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OZET

GOVEM ERIiGIi (Prunus spinosa L.) POLIFENOL OKSIiDAZ ENZIMIiNIiN
BIYOKIMYASAL OZELLIKLERININ INCELENMESI

Semra PAKYILDIZ

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Ana Bilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damismani: Yrd. Do¢. Dr. Nimet BALTAS

Bu ¢alismada, Giimiishane Ilinden toplanmus olan Gévem Erigi (Prunus spinosa L.) polifenol
oksidaz (PFO) enziminin biyokimyasal oOzellikleri karakterize edildi. PFO’nun dogal
elektroforez kromatograminda alt1 farkli izoenzimi oldugu belirlendi. Optimum PFO aktivitesi,
pH’1n ve sicakligin bir fonksiyonu olarak, 4-metilkatekol, katekol, hidrokafeik asit, katesin ve
epikatesin substratlar1 kullanilarak belirlendi. Enzimin optimum pH’s1, 4-metilkatekol, katekol,
hidrokafeik asit, katesin ve epikatesin substratlar1 varliginda, sirasiyla 7.0, 7.0, 5.0, 5.0 ve
5.0olarak bulundu. Enzimin optimum sicaklig1 ayni substratlar varliginda, sirasiyla 40, 30, 60,
60 ve 60C olarak belirlendi. Enzimin 1s1l kararhilik profili incelendiginde, 4-metilkatekol
substrat1 varliginda 40 dakika sonunda, 40 'C’de aktivitesinin % 51,25 ini, 60 'C’de ise %
26,32’ sini korudugu goézlendi. 4-metilkatekol, katekol, hidrokafeik asit, katesin ve epikatesin
substratlan icin difenolaz aktivitesine sahip Gévem PFO’sunun K, degeri, Lineweaver-Burk
egrisi yardimiyla, sirasiyla, 0,838; 2,783; 2,771; 4,898 ve 6,994 mM olarak bulundu. Askorbik
asit, sodyum metabisiilfit, benzoik asit ve sodyum azid inhibitorleri i¢in ICsy degeri sirasiyla
0,039; 0,010; 5,920 ve 50,020 mM olarak tespit edildi. Na*, K*, Ba*", Cd*", Mg*", Mn*", Hg*",
Ni%', Zn**, Ca*', Co*" ve AI** iyonlarinin 1, 5 ve 10 mM' lik nihai konsantrasyonlardaPFO

aktivitesi lizerine etkisi incelendi.

2016, 67 sayfa

Anahtar kelimeler: Polifenol oksidaz, Gévem erigi (Prunus spinosa L.), Karakterizasyon.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF BIOCHEMICAL PROPERTIES OF POLYPHENOL
OXIDASE FROM GOVEM PLUM (Prunus spinosa L.)

Semra PAKYILDIZ

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Master Thesis
Supervisor: Yrd. Do¢. Dr.Nimet BALTAS

In this study, biochemical properties of polifenol oxidase enzyme were characterized from
Govem plums (Prunus spinosa L.), collected from Giimiishane province. It was determined that
PPO had six isoenzymes in native electrophoresis chromatogram. Optimum PPO activity as a
function of pH and temperature was determined using 4-methylcatechol, catechol, hidrocaffeic
acid, catechin and epicatechin as substrate. The optimum pH of the enzyme, in the presence of
4-methylcatechol, catechol, hidrocaffeic acid, catechin and epicatechin substrates were found as
7.0, 7.0, 5.0, 5.0 and 5.0 respectively. The optimum temperature of the enzyme, in the presence
of the same substrates were found 40, 30, 60, 60 and 60 'C respectively. When the thermal
stability profile of the enzyme was investigated, at the end of fourty minutes, it was observed
that, for 4-methylcatechol the enzyme retained over 51,25 % of its original PPO activity at 40°C
and retained over 26,32 % of its original PPO activity at 60 °C. The K, values of the Gévem
PPO, diphenolase activity, for 4-methylcatechol, catechol, hidrocaffeic acid, catechin and
epicatechin substrates were determined 0,838; 2,783; 2,771; 4,898 ve 6,994 mM, by
Lineweaver-Burk curve, respectively. ICsy values of the enzyme for ascorbic acid, sodium
metabisulphite, benzoic acid, and sodium azide inhibitors were determined as 0,039; 0,010;
5,920 ve 50,020 mM respectively. It was examined that the effect of the Na®, K*, Ba*", Cd*",
Mg, Mn*", Hg*, Ni*", Zn**, Ca®", Co*" and A’ ions, on the PPO activity, at the 1, 5, and 10

mM final concentrations.

2016, 67 pages

Keywords: Polyphenol Oxidase, Govem plum (Prunus domestica L.),Characterization.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Son yillarda gerek biyoteknoloji alanindaki gelismeler, gerekse cevre
duyarliligimin artmasi sonucu, enzimler cesitli endiistri kollarinda ve ozellikle gida
endiistrisinde kullanilmaktadir. Endiistriyel gida enzimleri 6zellikle son zamanlarda
tiiketiciye cazip gelerek ve yliksek besleyicilik degerine sahip gidalarin gelistirilmesi ve
tiretiminde gittikce artan bir 6neme sahip olmaya baslamislardir. Gidalarin korunmasina
iliskin olarak yapilmasi gereken temel uygulamalardan birisi dokulardaki kimyasal
olaylarin kontrol altina alinmasidir. Ciinkii 6zellikle sebze ve meyvelerde meydana
gelen kimyasal degisimler iiriiniin renginin bozulmasina ve daha da Onemlisi besin
degerinin diismesine sebep olmaktadir. Bu renk bozulmalari enzimatik ve enzimatik

olmayan kimyasal reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Ozellikle gida endiistrisinde enzimatik kararma, meyve ve sebzelerin depolanmasi
esnasinda carpma, kesme, kabuk soyma ve dilimleme gibi mekanik zedelenmeler
sonucu polifenol oksidaz enzimi havadaki oksijen ile temasi sonucu, meyve ve sebzenin
renginde pembeden mavimsi siyaha kadar farkli tonlarda olusan renk degisimine sebep
olarak meyve ve sebzenin goriiniimiinii, tadin1 ve besleyici degerini bozan bir
oksidasyon reaksiyondur. Bir¢ok meyve sebze iirlinlerinde bu renk degismeleri bir
dereceye kadar istenir, ancak cogu kez istenilen seviyede durdurulamaz. Bu durum ise
tiikketicinin istemedigi bir durum olmakla birlikte iiretici i¢in ise biiylik bir ekonomik
problem olmaktadir. Bu nedenle enzimatik kararmanin 6nlenmesi ve sinirlandirilmasi
amaci ile PFO enziminin nitelikleri iizerine ¢ok cesitli aragtirmalar yiiriitilmektedir

(Onez, 2006).

Pembeden, mavimsi-siyaha kadar olan farkli tonlardaki bu renk degisimine
esmerlesme ya da kararma denir. Esmerlegsmeyi etkileyen baslica etkenler; sicaklik, pH,
dokularda bulunun oksijen miktar1 ve aktif polifenol oksidaz (PFO) (E. C. 1.14.18.1)
konsantrasyonu seklinde siralanabilir. Faktorlerden birinin ortamdan
uzaklastirilmasiyla, enzimatik esmerlesme reaksiyonlar1 durdurulabilir veya kontrol

edilebilir.
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Meyve ve sebzelerden iiretilen bir¢ok {iriiniin enzimlerin rolii olmadan, 6zellikle
151 etkisi ile artan bir esmerlesmeye ugradiklari gozlenmektedir. Kurutulmus iiriinlerde
renk esmerlesmesi daha c¢ok enzimatik olmayan bir yolla meydana gelmektedir.
Esmerlesme olayi, iiretim sirasinda uygulanan 1s1l islem sonucu olustugu gibi depolama
sirasinda da yavag bir hizda devam etmektedir. Buna gore bu tip esmerlesme
reaksiyonlart 1s1 ile siddetlenen ve diisiik sicakliklarda zamana bagli olarak siirekli artan

bir olaydir (Wetherilt vd., 1992).

Enzimatik olmayan esmerlesme diye bilinen renk degismeleri, aminoasitlerle
indirgen sekerler arasinda meydana gelen Maillard reaksiyonu olarak da bilinen bir dizi
reaksiyonun sonucudur ve oksijensiz ortamda da yiiriiyebilir. Koku ve renkte bir
tyilestirme saglayan bu reaksiyonlar lezzet endiistrisinde olduk¢a 6nemlidir. Olayin ilk
asamasinda, amino grubu, sekerin indirgen hidroksil grubuna baglanarak N-glikozitleri
olusturmaktadir. Bunu izleyerek gelisen karmasik polikondensasyon olaylari
sonucunda, esmer renkli "melanoidin" adi verilen bilesikler olusmaktadir. Enzimatik
olmayan renk bozulmalari, 1s1, 151k, metaller ve oksijen gibi faktorlerin etkisiyle

meydana gelmektedir (Cemeroglu ve Acar, 1986; Bolin ve Steele, 1987).

Besinlerde esmerlesme denildigi zaman, genellikle besinin iiretiminden olusum
siirecine kadar, esmerlesmenin zararli etkileri belirtilir. Ancak bazi enzimatik
esmerlesme reaksiyonlari, besin i¢in ¢ok faydalidir. Cay, kahve ve kakao, birgok iilke
icin olduk¢a 6nemli iiriinlerdir (Ensminger vd., 1995). Siyah ve yesil cay ile kakaonun
renk ve tat gelisimi, Ozellikle fermentasyon ve kuruma doneminde enzimatik
esmerlesmeye baghdir. Ayrica, iiziim, erik, hurma ve incir gibi bazi meyvelerin
kurutulmasiyla, karakteristik sar1 veya kahverengini almalari da enzimatik

esmerlesmenin bir sonucudur.

Polifenol oksidazlarin, bocek ve mikroorganizmalarin bitkilere saldirmasini ve
clrik olusumunu onlemede anahtar fizyolojik rol oynadigi diisliniiliir. Meyve ve
sebzeler olgunlastiklar1 zaman, onlarin fenolik bilesenlerinde meydana gelen azalmadan
dolay1, hastaliklara karsi hassasiyetleri artar. PFO, fenolik bilesiklerden kinonlarin

olusumunu katalizler ve olugan kinonlar, polimerizasyon reaksiyonlartyla
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polimerlesirler. Bu polimerlesme, antibakteriyal ve antifungal aktivite gosteren
melaninlerin iretilmesiyle sonuglanir. Olusan bu melaninler, ayn1 zamanda sebze ve

meyvelerin saglikli kalmasina yardimci olur (Marshall vd., 2000).

Enzimatik esmerlesme sonucunda olusan melaninlerin, antibakteriyal, antikanser
ve antioksidan Ozelliklere sahip olmalari, arastirmacilarin enzimatik esmerlesmeye
biiyiik bir ilgi duymasina neden olmustur. Esmerlesme reaksiyonlarinin yan etkilerini
ortadan kaldirmak ve yararli olan esmerlesme reaksiyonlarini optimize etmek igin,
besinlerin bilesimindeki degisimlerin, besinsel ve toksikolojik ag¢ilardan tanimlanmasi
ve bu arzu edilmeyen yonlerin durdurulmasina ihtiya¢ vardir. Besinlerde ayni anda
birden fazla esmerlesme igleminin meydana gelmesi miimkiindiir. Bu nedenle, c¢esitli
bitkilerdeki esmerlesme olaylarinin ortaya konulmasi, etkilerinin anlasilmasi ve
¢Ozlimler bulunmasi, hem insan beslenmesi hem de saglik agisindan, olduk¢a 6nemlidir.
Enzimatik esmerlesmenin Onlenmesinde ise en gegerli yontem, PFO aktivitesinin
kontrol edilmesidir. Bu nedenle, enzim aktivitesine etki eden parametrelerin ¢ok iyi
bilinmesi gerekmektedir. Meyve ve sebzelerin islenmesi sirasinda uygulanan prosesleri
en aza indiren, uygun yeni teknolojilerle birlikte, meyve ve sebzelerin kisi bagina diisen

titketimindeki artis, bir¢ok iilke i¢in ekonomik yararlar saglayacaktir (Labuza, 1992).

1.2. Calismanin Amaci ve Onemi

Govem Erigi (Prunus spinosa L.) Karadeniz Bolgesinde 6zellikle regel, marmelat
ve kaynatilmis meyve suyu olarak bolca tiiketilmektedir. Govem eriginden iiretilen bu
iriinlerde meydana gelebilecek kararma reaksiyonlart dikkate alinarak PFO enziminin
biyokimyasal 6zellikleri ¢aligilirken meyvenin tiimiiniin bir arada oldugu ham ekstraktta
calisildi. Bu calismada, Giimiishane li’nden toplanmis olan Gévem Eriginden (Prunus
spinosa L.) polifenol oksidaz enziminin biyokimyasal Ozelliklerinin aydinlatilmasi
hedeflenmistir. Bu amagcla oncelikle enzimin varligi dogal elektroforez ile goriintiilendi.
Govem PFO’sunun substrat spesifitesi, ilgi duydugu substratlarin optimum pH ve
sicaklik degerleri ve bu substratlarin bazi kinetik parametrelerinin belirlendi. Ayrica
enzimin pH ve 1s1l kararliligi, metal iyonlarinin ve bazi yaygin PFO inhibitorlerinin

aktivite lizerine etkisi incelendi.



Esmerlesme duyusal oOzellikler ve goriinlimde istenmeyen bozulmalara sebep
olmakta, raf Omrini kisaltmakta ve friliniin albenisini azaltmaktadir. Sebze ve
meyvelerdeki enzimatik kararmalar tiiketici ve {ireticiler i¢in ekonomik anlamda énemli
bir problemdir (Creumiere, 2000). Karadeniz bdlgesinde bolca yetisen Govem erigi halk
arasinda marmelat, regel ve meyve suyu olarak tiiketilmektedir. Meyveden iiretilen
tiriinlerin {iretimi, saklama kosullar1 ve raf Omriiniin belirlenmesi a¢isindan PFO
enziminin karakterizasyonu olduk¢a gereklidir. Karadeniz bolgesinde yetisen
meyvelerde polifenol oksidaz enziminin varligi, bu tiirden ¢alismalarin daha kapsamli
bir sekilde yapilip, endiistriyel uygulamalar i¢in kullanislt olabilecegi agisindan 6nem

arz etmektedir.

1.3. Prunus Spinosa L. Eriginin Morfolojik Ozellikleri ve Halk Arasinda

Kullanim Alanlari

Govem Erigi, halk arasinda ¢ok farkli isimlerle yer almaktadir. Giivem, gévem,
dag erigi, gogem, giigem, ay1 erigi, kum erigi, domuz erigi, yaban erigi (Baytop, 1997),
¢oban tiziimii (URL-1), deli erik, dag erigi (URL-2) olarak da anilmaktadir (Sekil 1).

Sekil 1. Govem Eriginin (Prunus Spinosa L.) gorintiisii.

Govem Erigi, giilgillerden olup Nisan-Mayis aylarinda beyaz renkli ¢igek agan, 3
ya da 4 metreye kadar boylanabilen, dikenli bodur seklinde olan bir agac tiiriidiir.
Ormanlarda, ¢it kenarlarinda ve kirlarda rastlanir. Govdeleri silindirik, kabugu koyu gri
renkli ve ¢ok sik dallidir. Kii¢iik dallarinin ucu dikenlidir. Meyveleri sonbahar veya kisa
dogru olgunlasan mavimsi siyah renkli, kiiremsi sekilli ve eksimsi tada sahiptir.

Cicekler agtigi zaman ¢ok hos bir goriinti meydana gelir. Eni boyuna gore daha
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kalindir. Govem erigi icerisinde bulunan organik asitler, pektin ve c¢esitli sekerler
sayesinde oldukca lezzetlidir. Cogu doktorun 6nerdigi bir meyve tiiriidiir ¢ok faydalidir.
Tibbi nitelikler tasidigi icin giiniimiizde birgok ilacin yapiminda kullanilmaya
baslanmistir. Govem erigi Asya ve Avrupa iilkelerinde ayrica Afrika’nin kuzey
batisinda yetismektedir. Tirkiye’de yetistigi yerler: Marmara, Ege ve Karadeniz

bolgesidir (URL-3).

Yabani erik tiirlerinin (Prunus spp.) igeriginde yiiksek oranda tanen bulundugu,
ayrica aromatik ve tedavi edici Ozellige sahip oldugu bilinmektedir. Meyveler, ayni
zamanda yliksek potasyum(9879,57mg kg 1, kalsiyum (920,82mg kg 1, magnezyum
(916,68mg kg ™), fosfor(659,15mg kg ™), kiikiirt (122,69 mg kg ), sodyum (40,46 mg
kg " ).demir (30,1 mg kg '), ham Iif (%2,10), igerigine sahip olup belirli oranda
selenyum (0,05 mg kg ') ve ¢cinko (1,85 mg kg ' )da icermektedir (Calisir vd., 2005).

Govem Erigi (Prunus spinosa L.) taze olarak tiiketildigi gibi pisirilerekte
tilketilmektedir. Hatta genellikle jole ya da recel, marmelat yapilarak raf Omri
arttirilmaktadir. Ayrica bu yabani meyvenin, geleneksel tipta kanamayi durdurucu,
ditiretik, bagirsak fonksiyonlarini arttirict etkiye sahip oldugu (Baytop, 1999) ve
metabolizmay1 aktive ederek, viicut direncini artirdigr bilinmektedir. Bunun yani sira,
(Lust, 1980; Browicz, 1972; Fernandez-Garcia vd., 1998; Kumarasamy vd., 2004)
icerdigi ugucu bilesiklerden dolayr alkollii igkileri aromalandirmak i¢in kullanilmakta;
vitamin, karoten, organik asit ve tibbi yaglar gibi biyolojik aktif maddeler icermesinden
dolayr da eczacilik ve gida sektoriinde tibbi yag ve alkolsiliz icecek gibi iiriinlerin

iiretilmesinde de kullaniimaktadir (Ozcan, 2008).

Govem Eriginin meyvesinin yani sira kurutulmus ciceklerinden hazirlanan cay,
viicuttaki zararli maddelerin atilmasini saglayarak kani temizledigi bildirilmistir.
Bagirsakta olusan solucanlarin diisiiriilmesini saglar ve idrar sokiicii 6zelligi
bulunmaktadir. Bacakda meydana gelen romatizma ve gut agrilarimi azaltir. Agiz ve
bogaz yolunda meydana gelen iltihaplanmalar1 sokmeyi saglar. Solunum yolu
hastaliklarina iyi gelir. Viicut direncini arttirir. Ishal ve kabizhig1 gidermeye yardimci

olur (URL-4).



Prunus  spinosa L.’nin  fenolik bilesimi degerlendirmek, antioksidan,
antibakteriyel antifungal faaliyetlerinin, in vitro ortamda biyolojik aktivitelerinin
belirlenmesi ve bunun yani sira beslenme ve tibbi potansiyelerini degerlendirmek igin
caligmalar yapilmistir. Yiksek fenolik icerige sahip olan gdvem eriginin fenolik
bilesenlerininneler oldugu tespit edilmis ve bunlarin gallik asit, proto-catechuic asit,
proto catechuic aldehit, klorojenik asit, vanilik asit, vanilin, ferulik asit, benzoik asit
oldugu rapor edilmistir. Govem eriginden elde edilen metanolik ekstraktin yiiksek
oranda antioksidan kapasiteye ve yiiksek fenolik bilesikler i¢erdiginden dolay1 dogal
ilaglarin  hazirlanmasinda hammadde olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir

(Aliyazicioglu vd., 2015).

1.4. Polifenol Oksidaz Enzimi, Yapisi ve Reaksiyon Mekanizmasi

Uluslararast Biyokimya Dernegi (IUB) enzim komisyonu tarafindan yapilan
siiflandirmaya gore biitiin PFO’larin, redoks reaksiyonlarini katalizlediginden dolay1
birinci sinif enzim oldukar1 belirlenmistir. Bu siniflandirmaya gére PFO iki farkhi
aktivite goOstermektedir ki bunlardan biri monofenolaz aktivitesi ya da tirozinaz
aktivitesi olarak tamimlanan, monofenollerin  o-difenollere  o-hidroksillenme
reaksiyonudur (E.C.1.14.18.1), (Sekil 2). Digeri ise, o-difenollerin o-kinonlara
oksidasyonuyla sonuglanan reaksiyondur (E.C.1.10.3.2) ve enzimin bu aktivitesi de
difenolaz veya katekolaz aktivitesi olarak bilinir (Cabanes vd., 1994; Rodriguez-Lopez
vd., 1994; Espin vd., 1997; Fenoll vd., 2000; Espin vd., 2001; Cemeroglu vd., 2001;
Brooks vd., 2004).
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(2) Katekolaz aktivitesi(oksidasyon)

Sekil 2. Enzimatik kararmada polifenoloksidazin rolii ( Cemeroglu vd., 2001).

Sekil 3. Malus domestica L. PFO’sunun ii¢ boyutlu goriintiisii (Liu vd., 2015).

Malus domestica PFO’sunun tii¢ boyutlu yapist Sekil 3’te goriilmektedir.
Kimyasal ve spektroskopik arastirmalar, polifenol oksidazin biniikleer bakir kompleksi
iceren bir aktif bolgeye sahip oldugunu gostermistir. Bakir atomunu merkezde
bulunuglar1 sirasiyla “’met’” (Em), “’deoksi’’ (Ed), ’oksi’” (Eo) halleridir (Cabanes
vd.,1994; Espin vd.,2001). Em; Cu®" -Cu?®" aktif bélgeli merpolifenol oksidazdir. Ed;
Cu'' - Cu™" aktif bslgeli PFO’nun indirgenmis halidir. Eo; Cu®" -0,%- Cu®" aktif bolgeli
oksipolifenol oksidazdir (Sekil 4, Sekil 5).
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Sekil 4. PFO’ nun Bakir atomu merkezleri.
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Sekil 5. Malus domestica L.’nin PFO’sunun bakir baglanma bdlgeleri(bakir atomlari

kahverengi ile gosterilmistir) (Liu vd., 2015).
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Sekil 6.Malus domestica L. PFO’sununaktif bolgesi ve substrat molekiiliiniin yerlesmesi
(Liu, 2015). (a) Malus domestica L PFO enziminin 4-metilkatekol baglanma
yeri, (b) Malus domestica L. PFO’ sunun ii¢ boyutlu 4-metilkatekol baglanma
bolgesi (Liu vd., 2015).

Yukaridaki Sekil.6’da Malus domestica L.’nin substrat molekiiliiniin yerlestigi
aktif bolgenin goriintiisii verilmistir. Birinci durumda Malus domestica L. PFO’sunun 4-
metilkatekolun baglanma yeri, ikinci durumda ise {ii¢ boyutlu baglanma yeri

gosterilmistir.

Polifenol oksidazin monofenolaz ve difenolaz ¢evrimlerinin, genellikle
birbirlerine iliskin olduklar1 ifade edilir. Ciinkii 6nce monofenolaz ¢evriminde bir
difenol tretilir (kresolaz reaksiyonu) ve bundan sonra difenolaz ¢evriminde (katekolaz

reaksiyonu) kullanilir (Sekil 7).
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Sekil 7. Polifenol Oksidaz i¢in 6nerilen monofenolaz ¢evrimi ( Siegbahn, 2003).

Monofenolaz ¢evriminde, deoksi-formundaki enzim oksijenle oksi-forma
dontisiir. Bununla birlikte fenoliin hidroksi grubu, oksi-formundaki [Cu(I)-O,-Cu(I)]
PFO’nun bir bakir atomuna aksiyal pozisyonda baglanir. Bu baglanmay1 orto-
pozisyonda bir oksijenlenme takip eder. PFO’nun bir monofenolii doniistiirebilecek tek
aktif merkez formu oksi-formudur. Bu form, Cu(I)-O,-Cu(l) seklinde yazilabilir, fakat
daha uygun olarak peroksid [Cu(I)-O,>-Cu(I)] seklinde ifade edilir. Substratin
baglanmasindan sonra olusan bu bes koordinath ara iirliniin yeniden diizenlenmesini
takiben, fenolik substratin orfo-hidroksilasyonu, su kayb1 ve difenolik iiriiniin

koordinasyonu gercgeklesir (Sekil 8).
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Sekil 8. PFO i¢in 6nerilen difenolaz ¢evrimi ( Siegbahn, 2003).

Difenolaz ¢evriminde, oksi-formdaki PFO ya bir difenol baglanir. Molekiil igi
elektron transferi sonucu orto-benzokinon {iriinii olusur ve bu sirada enzimin deoksi-

formu, yeni bir katalitik cevrime girmek iizere hazir hale gelir.

Olusturulan o-kinon bilesikleri, canlilarda bulunan en reaktif ara iriinlerdir ve
enzimatik olmayan oksidasyon reaksiyonlar1 ile hizli bir sekilde kolayca polimerleserek,
koyu kahverengi suda az ¢oziinen polimerik yapilara doniisiirler. Boylece esmerlesme

reaksiyonunun karakteristigi olan pigmentler olusur. Hem monofenolaz ve hem de
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difenolaz cevrimlerinde goriildiigii gibi, katalitik cevrimlerin ilging bir tarafi, net
reaksiyonda disaridan her hangi bir protona ihtiya¢ duyulmamasia ragmen, oldukca
yogun bir proton akisimin var olmasidir. Ornegin, difenolaz gevriminde (Sekil 8) O-O

baginin pargalandigi sirada ti¢ protona ihtiyag vardir.

PFO’un monofenolaz ve difenolaz aktivitesi 3-metil-2- benzotiyazolinon hidrazon
(MBTH) gibi kromojenik bir niikleofilik varliginda, olduk¢a duyarli ve dogru bir
sekilde spektrofotometrik olarak oOlgiilebilir. Bu metod niikleofilin yoklugunda ve
varliginda PFO tarafindan iiretilen o-kinonlarini esas alir. Enzimatik reaksiyon sirasinda
olusan o-kinon niikleofil ile katilma {iriinleri verir ve bu katilma {iriinleri 500 nm
civarindaki karakteristik absorbsiyonlar ile belirlenir (Rodriguez-Lopez vd., 1994)
(Sekil 9).
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Sekil 9. Polifenol oksidazin kromojenik bir niikleofil (MBTH) varliginda monofenolaz
ve difenolaz aktiviteleri (M: monofenol, D: difenol, K: o-kinon, N: kromojenik
niikleofil, ND: niikleofil-difenol renksiz katilma iiriinii, NK: niikleofil-kinon
kromoforik katilma iiriinii).

1.5. Polifenol Oksidazin Substratlar

Sebze ve meyveler ¢ok cesitli fenolik bilesikler icermesine ragmen bunlardan ¢ok

az kism1 PFO’ya substrat olabilmektedir. Fenolik ve polifenolik bilesikler sayisiz bitki
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tiriinde ikincil metabolitler olduklar1 ve bu bilesiklerin oksidasyon iiriinlerinin,
bitkilerin bakteri, mantar ve virlisler gibi patojenlere karsi savunma sisteminde rol
oynadiklar1 tahmin edilmektedir. PFO ile katalizlenmis polimerizasyon reaksiyonlari
hasar goren bitki yiizeylerinin iyilesmesine yardimci olur. Polifenolik bilesiklerin ayrica
antimutajenik, antikanserojenik, antiglisemik ve antioksidatif 6zelliklere de sahip
oldugu bilinmektedir. Bu 6zellikler, kiif olusumunun engellenmesi ve proteinsel besin
degerinin artirilmas1 amaciyla kullanilabilir (Friedman, 1997). Bitkilerde bulunan
fenolik bilesikler, bitkini tiirtine, kiltliriiniin yapilmasina, biiylime ve saklanmasi
sirasinda ¢evresel sartlara ve olgunlasma derecesine gore cesitlilik gostermekte hem de

bitkinin rengine ve tadina da katkida bulunmaktadir (Marshall vd., 2000).

PFO’nun en yaygin olan substratlar1 basit yapili fenoller, klorojenik asit ve
tiirevleri flavonoid tipi fenollerdir. Basit fenoller, katekol ve kresol gibi bilesiklerin

yaninda tirozin ve tiirevleri ile sinnamik asit tiirevleri de substrat olarakda davranir

(Sekil 10).

OH
OH
OH CH;
Katekol p-kresol

Sekil 10. PFO’nun basit fenolik substratlari.

Bir¢ok besin maddesinde bulunabilen tirozin, enzimatik oksidasyon sonucu, 3,4-
dihidroksifenilalanin (DOPA) {izerinden melanin olusumunda 6nemli rol oynayan

substratlardandir (Sekil 11).

OH
OH OH OH
OH
i
g Gt "
H,N—CH—COOH H,N—CH—COOH NH,
Tirozin 3.,4-dihidroksifenilalanin Dopamin

(DOPA)
Sekil 11. PFO’nun ¢esitli monofenolik ve difenolik substratlari.
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Sinnamik asit daha c¢ok klorojenik asit tilirevleri ve flavonoidlerin
olusturulmasinda rol oynar (Sekil 12). Bu tiirevlerin pek cogu enzimatik olmayan
yollarla bitkilerde esmerlesme reaksiyonlarina katilirlar. Patates klorojenik asit, patates
yumrularinin fenolik igeriginin yaklasik %90’ olusturur ve bu bilesigin birgok
izomeri ¢esitli teknikler yardimiyla tespit edilmistir. Patates, seftali ve fasulye yapragi
PFO aktiviteleri, klorojenik asit ve kafeik asit varhiginda olduk¢a farklilik
gosteriyorken, 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin varhiginda benzer aktivite gosterdigi

belirtilmistir (Whitaker, 1972).

COOH COOH COOH
" Z\H N " )\H
& = = OH
OH OH
Sinnamik asit p-Kumarik asit Kafeik asit

Sekil 12. Sinnamik asit, p-kumarik asit ve kafeik asit substratlarinin agik yapilari.

Flavonoidler ise bitkilerin ¢esitli dokularinda ve ¢ok farkli oranlarda
dagilmislardir. Cogunlukla kok, govde, yaprak, meyve ve tohum kisimlarinda diger
bolgelere oranla daha yogun bulunmaktadirlar. Cesitli oranlarda bulunsalar bile
flavonoid yapili bilesikler bitkide esmerlesme reaksiyonun meydana gelmesi igin

yeterlidir.

Katesinler (Sekil 13), flavonoidlerin 3-hidroksi tiirevleri olup dogada (+) — katesin

ve onun stereoizomeri olan (-) epikatesin olarak bulunurlar(Ganguly ve Seshado, 1958).
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Katesin: R=H, R,=OH
Epikatesin: R;=OH, R,=H

Sekil 13. PFO’nun flavonoid tiirevli substratlari olan katesin ve epikatesinin yapisi.

Bitkilerin ¢esitli dokularinda mevcut bulunan fenolik bilesiklerin esmerlesme
reaksiyonlart sonucu olusturduklari kinonlar oldukga reaktif olup, ya diger kinonlarla ya
da aminoasitler, proteinler, karbohidratlar ve yag asitleri gibi biyomolekiillerle renkli
bilesikler olusturlar. Bu fenolik bilesiklerin farkliligi, dokularda bulunma oranlar ve
bulunduklar yer acisindan kahverengi-kirmizi polimerik pigmentlerin renk siddetleri de

degismektedir.

1.6. Polifenol Oksidaz ile Tlgili Literatiirde Yapilan Calismalar

PFO enzimi ilk defa 1856 yilinda Schoenbein tarafindan yemeklik mantarlarda
bulunmustur (Whitaker, 1972). Ardindan, baz1 turunggiller hari¢, pek ¢ok meyve ve

sebzede PFO enzimi tespit edilmis ve karakterizasyonu gerceklestirimistir.

Cesitli canlilardan, meyve ve sebzelerden karakterize edilen, polifenol
oksidazlarin pH, sicaklik, ilgi duyduklar1 substratlar, inhibitorleri, metal iyonlar
varhiginda sergiledikleri davranislari, izoenzim sayilari, molekiil agirliklarive diger bazi

fizikokimyasal parametreleri farklilik veya benzerlik gosterebilmektedir.

Yabani bir armut tirii olan Pyrus elaeagnifolia subsp. elaeagnifolia Pallas
polifenol oksidazi karakterize edilmis ve 4- metilkatekol substrati i¢in optimum pH ve
sicaklik degeri sirasiyla 7,0 ve 30 °C olarak bulunmustur. Enzimin 4-metilkatekol
substrat1 valiginda K, ve Vyax degeri sirasiyla, 3,57 mM ve 4781 U/mg protein olarak

saptanmistir.Ayrica dogal elektroforezde substrat boyamasinda enzimin polifenol
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oksidaz aktivitesine sahip iki tane izoenziminin oldugu tespit edilmistir. PFO’nun en
yaygin inhibitdrlerinden birisi olarak bilinen askorbik asit (ICsp= 0,036 mM) en etkili
inhibitor olarak belirlenmistir (Baltas, 2016).

Yapilan bagka bir calismada, 2008 ve 2009 yillarinda iiretilen Alyanak kayisi
(Prunus armenica L.) PFO’su amonyum siilfat ¢oOktiirmesi ve iyon degisim
kromatografisi yontemleri kullanilarak saflastirilmistir. PFO’ nun ii¢ tane izoenzimi
oldugu kaydedilmistir. Enzimin katekol ve klorojenik asit substratlart i¢in K,

degerlerini 40,4 — 73,4 ve 0,26 — 12,3 mM arasinda bulunmustur (Unal ve Sener, 2016).

Bravo ve Osorio (2016), altin ¢ilek meyvesinden polifenol oksidaz enzimini
karakterize etmisler ve enzimin substrat ilgisinin sirasiyla klorojenik asit, 4-metilkatekol
ve katekol oldugunu belirtmisglerdir. Klorojenik asit substrati i¢in Ky, ve Vs degerleri
0,56+0,07mM ve 53,15+2,03 U(mL'1 min'l) olarak verilmistir. Klorojenik asit, 4-
metilkatekol ve katekol substratlar1 i¢in, optimum sicaklik degerleri sirasiyla 20, 25 ve
40 °C olarak bulunmustur. Inhibisyon ¢alismalarindaen kuvvetli inhibitor askorbik asit

ve onu takiben L-sistein ve quarsetin olarak bulunmustur.

Aydin ve digerleri tarafindan (2015) yapilan bir ¢alismada hemsin elmas1 (Malus
communis L.) PFO’su saflagtirip, karakterize edilmistir. Enzimin en ¢ok ilgi duydugu
katekol substrat1 i¢in optimum sicaklik ve pH, Ky, ve Vs degerleri sirasiyla 30-40 °C,
pH 5,5; 3,40 mM ve 333,3EU/mL.dak olarak hesaplamislardir. Enzimin E, degerini
3,57 Kcal, kcoe degerini 24,57 (dak"l) ve Qo degerini ise 1,33 olarak bulmuslardir.

Liu ve arkadaslar1 tarafindan (2015) yapilan bir ¢alismada, seftali polifenol
oksidazi ve kinetik o6zellikleri tizerine pektinin etkisi arastirilmistir. Calismada PFO’
nun en ¢ok ilgi duydugu substratlar katesin, epikatesin ve katekol olarak bulunmustur.
Katesin, epikatesin ve katekol substratlar i¢in K, degerlerini 0,19+0,02, 0,18+0,02 ve
4,914£0,22 mM olarak bulmuslardir. Ayni substratlar i¢in Vs degerlerini sirasiyla
229415, 361+27 ve 89+7 U/dak olarak hesaplamiglardir.

Gong ve arkadaglar1 tarafindan yapilan (2015) yapilan bir ¢alismada, kestane

cekirdegi polifenol oksidaz enzimi amonyum siilfat ¢Oktiirmesi ve iyon degisim
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kromatografisi yontemi kullanilarak 4,6 kat saflagtirilmistir. Enzimin molekiil agirlig
32,5 kDa olarak bulunmustur. Enzimin en ¢ok ilgi duydugu katekol substrati i¢in Ky,
degeri 92 mmol/L, Vs degeri 1,53 AOD/dak, optimum pH’s1 7,0 ve optimum sicakligi
40 °C olarak bulunmustur. Ayrica 4-metilkatekol ve gallik asit substratlart i¢in Ky,
degerleri 94 ve 100 mmol/L, Vs degerleri ise 1,3 ve 0,99 mmol/L olarak

hesaplanmustir.

Mango polifenol oksidazi iizerine yapilan karakterizayon c¢alismasinda enzimin
en cok pirogallol, 3-metilkatekol, katekol, gallik asit ve protokatesuik asit substratlar
varhiginda aktivite gosterdigi bulunmustur (Cheema ve Sommerhalter, 2015). Mango
meyvesinin, katekolaz aktivitesine sahip 53, 112 ve 144 kDa agirligima sahip 3 tane
izoenzimi oldugunu belirlemislerdir. Katekol, 3-metilkatekol ve pirogallol substratlar
icin K, degeri 14,62; 3,69 ve 7,31 mM, Vyaks degeri ise 0,28; 0,24 ve 0.53 IU/mL olarak
bulunmustur. Ayrica enzimin sodyum askorbat, glutatyon ve kojik asit varliginda ¢ok

fazla oldugunu belirtmislerdir.

Batista ve digerleri (2014) Wolf’s elmasi (Solanum lycocarpum) olarakta bilinen
meyvenin olgunlasmig ve olgunlasmamis halinden, polifenol oksidaz enzimini
saflagtirmis ve karakterize etmislerdir.Saflastirilan enzimin 47 ve 68 kDa agirligina
sahip iki tane izoenzimi oldugu tespit edilmistir. Enzimin katekol ve 4-metilkatekol
substrat1 i¢in K, degeri 6,47 ve 0,15 mM olarak bulmuglardir. Enzimin katekol ve 4-
metilkatekol substrati i¢in Vs degeri ise 3,42 ve 3,01 U/mL olarak hesaplanmistir. L-
sistein, sodium metabisiilfit, askorbik asit, tiyoiire ve sitrik asit varliginda enzimin

oldukca inhibe oldugunu belirtmislerdir.

Hurma meyvesinden saflastirilan ve karakterize edilen polifenol oksidaz
enziminin katekol substrati i¢in optimum pH ve sicaklik degeri 5,5 ve 55 °C, K, degeri
ise 0,025 mM olarak bulunmustur ( Navarro vd., 2014). Meyve oOziitiinde polifenol

oksidaz aktivitesine sahip dort tane izoenzim oldugu tespit edilmistir.

Can ve digerleri (2014), yomra elmasindan polifenol oksidaz enzimini
karakterize etmislerdir. Enzimin optimum pH degeri L-tirozin, PHPPA, katekol, 4-
metilkatekol ve L-dopa substratlar1 varliginda 5,0; 7,0; 5,0; 7,0 ve 7,0 olarak
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bulunmustur. L-tirozin, PHPPA, katekol, 4-metilkatekol ve L-dopa substratlari
varliginda enzimin optimum sicaklik degeri 20, 30, 40, 40 ve 40 °C olarak saptanmistir.
L-tirozin, PHPPA, katekol, 4-metilkatekol ve L-dopa substratlar1 varliginda enzimin K,
degeri 9,30; 0,70; 7,90; 10,10 ve 2,50 mM olarak hesaplanmistir. L-tirozin, PHPPA,
katekol, 4-metilkatekol ve L-dopa substratlar1 varliginda enzimin Vs degeri ise 7,60;
1,02; 21,50; 24,80 ve 1,60 uM/dak olarak saptanmistir. Sodyum metabisiilfit, askorbik
asit, sodyum azid ve benzoik asit substratlar1 i¢in ICsy degeri 0,07; 0,05; 30,04 ve 9,80

mM olarak hesaplanmistir.

Palma-Orozco ve arkadaslart (2014) hidrofobik etkilesim ve iyon degisim
kromatografisi yontemlerini kullanarak mango (Magnifera indica cv. Manila) polifenol
oksidaz enzimini 216 kat saflastirmislardir. Enzimin molekiil agirligin1 31,5 kDa olarak
bulmuslardir. Enzimin piogallol, 4-metilkatekol ve katekol substratlari i¢in Ky, degerini
2,77; 3,14 ve 15,14 mM olarak bulmuslardir. Pirogallol substrati varliginda enzimin
optimum pH’s1 6,0 optimum sicakligit 20-70 °C araliginda oldugu saptanmistir.
Tropolon, askorbik asit, sodyum metabisiilfit ve kojik asit inhibitorlerinin 0,1 mM

konsantrasyonunda enzimin aktivitesini tamamen kaybettigini belirtmiglerdir.

Jackfruit meyvesinden polifenol oksidaz enzimi aseton ¢oktiirmesi, iyon degisim
ve jel filtrasyon kromatografisi yontemleri kullanilarak saflastirilmistir (Tao vd., 2013).
Enzimin molekil agirhig 130 kDa olarak belirlenmistir. Katekol ve 4-metilkatekol
substratlart i¢in K, degerini 8,3 ve 18,2 mM olarak hesaplamiglardir. Katekol ve 4-
metilkatekol substratlart i¢in optimum pH degerini ise 7,0 ve 6,5 olarak bulmusglardir.
Ayrica sistein ve askorbik asitin meyvenin kararmasimi 8 °C’ de 15 giin boyunca

azalttigini belirtmislerdir.

Palma-Orozco ve arkadaglart (2011) Pouteria sapota meyvesinden
saflagtirdiklar1 polifenol oksidaz enziminin, 16,1 ve 18 kDa molekiil agirligina sahip iki
tane izoenziminin oldugunu belirtmislerdir. Molekiil agirligi 16,1 kDa olan (PPOI)
birinci izoenzim karakterize edilmistir. Optimum pH’s1 7,0 optimum sicakligi 35 °C
olarak bulunmustur. Katekol ve pirogallol substratlari i¢in Ky, degerini 44 ve 1,3 mM
olarak hesaplamiglardir. Askorbik asit ve sodyum metabisiilfitin en etkili inhibitorler

oldugunu bildirmislerdir.
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Kajudan (Cashew elmasi) polifenol oksidaz enzimi amonyum siilfat ¢oktlirmesi
yapilarak 58,8 kat saflastirilmistir (Queiroz vd., 2011). Saflastirilan enzimin katekol
substrat1 varliginda optimum sicaklik degeri 30 °C ve pH degeri 6,5 olarak saptanmustir.
Yine katekol substrat1 varliginda enzimin K, degeri 18,8 mM ve Vs degeri ise 13,6 U
min" mL" olarak bildirilmistir. HPLC yontemi kullanilarak meyvenin gallik asit,
protokatesuik asit ve sinamik asit icerdigi tespit edilmistir. Cashew elmasinin 5-

hidroksimetil furfural icerdigi saptanmistir.

Walissevski ve arkadaslar1 (2009), yaptiklart c¢alismada vanilya fasulyesi
polifenol oksidaz enzimininin biyokimyasal Ozelliklerini karakterize etmiglerdir. 4-
metilkatekol substrati1 valiginda Vi ve Ky, degerleri 13,9 OD/dak ve 10,6 mM/L olarak
saptanmistir. Optimum sicaklik degeri 37 °C, pH degeri ise 3,0 olarak bulunmustur.
Inhibisyon ¢alismasinda askorbik asiti takiben en kuvvetli inhibitor 4-hekzilresorsinol

olarak saptanmustir.

Guo ve digerlerinin (2009), yaptiklar1 ¢alismada yesil fasulye den polifenol
oksidaz enzimini amonyum siilfat c¢oktiirmesi ve jel filtrasyon kromatografisi
yardimiyla saflastirip karakterize etmislerdir. Molekiil agirliklar1 39,0 ile 57,5 kDa
araliginda olan dort tane izenzim oldugu tespit edilmistir. Biitiin izoformlarinin
aktivitesinin pH 6,8 ile 7,2 arasinda kararli oldugu saptanmstir. En yiiksek aktiviteyi
pirogallol substrat1 varliginda gézlemlemislerdir. Enzim aktivitesinin en fazla askorbik

asit varliginda inhibe oldugu saptanmustir.

Unal (2007), Anamur muzundan polifenol oksidaz enzimini saflastirmis ve bazi
biyokimyasal 6zelliklerini karaterize etmistir. Enzimin katekol substrati varliginda,
optimum sicaklig1 30°C, optimum pH’s1 ise 7,0 olarak saptanmistir. Ea ve Z degerleri,
sirastyla, 155 kj mol™ ve 14,2 °C olarak hesaplanmustir. Katekol substrati varliginda,
enzimin K, ve Vpas degerleri sirasiyla 8,5 mM ve 0,754 ODy dak™ olarak
hesaplanmistir. inhibitor etkisi ¢alismalarinda ise askorbik asit ve sodyum metabisiilfit

en etkili inhibitor olarak tespit edilmistir.
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Sabancilar ve arkadaslar1 (2007), yaptiklart ¢calismada Denizli narindan affinite
kromatografisi yardimi ile 67 kat saflagtirmiglar ve bazi ozelliklerini karakterize
etmiglerdir. Enzimin optimum pH’s1 7,5 optimum sicaklig1r 40°C ve Linewearver-Burk

grafiginden Vs ve K degerleri ise hesaplanmustir.

Orenes-Pinero ve arkadaglarinin (2006), ayva PFO’sunu kismi olarak
saflastirmislar ve bazi biyokimyasal 6zelliklerinin belirlemislerdir. Enzimin 0,5 g/dm3
sodyum dodesil siilfat (SDS) varliginda ve asidik pH’da en fazla aktivite gosterdigini
saptamislardir. SDS varliginda enzimin maksimum hiz degerinin 15 kat daha fazla ve
optimum pH degerinin 5,0 oldugu, her iki durumda da K., degerinin 1,2 mM oldugu
bildirmislerdir. Inhibisyon ¢alismalarinda en etkili inhibitdriin tropolon oldugunu

bulmuslardir.

Giilgin ve arkadaglar1 (2005), 1sirgan bitkisinden amonyum siilfat ile ¢oktiirme
ve iyon degisim kromatografisi yardimiyla saflastirdiklar1 polifenol oksidaz enzimininin
en fazla L-tirozin substratina spesifik oldugunu bulmusglardir. L-tirozin substrati
varliginda enzimin optimum pH ve sicaklik degeri 4,5 ve 30°C olarak bulunmustur.
Yine ayni substrat varliginda K, ve Vs degerleri ise 7,9Ox104 mM ve 11290 EU/mL
olarak hesaplanmistir. Inhibisyon ¢alismalar1 sonucunda en etkili inhibitdriin sodyum

dietil ditiyokarbomat oldugunu bulmuslardir.

Yagar (2004), kereviz koklerinden elde ettigi PFO enziminin substrat spesifitesi
denemelerinde katekol, pirogallol, L-DOPA, p-kresol, resorsinol ve tirozin substratlarini
kullanmistir. Pirogallol, katekol ve L-DOPA i¢in K, degerleri 25°C’de sirasiyla; 4,5;
8,3 ve 6,2 mM olarak hesaplanmistir. Optimum pH degeri katekol ve L-DOPA igin 7,0;
pirogallol i¢in 7,5 olarak bulunmustur. Optimum sicaklik degeri katekol i¢in 40°C ve L-
dopa igin 45°C bulunmustur. Inhibitdrlerin etki siras1 su sekilde bulunmustur: L-

sistein>askorbik asit>glisin>resorsinol>NaCl.

Arslan ve ark. (2004), dut polifenol oksidazini amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve
affinite kromatografisi yontemlerini kullanarak saflastirmislardir. Katekol, 4-metil
katekol ve pirogallol substratlar1 varliginda optimum pH ve sicaklik degerlerinin 4,5-8,0

ve 20-45°C arasinda degistigini bildirmislerdir.
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Ziyan ve Pekyardimci (2004), Ankara armudundan polifenol oksidaz enzimini
amonyum siilfat ¢cokelmesi, jel filtrasyon ve diyaliz yontemi ile saflastirip bazi
biyokimyasal ozelliklerini aydinlatmiglardir. Enzimin pirogallol, 4-metilkatekol, D-
tirozin, p-krezolve L-dopa substratlar1 varliginda optimum pH degeri sirasiyla 8,2; 7,2;
7,0; 5,6; 5,0 ve 4,8 olarak saptanmistir. Optimum sicaklik 4-metilkatekol i¢in 35°C
olarak bulunmustur. En etkili inhibitorler L-askorbik asit, L-sistein ve
Dietilditiyokarbomat olarak tespit edilmistir. Katekol substrativarliginda Ky, ve Viaks
degerleri 5,55 mM ve 344,5 TU/mL olarak hesaplanmistir. Ankara armudu PFO’sunun
lic izoenzimi polikirilamid jel elektroforezinde substrat boyamasi ile tespit edilmistir.
[zoenzimlerin molekiil agirliklar ise sodyum dodesil siilfat PAGE igin 60, 20, 28 kDa

olarak bulunmustur.

Dinger ve arkadaslari (2002) musmula meyvesinden (Mespilus germanica L.
Rosaceae) polifenol oksidaz enzimini karakterize etmislerdir. Difenolaz aktivitesine
sahip olan enzimin 4-metilkatekol substrat1 varliginda en yiiksek aktiviteyi gosterdigini
saptamislardir. 4-metilkatekol substrat1 varliginda optimum pH ve sicaklig 6,5 ve 60
°C bulmuglardir. Katekol, DOPA, epikatesin ve DHPPA substratlart i¢in optimum
sicaklik degerini 55, 55, 25 ve 35 °C olarak saptamislardir. Katekol, DOPA, epikatesin
ve DHPPA substratlar1 i¢in optimum pH degerini 8,5; 6,5; 5,5 ve 5,5 olarak

bulmuslardir.

Yagar ve Sagiroglu (2000), ayva polifenol oksidazini amonyum siilfat ile
coktliirme yaparak kismen saflagtirmislar ve katekol, pirogallol, L-dopa, p-kresol,
resorsinol ve tirozin substratlar1 igerisinde enzimin en ¢ok katekol substratina ilgi
duydugu belirlenmistir. Katekol, pirogallol ve L-dopa substratlar1 i¢in K, degeri
strastyla 4,54; 7,35; 1,78 mM olarak bulunmustur. Katekol substrati i¢in optimum pH
ve sicaklik degeri, 8.0 ve 40°C olarak belirlenmistir. Ayva PFO’su tlizerinde en etkili

inhibitorlerin L-sistein, askorbik asit ve potasyum siyanid oldugu tespit edilmistir.

Serradell ve arkadaslarinin (2000), polifenol oksidaz enzimini amonyum siilfat
cokeltmesi ve iyon degisim kromatografisi yontemleri yardimiyla ¢ilek meyvesinden
saflagtirmislardir. Katekol substrati icin Ky, degeri 11,2 mM, optimum pH degeri
50°C’de SDS varliginda ise 7,2 olarak bulunmustur.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

Bu calismada enzim kaynagi olarak Giimiishane Ili’nden toplanan Gévem Erigi

(Prunus spinosa L.) kullanild.

2.2. Yontem

2.2.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan tiim cihazlar, {iretici firmalar ve modelleriyle birlikte

markalar1 Tablo 1’de verildi.

Tablo 1. Calismalarda kullanilan cihazlar ve markalari.

Cihaz Ad1 Firma Model
Spektrofotometre Shimadzu UV-1601UV-
VisibleSpektrophotometer

Sogutmali1 Santrifiij Termo Scientific Heraeus Multifugure X3R

Protein Bio-RAD Mini Protean Tetra Cell
elektroforezi

pH metre Thermo Scientific ~ ORION 3 Star pH Benchtop
Blendar Sinbo SHB-3002

Vorteks Velp Scientifica Vortex Mixer

Terazi Precisa XB 220A

Gli¢ Kaynagi Thermo Scientific  EC 300 XL
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2.2.2. Kullamilan Kimyasallar

Tez kapsamimda kullanilan kimyasallar ve markalar1 Tablo 2 * de verilmistir.

Tablo 2.Calisma sirasinda kullanilan kimyasallar ve markalari.

Kimyasal madde Firma
Enzim Oziitii Hazirlama Cozeltisinde Kullanilan . .
Triton X- 114, PMSF, EDTA ve MgCl, ggﬁ;ome‘hcals’

Protein Elektroforezinde Kullanilan

N, N, N' N'- tetrametilen diamin(TEMED),
Amonyum persiilfat (APS), Akrilamid,

N, N'- metilen bisakrilamid, Gliserol,
Bromofenol Mavisi, Glisin

Substratlar
4-MetilKatekol, Katekol, DHPPA, L-Trozin, p-Kumarik Asit,
Hidrokafeik asit, L-dopa, Katesin, Epikatesin

Inhibitorler
Sodyum Metabisiilfit, Benzoik Asit, Askorbik asit,
Sodyum Azid

Lowry Protein Tayininde Kullanilan
Si1gir Serum Albumini( BSA), Na,CO3, CuS04.5H,0,
Na-K Tartarat ve Folin Reaktifi

Coziiciiler
HCI, Asetik Asit ve Metanol

Tamponlar ve Diger Kimyasallar,

CH3COONa, MOPS, NaHSOs, Tris, MgCl,, BaCl,,
CaClz, MHCIQ, NlClz, Zl’lClz, COClz, NaCl, FGCIQ,
NaCl, NaOH, Na,HPO,4, Na,CO3, NaAc, Na,COy,
NaN03, NaHCO3, NaQSO4, NaQSO3, NaHSO4,

Sigma, Fluka,
Carlo Erba

Sigma, Merck

Sigma

Sigma, Merck,
Applichem

Merck, Tekkim

Sigma, Merck

23



2.2.3. Kullanilan Cozeltiler

2.2.3.1. Tampon Cozeltiler ve Hazirlamislar

1. Asetat Tamponu (50 mM, pH 4,0): 0,205 g sodyum asetat yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1 1 N asetik asit ile ile 4,0’e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

2. Asetat Tamponu (50 mM, pH 5,0): 0,205 g sodyum asetat yaklagik45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N asetik asit ile ile 5,0’e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

3. MOPS Tamponu (50 mM, pH 6,0): 0,52 g MOPS yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’st 1 N NaOH ile 6,0’ya ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

4. MOPS Tamponu (50 mM, pH 7,0): 0,52 g MOPS yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’st 1 N NaOH ile 7,0’ye ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

5. Tris-HCl Tamponu (50 mM, pH 8,0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’st 1 N HCI ile 8,0’e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

6. Tris-HCl Tamponu (50 mM, pH 9,0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’st 1 N HCI ile 9,0’a ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

7. Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 10,0): 0,187 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’st 1 N NaOH ile 10’a ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

8. Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 11,0): 0,187 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’st 1 N NaOH ile 11’e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

9. Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 12,0): 0,187 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1t 1 N NaOH ile 12’ye ayarlanarak hacmi 50 mL’ye

tamamlandi.
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2.2.3.2. Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1. Lowry A Cozeltisi (0,1 N NaOH i¢inde %2 (a/h) Na,CO; ): 0,4 g NaOH ve 2 g
Na,COs saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢ozelti +4
°C’de saklandi.

2. Lowry B Cozeltisi (%1 CuS0O4.5H,0 ¢ozeltisi): 1 g CuSO4.5H,0 saf suda ¢oziiliip
hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢6zelti +4 °C’de saklandi.

3. Lowry C Cozeltisi (%2 Na-K Tartarat Cozeltisi): 2 g Na-K tartarat saf suda ¢oziiliip
hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢6zelti +4 °C’de saklandi.

4. Lowry D Cozeltisi: 1 kisim Lowry B ve lowry C karistirilarak hazirlandi.

5. Lowry E Cozeltisi: 0,5 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A karistirilarak hazirlandi.

6. Sigir Serum Alblimin (BSA) Cozeltisi (Img/mL): 5 mg BSA saf suda ¢oziiliip
hacmi 5 mL’ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢ozelti +4 °C’de saklandi.

7. 0,1 N NaOH iginde %0,1 (a’h) SDS Cozeltisi: 0,4 g NaOH ve 0,1g SDS saf suda

¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢ozelti +4 °C’de saklandi.

2.2.3.3. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

1. Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 5,4225 g Tris bazi 200 mL saf suda
coziilerek, pH’s1 8,8’¢ ayarlanip hacmi 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.
Cozelti +4 °C’de saklandi.

2. Yigma Jeli Tamponu (I M Tris-HCI ): 0,2850 g Tris baz1 200 mL saf suda
coziilerek, pH’st 6,8’e ayarlanip hacmi 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.
Cozelti +4 °C’de sakland.

3. Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (% 10): 1 g APS saf suda ¢oziiliip hacmi 10
mL’ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢ozelti -20 °C’de saklandi.

4. N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Satin alindig1 sekliyle kullanildi.

5. Akrilamid/Bisakrilamit Cozeltisi  (%30): 29,20 mg akrilamid ve 0,80 g
N,N’-metilenbisakrilamid saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve
¢ozelti +4 °C’de saklandi.

6. Gliserol Cozeltisi (%80): 80 mL gliseroliin hacminin saf suyla 100 mL’ye

tamamlanmasi ile hazirlanda.
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Bromofenol Mavisi: 10 mg bromofenol mavisinin saf suda ¢oziiliip hacminin 10
mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandu.

Dogal PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 pL pH 6,8 1 M Tris-HCL, 100 pL %0.1
bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 460 pL saf suyun karistirilmasiyla
hazirlandi ve kiigiik kisimlara ayrilarak, -20 °C de sakland.

Dogal PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,2 g Tris ve 1,5 g glisin yaklasik 490 mL saf
suda c¢oziildiikten sonra pH 8,3’e¢ ayarlandi ve c¢oOzelti hacmi 500 mL’ye

tamamlanda.

10. Substrat Boyama Cozeltisi: 24 mM L-dopa 100 ml saf suda hazirlandu.

2.2.3.4. Substrat Cozeltilerinin Hazirlanisi

10.

100 mM 4-MetilKatekol: 0,124 g 4-metilkatekol az saf suda ¢oziliip hacim saf su
ile 10 mL’ye tamamlandi.

100 mM Katekol: 0,110 g katekol az saf suda ¢oziiliip hacim saf su ile 10 mL’ye
tamamlandi.

100 mM Hidrokafeik asit (3,4-dihidroksi sinnamik asit): 0,182 g hidrokafeik asit
az saf suda ¢0ziiliip hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

100 mM L-Tirozin: 0,181 g L-Tirozin az saf suda ¢oziiliip hacim saf su ile 10
mL’ye tamamlandi.

100 mM p-Kumarik Asit: 0,164 g p-Kumarik Asit az saf suda ¢oziiliip hacim saf su
ile 10 mL’ye tamamlandi.

100 mM Epikatesin: 0,290 g epikatesin az miktarda metanolde ¢oziiliip hacim
metanol ile 10 mL’ye tamamlandi.

100 mM Katesin: 0,290 g katesin az miktarda metanolde ¢oziiliip hacim metanol ile
10 mL’ye tamamlandi.

100 mM Gallik asit (3, 4, 5 trihidroksi benzoik asit): 0,170 g gallik asit az miktarda
metanolde ¢6ziiliip hacim metanol ile 10 mL’ye tamamlandi.

100 mM PHPPA (3-(4-Hidroksifenil) propiyonik asit): 0,166 g PHPPA az miktarda
metanolde ¢oziiliip hacim metanol ile 10 mL’ye tamamlandi.

100 mM Kuarsetin: 0,302 g kuarsetin az miktarda metanolde ¢oziiliip hacim

metanol ile 10 mL’ye tamamlandi.
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11. 10 mM MBTH: 0,022 ¢ MBTH az saf suda ¢oziiliip hacmi saf su ile 10 mL’ye

tamamlandi.

2.2.3.5. Inhibitér Calismalarinda Kullanilan Cézeltilerinin Hazirlams

1. 200uM Askorbik Asit: 0,352 mg askorbik asit az saf suda ¢oziiliip hacmi saf su ile
10 ml’ye tamamlandi.

2. 50 uM Sodyummetabisiilfit: 0,095 mg Na,S,0s5 saf suda ¢oziiliip hacmi saf su ile
10 ml’ye tamamlandi.

3. 50 mM Benzoik Asit: 61,060 mg benzoik asit az saf suda ¢oziiliip hacmi saf su ile
10 ml’ye tamamlandi.

4. 400 mM Sodyum Azid: 260,08 mg NaNj; az saf suda ¢oziiliip hacmi saf su ile 10

ml’ye tamamlandi.

2.2.3.6. Ekstraksiyon Tamponu Hazirlanisi

Ekstraksiyon c¢ozeltisi: 0,84 g sodyum asetat (50 mM), % 6 (a’h) TX-114
deterjani, 2 mM EDTA, 1 mM MgCl, ve 1 mM PMSF 80 mL saf suda ¢oziiliip 1 M

asetik asit ile pH’s1 5,0’a ayarlanip hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2.2.4.Deneysel Calismalar

2.2.4.1. Ham Ekstragin Hazirlanmasi

Giimiishane ili’nden toplanmis olan Gévem Erigi meyvesi (Prunus spinosa L.)
soguk zincir (+6-8 °C) igerisinde laboratuara kadar ulastirildiktan sonra sonra 50 g’1
beher icersinde sivi azot ile 20 dakika ozmotik soka tabii tutuldu. Sonra, +4 °C ‘deki
100 mL ekstraksiyon ¢ozeltisi ilavesiyle, el blendir1 yardimiyla 15 dakika iyice
parcalandiktan sonra 4 kath beyaz tiilbentten siiziildii. Elde edilen karisim +4 °C’ de
15,000 devir/dk da 30 dakika santriftijlendi. Elde edilen siipernatan karakterizasyon

caligmalarinda ham enzim kaynagi olarak kullanildu.
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Sekil 14. Calismada kullanilan Gévem Erigi (Pyrus spinosa L.).

2.2.4.2. Protein Tayini

Protein tayini Lowry metoduna gore yapildi (Lowry vd., 1951) ve protein
standard1 olarak Sigir Serum Alblimini (BSA) kullanildi.Kalibrasyon grafigi ¢izebilmek
amaciyla hazirlanan BSA ¢o6zeltisinden (1 mg/mL) deney tiiplerine sirasiyla 10, 20, 30,
40 ve 50 puL konuldu. Standart iceren tiiplerin disinda ham enzim kaynagindan, deney
tiptine 10 pL ilave edildi. Standartlarin ve Ornegin son hacimlerini 500 pL
tamamlayacak sekilde 0,1N NaOH i¢indeki %0,1 (a/h) SDS c¢ozeltisinden ilave edilip
vortekslendi. Her bir tiipe 1 mL Lowry E ¢ozeltisi (%2 sodyum-potasyum tartarat, %1
CuS04.5H;0 ve 0,1N NaOH igerisinde %2 Na,COs) ilave edilip vortekslendikten sonra
oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Standartlara ve numuneye saf su ile 1:1 oraninda
seyreltilmis olan Folin Reaktifi’nden 100 pL ilave edildi ve karanlik ortamda 30 dakika
inkiibe edildi. 650 nm’de absorbanslar okundu. Kalibrasyon grafigi ¢izilerek

orneklerdeki protein konsantrasyonu hesaplandi.

2.2.4.3. Elektroforez

Polifenol oksidaz enziminin varligini goézlemleyebilmek i¢in %10’luk dogal

poliakrilamid jel elektroforezi yapildi (Sambrook vd.,1989).

2.2.4.3.1. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Dogal PAGE)

Dogal PAGE %5’lik y1igma jeli ve %10’uk ayirma jeli kullanilarak gerceklestirildi
(Tablo 4).

28



Tablo 3.Dogal-PAGE de kullanilan bilesenler ve oranlari.

%5’lik Yigma %10’ luk Ayirma
JeliBilesenleri (mL)  JeliBilesenleri (mL)
Saf su 2,7 3,1
% 30 Akrilamid/bisakrilamid 0,67 3,3
1.0 M Tris (pH 6,8) 0,5 -
1. M Tris (pH 8,8) - 2.5
% 10 APS 0,04 0,1
TEMED 0,004 0,004

Dogal PAGE jeli yukaridaki tabloya uygun sekilde hazirlandiktan sonra tanka
yerlestirildi ve tank dogal PAGE yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Her bir kuyucuk
yaklasik 40 pg protein icerecek sekilde dogal PAGE yiikleme ¢ozeltisi ile karistirildi ve
Hamilton siringasi kullanilarak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez {initesi buz dolu bir
kabin i¢ine yerlestirilerek, boya yigma jelinden ¢ikana kadar 20 mA’de, daha sonra da
boya ayirma jelinin alt kismina gelene kadar yaklasik olarak 1-1.5 saat 30 mA’de

yuriitiildi.

2.2.4.3.2. Substrat Boyamasi

Dogal elektroforez sonucu elektroforez sisteminden ¢ikartilan jel, substrat boyama
cozeltisi (L- dopa) icerisinde hafifce calkalanarak 20 dakika kadar bekletildi. Protein

bantlar1 goriiniir hale gelen jelin goriintiileri kaydedildi.

2.2.4.4. Polifenol Oksidaz Aktivitesinin Tayini

PFO aktivitesi, spektrofotometrik olarak 496 nm’de 4-metilkatekol i¢in ve 500
nm’de diger biitiin substratlar i¢in, absorbanstaki artisin 6l¢iilmesiyle belirlendi (Espin
vd., 1995). Aktivite 6l¢iimleri i¢cin 10 pL enzim + 100 pL substrat (100 mM) + 100 uL
MBTH (10 mM) + 20 uL DMF + 770 pL tampon (50 mM) cozeltisi ilave edilerek
reaksiyon karistminin nihai hacmi 1000 pL olacak sekilde hazirlandi. Enzim eliiatinin
katilmadig1 reaksiyon karisimi ise kor olarak kullanildi. Absorbansdaki artiglar 1 dakika
boyunca kaydedildi (Espin vd., 1997).
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2.2.4.5. PFO Enziminin Substrat Ozgiinliigiiniin Belirlenmesi

PFO enziminin substrat 6zgiinliigliniin belirlenmesi enzimin tirozinaz ya da
difenolaz olup olmadigini teyid etmek agisindan olduk¢a onemlidir.Bu amagla enzim
aktivitesi, katekol, 4-metilkatekol, epikatesin, katesin, hidrokafeik asit, p-kumarik asit,
L-tirozin, PHPPA, gallik asit ve kuarsetin substratlarinin 100 mM’ Ik c¢ozeltileri
kullanilarak nihai substrat konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde, 496 nm’de 4-metil
katekol i¢in ve 500 nm’de diger biitiin substratlar i¢in,1 dakikada absorbanstaki artis
degerlerikaydedilerek analiz edildi. Absorbanstaki artiglar 1 dakika boyunca kaydedildi

ve aktiviteler en yiiksek aktivite gézlenen substrata gore U/mL cinsinden hesaplandi.

2.2.4.6. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine pH’in Etkisi

PFO aktivitesi, pH’ nin bir fonksiyonu olarak, 50 mM asetat tamponunda pH 4,0-
5,0; 50 mM fosfat tamponunda pH 6,0-7,0 50 mM Tris-HCI tamponunda pH 8,0-9,0 ve
50 mM Glisin-NaOH tamponu pH 10,0 degerleri arasinda, 4-metilkatekol, katekol,
katesin, epikatesin ve hidrokafeik asit substratlar1 kullanilarak belirlendi. Bu substratlar
varliginda belirlenen optimum pH, substrat 6zgiinliigiiniin, 1s1l 6zelliklerinin ve diger

parametrelerin belirlenmesi i¢in kullanildi (Colak vd., 2005).

2.2.4.7. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Sicakh@in Etkisi

PFO’nun optimum sicakliginin belirlenmesi i¢in, 4-metilkatekol, katekol, katesin,
epikatesin ve hidrokafeik asit substratlarinin optimum pH degerlerinde, enzim aktivitesi
10 °C’lik artislarla 10-80 °C araliginda incelendi. Istenilen sicakliklar oda sicakliginin
altinda olanlar sogutmali inkiibatorde, oda sicaklifinin {izerinde olanlar ise
Thermoblok’ta ayarlandi. Tampon ve substrat karisimlar1 belirtilen sicakliklarda inkiibe
edildikten sonra karigima enzim 0ziitli ilave edildi ardindan miimkiin oldugu hizli bir
sekilde aktivite 6l¢iimii yapildi. Olgiimler sonucu optimum sicaklik degerleri belirlendi.
Aktivite 6lgiimleri i¢in 10 pL enzim + 100 pL substrat (100 mM) + 100 uL MBTH (10
mM) + 20 uL DMF + 770uL tampon (50 mM) ¢ozeltisi ilave edildi (Espin vd., 1997;
Dinger vd., 2002, Colak vd., 2007 ).
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2.2.4.8. Farkh Substratlar Icin Optimal Sartlarda Polifenol Oksidaz Kinetiginin
Incelenmesi

Meyve ekstraktindaki PFO’nun ¢esitli substratlara karsi davranisim1 ve ilgisini
incelemek icin optimize edilmis sartlarda 4-metilkatekol, katekol, katesin, epikatesin ve
hidrokafeik asit substratlar1 i¢in bir seri konsantrasyon aralifinda PFO aktivitesi 500
nm’de spektrofotometrik olarak Olciildii. Degisen substrat konsantrasyonu degerlerine
karsi elde edilen absorbans degerleri U/mg protein cinsinden hesaplandi.1/[S]
degerlerine karsilik elde edilen 1/V (U/mg protein) degerleri yardimi ile Lineweaver-
Burk egrileri ¢izilerek enzimin maksimum reaksiyon hizi (Vi) ve Michaelis sabiti (K,

)degerleri belirlendi(Lineweaver ve Burk, 1934).

2.2.4.9. Enzimin Isil Kararhliginin Incelenmesi

Enzimin 1s1l kararliligin1 incelemek igin, saf enzim, 30, 40 ve 60 °C sicakliklarda
Isaat boyunca inkiibe edildi ve her 10 dakikada bir optimum sartlar altinda hem 4-
metilkatekol hemde hidrokafeik asit substrat1 varliginda enzim aktivitesi 6l¢iildii. Kalan
yiizde Prunus spinosa L. PFO’sunun aktivitesi inkiibe edilmemis enzimle yapilan

Olctimle kiyaslanarak hesaplandi.

2.2.4.10.Enzimin pH Kararhliginin Incelenmesi

Enzimin pH kararliligini incelemek amaciyla, enzim 50 mM konsantrasyonunda
pH 4,0 ve 5,0 asetat tamponu, pH 6,0 ve 7,0 MOPS tamponu, pH 8,0 ve 9,0 tris-HCI
tamponu ile 1:1 oraninda karistirildi. Enzim-tampon karisimlar1 +4 °C’de toplam 24
giine kadar degisen siirelerde inkiibe edildikten sonra optimum sartlar altinda 4-
metilkatekol ve hidrokafeik asit substratlar1 varliginda aktivite tayinleri gergeklestirildi.
Ayni sekilde hazirlanan ancak inkiibasyona birakilmamis enzim-tampon karigimlarinin

optimum sartlar altinda aktiviteleri bulunarak yiizde kalan aktiviteler hesaplandi.

2.2.4.11.PFO Enziminin Baz1 Inhibitérlere Karsi Davramsinin Incelenmesi

PFO’nun inhibisyon caligmasinda yaygin olarak bilinen benzoik asit (50-

1,56mM), askorbik asit (200-12,5 uM), sodyum metabisiilfit (50-3,125 uM) ve sodyum
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azid (400-6,25 mM) inhibitdrleri kullanild:. inhibitérlerin PFO aktivitesi iizerine etkisini
ve enzimin bu maddelere kars1 davranigini incelemek amaci ile inhibitor yoklugunda ve
varliginda 4-metilkatekol substrat1 varliginda aktivite denemeleri yapildi. Elde edilen
veriler yardimi ile herbir inhibitdr i¢in ICsy degeri (varolan enzim aktivitesini yariya

diistiren inhibitdr konsantrasyonu) hesaplandi.

2.2.4.12.Bazi Metal iyonlarinin PFO Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Prunus spinosa L. PFO’ sunun aktivitesi lizerine baz1 metal iyonlarinin etkisini
incelemek amaciyla, Na', K, Ba2+, Cd2+, Mg2+, Mn2+, Hg2+, Ni2+, Zn2+, Ca2+, Co*" ve
AP’" iyonlarmmn kloriir tuzlarmin 100 mM’hk stok cozeltileri kullanildi. Metal
iyonlarinin reaksiyon karigimlarinda nihai konsantrasyonlar1 ImM, 5mM ve 10mM
olacak sekilde ilave edilerek, optimum sartlar altinda, 4-metilkatekol ve hidrokafeik asit
substratlart varliginda aktivite tayinleri yapildi. Metal iyonu, icermeyen karisimin

aktivitesi elde edilen sonuclarla kiyaslanarak yiizde kalan aktiviteler hesaplandi.
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3. BULGULAR
3.1. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Dogal PAGE)

Hazirlanan enzim 6ziitiinde, polifenol oksidazin varligi dogal elektroforez ile
ortaya konuldu. Dogal elektroforez jeli substrat boyama ¢ozeltisi (L-dopa) ile boyandi.
Ham enzim 0ziitiinii igeren elektroforez kromatograminda dogal boyama sonucunda en

az alt1 tane izoenzim oldugu tespit edildi (Sekil 15).

Sekill5. Dogal PAGE elektroforezi. 1,1:Ham enzim 0ziitii.

3.2. Polifenol Oksidaz Enziminin Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.2.1. Enzimin Substrat Ozgiinliigiiniin ve Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Karakterizasyon calismalarini gerceklestirilebilmek amaciyla Prunus spinosa L.
PFO’ sunun katekol, 4-metilkatekol, epikatesin, katesin, hidrokafeik asit, p-kumarik
asit, L-tirozin, PHPPA, gallik asit ve kuarsetin substratlar1 varliginda aktivite tayinleri
yapild1 ve aktiviteler iinite (U/mL) cinsinden hesaplandi (Tablo 4). 1 U, 1 dakikada
absorbansta 0.1 birimlik artisa neden olan enzim miktar1 olarak tanimland: (Batista vd.,

2014).
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Tablo 4.Prunus spinosa L. PFO’ sunun farkli substratlar varliginda elde edilen
aktivite degerleri.

Substrat Akdivite
(U/mL.dak)
p-Kumarik asit 1
L-Tirozin 13
PHPPA 2
4-Metilkatekol 1518
Katekol 596
Hidrokafeik asit 936
Gallik asit 15
Katesin 453
Kuarsetin 62
Epikatesin 363

3.2.2.Enzimin Aktivitesi Uzerine pH’ 1 Etkisi

Prunus spinosa L. PFO’sunun 4-metilkatekol, katekol, hidrokafeik asit, katesin
ve epikatesin substratlar1 varliginda en yiiksek aktivite gosterdigi pH degerini
belirlemek tizere, pH 4,0-10,0 degerleri arasinda hazirlanan tamponlar kullanildi.
Cizilen pH - % bagil aktivite grafiklerine bakildiginda, enzimin en yiiksek aktivite
gosterdigi pH degerleri 4-metilkatekol i¢cin 7,0; katekol i¢cin 7,0; hidrokafeik asit,
katesin ve epikatesin substratlar1 i¢in 5,0 olarak belirlendi (Sekil 16-20).
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Sekil 16. 4-Metilkatekol substrat1 varliginda PFO aktivitesinin pH ile degisimi.
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Sekil 17. Katekol substrat1 varliginda PFO aktivitesinin pH ile degisimi.
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Sekil 18. Hidrokafeik asit substrat1 varliginda PFO aktivitesininpH ile degisimi.
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Sekil 19. Katesin substrati varliginda PFO aktivitesinin pH ile degisimi.
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Sekil 20. Epikatesin substrat1 varliginda PFO aktivitesinin pH ile degisimi.

3.2.3. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Sicakh@in Etkisi

Govem Erigi PFO’sunun, sicaklik degisiminin aktivite {izerine etkisini
incelemek i¢in, 10 °C’lik artiglarla, 0-80 °C araliginda enzim aktivitesi Olgiilerek,
sicaklik - % bagil aktivite grafigi c¢izildi. Gévem Erigi PFO’ sunun 4-metilkatekol,
katekol, hidrokafeik asit, katesin ve epikatesin substratlar1 varlifinda optimum sicaklik

degerleri sirasiyla 40, 30, 60, 60 ve 60 'C olarak belirlendi (Sekil 21-25).
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Sekil 21. 4-Metilkatekol substrat1 varliginda PFO aktivitesi ilizerine sicakligin etkisi.
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Sekil 22. Katekol substrat1 varliginda PFO aktivitesi tizerine sicakligin etkisi.
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Sekil 23. Hidrokafeik asit substrat1 varliginda PFO aktivitesi lizerine sicakligin etkisi.
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Sekil 24. Katesin substrat1 varliginda PFO aktivitesi iizerine sicakligin etkisi.

39



100

% Bagil Aktivite
5 o
S & 3

[\ ]
(e
1

o

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik (°C)

Sekil 25. Epikatesin substrat1 varliginda PFO aktivitesi lizerine sicakligin etkisi.

3.2.4. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Govem Erigi PFO’suna ait bazi kinetik verilerinin belirlenmesi amaci ile, 4-
metilkatekol, katekol, hidrokafeik asit, katesin ve epikatesin substratlarinin degisen
konsantrasyonlarindave optimum reaksiyon sartlarinda aktivitecalismalari yapildi.
Denemeler sonucu herbir substrat icin basit Michaelis-Menten grafigi cizildi ve
Michaelis-Menten kinetigine uydugu tespit edildi. Michaelis-Menten sabiti (K,) ve
maksimum hiz (Viaks) ¢izilen Lineaweaver-Burk grafigi yardimiyla her bir substrat igin
hesaplandi. Ky, ve Vs degerleri, 4-metilkatekol i¢in 0,838 mM; 4151,10U/mg protein
(Sekil 26), katekol icin 2,783 mM; 4597,70 U/mg protein (Sekil 27), hidrokafeik asit
icin 2,771 mM; 7530,12 U/mg protein (Sekil 28), katesin i¢in 4,898 mM; 1910,58 U/mg
protein (Sekil 29) ve epikatesin icin 6,994 mM; 2406,74 U/mg protein (Sekil 30) olarak
hesaplandi. Tablo 5’te verilen her bir substratin kendi Vs (U/mg protein) degeri K,
(mM) degerine oranlandiginda, Govem Erigi PFO’sunun substrat ilgisi 4-

metilkatekol>hidrokafeik asit>katekol>katesin> epikatesin olarak siralanabilir (Tablo

5).
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Tablo 5. Prunus spinosa L. PFO’sunun farkli substratlar varliginda elde edilen
optimum pH, optimum sicaklik, Ky, ve Vi degerleri.

Substrat pH Sicakh K. Vinaks
k(°C) (mM) (U/mg protein)
4-Metilkatekol 7,0 40 0,838 4151,10
Katekol 7,0 30 2,783 4597.70
Hidrokafeik asit 4,0-6,0 60 2,771 7530,12
Katesin 5,0 60 4,898 1910,58
Epikatesin 5,0 60 6,994 2406,74
5 -

y = 0.202x + 0.2409
3 R2=0.9959

1/V (mg protein/EU) x 10 -3
[\

D

2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

1/[4-Metilkatekol] (mM-1)

Sekil 26. PFO’nun 4-metilkatekol substrat1 varliginda Lineweaver-Burk egrisi.
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Sekil 27. PFO’nun katekol substrati1 varliginda Lineweaver-Burk egrisi.
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Sekil 28. PFO’nun hidrokafeik asit substrati varliginda Lineweaver-Burk egrisi.
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Sekil 29. PFO’nun katesin substrat1 varliginda Lineweaver-Burk egrisi.
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Sekil 30. PFO’nun epikatesin substrat1 varliginda Lineweaver-Burk egrisi.

3.2.5. Polifenol Oksidazin pH Kararlihgimin incelenmesi

Enzimin pH kararliligini incelemek amaciyla, ham enzim o6ziiti 50 mM
konsantrasyonda pH 4,0-7,0 arasinda enzim-tampon karisimlar1 +4 °C’ de 24 giin

boyunca inkiibe edildi.+4 °C’ de inkiibe edilen karisimlarda 3, 7, 12 ve 24. giin sonunda
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optimum sartlar altinda, 4-metilkatekol ve hidrokafeik asit substratlar1 varliginda
aktivite tayinleri yapildi. Yapilan dl¢limler sonucunda 3 giin sonunda pH 4,0°de enzim
aktivitesinin % 79,83’iinii, pH 5,0’te % 84,45’ini ve pH 7,0’de ise % 78,96’sin1
korudugu gozlemlendi. 24 giin sonunda ise, pH 5,0’ de enzim aktivitesinin % 30,91 ini,

pH 6,0°da % 23,77 sini ve pH 7,0’de ise % 39,67 sini korudugu kaydedildi (Sekil 31).

100 7 ——3 giin —«7 giin 12 giin —#—24 giin
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -

30 - l'/—.\./.
20 -
10 -

% Kalan Aktivite

Sekil 31. Prunus spinosa L. PFO’sunun 4- metilkatekol substrati varliginda +4 °C’ deki
pH kararliliginin zamana gore degisimi grafigi.

Hidrokafeik asit substrat1 varliginda yapilan pH kararlili§i ¢calismasinda, +4 °C’
de enzim-tampon karisimlarinda 3, 7, 12 ve 24. giin sonunda optimum sartlar altinda,
hidrokafeik asit substrativarliginda aktivite denemeleri yapildi. Ol¢iimler sonucunda 7
giin sonunda pH 4,0’ te enzim aktivitesinin % 54,18’ini, pH 5,0’te % 68,91’ini ve pH
7,0’de ise % 77,97’sini korudugu kaydedildi. 24 giin sonunda ise, pH 5,0’te enzim
aktivitesinin % 19,05’ini, pH 6,0’da % 7,52’sini ve pH 7,0’de ise % 19,74’linili
korudugu gozlemlendi (Sekil 32).
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Sekil 32. Prunus spinosa L. PFO’sunun hidrokafeik asit substrati varliginda +4 °C’
deki pH kararlili§inin zamana gore degisimi grafigi.

3.2.6. Polifenol Oksidazin Isil Kararliiginin incelenmesi

Enzimin 1s11 kararliliginin belirlenmesi amaciyla, ham enzim 0&ziti, 4-
metilkatekol, katekol, hidrokafeik asit, katesin ve epikatesin substratlarinin optimum
sicaklik degeri olan 40, 30 ve 60°C” de 1 saat boyunca inkiibe edildi ve 10 dakikada bir
4- metilkatekol ve hidrokafeik asit substratlar1 varliginda aktivite Olglimleri yapildi.
Elde edilen sonuglarda, 4-metilkatekol substrati varliginda yapilan dlgiimlerde, 30 °C’de
ilk yarim saat boyunca enzimin aktivitesinin tamamini korudugu goézlendi. Yine 30
°C’de 1 saat sonunda enzim aktivitesinin % 25,68 ini kaybettigi tespit edildi. Enzim, 40
°C’de 1 saatlik inkiibasyon sonunda aktivitesinin % 40,76 sini1, 60 °C’de ise hemen

hemen tamamini kaybettigi gozlemlendi (Sekil 33).
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Sekil 33. PFO’ nun 4-metilkatekol substrat1 varliginda 1s1l kararlilik egrisi.

Ham enzim oziitii, 30, 40 ve 60 °C’ de 1 saat boyunca inkiibe edildi ve 10
dakikada bir hidrokafeik asit substrati varliginda aktivite dl¢limleri yapildi. 1 saatlik
inkiibasyon bitiminde 30 °C’ de enzim aktivitesinin % 64,81’ini, 40 °C’ de % 93,81 ini
ve 60 °C’ de ise tamamini kaybettigi gozlemlendi (Sekil 34).
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Sekil 34. PFO’ nun hidrokafeik asit substrat1 varliginda 1s1l kararlilik egrisi.
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3.2.7. Baz Inhibitorlerin Polifenol Oksidaz AKktivitesi Uzerine EtKkisi

Enzimin 4-metilkatekol substrat1 varliginda benzoik asit (50-1,56 mM), askorbik
asit (200-12,5 uM), sodyum metabisiilfit (50-3,125 uM) ve sodyum azid (200-6,25
mM) inhibitorleri i¢in inhibisyon ¢aligsmalari yapildi ve ICsy degerleri hesaplandi (Sekil
35-38). En kuvvetli inhibisyon, ICsy degeri 0,010 mM olan sodyum metabisiilfit
varliginda gbzlendi (Tablo 6).

Tablo 6. Inhibitérlerin 4-metilkatekol varliginda PFO aktivitesi {izerine etkisi.

Inhibitor ICso (mM)
Sodyum metabisiilfit 0,010
Askorbik asit 0,039
Sodyum azid 50,020
Benzoik asit 5,920
100
2
=
=
<
§ 50
<
N
N
O T T T T T
0 10 20 30 40 50

[Benzoik asit] (mM)

Sekil 35.PFO’nun benzoik asit inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi.
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Sekil 36.PFO’nun sodyum azid inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi.
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Sekil 37. PFO’nun sodyum metabisiilfit inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi.
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Sekil 38. PFO’nun askorbik asit inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi.

3.2.8. Bazi Metal Iyonlarimin Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Prunus spinosa L. PFO’sunun aktivitesi iizerine 4-metilkatekol substrati
varliginda bazi metal iyonlarmin etkisini incelemek amaciyla, Na', K, Ba2+, Cd2+,
Mg2+, Mn2+, Hg2+, Ni2+, Zn2+, Ca2+, Co’' ve A13+iy0nlar1n1n 1,5 ve 10 mM' lik nihai
konsantrasyonlarda calisildi. Yapilan c¢alisma sonucunda, 4- metilkatekol substrati
varhiginda, metal katyonlarimin 1 mM’ ik nihai konsantrasyonunda Govem erigi
PFO’sunun aktivitesini belirgin bir sekilde inhibe etmedikleri goézlendi. Yine 4-
metilkatekol substrati varhginda reaksiyon ortammna 5 mM Ba®", Cd™, Hg*" ve AI”
iyonlar1 ilave edildiginde enzim aktivitesinin yarisindan fazlasim1 kaybettigi
gdzlendi(Tablo 7). 10 mM Hg”",Al”", Ba’" ve Mn®" katyonlarinin enzim aktivitesini

strastyla %99,33, %91,70, %84,10 ve %68,80 inhibe ettikleri tespit edildi (Tablo 7).

Prunus spinosa L. PFO’sunun aktivitesi lizerine hidrokafeik asit substrati
varliginda bazi metal iyonlarimin etkisini incelemek amaciyla, Na®, K', Ba®", Cd*",
Mg2+, Mn2+, Hg2+, Ni2+, Zn2+, Ca2+, Co*" ve A" iyonlarinin 1, 5 ve 10 mM' lik nihai
konsantrasyonlarda calisildi. 1 mM’ lik nihai konsantrasyonda hemen hemen biitiin
katyonlarin enzimi inhibe ettigi gozlendi. 4-metilkatekol substrati varliginda 1 mM Hg*"
enzim aktivitesinin %10,2’ sini korurken, hidrokafeik asit substrati varliginda %51,5’

ini korudugu gozlendi. Yine hidrokafeik asit substrati varliginda, 10 mM
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konsantrasyonda Na', K" ve Ni*" iyonlari hari¢ diger metal iyonlar1 varliginda enzim

aktivitesinin %50’sinden fazlasini kaybetmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Baz1 Metal Iyonlarinin 4-metilkatekol ve hidrokafeik asit substratlari
varliginda Prunus spinosa L. PFO aktivitesi ilizerine etkisi.

Bagil Aktivite (%) Bagil Aktivite (%)
Metal (4-Metilkatekol) (Hidrokafeik asit)
iyonlar ImM 5mM 10mM | ImM 5mM 10mM
Kontrol 100 100 100 100 100 100
Na 103,7 71,6 64,1 1032 79,6 61,1
K* 84,7 778 66,4 84,1 72,7 60,0
Mg* 90,9 89,3 88,9 70,6 39,5 26,9
Ca** 94,1 64,5 35,1 91,4 80,3 55,0
Ba®* 76,5 285 15,9 85,2 58,9 32,6
Mn?* 94,1 55,9 31,2 89,9 61,4 38,9
Co* 1463 91,7 77,9 64,4 57,7 49,3
Ni** 103,0 89,0 70,8 95,1 93,2 92,7
Zn*" 1192 958 92,6 98,1 71,8 38,6
cd™ 88,6 49,7 32,6 86,2 53,7 43,5
Hg*" 102 2,95 0,67 51,5 38,1 31,2
AP 110,8 21,5 8,3 54,7 7,9 2,8
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Yapilan bu calismada, Giimiishane Ili’den toplanan Gdvem Eriginde (Prunus
spinosa L.) PFO’nun varligi dogal PAGE elektroforezinde goriintiilendi ve enzimin
biyokimyasal 6zellikleri karakterize edildi. PFO, hem katalizledigi reaksiyonlar hem de
fizyolojik gorevleri acisindan, i¢inde bulundugu canliya ve yetisme kosullarina bagl
olarak, ayni organizmanin farkli ¢esitlerinde degisik biyokimyasal 6zelliklere sahip

olabilir ve farkl aktivite gosterebilir.

Dogal PAGE jelinde, L-dopa ile boyama sonrasinda PFO aktivitesine sahip alti
tane izoenzimin varlig tespit edildi (Sekil 15). Literatiirde birden fazla izoenzime sahip
olan oldukca fazla sayida 6rnek mevcuttur. Yapilan calismalarda, Pyrus Elaeagnifolia
yabani armutu PFO’ sunun iki tane (Baltas,2016), alyanak kayisist PFO’ sunun ii¢ tane
(Unal ve Sener, 2016), Wolf’s elmasmin (Solanum Ilycocarpum) PFO’ sunun iki tane
(Batista vd., 2014), yesil fasulye PFO’sunun dort tane ( Guo vd., 2009), hurma meyvesi
PFO’ sunun dort tane (Navarro vd., 2014) ve mango meyvesi PFO’sunun ii¢ tane

izoenzimi ( Cheema ve Sommerhater, 2015) oldugu bildirilmistir.

Tablo 8. Cesitli Uriinlerden izole Edilen PFO 'larin Izoenzim Sayilari.

Uriin Izoenzim Sayisi Kaynak
Yabani Armut Iki Baltas, 2016
Alyanak Kayisisi Ug Unal ve Sener, 2016
Mango Meyvesi Ug Cheema ve Sommerhater, 2015
Hurma Dort Navarro vd., 2014
Wolf Elmasi Iki Batista vd., 2014
Yesil Fasulye Dort Guo vd., 2009

Prunus spinosa L. PFO’ sunun substrat spesifitesi calismalar1 katekol, 4-
metilkatekol, epikatesin, katesin, hidrokafeik asit, p-kumarik asit, L-tirozin, PHPPA,
gallik asit ve kuarsetin substratlar1 kullanilarak yapildi. Sonuglar U (1 EU, 1 dakikada
absorbansta 0.1 birimlik artisa neden olan enzim miktar1 olarak tanimlandi) cinsinden
hesaplandi (Tablo 4). Sonuglara bakildiginda, en ¢ok aktivite gdsterdigi substrattan en

az aktivite gosterdigi substrata dogru 4-metilkatekol, hidrokfeik asit, katekol, katesin,
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epikatesin, kuarsetin, gallik asit, L-tirozin, PHPPA ve p-kumarik asit seklinde siralama
yapilabilir. Aktivite gosterdigi substrat profiline bakildiginda enzimin difenolaz
aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir. Onceki yillarda yapilan c¢alismalara
bakildiginda difenolaz aktivitesine sahip PFO iceren meyve ve sebze ornekleri oldukca
fazladir. Yapilan caligmalarda, seftali PFO’sunun ( Liu vd., 2015) en ¢ok katesin,
epikatesin ve katekol substratlar1 varliginda aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Hemsin
elmas1 PFO’ sunun katekol substrat1 varliginda (Aydin vd., 2015), bir tiir yabani armut
olan Pyrus Elaeagnifolia PFO’ sunun 4-metilkatekol substrat1 varliginda (Baltas,2016),
kestane ¢ekirdegi PFO’ sunun 4-metilkatekol ve gallik asit (Guo vd., 2015) ve musmula
PFO’ sunun 4-metilkatekol substrati varliginda (Dinger vd., 2002) en ¢ok aktivite
gosterdikleri rapor edilmistir. Katekol ve 4-metilkatekol substratina spesifik olarak
katekolaz aktivitesine sahip meyveler arasinda Anamur muzu (Unal, 2007), alyanak
kayisis1 (Unal ve Sener, 2016), seftali (Liu vd., 2015), kestane (Gong vd., 2015), Wolf’s
elmas1 (Batista vd., 2014) ve hurma (Navarro vd., 2014) yer almaktadir. Difenolaz
aktivitesine sahip, Govem PFO’ su i¢in elde edilen bu veriler, literatiirde bahsi gecen ve
difenolaz aktivitesine sahip,katekol ve 4-metilkatekol gibi kiigiik molekiiler agirlikli o-
difenollerin etkili substratlar olduklarmni gdsteren sonuglarla uyumludur (Unal ve Sener;
2016; Baltas, 2016; Gong vd., 2015; Liu vd., 2015; Aydin vd., 2015; Batista vd., 2014;
Navarro vd., 2014; Unal, 2007; Ozen vd., 2004; Dinger vd., 2002). Ayrica, bu enzimin
4-metilkatekol gibi kii¢iik substrata ilgi duymasi, enzimin, kiigiik substrat baglanma

bolgesine sahip oldugunu gosterir.

Tablo 9. Cesitli Uriinlerden izole Edilen PFO'larm ilgi Duydugu Substratlar.

Uriin Substrat Spesifitesi Kaynak
Yabani Armut 4-Metilkatekol Baltas, 2016
4- Metilkatekol, Katekol,
Altin Cilek Bravo ve Osorio, 2016
Klorojenikasit
Seftali Meyvesi Katesin, Epikatesin, Katekol Liu vd., 2015
Katekol, 4-Metilkatekol,
Kestane Cekirdegi Gong vd., 2015
Gallikasit
Wolf Elmasi Katekol, 4-Metilkatekol Batista vd., 2014
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Enzimin aktivitesi ilizerine pH’ nin etkisi incelendiginde, enzimin en yiiksek
aktivite gosterdigi pH degerleri 4-metilkatekol i¢in 7,0; katekol i¢in 7,0; hidrokafeik
asit, katesin ve epikatesin substratlar1 icin 5,0 olarak belirlendi (Sekil 16-20).
Literatiirde, PFO enzimlerinin optimum pH aralig1 3,0 ile 8,0 araliginda de§ismektedir.
Yomra elmasinin optimum pH degeri L-tirozin, PHPPA, katekol, 4-metilkatekol ve L-
dopa substratlari i¢in 5,0; 7,0; 5,0; 7,0 ve 7,0 olarak rapor edilmistir (Can vd., 2014).
Mango PFO’ sunun optimum pH’s1 pirogallol substrati varliginda 6,0 (Palma-Orozco
vd., 2014), 1sigan bitkisi PFO’ sunun L-tirozin substrati varliginda 4.5 (Giilgin vd.,
2005), ayva PFO’ sunun 5,0 (Orenos-Pinero vd., 2006), hurma PFO’ sunun katekol
varliginda 5,5 (Navarro, 2014) ve dut PFO’ sunun 4-metilkatekol ve pirogallol substrati
varliginda optimum pH degeri 4,5-8,0 olarak bulunmustur (Arslan vd., 2004).

Tablo 10. Cesitli Uriinlerden Elde Edilen PFO'larin Optimum pH Degerleri.

Optimum pH Uriin Substrat Kaynak

7,0 Yabani Armut 4-Metilkatekol Baltas, 2016
7,0 Kestane Cekirdegi Katekol Gong vd., 2015
5,5 Hemsin Elmasi Katekol Aydin vd., 2015
5,5 Hurma Katekol Navarro vd., 2014
7,0 Yomra Elmasi 4-Metilkatekol Can vd., 2014
7,0 Jack Fruit Katekol Tao vd., 2013
6,5 Musmula Meyvesi 4-Metilkatekol Dinger vd., 2005
4,5 Isirgan Bitkisi L-Tirozin Giilgin vd., 2005

4,5-8,0 Dut A-Metillatekol, | ctan v, 2004

Pirogallol

Govem erigi PFO’ sunun 4-metilkatekol, katekol, hidrokafeik asit, katesin ve
epikatesin substratlar1 varliginda optimum sicaklik degerleri sirasiyla 40, 30, 60, 60 ve
60 'C olarak belirlendi (Sekil 21-25). Musmula meyvesi PFO’ sunun katekol
substratiyla 55 'C’de, 4-metilkatekol substratiyla 35 °C’de, DHPPA substratiyla 35
‘C’de en yiiksek aktivite gosterdigi bildirilmistir (Dinger vd., 2002). Trabzon hurmasi
PFO’sunun katekol substratiyla 20 'C’de, 4-metilkatekol substratiyla 40 C’de, DHPPA
substratiyla 60 °C’de ve L-dopa substratiyla 10 °C’den yiiksek difenolaz aktivitesine

sahip oldugu bildirilmistir (Ozen, 2004). Hemsin elmas1 PFO’sunun katekol substrati
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varhginda optimum sicakligi 30-40 'C (Aydimn vd., 2015), Pyrus Elaeagnifolia yabani
armut PFO’ sunun 4-metilkatekol substrati i¢in 30 °C (Baltas,2016) ve altin ¢ilek
meyvesi PFO’ sunun klorojenik asit, 4-metilkatekol ve katekol substratlari i¢in, sirasiyla
20, 25 ve 40 °C oldugu rapor edilmistir ( Bravo ve Osorio, 2016). Vanilya fasulyesi
PFO’ sunun 4-metilkatekol subsratiyla optimum sicaklik degeri 37 °C (Walissevski vd.,
2009), Denizli nan igin 40 °C (Sabancilar vd., 2007) ve kereviz kokii PFO’ sunun
katekol substratiyla 40 °C, L-dopa substrat1 varliginda 45 °C (Yagar, 2004) ve hurma
icin katekol substrati varliginda 55 °C olarak bildirilmistir (Navarro vd., 2014).

Tablo 11. Cesitli Uriinlerden Izole Edilen PFO'larin Optimum Sicaklik Degerleri.

Optimum Sicaklik (°C) Uriin Kaynak

30°C Yabani Armut Baltas, 2016
30-40 °C Hemsin Elmasi Aydin vd., 2015

55°C Hurma Navarro vd., 2014
37°C Vanilya Fasiilyesi Walissevski vd., 2009
40 °C Denizli Nar Sabancilar vd., 2007
40 °C Kereviz Kokii Yagar, 2004
55°C Musmula Meyvesi Dinger vd., 2002
50°C Cilek Meyvesi Serradell vd., 2000

Govem PFO’ sunun 4-metilkatekol, katekol, hidrokafeik asit, katesin ve
epikatesin substratlar1 varliginda, K, ve Vs degerleri cizilen Lineaweaver-Burk egrisi
yardimu ile hesaplandi. K., ve Vs degerleri, 4-metilkatekol i¢in 0,838 mM, 4151,10
U/mg protein (Sekil 26), katekol i¢in 2,783 mM, 4597,70 U/mg protein (Sekil 27),
hidrokafeik asit icin 2,771 mM, 7530,12 U/mg protein (Sekil 28), katesin icin 4,896
mM, 1910,58 U/mg protein (Sekil 29) ve epikatesin i¢in 6,994 mM, 2406,74 U/mg
protein (Sekil 30) olarak hesaplandi. Her bir substratin kendi Vs (U/mg protein)
degeri K, (mM) degerine oranlandiginda, Gévem Erigi PFO’sunun substrat ilgisi 4-
metilkatekol> hidrokafeik asit> katekol>katesin > epikatesin olarak siralanabilir (Tablo
5). Alyanak kayis1t PFO’ sunun katekol ve klorojenik asit substratlari i¢in Ky, degerlerini
40,4 ve 73,4 mM olarak rapor edilmistir (Unal ve Sener, 2016). Bununla birlikte
musmula meyvesi PFO’sunun K, ve Vs degerlerinin sirasiyla, katekol i¢in 5,7 mM,
88 uM/dak, 4-metilkatekol varliginda 7,5 mM, 130 uM/dak, DHPPA i¢in 1,9 mM, 7,2
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uM/dak oldugu rapor edilmistir (Dinger vd., 2002). Seftali PFO’ sunun katesin,
epikatesin ve katekol substratlar i¢in K, degerleri 0,19+0,02; 0,18+0,02 ve 4,91+0,22
mM, Vias degerleri ise sirasiyla 229+15; 361+27 ve 89+7 U/dak olarak bildirilmistir
(Liu vd., 2015). Trabzon hurmasi1 PFO’sunun, K, ve Vs kinetik degerleri sirasiyla,
katekol icin 12,4 mM; 55,2 uM/dak, 4-metilkatekol i¢in 14,6 mM, 49,5 uM/dak,
DHPPA i¢in 12,8 mM; 17,2 pM/dak olarak hesaplanmistir (Ozen, 2004). Bir ¢esit
yabani armut olan Pyrus elaeagnifolia PFO’ sunun 4-metilkatekol substrati valiginda
K ve Vinax degeri sirasiyla, 3,57 mM ve 4781 U/mg protein olarak saptanmistir (Baltas.,
2016). Altin ¢ilek meyvesi PFO’ sunun klorojenik asit substrati i¢in Ky, ve Vias degeri
0,56+0,07 ve 53,15+2,03 U (mL"' min™) olarak bildirilmistir (Bravo ve Osorio, 2016).
Hemsin elmas1 (Malus communis L.) PFO’sunun katekol substrati i¢in Ky, ve Viaks
degerini sirasiyla 3,40 mM ve 333,3EU/mL.dak olarak hesaplamislardir (Aydin vd.,
2015). Kestane ¢ekirdegi PFO’sunun 4-metilkatekol ve gallik asit substratlart i¢in K,
degerleri 94 ve 100 mmol/L, Vs degerleri ise 1,3 ve 0,99 mmol/L olarak
hesaplanmistir (Gong vd., 2015). Mango meyvesinden elde edilen ve katekolaz
aktivitesine sahip PFO enziminin, katekol, 3-metilkatekol ve pirogallol substratlar1 i¢in
K., degerleri 14,62; 3,69 ve 7,31 mM, Vs degerleri ise 0,28; 0,24 ve 0,53 TU/mL
olarak bulunmustur (Cheema ve Sommerhalter, 2015). Wolf’s elmasit (Solanum
lycocarpum) PFO’ sunun katekol ve 4-metilkatekol substrati i¢in K, degeri 6,47 ve 0,15
mM, Vs degeri ise 3,42 ve 3,01 U/mL olarak bildirilmistir (Batista vd., 2014).

Tablo 12. Cesitli Uriinlerin PFO'larinin Km ve Vmax Degerleri.

Uriin Substrat K, Vinax Kaynak
Yabani Armut | 4-Metilkatekol 3,57 mM 478 U'/mg Baltas, 2016
protein
Seftali Katekol 4,91 mM 89 U/dak Liu vd., 2015
Cashew Elmasi Katekol 18,8 mM 13,6 U/min.mL | Queiroz vd., 2011
Isirgan Bitkisi L-Tirozin 7,90 x 10" mM | 11290 EU/mL | Giilgin vd., 2015
Wolf Elmasi Katekol 6,47 mM 3,42 U/mL Batista vd., 2014
Trabzon Hurmasi Katekol 12,4 mM 55,2 um/dak Ozen, 2004
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Enzimin pH kararliligini incelemek amaciyla, 4-metilkatekol substrat1 varliginda,
3 giin sonunda pH 4,0°de enzim aktivitesinin % 79,83’{linii, pH 5,0’te % 84,45’ini ve pH
7,0’de ise % 78,96’sm1 korudugu goézlendi. 24 giin sonunda ise, pH 5,0’de enzim
aktivitesinin % 30,91’ini, pH 6,0’da % 23,77°sini ve pH 7,0’de ise % 3967’sini
korudugu kaydedildi (Sekil 31).

Hidrokafeik asit substrat1 varliginda yapilan pH kararlilig1 denemelerinde, +4 °C’
de enzim-tampon karigimlarinda 3, 7, 12 ve 24. gilin sonunda optimum sartlar altinda,
hidrokafeik asit substrativarhiginda aktivite denemeleri yapildi. Olgiimler sonucunda 7
giin sonunda pH 4,0’ te enzim aktivitesinin % 54,18’ini, pH 5,0’ te % 68,91’ini ve pH
7,0’de ise % 77,97 sini korudugu kaydedildi. 24 giin sonunda ise, pH 5,0’te enzim
aktivitesinin % 19,05’ini, pH 6,0’da % 7,52’sini ve pH 7,0’de ise % 19,74 iini
korudugu goézlemlendi (Sekil 32). Hurma PFO’ sunun pH 5,5’ de 80 °C’de 70 dakka
inkiibasyonu sonucunda aktivitesinin %90’1n1 kaybettigi belirtilmistir. Oysaki enzim 60
°C’de 10 dakika inkiibe edildiginde enzim aktivitesinin %90’ m1 kaybettigi

gozlemlenmistir (Navarro vd., 2014).

Govem PFO’su, 30 °C’de 30 dakika inkiibe edildidiginde, 4-metilkatekol
substrat1 varliginda yapilan Ol¢limlerde, enzimin orijinal aktivitesinin tamamini
korudugu gozlendi. Yine 30 °C’de 1 saat sonunda enzim aktivitesinin % 25,68 ini
kaybettigi tespit edildi. Enzim, 40 °C’de 1 saatlik inkiibasyon sonunda aktivitesinin %
40,76° sm1, 60 'C’de ise hemen hemen tamamini kaybettigi gézlemlendi (Sekil 33).

Yapilan 1s1l kararlilik ¢caligmalarinda 60 ve 70 ‘C’de ilk 10 dakika igerisinde PFO
enziminin hemen hemen aktivitesinin yarisinin kayboldugu bildirilmistir (Unal, 2007;
Orenes-Pinero vd., 2006).Altin ¢ilek PFO’ su 70 °C’ de 30 dakika inkiibe edildiginde 4-
metilkatekol varliginda orijinal aktivitesinin %30’ unu, klorojenik asit substrati
varliginda %20’sini korudugu gézlemlenmistir. Altin ¢ilek PFO’su 80 °C’ de 30 dakika
inkiibe edildiginde orijinal aktivitesinin %90’ 1n1 kaybettigi bildirilmistir (Bravo ve

Osorio, 2016).
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Govem PFO’su, 30, 40 ve 60 °C’ de 1 saat boyunca inkiibe edildi ve 10 dakikada
bir kalan aktivite ol¢limleri hidrokafeik asit substrati varliginda yapildi. 60 dakikanin
sonunda, 30 °C’ de enzim aktivitesinin % 64.81’ini, 40 °C” de % 93.81’ini ve 60 °C’ de
ise tamamin1 kaybettigi gozlemlendi (Sekil 34).

Oksijen veya fenolik reaktantlarin uzaklastirilmasiyla veya PFO inhibit6rlerinin
kullanilmasiyla, bir¢ok canlida meydana gelen enzimatik esmerlesme, azaltilabilir veya
durdurulabilir. Enzimatik esmerlesmeyi Onlemek amaciyla, arastirmacilar tarafindan
kullanilan birgok inhibitér vardir (Dogan vd., 2004, Unal, 2007). Enzimatik
esmerlesmenin Onlenebilmesi i¢in, en sik bagvurulan yol, inhibitorlerin kullanimidir.
PFO inhibitorii olarak en ¢ok kullanilan fakat insan sagligina bir¢ok yan etkiye sebep
olan SO, ye alternatif yeni inhibitér arama ¢alismalar1 tiyol igeren bilesikler iizerinden
devam etmistir. Ancak, bu bilesigin insan sagligina vermis oldugu zararlardan dolay,
tiol grubu igeren bilesikler gibi alternatifler denenmeye baslanmis ve olumlu sonuglar

alinmustir.

Askorbik asit, benzoik asit, sodyum metabisiilfit ve sodyum azid inhibitorlerinin
PFO aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi incelendi.Enzim aktivitesinin yarisini inhibe
etmek icin gerekli olan inhibitor konsantrasyonu (ICsg) hesaplandi. Askorbik asit,
benzoik asit, sodyum metabisiilfit ve sodium azid igin ICsy degeri 4-metilkatekol
substrat1 varliginda 0,039 mM, 5,920 mM, 0,010 mM ve 50,020 mM olarak hesaplandi.
Viktorya {izimii PFO’su i¢in inhibitor etki sirasinin askorbik asit> L-sistein>sodyum
metabisiilfit oldugu bildirilmistir (Rapeanu vd., 2006). Anamur muzu PFO’ su igin
askorbik asit ve sodyum metabisiilfit oldugu rapor edilmistir (Unal, 2007). Isirgan
PFO’ sunun en etkili inhibitori dietil ditiyokarbomat oldugu bulunmustur (Giilgin vd.,
2005). Yapilan bagka bir ¢calismada metabisiilfit, askorbik asit, sodyum azid ve benzoik
asit inhibitorleri i¢in ICsy degerleri sirasiyla 0,0185; 0,0036; 4,0231 ve 0,4653 mM
olarak rapor edilmistir (Baltas, 2016). Yomra elmasi ile yapilan PFO karakterizasyon
caligmasinda, sodyum metabisiilfit, askorbik asit, sodyum azid ve benzoik asit
substratlart i¢in ICsy degeri 0,07; 0,05; 30,04 ve 9,80 mM olarak hesaplanmistir (Can
vd., 2014). Mango PFO’ su i¢in tropolon, askorbik asit, sodyum metabisiilfit ve kojik
asit inhibitorlerinin 0.1 mM konsantrasyonunda enzimin aktivitesini tamamen

kaybettigini belirtmislerdir (Palma-Orozco vd., 2014). Jackfurit meyve PFO’ sunun L-
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sistein ve askorbik asit varliginda 8 °C’de 15 giin boyunca kararmadig: bildirilmistir
(Tao vd., 2013). Vanilya fasulyesi PFO’su icin askorbik asiti takiben en etkili
inhibitoriin 4-hekzilresorsinol oldugu rapor edilmistir (Walissevski d., 2009). Yapilan
bircok caligmada askorbik asit, sodyum metabisiilfit, sodyum dietil ditiyokarbomat, L-
sistein, tropolon ve sodyum askorbat en etkili inhibitorler olarak rapor edilmistir (Unal
ve Sener, 2016; Liu vd., 2015; Gong vd., 2015; Cheema ve Sommerhalter, 2015; Batista
vd., 2014; Navarro vd., 2014; Can vd., 2014; Palma-Orozco vd., 2011; Guo vd., 2009;
Unal, 2007; Rapeanu vd., 2006; Giilgin vd., 2005; Ziyan ve Pekyardimci, 2004; Yagar
ve Sagiroglu, 2000)

Enzimlerin ¢ogu, aktivitelerini yerine getirebilmeleri i¢in kofaktér olarak metal
iyonlarina ihtiyag duyar. Metal iyonlari, farkli koordinasyon sayilarina, yaptiklar
bilesiklerde farkli geometriye ve Lewis asidi potansiyeline sahip olabilirler. Bu yiizden,
proteinler karsisinda farkli ligand 6zellikleri gosterebilirler (Bock vd., 1999; Di Tusa
vd., 2001).

Govem PFO’sunun aktivitesi lizerine 4-metilkatekol substrati varliginda Na’, K,
Ba2+, Cd2+, Mg2+, Mn2+, Hg2+, Ni2+, Zn2+, Ca2+, Co*" ve Al3+iy0nlar1n1n 1,5 ve 10 mM'
lik nihai konsantrasyonlarinda ¢aligildi. Katyonlarinin 1 mM’ lik nihai konsantrasyonda
enzimin aktivitesini belirgin bir sekilde inhibe etmedikleri gozlendi. Reaksiyon
ortamina 5 mM Ba®", Cd™%, Hg”" ve Al’" iyonlan ilave edildiginde enzim aktivitesinin
yarisindan  fazlasim  kaybettigi gozlendi (Tablo 7). Hg®',AI®, Ba* ve Mn®
katyonlarinin 10 mM nihai konsantrasyonda enzimin aktivitesini sirastyla 999,33,

%91,70, %84,10 ve %68,80 inhibe ettikleri tespit edildi (Tablo 7).

Hidrokafeik asit substrat1 varliginda, Na', K, Ba2+, Cd2+, Mg2+, Mn2+, Hg2+, Ni2+,
Zn*", Ca*", Co®* ve A’ iyonlarmin 1 mM’ lik nihai konsantrasyonda hemen hemen
biitliin katyonlarin enzimi inhibe ettigi gozlendi. 4-metilkatekol substrat1 varliginda 1
mM Hg”" enzim aktivitesinin %10,2 sini korurken, hidrokafeik asit substrat: varhiginda
%51.5" ini korudugu goézlendi. Yine hidrokafeik asit substrati varliginda, 10 mM
konsantrasyonda Na', K ve Ni*" iyonlar1 hari¢ diger metal iyonlar: varliginda enzim

aktivitesinin %50 sinden fazlasini kaybetmistir (Tablo 7).
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Yapilan calisma sonucunda elde edilen verilere bakildiginda, Govem Erigi
polifenol oksidazinin, gosterdigi biyokimyasal ozelliklerinin, kinetik parametrelerinin,
metal iyonlarina ve inhibitorlere kars1 sergiledigi davranislarin diger sebze ve

meyvelerden karakterize edilen PFO enzimleri ile benzerlik gosterdigi belirlendi.
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5. ONERILER

Esmerlesme reaksiyonlarinin yan etkilerini ortadan kaldirmak ve yararli olan
esmerlesme  reaksiyonlarimi  optimize etmek i¢in  besinlerin  bilesimindeki
degismelerinin, besinsel ve toksikolojik ag¢ilardan tanimlanmasi ve bu arzu edilmeyen
yonlerinin engellenmesine ihtiya¢ vardir. Bu da, ancak esmerlesmeyi saglayan PFO
aktivitelerinin kapsamli karakterizasyonu ile saglanabilir.

Govem erigi (Prunus spinosa L.) Karadeniz Bolgesinde 6zellikle recel, marmelat
ve kaynatilmis meyve suyu olarak bolca tiiketilmektedir. Govem eriginden iiretilen bu
iiriinlerde meydana gelebilecek kararma reaksiyonlar1 dikkate alinarak PFO enziminin
biyokimyasal 6zellikleri ¢alisilirken meyvenin tiimiiniin bir arada oldugu ham ekstraktta
calisildi. Bu ¢alismada, Giimiishane ili’nden toplanmis olan Gévem Erigi (Prunus
spinosa L.) polifenol oksidaz enziminin (PFO) biyokimyasal 6zellikleri karakterize
edilmistir. Bu amagla oncelikle enzimin varligi dogal poliakrilmid jel elektroforezi ile
goriintlilendi. Polifenol oksidaz enziminin substrat spesifitesi ¢alisildi ve en cok ilgi
duydugu substratlarin sirasiyla 4-metilkatekol, hidrokafeik asit, katekol, katesin ve
epikatesin oldugu belirlendi. 4-metilkatekol, hidrokafeik asit, katekol, katesin ve
epikatesin substratlar1 i¢in optimum pH ve sicaklik degerleri belirlenerek bu
substratlarin bazi kinetik (K, ve Viaks) parametreleri hesaplandi. Ayrica, enzimin pH ve
1s1l kararlilig1, metal iyonlarinin ve bazi inhibitdrlerin aktivite lizerine etkisi incelendi.

Bu tezde yapilan caligmalara ilave olarak, enzim uygun bir kromatografik yontem
kullanilarak saflastirilabilir, fakat izoenzim sayisinin fazla olusundan dolay1 belki her
bir izoenzim ayrilamayabilir. Onceki yapilan ¢aligmalar incelendiginde, saflastirmada
en ¢ok kullanilan yontemler arasinda amonyum siilfat veya organik bir ¢oziicii ile
coktiirme, affinite, iyon degisim, hidrofobik etkilesim ve jel filtrasyon kromatografisi
sayilabilir. Dogal elektrorezde varligi tespit edilen alti tane izoenzimin birbirinden
ayrilarak ve her bir izoenzim biyokimyasal 6zellikleri bakimindan karakterize edilebilir.
Izoenzimlerin cesitli kimyasal maddeler varhigindaki davranislari incelenerek, yeni
inhibitorlerin aragtirilmasi ve bu inhibisyon mekanizmalarinin ayrintili bir sekilde
ortaya konulmasi, 6zellikle gida sektorii i¢in 6nemli yararlar saglayacaktir. Bununla
birlikte izole edilen PFO izoenzimlerinin monofenolaz ve difenolaz izoenzimleri farkl

tekniklerle birbirinden ayrilarak karakterize edilebilir.
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