirilir; yani pigen 100 g hayvansal gidadan
alinan protein miktari yakjgk 3-8 g kadardir. Bu proteinlerin fazlasi vicutta
depolanmaya B#ayarak amonoasitler biciminde damar c¢eperindekibiri Bu
Ozellikle erkeklerde gorilen kalp-damar hastalikler nedenlerinden biridir.
Kalp damar hastaliklarina sahip silker icin hayvansal gidalarin alinmasi
sakincahdir. Mantarlardaki protein miktari haysah yiyeceklerdeki protein
miktarindan biraz az da olsa,vicutta birikme riskhamasindan dolay! tercih
nedeni olmalidir.  Bunlarin yaninda, mantarlardgkoteinlerde insanlarin
beslenmesi icin gerekli tim amonoasitler de buluttadhr. TUm bu sebeplerden

dolayr mantarlar sgu gimiz agisindan énemli besinlerdir.

1.2 Enzimatik Kararma

Meyve ve sebzelerin depolanmasi esnasinda ve @almsame, kabuk soyma,
dilimleme gibi mekanik zedelenmeler sonucu bazikresesismeleri ortaya
citkmaktadir.  Pembeden, mavimsi-siyaha kadar olarklif tondaki bu renk
desismelerinekararmadenir. Polifenol oksidaz enzimi, meyve ve selhzide/aygin
olarak bulunan fenolik bikgklerin oksidasyonunu katalizleyerek, onlari o-kihera
yukseltger ve bunlarin polimerizasyonu sonucu ekxraeyi yapan kahverengi
melanin pigmentlerinin okumuna yol agmaktadir [3€kil 1.4).



HO

CH
o e T
/ COOH
/ CH-

Y

CH— COOH HO

HO HZN/ H,N
Tirozin
QQO 3,4-Dihidroksifenil alanin (Dopa)
HO
h CH, >
—— COOH
o~ CH—— COOH H '\\'
HzN/
Dopakinon Lokodopakrom
Q
—— COOH >
N \
| H "\1
H
5,6-Dihidroksiindol
O/ [‘\1
H
Indol 5,6 kinon Melanin

Sekil 1.4 Melanin Pigmentlerinin Ojum Mekanizmasi [3]
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Meyve sularinin ve dondurukreebze ve meyvelerin endistriyel amacla
hazirlanmalari sirasinda ortaya ¢ikan bu tir rgak&r kaliteyi dgurerek, trindn
pazar dgerini de azaltir. Ayrica karides, istakoz ve yenggbi kabuklu deniz
hayvanlarinin hazirlanmalari ve depo edilmelerasnda kabukta meydana gelen
ezilmeler sonucu, polifenol oksidaz enziminin si{e ortaya cikan melanozis
sonucu olgan siyah renkli lekeler Grandn ghkyini disdrtr [15]. Esmerlgme

reaksiyonuna yol acan sebepler ¢ grup altindatopaktadir;

* Enzimlerin sebep oldiu esmerlgme reaksiyonlari.
* Enzimatik olmayan oksidatif esmegtaeler.

e Maillard reaksiyonu sonucu alan esmerlgneler.

Bu reaksiyonlar icinde en yaygin olarak rasttamazimatik esmeriene
reaksiyonlaridir. Enzimatik esmeyiee sebze, meyve ve tahillardagdb olarak
bulunan polifenol oksidaz enziminin sebep @awbir oksidasyon reaksiyonudur.
Normal sartlarda enzim hucre icerisinde oksijenden temab#zhalde bulunur.
Fakat, meyve veya sebze kegildyada zedelendi zaman enzim hicre gdna
clkarak molekller oksijen vaginda bazi fenolik bilgklerle reaksiyona girerek
renkli bilesikleri olusturur [16-17].

Enzimatik karamanin olabilmesi icin polifenol sidkaz enzimi, bunun
etkiledigi polifenolik madde ve molekiler oksijenin bir asatulunmalari gerekir.
Ayrica sicaklik, pH gibi enzim aktivitesini diretarak etkileyersartlarin uygun bir
seviyede olmasi gerekir. Enzimatik esmgrle fenolik madde, molekuler oksijen ve
polifenol oksidaz enziminden birinin ortadan kaldnas! ile durdurulur veya
azaltilabilir. Ayrica bu tir esmesgime reaksiyonlari is1 inaktivasyonu, substratlarin
uzaklgtiriimasi, sodyum sulfit ve askorbik asit ilavesitamin pH’sinin dgiiriimesi

veya yuksek basing uygulanmasi ile 6énlenebilir [15]

Enzimatik kararmanin ilk samasi o-kinonlarin olymasidir. o-kinonlar ise o-
dihidroksifenol tnitesi iceren her gefenolik maddelerden olunaktadir. Enzimatik
esmerlgme reaksiyonlarinin substrati esas olaca#tihidroksifenol grubu iceren

bilesiklerdir. Ancak bu her zaman zorunlugldir. Nitekim bazi fenolik maddeler,

11



iki asamadao-kinona okside olabilmektedirler. Birincis@mada, monohidroksi
fenollere hidroksil gruplari kganarak o-dihidroksifenoller olgmakta, ikinci

asamada ise bunlarkinonlara donémektedirler.

Enzimatik kararma reaksiyonlarinda gu ilk kilit madde olaro-kinonlar,
renksiz bilgiklerdir ve bizzat herhangi bir renk bozunmasindareolmazlar. Ancak
olusan o-kinon ve tirevlerinden daha sonra dimerlersotuve nihayet bunlar daha
blyuk molekillii bilgiklere polimerize olurlar. Iste, renk bozulmalarinin esas

nedeni, esmer renkli olan bu polimerlerdir [19-20].

Diger enzimatik esmerene reaksiyon turl ise, fenolik bgiglerden tlremy
kinonlarin, serbest amino asit ve proteinlerle egpodimerleri olgturmasidir $ekil 1.5)
[19]. Patateste ve kazein iceren kikrbesinlerde, okside olmklorojenik asidin kazein

ile olan reaksiyonlari, bu tirden reaksiyonlardir.

12



OH

Fenol R \ / OH

Monofenolaz

OH

Difenolaz
R OH

o-difenol

= Kahverengi Pigment
[

stilfhudril o : 5
bilesikleri R'NH (amino asit)
OH 0
-2H /
R OH R OH— R 0
N
R"SH R'NH 2

Renksiz

Sekil 1.5 Kinonlarin serbest amino asitlerle polimasyonu [19]

1.3 Polifenol Oksidaz (PPO) EnziminiBiyokimyasi

1.3.1 PPO’nun Adlandiriimasi

Polifenol oksidaz (E.C.1.14.18.1) ngapda kofaktor olarak bakir iceren
oksido reduktaz sinifina ait bifonksiyonel bir endir.  Molekuler oksijen
varliginda iki reaksiyonu katalizler; monofenollerin detiollere hidroksilasyonu
(kresolaz aktivitesi) veo-fenollerin o-kinonlara oksidasyonu (katekolaz aktivitesi)

3].
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Enzimin sistematik adi; monofenol,ddpa: oksijen oksido rediktaz
seklindedir. Bunun dinda enzimin katalizledi substrata gore az kullanilan adlari
da vardir. Bunlardan bazilari, tirozinaz, krespléanolaz, monofenol oksidaz,
difenol oksidaz,o-difenolaz, katekol oksidaz, pirokatekol oksidanpd oksidaz,
monofenol monooksidaz-difenol oksido rediktaz, difenol oksidaz ve klozagk
oksidaz’dir [20].

1.3.2 PPO’nun Tabiattaki Dgulimi

PPO enzimi ilk olarak 1856 yilinda hBenbein tarafindan yemeklik
mantarlarda bulunngtur [21]. Bundan sonra, bazi turuncgiller harigkgok meyve

ve sebzede PPO enzimi belirlesme karakterize edilngiir [3].

PPO diada yaygin olarak bulunur. Bitkiler aleminde buhasinin yani
sira mikroorganizmalarda 6zellikle funguslarda,Ild@yvansal organlarda ve ayrica
kabuklu deniz hayvanlarinda da bol olarak bulunanebzimdir. Buna ek olarak
bazi toprak turlerinde glikoz oksidaz gibi oksidadliiktaz enzimlerinin yani sira PPO
enzimininde varfil ve aktivitesi bildirilmektedir [22-24]. Farkl itkilerin PPO
icerigi tire ve bitkinin yettirilis bicimine gobre dgsmektedir. Hatta, ayni
organizmanin farkli organlarinda bile farkli karstik 6zellik gosterebilmektedir.
Bir cok sebze ve meyvenin icerisinde; zeytinledrellikle katekol substrati Gizerine,
en yuksek PPO aktivitesine sahip didubulunmgtur [25]. Enzimin bitki
hiicrelerindeki lokalizasyonu bitkinin turine, sy@a; meyve ve sebzelerde ise

olgunluga balidir [26-39].

1.3.3 PPO’nun Katalizledgi Reaksiyonlar ve Mekanizmalari

Uluslararasi Biyokimya Derg@éne basli enzim komisyonu tarafindan
yapilan siniflandirmada, butin PPO’larin, yikseitge-indirgenme reaksiyonlrini
katalizledikleri icin, birinci sinif enzim olduklabelirlenmitir. Bu siniflandirmaya
gore yapisinda bakir iceren PPO enzimi molekulesij@k varlginda birbirinden
tamamen farkh iki aktivite gostermektedir. Bumlan biri, monofenollerino-

difenollereo-hidroksillenme reaksiyonudur (E.C.1.14.18.1) veienn bu aktivitesi,
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monofenolaz veya kresolaz aktivitesi olarak biliniDigeri ise, o-difenollerin o-
kinonlara oksidasyonuyla sonuglanan reaksiyondu€.(E10.3.2) ve enzimin bu
aktivitesi de difenolaz veya katekolaz aktivitekrak bilinir (Sekil 1.6 vesekil1.7)
[40-45].

OH OH

OH

Monofenolaz

(Tirosinaz)
CH, CHy
NH,——CH——COOH
NH, CH ——COOH
Tirosin 3,4-dihidroksifenilalanin

(L-DOPA)

Sekil 1.6 Monofenolleriro-hidroksilasyonu (Monofenolaz aktivitesi)

OH O

OH O

Difenolaz
(Katekolaz)

CH, CH,

NH,—— CH—— COOH
NH,—— CH—— COOH

3,4-dihidroksifenilalanin

(L-DOPA) Dopakinon

Sekil 1.7.o-difenollerino-kinonlara oksidasyonu (Difenolaz aktivitesi)
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Farkli kaynaklardan elde edilen enzim ekstraktlariher iki aktiviteye
farkll oranlarda sahip olgw bildiriimektedir [46]. Patates, elmaeker pancari
yapral, bakla ve mantar gibi bir cok PPO ekstraktlam Ik aktiviteye de sahip
iken, cay yapra, tutin, hint kirazi, muz, armut ve kiraz PPO emerinin mono
hidroksi fenollere etki etmegii bildirilmektedir [31].

PPO enzimi katalizineskin reaksiyon Vamos-Vigyazo tarafindagagdaki
gibi verilmistir  (Sekil 1.8) [38]. Monofenollerin hidroksilasyonu sgmu olyan
dihidroksi fenoller, yine PPO enzimi tarafindantdtalenen bir reaksiyonda o-
kinonlara dongtarialtr. Olgan kinon birimleri kendiiinden birbirleriyle, protein
ve indirgenseker gibi bitki icerikleriyle kondense olarak karaya sebep olan

yuksek molekudl girhikl polimerleri olustururlar [31].

OH OH
o -
N + + 6 5 ©; . + +H,0
CH, CHs
Katekol p-kresol o-benzokinon  4-metilkatekol

Sekil 1.8 Vamos-Vigyazo tarafindan dnerilen PPOirarizatalizi [38].

Kimyasal ve spektroskopik ¢catnalar, PPO’nun binikleer bakir kompleksi iceren bir
aktif bolgeye sahip oldiunu gosterngtir. PPO’nun merkezi, Tip3 bakir merkezi
olarak bilinmektedir. Bakir atomunu merkezde bullar sirasiyla “met” (Em),
“deoksi” (Ed), “oksi” (Eo) halleridir [40-44]. E, Cu" -Cu*? aktif bolgeli
mepolifenol oksidazdir. E Cu™ - Cu"* aktif bélgeli PPO’nun indirgenmihalidir.

Eo; Cu™-0,% Cu' aktif bolgeliokspolifenol oksidazdir.
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Sekil 1.9 PPO’nun bakir merkezleri

PPO’nun aktif bolgesindeki bakir atomlarinin g ldea bulunmasi
monofenollerin hidroksilasyonu ve ghn o-dihidroksi fenollerin oksidasyonunu

iceren reaksiyon mekanizmalari icin bir yapisal eled/ol agnytir.

Ilk olarak, monofenolik substrat,,Eh aksiyal pozisyonundaki iki bakir
atomundan birine koordine olur [47]. Ucggen biprdnaira bilgigindeki yeniden
dizenleme; peroksit vasitasiyla monofenolun hidlaggonuna su cikina ve ED
kompleksinin olgumuna yol acar [48-49]. Ojan E,D kompleksi ya ED + 2H' -
En + D dengesini yerine getirerek katekolaz donguséndk adim olan serbest
difenolu verebilir yada aktif bolgeye fla difenolat ara bilgigi oksidasyona
ugrayarak bir kinon ve bir indirgengibintkleer bakir enzim bolgesi {Everir.
Eq'ye molekiler oksijen hdandiktan sonragksiPPO(E) tekrar rejenere edilir.
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PPO tarafindan katalizlenen monofenollerin hidilakgonu ve o-dihidroksi
fenollerin o-kinonlara oksidasyonu igin Wilcox, Solon ve arkadgar tarafindan

Onerilen reaksiyon mekanizmal&ekil 1.10 ve 1.11'de verilmektedir [50].
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Sekil 1.10 PPO’nun kresolaz aktivitesinin reaksiynekanizmasi[50].
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Sekil 1.11 PPO’nun katekolaz aktivitesinin reaksiynekanizmasi[50].



Thomas Klabunde ve arkagiar[51] Tip 3 bakir merkezli polifenol oksidaz
enziminin katalitik mekanizmasini anlamak amacnga(ll)-Cu(ll) yukseltgenme
bolgesinde Cu(l)-Cu(l) indirgenmiform ile feniltiyotire (PTU) inhibitor kompleksiyle
patates PPO enziminin ¢ boyutlu kristal yapidelirlemek amaciyla yaptiklari
calismada enzimin difenolaz aktivitesini de gostetterdir (Sekil 1.12 ve 1.13).

Sekil 1.12 Polifenol oksidaz’in Ribbon resmi (Karbatomu gri, nitrojen mavi, sulfir
atomlari sari renkle gosterilgtir.) [51]

PPO’nun(katekol oksidaz, tirosinaz) iki cekirdeklakir merkezi molekuler
oksijenin dort elektronunu suya indirgemesiyle katén oksidasyonunu katalizler
(Sekil 1.13). Onerilen biyokimyasal yol biyokimyasd#7,49], spektroskopik [52] ve
sunulan yapisal verilere dayanir. Buna gore ilgijek iki bakir iceren metal merkeze
baglanmak ic¢in indirgenmgi formdaki enzimde CuA’'ya g c¢Ozuclu molekuliyle yer
degistirir(sekil 1.13b,Sekill.13a'nin en Ustl). PPO’da Phe261 yan ziniciriotasyonu

iki bakir merkezini agar ve katekol substratiniglaamasina izin verir.
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Sekil 1.13 PPO i¢in biyokimyasal, spektroskopikyapisal verilere dayanan 6nerilen reaksiyon yaly.
U¢ basamaktgematik olarak gosterilen PPO tarafindan katalizteresmaksiyon yolu: yikseltgengiki

katekol molekili suya indirgenmiiki oksijen molekuliyle ciftlgir. PTU’nun b&lanmasi en altta
gosterilmitir. b-d, kristallografik analizlerden alinan ¢ reaksiyorsé@aginin t¢ boyutlu yapisi. PPO-

0, "CAT kompleksic'de e (inhibitér PTU’nun bglanmasi) rehber alinarak gosterititi [51]
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PPO ve feniltiyolrenin(PTU) inhibitor kompleksi nci bglanma modu
incelendginde§ekil 1.13e,Sekil 1.13a’in en alt kismi) CAT’Un ve oksijenin ayanda
baglanmasinin  mimkin ogu soylenebilir. PPO-PTU inhibitor kompleksine
dayanarak, tek-giibaglanma modeline goreSékil 1.13c,Sekil 1.13a’da Ustten ikinci)
CAT iki hidroksil grubundan birinin protonunu CuBiyererek bgandigi sdylenebilir.

Dimetal merkeze yakin bir ¢ozucu molekuiline hidnop&iyla basli Glu236
substratin deprotonasyonuna yardimci olmaktadlu2®® ve substratin ikinci koordine
olmams hidroksil grubu bir proton vererek su gikia veo-kinon ciksina sebep olur
Sekil 1.13d,Sekil 1.13a’nin alttan ikincisi)..

1.3.4 PPO’nun Substratlari

Sebze ve meyveler cokg#i fenolik bilesikler icerirler. Ancak bu bilgklerin
¢cok az bir kismi PPO enzimine substrat olabilmekte@olifenol bilgiklerinin enzim
katalizli reaksiyonlar sonucu sebze ve meyveleemd bozulmalarina sebep olmalarinin
yani sira, meyvelerin tatlarina da etkileri var@olifenol bilsikler, enzimatik olmayan
reaksiyonlarla da renk bozulmalarina sebep olurlBu bilesiklerden bazilari oldukca
kolay bir sekilde kendilginden otooksidasyona grarlar ve olgan bilsikler

polimerleserek koyu renkli makro molekulleri agitururlar [53-61].

PPO’nun meyve ve sebzelerdeki en 6nemiadlsubstratlari felavonoid tipi
fenollerle, basit fenollerdir. Bunlardan bazil&atekinler, sinamik asit esterleri, 3,4 -
dihidroksifenil alenin (DOPA), 3,4-dihidroksifenitilamin (dopamin) ve tirozindir.
Flavonoidlerin genel kimyasal yapisagidaki gibidir [62].
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o

Katekinler flavonoidlerin 3-hidroksi turevleridir Katekinler dgada (+)-
katekin ve onun stereoizomeri olan (-) -epikateierak bulunurlar. (+) -katekin ve (-)
-epikatekinin seyreltik sodyum karbonat c¢o6zeltigndsitiimasi ile katekin ve
epikatekinlerin diasteroizomerlerinin rasgmelde edilebilir. Katekinlerin kimyasal

yapisi aagidaki gibidir.

OH
OH

(+) - Katekin (R=H, R=0H)
(-)- Epikatekin  (ROH, R=H)
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PPO’nun en yaygin @al substrati sinamik asit esterlerinden klorogeasktir.

Klorogenik asidin yapisisagidaki gibidir.

HO
HO CH—CH—CO
o)
HO OH
COOH
OH

Klorogenik asidin kafeik asit (3,4-dihidroksi sm& asit) kisminin p-kumarik
asidin (4-hidroksi sinamik asit) PPO tarafindan rbkdilasyonu ile olgturdugu
bildirilmektedir [63].

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 )

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

pseudoklorogenik asit ve “ Band 510 ” izomerleriRl2O’nun substratlaridir [64].

Her bitkide bulunan tirozin ayni zamanda proteinlgapisini olgturan amino

asitlerden biridir. Dopamin (3,4-dihidroksifendtii amin) ve tirizonin PPO ile
hidroksilasyon sonucu ojan L-DOPA (3,4-dihidroksifenil alenin) bitki dokulada

mevcuttur.

Elma gibi bazi kaynaklardan elde edilen PPO, L-B@Pdehidrogenasyona

ugratmasina r@men, tirozine kan aktivite goéstermez, fakat p-kresolu hidroksi[les].

H H
H,N — C— COOH H,N — C_— COOH
CH, CH,
HO
H H
L- DOPA
L- tirozin ( 3,4- dihidroksifenil alanin)

26

NH,
CH,

CH,

Dopamin

(3,4-dihidroksifenil etilen



Dogal fenolik substratlarin her birinin sebze ve mealgresebep olduklar
enzimatik kararmaya katkilari fenollerin konsanymasina ve lokalizasyonuna ¢ia
oldugu kadar, farkli kinonlardan elde edilen makro mdlek pigmentlerin renk
siddetine de bgidir. Bazi meyve ve sebzelerde PPO’nun ana satbstitki
materyallerinde genelde gonlukla bulunmayan fenolik bij&klerdir [66-77].

Seker pancart PPO enzimi, tirozine gaaktivite gostermezken L-DOPA'yi
dehidrogenasyonagrtatmaktadir. Fakat ilging olagudur ki seker pancari dokularinda
kayda dger miktarda L-DOPA bulunmazken, oldukca fazla mméga tirozin
bulunmaktadir [47]. Bu da bazi eamacilar tarafindan 6ne surtl&APO enziminin
elde edildgi bitkilerde her zaman en iyi PPO substratlari huhiaz”’ tezini
desteklemektedir [30,67].

Substrat spesifikdi yalniz meyve ve sebzenin cinsine ghadegildir ayni
zamanda belli bir 6lclye kadar enzimin meyve veeeln ekstrakte edildi kismina ve
yetistirili sine bahdir.  Aktivitenin argtinldigi pH da substratin kullanilabiligini
etkiler [78-79].

1.3.5 PPO’nun Aktivatorleri

Enzimatik kararmanin 6énlenmesi ve PPO’nun inaklyoau Uzerine ¢ok fazla
yayin varken, enzimin aktivasyonu uzerine yapilahspalar ¢cok azdir. Bu durum
sUphesiz, ¢pu zaman, enzimin aktivasyonunun arzu edilmemesinden

kaynaklanmaktadir.

Elma kabgundan hazirlanan  mitokondrial enzim  preparasyonu
polivinilpirolidin (PVP) ile inaktive edildikten sora, sodyum dodesil sulfat (SDS) gibi
anyonik deterjanlarla tekrar aktive ediltmi [80]. SDS’nin farkli avakado turlerinden
hazirlanan ham ve kismen saflalmis ekstraktlardaki inaktif PPO’yu da aktive @tti
bildiriimektedir [81]. Uzim PPO’su kisa bir sure icin Ureye yada asidikya maruz

birakildiginda 4-10 kat arasinda daiinli olarak aktive olmaktadir. Yiksek iyonik
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siddetlerde, asitlerle aktivasyon daha yuksektiu dirum, kloroplastlarda ol@u gibi
kismen saflgtirimis enzim ekstraktlarinda da gorilmektedir.  Ure iifaktakla
PPO’sunu aktive eder ve ayni zamanda enzimin maoobé Uzerine olan etkisinde
artmaya sebep oluf82]. Ortama Cif iyonlarinin eklenmesi, turp PPO’sunun
aktivitesini arttirirken, benzer muamelenin pata®¥0’suna etkisi olmamaktadi®3-
84]. L-DOPA, PPO tarafindan katalizlenen adrenaliolksidatif dongtisini ve renkli
ara bilgiklerin olusumunu aktive eder. Tath patates dokularinda sathstin

indUkledigi aktivasyona da rastlangtir [85].

Farkli kaynaklardan elde edilen PPO’larin aktivagy sistematik olarak
calsmamasina ve belki de tam olarak adtaamasina rgmen, calgilan birkag 6rngin
blyluk kismi aktivasyon sirasinda proteinlerin komfasyonel dgisime usradgini

gostermektedif38].

PPO’nun aktif formu bakir igceren bir enzim monomier bir oligomeri gibidir
[86]. Aktivatorin roll, enzimi biyolojik aktiviteyi y@ne getirmek igin gerekli olan
polimerizasyon derecesine getirmektir. Bu durunsidgstratlarin etkisi veya prostetik

iyonun eklenmesi daha iyi agl&bilir.

Bu etki bitkideki enzim proteinin sentezinin arsnaa, dgal bir inhibitdrin
eliminasyonuna (buslem inhibitériin bir metal iyonu ile komplekst&ilmesi ile
gerceklatirilir), substratin yapisindaki veya hicre duvamngecirgeniindeki desisim
ile iligskilendirebilir [87].

1.3.6 PPO’nuiinhibitérleri ve Enzimatik Kararmanin Onlenmesi
Mantarlarin ve dier besinlerin olgunkanasi, depolanmasi vgeénmesi esnasinda,
enzimatik esmerkgneden kaynaklanan ciddi ekonomik kayiplar meydasldig icin,

enzimatik esmerkgnenin kontroll, besinsleme endustrisinde olduk¢ca onemli olup

argtirmacilar tarafindan da ilgi gérmektedir. PPQOakati esmerleme, sadece enzimin
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inaktive edilmesiyle d&l, ayni zamanda enzimatik reaksiyon igin gerellﬁnoo2 veya

fenolik substratin ikisinin ya da birinin ortamdazaklgtiriimasiyla da 6nlenebilir.
Ayrica enzimatik esmenene, enzimatik olarak ofturulan kinonik trlnlerin bloke
edilmesiyle ve enzimatik olmayan reaksiyonlarin egetold@gu renkli bilesiklerin

olusumunun engellenmesiyle 6nlenebilir [88].

PPO’nun bir ¢ok inhibitérd bilinmektedir ve gunindié esmerlgneyi 6nlemek
icin bu inhibitérlerden bazilari kullaniimaktadirKullanilan inhibitorler, besinlerde
enzimatik esmerkgneyi durdurabilen, yiyecek kalitesine etki etmeyea zehirli

olmayan maddeler olmalidir [89].

Sulfitler ¢ok kullanilan bir PPO inhibitoridir arkcasebze ve meyvelerin taze
olarak pazara sunulmasi, satilmasi ve servis yapilrdurumunda kullanimina izin
verilmez [88]. Silfitler, enzimatik ve enzimatikintayan esmerkgneleri Onler,
mikroorganizmalarin biyimelerini kontrol edegaaici ve oksitlenmeyi 6nleyici madde
olarak rol oynar. Ancak bunlarin yaninda sulfittkoiminin bazi dezavantajlari vardir.
Sulfitlerin, besinleri yikici 6zelfi yaninda bitki ve meyvelerde doku yugamasi ve
tatsizlik meydana getirgii bilinmektedir [90-92]. Yayinlanan bir ¢ok rapogére, bazi
insanlarin oOzellikle astim hastalarinin sulfit kikéerine kagl hassas olabilecekleri
belirtiimis ve bu ylzden dinyada silfit kullanimina ortak tlama getirilmg hatta
bircok gelsmis Ulkede de yasaklangtir [93]. Sdlfit katilmg besinlerin sgliga kasl
etkileri ve migterilerin taze ve dgal besinleri tercih etmelerindeki aitsulfit ajanlarina
alternatif baka etkili ajanlarin argiriimasina neden olmgtur. Bir inhibitdr olarak
Uzerinde en ¢ok ¢allan madde askorbik asittir. Ayrica sitrik asitrik-askorbik asit ve
benzoik-sorbik asit kagimlarinin uygulanmasi da minimum dizeydglenmis
patateslerde etkili sonuclar vegtii. Karides, elma ve patates icin 4-hekzilrezoosi
iyi bir enzimatik esmerkgme inhibitérudur [94-97]. PPO’nun birghr etkili inhibitoru
sisteindir. Sistein tarafindan PPO’nun inhibisyomunenzimin difenolaz aktivitesiyle

olusan o-kinonlarla sisteinin tiyol-konjugatlarini  agfturmasindan ileri geldi
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disindlmektedir. Ayrica sistein, alan o-kinonlari ilgili fenollerine indirgeyerek de
inhibisyon sglamis olur [98-99].

PPO, prostetik grup olarak bakir iceren bir metakom oldyu igin, siyandr,
karbon monoksit, sodyum dietil ditiyo karbamat (OW&), merkaptotiyazol,
dimerkaptopropanol, azid veya potasyum metil kdagita metalselatlayici reaktiflerle
inhibe edilebilir [100].

Polifenoller, dgada son derece yaygin olarak bulunan maddelerdibiveok
cicesin renginden de sorumlu olduklari i¢in bitki taniein olarak ta bilinirler. Bunlarin
bazilari kompleks bikgklerdir ve bitkilerin kok, kabuk ve yapraklarindaulunurlar.
Basit yapida bulunanlari ise @mlukla taze meyve, sebze ve cayda bulunurlar. 1 Baz
potansiyel PPO inhibitorleri; kompferol, kursetikykarinon ve kusnol gibi bircok
bitkiden izole edilen flavanoidlerdir [101-104]. uBgalsmalara gore flavanoidlerin
inhibisyon o6zellgi, aktif boélgedeki bakirlaselat olgturabilme yetengnden ileri

gelmektedir.

2-hidroksi-4-metoksi benzaldehid, sinnemaldehidis aaldehid, 3,4-dihidroksi
sinnamik asit, kumik asit gibi ¢ok sayida aldehwl tirevlerinin, PPO icin inhibitdr
madde olabilecekleri belirlengtir [105-107]. Aldehid grubu, sudlfhidril, amino ve
hidroksi gruplari gibi nukleofilik grup olmasi nedgle biyolojik 6neme sahiptir. Bu
sebeple inhibisyon etkisinin, enzimin primer amingruplariyla schiff bazi

olusturmasindan ileri geldi sdylenmektedir.

Ayrica, caitli sentetik orjinli PPO inhibitorleri de rapor éahisti. Bunlardan
bazilari antidepresif ila¢ olan kaptoril [(2S)-1+{8rkapto-2-metilpropionil)--prolin]
ve antitroid ilag olan methimazol (1-metil-2-merkaimidazol)’diir[108-109]. Hidrojen
peroksit, hidroksilamin, tioller ve aromatik karlsilk asidler gibi bir cok kimyasalin da
inhibitor olarak PPO aktivitesini kisitlayici 62gk sahip oldgu bilinmektedir [105].
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Mantar PPO’sunun benzoik asit ile inhibisyonu ¢ats olarak katekol
kullanildiginda yargmali inhibisyon, @ kullanildiginda ise yagmasiz inhibisyon olarak
bulunurken ayni enzimin ayni substratlarla siyaniel inhibisyonu ise sirasiyla
yarismasiz ve yasmall inhibisyonlar vermgtir. Bu durum enzim molekull tzerinde iki
farkli substrat bglama bdlgesinin vard ile agiklanabilir. Bu bdlgelerden birisi fenolik
substratlari iceren aromatik hilkler icin yiksek afiniteye sahip iken, g#ir bolge ise
oksijen ve metal Qdama fonksiyonlarindan sorumlu bakir ihtiva edesirkdir [110-
117].

Verilen bir inhibit6r icin, ayni orijinli izoenziterin K; deserleri farkli olabilir.
Polivinilpirolidin (PVP) gibi ¢6zinebilen polimendePPO’nun yagmali inhibitéridur
[112-113. Inhibisyon etkisi anyonik deterjanlarla ortadan kalabilir. Seker kamgl
PPO’sunun gigcli bir inhibitdri olan tiyoglikolat theenzim hem de substratlarla

reaksiyona giref114-117.

1.4 PPO’nun Saflgtiriimasi

PPO’nun en dnemli 6zelliklerinden biri, bitki ddkunda aktif olmayan bir halde
bulunabilme yetengdir. Ancak, asit-bazlar, Ure, poliaminler, anyonieterjanlar,
proteazlar ve ya asitleri tarafindan aktive edilebilege bildirilmistir [113-118].
Enzimin inaktif formunda izole edilebilmesi icin takasyonunu veya modifikasyonunu
Onlemek amaciyla, uygun fdlarda calgiimasi gereklidir. Bitkisel 6rneklerin, gok
aseton ile toz haline getirilmesi veya amonyumagtile ¢okturilmesi, boyle biglem
icin oldukca uygundur. Boyle biglemle elde edilen 6zltlerde, daha sonra Triton X-
114, Triton X-100 veya Tween-80 gibi iyonik olmayédir deterjan yardimiyla ve
sicaklikla induklenmi faza katilma tek@ olarak tanimlanan bigllemle olyturulan iki
fazdan, sulu fazda enzimin ¢6zingtielip diger bilesenlerden ayrilmasi genms olur
[119]. Bazi bitkisel 6zutlerden PPO iceren dokuldromojenizasyonu sirasinda, doku
hasarina b#iI olarak olgan ve fenolik bilgiklerin oksidasyonu ile ortaya cikan

esmerlgme reaksiyonlari dolayisiyla glan ve suda ¢ozunugi az olan pigmentler,
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islem sirasinda problem olabilir. Bu nedenlgiddsicakliklarda ¢cagmak, bu problemi
bir miktar azaltabilir ki sivi azot ortaminda boyé homojenizasyonsiemi, uygun

tampon c¢ozeltiler vainda gercekligirilebilir [119-120].

Aseton ile enzimin bitkisel 6zutlerden ¢oktirtlmds oldukga tercih edilen bir
yontemdir ve boyle birsiemle genellikle oldukca yiksek PPO aktivitesi esd@mistir.
Homojenizasyon c¢ozeltisinin pH gerinden enzimin aktivitesi etkilenebilegaden,
tampon c¢Ozeltinin se¢imi de enzimin izolasyonundeend tair. Bazi durumlarda,
homojenizasyon c¢dzeltisine, sgi indirgenme-yukseltgenme olaylarini dnlemek ve
bdylece enzim aktivitesini korumak amaci ile, iggin reaktifler ya da enzim
inhibitorleri katilabilir.  Sodyum azid, askorbiksig glutatyon, ditiyotreitol, sistein,
sodyum metabisilfit veya tiyolre gibisgi bilesikler bu amacla kullanilngtir [121].
PPO’nun bitki dokularindan izolasyonu sirasindaofi& bilesiklerin oksidasyonunun
ve dolayisiyla polimerkgnelerinin engellenmesi amaciyla, genellikle ortamafenolik
bilesikleri baglayip ortamdan uzakjarabilecek ve genelde polimerik yapida olan
polivinilpirrolidin, poliamit ve polikaprolaktam gi bir madde ilave edilir. Daha sonra
bu polimerik yapi, ortamdan uygun tamponlarla yikayoluyla uzaklgtirilarak, fenolik
oksidasyon engellengiolur. Bazi durumlarda da polietilen glikol bu tdksidasyon

islemlerini 6nlemek amaciyla kullaniimaktadir [122].

Homojenize edilen enzim oOzitlerinden PPO’nun safiémasi, genellikle
amonyum sulfat veya aseton ile ¢oktirmeyi takidenmatografik basamaklari igerir.
Bu kromatografik glemlerde santrifijlenip hazirlanan berrak c¢ozetdtietiliaminoetil
(DEAE)-Sephadex veya DEAE-sellloz gibi anyorgigericileri Gizerinde iyon dgisim
kromatografisi, Sephadex G-100 veya Sephadex G-8@6rinde jel filtrasyon
kromatografisi ve hidrofobik etkifgm kromatografisi glemlerine tabi tutulur [31].
Kromatografi sonrasinda, PPO iceren ellatlar dirler ve bazi durumda asetonla veya
amonyum silfatla c¢okturilerek PPO konsantre ediliBazi dokulardan PFO’nun
saflgtirlimasi icin bu kromatografik tekniklerden birieterli olurken, genellikle
kombinasyonlariseklinde kullanildginda, daha yuksek saflikta enzim sgtflaimasi

gerceklgtirilebilir.  Ornegin, fasulye PPO’su, DEAE-Sephacel iyon ggén
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kromatografisi, onu takiben fenil agaroz matrikszetine hidrofobik etkilgm
kromatografisi ve son olarak da Sephadex G-10Giljehsyon kromatografisi ile, ¢
basamakli kromatografik teknikler kullanilarak sstiiriimistir [123]. Gawlik-Dziki ve
arkadalar (2007) tarafindan, iki kromatografik teknikrasiyla kullanilarak, bir tar
marul PPO’su, DEAE-Sephadex A-50 iyongdém kromatografisi ve Sephadex G-100
jel filtrasyon kromatografisi teknikleriyle saffariimistir[124]. Bir tir mantar PFO’su
ise, DEAE-seluloz iyon dgsim kromatografisi ve onu takiben de hidroksiapatit
kromatografisi ile safiriimistir [125]. Ayrica, daha 6nce fenil Sepharose-CL-4B
hidrofobik etkilesim kromatografisiyle PPO, tek basamaktaitfiebitki kaynaklarindan
saflgtinimistir [126-129]. Cok kullanilan bir teknik olan jéltrasyon kromatografisi
ile de tek adimda PPO saflaama slemi, Chazarra ve arkaglar (2001) tarafindan bir
tir maruldan, Xu ve arkaglari (2004) tarafindan bir tir kestaneden ve Erat v
arkadalar (2006) tarafindaferula sp’den gercgeklgirilmi stirf130-132].

Afinite  kromatografisinin, biyolojik molekullerin saflsstirlimasinda ve
izolasyonunda gugcli bir teknik olgu ispatlanmgtir. 1953 yilinin bglarinda Lerman,
seliloza bglanmg mantar PPO’sunun fenolik ve substitue benzoik déievi
inhibitorlerinin etkili bir afinite absorbanlari abilecgini gostermgtir[133]. Daha
sonra, Gutteridge ve Robb (1973), mantar PPO’sugarsmali bir inhibitér olan 4-
amino benzoat't Sepharose-4B’ye glayarak, bu afinite adsorbantinin enzimin
saflgtirismasinda kullagl oldugunu gdsternstir [134]. Ayni donemlerde, O’Neill ve
arkadalar1 (1973), Sepharose-4B’ye, aminofenojiyan camlara ve p-amino benzil
seliloza fenolik, katekolik ve benzoil gruplarimglayarak, hangi adsorbantin mantar
PPO’suna spesifiklik gosteg@dni arastirmisglardir. Bu adsorbantlardan dopamin afinite
kolonlari ham enzim 6zutinden enzimiglzanayl baarmstir. Ancak bu kolonlar,

kendiliginden oksidasyonaguadgindan dolayi, tekrar tekrar kullanilamam135].
Kati desteklere @anms inhibitorler, fenolikler alkil gruplari ve antibddr ile

mantar PPO’sunun saflariimasi, bazi atdirmacilar tarafindan incelengnve olumliu
sonuclar elde edilngiir[136-138].
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Pathak ve arkagkari (1992) yaptiklari bir ¢cajmada, afinite kromatografisi
Uzerine aktivasyon metotlarinin etkisini gramislardir. Bu amacla, patates PPO’sunun
afinite kromatografisinde kullaniimak tzere, CNBrya divinilsulfon (DVS) ile aktive
edilmis Sepharose-4B’ye @mik uzanti kollari ve uzanti kollarina da ligand rala p-
aminobenzoik asit'in kdanmasiyla cgtli afinite jelleri hazirlanmgtir. Bu c¢alsma
neticesinde, CNBr ile aktive edilmi Sepharose-4B’ye p-aminobenzoik asit’in
baglanmasiyla olsturulan afinite jelinin, PPO adsorbsiyonunun yikseldusu
belirlenmitir [139].

Arslan ve calma ekibi (2004) tarafindan yapilan galada, Sepharose-4B,
CNBr ile aktiflestiriiden sonra, uzanti kolu olarak L-tirosin ve angakoluna da ligand
olarak p-aminobenzoik asit $ganmstir. Boylece, Sepharose-4B-L-tirosin-p-
aminobenzoik asit senteziyle hazirlanan afinitei jelllanilarak yapilan afinite
kromatografisi ile PPO, dut meyvelerinden, tek athrae 74 kat saffariimistir [140].

1.4.1 PPO’nun Homojenitesi ve Molekul &irh g1

Bir cok kaynaktan elde edilen PPO enziminin farkblekller yapilarda oldiw
bildiriimektedir. Bu yapilarin sayisi enzim kagnaa ve enzimin ekstraksiyonun da ve

saflgtirlmasinda uygulanan metotlaraghdir. Molekul yapilarinin farkli olgu;

» benzer alt birimlerin d&sik polimerizasyon derecelerinde biteelerine,
« farkh alt birimlerin deisik kombinasyonuna,
» tek bir proteinin konformasyonel gigimlerine, veya

* bahsedilen bu tg¢ ihtimalin kombinasyonuna atfe{i8g].

Muz ve seker kamgi kloroplastlarindan elde edilen PPO’lar oldukc¢asidki
molekdl kitlelerine (12000 ve 10000) sahip ikenpnegjde PPO monomerinin 30000
dalton civarinda molekil kitlesine sahip giduve bir bakir atomu ihtiva egii kabul
edilir [35].
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Farkli molekiler yapidaki enzimler substrat spksii, optimum pH, optimum
sicaklik ve inhibitorlere kar olan davramari bakimindan farkliliklar gosterebilirler.
Dehidrogenasyon ve hidroksilasyon aktivitelerinirkatékolaz:kresolaz) oranlari
Uzerinde cok detayli camalar vardir. Genel olarak, g&i yapilarin yalniz bir kismi
monofenollere etki eder. Hidroksilasyon aktivitesi dehidrogenasyon aktivitesine
oranla daha kararsiz olglw alkali pH sartlarinda, buyuk molekudl garlikh yapilar
hidroksilasyon aktivitelerinin gaunu kaybederler [66].

1.4.2 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

PPO aktivitesi substratin tikenme veya Urinursustu hizinin dlgilmesiyle
belirlenebilir. Enzimin reaksiyon inaktivasyonuséi zamanda o-dihidroksi fenollerin
oksidasyonunu yagkattigindan dolayi her iki metotda da, reaksiyonugldragic hizinin

Olcllmesine dikkat edilmelidir.

Substratin tikenme hizi, genel olarak, @bsorpsiyonu ya Warburg
respirometresi ile manometrik olarak ya da bir msielektrodu ile polarografik olarak
Olculur. Bu iki metotda ayni sonuclari vermez. nAyartlar altinda elde edilen ;O

absorpsiyon deerleri polarografik metotda daha yuksek ¢cikmaktfii1].

Uriiniin olgum hizi kinonlardan okan renkli bilgiklerin optik densitesinin
Olcimuyle spektrofotometrik olarak olculebilir. Bmetot oldukga basittir ve rutin

analizlerde kullantlr.

Katekol, pirogallol veya klorogenik asit gibi gl substratlar spektrofotometrik
metotlarda kullanilabilir [142]. Géli fenollerin oksidasyon Urilinlerinden gin renkli
bilesiklerin desisik dalga boylarinda maksimum absorpsiyon vermeteellikle alkali
pH’larda substratlarin otooksidasyongrayabilecg ve klorogenik asit gibi bazi
inhibitorlerin fazla miktarlarinin enzimin gaclirdnhibisyonuna sebep olabilegegtz

onunde tutulmahdir [142].
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Aktivite 6lcuimleri esnasinda PPO’nun reaksiyonktheasyonunu geciktirmek
icin, ¢esitli yontemler kullanilir. Reaksiyon karmi, enzim ve substratin yani sira,
olusan kinonlari hemen indirgeyen hidrokinon ve asHKorbsit gibi daha negatif
indirgenme-yukseltgenme potansiyeline sahip biravégha fazla bikgk icerir. Bundan
dolayi, bu reaktiflerin konsantrasyonlari sabitdk@l siirece, substratin katalitik miktari
yeterlidir. Sistemin indirgenme-yikseltgenme petgali polarografik olarak
Olculebilir. Bu prensibe dayanangdr uygulamalarda, reaksiyon kamina kolay
okside olabilen askorbik asit ilave edilir ve adkkrasidin maksimum absorpsiyon
verdigi 265 nm’deki konsantrasyonundaki azalma olculud3]Ll Askorbik asidin
tukenme hizi enzim aktivitesi ile direkt olarak mn&dir. Reaksiyon sistemindeki hizi
belirleyen adim kinom substrat transformasyonudur. Askorbik asit oksielae edilen
sonuclara tesir eder. Bu metodurgati bir uygulamasina goére, reaksiyon ortamina
eklenen belirli miktardaki askorbik asidin tamamirtilkenmesi i¢in gereken zaman
yerine, renkli kinon drunlerinin obwmu Olculir.  Bu kronometrik metot olarak

isimlendirilir.

Askorbik asit yerine 420 nm’de absorbans veren[F&CN)].3H.O
kullanilabilir.  Bu durumda, askorbik asidin mevoeti veya 265 nm’de absorbans
veren bitki materyalleri sonuca tesir etmez. Butaden dger avantajlari ise,
ferrosiyanurin ozellikle asidik boélgelerdeki pHgdgmlerine kagl askorbik aside gore
daha az hassas olmasi ve c¢Ozeltide de daha katanlasidir.  Ayni substrat
konsantrasyonu kullaniigh zaman, ferrosiyanir metodu askorbik asit pros@ugir

oranla yari yariya daha az hassastir [38].

Fenolik substratlarin ve reaksiyon urdnlerinin rirze yapilan gaz
kromotografisi cakmalari, kolayca okside olabilen materyaller kullavadginda
katekol substrati ile yuksek \Kdeserlerinin elde edildiini gostermstir [144]. Bu
calismalar, reaksiyonun Michaelis-Menten kirgatie uydigunu ve reaksiyon esnasinda

enzimin inaktivasyonagradigini gostermtir.
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Reaksiyon inaktivasyonunu onlemek icirsileprosedurler tasarlantir. Bu
prosedtrler reaksiyon kammindan kinonlarin uzak$arilmasina dayanir. 3-metil-2-
benzotiyazolon hidrazon hidroklorik kinonlarla ka@ams$asyon Urlnleri ojturur. Bu
drtnler daha sonra kloroform ile reaksiyon kamindan ekstrakte edilir ve organik fazin
absorpsiyonu 500 nm’de okunur. Kondansasyon uriite ekstraksiyonu yerine
asetonda c¢Ozulmesi daha hassas sonuglar vermeKté8ir Diger bir metotda ise her
bir tiyol molektli baina bir mol kinon tiketen ve renksiz ilder olusturan sari bir
bilesik olan 2-nitro-5-tiyobenzoik asit anyonu kullanilEnzim aktivitesi sari bikggin
412 nm’'deki absorbansindaki azalmasinin spektrofetok olarak 6lgilmesiyle takip
edilir [142].

1.5 Polifenol  Oksidaz’'in  Dgsada, Endistride, Tipta ve Sentez

Reaksiyonlarindaki Rolu

PPO’nun tabiattaki en o©onemli go6revi, bitkilerin alir veya mikrobiyal
enfeksiyonlara ve muhtemelen de ggék iklim sartlarina kapi direncinde rol

oynamasidir.

Bitkilerin enfeksiyonlara kar olan direnclerinde PPO’nun gorevi basitgeyle
aciklanabilir:  Enzim etkisi sonucu gan kinonlar, ikincil bir polimerizasyon
reaksiyonlari vererek, suda ct6zinmeyen, koyu repklimerler olgtururlar. Bu
polimerlerle doldurulan dokular, enfeksiyonun yayalkina kamn bariyer gorevi gorurler.
Bu olay, bazi ardirmacilar tarafindan PPO’nun ana fonksiyonu olarkbul
edilmektedir [38]. Membranlarin lipid i¢cginin azalmasi bu agidan énemlidir. Cunkda,
bu durum membranlarin gecirgenti etkileyebilir ve enzimin substratiyla temasini
kolaylsgtirarak bariyerlerin olgumunu arttirabilir.  Dier bir teoriye gore de,
polifenollerin oksidatif polimerizasyonunun ara diéri, enzimi inaktif edebilir veya

bazi kararsiz bitki enzimlerine ve virUslere glaaabilir [38]. PPO’nun o-
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dihidroksifenolleri oksidasyonuyla aolan kinonlar, triptofan ile reaksiyona girerek,
indolpirtivik asit Gzerinden, indol asetik asidi glururlar. Bundan dolayr PPO, bitki

blytme regilasyonunda rol alabilir [147].

PPO etkisiyle olgan kinonlar, humusfana ve enzimatik olmayan kararmaya yol
acan benzer reaksiyonlara katilabilir ve bundaraylotopra&in organik maddelerinin
uretimine katkida bulunabilir [22].

Fermente iceceklerin koku ve tadina PPO etkisgnest bir durum olabilir. Elma
suyu ve fermente armut suyu Uretiminde, galo olarak bulunan fenollerin
polimerizasyon ve kondanse olguoksidasyon Urlnleri c¢Oker ve filtrasyonla
uzaklgtinhr [103]. Uzum fenollerinden, lgaca katginler, enzim ile olgturulan
kinonlar, amino asitlerle reaksiyona girebilir vensiriin olarak ucucu aldehidleri

verirler.

Bazi un tdrlerinde bulunan yiksek PPO aktiviteskmek veya makarna
drtnlerinde kararmayl meydana getirir. Enzimatéak olgan kinonlarin, kazein gibi
proteinlerle reaksiyonu, makarna Urtnlerinin simdini ve lisin icergini azaltir [148].
Bu durum, besinlerin besleyici gerlerini etkileyebilir. Enzimatik renk ggsimi, pancar
ve seker kamginin islenmesi esnasinda son urtiniin rengine etki edepilgd®s olusan
polimerler, sekerin kristalizasyonunu da zogtaacagindan ve verimi diirecginden
dolay! da istenmeyen bir durumdur [66]. En istepemedurum ise, PPO tarafindan
olusturulan kinonlarin, dgitk indirgenme-yikseltgenme potansiyeline sahipsibileri
okside etmesidir ki bu biigler dihidroksifenollere indirgenmektedir. Bundadolay!
kinonlar, enzimin oksidatif etkisine yeni substredslamayi, reaksiyon drlnleriyle
inaktive oluncaya kadar veya indirgenme-yukseltgenmtansiyeline sahip bgi&ler
tikeninceye kadar devam ederler. Bu olay, askaabilin kinonlar tizerinde nasil bir
etki yaptgini ve bu bilgigin renk dgisimini nasil onledgini gostermektedir. Askorbik
asidin tamami tikeninceye kadar, kinonlar sireldrak indirgenir ve bdylece, kinonlar

birbirleriyle veya doéngiimsiz renkli polimerler okurabildikleri amino asit veya

proteinlerle reaksiyon veremez. Bundan dolayi, ireatik kararmanin okumu
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dokulardaki vitamin C’nin tamaminin bitni gosterir. Patlican, yne ve kirazda
goruldiglu gibi, antosiyaninler, PPO tarafindan giirulan kinonlar ile benzegekilde
bozundurulurlar. Askorbik asit, antosiyanin oksiasunu diguk indirgenme-

yukseltgenme potansiyeli ile engeller [38].

Tip ve endustri alanlarinda kullanilmak Uzere, PR@afindan sentezlenen
maddeler bilinmektedir ve 6zellikle, PPO, melaninsomunda godrev almasi nedeniyle
tibbi alanda dikkatleri Uzerine cekghii. Suda c¢Ozinmeyen heteropolimer yapidaki
melanin, 5,6-dihidroksiindol ve 5,6-dihidroksiind®lkarboksilik asit birimlerinden
olusur ve 0zellikle kozmetik sanayi tarafindan, ggineultraviyole sigindan korunmak
amaciyla Uretilir. Ayrica, ila¢ tutuklamada miydipeer olarak da bu melaninlerden
yararlaniimaktadir. Bundan $i&, bazi kanser tirlerinde, kanserli hiicrede tiasi
aktivitesinin oldukca arttt gézlemlenmy ve bu kanser turlerinin tedavisinde, enzimin
melanin sentezleme ozgjinden faydalaniimasi gindeme gejtimi[149]. Memelilerde
tirosinazin aktif bicimi, melanositler icerisindelbnan 6zellgmis sitoplazmik granuller
olan melanozomlarda bulunmaktadir. Tirosinazinshiostrati olan 4-hidroksianizolun,
farelerde Harding-Passey melanomasinin gerilemessbep oldgunu bildirmglerdir
[150].

Yapilan bir cagmada, PPO’nun biyosentetik bir reaksiyonda, enangr secici
bir rol oynadg bildirilmistir. Bu calsmada, PPO, sadece (+)-larreatrisini (+)-3

hidroksilarreatrisine hidroksillerken, enantiyomewolan (-)-3-hidroksilarreatrisine
hidroksilleyememgtir. Bu da PPO’nun yiksek substrat spesifitesiakigs oldgunu
gostermektedir [151].

PPO’'nun kullanildii bir baka Onemli alan ise Parkinson hagiadin
tedavisinde kullanilah-DOPA’nin dretimidir [152].

39



1.6. Calsmanin Amaci ve Pratik Onemi

Son yillarda endustri alaninda en 6nemli gpeéler, biyolojik sistemlerin
kullanildigi  kimyasal reaksiyonlarla #kili olmaktadir ve csitli reaksiyonlarda
kullanilabilecek organizmalara veya saf enzimledanotalep ve ihtiyac gittikce
artmaktadir. Enzim ya da enzim gruplarn tarafin#atalizlenen reaksiyonlar, genel
organik reaksiyonlarindan cok daha yuksek verindereaksiyon kagiminda ytksek
saflikta Urin olgumu seklinde meydana gelir. Enzimlerin biyokimyasal ltikkerinin
ortaya konmasi ile ¢ok gdli endistriyel kullanimlari mamkindidr. Bu sebepbazi
O0zel kimyasal maddelerin Uretiminde enzimlere kg daha fazla ihtiyag
duyulmaktadir. Enzim katalizli polimege reaksiyonlari ile elde edilen polimerler,
0zel kimyasal maddelerin dretiminde, enzimlerin derece spesifik oldiunu
gostermektedir.  Bazi fenol tlurevlerinin, polifeleoin, polianilinlerin, polifenol
oksidazlar [153] kullanilarak 1hmli reaksiyogartlari altinda yikseltgenme yoluyla

polimerlestirildikleri belirtilmi stir.

Dolayisiyla, PPO’lar veya benzeri reaksiyonlariakateyen enzimler bu acidan
son yillarda oldukca ilgi toplaglardir. Endistriyel acilardan gerlendirildiginde
sadece birka¢ oksidorediuktazgigeuygulamalarda kullaniimaktadir. Ancak bu térd
yeni enzimlerin saflgirilip karakterize edilmesi ile bazi yeni Griinfegnzimatik sentezi
mumkin olabilecektir. Bitkilerde bulunan bu tlrzenler, potansiyel kaynaklar olarak

ortaya ¢ikmaktadirlar.

Yoremizde yetien yabani makromantar PPO’larinin v@tlbu tirden ¢cagmalarin
daha kapsamli bisekilde yapilip, endustriyel uygulamalar icin kuligh olabilecegi
acisindan 6nem arz etmektedir. Bu kaynaklardan'|BR@Osaflgtiriimasi ile ¢eitli ve
yeni bazi polimerlerin veya @gkr kimyasal maddelerin sentezislemlerinde

kullanilabilirliklerinin argtiriimasi hiz kazanacaktir.

Bu calsmada ekonomik dneme sahip kiltir mant#&gdricus bisporus ve

yenilebilir yabani mantar L@ctarius volemu$ mantarlarindan PPO enzimlerinin
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sefaroz4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asid afinite ol ile saflatirimasi planlannstir.
Elde edilen saf PPO enzimlerinin kinetik ve elefdretik 6zelliklerinin incelenmesi

amaclanmgtir. Bu amacla gagidaki hedefler belirlenngtir;

» Afinite jelinin sentezi,

e Agaricus bisporuwe Lactarius salmonicolomantarlarindan bu afinite jeli ile PPO
enzimlerinin saflgtiriimasi,

» Sodyum dodesil silfat (SDS) elektroforezi ile PP@imlerinin yaklaik molekul
agirliklarinin tespit edilmesi,

» Calilan her bir substrat icin optimum pH ve sicaklrkigbelirlenmesi,

* Belirlenen optimumsartlarda enzimin substratlarina olan ilgisinin sardmasi ve
bu ilginin biyokimyasal ifadesi olanyKve Viax degerlerinin bulunmasi,

* Enzimin farkli inhibitorlere kan ilgisinin aratirilmasi ve bu amacla inhibisyon

turdndn tespiti ve Ksabitlerinin ve 4o degerlerinin bulunmasi.

Bdylece endustrinin farkli alanlarinda enzimin bdieesi ve kullanimini
artttirmak icin  yenilebilir ~mantarlardan polifenoloksidaz enzimi  afinite
kromatografisiyle ilk defa saf§airiimis olacaktir.

Besinlerdeki enzimatik esmeglee olaylarinin ortaya konmasi, hem insan
beslenmesi hem de @&k acisindan besinlerdeki esmeareenin etkilerini anlamak ve
¢cozumler bulmak acisindan oldukca 6nemlidir. Bugiae, yoremizde yegen ve
tiketilebilen bu mantar, tiketilmenin yaninda bindéstriyel 6neme de sahip
olabilecektir. Bu kaynaklardan @anan oOzutten PPO enziminin saflalmasi ve
kapsamh karakterizasyonu ile bunun sonucunda etdden PPO aktivitesinin
inhibisyonu verilerinin, benzegekilde dger endustriyel PPO kaynaklarina adapte
edilmesiyle, hem istenmeyen esmgmeden kaynaklanan ekonomik kayiplar azalgylmi
veya Onlenmi hem de besin gerini kaybetmeksizin Grinlerin raf dmra arttirigmi
olacaktir.
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Buna gore, yukarida da ayrintili bgekilde belirtildigi gibi, yapilan bu
calsmayla, yeni enzim kaynaklari denenerek endustrihtiya¢ duydgu yeni ve
potansiyel PPO’larin safiairiilmasi ve elde edilen bu enzim icin optimum gah
sartlarinin belirlenmesi, bhilgiler dahilinde, ¢gitli alanlarda
enzimin kullanilmasi amaciyla, endustriyel veyanfakolojik dneme sahip yuksek
saflikta bazi organik bijgklerin sentezi ve bazi polimerizasyon reaksiyoimar

gerceklatiriimesi, gibi farkli uygulamalar icin kaynaksdl edecektir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 MATERYALLER

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel cagmalarda kullanilan, Sepharose-4B, p- aminobenzaik, .-
tirozin, standart serum albumin, N,N,N,N’ tetrartedtiendiamin (TEMED), -
merkaptoetanol, akrilamid/bisakrilamid sollisyonuilfemilamid, trisma base, trisma
hidroklorik asit, pirogallol, 4-metil katekol, katel, siyanojen bromir, diyaliz torbalari
Sigma Chemical Comp’den; sodyum hidroksit, sodydantik, amonyum sulfat, glisin,
fosforik asit, etil alkol, hidroklorik asit, sodyumzotir, sodyum bikarbonat, sodyum
bifosfat, askorbik asit, polietilenglikol (PEG), distein, glutatyon, okzalik asit, syringic
asit, sulfosalisilik asit, etilen glikol, Merck A!@en ;, amonyum persulfat, SDS,
bromtimol mavisi, gliserol, Coomassie brillant blGe250, Coomassie brillant blue R-
250 Fine Chemical’dan gkandL

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu calgmada aagidaki alet ve cihazlardan yararlaniktni.

Saosutmall santrifiij: Hettich zentrifugen, EBA-12R

pH metre: Orion- model 920A

UV-Spektrofotometre: CARY 1E, UV-Visible Spectrogbmeter-VARIAN
Manyetik karstirici: IKA Combimag RCO

Peristaltik Pompa: Pharmacia Fine Chemicals

Kronometre: Hanhard, Elektronisch Digital Stoppuhr
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Terazi: Libror, AEG-220 (Shimadzu)

Otomatik pipetler: Fischer

Homojenize Edici: Ev tipi blender

Elektroforez tanki: Hoefer, HSI

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

Etuv: Elektromag

Calkalayici: Clifton

Sabit sicaklik sirktlatori: Techne-Tempette Juiiier8J
Vortex: Fisons Whirli Mixer

2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Deneysel ¢cajmalarda kullaniimak Uzergagidaki ¢ozeltiler hazirlandi.
1) Ekstraksiyon tamponu: %0.5 PEG, 10 mM askorbik asit, pH: 7.3, 0.5 M dbsf
tamponuy 8.7 gr (0.05 mol) KHPQO,, 0.5 gr polietilen glikol(PEG), 0.176 gr (0.001 ino
askorbik asit 80 mL saf suda ¢ozuldi. 1 M HCI il 7.3’e kadar pH metre yardimiyla

titre edildi. C6zelti daha sonra saf suyla 100 n&_.tgmamlandi.

2) Amonyum silfat ¢oktirmesi sonucunda olgan cokel&in ¢ozeltiye alindgl ve
diyalizin yapildigi tampon: 5 mM fosfat tamponu, pH: 6.3.87 gr ( 0.005 mol)
KoHPO, 950 ml saf suda ¢ozildiu. 1 M HCI ile pH 6.3’e &adtre edildi ve saf suyla

1000 mL’'ye tamamlandi.

3) Afinite jeli sentezinde kullanilan tamponlar: 0.1 M NaHCQ, pH: 10.0 tamponu
8.401 gr (0.1 mol) NaHC©950 mL destile suda ¢dzulerek, 1 N NaOH ile pH®I0la

getirildi ve son hacim destile su ile 1 L'ye tamammd.
0.2 M NaHCQ, pH: 8.8 tamponu8.401 gr (0.1 mol) NaHC9450 mL destile suda

cozilerek, 1 N NaOH ile pH’sI 8.8’e getirildi verstnacim destile su ile 500 mL'ye
tamamlandi.
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0.01 M NaHPO,, pH: 6.0 tamponul.42 gr (0.01 mol) N&PO, 950 mL destile suda
cozilerek, 1 N NaOH ile pH'si 6.0’a getirildi ve rsdhacim destile su ile 1 Lt'ye
tamamlandi.

4) Afinite jelinin dengelenmesi ve yikanmasi icin kuknilan tamponlar:0.05 M fosfat
tamponu, pH: 5.003.55 gr (0.025 mol) N&PO, 450 mL destile su icinde ¢ozilerek
pH’si 5.00’a getirilerek son hacmi destile su i@5nL’ye tamamlandi.

5) Afinite kromatografisinde jele baglanmis PPO enziminin  elusyonu igin
kullanilan ¢o6zelti: 0.05 M NaHPO4/1 M NaCl, pH: 7.00 fosfat tamponu8.55 gr
(0.025 mol) NgHPO, ve 29.25 gr (0.5 mol) NaCl 450 mL destile su igingbzulerek

pH’si1 7.00’a getirilerek son hacmi destile su i@5nL’ye tamamlandi.

6) Substrat Cozeltileri: Her bir substrat c¢ozeltisi 10 mL, 0.1 M olaca&kilde
hazirlandi. Bu amagcla 0.11 gr (1xLenol) katekol, 0.124 gr (1xIDmol) 4-metil
katekol ve 0.126 gr (1xTOmol) pirogallol alinarak her biri ayri ayri sondia 10 mL

olacaksekilde destile su ile ¢ozundurulduler.

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

standart serum albumin 25 mL saf suda ¢6zuldu.
9) Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ozelt i:

Cizelge 2.1. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlglan

Cozelti Adi Icerik / Hazirlany

Lowry Protein Tayin

Lowry A 0,1 N NaOH icinde % 2 (wh
Na CO,

Tablo 3'in devami Lowry | % 1 (w/v) bakir silfat ve % 2 (wh
sodyum potasyum tartarat (1:1)

Lowry C 50 mL Lowry A + 1 mL Lowry B

Lowry D 1 hacim folin belirteci : 2 hacim s
su
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10) Stok inhibitor ¢ozeltileri: inhibisyon caymalarinda kullanilan inhibitor gozeltileri
Cizelge 2.1'de belirtilen miktar ve konsantrasyedéhazirlandi.

Cizelge 2.2inhibisyon caymalarinda kullanilan stok inhibitor ¢ozeltileriniazirlangi
(Son hacim 10mL).

Stok
Mol cozeltinin Inhibitorin
Inhibitor Miktar(gr) |sayisi(mol)| konsantras-| ¢dzUndigl ortam
yonu(M)
Okzalik asit 1x1d 0.01 Su
Siyringis asit 0.19817 1x10* 0.01 aseton
L-tirozin 0.090 1x10 0.01 pH:10 0.1 M
NaHCG; tamponu
L-sistein 0.121 1x16 0.01 pH:8.5, 1 M Tris
tamponu
Glutatyon 0.1536 1x1H 0.01 Su
B-merkaptoetanol 70puL 1x10* 0.01 Su
Siilfanamid 0.172 1x1D 0.01 pH:8.5, 1 M Tris
tamponu
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11) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu

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

12) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan yuritme tamporu:

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

Destile su ile son hacim 1L’ye tamamlanir.

13) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve ygma jellerinin hazirlanisi:

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel kamlarinin hazirlar

kullanilan miktarlar1 Cizelge 2.2'de verilmektedir.

14) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme @zeltisi:
0.66 gr Coomassie brillant blue R-250, 120 mL mel@da ¢cozuldl. Bu ¢ozeltiye 24 mL

saf asetik asit ve 120 mL destile su ilave edildi.

15) SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk agma ¢o4ési: % 7.5 asetik asit, %

5 metanol ve % 87.5 mL destile icermektedir. Bu glm&5 mL asetik asit ve 50 mL

metanol, 875 mL saf su ile kgtirildi.
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Cizelge 2.3 SDS-PAGE elektroforezinde kullanil@inkarsimlarinin miktarlari.

Son hacim destile su ile 10 mL"

tamamlanir.

Ayirma Jeli Yigma Jeli
% 10 % 3
Akril amid/Bis (% 30)
Akril amid 15 gr
Bis 0.4 qr 16.65 mL 2.6 mL
Son hacim destile su ile 50 mL"
tamamlanir.
Destile su 20.1 mL 12.2 mL
1.5 M Tris-HCI (pH:8.8)
Tris-HCI 11.82 gr
pH:8.8 oluncaya kadar 0.1 M NaQH  12.5mL _
ilave edilerek son hacim destile sulile
50 mL’ye tamamlanir.
0.5 M Tris-HCI (pH:6.8)
Tris-HCI 3.94 gr
pH:6.8 oluncaya kadar 0.1 M NaQH _ 5mL
ilave edilerek son hacim destile sujile
50 mL’ye tamamlanir.
% 10'luk SDS
SDS 1gr
Son hacim destile su ile 10 mL" 0.5mL 200pL
tamamlanir.
TEMED 25 L 20 L
% 10’luk amonyum persulfat
Amonyum persdulfat 1gr 750 pL 400 pL

48




2.2 YONTEMLER
2.2.1 Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan mantarlardamactarius salmonicoloBalikesir'in ¢cevre
koylerinden,Agaricus bisporusse Balikesir Kartopu Kultlir Mantar Yetiricili gi'nden
Uedildi. Ham ekstrakt hazirlanmasi amaciyla, 5Gngntar 100 mL ( % 0.5 polietilen
glikol ve 10 mM askorbik asit ihtiva eden ) 0.5 pH: 7.30, fosfat tamponu iginde ev
tipi blender ile 2 dakika sureyle homojenize edildHomojenat iki kat tulbentten
sizuldi. Slzlnth 20000xg'de +4°C’de yarim saaegér santrifij edildi.  Bitki
duvarlarini ve selllozik lifli kismi iceren ¢okelakildi. Elde edilen sipernatant ham

ekstrakt olarak kullanildi.
2.2.2Amonyum Sdulfatla Coktirme
Amonyum silfatla ¢oktirme,slemleri %0-80 arasinda doygunlukta yapildi.

Cokturme glemleri sirasinda kullanilacak kati amonyum sutiéktarlar gagida verilen

formdlle tespit edildi.

L77xXVX(S- &)
r =
YH,s0; 3.54-$,

V : siipernatant hacmi
S; - L'in kesriseklinde mevcut amonyum sulfat doyguglu

S - L'in kesriseklinde istenilen amonyum sulfat doyguglu

Cokturmesleminde kullanilacak kati amonyum sulfat miktarikgudaki
formule gore tespit edildi. Amonyum sulfat ¢okti@sn sirasinda ham ekstrakta kati
(NH),SO, yavas yavg azar azar katildi, her ilave sonrasinda daha dwmatdan
(NH)2.SOf in ¢oziinmig olmasina dikkat edildi. Kati amonyum silfat ka@akindan
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sonra %80 doygunfia getirilen suspansiyon 20000xg’'de 1 saat suregfutmall
santrifijle santrifijlendi. Tum ekstrakt ekilde santrifij edildikten sonra tiplerin
Uzerindeki sivi kisimlar atildi. QGlan ¢okelek ise, 5 mM fosfat tamponunun (pH: 6.3)

¢Ozilinebildgi en az miktarinda ¢ozuldu.

2.2.3 Diyaliz

Amonyum sulfat ¢oktirmesi sonucu elde edilen mnzozeltisi diyaliz
torbasina (Sigma Diagnostics, dialysis sacks) yanildi. Enzimin icinde bulundgu
tampona (5 mM fosfat tamponu, pH: 6.3) k&-4 defa dgistiriimek suretiyle 24 saat

sureyle diyaliz edildi.

2.2.4 PPO Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflastiriimasi

PPO enziminin safi@irilmasi icin uygulanan metodlardan biriside dni
kromatografisidir.  Afinite kromatografisi, bir gié adsorpsiyon kromatografisi olup
saflgtiriimasi istenen molekil veya biyolojik tGnitenimatriks adi verilen ¢ézinmeyen
bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize eu§l bir baglanma bilgigine
(ligand) spesifik ve tersinir g#andgi bir tekniktir. Bu sayede, ¢ok zor, yorucu ve baz
hallerde imkansiz olan bir cok ayirmgemleri kisa zamanda gercefieekte ve yiksek
bir verimle binlerce defa safiariimis bilesikler elde edilmektedir [154].

2.2.4.1 Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Afinite jeli, Arslan ve ¢cakma ekibinin sentezlegii yonteme gore sentezlendi. Bu
yonteme gore afinite jeli, ¢ézinmeyen bir kolon ol olan Sepharose-4B matriksi
Uzerinde hazirlandi[140]. Sepharose-4B’nin serk@kt gruplarinin modifikasyonu igin
genel olarak CNBr kullanilg icin bu calgmada da, Sepharose-4B CNBr ile
aktiflestirildikten sonra, matriksin uzanti kolunu eturmak Uzere tirosinle kovalent
olarak modifiye edildi.p-aminobenzoik asit, Polifenol oksidaz (PPO) enzimspesifik

bir inhibitoru olup, afinite jelinin yapisina giedt s6z konusu enzimin yuksek oranda
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saflgtirimasinda bgariyla kullanildgi icin, ligand olarak secildi. Bu Bemda, uzanti
kolu olan tirosine, enzimi spesifik olarak gia@yan ligand kismini okturmak Uzere,
diazolanmy p-aminobenzoik asidin [ganmasi gercekigirildi. Boylece elde edilen jel,
afinite kromatografisinde kolon dolgu maddesi dar&ullanilarak, Lactarius

salmonicolorve Agaricus bisporugan PPO’nun saflgiriimasi sleminde kullanildi.
2.2.4.1.1 Sepharose-4B’nin CNBr ile Aktiflgtirilmesi ve L-Tirosin Baglanmasi

Bir beher icerisinde 10 mL Sepharose-4B’ye saflavei edilerek iyice yikandi ve
cokmesi icin bekletildi. Coktikten sonra Usttekil kisim dekante edildi. Sepharose-
4B stispansyonungithacimde saf su ilave edildi. Bir ¢ceker ocaknde, kagmakta
olan bu suspansiyona, 4 g CNBr kati olarak ilaviddede bir pH metre yardimiyla
stspansiyonun pH’st 4 M NaOH ile hemen 11.0’a gitar CNBr tamamen reaksiyona
girene kadar (yakiak 30 dakika) pH 11.0'da tutuldu ve reaksiyon tarferdginda
pHnin 11.0'da sabit kalgh gortldid. Cok miktarda kicik buz parcalari stispama
katilldi ve kagim bir buchner hunisine yeslgrilen mavi banttan sizuldi. Mavi bant
Uzerinde kalan kalinti, 250 mL 0.1 M pH 10.0 olapgik NaHCO3 tamponuyla

yikanarak suzuldikten sonra bir beher icerisinadali20 mL’sinde 10 md_-tirosin

iceren 0.1 M konsantrasyonda ve pH’si 10.0 olagulsd\laHCO3 tamponundan ilave

edilerek, yavgca karstirilan bu sispansiyondan, g@nma verimlilgini belirlemek
amaclyla, her 15 dakikada bir, icinde jel bulunnmayatteki sivi kisimdan 0.2 mL 6rnek
alindi ve 1 M NaOH c¢o6zeltisi ile 20 mL'ye tamamla@a294 nm’de absorbansgigmi
izlendi. 90. dakikadan sonra absorbansta dnemlfdskiilik olmadgi icin, bglanma
reaksiyonu 90 dakika olarak belirlendi. Boyldcéirosinin, CNBr ile aktiflgtirilmis
olan Sepharose-4B matriksinegtenms oldugu belirlendi. Bundan sonra siispansiyon,
16 saat 4°C’de bekletildi. Bu sire sonunda suspamsbir buchner hunisine
yerlestirilen mavi bant tGizerine alinarak, stzintisi 280de absorbans vermeyinceye
kadar bol saf su ile yikandi. Bodylece reaksiyonamgyen L-tirosin tamamen
uzaklatirilmis oldu. Mavi bant Uzerinde kalan kati kisim, 100 &2 M NaHC(%
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tamponuyla da yikanarak ayni tamponun 40 mL’sigcihindl. Boylece, sentezlenen

sepharose-4B-tirosin, ligandin bglanmasi igin hazir hale getirildi [140]

2.2.4.1.21L -Tirosinle Modifiye Edilen Sepharose-4B’yep-aminobenzoik Asidin

Baglanmasi

25 mg p-aminobenzoik asit, bir buz banyosundaggalan 10 mL 1 M HCI

icerisinde ¢Ozuldu ve buz banyosunda birakildi. rTKﬁNaNC%, yine buz banyosunda

sogutulan 5 mL saf su igerisinde ¢ozllenglaminobenzoik asit ¢ozeltisi tzerine damla
damla ilave edildi. Buz banyosunda 10 dakika HLékle reaksiyon sonunda,
diazolanmy halde Dbulunanp-aminobenzoik asit, 40 mL sepharosed48rosin
suspansiyonuna ilave edildi. 4 M NaOH ile pH 9.8ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat
oda sicakiginda kargtirildi. Daha sonra buchner hunisine ysiitden mavi bant
Uzerine alinarak, 6nce 1 L saf su ile ve ardinda@ &L 0.01 M pH 6.0 szidPO4

tamponuyla yikandi ve ayni tamponda muhafaza ejdifti].
Sepharose-4B’'nin CNBr ile aktif§griimesi, L-tirosin ile modifiye edilmesi vep-

aminobenzoik asitin Eanmasi ile ilgili reaksiyonlasekil 2.1'de verilmgtir:
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Sekil 2.1 Sepharose-4B’nin modifikasyon basamaklari.

2.2.4.2 Enzim Cozeltisinin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enzimin Elisyonu

Hazirlanan afinite jeli 1x10 cm bdgmndaki bir kolona paketlenerek 0.05 M

fosfat tamponu (pH: 5.0) ile, Ustten ilave edilea alttan toplanan tamponun pH
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deserleri birbirleriyle @it oluncaya kadar yikanarak dengelemelaadi. Diyaliz
sonrasi elde edilen enzim ¢ozeltisi kolona tatliltde ve yine 0.05 M fosfat tamponu
(pH: 5.0) ile yikandi ve 2’er mL halinde tupleranali. Bdylece polifenol oksidazin
blayuk kismi afinite jeline tutunmuve dger safsizliklar uzakiis oldu. Toplanan
tuplerde 280 nm’de protein ve 420 nm'de enzim\atieitayini yapildi. Daha sonra
0,05 M pH=7,00 NgHPO, /1 M NaCl tamponu ile enzim elisyonu yapildi ver3ieL
halinde tuplerde fraksiyonlandi. Eluatlarda Lownetoduyla kantitatif, 280 nm’de

kalitatif protein ve 420 nm’de enzim aktivite tayyapildi.

2.2.5 Sodyum Dodesil Silfat Poliakrilamid Jel Elekbforezi (SDS-PAGE)

ile Enzim Saflginin Kontrolii

Lactarius salmonicolor ve Agaricus bisporus PPO enzimlerinin afinite
kromatografisi ile saflgirilmasindan sonra iki farkli akrilamid konsanyrasunda;
yigma jeli % 3, ayirma jeli % 10 konsantrasyonlarimdiacak sekilde kesikli sodyum
dodesil sulfat jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemea#rafindan belirtilen yontemle

yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildb}].

Bu amacla elektroforez cam plakalari dnce su, ascetil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastilaolusturucusu yerlgtirilerek iki
cam plaka birbiri Gzerine konuldu ve kiskaglarldturularak jel hazirlama cihazina
konuldu. Cizelge 2.2'de belirtilgi Sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina
ustten 2-3 cm kalana kadar enjektorle dokdldi. igerisinde hava kabatgi
kalmamasina dikkat edildi. Jel ylzeyinin duzgumasi icin n-bdtanol ile ince bir
tabaka olgturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra @akl15 dakika) Ust
ylzeydeki n-bitanol dokildi. Daha sonra cam pakalarasi tamamen doluncaya
kadar polimerlgmis ayirma jelinin tzerine gma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki
yikleme jelinin Uzerine tarak dikkatlice yegtieilerek jelin polimerlemesi beklendi.
(yaklasik 30 dakika). Yukleme jeli polimeggrkten sonra tarak, kuyucuklarin arasinin

bozulmamasina dikkat edilerek cikarildi. Kuyucukiince saf suyla sonra tank
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tamponuyla yikandi.  Polimerize jellerin bulugdu kaset elektroforez tankina

yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve tst kismigéritme tamponu konuldu.

Afinite kromatografisi sonucunda elde edilen figkslardan ytiksek aktivite
gOsterenler birlgirilerek amonyum sulfatla % 80 doygugil getirildi. Elde edilen
cOzelti toplam hacim 10QuL olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla
karstirildi. Lizozim (14.3 kDA),3-laktoglobulin (18.4 kDA), REaz-Bsp 981 (25 kDA),
laktat dehidrogenaz (35.0 kDA) , ovalbumin (45 KD/ sgir serum albumin (66.2
kDA, B-galaktozidaz (116.0) iceren standart protein ¢i&elcerisinde her birinden 20
pg protein olacakekilde hazirlandi. Toplam hacim 1pQ olacaksekilde 1:1 oraninda
numune tamponuyla katirildi. Jele yiiklenecek numuneler 3 dakika kaysar
banyosunda bekletildi.  Numuneler gstularak enjektdrle kuyucuklara yiklendi.
Elektroforez guc¢ kayrnana balanarak 80 volt'a ayarlandi. Proteinlerin jeldeki
hareketini incelemeye yarayan numune tamponu igintbeyaya ait bant yikleme
jelinden ayirma jeline varginda voltaj 150 volt'a yikseltildi. Bromfenol mainden
kaynaklanan mavi bant jelin altina 0.5 cm kalandakayuritildikten sonra akim
kesilerek yuritme durduruldu. Cam plakalar araskngkl dikkatlice ¢ikarildi yima jel
kesililip ayrildiktan sonra protein bantlarini iearayirma jeli renklendirme c¢ozeltisi
icine konuldu ve 1.5-2 saat kadar calkalayici imbi birakildi. Daha sonra jel
renklendirme c¢ozeltisinden c¢ikarilarak renksititene c¢ozeltisine kondu.  Belirli
araliklarla dgistirmek suretiyle jelin zemin rengi acilip protein arttlar
belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti icinde calkalandi. Jeks&tiestirme ¢ozeltisinden
cikarildiktan sonra foggrafi cekildi Sekil 3.3-3.4).

2.2.6 Protein tayini

2.2.6.1 Kalitatif Protein Tayini

Calsmamizda yapilan kromatografilemleri sonucunda elde edilen eluatlar

esit hacimde alinip, butin fraksiyonlarda kalitatifofein tayini yapildi. Bu metodla
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yapilan kalitatif protein tayininin temel prensibproteinlerin yapisinda bulunan
aromatik halkaya sahip olan amino asitlerin ( f&aihin, tirozin ve tiriptofan ) 280
nm’'de UV sinlarini absorblamalari esasina dayanmaktadir [1E24ksiyonlar kuvartz
kuvetlere alinarak, absorbanslari spektrofotometkeule kagi 6lctldl. Proteinin icinde

bulundgu tampon kor olarak alindi.

2.6.1.1 Lowry Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Protein tayini, Lowry yontemiyle yapildi [156]. Rein standardi olarak @r
serum albumini (BSA) kullanildi. Farkli konsantrasjardaki sgir serum albumin

cOzeltisi kalibrasyon grafi icin hazirlandi. Protein tayini icinsagidaki islemler yapildi:

» BSA standartlari, kor, enzim 6z ve sgtflalan enzim eltati 5’er mL Lowry C
belirteci ile kargtirildi.

Oda sicakiiinda 10 dakika bekletildi.

0.5 mL Lowry D belirteci hizla tiplere eklendi vertekslendi.

Tupler 30 dakika karanlikta bekletildi.

660 nm’de absorbanslar olculdi.

BSA standartlari ile kalibrasyon grgificizildi.

YV V. V V V VY

Kalibrasyon grafii yardimiyla enzim 6zUtl ve saf enzim ellatinin t@iro
konsantrasyonu belirlendi.

Protein konsantrasyonu belirlenen enzim 6zutl Yersam elUatinin spesifik

aktivitesi hesaplanarak, enzimin kag kat saflga oldusu belirlendi.

2.2.7 PPO Enziminin Aktivite Tayini

Polifenol oksidaz enziminin aktivitesi spektrofotetrik olarak tayin edildi.
Aktivite dlgcimu igin 0.4 mL enzim ¢o6zeltisi alingaha 6nceden hazirlangalan 0.830

mL tampon + substrat (0.130 M katekol, 0.130 M 4imkatekol veya 0.130 M
pirogallol) ¢ozeltisine cabuk bigekilde eklendikten sonra 420 nm’de kore skabir
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dakikada absorbansda meydana geleggistdee okundu. 1 Enzim Unitesi (U)
reaksiyonun olgtugu kivette 1 dakikada meydana gelen 0,001'lik samlarak
tanimlandi. Aktivite birimi olarak “1 mL enzim ¢éltisi bgina 1 dakikada absorbansta

meydana gelen 0,001 birimlik gigme” kullanildi.

2.2.8 PPO Enzimiile Tlgili Kinetik Cali smalar

PPO enziminin kinetik 6zelliklerini agarmak igin u¢ farkh substrat igin,
optimum pH ve sicaklik belirlendi. Kullanilan har substrat icin I ve Vinax deserleri
tayin edildi. Ayrica farkli inhibitérler icin, optium sartlarda, 4o ve K deserlerini

bulundu.

2.2.8.1. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine pH'm Etkisi

PPO enziminin maksimum aktivite gost@idoptimum pH dgerini belirlemek
amaci ile dgisik pH deserlerinde (4.5, 5.5, 6, 6.8, 7.5, 8, 9, 10, 11¥ar&l substrat (
katekol, 4-metil katekol, pirogallol ) kullanilarateaksiyon hizlari belirlendi. Elde
edilen dgerlerden yararlanilarak aktiviteler bélim 2.2.7adatildgl gibi hesaplandi.

Bdylece PPO enzimi i¢in optimum pHgezleri tespit edildi.

2.2.8.2. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Sicdkgin Etkisi

PPO enziminin aktivitesi Uzerine sicgkh etkisinin belirlenmesi amaciyla
katekol substrati kullanilarak, 10,20,30, 40 , 50°C’ deki reaksiyon hizlar belirlendi.
Elde edilen verilerden yararlanarak aktiviteler Uml 2.2.7° de anlatilgh gibi
hesaplandi. Bdylece PPO enzimi i¢in optimum sikattéseri belirlenmg oldu. Elde
edilen sonuglar grafik Sekil 3.6 ve 3.27 ) ve tablo ( Cizelge 3.4 ve 3.2Bajinde

verildi.
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2.2.8.3 Farkli Substratlar icin Optimum Sartlarda Ky ve  Viax

Degerlerinin Bulunmasi

Km Ve Vinax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimyartlarda katekol, 4-
metil katekol ve pirogallol substratlarinin sbéarkli konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesi olgumleri yapildi. Her dlgcim iki defa kimrlanarak, bulunan derlerin

ortalamasi alindi.

1V ve 1/[S] dgerleri bulunarak (Cizelge3.5-3.7 ve 3.28-3.30) fhar
substrat igin Linewear-Burk grafikleri cizildSékil 3.7-3.9 ve 3.27-3.29). \Kve Vmax
degerleri grafiklerin denklemlerinden yararlanilarabulundu. Bulunan g, Vmax ve
Vmad Ku deserleri Cizelge 3.8 ve 3.31’ de verildi.

2.2.8.4Inhibitorler icin Iso Degerlerinin Bulunmasi

Farkli inhibitorlerin §, degerlerini bulmak icgin, optimunsartlarda katekol
substratinin 10 mM sabit konsantrasyonundaitéili Once inhibitérsiiz ortamda enzim
aktivitesi bulundu. Bu dgr % 100 aktivite olarak kullanildi. @ik inhibitor
konsantrasyonlarina kahk gelen absorbanslar 420 nm’de kore skawkundu. Elde
edilen absorbans gerlerinden % aktiviteler hesaplandi ( Cizelge 3.853ve 3.32-
3.36). % Aktivite-[I] grafikleri cizildi Sekil 3.10-3.16 ve 3.30-3.36 ). Bu grafiklerden
yararlanarak her bir inhibitor iginsd deserleri hesaplandi. Sonuclar Cizelge 3.25 ve
3.31’de verildi.

2.2.8.5Inhibitorler igin K; Degerlerinin Bulunmasi
Farkl inhibitérler icin K degerlerinin bulunmasi igin 6nce inhibitdrsiiz ortamda
optimum sartlarda be farkli katekol substrati konsantrasyonu kullanaediviteler

bulundu. Daha sonra her bir inhibitdr icin 3gdgk sabit inhibitdr konsantrasyonunda

optimum sartlarda aktiviteler katekol substrati kullanilaraspit edildi (Cizelge 3.17-

58



3.23 ve 3.37-3.43) 1/V ve 1/[S] gerlerinden Lineweaver-Burk grafikleri cizild§ékil
3.17-3.23 ve 3.37-3.43). Bu grafiklerden yararlakanhibisyon turleri ve Kdegerleri
tespit edildi (Cizelge 3.24 ve 3.44); Kleserleri yarsmali (kompetetif) inhibisyon igin
Lineweaver-Burk grisinde @ime it olan  Ku/Vma{1+[l]/K;) ifadesinden, yari
yarismali (unkompetetif) inhibisyon igin geinin 1/V eksenini kesgi noktayr veren
1/Vmax{1+[l)/K; ) ifadesinden, yagmasiz (nonkompetetif) inhibisyon i¢in Lineweaver-
Burk egrisinde gime sit olan Ku/Vma{1+[l)/K;) ifadesinden yararlanarak hesaplandi
(Sekil 2.2-2.4.). Denklemlerde kullanilanyKve Vmax deserleri inhibitdrsiiz ortamda
bulunan dgerlerdir.

59



ES——> E+ P

E +S
+
|
El
1 Ku /1 [N 1
—_— = — <7> 1+— |+ —
Vi Vmax [S] Ki Vmax
1 2 Kum < [12] )
e Egim=—— |1+ ——
Vi y max Kj

Sekil 2.2 Kompetetif inhibisyon igin Lineweaver-Bugkafigi.
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Sekil 2.4 Unkompetetif inhibisyon i¢in Lineweaver-&ugrafigi.
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3. BULGULAR

3.1 Kantitatif Protein Tayini I¢gin Hazirlanan Stand art E gri

Kantitatif protein tayininde Lowry yontemi kulladil Standart grafik bolum
2.2.6.1de aciklandi gibi hazirlandi. Ekstraksiyon sonrasi elde eddamim ¢ozeltisi
ve saflatirma basamaklari sonundaki enzim ¢ozeltilerinimtgn miktarlari bu grage
gore belirlendi. Standart ¢ozeltideki mg proteimskék gelen absorbans gerlerisekil
3.1’ de gosterilmtir.

0.5
0.45

0.35

Absorbans (600nm)
=
(%]
(9]

y=0.009x+ 0.043
RZ=0.988

0 10 20 30 40 50

mg/mLBSA

Sekil 3.1 Lowry yontemine gore protein standartfigiia
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3.2 Lactarius salmonicolor PPO (LsPPO)

3.2.1 LsPPO Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflastiriimasi

Bolim 2.2.4’ de belirtildii sekilde hazirlanan afinite kolonu once 0.05 M
NaHPO, Tamponu (pH 5.00) ile dengelendi. Kolonun deegeie slemi bittikten
sonar, jel Uzerindeki tampon seviyesi jel seviyesiadar indirildi. Diyaliz gleminden
sonar elde edilen melki mantari enzim ¢oOzeltisokal tatbik edildi. Kolon N&HPQO,
Tamponu (pH 5.00) ile yikandi. Alttan gelen yikagiEeltisi 2ser mililitre halinde
tiplere fraksiyonlandi. Yikamalémine 280 nm’deki absorbans sifir oluncaya kadar

devam edildi

Yikama glemi tamamlandiktan sonra elusyoglemine gecildi. Ellisyona
baslamadan once jel Uzerindeki tampon ¢ozeltisi jelyssine kadar indirildi ve elusyon
0.05 M NgHPQ, /1 M NaCl tampon (pH 7.00) ile gerceftieildi. Kolondan alinan
eluatlar 2’ser mL halinde tuplere alindi. Elusyagteimine 280 nm’deki absorbans sifir
oluncaya kadar devam edildi. Elusyon tampon kéra# kullanilarak her bir tipte 280
nm’'de Kkalitatif protein tayini ve 420 nm’'de aktigittayini yapildi. Elde edilen
degerlerin tup numarasina kargrafigi cizildi. ( Sekil 3.2) afinite kromatografisi
sonunda enzim aktivitesine rastlanan tupler iriédi. Kolona tatbik edilen numune ve
eluat ¢ozeltileri icin lowry metodu ile kantitatdrotein ve aktivite tayinleri yapilarak

spesifik aktiviteler ve saffirma oranlari tespit edildi. Sonuglar Cizelge @elverildi.
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Sekil 3.2 NaHPQO, Tamponu (pH 5.00) ile dengelennaffinite kolonundan
saflgtirllan LsPPO’nun absorbans-aktivite ggafi
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Cizelge 3.1 LsPPO saffirma tablosu

_ o _ Toplam Spesifik _
Saflastirma Hacim Aktivite Toplam Protein ) o Verim Saflastirma
o protein Aktivite )
Basamasl (mL) | (U/mLdak) | Aktivite (mg/mL) (%) derecesi
(mg) (U/mg prot)
87
Ekstrakt 6425 558975 1.38 120.1 4654.2 100 —
Amonyum
sulfat
_ 60 4975 298500 0.27 16.2 18425.9 34. 3.96
coktirmesi
diyaliz 108 9450 102060 1.74 18.8 5428.7 18.3 1.17
Afinite
. 13000 39000 0.105 0.315 123809% 7 26.6
kromatografisi 25




3.2.2 LsPPO ve AbPPO Enzimlerinin SDS Poliakriland Jel Elektroforezi

Afinite kolonundan safigirilan LsPPO ve AbPPO enzimlerinin sgifi kontrol

etmek amaciyla bolim 2.2.5’ de anlatgidiekilde hazirlanan SDS poliakrilamid
jel elektroforezine lactarius salmonicolor ve agasi bisporus mantarlarindan
saflgtirllan PPO enzim numuneleri tatbik edildi. Protbamtlari iceren jellerin
fotograflar ¢ekildi. Sekil 3.3-3.4)

Protein Mw ( kDa )

B-galaktozidaz 1160 ——

Sgir serum albumini 66.2 ——

Ovalbimin 45 —

Laktat dehidrogenaz 35.0 LsPPO

REaz Bsp98 25.C

B-lakto globulir 18.4

Sekil 3.3 Afinite kromatografisi ile safjirilan LsPPO enziminin SDS poliakrilamid
jel elektroforezi.
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Protein Mw ( kDa )

B-galaktozidaz 1160 _—

Sigir serum albumini 66.2 —

AbPPO

Ovalbimin 45.C —_—

Laktat dehidrogenaz 35.0

REaz Bsp98 25.C

T~

B-lakto globulir 18.4

Sekil 3.4 Afinite kromatografisi ile safjarilan AbPPO enziminin SDS poliakrilamid

jel elektroforezi
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3.2.3 LsPPO Enziminin Farkl Substratlaricin Optimum pH Tayini

LsPPO enziminin maksimum aktivite gosté&rdioptimum pH dgerini
belirlemek amaci ile dgsik pH deserlerinde ( 4.5, 5.5, 6, 6.8, 7.5, 8, 9, 10, 1arkli
substratlar ( katekol, 4-metil katekol, pirogalloRullanilarak reaksiyon hizlari
spektrofotometrik yontemle bolim 2.2.8.1'de anthgil gibi ayri ayri belirlendi. Elde
edilen sonuglar Cizelge 3.2-3.3 yekil 3.5 * de verildi.
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Cizelge 3.2 LsPPO enzimi icin, ¢ ayri substrat farkli pH’larda elde edilen absorbans, U, akbwe % aktivite

deserleri
Katekol 4-metil katekol Pirogallol
pH | AOD Aktivite - AOD Aktivite . AOD Aktivite .
(420 nm) v (U/mLdak) Yenkdivite (420 nm) v (U/mLdak) YeAkdivite (::1;) v (U/mLdak) Yenkdivite
4.5 | 0.08¢ 8.4 21C 16.4 0.04¢ 4.t 112¢ 33.1 0.005 0.t 12¢ 3.7
£ 0.019: | 1.9z 48C 37.t 0.08¢ 8.4 210(¢ 61.7¢ 0.00¢ 0.t 12¢ 3.7
6 0.0212 | 2.12 530 414 0.136 13.6 3400 100 0.0053| 0.53 133 26.6
6.€| 0.03¢ 3.€ 90C 70.3] 0.11¢ 115 287¢ 84.€ 0.01¢ | 1.¢€ 47¢ 95
7.£| 0.051: | 5.1Z 128( 10C 0.07: 7.2 182t 53.7 0.c20 | 2.C 50C 10C
8 0.042 4.2 1050 82.03 0.040 4.0 1000 29. 0.006 6 [0. 150 30
9 0.00: 0.2 75C 58.€ 0.021 2.1 52t 15.4¢ 0.00¢ | 0.4 10C 20
1C 0.00¢ 0.S 22¢ 17.¢ 0.01( 1.C 25C 7.3t 0.001 0.1 25 5
11 0.006 0.6 150 11.72 0.005 0.5 125 3.7 0.010 1.0 250 50




Aktivite(UT/mLdak)
S
3

==\ katekol

1C 11 12

Sekil 3.5 LsPPO enziminin Ug farkli substrat ipid-aktivite grafgi

Cizelge 3.3 LsPPO enziminin Ug¢ ayri substrat @ptimum pH dgerleri

Substrat

Optimum pH

Aktivite(U/mLdak)

Katekol

7.5

1280

4-metil katekol

6.0

3400

Pirogallol

7.5

675
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3.2.5 LsPPO Enziminin Aktivitesi Uzerine Sicakgin Etkisi

LsPPO enziminin aktivitesi izerine sicgkiietkisini belilemek amaciyla®5
10, 2¢,30°, 40° , 50° ve 60C'lerde 5, 10, 15, 25, 30 ve 40 dakikalardaki beide
sureleri sonunda aktiviteler saptandi. Elde eddegerler % aktiviteye dongitraldi
(Cizelge 3.3). Zamana ka aktivite grafgi cizildi (Sekil 3.6).

Cizelge 3.4 LsPPO enziminin aktivitesi tzerineklgin etkisi ¢algmasinin sonuglari

Bekleme suresi (dak)
Sicaklik (°C)
5 10 15 25 30 40

AOD 0.053 0.047 0.042 0.039 0.038 0.030
° %Aktivite 41.1 36.4 32.6 30.2 294 23.3

AOD 0.048 0.044 0.038 0.044 0.097 0.045
0 %Aktivite 37.2 34.1 29.5 34.1 75.2 34.9

AOD 0.046 0.038 0.042 0.047 0.042 0.049
20 %Aktivite 35.7 29.5 32.6 36.4 32.6 38

AOD 0.044 0.040 0.048 0.043 0.020 0.038
% %Aktivite 34.1 31 37.2 33.3 15.5 29.4

AOD 0.033 0.043 0.026 0.020 0.019 0.016
0 %Aktivite 25.6 33.3 2.6 15.5 14.7 12.4

AOD 0.038 0.040 0.019 0.017 0.013 0.007
>0 %Aktivite 29.5 31 14.7 3.2 10.01 54
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—— 5 dk
10dk
—ar— 15 dk
=25 dk
=== 30 dk
40 dk

% Aktivite

20

10 \

5 10 20 20 a0 50

Sicakhk { “C )

Sekil 3.6 LsPPO enziminin inkiibasyon siresinglibdeorudugu aktivite deisimi

3.2.6 LsPPO Enziminin Farkli Substratlari i¢in Optimum Sartlarda Ky

ve Vmnax Degerlerinin Bulunmasi

Kwu ve Vnax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla, optimyartlarda katekol, 4-
metil katekol ve pirogallol substratlariningigen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi
Olctimleri yapildi. Her 6lcum iki defa tekrarlanaydékilunan dgerlerin ortalamasi alindi.
420 nm’de dlgulen aktivite gerleri reaksiyon hizi (U/mLdak) olarak alindi.

1V ve 1/[S] deerleri bulunarak (Cizelge 3.5-3.7) her bir substigin
Linewear-Burk grafikleri cizildi $ekil 3.7-3.9). Ky ve Vmax deserleri grafiklerden
yararlanarak dgru denklemleri kullanilarak bulundu. BulunamKVmax Ve Vimax Km

deserleri Cizelge 3.8'de verildi.
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A

Cizelge 3.5 LsPPO enziminin, katekol substratildadrak, K4 ve Vmax deserlerinin tespitinde kullanilan ¢dzeltilerin
hacimleri , U, aktivite, 1/V ve 1/[S] gerleri.

0.2M Enzim | Substrat | Kivetteki Iéuggsttfg
Na-fosfat | c¢ozeltisi | cozeltisi | toplam AOD Aktivite 4
; ) : Kons. U 1/Vvx10 1/[S]
tampon hacmi hacmi hacim 3 | (420 nm) (U/mLdak)
mL | mL) | mu | (mu | S0
(mM)
0.920 0.040 0.4 0.182 182 4550 2.2 250
0.890 0.070 0.7 0.218 218 5450 1.8 142
0.830 0.040 0.130 1 13 0.250 250 6250 1.6 76.
0.810 0.150 15 0.258 258 6450 1.55 66.
0.760 0.200 15 0.261 261 6525 1.53 50




G,

Cizelge 3.6 LsPPO enziminin, 4-metil katekol stdastkullanarak, I ve Vimax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢dzeltilerin

hacimleri, U, aktivite, 1/V ve 1/[S] gerleri

0.2M Enzim Substrat | Klvetteki Kuvetteki
e .t Substrat o
Na-fosfat | c¢oOzeltisi | coOzeltisi toplam AOD Aktivite 4
) ; : Kons. U 1/Vx10 1/[S]

tampon hacmi hacmi hacim 3 | (420 nm) (U/mLdak)

(mL) (mL) (mL) my) | BIX10

(mM)

0.920 0.040 0.4 0.202 202 5050 1.98 250

0.890 0.070 0.7 0.228 228 5700 1.75 142.

0.830 0.040 0.130 1 13 0.256 256 5875 1.7 76.9

0.810 0.150 15 0.263 263 6400 1.56 66.7

0.760 0.200 15 0.269 269 6725 1.52 50




9,

Cizelge 3.7 LsPPO enziminin, pirogallol substtaillanarak, K, ve Vmax deserlerinin tespitinde kullanilan ¢dzeltilerin

hacimleri, U, aktivite, 1/V ve 1/[S] der

0.2 M Enzim Substrat | Klvetteki Iéul;/be;:?:t'
Na-fosfat | c¢oOzeltisi | c¢oOzeltisi toplam AOD Aktivite 3
; ) i Kons. U 1/Vx10 1/[S]
tampon hacmi hacmi hacim 3 | (420 nm) (U/mLdak)
mL) | (mb) | (mL) mry | BIx10
(mM)
0.920 0.040 0.4 0.0087 8.7 2175 4.6 250
0.890 0.070 0.7 0.012 12 300 3.3 142.9
0.830 0.040 0.130 1 13 0.015 15 375 2.7 76.9
0.810 0.150 15 0.018 18 450 2.2 66.7
0.760 0.200 15 0.022 22 550 1.8 50
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25

y=0.003x+1.314 *
R?=0.993

1/vx104

/ 05

-500 -400 -300 -200 -100 100 200 300

05 1/ vy

Sekil 3.7 LsPPO enzimi igin katekol substrati ilee= edilen Linewear-Burk
grafigi

y=0.002x+ 1.424
R?=0.995

=+
]
—
x
p 2 '/./.
S
o~

-800 -600 -400 -200 ] 200 400
-0.5

/151 (M)

Sekil 3.8 LsPPO enzimi icin 4-metil katekol substite elde edilen Linewear-
Burk grafigi
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1/Vv=107

y=0.013x+ 1.249
RT=0.99/

-150 -100 -50 50 100 150 200 250 300

L8] Q)

Sekil 3.9 LsPPO enzimi icin pirogallol substrae #lde edilen Linewear-Burk

grafigi

Cizelge 3.8 LsPPO enziminin g farkli substrat iy ve Vinax deserleri

Substrat Km(mM)x107 Vmax(U/mLdak) V max! Kwm

Katekol 25 18702.5 748.1x10
4-metil katekol 1.81 18075 9986.2X10

Pirogallol 9.5 18050 1900%10
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3.2.7 LsPPO Enziminin Farkhinhibitorleri icin IsoDegerlerinin Bulunmasi

Bu calsmamizda kullangamiz inhibitorlerin ko degerlerini bulmak igin,
optimum sartlarda katekol substratinin 10 mM sabit konsaytaunda c¢ajildi.
Substrat ¢oOzeltisi olarak 0,1 M katekol hazirlandi her dlcimde 0,130 mL alindi.
Inhibitor cozeltilerinden ise g&sen hacimlerde alinarak toplam 1 mL'lik bir reaksiyo
hacmi olyturuldu. Once inhibitdrsiiz ortamda enzim aktiviteslundu. Bu dger %
100 aktivite olarak kullanildi. Daha sonra optimpi ve sicaklikta 0,040 mL enzim
¢Ozeltisi alinip daha dnceden hazirlapmlan 0.830 mL tampon + substrat + inhibitor
cozeltisine cabuk bigekilde eklendikten sonra 420 nm’de bir dakikadaodbsnsda
meydana gelen @gsme okundu. Elde edilen absorbans gkrlerinden % aktiviteler
hesaplandi (Cizelge 3.9-3.15). % Aktivite-[l] gkdéri cizildi (Sekil 3.10-3.16). (I=
kivetteki 1 mL hacim icerisinde bulunan inhibit@nsantrasyonudur). Bu grafiklerden
yararlanarak her bir inhibitor icinsd degerleri hesaplandi. Sonuclar Cizelge 3.16'de
verildi.
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Cizelge 3.9 LsPPO enzimi uzerinde inhibisyon®tfgosteren okzalik asid’in , sabit 10 mM katelsnibstratiylagydeserinin
bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari benlara kagilik gelen substrat, inhibitdér konsantrasyonlari
ve elde edilen sonuclar

08

0.2 M Enzim | Substrat | Inhibitor | Klvetteki
Na-fosfat| ; . .. cOzeltisi | Cozeltisi | ¢Ozeltisi | inhibitor AOD - 0
tamponu Inhibitor hacmi hacmi hacmi kons.[l] (420 U (L'JA/J:IEIIYSSK) Aktﬁite
(ML (uL) (ML) (ML) (mM) nm)
830 - - 0.156 156 3900 100
825 5 0.05 0.149 149 3275 95
822.5 = 7.5 0.075 0.141 141 3225 90.38
)
820 S_E 10 0.10 0.139 139 3475 89.10
= 40 130
817.5 N 12.5 0.125 0.138 138 3450 88.46
O
815 15 0.150 0.117 117 2925 75
812.5 17.5 0.175 0.080 80 2000 51
810 20 0.200 0.077 77 1925 49.36




Cizelge 3.10 LsPPO enzimi tzerinde inhibisyonisetgosteren siyrincis asid’in , sabit 10 mM kateksubstratiyla,
Isodegerinin bulunmasinda kullanilan co6zeltilerin mik&arl ve bunlara karik gelen substrat, inhibitor

konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

18

ONza'_VI Enzim | Substrat | Inhibitor | Kivetteki
R cOzeltisi | COzeltisi | ¢ozeltisi | inhibitor AOD - 0

tafr%f)f(?rt]u Inhibitor hacmi hacmi hacmi kons.[l] (420 U (L'Ja;lr(r?liltljt:k) Aktﬁ)/ite

(L (ML) (ML) (ML) (mM) nm)

830 - - 0.226 226 5650 100

827.5 2.5 0.025 0.181 181 4525 79.6

825 % 5 0.050 0.168 168 4200 73.89

822.5 _g 7.5 0.075 0.161 161 4025 71.68

o 40 130

820 = 10 0.10 0.155 155 3875 57.52

817.5 o 125 0.125 0.130 130 3250 52.65

815 15 0.150 0.049 49 1225 49.3

812.5 17.5 0.175 0.019 19 475 45.4




120

100 0\’\‘\
80 T
\

60 \.

40

y=-1490.x%- 18.65x + 99.93

% Aktivite

20

0 0.05 0.1 0.15 0.2

{mM) Okzalik asid

Sekil 3.10 LsPPO enzimi tizerine 10 mM katekol sudiskonsantrasyonunda

okzalik asid icin %aktivite-[I] grafii

y=892.5x%- 411.7x+ 95.03

¢
60 \

40

% Aktivite

—

20

0] 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

(mM) Siyrincis asit

Sekil 3.11 LsPPO enzimi Uzerine 10 mM katekol sudistkonsantrasyonunda siyrincis

asid icin %aktivite-[1] grafgi
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Cizelge 3.11 LsPPO enzimi Uzerinde inhibisyon stigosteren p-aminobenzen sulfanamid’in sabit 10 rkétekol
substratiyla, s degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin mik&arl ve bunlara kardik gelen substrat,

inhibitdr konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

ONZaI_\/I Enzim | Substrat | Inhibitor | Kivetteki
fosfat inhibitor ‘fg‘;’gf' Cﬁ;;';‘f' @ﬁg‘gmf' 'Eggtﬁ]r ?4?2% 0 Aktivite %
tamponu ) U/mLdak) | Aktivite

o GO | GO @D | (M) | nm) ( )

830 - - 0520 | 520 13000 100

827 3 0.03 0.311| 311 3275 59.81

825 S 5 0.05 0252 | 252 6305 48.7
N o

820 g E 40 30 10 0.1 0.213| 213 5325 40.96
£ <

815 E S 15 015 | 0189| 189| 4725 | 3634
. wn

810 o 20 0.2 0.175| 175 4375 33.65

805 25 0.25 0.085 85 2125 16.34

800 30 0.3 0.067 67 1675 12.9




Cizelge 3.12 LsPPO enzimi tzerinde inhibisyonst§dsteren glutatyon’un sabit 10 mM katekol stdistla, ko degerinin
bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari benlara kagilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlari

ve elde edilen sonuclar

¥8

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitor | Klvetteki
Na-fosfat . cOzeltisi | COzeltisi | ¢ozeltisi | inhibitor AOD o
Inhibitor ) ) ) Aktivite %
tamponu hacmi hacmi hacmi kons.[l] (420 U o
(U/mLdak) | Aktivite
(L) (HL) (L) (uL) (mM) nm)
830 - - 0.226 226 5650 100
827 3 0.03 0.161 161 4025 71.23
825 5 0.05 0.158 158 4200 74.33
c
820 g 1 0.1 0.156 156 3900 69.02
[
815 5 15 0.15 0.155 155 3875 30.77
)
810 40 130 2 0.2 0.130 130 3250 23.96
805 25 0.25 0.049 49 1225 11.46
800 3 0.3 0.019 19 475 9.96




y=1584.x2- 738.7x+ 96.62

% Aktivite

40 \'\
20 \

0 0.05 0.1 0.15 0.2 C.25 0.2 0.35

u-’

{mM) p-aminobenzen silfonamid

3.12 LsPPO enzimi tuzerine 10 mM katekol subskatisantrasyonunda p- aminbenzen

sulfanamid icin %aktivite-[I] grafi

120

100 0\
80 \

™
60 \
40 \

20 \.\.

0] 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14

y=4774.x2-1300.x+ 98.56

% Aktivite

{mM] Glutatyon

Sekil 3.13 LsPPO enzimi Gzerine 10 mM katekol stdiskonsantrasyonunda

glutatyon icin %aktivite-[1] grafii
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Cizelge 3.13 LsPPO enzimi tzerinde inhibisyonsegiosteren L-sistein’ in, sabit 10 mM katekolbstratiyla 4, degerinin

bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari benlara kagilik gelen substrat, inhibitdér konsantrasyonlari

ve elde edilen sonuclar

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitor | Klvetteki
Na-fosfat | , ¢Ozeltisi | Cozeltisi| ¢bzeltisi | inhibitor AOD o
Inhibitor _ _ _ Aktivite %
tampon hacmi hacmi hacmi kons.[l] (420 U o
(U/mLdak) | Aktivite
(L) (HL) (ML) (L) (mM) nm)
830 - - 0.156 156 3900 100
825 5 0.05 0.149 149 3275 63.3
822.5 c 10 0.1 0.141 141 3225 30.21
820 ,% 15 0.15 0.139 139 3475 11.51
[%2]
817.5 4 20 0.2 0.138 138 3450 8.63
815 40 130 25 0.25 0.117 117 2925 5.03
812.5 30 0.3 0.080 80 2000 0.72




Cizelge 3.14 LsPPO enzimi Uzerinde inhibisyonsetjosterenp-merkapto etanol’iin, sabit 10 mM katekol subsgfatlsg
deserinin bulunmasinda kullanilan c¢oOzeltilerin mikgarl ve bunlara kardik gelen substrat, inhibitor

konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

.8

0.2 M Enzim | Substrat | Inhibitor | Klvetteki
Na-fosfat| , cOzeltisi | Cozeltisi | ¢ozeltisi | inhibitor AOD o
Inhibitor _ _ _ Aktivite %
tampon hacmi hacmi hacmi kons.[l] (420 U o
(U/mLdak) | Aktivite
(ML) (HL) (kL) (uL) (mM) nm)
830 _ - - 0.226 226 5650 100
(@)
827.5 g 2.5 0.025 0.132 132 3305 58.5
(8]
825 Q 5 0.05 0.068 68 1723 30.5
Q.
822.5 g 7.5 0.075 0.051 51 1271 22.5
820 g 10 0.1 0.043 43 1099 19.45
A 40 130
815 15 0.15 0.024 24 600 10.62




120

100
30 \

60

y=1624x2- 798.6x + 98.35

% Aktivite

40
2
20 \
B
N . _

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

{mM) L-sistein

Sekil 3.14 LsPPO enzimi tzerine 10 mM katekol sudistkonsantrasyonunda L-sistein

icin %aktivite-[I] grafigi

y=5966.x2- 1436.x+ 94.98

% Aktivite
[=)]
(=]
/

N e
20 \‘\ .

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 2.16

{mM) B-merkapto etanol

Sekil 3.15 LsPPO enzimi Uzerine 10 mM katekol stdistkonsantrasyonundge

merkapto etanol icin %aktivite-[I] grai

88



Cizelge 3.15 LsPPO enzimi tzerinde inhibisyonsetfosteren L-tirozin’in, sabit 10 mM katekol stitatiyla kp degerinin

bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari benlara kagilik gelen substrat, inhibitdér konsantrasyonlari
ve elde edilen sonuclar

68

0.2 M Enzim | Substrat | Inhibitor | Klvetteki
Na-fosfat| , cOzeltisi | COzeltisi | ¢ozeltisi | inhibitor AOD o
Inhibitor ) _ ) Aktivite %
tampon hacmi hacmi hacmi kons.[l] (420 U o
(U/mLdak) | Aktivite
(HL) (uL) (uL) (uL) (mM) nm)
830 - - 0.226 226 5650 100
825 5 0.05 0.209 209 5238 92.71
817.5 - 7.5 0.75 0.169 169 4238 75
817 5 13 0.13 0.120 120 2989 52.91
815 4 15 0.15 0.108 108 2697 47.73
812.5 40 130 17.5 0.175 0.086 86 2149 38.03
813 17 0.18 0.080 80 2000 35.4




120

100 0\ R
80 \

60
. \.\‘\“

20

y=-4.410x%- 25.59x+ 102.2

% Aktivite

C
0] 0.5 1 15 2

{mM) L-tirozin

Sekil 3.16 LsPPO enzimi Gzerine 10 mM katekol stgiskonsantrasyonunda L-

tirozin icin %aktivite-[I] grafgi
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Cizelge 3.16 LsPPO enzimi icin 10 mM katekol drdiskonsantrasyonunda % 50

inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonlari

Inhibitor | 50(mM)
B-merkapto etanol 0.204
Okzalik asid 0.18
L-sistein 0.42
L-tirozin 1.45
Glutatyon 0.23
Siyrincis asid 0.231
p- aminobenzen sulfanamid 0.39
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3.2.8 LsPPO Enziminin Farkhinhibitérleri Icin K; Sabitlerinin Bulunmasi

Farkli inhibitdrlerin K sabitlerinin bulunmasi amaciyla, dnce inhibitérgiiramda
optimum sartlarda be farkli katekol substrati konsantrasyonungslbalarak aktiviteler
bulundu. Daha sonra her bir inhibitor icin 3gdek sabit inhibitdor konsantrasyonunda,
optimum sartlarda, katekol substrati kullanilarak aktiviteleelirlendi (Cizelge 3.17-3.23).
1/V ve 1/[S] dgerleri hesaplanarak, Lineweaver-Burk grafikleriildiz(Sekil 3.17-3.23). Bu
grafiklerden yararlanarak jKdegerleri ve inhibisyon turleri tespit edildi (Cizelg&24). K
deserleri b6lim 2.2.8.5’de anlatilghi gibi bulundu.
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Cizelge 3.17 LsPPO enzimi lzerinde inhibisyonsetigisteren okzalik asit’ in, katekol substratiya degerinin

bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari benlara kagilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlari
ve elde edilen sonuclar

0.2M

Enzim | Substrat | inhibitor | Kivetteki Kiivetteki l‘<Uvetteki

Na,HPO, | c¢Ozeltisi | ¢bzeltisi | ¢bzeltisi | toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm)| (U/mLdak) | 1/Vvx10* | 1/[S]
(uL) (uL) (uL) (uL) (mL) (mM) (M)
870 90 - 11 - 0.118 2959 3.38 0.91
860 100 - 1 - 0.128 3200 3.12% 1
850 110 - 0.91 - 0.144 3597 2.78 11
840 120 - 0.83 - 0.156 3906 2.56 1p
830 40 130 - 1 0.77 - 0.170 4255 2.35 1.3
865 90 5 1.1 0.01 0.078 1953 5.12 0.91
855 100 5 1 0.01 0.088 2202 4.54 1
845 110 5 0.91 0.01 0.089 2217 451 11
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Cizelge 3.17'nin devami

0.2M Enzim | Substrat | inhibitér | Kivetteki Kiivetteki I.<Uvetteki

Na,HPO, | ¢Ozeltisi | ¢cOzeltisi | ¢bzeltisi | toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm)| (U/mLdak) | 1/Vx10* | 1/[S]
(uL) (I (uL) (uL) (mL) (mM) (M)
835 120 5 0.83 0.01 0.090 2227 4.49 1.2
825 130 5 0.77 0.01 0.108 2724 3.67 13
865 90 5 1.1 0.87 0.053 1333 7.5 0.91
855 40 100 5 1 1 0.87 0.056 1389 7.2 1
845 110 5 0.91 0.87 0.057 1449 6.9 11
835 120 5 0.83 0.87 0.061 1538 6.5 1{2
825 130 5 0.77 0.87 0.066 1639 6.1 13
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Cizelge 3.18 LsPPO enzimi tzerinde inhibisyonstgosteren siyrincis asit’ in, katekol substrat\K; deserinin

bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari enlara kagilik gelen substrat, inhibitér konsantrasyonlarielde edilen

sonuglar

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitér | Kuvetteki Kuvetteki

Na,HPO, | ¢bzeltisi | ¢ozeltisi | ¢bzeltisi | toplam Kg\l:f):terzit Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm)| (U/mLdak) | 1/Vx10* | 1/[S]
(uL) (uL) (uL) (uL) (mL) (mM) (M)
870 90 - 11 - 0.137 3448 2.90 0.91
860 100 - 1 - 0.142 3571 2.8 1
850 110 - 0.91 - 0.150 3774 2.65 11
840 120 - 0.83 - 0.159 3983 2.51 1p
830 40 130 - 1 0.77 - 0.176 4405 2.27 1.3
865 90 5 1.1 0.01 0.097 2421 413 0.91
855 100 5 1 0.01 0.1 2500 4 1
845 110 5 0.91 0.01 0.10% 2631 3.8 11
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Cizelge 3.18’ in devami

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitor | Kiivetteki Kilvetteki Kivetteki

Na,HPO, | cozeltisi | ¢cozeltisi | cozeltisi | toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi | hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm)| (U/mLdak) | 1/Vx10* | 1/[S]
I I R A I I B G I R R
835 120 5 0.83 0.01 0.108 2707 3.7 1.2
825 130 5 0.77 0.01 0.113 2833 3.53 113
865 90 5 1.1 0.87 0.071 1785 5.6 0.91
855 40 100 5 1 1 0.87 0.075 1887 5.3 1
845 110 5 0.91 0.87 0.078 1953 5.12 111
835 120 5 0.83 0.87 0.082 2045 4.8¢ 112
825 130 5 0.77 0.87 0.086 2150 4.65 113
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Sekil 3.18 LsPPO enzimi aktivitesi tizerine siyrmeisit’ in inhibisyon etkisi. []= 5.0x10°
M, [I5]= 10.0x10°
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Cizelge 3.19 LsPPO enzimi lUizerinde inhibisyonsetgiisteren p-aminobenzen sulfanamid’in, katekobsgatiyla,

K; deserinin bulunmasinda kullanilan c¢ozeltilerin mikgarl ve bunlara kadik gelen substrat, inhibitor
konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0.2M

Enzim

Substrat

Inhibitor

Kuvetteki Kuvetteki

Na,HPO, | c¢oOzeltisi | ¢ozeltisi | ¢Ozeltisi | toplam KE\JZ:ZI; Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm) | (U/mLdak) | 1/vx10* | 1/[S]
(uL) (uL) (uL) (uL) (mL) mM) (M)
870 90 - 11 - 0.100 2500 4 0.91
860 100 - 1 - 0.105 2632 3.8 1
850 110 - 0.91 - 0.118 2951 3.4 1.1
840 120 - 0.83 - 0.129 3226 3.1 1.p
830 40 130 - 1 0.77 - 0.137 3448 2.9
865 90 5 1.1 0.01 0.049 1219 8.2 0.91
855 100 5 1 0.01 0.051 1265 7.9
845 110 5 0.91 0.01 0.52 1316 7.6 11




66

Cizelge 3.19'un devami

0.2M Enzim | Substrat | inhibitor | Kiivetteki Kiivetteki {(Uvetteki

Na,HPO, | c¢Ozeltisi | ¢Ozeltisi | ¢ozeltisi | toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm) | (U/mLdak) | 1/vx10* | 1/[S]
(uL) (uL) (uL) (uL) (mL) (mM) (M)
835 120 5 0.83 0.01 0.056 1389 7.2 1.2
825 130 5 0.77 0.01 0.059 1471 6.8 13
865 90 5 11 0.87 0.075 1887 5.3 0.91
855 40 100 5 1 1 0.87 0.081 2040 4.9 1
845 110 5 0.91 0.87 0.085 2128 4.7 11
835 120 5 0.83 0.87 0.089 2222 4.5 12
825 130 5 0.77 0.87 0.095 2381 4.2 1|3
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Cizelge 3.20 LsPPO enzimi Uzerinde inhibisyon setkiosteren glutatyon’un, katekol

substratiyla, de€erinin

bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari benlara kagilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlari
ve elde edilen sonuclar

0.2M

Enzim

Inhibitd

Substrat Kivetteki Kivettek I?Uvetteki

NaHPO, | cozeltisi | ¢cOzeltisi r toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi | ¢Ozeltisi| hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm)| (U/mLdak) | 1/Vx10? | 1/[S]
(uL) (nL) (nL) hacmi (mL) (mM) (M)

(nL)

870 90 - 1.1 - 0.100 2500 0.04 0.91
860 100 - 1 - 0.105 2632 0.03§ 1
850 110 - 0.91 - 0.118 2951 0.034 11
840 120 - 0.83 - 0.129 3226 0.031 1.p
830 40 130 - 1 0.77 - 0.137 3448 0.029 1.8
865 90 5 11 0.03 0.052 1299 0.07y 0.91
855 100 5 1 0.03 0.056 1408 0.071 1
845 110 5 0.91 0.03 0.061 1538 0.065 11
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Cizelge 3.20’nin devami

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitér | Kiivetteki Kiivetteki I.<Uvetteki

Na,HPO, | ¢Ozeltisi | ¢Ozeltisi | ¢Ozeltisi | toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm) | (U/mLdak) | 1/Vx10? | 1/[S]
(uL) (uL) (I (uL) (mL) (mM) (M)
835 120 5 0.83 0.03 0.066 1639 0.061 1.2
825 130 5 0.77 0.03 0.069 1724 0.058 13
865 90 5 1.1 0.12 0.077 1923 5.2 0.91
855 40 100 5 1 1 0.12 0.082 2040 4.9 1
845 110 5 0.91 0.12 0.087 2173 4.6 11
835 120 5 0.83 0.12 0.091 2272 4.4 12
825 130 5 0.77 0.12 0.09¢ 2439 4.1 13
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Sekil 3.19 LsPPO enzimi aktivitesi Uzerine p-aminmben sulfanamid’in hibisyon etkisi.
[11]= 3.0x10° M, [I2]= 15.0x10° M
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Sekil 3.20 LsPPO enzimi aktivitesi (izerine glutatyoninhibisyon etkisi. [{]= 3.0x10° M,
[I2]= 15.0x10° M
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Cizelge 3.21 LsPPO enzimi tuzerinde irdybn etkisi gosteren L-sistein’in, katekol subisyta, K; degerinin

bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari lmenlara kagilik gelen substrat, inhibitér konsantrasyonlarele@e edilen

sonuglar

0.2M Enzim | Substrat | inhibitor | Kuvetteki Kuvetteki

Na,HPO, | ¢ozeltisi | ¢bzeltisi | ¢Ozeltisi | toplam Kz\lljzt:rl:t Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm) | (U/mLdak) | 1/Vx10? | 1/[S]
(uL) (uL) (uL) (uL) (mL) (mM) (M)
870 90 - 11 - 0.080 2000 5 0.91
860 100 - 1 - 0.087 2174 4.6 1
850 110 - 0.91 - 0.093 2326 4.3 1.1
840 120 - 0.83 - 0.100 2506 3.99 1.p
830 40 130 - 1 0.77 - 0.114 2857 3.5 1.3
865 90 5 1.1 0.05 0.049 1225 8.16 0.91
855 100 5 1 0.05 0.053 1326 7.54 1
845 110 5 0.91 0.05 0.058 1449 6.9 11
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Cizelge 3.21'in devami

0.2M Enzim | Substrat | inhibitor | Kivetteki Kiivetteki {(Uvetteki

Na,HPO, | ¢ozeltisi | c¢ozeltisi | ¢bzeltisi | toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[ 1] (420nm) | (U/mLdak) | 1/vx10? | 1/[S]
(uL) (uL) (uL) (nL) (mL) (M) (M)
835 120 5 0.83 0.05 0.062 1550 6.4b
825 130 5 0.77 0.05 0.067 1675 5.97
865 90 5 1.1 0.25 0.042 1042 9.6 0.
855 100 5 1 0.25 0.045 1124 8.9
845 110 5 0.91 0.25 0.049 1219 8.2 1
835 120 5 0.83 0.25 0.051 1282 7.8 1
825 130 5 0.77 0.25 0.053 1333 7.5 1
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Cizelge 3.22 LsPPO enzimi tuzerinde inhibisyonsttdsterer-merkapto etanol’tin, katekol substratiyla, K
degerinin bulunmasinda kullanilan ¢dzeltilerin mik&arlve bunlara karik gelen substrat, inhibitdér konsantrasyonlari ve

elde edilen sonuclar

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitér | Kuvetteki Kiivetteki I'<Uvetteki

Na,HPO, | c¢Ozeltisi | ¢Ozeltisi | ¢Ozeltisi| toplam Substrat Inhibitdr AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm)| (U/mLdak) | 1/Vx10? | 1/[S]
(ul) () (uL) (uL) (mL) (M) (M)
870 90 - 1.1 - 0.103 2564 3.9 0.91
860 100 - 1 - 0.114 2857 3.5 1
850 40 110 - 1 0.91 - 0.121 3030 3.3 1.1
840 120 - 0.83 - 0.127 3174 3.15 1.p
830 130 - 0.77 - 0.135 3378 2.96 1.8
865 90 5 11 0.03 0.125 3125 3.2 0.91
855 100 5 1 0.03 0.133 3333 3 1
845 110 5 0.91 0.03 0.13§ 3460 2.89 11
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Cizelge 3.22'nin devami

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitér | Kiivetteki Civettek I'<Uvetteki

Na,HPO, | ¢Ozeltisi | ¢ozeltisi | ¢ozeltisi | toplam Substrat Inhibitdr AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm) | (U/mLdak) | 1/Vvx10% | 1/[S]
(uL) (uL) (uL) (uL) (mL) (M) (M)
835 120 5 0.83 0.03 0.151 3773 2.65 1.2
825 130 5 0.77 0.03 0.16(0 4000 2.9 13
865 90 5 1.1 0.10 0.077 1923 5.2 0.91
855 40 100 5 1 1 0.10 0.082 2041 4.9 1
845 110 5 0.91 0.10 0.087 2174 4.6 1)1
835 120 5 0.83 0.10 0.091 2272 4.4 12
825 130 5 0.77 0.10 0.094 2439 4.1 1]3
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Sekil 3.21 LsPPO enzimi aktivitesi Uzerine L-sistgin inhibisyon etkisi.
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Sekil 3.22 LsPPO enzimi aktivitesi zerifignerkapto etanol’tin inhibisyon etkisi.
Hl= 3.0x10° M, [Iz]= 10.0x10° M
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Cizelge 3.23 LsPPO enzimi tuizerinde inhibisyonsetjdsteren L-tirozin'in, katekol substratiyla,d&serinin
bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari lmenlara kagilik gelen substrat, inhibitér konsantrasyonlarel@e edilen

sonuglar

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitér | Kivetteki Kiivetteki I'<'leetteki

Na,HPO, | c¢ozeltisi | ¢Ozeltisi | ¢Ozeltisi toplam Substrat Inhibitdr AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[I] | (420nm) | (U/mLdak) | 1/vx10* | 1/[S]
() (uL) (nL) (uL) (mL) (mM) (M)
870 90 - 1.1 - 0.400 10000 1 0.91
860 100 - 1 - 0.412 10417 0.96 1
850 110 - 0.91 - 0.430 10753 0.93 11
840 120 - 0.83 - 0.444 11111 0.9 1.p
830 40 130 - 1 0.77 - 0.471 11764 0.85 18
865 90 5 11 0.05 0.054 1351 7.4 0.91
855 100 5 1 0.05 0.059 1471 6.8 1
845 110 5 0.91 0.05 0.064 1600 6.2% 11
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Cizelge 3.23'Un devami

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitér | Kivetteki CGvettek I-<Uvetteki

Na,HPO, | c¢ozeltisi | ¢Ozeltisi | ¢Ozeltisi toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm) | (U/mLdak) | 1/Vx10* | 1/[S]
(ul) (uL) (I (I (mL) (M) (M)
835 120 5 0.83 0.05 0.072 1799 5.56 1.2
825 130 5 0.77 0.05 0.075 1873 5.34 13
865 90 5 1.1 0.175 0.049 1219 8.2 0.91
855 40 100 5 1 1 0.175 0.052 1316 7.6 1
845 110 5 0.91 0.175 0.056 1389 7.2 11
835 120 5 0.83 0.175 0.059 1471 6.8 12
825 130 5 0.77 0.175 0.061 1538 6.5 1/3
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Cizelge 3.24 LsPPO enziminin Lineweaver-Burk ddafinden bulunan Kdeserleri

—— _ Ortalama K Inhibisyon
Inhibitor I [M] K i[M] degerleri Tiiri
Frmerkapto 3x10° 0.176 0.148
€1ano 1x10* 0.120 unkompetitif
] 1.34x10°
Okzalik asid 81;3304 5.57x10° 2.9x10° unkompetitif
5x10°
Syringic asidl 20x10° ggg 0.15 unkompetitif
5x10° 0.05
L-tirozin 17.5x10° 0.31 0.18 kompetitif
bere-zaerr?lgt?lfon 0'03X1055 5.72 "
amid 15 x10 0.17 2.45 unkompetitif
3x10°
L 5 0.073
L-sistein 25x10 0.13 0.53 unkompetitif
3x10°
5 0.030 0.030 "
Glutatyon 15x10 0.030 unkompetitif
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3.3Agaricus bisporusPPO Enzimi (AbPPO) ile ilgili Calismalarin Sonuclar

3.3.1 AbPPO Enziminin Afinite Kromatografisiyle saflatiriimasi

Bolim 2.2.4’ de yapilansiemlerin aynisi AbPPO enzimi Uzerine uygulandi ve
bulunan sonuclagekil 3.24 ve Cizelge 3.25’ de verildi.

12000

10000

Aktivite (EU/mL dak)

2000 —+

8000

6000 —+

4000 —+

Tip sayisa

4 Tup Sayisi
aktivite (EU/mLdak)
== Absorbans(280 nm)

0.5

0.45

— 0.4

0.35

0.3
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0.05

Sekil 3.24 NaHPQ, Tamponu (pH 5.00) ile dengelennafinite kolonundan

saflagtirilan AbPPO’nun absorbans-aktivite ggafi

112

Absorbans (280

nm)



€Tt

Cizelge 3.25 AbPPO enziminin saflaima tablosu

_ o _ Toplam Spesifik _
Saflastirma Hacim Aktivite Toplam Protein ) o Verim Saflastirma
o protein Aktivite )
Basamasl (mL) | (U/mLdak) | Aktivite (mg/mL) (%) derecesi
(mg) (U/mg prot)
85
Ekstrakt 16950 1440750 38.33 3258 442.2 100 —
Amonyum
sulfat
_ 8585 14400 1224000 16.9 1436.5 825.1 85 1.927
coktirmesi
. 38
diyaliz 17750 674500 15.8 600 1123.4 55.1 1.36
Afinite
. 21400 556400 26 650 856 39 1.93
kromatografisi 25




3.3.2 AbPPO Enziminin Farkh substratlar icin Optimum pH tayini

AbPPO enziminin maksimum aktivite gosteydioptimum pH dgerini
belirlemek amaci ile dgsik pH deserlerinde ( 4.5, 5.5, 6, 6.8, 7.5, 8, 9, 10, 1arkli
substratlar ( katekol, 4-metil katekol, pirogalloRullanilarak reaksiyon hizlari
spektrofotometrik yontemle bolim 2.2.8.1’ de aidiagr gibi ayri ayri belirlendi. Elde
edilen sonuclar Cizelge 3.26 yekil 3.25 * de verildi.
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Cizelge 26 AbPPO enzimi icin , G¢ ayri substrat farkli pH’larda elde edilen absorbans, U, akéiwe % aktivite dgerleri

Katekol 4-metil katekol Pirogallol

pH [ aoD Aktivite -~ AOD Aktivite -~ AOD Aktivite -~

U %Aktivite U %Aktivite U %Aktivite
(420 nm) (U/mLdak) (420 nm) (U/mLdak) (420 nm) (U/mLdak)

4.5 0.046 46 1150 8.2 0.037 3/ 925 6.4 0.009 9 22% 13.

55| 0.067 67 1675 12 0.218 218 5450 38.24 0.016 16 400 24.6
35

6 0.355 5 8875 63.5 0.316| 316 7900 55.4 0.024, 24 600 37
47

6.8| 0.478 5 11950 85.5 0.442| 44p 11050 77.5 0.017 17 425 26.1
55

75| 0.559 9 13975 100 0.570 | 570| 14250 100 0.018 | 18 450 27.7
30

8 0.307 - 7675 54.9 0.509| 509 12725 89.3 0.065 | 65 1625 100
17

9 0.178 5 4450 31.8 0.312| 312 7800 54.7 0.055| 55 1375 2085

10 0.035 35 875 6.3 0.056 56 140( 9.8 0.014 14 350 215

11 0.005 5 125 0.9 0.008 e 200 14 0.003 3 75 4,
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Sekil 3.25 AbPPO enziminin g farkli substrat ipid-aktivite grafgi

3.3.3 AbPPO Enziminin Aktivitesi Uzerine Sicakgin Etkisi

AbPPO enziminin sicakliiga ba&imli denatirasyon Ozediini belirlemek
amaciyla; 8, 1, 20°,30, 40° , 50° ve 66C’lerde 5, 10, 15, 25, 30 ve 40 dakikalardaki
bekleme sureleri sonunda aktiviteler saptandi. eEddilen dgerler % aktiviteye
dondstarulda (Cizelge 3.27). Zamana ke%o aktivite grafgi cizildi (Sekil 3.26).
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Cizelge 3.27 AbPPO enziminin aktivitesi Uzerineaklgin etkisi ¢calgmasinin sonuclari

Bekleme suresi (dak)
Sicaklik (°C)
5 10 15 25 30 40

AOD 0.412 0.377 0.4222 0.392 0.400 0.395
° %Aktivite 73.7 67.44 75.49 70.12 71.6 70.6p

AOD 0.305 0.297 0.249 0.259 0.276 0.211
w0 %Aktivite 54.6 53.13 44.54 46.3 49.4 37.7

AOD 0.388 0.398 0.448 0.448 0.396 0.439
20 %Aktivite 69.4 71.1 80.1 80.1 70.81 78.5

AOD 0.446 0.393 0.467 0.396 0.340 0.327
% %Aktivite 79.8 70.3 83.54 70.84 60.8 58.5

AOD 0.194 0.228 0.215 0.193 0.181 0.137
0 %Aktivite 34.7 40.8 38.5 34.5 324 24.5

AOD 0.107 0.044 0.036 0.025 0.023 0.010
>0 %Aktivite 19.1 7.8 6.4 4.5 4.11 1.78
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Sekil 3.26 AbPPO enziminin inklibasyon suresinglideorudusu aktivite deisimi

3.3.4 AbPPO Enziminin Farkli Substratlari icin Optimum Sartlarda Ky

ve Vmnax Degerlerinin Bulunmasi

Kwu ve Vimax deserlerinin tespit edilmesi amaciyla, optimyartlarda katekol, 4-
metil katekol ve pirogallol substratlariningigen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi
Olctimleri yapildi. Her 6lgum iki defa tekrarlanaydékilunan dgerlerin ortalamasi alindi.

420 nm’de dlgulen aktivite gerleri reaksiyon hizi (U/mLdak) olarak alindi.

1/V ve 1/[S] deerleri bulunarak (Cizelge 28-30) her bir substcat Linewear-
Burk grafikleri cizildi Sekil 27-29). Ky ve Vmax degerleri grafiklerden yararlanarak
dogru denklemleri kullanilarak bulundu. Bulunan K/ max Ve Vinaxy Km deserleri

Cizelge 31'de verildi.
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Cizelge 3.28 ADPPO enziminin, katekol substratllakarak, K, ve Vmax degerlerinin tespitinde kullanilan
cozeltilerin hacimleri, U, aktivite, 1/V ve 1/[9serleri

0.2M Enzim Substrat | Kivetteki I;“J’S;:?g
Na-fosfat | cOzeltisi | ¢Ozeltisi toplam AOD Aktivite 5
) . : Kons. U 1/Vx10 1/[S]
tamponu hacmi hacmi hacim 3 | (420 nm) (U/mLdak)
(mL) (mL) (mL) muy | B0
(mM)
0.920 0.040 0.4 0.420 420 10504 9.52 250
0.890 0.070 0.7 0.497 497 12422 9.22 142.
0.830 0.040 0.130 1 13 0.567 567 14184 8.05 76.9
0.810 0.150 15 0.611 611 15267 6.98 66.7
0.760 0.200 15 0.656 656 16393 6.65 50




0cT

Cizelge 3.29 AbPPO enziminin, 4-metil katekol sudstkullanarak, Iy ve Vmax deserlerinin tespitinde kullanilan

¢Ozeltilerin hacimleri, U, aktivite, 1/V ve 1/[€zerleri

0.2M Enzim Substrat | Klvetteki Iéugljesttfg
Na-fosfat | c¢ozeltisi | ¢Ozeltisi toplam AOD Aktivite 4
; ) : Kons. U 1/Vx10 1/[S]
tampon hacmi hacmi hacim 3 | (420 nm) (U/mLdak)
(mL) (mL) (mL) mry | [Sx10
(mM)
0.920 0.040 0.4 0.172 172 4292 2.33 250
0.890 0.070 0.7 0.221 221 5525 1.81 142.9
0.830 0.040 0.130 1 13 0.325 325 8130 1.23 76.9
0.810 0.150 15 0.357 357 8929 1.12 66.7
0.760 0.200 15 0.396 396 9901 1.01 50




X4’

Cizelge 3.30 AbPPO enziminin, pirogallol substritillanarak, K4 ve Vmax degerlerinin tespitinde kullanilan
cOzeltilerin hacimleri, U, aktivite, 1/V ve 1/[Skger

0.2M Enzim Substrat | Kuvetteki Ié”&’;;:?g
Na-fosfat | c¢ozeltisi | coOzeltisi toplam Kons AOD U Aktivite 1NVx10° 1/[S]
tampon hacmi hacmi hacim [S]xld3 (420 nm) (U/mLdak)
(mL) (mL) (mL) (mL) (MM)
0.920 0.040 0.4 0.022 22 556 18 250
0.890 0.070 0.7 0.023 23 588 17 142.9
0.830 0.040 0.130 1 13 0.025 25 650 16 76.9
0.810 0.150 15 0.029 29 714 14 66.7
0.760 0.200 15 0.031 31 769 50

1.3
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Sekil 3.28 AbPPO enzimi icin 4-metil katekol sulastrile elde edilen Linewear-Burk
grafigi
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Sekil 3.29 AbPPO enzimi icin pirogallol substrdé €lde edilen Linewear-Burk grfi

Cizelge 3.31 AbPPO enziminin Ug farkli substcat Ky ve Viax deserleri

Substrat Ky (mM)x1073 V max(U/mLdak) V mad Ku
Katekol 5.611 4525 806451
4-metil katekol 38.2 79500 2081151
Pirogallol 4.48 22400 5000000
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3.3.5 AbPPO Enziminin Farkliinhibitorleri igin Iso Degerlerinin Bulunmasi

Bu calsmamizda kullangamiz inhibitorlerin ko degerlerini bulmak igin,
optimum sartlarda katekol substratinin 10 mM sabit konsaytaunda c¢ajildi.
Substrat ¢oOzeltisi olarak 0,1 M katekol hazirlandi her dlcimde 0,130 mL alindi.
Inhibitér cozeltilerinden ise g&sen hacimlerde alinarak toplam 1 mL'lik bir reaksiyo
hacmi olgturuldu. Once inhibitdrsiiz ortamda enzim aktiviteslundu. Bu dger %
100 aktivite olarak kullanildi. Daha sonra optimpi ve sicaklikta 0,040 mL enzim
¢Ozeltisi alinip daha dnceden hazirlapmlan 0.830 mL tampon + substrat + inhibitor
cozeltisine cabuk bigekilde eklendikten sonra 420 nm’de bir dakikadaodbsnsda
meydana gelen @gsme okundu. Elde edilen absorbans gkrlerinden % aktiviteler
hesaplandi (Cizelge 3.32-3.36). % Aktivite-[I] fikéeri cizildi (Sekil 3.30-3.36). (I=
kivetteki 1 mL hacim icerisinde bulunan inhibit@nsantrasyonudur). Bu grafiklerden
yararlanarak her bir inhibitor icinsd degerleri hesaplandi. Sonuclar Cizelge 3.37'de
verildi.
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Cizelge 3.32 AbPPO enzimi lzerinde inhibisyonisetgosteren okzalik asit ve siyrincis asit’ inghgt 10 mM katekol

substratiyla, sodegerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin mikgarl ve bunlara kanik gelen substrat,
inhibitdr konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitor | Klvetteki
Na-fosfat inhibitor gbzelti;i Q(‘jzelti_si (;('jzeltifs,i inhibitor AOD Aktivite %
tamponu hacmi hacmi hacmi kons.[l] (420 nm) U (U/mLdak) | Aktivite
(ML (BL) (BL) (BL) (mM)

830 - - 0.091 91 2275 100
825 - 5 0.05 0.082 82 1875 90
822.5 @ 7.5 0.075 0.75 75 1875 72.4
820 x 40 130 10 0.10 0.054 54 1350 59.3
817.5 s 12.5 0.125 0.044 44 1100 48.3
815 ‘5 15 0.150 0.036 36 900 39.56
812.5 17.5 0.175 0.026 26 659 29
810 20 0.200 0.017 17 416 18.3
830 - - 0.487 487 12175 100
827.5 = 2.5 0.025 0.477 477 11931 98
825 @ 5 0.050 0.410 410 10259 84.27
822.5 8 40 130 7.5 0.075 0.379 379 9488 77.93
820 £ 10 0.10 0.288 288 7208 59.2
817.5 (%‘ 12.5 0.125 0.227 227 5686 46.7
815 15 0.150 0.189 189 4748 39

812.5 17.5 0.175 0.161 161 4018 33
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Sekil 3.30 AbPPO enzimi tizerine 10 mM katekol suddstkonsantrasyonunda

okzalik asit icin %aktivite-[1] grafti
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Sekil 3.31 AbPPO enzimi tizerine 10 mM katekol suddstconsantrasyonunda siyrincis

asid icin %aktivite-[1] grafgi

126



Cizelge 3.33 AbPPO enzimi tzerinde inhibisyon ®tgbsteren p-aminobenzen silfanamid ve glutatyosabit 10
mM katekol substratiyla,sJ degerinin bulunmasinda kullanilan ¢dzeltilerin mikgarl ve bunlara karik

gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ve eldiéen sonuclar

LZT

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitor | Kivetteki

tNa-fosfat inhibitér gdzeltisi C;b'zelti_si (;()'zeltijsi inhibitor AOD Aktivite %

amponu hacmi hacmi hacmi kons.[l] (420 nm) U (U/mLdak) | Aktivite
(19) (19) (19) (L) (mM)
830 - - 0.252 252 6300 100
827 o 3 0.03 0.199 199 4964 78.8
825 % E 5 0.05 0.111 111 2785 44.2
820 Qs 40 30 10 0.1 0.098 98 2457 39
815 €8 15 0.15 0.073 73 1827 29
810 <3 20 0.2 0.63 63 1588 25.2
805 e 25 0.25 0.040 40 1008 16
800 30 0.3 0.030 30 756 12
830 - - 0.252 252 6307 100
827 3 0.03 0.222 222 5550 88
825 S 5 0.05 0.193 193 4824 76.5
820 %‘ 1 0.1 0.168 168 4207 66.7
815 5 15 0.15 0.131 131 3279 52
810 o 40 130 2 0.2 0.101 101 2523 40
805 25 0.25 0.091 91 2270 36
800 3 0.3 0.071 71 1765 28
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3.32 AbPPO enzimi tzerine 10 mM katekol subskatisantrasyonunda p- aminbenzen

sulfanamid icin %aktivite-[I] grafi
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Sekil 3.33 AbPPO enzimi Gizerine 10 mM katekol stdiskonsantrasyonunda
glutatyon icin %aktivite-[1] grafi
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Cizelge 3.34 ADPPO enzimi tzerinde inhibisyonsetgdsteren L-sisteir3-merkapto etanol’iin, sabit 10 mM katekol
substratiyla 4o degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin mik&arl ve bunlara karik gelen substrat,

inhibitor konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

6¢T

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitor | Klvetteki

Na-fosfat | . . . .. Ozeltisi Ozeltisi Ozeltisi | inhibitor .

tampon Inhibitor ghacmi Chacmi ghacmi kons.[l] ( ﬁgﬁm) U (Lf/l:r?liltljtzk) Ak:(o/ite
(ML) (ML) (uL) (ML) (mM)
830 - - 0.648 648 16200 100
825 5 0.05 0.513 513 12943 79.9
822.5 S 10 0.1 0.347 347 8672 53.53
820 :/@; 15 0.15 0.336 336 8408 51.9
817.5 N 40 130 20 0.2 0.272 272 6823 42.12
815 25 0.25 0.213 213 5338 32.95
812.5 30 0.3 0.165 165 4128 25.48
830 ° - - 0.175 175 4375 100
827.5 S _ 2.5 0.025 0.131 131 3075 70.3
825 _czf 2 5 0.05 0.098 98 2450 56
822.5 “E’ g 40 130 7.5 0.075 0.098 98 1750 40
820 A 10 0.1 0.065 65 1625 37.1
815 15 0.15 0.015 15 375 8.57
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Sekil 3.34 AbPPO enzimi Uzerine 10 mM katekol sudtstkonsantrasyonunda L-sistein
icin %aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.35 AbPPO enzimi tizerine 10 mM katekol stdiskonsantrasyonundia

merkapto etanol icin %aktivite-[l] gradi
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Cizelge 3.35 ADbPPO enzimi uzerinde inhibisyonsetyosteren L-tirozin'in, sabit 10 mM katekol statiyla ko
deserinin bulunmasinda kullanilan c¢oOzeltilerin mikgarl ve bunlara kardik gelen substrat, inhibitor

konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

TET

0.2 M Enzim | Substrat | Inhibitor | Kuvetteki
Na-fosfat inhibitor (;('jzeltifs,i (;('jzelti_si gbzeltisi inhibitor AOD Aktivite %
tampon hacmi hacmi hacmi kons.[l] (420 nm) U (U/mLdak) | Aktivite
(uL) (uL) (uL) (uh) (mM)
830 - - 0.226 226 5650 100
825 5 0.05 0.169 169 4232 74.9
817.5 = 7.5 0.75 0.136 136 3390 60
817 = 13 0.13 0.113 113 2825 50
815 T 15 0.15 0.094 94 2373 42
812.5 40 130 17.5 0.175 0.074 74 1865 33
813 17 0.18 0.066 66 1638 29
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Sekil 3.36 AbPPO enzimi Gizerine 10 mM katekol stdiskonsantrasyonunda L-tirozin

icin %aktivite-[I] grafigi

Cizelge 3.36 AbPPO enzimi i¢in 10 mM katekol sudiskonsantrasyonunda % 50

inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonlari

Inhibitor | 5o(MM)
B-merkapto etanol 6.09
Okzalik asit 11.997
L-sistein 10.34
L-tirozin 10.08
Glutatyon 1.03
Siyrincis asit 23.75
p- aminobenzen sulfanamid 4.40
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3.4.8 AbPPO Enziminin Farkhinhibitérleri icin K; Sabitlerinin Bulunmasi

Farkli inhibitorlerin K sabitlerinin bulunmasi amaciyla, 6nce inhibitérsuz
ortamda optimungartlarda be farkli katekol substrati konsantrasyonunglibalarak
aktiviteler bulundu. Daha sonra her bir inhibitégini 3 deisik sabit inhibitor
konsantrasyonunda, optimumgartlarda, katekol substrati kullanilarak aktivitele
belirlendi (Cizelge 3.37 — 3.43). 1/V ve 1/[S]gaeleri hesaplanarak, Lineweaver-Burk
grafikleri cizildi (Sekil 3.37 —3.43). Bu grafiklerden yararlanarak #gserleri ve
inhibisyon turleri tespit edildi (Cizelge 3.44); Keserleri b6lim 2.2.8.5’da anlatilgh
gibi bulundu.
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Cizelge 3.37 AbPPO enzimi Uzerinde inhibisyon ®tkiosteren okzalik asit’ in, katekol substratiya deserinin

bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari benlara kagilik gelen substrat, inhibitdér konsantrasyonlari
ve elde edilen sonuclar

0.2M Enzim | Subgrat | Inhibitor | Kuvetteki Kiivetteki I.<Uvetteki

Na,HPO, | ¢Ozeltisi | ¢bzeltisi | ¢ozeltisi | toplam Substrat Inhibit6r AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm)| (U/mLdak) | 1/Vx10*| 1/[S]
(uL) (uL) (uL) (uL) (mL) (mM) (M)
870 90 - 1.1 - 0.118 2959 3.38 0.91
860 100 - 1 - 0.128 3200 3.125 1
850 110 - 0.91 - 0.144 3597 2.78 11
840 120 - 0.83 - 0.156 3906 2.56 1.p
830 40 130 - 1 0.77 - 0.170 4255 2.35 1.8
865 90 5 11 0.05 0.078 1953 5.12 0.91
855 100 5 1 0.05 0.088 2202 4.54 1




GeT

Cizelge 3.37’nin devami

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitor | Kuvetteki K vettel {(Uvetteki

Na,HPO, | cozeltisi | cozeltisi | cozeltisi toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[ 1] (420nm) | (U/mLdak) | 1/vx10*| 1/[S]
(ub) (ub) (I (uL) (mL) (mM) (M)
845 110 5 0.91 0.05 0.089 2217 4.51 11
835 120 5 0.83 0.05 0.090 2227 4.49 1.2
825 130 5 0.77 0.05 0.108 2724 3.6}/ 1.3
865 90 5 1.1 0.15 0.053 1333 7.5 0/91
855 40 100 5 1 1 0.15 0.056 1389 7.2 1
845 110 5 0.91 0.15 0.057 1449 6.9 11
835 120 5 0.83 0.15 0.061 1538 6.9 1.2
825 130 5 0.77 0.15 0.066 1639 6.1 1.3




9ET

Cizelge 3.38 AbPPO enzimi uzerinde inhibisyon stlgisteren siyrincis asit’ in, katekol substriat\K; deserinin

bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari benlara kagilik gelen substrat, inhibitdér konsantrasyonlari
ve elde edilen sonuclar

0.2M Enzim | Substrat | inhibitor | Kivetteki Kilvetteki Kivetteki

Na;HPO, | ¢cOzeltisi | ¢Ozeltisi | ¢Ozeltisi | toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm)| (U/mLdak) | 1/Vx10° | 1/[S]
O A R I O A N N
870 90 - 1.1 - 0.457 11425 8.75 0.91
860 100 - 1 - 0.482 12050 8.2 1
850 110 - 0.91 - 0.515 12875 7.7 1.1
840 120 - 0.83 - 0.588 14705 6.8 1.2
830 40 130 - 1 0.77 - 0.627 15675 6.5 1.8
865 90 5 1.1 0.10 0.345 8621 11.6 0.91
855 100 5 1 0.10 0.385 9615 10.4
845 110 5 0.91 0.10 0.402 10070 9.93 111
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Cizelge 3.38'in devami

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitor | Kuvetteki Kitvetteki I.<Uvetteki

Na,HPO, | c¢ozeltisi | ¢Ozeltisi | ¢Ozeltisi | toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm) | (U/mLdak) | 1/Vvx10° | 1/[S]
(ul) (ub) (ul) (ul) (mL) (mM) (M)
835 120 5 0.83 0.10 0.456 11415 8.76 1.2
825 130 5 0.77 0.10 0.500 12500 8 1.3
865 90 5 11 0.20 0.404 10101 9.9 0.91
855 40 100 5 1 1 0.20 0.421 10526 9.5 1
845 110 5 0.91 0.20 0.459 11494 8.7 11
835 120 5 0.83 0.20 0.512 12821 7.8 1|2
825 130 5 0.77 0.20 0.571 14286 7 1.3
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Sekil 3.37 AbPPO enzimi aktivitesi Uzerine okzaliksitan inhibisyon etkisi.
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Cizelge 3.39 AbPPO enzimi lUizerinde inhibisyon tlgisteren p-aminobenzen sulfanamid’in, katekobstatiyla,

K; deserinin bulunmasinda kullanilan c¢ozeltilerin mikgarl ve bunlara kadik gelen substrat, inhibitor

konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitér | Kivetteki Kiivetteki l‘<Uvetteki

Na,HPO, | ¢Ozeltisi | ¢oOzeltisi | cozeltisi toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm) | (U/mLdak) | 1/Vx10* | 1/[S]
(ul) (uL) (nL) (uL) (mL) (mM) (M)
870 90 - 11 - 0.308 7692 1.3 0.91
860 100 - 1 - 0.347 8675 1.2 1
850 110 - 0.91 - 0.358 8950 1.1 1.1
840 120 - 0.83 - 0.385 9625 1.03 1.p
830 40 130 - 1 0.77 - 0.463 10417 0.96 13
865 90 5 1.1 0.05 0.231] 5775 1.7 0.91
855 100 5 1 0.05 0.258 6450 1.6 1
845 110 5 0.91 0.05 0.279 6975 1.4 11




ovT

Cizelge 3.39'un devami

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitér | Kiivetteki Kiivetteki I’<Uvetteki

Na,HPO, | c¢Ozeltisi | c¢oOzeltisi | c¢ozeltisi toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[I] | (420nm) | (U/mLdak) | 1/vx10* | 1/[S]
(ul) (uL) (uL) (ul) (mL) (mM) (M)
835 120 5 0.83 0.05 0.301 7525 1.3 1.p
825 130 5 0.77 0.05 0.321 8025 1.2 1.3
865 90 5 11 0.15 0.148 3704 2.7 091
855 40 100 5 1 1 0.15 0.162 4050 2.5 L
845 110 5 0.91 0.15 0.174 4347 2.3 1.1
835 120 5 0.83 0.15 0.190 4762 2.1 1.2
825 130 5 0.77 0.15 0.210 5263 1.9 1.3
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Cizelge 3.40 AbPPO enzimi tzerinde inhibisyon etjisteren glutatyon’un, katekol substratiyladiserinin
bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari lmenlara kagilik gelen substrat, inhibitér konsantrasyonlarele@e edilen

sonuglar

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitér | Kuvetteki Kuvetteki

Na,HPO, | ¢Ozeltisi | ¢Ozeltisi | ¢ozeltisi | toplam Kz\l:ztstfrjt Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm) | (U/mLdak) | 1/Vvx10? | 1/[S]
(uL) (uL) (nL) (uL) (mL) (mM) (M)
870 90 - 1.1 - 0.205 5128 1.95 0.91
860 100 - 1 - 0.215 5376 1.86
850 110 - 0.91 - 0.231 5780 1.73 1.1
840 120 - 0.83 - 0.242 6061 1.65 1p
830 40 130 - 1 0.77 - 0.250 6250 1.6 1.8
865 90 5 1.1 0.03 0.129 3226 3.1 0.91
855 100 5 1 0.03 0.135 3378 2.96 1
845 110 5 0.91 0.03 0.14d 3509 2.8% 11
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Cizelge 3.40’ in devami

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitor | Kivetteki Kivetteki I'<Uvetteki

Na,HPO, | ¢Ozeltisi | ¢bzeltisi | ¢ozeltisi | toplam Substrat Inhibitdr AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm)| (U/mLdak) | 1/Vx10? | 1/[S]
(ul) (uL) (uL) (uL) (mL) (mM) (M)
835 120 5 0.83 0.03 0.144 3597 2.78 1.2
825 130 5 0.77 0.03 0.151 3774 2.65 13
865 90 5 1.1 0.15 0.156 3906 2.56 0.91
855 40 100 5 1 1 0.15 0.167 4167 2.4 1
845 110 5 0.91 0.15 0.167% 4167 2.3 11
835 120 5 0.83 0.15 0.182 4545 2.2 12
825 130 5 0.77 0.15 0.19¢ 4762 2.1 13
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Sekil 3.40 AbPPO enzimi aktivitesi tizerine glutatjtominhibisyon etkisi.
[11]= 3.0x10° M, [I;]= 15.0x10° M
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Cizelge 3.41 AbPPO enzimi tUzerinde irgybn etkisi gosteren L-sistein’in, katekol substyla, K deserinin
bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlarilmenlara kagilik gelen substrat, inhibitér konsantrasyonlarel@e edilen

sonuglar
0.2M Enzim | Substrat | Inhibitor | Kivetteki Kuvetteki

Na,HPO, | c¢ozeltisi | ¢ozeltisi | ¢bzeltisi | toplam Ki\;zt::zt Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[I] | (420nm) | (U/mLdak) | 1/Vx10? | 1/[S]
(nl) (uL) (uL) (nL) (mL) (mM) (M)
870 90 - 1.1 - 0.146 3649 2.74 0.91
860 100 - 1 - 0.155 3876 2.58 1
850 110 - 0.91 - 0.162 4049 2.47 1.1
840 120 - 0.83 - 0.168 4202 2.38 1.p
830 40 130 - 1 0.77 - 0.190 4762 2.1
865 90 5 1.1 0.05 0.156 3906 2.56 0.91
855 100 5 1 0.05 0.168 4202 2.38
845 110 5 0.91 0.05 0.174 4348 2.3 11




14!

Cizelge 3.41’ in devami

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitor |Kivetteki Kiivetteki I'<Uvetteki

Na,HPO, | ¢Ozeltisi | ¢ozeltisi | ¢ozeltisi | toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm) | (U/mLdak) | 1/Vx10? | 1/[S]
() (uL) (uL) (uL) (mL) (mM) (M)
835 120 5 0.83 0.05 0.182 4545 2.2 1.2
825 130 5 0.77 0.05 0.19(¢ 4762 2.1 1{3
865 90 5 1.1 0.175 0.20d 5000 2 0.91
855 40 100 5 1 1 0.175 0.217 5291 1.89 1
845 110 5 0.91 0.175 0.227 5682 1.76 11
835 120 5 0.83 0.175 0.243 6098 1.64 1.2
825 130 5 0.77 0.175 0.267 6667 1.5 13
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Cizelge 3.42 AbPPO enzimi tUzerinde inhibisyon®tgbsterer-merkapto etanol’tiin, katekol substratiyla, K

deserinin bulunmasinda kullanilan ¢dzeltilerin mik&arlve bunlara karik gelen substrat, inhibitdér konsantrasyonlari ve
elde edilen sonuclar

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitor | Kuvetteki Kiivetteki l‘<Uvetteki

Na,HPO, | ¢oOzeltisi | ¢Ozeltisi | ¢ozeltisi | toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm) | (U/mLdak) | 1/Vx10* | 1/[S]
(ul) (uL) (uL) (nL) (mL) (M) (M)
870 90 - 1.1 - 0.193 4825 2.07 0.91
860 100 - 1 - 0205 5125 1.95 1
850 110 - 0.91 - 0.217 5425 1.84 1.1
840 120 - 0.83 - 0.227 5675 1.76 1.p
830 40 130 - 1 0.77 - 0.241 6024 1.66
865 90 5 1.1 0.04 0.180 4504 2.22 0.91
855 100 5 1 0.04 0.191 4775 2.094
845 110 5 0.91 0.04 0.2072 5050 1.98 11
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Cizelge 3.42’ nin devami

0.2M Enzim | Substrat | Inhibitor | Kivetteki Civettek {(Uvetteki

Na,HPO, | ¢ozeltisi | ¢ozeltisi | ¢bzeltisi | toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm) | (U/mLdak) | 1/vx10* | 1/[S]
(ub) (uL) (uL) (uL) (mL) (mM) (M)
835 120 5 0.83 0.04 0.211 5275 1.9 1.2
825 130 5 0.77 0.04 0.217 5425 1.84 113
865 90 5 1.1 0.12 0.208 5103 1.91 0.91
855 40 100 5 1 1 0.12 0.222 5556 1.8 1
845 110 5 0.91 0.12 0.239 5988 1.67% 11
835 120 5 0.83 0.12 0.254 6365 1.57 1.2
825 130 5 0.77 0.12 0.286 7143 14 13
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Sekil 3.41 AbPPO enzimi aktivitesi tizerine L-sistiirinhibisyon etkisi. []= 5.0x10°
M, [I5]= 17.5x10* M
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Sekil 3.42 AbPPO enzimi aktivitesi Uzerifianerkapto etanol’'lin inhibisyon etkisi.
[11]= 4.0x10° M, [I,]= 12.0x10* M
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Cizelge 3.43 AbPPO enzimi tzerinde inhibisyon etisteren L-tirozin’ in, katekol substratiyla; #&serinin

bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari lmenlara kagilik gelen substrat, inhibitér konsantrasyonlarel@e edilen

sonuglar

0.2M Enzim | Substrat | inhibitor | Kivetteki Kiivetteki I.<Uvetteki

Na,HPO, | ¢ozeltisi | ¢bzeltisi | ¢Ozeltisi | toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu | hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm)| (U/mLdak) | 1/Vx10* | 1/[S]
(uL) (uL) (uL) (I (mL) (mM) (M)
870 90 - 1.1 - 0.202 5050 1.98 0.91
860 100 - 1 - 0.219 5426 1.86 1
850 110 - 0.91 - 0.224 5670 1.75 11
840 120 - 0.83 - 0.238 5952 1.68 1.2
830 40 130 - 1 0.77 - 0.261 6536 1.53 1.3
865 90 5 11 0.01 0.167 4167 2.4 0/91
855 100 5 1 0.01 0.171 4273 2.34 il
845 110 5 0.91 0.01 0.177 4425 2.26 1.1
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Cizelge 3.43’ in devami

0.2M Enzim | Substrat | inhibitér | Kuvetteki CGvettek I.<Uvetteki

Na,HPO, | cozeltisi | ¢ozeltisi | ¢ozeltisi toplam Substrat Inhibitor AOD Aktivite

tamponu hacmi hacmi hacmi hacim Kons.[S] Kons.[1] | (420nm) | (U/mLdak) | 1/vx10* | 1/[S]
(nl) (ub) (uL) (uL) (mL) (mM) (M)
835 120 5 0.83 0.01 0.184 4608 2.17 1.2
825 130 5 0.77 0.01 0.193 4831 2.07 13
865 90 5 1.1 0.15 0.182 4545 2.2 0.91
855 40 100 5 1 1 0.15 0.190 4762 2.1 1
845 110 5 0.91 0.15 0.200 5000 2 11
835 120 5 0.83 0.15 0.210 5263 1.9 1.2
825 130 5 0.77 0.15 0.222 5556 1.8 1.3
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Sekil 3.43 AbPPO enzimi aktivitesi Uzerine L-tirozm inhibisyon etkisi. [i]=
1.0x10° M, [l5]= 15.0x10" M

151



Cizelge 3.44 AbPPO enziminin Lineweaver-Burk ddafinden bulunan K

deserleri
C Ortalama K Inhibisyon
Inhibitor | M] Ki[M] degerleri Trii
B-merkapto Ax10° 0.602
etanol 12x10° 0.146 0.374 unkompetitif
5 0.213
Okzalik asit fSXx1f04 13.3 6.56 kompetitif
10x10”
o 4 0.271
Siyrincis asit 20x10 0.112 0.192 unkompetitif
1x10°
o 4 0.0239
L-tirozin 15x10 0.078 0.051 unkompetitif
-amino
begzen Isulfon 5X1054 0.0945
amid 20 x10 0.150 0.122 Karisik
5x10° 0.039
L-sistein 17.5x10" 0.116 0.078 unkompetitf
3x10°
4 0.18
Glutatyon 15x10 0.174 0.177 unkompetitif
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4. TARTISMA ve SONUC

Bitkilerde, Polifenol oksidaz (PPO) hicrelegglam kisimlarinda baskin
olarak plastit ve kloroplastlarda bulunur. Ham meehicrelerinde membran bagimli
olarak plastitlerde, olgundena ve depolama sirecinde ¢ozigmaya parcalanmi
olarak bulunabilir. Bu sebeple PPO bitki hiicrelda ayni anda her iki formda da
bulunabilir [157]. Oksidoreduktaz sinift enzimleprotein yapilarinin  ve
katalizledikleri reaksiyonlarin karmgikligi nedeniyle ¢ok fazla callmams ancak
PPO enzimi son 30 yil icerisinde bircok gnamacinin ilgisini ¢ekmtir [158].
Bitkilerde meyvenin ham veya olgun olmasi bu enamirkatalizledigi reaksiyonu
etkileyen bir unsurdur. Enzim 6zUutl bircok izoenzkombinasyonunu ve enzim
olmayan protein kagimlarini icerebilir. Bu durum gida enduistrisindeukca tercih
edilen bir durumdur [159]

Yapillan bu cakmada, Lactarius salmonicolor ve Agaricus bisporus
mantarlarinda bazi fenolik bgi&lerin yiikseltgenmesinden sorumlu, oksidoredtktaz
sinift  bir enzim olan PPO’nun vatlh ve biyokimyasal 0ozellikleri ortaya
konulmutur. Bu amacla; s6z konusu mantarlardan hazirlasrazim 6zuttinden
PPO, sentezlenen bir afinite jeli kullanilarak yapi afinite kromatografisiyle
saflgtirnilmistir.  Enzimin varlgl, saf enzim eltatinda elektroforetik olarak
belirlenmitir.  Ayrica, enzimin biyokimyasal, kinetik ozelldei argtirilip, elde

edilen veriler déer organizmalarda callan PPO’lar ile kanlastiriimistir.

Meyve dokularindan PPO ekstraksiyonu icigitigamponlar kullaniimaktadir ve
pH deserleri enzim kayn@&na ba&li olarak dgismektedir. Fakat pH genelde az
bazik bir ortam sglayacaksekilde ayarlanir. Tamponun pH’si elde edilen enaim
yapisini etkileyebilir. Argtirmamizda birgok literattirde belirtilgli gibi 0.5 M, pH:
7.3 sodyum fosfat tamponu kullanildi [160-161].
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PPO’nun safiiriilmasinda kaglasilan en biytk problem bitki
materyalinin ekstraksiyonu esnasinda pigmentsushunun ve enzimatik fenol
oksidasyonunun engellenmesidir. Pigmentler enzimimerine c¢okebilir ve
¢6zunurligln azalmasina neden olur. Ayrica s6z konusu pigerenneden oldgu
en onemli problemlerden biriside enzimin inaktivasydur. Bu sorunlar azaltmak
icin ekstraksiyonslemi mumkin oldgunca dguk sicakliklarda gercelgderilmi stir.
Ekstraksiyon sistemini enzimatik polifenol oksidasyndan korumak icin, ortama
donsUimlt enzim inhibitorleri katilabilg gibi indirgeyici bilesikler ya da kinon
baglayicilari da katilir. Enzimatik kararma inhibi@inden en fazla
kullanilanlarindan birisi askorbik asittir.  PPOlfenol sistemi Uzerine etkisi
komplekstir, bir yandan kinonlarin indirgeyicisidliger yandan ise bakigelatlama
reaktifi olarak gorev yapt bilinmektedir [162]. Askorbik asit, ofan o-kinonlari
indirgeyerek reaksiyon verir ve sonucta kendisiitbdsir. Askorbik asidin tamami
oksitlendikten sonra esmegtae reaksiyonu devam eder. Bu nedenle askorbiknasid
kinonlar1 indirgeme kapasitesi, kullangdikonsantrasyona Badir. Bu inhibitor
disUk konsantrasyonlarda kullanigginda indirgenmesleminde ¢abucak tikenebilir
ve bundan dolay! renkli polimerlerin glumunu sinirli bir stire icin engeller. g&
askorbik asit yuksek konsantrasyonlarda kullarmliodisan kinonlari indirgeyerek
enzimin substratlarina dostirebilir ve enzimatik kararmaya karkalici koruma
sglayabilir [163]. Calgmamizda bu amacla kinonlari indirgeyici reaktif rala

ekstraksiyon tamponuna 10 mM askorbik asit ilavievastir.

Enzim ekstraksiyonu sirasinda fenol oksidaspon ve polimerizasyonun
onlenmesinin en etkili yollarindan biriside subsiarin ¢6ziinmeyen bir polimere
baglanarak ortamdan uzaktarilmasidir. Fenol khdamada en yaygin olarak
kullanilan madde polivinil pirolidin (PVP)'dir. P, fenollerin iyonlamadgi nétral
ya da asidik pH'da ¢ok kuvvetli proton alicisidiAyni zamanda PVP, PPO’nun
kismi yargmali inhibitoraddr. Fakat PVP’nin inhibitér etkiginzim ekstraktinin
yikanmasi ile elimine edilebilir. Bundan dolaynédlerin ba&lanmasinda polietilen
glikol (PEG) daha cok tercih edilir [164]. Agtamamizda da bu amacla fenolleri
baglayici olarak PEG kullaniingtir.
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Afinite kromatografisi ile PPO enziminin safiaulmasi sirasinda eltatlarin
protein miktarlari 280 nm’de absorbanslari 6l¢citebbelirlendi. Busekilde yapilan
kalitatif protein tayinin proteinin yapisinda bulm tirozin ve triptofan amino
asitlerinin s6z konusu dalga boyunda maksimum dlassr vermesi esasina dayanir

[145]. Kantitatif protein tayinleri Lowry yontemlg belirlendi [156].

PPO aktivitesi substratin tikenme veya Ururisuon hizinin élgiimesiyle
belirlenebilir. Substratin tikenme hizp @bsorpsiyonu ya Warburg respirometresi
ile manometrik olarak yada bir oksijen elektrotuplalarografik olarak olculir. Bu
iki metotla ayni sonuglari elde etmek oldukca zordéwyni sartlar altinda elde edilen
O, absorbsiyon dgerleri polarografik metotda daha yiksek c¢ikmaktad®1].
Uriinin olgum hizi kinonlardan okan renkli bilgiklerin optik dansitelerinin
Olcumu ile spektrofotometrik olarak belirlenebiliBu metot oldukga basittir ve rutin
analizlerde kullanilir. Ayrica bu metot g&ir metotlar kadar hassas ve guvenilir
oldugundan dolayr cayjmamizda PPO aktivitesi 420 nm’de spektrofotomedtédrak

belirlenmitir.

Elektroforeze dayali teknikler, proteinlerin buyiilk net yik ve hidrofobik
Ozelliklerinin birisi ya da daha fazlasina goreimyalarini sglar. Proteinler kendi
izoelektrik noktalarindan (pl) bka bir pH'da yiklia olduklarindan, bir elektrik alan
icinde kendi yuk ygunluklarina bgh olarak hareket ederler. Elektroforez, protein
karisimlarinin b&msiz bilgenlerini ¢ozmek ve birbirinden ayirmak icin ideat b
analitik yontemdir. D@al kosullar altinda yapilan elektroforezler daha c¢ok,
cbzlnebilen proteinlerin enzimatik ve biyolojik d#derini de koruyarak
incelenmesi icin kullanilir. Daha az ¢6zinen prdtgin denatire edici kallar
altinda incelengli yontem, dgal kosullardaki elektroforeze gore daha etkindir,
ancak proteinin biyolojik ve biyokimyasal aktiviteg kaybedilmesine neden olur.
Anyonik bir deterjan olan sodyum dodesil silfat &@Dvarlginda yapilan
poliakrilamit  jel elektroforezi, proteinlerin kendrini meydana getiren
polipeptitlerin molekuler buyukgtine bl olarak nitelendirilebildgi dnemli bir
tekniktir. Sodyum dodesil sulfat (SDS) elektrofarele proteinler, normal
elektroforez glemine tabi tutulurlar. Farkl olarak elektroforemponu SDS ihtiva

ederken , molekll @rligi tayin edilecek protein ve molekulgidiklar bilinen
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standart proteinler SDS’de ¢ozulir. Anyonik deterigDS, proteinlerin buyik kismi
icin ¢ok etkin bir ¢ozucudur ve proteinlere kuveetb&lanir. Proteinlerin buyik
cogunlugu 1gr protein bgna 1.4gr SDS h#adigindan, polipeptit zincirlerin igsel
yuki etkinsekilde maskelenir ve Unite kitle goaa net yik yaklgk olarak sabit bir
hale gelir. Bundan dolayi, jel matriksi Gzerinde&yirirm yalnizca molekuler
elenmenin bir sonucu olarak gercekle Standart proteinler ve bilinmeyen protein
poliakrilamit jelin tepesine konur ve elektrik akma maruz birakilir. Proteinlerin
hareket hizi normal elektroforezde atdugibi yik ve kiitle yerine yalniz kitlelerine
baglhidir. Cunkl proteine yapmis SDS uzerindeki negatif yik proteinin kendi
yukinden kat kat fazladir. Elektroforez sonrasisatu bantlar Coomassie-blue
boyasiyla boyanir. Standart proteinlere gorelaraic noktasindan aldiklari yollar

karsilastirilarak bilinmeyen proteinin molektgaligi bulunur.

Saflgtirnlan enzimler igcin SDS-PAGE uygulanarak her @nzim icin tek
bir bant gozlenmtir. LsPPO enziminin molekilgarh gl 36 kDa, AbPPO enziminin
molekdl &irligi 50 kDa civarinda gézlemlengtir. Ancak elde edilen bu bulgular
sonucunda, saf§arilan PPO’nun molekdiler garliginin 36 ve 50 kDa oldiunu
soyleyemeyiz. Enzimin ayni molekilegidiga sahip birden fazla alt birim
icerebilecg mumkindur. Dolayisiyla, enzimin alt birim iceripermedgine dair
denemeler yapiimagindan, toplam alt birim sayisi, dordincul yapisinvelekiler
agirhgl hakkinda kesin birsey sdylenemez. Nitekim, fasulye tohumlarindan
saflgtirilan PPO’nun molekulergarli gl yiksek basingh sivi kromatografisi (HPLC)
ile 120 kDa olarak belirlenstir.  Oysa ki, yapilan SDS poliakrilamid jel
elektroforezinde 30 kDa civarinda tek bir bant gémhitir. Bunun sonucu olarak,
fasulye tohumu PPO’sunun bir tetramer @dwrtaya konulmsgtur, fasulye yapra
PPO’sunun, molekulergaliklar 61.5 ve 60 kDa ile 44.5 ve 43 kDa olanbbai
altbirimlerden olgan bir protein oldgunu 74 bildirmstir[165-166]. Ayrica,
yenidiinya meyvesinden saflaulan PPO icin yapilan SDS poliakrilamid jeld®.5
kDa'luk molekuler girliga kasilik gelen tek bir bant gozlengive yapilan jel
flitrasyon kromatografisiyle, enzimin molekuler gidigi 61.2 kDa olarak
belirlenmgtir. Bu sonuclara gére, enzimin bir monomer @adwrtaya konulmgtur
[167]. PPO enziminin molekulgalg tirden tire dg@smektedir. Orngin cay
yaprasl 72 kDa, aycicg tohumu 42 kDa, elma 65 kDa, muz 62 kDa, lahan&a[38,
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¢in lahanasi 65 kDa, ananas 104 kDa, salatalik B&, khurma gaci 51 kDa,
yenilebilir dul avrat otu 31 kDa, fasulye 30 kDastilye tohumu 110 kDa ve hint
fasulyesi 120 kDa molekilgaligina sahip PPO enzimi icermektedir [153-15156];
[168-169]; [160-164].

Enzimlerde, optimum pH derleri, kullanilan materyalin kaygaa, ham
enzim Ozuth hazirlama yontemine ve kullanilan gabestgore farkhliklar gosterir
[170-171]. Bu yuzden, pH, enzim aktivitesinin iésihde 6énemli bir faktordud..
Salmonicolor ve A. BisporuBPO’sunun pH’'ya amlilhg), 4.5-11.0 pH dgerleri
arasinda incelenginde, grafgin tek pik verdgi ve optimum pH’nin katekol, 4-metil
katekol ve pirogallol substratlari kullanilarakasryla 7.5, 6.0, 7.5 ve 7.5, 7.5, 8.0
olarak tespit edilmgtir. Degisik organizmalardaki difenolazlarin, 4-metilkatekol
varhiginda karakterizasyonu ile ilgili yapilan gahalarda, PPO igin optimum pH,
dutta 5.0 [139], fasulye tohumlarinda ve yaban marde 4.0 [172-173],
ahududunda 8.0 [174] ve $ournunda 8.5 [62] olarak belirlengtir. Bu sonuclara
gore, L. salmoicolor ve A. bisporusdifenolazlarinin, &6nceden bildirilen

difenolazlarla, pH optimumu agisindan uygunluk gidigi gorulmektedir.

L. salmonicolorve A. BisporusPPO’larinin aktivitesinin sicaklikla g@gimi,
o
5-50 C aralginda incelenngtir. Elde edilen sonuclara goére, her iki kaynakédate

(o]
edilen enzimin optimum sicakl 20 C olarak belirlenngtir. Farkl kaynaklarda

PPO’nun optimum sicakliklari LsPPO ve AbPPO enazinike benzerlik gostermekle
(0] (0]
beraber, duturMorus nigralL. tirinde 20 C ve Morus albal. tirtinde ise 40C

(o] (o] (0]
[175], seftalide 20 C [176], taro ve patateste 25-30D [177], patlicanda 30C [157]
olarak bildirilmistir.

Genel olarak her iki kaynaktan saflalan PPO enzimlerinin pH 6.0 ile 8
arasinda desen yuksek aktivitelere sahip olglw gortlmektedir.  Enzimatik
kararmanin onlenmesinde Urandn pH’sinin bu araliklasinda tutulmasi PPO

enziminden kaynaklanan kararmayi 6nemli 6lgtide kaygpresini sdyleyebiliriz
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LsPPO ve AbPPO enzimlerinin kinetik sabitleri{e Vmay) optimum pH
ve sicaklikta katekol, 4-metil katekol ve pirogéllcsubstratlari kullanilarak
belirlenmitir. Bu amacla bg farkli substrat konsantrasyonunda enzim aktiviiele
belirlendi. 1/V ve 1/[S] dgerleri bulunarak her bir substrat icin LineweaverrB
grafikleri c¢izildi. (Sekil 3.7-3.9 ve 3.27 ve 3.29).\Kve Vnax degerleri grafiklerin

denklemlerinden yararlanilarak bulundu.

Her iki kaynaktan elde edilen PPO enzimi katgk®imetil katekol ve
pirogallole kag! aktivite gosterirken, monofenollere kafL-tirozin) higbir aktivite
gostermemtir. Bu durum LsPPO ve AbPPO enzimlerinin hidréksyon (kresolaz)
aktivitesine sahip olmagini gostermektedir. Ancak bazi kaynaklardan elditce
PPO enzimlerinin her iki aktiviteyede sahip aiduiteratirden ankalmaktadir [62,
161,178].

LsPPO enziminin katekol, 4-metil katekol ve giatiol substratlari icin Ig
deserleri sirasiyla 25xI0M, 1.81x10°M , 9.5x10° M ve Vnaxdeserleri de sirasiyla
18702.5 U/mL dak 18075 U/mL dak, 18050 U/mL dakrakabulunmygtur. Ayni
substratlar icin katalitik glicin bir dl¢isu olslp.x/ Ky degerleri sirasiyla 748.1x
10°, 9986.2 x 16ve 1900x 18 olarak belirlenmitir. Bu sonuclara gére LsPPO
enzimi icin 4-metil katekol’'in en iyi substrat ofglu bunu da pirogallol ve
katekol'iin takip et@ii gorulmektedir §ekil 4.1). Ancak bu siralamanin farkh
turlerden elde edilen PPO enzimleri igingg@ gi literatirde gorilmektedir. [153-
156, 165].

AbPPO enziminin katekol, 4-metil katekol veggallol substratlar icin
Ku deserleri sirasiyla 5.611x10M, 38.2x10° M, 4.48x10° M ve Vi deserleri de
4525 U/mL dak, 79500U/mL dak, 22400 U/mL dak olatakunmutur. Ayni
substratlar icin Wa/Ky deserleri sirasiyla 806451, 2081151 ve 500000@&rak
bulunmutur. Sekil 4.1’den de go6riuldgll gibi, pirogallolin AbPPO icin en iyi

substrat oldgu bunu da 4-metil katekol ve katekoltin takipgt@inlagiimaktadir.

Katekol ve 4-metil katekol substratlari, AbPPénzimi tarafindan

oksidasyona grarlar fakat 4-metil katekoliin oksidasyonu dahalihior sekilde
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gerceklgir(daha yuksek Wa./Ku deserine sahiptir). Bu durum, 4-metil katekol
substratinin para pozisyonunda bulunan elektroncivenetil grubunun Kkatalitik

verimi buyldk oranda arttirgh seklinde aciklanmaktadir [160].

6000000 -

4500000 -

W LsPPO
3000000 -

H AbPPO

Vmax/KM

1500000 -

C

Katekol 4-metil katekal Frogallal

Sekil 4.1 LsPPO ve AbPPO enziminin d¢ farkli subistrigin Ky ve Vmax
degerlerinin deisimini gosteren grafik.

Farkl kaynaklardan elde edilen PPO enzimlarikatekol substrati icin
1.1x10° M'dan 84.2 x10 M'a kadar dgisen Ky deserleri bildiriimektedir. Katekol
substrati icin; ananas, malatya kayisisi, amasyas| hurma gaci, yali armutu,
fasulye, fasulye tohumu, ¢in lahanasi, ahududuinvef&asulyesinden elde edilen PPO
enzimleri icin Ky dgerleri sirasiyla 1.1 xIOM, 6.6 x10° M, 34 x10°® M, 1.1 x10°
M, 5.5 x10° M, 11 x10° M, 5.71 x10’ M, 68.2 x10° M, 84.2 x10° M ve 10.5 x1G
M oldugu bildirilmistir [160-161,163,166-167, 178-181].

Amasya elmasi, hurmgaci, fasulye, fasulye tohumu ve hint fasulyesinden
izole edilen PPO enzimlerinin 4-metil katekol suésticin elde edilen | deserleri
siraslyla 3.1 x1® M, 2.0 x10* M, 1.6 x10° M, 1.7 x10° M ve 4.0 x1G° M olarak
tespit edilmgtir [159, 160, 166-167, 163]. Pirogallol substratinse c¢in lahanasi,
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amasya elmasi, yali armutu, fasulye tohumu ve Iasulyesinden elde edilen
enzimler icin sirasiyla 15.4 xTOM, 27 x10° M, 2.6 x10° M, 3.4 x10° M ve 12.5
x10°M Ky deserlerine sahip oldgu bildirilmektedir [160,167, 178-179].

Literatirde farkl kaynaklardan elde edilen PRfzimlerinin farkl
substratlari igin farkl Max degerleri bildiriimektedir. Cin lahanasi, malatya ksigi,
hurma &aci, yali armudu ve fasulyeden izole edilen PPQinglezi icin katekol
substratiyla bulunan My deserleri sirasiyla 67.6, 833, 91, 766 ve 3846 U/mlL.dak
hurma &aci ve fasulye PPO’su igin 4-metil katekol subsgtat bulunan Vax
degerleri sirasiyla 750 ve 2577 U/mLdak; ¢in lahanasiyali armutu PPO’su igin
pirogallol substrati ile bulunan \x deserleri 14.1 ve 423 U/mLdak olarak
verilmistir [164,167,166,180,181].

Arastirmamizda her iki kaynaktan elde edilen PPO enzimérine B-
merkapto etanol, okzalik asit, glutatyon, L-sisfelntirozin, siyrincis asit ve p-
amnobenzen sulfanamid inhibitérlerinin etkisi ireehitir. inhibisyon etkisi, Kve
Iso olmak Uzere iki farkli dgerle verilebilir. En uygun parametre; Kabitleridir.
Cunkl materyal ve yontemlerde belirtgdigibi K; sabitinin belirlenmesi i¢in en az
iki sabit inhibitdér konsantrasyonunda gatalar yapilmakta ve her bir sabit inhibitor
konsantrasyonunda e farkli substrat konsantrasyonu icin hiz gederi
belirlenmektedir. Bunun sonucu olarak ¢ok hassasugar elde edilmektedir.
Ayrica bu yontemle inhibisyon mekanizmasi saptanadik Fakat bazi
arggtirmacilarin inhibisyon etkisini tespit etmek idig deserlerini de kullandiklari
bilinmektedir. Bu amacla substrat konsantrasyosalit tutularak, dasik inhibitor
konsantrasyonlarinda, ytzde aktiviteler belirlentaele daha sonra grafik yolu ile %
50 inhibisyona sebep olan inhibitdr konsantrasybasaplanmaktadir. Bu ydntem,
K; sabitinin tespit edilmesine gbre daha az hassaassha rgmen, uygulamasi daha
kolay oldisu icin pratikte kullaniimaktadir. Yukaridaki selbepg6z 6nline alinarak,
hem K degerleri, hem de befarkl inhibitdr konsantrasyonu icin sabit substra
konsantrasyonundaspldeserleri her iki kaynaktan safiarilan PPO enzimleri igin
tespit edilmgtir.
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Farkli inhibitorlerin 4o deserlerini bulmak icin optimunsartlarda katekol
substratini 10mM sabit konsantrasyondasgdit Elde edilen sonuclagekil 3.10-
3.16ve 3.30-3.36ve Cizelge 3.9-3.15ve 3.32-3.36&tddi.

LsPPO ve AbPPO enzimlerinfirmerkapto etanol inhibitort kullanilarak
bulunan 4, degerleri sirasiyla 0.204 mM ve 6.09 mM’dir. Aynihibitorin ¢in
lahanasi, malatya kayisisi ve fasulye tohumundale izdilen PPO enzimleri icin
bildirilen 1so degerleri sirasiyla 1.2xIdmM, 3.62 x1G mM ve 24x x1¢mM'dir
[160, 167,180]. L-sistein inhibitort kullanilardlsPPO ve AbPPO enzimleri igin
bulunan ¥, degerleri 0.42 mM ve 10.34 mM'dir. Ayni inhibitérinnglahanasi PPO
enzimi icin ko dezerinin 9.4 x16¢ mM oldugu bildirilmektedir [160]. Syringic asit
kullanilarak LsPPO ve AbPPO enzimleri icig deserleri 23.75 mM ve 0.231
mM’dir. [161]. LsPPO ve AbPPO enzimleri Gzerin@mino benzen silfanamidin
Iso degerleri sirasiyla 0.39 mM ve 4.40 mM olarak bulugtou Ayni inhibitdrin
dut ve yer elmasi PPO enzimi icigy Hezerleri sirasiyla 407.5 ve 5.43 mM oflu
bilinmektedir[182]. Okzalik asid inhibitor olarakullanilarak LsPPO ve AbPPO
enzimleri igin bulunansh degerleri 0.18 mM ve 11.997 mM’dir. L-tirozin inhilit
olarak kullanildginda ise LsPPO ve AbPPO enzimleri icin bulunandkserleri
1.45mM ve 10.08 mM'dir. Glutatyon inhibitor olaraullanildiginda LsPPO ve
AbPPO enzimleri icin bulunarddeserleri 0.23 mM ve 1.03 mM’dir.

Farkli inhibitorlerin Kdegerlerinin bulunmasi amaciyla 6nce inhibitérsiz
ortamda optimumsartlarda be farkhl katekol substrati konsantrasyonlarinda
aktiviteler olculdi. Daha sonra Uc¢ farkli sabihibitdor konsantrasyonu icin ke
farkli substrat konsantrasyonunda aktivite tayinlgapildi. 1/V ve 1/[S]
degerlerinden Lineweaver Burk grafikleri cizildi. Bgrafiklerden yararlanilarak K

degerleri ve inhibisyon turleri tespit edildi.

LsPPO enzimi icin 2-merkapto etanol, L-sistesiyrincis asit, L-tirozin,
okzalik asid, glutatyon ve p-aminobenzen silfanamiubitorlerinin K; degerleri
sirastyla 0.148M, 0.53 M, 0.15 M, 0.18 M, 2.9x10M, 0.030 M ve 2.45 M olarak

tespit edilmgtir. 2-merkapto etanol, L-sistein, siyrincis asikzalik asit, glutatyon
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ve p-aminobenzen sulfanamid inhibitdrlerinin LsPB&ximi Uzerindeki inhibisyon

turd unkompetetif, L-tirozin igin ise kompetitifadgu bulunmutur.

AbPPO enzimi i¢in 2-merkapto etanol, L-sistesiyrincis asit, L-tirozin,
okzalik asid, glutatyon ve p-aminobenzen silfanamkdbitorleri icin K; deserleri
sirastyla 0.374 M, 0.53 M, 0.192, 0.18M, 6.56M, 0.030 M, ve 2.54M, olarak
tespit edilmgtir.  B-merkapto etanol, L-sistein, siyringis acid ve ifdozin,
inhibitérlerinin - AbPPO enzimi Uzerindeki inhibisyoritird  unkompetetif; p-
aminobenzen sulfanamid kak tipli ve okzalik asit ise kompetitif ol

bulunmugtur.

Sonug olarak yapilan ¢cghalarda gagidaki bulgular elde edilrgiir.

* PPO enziminin safiriimasi icinSepharose 4B- L- tirozin- p-aminobenzoik
asitkimyasal yapisina sahip yeni bir afinite jeli ssaenmgtir.

» Sepharose 4B- L- tirozin- p-aminobenzoik &sityasal yapisina sahip afinite
jeli kullanilarak yenilebilir Agaricus bisporus veactarius salmonicolor

mantarlarindab PPO enzimi saflalmistir.

« Afinite kromatografisi ile saflgirilan Agaricus bisporusve Lactarius
salmonicolor PPO enzimleri SDS-PAGE elektroforezinde tek balae e
edilmis ve LsPPO enziminin molekulgahg 36 kDa, AbPPO enziminin

molekdl &irligl 50 kDa civarinda gozlemlensti..

» Saflgtirilan enzimlerin optimum pH’ si katekol, 4-méekihtekol ve pirogallol
substratlar kullanilarak optimum sicadliise sadece katekol substrati
kullanilarak belirlenmgtir ve optimum pH katekol, 4-metil katekol, pirotyl
substratlar kullaniarak L. Salmonicolor PPO enzigm sirasiyla 7.5, 6, 7.5
olarak; A. Bisporus PPO enzimi icgin ise sirasiylg, 7.5 ve 8 olarak tespit
edilmistir. Sicaklgin PPO enzimi Gzerine etkisinin anailmasi ¢algmasinda
elde edilen sonuglara gére L. Salmonicolor PPOrenigin 5-20°C’ de ; A.
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Bisporus PPO enziminin ise 20-30 °C’ de aktivitebiiytk Olcide korudgu
tespit edilmgtir.

Optimum sartlarda yapilan kinetik ¢amalar sonucu L. volemus PPO
enziminin en c¢ok 4-metil katekol substratina skarA. bisporus PPO

enziminin ise pirogallol substrati Gzerinde etkilugu tespit edilmgtir.

Genel olarak her iki kaynaktan satialan PPO enzimleri pH 6 ile 8 arasinda
degsisen ylUksek aktivitelere sahip olglu belirlenmgtir. Enzimatik
kararmanin onlenmesinde Urandn pH’sinin bu aralkldisinda tutulmasi
PPO enziminden kaynaklanan kararmayr onemli o6lcédgelleyecgini

sdylenebilir.

Saflagtirilan L. salmonicolor PPO enzimi Uzerine en kuvvetli inhibitor
okzalik asit ikerA. Bisporusenzimi tizerine en kuvvetli inhibisyon etkisini L-
tirozin gostermitir. En zayif inhibitorler ise yapilan canalara gére LsPPO
enzimi icin p-amino benzen sulfon amid iken AbPBX@imi icin okzalik

asid olarak belirlenngtir.
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