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Kaldirik (Trachystemon orientalis) bitkisi polifenol oksidaz enzimi iizerine
metallerin etkisi
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OZET

Yaptigimiz ¢alismada Polifenol oksidaz enzimi Kaldirik (Trachystemon orientalis) bitkisinden ekstrakte edilmistir ve
elde edilen ham enzim ekstrakti analizler i¢in kullanilmistir. Enzimin 4-metil katekol substrati i¢in optimum pH
degeri 5,0, optimum sicaklik degeri 5 °C ve K, sabiti 4,55 mM olarak bulunmustur. Metal etkisi sonuglarma gore
Fe™, Mg™, Zn™?, Cu'?, Ca™, K*! enzimi aktive ederken, Hg'?, Mn'2, Ni*2, Sn*? ve Na™! inhibe etmistir. Ba, Al ve
Pb*? metalleri ise enzim iizerinde hem aktivasyon hem inhibisyon etkisi gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Trachystemon orientalis, Polifenol oksidaz, metal etkisi, enzim kinetigi

The metal effect on the polyphenol oxidase enzyme from borage
(Trachystemon orientalis) plant

ABSTRACT

In this study, Polyphenol oxidase was extracted from Borage plant (Trachystemon orientalis) and the crude extract
was used for the assays. Its pH and temperature optima for 4-methyl cathecol were 5.0 and 5°C, respectively. Ky, of
this enzyme was 4.55 mM for 4-methyl cathecol. We also found that the enzyme was activated by Fe**, Mg?*, Zn*",
Cu?*, Ca?", K", but inhibited by Hg?', Mn?', Ni?*, Sn?*, Na". Ba?*, AI’* and Pb>" metal ions both activated and
inhibited the enzyme at different concentrations.
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1. GIRIS (INTRODUCTION)

Endiistriyel gelismenin bir sonucu olarak g¢evre, agir
metallerle gittik¢e kirlenmektedir. Agir metaller sular,
topraklar ve tortullar igin potansiyel bir tehlike teskil
etmektedir. Agir metallerin belirli konsantrasyonlarda
ekosisteme uzun siireli toksik etkisi oldugu yapilan
caligmalarla ortaya konmustur [1, 2].

Metal iyonlar1 sinirli diizeylerde iken yasam siirecleri
icin gereklidir. Gerekli metal iyonlarinin
konsantrasyonu hiicre icerisinde enzimler tarafindan
diizenlenen bir transport mekanizmastyla kontrol edilir.
Asir1, kullanilmayan metal iyonlar: hiicre disina atilir.
Bununla birlikte normalde biyolojik sistemler, hiicre
icin gerekli olmayan metal iyonlar1 (safsizlik) igin bir
transport mekanizmasma sahip degildir. Bu metal
iyonlar1 biyolojik sisteme niifuz eden, herhangi bir
biyolojik rolii olmayan ve normalde biyolojik sistemde
bulunmayan metal iyonlaridir. Bu sebeple safsizlik
metal iyonlarinin asirisi zehirlenme ya da hastalik etkisi
yaratir. Bu metal iyonlari toksik kabul edilir.

Toksik metal iyonlar1 su sekilde siniflandirilabilir;

» Gerekli metal iyonlarinin asirisi: Enzimlerin olagan
aktiviteleri i¢in eser miktarda gerekli olan metal
iyonlari, asir1 miktarda bulundugunda toksik etki
yaratabilir. Magnezyum, mangan, krom, ¢inko, demir,
bakir, kobalt ve nikel 6rnek verilebilir.

* Gerekli olmayan metal iyonlari: Bu metal iyonlari
organizma igin gerekli degildir ve eger viicuda alinirsa
toksik etki gosterir. Bu grubun &rnekleri {igiincii gecis
serisinin agir metal iyonlar1 ve f blok elementleridir. Bu
metal iyonlar1 biyokimyasal sistemler icin gerekli
degildir fakat biyokimyasal molekiillere baglanmaya
kuvvetli bir egilimleri vardir. Bu sebeple organizmaya
alindiklarinda toksik etki gosterirler.

Metal iyonlari su yollarla toksik etki yaratabilir;

» Safsizlik metal iyonu, esansiyel metal iyonlarmin
baglanma bolgesi olan, enzim proteininin koordinasyon
bdlgesine baglanabilir. Ayrica iyon kanali, membran ya
da polisakkaritlere de baglanabilir.

* Enzimin aktivite kaybi, enzimin yapisinda aktivitesi
icin gerekli olan metal iyonunun disaridaki toksik metal
iyonuyla yer degistirmesinden kaynaklanabilir.

* Yeni metal iyonunun biyomolekiile girisi, onun
konformasyonunu ve dolayistyla biyolojik aktivitesini
degistirir.

* Metal iyonu DNA’ya baglanabilir ve bu baglanma baz
sirasinda degismeye neden olabilecegi igin kusurlu
protein ve enzimlerin iiretilmesiyle sonuglanabilir.

* Toksik metal iyonunun DNA’ya baglanmasi
replikasyonunu stimiile eder. Boylece kontrolsiiz hiicre
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boliinmesi ve kanser olusumuna neden olabilir [3]
ayrica bu durumun dogurganligi azalttig1 da
bilinmektedir [4].

Volkanlar, erozyon, kaynak sular1 gibi dogal siireclerin
[5] yaninda agir metaller ekolojik ¢evreye madencilik,
dokiim, ¢camur ve atiksu aritimi, pestisidlerin kullanimi,
inorganik giibre ve atmosferik birikim gibi insan
kaynakli yollardan da girebilir [6,7]. Iz elementlerin
asir1 konsantrasyonlar1 (Cd, Co, Cr, Hg, Mn, Ni, Pb ve
Zn) toksiktir ve bilylimenin engellenmesi, biyokiitlede
azalma ve bitkilerin 6liimiine neden olur. Agir metaller
solunum, fotosentez, hiicrelerin boyuna uzamasi, bitki-
su iliskisi, N-metabolizmast ve mineral beslenmesi gibi
fizyolojik siirecleri inhibe eder [1].

Agir metaller hayvanlarin bagisiklik sistemi lizerinde
cesitli etkilere sahiptir. Omegin Cd, Hg, Pb gibi baz1
agir metallerin  diisik dozlar1 bagigiklik sistemi
fonksiyonunu  gelistirebilirken  yiiksek  dozlar
baskilayicidir. Pekcok ¢alisma bagisiklik sisteminin
diizenlenmesinin  ¢evredeki ya da laboratuvar
ortamindaki 6ldiiriicii dozun altindaki metal maruziyeti
ile ilgili oldugunu gostermistir [5,8].

Belirli bir organik kirleticinin etkileri gegicidir,
mikroorganizmalarin onun varligina adapte olma ve onu
parcalama yetenegine baghdir. Buna karsin toksik
metaller toprakta kalabilir ve topraktaki mikrobiyal
topluluga uzun siireli hasar verip c¢esitli biyotik ve
abiyotik siiregleri olumsuz etkileyebilir [9]. Toksik
metaller toprak enzim aktivitelerini de degistirir. Toprak
enzim aktiviteleri dogal ve insan kdkenli karigikliklarin
hassas ve erken indikatorleri olarak kabul edilmektedir
[2,6]. Toprakta uzun siire kalan, dogada direngli olan
metaller, bitki kokleri tarafindan absorbe edilirler ve
bitkinin yapraklarina ve yenilebilir kisimlarma
taginirlar. Bitkinin farkli kisimlarindaki metal birikimi
toprakta  bulunan  metalin  kimyasal  formu,
ulagilabilirligi, bitkinin tiiri ve olgunluk diizeyine
baglhidir [10]. Metal ve metaloidlerin tehdidi altinda
bulunan canli topluluklari igerisinde bitkiler, hareketsiz
ve yerlesik varliklar1 sebebiyle, degisen c¢evresel
kosullar altinda toksik metal ve metaloitlere karsi en
savunmasiz olan organizmalardir. Toksik metal ve
metaloidlerin dogrudan ya da dolayli olarak reaktif
oksijen tiirlerinin asirt olusumuna sebebiyet vermesi
bitkilerde oksidatif strese neden olur [11].

Aerobik kogullarda, agir metaller tekli oksijen (‘05 ),
stiperoksit anyonu (*Oy’), hidroksi (*OH), peroksi
(ROO¢) ve alkoksi (ROe) radikalleri gibi reaktif oksijen
tirlerine neden olabilir. Bitkilerde reaktif oksijen tiirleri
hiicre membranlari, proteinler, DNA replikasyonu ve
onariminda hasara neden olmakla birlikte kloroplast
pigmentlerinin rediiksiyonuna neden olabilir [7, 10,12].
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Boylece fotosentetik aktivitenin azalmasi  besin
zincirindeki ilk seviye oldugu i¢in mahsiil veriminin
azalmasina neden olabilir.

Bitkiler iki ¢ok etkili antioksidan savunma sistemine
sahiptir;

» Enzimatik yol (katalaz, peroksidaz, polifenol oksidaz,
stiperoksit dismutaz, glutatyon oksidaz)

e Enzimatik olmayan yol (askorbat, glutatyon, o-
tokoferol ve karotenoidler)

Bu yollarin her ikisi de reaktif oksijen tiirlerinin
stipliriilmesine izin verir ve bitki hiicrelerini oksidatif
hasardan korur [12,13]. Oksidatif stres durumlarinda
bitkilerde antioksidan savunma sistemleri aktive
oldugundan antioksidan bir enzim olan Polifenol
oksidaz seviyesinde artislar gézlenmektedir [14].

Polifenol oksidazlar (PPO) bakir igeren yaygin
enzimlerdir. Bu enzimler fenolik bilesikleri kinonlara
oksitler ve bu reaksiyonda molekiiler oksijeni
kullanirlar. PPO’lar tarafindan iiretilen kinonlar yiiksek
derecede reaktiftirler ve kendileri biraraya gelip
baglanarak ve ayrica proteinleri ¢apraz baglayarak veya
alkilleyerek hasar go6rmiis bitki dokularinda ve
ekstraktlarinda  genellikle  goézlenen  kahverengi
pigmentlerin olugsmasina neden olurlar [15].

Trachystemon orientalis (L.) G. Don (Boraginaceae)
tirtt 30-40 cm yiikseklikte, rizomlu, ¢ok yillik otsu bir
bitkidir. Yapraklar1 sert tiiylii, yiirek bigiminde, her
mevsim yesildir ve ¢igekleri mavi renklidir. Tiirkiye’de
Kuzey Anadolu bélgesinde, kayin ormanlart altinda ve
Karadeniz bolgesinin degisik habitatlarinda, ayrica dogu
Bulgaristan ve bati Kafkasya’da dagilim gosterir. Idrar
arttirici, kan temizleyici, yumusatic1 ve ates disiiriicii
etkilere sahiptir. Dahilen infiizyon halinde kullanildig:
gibi ilkbaharda ¢igek tomurcuklu ve yaprakli gévdeleri
sebze olarak da tiiketilmektedir. Ulkemizde halk
arasinda Kaldirik, Balikotu, Hodan, Ispit, Acit hodan,
Dogu hodani, Burgi, Tamara, Zilbit adlariyla
bilinmektedir. Tanen, ugucu yag, nitrat tuzlari, miisilaj,
saponin ve rezin tasimaktadir [16, 17]. Antioksidan
fenolik bilesikler acisindan zengin bir bitki oldugundan
[18], yaptigimiz ¢alismada Polifenol oksidaz enzimi igin
kaynak bitki olarak secilmistir. Spesifik enzim
sistemleri ile farkli ilaglar, metal iyonlar1 ve kimyasallar
arasindaki etkilesimler son yillarda genis Olgiide
calisilmaktadir. Bu caligmalar, ilag tasarimi ve enzim
mekanizmalarinin  aydinlatilmast  agisindan  ¢ok
o6nemlidir [19].

Biitiin bu sebeplerden dolay1 gerekli ya da toksik metal
iyonlarmm enzim aktivitesi tiizerine etkisi, enzim
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karakterizasyonu c¢aligmalarinda ¢okca yer verilen bir
konudur. Biz de yaptigimiz bu c¢aligmada Kaldirik
(Trachystemon orientalis) bitkisinden ekstrakte edilen
Polifenol oksidaz enziminin optimum pH ve optimum
sicaklik gibi karakteristik &zelliklerinin yanisira enzimi,
hem enzim aktivitesi i¢in gerekli hem de gerekli
olmayan metal iyonlari ile etkilestirip meydana gelen
degisimleri inceledik.

2. MATERYAL VE METOD (MATERIAL AND
METHOD)

2.1. Kullanilan materyal (The materials used)

Kaldirik (Trachystemon orientalis) bitkisi Sakarya’nin
Hendek ilgesindeki koylii pazarindan mart aymnin
sonunda taze olarak temin edilmistir. Temininden
hemen sonra bitkinin ¢igek, yaprak ve tomurcuk
kisimlar1 ayrilip goévde kismindan ayri1 halde derin
dondurucuya almnarak kullanilana kadar -20°C’de
muhafaza edilmistir. Kullanilan kimyasallar Sigma-
Aldrich, Merck firmalarindan temin edilmistir. Enzim
aktivite calismalar1 Shimatzu UV-2401 PC UV-VIS
model UV-Vis spektrofotometre ile gerceklestirilmistir.

2.2. Ham enzim o6ziitiiniin hazirlanmasi (Preparation
of crude extract)

Dondurucuda depolanmig kaldirik bitkisinin ¢igek,
tomurcuk ve yaprak kisimlarindan 10 gram alinarak
ince ince dogranmustir. % 0,5 polivinil pirolidon (PVP),
% 4 triton x-100 ve 0,001 M askorbik asit igeren 30 ml
0,1 M fosfat tamponu (pH 7,0) ile hazirlanan ¢dzelti ile
blender kullanilarak 5 dakika boyunca pargalanmigtir.
Elde edilen homojenat ii¢ kat tiilbentten siiziilmiis ve
5.000 rpm’de 15 dk siiresince santrifiijlenmistir. Elde
edilen siipernatant ham enzim ekstrakti olarak enzim
karakterizasyon caligmalarinda kullanilmustir.

2.3. Polifenol oksidaz aktivite tayini
measurement of Polyphenol oxidase)

(Activity

Polifenol oksidaz (PPO) enziminin aktivitesi pH 7,0
fosfat tamponu, 4-metil katekol substrat ¢ozeltisi ve
ham enzim ekstrakt1 karistirilarak oda sicakliginda, 420
nm’de 1dk siire ile absorbansdaki artis oOlgiilerek
saptanmustir. Toplam reaksiyon hacmi her dl¢iim igin 3
mL olarak sabit tutulmustur. Zamana kars1 absorbans
degerleri grafige gegirilerek elde edilen grafigin
egiminden ilk hiz degerleri hesaplanmigtir. Her aktivite
tayininde 6l¢timler 3 kez tekrarlanmustir.
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2.4. PPO enzimine substrat konsantrasyonunun
etkisi (The effect of substrate concentration on PPO
activity)

Enzimin maksimum hizinin (Vmax) ve Michaelis-Menten
sabitinin (Ky) bulunmasi igin gergeklestirilen kinetik
calismada 1,0 mM ile 10,0 mM arasinda degisen 4-metil
katekol substrat c¢ozeltisi  kullanmilmistir. Enzimin
maksimum hizi ve K, degeri tayin edilirken
spektrofotometrik olarak 420 nm’de 60 s aktivitesi
izlenmistir. Daha sonra absorbans-zaman grafiginden ilk
hizlar1 hesaplanmigtir. Bu ilk hiz degerleri Michaelis-
Menten ([S]’a kars1 V) ve Lineweaver-Burk grafiginde
(1/[ST’ye karst 1/V) yerine konularak Ky ve Vi
degerleri bulunmustur.

2.5. Optimum pH calismasi (Optimum pH assay)

PPO enzimi aktivitesine pH etkisinin incelenmesi
caligmasinda 3,0 ile 9,0 arasinda degisen pH’larda
hazirlanmig tampon ¢ozeltiler kullanilmistir. pH 3,0-6,0
araliginda 0,1 M sitrat tamponu, pH 6,0-8,0 aralifinda
0,1 M fosfat tamponu ve pH 8,0-9,0 araliginda 0,1 M
Tris tamponu hazirlanmistir. Enzimin 4-metil katekol
substratina  kargt  gosterdigi  aktivite farkli pH
degerlerinde Ol¢iilmiistiir. Enzim aktivite tayinleri,
onceki bolimde anlatildigi gibi, spektrofotometrik
yontemle 60 s siiresince 420 nm’de absorbans artiglar
izlenerek gergeklestirilmistir. Substrat konsantrasyonu 5
mM’da sabit tutulmustur. pH degiskenine kars1 yiizde
aktivite grafigi c¢izilmis ve enzimin 4-metil katekol
substratina karst en yiiksek aktiviteyi gosterdigi pH
degeri saptanmigtir.
2.6. Optimum sicakhk
temperature assay)

calismasi  (Optimum

PPO enziminin optimum sicakligini belirlemek igin 5,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 °C’lerde enzim aktivitesine
bakilmistir. Bunu belirlemek i¢in farkli sicaklik
degerlerinde, daha dnceki gibi 60 s boyunca 420 nm’de
absorbanstaki artig izlenmistir. Yiksek sicakliklar i¢in
su banyosu ve diisiik sicakliklar i¢in ise buz banyosu
kullanilmistir. 4-metil katekol substrat konsantrasyonu
10 mM’da sabit tutulmustur. Enzimin 4-metil katekol
substratina kars1 en yiiksek aktiviteyi gosterdigi sicaklik
degeri saptanmigtir.

2.7. PPO enzimine metallerin etkisi (The effect of
metal ions on PPO activity)

Kaldirik PPO enzimine metal etkisinin incelenmesi
amaciyla standart kosullarda aktivite 6l¢iimii yapilmig
yalniz farkli olarak ortama sabit konsantrasyonda metal
¢ozeltilerinden eklenmistir. Bu amagla metallerin son
konsantrasyonu 0,5 mM (bazilari i¢in), ] mM ve 5 mM
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olacak sekilde ayarlanmuistir. pH 7,0 fosfat tamponu
icerisinde hazirlanmis enzim ¢ozeltileri metallerle
birlikte 4°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra
4-metil katekol sabit konsantrasyonda reaksiyon
ortamina eklenerek reaksiyon baslatilmistir. Caligmada
Fe+3’ Cu+2’ Zn+2’ Mg+2’ Hg+2’ Ba+2’ Ca+2’ Mn+2’ Al+3’
Pb*?, Sn'?, Na'', K, Ni*? metallerinin etkisi
incelenmistir. Sonuglar metalsiz ortamda
gerceklestirilen kontrol reaksiyonun hiziyla mukayese
edilmistir.

3. BULGULAR (FINDINGS)

Yapilan ¢alisma sonucunda kaldirik PPO enziminin bazi
karakteristik 6zellikleri belirlenmigtir. Optimum pH
denemesi sonuglarina gore enzim 4-metil katekol
substrati i¢in 2 farkli pH optimumu vermektedir. Enzim
en yiiksek aktiviteyi pH 5,0’de gostermistir fakat pH
7,5°da da aktivite pH 5,0’dekine ¢ok yakindir. Enzim en
yiiksek aktiviteyi 5°C’de gosterdiginden enzimin
optimum sicaklik degeri 5°C’dir. Cizilen Lineweaver-
Burk grafiginden enzimin 4-metil katekol substrati i¢in
K degeri 4,55 mM, Vi degeri ise 0,0334 EU/mL
olarak bulunmustur.

120

% Bagil Aktivite

pH

Sekil 1. 4-metil katekol substrat1 i¢in PPO optimum pH grafigi  (The
optimum pH graph for 4-methylcatechol)
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Sekil 2. 4-metil katekol substrat1 igin PPO optimum sicaklik grafigi
(The optimum temperature graph for 4-methylcatechol)
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Sekil 3. 4-metil katekol substrat1 i¢in PPO Michaelis-Menten grafigi
(The Michaelis-Menten graph for 4-methylcatechol)
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Sekil 4. 4-metil katekol substrati i¢in PPO Lineweaver-Burk grafigi
(The Lineweaver-Burk graph for 4-methylcatechol)
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Tablo 1. Kaldirik PPO enzimi i¢in elde edilen bazi karakteristik
degerler (Some characteristic values obtained for borage PPO)

Kaldirik PPO
K (mM) 4,55
Vinax (EU/mL) 0,0334
Opt. pH 5,0
Opt. Sicaklik (°C) 5,0

Tablo 2. Cesitli metallerle etkilestirilen PPO enziminin % kalan
aktivite degerleri (The relative remaining activity values for metal-
affected PPO)

PPO % Kalan Aktivite
Metal Son Konsantrasyonu

Metal (mM)

0,5mM 1mM 5 mM
Metalsiz 100 100 100
Ba*? - 109,1 81,81
Fe* - 113,64 115,91
Hg*? 65 65 0
Mg*? - 100 104,55
Mn™*? - 95,45 0
Pb*? 87,80 101,14 103,41
Sn*? 85,37 95,12 100
Zn*? - 102,27 117,04
Ni*? - 87,78 87,78
AlP - 105 97,5
K* - 112,5 107,5
Na™! - 100 68,75
Cu*? - 107,14 135,71
Ca™? - 100 101,94

PPO enzim aktivitesine metal etkisinin incelendigi
calismada, bazi metallerin enzim aktivitesini arttirdigi,
bazi metallerin azalttifn ve bazilarmin ise belli
konsantrasyonlarda arttirip belli konsantrasyonlarda
azaltt131 tespit edilmistir (Tablo 2). Sonuglara gére Fe*,
Mg™2, Zn*?, Cu™?, Ca*?, K'! PPO aktivatérii iken, Hg*?,
Mn*2, Ni*2, Sn*? ve Na'! PPO enziminin inhibitoriidiir.
Ba®2, Al"® ve Pb*? metalleri ise reaksiyon ortamindaki
son konsantrasyonlarina goére enzim iizerinde hem
aktivasyon hem inhibisyon etkisi gdstermistir. Ba'? ve
Al 1mM diizeyinde kullanildiginda enzimi diisiik
diizeyde de olsa aktive etmis, 5 mM diizeyinde
kullanildiklarinda ise inhibisyon etkisi gdstermistir. Pb*2
0,5 mM diizeyinde enzimde belirgin bir inhibisyon
yaratmig, 1 ve 5 mM diizeylerinde ise enzim metalsiz
aktivitesinin ¢ok az lizerine ¢ikmustir.

4. SONUCLAR VE TARTISMA (RESULTS AND
DISCUSSION)

Kaldirik PPO enzimi 4-metil katekol substratim 4,55
mM’lik K, ve 0,0334 EU/mL’lik Vima degerleriyle
doniisiime ugratmigtir (Tablo 1). Bu degerler diger bitki
kaynakli PPO enzimleri ile benzerlik gostermektedir
fakat farklandig1 caligmalar da mevcuttur. Ornegin
biberiye bitkisinden izole edilen PPO enziminin 4-metil
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katekol substrati i¢in K, degeri 17 mM ve Vi degeri
11720 EU/mL’dir [23]. Polifenol oksidaz enziminin
meyve ve sebzelerde aktivasyon gosterdigi optimum
sicaklik aralig1 25-30°C’dir. Bitki polifenol oksidazi igin
pH profili calismalarinda optimum pH araliginin ise 4,5-
8,0 oldugu bulunmustur [20]. Kaldirik PPO enzimi i¢in
4-metil katekol substratiyla elde edilen optimum pH
degeri olan pH 5,0 bu genellemeye uyarken optimum
sicaklik degeri genele gore daha diisiik kalmaktadir
(5°0).

Yapilan ¢alismada kaldirik PPO enziminin bazi metal
iyonlarmm varligindan fazlasiyla etkilendigi, bazi metal
iyonlarinin etkisini ise rahatlikla tolere edebildigi
goriilmiistiir. Enzim Sn*? ve Pb™ gibi toksik metal
iyonlarina kars1 son derece dayaniklidir; 0,5 mM Sn*?
varliginda %15  inhibe olmus fakat metal
konsantrasyonu 1 ve 5 mM diizeyine arttirildiginda
duruma adapte olarak metalsiz ortamdaki etkinligiyle
aktivite gosterebilmistir. Pb*? iyonu da Sn*? ile tamamen
benzer bir etki gostermistir. Oysaki Sn*> ve Pb*? gibi
iyonlar enzimleri siddetle inhibe edebilmektedir.
Ornegin cagla meyvesinden izole edilen PPO enziminin
10 mM Sn*? varliginda aktivitesini tamamen kaybettigi
[20], oriimcek ¢igegi PPO enziminin ise 5 mM Pb*?
varliginda aktivitesinin % 65’ini kaybettigi bildirilmistir
[21].

Hg ", kaldirik PPO enzimi i¢in kuvvetli bir inhibitordiir.
0,5 mM Hg" konsantrasyonunda enzim aktivitesi
%65 ¢ diiserken, 5 mM Hg'? konsantrasyonunda enzim
aktivitesini tamamen kaybetmigtir. Mn*?> da 5 mM’da
enzimi tamamen Oldiirmiistiir. Muz PPO enziminin ise
10 mM Mn*? varliginda halen aktivitesinin % 94’iinii
korudugu goriilmektedir [22]. Ni*?> ve Na'' metal
iyonlar1 da kaldirik PPO enzimi iizerinde belirgin bir
inhibisyon etkisi yaratmstir.

Fe3, Mg*?, Zn*?, Cu'?, Ca'? ve K'! metal iyonlar1 enzim
i¢in aktivatdr gorevi gormiislerdir. Mg, Zn*2, Ca™ ve
K'! iyonlar1 enzim aktivitesinde ¢ok az bir degisim
yaratitken 5 mM diizeyindeki Fe™ %1591, Cu®
%35,71’lik bir aktivite artis1 meydana getirmistir.

Biberiye bitkisinden izole edilen PPO enziminin
metallerle etkilestirildiginde kaldirik PPO ile benzer
ozellikler sergiledigi gorilmiistiir [23]. Kirmizi pazi
yapragi PPO enzimi ile bir karsilastirma yaptigimizda
ise K'' iyonunun benzer sekilde enzimi aktive ettigi,
Cu*? ve Ca™ iyonlarinin farkli olarak enzimi inhibe
ettigi goriilmektedir [24].

Sn2 ve Pb'? metal etkilerinin sasirtict sonuglari
esliginde, sonuglar genel olarak incelendiginde pek ¢ok
agir metalin PPO enzim aktivitesi {izerinde 6nemli bir
degisim yaratmadigi hatta enzim aktivitesini arttirdigi
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gozlenmigtir. PPO enziminin antioksidan savunma
enzimlerinden biri oldugu diisiiniildiigiinde bu durum
beklenen bir sonugtur.
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