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ÖZET 

POLİFENOL OKSİDAZ ENZİMİNİN SAFLAŞTIRILMASI VE BAZI 

BİLEŞİKLERİN BU ENZİM ÜZERİNDEKİ ETKİLERİNİN 

ARAŞTIRILMASI 

 

DOKTORA TEZİ 

ADEM ERGÜN 

BALIKESİR ÜNİVERSİTESİ FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

KİMYA ANABİLİM DALI 

(TEZ DANIŞMANI: PROF. DR. OKTAY ARSLAN) 

BALIKESİR, ŞUBAT - 2016 

 

Polifenol oksidaz enzimi, Sepharose 4B-L-tirozin-p-amino benzoik asit 

afinite kromotagrafisi jeli kullanılıp Musa sapientum var. Cavendishii (Muz) 

meyvesinden saflaştırılmıştır. Saflaştırdığımız enzimin aktivitesi üzerinde 44 adet 

orijinal Flavonoid türevlerinin etkileri araşırılmıştır. 44 maddenin tamamı PPO 

enzimini inhibe etmiştir. En güçlü inhibitör özelliğini 7-O-sellebiyozil apigenidin 

([IC50]=10.7 M, Ki=7.45 M ) bileşiği göstermiştir. 

 

Ayrıca, PPO enziminin saflaştırılması için kullanilan Sepharose 4B-L-

tirozin-p-amino benzoik asit afinite kromotagrafisi jeline ilaveten iki yeni afinite 

kromatografisi jeli sentezlenmiştir. Bu jeller, CNBr ile aktive edilen Sepharose-

6B ve Sepharose-4B’ye uzantı kolu olarak anilin bağlandıktan sonra p-

aminobenzoik asitin aniline kenetlenmesi sonucu elde edilmiştir. Her iki jellede 

aynı enzim kaynağı kullanılarak PPO enzimi saflaştırılmıştır. Sepharose-4B ve 

Sepharose-6B içeren jeller kullanılarak sırasıyla, %7.05 - %4.49 verim ve 105.042 

- 33.4 saflaştırma derecesine ulaşılmıştır. Enzimin saflığı ve molekül ağırlığı, 

SDS-PAGE ile kontrol edilmiştir. Daha sonra 4 adet pestisitin, PPO enzim 

aktivitesi üzerindeki etkileri araştırılmış ve söz konusu enzimi inhibe ettikleri 

tespit edilmiştir. Aralarında en güçlü inhibitörün Glifosfat izopropil amin 

([IC50]=33.5 mM, Ki=20.7 mM) olduğu saptanmıştır. 

ANAHTAR KELİMELER: Polifenol oksidaz (PPO), Flavonoid türevleri, 

Pestisit, İnhibisyon, Afinite kromatografisi 
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ABSTRACT 

PURIFICATION OF POLYPHENOL OXİDASE ENZYME AND 

INVESTIGATION EFFECTS OF SOME COMPOUNDS ON THE 

ENZYME 

 

PH.D THESIS 

ADEM ERGÜN 

BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE 

CHEMISTRY 

(SUPERVISOR: PROF.DR. OKTAY ARSLAN) 

 

BALIKESİR, FEBRUARY 2016 

 

Polyphenol oxidase enzyme was purified from Musa sapientum var. 

Cavendishii (banana) by using Sepharose 4B-L-tyrosine-p-amino benzoic acid 

affinity gel. In this study, 44 original flavonoide derivatives used to investigate 

their effects on the pure enzyme activity. All of the 44 compounds inhibited the 

PPO enzyme activity. The most powerful inhibitor is 7-O-cellobiosile apigenidine 

([IC50]=10.7 M, Ki=7.45 M ).    

 

             In addition to Sepharose 4B-L-tyrosine-p-amino benzoic acid affinity gel, 

two novel affinity chromatography gels were synthesized for purifing PPO 

enzyme. The affinity chromatography gels were synthesized by coupling aniline 

as a spacer arm to CNBr activated Sepharose-4B and Sepharose-6B. Then, p-

amino benzoic acid was coupled to aniline as a ligand. PPO was purified from the 

same enzyme source by using the gels. 7.05 % –4.49 % yield and 105.042 – 33.4 

fold purification were achieved from the gel contain Sepharose-4B and 

Sepharose-6B, respectively. Purity and molecular weight of the enzyme were 

controlled with SDS-PAGE. Then, four pesticides’ effects on the pure enzyme 

activity were investigated. The results showed that all of the pesticides inhibited 

the enzyme activity. Among the four pesticides that tested, Glyphosate 

isopropylamine was found to be the most powerful inhibitor with [IC50]=33.5 

mM, Ki=20.7 mM. 

 

KEYWORDS: Polyphenol oxidase (PPO), pesticides, flavonoide derivatives,  

inhibition, affinity chromatography 
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1. GİRİŞ 

Önerilen tez kapsamında, ilk defa Erzengin ve arkadaşları tarafından 

sentezlenen afinite jeli ile Musaceae (muz) meyvesinden PPO enziminin saflaştırılıp, 

orijinal olarak sentezlenen bazı flavonoid türevlerinin ve pestisitlerin söz konusu 

enzim üzerindeki etkileri araştırılmıştır [1]. Ayrıca, bu enzimin saflaştırılması için 

mevcut afinite jellerinden farklı jeller de sentezlenmiştir. Daha sonra bu jellerin PPO 

enzimini saflaştırabilme kapasiteleri araştırılmıştır. 

 Polifenol Oksidaz Enzimi (PPO) 

PPO enzimi, oksidoredüktaz sınıfına giren ve aktif bölgesinde bakır içeren bir 

metalo enzimdir. Bu enzim, oksijen varlığında monofenolik bileşenlerin o-

difenollere hidroksilasyonu ve o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonunu sağlayan 

reaksiyonları katalizler. Bu iki reaksiyon sonucu oluşan maddeler kahverengi, siyah 

veya kırmızı pigmentler oluşturur [2,3].  

Enzim isimlerindeki karışıklığı önlemek için bitki polifenol oksidaz 

enzimlerinin adlandırılmasında değişikliker olmuştur. Tirozinaz (monofenol mono 

oksijenaz) EC.1.14.18.1, katekol oksidaz (katekolaz, difenoloksidaz) EC.1.10.3.2, 

lakkaz ise EC.1.10.3.1 enzim kodlarıyla gösterilmişlerdir [4]. 

Bazı kaynaklarda Lakkaz enziminin de PPO enziminin bir sınıfı olduğu 

belirtilmiştir. Lakkaz, metoksi ile yer değiştirmiş polifenoller ve aromatik diaminler 

gibi bir çok bileşiğin oksidasyon reaksiyonlarını katalizleyen bir enzimdir. Ancak 

tirozinazın okside ettiği tirozini oksitleyemez [5].  

İlk olarak 1856 yılında yemeklik mantarlarda bulunan PPO enzimi, doğada 

yaygın olarak bulunur [6]. Bitkiler aleminde, kabuklu deniz hayvanlarında ve bazı 

hayvansal organlarda bulunan bir enzimdir [7]. Bitkinin türüne ve yetiştiriliş 

biçimine göre PPO içerikleri değişik olabilir. Meyve ve sebzelerin olgunluklarına 

göre de bu enzimin bitki hücrelerindeki yerleşimi farklılık gösterebilir. Meyve ve 
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sebzelerde hatta kabuklu deniz ürünlerinde mekanik işlemlerden sonra “esmerleşme” 

denilen renk değişimleri olabilir. Bu renk değişimleri belirli bir noktadan sonra 

istenilen noktada durdurulamaz ve rengiyle birlikte tadını ve kalesini de bozar. Bu 

istenmeyen reaksiyonların önüne geçebilmek için PPO enziminin inhibe edilerek 

aktivitesinin sınırlandırılması veya tamamen durdurulması gerekmektedir. Bunun 

için de PPO enziminin kinetik özelliklerinin vs. çok iyi bilinmesi gerekir [8-11].  Bu 

özellikleri belirleyebilmek için; mantar, muz, çay, muşmula, enginar, ananas, 

Napoleon üzümü, patlıcan, elma, tütün, şeftali, patetes, vanilya tohumu, yeşil 

fasulye, dut, armut, elma, domates, kiraz, kaju fıstığı, enginar, brokoli, göbek marul, 

nane, kayısı gibi çeşitli kaynaklardan PPO enzimi saflaştırılmıştır [1-3,6-23]. PPO 

enziminin moleküler yapısı enzimin kaynağına göre, sayısı ise enzim kaynağına ve 

saflaştırmada uygulanan metodlara göre değişiklikler gösterebilir [24]. 

PPO enzimini ihtiva eden kaynaklar çeşitli fenolik bileşiklere sahiptir. Ancak 

bu bileşiklerin birçoğu söz konusu enzimin substratı değildir [25-33]. PPO enziminin 

meyve ve sebzelerde bulunan en önemli substratları katekinler, sinamik asit esterleri, 

3,4-dihidroksifenil alenin (DOPA), 3,4-dihidroksifenil etilamin (dopamin) ve tirozin 

gibi flavonoid tipi fenollerle, basit fenollerin en yaygın doğal substratı da klorogenik 

asittir [34,35]. 

 

Şekil 1.1: Polifenol oksidaz’ın üç boyutlu yapısı [36]. 
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 PPO Enziminin Katalizlediği Reaksiyon Mekanizmaları 

PPO, co-substratı moleküler oksijen olan bakır içerikli bir metalo enzimdir. 

Üç boyutlu hali Şekil 1.1’de gösterilmiştir [36]. PPO esmerleşme reaksiyonlarıyla 

polifenolerin hızlıca polimerize olduğu monofenollerin o-difenollere hidrolizi 

(tirozinaz aktivitesi), difenollerin o-kinonlara oksidasyonu (katekolaz aktivitesi) ve 

metoksi ile yer değiştirmiş polifenollerin oksidasyonu (lakkaz aktivitesi) 

reaksiyonlarını katalizler [5,37]. PPO tarafından katalizlenen tirozinaz ve katekolaz 

aktivitelerinin Wilcox, Solomon ve arkadaşları tarafından önerilen reaksiyon 

mekanizmaları Şekil 1.2 ve Şekil 1.3’de verilmektedir [38]. 

 

Şekil 1.2: Trozinaz aktivitesinin reaksiyon mekanizması [38]. 

 

 
Şekil 1.3: Katekolaz aktivitesinin reaksiyon mekanizması [38]. 
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 PPO Enziminin İnhibitörleri ve Enzimatik Esmerleşme 

Reaksiyonlarının Önlenmesi 

Meyvelerde, sebzelerde ve bazı deniz ürünlerinde mekanik zedelenmeler 

sonucu“esmerleşme”denilen bazı renk değişmeleri ortaya çıkmaktadır. PPO enzimi, 

ortamda bulunan fenolik bileşikleri kinonlara oksitleyerek bunların 

polimerizasyonuyla esmerleşmeyi gerçekleştiren kahverengi melanin pigmentlerinin 

oluşumuna yol açmaktadır [39]. Endüstriyel amaçla kullanılan bu ürünlerin 

hazırlanmaları sırasında ortaya çıkan bu tür reaksiyonlar kaliteyi düşürür ve bu 

ürünlerin ekonomik değerinide azaltır [40]. 

Normal şartlarda PPO enzimi hücrede oksijensiz bir ortamdadır. Fakat bu 

ürünler zedelendiğinde enzim oksijenle temas edeceği için hemen aktivite gösterir ve 

esmerlerşme reaksiyonları başlamış olur [41-42]. Esmerleşme reaksiyonlarının 

gerçekleşebilmesi için PPO enzimi, substratları ve moleküler oksijenin bir arada 

olmaları gerekir. Bu üçünden birinin ortadan kaldırılması ile reaksiyon durdurulur 

veya azaltılır.  Enzim aktivitesine etki eden parametrelerin de, sıcaklık ve pH gibi, 

optimum düzeylerde olmaları gerekir. Optimum şartlarda da bir değişiklik olursa, 

ortamın pH’ının düşürülmesi gibi, reaksiyon engellenebilir [40]. 

Bir enzimin aktivitesinin azaltılması veya tamamen durdurulması olayına 

“inhibisyon”, buna neden olan maddelere de “inhibitör” denir. PPO enziminin birçok 

inhibitörü bilinmektedir. Bu inhibitörler kullanılarak ürünlerin raf ömürleri daha da 

uzaltılmış olur. Bu amaçla kullanılan inhibitörler insan sağlığına zararlı olmamalı ve 

besinlerin kalitesine etki etmemelidir [43]. Sülfitler iyi birer PPO inhibitörü 

olmalarına rağmen insan sağlığı üzerindeki negatif etkilerinden dolayı 

kullanılmalarına izin verilmez [44]. PPO enziminin önemli inhibitörlerinden biri 

desisteindir. Sistein, PPO enziminin inhibisyonunu, enzim aktivitesi sonucu oluşan 

o-kinonları ilgili fenollere dönüştürerek gerçekleştirmiş olur [45,46].  PPO enzimi, 

aktif bölgesinde bakır içeren bir metaloenzim olduğundan siyanür, karbon monoksit, 

sodyum dietil ditiyo karbamat (DIECA), merkaptotiyazol, dimerkaptopropanol, azid 

veya potasyum metil ksantat gibi metallerle kolayca bağ yapabilen reaktiflerle de 

inhibe edilebilir [47]. Kompferol, kursetin, kukarinon ve kusnol gibi birçok bitkiden 

izole edilen flavonoidler potansiyel birer PPO enzimi inhibitörleridir [48-51]. 
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Sentetik olarak imal edilen çeşitli inhibitörler de mevcuttur. Bunlar maddelerden 

bazıları; antidepresif ilaç olarak kullanılankaptoril [(2S)-1-(3-merkapto-2-

metilpropionil)-L-prolin] ve antitroid ilaç olarak kullanlan methimazol (1-metil-2-

merkaptoimidazol)’dür [52,53]. Gelişim ve stres tepkileri de dahil olmak üzere 

bitkilerde önemli fizyolojik işlevlere sahip olan Serotonin (5-hidroksitriptamin) 

askorbik asit ile kıyaslandığında esmerleşmenin önlenmesinde önemli ölçüde 

etkilidir. PPO enziminin kinetik parametreleri incelendiğinde unkompatatif 

inhibitörü olduğu anlaşılmıştır [54]. 2-4 oC’ de saf CO2’in taze kesilmiş dulavrat otu 

ile muamele edildiğinde esmerleşmenin engellendiği ve raf ömrünü uzadığı 

gözlemlenmiştir [55]. Yağlı ve yağsız pirinç kepeği ekstraktlarının patates ve 

elmadaki enzimatik esmerleşmeyü inhibe etme kapasiteleri kıyaslandığında yağlı 

piriç kepeği ekstraktının daha etkili olduğu görülmüştür. Pirinç ekstraklarındaki beş 

fenolik bileşik (protokateşuik asit, vanilik asit, p-kumarik asit, ferulik ve sinapik asit 

asit) HPLC ile tespit edilmiş ve yağlı pirinç kemeği ekstraktında ferulik asitin, yağsız 

pirinç kepeği ekstraktında ise p-kumarik asitin daha etkin inhibisyon özelliği 

gösterdikleri saptanmıştır [56]. Na8SiW11CoO40 gibi polioksometalatlar da tirozinaz 

aktivitesini kontrol etmek için kullanılabilir [57]. Fattouch ve arkadaşları, benomyl, 

carbaryl, deltamethrine ve parathion methylin gibi bazı pestisitlerin yüksek 

konsantrasyonlarda (8-12 M) PPO enzimini inhibe ettiğini saptamıştır [58]. 

 PPO Enziminin Saflaştırılması 

Enzim kaynağı olarak bitkiler kullanılacağı zaman, homojenizasyon sırasında 

dokulara hasar geleceğiden, fenolik bileşiklerin de PPO enziminin aktivite 

göstermesiyle yükseltgenmeleri sonucu ortaya istenmeyen kinon bileşikleri çıkacağı 

için enzim aktivitesinin durdurulabilmesi için sıvı azot ortamında bu 

homojenizasyonun yapılması daha sağlıklı olacaktır [59,60]. Saflaştırmada 

kullanılacak tampon çözeltilerin pH’ı da oldukça önemlidir. Bazen homojenizasyon 

çözeltisine enzim aktivitesinin bir müddet durdurulması için sodyum azid, askorbik 

asit, glutatyon, ditiyotreitol, sistein, sodyum metabisülfit veya tiyoüre gibi çeşitli 

indirgen reaktifler veya inhibitörleri eklenebilinir [61].  
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Homojenizasyon işleminden sonra elde edilen ekstrakttan PPO enziminin 

saflaştırılması için, amonyum sülfat çöktürmesi, homojenizasyon sırasında eklenen 

askorbik asit gibi küçük moleküllerin uzaklaştırılması için diyaliz işlemi daha 

sonrasında ise iyon değişim kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi, hidrofobik 

etkileşim kromatografisi veya afinite kromatografisi gibi kromatografik yöntemler 

kullanılır [62]. Afinite kromatografisi biyolojik moleküllerin saflaştırılması için 

güçlü bir tekniktir. Lerman, 1953 yılında selülöze mantar PPO enzimini bağlayarak 

bunun benzoik asit türevi inhibitörler ve fenolik maddeler için önemli bir afinite 

absorbanı olduğunu göstermiştir [63]. 1973 yılında ise Gutteridge ve Robb 4-amino 

benzoat’ı Sepharose-4B’ye bağlayarak PPO enziminin saflaştırılmasında kullanışlı 

olduğunu göstermiştir [64]. Yine 1973 yılında O’Neill ve arkadaşları Sepharose-

4B’ye benzoil grublarını bağlayarak afinite jelleri hazırlamış ve PPO enzimine 

spesifik olduğunu kanıtlamıştır. Ancak kolonların kendiliğinden okside olmalarından 

dolayı tekrar tekrar saflaştırma işleminde kullanılamamıştır [65]. 1992 yılında Pathak 

ve arkadaşları afinite kromatografisi üzerine araştırmalar yapmıştır. Bunun için 

CNBr ya da divinilsülfon (DVS) ile aktifleştirilmiş Sepharose-4B’ye çeşitli uzantı 

kolları, bunlara da ligand olarak p-aminobenzoik asit bağlayarak afinite kolonları 

sentezlemiş ve oluşturulan afinite jellerinin PPO enzimine ilgilerinin yüksek 

olduğunu saptamıştır. [66]. 2004 yılında ise Arslan ve arkadaşları CNBr ile 

aktifleştirilmiş Sepharose-4B’ye uzantı kolu olarak L-tirozin, uzantı koluna da p-

aminobenzoik asidi bağlayarak Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik afinite jelini 

sentezlemiştir. Bu jel ile de dut meyvesinden tek adımda 74 kat saflaştırma 

yapılmıştır [1]. 2012 yılında da Sepharose-4B-L-tirosin-m-aminobenzoik afinite jeli 

Demir tarafından sentezlenmiş ve kolondan % 6.13 verim ve 73.91 saflaştırma 

derecesi ile Muz PPO enzimi saflaştırılmıştır [67]. 

 PPO Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi 

Enzim aktivitesi, birim zamanda substrat miktarındaki azalma veya ürünün 

oluşum hızının ölçülmesiyle belirlenebilir. Eğer analitik şartlar ürün oluşumunu 

ölçmeye imkan veriyorsa bu yolu seçmek daha sağlıklıdır. Çünkü başlangıçta hiç 

ürün olmadığı için onun miktarının belirlenmesi daha kesin veriler sunar. PPO 

enzimi katalizlediği reaksiyonlarda kısa zamanda o-dihidroksi fenollerin 
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oksidasyonunu yavaşlattığından dolayı reaksiyonun başlangıçtaki hızını ölçerken 

dikkatli olmak gerekir [68].  

Esmerleşme reaksiyonları sonucu oluşan kinonlar görünür bölgede absorbans 

verdikleri için spektorfotometrede ölçümler yapılabilir [69]. Aktivite ölçümleri 

esnasında PPO’nun reaksiyon inaktivasyonunu ötelemek için kinonları indirgeyen 

hidrokinon, negative indirgenme-yükseltgenme kapasitesi olan askorbik asit gibi 

bileşikler kullanılır [70]. Askorbik asit konsantrasyonunun azalmasındaki hızı ve 

PPO enziminin aktivitesi arasında bir orantı vardır. Reaksiyon hızını belirleyen 

basamak kinon↔substrat geçişidir. Askorbik asidin yükseltgenmesi sınuçları da 

etkiler. Bir diğer yöntem ise, reaksiyon ortamındaki askorbik asidin tamamen 

tükenmesi için geçen süreyi ölçmek yerine, oluşan ürünlerin absorbanslarının 

ölçülmesidir. K4[Fe(CN)6].3H2O 420 nm’de absorbans verir ve askorbik asit yerine 

kullanılabilir. Böylece askorbik asidin ortamada bulunması veya 265 nm’de 

absorbans veren diğer meteryaller ölçümlere etki etmez. Bu yöntemin bir diğer 

avantajı ise ferrosiyanürün asidik bölgede pH değişimlerine karşı askorbik aside göre 

daha az hassas olması ve çözeltide içerisinde daha kararlı olmasıdır [71]. Reaksiyon 

aktivasyonunun durdurulmasını engellemek için bazı prosedürler oluşturulmuştur. 

Bu prosedürler reaksiyon ortamından kinonların uzaklaştırılması prensibine dayanır. 

3-metil-2-benzotiyazolon hidrazon hidroklorik kinonlarla kondansasyon ürünleri 

oluşturur. Daha sonar bu ürünler reaksiyon ortamından kloroform fazına alınır ve bu 

organik fazın absorbsiyonu 500 nm’de okunur [72]. Diğer bir yönteme göre her bir 

tiyol molekülü için bir mol kinon tüketen ve renksiz bileşikler oluşturan sarı bir 

bileşik olan 2-nitro-5-tiyobenzoik asit anyonu kullanılır. Enzim aktivitesi sarı 

bileşiğin 412 nm’deki absorbansındaki azalmasının spektrofotometrik olarak 

ölçülmesiyle takip edilir [73]. 

 Flavonoidler 

Flavonoidler çoğu bitkinin tohum, yaprak, meyve ve çiçeklerinde yoğun 

olarak bulunan doğal bileşiklerdir. Flavonoidlerin hidroksil radikallerini, süperoksit 

anyonlarını ve lipit peroksi radikallerini yakaladığı, bu yüzden de çok iyi bir 

antioksidant olduğu çeşitli araştırmalar sonunda tespit edilmiştir [74]. İki fenil ve bir 

heterohalkadan oluşan bu bileşikler, hetero halkanın farklı yükseltgenme derecelerine 
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göre flavonlar, flavonoller, flavanonlar, flavanonoller, kalkonlar, dihidrokalkonlar, 

antosiyanidinler gibi çeşitli alt sınıflara ayrılmıştır [75]. Flavonoid glikozitleride 

benzer olarak bitki aleminde yaygın olarak bulunan [75], antioksidant [76], 

hepatoprotektant [77], UV-ışığa karşı koruyucu [78], antibakteriyel ve antikanserojen 

[79] gibi çok farklı biyolojik etkiye sahip bileşiklerdir. Bitkilerde yaygın olarak 

bulunmakla birlikte, miktarlarının az oluşu ve önemli farmakolojik aktivitelere sahip 

olmaları, araştırmacıları bu bileşiklerin izolasyonu ve sentezine yöneltmiştir. Flavon 

ve flavonol glikozitlerden 1975 yılında sadece 360 tanesinin yapısı bilinirken, takip 

eden beş yıl boyunca bu sayı ikiye katlanarak 720 yapıyı bulmuştur. 1981-1985 

yılları arasında da 90 tane daha yeni flavon glikozit bileşiği keşfedilmiştir [80]. 

Günümüze kadar dört binden fazla flavonoid ve flavonoid glikozit türevlerinin 

bitkilerden izole edildiği bilinmektedir [81]. Apigenidinler, flavonoid grubunun 

büyük bir kısmını oluşturan antosiyaninlerin alt türüdür. Bu maddeler genellikle 

çiçekler, meyveler ve kapalı tohumluların yapraklarında pembeden kırmızıya 

vemordan laciverte siyanik renk dizilişinden sorumludur [82]. 

 Flavonoidler bitkilerden izole edilen bileşikler olup doğada yaygın olarak 

bulunurlar. Genellikle meyve, sebze, tohum, çiçek ve yapraklarda rastlanır. 

Geleneksel tıpta son yirmi yılda flavonoidlere karşı ilgi artmış ve yapılan 

araştırmalar sonucu, flavonoidlerin çok yönlü biyokimyasal ve farmakolojik 

aktivitelere sahip oldukları belirlenmiştir. Son yıllarda flavonoidlerin endüstrinin 

çeşitli alanlarında kullanılması için yürütülen araştırmaların sayısı artmaktadır. Bu 

bileşiklerin antioksidant özellikleri, çeşitli ürün ve malzemeleri boyama yetenekleri, 

metallerle bileşik oluşturma ve tabaklama maddelerinin bileşenine katılmalarından 

dolayı, besin, tekstil, deri, metalurji, tıp, ziraat ve benzer alanlarda kullanılma 

olasılıkları artmaktadır [83]. 

Tübitak projesi kapsamında, Sakarya Üniversitesi Organik Kimya 

Laboratuvarı’nda Arslan, Küçükislamoğlu ve ark. tarafından flavonoid türevleri 

sentezlenmiştir. İlk olarak, naringenin bileşiğinin 7 konumundaki -OH grubuna D-

şeker grubunun bağlanıp, daha sonrada, bu bileşiklerin apigenine okside edilmesi ve 

apigenidine indirgenerek glikozil-apigenidin türevleri elde edilmiştir [84]. 
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Tablo 1.1: Flavonoidlerin hetero halkadaki -C3- yapısına göre sınıflandırılması [84]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 1.2: Farklı iskelet yapılarına göre flavonoidler [84]. 

Flavonlar Flavonoller Flavanonlar 

Chrysin Quercetin Naringenin 

Apigenin Rutin Naringin 

Luteolin Kaempferol Hesperidin 

 Rhamnetin Eriodiktol 

Flavanoller Flavanonoller Antosiyanidinler 

Catechin Taksifolin Apigenidin 

Epicatechin Slibin Cyanidin 

 

Flavonoidlerin yapı çeşitliliği, yalnız difenil propan iskeletinin farklı 

yapılarda düzenlenme özelliği ile sınırlı değildir. Aynı zamanda, her sınıf içinde, 

aromatik halkalara bağlı sübstituentlerin sayısı, türü ve pozisyonları flavonoidlerin 

yapı çeşitliliğine neden olan faktörlerdir. Flavonoid yapılarında fonksiyonel grupların 

en yaygın pozisyonları Şekil 1.4’de verilmiştir [74]. 

O

O  
Flavonlar 

O

OH

O  
Flavonoller 

 

O

OH

+

 
Antosiyanidinler 

O

O  
Flavanonlar 

O

OH

O  
Flavanonoller 

 

 

 

O  
Kalkonlar 

O  
Dihidrokalkonlar 
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Şekil 1.4: Flavonoid yapılarında fonksiyonel grupların en yaygın pozisyonları [84].  

 Flavonoidlerin Biyolojik Önemi 

1940’lı yıllardan sonra, flavonoidlerin önemli bir kısmını oluşturan 

apigenidin türevlerinin biyolojik aktiviteye sahip olduklarının anlaşılmasından dolayı 

flavonoidlere karşı ilgi artmıştır. Bu ilginin nedenlerinden biri 1936 yılında limon 

kabuğundaki flavonoidli bir preparatın eldesi ve bunun P-vitamin aktivitesi 

göstermesidir [74]. 

Flavonoid üzerine yapılan araştırmaların en yoğunlaştığı alan insan sağlığı 

üzerine sağladığı faydalardır. Flavonoidlerin, antiinflamatuar, antioksidant, 

antimikrobiyal, antibakteriyal ve antikanserojenik etkileri de başka araştırmacılar 

tarafından bulunmştur [85-87].  

Flavonoidlerin ilk tespit edilen biyolojik özelliği kılcal damarlarda kan 

sızdırmanın önlenmesi, kırılganlık ve geçirgenliğin ortadan kaldırılması gibi pozitif 

etkileridir. Bu etkilerin yanısıra kuersetin, rutin ve bazı flavonollerin zayıf kalp 

kuvvetlendirici ve nabzı normalleştirici özellikleri de mevcuttur. Karaciğer 

fonksiyonuna olumlu etkileri flavonoidlerin en önemli özelliklerinden biridir. Safra 

salgısının artmasını hızlandırmada, karaciğerin barbiturat ve arsenik gibi bileşiklere 

karşı detoksikasyonuna etkili olduğu tespit edilmiştir [74]. 
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Bitkilere renk verme, UV ışınlarından koruma gibi etkilere de sahip olduğu 

tespit edilen bu maddeler kozmetik ürünlerde özellikle koruyucu kremlerde önemli 

bir katkı maddesi olarak kullanılmaktadır [88]. Bahsi geçen etkilerinin dışında 

flavonoidler, bitkilerde enerjinin dönüşümüne, büyüme hormonlarına da etki ederler. 

Ayrıca, solunum ve fotosentezi düzenlemede ve bulaşıcı hastalıklara karşı direcin 

artırılmasında da önemli etikleri vardır [89]. 

 Pestisitler 

Pestisit terimi kısaca,  pest  (haşarat)  adı verilen zararlıları öldürmek amacı 

ile kullanılan madde anlamına gelir.  İnsan,  hayvan ve bitki üzerinde,  çevresinde 

bulunan veya yaşayan, ayrıca besin maddelerinin üretimi,  hazırlanması,  

depolanması ve tüketimi sırasında onların besin değerini azaltan, hasara uğratan 

zararlıları öldürmek için kullanılan kimyasallardır. Bu zararlılar, çeşitli hastalıkları 

taşıyan parazitler, tarım ve bitki zararlısı böcekler, yabani ot ve mantarlar, insan, 

hayvan, çevre ve barınaklardaki sinek, bit, pire, kene, uyuz, hamam böceği gibi uçan 

ve yürüyen canlılardır [90, 91].  

Pestisitler tarım ilacı olarak kullanılır. 2005 yılında 1979 yılına göre yaklaşık 

%49’luk bir artış olmuştur. Buna rağmen ülkemizdeki kullanımı gelişmiş ülkelere 

göre çok daha düşüktür. Ancak, Akdeniz ve Ege gibi entansif tarım yapılan 

bölgelerdeki pestisit kullanımı Türkiye ortalamasının çok üzerindedir [92]. 

Pestisitlerin aşırı ve yanlış uygulamalarından en fazla etkilenenler zirai 

ilaçlama yapan kişilerdir. Yapılan araştırmalar zirai ilaçlama yapan kişilerin 

kanlarında pestisit kalıntılarının saptandığına ve bu kişilerin kanlarındaki 

enzimlerinin ve organlarının olumsuz etkilendiğine dikkat çekmektedir.  Özellikle 

paraoksonaz (PON)  enzimi insektisit ve sinir gazı yapımında yaygın olarak 

kullanılan organofosfat bileşiklerinin hidrolizini katalizlemekte önemli bir enzim 

olduğu için bu enzimdeki değişiklikler kişilerin pestisitlerden ne kadar etkilendiğinin 

belirlenmesinde önemli bir ölçüttür[93,94]. 
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2. MATERYAL VE YÖNTEMLER 

 Materyaller 

 Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Deneysel çalışmalarda, Sepharose-4B, Sepharose-6B, p-aminobenzoik asit, 

anilin, standart sığır serum albümin, N,N,N,N’ tetrametiletilendiamin (TEMED), 

diyaliz torbaları, trikloro asetik asit (TCA), sodyum hidroksit, sodyum klorür, 

sodyum karbonat, sodyum sitrat, trihidroksimetil aminometan (Tris), siyanojen 

bromür, amonyum sülfat, sodyum sülfat, sülfürik asit, glisin, fosforik asit, asetik asit, 

etil alkol, hidroklorik asit, sodyum azotür, sodyum nitrat, sodyum dihidrojen fosfat, 

sodyum bikarbonat, askorbik asit, polietilen glikol (PEG) ve katekol kullanılmıştır. 

Bu kimyasallar Merck veya Sigma’dan; akrilamid, bisakrilamid, amonyum persülfat, 

SDS, bromtimol mavisi, gliserol, Coomassie brillant blue G-250, Coomassie brillant 

blue da R-250 Fine Chemical’dan temin edilmiştir. 

PPO enzimi üzerindeki etkileri araştırılan organik bileşikler Sakarya 

Üniversitesi Organik Kimya Laboratuarları'nda, Arslan, Küçükislamoğlu ve ark. 

tarafından sentezlenen orijinal flavonoid türevleridir. Bu maddelerin sentezleri örnek 

olarak Şekil 2.1 ve Şekil 2.2’de gösterilmiştir [84]. Ayrıca yine bu çalışmada 

kullanılan pestisitler ticari olarak satın alınmıştır. İnhibisyon çalışmalarında 

kullanılan tüm bileşiklerin şekilleri Tablo 2.1’de gösterilmiştir.  
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Şekil 2.1: Flavonoid C- ve O-glikozitlerin oluşumu ve yapısı [84]. 
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Şekil 2.2: Apigeninin7-pozisyonuna bağlanabilen bazı şeker birimleri ve yapıları [84]. 

Apigenidin glikozitler, yapılarında bulunan şekerlerin yarı asetal hidroksil 

grubunun konfigürasyonuna bağlı olarak α- veya β- glikozitler olmak üzere ikiye 

ayrılırlar. Örneğin, kuersetinin, L-arabinofuranozitin farklı anomerleri ile 

oluşturduğu glikozitler, kuersetin 3-O-α-L-arabinofuranozit ve kuersetin 3-O-β-L-

arabinofuranozit olarak gösterilebilir [74]. 
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Tablo 2.1: İnhibisyon çalışmalarında kullanılan maddelerin şekilleri. 

Kod Şekil 
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+

NH NH F

O
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+
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OH  
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O
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Tablo 2.1 (devamı). 
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Tablo 2.1 (devamı). 

  

4-KFTÜ7HAd O
+

NH NH Cl

SOH

 

7-OGAd 

 

7-OβdGPA 

 

7-OGaAd 

 

7-OβdGaPA 

 

7-OTAβdGPA 

 

7-OTAβdGPN 

 

7-OTAβdGaPA 
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Tablo 2.1 (devamı). 

  

7-OTAβdGaPN 

 

7-ORAd 

 

7-ORA 

 

Dsd 

 

Ds 

 

7-OSAd 
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Tablo 2.1 (devamı).  

  

7-OSA 

 

7-OHβDSN 

 

7-OHASA 

 

3-ORK 

 

Rt 

 

Hsd 
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Tablo 2.1 (devamı).  

  

7-ORTN 

 

7,4'-dOTAβdGA 

 

7,4'-dOβDGA 

 

7-OTβDGa4'OTAβDGA 

 

7-OβD-Ga4'OβDGA 

 

7-OβDS4'OTAβDGA 
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Tablo 2.1 (devamı).  

  

7-OβDS4'OβDGA 

 

7-OβDGa4'OβDGAd 

 

7,4'- OβDGA 

 

7-OβDS4'OβDGAd 

 

Imzpr N

H
3

C
OH

O

NH

N

CH
3

CH
3

CH
3

O  

2,4-DMA 
O

O
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O

ClCl

[NH
2

(CH
3

)
2

]
+
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PP-HCl 
H
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C

N
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CH
2
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2

NH C O CH
2

CH
2
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O

HCl
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 Kullanılan Alet ve Cihazlar 

Soğutmalı santrifüj  : Hettich zentrifugen, EBA-12R 

pH metre : Orion- model 920A 

UV-Spektrofotometre : Biotek UV-Visible Spectrophotometer 

Manyetik karıştırıcı : IKA Combimag RCO 

Peristaltik Pompa : Pharmacia Fine Chemicals 

Kronometre : Hanhard, Elektronisch Digital Stoppuhr 

Terazi : Libror, AEG-220 (Shimadzu) 

Otomatik pipetler : Eppendorf, Brand 

Homojenize Edici : Felix ev tipi bilender 

Elektroforez tankı : Hoefer, HIS 

Kromatografi Kolonu : Pharmacia Fine Chemicals 

Derin dondurucu : Beko buzdolabı 

Etüv : Elektromag 

Çalkalayıcı : Clifton 

Vorteks : Fisons Whirli Mixer  
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 Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanması 

1) Ekstraksiyon tamponu:  

% 0.5 PEG, 10 mM askorbik asit, 0.5 M fosfat tamponu, pH: 7.30; 8.7 gr (0.05 mol) 

K2HPO4, 0.5 gr polietilen glikol(PEG), 0.176 gr (0.001 mol) askorbik asit 80 mL saf 

suda çözüldü. 1 M HCI ile pH 7.30’a kadar pH metre yardımıyla titre edildi. Çözelti 

daha sonra saf suyla 100 mL’ye tamamlandı. 

2) Amonyum sülfat çöktürmesi sonucunda oluşan çökeleğin çözeltiye alındığı ve 

diyalizin yapıldığı tampon:  

5 mM fosfat tamponu, pH: 6.30; 0.87 gr ( 0.005 mol) K2HPO4 950 ml saf suda 

çözüldü. 1 M HCI ile pH 6.30’e kadar titre edildi ve saf suyla 1 L’ye tamamlandı. 

3)  Afinite jeli sentezinde kullanılan tamponlar:  

1 M NaHCO3 tamponu, pH: 10.00; 8.401 gr (0.1 mol) NaHCO3 950 mL destile suda 

çözülerek, 1 N NaOH ile pH’sı 10.00’a getirildi ve son hacim destile su ile 1 L’ye 

tamamlandı. 

0.2 M NaHCO3 tamponu, pH: 8.80; 8.401 gr (0.1 mol) NaHCO3 450 mL destile suda 

çözülerek, 1 N NaOH ile pH’sı 8.80’e getirildi ve son hacim destile su ile 500 mL’ye 

tamamlandı.  

0.01 M Na2HPO4 tamponu, pH: 6.00; 1.42 gr (0.01 mol) Na2HPO4 950 mL destile 

suda çözülerek, 1 N NaOH ile pH’sı 6.00’a getirildi ve son hacim destile su ile 1L’ye 

tamamlandı. 

4) Afinite jelinin dengelenmesi ve yıkanması için kullanılan tamponlar: 

0.05 M fosfat tamponu, pH: 5.00; 3.55 gr (0.025 mol) Na2HPO4 450 mL destile su 

içinde çözülerek pH’sı 5.00’a getirilerek son hacmi destile su ile 500 mL’ye 

tamamlandı. 

5) Afinite kromatografisinde jele bağlanmış PPO enziminin elusyonu için 

kullanılan çözelti:  

0.05 M Na2HPO4 / 1 M NaCI tamponu, pH: 8.00; 3.55 gr (0.025 mol) Na2HPO4 ve 

29.25 gr (0.5 mol) NaCI 450 mL destile su içinde çözülerek pH’sı 8.00’a getirilerek 

son hacmi destile su ile 500 mL’ye tamamlandı. 

6) Aktivite Tamponu:  

0.1 M Na2HPO4 tamponu, pH: 6.80; 7.1 gr (0.05 mol) Na2HPO4 450 mL destile su 

içinde çözülerek pH’sı 6.80’e getirilerek son hacmi destile su ile 500 mL’ye 

tamamlandı. 
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7) Substrat Çözeltisi:  

Substrat çözeltisi 10 mL, 0.1 M olacak şekilde hazırlandı. Bu amaçla 0.11 gr (1x10-3 

mol) katekol son hacim 10 mL olacak şekilde destile su ile çözüldü. 

8) Protein tayininde kullanılan standart serum albumin çözeltisi (1 mg/mL):  

25 mg standart serum albumin 25 mL saf suda çözüldü. 

9) Proteinlerin kantitatif tayininde kullanılan çözelti:  

100 mg Coomassie brillant blue G-250, 50 mL etanolde çözüldü. Bu çözeltiye 100 

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

tamamlandı. 

10) Stok inhibitör çözeltileri: 

İnhibisyon çalışmalarında kullanılan inhibitör çözeltileri (orijinal üre türevleri)10-3 M 

olacak şekilde hazırlandı. 

11) SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan numune tamponu: 

0.5 M Tris-HCI (pH:6.8) 2.5 mL 

% 10’luk SDS 4.0 mL 

Gliserol 2.0 mL 

β-merkapto etanol 1.0 mL 

Bromfenol mavisi 0.01 gr 

Destile su 0.5 mL 

12) SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan yürütme tamponu: 

Tris-HCI 3.0 gr 

Glisin 14.4 gr 

SDS 1.0 gr 

Destile su ile son hacim 1Lt’ye tamamlandı 

13) SDS-PAGE’de kullanılan ayırma ve yığma jellerinin hazırlanışı:  

SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan jel karışımlarının hazırlanışı ve kullanılan 

miktarları Tablo 2.2’de verilmektedir. 
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Tablo 2.2: SDS-PAGE’de kullanılan jel karışımlarının miktarları. 

 

 Ayırma Jeli Yığma Jeli 

 % 10 % 3 

Akril amid/Bis (% 30) 

Akril amid 15 gr 

Bis 0.4 gr 

Son hacim destile su ile 50 mL’ye  

tamamlanır. 
 

 

 

16.65 mL 

 

 

2.6 mL 

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 NaOH 

ilave edilerek son hacim destile su ile 

50 mL’ye tamamlandı. 

 

 

12.5 mL 

 

 

 

_ 

0.5 M Tris-HCI (pH:6.8) 

Tris-HCI 3.94 gr 

pH: 6.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH 

ilave edilerek son hacim destile su ile 

50 mL’ye tamamlandı. 

 

 

_ 

 

 

5 mL 

 

% 10’luk SDS 

SDS 1 gr 

Son hacim destile su ile 10 mL’ye  

tamamlanır. 
 

 

 

0.5 mL 

 

 

200 L 

TEMED 25 L 20 L 

% 10’luk amonyum persülfat 

Amonyum persülfat 1 gr 

Son hacim destile su ile 10 mL’ye  

tamamlanır. 
 

 

750  L 

 

400 L 

 

 

14) SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan renklendirme çözeltisi:   

0.66 gr Coomassie brillant blue R-250, 120 mL metanolde çözüldü. Bu çözeltiye 24 

mL saf asetik asit ve 120 mL destile su ilave edildi. 

15) SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan renk açma çözeltisi:  

% 7.5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87.5 mL destile içermektedir. Bu amaçla 75 mL 

asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karıştırıldı. 

 

 



25 

 

 Yöntemler 

 PPO Enziminin Saflaştırılması 

 Ham Ekstraktın Hazırlanması 

Deneylerde enzim kaynağı olarak kullanılan muz ithal olup ticari bir 

işletmeden alındı. Ham ekstrakt hazırlanırken, 50 g muz 100 mL ekstraksiyon 

tamponu içinde ev tipi blender ile 2 dakika boyunca homojenize edildi. Homojenat 

tülbent ile süzüldükten sonra, süzüntü soğutmalı santrifüjde +4˚C’de 15000 rpm’de 

45 dakika süreyle santrifüj edildi. Çöken kısım atıldı ve elde edilen supernatant ham 

ekstrakt olarak kullanıldı. 

 Amonyum Sülfatla Çöktürme 

Amonyum sülfatla çöktürme işlemleri % 0-80 arasında doygunlukta yapılır. 

Çöktürme işlemleri sırasında kullanılacak katı amonyum sülfat miktarları aşağıda 

formüle göre hesaplandı.  

 

=
(NH4)2SO4

gr
_

1.77xVx(S2     S1)

3.54 S2

_

 

V: Süpernatant hacmi 

S1: 1’in kesri şeklinde mevcut amonyum sülfat doygunluğu 

S2: 1’in kesri şeklinde istenilen amonyum sülfat doygunluğu 

 

 Katı amonyum sülfat miktarı tespit edildikten sonra ham ekstrakta katı 

(NH)2SO4 yavaş bir şekilde azar azar katıldı ve her ilave sonrasında daha önce 

katılan (NH)2SO4‘ın çözünmüş olmasına dikkat edildi. % 80 Amonyum sülfat 

doygunluğuna getirilen suspansiyon 15000 rpm’de 45 dakika süreyle soğutmalı 
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santrifüjde +4˚C’de santrifüjlendi. Ekstrakt santrifüj edildikten sonra tüplerin 

üzerindeki sıvı kısımlar atılıp oluşan çökelek 5 mM fosfat tamponunun (pH: 6.3) 

çözünebildiği en az miktarında çözüldü.  

 Diyaliz 

5 mM fosfat tamponundaki enzim çözeltisi diyaliz torbasına (Sigma 

Diagnostics, dialysis sacks) yerleştirildi ve yine aynı tampona (5 mM fosfat tamponu, 

pH: 6.3) karşı en az 3 defa değiştirilmek suretiyle 24 saat boyunca +4˚C’de diyaliz 

edildi. 

 PPO Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflaştırılması 

 Çalışma grubumuz tarafından sentezlenen Sepharose-4B-L-tirozin-p-

aminobenzoik asit afinite jeli kullanılarak PPO enzimi saflaştırıldı [1]. PPO 

enziminin saflaştırılması için uygulanan en etkili metodlardan birisi de afinite 

kromatografisi ile saflaştırma yöntemidir. Bu yöntem, bir çeşit adsorpsiyon 

kromatografisi olup saflaştırılmak istenen moleküle spesifik bir ligandın, katı destek 

metaryeline bağlanmasıyla sentezlenen jel ile saflaştırma sağlanan bir tekniktir. Bu 

yöntem sayesinde saflaştırılması çok zor ve bazen imkânsız gibi görünen 

biyomolekülleri çok kısa sürede ve yüksek verimle saflaştırmak mümkündür [95]. 

 Enzim Çözeltisinin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enzimin 

Elüsyonu  

 Sentezlenen afinite jeli 1x15 cm’lik kolonlara paketlenerek 0.05 M fosfat 

tamponu (pH: 5) ile yıkanarak dengeleme sağlandı. Dengelenip dengelenmediğini de 

pH kontrolü yaparak tespit edilir. Diyaliz işleminden sonra elde edilen enzim 

çözeltisi kolona tatbik edildi ve yine aynı tampon ile yıkandı. Böylece polifenol 

oksidazın büyük kısmı afinite jeline tutundu ve diğer safsızlıklar uzaklaşmış oldu. 

Daha sonra 0,05 M pH=7,00 Na2HPO4 /1 M NaCI tamponu ile elüsyon işlemi yapıldı 

ve 2’şer mL elüatlar toplandı. Elüatlarda, 280 nm’de kalitatif protein, Coomassie 



27 

 

blue metoduyla kantitatif, ve 420 nm’de enzim aktivite tayini yapıldı. Elde edilen 

sonuçlar grafik halinde Şekil 3.99 ve 3.100’de verildi. 

 Yeni Afinite Jellerinin Sentezi 

Matriks olarak kullanılan Sepharose-4B ve Sepharose-6B’nin serbest -OH 

guruplarının aktifleştirilme işleminde CNBr yöntemi kullanıldı [66]. Matriksler 

CNBr ile aktifleştirildikten sonra, anilin kovalent olarak jel yapısına katıldı. Daha 

sonra aniline diazolanmış p-amino benzoik asidin bağlanması işlemi gerçekleştirildi. 

Burada anilin, afinite jelinin uzantı kolunu, p-aminobenzoik asit ise enzimi spesifik 

olarak bağlayan kısmını (ligand) oluşturmaktadır. P-aminobenzoik asit polifenol 

oksidaz enziminin spesifik bir inhibitörüdür ve afinite jelinin yapısına girerek söz 

konusu enzimin yüksek oranda saflaştırılmasında başarıyla kullanılıldı. Afinite jeli 

aşağıdaki prosedüre göre hazırlandı. 

 Matriksin Aktifleştirilmesi ve Anilin Bağlanması 

10’ar mL Sepharose-4B ve Sepharose-6B saf su ile iyice yıkanarak dekante 

edildi ve eşit hacimdeki destile su ile birleştirildi. Hafif tempoda karışan jel 

süspansiyonuna 5M’lık CNBr çözeltisinden yaklaşık 7,5 mL ilave edildi. 

Süspansiyonun pH’sı 4 M NaOH çözeltisi kullanılarak hemen 11’e çıkarıldı ve 

reaksiyon bu pH’da muhafaza edildi. Reaksiyona pH değişmeyinceye kadar devam 

edildi. Çok miktarda buz süspansiyona katılır ve karışım bir buchner hunisine alınıp 

250 mL soğuk 0.1 M NaHCO3 tampon çözeltisi ile (pH: 10) ile yıkandı. Yıkama 

bittikten sonra aktifleştirilmiş matriks aynı tamponun 40 mL’sine alınıp üzerine, 20 

mL’sinde 50 mg anilin içeren aynı tamponun soğuk çözeltisi ilave edilerek hafif 

tempoda 90 dakika karıştırıldıktan sonra buzdolabına kaldırıldı ve 16 saat +4°C’de 

bekletildi. Daha sonra süspansiyon yaklaşık 1 lt saf su ile iyice yıkandı. Böylece 

reaksiyona girmeyen anilin tamamen uzaklaştırılmış olur. Yıkama, 100 mL 0.2 M 

NaHCO3 tamponu ile (pH: 8.8) tekrarlandı. Anilin ile aktifleştirilmiş matriksler aynı 

tamponun 40 mL’si içine alındı. 
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 p-Aminobenzoik Asidin Bağlanması 

25 mg p-aminobenzoik asit, 0 0C civarında 10 mL 1 M HCI içerisinde 

çözülüp, 75 mg NaNO2 ihtiva eden 0 0C’deki 5 mL çözelti, p- aminobenzoik asit 

çözeltisine damla damla katıldı. 10 dakikalık reaksiyondan sonra diazolanmış olan p-

aminobenzoik asit, 40 mL Sepharose-4B-Anilin ve 40 mL Sepharose-6B-Anilin 

süspansiyonuna ilave edildi. pH: 9.5’a çıkarılarak sabit tutulup 3 saat oda 

sıcaklığında karıştırıldı. Daha sonra bol miktarda saf su ve ardından 200 mL 0.01 M 

Na2HPO4 (pH: 6) tamponu ile yıkandı ve aynı tamponda muhafaza edildi. 

Sentezlenen jelin kimyasal yapısı Şekil 2.4 de gösterilmektedir. 

Sefaroz

OH

 N N N COOH

H

 

Şekil 2.3: Sepharose 4B, 6B-anilin-p-aminobenzoik asitin son hali. 

 SDS-PAGE İle Enzimin Saflığının ve Molekül Ağırlığının Kontrolü 

 Muz PPO enzimin afinite kromatografisi ile saflaştırılmasından sonra iki 

farklı akrilamid konsantrasyonunda; yığma jeli % 3, ayırma jeli % 10 

konsantrasyonlarında olacak şekilde kesikli sodyum dodesil sülfat jel elektroforezi 

(SDS-PAGE) Laemelli tarafından belirtilen yöntemle yapılarak enzimin saflık 

derecesi kontrol edildi [96]. 

 

 Bu amaçla elektroforez cam plakaları önce su, sonra etil alkol ile iyice 

temizlendi. Daha sonra plakalar arasına plastik aralık oluşturucusu yerleştirilerek iki 

cam plaka birbiri üzerine konuldu ve kıskaçlarla tutturularak jel hazırlama cihazına 

konuldu. Tablo 2.2’de belirtildiği şekilde hazırlanan ayırma jeli plakalar arasına 

üstten 2-3 cm kalana kadar enjektörle döküldü. Jel içerisinde hava kabarcığı 

kalmamasına dikkat edildi. Jel yüzeyinin düzgün olması için n-bütanol ile ince bir 

tabaka oluşturuldu. Polimerizasyon tamamlandıktan sonra (yaklaşık 15 dakika) üst 

yüzeydeki n-bütanol döküldü. Daha sonra cam plakaların arası tamamen doluncaya 
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kadar polimerleşmiş ayırma jelinin üzerine yığma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki 

yükleme jelinin üzerine tarak dikkatlice yerleştirilerek jelin polimerleşmesi beklendi. 

(yaklaşık 30 dakika). Yükleme jeli polimerleştirkten sonra tarak, kuyucukların 

arasının bozulmamasına dikkat edilerek çıkarıldı. Kuyucuklar önce saf suyla sonra 

tank tamponuyla yıkandı. Polimerize jellerin bulunduğu kaset elektroforez tankına 

yerleştirildi. Elektroforez tankının alt ve üst kısmına yürütme tamponu konuldu. 

 

 Afinite kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan yüksek 

aktivite gösterenler birleştirilerek amonyum sülfatla % 80 doygunluğa getirildi. Elde 

edilen çözelti toplam hacim 100 L olacak şekilde 1:1 oranında numune tamponuyla 

karıştırıldı. Saflaştırtığımız enzimin yaklaşık molekül ağırlığını kontrol etmek için, 

10 ile 250 kDA molekül ağırlığına sahip proteinleri içeren marker kullanıldı. Toplam 

hacim 100 L olacak şekilde 1:1 oranında numune tamponuyla karıştırıldı. Jele 

yüklenecek numuneler 3 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Numuneler 

soğutularak enjektörle kuyucuklara yüklendi.  Elektroforez güç kaynağına 

bağlanarak 80 volt’a ayarlandı. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan 

numune tamponu içindeki boyaya ait bant yükleme jelinden ayırma jeline vardığında 

voltaj 150 volt’a yükseltildi. Bromfenol mavisinden kaynaklanan mavi bant jelin 

altına 0.5 cm kalana kadar yürütüldükten sonra akım kesilerek yürütme durduruldu. 

Cam plakalar arasındaki jel dikkatlice çıkarıldı yığma jel kesililip ayrıldıktan sonra 

protein bantlarını içeren ayırma jeli renklendirme çözeltisi içine konuldu ve 1.5-2 

saat kadar çalkalayıcı üzerinde bırakıldı. Daha sonra jel renklendirme çözeltisinden 

çıkarılarak renksizleştirme çözeltisine kondu. Belirli aralıklarla değiştirmek suretiyle 

jelin zemin rengi açılıp protein bantları belirginleşinceye kadar bu çözelti içinde 

çalkalandı. Jel renksizleştirme çözeltisinden çıkarıldıktan sonra fotoğrafı çekildi 

(Şekil 3.101).  
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 Protein Tayini 

 Kalitatif Tayin 

 Afinite kromatografi tekniğiyle elde ettiğimiz elüatların kalitatif protein 

tayinleri 280 nm’deki absorbans ölçümleri alınarak yapıldı. Bu metodun temel 

prensibi, fenilalanin, tirozin ve tiriptofan gibi proteinlerin yapısında bulunan 

aromatik halkaya sahip amino asitlerin 280 nm’de UV ışınlarını absorblamalarıdır 

[97]. Elüatlar kuvartz küvetlere alınarak, absorbansları spektrofotometrede köre karşı 

ölçüldü. Proteinin içinde bulunduğu tampon kör olarak alındı. 

 Kantitatif Tayin 

 Saflaştırma basamaklarında elde edilen çözeltilerdeki protein miktarı 

tayinleri, Bradford yöntemiyle belirlendi. Bradford yöntemi, proteinlerin fosforik 

asitli ortamda Coomassie brillant-blue G-250 reaktifi ile kompleks oluşturması ve 

oluşan kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans göstermesi esasına dayanır [98]. 

Diğer kantitatif yöntemlere göre üstün olmasının nedeni ise uygulama süresinin çok 

kısa olması, bozucu faktörlerin az olması ve protein-boya kompleksinin çözeltilerde 

uzun süre kalmasıdır. Bu yöntemin hassasiyeti 1-100μg arasındadır. 

 

 Protein tayini işleminde şu yol izlendi: 1 mg/mL olacak şekilde 

hazırladığımız standart sığır albumin çözeltisinden tüplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 

70, 80, 90 ve 100 μL alındı. 5 mM fosfat tamponu (pH: 6.3) ile tüm tüplerin 

hacimleri 0.1 mL’ye tamamlandı. 5 mL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her 

bir tüpe ilave edildi. Tüpler vorteks edildikten 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik 

küvetlerde köre karşı absorbans değerleri okundu. Kör olarak 0,1 mL’lik 5 mM 

fosfat tamponu (pH: 6.3) olan 1. Tüp kullanıldı. Okunan absorbans değerlerine 

karşılık gelen μg protein değerleri ile standart grafik hazırlandı (Şekil 3.98). 

 

 Hazırlanan enzim çözeltilerinden 0.1’er mL 2 ayrı tüpe alınarak üzerlerine 

5’er mL Coomassie reaktifi ilave edildi. Vorteksde karıştırıldıktan 10 dakika sonra 
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595 nm’de absorbansları ölçüldü. İki ölçümün ortalama absorbansına karşılık gelen 

protein miktarı standart grafik yardımıyla hesaplandı. 

 PPO Enziminin Aktivite Tayini 

Polifenol oksidaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi. 

Aktivite ölçümü için 40 L enzim çözeltisi alınıp daha önceden hazırlanmış olan 960 

L tampon + substrat (0,1 M katekol) çözeltisine çabuk bir şekilde eklendikten sonra 

420 nm’de köre karşı bir dakikada absorbansda meydana gelen değişme okundu. 1 

Enzim Ünitesi (EU) reaksiyonun oluştuğu küvette 1 dakika sonunda meydana gelen 

0,001’lik artış olarak tanımlandı. Aktivite birimi olarak “1 mL enzim çözeltisi başına 

1 dakikada absorbansta meydana gelen 0,001 birimlik değişme” kullanıldı. 

 PPO Enzimi ile İlgili Kinetik Çalışmalar 

Katekol substratı kullanarak, PPO enziminin optimum koşullarda KM ve 

Vmax değerleri bulundu. Ayrıca farklı inhibitörler için, optimum şartlarda, IC50 ve Ki 

değerleri bulundu. 

 Katekol Substratı için Optimum Şartlarda KM ve Vmax 

Değerlerinin Bulunması 

KM ve Vmax değerlerinin tespit edilmesi amacıyla optimum şartlarda katekol 

substratlarının farklı konsantrasyonlarında enzim aktivitesi ölçümleri yapıldı. Her 

ölçüm iki defa tekrarlanarak, bulunan değerlerin ortalaması alındı. 1/V ve 1/[S] 

değerleri hesaplanarak Linewear-Burk grafikleri çizildi (Şekil 3.1). KM ve Vmax 

değerleri grafiklerin denklemlerinden yararlanılarak bulundu. 
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 İnhibitörler için IC50 Değerlerinin Bulunması 

İnhibitörlerin IC50 değerlerini bulmak için, optimum şartlarda 0,01 M katekol 

substratıyla çalışıldı. Önce inhibitörsüz ortamda enzim aktivitesi bulundu ve bu değer 

% 100 aktivite olarak kullanıldı. Değişik inhibitör konsantrasyonlarına karşılık gelen 

absorbanslar 420 nm’de köre karşı okundu. Elde edilen absorbans değerlerinden % 

aktiviteler hesaplandı ve % Aktivite-[I] grafikleri çizildi (Şekil 3.2, 4, 6, 8, 10, 12, 

14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 

56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94 ve 96). Bu 

grafiklerden yararlanarak her bir inhibitör için IC50 değerleri hesaplandı. Sonuçlar 

Tablo 3.2’de verildi. 

 İnhibitörler için Ki Değerlerinin Bulunması 

 Farklı inhibitörler için Ki değerlerinin bulunması için önce inhibitörsüz 

ortamda optimum şartlarda farklı katekol substratı konsantrasyonları kullanarak 

aktiviteler bulundu. Daha sonra her bir inhibitör için 2 değişik sabit inhibitör 

konsantrasyonunda optimum şartlarda aktiviteler katekol substratı kullanılarak tespit 

edilerek 1/V ve 1/[S] değerlerinden yararlanarak Lineweaver-Burk grafikleri çizildi 

(Şekil 3.3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 

47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 

93, 95 ve 97). Bu grafiklerden yararlanarak inhibisyon türleri ve Ki değerleri tespit 

edildi (Çizelge 3.2). Ki değerleri yarışmalı (kompetetif) inhibisyon için Lineweaver-

Burk eğrisinde eğime eşit olan KM/Vmax(1+[I]/Ki) ifadesinden, yarışmasız 

(nonkompetetif) inhibisyon için eğrinin 1/V eksenini kestiği noktayı veren 

1/Vmax(1+[I]/Ki) ifadesinden yararlanarak hesaplandı. Sonuçlar Tablo 3.2’de verildi. 

Denklemlerde kullanılan KM ve Vmax değerleri inhibitörsüz ortamda bulunan 

değerlerdir. 
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3. BULGULAR 

 Muz PPO Enziminin Katekol Substratı için Optimum Şartlarda 

KM ve Vmax Değerlerinin Bulunması 

KM ve Vmax değerlerinin tespit edilmesi amacıyla, optimum şartlarda katekol 

substratının değişen konsantrasyonlarında 420 nm’de enzim aktivitesi ölçümleri 

yapıldı. Her ölçüm iki defa tekrarlanarak bulunan değerlerin ortalaması hesaplandı. 

Aktivite değerleri reaksiyon hızı (U/mLdak) olarak alındı. 1/V ve 1/[S] değerleri 

hesaplanarak katekol substratı için Linewear-Burk grafiği çizildi (Şekil 3.1). KM ve 

Vmax değerleri grafikten yararlanarak doğru denkleminden hesaplandı. Bulunan KM, 

Vmax ve Vmax/KM değerleri Tablo 3.1 de verildi. 

 

 

Şekil 3.1: Muz PPO enzimi için katekol substratı ile elde edilen Linewear-

Burk grafiği. 
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Tablo 3.1: Muz PPO enziminin katekol substrat için KM ve Vmax değerleri. 

Substrat KM(mM) Vmax(U/mLdak) Vmax/KM 

Katekol 9,27 42628 4598 

 Muz PPO Enziminin Farklı İnhibitörleri için IC50 Değerlerinin ve 

Ki Sabitlerinin Bulunması 

 Bu çalışmamızda kullandığımız inhibitörlerin IC50 değerlerini bulmak için, 

optimum şartlarda katekol substratının 0.1 M sabit konsantrasyonunda çalışıldı. 

Substrat çözeltisi olarak 0,1 M katekol hazırlandı ve her ölçümde 80 L alındı. 

İnhibitör çözeltilerinden ise değişen hacimlerde alınarak toplam 1000 L’lik bir 

reaksiyon hacmi oluşturuldu. Önce inhibitörsüz ortamda enzim aktivitesi bulundu. 

Bu değer % 100 aktivite olarak kullanıldı. Daha sonra optimum pH ve sıcaklıkta 40 

L enzim çözeltisi alınıp daha önceden hazırlanmış olan 960 L tampon + substrat + 

inhibitör çözeltisine çabuk bir şekilde eklendikten sonra 420 nm’de bir dakikada 

absorbansda meydana gelen değişme okundu. Elde edilen absorbans değerlerinden % 

aktiviteler hesaplandı. % Aktivite-[I] grafikleri çizildi (Şekil 3.2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 

16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 

58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94 ve 96).(I= 

küvetteki 1 mL hacim içerisinde bulunan inhibitör konsantrasyonudur). Bu 

grafiklerden yararlanarak her bir inhibitör için IC50 değerleri hesaplandı. Sonuçlar 

Tablo 3.2’de verildi.  

 Farklı inhibitörlerin Ki sabitlerinin bulunması amacıyla, önce inhibitörsüz 

ortamda optimum şartlarda farklı katekol substratı konsantrasyonuna bağlı olarak 

aktiviteler bulundu. Daha sonra her bir inhibitör için 2 değişik sabit inhibitör 

konsantrasyonunda, optimum şartlarda, katekol substratı kullanılarak aktiviteler 

belirlendi. 1/V ve 1/[S] değerleri hesaplanarak, Lineweaver-Burk grafikleri çizildi 

(Şekil 3.3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 

47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 

93, 95 ve 97). Bu grafiklerden yararlanarak Ki değerleri ve inhibisyon türleri tespit 

edildi (Tablo 3.2). 
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Şekil 3.2: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

4’-(4-florofenilürenil)-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.3: Muz PPO enzimi üzerine 4’-(4-florofenilürenil)-apigenidin’in  
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Şekil 3.4: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

4’-(4-florofenilürenil)-6-hidroksi-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.5: Muz PPO enzimi üzerine 4’-(4-florofenilürenil)-6-hidroksi- apigenidin’in 

inhibisyon etkisi.  
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Şekil 3.6: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

4’-(4-florofenilürenil)-7-hidroksi-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.7: Muz PPO enzimi üzerine 4’-(4-florofenilürenil)-7-hidroksi- apigenidin’in 

inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.8: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

4’-(4-klorofenilürenil)-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.9: Muz PPO enzimi üzerine 4’-(4-klorofenilürenil)-apigenidin’in 

inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.10: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda 

4’-(4-klorophenyxlurenyl)-6-hidroksi-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.11: Muz PPO enzimi üzerine 4’-(4-klorophenyxlurenyl)-6-hidroksi- 

apigenidin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.12: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

4’-(4-klorofenilürenil)-7-hidroksi-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.13: Muz PPO enzimi üzerine 4’-(4-klorofenilürenil)-7-hidroksi- 

apigenidin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.14: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

4’-(4-nitrofenilürenil)-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.15: Muz PPO enzimi üzerine 4’-(4-nitrofenilürenil)-apigenidin’in 

inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.16: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda 

4’-(4-nitrofenilürenil)-6-hidroksi-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.17: Muz PPO enzimi üzerine 4’-(4-nitrofenilürenil)-6-hidroksi- 

apigenidin’nin inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.18: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

4’-(4-nitrofenilürenil)-7-hidroksi-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.19: Muz PPO enzimi üzerine 4’-(4-nitrofenilürenil)-7-hidroksi- 

apigenidin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.20: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

4’-(4-nitrofeniltiyoürenil)-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.21: Muz PPO enzimi üzerine 4’-(4-nitrofeniltiyoürenil)-apigenidin’un 

inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.22: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

4’-(4-nitrofeniltiyoürenil)-6-hidroksi-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.23: Muz PPO enzimi üzerine 4’-(4-nitrofeniltiyoürenil)-6-hidroksi- 

apigenidin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.24: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

4’-(4-nitrofeniltiyoürenil)-7-hidroksi-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.25: Muz PPO enzimi üzerine 4’-(4-nitrofeniltiyoürenil)-7-hidroksi- 

apigenidin’nin inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.26: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda 

4’-(4-klorofeniltiyoürenil)-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.27: Muz PPO enzimi üzerine 4’-(4-klorofeniltiyoürenil)-apigenidin’in  

inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.28: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

4’-(4-klorofeniltiyoürenil)-6-hidroksi-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.29: Muz PPO enzimi üzerine 4’-(4-klorofeniltiyoürenil)-6-hidroksi- 

apigenidin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.30: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

4’-(4-klorofeniltiyoürenil)-7-hidroksi-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.31: Muz PPO enzimi üzerine 4’-(4-klorofeniltiyoürenil)-7-hidroksi- 

apigenidin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.32: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-glikozil-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.33: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-glikozil-apigenidin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.34: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-β-d-glikopiranozil-apigenin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.35: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-β-d-glikopiranozil-apigenin’nin inhibisyon 

etkisi. 
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Şekil 3.36: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda 

7-O-galaktozil-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.37: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-galaktozil-apigenidin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.38: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-β-d-galaktopiranozil-apigenin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.39: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-β-d-galaktopiranozil-apigenin’in 

inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.40: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda 7-

O-(2,3,4,6-Tetraasetil-β-d-glikopiranozil)-apigenin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.41: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-(2,3,4,6-Tetraasetil-β-d-glikopiranozil)- 

apigenin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.42: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-(2,3,4,6-Tetraasetil-β-d-glikopiranozil)-naringenin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.43: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-(2,3,4,6-Tetraasetil-β-d-glikopiranozil)- 

naringenin’nın inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.44: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-(2,3,4,6-Tetraasetil-β-d-galaktopiranozil)-apigenin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.45: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-(2,3,4,6-Tetraasetil-β-d-galaktopiranozil)- 

apigenin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.46: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda 

7-O-(2,3,4,6-Tetraasetil-β-d-galaktopiranozil)-naringenin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.47: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-(2,3,4,6-Tetraasetil-β-d-galaktopiranozil)- 

naringenin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.48: Muz PPO enzimi üzerine 0.1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-rutinozil apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.49: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-rutinozil apigenidin’in inhibisyon etkisi.  
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Şekil 3.50: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-rutinozil apigenin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.51: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-rutinozil apigenin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.52: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

Diosmidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

  

Şekil 3.53: Muz PPO enzimi üzerine Diosmidin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.54: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

Diosmin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.55: Muz PPO enzimi üzerine Diosmin’in inhibisyon etkisi.  
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Şekil 3.56: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-sellebiyozil apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.57: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-sellebiyozil apigenidin’in inhibisyon 

etkisi.  
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Şekil 3.58: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-sellebiyozil apigenin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.59: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-sellebiyozil apigenin’in inhibisyon etkisi.  
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Şekil 3.60: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-(Heptaasetil-β-D-sellobiyozil)-naringenin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.61: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-(Heptaasetil-β-D-sellobiyozil)-

naringenin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.62: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-heptaasetilsellebiozil Apigenin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.63: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-heptaasetilsellebiozil Apigenin’in  

inhibisyon etkisi.  
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Şekil 3.64: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda 

3-O-rutinozil Kuarsetidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.65: Muz PPO enzimi üzerine 3-O-rutinozil Kuarsetidin’nin inhibisyon etkisi. 

0

20

40

60

80

100

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

%
 A

k
ti

v
it

e

[3-O-rutinozil Kuarsetidin] μM

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

-100 -50 0 50 100 150 200 250 300 350 400

1
/V

 (
1

0
-6

)

1/[S] (M-1) 

   0.00007M         0.00005 M        Kontrol 

 



67 

 

 

 

Şekil 3.66: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

Rutin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.67: Muz PPO enzimi üzerine Rutin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.68: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

Hesperidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.69: Muz PPO enzimi üzerine Hesperidin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.70: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-rutinozil naringenin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.71: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-rutinozil naringenin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.72: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7,4'-di-O-(Tetraasetil-β-D-glikopiranozil)-apigenin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.73: Muz PPO enzimi üzerine 7,4'-di-O-(Tetraasetil-β-D-glikopiranozil)- 

apigenin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.74: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7,4'-di-O-β-D-glikopiranozil-apigenin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.75: Muz PPO enzimi üzerine 7,4'-di-O-β-D-glikopiranozil-apigenin’nin 

inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.76: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-Tetraasetil-β-D-galaktopiranozil-4'-O-(Tetraasetil-β-D-glikopiranozil)-apigenin 

 için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.77: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-Tetraasetil-β-D-galaktopiranozil-4'-O- 

(Tetraasetil-β-D-glikopiranozil)-apigenin’ün inhibisyon etkisi.  
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Şekil 3.78: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-β-D-galaktopiranozil-4'-O-β-D-glikopiranozil-apigenin için % aktivite – [I] 

grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.79: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-β-D-galaktopiranozil-4'-O-β-D-

glikopiranozil-apigenin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.80: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda 

7-O-(Heptaasetil-β-D-sellobiyozil)-4'-O-(tetraasetil-β-D-glikopiranozil)-apigenin 

 için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.81: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-(Heptaasetil-β-D-sellobiyozil)-4'-O- 

(tetraasetil-β-D-glikopiranozil)-apigenin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.82: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-β-D-sellobiyozil-4'-O-β-D-glikopiranozil-apigenin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.83: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-β-D-sellobiyozil-4'-O-β-D-glikopiranozil- 

apigenin’in inhibisyon etkisi. 

0

20

40

60

80

100

0 200 400 600 800

%
 A

k
ti

v
it

e

[7-OβDS4'OβDGA] μM

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

-100 -50 0 50 100 150 200 250 300 350 400

1
/V

 (
1

0
-6

)

1/[S] (M-1) 

   0.00043 M        0.00016 M        Kontrol 

 



76 

 

 

Şekil 3.84: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-β-D-galaktopiranozil-4'-di-O-β-D-glikopiranozil-apigenidin için % aktivite –  

[I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.85: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-β-D-galaktopiranozil-4'-di-O-β-D- 

glikopiranozil-apigenidin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.86: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda 

7,4'-di-O-β-D-glikopiranozil-apigenin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.87: Muz PPO enzimi üzerine 7,4'-di-O-β-D-glikopiranozil-apigenin’in  

inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.88: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

7-O-β-D-sellobiyozil-4'-O-β-D-glikopiranozil-apigenidin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.89: Muz PPO enzimi üzerine 7-O-β-D-sellobiyozil-4'-O-β-D-glikopiranozil- 

apigenidin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.90: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

İmazetapir için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.91: Muz PPO enzimi üzerine İmazetapir’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.92: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

2,4 dimetilamin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.93: Muz PPO enzimi üzerine 2,4 dimetilamin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.94: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

Glyfosfat izopropilamin için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.95: Muz PPO enzimi üzerine Glyfosfat izopropilamin’in inhibisyon etkisi. 
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Şekil 3.96: Muz PPO enzimi üzerine 0,1 M Katekol substratı konsantrasyonunda  

Propamokarb HCl için % aktivite – [I] grafiği. 

 

 

 

Şekil 3.97: Muz PPO enzimi üzerine Propamokarb HCl’in inhibisyon etkisi. 
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Tablo 3.2: Flavonoidler için, Muz PPO enziminin Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan 

Ki, % aktivite grafiklerinden bulunan IC50 değerleri ve İnhibisyon türleri. 

    

Maddeler IC50 (M) Ki (M) İnhibisyon Türü 

4-FFÜAd 32.2  10.74  Yarışmalı 

4-FFÜ6HAd 82.7  29.91  Yarışmalı 

4-FFÜ7HAd 78  27.5  Yarışmalı 

4-KFÜAd 53  16.52  Yarışmalı 

4-KFÜ6HAd 118.5  19.99  Yarışmalı 

4-KFÜ7HAd 62.5  6.01  Yarışmalı 

4-NFÜAd 194  24.08  Yarışmalı 

4-NFÜ6HAd 60.4  16.4  Yarışmalı 

4-NFÜ7HAd 88  27.4  Yarışmalı 

4-NFTÜAd 169  24.12  Yarışmalı 

4-NFTÜ6HAd 121  29.23  Yarışmalı 

4-NFTÜ7HAd 63.9  14.7  Yarışmalı 

4-KFTÜAd 142.5  20.48  Yarışmalı 

4-KFTÜ6HAd 57.5  7.94  Yarışmalı 

4-KFTÜ7HAd 133  18.01  Yarışmalı 

7-OGAd 87.5 84.72 Yarışmalı 

7-OβdGPA 84.5 74.53 Yarışmalı 

7-OGaAd 40.5 39.89 Yarışmalı 

7-OβdGaPA 49.5 44.91 Yarışmalı 

7-OTAβdGPA 61.6 59.77 Yarışmalı 

7-OTAβdGPN 37.1 24.95 Yarışmalı 

7-OTAβdGaPA 43.6 39.86 Yarışmalı 

7-OTAβdGaPN 57.1 44.94 Yarışmalı 

7-ORAd 18.1 14.98 Yarışmalı 

7-ORA 39.9 34.80 Yarışmalı 

Dsd 47.6 44.85 Yarışmalı 

Ds 40.2 34.95 Yarışmalı 

7-OSAd 10.7 7.45 Yarışmalı 

7-OSA 32.7 29.93 Yarışmalı 

7-OHβDSN 59.4 49.75 Yarışmalı 

7-OHASA 36.7 34.95 Yarışmalı 

3-ORK 61.2 59.82 Yarışmalı 

Rt 32.9 24.96 Yarışmalı 

Hsd 72.4 69.80 Yarışmalı 

7-ORTN 53.2 49.82 Yarışmalı 

7,4'-dOTAβdGA 491 457 Yarışmalı 

7,4'-dOβDGA 432 358 Yarışmalı 

7-OTβDGa4'OTAβDGA 433 345 Yarışmalı 

7-OβD-Ga4'OβDGA 615 412 Yarışmalı 

7-OβDS4'OTAβDGA 184 75.2 Yarışmalı 

7-OβDS4'OβDGA 335 292 Yarışmalı 

7-OβDGa4'OβDGAd 299 287 Yarışmalı 

7,4'- OβDGA 311 196 Yarışmalı 

7-OβDS4'OβDGAd 99 83.9 Yarışmalı 
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Tablo 3.3: Pestisitler için, Muz PPO enziminin Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan Ki, 

% aktivite grafiklerinden bulunan IC50 değerleri ve İnhibisyon türleri. 

    

Maddeler IC50 (mM) Ki (mM) İnhibisyon Türü 

Imzpr 228 82.3 Yarışmasız 

2,4-DMA 89.2 29.9 Yarışmasız 

GFIPA 33.5 20.7 Yarışmasız 

PP-HCl 71.7 24.7 Yarışmasız 
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 Bradford Yöntemi ile Kantitatif Protein Tayini için Hazırlanan 

Standart Eğri 

Proteinin tayini bölüm 2.2.4.2’de anlatıldığı gibi Bradford yöntemi 

kullanılarak yapıldı. Ekstraksiyon sonrası elde edilen enzim çözeltisi ve saflaştırma 

basamakları sonundaki enzim çözeltilerinin protein miktarları grafiğe göre belirlendi. 

Standart çözeltideki mg protein karşılık gelen absorbans değerleri Şekil 3.1’ de 

gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 3.98: Bradford yöntemine göre hazırlanan protein standart grafiği. 

 Yeni Sentezlenen Afinite Jelleriyle Muz Meyvesinden PPO 

Enziminin Saflaştırılması 

 Bölüm 2.2.2’de belirtildiği şekilde hazırlanan afinite jelleri 1x15 cm 

ebatındaki kolonlara paketlendikten sonra kolonlar 0.05 M Na2HPO4 tamponu (pH 

5.00) ile dengelendi. Dengeleme işlemi bittikten sonra, jel üzerindeki tampon 

seviyesi jel seviyesine kadar indirildi ve diyaliz işleminden sonra elde edilen muz 

enzim çözeltisi kolona tatbik edildi. Kolon Na2HPO4 tamponu (pH 5.00) ile yıkandı. 

Kolonun tamamen yıkandığı 280 nm’de protein absorbansını kontrol ederek 

anlaşıldı. Yıkama işlemi bittikten sonra elüsyon işlemine geçildi. Elüsyona 

başlamadan önce jel üzerindeki tampon çözeltisi jel seviyesine kadar indirildi ve 
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elüsyon tamponu [0.05 M Na2HPO4/1 M NaCl (pH 7.00)] kolona yüklendi. 2’şer mL 

elüatlar alınmaya başlandı. Elüsyon tamponu kör olarak kullanılarak, her bir tüpte 

280 nm’de kalitatif protein tayini ve 420 nm’de aktivite tayini yapıldı. Her iki jel için 

de elde edilen değerlerin tüp numarasına karşı grafikleri çizildi (Şekil 3.99 ve 3.100). 

Afinite kromatografisi sonunda enzim aktivitesine rastlanan tüpler birleştirildi. 

Kolona tatbik edilen numune ve elüat çözeltileri için Bradford metodu ile kantitatif 

protein ve aktivite tayinleri yapılarak spesifik aktiviteler ve saflaştırma oranları tespit 

edildi. Sonuçlar Tablo 3.3’de verildi. 

 
Şekil 3.99: Sepharose 6B-anilin-p-amino benzoik asit afinite jeline ait elüatların 

                   280 nm’deki protein absorbansları ve 420 nm’deki aktiviteleri. 

 

Şekil 3.100: Sepharose 4B-anilin-p-amino benzoik asit afinite jeline ait elüatların 

                     280 nm’deki protein absorbansları ve 420 nm’deki aktiviteleri. 
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Tablo 3.4: MPPO enziminin saflaştırma tablosu. 

 

Saflaştırma Basamağı 

 

 

Hacim 

(mL) 

 

 

Aktivite 

(U/mLdak) 

 

 

Toplam 

Aktivite 

 

 

Protein 

(mg/mL) 

 

 

Toplam Protein 

(mg) 

 

 

Spesifik Aktivite 

(U/mg protein) 

 

 

Verim 

(%) 

 

 

Saflaştırma 

Derecesi 

 

Ham 

Ekstrakt 
75 10850 813750 0.2186 16.365 49634 - - 

 

Amonyum sülfat 

 

70 14425 1009750 0.1818 12.726 79345 124.1 1.6 

Sepharose 4B-anilin-p-

amino benzoik asit 

Afinite jeli 

2 18250 36500 0.011 0.022 1659091 4.49 33.4 

Sepharose 6B-anilin-p-

amino benzoik asit 

Afinite jeli 

2 28675 57350 0.0055 0.011 5213636 7.05 105.042 
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 MPPO Enzimi için SDS-PAGE 

Her iki afinite kolonundan da saflaştırılan MPPO enziminin saflığını ve 

molekül ağırlığını kontrol etmek amacıyla bölüm 2.2.5’de anlatıldığı şekilde 

hazırlanan SDS poliakrilamid jel elektroforezine muzdan saflaştırılan PPO 

enzimlerinin numuneleri tatbik edildi. Protein bantları içeren jelin fotoğrafı çekilip 

molekül ağırlığının yaklaşık olarak 35 kDa olduğu tespit edildi (Şekil 3.101). 

 

 

Şekil 3.101: Sepharose 4B-anilin-p-amino benzoik asit (1) ve Sepharose 6B-

anilin-p-amino benzoik asit (2) afinite kromatografisi jelleri ile 

saflaştırılan MPPO enzimleri için SDS poliakrilamid jel 

elektroforezi. 
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4. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Katekolaz, Lakkaz ve Tirozinaz olarak da bilininen polifenol oksidaz (PPO) 

aktif bölgesinden bakır bulunan bir metalo enzimdir. Mikroorganizmalarda, 

hayvanlarda ve bitkilerde oldukça yaygın bir şekilde bulunur. PPO, moleküler 

oksijen içeren monofenollerin o-difenollere (monofenolaz) ve o-difenollerin o-

kinonlara (difenolaz) ve metoksi ile yer değiştirmiş polifenoller ve aromatik 

diaminler gibi bir çok bileşiğin oksitlendiği (lakkaz) reaksiyonları katalizleyen bir 

enzimdir. [99,100].  

Küçükislamoğlu, Arslan ve grubu ile ortak yürüttüğümüz Tübitak Projesi 

kapsamında, Sakarya Üniversitesi Organik Kimya Laboratuarları’nda sentezlenen 

flavonoid türevlerinin, katekol substratı kullanarak, saflaştırdığımız MPPO enzimi 

aktivitesi üzerindeki etkileri ilk defa tarafımızca incelenmiş ve tamamının söz 

konusu enzimi inhibe ettiği tespit edilmiştir.  

20. yüzyılın ortalarına doğru flavonoidlerin önemli bir kısmını oluşturan 

apigenidin türevlerinin biyolojik aktiviteye sahip olduklarının anlaşılmasından dolayı 

flavonoidlere karşı ilgi artmıştır. Bu ilginin nedenlerinden biri 1936 yılında limon 

kabuğundaki flavonoidli bir preparatın eldesi ve bunun p-vitamin aktivitesi 

göstermesidir [74].   

Flavonoid üzerine yapılan araştırmaların en yoğunlaştığı alan insan sağlığı 

üzerine sağladığı faydalardır. Flavonoidlerin, antiinflamatuar, antioksidant, 

antimikrobiyal, antibakteriyal ve antikanserojenik etkileri de başka araştırmacılar 

tarafından bulunmştur [84-87].  

İnhibisyon çalışmalarında kullanılan pestisitler zirai ilaçlamada en sık 

kullanılan tarım ilaçlarıdır. Daha önce yine tarafımızca karbonik anhidraz enzimi 

üzerine etkileri araştırılmış ve söz konusu enzimi inhibe ettikleri tespit edilmiştir 

[121].  
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Söz konusu çalışmada kullanılan flavonoid türevlerinin ve pestisitlerin [IC50] 

değerleri inhibisyon grafiklerinden hesaplanmıştır. Elde edilen [IC50] değerleri tablo 

3.2’de verilmiştir. Bu değerlere göre flavonoid türevleri içerisinde en güçlü 

inhibitörün 7-O-sellebiyozil apigenidin olduğu gözlenmektedir (10.7 M). Bunu 7-

O-rutinozil apigenidin ve 7-O-sellebiyozil apigenin izlemektedir. Tabloda görüldüğü 

gibi 7-O-β-D-galaktopiranozil-4'-O-β-D-glikopiranozil-apigeninin PPO’ya karşı 

afinitesi en düşüktür. Bu dört pestisit içerisinde en etkili inhibitörün ise Glyfosfat 

izopropilamin olduğu tespit edilmiştir (33.5 mM). 

Çalışmada kullanılan flavonoid türevlerinin ve pestisitlerin inhibisyon türü, 

iki farklı inhibitör derişiminde Lineweaver-Burk yöntemine göre tespit edilmiştir. Ki 

değerleri, Lineweaver-Burk grafiğinin eğrilerinin kesim noktalarından 

hesaplanmıştır. Çalışmada kullanılan tüm flavonoid türevlerinin inhibisyon türü, 

kompetitif olarak bulunmuştur. Pestisitlerin inhibisyon türü ise nonkompetatif olarak 

tespit edilmiştir. Elde edilen bu sonuçlar, aktif bölgede bulunan çift çekirdekli bakır 

ile 3 tipi bakır merkezi içeren tirozinaz enziminin üç boyutlu yapısıyla açıklanabilir. 

Ortamda inhibitör miktarının artmasıyla enzim aktivitesi büyük ölçüde azalmıştır. 

Tüm inhibitörler için enzim aktivitesinin azalmasında benzer özellikler gözlenmiştir.  

 Sentezlenen flavanon türevlerinde (naringenin); 7-O- pozisyonunda asetilli 

monosakkarit içeren moleküller disakkarit içerenlere göre enzimi daha fazla inhibe 

ettiği bulunmuştur. 

Sentezlenen flavon türevlerinde (apigenin); i) 7-O- pozisyonunda asetilli 

disakkarit içeren moleküller monosakkarit içerenlere göre enzimi daha fazla inhibe 

etmişlerdir. ii) Apigenin türevlerinde 4’–O- pozisyonuna glukozun bağlanması 

molekülün inhibisyon özelliğini oldukça fazla düşürmüştür. iii) Genellikle apigenine 

bağlı şeker gruplarının asetillenmesi ile moleküllerin inhibisyon özellikleri artmıştır. 

iv) Apigenin türevlerinde 7-O- pozisyonunda bulunan şekerlerden sellobiyoz 

galaktoza, galaktoz da glukoza göre molekülün inhibitör özelliğini arttırdığı 

söylenebilir. 

Sentezlenen antosiyanin türevlerinde; i) 4’–O- pozisyonuna glukozun 

bağlanması molekülün inhibisyon özelliğini oldukça fazla düşürmüştür. ii) 7-O- 

pozisyonunda bulunan şekerlerden sellobiyoz galaktoza, galaktoz da glukoza göre 
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molekülün inhibitör özelliğini arttırmıştır. iii) Disakkarit içeren moleküllerde şekerin 

bağlanma pozisyonu 7-O- pozisyonundan 3-O- pozisyonuna değiştiği zaman 

molekülün inhibitör özelliği azaldığı söylenebilir. 

Genel olarak aynı şeker gruplarını içeren moleküllerden antosiyanin türevleri 

apigenin türevlerine, apigenin türevleri de naringenin türevlerine göre daha iyi 

inhibisyon özelliği gösterdiği tespit edilmiştir. 

Yüksek aktivitelerinden dolayı kinonlar, molekül ağırlığı büyük melanin 

pigmentlerinin oluşmasına ve oluşan melanin pigmentleri polimerize olmalarına 

sebep olur. [101,102]. Yapılan araştırmalarda meyve ve sebzelerdeki 

melaninlenmenin nedeninin PPO enzimi olduğu anlaşılmıştır [103]. Yapılan bazı 

çalışmalar, çil gibi cildiye hastalıklarının altında yatan nedenin de epidermik 

pigmentasyonun çok miktarda deri altında birikmesini göstermiştir [104,105]. 

Parkinson gibi diğer nörolojik bazı hastalıkların Tirozinaz ile ilgili olduğu 

anlaşılmıştır [106]. Tirozinaz, böceklerde savunma ve yaraların iyileşmesi gibi 

biyokimyasal işlevlere de sahiptir [107]. Bu işlevler tirozinaz enziminin 

inhibitörlerinin etkisi ve korunmasının gelişmesi için olası hedefler sağlar. 

Kozmetikte ve tedavi amaçlı kullanımda kojik asit, arbutin, tropolonlar ve 1-fenil-2-

tiyoüre gibi birkaç tane madde inhibitör olarak kullanılmaktadır [105].  

PPO inhibitörü olarak tespit edilelen bazı bileşikler, muz PPO enzimini de 

inhibe etmiştir. İnhibisyon çalışmalarındaki sonuçlar tiyol reaktiflerin PPO enzimleri 

için çok etkili inhibitör olduklarını göstermiştir [108,109]. İndirgen maddeler, 

antioksidanlar ve enzimatik inhibitörler o-kinonların kimyasal indirgemesi ile 

esmerleşmelerini engeller. Bu indirgen maddelerin etkisi geçici olarak göz ardı 

edilebilir çünkü bu bileşikler reaksiyon ile boyar madde ara ürünleri, endojen 

enzimler ve bakır gibi metaller ile geri dönüşümsüz olarak yükseltgenmişlerdir. 

Sülfür içeren etkin maddeler arasında, L-sistein enzimatik esmerleşmeyi önlemek 

için etkili bir bileşiktir. Bakır ile kararlı kompleks oluşumu yoluyla sisteinle 

polifenol oksidazın doğrudan inhibisyonu da ileri sürülmektedir [110]. Konsantre 

armut meyve suyunda enzimatik esmerleşmeyi sisteinin sülfitden çok daha fazla 

etkili bir şekilde inhibe ettiğini gözlenmiştir [111]. Avokadoların ve muzların 

kesilmesi ve saflaştırılmasında enzimatik esmerleşmeyi inhibe etmek için sistein 

kullanılmıştır [112]. Esmerleşmeyi önleyici test edilmiş maddeler arasında çok etkili 
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olanları dithiotreithol ve sodyum metabisülfitdir [109]. Sülfitin enzimatik 

esmerleşmeyi önleme mekanizması genellikle bir takım işlemle açıklanabilir. 

Mekanizmadan biri o-kinonlarla ilgilidir. Kinon-sülfür komplekslerinin oluşumu 

kinonların polimerizasyonlarını önler [113]. Bundan başka metabisülfürün PPO’nun 

inaktivasyonuna yol açan PPO üzerine mekanizması doğrudan enzim yapısı 

üzerinedir. Golan-Goldhirsch, Whitaker, Embs ve Markasis PPO’nun sülfit 

(ditiyotireitol, glutatyon) ile ön-inkübisyonu boyunca enzimin esmerleşme 

yeteneğinde dereceli bir kayıp olduğunu bulmuşlardır [113,114]. PPO ile sülfitin 

disülfit bağlarıyla reaksiyon verdiği önerilmiştir. Bu, enzimin üç boyutlu yapısını 

değiştirmesine ve inaktivasyonuna neden olur. PPO’nun bisülfit ile inhibisyonuna 

sebep olan üçüncü işlem askorbik asit için tanımlandığı gibi, ortadaki kinonların 

indirgenme yoluyladır [113].  Enzimin PPO kofaktör olarak bakır içerdiğinden dolayı 

tiyo ürelere sensitif oldukları görünmektedir. Enzimin geri dönüşümsüz 

inaktivasyonu bakırı enzimin aktif merkezinden uzaklaştıran tiyol bileşikleri, tiyoüre, 

hidroksikinolin vs. gibi maddelerle gerçekleştirilebilir [115]. Sülfür oksijenden daha 

çok polarize olduğu için, söylenmiş olduğu üzere, eşleşmemiş elektron çiftlerinden 

birini bakırın boş 4s orbitaline vererek bir kovalent bağ oluşur. Sülfür oksijenden 

daha yumuşak olduğundan dolayı metal katyonlarından kaynaklanan polarizasyon 

etkilerini koruyucu olarak davranır ve bu etkiler geri kalan moleküllerin önemli bir 

miktarına iletilmez. Dolayısıyla, bu durumda, yakın amino gruplarının konjugasyonu 

üredekinden daha küçüktür ve her iki C-N bağı da neredeyse eşittir [115]. 

Tropolon-Cu+2’ nin PPO enziminin iyi bir inhibitörü olduğu belirlenmiştir. 

Tropolon mono- ve o-dihidroksifenolaz aktivitelerinin ikisini de gösterir. Tropolonun 

% 50 inhibisyonu 0,4x10-6M gözlenmiştir [116]. β-merkaptoetanolün mantar PPO 

enziminin potansiyel inhibitörü olduğu tespit edilmiştir (Ki: 0,31x10-2 mM) [117]. 

Demir ise MPPO için 4-(4"-metil-fenilürenil)-4'-metoksi-kalkonun güçlü bir 

inhibitör olduğunu belirlemiştir [67]. 

Moleküler oksijen ve metal olarak bakır bulunduğu için oksitleyici enzimler 

içerisinde PPO enzimi örnek olarak çalışılmaktadır [118]. Özellikle büteine benzeyen 

kalkonların, bakır şelatlama aktivitesine sahip olduğu tesipit edilmiştir [119]. PPO 

enziminin inhibisyonu da üç boyutlu enzimin aktif bölgesindeki bakırın şelatlanması 

olabilir. Bakır ile kararlı kompleks oluşturabilmesinden dolayı L-sistein PPO 
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enzimini inhibe ederbilir [120]. Bakırın tiyoüreler gibi kükürt içeren maddelere 

duyarlı olduğu için bu maddeler PPO enzimini inhibe edebilir [116].  

Söz konusu çalışmanın bir sonraki basamağında, gıda endüstrisinde çoğu 

zaman istenmeyen enzimatik reaksiyonla esmerleşmeye neden olan PPO enziminin 

saflaştırılması için iki farklı afinite jeli sentezlenmiştir. Afinite kromatografisinde 

kullanılan jel, üç basamaklı reaksiyon sonucu sentezlenmiştir. İlk aşamada, matriks 

olarak seçilen Sepharose 4B ve Sepharose 6B, CNBr ile aktifleştirilmiştir. Daha 

sonra uzantı kolu olarak anilin söz konusu jellere bağlanmış ve son aşamada ise 

diazolanmış p-amino benzoik asit katılmıştır. 

Meyve dokularından PPO ekstraksiyonu için çeşitli tamponlar 

kullanılmaktadır ve pH değerleri enzim kaynağına bağlı olarak değişmektedir. Fakat 

pH genelde az bazik bir ortam sağlayacak şekilde ayarlanır. Tamponun pH’sı elde 

edilen enzimin yapısını etkileyebilir. Araştırmamızda bir çok literatürde belirtildiği 

gibi 0.5 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.30) kullanılmıştır [1,112,113]. 

Sepharose-4B ve Sepharose-6B’nin matriks olarak seçilmelerinin başlıca 

sebebi çok iyi akış özelliğine sahip olmaları ve ayrıca serbest –OH grupları 

taşıdığından, CNBr ile çok kısa bir süre içerisinde aktifleştirilebilmeleridir. Birçok 

enzimdeki gibi PPO enziminin de aktif bölgesi de üç boyutlu yapının 

derinliklerindedir. Bu nedenle, enzimle matriksin streik etkileşmesini en aza 

indirgemek için uzantı kolu kullanılır. Böylece enzimin jele bağlanma verimi de 

artırılmış olur [108]. Bunun için değişik moleküller uzantı kolu olarak 

kullanılmaktadır. Erzengin ve Demir tarafından PPO enziminin saflaştırılması için 

sentezlenen jellerde uzantı kolu olarak L-tirozin kullanılmıştır [1,67]. Anilin, Şentürk 

tarafından hazırlanan karbonik anhidraz enziminin saflaştırılması için hazırlanan 

jellerde uzantı kolu olarak kullanılmış ve son derece yüksek bir verim elde edilmiştir 

[122]. Bu nedenle çalışmamızda, afinite jelinin sentezinde uzantı kolu olarak anilin 

tercih edilmiştir.  

Literatürde, PPO enziminin saflaştırılması için sentezlenen afinite jellerinde 

ligand olarak tropolen, metimazol, L-mimozin, 2-merkaptobenzimidazol, 2-

merkaptobenzotiyazol, p-aminobenzoik asit, p-aminobenzoik asit ve m-

aminobenzoik asit türevleri kullanılmıştır [1,67,110,111]. P-aminobenzoik asit, 
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polifenol oksidaz enziminin spesifik bir inhibitörüdür. Bu nedenle söz konusu 

molekül afinite jel sentezinde ligand olarak tercih edilmiştir. Sentezlenen afinite 

jelleri kullanılarak PPO enzimini farklı kaynaklardan yüksek oranda saflaştırılmıştır 

[1,67]. Bu nedenle, Araştırmamızda da ligand olarak p-aminobenzoik asit 

kullanılmıştır.  

Demir tarafından daha önceden bilinen Sepharose-4B-L-Tirozin-p-Amino 

Benzoik Asit afinite jeli kullanılarak MPPO enzimi saflaştırılmıştır [1]. Enzimin 

kinetik sabitleri 1/V ve 1/[S] değerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafiği 

çizilmiştir. Muzdan saflaştırılan PPO enziminin katekol substratına karşı KM ve 

Vmax değerleri sırası ile 17.97 mM ve 57146.12 U/mLdak olarak bulunmuştur. 

Demir tarafından sentezlenen Sepharose-4B-L-Tirozin-m-Amino Benzoik Asit 

afinite jeli ile % 6.13 verim ve 70.17 saflaştırma derecesiyle saflaştırılmıştır. 

Saflaştırılan MPPO enziminin molekül ağırlığı da yaklaşık olarak 35 kDa civarında 

olduğu tespit edilmiştir [67]. 

Söz konusu çalışmada sentezlenen Sepharose 4B-anilin-p-amino benzoik asit 

ve Sepharose 6B-anilin-p-amino benzoik asit afinite kromatografisi jelleri ile MPPO 

enzimi saflaştırılmıştır. Enzimin saflığı ve molekül ağırlığı SDS-PAGE ile kontrol 

edilmiştir. Şekil 3.101 de görüldüğü gibi, yeni sentezlenen her iki jel ile saflaştırılan 

MPPO enzimi, yaklaşık 35 kDa ağırlığında uygun bant vermiştir. Bu durum 

literatürdeki verilere uygun olduğu tespit edilmiştir [67]. 

PPO’nun kinetik sabitleri 1/V ve 1/[S] değerleri bulunarak Lineweaver-Burk 

grafiği çizilmiştir (Şekil 3.1). Muzdan saflaştırılan PPO enziminin katekol substratına 

karşı KM ve Vmax değerleri sırası ile 9,27 mM ve 42628 U/mLdak olarak 

bulunmuştur (Tablo 3.1). Sepharose 4B-anilin-p-amino benzoik asit afinite jeli ile 

enzim, % 4.49 verim ve 33.4 saflaştırma derecesiyle elde edilmiştir. Sepharose 6B-

anilin-p-amino benzoik asit afinite jeli ile enzim, %7.08 verim ve 105.042 

saflaştırma derecesiyle saflaştırılmıştır. Bu sonuçlar, literatürdeki diğer saflaştır 

derecelerine ve verimlerine yakın değerlere sahiptir [1,67]. 
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Söz konusu tez kapsamında elde edilen önemli bulgular aşağıdaki şekilde 

özetlemiştir: 

1) Araştırma grubumuz tarafından daha önce sentezlenen Sepharose-4B-L-

tirozin-p-aminobenzoik asit yapısına sahip jel kullanılarak Musa 

sapientum var. Cavendishii (Muz) meyvesinden PPO enzimi 

saflaştırılmıştır. 

2) Saflaştırılmış enzim aktivitesi üzerine flavonoid türevlerinin etkileri 

araştırılmıştır. 

3) PPO enzimi üzerine inhibisyon etkisi ilk defa tarafımızca belirlenmiştir. 

Ayrıca incelenen bu maddelerin, inhibisyon türü tespit edilmiş ve Ki 

sabitleri ile IC50 değerleri bulunmuştur (Tablo 3.2).  

4) Elde edilen sonuçlardan, flavonoid türevleri enzimatik kararmanın 

önlenmesinde aday bileşikler olduğu söylenebilir.   

5) PPO enzimini saflaştırmak için iki farklı afinite jeli sentezlenmiştir. Söz 

konusu jeller ile Musa sapientum var. Cavendishii (Muz) meyvesinden 

PPO enzimi saflaştırılmıştır. 

6) Enzimin saflığı ve molekül ağırlığı SDS-PAGE ile kontrol edilmiştir    

(Şekil 101). 

7) Bu jellerden saflaştırılan enzim aktivitesi üzerine 4 farklı pestisitin etkileri 

araştırılmıştır. Bu pestisitlerin tamamının söz konusu enzimi inhibe etttği 

saptanmış, inhibisyon türü tespit edilmiş ve Ki sabitleri ile IC50 değerleri 

bulunmuştur (Tablo 3.3). 

8)  PPO enzimi, bitkilerin savunma mekanizmasında önemli rol oynadığı 

için, bitkilerin gelişim döneminde bu tip pestisitlere maruz kalmalarının 

önemli olduğunu elde edilen sonuçlardan çıkarmak mümkündür. 
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