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OZET

Anahtar kelimeler: Polifenol oksidaz, Trachystemon orientalis, kaldirik, jel filtrasyon
kromatografisi, SDS-PAGE.

Bu c¢alismada, Trachystemon orientalis (Kaldirik) bitkisinden ekstrakte edilen
Polifenol oksidaz (PPO) enzimi jel filtrasyon kromatografisiyle kismi olarak
saflagtirilmistir.  Yapilan karakterizasyon calismalarinda ham enzim ekstrakti
kullanilmistir. Enzim monofenolaz aktivitesi gostermemekle birlikte difenolaz ve
trifenolaz aktivitesine sahiptir. Katekol, 4-metil katekol, kafeik asit ve pirogallol
substratlarina kars1 aktivite gosteren enzimin kafeik asit substratina karsi etkinligi en
fazladir. Enzimin optimum pH ve sicaklik degerlerinin substrata gore farklandigi
goriilmiistiir. Optimum pH degeri katekol ve pirogallol i¢in 7,5; 4-metil katekol igin
5,0; kafeik asit i¢in ise 5,5’dur. Optimum sicaklik degerleri ise katekol i¢in 10°C,
4-metil katekol i¢in 5°C, kafeik asit igin 20°C ve pirogallol i¢in 30°C’dir. Pek¢ok
PPO enzimi tizerinde siddetli inhibisyon etkisi yaratan kalay ve kursun metallerine
ve sodyum azid inhibitoriine karst kaldirik PPO enziminin dayanikli oldugu tespit
edilmistir. Asidik, bazik ve nétral aminoasitlerle gerceklestirilen inhibisyon
denemelerinde, denenen tiim aminoasitlerin enzimi inhibe ettigi ve en yiiksek
inhibisyon etkisini asidik aminoasitlerin yarattig1 belirlenmistir. Ayrica yapilan
termal inaktivasyon ve depolanma kararliligi ¢alismalar1 da enzimin diger bitki
kaynakli PPO enzimlerine gore daha dayanikli oldugunu gostermistir.
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PARTIAL PURIFICATION AND CHARACTERISATION OF
POLYPHENOL OXIDASE FROM BORAGE (Trachystemon
orientalis) PLANT

SUMMARY

Key Words: Polyphenol oxidase, Trachystemon orientalis, borage, gel filtration
column chromatography, SDS-PAGE.

In this study, the Polyphenol oxidase enzyme which was extracted from
Trachystemon orientalis (Borage) was partially purified by using gel filtration
column. The crude extract was used for the characterization studies of the enzyme.
Whereas PPO enzyme did not show monophenolase activity, it had diphenolase and
triphenolase activity. PPO enzyme that had activity toward catechol, 4-
methylcatechol, cafeic acid and pyrogallol has the greatest activity toward cafeic
acid. The enzyme showed different optimum pH and temperature values for different
substrates. The optimum pH was at 7,5; 5,0; 5,5 for catechol and pyrogallol, 4-
methyl catechol, cafeic acid, respectively. The enzyme had an optimum temperature
at 10°C for catechol, 5°C for 4-methyl catechol, 20°C for cafeic acid and 30°C for
pyrogallol. We detected that Trachystemon orientalis PPO was stable against tin and
lead metals and sodium azide which could cause heavy inhibition effect on other
PPOs. Inhibition assays with acidic, basic and neutral aminoacids showed that all
tried aminoacids had inhibitory effect on enzyme and acidic aminoacids were the
most effective ones. We also found that Trachystemon orientalis PPO is more stable
than other herbal PPOs depending on heat inactivation and storage stability studies.
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BOLUM 1. GIRIS

Hasat sonrasi degisimler, diinya c¢apindaki, meyve ve sebzelerin kaybinin
%350’sinden fazlasinin nedenini agiklar. Enzimatik esmerlesme bu kayiplarin ana

kaynagidir. Polifenol oksidaz ise enzimatik esmerlesmede yer alan esas enzimdir [1].

Meyve ve sebzelerde goriilen enzimatik esmerlesme, esas olarak, organizmada var
olan fenolik bilesiklerin kinona doniismesi, kinonlarin polimerlesmesi ve bunun
sonucunda kahverengi, kirmizi, siyah pigmentlerin olusmasindan kaynaklanir. Bu
olaylardan sorumlu olan enzimler genellikle Polifenol oksidazlar [ EC 1.14.18.1;
difenol : oksijen oksidorediiktaz; polifenol oksidaz (PPO)] ismiyle bilinmelerinin
yaninda tirozinazlar, katekolazlar, krezolazlar ve fenolazlar olarak da isimlendirilir.
Esmerlesme, fenolik substratlar, PPO enzimi ve oksijen; pH, sicaklik ve su aktivitesi
acisindan uygun kosullar altinda bir araya geldiklerinde meydana gelir. Pek ¢ok
meyve ve sebzenin kesilmesi, kabugunun soyulmasi, parcalanmasi ya da hasar
gormesi enzimatik esmerlesmenin gerceklesmesini saglar [2, 3]. Asir1 olgunlagma ya
da hastaliklar da enzimatik esmerlesmeye neden olabilir. Ister taze ister islenmis
meyve ve sebzeler i¢in enzimatik esmerlesme istenmeyen renk ve tat kayiplarina
neden olur. Meyve ve sebzelerin estetik kalitesinin kaybinin yanisira, enzimatik
esmerlesme askorbik asit gibi bazi besin 6gelerinin yikimina neden oldugundan besin
kalitesini de diisiiriir. Market degerindeki bu azalma ve beraberinde gelen ekonomik
kayiplardan dolayr enzimatik esmerlesmenin kontrol edilmesi gida imalat

endiistrisinde oldukca énemlidir.

Enzimatik esmerlesmenin meyve sebzelerdeki istenmeyen etkisinden dolayi,
esmerlesmenin elimine edilmesi ya da en azindan geciktirilmesi i¢in pek ¢ok ¢alisma

vakfedilmistir [2].



Meyve ve sebzelerdeki PPO enziminin inhibisyonunu saglamak i¢in yakin zaman
icerisinde pek ¢ok metod denenmistir. Termal uygulamalar, oksijenin
uzaklastirilmasi, esmerlesmeyi engelleyen ajanlarin kullanilmasi ve kimyasallarin
eklenmesi en etkili metodlar arasindadir. Gida endiistrisinde PPO’nun termal yolla
inhibisyonu sayesinde enzimatik esmerlesme engellenebilir fakat geleneksel 1s1
uygulamalar1 renk bozulmalari, tat hasari, vitamin ve besin degeri kayiplar1 gibi kotii
etkilere neden olabilir. Oksijen, meyve ve sebzelerin su, surup ya da tuzlu suya
daldirilmasi veya vakumlanmasi yoluyla reaksiyondan uzaklastirilabilir. Ancak, bu
tiir uygulamalar kesin sonug¢ vermez ¢iinkii vakumlanan paketler agildiginda oksijen
tekrar igeri girer ve esmerlesme yeniden baslar. Enzimatik esmerlesmenin
engellenmesinde genel bir yaklasim, enzim iizerinde esasen etki gosteren veya
enzimatik katalizdeki substrat ve/veya iirlinlere reaksiyon veren ve bu sekilde
pigment olusumunu inhibe eden esmerlesme karsiti ajanlarin  kullanilmasidir.
Bununla birlikte gida endiistrisinde bu ajanlarin kullanilmasi, tat, lezzet, renk, doku

ve maliyet iizerine etkisi ve toksisite diisiincesiyle kisitlanmaktadir.

Kimyasal katki maddeleri (bisiilfit, askorbik asit ve analoglari, indirgeyici ajan
olarak  sistein) enzimatik esmerlesmeyi engellemek icin  kullanilabilir.
Esmerlesmenin kontroliinde en genel yontem herhangi bir formdaki siilfitlerin
(kiikiirtdioksit, sodyum/potasyum  metabisiilfit, sodyum/potasyum  bisiilfit)
kullanimidir. Bisilfitlerin kimyasal etkisi o-kinonlarla renksiz kompleks bilesikleri
olusturma seklindedir. Silfitler essiz ve c¢ok yonli bilesiklerdir. Ciinkii
antimikrobiyal ajanlar, beyazlatma ajanlari, indirgeyici ajanlar ve antioksidan ajanlar
olarak fonksiyon gostererek hem enzimatik hem de enzimatik olmayan esmerlesmeyi
kontrol edebilirler. Ancak saglik tizerindeki olumsuz etkilerinden dolay1 FDA, gerek
misterilere servis edilen gerekse ham halde satilan meyve ve sebzelerde

kullanilmasini yasaklamistir.

Asitlendiriciler (sitrik, malik ve fosforik asit), selatlayicilar (EDTA) ve indirgeyici
ajanlar (askorbik asit ve kombinasyonlar1) gibi diger kimyasal bilesikler de PPO’nun
inhibisyonu i¢in kullanilmaktadir. Bununla beraber, hayat tarzindaki yeni degisimler,

gida ve saglik arasindaki iliski konusundaki bilinglenme, daha giivenli ve toksik etki



yaratmayan daha az kimyasal eklenmis olan islenmis gidalara talebi arttirmaktadir

[2].

1.2. Polifenol Oksidaz Enzimiyle Daha Once Yapilan Calismalar

Durum bugdaymdan (Triticum durum L.) PPO enziminin kismi saflastirilmasi ve
karakterizasyonu ¢alismasinda, saflagtirma yontemi olarak DEAE-seliilloz iyon
degisim kromatografisi kullanilmis ve islem sonucunda enzim 26,33-kat
saflagtirillmistir. Ham ekstrakt i¢in spesifik aktivite 0,081 U/mg protein, kismi olarak
saflastirilan enzim i¢in ise 12,81 U/mg protein olarak bulunmustur. Substrat
spesifitesi calismasinda katekol, 4-metilkatekol, klorojenik asit, kafeik asit ve katekin
substratlar1 arasindan en yiiksek spesifite katekol substratina kars1 gdzlemlenmistir.
Katekol substrati i¢in optimum sicaklik degeri 40°C, optimum pH degeri ise 6,5
olarak bulunmustur. Enzimin askorbik asit, sitrik asit, okzalik asit ve sistein
tarafindan inhibe edildigi ve bu inhibitorler arasinda askorbik asidin en giicli

inhibisyon etkisini yarattig: belirtilmistir [4].

Oriimcek ¢icegi (Cleome gynandra L.) PPO’1 ile yapilan ¢alismada DEAE-sefaroz
iyon degisim kromatografisi ve Sefadex G-75 jel filtrasyon kromatografisi birlikte
kullanilmigtir.  Sonugta enzim 37,8-kat saflagtirllmistir. Yapilan SDS-PAGE
elektroforezi ile enzimin 52,6 kDa molekiil agirligina sahip monomerik bir protein
oldugu tespit edilmistir. Substrat spesifitesi ¢alismalari enzimin monofenol, difenol
ve trifenollerin hepsiyle reaksiyon verdigini, difenollere ilgisinin en yiiksek oldugunu
ve en iyi aktiviteyi L-Dopa ile verdigini gostermistir. Enzim pH 8,0’de ve 60°C’de
optimum aktivite gostermis, pH 3,0-9,0 arasinda ve 60°C’nin altinda kararliliginm
korumustur. Enzim aktivitesi Hg*? ve Pb*? tarafindan yiiksek oranda inhibe edilmis,
1 mM askorbik asit, L-sistein, B-merkaptoetanol, sodyum dietilditiyo karbamat,
tiyotire ve 10 mM ditiyoeritrol, sodyum metabisiilfit, sodyum siilfit tarafindan

tamamen inhibe edilmistir [5].

Biberiye (Rosmarinus Officinalis L.) bitkisinden ekstraksiyon, amonyum siilfat
coktiirmesi ve diyaliz islemleriyle elde edilen PPO enzimi yapilan Native-PAGE

analizi ile DL-Dopa substratiyla, 4 band vermistir. Denenen substratlar icerisinde



katekole spesifitesi en yliksektir (Ky 14,3 mM). Yine denenen inhibitorler igerisinde
ditiyoeritrol 1,86x107® M K; degeriyle en etkili nonkompetitiv inhibitdrdiir. Biberiye
PPO enzimi 80°C, 70°C ve 60°C’de sirasiyla 7, 14 ve 30 dk inkiibe edildiginde
aktivitesini tamamen yitirmektedir. pH 6,0-8,0 arasinda enzim stabilitesini
korumaktadir [6].

Kirmiz1 paz1 yapragi (Beta vulgaris subspecies cicla) PPO’1 sefadex G-75 jel
filtrasyon  kromatografisi ve DEAE-sefaroz hizli akis anyon degisim
kromatografisiyle 39-kat saflastirilmistir. Enzim (L-Dopa substrati ile) pH 7,5 ve
45°C’de en yiiksek aktiviteyi gostermektedir. Alkali kosullari tercih etmektedir.
Monofenolaz, difenolaz ve hatta trifenolaz aktivitesine sahiptir. Substrat
spesifitesinde en iyi sonucu L-Dopa gostermektedir. SDS-PAGE ¢alismasiyla
molekiil agirligr 41 kDa olarak bulunmustur (monomerik bir protein). K*, Na*, SDS
enzimi aktive ederken Ca*? ve Cu*™? gibi divalent katyonlar inhibe etmektedir.
Saflastirilan enzim sodyumdietilditiyokarbamat (SDDC)’a karst son derecede
hassastir. Oyle ki ImM SDDC varhiginda %90’dan fazla aktivite kaybi
gozlenmektedir [7].

Yabani armut (Pyrus elaegrifolia) dan sefaroz 4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit
afinite kolonu ile bir adimda 31,5-kat saflastirilan PPO enziminin, SDS-PAGE ile
molekiil agirligi 35 kDa olarak bulunmustur. Katekol substrati kullanilarak enzimin
optimum pH ve optimum sicaklik degerleri pH 6,0 ve 65°C olarak belirlenmistir.
Yapilan inhibisyon ¢aligmalar1 sonucunda en yiiksek inhibisyon etkisini ditiyoeritrol

gdstermistir (2x10™ mM - kompetitiv inhibisyon) [8].

Aranda-‘Christine 130’ tropikal orkidesinin hava koklerinden jel filtrasyon
kromatografisi, iyon-degisim ayrilmasi ve kromatofokuslama ile saflastirilan PPO
enziminin 4 izoformu gosterilmistir. Izoformlardan ikisi, PPO, ve PPOq, N-terminal
dizisi, triptik peptid haritas1 ve (+)-katekin i¢in substrat afinitesi yonleriyle
farklanmakta fakat denatiire edici kosullar altindaki molekiil agirliklari, optimum
pH’lar1 ve 4-metil katekol substratina karsi davraniglar1 yoniinden benzer 6zellikler
sergilemektedir. Diger iki izoform olan PPOy, ve PPO, ise, N-terminal dizisi, substrat

tercihi ve optimum pH yoniinden PPO, ve PPQOy ile benzerken, molekiil kiitleleri



yoniinden farklanmaktadir. Bu dort izoform, izoelektrik noktalar1 yoniinden farkli

ozelliklere sahiptir [9].

Yesil fasulyeyle (Phaseolus vulgaris L.) yapilan bir baska c¢alismada da PPO
enziminin 4 izoformu belirlenmistir. izoformlarn molekiil agirliklar1 39,0 kDa ve
57,5 kDa arasindadir. Tiim izoformlarin aktiviteleri pH 6,8-7,2 arasinda stabildir ve

hepsi en yiiksek afiniteyi pirogallol substratina karsi gosterirler [10].

Yine Hevea brasiliensis denen tropikal bir agacin lateksinden izole edilen PPO’nun
iki izoformunun bulundugu saptanmigtir. Bu izoformlardan biri 32 kDa, digeri 34
kDa molekiil agirligina sahiptir. Her ikisinin de izoelektrik noktasi 9,2, optimum
pH’1 7,0 ve optimum sicaklig1 35°C - 45°C arasindadir. Fakat denenen substratlar i¢in

elde edilen Ky, degerleri farklilik gostermektedir [11].

Nane (Mentha piperita) yapraklarindan izole edilen PPO i¢in optimum pH degeri 7,0
ve optimum sicaklik degeri ise 30°C’dir. Enzim ile degisik substratlarla elde edilen
Km degerleri 6,25x107 M (katekol ile) ve 9,0x10 M (L-Dopa ile) arasinda
farklanmaktadir. Denenen inhibitorler ig¢inde sodyum metabisiilfit en yliksek

inhibisyon etkisini yaratmistir [12].

Mantar ve feslegen (Ocimum basilicium L.) PPO enzimleri tizerine glutamik asidin
etkisinin incelendigi bir ¢alismada glutamik asidin etkili bir esmerlesme inhibitorii
oldugu goriilmiistiir. Calismada 4-metil katekol, katekol ve pirogallol substratlari
esliginde glutamik asidin etkisi incelenmis ve substrat ¢esidi ve enzim kaynagina

gore inhibisyon tiiriiniin farklandigi belirlenmistir [13].

Caksir otu (Ferula sp.) PPO enzimi ile yapilan ¢alismada enzim, bitkinin yaprak ve
sap kisimlarindan jel filtrasyon kromatografisi ile saflastirilmistir. Yapraktan izole
edilen (-)-epikatekin en iyi substrattir. Ky ve Vmax degerleri sirasiyla katekol igin
2,34x107% M ve 8541 U/mL, (-)-epikatekin i¢in 2,89x107> M ve 5308 U/mL’dir [14].



Cesitli meyvelerin 6zsularinda yapilan bir ¢alismada (mangostan, papaya, agag
domatesi, mango, castilla bogiirtleni, guava elmasi, lulo, carkifelek meyvesi ve
cesitleri), meyveler iginde mangostan ve lulo portakali en yiiksek PPO aktivitesini
gostermis ve meyvelerin sikilmasindan yaklagik 90 dk sonra en yiiksek renk

degisimlerini yine bu meyvelerin sular1 vermistir [15].

Brokoli (Brassica oleracea var. botrytis italica) PPO enziminin molekiil agirliginin
SDS-PAGE yontemi ile 51,3 kDa, jel filtrasyon kromatografisi ile 57 kDa bulunmasi
enzimin monomerik bir protein oldugunu gdstermistir. Saflastirma islemleri
sonucunda enzim 47,4-kat saflastirilmistir. Enzim en iyi aktiviteyi katekol substrati
ile gostermistir (Kyn=12,34 mM). Brokoli PPO’min katekol substrati i¢in optimum

pH’1 5,7°dir. Denenen inhibitorler igerisinde en etkili olan1 sodyum siilfattir [16].

Tropikal bir meyve olan mamey sapota (Pouteria sapota) meyvesinin iki izoformu
bulunmaktadir. Bunlardan PPO;’in molekiil agirlig1 jel filtrasyon kromatografisi ile
16,1 kDa, SDS-PAGE ile 18 kDa olarak bulunmustur. Enzimin optimum pH’1 7,0, en
iyi aktivite gosterdigi substratlar ise pirogallol, 4-metilkatekol ve katekoldur.

Askorbik asit ve sodyum metabisiilfit ise en etkili inhibitorleridir [17].

Butter Lettuce (Lactuca sativa var. capitata L.) bitkisinden elde edilen PPO
enziminin molekiil agirligi 60 kDa, optimum sicakligi 35°C, katekol substrati i¢in
optimum pH’1, 5,5 ve 4-metilkatekol substrat1 igin ise 6,8’dir. Enzim 4-metilkatekol

substratina kars1 katekol substratina gore daha yiiksek bir afinite gostermektedir [18].

1.3. Calismanin Amaci

Enzimlerden giinliik hayatta yararlanma olgusu oldukca eskidir. Insanlar farkinda
olmadan enzimlerden; ekmek, peynir, bira, sarap vb. maddelerin yapiminda ve ayrica

ilag olarak yararlanmiglardir.

Enzimlerin katalitik potansiyeli ve tabiat1 anlasildiktan sonra, endiistri bu ¢ok faydali
maddelerden genis olgiide yararlanmaya baslanmistir. Izole edilmis enzimler,

kendilerini igeren mikroorganizmalara ¢ogu kez tercih edilmektedir. Ciinkii, izole



enzimler daha spesifik olarak etki etmekte, potansiyelleri daha iyi standardize

edilmekte, satis ve saklama icin kolayliklar saglamaktadirlar.

Enzimlerin endiistride ¢esitli alanlarda kullanilmasi sebebiyle, bugiin pek¢ok enzimin
farkl1 kaynaklardan izolasyonu ve saflastirilmasi ile sahip olduklart 6zellikleri

karakterize edilerek endiistride kullanilabilirlikleri aragtirilmaktadir.

Endiistriyel agidan, sadece birkac oksidorediiktaz bazi  uygulamalarda
kullanilmaktadir. ~ Polifenol  oksidazlarin  polimerlesmeye  olan  etkileri
diistintildiiginde de bu enzimler iizerine yapilan ¢aligmalar, elde edilebilecek yeni

sonuglar i¢in 6nem arz etmektedir [19].

Bu ¢alismanin amaci, insan beslenmesindeki biyoaktif polifenoller agisindan zengin
ve yiiksek antioksidan aktiviteye sahip bir bitki olan Trachystemon orientalis
(Kaldirik) bitkisinden [20] PPO enziminin izolasyonu, kismi saflastirilmasi ve
enzimin optimum pH, optimum sicaklik, depolanma kararlilig1, 1s1 ile inaktivasyonu,
substrat spesifikligi ve ¢esitli kimyasal maddelerin enzim aktivitesi lizerine etkisinin

incelenmesidir.



BOLUM 2. ENZIMLER ve POLIFENOL OKSIiDAZ ENZIiMi

2.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran, hig¢bir yan iiriin
olmasina firsat vermeden %100°lik bir iirlin verimi saglayan biyolojik
katalizorlerdir. Katalitik RNA molekiillerinin (ribozimler) kiiciik bir grubu harig
olmak {iizere, biitiin enzimler protein yapisindadir. Proteinlerin en biiyiik ve en ¢ok

ozellesmis grubunu teskil ederler.

Canlilar1 olusturan molekiiller, yani, biyomolekiiller kinetik yonden oldukc¢a kararli
olup, kendiliginden kolayca reaksiyon vermezler. Bir hiicredeki tiim kimyasal olaylar
enzimler araciligiyla gergeklestirilir. Biyomolekiillerin kararliligi su énemli sonucu
saglamaktadir; hiicre i¢inde enzimi olmayan bir reaksiyon hemen hemen vuku
bulmaz, kendiliginden reaksiyonlar meydana gelmez. Bunun anlami, enzimler
protein yapisinda oldugu ve DNA tarafindan sifrelendigi i¢in, bir hiicredeki tiim
olaylar DNA seviyesinde diizenlenip, kontrol edilmektedir demektir. Buradan,
enzimleri sadece katalizor Ozelligi ile nitelemenin eksik bir tanimlama olacag:
anlagilmaktadir. Gergekten, bu molekiiller, bir hiicreyr digerinden farkli kilan

ozelliklerine ait bilgilerin DNA’dan aktarilmasinin en 6nemli araglaridir.

Bugiin yaklagik 2000 kadar enzim tanimlanmis, bircogu saf halde elde edilip
kinetikleri incelenmis ve 200’den fazlasi da kristallendirilmistir. Ancak yapilan

genetik calismalar daha tespit edilmemis birgok enzimin varligin1 gostermektedir
[21].



2.1.1. Enzimlerin spesifikligi

Enzimler, hem Katalizledikleri reaksiyon tiplerine, hem de tiriine doniistiirdiikleri
substratlara karsi son derece spesifiktirler. Genellikle tek bir kimyasal reaksiyonu
veya ayni tip benzer reaksiyonlari katalizlerler. Substratlara karst spesifiklikleri ise

oldukea yiiksek, hatta bazen mutlaktir.

Bir enzimin substratina spesifikliginin ortaya ¢ikmasi i¢in iki ayr1 yapisal 6zelliginin
gerekli oldugu c¢alismalar sonucu belirlenmistir. Birincisi, substrat enzim tarafindan
etkilenebilecek bir kimyasal baga sahip olmalidir. Ikincisi, substrat iizerinde enzimin
yapisabilecegi ve substrati katalitik bolgenin etkileyebilecegi pozisyona getirebilecek
gruplar bulunmalidir. Bu gruplarin parcalanacak bagla spesifik bir geometrik iliskisi

de vardir (Sekil 2.1) [21].

R

Enzyme- Substrate
Enzyme + Substrate Compl ex

Sekil 2.1. Enzimlerin substratina spesifikligi [22]
2.1.2. Enzimlerin simiflandirilmasi

Enzimler, Onceleri katalitik etkilerini lizerinde gosterdikleri ve “substrat” ad1 verilen
bilesiklerin isimlerinin sonuna, “az” eki getirilerek isimlendirilmistir. Mesela, {ireyi
CO; ve NHs’e pargalayan enzime iireaz, arginini ornitin ve lireye pargalayan enzime
arginaz, fosfat esterlerinin hidrolizlenmesini katalizleyen enzimlere de fosfataz
denilmistir. Bu isimler en azindan substratlar hakkinda bilgi verirlerken, bu hususta
hicbir bilgi ifade etmeyen bazi enzim adlar1 da biyokimyacilar tarafindan
kullanilmistir. Mesela, pepsin, tripsin ve katalaz gibi. Zamanla, bir¢gok enzimin daha

ortaya cikarilmasi sonucu, sistematik bir isimlendirmeye ihtiya¢ duyuldu. Bunun
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lizerine enzimler, uluslar arasi enzim komisyonu tarafindan, katalizledikleri

reaksiyon tipleri ve reaksiyon mekanizmalaria gore bir siniflandirmaya tabi tutuldu.

Fakat, bugiin, bir¢ok biyokimyaci tarafindan geleneksel isimler hala kullanilmakta,

sistematik isimleri de genellikle parantez i¢inde verilmektedir.

Sistematik isimlendirmenin baslica 6zellikleri sunlardir:

o

Reaksiyonlar ve onlar1 katalizleyen enzimler 6 gruba boliinmiistiir. Her bir grup

kendi icinde 4 ile 13 arasinda alt gruba ayrilmistir.

Enzim adi iki kisimda verilir. Ismin ilk boliimii substrat veya substratlarindr.
Ikincisi ise katalizlenen reaksiyonun tipinin sonuna “-az” eki getirilmis hali, yani

grup veya alt grup adidir. Substratlar aralarina iki nokta konularak yazilirlar.

Reaksiyonun tabiatin1 acgiklayacak ifadeler gerekiyorsa, parantez icinde ismin

sonuna yazilabilir.

Her enzime bir sistematik kod numarasi verilmistir. Bu numara E.C. (Enzyme
Code) harflerinden sonra ardarda gelen dort rakamdan ibarettir. Birinci rakam
enzimin bagl oldugu grubu gosterirken, ikincisi alt grubu, liglinciisii alt alt grubu
belirtir. Dordiincii rakam ise, enzimin ayn li¢ rakama sahip enzimler arasindaki
sirasimi verir. Mesela E.C.2.7.1.1 kod numarasinda 2, bu enzimin bir transferaz
enzimi oldugunu; 7, bir fosfat grubu transfer edildigini; 1, fosfat transferinin
alkol grubuna oldugunu ve son 1 rakami da bu enzimin alkol grubuna fosfat
transferi saglayan enzimler arasinda ilk siray1 aldigini gostermektedir [21]. Sozii
edilen enzim hekzokinaz geleneksel adiyla bilinen, ATP: D-heksoz 6-
fosfotransferaz enzimidir [21]. Enzimlerin ayrildiklar1 6 ana grup, bazi

ornekleriyle Tablo 2.1°de verilmistir.
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Tablo 2.1. Enzimlerin katalizledikleri reaksiyona gore siniflandirilmasi [19]

Katalitik fonksiyon Grup adi
Oksidasyon-Rediiksiyon Oksidorediiktazlar
Grup transferi Transferazlar
Hidroliz Hidrolazlar

Grup ayirma Liyazlar
Izomerlestirme Izomerazlar

Molekiillerin birlestirilmesi Ligazlar

2.1.3. Enzimlerin kofaktorleri

Diger proteinler gibi enzimler de basit ve bilesik olarak siniflandirilabilirler. Bazi
enzimler katalizleme fonksiyonlarini yalniz protein yapilariyla yerine getirebilirken,
bazilar1 da protein yapisinda olmayan “kofaktor” adi verilen gruplara ihtiyag
duyarlar. Kofaktor bir metal iyonu olabildigi gibi, “koenzim” denilen kompleks bir
organik bilesik de olabilir. Bazen aktivite i¢in ikisi de gerekebilir. Enzimler
sicaklikla denatiire olurken, kofaktorler 1siya dayaniklidirlar. Katalitik olarak aktif
olan enzim-kofaktér kompleksine holoenzim adi verilir. Kofaktorsiiz proteine
apoprotein, enzime ise apoenzim denilir. Apoenzim, katalitik olarak inaktiftir.
Kofaktorlii enzimlerin, bu bilesik veya metal iyonlarina karsi farkli derecelerde
afiniteleri vardir. Cok defa bu kofaktorler diyalizle uzaklastirilabilir. Fakat bazi
enzim-kofaktor baglanmalar1 kovalent yapida veya diyalizle uzaklastirilamayacak
kadar sikidir. Boyle kofaktdrlere “prostetik-grup” adi verilir. Mesela “sitokrom
c’deki “hem” grubu enzimin peptid zincirine kovalent bir bagla baghdir. Enzime
gevsek olarak baglanmis koenzimlerle enzim arasindaki etkilesmeler enzim-substrat
etkilesmelerine benzer. Reaksiyonlardan sonra enzimlerden ayrilarak bir baska

metabolizma olayinda yer alabilirler [21].
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2.1.4. Enzim aktivitesi iizerine etki eden faktorler

Enzim aktivitesine etki eden faktorler sunlardir:

a. Substrat Konsantrasyonu: Enzimle katalizlenen bir reaksiyonun hizi, enzim
konsantrasyonunun sabit olmas1 kosuluyla, substrat konsantrasyonu arttik¢a artar
ve maksimum hiz (Vmax) degerine ulasincaya kadar artis devam eder. Ancak
maksimum hiza ulasildiginda substrat konsantrasyonu ne kadar artarsa artsin

kataliz hiz1 artmaz.

b. Enzim Miktari: Hiz enzim konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artar.

Reaksiyon belli bir diizeye vardiginda azalir.

c. pH: Her enzim i¢in aktivitelerin maksimum oldugu pH degerleri vardir. Bu
degerlerin lizerinde ve altinda aktivite diiser. Bununla birlikte biitiin enzimlerin
pH-aktivite egrileri ayn1 sekilde degildir. Bir enzimin pH-aktivite iligkisinde
etkili olan faktorleri ele alalim. Bu faktorler sunlardir: 1- substrati baglamada
gorev alan ve enzimin aktif bolgesinde bulunan iyonlasabilir gruplarin pK’s1, 2-
enzime baglanma olayinda gorev goéren substrat gruplarinin pK’si, 3- enzim
tizerindeki katalitik goreve sahip gruplarin pK’s1, 4- enzimin biyolojik olarak
aktif konformasyonunu belirleyen gruplarin pK’s1. pH-aktivite egrileri, her bir
pH igin substratla doyurulmus enzim ¢6zeltileri ile yapilan deneyler sonucu elde
edilir. Ciinkii bircok enzimin Ky, sabiti pH ile degisir. Bir enzimin optimum pH’s1
normal hiicre i¢i ortam1 pH’s1 ile ayn1 degildir. Bu durum hiicre i¢indeki enzim
aktivitesinin kontroliinde, pH-aktivite iliskisinin Onemini gdstermektedir.
Hiicrelerde her birisinin pH’ya kars1 davranisi farkli yilizlerce enzim mevcuttur ve
pH’nin karmasik hiicre i¢i kontrol aginda ¢ok 6nemli bir yeri vardir [21]. Enzim

aktivitesi ve pH iliskisi Sekil 2.2’de gosterilmistir.
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Enzyme

Activity, V¥

9 10 11 pH

Sekil 2.2. Optimum pH [23]

d. Sicaklik: Biitin kimyasal reaksiyonlarn hizt sicaklikla artar. Enzimli
reaksiyonlar bu genel kuraldan farkli bir davranis gostermez. Artan sicaklikla
enzimatik reaksiyon hizi artar, fakat, 50-60°C {iizerine ¢ikildiginda aktivitede
diisiis gozlenir. Bu durum yiiksek sicaklikla enzim yapisinda meydana gelen
denatiirasyondan kaynaklanir (Sekil 2.3). Bir enzim i¢in, 10°C’lik sicaklik
degisiminin meydana getirdigi aktivite farkliligi Q10 degeriyle ifade edilir. Soyle
ki; mesela 20°C ve 30°C sicakliklarda belirli miktarda enzim i¢in Olgiilen
aktivitelerden yiiksek olanin, diisiik olana boliinmesiyle elde edilen say1 o enzim
icin Q10 degerini olusturur. Biitiin enzimler i¢cin Q10 degeri 1,7 ile 2,5 arasinda
degisir. Bundan dolayi, belirli sicaklikta gerceklestirilen laboratuar dl¢iimlerinde
0,1°C’lik hassasiyetin korunmasi gerekir. Sicaklik bir in vivo aktivite diizenleme
aract degildir. Ciinkii, canlilar sicakligin nispeten sabit oldugu izotermal

sistemlerdir [21].
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0e 207 40° a0 L
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Sekil 2.3. Optimum sicaklik [24]

e. Iyonik Siddet: Protein yapisinda olan enzimlerin iizerinde yiiklii gruplarin
bulundugunu hatirlayalim. Ortamda mevcut iyonlar bu gruplarla etkileserek,
bunlarin enzimin katalizleme fonksiyonuyla ilgili rollerine tesir edebilir. Bundan
dolay1, enzim aktivitesinin maksimum oldugu bir optimum iyonik siddet s6z
konusudur.

f. Varsa kofaktor konsantrasyonu

g. Inhibitér ve Aktivatdr Konsantrasyonlari

2.1.5. Enzim aktivite birimleri

a. Enzim tnitesi (U): 25°C’de 1 dk’da optimum sartlarda 1pumol substrati iiriine

¢eviren enzim miktaridir.

b. Spesifik aktivite (U/mg protein): 1 mg protein basina enzim tiinitesidir. Enzimin

saflik derecesinin bir gostergesidir.

c. Molar Aktivite: Bir tek enzim molekiilii tarafindan birim zamanda iiriine ¢evrilen

substrat molekiilii sayisidir. Doniisiim sayis1 olarak da adlandirilir.

d. Katal: 1 saniyede 1 mol substrati reaksiyona sokan enzim miktaridir [21].
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2.1.6. Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi, enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin hizlarinin incelendigi

bir konudur.

2.1.6.1. Enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarin kinetigi

Kimyasal reaksiyonlarin kinetigi ile ilgili genel prensipler enzimli reaksiyonlarda da
uygulanir. Bununla beraber bu reaksiyonlarda bazi farkli 6zellikler vardir. Bunlarin
en Onemlisi enzimlerin substratlarina “doyma” olayidir. Sekil 2.4’de enzimli bir
reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonuyla degisimi gosterilmektedir. Diisiik
substrat konsantrasyonunda, reaksiyon hizi substrat konsantrasyonuyla orantili olarak
artar, yani reaksiyon substrata gore birinci mertebededir. Substrat konsantrasyonu
artirlldigt zaman, reaksiyon hizi artisinda bir azalma gozlenir ve bu bdliimde
reaksiyon sifirinci ile birinci mertebeler arasinda karisik bir mertebeye sahip olur.
Substrat daha da artirildiginda hiz sabitlesir ve substrat konsantrasyonuyla degismez.
Bu boliimde reaksiyon sifirinct mertebededir ve biitiin enzim molekdilleri substratla
birlesmis, yani doymus haldedir. Biitiin enzimler s6zii edilen doygunluk 6zelligini
gosterir.  Ancak, her birisinin bu hale erisebilmeleri farkli substrat

konsantrasyonlarinda miimkiin olur. Doygunluk durumunda ortamdaki biitiin enzim
ES halindedir, yani, [Et] =[ES] dir [21].

V _____________________

max

P | =

max

Sekil 2.4. Enzimatik olarak katalizlenen bir reaksiyonun hizina substrat konsantrasyonunun etkisi [25]
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1913 yilinda Leonor Michaelis ve Maud Menten, enzimli reaksiyonlarin ilk
basamaginda bir ES olusmasindan ve enzimlerin doygunluk ozelliginden yola
cikarak, Sekil 2.4’deki egriyi verecek bir model gelistirdiler. Bu model bir¢ok
enzimin kinetik Ozelligini aciklamada basarili olmustur. Michaelis ve Menten,

enzimli bir reaksiyonu

Es feat, E+p @.1)

denklemleriyle gosterdiler.

g Ymax[S] 22

Km+[S]

esitligine Michaelis-Menten denklemi adi verilir ve Sekil 2.4’deki egrinin kinetik

ozelliklerini ifade eder. Diisiik substrat konsantrasyonlarinda Kn>> [S] olacagindan,

[S] ihmal edilir ve

Vz(‘-f'm_a_x) I5] (2.3)

dogru denklemi elde edilir.

[S]>> K, oldugu yiiksek substrat konsanstrasyonunda (2.1)’deki K, ihmal edilir ve
V=Vax olur. Burada biitiin enzim substratla doymus ve artan [S] ile hiz degismeyen
bir sabit maksimum hiza ulagmistir. Hizin Vpa/2 oldugu durumda, degerleri
Michaelis-Menten esitliginde yerine koyarsak, [S]=K. sonucunu elde ederiz.
Buradan K., sabitinin tanimini, “maksimum hizin yarisina erisildigi substrat

konsantrasyonu” olarak ¢ikarabiliriz. Birimi de mol/L’dir [21].

Vmax Vmax [S]

2 Km+[S]

(24)
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Denklem y=mx+n dogru denklemine benzemektedir. Dogrunun c¢izildigi grafikte

x=1/[S], y=1/v, egim m=K/Vnax ve y ekseninin kesildigi nokta 1/Vmax Olur.

Sekil 2.5. Lineweaver-Burk grafigi [25]

Dogru x-eksenini kesecek sekilde uzatildiginda kesme noktast — 1/Ky’yi verir.
Gortldiigii gibi bu grafikten faydalanarak Vmax ve Ky, degerleri bulunabilir. Ky, ve
Vmax tayininde Lineweaver-Burk grafigi (Sekil 2.5) yerine Eadie-Hoftsee grafigi
(Sekil 2.6) de kullanilmaktadir. Grafige ait denklem

seklindedir [21].
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max

m

|'Q]—I-—

—
)]
[S——

Sekil 2.6. Eadie-Hoftsee grafigi [25]

2.1.7. Tek substrath sistemlerde inhibisyon

Enzim Kkatalizli reaksiyonun hizin1 azaltan maddelere inhibitér denir. Enzim
aktivitesinin inhibisyonu canli hiicrenin kullanildig1 en 6nemli diizenleyici yollardan
ve enzimolojistlerin en 6nemli teshis islemlerinden biridir. Inhibisyon ¢alismalari
ekseriya enzim se¢imliligi, aktif merkezin fiziksel ve kimyasal yapisi1 reaksiyonun

kinetik mekanizmas1 hakkinda bilgi verir.

2.1.7.1. Kompetitiv (Yarismali) inhibisyon

Kompetitiv inhibitor, substrat baglanmasini engelleyecek bir tarzda serbest enzimle
baglanan bir maddedir. Ger¢ek substratin metabolize olmayan bir benzeri veya
tiirevi, bir baska substrat veya reaksiyon iiriinii olabilir. Kompetitiv inhibitoriin etki
sekli farklh sekillerde olabilir: Tek bir baglanma merkezi icin substratla yarisabilir,
sterik bir etki yaratarak substrat baglanmasini engelleyebilir, miisterek bir baglanma
merkezi i¢in sterik etki veya rekabet yaratabilir, baglanma merkezleri girisebilir,
allosterik bir etki ile enzim konformasyonunda degisiklik yapabilir. Doygunluk,
substrat konsantrasyonunda tiim enzim ES formundadir. Bunun sonucu olarak

inhibitér varliginda Vmax inhibitorsiiz reaksiyonla aymidir. Fakat Ky, biiyiir, ¢linkii
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enzimin bir kismi iirlin olusturmayan EI kompleksi seklinde oldugundan Y2 Vmax'a

ulagsmak i¢in gereken substrat konsantrasyonu artar (Sekil 2.7). Hiz esitligi seklinde

tuketilirse:

Vmax [S]

=Km (1+%) +[S]

(2.6)

elde edilir. Bu esitlik Viya'in degismedigini fakat Kq,’in (1+[I/K;) faktorii kadar

bliylidiigiinii gosterir. Ky, degerinin artmas1 EI kompleksinin substrata kars1 ilgisinin

daha diisiik olmasindan kaynaklanmaz. Ciinkii EI her durumda substrata karsi

ilgisizdir. E’nin ilgisi de degismemistir. Ky, de gbzlenen artis mevcut enzimin tam

ilgili ve hig ilgisiz enzim sekilleri arasinda dagilimindan kaynaklanir ve [[|-bagimh

istatistiksel faktor (1+I)/K;) dir. Kinetik sabitler (1/v, 1/|S]) grafigi (Sekil 2.8) yoluyla

bulunabilir [19].

1 ﬂ(nm) 1, 1

E:Vma_x

Ki/[S] Vmax
El
+1 || K
'I{IITI kCE'I‘[
S+E =—== ES — E+P
+S || K
ES,

Sekil 2.7. Kompetitiv inhibisyon reaksiyon semasi [26]

(2.7)
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[1] = 2K;
1] =K

without inhibitor

]
“1/K,,
1/[S] —=

Sekil 2.8. Kompetitiv inhibisyon Lineweaver-Burk garfigi [25]

2.1.7.2. Nonkompetitiv (Yarismasiz) inhibisyon

Klasik bir nonkompetitiv inhibisyonunda S ve I gelisigiizel bir tarzda, birbirlerinden
bagimsiz olarak ve tersinir bir sekilde farklt merkezlere baglanirlar. Yani S hem
El’ye hem E hem de ES’e baglanir (Sekil 2.9). Fakat olusan ESI kompleksi katalitik
olarak inaktiftir [19].

El =/——= ESI

+S
+1 || K

Km kcat

S+ =—/]/—* E§ =—» E+P
+S8 KS

ES,

Sekil 2.9. Nonkompetitiv inhibisyon reaksiyon semasi [26]
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Reaksiyonun semas: incelendiginde |S| degeri ¢ok yiikseltilse de El ve ESI
olusumunun engellenemeyecegi goriiliir. Yani enzimin tiimi ES sekline
dontstiiriilemeyeceginden inhibitorsiiz reaksiyondaki maksimum hiza ulasilamaz.
Buna karsilik S hem E hem de EI ile ayni ilgi ile birlestiginden Kmgs,"=Km olur
(Sekil 2.10). O halde nonkompetitiv bir inhibitér varliginda net etki daha diisiik

enzim konsantrasyonunda ¢alisma gibidir [19].

Vmax [S]
B 0] 0 (2.8)
Ks (HE) +[S] (”EJ
1 Km , [N 1 1 ]
E:m(”ﬁ)m*m(”ﬁ) (2.9)

Sekil 2.10. Nonkompetitiv inhibisyon Lineweaver-Burk grafigi [27]



22

Enzimlerle doniisiimsiiz olarak birlesen bir madde nonkompetitiv inhibitore benzer;
Vmax'1 azaltir Ky degismeden kalir. Bu tip doniisiimsiiz inhibisyonla klasik
nonkompetitiv inhibisyon arasindaki ayrim [ varliginda bir seri farkli enzim

konsantrasyonunda galisarak Vma=f(|E|;) grafikleri yoluyla saglanabilir.

2.1.7.3. Unkompetitiv (Yariyarismal) inhibisyon

Klasik sekli ES ile doniisiimlii olarak baglanan ve inaktif ESI kompleksini olusturan
maddedir. Inhibitér serbest enzime baglanamadigindan tek substratli sistemlerde
unkompetitiv inhibisyona seyrek olarak rastlanir. Daha ¢ok substratli enzimler i¢in
gecerlidir, ciinkii tek substratli sistemlerde ES kompleksi olusumu ile enzim
iizerindeki baglanma merkezleri dolmus olur. Buna ragmen diizenli bir sirada iki
ligantin enzime baglanmalar1 halinde en basit 6rnegi olusturmasi agisindan onemli

kabul edilir [19]. Reaksiyon semasi1 Sekil 2.11°deki gibidir.

ESI
+ | l'{(is
K Keat
S+FEF =m/——>» ES — E+P
+S || Ks
ES,

Sekil 2.11. Unkompetitiv inhibisyon reaksiyon semasi [26]

ESI kompleksi daima var olacagindan unkompetitiv inhibitér varliginda Vmax azalir.
Gozlenen Ky degeri de inhibitdrsiiz reaksiyonun Kp, degerinden kiicliktlir (Sekil
2.12). Ciinkii ESI olusumu yoluyla ES siirekli ortamdan ¢ekildiginden K dengesi
daha ¢ok saga kayar.

Vmax [S]

Km+[s] (1+8D)

(2.10)
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Sekil 2.12. Unkompetitiv inhibisyon Lineweaver-Burk grafigi [28]

(2.11)

Ki

1 Km 1 1 [1]
L Km 11 ()
V Vmax[S] Vmax

2.1.7.4. Lineer kanisik tip inhibisyon
Bu tiir inhibisyon E, S ve D’lin baglanma denge sabitlerinin farklilastig1 6zel bir

nonkompetitiv inhibisyon tiiriidiir [19]. En basit sekline ait reaksiyon semas1 Sekil

2.13’de verilmistir.

El ESI
+ | ‘K'I + | lli’m
Km Keat
S+F m=—m/]m3> ES E+P
+S || Ks
ES,

Sekil 2.13. Karisik inhibisyon reaksiyon semasi [26]
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Hizli denge yaklagima ile tiiretilmis hiz esitligi:

o Vmax [S]
Ks (1+5]) +151 (1+ 1)

(2.12)

baglantisi ile verilir ve 1/v, 1/|S| grafikleri Sekil 2.14°dedir.

Inecreazing [1]

Km\d /
d

1

fi

1

K

Sekil 2.14. Karigik inhibisyon Lineweaver-Burk grafigi [29]

1/v, 1/|S| grafikleri 1/v ekseninin solunda kesisir. a>1 i¢in bu kesim noktas1 1/|S|
ekseninin lizerindedir. Egim ve 1/v ekseni kesim noktalarinin |I|’na karsi tekrar

grafige gecirilmesi ile K ve aK; bulunabilir.

Inhibitérleri ¢ok defa yarismali ve yarismasiz olmak iizere kesin sinirlarla birbirinden

ayirmak miimkiin degildir. Gergekte inhibisyon genellikle karisiktir.

Birden fazla polipeptid zincirinden meydana gelen allosterik enzim adi verilen
enzimlerde, allosterik inhibisyon adi verilen bir baska ¢esit inhibisyon olay1 gozlenir.
Bu inhibisyon ¢esidinde, inhibitorler enzimin aktif merkezinden bagka yere

baglanirlar ve {i¢ boyutlu yapiy1 degistirerek enzim aktivitesini etkilerler [19].
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2.2 Kaldirik (Trachystemon orientalis)

Trachystemon orientalis (L.) G. Don (Boraginaceae) tiirii (Sekil 35, 36) 30-40 cm
yiikseklikte, rizomlu, ¢ok yillik [30, 31] otsu bir bitkidir. Yapraklar1 sert tiiylii, yiirek
bigiminde, her mevsim yesildir [32] ve ¢igekleri mavi renklidir. Tirkiye’de Kuzey
Anadolu bolgesinde, kayin ormanlari altinda [30] ve Karadeniz bdlgesinin degisik

habitatlarinda, ayrica dogu Bulgaristan ve Bat1 Kafkasya’da [31] dagilim gosterir.

Tanen, ugucu yag, nitrat tuzlari, miisilaj, saponin ve rezin tasimaktadir. Idrar arttirici,
kan temizleyici, yumusatict ve ates diisiiriicii etkilere sahiptir. Dahilen infiizyon
halinde kullanildig1 gibi ilkbaharda ¢igek tomurcuklu ve yaprakli gévdeleri sebze
olarak da tiiketilmektedir [30, 31]. Ulkemizde halk arasinda Balikotu, Kaldirik,
Hodan, Ispit, Aci hodan, Dogu hodani [30], Burgi, Tamara, Zilbit adlariyla
bilinmektedir [31]. Bulgaristan’da Lopoch, Ingilizce’de Abraham-Isaac-Jacob,
Almanca’da Rauling denmektedir. Bahar mevsiminin ilk aylarinda hasat edilir [33].
Bu tiir Avrupa-Sibirya floristik elementidir. Trachystemon D. Don cinsi Tiirkiye’de
tek tiir ile temsil edilmektedir. Rizom siyah ve 6-10 cm’dir. Govde 20-60 cm ve
diktir. Asil boyuna ulasmasi 2-3 yil alir. Tirkiye Florasi kayitlarma [34] gore 50-
1000 m yiikseklikte, golgeli nehir kiyilarinda, nemli bolgelerde yetisir. Diisiik 151k
siddetine sahip bolgeleri sevdigi i¢in yeterince tohum olusturamaz [31, 32]. Arilar
icin 1yi bir bitkidir. Siis bitkisi olmak i¢in uygundur fakat bu amacla pek yetistirilmez
[33].

Trachystemon orientalis pH degeri 6 (hafif asidik)’dan 8 (hafif bazik)’e degisen
topraklarda yetisir. Kiregli, killi ve kumlu topraklara adapte olabilmistir [32].

Trachystemon orientalis taksonunun bulundugu iller; Sakarya, Bolu, Bursa, Istanbul,

Kastamonu, Kirklareli, Rize, Samsun, Trabzon, Zonguldak’tir [35].
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Sekil 2.15. Trachystemon orientalis L. - Kaldirik [36, 37]

2.3. Esmerlesme Reaksiyonlar:

Gida endiistrisinde gidalarin esmerlesmesi dnemli bir problemdir ve hasat sonrasi
ambalajlama ve gidalarin islenmesi boyunca meydana gelen kalite kayiplarinin temel
sebebi olduguna inanilmaktadir. Gida {iriinlerindeki esmerlesmenin mekanizmast iyi
bir sekilde karakterize edilmistir ve enzimatik yolla ya da enzimatik olmayan yollarla

gergeklesebilir.

2.3.1. Enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlari

Gidalarda goriilen baslica enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlar1 sunlardir;
a. Askorbik asit degradasyonu

b. Karamelizasyon

c. Maillard reaksiyonu


http://4.bp.blogspot.com/_lodQc_eFbgM/Scsh0_LDZMI/AAAAAAAABB4/S2_jmyc45Uc/s1600-h/Trachystemon+orientalis.jpg
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Bunlardan en 6nemlisi ise Maillard reaksiyonudur. Daha ¢ok 1s1l isleme tabi tutulan
ve depolanan iriinlerde gozlenen Maillard reaksiyonu admni, glukoz ve lisin
cOzeltisinin birlikte 1sitilmasi sonucu ¢6zelti renginin esmerlestigini i1lk kez
belirleyen, Fransiz bilim adami Maillard’dan almaktadir. Bu reaksiyon, kahve, ¢ay,
ekmek ve bira gibi baz1 gidalarin iiretiminde renk ve aroma olusumunda 6nemli bir
rol oynamakta ve reaksiyon siiresince olusan birgok bilesik gidalara karakteristik tat

ve koku saglamaktadir.

2.3.1.1. Maillard reaksiyonunun olusumu

Maillard reaksiyonunun olusumunda rol alan baslica maddeler indirgen sekerler ve
a-amino grubundaki azottur. Sekerlerin indirgen 6zellikte olmasi yani serbest aldehid

ya da keton gruplar1 igermesi, azotla kolayca tepkimeye girmesini saglamaktadir.

Maillard reaksiyonunun geri doniislii olan ilk basamaginda indirgen sekerdeki
karbonil karbonu, proteinlerin amino grubundaki azot ile reaksiyona girmekte ve bu
su kaybiyla beraber kapali halka formundaki glikozilamin (Schiff bazi) olusmaktadir.
Reaksiyonun geri doniislii olmasi, glikozilaminin o6zellikle sulu c¢ozeltilerde

kolaylikla hidroliz olmasina baglanmaktadir.

Maillard reaksiyonunun ikinci basamaginda, olusan glikozilamin, 1-amino-1-deoksi-
2-ketoza doniigmektedir. Zayif asidik kosullarin katalizledigi bu doniisiim Amadori
doniistimii olarak adlandirilmaktadir. Baslangigta reaksiyona giren seker ketoz ise
aldozda oldugu gibi ayn1 mekanizmayla glikozilamin olugmaktadir. Daha sonra ters
Amadori (Heyns) doniisiimiine ugrayarak 2-aminoaldoz meydana gelmektedir.
Reaksiyon ilerledik¢e indirgen ve doymamis 6zellikte pekcok polikarbonil bilesigi
metdana gelmektedir. Bu maddelerden a-dikarbonil bilesiklerinin aminoasitlerle
reaksiyona girmesi sonucu aldehid ve keton olusumu gozlenmektedir. Strecker
degradasyonu olarak adlandirilan bu reaksiyonda karbondioksit ve amonyak da

meydana gelmektedir [38].
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Maillard reaksiyonunun son asamasinda sekerlerin dehidrasyonu yani zincir
kopmasiyla furfural bilesikleri (5-hidroksimetil furfural, furfural) olusmaktadir.
Kompleks bir seri reaksiyonla aldol kondensasyonu ve polimerizasyonu sonucunda
da kolloidal, ¢6ziinmeyen nitelikte melanoidin bilesikleri meydana gelmektedir.
Hidroksimetil furfural (HMF), Maillard reaksiyonunun yanisira asit ortamda
sekerlerin parcalanmasi yoluyla da olusmaktadir. Malik, okzalik, tartarik ve siiksinik
asit gibi organik asitlerin seker parcalanmasini katalizlediklerinden dolayr HMF
olusumuna neden oldugu bildirilmektedir. HMF, gerek gidalarin proses asamasinda
maruz kaldig1 1s1l islem kosullar1 hakkinda bilgi vermesi, gerekse polimerize olarak
esmer renkli pigmentlerin olusumuna neden olmasi agisindan 6nem tasimaktadir.
Sicaklik, siire ve asitligin artmasiyla HMF miktarinin arttig1 aktarilmaktadir. HMF
olusumunda friikktozun ve silikrozun, glukoza kiyasla daha fazla etkili oldugu ve
kalsiyum, potasyum, magnezyum gibi bazi minerallerle, alanin, aspartik asit, y-
aminobiitirik asit gibi aminoasitlerin de HMF konsantrasyonunu arttirdigi

bildirilmektedir.

Maillard reaksiyonu {izerine etkili olan faktorler [38];
a. su aktivitesi (ay)

b. pH

c. sicaklik ve siire

d. metal iyonlar

2.3.2. Enzimatik esmerlesme reaksiyonlari

Enzimatik esmerlesme esas olarak molekiiler oksijen varliginda fenolik bilesikler
iizerinde etki gosterebilen Polifenol oksidaz (PPO) enzimiyle ilgilidir. Enzimatik
oksidasyondan sonra, olusan o-kinonlar ileri asamada, enzimatik olmayan yolla, yine
o-kinonlarla ya da aminoasit ya da proteinlerle reaksiyona girerek melanin ya da

melanin-proteinler denen esmer renkli pigmentleri verirler [39].

Elma, armut ve ananas gibi farkli tiirlerde yapilan bazi galismalar Peroksidaz (EC
1.11.1.7; POX) enzimlerinin de enzimatik esmerlesmeye katkida bulundugunu

gostermistir. Fakat yine de PPO enziminin dogal substratlarina kars: yiiksek afinitesi
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ve gidalardaki diisiik hidrojen peroksit (H2O;) seviyesinden dolayr bu katilimin ne
diizeyde oldugu konusunda siipheler devam etmektedir [1, 40, 41].

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlari, bitkinin ¢esidine, tiiriine, yetistigi bolgeye ve
meyvenin olgunluguna gore degisim gosterir. Enzimatik esmerlesmenin olabilmesi
icin, PPO, bitki vakuollerinde bulunan ve PPO’nun etkiledigi fenolik substratlar ve
molekiiler oksijenin bir arada bulunmalar1 gerekir. Ayrica, sicaklik ve pH gibi enzim
aktivitesini direkt olarak etkileyen sartlarin da uygun olmasi gerekir. Enzimatik
esmerlesme, fenolik substratlar, molelekiiler oksijen ve PPO’dan birinin ortadan

kaldirilmasi ile azaltilabilir veya durdurulabilir [42].

2.4. Polifenol Oksidaz Enzimi

2.4.1. Dogada bulunusu

Polifenol oksidazlar (PPO) ig¢in ilk biyokimyasal arastirmalar Russula nigricans
mantari ile yapilmistir. Mantarin kesilmis pargalar1 6nce kirmiziya daha sonra havaya
maruz kalinca siyaha donmiistiir. Bu olaymn sorumlusu daha sonra, ilkel yasam
formlarindan yiiksek yasam formlarina kadar (6rnegin bir toprak bakterisi olan
Streptomyces’de, mantarlarin genelinde, insan melanositleri ya da malign melanoma
hiicrelerinde), filogenetik dlgek boyunca genis yayilim gosteren, bakir iceren bir

enzim oldugu bulunmustur.

Yiiksek bitkiler ve mantarlarda PPO’lar gesitli olgunlasmamis, olgun fakat

aktivitesini heniiz gésteremeyen ve aktif izoformlar seklinde bulunur [43].
2.4.2. Melanin ile iliskisi
Melaninler, bakteriden insana kadar degisen genis bir dagilima sahip farkh

organizmalardaki polimerik pigmentlerin gesitli gruplaridir. Ug ana grup su sekilde

tanimlanir:
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a. Eumelaninler (siyah ve kahverengi) tirozinin o-dihidroksi fenilalanin (DOPA) ve
dopakinona enzimatik oksidasyonu boyunca iiretilir. Dopakinon kendiliginden,
PPO aktivitesinin fotometrik olarak belirlenmesi ic¢in kullanilan, kirmizi
dopakroma  déniisiir.  Ozellikle alkali kosullar altinda, dopakrom
dekarboksilasyona ugrar ve ileri asamada enzimatik olmayan polimerizasyon

reaksiyonlariyla yiiksek molekiillii eumelaninlere doniisiir.

b. Pheomelaninler (sari-kirmizi) baslangigta eumelaninler gibi sentezlenir fakat

sonra DOPA’ya sistein ya da glutatyon ilavesi gerceklesir.

c. Allomelaninler, pentaketid yolu ilizerinden di- ya da tetrahidroksi naftalen’in
oksidatif polimerizasyonundan olusan polimerlerin heterojen gruplaridir. Okaryot
ve prokaryotlarda melaninler fotokoruyuculuk, fotoiletkenlik, termoregiilasyon,
immiin savunma ve metal iyonlarinin selatlanmasi gibi ¢esitli fonksiyonlari

yerine getirir.

Dolayisiyla  PPO enzimi  (monofenol, o-difenol: oksijen oksidorediiktaz)

eumelaninlerin tiretiminde anahtar enzimdir (Sekil 2.16) [43].
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2.4.3. Substratlari

Meyve ve sebzeler fenolik bilesiklerin genis bir karisimini igerirler. Ancak bunlarin

cok az bir kismi polifenol oksidaz enzimine substrat olarak uygundur.

Meyve ve sebzeler, yapisinda ¢esitli fenolik bilesikler bulundurmaktadir. Bu
substratlara basta katekol, 4-metil katekol, pirogalol, dopa olmak iizere gallik asit,
tirozin, kafeik asit ve sinnamik asit esterleri ornek verilebilir. Ayrica L-adrenalin, D-

adrenalin, L-noradrenalin ve D-noradrenalin PPO enziminin substratlaridir [44].

Sinnamik asit tiirevlerinden klorojenik asit ve kafeik asit (3,4-dihidroksi sinnamik
asit) PPO enziminin yaygin olarak kullanilan substratlaridir. Katekol (o-dihidroksi
fenol); enzimatik oksidasyon ¢aligmalarinda model substrat olarak kullanilmaktadir.
Dopa ve tirozin hemen hemen biitiin bitki dokusunda bulunan aminoasitlerdir ve

PPO'nun substratlaridir.

Meyve ve sebzelerin ¢ogunda fenol konsantrasyonunun dis tabakalarda daha fazla
oldugu gériilmiistiir. Ornegin elma ve armudun kabuk kisminmn fenol icerigi etli

kismina gore daha fazladir.

Bir kaynaktan elde edilen PPO enzimi icin en iyi substratin yine ayni kaynakta

bulunan substrat oldugu goriilmiistiir [45].

OH
OH

HO. OH
OH
OH OH

o OH CHj

pirogallol gallik asit katekol 4-metil katekol

Sekil 2.17. Polifenol oksidaz enziminin bazi substratlar
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2.4.4. inhibitorleri

Mantarlarin ve diger besinlerin olgunlagmasi, depolanmas1 ve islenmesi esnasinda,
enzimatik esmerlesmeden kaynaklanan ciddi ekonomik kayiplar meydana geldigi
icin, enzimatik esmerlesmenin kontrolii, besin isleme endiistrisinde olduk¢a onemli
olup arastirmacilar tarafindan da ilgi gormektedir. PPO katalizli esmerlesme, sadece
enzimin inaktive edilmesiyle degil, ayn1 zamanda enzimatik reaksiyon icin gerekli
olan O, veya fenolik substratin ikisinin ya da birinin ortamdan uzaklastirilmasiyla da
Onlenebilir. Ayrica enzimatik esmerlesme, enzimatik olarak olusturulan kinonik
iiriinlerin bloke edilmesiyle ve enzimatik olmayan reaksiyonlarin sebep oldugu renkli

bilesiklerin olusumunun engellenmesiyle 6nlenebilir.

PPO’nun bir¢ok inhibitdrii bilinmektedir ve giiniimiizde esmerlesmeyi onlemek icin
bu inhibitorlerden bazilar1 kullanilmaktadir. Kullanilan inhibitorler, besinlerde
enzimatik esmerlesmeyi durdurabilen, yiyecek kalitesine etki etmeyen ve zehirli

olmayan maddeler olmalidir.

Siilfitler ¢ok kullanilan bir PPO inhibitériidiir ancak, sebze ve meyvelerin taze olarak
pazara sunulmasi, satilmasi ve servis yapilmast durumunda kullanimina izin
verilmez. Siilfitler, enzimatik ve enzimatik olmayan esmerlesmeleri Onler,

mikroorganizmalarin biiylimelerini kontrol eder, agartict ve oksitlenmeyi Onleyici



34

madde olarak rol oynar. Ancak bunlarin yaninda siilfit kullaniminin bazi
dezavantajlar1 vardir. Siilfitlerin, besinleri yikici 6zelligi yaninda bitki ve meyvelerde
doku yumusamasi ve tatsizlik meydana getirdigi bilinmektedir. Yayinlanan bir¢ok
rapora gore, bazi insanlarin Ozellikle astim hastalarinin siilfit bilesiklerine karsi
hassas olabilecekleri belirtilmis ve bu yiizden diinyada siilfit kullanimina ortak
kisitlama getirilmis hatta birgok gelismis ililkede de yasaklanmistir. Siilfit katilmig
besinlerin saghiga karsi etkileri ve miisterilerin taze ve dogal besinleri tercih
etmelerindeki artis, siilfit ajanlara alternatif baska etkili ajanlarin arastirilmasina
neden olmustur. Bir inhibitor olarak iizerinde en ¢ok ¢alisilan madde askorbik asittir.
Ayrica sitrik asit, sitrik-askorbik asit ve benzoik-sorbik asit karigimlarinin

uygulanmasi da minimum diizeyde islenmis patateslerde etkili sonuglar vermistir.

Karides, elma ve patates icin 4-hekzilrezorsinol iyi bir enzimatik esmerlesme

inhibitoridiir.

PPO’nun bir diger etkili inhibitorii sisteindir. Sistein tarafindan PPO’nun
inhibisyonunun, enzimin difenolaz aktivitesiyle olusan o-kinonlarla sisteinin tiyol
konjugatlarin1 olusturmasindan ileri geldigi diisiiniilmektedir. Ayrica sistein, olusan

o-kinonlart ilgili fenollerine indirgeyerek de inhibisyon saglamis olur.

PPO, prostetik grup olarak bakir iceren bir metaloenzim oldugu i¢in, siyaniir, karbon
monoksit, sodyum dietil ditiyo karbamat (DIECA), merkaptotiyazol,
dimerkaptopropanol, azid veya potasyum metil ksantat gibi metal selatlayici

reaktiflerle inhibe edilebilir.

Polifenoller, dogada son derece yaygin olarak bulunan maddelerdir ve birg¢ok ¢igegin
renginden de sorumlu olduklar1 i¢in bitki tanninleri olarak ta bilinirler. Bunlarin
bazilar1 kompleks bilesiklerdir ve bitkilerin kok, kabuk ve yapraklarinda bulunurlar.
Basit yapida bulunanlar ise ¢gogunlukla taze meyve, sebze ve cayda bulunurlar. Bazi
potansiyel PPO inhibit6rleri; kampferol, kursetin, kukarinon ve kusnol gibi bir¢ok
bitkiden izole edilen flavanoidlerdir. Bu ¢aligmalara gore flavanoidlerin inhibisyon
ozelligi, aktif bolgedeki bakirla selat olusturabilme yeteneginden ileri gelmektedir
[42].
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2-hidroksi-4-metoksi benzaldehid, sinnemaldehid, aris aldehid, 3,4-dihidroksi
sinnamik asit, kumik asit gibi ¢ok sayida aldehid ve tiirevlerinin, PPO i¢in inhibitor
madde olabilecekleri belirlenmistir. Aldehid grubu, siilthidril, amino ve hidroksi
gruplar1 gibi niikleofilik grup olmasi nedeniyle biyolojik 6neme sahiptir. Bu sebeple
inhibisyon etkisinin, enzimin primer amino gruplariyla schiff bazi olusturmasindan

ileri geldigi soylenmektedir.

Ayrica, ¢esitli sentetik orjinli PPO inhibitorleri de rapor edilmistir. Bunlardan
bazilar1 antidepresif ilag olan kaptoril [(2S)-1-(3-merkapto-2-metilpropionil)-L-

prolin] ve antitroid ilag olan methimazol (1-metil-2-merkaptoimidazol)’diir [42].

Hidrojen peroksit, hidroksilamin, tiyoller ve aromatik karboksilik asitler gibi bir ¢ok

kimyasalin da inhibitor olarak PPO aktivitesini kisitlayic1 6zellige sahip oldugu

bilinmektedir.
\ COOH (o]
O N
OH
HO
p-kumarik asit HO
o o 3,4-dihidroksisinnamik asit
OH
(o]
Kojik asit

OH [¢]

Kuersetin
(o]

OH

Kampferol

Tropolon

Sekil 2.18. Polifenol oksidaz enziminin bazi inhibitorleri [46]
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2.4.5. Bakar bolgeleri ve reaksiyon mekanizmasi

PPO’larin bakir baglanma bolgeleri, yumusakgalar ve eklembacaklilardaki oksijen
tasiyici proteinler gibi hemosiyaninlerle yliksek bir sekans benzerligi gosterir. PPO’

X cc

larin genel 6zelligi “tip 3 bakir merkezi” denen bir diamanyetik spin-eslenmis bakir
ciftidir. Pek¢ok prokaryot ve Okaryotlardaki PPO’larin sira dizisi bakir baglanma
bolgelerinin yiiksek derecede korunmus oldugunu gostermektedir. Cua ve Cug
isaretleri sirastyla H-x(n)-H-x(8)-H ve H-x(3)-H-x(n)-H seklindedir. Aktif bolgedeki
bu Cua ve Cug metal atomlarmin her ikisi de dortli a-heliks sarmali igerisinde
yerlesmis ii¢ korunmus Histidin tarafindan koordine edilir. Katalitik dongli boyunca

tip 3 bakir merkezi farkli fonksiyonel formlar1 hayata gegirebilir. Bunlar:

Oksi-PPO [Cu(I1)-O5%-Cu(ll)]
Deoksi-PPO [Cu(l) Cu(l)]
Yar1 met-PPO [Cu(l) Cu(I]
Met-PPO [Cu(I1)-OH -Cu(I1)]

o o T

Son durumda, iki bakir atomu hidroksil iyonlar1 kopriisiiyle baglamir. Iki bakir
atomunun valensi Cu(I)’den Cu(Il)‘ye spektroskopik olarak takip edilebilen bir
degisim gosterir [34]. Oksidasyon siirecinde, difenolik bilesik (6rnegin katekol) dnce
met-PPO’m ¢ift bakirlh merkezine baglanir. iki bakirli deoksi-PPO’1 meydana
getirerek iki elektronu iki Cu(ll) merkezine transfer eder ve kendisi dikinona
oksitlenir. Deoksi-PPO iki Cu(I) merkezinde bir molekiil oksijen ile birlesir. Metal
merkezleri bir peroksit kopriisii olusturarak iki elektronu O, molekiiliine transfer eder
ve iki bakirli bolge olusturur. Bu yapi oksi-PPO olarak adlandirilir. Elektronik
spektrum 345 nm’de met-PPO’da bulunmayan belirgin bir band verir (molekiiler
oksijenden Cu(Il)’ye yiik transferi). Oksi-PPO’in diisiik sicakliktaki absorpsiyon
spektrumu ~ 430 nm’de bir baska omuz verir. Oksi-PPO molekiilii ileri asamada

bagka bir difenol molekiiliiyle baglanir. Difenol tarafindan iki elektron Oz'z’ye
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transfer edilir. BSylece kendisi dikinona oksitlenir, 0,7 iki O?‘ye indirgenir.
Boylece met-PPO ikinci dongii i¢in rejenere edilmis olur [47]. Oksi-PPO formunda
molekiiler oksijen iki bakir atomu arasinda geri doniisiimlii olarak peroksit gibi
baglanmis olur (side-on konformasyonu i¢inde). Herhangi bir substrat yoklugunda,
enzimin % 85’inden fazlasi met-PPO formunda bulunur. Bu yiizden met formuna
enzimin dinlenme formu goziiyle bakilir. Hem met- hem de oksi form difenolaz
aktivitesi i¢in uygunken, monohidroksilaz reaksiyonu i¢in oksi-PPO formu gereklidir
[43].

2.4.5.1. Monofenolaz aktivitesi

Oksi-PPO bir monofenolik substrat ile bir ti¢lii kompleks olusturmak {izere baglanir
(enzim monofenole ve peroksit ligandlarina baglanir). Peroksitteki O’lerden biri
elektron kaybeder ve monofenolik substratin monooksigenasyonu ile difenol
olusumunu saglar. Ikinci fenolik OH, {i¢lii ara iiriin kompleksindeki monofenolik
substrat ve peroksit koordinasyonundan kaynakli olarak, mevcut OH ‘a goére orto
pozisyonuna yonlendirilir. Peroksitteki diger O", ilk Oden elektronu alir ve O%“ye
doniisiir. Tki H" ile birleserek su molekiilii olusturur. Isaretlenmis O, kullanarak
yapilan enzimatik aktivite ¢aligmalari, monofenoldeki ikinci oksijenin molekiiler

oksijenden edinildigini géstermektedir [47].
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2.4.6. Dogadaki rolii

Memeli PPO’lar1 6zellesmis melanositlerde lokalize olur ve sag, deri ve retinanin
1s1k-koruyucu pigmentasyonundan sorumludur. PPO Kkatalizli melanin sentezindeki
bozulmalar sadece bir estetik problemi degil ayn1 zamanda malign melanoma gibi iyi
bilinen ¢esitli cilt hastaliklariyla da baglantilidir. Yine bu tiirde bir cilt hastaligi olan
vitiligo, hipopigmentasyon ve epidermis bazal tabakasindaki total melanosit azalmasi
ile karakterize edilir. Vitiligo {izerinde yapilan immiinolojik c¢alismalar, PPO
enziminin otoantijen olarak rol oynadigini ve bu yiizden vitiligo i¢in bir belirteg
olarak kullanildigin1 géstermektedir. Pigmentasyonun tamamen kaybi olan Albinizm,
PPO aktivitesini dogrudan etkilemeyen fakat enzimin melanozomlara transportunu

etkileyen farkli genetik hasarlarin bir sonucudur.

Bitki PPO’lar1 biyosentetik proseslerde ve otgullara karsi miicadelede yer alirlar.
Esmerlesme reaksiyonlar1 boyunca, hasar géren dokular mikrobiyal patojenlere karst

bir koruma yontemi olarak bir melanin tabakas1 olustururlar.

Stingerlerde ve pek¢ok omurgasizlarda PPO’lar yara iyilesmesinin ve primer immiin
cevap olusumunun 6nemli bir pargasidir. Eklembacaklilarda yaralanmadan ya da deri
degistirmeden sonra kiitikiil tabakasinin sertlesmesinde yer alirlar. Serin proteaz
enzim kaskat1 tarafindan proenzim halinden aktiflesme siirecinden sonra bocek
PPO’lan istilact patojenleri ve parazitleri immobilize etmek ve o6ldiirmek icin
sitotoksik kinonlar1 ve diger reaktif ara iirlinleri tretirler. Bakteriyel hiicre duvari

bilesenleri bu sistemlerde etkili aktivatorlerdir.

Fungal PPO’lar genellikle spor pigmentasyonu, {iretimi ve stabilitesi ayrica melanin

iiretimiyle yara iyilesmesi ve savunma ile alakalidir.

Bakteriyel PPO’larin biyolojik fonksiyonlar1 bir hayli degiskenlik gostermektedir.
Toprak ortaminda ekstraseliiler Streptomyces PPO’lari muhtemelen bitki fenolik
bilesiklerinin polimerizasyonu ve detoksifikasyonu ile humik madde iiretiminde rol

oynamaktadir [43].
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Papillionaceae bitkilerinin kdk nodillerinde yasayan Rhizobium familyasindan
bakteriler simbiyozis igin gerekli olan PPO genlerini plasmidlerinde tasirlar. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar gostermistir ki Rhizobium etli PPO’1 nodiilasyon
etkinligi ve simbiyozis-alakali stres dayanikliliginda rol oynamaktadir. PPO
muhtemelen simbiyotik mikroorganizmalar1 toprak ortamindaki toksik fenolik
bilesiklere ve bitkiler tarafindan iiretilen fitoaleksinlere karsi korumaktadir. Ayni
mekanizmanin bir diger bitki iligkili bakteri olan Ralstonia solanacearum’da da var

oldugu diisliniilmektedir.

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlariyla olusan koyu renkli pigmentler hiicre ve
sporlar1 UV radyasyonu, 1s1, enzimatik hidroliz, antimikrobiyal bilesikler, agir

metaller ya da fagositoza karsi korur ve mikrobiyal patojeneze katkida bulunur.

Ilgi gekici bir teori, bakterinin farkli oksijen konsantrasyonlarina adapte olabilmek

icin bir redoks polimeri olarak melanini kullandigini ileri stirmektedir.

2.4.7. Uygulamalari

Polifenol oksidazlarin monofenol hidroksilaz ve difenol oksidaz aktiviteleri icin

substrat stereospesifiteleri pek ¢ok endiistriyel uygulama i¢in temel olusturmaktadir:

a. Fenollerin izlenmesinde biyosensor olarak
b. Eczacilik endiistrisinde o-difenollerin iiretiminde (6rnegin Parkinson hastaliginin
tedavisi igin L-DOPA ve dopamin)

c. Biyopolimerlerin sentezinde

Sentetik melaninler radyasyon (UV, X 1sinlar1, y 1sinlar1), katyon degistiricileri, ilag
tastyicilari, antioksidanlar, antiviral ajanlar ve antijenlere kars1 koruyucu ajanlar

olarak uygulama alan1 bulmaktadir.

Proteinleri ¢apraz baglama yetenekleri PPO’lar igin gida endiistrisinde yeni bir

uygulama pazari baslatmistir [43].
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PPO’lar fenollerle kontamine olmus bolgeler icin bir ¢evresel detoksifikasyon araci

olarak diistiniilmektedir. Bu yiizden ¢evre uygulamalarinda yer bulmaktadir.

PPO’larin oksidatif aktiviteleri baz1 fermentasyon iiriinlerinin (¢ay, kahve, kakao,
kuru {iziim) organoleptik 6zellikleri lizerinde pozitif bir etki yaratmaktadir. Fakat bu
enzimler meyve ve sebzelerde istenmeyen esmerlesmenin sorumlusudur. Bu
kararmalar gidalarin besinsel kalitesinde azalmalara ve satilmalarinda zorluklara

neden olmaktadir.

Esmerlesmenin engellenmesi i¢in kullanilan giincel konvensiyonel teknikler, PPO’1n
1s1 ile inaktivasyonunu kapsar. Fakat bu prosesler besin kalitesinde istenmeyen
azalmalara neden oldugundan PPO’larin c¢esitli kimyasal ajanlarla inhibisyonu
yoluna gidilmektedir. Halojeniir tuzlari, aromatik karboksilik asitler ve siilfit, sitrik
asit, askorbik asit, sistein gibi indirgeyici bilesiklerin PPO’lar1 inhibe ettigi
bilinmektedir. Askorbik asidin sagladig1 fayda, tartismalarin odak noktasi olmakta ve

stlfitlerin kullanimi, sagliga zararli olma potansiyeli nedeniyle kisitlanmaktadir.

PPO inhibitorleri, eczacilik ve kozmetik endiistrisinde de kullanim olanag:
bulmustur. Melaninin bir antioksidan olarak UV radyasyona karst ¢ok onemli bir
koruyucu rolii olmasina karsin anormal melanin pigmentasyonu insanlarda 6nemli
bir estetik problemidir. Bu yiizden PPO inhibitérleri cilt beyazlatici ve cilt koruyucu

etkileri nedeniyle kozmetik endiistrisinde dnemli bir yere sahiptir [43].

Biz de bu yiizden yaptigimiz ¢alismada enzimin karakteristik O6zelliklerini
incelememizin yani sira bilinen ¢esitli PPO inhibitérlerinin kaldirik (Trachystemon

orientalis) PPO enzimi iizerine etkisini inceledik.



BOLUM 3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Materyal ve Kimyasallar
3.1.1. Kullanilan cihazlar

Yapilan ¢alismalar boyunca kullanilan cihazlar Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kaldirik Polifenol oksidaz enzimi ile yapilan ¢aligmalar boyunca kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Model Firma

UV-Vis Spektrofotometre UV-2401 PC UV-VIS Shimatzu

Sogutmali santrifiij NF 800 R niive

Santrifiij NF 200 niive

Manyetik Karistirict MSH-20D WiseStir
Sogutucu kabin Ozel yapim Ozel yapim

pH metre pH 211 HANNA

Protein elektroforezi Owl P8DS Thermo Scientific
Su banyosu Nb20 niive

Hassas terazi XB 220A Precisa

Otomatik pipetler VVCS-200 ve 1000 Microlit

Derin dondurucu UDD 100BK Ugur

3.1.2. Kullanilan kimyasallar

Yaptigimiz ¢alismada ekstraksiyon ortamini hazirlarken polivinil pirolidon (PVP),
triton X-100, askorbik asit ve dipotasyum hidrojen fosfat ile potasyum dihidrojen
fosfat kimyasallar1 kullanilmistir. Tampon ¢6zelti hazirlama islemlerinde sitrik asit
mono hidrat, sodyum sitrat, dipotasyum hidrojen fosfat, potasyum dihidrojenfosfat,

tris amino metan hidroklorid ve trizma-base kimyasallar1 kullanilmigtir. Kinetik
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caligmalarda 4-metil katekol, katekol, pirogallol, kafeik asit, guaiakol, gallik asit ve
L-Tirozin substratlar1 kullanilmigtir. L-Glutatyon, L-Sistein, N-feniltiyoiire, Tiyoiire,
Tiyoasetamid, 2-merkapto etanol, 4,6-dihidroksi-2-merkapto pirimidin, Glisin, L-
Glutamik asit, L-Aspartik asit, L-Fenil alanin ve L-Arginin kimyasallari enzim
aktivitesi iizerine madde etkisi ¢alismalarinda kullanilmistir. Kullanilan kimyasallar

Sigma-Aldrich, Merck firmalarindan temin edilmistir.

3.2. Polifenol Oksidaz (PPO) Enziminin izolasyonu

3.2.1. Ham enzim o6ziitiiniin hazirlanmasi

Dondurucuda depolanmis kaldirik bitkisinin ¢igek, tomurcuk ve yaprak
kisimlarindan 10 gram alinarak ince ince dogranmistir. % 0,5 polivinil pirolidon, % 4
triton X-100 ve 0,001 M askorbik asit igeren 30 ml 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,0) ile
hazirlanan ¢6zelti ile blender kullanilarak 5 dakika boyunca pargalanmistir. Elde
edilen homojenat ii¢ kat tiilbentten siiziilmiis ve 5000 rpm’de 15 dk siiresince
santrifijjlenmistir. Elde edilen siipernatant ham enzim ekstrakti olarak enzim

karakterizasyon ¢aligsmalarinda kullanilmistir.

3.2.2. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Ham enzim ekstrakti sirasiyla %15, %40 ve %80’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesine
tabi tutulmustur. Coktiirme i¢in gerekli kati amonyum siilfat miktarlar
hesaplandiktan sonra ham ekstrakt bir beher icerisinde soguk kabine alinmistir.
Manyetik karistirict tizerinde %15 doygunluk i¢in tartilan kati amonyum siilfat azar
azar eklenmistir. Daha sonra santrifiij islemi gerceklestirilip ¢okelek kismi ayrilmis
ve ¢Okelegin ¢oziinebilecegi en az tampon hacminde (pH 7,0 fosfat tamponu)
¢cozllmiistiir. Stipernatant kismina ise %40’lik doygunluk i¢in tartilan kati amonyum
stilfat yine azar azar eklenmistir. Ayni islemler tekrarlanip en sonunda %15, %40 ve
%380 amonyum siilfat doygunlugunda ¢oken proteinler boylece ayrilmistir. Coktiirme
islemleri sirasinda kullanilan kati amonyum siilfat miktar1 su formiille tespit

edilmistir:
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9[(NH4),SO4] =533 x(S2-S1)/100-0,3S2
S1 = mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S2 =istenilen amonyum siilfat doygunlugu

3.2.3. Diyaliz

Biiytik proteinler i¢in daha avantajli olan diyaliz isleminde, kismen saflagtirilmis 6ziit
yar1 gecirgen bir zardan yapilmis tiip veya torbaya konur. Bu torba uygun iyonik
giicteki fazla miktarda tampon ¢ozeltisine asildiginda zar, tuz ve tamponun yer
degistirmesine izin verirken, proteini gecirmez. Diyaliz isleminde biiylik proteinler
zardz torba veya tiiplin i¢inde kalirken, protein hazirlamada kullanilan diger

¢coziinmiis katilarin derisimi zar disindaki ¢ozeltiyle dengeye gelinceye kadar degisir

[49].

Amonyum siilfat ¢coktiirmesi sonucu elde edilen {i¢ ayr1 fraksiyona aktivite tayini
yapilmustir. %15 ve % 40’lik kisimlarin aktiviteleri birbirine yakin sonug verirken
%80’likte ¢ok diisiik bir aktivite goriilmistir. Bu yiizden %15 ve %40’lik
fraksiyonlar diyaliz islemine tabi tutulmustur. Enzim c¢ozeltisi diyaliz torbasina
yerlestirilip pH 7,0 fosfat tamponuna karsi diyalizlenmistir. Bunun igin diyaliz
torbasi, iginde pH 7,0 fosfat tamponu bulunan genis bir behere yerlestirilerek 24 saat
stireyle soguk kabinde, 4°C’de, manyetik karistiric1 {izerinde inkiibe edilmistir. Bu

islem sirasinda tampon ¢ozelti en az 3 - 4 defa degistirilmistir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz isleminden sonra elde edilen kismen

saflagtirilmis enzim ¢ozeltisi jel filtrasyon kolon kromatografisi ile saflastirilmigtir.

3.2.4. Jel filtrasyon kromotografisi

Kromatografinin bu tiriinde, molekiiler elek olarak etkiyen bir polisakkarit jeli
stirekli faz olarak kullanilir. Bu jelin partikiilleri, i¢lerine kiiclik ve orta biiyiikliikte
molekiillerin girecegi su dolu oyuklara sahiptirler. Cozgenlerle yikandiginda

oyuklara girmis molekiiller yavas yavas tekrar disar1 ¢ikarlar. Uygun jel se¢imi ve
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ona goOre ayarlanmig eliisyon sayesinde birgok protein c¢ok iyi bir sekilde

saflagtirilabilir. Yontem molekiil agirligi tayinine de uygundur [50].

1,5 gram Sefadeks G-100, 50 ml 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0) 3 giin
bekletilerek jel boncuklarinin olugmasi saglanmigtir. 1 c¢cm ¢apinda ve 50 cm
boyundaki kuru cam bir kolonun dibine kiigiik bir pamuk parcasi yerlestirilip pH 7,0
fosfat tamponuyla kolon yikanmistir. Daha sonra hazirlanan jel bir huni yardimi ile
kolona verildikten sonra musluk agilarak jelin kolona homojen olarak yerlesmesi
saglanmistir. Bunun icin kolona jel yiiklenir yiliklenmez i¢ yiizeyinden yavasga
sizdirarak ayn1 tampon ¢Ozelti siirekli olarak ilave edilip jelin kurumadan
paketlenmesi saglanmistir. Yaklasik 150 mL tampon ¢ozelti ile kolonun
yikanmasinin ardindan kolon tamamen tamponla doldurulup istii parafilmle
kapatilarak 24 saat 4°C’de bekletilmistir. Paketleme islemi bittikten sonra tamponla
akis hiz1 0,3 mL/dk olarak ayarlanip, diyalizlenmis ¢ozelti yine yavasca sizdirilarak
kolona verilmistir. Cozeltinin tamama jele girdiginde ayni tamponla yitkamaya devam
edilmigstir. Eltiatlar 1 mL’lik fraksiyonlar halinde eppendorf tiiplere toplanmustir.
Eppendorf tiiplerde toplanan enzim daha sonraki islemlerde kullanilmak tizere -

20°C’de derin dondurucuda depolanmistir.

3.2.5. Bradford yontemi ile protein miktarinin tayini

Ham enzim ekstrakti, amonyum siilfat c¢oktiirmesinden elde edilen c¢ozeltiler,
diyalizat ve kolon eliiatlarinin protein tayini Bradford yontemine gore yapilmustir.
Oncelikle bir standart protein grafigi hazirlanmistir. Bunun igin 1 mg/mL’lik BSA
(s181r serum albiimini) stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiden 20 pl, 40 pl, 60 pl,
80 ul, 100 pl alinip, hacim Bradford reaktifi ile 1 mL’ye tamamlanarak standart
protein ¢ozeltileri hazirlanmistir. 595 nm’de absorbans Sl¢giilmiistiir. Standart protein
grafigi elde edilen sonuglara gore ¢izilmistir. Orneklerin 595 nm’de absorbansi

olgiilerek standart protein grafigi ile protein miktar1 tayin edilmistir.
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ornegin absorbansi
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v
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Sekil 3.1. Bradford yonteminde kullanilan standart grafigi [44]

3.2.6. SDS jel elektroforezi

Yapilan ¢alismada %12’lik ayirma jeli ve %5°lik yiikleme jeli kullanilmistir. %12’lik
ayirma jeli bilesenleri sirasiyla temiz bir beherde karistirtlip temizlenen cam plakalar
arasina once ayirma jeli dokiilmiistiir. Jel donduktan sonra yiikleme jeli hazirlanip
plakalar arasina dokiilmiis ve tist kismina tarak yerlestirilip donmaya birakilmistir.
Hazirlanan jel donduktan sonra elektroforez tankina yerlestirilip tank yiiriitme
tamponuyla doldurulmustur. Standart proteinler ve 6rnekler 1’e 2 oraninda numune
tamponu ile karistirilmis ve 95°C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Denatiire edilen
ornekler c¢ikartilan taragin jelde agtigr kuyucuklara yiiklendikten sonra tank kapatilip
sistem ¢alistirilmistir. Proteinler (jelde olusan mavi renkli boya) yilikleme jelinden
cikana kadar 20 mA’de, boya, ayirma jelinin sonuna gelene kadar 25 mA’de
yiriitiilmiistir. Elektrik akimi kesildikten sonra, jel sistemden dikkatlice ¢ikartilip
boyama c¢ozeltisiyle hafifce calkalanarak yaklasik 3,5 saat boyanmustir. Protein
bantlariin goriintir hale getirilmesi i¢in ise, boya giderme cozeltisiyle muamele
edilmistir. Islem boya jelden tamamen uzaklasana kadar, boya giderme ¢ozeltisi

birkag saatte bir siirekli degistirilerek, devam ettirilmistir.
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Tablo 3.2. SDS jel elektroforezi bilegenleri ve miktarlar1 [42]
Bilesenler Ayirma Jeli (% 12)  Yikleme Jeli (% 5)

Yiikleme Jeli Tamponu - 1.25mL
(1 M Tris-HCI pH: 6,8)

Ayirma Jeli tamponu 2.5mL ---
(1.5 M Tris-HCI pH: 8,8)

% 10 SDS 0.1 mL 0.1 mL
% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 4.0 mL 1.67 mL
Saf Su 3.3mL 6.87 mL
% 10 APS 0.1 mL 0.1 mL
TEMED 0.004 mL 0.01 mL

3.3. Polifenol Oksidaz (PPO) Enziminin Karakterizasyonu

Polifenol oksidaz enziminin kinetik o©zelliklerinin arastirllmasinda substrat
spesifikligi, optimum pH ve optimum sicaklik tayini, depolanma kararliligi, termal
inaktivasyon ve c¢esitli kimyasallarin enzim aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesi

caligmalar1 gerceklestirilmistir.

3.3.1. PPO aktivite tayini

Polifenol oksidaz enziminin aktivitesi pH 7,0 fosfat tamponu, 4-metil katekol
cozeltisi ve ham enzim ekstrakti karistirilarak oda sicakliginda, 420 nm’de 1dk siire
ile absorbansdaki artis dlgiilerek saptanmistir. Toplam reaksiyon hacmi her 6l¢tim
icin 3 mL olarak sabit tutulmustur. Zamana kars1 absorbans degerleri grafige
gecirilerek elde edilen grafigin egiminden ilk hiz degerleri hesaplanmistir. Diger
substratlar icin de uygun pH degerlerinde ayni islemler yapilmistir. Her aktivite

tayininde Ol¢limler 3 kez tekrarlanmistir.
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3.3.2. Substrat spesifikligi

Enzimin hangi substratlar1 donilislime ugratabildigi ve hangisine karsi afinitesinin
daha yiliksek oldugunun tayin edilmesi amaciyla substrat spesifikligi c¢alismasi
yapilmistir. Enziminin 8 farkli substrata karsi aktivitesi belirlenmistir. Bu amagla
guaiakol, 4-metil katekol, katekol, pirogallol, kafeik asit, L-Tirozin ve gallik asit
substrat olarak kullanilmistir. Her substrat i¢in Km degeri hesaplanmis ve kullanilan
substratlar kiyaslanmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda enzim 4-metil katekol,
katekol, kafeik asit, pirogallol substratlarina kars1 aktivite gosterirken gallik asit, L-

Tirozin ve guaiakol substratlarina karsi aktivite gdstermemistir.

3.3.3. pH etkisi

PPO enzimi aktivitesine pH etkisinin incelenmesi ¢alismasinda 3,0 ile 9,0 arasinda
degisen pH larda hazirlanmis tampon ¢ozeltiler kullanilmistir. pH 3,0-6,0 araliginda
0,1 M sitrat tamponu, pH 6,0-8,0 araliginda 0,1 M fosfat tamponu ve pH 8,0-9,0
araliginda 0,1 M Tris tamponu hazirlanmistir. Enzimin aktivite gosterdigi tiim
substratlar (4-metil katekol, katekol, pirogallol, kafeik asit) i¢in optimum pH
caligmas1 yapilmistir. Enzim aktivite 6l¢limleri daha 6nce boliim 3.3.1°de belirtildigi
gibi yapilmistir. Enzim aktivite tayinleri spektrofotometrik yontemle 60 sn siiresince

420 nm’de absorbans artiglari izlenerek gergeklestirilmistir.

3.3.4. Sicakhigin etkisi

PPO enziminin optimum sicakligim1 belirlemek i¢in 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70°C’lerde enzim aktivitesine bakilmistir. Bunu belirlemek i¢in daha dnceki gibi 60
sn boyunca 420 nm’de absorbanstaki artis1 izlenmistir. Yiiksek sicakliklar i¢in su
banyosu ve diisiik sicakliklar i¢in ise buz banyosu kullanilmistir. Enzimin aktivite
gosterdigi tim substratlar (4-metil katekol, katekol, pirogallol, kafeik asit) igin
optimum sicaklik caligmasi yapilmistir. Her bir substrat 10 mM konsantrasyonunda

kullanilmastir.
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3.3.5. Enzim Kinetigi

Enzimin maksimum hizinin (Vnax) Ve Michaelis-Menten sabitinin (Kp,) bulunmasi
icin kinetik ¢alismalarda 0,05 mM ile 50 mM arasinda degisen substrat ¢ozeltileri
kullanilmigtir. Enzimin maksimum hizi ve Km degeri tayin edilirken
spektrofotometrik olarak 420 nm’de 60 sn aktivitesi izlenmistir. Daha sonra
absorbans-zaman grafiginden ilk hizlar1 hesaplanmistir. Bu ilk hiz degerleri
Michaelis-Menten ([S]’a kars1 V) ve Lineweaver-Burk grafiginde (1/[S]’ye karsi
1/V) yerine konularak Kp, ve Vpax degerleri bulunmustur. Enzim aktivitesi {izerine

madde etkisi ¢calismalarinda substrat olarak 4-metil katekol kullanilmuistir.

3.3.6. Enzim aktivitesi iizerine madde etkisi

PPO enzim aktivitesi lizerine madde etkisinin incelenmesi calismasinda, bilinen
inhibitorlerin etkisi, c¢esitli metallerin etkisi ve bazi amino asitlerin etkisi

arastirilmistir

3.3.6.1. Bilinen inhibitorlerin etkisi

Yapilan calismada PPO’nun bilinen inhibitorlerinden askorbik asit, sodyum

metabistilfit, L-sistein ve sodyum azid inhibitdrlerinin etkileri incelenmistir.

Her bir inhibitér i¢in Isgp degerleri hesaplanmistir. Bu inhibitorlerin  farkl
konsantrasyonlar1 kullanilarak gerceklestirilen tayinler sonucunda hesaplanan
aktivite degerleriyle Michaelis- Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmis ve
elde edilen grafiklerden inhibisyon tipi belirlenmistir. Her inhibitor i¢in K; degeri

hesaplanmustir.

Yapilan ¢aligmalarda kullanilan inhibitérlerin yapmis oldugu inhibisyon etkilerini
tespit etmek amaciyla once her bir inhibitor icin Isg degeri hesaplanmustir. Isg degeri
enzim aktivitesini yariya indiren inhibitér konsantrasyonudur. Bu degeri hesaplamak
icin substrat konsantrasyonu 5 mM’da sabit tutularak birkag farkli inhibitor

konsantrasyonunda aktivite 6l¢limil yapilmistir. Sonra her bir inhibit6r i¢in [I] - %
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Bagil Aktivite grafikleri c¢izilmistir. Bu grafigin denkleminden Isg degeri
hesaplanmistir. Calismada tiim inhibitorler igin 4-metil katekol ve pirogallol olmak
tizere 2 farkli substrat kullanilmigtir. Aktivite tayinleri bu substratlar esliginde
gerceklestirilmistir. Daha sonra inhibitor madde kullanmaksizin, degisen substrat
varliginda enzim aktivitesi 6l¢giilerek Michaelis-Menten egrisi elde edilmistir ve ayni
egri bu kez reaksiyon ortamima sabit konsantrasyonda inhibitér eklenerek
tekrarlanmigtir. Bu tekrarlar her dafasinda farkli inhibitér konsantrasyonu
kullanilarak gergeklestirilmistir. Kullanilan inhibitor miktarlarinin se¢imi igin Isg
grafiginden yararlanilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda 1/[S]’ye karsilik 1/V
grafikleri ¢izilmigtir. Bu grafikler yardimiyla inhibisyon tiiri ve K; degerleri
hesaplanmistir. Hesaplanan K; degerlerinin ortalamalar1 alinarak da her bir inhibitor

icin ortalama K degerleri bulunmustur.

3.3.6.2. Metallerin etkisi

Kaldirik PPO enzimine metal etkisinin incelenmesi amaciyla standart kosullarda
aktivite 6lgimi yapilmis yalniz farkli olarak ortama sabit konsantrasyonda metal
¢ozeltilerinden eklenmistir. Bu amagla metallerin son konsantrasyonu 0,5 mM
(bazilar1 i¢in), 1 mM ve 5 mM olacak sekilde ayarlanmistir. pH 7,0 fosfat tamponu
icerisinde hazirlanmis enzim ¢o6zeltileri metallerle birlikte 4°C’de 30 dk inkiibe
edilmistir. Daha sonra 4-metil katekol sabit konsantrasyonda reaksiyon ortamina
eklenerek reaksiyon baglatilmistir. Calismada Fe+3, Cu+2, Zn+2, Mg+2, Hg+2, Ba+2,
Ca*%, Mn™, Al Pb* Sn™2 Na™, K™, Ni*? metallerinin etkisi incelenmistir.
Sonuglar metalsiz ortamda gerceklestirilen kontrol reaksiyonun hiziyla mukayese

edilmistir.

3.3.6.3. Amino asitlerin etkisi

Yapilan ¢alismada L-Glutamik asit, L-Aspartik asit, L-Arginin, L-Lisin, L-Prolin,
Glisin, L-Treonin, L-Fenilalanin amino asitlerinin etkisi incelenmistir. Amino asit
etkisi incelenirken 5 mM 4-metil katekol konsantrasyonunda ¢alisilmistir ve her bir
amino asitten farkli miktarlarda reaksiyon ortamina eklenerek her bir amino asit igin

Iso degeri hesaplanmustir.
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3.3.7. Enzimin depolanma kararhhg:

PPO enziminin depolanma kararlih@ calismasi -20°C, 4°C ve oda sicaklifi
(ortalama 25°C) olmak iizere 3 farkli sicaklik degerinde gerceklestirilmistir. Enzimin
oda sicakliginda depolanma kararliligin1 bulabilmek amaciyla oda sicakliginda
aktivitesindeki azalma saat bas1 420 nm’de 60 sn boyunca absorbans degisimi
Olgiilerek kaydedilmistir. Burada substrat olarak 5 mM 4-metil katekol

kullanilmistir.

Enzimin -20°C’de depolanmasindaki kararliligi gérmek amaciyla enzim -20°C’de
saklanarak haftada bir 420 nm’de 60 sn boyunca absorbans degeri Olgiilerek
kaydedilmistir. Yine substrat olarak 5 mM 4-metil katekol kullanilmustir. 4°C’deki
kararliligin ol¢iilmesi amaciyla ise ayni sekilde aktivite Olgiilmiistiir fakat 6l¢iim

siklig1 4-5 saatte bir olarak ayarlanmistir.

3.3.8. Termal inaktivasyon

PPO enzimi i¢in termal inaktivasyon ¢alismas: yapilirken 30°C, 40°C, 50°C, 60°C,
70°C ve 80°C’de inkiibe edilen enzim ekstraktindan 10 dk’da bir bir miktar almip
buz banyosunda sogutulmustur ve standart kosullar altinda aktivite Ol¢iimii
gergeklestirilmistir. Her bir sicaklik degerinde enzim ekstrakti toplam 60 dk inkiibe
edilmistir. Ol¢iimler sonunda % kalan aktivite degerleri hesaplanmistir ve zaman - %

kalan aktivite grafikleri ¢izilmistir.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR ve SONUCLAR

4.1. Polifenol Oksidazin Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Saflastirilmasi

Gergeklestirilen jel filtrasyon kromatografisi sonucu toplanan eliiatlardan olusturulan
fraksiyonlar i¢in, 595 nm’de Bradford yontemine gore protein miktar1 tayini yapilmis

ve 420 nm’de PPO aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.
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Sekil 4.1. Kaldirik PPO enziminin jel filtrasyon kromatografisi aktivite ve protein miktar1 grafigi

Sekil 4.1’de 1’den 25’e¢ kadar numaralandirilan tiipler icerisinde 5-17 arasindaki
tiiplerde aktivite gozlenmistir ve protein tayini sonuglart da bunu desteklemektedir.
Saflastirilan PPO’1 igeren bu fraksiyonlar birlestirilerek Bradford yontemiyle toplam
protein tayini yapilmistir ve ham enzim 6ziitii i¢in bulunan degerle karsilastirilmistir.

Bu tayin sonucunda saf enzim eliiati protein miktari, y= 18,347x standart grafigi
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denklemine gore hesaplanarak, 0,0437 mg/mL, ham enzim &ziitii protein miktari ise
0,0701 mg/mL olarak bulunmustur. Bulunan protein miktarlar1 kullanilarak saf

enzimin ve ham enzim 6ziitliniin spesifik aktivitesi hesaplanmistir.

4.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safhigimin Kontrolii

SDS esliginde gergeklestirilen poliakrilamid jel elektroforezi islemi sonucunda,
Kaldirik PPO enzimi proteini tek bir band halinde jelde goriintiilenmistir. Marker
protein karisimi ile yapilan kiyaslama sonucunda, enzimin molekiil agirliginin 60-

100 kDa arasinda oldugu saptanmistir.

220kDa ——/——

100 kDa ————
————=— Kaldirik PPO
60kDa —=—=—_"—>—

45 kDa b ———

30kDa ———

20kDa —/——

12kDa ———

Sekil 4.2. SDS jel elektroforezi sonucunda elde edilen jel
a: Marker proteinleri (12-220 kDa)
b: Saf enzim eliiat1 (Kaldirik PPO enzimi)
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4.3. Polifenol Oksidaz (PPO) Enziminin Karakterizasyonu

4.3.1. pH etkisi

PPO enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degerini belirlemek amaciyla
yapilan bu ¢alismada 4 fakli substrat igin (4-metil katekol, katekol, pirogallol, kafeik
asit) aktivite olglimii gergeklestirilmistir. Enzim aktivite tayini 3,0 ile 9,0 arasinda
degisen pH’larda hazirlanmis tamponlar ile spektrofotometrik yontemle 60 sn

stiresince 420 nm’de absorbans artislari izlenerek gergeklestirilmistir.

Yapilan pH calismasi sonucunda grafiklerden de goriilebilecegi gibi polifenol
oksidaz enziminin denenen substratlara kars1 optimum pH degerleri sirasiyla 4-metil

katekol i¢in 5,0, katekol ve pirogallol i¢in 7,5, kafeik asit i¢in ise 5,5 olarak

bulunmustur.
120 +
100 -
80 -
% Bagil

Aktivite 60 -

pH

Sekil 4.3. 4-metil katekol substrati i¢in optimum pH grafigi
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Sekil 4.4. Katekol substrati i¢in optimum pH grafigi
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Sekil 4.5. Kafeik asit substrati i¢in optimum pH grafigi

pH
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Sekil 4.6. Pirogallol substrati i¢in optimum pH grafigi

4.3.2. Sicakhgin etkisi

Boliim 3.3.4.’de anlatildigi gibi, 4-metil katekol, katekol, kafeik asit ve pirogallol
substratlar1 kullanilarak PPO enziminin optimum sicakligini belirlemek i¢in 5, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70°C’lerde enzim aktivitesine bakilmistir. Yiiksek sicakliklar i¢in
su banyosu ve disiik sicakliklar i¢in ise buz banyosu kullanilan ¢alismada, elde
edilen grafikler incelendiginde enzimin katekol igin 10°C, 4-metil katekol igin 5°C,
kafeik asit icin 20°C ve pirogallol substrati igin ise 30°C optimum sicaklik

degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. 4-metil katekol substratinin optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.8. Katekol substratinin optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.9. Kafeik asit substratinin optimum sicaklik grafigi
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Sekil 4.10. Pirogallol substratinin optimum sicaklik grafigi
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Tablo 4.1 Polifenol oksidaz enziminin reaksiyon verdigi substratlar i¢in bulunan Optimum pH ve
Optimum sicaklik (°C) degerleri

Substrat Optimum pH Optimum sicaklik
4-metil katekol 5,0 5

Katekol 7,5 10

Kafeik asit 55 20

Pirogallol 7,5 30

4.3.3. Enzim kinetigi

Kaldirik bitkisinden elde edilen Polifenol oksidaz igin kinetik ¢alismalar 4-metil
katekol, katekol, pirogallol, kafeik asit, guaiakol, gallik asit ve L-Tirozin substratlari
icin yapilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda enzimin gallik asit, guaiakol ve L-
Tirozin substratlar1 ile reaksiyon vermedigi goriilmiistiir. Diger substratlarla
gergeklestirilen kinetik caligmalarda enzim aktivitesi Olglimleri spektrofotometrik
olarak, 0,1-20 mM araliginda degisen substrat varliginda, 420 nm’de yapilmstir.
Michaelis-Menten sabiti (Ky,) ve maksimum hiz (Vinaks) degerlerinin tespiti igin 6nce
substrat doygunluk egrileri (Michaelis-Menten egrisi) ¢izilmistir ve bu grafikten
Lineweaver-Burk grafigine gecilip grafik denklemlerinden sozkonusu degerler
hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4.1°de verilmistir. Elde edilen sonucglara gore
enzimin en iyi aktivite gosterdigi substratin kafeik asit oldugu (Kn 0,51 mM)

belirlenmistir.
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Tablo 4.2 Polifenol oksidaz enziminin reaksiyon verdigi substratlar i¢in bulunan K, ve Vs degerleri

Substrat Km (MM) Vmaks (EU/mL)
4-metil katekol 4,55 0,0334
Katekol 2,24 0,0069
Kafeik asit 0,51 0,0194
Pirogallol 2,36 0,0037

0,025 -

0,02

T

0,015

0,01

0,005

10

[S] (mM)

Sekil 4.11. 4-metil katekol substrati i¢in substrat doygunluk egrisi
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Sekil 4.12. 4-metil katekol substrat1 i¢in Lineweaver-Burk
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Sekil 4.13. Katekol substrat1 i¢in substrat doygunluk egrisi
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Sekil 4.14. Katekol substrati igin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.15. Kafeik asit substrati i¢in substrat doygunluk egrisi
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Sekil 4.16. Kafeik asit substrati i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.17. Pirogallol substrati i¢in substrat doygunluk egrisi
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Sekil 4.18. Pirogallol substrati i¢in Lineweaver-Burk grafigi

4.3.4. Bilinen inhibitorlerin etkisi

Yapilan ¢alismada iki farkli substrat ile dort farkli inhibitor denenerek toplam 8
farkli inhibisyon denemesi gergeklestirilmistir. Yapilan caligmalar sonucunda elde
edilen grafiklerden her bir inhibitdr i¢in Isp ve K; degerleri hesaplanmistir. Elde
edilen grafikler Sekil 4.19 — 4.34°de ve hesaplanan degerlere ait tablolar ise Tablo
4.3 ve Tablo 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.19. Kaldirik bitkisinden elde edilen Polifenol oksidaz enzimi iizerine 4-metil katekol substrati
varliginda askorbik asit etkisi
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Sekil 4.20. Kaldirik bitkisinden elde edilen Polifenol oksidaz enzimi {izerine pirogallol substrati
varliginda askorbik asit etkisi
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Sekil 4.21. Kaldirik bitkisinden elde edilen Polifenol oksidaz enzimi iizerine 4-metil katekol substrati

varliginda sodyum azid etkisi
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Sekil 4.22. Kaldirik bitkisinden elde edilen Polifenol oksidaz enzimi iizerine pirogallol substrati
varliginda sodyum azid etkisi
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Sekil 4.23. Kaldirik bitkisinden elde edilen Polifenol oksidaz enzimi tizerine 4-metil katekol substrati
varliginda sodyum metabistlfit etkisi

120 -
100 -
y =-150,01x+ 105
% Bagll R*=0,9861
Aktivite | )
60 -
40 -
\ 4
20 -
0 T T T T T 1
0 0.1 0,2 0.3 0.4 0.5 0.6
(1] (mM)

Sekil 4.24. Kaldirik bitkisinden elde edilen Polifenol oksidaz enzimi iizerine pirogallol substrati
varliginda sodyum metabisiilfit etkisi
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Sekil 4.25. Kaldirik bitkisinden elde edilen Polifenol oksidaz enzimi {izerine 4-metil katekol substrati

varhiginda L-sistein etkisi
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Sekil 4.26. Kaldirik bitkisinden elde edilen Polifenol oksidaz enzimi iizerine pirogallol substrati
varliginda L-sistein etkisi
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Tablo 4.3. PPO enzimi iizerine etki eden bilinen inhibitérlerin 4-metil katekol ve pirogallol
substratlart varliginda sy degerleri

Inhibitor 4-metil katekol Iso (mM)  Pirogallol 1sp (mM)
Askorbik asit 0,283 0,112
Sodyum metabisiilfit 0,176 0,370
L-sistein 0,074 0,146
Sodyum azid 25,0 75,70
700 -
600 -
500 -
1/v
¢0mM
400 -
A 0,2 mM
300 -
A0,3mM
200 - 74
v L
1 -0,5 0 0,5 1 1,5

1/[s](mM-1)

Sekil 4.27. Kaldirik Polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol ile askorbik asit varliginda verdigi
Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.28. Kaldirik Polifenol oksidaz enziminin pirogallol ile askorbik asit varliginda verdigi
Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.29. Kaldirik Polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol ile sodyum azid varliginda verdigi
Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.30. Kaldirik Polifenol oksidaz enziminin pirogallol ile sodyum azid varliginda verdigi
Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.31. Kaldirik Polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol ile sodyum metabisiilfit varliginda
verdigi Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.32. Kaldirik Polifenol oksidaz enziminin pirogallol ile sodyum metabisiilfit varhginda verdigi

Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.33. Kaldirik Polifenol oksidaz enziminin 4-metil katekol ile L-sistein varliginda verdigi

Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.34. Kaldirik Polifenol oksidaz enziminin pirogallol ile L-sistein varliginda verdigi
Lineweaver-Burk grafigi

Yapilan bu ¢alismalarda, Kaldirik PPO enzimi i¢in substrat tiiriine gore inhibisyon
tirtiniin  degistigi tespit edilmistir. Enzimin 4-metil katekol substrati varliginda
sodyum metabisiilfit ve L-sistein inhibitorleriyle kompetitif inhibisyona, askorbik
asit varliginda unkompetitif inhibisyona ve sodyum azid varliginda
pseudoinhibisyona ugradigi Lineweaver Burk grafikleri ile belirlenmistir. Aym
sekilde enzimin pirogallol substrati ile reaksiyonunda askorbik asit varliinda
kompetitif, sodyum azid varliginda karisik, sodyum metabisiilfit varliginda

unkompetitif ve L-sistein varliginda ise nonkompetitif inhibisyon gdzlenmistir.
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Tablo 4.4. PPO enzimi {izerine etki eden inhibitdrlerin inhibisyon tiirleri ve K; (mM) degerleri

substrat
Inhibitor 4-metil katekol Pirogallol
Askorbik asit Ki=0,18 mM Ki=0,02 mM
Unkompetitif Kompetitif
Ki=51mM Ki=44,03 mM
Sodyum azid Pseudo Karigik
Ki=0,09 mM Ki=0,267 mM
L-sistein Kompetitif Nonkompetitif
Ki=0,198 mM Ki=0,171 mM
Sodyum metabisiilfit Kompetitif Unkompetitif

4.3.5. Metallerin etkisi

Cesitli metal iyonlarinin Polifenol oksidaz aktivitesini nasil etkiledigini incelemek
amaciyla yapilan bu ¢alismada toplam 14 farkli metal varliginda, bélim 3.3.6.2°de
anlatildig1 gibi, sabit substrat ve enzim konsantrasyonunda enzim aktivitesi
incelenmistir. Metal konsantrasyonu bazi metaller i¢in 0,5 mM, 1 mM ve 5 mM

diizeyinde kullanilirken bazi metaller | mM ve 5 mM diizeyinde kullanilmistir.

Elde edilen sonuglara bakildiginda kimi metaller enzim aktivitesini arttirmis kimi

metaller ise azaltmistir. Metal etkisi sonuglar1 Tablo 4.5’de verilmistir.
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Tablo 4.5. PPO enzimi aktivitesine metal etkisi

PPO 9% Kalan Aktivite

Metal Metal Son Konsantrasyonu (mM)

0,5 mM 1 mM 5mM
Metalsiz 100 100 100
Ba*? - 109,1 81,81
Fe® - 113,64 115,91
Hg* 65 65 0
Mg*? - 100 104,55
Mn*? - 95,45 0
Ph*2 87,80 101,14 103,41
Sn*? 85,37 95,12 100
Zn*? - 102,27 117,04
Ni*2 - 87,78 87,78
Al - 105 97,5
K - 112,5 107,5
Na*! - 100 68,75
Cu*? - 107,14 135,71
Ca* - 100 101,94

4.3.6. Amino asitlerin etkisi

Amino asit etkisi ¢alismasinda asidik (L-Glutamik asit, L-Aspartik asit), notral
(Glisin, L-Prolin, L-Treonin), bazik (L-Arginin, L-Lisin), aromatik (L-Fenilalanin)
olmak iizere toplam 8 farkli amino asidin PPO aktivitesine etkisi incelenmistir. Her
bir amino asit i¢in Isp degeri bulunmustur. Tiim amino asitlerin PPO aktivitesini
azalttig1 tespit edilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda 3,38 mM’lik I5o degeriyle

amino asitler igerisinde en fazla inhibisyonu L-Aspartik asit gostermistir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. PPO enzimi {izerine amino asitlerin inhibisyon etkisi

Amino asit Iso (MM)
L-Arginin 9,71
L-Lizin 15,37
L-Aspartik asit 3,38
L-Glutamik asit 4,15
Glisin 228,501
L-Treonin 235,014
L-Prolin 24,53
L-Fenilalanin 20,96

4.3.7. Enzim depolanma kararhhg

Enzimin degisen sicaklik kosullarinda saklandiginda aktivitesinde nasil bir degisim
oldugunun incelenmesi amaciyla yapilan bu c¢alismada, boliim 3.3.7.’de anlatildig
gibi, enzim oda sicakliginda, 4°C’de ve -20°C’de depolanmis ve belirli zaman
periyotlarinda aktivite dl¢timii yapilmistir. Oda sicakliginda ve 4°C’de birkag saatte
bir 6l¢tim alinirken, -20°C’de haftada bir 6l¢iim alinmig ve enzimin % bagil aktivitesi

hesaplanmustir.

Oda sicakliginda yapilan depolanma kararliligi ¢alismasi sonucunda, PPO enziminin
aktivitesi ilk 19 saatte hizla azalarak yaklasik yarisina inmistir. Daha sonraki 102
saatte aktivite neredeyse sabit kalmistir. 121. saatten sonra aktivite tekrar hizla

azalmistir ve 450 saatin sonunda enzim, aktivitesinin % 99’unu kaybetmistir.

4°C>de ise PPO enziminin aktivitesi ilk 15 saatte oda sicakliginda oldugu gibi hizla
azalarak %68,64’¢ diismiistiir. Daha sonraki 60 saat boyunca aktivitedeki diisiis
yavaglamigtir ve 75 saat sonunda bagil aktivite %58,47°dir. Bundan sonra
aktivitedeki diisiis tekrar hizlanmistir ve 494 saat sonunda enzim aktivitesinin

%97’sini kaybetmistir.



1

Enzim -20°C’de depolandiginda aktivitesinde daha diizenli ve yavas bir diisiis
oldugu gozlenmektedir. Aktivite 3 hafta sonunda %81,7 haftanin sonunda %60,17 ve
14 hafta sonunda %14,4’¢ diismustiir.
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Sekil 4.35. Kaldirik PPO enziminin oda sicakligindaki aktivitesinin zamanla degisimi
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Sekil 4.36. Kaldirik PPO enziminin 4°C’deki aktivitesinin zamanla degisimi
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Sekil 4.37. Kaldirik PPO enziminin -20°C’deki aktivitesinin zamanla degisimi

4.3.8. Termal inaktivasyon

Yapilan calismada enzimin farkli sicakliklarda 60 dakika inkiibe edilmesiyle 1sil
kararliligr incelenmistir. Toplam siire boyunca 10 dakikada bir aktivite Ol¢limi
yapildigi i¢in de enzimin her bir sicaklikta ne kadar siire boyunca mevcut aktivitesini
yaklasik olarak koruyabildigi tespit edilmistir. Sonuglara gére enzim 30, 40 ve
50°C’de son derece kararhidir. 60°C’de 30 dk inkiibe edildiginde halen standart
kosullardaki aktivitesinin yarisindan fazlasini korudugu gézlenmistir. Ancak 70°C’de
20 dk inkiibe edildiginde aktivitesinin %65’ini kaybetmistir. Enzim 80°C’de diger
cogu enzim gibi aktivitesinin biiylik kismin1 kaybetmektedir. 80°C’de 10 dakika
inkiibe edildiginde aktivitesi % 4,71 e diismiistir.
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Sekil 4.38. Kaldirik PPO enziminin sil kararliliginin zamanla degisimi
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BOLUM 5. SONUCLAR ve TARTISMA

Kaldirik PPO enzimi, amonyum siilfat c¢oktiirmesi, diyaliz ve jel filtrasyon
kromatografisi islem basamaklari ile saflagtirllmistir ve enzimin safligi SDS-PAGE
yontemi ile kontrol edilmistir. Kolon eliiati poliakrilamid jele yiiklenip
yiiriitiildiiglinde, jelde tek bir band halinde goriilmiistiir. Bu ise enzimin basarili bir
sekilde saflastirildiginin kanitidir. Ayni jelde yiiriitillen molekiil agirligi bilinen
proteinler (marker) ve kaldirik PPO enzim proteinlerinin yiirime mesafeleri
karsilastirildiginda, enzime ait band, marker proteinlerinden 60 ve 100 kDa’luk

proteinler arasinda oldugundan, enzimin molekiil agirlig1 bu araliktadir.

Kaldirik PPO enziminin monofenolik, difenolik ve trifenolik substratlarla
gergeklestirilen substrat spesifitesi denemeleri sonucunda monofenolaz aktivitesi
gostermedigi tespit edilmistir. Enzim L-tirozin ve guaiakol substratlar ile reaksiyon
vermemistir. Yapilan ¢alismada bir trifenolik substrat olan pirogallol ile reaksiyon
vermesine ragmen gallik asit substratina kars1 ilgisiz kaldig1 belirlenmistir. Bir¢cok
bitki Polifenol oksidazi yiiksek difenol afinitesine sahiptir [5, 7, 9, 41]. Omegin hem
zeytin meyvesi hem de yapraklarindan izole edilen PPO difenolik substartlara kars:
yiiksek afiniteye sahiptir ve difenolik substratlar arasinda en iyi katekolii doniisiime
ugratmistir [51]. Kaldirik PPO enzimi de diger bir¢ok bitki Polifenol oksidazi gibi

onemli diizeyde difenolaz aktivitesi gdstermistir.

Gergeklestirilen optimum sicaklik ¢alismalarma gore Kaldirik PPO enzimi, 30°C ve
altinda daha 1yi aktivite gostermektedir. Literatiirde enzimin optimum sicaklik
degerinin 30-50°C olarak bildirildigi gorilmektedir [4, 5, 7, 8, 44]. Bu yiizden
Kaldirik PPO’nun optimum sicaklik degerleri farklilik gostermektedir. Diger yandan
enzim yiiksek sicaklik degerlerinde stabilitesini uzun siire koruyabilmektedir.
Gergeklestirilen termal inaktivasyon ¢alismasinda enzimin 40°C ve 50°C’de stabil

oldugu, diger bazi PPO enzimlerinin aktivitesinin 6nemli bir kismmi kaybettigi
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60°C’de [6, 8, 42] bir saat inkiibe edilmesinden sonra bile standart kosullardaki
aktivitesinin %40’ m1 korudugu goriilmektedir. Benzer sekilde dut meyvesinden izole
edilen PPO’1n da 40°C ve 50°C’de stabil oldugu bildirilmistir. Fakat dut (Morus alba
L.) PPO’1 50°C’de 50 dk inkiibe edildiginde aktivitesinin yarisini kaybederken [52]
Kaldirik PPO aktivitesi %70 civarlarindadir.

Kaldirik PPO enzimi depolanma kararlili§i sonuglar1 da diger PPO enzimlerinden
farklilik gostermistir. Enzim oda sicakliginda inkiibe edildiginde 179 saatin sonunda
bile aktivitesinin %15’ini korumaktadir. 4°C’de 156 saat sonunda aktivite %17,8
civarindadir. PPO enziminin 4°C’de ve -20°C’de aktivitesini tamamen yitirmesi i¢in
sirastyla 494 saat ve 450 saat gegmesi gerekmektedir. Enzim aktivitesi -20°C’de 14
hafta sonunda %14,4’e diismiistiir yani -20°C’de uzun bir siire sonunda bile enzim,
aktivitesini tamamen yitirmemistir. Cogu enzim oda sicakliginda birakildiginda bir
iki glinde aktivitesini tamamen yitirirken, -20°C’de depolandiklarinda birka¢ hafta
sonunda aktivitesinin ¢ogunu kaybeder. Cagla (Prunus dulcis) PPO’1 oda
sicakliginda 16 saatte, -20°C’de 13 giinde aktivitesinin tamamin yitirmistir [44]. Bu
acidan Kaldirik PPO’1 olduk¢a dayanikli bir enzimdir. Hatta kaldirik PPO enzimi
herhangi bir koruyucu kimyasal kullanmadan bir y1l -20°C’de hi¢ ¢oziindiirilmeden
depolandiginda aktivitesinin  %80’ini korudugu goriilmektedir. Kaldirik PPO
enziminin depolanma kararliligi sonuglari agisindan bu {i¢ sicaklik degeri
kiyaslandiginda, tahmin edildigi gibi -20°C, enzimin kararliligin1 en iyi korudugu
sicaklik degeridir. Oda sicaklifinda ve 4°C’de Kaldirik PPO enziminin kararlilik

diizeyi benzerlik gostermektedir.

Optimum pH c¢alismalarina gére enzim pH 4,0 ile 7,5 arasinda kararlidir, pH 8,0’de
de rahatlikla olg¢iilebilir bir aktivite gosteren enzim pH 9,0 ve {izerinde ¢ok diisiik bir
donlisim hiz1 sergilemektedir. Pirogallol substrati ile yalmizca pH 7,0 ve 7,5’da
aktivite gosterirken, 4-metil katekol substrati ile pH 5,0 ve pH 7,5’da iki pH
optimumuna sahiptir. Boletus erythropus mantar1 PPO enzimi ise 4-metil katekol
substrat1 ile pH 8,0’de optimum aktivite gostermistir [53]. Optimum pH degerleri

enzim kaynagi ve substrat ¢esidine gore farklilik gostermektedir.
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Askorbik asit, sodyum azid, L-sistein ve sodyum metabisiilfit gibi bilinen PPO
inhibitorlerinin hepsi enzim iizerinde inhibisyon etkisi gostermistir. Genel olarak
PPO enzimini siddetle inhibe eden sodyum azid [2], denenen diger ii¢ inhibitoriin
aksine kaldirik PPO enzimi iizerinde 6nemsenecek bir etkiye sahip degildir. Vanilya
tohumu (Vanilla planifolia) PPO enzimi ile yapilan bir ¢alismada sodyum azid 1 mM
diizeyinde kullanildiginda enzimi %50 inhibe ederken [54], Kaldirik PPO’min
sodyum azid i¢in Isp degeri 4-metil katekol substrati ile 25 mM, pirogallol substrati
ile 75,7 mM diizeyindedir. Denenen inhibitorler igerisinde enzim i¢in en etkili

inhibitor 0,02 mM’lik K degeriyle L-askorbik asit inhibitoriidiir.

Metallerin PPO enzim aktivitesi lizerine etkisi enzim kaynagina gore ¢ogunlukla
degismektedir. Fakat Hg+2, Sn*? ve Pb* gibi metaller ¢cogu enzimin aktivitesini
genellikle ciddi oranda azaltmaktadir [5, 6, 44]. Hg*® 5 mM’lik konsantrasyonda
enzim aktivitesini tamamen yok ederek beklenen bu inhibisyon etkisini kaldirik PPO
iizerinde gostermistir fakat enzim Sn*? ve Pb*? metallerine kars1 sasirtict derecede
dayaniklidir. Sn*? ve Pb*? metalleri 0,5 mM diizeyinde reaksiyon ortaminda
bulunduklarinda enzim aktivitesinde ~ % 15 gibi bir kayip yaratmislardir. Diizeyleri
1 ve 5 mM’a yiikseldiginde Sn*? varhginda enzim yaklasik olarak metalsiz ortamdaki
aktivitesine ulasmuis, Pb*? varhiginda ise metalsiz ortamdaki aktivitesinin biraz
iizerine ¢ikmustir. Ni*? diisiik diizeyde bir inhibisyon etkisi yaratirken, Na* 5 mM’lik
konsantrasyonda aktiviteyi ~ %35 azaltmistir. Mn*? da 5 mM’da enzimi tamamen
Sldiirmiistiir. Muz (Musa sapientum L.) PPO enziminin ise 10 mM Mn*? varliginda

halen aktivitesinin % 94’iinii korudugu goriilmektedir [55].

Asidik, bazik ve notral amino asitler de kaldirik PPO enzimini inhibe etmistir. Bu
inhibitdrler igerisinde en fazla inhibisyon etkisini asidik amino asitler gostermistir.
Yarattiklar1 inhibisyonun siddetine gdre amino asitleri asidik > bazik > nétral
seklinde siralayabiliriz. Notral amino asitler kendi aralarinda degerlendirilirse
aromatik bir amino asit olan L-fenilalanin 20,96 mM’lik Isy degeriyle en etkili
olandir. Glisin ve L-treonin amino asitlerinin ise inhibisyon etkisi olduke¢a diisiik
diizeydedir. Biberiye (Rosmarinus Officinalis L.) PPO’1 ile yapilan ¢alismada ise
aminoasitlerin inhibisyon etkilerinin, tamamen zit yonde, bazik > noétral >asidik
oldugu bildirilmektedir [6].
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Sonug¢ olarak, Polifenol oksidaz enzimi Kaldirik bitkisinden basarili bir sekilde
saflastinlmis ve karakteristik Ozellikleri incelenmistir. Polifenol oksidaz enzim
kaynagi olarak Kaldirik bitkisi, ilk defa bizim ¢alismamizda kullanilmistir. Kaldirik
bitkisi sofralarimizda kullanilan bir besin oldugundan ve Tiirkiye’de birgok bolgede
taninan bir bitki oldugundan, PPO enzim kaynag1 olarak literatiire kazandirilmasi

Onemlidir.
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