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Özet 
 
Polifenol oksidaz (PPO) enzimi, meyvelerde, sebzelerde ve bazı hayvansal dokularda 
bolca bulunabilen, aktif bölgesinde bakır olan bir metalo enzimdir.  Enzimatik 
esmerleşme reaksiyonlarını katalizleyen bu enzimin, ticari değere sahip ürünlerde bolca 
bulunmasından dolayı inhibisyonu oldukça önem kazanmıştır.  Bunun için literatürde 
birçok çalışma mevcuttur.  Bu çalışmada, PPO enzimi, amonyum sülfat çöktürmesi ve 
diyaliz gibi ön saflaştırma işlemlerinden sonra, Sepharose 4B-l-tirozin -p-aminobenzoik 
asit afinite kromatografi jeli kullanılarak, Musa sapientum var. Cavendishii (Muz) 
meyvesinden saflaştırılmıştır.  Enzimin saflık kontrolü de SDS – PAGE ile yapılmıştır.  
Daha sonra, bizim tarafımızdan esterleşme – halka kapama reaksiyonu sonucunda 
sentezlenen AE1, AE2 ve AE3 kodlu makrohalkalı tiyocrown eterlerin, saf olarak elde 
ettiğimiz polifenoloksidaz enzimi üzerindeki inhibisyon etkileri araştırılmıştır.  Tüm 
maddelerin PPO enzimini inhibe ettiği saptanmıştır.  Sonuçlara göre en etkili inhibitör 
AE3 olarak tespit edilmiştir.  
 
Anahtar kelimeler: Tiyocrown eter, polifenol oksidaz (PPO), inhibisyon, Afinite 
kromatografisi. 
 
 

Investigation of the ınhibitory effects of some macrogenetic 
thiocrown ethers on polyphenol oxidase enzyme 

 
Abstract 
 
The polyphenol oxidase (PPO) enzyme is a metallo enzyme that is copper in its active 
site, which can be found abundantly in fruits, vegetables and some animal tissues. 
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Inhibition of this enzyme, which catalyzes the enzymatic browning reactions, is gaining 
in importance due to its abundance in commercial value products.  There are many 
studies in the literature for this.  In this study, PPO enzyme was purified using a 
Sepharose 4B-1-tyrosine-p-aminobenzoic acid affinity chromatography gel, after 
preliminary purification, such as ammonium sulfate precipitation and dialysis, from 
Musa sapientum var. Cavendishii (Banana).  Purity control of the enzyme was also 
performed by SDS - PAGE. We then investigated the inhibitory effects of the 
macrophilic thiocrown ethers AE1, AE2 and AE3 synthesized as a result of the 
esterification-ring closure reaction on the pure polyphenoloxidase enzyme.  All 
substances were found to inhibit PPO enzyme.  According to the results, the most 
effective inhibitor was identified as AE3. 
 
Keywords: Thiocrown ether, polyphenol oxidase (PPO), inhibition, affinity 
chromatography. 
 
 
1. Giriş 
 
PPO enzimi, aktif bölgesinde ko-faktör olarak bakır bulunan, oksidoredüktazlar içinde 
yer alan bir enzimdir.  Oksijen ile temasında, monofenolik maddeleri, o-difenollere 
hidroksilasyonu ve o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonunu katalize eder. Bu 
reaksiyonlar sonucunda, siyah, kahverengi veya kırmızı pigmentlerli maddeler oluşturur 
[1, 2].  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 [3].  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 [4].  
 
PPO enzimi, bitkilerde, kabuklu deniz ürünlerinde ve bazı hayvansal organlarda olmak 
üzere doğada bolca bulunan bir enzimdir [5, 6].  Bitkinin türüne ve yetiştirili ş biçimine 
göre PPO içerikleri değişik olabilir. Meyve ve sebzelerin olgunluklarına göre de bu 
enzimin bitki hücrelerindeki yerleşimi farklılık gösterebilir.  Meyve ve 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 kalitesini de bozar. Bu istenmeyen 
reaksiyonların önüne geçebilmek için PPO enziminin inhibe edilerek aktivitesinin 
sınırlandırılması veya tamamen durdurulması gerekmektedir.  İnhibisyonun istenilen 
şekilde gerçekleştirebilmek için PPO enziminin kinetik özelliklerinin bilinmesi gerekir 
[7-10].  Bu özellikleri belirleyebilmek için PPO enzimi, muz, mantar, muşmula, çay, 
ananas, enginar, napoleon üzümü, tütün, patlıcan, patetes, şeftali, vanilya tohumu, dut, 
yeşil fasulye, elma, armut, domates, kaju fıstığı, kiraz, brokoli, enginar, nane, göbek 
marul, kayısı, biberiye, limon otu, karides gibi çeşitli kaynaklardan saflaştırılmıştır 
[2,11, 5-10, 12-26].  Polifenol oksidaz enziminin molekül boyuttaki yapısı enzimin 
kaynağına göre değişiklik gösterebilir.  Enzimin sayısı ise enzim kaynağına ve 
saflaştırmada uygulanan metodlara göre değişiklikler gösterebilir [27]. 
 
Tiyocrown eterlerin makrohalkalı formasyonunun karbonil grubu kapsadığı önceden 
biliniyordu [28-31].  Makrosilik eter-ester bileşiğinin [32], eter-ester içeren geniş 



BAUN Fen Bil. Enst. Dergisi, 20(1), 539-546, (2018) 

 541 

kapsamlı polieter-diester bileşiğinin [33-40], tiyoeter-ester [35, 37, 39, 41] ve eter-
tiyolester [35, 37] bileşiğinin sentezi, Bradshaw, Izatt ve Christensen tarafından dibazik 
asit tuzu ve alfa, omega-dihalo bileşikleri veya dibazik asit klorürleri ve alfa, omega-
dihidroksi bileşiklerinden herhangi birine bağlanarak hazırlanmıştır.  İki makrohalkalı 
polieter-monoester bileşikleri, Matsushima [42] tarafından normal verimlilikle 
bulunmuştur. Edema ve çalışma arkadaşları [43] diketo-fonksiyonelleşmiş tiyocrown 
eterleri %38-57 verimle sentezlemiştir.  
 
Bu çalışmada, daha önce Çiçek ve ark. tarafından sentezlenen 3 adet tiyo-crown eterin 
polifenol oksidaz enzimi üzerindeki inhibisyon etkileri araştırılıp [IC50] değerleri 
hesaplanmıştır [44].  
 
 
2.  Deneysel çalışmalar 
  
2.1.  İnhibitör olarak kullanılan tiyo-crown eterler 
7,8,10,11,13,14,23,24,26,27,29,30-dodecahydrodibenzo[i,w][1,4,15,18,7,12,21,26] tetra 
oxatetrathia cyclooctacosine-5,16,21,32-tetrone (AE1), 6,9,22,25-tetraoxa-3,12,19,28-
tetrathia tricyclo [29.2.2.214,17] heptatriaconta-1(33) ve 14,16,31,34,36-hexaene-2,13, 
18,29-tetrone (AE2), 1,4,13,16-tetraoxa-7,10,19,22-tetrathiacyclotetracosane-8,9,20,21-
tetrone (AE3) inhibitör olarak kullanılan maddelerdir (Şekil 1) [44]. 
 
 

 
 

Şekil 1.  Makro halkalı tiyocrown eterler. 
 

2.2.  PPO enziminin saflaştırılması 
Daha önce grubumuz tarafından sentezlenen afinite jeli 1x15 cm’lik kolonlara 
paketlenerek 0,05 M fosfat tamponu (pH: 5) ile yıkanarak dengeleme sağlandı[11].   
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 toplandı. Laemelli tarafından belirtilen yöntemle 
SDS-PAGE ile 10 ile 250 kDa molekül ağırlığına sahip proteinleri içeren marker 
kullanılarak enzimin saflık kontrolü yapıldı [45]. Daha sonra Bradford yöntemiyle 
protein miktarı belirlendi [46]. 
 
2.3.  PPO enziminin aktivite tayini 
PPO enzim aktivitesi, Biotek UV-Visible Spektrofotometre ile 420 nm’de ölçüm 
yapılarak belirlendi [47].  40 µL enzim çözeltisi ile 960 µL tampon + substrat (0,1 M 
katekol) karıştırıldıktan sonra köre karşı absorbansta meydana gelen değişme okundu.  1 
Enzim Ünitesi (EU) reaksiyonun oluştuğu küvette 1 dakika sonunda meydana gelen 
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0,001’lik artış olarak tanımlandı.  Aktivite birimi olarak “1 mL enzim çözeltisi başına 1 
dakikada absorbansta meydana gelen 0,001 birimlik değişme” kullanıldı. 
 
2.4.  İnhibitörler için [IC 50] değerlerinin bulunması 
İnhibitörlerin IC50 değerlerini bulmak için, 0,01 M katekol substratıyla uygun şartlarda 
çalışmalar yapıldı.  İnhibitörsüz ortamda bulunan enzim aktivitesi % 100 aktivite olarak 
kabul edildi Daha sonra farklı inhibitör konsantrasyonlarında aktivite ölçümleri yapıldı 
ve elde edilen absorbans değerlerinden % aktiviteler hesaplanarak, % Aktivite - [I] 
grafikleri çizildi (Şekil 3). 
 
 
3.  Sonuçlar ve tartışma 
 
İnhibisyon çalışması için saflaştırılan PPO enziminin saflık kontrolü SDS-PAGE ile 
yapılmıştır (Şekil 2).  Söz konusu çalışmada kullanılan tiyo-crown eterlerin [IC50] 
değerleri inhibisyon grafiklerinden hesaplanmıştır (Şekil 3).  Elde edilen [IC50] değerleri 
Tablo 1’de verilmiştir. Bu değerlere göre tiyo-crown eterlerin içerisinde en güçlü 
inhibitörün 1,4,13,16-tetraoxa-7,10,19,22-tetrathiacyclotetracosane-8,9,20,21-tetrone 
(AE3) olduğu gözlenmektedir.  
 

Tablo 1. [IC50] değerleri. 
 

MADDELER [IC 50] (mM) 
AE1 1,01 
AE2 1,143 
AE3 0,309 

 

 
 

Şekil 2. Saf PPO enziminin SDS-PAGE görüntüsü 
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Şekil 3.  IC50 grafikleri. 
 
PPO enzimi inhibitörü olarak birçok madde daha önce çalışılmıştır. Bu maddeler içinde 
en etkili inhibitörler ditiyoreitol ve metabisülfittir [48].  Enzimatik kahverengileşmeyi 
önlemedeki sülfürün etkisi, sülfürün o-kinonlar üzerindeki etkisi olabilir. Kinon-sülfit 
komplekslerinin oluşması, kinon polimerizasyonunu engeller [49].  PPO enziminin aktif 
bölgesinde kofaktör olarak bulunan bakır, tiyoüre gibi tiyol bileşiklerinin bu bakırı 
ortamdan uzaklaştırdığı için enzim aktivitesinin etkilendiği saptanmıştır [50].   Chilaka 
ve ark. Tiyoürenin 0,15 mM olan Ki değeri ile güçlü bir inhibitör, inhibisyon türünün de 
yarışmasız olduğunu tespit etmiştir [51].  Çalışmamızda kullandığımız inhibitörler, 
Şekil 4.’deki gibi PPO enziminin aktif bölgesinde kofaktör olarak bulunan Cu2+ ile 
etkileşime girdiğinden enzimi inhibe etmiştir. Böylece, PPO enzimi üzerine inhibisyon 
etkisi tespit edilen tiyocrown eterlerin enzimatik kararmanın önlenmesinde aday 
bileşikler olduğu söylenebilir.  
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Şekil 4.  İnhibitör (AE3) ile enzimin etkileşimi. 
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