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Bu deneyde kullanilan zeytinler Canakkale bolgesinde kendi yetistirdigimiz 100 yillik zeytinlerimizden elde edilmistir . Bu deneydeki

amacim kendi koyumdeki imkanlar: bilim 1s181nda aydinlatmaktir .

Polifenol Oksidaz Enzimi (PPO) PPO Enziminin ham ekstraktinin hazirlamasi
Polifenol oksidaz (E.C.1.14.18.1) yapisinda kofaktor olarak Ham ekstrakt hazirlanmasi amaciyla, 50 g zeytin
bakir iceren oksido rediiktaz sinifina ait enzimatik kararma 100 mL (% 0.5 polietilen glikol ve 10 mM askorbik asit
reaksiyonlarini Katalizleyen bifonksiyonel bir enzimdir. Bitkiler ihtiva eden) 0.5 M, pH:7.30, fosfat tamponu icinde ev tip
aleminde bulunmasinin yani sira mikroorganizmalarda o6zellikle blender ile 2 dakika siireyle homojenize edildi. Homojenat

funguslarda, bazi1 hayvansal organlarda ve ayrica kabuklu deniz iki Kat tiilbentten siiziildii. Siiziintii 20000 X g’de + 4°C’de

hayvanlarinda da bol olarak bulunan bir enzimdir. Bir¢ok sebze ve ) . .
1 saat siireyle santrifiij edildi. Bitki duvarlarim ve

meyvenin igerisinde; zeytinlerin 6zellikle katekol substrati iizerine, o . _
seliilozik lifli kism1 iceren cokelek atildi. Elde edilen

en yiiksek PPO aktivitesine sahip oldugu bulunmustur[1].
_ . . , stipernatant ham ekstrakt olarak kullamildi. Amonyum
Bu enzim, oksijen varliginda monofenolik bilesenlerin o-

difenollere  hidroksilasyonu ve o-difenollerin  o-kinonlara silfatla goktiirme islemleri %0-80 arasinda doygunlukta

oksidasyonunu saglayan reaksiyonlar: katalizler. Bu iki reaksiyon yapildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen

sonucu olusan maddeler kahverengi, siyah veya kirmizi pigmentler numune diyaliz torbasi igine alinarak, tampona (5 mM

olusturur[2]. fosfat tamponu, pH: 6.3) kars1 3-4 defa degistirilmek

suretiyle 24 saat siireyle diyaliz edildi[3].
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Kinetik Calismalar

Ham PPO enzimini elde ettikten sonra bu enzimin farkli katekol substrati konsantrasyonlarindaki aktivitelerini belirledik. Bunun igin, pH
6,8 fosfat tamponu ile 0,1 M hazirlanan katekolden artan hacimlerde alarak 100 uL enzim ilave edilmistir. Spektrofotometrede 420 nm dalga

boyunda 0. ve 1. dakikalardaki absorbanslari ol¢iilmiis ve aktiviteleri hesaplanmustir.

Elde edilen veriler Lineweaver Burk grafigine islenmis ve ilgili denklem yardimiyla Zeytin PPO enziminin kinetik sabitleri, Km ve Vmax

degerleri 3,33 pM/dk* ve 3333 mM olarak hesaplanmustir.
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PPO Enziminin 3 Boyutlu Yapisi Katekol Lineweaver Burk grafigi
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