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OzZET

Bu caligmada, kusburnu meyvasindan polifenol oksidaz enzimi izole edilerek, gesitli
kinetik ve elektroforetik 6zellikleri incelenmigtir. Bu amagla, 8 ayri substrat igin
KM ve Vmax dederlerini belirlemek tzere optimum sartlar (pH, sicaklik ve iyonik
siddet) tesbit edildi. Optimum sartlarada 5 farkh substrat konsantrasyonunda aktivite
Slgimleri yapildi. Ky degerleri katekol, 4-metil katekol, L-dopa, dopamin, gallik
asit, pirogallol, L-tirozin ve p-kresol igin sirasiyla 7.41x10-3 M , 6.06x10°4 M,
2.82x10-3 M, 2.64x10-3 M, 2.79x10-3 M, 8.27x10-4 M ve 8.63x10°5 M; Vmax
degerferi ise ayni substratiar igin 41.66, 431.96, 45.45, 42.48, 111.11,
111.73, 142.85 ve 40.00 EU/ml dak. olarak bulundu.

Inhibitér caligmalarinda substrak olarak 4-metilkatekol kullanilarak, sodyum
metabisulfit, L-sistein, askorbik asit, glutatyon, tiyoiire, sodyum azotir, sodyum
dietilditiyokarbamat, ditiyoeritritol, tannik asit, benzoik asit ve B-merkaptoetanol
inhibitérleri ile ¢ahgildi. Lineweaver-Burk grafikleri yardlmnyia bu inhibitérier
icin K; sabitleri ve inhibisyon tirleri bulundu. Ayrica Isg degerleri tesbit edildi. K;
sabitleri ve Isg degerlerine gére en etkili inhibitoriin sodyum metabisiilfit olduu ve
kompetetiv inhibisyon etkisi gésterdigi belirlendi.

Enzimin sicaklik artigina paralel olarak daha kisa siirede denatire oldugu sicakhgin
digirilmesi ile renatiire oldugu gézlendi.

Enzim saflagstinma iglemlerinde, jel filtrasyon kromatografisi ve iyon degisim
kromatografisi ile iki pikin elde edilmesi ve tabii elektroforez ile iki bantin
g6zlenmesi iki izoenziminin varhdini gésterdi.



SUMMARY

The polyphenol oxidase enzyme was exiracted from doge rose fruit and its kinetic and
electrophoretic features were investigated in this study.

For this purpose, optimum conditions, i.e., pH, temperature and ionic strength,
affecting the values of Ky and Vax for eight different substrates were determined.
The assay of activites were carried out in the optimum conditions for five different
concentrations of the substrate. The values of Ky for catechol, 4-methyl catechol, L-
dopa, dopanine, gallic acid, pyrogallol, L-tyrosine and p-Cresol are 7.41x10-3 M,
8.46x103 M, 6.06x104 M, 2.82x103 M, 2.64x103 M, 2.97x103 M,
8.27x10"4 M, and 8.63x10°5 M. and Vmax values for the same substrates were
found 4.66, 431.96, 4545, 4248, 111.11, 111.73, 142.85, and 40.00
EU/m! min. respectively.

In inhibitor studies, 4-methyl catechol substrate was employed with sodium
metabisulphite, L- cysteine ascorbic acid, glutathione thiourea, sodium azide
sodium diethyl-dithiocarbamat, benzoic acid, dithioerythritol, tannic acid and B-
mercaptoethanol inhibitors for the investigation. K; constants and the types of
inhibition of these inhibitors were found by using lineweaver-Burk graphics. In
addition, the values of Isg were found. Sodium metabisulfite is found to be the most
effective inhibitor and to display competitive inhibition effect on the basis of the K;
constants.

It was observed that the enzyme was denaturated as the temperature increased, it was
renaturated as the temperature decreased.

In the processes of enzyme purification, the presence of two peaks obtained with gel
filtration chromatography and ion-exchange chromatography and of two bands
observed from nature polyacrylamid gel electrophoresis show that there are two
distinct isoenzymes of the enzyme.
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1. GIRIS
1.1. Polifenol Oksidaz Enzimi
1.1.1. Enzimatik Kararma

Bir gok meyva (riinlerinde esmerlegme, genel adiyla bilinen renk degismeleri
meydana gelmektedir. Bunlar bir dereceye kadar istenir, ancak gogu kez arzu edilen
seviyede durdurulamadiklarindan gida Griniinin tabii rengini bozarlar. Isinin
gekerlere etkisiyle meydana gelen karamelizasyon, indirgen gekerlerle proteinlerin
etkilegmesinden ortaya ¢ikan bazi renk bozulmalari, enzimatik olmayan kimyasal
reaksiyonlardan kaynaklanmaktadir. Enzimatik renk kararmalarinin ¢gogunda, oksijen
varhginda polifenol oksidaz (PPO) enziminin, o6zellikle o-difenol grubu, fenolik
maddeleri renkli bilesiklere yiikseltgemesi s6z konusudur. Enzimatik kararma, bitki
tir ve gesidine gére farkli oldugundan bu olayda PPO enzimi, fenolik substratiar ve
askorbik asitin ayri ayri veya birlikte etkili olabilecedi belirlenmektidr!. Bu (¢
faktérden, yani fenolik madde, Oo ve PPO enziminden birinin ortadan kaldiriimasi ile
enzimatik kararmalari durdurulabilir veya azaltilabilir2.

Genellikle bitkisel drtnlerin toplanmasi ve depolanmasi sirasinda bitki dokulannin
mekanik bir etkiyle (basing, yaralanma, donma, preslenme vb.) zarar gérmesi sonucu
ortaya ¢ikan enzimatik kararma, bazi dOriinlerde istenmeyen renk, koku ve tad
olugsumuna neden olmakta ve sonugta Uriinlerin gida dederinde 6nemli derecede
kayiplar olugturmaktadir3.

1.1.2. Polifenol Okzidazin Tabiattaki Dagilimi

Polifenol oksidaz tabiatta genig bir alana yayiimistir. Genel olarak bitkilerde
bulunursa da, 6zellikle mantar ve haWan organlarindaki bazi mikroorganizmalarda da
bulunabilir4. Farkh kiltirlerdeki PPO muhtevas: tir ve kultirlere bagh olarak
degisirS.

Enzimin bitki hiicresindeki konumu, meyva ve sebzenin tirli ve yapi olgunluguna bagh
olarak degigmektedir. Yesil yapraklarda PPO aktivitesinin 6nemli bir kismi
kloroplastlarda bulunmaktadiré?,

Patates yumrularinin bttin hiicre organellerinde PPO bulundugu tesbit edilmistir.
PPO muhtevasinin hemen hemen protein muhtevasiyla orantili oldugu bulunmugtur8.



Ispanak pancari govdesinde  aktivitenin ¢ogdu plastid membranlarinda ve
mitokondrilerde yer almaktadir®. Taze olarak hasat edilen elmalarda enzimin daha
ziyade kloroplastlarda ve mitokondrilerde yer aldigi tesbit edilmigtir!C. Ispanak,
yonca, yulaf, bugday, bezelye ve sekerkamigt yapraklari gibi bazi tirlerde enzim,
kloroplastlarda gizlidir ve aktive edilmesi igin tripsin veya kirmizt isida ihitiyag
duyulur”. Asma yaprakiarinda hiicre partikiillerine sikica bagh bulunan PPO kafein
ile aktive edilebilir'1. Bakla yapraklarindaki PPO'In aktive edilmesi igin asidik veya
bazik ortama ihtiyag duyulurken!2, patates, mantar, misir yapragi, domates ve
fasulyede hiicre partikiillerine bagli veya kloroplastlarda yer alan enzim gizlilik arz
etmez’.11,

Stanley eriklerinde etli kismindaki ham enzim aktivitesi kabugundakinden 3,5 kat
daha buyik oldugu belirtitmistir13. Brezilyanin degisik muz tirlerinde yapilan
calismalarda enzim aktivitesinin kabukta, i¢ kismindan (pulp) ve dis kismindan
sirasiyla 8,9 ve 10 kat daha biytk oldugu bulunmusturl4.

Enzim aktivitesi Uzimde, pulp veya o©zsuya nazaran kabukta daha fazia bulunmugtur
ve olgunlasma esnasinda aktivite azalmasi kabukta daha belirgin olmustur®. Baz
aragtirmacilar kabukta daha yiksek aktivite bulurken!5, bazilar gekirdek béigesinde
daha fazla aktivite oldugunu tesbit etmistir'®. Elmada polifenol oksidaz aktivitesi, o-
dihidroksi fenol bilegeni kararma egiliminin biyik oranda kiiltiire bagli oldugu bazi
yazarlar tarafindan rapor edilmistirl7,18, Herhangi bir elma kiitiriinin kararma
egilimi birkag yil igin kararhdir!® ve farkll klimatik sartlar veya farkh cografik
bélgelerde bu kararlilik pek fazla degismemektedir!7-18. Farkl kiiltirlerdeki elma
dokularinin kararma hizi fazia olmamakla birlikte PPO substratiarinin g¢esidine
baghdir20, Enzimin armuttaki dagilimi elmadakine benzer bulunmustur. Her iki
meyvanin &zsulart pratik olarak aktiviteden yoksundur. Aktivitenin hemen hemen
tamami  pulpta kalmaktadir2!. Tath kirazlarda pH 4,7 ve 7,0 de blgiilen aktivite
degerleri meyve olgunlagtiginda aniden yikselmektedir22, Zeytinlerden olgunlagma
esnasinda o-difenol konsantrasyonu artti§i halde enzim aktivitesi azalmaktadir. Temel
olarak siyah zeytin turlerinde enzim g¢dziinebilir haldeyken, olgun yesil meyvalarda
kloroplastlara siki sikiya bagh olarak bulunmaktadir2!. Amasya ve Golden tirii
elmalar Gzerinde yapilan bir galigmada, Amasya tirinin Golden'e gdre daha fazla PPO
aktivitesine sahip oldugu bulunmusgtur23,



Birgok meyvada enzimin ¢éziinmeyen kismi daha fazla bulunmugtur. Géziinen kismin
aktivitesi, toplam aktivitenin seftalilerde %20-30, tath  kirazlarda %15-17,
kayisida %13 ve elmalarda %8-15' olarak bulunmustur24.

Kugburnu meyvasinda PPO enzimi, ilk defa tarafimizdan izole edilerek kinetik ve
elektroforetik  &zellikleri incelenmistir.

1.1.3. Polifenol Oksidazin Biyokimyasi
1.1.3.a. Adlandiriimasi

Bitki PPO'larin uluslararasi adlandiriimast yakin zamanlarda yeniden degistirilmis
ve monofenol mono oksigenaz [Tirozinaz E.C. 1.14. 18.1] ile difenol oksidaz

(katekolaz; difenol: Oz oksidorediiktaz: E.C.1.10.3.2) olarak adlandini-
migtir!3,25,26,27,28,-29,30,

Bu yeni adlandirma 6nceden kresolaz ve katekolaz aktivitelerinde bilindigi gibi ayni
enzimin iki reaksiyonlari arasinda farki belirttiginden dolayi yeni bir geligme
sayilmaz. Ayni zamanda mantarlardan ve yesil bitkilerden elde edilen lakkazlar ayni
enzim kod numarasiyla verilirler (E.C. 1.10.3.1).

Diger baz: yayinlarda da polifenol oksidazlar, [difenol: Op oksidorediiktaz, polifenol-
oksidaz (PPO) E.C.1.10.3.1] olarak verilmistir!4,31,32,33,

PPO lar; fenolaz, fenol oksidaz, polifenol oksidaz o-difenol oksidaz, tirozinaz, katekol
oksidaz ve klorogenik asit oksidaz olarak adlandiriidiklan da bilinmektedir34.

1.1.3.b. Katalizledigi Reaksiyonlar

Molekiiler oksijen varliinda PPO enzimi tarafindan iki tip reaksiyon
katalizlenmektedir.

a) Monofenollerin hidroksilasyonu ile o-dihidroksifenollerin olugturulmasi,
b) Dihidroksi fenollerin o-kinonlara oksidasyonu .

Bu reaksiyonlar asagidaki gibi bir basit sekilde gdsterilebilir.
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Monofenollerin hidroksilasyonu sonucu olugan dihidrokisifenoller, yine PPO enzimi
tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla o-kinonlara dontstiralir. Olugan  kinon
birimleri polimerlegerek kararmaylr meydana getirir3S,

Ortamda askorbik asit veya o-dihidroksi fenollerin bulunmasi halinde oksidasyon
potansiyeli, askorbik asit veya o-dihidroksi fenoliin indirgenmesi i¢in harcanir.
Ancak bu islem tamamlandiktan sonra hidroksilasyon reaksiyonu baslayabilir36.

Monofenolierin hidroksilasyonu ve o-dihidroksi fenollerin oksidasyonu
reaksiyonlarinin, aymi enzim tarafindan katalizlenip katalizlenmedidi konusunda
farkli dustnceler ileri surulmistar37.38, Bu konudaki bazi gorugler soyle
6zetlenebilir:

1. Hidroksilasyon enzimatik bir proses degildir, fakat o-dihidroksi fenollerden
kinonlarin olusumu PPO tarafindan katalizlenmektedir.

2. Her iki reaksiyona da iki ayrn protein molekiiliinden ibaret enzimin faaliyeti sebep
olmaktadir.

3. Her iki reaksiyon da enzimatiktir, fakat katalizin ayni veya ayn ikinci dereceden
dnemli olan enzimler vasitasiyla gerceklestirilip gergeklestirimedigi agik degildir.

4. Reaksiyonlar, iki aktif bélgeye sahip olan bir enzim tarafindan katalizlenir.

5. Her iki reaksiyon da enzimin aym aktif bolgesi tarafindan yirutalir. Ancak enzimin
prostetik grubu veya bakinn degerli§i ortama gore stirekli degigir.

Bugiin o-dihidroksi fenollerin dehidrogenasyon ve mono fenollerin hidroksilasyonu
reaksiyonlarinin her ikisininde, iki ayri bdlgeye sahip aym PPO enzimi tarafindan
katalizlendigi duglincesi daha fazla ragbet gérmektedir3®. Bununla birlikte son
zamanlarda en giigli tartigmalardan birini olugturan "iki aktivite; uitrasantrifij ve
elektroforez teknikleriyle ayrilamaz.” teorisi giritiimids gériinmektedir. Maydanoz



hiicrelerinden bir preparasyonda dehidrogenasyon ve hidroksilasyon reaksiyonlarini
gerceklestiren protein kisimiannin DEAE-seliiloz kolonu izerine yapilan iyon degigim
kromatografisiyle ayrildigi bilidirilmistir39,

Muz PPO ile yapilan bir galigmada ilging bir sonu¢ olarak enzimin, reaksiyonun
ilerlemesiyle inaktif oldugu g6zlenmistir40, Bu olay, aktif bélgenin gevresindeki
enzim ile bir kovalent bag olusturdugu kabul edilen ortamda var olan kinonun
hareketineg  atfedilirt1.

Enzimin Cu muhtevasi, PPO molekiili basina mantarda 4, viciafaba'da 1 atom Cu
oldugu bulunmustur42.43, Bakir konsantrasyonlart mantarda %0,2-0,3 patateste
%0,2, tatl patateste %0,27 ve tiitinde %0,32 olarak bulunmustur42,44,

Hidroksilasyon reaksiyonu bakirin tek degerlikli formda olmasini gerektirir ve bu
form dehidrojenasyon basamagiyla saglanir. Bakinn iyon degisim kromotografisi gibi
bir metodia uzaklastiriimas: sonucu aktivite kaybolur ve bakirin ilavesiyle aktivite
yeniden kazanilir45,46,

Dihidroksi fenollerin PPO tarafindan oksidasyonu dizenli seri bir mekanizmasiyla
gergeklegir4!. Patatesten elde edilen enzim igin oksijen ilk substrat olarak rapor
edilirken36, diger calismalarda substrata baglh olarak farkli mekanizmalarnn
olustugu bulunmustur34. Son zamanlarda reaksiyonun, enzimin aktif bélgesinde yer
alan bakirin degerliginin de§ismesi sonucu bir radikal olusumuyla gergeklestigi
gosterilmistir4?.

Lakkazda saf halde koyu mavi renkte olan ve bakir ihtiva eden bir enzimdir. PPO dan
lakkaz substrat spesifikligi ve inhibitérlere kargi olan ilgisi yoluyla ayirdedilebilir.
Lakkaz, PPO'In substrati olan tirozin ve p-kresol ile bir reaksiyon vermezken, p-
fenilendiamin ve guinolu kolaylikla oksitler48,

1.1.3.c. Polifenol Oksidazin Substratiar

Meyva ve sebzeler oldukga fazia gesitli fenolik bilegik ihtiva ederler. Bununia birlikte
bunlarin sadece bir kismi PPO'In substratlandiriar4®. PPO'In meyva ve
sebzelerdeki en yaygin tabii  substratian, flavonoid tipi fenollerle, basit
fenollerdir49.50, Flavonoidler, bitkilerin yenilebilir kismi ile kok, gévde, yaprak,
meyva ve tohum kisimlarinda bulunurlar. Bitkilerin higbirinde flavonoidler



konsantre  olarak belirli bir noktada bulunmamiglardir. Bitkilerin muhtelif
bolimlerinde esite yakin olarak dagilmislardir. Bitkinin farkh kisimlarinda en
azindan eser miktarda flavonoid bilegiklerine rastlanmistir3!. Degisik
konsantrayonlardaki polifenoller yenilebilir Grinlerin godunda, kararma
reaksiyonlarinin vuku bulmas: igin yeterli sebeptir.

Bitkilerdeki tabii olarak bulunan farklh tirdeki flavonoid bilegiklerinden yalnizca,
katekinler, I6koantosiyanidinler, antosiyaninler, flavonoller ve sinnamik asit
turevleri besinlerin dnemli bir kismini teskil ederler.

Flavonoidlerin kimyasal yapisi (I);

seklinde oldugu agiklanmigtirS2,
Katekinler ;

Flavonoidlerin  gogunun hidroksilli tirevieri, resorsinol (A halkasi) ve bir katekol
birimi (B halkasi) ihtiva eder. Flavonoid halkasinin kirlma, pargalanma ve sentez
reaksiyonlari incelenerek katekinlerin yapisi igin model geligtiriimigtir.

Katekinleri, (+)-katekin (I} ve onun stereozimeri olan (-) epikatekin (lll) tabii
olarak bulunmustur. Diger formliari; tabii olarak bulunan katekinlerin sicak sodyum
karbonatla muamelesiyle elde edilirS2,



OH

() (+) - Katekin (Ry=H, Ro=0H)

() (-) - Epikatekin (R1=0OH, Ro=H)

(+) katekin (ll) ve (-) epikatekin (ll[)in 3 nolu karbon atomunda zit
konfigurasyonda, 2 nolu karbon atomunda ise ayni konfigurasyonda oldugu
gosterilmigtir.

Lékoantosiyanidinler ;

Lékoantosiyanidinlerin ilk gbéze g¢arpan 6zelligi asidik ortamda isitilmasiyla
antosiyanidinlere gevrilme kabiliyeti olan bilesikler sinifina dahil oimasidir.
Lékoantosiyanidinlerden (5,7,3',4'- tetrahidroksi-3.4-diol (V) Lo&kosiyanid
(5,7,3',4',5' -pentahidroksi-34 diol) (V) ve Ldékopelargonidin (5,7,4'
trihidroksiflavon-3,4 - diol) (V1) izole edilebilmislerdirS5,
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OH
HO, o O
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OH
OH OH

(IV) Lékosiyanidin (R1=OH, Ra=H)
(V) Lékodelfinidin (R1=R2=0H)
(V1) Lokopelargonidin (R1=R2=H)

Lokoantosiyanidinlerin stereokimyasi, katekinlerin stereokimyasi kadar
aragtinimamigtir. Bununia beraber 2,3 ve 4 nolu karbon atomlari asimetriktir, {i¢



asimetrik merkez igeren bu molekilin 8 izomer yapisi ihtimali mevcuttur. Ancak bu
8 izomer ayr1 ayrt rasemik karigimlarda sayillamamigtir. Farkh
Iokoantosiyanidinlerin karakteristik 6zelliklerinin  incelendigi bildirilmigtirS6.
Antosiyaninler;

Antasiyaninler renklidirler, fakat bu durum kararmig reaksiyonlar igin o kadar
énemli degildir. Birkag degisik durumda sekonder reaksiyonlar igin vazgegilmez bir
bilesen olduklari gésterilmigtir. Gigek, meyva ve bitkilerin diger kisimlarinda,
¢6zinmis halde, hicre 6zsuyunda mevcutturlar ve genellikle glikozidler halinde
bulunurlar. Antosiyaninler serbest geker rezidileri, antosiyanidin olarak bilinir.
Hidroksilasyonun temelini tegkil eden antosiyanidinler, U¢ ana sinifta
siniflandinimigtir.  Pelargonidin (VII); siyanidin (VIlII} ve delfinidin (IX) buna
ilaveten metillenmis tirevler tabii olarak da bulunabilirler.

R,
OH
HS o O
=N
Q™
P
OH

OH

(VIl) Pelargonidin (R1= Ro=H)
(Vi) Siyanidin (R1=0H, Ra=H)
(IX) Delfinidin (R{=R2=0H)

Antosiyaninler, antosiyonidinlerin %20 lik HCI ile 3 dakika civarinda kaynatilarak
hidroliz edilmesinden bir veya birgok seker molekiilleriyle beraber elde edilirler57.

Flavonoller;

Flavonoller ve flavononlerle birlikte toplu olarak antoxantin pigmentleri olarak
adlandirilirlar. Genelde bunlarin renkleri agik yesildir. Flavonoller bazi durumlarda
kararma reaksiyoniarina bizzat istirak ederler.

Quercetin (3,5,7,3',4-pentahidroksi flavon) (X) ve bir bagka tirevi olan myricetin
(3,5,7,3',4',5' - hegzahidroksiflavon) (XI) ve kaemferol (3,5,7,4'-tetrahidroksi
flavon) (XIl) nin flavonollerin yapisinda yaygin olarak bulunurlar.



(X} Quercetin (R1= OH, Ra=H)
(X1} Myricetin (R{= R2=0H)
(X1l) Kaempferol (Ry=Ra=H)

Bunlar geneliikle glikozidler halinde mevcutturlar. Bu glikozidlerde, bir ya da daha
cok hidroksil grubu olan glukoz, ramnoz ve nadiren de rafinoz geker turleri bir araya
gelmistir. Genellikle geker rezidllerinin, substitisyon reaksiyonlarinda flavonol
cekirdeginin hidroksil gruplari esterlesme reaksiyonuna ugrar. Ozellikle 3 nolu C
atomundaki hidroksil, bazen de 7 nolu C atomundaki hidroksil izerinde esterlesme
olur58,

Sinamik asit tarevleri;

Sinamik asit tam anlamiyla hakiki flavonoid degildir. Fakat flavonoid bilegiklerinin
Cg- C3 fenil propan biriminin olugsmasinda énce B halkasinin sentezlenmesinde

kulanildigt gé&sterilmistir5S.

Sinamik asitin yiyeceklerdeki 6nemli iiyesi olan klorogenik asit (XIll), kafeik asitle
quinik asidin 3-depsitidir (sinamik asit tlrevi).

OH

H CH=CH-ICO

0}])_4 OH
I\—|>CI;OOH

OH

(X111) Klorogenik asit
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Kafeik asit (3,4-dihidroksi sinamik asit), (XIV) ve p-kumarik asitin (4-hidroksi
sinamik asit) diger quinik asit depsitlerine bazen karsilagiabilir60.

OH

H CH=CH-COOH

(XIV) Kafeik asit

Kiorogenik asitin bir kismini olugturan, kafeik asidin PPO tarafindan p-kumarik
asitten hidroksillenebildigi rapor edilmistiré®. Klorogenik asidin izomerleri olan
izoklorogenik asit, neoklorogenik asit, pseudo klorogenik asit de PPO substratlar
olarak sayimigtiré1,

Basit Fenoller;

Tabii olarak olugan flavonoidlerin bir godu, katekole benzer B halkasi hidroksilasyon
ornegine sahiptir. Katekol bu yiizden en basit o-dihidroksi fenol olarak diigtiniiebilir.

Gallik asit, hidroliz olabilen taninlerin esas birimi olusturur ve bu bilesikler
ornegin, m-digallat ve ellagic asit hidroliz ofabilen ester baglariyla birlegirier.
Hidroliz olabilen tanninler gida driinlerinde yaygin olarak bulunmazlar. Bununla
birlikte gallik asit serbest olarak, az miktarlarda birkag meyvada ve diger gidalarda
bulunur62,

Tirozin (XV) cogu gidalarda bulunan &nemli bir amino asittir ve melanin olusumunda
enzimatik oksidasyon igin, monohidroksifenol klasik bir substrattir. Tirozinin
hidroksilasyon uriinii olan dihidroksi fenil alanin (Dopa) (XVI) ve dihidroksifenil
etilamin (dopamin) (XVil) bitki dokularinda bulunur€3.64,

OH HO_
HOO—CHZI-CH-COOHH CH;:CH-COOH H CHy-CHy-NH,
NH, NH
(XV) Tirozin (XVI) 3,4-Dihidroksifenil (XVII) 3,4-Dihid-
alanin (dopa) roksifenil etilamin

(dopamin)
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Seker pancarn PPO enzimi, tirozin dzerinde etkili olmazken, pancar dokularinin
ihtiva ettigi DOPA'y1 oksitlemektedir. Bununia birlikte tirozin, L-dopaya nazaran
dokularda daha fazla bulunmaktadir8S. Buda bir gok aragtirmacilarca éne siriilen
"PPO enziminin elde edildigi bitkilerde en iyi substratlar bulunmaz" tezine uygun
diigmektedir10,66,

Mono ve dihidroksi fenollerin siibstitisyon yeri de enzimin reaksiyona katilmasi
acisindan &nemlidir. Monofenolier, yalnizca p-siibstitie >CHaz-grubuna sahip iseler
hidroksillenebilirler. 3,4-Dihidroksi fenoller, 2,3-dihidroksifenollere nazaran daha
yiksek hizda oksitlenebilirler®,50. 3 pozisyonundaki substitientler (3-metil
katekol; 2,3-dihidroksi benzoik asit; 2,3-dihidroksi 4-metoksi benzoik asit; 2,3-
dihidrokisfenil sulfonik asit) enzimin substrata ilgisinde muhtemelen sterik etki
nedeniyle azalmaya neden olmaktadir. 4 pozisyonunda elektron veren gruplann
bulunmasi halinde (klorogenik asit, 4-metil katekol gibi) substratin reaktiviteleri
artarken, elektron alict gruplarin bulunmasi halinde (4-nitro katekol, 3,4-
dihidroksi benzoik asit ve 3,4- dihidroksi benzaldehit gibi) azalmaktadiré?.

p-Substitientlerin tabiati da reaksiyon hizinda etkilidir68, Bitin bunlardan
oksidasyonun elektrofilik bir kademeyle y6nlendirildigi ve fenolin muhtemelen keto
formuna yikseltgendigi séylenebilir67,68,

Tabii fenolik substratiarin meyva ve sebzelerdeki enzimatik kararmaya katkilari,
farkli kinonlardan elde edilen makromolekiiler pigmentlerin renk siddetine oldugu
kadar, fenoliin lokalizasyon ve konsantrasyonuna da baghdiré®.

1.1.3.d. PPO Aktivitesinin Optimum pH ve Sicakhg

PPO aktivitesinin optimum pH'si, enzimin kaynaklarina ve substratlarina gére
genellikle pH 4.0-7.0 arasinda degisir’0. Birgok kaynaklardan elde edilen PPO'nin,
pH 4.0'in altinda inaktif oldugu belirtiimigtir’1. Patetes homojenatindaki enzim pH
5.0 de pirogallol ve klorogenik asit substratlar igin inaktif oldugu bulunmustur.
Oysa pirogaliol, pH 6.0 nin altinda Satsuma mandalinasindan elde edilen PPO ile
oksitlenmigtir’2. Diger taraftan Oziimden hazirlanan PPO, {izim suyunun normal
pH'si olan 3,4 de maksimum aktivitenin %50 nin (zerinde olduju bulunmugtur?3.
Erikten elde edilen enzim nétral ortamda aktivitesini tamamen kaybettigi halde,
normal pH si olan 3.8 de maksimum aktivite géstermistir.
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Enzimin safligi ve iginde bulundugu tamponun c¢esidi optimum pH yt son derece
etkiler. Bu yizden enzimin, ¢oziinmiis ve partikiil halde olmast optimum pH'nin
zorunlu olarak farkli olmasina sebep olacaktir’4. Ayni zamanda izoenzimler de farkh
optimum pH ya sahip olacaklardir.

Ayni meyva ve sebzelerin olgunlagmasinin degisik devrelerinde elde edilen enzimlerin
optimum pH sinin farkhi oldugu belirlenmistir’S. Birgok kaynaklardan elde edilen
enzimlerin godunun tek bir optimum pH si vardir. Fakat saflagtirmanin niteliginden
dolay: ikinci bir optimum pH ya rastlamak miimkinddr.

Lakkaz aktivitesinin optimum pH si1 enzimin kaynagina ve substratlarina son derece
baghdir. Degisik mantarlardan elde edilen enzimler igin, optimum pH 4,5-7,5
arasinda oldugu belirtiimigtir. Verilen bir preperasyon igin en yiksek aktivite;
katekol substrati igin pH=5.0, hidrokinon igin de pH=4.0 de gozlenmigtir. Seftali

optimum pH ya sahiptir’6.

PPO igin, optimum sicaklik Gzerindeki arastirmalar, optimum pH ya gére oldukga
azdir. Yapilan aragtirmalar, enzimin optimum sicakhginin, optimum pH gibi ayni
faktoriere bagh oldugunu gbéstermistir.

Seftali PPO'inin aktivitesi, sicaklik 3°C den 37°C ye yikseltildikge arttifi ve 45 °C
den sonra azaldi§i bulunmustur. 3°C deki aktivite maksimum degerinin yaklagik
olarak %50 si kadardi. Enzimin aktivitesi, kaysida 25°C de, muzda ise 37°C de
maksimum aktiviteye erigir.”5:77, Muz PPO'nin katekol substratiyla katalizlenen
reaksiyonun aktivasyon enerjisi 18,6 kjmol-! olarak bulunmustur??.

Cvs elmalarinda, klorogenik asit substratiyla PPO'nin maksimum aktivitesi sicaklikla
hizlica arttigy fakat 35°C ye gelindiginde bile maksimum aktiviteye ulagilamadig
belirtilmigtir’S. pH 5,2 de klorogenik asit substrati ile yabani havu¢ PPO
aktivitesinin 22-27°C arasinda yavasga artti§i halde, dahé sonra sicaklik 32°C ye
yikseltildiginde aktivitede daha fazla artis gézlenmemistir’8. Patateste, PPO 22°C de
kateko! substratiyla maksimum aktiviteye sahipken?9, pirogallol substrati ile 15°C
ve 35°C arasinda aktivitede lineer bir artig kaydedilmigtir?S.
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1.1.3.e. PPO'nin lIsi Stabilitesi

PPO enzimleri agin sicakliklarda kararh de§ildir. Dokularda ve g¢oézeltilerde enzim,
70 ve 90°C sicakhklara kisa araliklarla maruz birakmak ¢odu durumlarda katalitik
fonksiyonunu tamamen ya da kismen doénigiimsiiz olarak kaybetmesine yetmektedir.
Ayni zamanda 0°C nin altindaki sicakliklara ~maruz birakmakta aktiviteyi
etkileyebilir.

Meyva yada sebze dokularinda PPO, enzimatik kararmayi onlemek igin diigik
sicaklikiara maruz birakmadan ziyade genellikle isiyla ya da kimyasal bilegiklerle
inaktif edilirler. Aksi takdirde donma esnasinda hiicre pargalanmasinin bir sonucu
olarak hizli bir gekilde enzim ortama gegecek ve substratlariyla daha kolay
etkilesecektir80,

PPO'nin isiya dayanikhliyi, substrat spesifiklijine, optimum pH ya, optimum
sicaklia ve enzim kaynagina baglidir. Dokuda mevcut olan enzimi géz éniine aldijimiz
zaman, partikiil biyikligine bagh olan isi gegirgenligi termal inaktivasyonu kayda
deger bir gekilde etkileyebilir.

Ayvadaki PPO nin inaktivasyonu, 95°C de 16-30 saniye arasinda bulunurken, 75°C
de 25-80 dakika arasinda bulunmustur81.

Ayni kaynaktan elde edilen farkli molekil yapidaki izoenzimle gok daha farkli termal
stabilitelere sahip olabilir. Seftaliden elde edilen li¢ izoenzimin 55°C de yarilanma
sureleri sirasiyla 5.5, 14.1 ve 14.6 dakikadir. Dérdiincii izoenzim ise 50 dakikalik
bir sirenin Uzerinde aktiftir ve hizli bir inaktivasyon igin 76°C de 1sitmak
gerekir82,

1.1.3.f. PPO'in Aktivatorleri

Literatirde PPO'nin inaktivasyonu ve enzimatik kararmanin énlenmesi hakkinda gok
genis bilgi varken, enzimin aktivasyonu hakkindaki bilgiler oldukga azdir. Bu
durumun temel sebebi, PPO'nin aktivasyonunun istenmeyen durum olmasindan
kaynaklanmaktadir.

Elma kabugundan hazirlanan mitokondrial enzim; polivinilpirolidon (PVP) ile
inaktive edildikten sonra anyonik deterjanlarla (sodyumdodesil siilfat; SDS) reaktive
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oldugu bulunmustur83. Ayni zamanda SDS, kismu olarak saflastinimis ve
olgunlagmamis farkh kaynaklardan elde edilen geligmemis PPO'1 aktive ettigi
bulunmustur84. Uzim PPO' kisa araliklarla asidik pH yada ireye maruz
birakildiginda 4-10 kat déniigimli olarak aktive oldugu, asidik pH ya daha uzun sire
maruz birakildiginda déniigimsiz aktivasyona ugradig: belirlenmistir. Asitlerle
aktivasyon yiksek iyonik giddetlerde daha da aktif durumdadir. Bu durum saglam
kioroplastiarda oldugu gibi kismi olarak saflastiriimis enzim ¢ozeltilerinde de tesbit
edilmigtir. Buna ilaveten ddnisimsiiz aktivasyona enzimin elektroforetik
hareketliligindeki azalmanin etki ettigi bulunmustur8S. Bu ifade konformasyonel
yiklerin aktivasyona sebep olabilecegini destekler. Ure ayni zamanda olgunlagmamig
kaynaklardan elde edilen PPQO'I da aktive etmektedir.

Ortama Cu*2 iyonlarinin katilmast patatesteki PPO'a etki etmezken, turptaki enzimin
aktivitesini  artirdigi bulunmugtur86.87,

L-DOPA, PPO'nin katalizledigi adrenalin siklizasyon reaksiyonunu ve nitelikli ara
riinlerinin olugsumunu  aktive ettigi belirtilmistir’9. Substratin indikledigi bu
aktivasyona patates dokularinda rastlanmigtir’S.

PPO'In aktif formu, Cu ihtiva eden bir oligomerik protein oldugunu gésterir.
Aktivatérin rolli enzimi biyolojik aktivite igin gerekli konformasyon derecesine
getirir88,

1.1.3.g. PPO'In Inhibitdrleri ve Enzimatik Kararmanin Onlenmesi

PPO'In inhibisyonu ve enzimatik kararmanin énlenmesi genelde ayni baslik altinda
incelenir. Ancak kararmanin 6nlenmesi, yalnizca enzimin inaktivasyonu ile degil ayn
zamanda reaksiyon igin gerekli olan iki substrattan (O2 ve polifenol) birinin
uzaklagtiriimas) yada enzim reaksiyonu sonucu olusan driinlerin, ikinci defa
enzimatik olmayan bir reaksiyonla yeni renkli bilesikleri inhibe edebilir.

Gida teknolojisinde kararma inhibitérierin kullaniimasi, zehirleyici olmayan,
saglikh, tadi ve gorinimi bozmayan &zellikli olmasiyla sinirlanir.

En iyi sonuglar, kimyasallarin karigimlariyla elde edilmistir. Walker89 enzimatik
inhibitérleri agagidaki gibi simiflandirmigtir.

i. Enzimi birinci derecede etkileyen inhibitérler;
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PPO, prostetik grup olarak Cu ihtiva eden bir metaloprotein oldudu igin, siyandr,
karbonmonoksit, sodyum-dietil-ditiyo-karbamat (DIECA), merkaptotiyazol,
dimerkaptopropanol, azid ve potasyum metil ksantat gibi metal selatlayici reaktiflerle
inhibe edilebilir69,89,90,91,

Bu inhibitérlerden bazilari meydana gelen kinonlarla da reaksiyona girerier. DIECA,
muz PPO"I (izerinde etkisiz oldugu bulunmustur. Bu durum DIECA nin saflagtiriimig
enzimdeki Cu'la kompleks yapamadi§i gergedi ile agiklanabilir®2. Askorbik asit
enzimin prostetik grubunu selatlayarak PPO izerinde direkt etkili olabilir.

Florir ve azotiir gibi inorganik iyonlar asidik ortamda enzimi genellikle inhibe
etmektedir. Bakla PPO"I {izerinde floriir nonkompetitiv inhibisyon etkisi gosterirken
azotir karigik tip inhibisyon gostermektedir. Borat gibi bazi inorganik iyonlar
substratla kompleks yaparak inhibisyon etkisi g&sterirler. Substrat olarak L-DOPA
yada L-adrenalin kullanildifinda boratin inhibisyonu kompetetiv tip oldugu
bulunmustur93,94,

Benzoik asit ve sinamik asidin bazi tiirevleri, tath kiraz, elma, armut, kayisi ve
patateslerden elde edilen enzimler zerinde daha ziyade kompetitiv inhibisyon etkisi
gosterdigi  bulunmugtur®5,96,97,98  K; degerleri; sinamik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit, m-kumarik asit, o-kumarik asit ve benzoik asit sirasiyla artig
gosterirler89,95, Aromatik asit inhibitérleri, ya direkt benzen halkasi lzerinde ya da
konjlige pozisyonunda serbest bir karboksilik grup ihtiva etmeleri gereklidir. Diiz
zincirli asit inhibitérleri etki gdsterebilmeleri i¢in, en az iki konjlige etilen grubuna
sahip olmalari gereklidir®8. Metilasyonla, inhibisyon ve K; degerlerinin daha disik
oldugu  bulunmustur. Inhibitériin, benzen halkasinin  metilasyonu ya da
hidroksilasyonu aktif bélgeyi yarigmali olarak inhibe ettigi bulunmustur98,

Benzoik asitle mantar PPO'inin inhibisyonu, katekol substrati ile kompetitiv, Oz le
nonkompetetiv oldugu halde siyanid inhibitéri ayni substratlarla zit etki gdsterdigi
bulunmustur. Bu durum enzim molekiili Gzerinde iki farkli bdlgenin varligi ile
agiklanabilir. Bu bélgelerden birisi fenolik substratlart da kapsayan aromatik
bilegikler icin yiiksek afiniteye sahipken, diger bélgesi metal baglayabilen reaktifler
ve oksijen igin fonksiyon gérebilen bakir ihtiva etmektedir99.

Verilen bir inhibitdr igin K; deeri, aym orjinli izoenzimler igin farkh olabilir. pH
6,2 de kilorogenik asit substrati ile p-kumarik asit, armut PPOQ"I {zerinde
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nonkompetetiv, pH 4.0 de bu enzim fraksiyonu {izerinde benzoik asit kompetetiv bir
etki gosterdigi bu inhibitér gruplarinin K; degerleri, substrat olarak o-

dihidroksifenol yada monofenola bagli oldugu bulunmusgtur!00,

Polivinilpirolidon (PVP, MA 10.000-60.000) gibi g¢ozinebilen polimerler, PPO'a
kompetetiv bir inhibitér olarak etki eder89,101,102_ By etki anyonik deterjanlarla
kaldirilabilir.

Seker kamisi PPO'Inin gigli bir inhibitérii olan tiyoglikolat, hem enzimle, hem de
substratla reaksiyona girer64,103,

2,3 Naftalendiol PPO'in spesifik kompetetiv bir inhibitéridiir. Bu inhibitdr lakkaz
zerine etki etmez ve bu iki enzim arasindaki farlilii ortaya ¢ikarir!'04. PPO'In
inaktivasyonunun bir bagka yolu da proteolitik enzimlerin aktivatorieriyle
muamelesiyledir. Yani PPO'in inhibitérleri, proteolitik enzimlerin aktivatéridir.
Kiltir mantarlarinin enzimatik kararmasi siksinik asit-2,2-dimetil hidrazid ile
6nlenir. Kararma ayni zamanda bu inhibitérlere substratlarin bagianmasiyla
énlenmigtir. Diklorodiflarometan donmus reaktiflerle temas etti§i zaman proteini
denatiire ederek PPQO'l inhibe ettigi bulunmustur195,

ii. Reaksiyon Uriinleri veya Substratlar ile Reaksiyona Giren Bilesikler;

Reaksiyon driinleri veya substratlar ile reaksiyon veren enzimatik kararma
inhibitérleri asadidaki gruplara ayrilabilir;

1. O-dihidroksifenollerden olusan kinonlar tzerine indirgeyici reaktif olarak etki
edenler: Bu bilegikler inhibisyon esnasinda tikenirler. Ve bunlar yiksek
konsantrasyonlarda kullanilmadikga renk degisimine karsi gegici bir koruma
saglarlar. Enzimin inaktif olmasi, indirgenme reaktifinin tikenmesinden
kaynaklanmaktadir. Bu 6zelligi gbsteren ve kullanilan bazi maddeler; askorbik asit,
SO2, potasyum metabisulfat, 2-merkaptoetanol, 2-merkaptobenztiyazol ve
tiyoglikolat.

2. Kinonlar ile kararli renksiz bilegik olusturan kinon ciftleri: Bunlar titkenmedigi
middetce devamii koruma saglarlar. Sistein, glutatyon, benzensiilfinik asit, DIECA ve
Na-etilksantat bdyle reaksiyolarda etkilidirler.

Bazi enzimler metilasyon yada benzen halkasinin oksidatif pargalanmasiyla PPO 'in
substratlanini inhibitérlere dénistariir. O-metil transferaz enzimi, 3,4-dihidroksi
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aromatik Dbilegiklerin 3 pozisyonunu metilleyerek PPO in  substratlarini,
inhibitorlerine  dondsturiar (kafeik asitin ferulik asite ¢evrilmesi gibi). Bu iglem
igin kofaktor olarak S-adenozilmetiyonine ihtiyag vardir89,

iii. Ozel inhibitdrierin uygulanmasi;

Ispanak kloroplastiarindan elde edilen PPO, azidden pratik olarak etkilenmezken 0,01
M konsantrasyonundaki potasyum siyaniir iginde kuvvetli inhibe olur106, Patatesten
elde edilen enzim 0,1 mM'hk KCN ve NaNg in her ikisiyle de %60'a kadar inhibe
olmugtur. Concord tzimi PPO'i 5 mM KCN gézeltisinde %98'e kadar inhibe olurken
ayni konsantrasyonlu NaN3 iginde yalnizca %60 a kadar inhibe olur’3,

Atmosferi gevreleyen Os, CO2 ve CO seviyelerinin degigmesiyle enzim aktivitesi
uygun bir dereceye kadar inhibe olur. CO2 /CO orani 80/20 oldugunda, mantar PPO’
inin katekol oksidaz aktivitesi %68 a kadar azaltilabilir13. %30 luk CO2 , 20°C de
%70 lik inhibisyona sebep olur. %5 ile %10 arasi, Oz ve %1 lik CO ihtiva eden veya
etmeyen %1 li CO2'li atmosferde salatanin rengini korumada etkili olmustur. CO in
fasulye kabugu (zerinde PPO'In etkili bir inhibitéril oldugu kaydedilmistir'07. Diger
taraftan taze izim ya da homojenatlan CO» ortaminda korundugunda 30 giine kadar
havaya gére aktivitesi daha gok korunmugtur108,

2-Merkaptobenztiyazol, farkh kaynaklardan elde edilen PPO in etkili bir inhibitéri
oldugu kaydedilmigtir. %1 veya %2 lik ¢ozeltisi Anjou armutunun renk degigimini
tamamen durdurmustur!®. 0,02 mM konsantrasyonlarinda muz PPO'inin
inhibisyonuna sebep oldugu belirtilmistir. TGtlin yapraklarn, patates ve mantar'dan
elde edilen PPO enzimleri izerine etkili oldugu gozlenmigtir!10.

Elma dilimlerinin kahverenginin &nlenmesinde 1 mM konsantrasyonundaki 2,3-
naftalendiol etkili olmugtur. Ancak bu bilesiklerin gesitli izoenzimler tzerine etkisi
gok farkhdir. Bazi izoenzimler ile benzer etkiler gésterir. Bu inhibitér bir kag bitki
veya onlarin meyvalarindan (seftali, patates yumrusu, salata tohumu ve geker
pancari yapraklar gibi) elde edilen PPO Uzerine etkili oldugu bulunmustur.

Askorbik asit, enzimatik kararma inhibitérii olarak engok kullantlaniardan biridir.
Giinkii gida driinlerinin  biyolojik degerini artirmaktadir. Oksidatif pargalanmadan
gelen antosiyaninlere kargi koruyucu gorev yapar ve ayni zamanda kirmizi
meyvalarin renk korumasinda yardimci olur. Askorbik asitin PPO-polifenol sistemi
Uzerine etkisi kompleksdir ve kinonlarin indirgeyicisidir. Diger taraftan Cu'i
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selatlama reaktifi olarak goérev yapar. Bunlarin yaninda enzim tarafindan direkt
oksitlenerek yarigmali bir inhibitér olarak kullaniir. Kinetik galismalar Ustiin bir
inhibitér oldugunu gostermigtir. Bazi fenollerde gézlendigi gibi (rezorsinol gibi),
PPO'In yarigmali inhibisyonu askorbik asitle artinlabilir!11,112,

Askorbik asit ayni zamanda disiik oksidasyon-rediltksiyon potansiyeline sahip
bilegiklerin yaninda pro-oksidant olarak hareket eder. L-tirozin, DOPA ve
prokatekiik asitin PPO ile oksidasyonu askorbik asitle arttidi bulunmustur. Askorbik
asitin yiksek konsantrasyonlari kararmaya kargi devamh bir koruyuculuk sagladig:
gdzlenmistir113,

Askorbik asit yaninda SO» yada silfit cok sik olarak sebze ve meyvalardaki enzimatik
kararmay! o6nlemek igin kullanihir. Bu bilegikler, PPO-polifenol sistemi (zerine
kompleks bir etkiyede sahiptirler. Silfit, kinonlan renksiz bilesiklere gevirerek
donligimsiz bir inhibisyonla kararmay! énler. Ayni zamanda bu inhibitér mono ve
dihidroksi fenollere kargi enzimin aktivitesini azaltir14,

Elma dilimlerine SO2 in inhibisyon etkisi, %5 lik malik asitle biylk oranda
arttirllabildi. Bu gibi sartlarda %0,02 lik SO icerisinde 17 saat tutulmasi tam bir
etki igin yeterlidir. Geri kalan SO2'in 30 ppm ve pisirme sonunda tayin edilmedigi
gbzlenmigtir. Uziim PPO't sodyum metabistilfilte tamamen inaktif edilmigtir!15,

1.1.4. Enzimatik Kararma Reaksiyonlarinda Bakirin Rolii

Bakir; polifenol oksidazin yapisinda mevcut oldugundan Cu*, Cu*2 nin etkileri dikkate
alinmahdir. Kertesz ve grubu gesitli mantar numunelerinden PPO enzimini izole
etmig ve 2,2-diquinolyl ile test edilerek Cu+! in varligini tesbit etmiglerdir!18,

Ayni kigiler numunenin hazirlamig sekline ve tazelijine bagh olarak Cu*2 nin de
%25' e kadar arthigini elektron spin rezonans spekstroskopisiyle tayin etmiglerdir.
Enzimin Cu*2 ye karg 6zel bir absorblama 6zelligi gostermeyisi PPO daki Cu' in Cu+!
halinde oldudunu ispatiar.

Kertesz ve Zito'nun yaptiklan bagka bir galigmada da apoenzimlerin Cu*2 ye aktif
olduklarini, apoenzime az miktarda Cu+2 nin eklenmesi halinde Cu*2 nin aktif Cu*'
e indirgendigi ispatlanmigtir!17,

Mason'un; enzimin katalitik kismindaki bakir atomlarninin valans durumu etkilidir
teorisine gbre, ortamda o-difenol molekiliiniin varliginda, enzimin yapisindaki iki
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bakir atomu Cuo*2 halinden Cuz*! haline indirgenir' 18, Bu teoriye gére, kresolazin
(monofenolaz) aktif bélgesinin katalitik kisminda proteine bagl komsu iki Cup+1
vardir ve bir oksijen molekili proteine bagh Cus+!' le bir kompleks olusturur.

Protein -Cus*! + Oz - Protein-Cug+1-0s (1)

Bir oksijen molekilinden monofenoliin hidroksilasyonu sirasinda bir atomu
kullanirken, diger atomu da suya doéniigturdlar.

Protein -Cus*! - O2 + Monofenol+2H+ & Protein-Cus*2 + o-difenol + H2O (2)

Bunun igin 2 elektron ihtiyaci Cu+! atomlar tarafindan saglanir. Burada Cu*2 inaktif
haldedir.

Bakirin inaktif halden (Cu*2 ) aktif hale (Cu*! ) gegmesi, dihidroksifenoliin kinona
oksidasyonu yoluyla saglanir :

Protein -Cus*2 + o-dihidroksifenol < protein- Cua+! + o-kinon +2H+ (3)

Bu ¢ basamaginda aym ortamda olustugu varsayilirsa net reaksiyon denklemi
sOyledir:

Protein -Cus*! + Oz + monofenol — protein- Cug*1+ o-kinon + H20 (4)

1.1.5. O-Kinonlarin Sekonder Reaksiyonlari

Fenolik substratlardan tesekkll etmis o-kinonlar, her nekadar kirmizidan
kahverengiye dedisen renkler gésterirlerse de, daha gok koyu renkli sekonder
tirGinlerin olugumuna neden olan sekonder reaksiyonlar da rol oynarlar.

Polifenol kararmasinda énemli sekonder reaksiyonlar gunlardir : 1) Zorla oksitlenmig
substratlarin giftiesmis oksidasyonu, 2) Amino asitler ve proteinlerle kompleks
olugturma 3) Yogunlagsma ve polimerizasyon.
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1.1.5.a. Giftlegsmis Oksidasyon

Okside olmus kinonlar, yikseltgenme-indirgenme potansiyelleri daha diugik olan diger
bilegiklerin oksidasyonuna neden olabilirler.

o-kinon+RHs — o-difenol + R

Bu yizden, polifenoloksidazlar tarafindan dogrudan oksitlenmemis olan bilegikler
dolayh olarak oksitlenirler. Antosiyaninler, fenollerin glikozidleri, askorbik asit ve
amino asit veya proteinierle kompleks olusturan polifenoller, bu tur
bilesiklerdendir119,

PPO'in inhibitérleri olarak bilinen birkag¢ bilesigin, tutin yaprag PPO" ile
klorogenik asitin oksidasyonuyla olusan kinon ile gergeklesmesi muhtemel olan
reaksiyonlar denenmistir. Bunun sonucu olarak askorbat, potasyum etilksentat,
sodyum dietilditiyokarbamat ve sistein gibi bilesiklerin kinon olugumunu farkh
derecelerde inhibe etmekle kalmayip aym zamanda kinonlar ile reaksiyon verdikleri
tesbit edilmistir.

Rutin (quercetin glikozidi)'in, patatesin ihtiva etti§gi polifenoloksidazin etkisiyle gok
miktarlarda oksitlendigi gézlenmigtir. Fakat bu oksidasyonun hizi, klorogenik asit ve
kafeik asit gibi basit fenolik asitlerin ilavesiyle dikkate deger oranda arttigi
bulunmusgtur. Buda gosteriyorki reaksiyon dolayli olarak olugsan bir giftlegmis
oksidasyondur!20,

1.1.5.b. Amino asitler ve Proteinlerle Kompleks Olusumu

Kinonun ilk tesekkiliinden sonra, gida kararmastyla ilgili en 6nemli sekonder
reaksiyolarindan biri, amino asit veya protein gruplariyla kompleks olusturmasidir.
a) Aminler ve ilgili bilegikler; Aminler, hem o-hem de p-kinonlarla reaksiyona
girerler. o- kinon halinde substitisyon 4 ve 5. pozisyonlarinda cereyan eder. Olugan
Urtinler  kinoniminler olarak bilinir.  Indollerde, o-kinon ve p-kinonlarla
reaksiyona girerler. Normalde 3. pozisyon mevcut oldugunda indoller, kinon ve
naftakinonla yoJunlasarak koyu renkte indolil kinonlari dénisurler.

b) Amino asitler; Birgok hallerde enzimatik olarak olugmus o-kinonun gok koyu
renkli Oriinler vermek izere farkh amino asitlerle reaksiyon verecedi gdsterilmigtir.
Renk olugturan reaksiyonlar amino asitlerin tirlerine ve onlarin tirevlerine gére
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incelenmigtir. Bu tir bilegiklere 6rnek olarak, prolin, hidroksiprolin etilester,
pirolidin, glisin, dimetilamin ve metilamin ve sinirli hallerde alanin, glutamik asit
ve arginin verilebilir.

c) Sulthidril gruplan; o-Kinon ve proteinler arasindaki reaksiyonun incelenmesi
gdstermistir ki amino ve sulthidril gruplarimin varliinda giftlegsmenin  amino
hidrokinonlar olusturmak Gzere vuku buldugu ve fazla o-kinonunda aminokinona
dénistirildigu gozlenmistir'21,

Enzimatik olarak dretilmis kinonlar ve amino asitler arasindaki reaksiyonun
sistematik olarak incelenmesi géstermistirki; o-kinonlar ile bir kompleks olusturan
proteinin fonksiyonel grubu tiyol grubudur. Bu durumda reaksiyon, kinonun
hidrokinona geri oksidasyonunu ihtiva eden birkag basamaktan ibarettir. Bu
basamaklar sirasiyla R-S-hidrokinon ve sonugta R-S-kinon olusumudur.

1.1.5.c. Kinon Olugsumundan Sonra Polifenollerin Polimerlesmesi

Katekinin otooksidasyonunda (pH=4-8), temel reaksiyon sirasinin oksidatif
yogunlagmay: takip eden o-kinonun olusumu esasina dayanir. Fenol ile kinon
arasindaki bag karbon-karbon bagidir. Bu bagin olusumu o-kinonun elektrofilik
olarak aktiflenmig kisimiarindan  biri ile (2',5' veya 6') bir bagka katekin-kinonun
nikleofilik olarak aktiflenmig kisimdan biri (6. veya 8. pozisyon) arasinda veya bir
katekin molekiliinin 6-pozisyonu arasinda cereyan eder. Takip eden galigsmalar
gostermigtir ki, katekinin polimerlegsmesi bir molekil katekol kalintisiyla bir bagka
floro glucinol kalintisi arasinda bir bag-kuyruk bag: olusturur!22,

Katekinin, o-kinonlara benzer oksidasyonunun mantar, patates ve titin PPO'dan
etkilendigi gozlenmigtir. Béyle bir durumda olusmus o-kinonun, bir bagska molekli
floroglucinol ile kinonun B halkas: arasinda bir bag-kuyruk bag: halinde
polimerlestigi bulunmustur.

Polimerlegsmenin 6zel bir hali olan koyu renkli ve yiiksek molekil agirhkli  bir
polimer olan melanin; fenolik amino asit tirozinden olugur. Melanin olusumu gida
prosesleri nazara alindiinda gidalarin kararmasi agisindan herhangi bir 6nemi
yoktur. Fakat melaninin reaktif gruplari proteinlerle birlegerek koyu renkli
pigmentler olusturabilirler.
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Bu polimerlesme cesitli basamakiarda cereyan eder. Tirozin enzimatik olarak o-
dihidroksi bilesigi dopa'ya ve ondan sonra dopa kinona oksitlenir. Dopa kinonun kendi
kendine ve doénusimsiz olarak molekil yapisindaki bir degigsme ile 5,6-dihidroksi
dihidroindol-2-karboksilik asite déniigiir ve buda kinonun bir hali olan dopakroma
oksitlenir. Takip eden basamak dekarboksilasyon ve tekrar diizenlemeden sonra
kirmizi renkli dopakromdan 5,6-dihidroksi indolun olugumudur. Bu bilegigin daha
ileri oksidasyonu 5,6-indol kinonu olusturur bu da c¢apraz bagh bir polimerlesme
olan oksitlenmenin neticesinde melanin tegekkiil eder.

1.1.6. PPO'in Ekstraksiyonu, Saflagtirimasi, Homojenligi ve Molekiil
Agirhign

1.1.6.a. Ekstraksiyon

Bitki materyalinden PPO yada lakkazin ekstraksiyonu igleminde {¢ &nemli husus
dikkate alinmalidir.

1. Enzim kaynaginin olgunlagmamis durumundan dolay aktivite gdstermemesi, 2-
Hucreye baglh aktif enzimin ¢ézinebilirligi ve 3-Bazi fenollerin enzim proteini
tizerindeki oksidasyonu ve bunun sonucu olarak da polimerizasyon ve ¢dkmenin
énlenmesi.

Enzim kaynaginin olgunlagsmamig halinden dolayi aktivite géstermemesi bitki PPO'
igin gok 6nemli bir problem degildir. Cinkii, olgunlasmamis partikiil haldeki enzim,
kafein-sodyum benzoat'la ¢6zmekle aktif hale getirilebilir. Olgunlagmamig
kaynaklardan elde edilen ya da kismi olarak saflastinlmig PPO, SDS ile aktive
edilebilmigtir84.

Cozinme iglemi, genellikle Triton X-100 yada Twen-80 gibi deterjanlarla
gergeklestirilebilir, Digitionin  elma mitokondrisinde kullanilirken, bu iglemin
kloroplastlar igin etkili oldugu bulunmustur. Ekstraksiyonda sodyumdioksalatin
kullanilmasi, seker pancan yaprad! kloroplastlarindan elde edilen PPO'In  aktivitesini
arttirdigs  belirtilmistir. Enzim proteinlerine  bagh lipoproteinleri uzaklagtirmak
igin, bitanol ekstraksiyonu, elma kabugundan PPO'In hazirlanmasi igin tavsiye
edilmigtir’4, Kararli bir PPO gozeltisi hazirlanmasinda ortaya gikan en biyiik
guglik; enzimatik fenol oksidasyonu ve bitki materyalinin pargalanmasinda ve
ekstraksyonunda ortaya gikan pigment olusumunun énlenmesidir. Pigmentler, enzim
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gozeltisinde ¢okebilirler ve ¢ozinmeyen kisimiar aktiviteyi etkileyebilirler. Daha da
6nemlisi enzimin dénlsimsiz inaktivasyonuna sebep olabilirler. Bu tehlikeleri
azaltmak igin, tim ekstraksiyon iglemleri mimkin mertebe -20, -30°C arasinda
yapiimalidir. Ve kesinlikle 0°C nin Ustiine ¢ikilmamaldir. Toz haline getirme ve
homojenlestirme genellikle sivi azot yada azot atmosferinde yapilmaktadir. Bazi
durumlarda materyalin, kuru ve hizli dondurma enzim ekstraksiyonunun ilk basamagi
icin istenilen bir durumdur. Aseton g¢oktiirmesi ve bunun tampon ekstraksiyenuyla
takip edilmesi gok sik kullanilan metodlardan biridiré4,65,95,

Aseton ¢oktirmesi ve tampon ekstraksiyonun etkisi, seftali PPO aktivitesi tzerinde
kargilastiriidiginda, asetonla ¢oktiirmede aktivitenin 20 kat fazla oldugu bulunmustur.
Aktividedeki bu son derece yliksek artig, asetonun bir inhibitérii elimine etmesi ya da
enzim proteinini aktif formuna dénistirmesiyle agiklanabilir!23,

Uygun bir tamponla bazi ekstraksiyonlar, aseton ¢oktirmesinden daha gok tercih
edilir. Gok gesitli tamponlar, enzimi kaynagindan ekstraksiyon igin uygun pH
degderlerinde (asidik yada bazik ) saglayabilirler. Tamponun pH'si elde edilen enzimin
formunu etkileyebilir. Enzimatik polifenol oksidasyonundan ekstraksiyon sistemini
korumak igin, ortama indirgen reaktifler yada kinonlar gibi enzimin dénigimlii
inhibitérleri katilabilir. Askorbik asit, sistein sodyum metabisulfit, DIECA yada
sukroz bu maksatla kullanilan inhibitrlerdir?6,124,125,

Enzim ekstraksiyonu boyunca fenol oksidasyonunun ve polimerizasyonun énlenmesinin
en etkili yolu, ¢dziinmeyen bir polimer materyaline substratlan baglayarak ortamdan
uzaklagtirmaktir. Fenol baglamada en yaygin kullanilani polivinil pirrolidon (PVP)
dir. PVP fenollerin iyonlagmadi§! noétral yada asidik pH da cok kuvvetli proton
alicisidir'25,126, Ayni zamanda PVP kismi olarak PPO''n kompetetiv bir
inhibitéradiir. Ancak onun inhibitér etkisi, enzim ¢6zeltisini yikamakla elimine
edilebilir. Polietilenglikol (PEG), bu is igin bazen daha fazla tercih edilir. Belki de
bunun sebebi, PEG'nin asetondaki ¢zinirliginiin enzim ¢ézeltisi elde edilmesinde
belirli avantajlar saglamasindan dolayidir126,

Poliamid (naylon) ve polikaprolaktam da ayni zamanda fenol baglamak igin yaygin
olarak kullanimigtir. Katalitik olarak inaktif olan proteinler (kazein gibi),
fenollerle hidrojen bagi olusturmak Gzere kullanilabilir127.

Proton alabilen organik solventler (ketonlar, esterler, dimetil amidler,
dimetilsulfoksit ve N-metilpirolidon) da fenollerle kompleks yapiminda etkilidirler.
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Enzim ekstraksiyonunun ilk basamaginda gok sik kullanilan kuru aseton (6zellikle
%20 su ihtiva eden), ayni zamanda fenolleri uzaklastirmada da etkili bir faktérdir.

Meyva dokularindaki PPO substratiarinin uzaklagtinimasi, ya aseton yada kalsiyum
asetat ¢oktirmesi ile yapilabilir. Seftaliden lakkaz ekstraksiyonunda, zayif alkali
hidrolizi ve amonyum bromiirle ¢oktirmekle ilgili substratiar uzaklastirilabilir?8.

1.1.6.b. Saflagtirma

Ekstraktlanmig ham PPO gozeltilerinin saflagtiriimas: igin enzim kaynagina ve
saflagtirma derecesine gére birkag metod uygulanmigtir. Farkh doyguniukta amonyum
stlfat goktirmesi, Sephadex G-100 yada G-200 wzerinde jel filtrasyon
kromatografisi ve DEAE-Seluloz yada DEAE-Sephadex anyon degigtiricileri ile iyon
degisim kromatografisi gok sik olarak kullanilmigtir. Ayrica diyaliz yada sephadex G-
25 kromatografisiyle dusik molekil agirhkiarina sahip safsizhiklari uzaklastirmak
igin bu metodlarin bazi kombinasyonlari ara basamaklarda tatbik edilmigtir?®.
Islemlerin sirasi duruma goére degisebilir. Bazi durumlarda bir yada diger
saflastirma basamaklari tekrar edilebilir. Ornegin; Mantar PPO"1 igin bir saflagtirma
prosediri; iki amonyum siifat goktiirmesi basamagi ve diger saflagtirma basamaklar
takip edilerek son olarak DEAE-seluloz iyon dedigim kromatografisi uygulanmstir.
Daha yakin zamanda seftali PPO'"1 hidrofobik kromatografi cesidi olan fenil-sepharose
CL-4B ile saflagtinldigi rapor edilmistir85.

1.1.6.c. PPO Enziminin Homojenitesi ve Molekiil Agirhg

Cogu kaynaklardan elde edilen PPO'larin farkli molekil yapilarinda oldugu
aciklanmigtir. Bu yapilarin sayisi enzim kaynagina, ayrica ekstraktlama ve ayirmada
tatbik edilen metodlara baglidir. Molekal yapilarinin  farkhh olusunun nedeni
birlesme-ayrigma durumuna goére degisir. Bu ifade; 1-Benzer birimlerin degisik
polimerizasyon derecesinde birlegsmeleri, 2-Farkli birimierin degisik
kombinasyonuna, 3-Tek bir proteinin konformasyonel degigimeleri, 4-Yukarida
bahsedilen ¢ ihtimalin kombinasyonlarina baglidir.

Bu formlar kendi aralarinda da degigebilir. Bu degismeler; farkli pH, iyonik siddet
konsantrasyon yada protein pargalama reaktifleri ihtiva eden gozeltilerde bekletmekie
daha da artirilabilir’25, Bu yapilarin; substrat spesifikligi, optimum pH, stabil
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oldugu sicaklik ve de inhibitériere kargi davraniglarinda farkliliklar vardir.
Dehidrogenasyon ve hidroksilasyon aktivitelerinin oranlari {izerinde gok detayli

caligmalar vardir. Genelde, gesitli yapilanimin yalnizca bir kismt  monofenoliere etki
eder65,129,

Hidroksilasyon aktivitesi, dért alt birimin birlesme derecesine baglidir. Ancak alkali
pH'larda daha buyik molekil agirhkli yapilar hidroksilasyon aktivitesinin gogunu
kaybeder. Bu sartlarda o-difenoliin yikseltgenme aktivitesinden daha az
kararhdir130,

Seker pancari kloroplastlari ve muzdan elde edilen enzimleri igin, dikkate alinacak
derecede daha dusik molekdl kitleleri (10.000 ve 12.000 dalton) bulunmasina
ragmen genelde monomerin 30.000 dalton civarinda molekiil kiitlesine sahip oldugu ve
bir bakir atomu ihtiva ettigi kabul edilir!31,

Bu enzim yapilarninin yami sira, yalnizca elektroforetik 6zellikleri farkli olan 6zdes
molekal katleli yapilarda vardir. Patatesten elde edilen PPO'In farkh izoelektrik
noktalara sahip birkag monomerik yapilari PAGE ile belirlenmigtir!32,

Seftali lakkazinin molekil agirligi 70.000-90.000 arasinda oldugu belirlenmistir.
Degisik kaynaklardan elde edilen lakkazin farkli molekiil yapilarina sahip oldugu ifade
edilmektedir133,

1.1.7. Enzim Aktivitesi Tayin Metodlari

PPO aktivitesi, substratin par¢alanma yada driiniin olusma hizini belirli sinirlar
icinde olgmekle belirlenebilir. Her iki metod ile de reaksiyonun baslangig hizinin
6lgulmesine dikkat edilmelidir. Guinki, o-dihidroksifenoliin oksidasyonuyla enzim gok
¢abuk inaktif hale geger.

Substratin pargalanma hizinin belirlenmesinde, Oz absorbsiyonu ya Warburg
respirometresiyle monometrik olarak yada bir oksijen elektroduyla polarografik
olarak o6lgulir. Iki metod da aym sonuglari vermez. Ginki aymi sartlar altinda elde
edilen Oz nin adsorbsiyon degerleri polarografik metodda daha yiiksektir. Bu metod
PPO aktivitesi tayini igin birkag arastirmacinin  sectigi metodla uyum igindedir!34.

Urtintn olugma hizi, kinonlardan olugsan renkli bilesiklerin optik yogJunluklarinin
spektrofotometrik metodla olgilmesiyle tayin edilebilir. Bu metodun ¢ok basit
olmasindan dolay: rutin analizlerde ve polarografik metoda gére nisbeten daha uzun
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zaman araliklarinda kullanildigindan tercih edilir. Ancak bazi yazarlar
spektrofotometrik metodun kullaniimasina karsidirlar. Ginkid; PPO'in sekonder
reaksiyon driinleri olugur ve sekonder reaksiyonlar kontrolu gili¢ olan bir ¢ok
faktérden etkilenirler.

Askorbik asitin varlii elde edilen degerleri dusirirken, aminoasit; protein
pargalanma uriinleri, agir metal iyonlari, meyvalarin kendi yapisindaki substratlan
ve fenollerin otooksidasyon driinleri enzim aktivitesinin seviyesini arttirabilirler.
Spektrofotometrik metodlar, enzim aktivitesi ve enzim kararmasi arasinda bir iligki
kuruldugu zaman tavsiye edilebilir35.

Katekol, pirogallol yada klorogenik asit gibi notral substratlar spekirofotometrik
metodiarda kuilanilabilirler. Degigik fenollerin oksidasyonundan elde edilen renkli
bilegikler farkli dalga boylarinda maksimum absorbsiyon verirler vede substratiar
6zellikle bazik pH larda otooksidasyona maruz kalabilirler. Daha da énemlisi; bazi
substratlarin asirisi enzim inhibisyonuna sebep oldukiarindan bu hususlara
spektrofotometrik Slgumler yapilirken dikkat edilmelidir!38.

Enzimin hidroksilasyon aktivitesi, O absorbsiyon metoduyla belirlenmektedir. Saf
enzim o-dihidroksi fenoliin mevcut olmadi§i ortamda monofenol substrati (en sik
kullanilan; p-kresol ya da tirozin) kullanilarak enzim aktivite degeri
hesaplanmasinda, reaksiyonun geri kalan fazi dikkate alinmadan yapilir.
Degerlendirme periyodunun sonu, reaksiyonun baslangigi olarak dugunuiir ve de Oz
absorbsiyonunun zamana karsi grafigi gizilir. Bu grafikten enzim aktivitesi
hesaplanir!37,

Aktivite Olgiimleri esnasinda inaktivasyonu geciktirmek igin ilave reaksiyonlar
kullanilir. Enzim ve substratin yam sira reaksiyon karigimi, olugan kinonlari hemen
indirgeyen hidrokinon ve askorbik asit gibi oldukga zit oksidasyon-rediiksiyon
potansiyeline sahip olan bir yada daha gok bilegikler ihtiva eder. Substratin katalitik
degeri, bu reaktantin konsantrasyonu sabit kaldikga yeterlidir. Sistemin oksidasyon-
redilksiyon potansiyeli polarografik olarak 6lgiilebilir. Bu prensibi temel alan diger
varsayimlar, reaksiyon karigimina oksitlenebilen askorbik asit tatbik edilir. Ve onun
maksimum absorbsiyonu olan 265 nm de konsantrasyondaki azalma &lgilir. Askorbik
asitin pargalanma hizi, enzim aktivitesiyle direkt olarak orantilidir138. Reaksiyon
sistemindeki hizi belirleyen basamak; substrat = kinon transformasyonudur. Aksorbik
asit oksidaz sonuglarla zittir. Bu metodun diger bir varsayimina gbre reaksiyon
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kanigimina katilan askorbik asit miktarinin tam olarak tiketilmesi igin gerekli
zaman o6lguliir. Béyle bir metodun kullaniimasi, lineer olarak proses durdurulmadigi
zaman tavsiye edilmez. Gergekten bu reaksiyon siresinin lineer olmadif
bulunmusturl34,

Askorbik asit yerine K4[Fe(CN)g]. 3H20 kullanildifinda, 420 nm'de absorbans verir.
Bu durumda askorbik asidin mevcudiyeti veya 265 nm dalga boyu civarinda absorbans
veren bitki  materyalleri etkilenmez. Bu metodun diger bir avantaji da
ferrosiyanuriin 6zellikle asidik pH'lardaki degigsmelerden askorbik asite gére daha az
etkilenir. Ve de ¢dzeltide daha kararlidir. Ferrosiyanir metodunda ayni substratlar
kullanildigi  zaman askorbik asit prosediiriinden yar yariya daha az hassastir!39,

Fenolik substratlar ve reaksiyon drtnleri (izerinde yapilan gaz kromatografisi
caligmalar, kolayca oksitlenebilen materyaller kullaniimadikga, katekol substrati ile
daha yiksek Ky degerlerinin  elde edildigini géstermistir. Bu ¢aligmalar, reaksiyonun
Michaelis-Menten kinetigine uydugunu gdstermistir ve reaksiyon boyunca enzimin
inaktivasyona ugradig: tesbit edilmistir.

Inaktivasyonu &nlemek igin birgok prosediir geligtirilmistir. Bu prosediirler
reaksiyon karigimindan kinonlari uzaklagtirma esasina dayanmigtir. 3-metil-2-
benzotiyazolon, hidrazon hidro klorid, kinonlar ile kondansasyon driinleri verir. Bu
Grinler CHCIl3 ile reaksiyon karigimindan ekstraktlanir ve organik fazin
absorbsiyonu 500 nm'de okunur’®. Ekstraktlama yerine kondanse olmus GrGnleri
asetonda ¢dzmekle daha hassas sonuglar elde edilir. Enzim aktivitesi, meydana gelen
san bilegidin 412 nm de absorbansindaki azaima spektrofotometrik olarak &lgiilerek
bulunur. Substrat olarak katekol yerine 1,4-dihidroksi benzen kullanildiginda bu
metod lakkaz aktivitesi belirlemek igin de uygun olur140,

1.1.8. PPO'in Tabiatta ve Gida Isletmeciligindeki Rolii

PPO"In bitkilerdeki mevcudiyeti sinifli olsa bile tabiattaki rolii oldukga fazladir.
Kismen de olsa enzimin onemli bir gbrevi, bitkilerin viral veya mikrobiyal
enfeksiyonlara kargi direncinde rol oynamasidir. PPO enziminin patalojisindeki roli
gok sayida aragtirmaci tarafindan incelenmigtiri41,142,

Patates x virisu tarafindan etkilenen yumrularin, saglikh olanlara nazaran daha fazla
PPO ihtiva ettigi ve enzimatik kararmaya karst daha hassas oldugu bulunmusgtur.
Tath patates dokulannin ceratocystis fimbriata mantarindan izole edilen patojenik
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veya patojenik olmayan izolatla asilanmasida, dokularda PPO aktivitelerinin
artmasina neden olmaktadir. Daha hassas tirlerin patojenik olmayan izolatla
asllanmasi, agilanan yerle kusatiimig tabakalarda daha sonra meydana gelebilecek bir
hastaliga karsi bagigikhk saglamaktadir. Tatli patates koklerinde kesme islemi veya
enfeksiyon, saglikl dokularda mevcut olmayan yeni bir PPO bilegeninin olugsmasina
neden olmaktadir. Bu bilesigin olusumu ve aktivitedeki artis gesitli antibiyotiklerle
inhibe edilmektedir. Bu durum aktivitedeki artigin yeniden protein sentezi sonucu
meydana geldigini géstermektedir44.

Bitkilerin enfeksiyona kargt direnci ile ilgili olarak PPO'in rolii hakkinda yapilan
bir agiklamada enzimin faaliyeti sonucu olugan kinonlarin ikinci bir polimerizasyon
reaksiyonuna ugramasiyla koyu renkli, suda ¢bzinmeyen polimerler olustugu
belirtilmigtir. Bu polimerlerle doldurulan dokular enfeksiyonunun yayiimasina karsi
tampon g&revi yapmaktadir. Bu diisiince bazi aragtirmacilar tarafindan enzimin ana
fonksiyonu olarak kabul edilmektedir143,

Olumsuz iklim sartlarina dayanikli olan bitkiler genellikle dayaniksiz olanlara
nazaran daha fazla PPO aktivitesine sahiptirler. Mesela kig sartlanina dayanikh bir
erik torl olan Prunus ussuriensis yapraklarinda yilksek seviyede aktivite
bulunmustur. Yine kig sartlarina dayanikh Gzim asmalarinda, dayanikli olmayaniara
nazaran daha fazla aktivite bulunmusgtur144.145,

PPO faaliyeti sonucu olusan kinonlar, sonugta enzimatik olmayan kararmaya ve
humuslagsmaya kadar giden reaksiyonlara istirak edebilir. Bdylece topragin organik
maddelerinin olugmasina yardimei olur146,

Genelde mamil wranlerin iglenmeleri sirasinda gidalann dogal 6zelliklerinin
olabildigince korunmasi gérevini {stlenen gida teknologlar igin gogu kez istenmeyen
renk degismeleriyle sonuglanan enzimatik esmerlesmenin kontrolii gli¢ bir ugras
alani olmustur. Enzimatik kararma elma, armut, seftali ve muz gibi meyvalarda,
patates ve yemeklik mantar gibi sebzelerde nisbeten daha fazla gérilir. Ancak yeterli
seviyede fenolik madde ve PPO igermeyen domates ve sunbeam gesidi seftali gibi
meyvalarda, PPO ihtiva etmeyen yada az miktarda bulunun PPQ" yapilarindaki
yiksek asit nedeniyle inaktiflestiren limon ve diger turunggil meyvalarinda birgok
Gzimsi  meyvalarda ve cesitli  sebzelerde enzimatik kararma  problem
olusturmamaktadir2,35,
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Ote yandan bazi tahiilardan elde edilen unlardaki yilksek PPO aktivitesinden dolay,
ekmek ve makarna Grinlerinin kararma gosterdigi enzimatik reaksiyonlar sonucu
olusan kinonlarin proteinlerle birleserek onlarin hazmolma yeteneklerini ve bu arada
lisin amino asidinin yarayighihigini  azalthigim bildirilmistir35. Seker kamigindan
seker Uretiminde esmerlegsme sonucu hem son driinin rengi etkilenmekte hem de
esmer polimerlerden dolay: kristalizasyon giglesmekte ve verim diigmektedir. Kiraz,
visne ve patlicanlarin antosiyaninlerden kaynaklanan gizel renklerinin enzimatik
kararma ile olugan kinonlarla bozuldugu, daha disik yikseltgenme-indirgenme
potansiyelinden dolay: askorbik asidin antosiyanin oksidasyonunu onledigi ve sonugta
kendisinin oksitlenerek vitamin de§eri daha az olan veya hig olmayan driinlere
dénistigi ve gidalarin bu vitamince zayifladign 6ne strlimiistiir35,147.

Siyah cay dretiminde enzimatik kararma istenen bir olaydir. Kinonlar, ¢aya icim tadi
ve kalitesini kazandiran teaflavin ve teariibiginlerin én maddeleridir. Bu nedele gay
PPO' uzerinde gok galigma yapiimistir!48. Benzer gekilde ¢ekirdeksiz kuru dzim,
incir ve hurmalarin begenilen giizel renkleri enzimatik esmerlesme sonucudur. Acgik
renkli meyvalardan elde edilen meyva sularinin altin sarisi rengi, ithmh ve
kontrolli bir esmerlesme ile elde edilir. Bu urinlerin lezzet ve aromasinda da
aromatik esmerlesme ile olugsan maddeler etkili olabilmektedir. Kakao ve kahvenin
renk ve aromasi, siyah zeytinin renk ve lezzetinde enzimatik kararmanin roli
buyiktir. Ancak yesil zeytinlerde enzimatik kararma istenmemektedir35. Son olarak
meyva suyu Uretimi sirasinda PPO'in fenolik maddelere ve tanenlere etki etmesi
halinde polimerlesme sonucu durultma saglanmakta ve fenolik maddelerden ileri
gelen buruk tat giderilmektedir149,150,160

1.2. Calismanin Amaci

Enzimatik kararma, polifenollerin o-kinonlara oksidasyonu ve o-kinonlarin da
gabucak esmer renk maddelerine veya melaniniere polimerizasyonu seklinde cereyan
eder. Enzimatik kararmanin kontrolii, enzim, substrat ve O faktérlerinden en az
birinin kontrol edilmesine baghdir. PPO enzimin inaktif hale getirilmesi veya
inhibisyonunda ilk adim, meyva ve sebzeden ekstrakte edilen enzim aktivitesinin
optimum sartlarinin  belirfenmesidir. Bunun igin enzim kaynag: olarak, Tirkiyenin
Dogu Anadolu Bélgesi'nde bol yetisen ve diger tirlerine gére daha etli , blyik ve
degerli bir besin olan Kusburnu meyvalari, Atatirk Universitesi Kampisi'nde
yetigkin haldeki bitkilerden Eyliil ve Ekim aylarinda toplanarak kullanildi. Kusburnu
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meyvasi, meyva suyu, regel’ ve marmelat yapiminda kullanilir ve hatta ¢i§ olarak
tiketilir. PPO enzimi gogu meyva ve sebzelerde oldugu gibi Kugburnu meyvasinda da
enzimatik kararmaya sebep olmaktadir.

Bu galigmada ilk defa tarafimizdan kusburnu meyvasinda mevcut oldugu belirlenen
PPO enzimi izole edilerek kinetik ve elektroforetik oOzelliklerinin  incelenmesi
amaglanmigtir. Bunun igin asagidaki hedefler belirlenmigtir.

a) Enzimin uygun tekniklerle saflastinimas:,

b) Caligilan herbir substrat igin optimum pH ve sicakhigin belirlenmesi,

c) Belirlenen optimum sartlarda enzimin substratiarina olan ilgisinin arastinimasi
ve bu ilginin biyokimyasal ifadesi olan Ky ve Vmax degerlerinin bulunmast,

d) Enzimin farkhi inhibitérlere kargi ilgisinin arastirilmasi ve bu amagla inhibisyon
turiniin tesbiti ve K; sabitlerinin ve Isg de{erlerinin bulunmasi,

e) Enzimin sicaklikla denatiirasyon ve renatiirasyon ozelliklerinin aragtiriimasi,

f) lzoenzimlerin uygun bir elektroforetik metodla belirlenmesi,

Ayrica, calismada elde edilen sonuglann diger PPO kaynaklarindan elde edilen diger
sonuglarla mukayese edilmesi amaglanmistir. Bu arastirmadan elde edilen sonuglarin,
hem bilimsel agidan faydali olacagina hem de kugburnu igletmeciligine yén verecegine
inaniyoruz.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER
2.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Galigmalarimizda kullanilan dipotasyum hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen fosfat,
amonyum siilfat, trihidroksimetilaminometan (Tris), hidroklorik asit, triklor asetik
asit (TCA), sodyum hidroksit, sitrik asit, akrilamid, amonyum persiilfat, glisin,
bromfenolmavisi, gliserin, coomassie brillant blue G-250, etanol, fosforik asit L-
tirozin, tiyoure, benzoik asit, sodyum azotiir, p-merkaptoetanol, sodyum dodesilsiifat
(SDS), metanol, asetik asit, glimis nitrat, amonyak, formaldehit ve metilamin E.
Merck A.,G dan; polietilenglikol (PEG), askorbik asit, N,N,N',N’ tetrametil
etilendiamin (TEMED), katekol, L-dopa, o-fenilendiamin, coomassie brillant bleu R-
250, standart serum albumin, diyaliz torbalari, Sephadex G-100, 4-metil katekol,
p-kresol, pirogallol, gallik asit, dopamin, L-sistein, glutatyon, sodyum
dietilditiyokarbamat (DIECA), ditiyoeritritol, tannik asit glutardialdehit ve N,N'
metilen bisakrilamid Sigma Chemical Comp'den; dietilaminoetil (DEAE)-Sephacel
pharmacia Fine Chemicals'dan ve sodyum metabisulfit DAYM'den sagland:.

2.2. Faydalanilan Alet ve Cihazlar
CGalismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmigtir.

Sogutmali santrifuj : Heraeus Sepatech

Spektrofotometre: LKB-Biochrom, ULTROSPEC-II model 4050
pH metre : Schoot C6 840 pH Meter

Magnetik karigtirici : IKAMAG RH Janke Kunkel

Peristaltik pompa : Pump p-3 Pharmacia Fine Chemicals
Elektroforez tanki : Hoefer, HSI

Terazi : Libror, EB. 330 H

Karigtiric1 : Vortex-Genie Model K-55

Kronometre : Hanhard, Elektronische Digital Stoppuhr
Otomatik pipetler : Fischer

Galkalayici : GFL

Homojenize edici: Waring Blender

Gradient karnigtirici : Gradient Mixer GM-1 Pharmacia Fine Chemicals
Sabit sicaklik sirkilatéri : HAAKE FE

Fraksiyon Toplayici : Eldex Universal Fraction Collector.
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2.3. Kullanilan GCodzeltilerin Hazirlanmasi

Arastirma siresince kullanilan g¢oézeltilerin kullaniig yerleri ve hazirlamg sekilleri
asafidaki gibidir.

i) Ekstraksiyon tamponu (%0.5 PEG, 10 mM askorbik asit, pH=7,3 0,5 M fosfat
tamponu): 8,7 g (0,05 mol) K2HPO4, 0,5 g polietilenglikol, 0,176 g (0,001 mol)
askorbik asit 80 ml saf suda ¢ozildu. 1M HCI ile pH=7,3 e kadar pH metre yardimiyla
titre edildi. Gézelti daha sonra saf suyla 100 ml'ye tamamlandt.

ii) 5 mM fosfat tamponu, pH=6,3 (Amonyum silfat ¢oktirmesi sonucunda olugan
gokelegin ¢ozeltiye alindigi, diyalizin yapidigr tampon): 0,87 g (0,005 moi)
KoHPO4 950 mi saf suda ¢6ziildi. 1 M HCI ile pH 6,3'e kadar titre edildi ve saf suyla
1000 mi'ye tamamlandi.

iii) Optimum pH galigmasi igin kullanilan pH s1 3-10 arasinda olan tampon g¢ozeltiler:
pH s1 3-5 araliginda 0,1 M sitrat/0,2 M KoHPO4 tamponu kullanildi. Bu tampon igin
2,1 g sitrat (0,01 mol), 3,48 g (0,02 mol) K2HPO4 80 ml saf suda ¢ozilerek 1M
NaOH veya 1M HCI yardimiyla istenen pH ya kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile
hacim 100 mi ye tamamlandi.

pH=5-7 araliginda 0,2 M fosfat tamponu kullanildi. Bu tampon ¢6zeltide 3,48 g
KoHPO4 80 ml saf suda ¢ozilerek, 1 M HCI ile ¢ozelti istenen pH ya ayarlandiktan

sonra saf su ile hacim 100 ml ye tamamlandi.

pH= 7-10 araliginda 0,2 M Tris-HC| Tamponu kullanildi. Bu tampon g¢ozelti igin
12,114 g (0,1 mol) Tris 400 ml suda ¢ozilerek, bu ¢bzeltiden 40'ar ml alindi 0,1
M HCl ile istenen pH ya ayarlanarak saf su ile 50'ser ml ye tamamlandi ve bdylece
degisik pH It seri Tris-HCI tamponlari hazirlandi.

iv) Substrat ¢ozeltileri : Her bir substrat ¢ézeltisi 0,1 M, 10 ml olacak sekilde
hazirlandi. Bu amagla 0,11 g (1.10‘3 mol) katekol, 0,124 g (1.10'3 mol) 4-metil
katekol, 0,126 g (1.10-3 mol) pirogallol, 0,191 g (1.10-3 mol) L-trozin, 0,108 g
(1.10-3 mol) p-Kresol suda, 0,197 g (1.10-3 mol) L-dopa 0,189 g (1.10-3
mol) dopamin ve 0,170 g (1.10-3 mol) gallik asit ¢ok az miktarh bazik ortamlarda
¢Ozilldi (suda g¢dziinmedikleri igin). Uygun pH'lara ayarland .
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v) Stok Inhibitér ¢ézeltileri: Enzim inhibisyonu gahigmalarinda kullanilan ¢ézeltiler.
Tablo 2.1.de g6sterildigi miktar ve konsantrasyonlarinda hazirlandi. Bazik tampon
cozeltilerde c¢oéziinenlerin pH'si HCI ile 8.5'a ayarlandi. lhtiyag duyulanlarin
seyreltiimeleri saf su ile yapiidi.

Tablo 2.1. Enzim inhibisyonu galigmalarinda kullanilan stok Inhibitér gézeltilerin

hazirlanigi
Stok C6-|Inhibitdr- | Cozelti-
Inhibitér Miktar Mol sayisi | zelti kon- | in ¢6ziin-}nin hac-
(9) (mol) santrasyo | digi mi (ml)
nu_ (M) ortam

Sodyum metabisulfit 0.190 1.10-3 0.1 su 10
L-Sistein 0.121 1.10-3 0.1 su 10
Askorbik asit 0.176 1.10-3 0.1 su 10
Glutatyon 0.307 1.10-3 0.1 su 10
Tiyolre 0.760 1.10-2 1.0 su 10
Sodyum Azotiir 0.390 6.10-3 0.6 su 10
DIECA 0.225 1.10-3 0.1 su 10
Ditiyoeritritol 0.154 1.10-3 0.1 su 10
Tannik asit 0.340 2.10-4 0.02 su 10
Benzoik asit 0.366 3.10-3 0.3 pH=8.5 10

1M Tris

Tamponu
Sodyum Klorur 1.71 2.10-2 2.0 su 10
NaEDTA 1.86 5.10-3 0.5 pH=8.5 10

1M Tris

Tamponu
B-Merkaptoetanol 0.07 ml |1.10-3 0.1 su 10
Tiyodiglikol 1.05 ml |[1.10-2 1.0 su 10
Etilenglikol 056 ml [|1.10-2 1.0 su 10

vi) Standart serum albumin g¢bzeltisi ( 1 mg/ml protein tayini igin kullanilan
¢bzelti): 25 mg standart serum albuminin 25 ml saf suda ¢oziilmesiyle hazirland.
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vii) Coomassie brillant bleu G-250 reaktifi (kantitatif protein tayini igin kullanilan
reaktify : 100 mg coomassie brilliant bleu G-250, 50 ml %95 lik etanolde ¢dzildi.
Bu ¢ozeltiye 100 ml %85 lik fosforik asit ilave edilerek toplam hacim saf su ile 1
litreye tamamlandi.

viiij DEAE-seluloz iyon degisim kromatoprafisinde eliisyon igin pH:10-4 arasinda
gradient olusturmak amaciyla kullanilan tampon serisi,

0.1 M Tris-HCI tamponu (pH=10)(dengeleme tamponu) : 6,057 g (0.05 mol) Tris
450 ml saf suda ¢6zildid. 0,1 N HCI ile pH=10 a kadar titre edildi. Toplam Hacim 500
ml ye tamamland..

0,1 M fosfat tamponu (pH=7): 8,705 g (0.05 mol) Ko HPO4 450 ml saf suda ¢ézildi,
1N HCI ile pH=7 ye kadar titre edildi toplam hacim 500 ml ye tamamiandi.

0,1 M fosfat tamponu (pH=4); 8,705 g (0,05 mol) KoHPO4 450 ml saf suda
¢6zildl. 1N HCI ile pH=4 e pH metre ile ayarlandi. Son hacim 500 ml'ye tamamlandi.

ix) Elektroforez galigmalarinda kullanifan g¢ézelitiler :

1M Tris-HCI tamponu pH=8,8; 12,114 g (0,1 mol) Tris 80 ml saf suda ¢ozildi. 1N
HCI ile pH=8,8 e ayarlandi, toplam hacim 100 ml ye tamamlandi.

%10 luk ayirma jeli; 15 ml pH=8,8 olan 1M Tris-HCI, 13,2 ml %30 luk akrilamid
% 0,8 lik bis akrilamid, 0,4 ml %5 lik TEMED (N,N,N'N'- tetrametil etilen diamin)
ve 9,4 ml saf su karigtinlarak hazirlandi. Bu karigimin Gizerine en son olarak 0,8 ml
%1,5'lik PER ((NH4)2S20g : amonyum persiilfat) karistirilarak ilave edildi. PER
kullanilmadan hemen &énce taze olarak hazirlandi. (SDS-elektroforezinde bu karigima
%0,1 lik SDS ilave edildi).

% 3 lik yigma jeli; 1M'lik Tris-HCI (pH=6,8)'den 1,24 mi, %30 luk akrilamid, %
0,8'lik bis akrilamidden 1 ml, %5 lik TEMED'den 0,1 ml ve saf sudan 7,36 mi ilave
edilerek kansgtinidi. Son olarak taze hazirlanmig %1,5'luk PER'den 0,2 mi ilave
edilerek hazirlandi (SDS-elektroforezinde bu kanigima 0,1 ml %0,1 lik SDS ¢bzeltisi
ilave edilerek kullanildi).
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Yurtitme tamponu : 3 g Tris ve 14,4 g glisin 200 mi saf suda ¢ézildi. Goézeltinin hacmi
saf suyla 1000 ml ye tamamlandi ( SDS elektroforezinde bu ¢ozeltiye %1 oraninda %
0,1 lik SDS ilave edildi).

Numune Tamponu : 0,65 ml 1M Tris-HCI pH=6.8, 1 ml %100 lik gliserin ve 1 ml
%0,1 lik bromfenol mavisinin karigimiyla toplam hacim saf suyla 10 ml ye
tamamlandit (SDS-elektroforezinde su yerine 3 ml %0,1'lik SDS ¢bzeltisi ve
kullaniimadan hemen 6nce 0,950 ml numune tamponuna 50 ul B-merkapto etanol
ilave edildi).

2.4. Yontemler
2.4.1. Protein Tayini
2.4.1.a. Kalitatif Protein Tayini

Caligmamizda yapilan kromatografi iglemleri sonucunda elde edilen elisyon
¢Ozeltilerinde Kkalitatif protein testi uygulandi. Kalitatif protein tayini, protein
yapilarinda bulunan aromatik halkaya sahip amino asitlerin (fenilalanin, tirozin ve
triptofan) 280 nm deki UV isinlarini absorblamalari esasina dayanmaktadir151,

Kromatografi sonucunda elliatlar kuvartz kilvetlere konularak spektrofotometrede
absorbanslart proteinin iginde bulundugu tampon kor olarak kullanilarak 6lguldii.

2.4.1.b. Coomassie bleu Ydéntemiyle Kantitatif Protein Tayini

Ekstraksiyon ve saflagtirma basamaklarinda elde edilen gdzeltilerdeki protein miktari
tayinleri, bu ydntemle belirlendi. Bu y6ntem; fosforik asitli ortamda proteinlerin,
coomassie brillant-bleu G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi, olugan kompleksin
595 nm'de maksimum absorbans g&stermesi esasina dayanir. Bu yéntemin, diger
protein tayin ydntemlerinden istin tarafi, gok kisa sirede uygulanmasi, bozucu
faktérlerin pek séz konusu olmamasi, protein-boya kompleksinin gozeltilerde uzun
siire kalmasidir. Bu yéntemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir152,

Protein tayin iglemlerinde su yol izlendi; 1 ml sinde 1 mg protein ihtiva eden standart
sigir albumin g¢o6zeltisinden tiplere 0,10,20,30,40,50,60,70,80,90 ve 100 pul
alindi. 5 mM fosfat tamponu (pH=6,3) ile tum tdplerin hacimleri 0,1 ml'ye
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tamamiandi. 5 mi coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tipe ilave edildi.
Tiapler vortex ile karigtirilarak 10 dak. sonra 595 nm de 3 ml'lik kiivetlerde kdére
kargi absorbans degerleri okundu. Kér olarak 0,1 ml lik 5 mM fosfat tamponu
(pH=6,3) olan 1. tip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen nug
protein degerleri ile standart grafik hazirlandi (Sekil 3.1).

Hazirlanan enzim g¢ozeltilerinden 0,1'er ml 2 ayn tiipe alinarak Gzerlerine 5'er mi
coomassie reaktifi ilave edildi. Vorteksde karnigtinidi. 10 dk sonra 595 nm'de
absorbanslari 6lgildu. Iki 6lgiimin ortalama absorbansina karsiiik gelen protein
miktar! standart grafik yardimiyla hesaplandi.

2.4.2. Polifenol Oksidaz Enzim Aktivitesi Tayini

PPO enzimi aktivitelerinin o6lgtimlerinde, spektrofotometrik metod kullamidi ve
absorbans &lgimleri 420 nm dalga boyunda gegeklestirildi153. Aktivite 8lgimi igin
0,1 ml enzim 2,9 ml tampon+substrat (+inhibitor) g¢ozeltisi ilave edildi. Tampon
olarak 0,2 M, pH=5-7 araliginda fosfat tamponu veya 0,2 M pH=7-10 aralijinda tris
tamponu  kullanildi; 2,5-10 mM substrat konsantrasyonlarinda ¢ahigildi. 30
saniyelik zaman araliklarinda absorbanslardatki artiglar 3 dakika boyunca kayd edildi.
Kor olarak enzim digindaki g¢6zeltiler ayni miktarlarda kullanildi; enzim ¢ozeltisi
yerine enzimin iginde bulundugu tampon konuldu. Enzim ¢ozeltisi, substrat gdzeltisine
ilave edilir edilmez kronometre galistirildi ve kiivet spektrofotometreye yerlestirildi.
[k 30 s den itibaren 3 dakika boyunca her 30 s de bir absorbons degeri kaydedildi.
Aktivite birimi olarak "1 ml enzim g¢b6zelisi bagina 1 dakikada absorbansta meydana
gelen 0,001 birimlik degisme" kullamldi34.83,

2.4.3. Kusburnu Polifenol Oksidaz Enziminin izolasyonu ve
Saflagtiriimas: Galigmalan

2.4.3.a. Kugburnu Meyvasinin Temini ve Ham Ekstrakt Hazirlanmasi

Caligmamizda kuflanilan kugburnu meyvalar (Rosa dumalis) Atatiirk Universitesi
Kampisinde yetiskin haldeki bitkilerden Eylil-Ekim aylarinda toplanilds.
Incelemelerde kullanilincaya kadar 4°C de depo edildi. Kusburnu meyvalarn 4 yil
boyunca aym bitkiden toplanild.

Ham ekstrakt hazirlanmasi amaciyla, her 20 g kugburnu meyvasi 100 ml %0,5
polietilenglikol ve 10 mM askorbik asit ihtiva eden 0,5 M fosfat tamponu (pH=7,3)
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icinde Waring Blender ile 2 dakika sireyle homojenize edildi. Homojenat iki kat
tilbentten siizildi. Stzintl 48.000 x g'de 5°C de 1 saat siireyle sogutmali santrifiijle
santrifiij edildi. Elde edilen sipernatant diger saflagtirma basamakiarindan amonyum
siilfat'la ¢dktirme iglemlerinde ve ham ekstrakt olarak kullaniidi.

2.4.3.b. Amonyum Siilfatla Coéktiirme ve Diyaliz

Amonyum siilfat ¢éktirmesi igin uygun doygunluk noktasini bulmak amaciyla, % 0-
20, % 20-40, % 40-60, % 60-80 ve % 80-90 araliklarinda ¢oktiirme yapildi.
Her ¢oktirme kademesinde aktivite o6lgimi yapildi. %80'lik amonyum silfat
doygunluguna kadar olan bitiin safthalarda ihmal edilemeyecek diizeyde aktivite
gbzlendiginden bundan sonraki amonyum siilfatla ¢oktiirme iglemleri %0-80 arasinda
doygunlukta yapildi. Goktirme islemleri sirasinda kullanilacak kati amonyum siilfat
miktarlari su formille tesbit edildi (0°C igin)

1.77 V (S2-S1)
3.54-S»

g (NH4)SO4 =

V = Siipernatantin hacmi
S1= 1'in kesri geklinde mevcut amonyum sulfat doyguniugu
So= 1'in kesri geklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Amonyum siifat ¢dktirmesi sirasinda ham ekstrakta katt (NH4)2SO4 yavas yavag

porsiyoniar halinde katildi (O°C de), her porsiyon ilavesi sirasinda daha énce katilan
(NH4)2S04 larin ¢éziinmils olmasina dikkat edildi. Bu iglem yarim saatle- bir buguk
saat arasinda siirdi. Amonyum siilfatin stipernatantda ¢éziinme iglemi magnetik
karigtinicida yapildi. Kati  amonyum siilfat katlmasindan sonra %80 doyguniuga
getirilen suspansiyon, 48.000xg'de, 5°C de 1 saat siireyle sogutmali santrifijle
santrifijlendi. Olugsan ¢dkelek 5 mM fosfat tamponunun (pH=6,3) ¢6ziinebildigi en az
miktarinda ¢ézilda.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim g¢ozeltisi diyaliz torbasina
yerlegtirildi. Enzimin iginde bulundugu tampona (5mM fosfat tamponu pH=6.3) karsi
3-4 defa degistiriimek suretiyle 24 saat sireyle diyaliz edildi. Diyaliz iglemi
magnetik karigtinc: Gzerinde buz dolabi icinde (4°C) gergeklestirildi.

2.4.3.c. Jel Filtrasyon Kromatografisi

100 ml'lik yatak hacmi elde etmek igin 5 g Sephadex G-100, 100 ml saf su igine
alindi. 90°C de su banyosunda 5 saat bekletilerek polimer materyal (sephadex G-100)
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sisirildi. Sisirilmis materyalin igindeki hava, su trombu kuilanarak vakumla
uzaklastinldi. Sisgirilmis ve havas) uzaklastiritmis polimer materyali %10 luk
gliserinli pH'si 6,3 olan 0,1 M fosfat tamponuyla dolu kolona iginde hava kabarcigt
oimayacak sekilde aktanldi. Ayni tamponia dengeleme iglemi yapildi. Kolonun
dengelendigini tesbit icin, Ustten ilave edilen tamponla altdan alinan tamponun pH ve
280 nm'de absorbans degerleri araliklarla olgildi, bu deger ayni oluncaya kadar
dengeleme islemine devam edildi ve kolonun akis hizi 15-20 ml/saat olarak ayarlandi.

Elisyon iglemi icin dengelenen kolonun, jel Uzerindeki tampon g¢ézeltisi jel seviyesine
indirildi. Numune tatbiki igin %10 luk gliserinli enzim ¢ozeitisinden 8 ml kolona
tatbik edildi. Bu enzim ¢6zeltisinin jel tarafindan emdirildikten sonra iizerine birkag
ml elisyon tamponu ilave edilerek tekrar jele emdirildi. Daha sonra kolonun usti
elusyon tamponuyla doldurularak, daha yiksek seviyede bulunan erlen igindeki
elisyon tamponu ile kolon arasinda baglanti kuruldu. Numune tatbikinden itibaren
kolondan eluatlar fraksiyon toplayici yardimiyla 4'er ml olacak gekilde tuplere
toplandi.

Elisyon tamponu kor olarak kullanilarak 280 nm de, toplanan ellatlarin
absorbanslan é&lgulerek kayd edildi. Elisyon almaya 280 nm deki absorbans sifir
oluncaya kadar devam edildi. 280 nm de absorbans gdsteren tiiplerde aktivite
Slciimleri yapildi. 280 nm'de kalitatif 6lgimi icin alinan absorbans degerleri ve 420
nm'de alinan aktivete degerleri tip sayisina kargi grafikleri gizildi (sekil 3.2).
Kromatografi iglemi sonunda enzim aktivitesine rastlanan tipler birlegtirildi. Kolona
tatbik edilen numune ve birlestirilen eluat ¢ézeltileri igin coomassie-blue metoduyla
kantitatif protein tayini ve aktivite tayinleri  yapilarak spesifik aktiviteler
belirlendi. Saflastirma oranlar tesbit edildi.

2.4.3.d. DEAE-Sephacel lyon Degisim Kromotografisi

Bu calismada kullanilan ve daha 6nceden sisirilmis olan jel materyali havasi
uzaklasgtiriip 1,2 cm2 x 70 cm ebadindaki kolona doldurulduktan sonra jel filtrasyon
kramatografisinde oldugu gibi kolona dengeleme iglemi uygulandi. Dengeleme iglemi
0,1 M Tris-HC! tamponu (pH=10) ile yapildi. Kolonun akig hizi peristatik pompa
yardimiyla 10-15 ml/saat'a ayarlandi. Dengeleme iglemine kolona Ustten ilave
edilen tamponun pH ve 280 nm'deki absorbans de{erlerine kolonun altindan alinan
eliatlann pH ve 280 nm'deki degerleri esit oluncaya kadar devam edildi. Eliisyon
islemi sojuk odada gergeklestirildi. Elisyon iglemi icin dengelenen kolona; jel
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filtrasyon sonucundan elde edilen fraksiyonlardan 5 er mi alinarak Kkarigtiriidi. Bu
10 mi'lik kangima 1 ml gliserin ilave edilerek, gliserinli karigimdan 10 ml tatbik
edildi. Enzim ¢6zeltisini jele emdirme islemi jel filtrasyon kromatografisinde oldugu
gibi yapildi. Gradient mixerin kolona bagh olan ve bir mekanik karigtirici ile
kangtirilan haznesine 250 ml pH si 10 olan 0.1 M Tris-HC! tamponu, bu hazineye
agilan diger hazineye ise 250 ml pH s1 7 olan 0,1 M fosfat tamponu dolduruldu.
Elisyona baslandi. Boylece ilk kademede pH 10 dan 7'ye dedisen pH gradienti
uygutanmig oldu. lkinci kademede kolona bagli olan hazneye pH si 7 olan 0,1 M fosfat
tamponunun 250 ml si konulurken diger hazineye pH st 4 olan 0,1 M fosfat
tamponundan 250 mi konuldu. Elisyon iglemi bu ikinci kademe sonunda tamamlandi.
Sonugta pH 10 dan 4'e degisen (azalan pH) pH gradienti uygulanarak eliisyon yapilmig
oldu.

Elaatlar fraksiyon kollektor yardimiyla 4'er mi halinde tiiplere alindi. Elaatlarda 280
nm'de kalitatif protein tayini yapildi. Ayrica 280 nm'de absorbans gdsteren tiplerde
420 nm'de aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen degerler tiip sayisina kargiik grafik
edildi (Sekil 3.3). Enzim aktivitesi g6steren tipler fraksiyonlar halinde birlestirildi.
Birlegtirilen elhat ¢ozeltileri ve kolona tatbik edilen numune igin coomassie-blue
metoduyla kantitatif protein ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler
hesaplandi ve saflagtirma oranlari belirlendi.

2.4.3.e. SDS - Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Elektroforez galismalarinda, Laemmli tarafindan tanimlanan sodyum dodesilsiilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) uygulandi. Bu amagla %3'lik ve %10 luk
olmak dzere iki farkh akrilamid konsantrasyonlarinda kesikli SDS-PAGE
kullanildi154,

Elektroforez iglemi igin, elektroforez plakalan 6nce su sonra etil alkol ile iyice
temizlendikten sonra plakalar arasina konulan aralik olusturuculara vazelin
suriilerek cam plakalar arasina yerlestirilip, kiskaglarla tutularak jel hazirlama
cihazina konuldu. Cam plakalarin alti, kaynayincaya kadar isitilip 40°C ye kadar
sofutulan %0.5 lik agar gozeltisi ile 0.5 cm kadar doldurularak kapatildi. Béylece
sizmalar onlenmis oldu.

Taze olarak hazirlanan %10'luk ayirma jeli enjektér yardimiyla cam plakalar
arasina 2/3 seviyesine kadar dokildi. Bu sirada jel arasinda hava kabarcidi
kalmamasina dikkat edildi. Jel ylizeyinin diizgin olmas! igin su ile ince bir tabaka
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olusturuldu. Jelin katilagmasi igin yanm saat kadar beklenildi. Katilagan aytrma
jelinin Gzerindeki su tabakasi bosaltildi. Daha sonra %3'lik yigma jel, ayirma jelinin
istine cam plakalarin arasi tamamen doluncaya kadar ilave edildi. Uzerine tarak
dikkatiice yerlegtirildi. Taragin Uzerine islatilmis sizge¢ kagidi konuiarak Gzeri
kapatildi ve %3 luk jelin katilagmasi igin bir gece bekletildi. Ertesi gin tarak
dikkatlice gikarilarak, jelde olusan oyuklar énce saf su ile sonra yiriitme tamponuyla
yikandi ve tekrar yiritme tamponuyla dolduruldu. Oyuklarin yerleri igaretienerek
cam plakalar arasindaki kesikli jel elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez
tankinin  alt ve st kismina elektrik devresini igine alacak gekilde ylritme tamponu
dolduruldu.

Numune hazirlanigi gbyle yapildi; ham ekstrakt (H{), amonyum silfat ¢éktlirmesi
(AS41) ve jel filtrasyon kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan; 1.
fraksiyon (JF{) dan 3 ml ve 2. fraksiyon (JF2) dan 8 ml alinarak amonyum siilfatla
%80 doygunluda getirildi. Ayrica amonyum siilfat ¢oktirmesi (AS2) sonucunda elde
edilen ¢dzeltiden 2 ml alinarak o da yeniden amonyum siilfatia %80 doygunluga
getirildi, Ham ekstrakt ve amonyum siilfat ¢céktiirmesi sonucu ¢6zeltiler 1:1 oraninda
numune tamponuyla karistinidi. Yeniden amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilan JFq, JF2
ve ASy lar 48.000xg de yanm saat 5°C de santriftij yapildi olusan ¢okeklerden JFq
200 pl, JFp 100 ul ve  ASp de 300 pl numune tamponlarinda ¢ézildi ve numune
tamponunun 950 wl sine 50 ul B-merkaptoetanol katilarak ve kaynar su banyosunda 3
dakika bekletilerek proteinlerin denaturasyonu saglandi. Bdylece hazirlanan
numunelerden 75'er ul (en az 20 ug protein olacak sekilde) gok ince bir enjektor
yardimiyla alinarak jel oyuklarina (jelin 1. ve 2. oyuguna ham ekstrakt, 3., 4.
oyuguna AS2, 5., 6. oyuguna ASy , 7., 8. oyuguna JFy ve 9., 10. oyuduna JF2
numuneleri) tatbik edildi.

Tank kapag: kapatilarak alt taraftan (+) kablo (anod), Gist taraftan (-) kablo (Katot)
baglandi. Once 80 voltda yarim saat, daha sonra 150 voltda oda sicaklijinda 4-5 saat
sireyle akim gegirildi (yOrume iglemi, jelin alt ucundan 1,2 cm kalincaya kadar
devam etti). Akim kesilerek cam plakalar arasindaki jel dikkatlice gikariidi. Yritme
tamponu tekrar kullanilmak {izere kabina dolduruldu. Yigma jeli kesilip ayrildiktan
sonra protein bantlarint igeren ayirma jeli 8zel kabina alinarak %50 lik TCA
¢Ozeltisinde bir gece bekletildi. Sabahleyin % 50 lik TCA gozeltisinden gikanlip 37°C
de renklendirme gbzeltisi (%50 lik TCA ¢bzeltisinde ¢dziinmis %0,1 lik coomassie
brillant bleu R-250) igine alinarak bir saat bekletildi. Daha sonra %7 lik asetik asit
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gOzeltisiyle bir kag kez yikandi. Bu ¢ozeltiden ¢ikarildiktan sonra jelin fotografi
cekildi.

Ayrica, yiritme igleminden sonra proteinlerin  boyanmas: igin degisik metodiar
uygulandi, bunlardan giimiis boyamasinda su prosediir uyguland..

1. Su, asetik asit ve metilalkol (5:1:5) karigiminda 30 dakika galkaland.

2. %15 lik metil alkol gbzeltisinde 15 dakika galkaland..

3. %10 luk glutardialdehit ¢bzeltisinde 30 dakika g¢alkalandi.

4. 3 defa hizlica saf su ile yikandi. Daha sonra 5 dakikada bir suyu degistiriimek tzere
45 dakika saf suda ¢alkalandi (glutardialdehit kokusu kalmayincaya kadar) gerekirse
bir gece suda birakilir.

5. AgNOg3 cozeltisi; 3 ml NH3+42 mi 0,1 N NaOH karisimi Gzerine 8 ml %20 lik
AgNOg3 gbzeltisi yavas yavas alttaki g¢ozelti kuvvetlice karigtirilarak ilave edilir. Eger
cOkelek olusursa az miktarda NHgz ilave edilebilir ve son hacim su ile 200 ml ye
tamamlanir, bu g¢bzeltide 15 dakika calkalandi (kullanilan NHgz , 35-75 ml 1N HCI i
pH 7-8 ye titre edecek miktar).

6. Bir defa saf su ile hizlica yikandi ve daha sonra 3 defa 5 dakika araliklarla saf su ile
calkalandi.

7. Renk agma basamagi; 50 mg sitrik asit/litre ¢ozeltisinin 200 mi sine
(kullanmadan hemen énce) 100 ul % 37 lik formaldehit katildi. Jel bu ¢ézelti iginde
2-10 dakika bekletildi.

8. Bir defa saf su ile hizlica yikand..

9. Rengin durulmasi; 500 mg sitrik asit/litre ¢6zeltisinin 200 ml sine (kullanmadan
hemen 6nce) 100 pl metilamin katldi ve bu g¢6zeltide 15 dakika galkalandi.

10. Jel saf su ile yikandi, bantlar karigik ve yirimenin iyi olmadiindan dolayi
fotografi gekilmedi.

Diger bir metodda ise jel 6zel kabina alinarak tzeri ortillinceye kadar renklendirme
¢Ozeltisi dokuldi. 1,5-2 saat calkalandiktan sonra, renksizlestirme g¢ézeltisine
nakledildi. Araliklarla renksizlegtirme g¢Ozeltisi degisitiriimek suretiyle jelin zemin
rengi agihip, protein bantlari  belirginlesinceye kadar 1-2 gin calkalandi.
Renksizlestirme ¢o6zeltisi aktif karbondan sizilerek yeniden kullanilabilir hale
getirildi. Jel renksiziestirme g¢ozeltisinden gikanidi. Bantlar gok belirgin olmadid
icin fotografi gekilemedi.
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Renklendirme ¢ozeltisi (SDS-PAGE de kullanildi); 0,66 g Coomassie brillant bleu R-
250, 120 mi metanol da ¢ozlldi. Bu ¢6zeltiye 24 ml saf asetik asit ve 120 ml saf su
eklendi.

Renksizlestirme ¢ozeltisi (SDS-PAGE de kullaniidi); %7.5 asetik asit % 5 metanol ve
%87.5 su oraniarinda 75 ml asetik asit, 50 m! metanol ve 875 ml saf su ile
hazirlandi.

2.4.4. Kusburnu Polifenol Oksidaz Enzimi ile ligili Kinetik Caligmalar

Kugburnu polifenol oksidaz enziminin kinetik &zelliklerini arastirmak Uzere &énce
sekiz farkh substrat igin, optimum pH, optimum sicaklik ve optimum iyonik giddetler
belirlendi. Daha sonra bu substratlar igin Ky ve Vmax degerleri tayin edildi. 11 farkh
inhibitdr icin 4-metil katekol substrati ile inhibisyon tird, K; sabitleri ve Is5¢
degerleri tesbit edildi.

2.4.4.a. Optimum pH Caligmasi

Optimum pH caligmasi; katekol, 4-metil katekol, L-DOPA, dopamin, gallik asit,
pirogallol, L-tirozin ve p-kresol substratlar kullanilarak yapiidi. Bu substratlarla
enzimin substrata doydudu noktalarda pH=4-10 araliinda uygun tampon
g6zeltilerinde enzimin gosterdidi aktiviteler, spektrofotometrik olarak o&lgildi ve
sonuglar grafikler halinde verildi (Sekil 3. 5-3.12 ), Tampon g¢ozeltilerin pH s1 4.0,
45,50, 55, 6.0, 65, 7.0, 75 8.0, 85, 9.0, 9.5 ve 10.0'a 0,1N HCIl veya
0.1 N NaOH ile ayarlandi. Kiivet igindeki substrat konsantrasyonu 10 mM (sadece L-
tirozin igin 5 mM) olacak sekilde 2,9 ml tampon+substrat ¢ozeltisine 0,1 ml enzim
gozeltisi pipetlenerek aktivite dlgimleri yapildi. Tesbit edilen optimum pH degerleri
tablo 3.3'de verildi. Ayrica optimum pH galigsmalarinda, Kusburnu meyvasinin Agustos
(yesil hali), Eylul (yan olgun hali) ve Ekim (olgun hali) aylarinda toplanarak
yukaridaki halleri igin katekol substrati ile optimum pH lari tesbit edildi. Uc ayda da
toplanan kugburnu meyvalarinin optimum pH larinda énemii bir fark gérilmediginden
yesil ve yari olgun halleri igin de§erleri verilmedi ve yalniz olgun hali ile diger
calhigmalar yapild:.

2.4.4.b. Optimum Sicaklik Caligmasi

Optimum sicaklik galigmasi yine ayni substratiarla gergeklestirildi. Substratlarin
optimum pH larinda 5°C-85°C sicaklik arahiginda galisildi. Istenilen sicakliklar, oda
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sicakhiginin altinda buz banyosunda, oda sicakhiginin istiinde, isiticth magnetik
kangtinci lizerinde yer alan su banyosu kullanilarak ayarlandi. Tampon+substrat
gozeltilerinin kivete bosaltiimasi esnasinda meydana gelebilecek sicaklik kayiplarini
6nlemek amaciyla kiivetlerde bir kag dakika siireyle buz veya su banyosu iginde
bekletildi ve mimkin oldugu kadar hizli bir gekilde enzim g¢dzeltisi pipetlenerek
aktivite 6lgimleri yapildi. Sonuglar grafik halinde verildi (Sekil 3.13-3.20). Tesbit
edilen optimum sicaklik de@erleri tablo 3.3' de gdsterildi.

2.4.4.c. lyonik Siddet Etkisi Calismasi

lyonik siddet etkisi galismasi; katekol, 4-metil katekol ve dopamin substratlariyla
0.01, 0.05, 0.10, 0.20, 0.30, ve 0.50 M seri tris-tamponlariyla yapildi. Bu
esnada her substratin kendi optimal pH'sinda galigiidi. 2,9 ml Tampon+substrat
(substrat konsantrasyonu 0,01M) kiivete konulduktan sonra 0,1 mi enzim g¢b6zeltisi
pipetlenerek aktivite éiguimlieri yapildi. Sonuglar tablo 3.4'de gésterildi.

2.4.4.d. Enzimin Stabil Oldugu pH'nin Belirlenmesi Caligmasi

Enzimin stabil oldugu pH'yi belirlemek icin 0,1 M sitrat/0,2M fosfat (pH=5), 0,1 M
fosfat (pH=6,2 ve 7,0), ve 0,2 M tris tampon (pH=8,3)lart hazirlandi. Bu
tamponlardan 4 er ml alindi. Bunun (zerine amonyum silfat ¢oktiirmesi ve diyaliz
sonras! elde edilen enzim ¢ozeltilerinden 1'er ml ilave edilerek 4°C de muhafaza edildi.
Bu gozeltiler enzimin stabil oldugu pH galigmasi igin enzim kaynag olarak kullaniid.
Aktivite olgimleri 4-metil katekol substrati ile optimum sartlarda (0,2 M tris
tamponu pH=8,5), belirli zaman araliklarinda 6lgildi. % Aktivitelere kargihk gelen
depolama siiresi grafik halinde gosterildi (Sekil 3.21).

2.4.4.e. Farkli Substratiar [gin Optimal Sartlarda Ky ve Vmax
degerlerinin Bulunmasi

KM ve Vmax degerlerinin tesbit edilmesi amaciyla; Optimum sartlar (pH, sicakiik ve
lyonik giddet)'da katekol, 4-metil katekol, L-dopa, dopamin, gallik asit ve pirogallol
susbtratlan igin 1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 ve 15.0 mM L-tirozin igin 0.15,
0.25, 0.5, 1.0, 2.5 ve 5.0 mM, p-kresol substraty igin de 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 ve 2.5
mM substrat konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi 6igtimieri yapildi (her 6iglim 2
defa tekrarlandi) 420 nm'de 6lgilen aktivite degerleri reaksiyon hizi (EU/mixdak)
olarak alindi.
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1/V-1/[S] degerleri bulunarak her bir substrat igin Lineweaver-Burk grafikleri
cizildi (Sekil 3.30-3.37). Grafiklerin gizimlerinde en kiigik kareler regrasyon
dogru denklemi kullanildi. Kpm ve Vmax de@erleri grafik ve dogru denkiemleri
yardimiyla hesaplandi. Bulunan Ky ve Vimax degerleri Tablo 3.3 de verildi.

2.4.4.f. Farkh Inhibitérler igin K; Sabitlerinin ve Isg Degerlerinin
Bulunmasi

Bu galismada inhibitér olarak; sodyum metabisiilfit (NapS20s), L- sistein (SH-CHo-
CH2(NH2) COOH), L-askorbik asit (CgHgOg), glutatyon (y-glutamil-L-sisteinil-
glisin), tiyoiire (HoN CSNHy), sodyum azotiir (NaNgz), B-merkaptoetanol (HSCHa-
CH2-OH) sodyum dietilditiyokarbamat (CsH{gNS2Na.3H20) ditiyoeritritol
(C4H1002S5), tannik asit (C7gH52048 ), benzoik asit (CgHs - COOH), sodyum klorur
(NaCl), Na EDTA ((C10 H14 N2 Nap Og . 2Hs O), etilenglikol (CoHgO32) ve tiodiglikol
(CoHgS2) kullanildi.

Her inhibitér igin inhibisyon etkisi literatiir arastirmalari géz oniine ahnarak 4-
metil katekol substratinin sabit konsantrasyonunda (10 mM), en az bes olmak izere
farkh Inhibitér konsantrasyonlarinda aktiviteler okundu. % Aktivite- [l] grafikleri
gizildi (Sekil 3.49-3.59). Bu grafiklerden yararlanarak inhibisyonun %50
civarinda oldugu 3 farkh sabit inhibitér konsantrasyonlari tesbit edildi. Caligilan
inhibitorlerin 3 farkli konsantrasyonlar, Tablo 2.2'de verilmigtir.

Once inhibitérsiz, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 ve 10.0 mM 4-metilkatekol substrati ile
aktiviteler belirlendi. Daha sonra bu substrat konsantrasyonlarinda, her farkl
inhibitériin tesbit edilen 3 farkli sabit konsantrasyonlarinda aktivite dlgimieri
yapildi.

Sodyum klorur, Na EDTA (Titriplex-lll), tiyodiglikol ve etilenglikol'un belirgin bir
inhibisyon etkileri gézlenmedigi igin sabit inhibitér konsantrasyonlarinda g¢aligiimadi.
Tablo 2.2'de verilen sabit inhibitér konsantrasyonlarinda 1/V ve 1/[S] degerleri
belirlenerek Lineweaver-Burk grafikleri gizildi (Sekil 3.38-3.48). Bu grafikler
kullanilarak inhibisyon gesidi ve K degerleri tesbit edildi. Her bir inhibitér igin
bulunan K; degerleri Tablo 3.6'da verildi.
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Tablo 2.2. Galigtlan Inhibitérierin g farkli konsantrasyonlar

[nhibitérler Iy (M) I (M) I3 (M)
Sodyum matabisdifi 1.5 x10-5 3.0 x10-5 45 x10-5
L-Sistein 7.0 x10-5 1.0 x10-4 2.5 x10-4
Askorbik_asit 2.0 x104 |25 x10-4 _ |3.0 x10°4
Glutatyon 8.0 x10-5 1.5 x10-4 3.0 x10-4
Tiyolre ~ 5.0 x10-2 1.0 x10-1 1.5 x10-1
Sodyum azotir 6.0 x10-2 1.0 x10°1 2.0 x10-1
Sodyum dietilditiyo

karbamat 2.0 x10-5 4.0 x10-5 6.0 x10-5
Ditiyoeritritol 2.0 x10-5 4.0 x10-5 8.0 x10-5
Tannik asit 7.5x 10-6 1.5x 10-5 3.0 x10-5
Benzoik asit 1.0 x10-1 2.0x_10-1 3.0 x10-1
B-Merkaptoetanol 2.5x 10-5 5.0x 105 7.5 x10-5

Isg degerleri de, galisilan inhibitérierin inhibisyon etkilerinin arastiriimasindan
yararlanarak hesaplandi. Bunun igin 4-metil katekol substratinin 10 mM sabit
konsantrasyonunda calisildi. Tablo 2.1'de g&sterilen stok inhibitér ¢ozeltileri
kullanilarak degisen inhibitdr konsantrasyonlarina karsilik absorbanslar 420 nm de
kdre kargi okundu (K6r olarak sadece enzim ¢bzeltisi yerine enzimin iginde bulundugu
5 mM fosfat tamponu (pH=6.3) kullanildi). Elde edilen absorbans degerlerinden %
aktiviteler hesaplandi. % Aktivite-[l] grafikleri gizildi ([l]: kivetteki 3 ml hacim
icerisinde bulunan inhibitér konsantrasyonu). Bu grafikler ve denklemlerinden
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yararlanarak her bir inhibitér i¢in 159 de@erleri hesaplandi. Sonuglar tablo 3.8'de
verildi.

2.4.5. Aktivasyon Enerjisinin Hesaplanmasi

Aktivasyon enerijilenrinin hesaplanmasinda Arrhenius denklemi kullaniidi155.

_ _Ea 1
logk = - 3303 R T
k =T (K) sicakh§indaki reaksiyon hizi
R = ldeal gaz sabiti (1.987 kal mol-1 K-1)

EA = Aktivasyon enerjisi (kal. mol 1)

Her bir substrat igin optimum sicakhk galigmasindan elde edilen aktivite degerlerinin
(EU/mI) logaritmasi, reaksiyon sicakliklarinin (K) tersine (1/T) ye kargi grafik
edildi. Grafik egimlerinden (-Ea/2,303R) yararlanilarak aktivasyon enerjileri
hesaplandi. Elde edilen aktivasyon enerji dederleri tablo 3.5'de verildi.

2.4.6. Sicaklikla Denatiirasyon ve Renatiirasyon Ozeliiklerinin
Arastirilmasi

PPO enziminin sicaklikla denatiirasyon &6zelliginin aragtinlmasinda; 50°, 60°, 70°,
80° ve 90°C lerde 10, 20', 30", 45' ve 60' dakikalardaki bekleme slreleri sonunda
aktiviteleri okundu. Bu iglem igin sabit sicakhik sirkiilatird kullanildi. Sabit sicaklik
sirkilatlirt galigilacak sicakhiga ayarlandi, daha sonra kullaniian tampon ¢ézelti,
substrat gézeltisti, saf su ve enzim g¢b6zeltisi bu sabit sicaklik sirkilatiirine
yerlegtirilerek yukaridaki sirelerde bekletildikten sonra absorbanslar okundu. Bu
absorbanslardan yararlanilarak % aktiviteler hesaplandi. Zamana karsilik %
aktiviteler grafik edildi (Sekil 3.60). Aktiviteler 0.2 M tris-HCI tamponu (pH=8.5)
ve 4-metil katekol substrati ile bolim 2.4.2'de anlatildigt gibi yapildi. Sicakiik harig
dider optimum sartlara uyuldu.

Renetirasyon iglemlerinde ise yukarida denetiirasyon galismasinda kullanilan ve
bahsedilen sicakliklarda bekletildikten sonra ki enzim ¢cbzeltisi sabit sicakhk
sirkiilatériinden  gikanlarak 22°C ye kadar sogutuldu. 22°C de 10', 20, 30', 45' ve
60" dakika zaman araliklarinda aborbanslar okundu. Okunan bu absorbanslardan
yararlanilarak % orijinal aktiviteler hesaplandi. % orijinal aktivitelere karsitik
22°C'de inkiibasyon siiresi grafik edildi (Sekil 3.61). Aktiviteler 22°C'de yukarida
aciklandigi gibi belirlendi.
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2.4.7. Kugburnu Polifenol Oksidaz lzoenzimlerinin Tabii Sartlarda
Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Belirlenmesi

Tabii gartlarda poliakrilamid jel elektroforezi de, laemmli tarafindan tanimlandig
sekilde SDS kullaniimadan sogduk odada (8°C de) gergeklestirildi. Béylece ezimin aktif
konumu korunmus oldu154,

Bu elektroforezde de %10 luk ayirma, %3 liuk yigma jelleri bélum 2.3. ix da
anlatildig: sekilde SDS kulaniimadan bolim 2.4.3 e SDS-PAGE deki gibi hazirlanarak
kesikli-PAGE'I numune tatbik edilecek duruma getirildi.

Kullanilan enzim kaynagindaki protein miktan dusiik oldugu igin, amonyum siilfat
¢oktirmesi sonunda elde edilen g6zeltiden 5 ml enzim ¢ozeltisi alinarak yeniden kati
amonyum silfatla %80 doygunluga getirildi. 48.000xg'de yarim saat sogutmah
santrifijle 5°C'de santrifilj edildi. Olusan ¢tkelek dogrudan dogruya 3 mi numune
tamponunda g¢dzildi. 50, 80 ve 100 er pul'lik numuneler jel bosluklarina gok ince bir
enjektdr yardimiyla aynmi sirayla i¢ bélim halinde tatbik edildi. Tank kapag
kapatilarak alt taraftan (+) kablo (anot), ist taraftan (-) kablo (katot)
yerlestirildi. Once 80 voltda yarim saat, daha sonra 150 voltda 4-5 saat slreyle
akim gegirildi. Elektroforez iglemi soduk odada gergekiestirildi. Akim kesilerek cém
plakalar arasindaki jel dikkatlice g¢tkarildi. Yiritme tamponu tekrar kullaniimak
lizere alikonuldu.

Cikarilan jel, 50, 80 ve 100 er ul numuneli (i¢ pargaya ayridi. Jellerden 1. ve 2,
parcasi ayrt ayn 15 mM katekol, 15 mM 4-metil katekol, %0,05 o-fenilendiamin
intiva eden ve dgiincii pargasi 10 mM dopamin iceren 0,2 M Tris tamponuna (pH=8.5)
daldinidi. Daldirma isleminden 1-1,5 saat sonra jellerde bantlar belirginlesti. Daha
sonra 5 dakika sireyle 1 mM askorbik asit ¢bzeltisinde galkalandi. Bundan sonra
jeller %30 luk etil alkol igine alindi ve fotograflan gekildi.

Jellerin igine daldirildifi substrat ¢dzeltilerinin  hazirlanmasi amaciyla , ¢ ayn
280 ml'lik saf su iginde 7,26 ser g'lik Tris ¢dziildii. Olugan g¢6zeltilerin birincisinde
0,495 g (4.5x10-3 mol) katekol ve 0,15 g ortofenilendiamin, ikincisinde; 0,56 g
(4.5x10-3 mol) 4-metil katekol ve 0,15 g ortofenilendiamin ve tglnclsinde de 0,57
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g (3.0x10-3 mol) dopamin gozuldi. Goézeltilerin pH'st 0.1 N HCI ile 8.5'a (optimum
pH'larina) ayarlanarak toplam hacimieri saf su ile 300 ml'ye tamamlandi.

Ayrica yukarida agiklandi§) sekilde numune tatbik edilecek duruma getirilen
elektroforeze bu sefer amonyum siilfat goktirmesi ve jel filtrasyon kromatografisi
sonucu elde edilen fraksiyonlar (JFy ve JF2) numune olarak tatbik edilidi. Yiritme
isleminden sonra ¢ikanlan jel iki pargaya ayrilarak, 4-metil katekol ve L-dopa
substratlaniyla bélim 3.14'de agiklandifi gibi etkilestiriidi.
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3. DENEY SONUGCLARI
3.1. Kantitatif Protein Tayini Igin Kullanilan Standart Grafik

Kantitatif protein tayininde coomassie-blue yontemi kullanildi. Standart grafik
2.4.1.b de agiklandigi gibi haziriandi. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen enzim ¢dzeltisi
ve saflastirma basamaklan sonunda ki enzim g¢ozeltilerinin protein miktarlan bu
standart grafije gére belirlendi. Standart gozeltilerin ug proteine kargilik gelen
absorbans degerleri sekil 3.1'de gésterilmigtir.

Absorbans ( 595 nm )

0.0 P L ' | . - L M L A 1 -
0 20 40 60 80 100 120
ug Protein

Sekil 3.1. Coomassie-blue ydntemiyle protein tayininde kullanilan standart
grafik

3.2. Amonyum Siilfatla Coktiirme Sonuglari

Amonyum siilfat ¢oktiirmesinde, uygun doygunluk noktasini tesbit etmek amaciyla,
%0-20, %20-40, %40-60, %60-80 ve %80-90 araliklarinda g¢oktiirme yapildi.
Her ¢bktiirme kademesi igin gerekli olan kati amonyum siilfat miktani bélim 2.4.3.b
de anlatildi§i gibi tesbit edildi. Her goktiirme kademesindeki ¢okelekler ¢dzinebildigi
en az miktardaki 5 mM fosfat tamponunda (pH=6,3) ¢dzildii. Her basamaktaki
sUpernatant ve ¢okelek gozeltilerindeki PPO enzim aktiviteleri diyaliz igleminden
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sonra 10 mM katekol substratiyla aktiviteler bolim 2.4.2 de agiklandi§i sekilde
belirlendi. Géktirme kademelerindeki ¢6kelek ve sipernatantiarin aktiviteleri tablo
3.1 de verildi. Tablo incelendiginde ¢oktirme yiizdesi arttikga  aktivitenin,
siipernatanda giderek azaldifi, ¢okelek gozeltilerinde ise arttii %80 lik doygunluk
noktasinda maksimum degere ulagti§: gériidi. Daha sonraki galigmalar icin amonyum
siilfatia ¢oktirme iglemieri dogrudan %80 doygunluk noktasina getirildi.

Tablo 3.1. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin amonyum siifatia ¢géktirmede
doygunluk noktasi tesbiti

% doygunluk % 0-20 |% 20-40 |% 40-60 |[% 60-80 |% 80-90
Aktivite  (EU/ml) 21.2 25.1 34.2 40.1 40.0

{cokelek)

Aktivite (EU/ml) 15.3 11.7 4.1 0.01 0.01

(sUpernatant)

3.3. Polifenol Oksidaz Enziminin Jel Filtrasyon Kromatografisiyle
Saflagtirilmasi

Ekstraksiyon, amonyum siifat ¢oktirmesi ve diyaliz islemlerinden sonra eide edilen
enzim gbzeltisinin 9 mi sine 1 ml gliserin ilave edilerek %10 luk gliserinli enzim
¢Ozeltisi hazirlandi. Bu g¢6zeltinin 8 mi (7,2 ml saf enzim) si dengelenmis kolondaki
jele tatbik edildi. Elusyon iglemi %10 gliserinli 0,1 M fosfat tamponuyla (pH=6,3)
yapildi. Fraksiyon toplayicisi yardimiyla 4 er ml'lik tipler halinde toplanan
eliatlarda 280 nm'de kalitatif protein analizleri yapildi. Protein olan tiplerde enzim
aktiviteleri 420 nm'de belirlendi. Sonuglar Sekil 3.2'de grafik halinde verildi.

Jel filtrasyon kromatografisi sonucunda elde edilen eltatlardan enzim aktivitesi
gorilen 7-15 (JF1=35,3 ml) ve 16-29 nolu (JFa= 61,3 ml) fraksiyonlar bir araya
getirildi. Bir araya getirilen fraksiyonlarda ve kolona tatbik edilen numunede protein
ve aktivite tayinleri yapildi. Enzim {nitesi ve spesifik aktiviteler hesaplandi. Ve
saflagtirma oranlan belirlendi. Hesaplanan degerler Tablo 3.2'de verildi.
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Sekil 3.2. Polifenol oksidaz enziminin jel filtrasyon kromatografisiyle saflastirimasi

Tablo 3.2. Kugburnu meyvasi polifenol oksidaz enziminin saflagtiriimasi

Saflagtirma Hacim | Aktivi. | Toplam | Protein | Toplam | Spesi. | Verim | Saflas.
basamagi (ml) (EU/mly | aktivi. | (mg/m) | protein aktivi. | (%) dere-
{mg) (EU/mg cesi
prote.)
Ham ekstrakt 460 - - 0.59 | 271.4 - - -

Amonyum slfat
gOktirmesi ve| 130 755 | 98150 0.98 | 127.4 | 770.4 100 o

diyaliz sonrasi

Jel filtrasyon
kromatografisi 637 76.5 | 48730| 0.07 44.6 [1092.8| 49.6 1.4
sonu 1.fraksiyon

Jel filtrasyon
kromatografisi 1106 42.5 | 47005 0.04 44.2 11062.5| 48.6 1.3
sonu 2.fraksiyon
lyon degisim

kromatografisi 9424 5.0 47120 0.004 | 37.6 |1250.0] 48.0 1.6
sonu 1.fraksiyon :
lyon degisim

kromatografisi | 9730 4.4 42812} 0.003 | 29.2 |1466.6] 43.6 1.9
sonu_2.fraksiyon
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3.4. PPO Enziminin DEAE-Seliioz lyon Degisim Kromatografisiyle
Saflagtirma Sonuglari

Bélum 2.4.3.d'de anlatildi§1 sekilde hazirlanan kolona, jel filtrasyon kromatografisi
sonucunda elde edilen iki fraksiyondan 5 er mi'den toplam 10 ml alinarak 1 mi
gliserin ilave edildi. Bu % 9'luk gliserinli enzim g¢ozeltisinden 10 mi kolona tatbik
edildi. Gradient mixer cihazi yardimiyla ©nce pH'si 10-7, daha sonra pH'si 7-4
aralijinda azalan pH gradienti olusuturan elisyon tamponu kullaniidi. Bdylece ellisyon
igslemi boyunca pH'si 10 dan 4 e kadar degisen 0,1 M elisyon tamponu kolondan
gegirilmis oldu. Fraksiyon toplayici cihaziyla 4‘'er ml lik tiuplerde toplanan
eluatlarda, jel filtrasyon kromatografisinde oldugu gibi 280 nm'de kére (elisyon
tamponu) kargi kalitatif protein analizi ve protein olan tiplerde 420 nm'de aktivite
tayinleri yapildi. Protein tayini igin 6lgllen absorbans degerleri ve 420 nm'deki
aktivite degerleri tiip sayisina karg! grafikleri Sekil 3.3.'de verildi.

1.2 10
= Absorbans(280 nm)
—&—  Aktivite(EU/ml dak)f
10 F —
—_ =~
£ -8 g
c ©
S ost £
QY] =
St b 6 'D
i LLd
g ~—
@ O6
£ 2
>
2 (42
< 04F <
2
0.2
0.0 = . 0
0 20 40 60 80 100

Tip sayisi

Sekil 3.3. Kugburnu meyvas: polifenol oksidaz enziminin DEAE-sephacel iyon degigim
kromatografisi ile saflagtariimasi
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DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi sonucu elde edilen eliatiardan enzim
aktivitelesi gorilen 13-23 (ID1=49,2 ml) ve 42-54 (ID2=50,8 ml) fraksiyonlar

bir araya getirildi.

Kolona tatbik edilen numune ve birlestirilen fraksiyonlarda coomassie-blue
metoduyla kantitatif protein tayini ve aktivite tayinleri yapildi. Enzim Uniteleri ve
spesifik aktiviteler hesaplandi. Ve saflastirma oraniar belirlendi. Test edilen degerler
Tablo 3.2'de g6sterilmigtir. Ayrica, bir kag kez 0,005 M dan 0,5 M'a degisen
konsantrasyon arahginda iyonik siddet gradientli (pH=6.3) elisyon iglemi yapildi, net
bir sonug alinamadigindan burada anlatiimadi.

3.5. Sodyum Dodesiisiilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez Sonucu

Kugburnu meyvasinin, ekstraksiyon ve saflagtirma kademelerinden (amonyum siilfat
goktiirmesi ve jel filtrasyon kromatografisi } sonra elde edilen numuneler, bdlim
2.4.3.e'de anlatildig1 gibi hazirlanan kesikli SDS-poliakrilamid je! elektroforezine
tatbik edildi. Belirlenen protein bantlaninin fotografi gekilerek gsekil 3.4'de gosterildi.

$ekil 3.4. Kugburnu meyvasindan saflagtiritan PPO 1in SDS-PAGE'i sonucu gekilen fotograf .

1. ve 2. kanal ham ekstrakt (H1), 3. ve 4. kanal 2. defa %80 doygunluga getiriimis amonyum
stlfat ¢oktirmesi sonucu (AS2), 5. ve 8. kanal %80 amonyum siilfat ¢dktlrmesi sonucu
(AS2), 7. ve 8. kanal jel filtrasyon kromatografi sonucu 1. fraksiyon (JF1) ve 9. ve 10. kanal
Je! fitirasyon kromatografi sonucu 2. fraksiyon {(JF2)
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3.6. Farkhi Substratlar lgin pH-Aktivite Grafikleri

Optimum pH degerlerini belirlemek amactyla, sekiz ayn substratla uygun tampon
kullanilarak 4'den 10'a kadar degisen pH araliinda aktivite Sigimleri yapildi.
Aktivite O6lgimleri 10 mM substrat konsantrasyonlarinda (L-tirozin igin 5 mM)
gergeklestirildi. Elde edilen aktivite degerleri ile pH grafikleri gekil 3.5-3.12 de
verildi. Grafiklerin giziminde % aktivitelere karsilik pH degerleri kullaniimigtir.
Her bir substrat igin elde edilen optimum pH degerieri Tablo 3.3 de verildi.

3.7. Farkli Substratlar Igin Sicakhk-Aktivite Grafikleri

Optimum sicaklik belirlenmesi amaciyla, sekiz ayr subsratin optimum pH larinda
5°C-85°C sicakhk arahdinda aktiviteler boliim 2.4.4.b'de agiklandig: sekilde tesbit
edildi, elde edilen aktivite degerleri, % aktivite-sicaklik clarak grafikleri gekil
3.13-3.20 de verildi. Bulunan optimum sicakliklar Tablo 3.3'de gdsterildi.

120
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% Aktivite

60 -

40 |

20 =
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Sekil 3.5. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin, 10 mM katekol substratiyla elde edilen
pH-% aktivite grafigi
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Sekil 3.6. Kugburnu meyvast PPO enzimi igin, 10 mM 4-metil katekol substratiyla

Aktivite

%

Sekil 3.7. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin, 10 mM L-dopa substratiyla
elde edilen pH-% aktivite grafigi

elde edilen pH-% aktivite grafigi
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Sekil 3.8. Kusburnu meyvasi PPO enzimi igin, 10 mM dopamin substratiyla
elde edilen pH-% aktivite grafigi
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Sekil 3.9. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin, 10 mM galiik asit substratiyla
elde edilen pH-% aktivite grafigi

10
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Sekil 3.10. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin, 10 mM pirogallol substratiyla
elde edilen pH-% aktivite grafigi
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Sekil 3.11. Kusburnu meyvas: PPO enzimi igin, 5 mM L-tirozin substratiyla
elde edilen pH-% aktivite grafigi

11
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Sekil 3.12. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin, 10 mM p-kresol substratiyla
elde edilen pH-% aktivite grafigi
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Sekil 3.13. Kugburnu meyvast PPO enzimi igin, 10 mM kateko!l substratiyla elde
edilen sicaklik - % aktivite grafigi
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Sekil 3.14. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin, 10 mM 4-metil kateko! substratiyla
elde edilen sicaklik - % aktivite grafigi
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Sekil 3.15. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin, 10 mM L-dopa substratiyla
elde edilen sicaklik - % aktivite grafigi
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Sekil 3.16. Kusburnu meyvasi PPO enzimi igin, 10 mM dopamin substratiyla
elde edilen sicakhk - % aktivite grafigi
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Sekil 3.17. Kugburnu meyvast PPO enzimi igin, 10 mM gallik asit
substratiyla elde edilen sicaklik - % aktivite grafigi
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Sekil 3.18. Kusburnu meyvasi PPO enzimi igin, 10 mM pirogallo!
substratiyla elde edilen sicaklik - % aktivite grafigi
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Sekil 3.19. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin, 5 mM L-tirozin
elde edilen sicaklik - % aktivite grafigi

substratiyla



62

120
100
80 F

60 -

% Aktivite

40 |

20r

———E—

% Aktivite

50

60

Sicaklik °C

80

Sekil 3.20. Kugburnu meyvast PPO enzimi igin, 10 mM p-kresol substratiyla
elde edilen sicaklik - % aktivite grafigi

Tablo 3.3. Kusburnu polifenol oksidaz enziminin substrat spesifitesi ile ilgili bulunan

sonuglar
Optimum Optimum Km Vmax
Substrat pH sicaklik (M) (EU/ mi
(°C) xdak)
Katekol 8.5 25 7.41x10-3 41.66
4-metil 8.5 20 8.64x10-3 431.96
katekol
L-Dopa 8.0 45 6.06x10-4 45.45
Dopamin 8.5 45 2.82x10-3 42.48
Gallik asit 8.8 35 2 64%10-3 111.11
Pirogallol 7.0 156 2.79x10-3 111.73
L-Tirozin 7.0 65 8.27x10-4 142.85
p-Kresol 5.0 60 8.63x10-5 40.00
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3.8. lyonik Siddet Etkisi Galigmasinin Sonuglari

lyonik siddet etkisi ¢aligmasi; 0.01 M, 0.05 M, 0.1 M, 0.2 M, 0.3 M ve 0.5 M Tris
tamponu (pH=8.5) ¢o6zeltileri ile katekol, 4-metil katekol ve dopamin substratlari
(10 mM) kullanilarak aktiviteler EU/ml dakika olarak tesbit edildi. Sonuglar Tablo
3.4'de verildi her (i¢ substrat igin de aktivitenin 0.2 M tris tamponunda en yiiksek
oldugu gérildi.

Tablo : 3.4 . Kusburnu meyvasi PPO enzim aktivitesi (izerine iyonik giddet etkisi

Tris Tamponu 0.01 0.05 0.1 0.2 0.3 0.5
(pH=8.5) (M) (M) (M) (M) (M) (M)
Konsantrasyon

Katekol 20 17 24 36 31.4 30
4-Metil katekol 60 90 110 140 90 110
Dopamin 26 20.6 46.6 63 35 36

3.9. Enzimin Stabil Oldugu pH Calismasi Sonuglan

Bélim 2.4.4'de anlatildigi gibi, 0.1 M sitrat/0.2 M fosfat (pH=5), 0.1 M fosfat
{(pH=6.2-7.0) ve 0.2 M Tris (pH=8.2) tamponlari ile enzim 5 kat seyreltilerek, 4°C
de muhafaza edildi. Baslangi¢ta, 1., 2., 5., 10. ve 18. giinlerde aktiviteleri 10 mM 4-
metilkatekol substrati ile optimum sartlarda (0.2 M Tris tamponu pH=8.5 ve 20°C
de) belirlendi. Sonuglar zamana kargi aktivite degerleri grafik edilerek gekil 3.21 de
gdsterildi. Buna gdre kugburnu meyvasi PPO enziminin stabil oldugu pH'nin 6.2 oldugu
gbrilmuistir.

3.10. Aktivasyon Enerjileri

Optimum sicaklik belirlenmesi galisalarindan
enzimle olan

yararlanilarak her bir substratin
reaksiyonu igin aktivasyon enerjileri hesaplandi. Aktivasyon enerjisi,
logK degerlerinin 1/T degerlerine kargi grafik edilmesiyle elde edilen dogrunun
ediminden bulundu. Qizilen grafikler Sekil 3.22-3.29'da; elde edilen aktivasyon
enerjileri de Tablo 3.5'de verildi.
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Sekil 3.21 Kugburnu meyvast PPO enziminin stabil oldugu pH't gésterir grafik
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Sekil 3.22. Kugburnu meyvast PPO enzimi igin katekol substrat ile elde edilen logk-
(1/T) grafigi
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Sekil 3.23. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin 4-metil katekol substrati ile elde
edilen logk-(1/T) grafigi
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Sekil 3.24. Kugburnu meyvas) PPO enzimi igin L-Dopa substrati ile elde edilen logk-
(1/T) grafigi
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Sekil 3.25. Kugburnu meyvasi PPQO enzimi igin dopamin substrati ile elde edilen logk-
(1/T) grafigi
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Sekil 3.26. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin gallik asit substrati ile elde edilen
logk-(1/T) grafigi
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Sekil 3.27. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin pirogallol substrat: ile elde edilen
logk-(1/T) grafigi
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Sekil 3.28. Kusburnu meyvast PPO enzimi igin L-tirozin substrat ile elde edilen
logk-(1/T) grafigi
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Sekil 3.29. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin p-kresol substrati ile elde edilen
logk-(1/T) grafigi

Tablo 3.5 Kugburnu meyvasi PPO enziminin dedisik substratlar icin elde edilen
aktivasyon enerjileri

Substrat Egim Aktivasyon enerjisi
(-EA/2.303 R) (kal.mol-1)

Katekol -0.2984 1.3654
4-Metil katekol 0.2785 -1.2744
L-Dopa -2.7807 12.7246
Dopamin -0.5540 2.5351
Gallik_asit -0.1705 0.7802
Pirogalliol 0.8798 -4.02260
L-Tirozin -1.9210 8.7906
p-Kresol 0.0079 -0.0361
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3.11. Farklt Substratiar igin Ky ve Vmax Degerlerinin Bulunmasina

Yoénelik Caligsmalarin Sonuglari

Optimum pH ve sicakliklar belirlenen substratiar igin optimum gartlarda en az 5
ayri substrat konsantrasyonunda enzim aktivite deerleri belirlendi. Elde edilen 1/V-
1/[S] degerleri yardimiyla Lineweaver-Burk grafikleri gizildi. Bu grafiklerden Kpy
ve Vmax degerleri belirlendi. Gizilen grafikler sekil 3.30-3.37'de, grafiklerden
yararlanilarak hesaplanan Ky ve Vmax degerleri Tablo 3.3'de verildi.
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Sekil 3.30. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin katekol substrati ile elde edilen 1/V-
1/[S] grafigi
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Sekil 3.31. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin 4-metil katekol substrati ile elde
edilen 1/V-1/[S] grafigi

X
1]
°
X
£
~
]
=
@

o
-~
x
>
~
Lt

I 1 1 i L 1 L 1 i i i 1 '
-2000 -1000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

1[S] M-1 L-Dopa

Sekil 3.32. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin L-dopa substrati ile elde edilen 1/V-
1/[S] grafigi
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Sekil 3.33. Kusburnu meyvasi PPO enzimi igin dopamin substrati ile elde edilen 1/V-

1/[S] grafigi
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Sekil 3.34. Kusburnu meyvasi PPO enzimi igin gallik asit substrati ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 3.35. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin pirogallol substrati ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Sekil 3.36. Kugburnu meyvast PPO enzimi igin L-tirozin substrati ile elde edilen
1/V-1/[8] grafigi
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Sekil 3.37. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin p-kresol substrati ile elde edilen
1/V-1/[S] grafigi

3.12. Farkh Inhibitérler Igin K; Sabitlerinin ve lsg Degerlerinin
Bulunmasina Yénelik Galigmalarin Sonuglan

Farkli inhibitérlerin Ki sabitlerinin bulunmasi amaciyla, énce inhibitérsiiz ortamda
bélim 2.4.4.'e'de agiklandi§i gibi beg farkli substrat konsantrasyonuna bagh olarak
aktiviteler belirlendi. Daha sonra 11 farkli inhibitér icin 3 degisik sabit inhibitor
konsantrasyonunda  optimal sartlarda aktiviteler 4-metil katekol substrati
beraberliginde  belirlendi. 1/V-1/[S] degerleri hesaplanarak. Lineweaver-Burk
grafikleri  gizildi (sekil 3.38-3.48). Bu grafiklerden yararlanarak Ki degerleri ve
Inhibisyon tirleri tesbit edildi ve Tablo 3.6'da gdsterildi., Ki degerleri yarigmali ‘
(Kompetetiv) inhibisyon igin Lineweaver-Burk egrisinde edime esit olan
KM/Vmax (1+[l[/K;) ifadesinden, yari yarigmali (unkompetetiv) inhibisyon igin
ayni egrinin 1/V eksenini kestigi noktayi veren 1/Vmax (1+[1)/K;) ifadesinden,
yanigmasiz (nonkompetetiv) inhibisyon igin  Vmax= V'max (1+[1)/Ki} formalinden
yararlanarak  hesaplandi. Denklemlerde kullanilan Ky ve Vmax degerleri,
inhibitérstiz ortamda belirlenen degerlerdir.
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Sekil 3.38. Kusburnu meyvasi PPO enzimi aktivitesi (izerine sodyum metabisiilfitin
inhibisyon etkisi
[l1]= 1,5 10-5M [I2]=3.0 10-5M [I3}]=4.5 10-5M
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Sekil 3.39. Kugburnu meyvasi PPO enzimi aktivitesi Uzerine L-sisteinin inhibisyon

etkisi
l1l= 7.0x105M  [lo]=1.0 x104 M [13]=2.5 10-4M
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Sekil 3.40. Kugburnu meyvasi PPO enzimi aktivitesi lizerine askorbik asitin
inhibisyon etkisi
[l1]= 2.0x104 M  [I2]=2.5x104 M [13]=3.0 x 10°4M
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kil 3.41. Kugburnu meyvast PPO enzimi aktivitesi izerine glutatyonun inhibisyon
etkisi

[l4]= 8.0x105M  [ip]=1.5x104 M  [l3]=3.0x104 M
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Sekil 3.42. Kugburnu meyvasi PPO enzimi aktivitesi tizerine tiyoiirenin inhibisyon

etkisi
[l1]l= 5.0x102M  [lo]=1.0 x10-1 M [i3]=1.5 x10' M
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S
ekil 3.43. Kusburnu meyvasi PPO enzimi aktivitesi (zerine sodyum azotiiriin
inhibisyon etkisi
[l1]= 6.0 x10-2M  [Io]=1.0 x10-' M  [I3]=2.0 x10-1 M
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Sekil 3.44. Kugburnu meyvasi PPO enzimi aktivitesi izerine sodyum dietilditiyo

karbamatin inhibisyon etkisi
[l1]= 2.0 x10S M [l2]=4.0 x10-5M [I3]=6.0 x10-°M
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Sekil 3.45 Kusburnu meyvasi PPO enzimi aktivitesi {izerine ditiyoeritritoliin

inhibisyon etkisi
[l1]= 2.0 x105 M [I2]=4.0 x105M  [I3]=8.0 x10-5M
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Sekil 3.46. Kusburnu meyvast PPO enzimi aktivitesi {izerine tannik asitin inhibisyon
etkisi
[l1]= 7.5 x106 M [I2]=1.5 x10°5M [I3]=3.0 x10-5M

1/Vx10-3 (EU/mixdak)-1

-400 -300 -200 -100 0 100 200 300 400 500 600
1/[S] M-1

$

ekil 3.47. Kusburnu meyvasi PPO enzimi aktivitesi {izerine benzoik asitin
inhibisyon etkisi
[Il1]= 1.0 x10-T M [I5]=2.0 x10-1 M [I3]=3.0 x10-1M
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Sekil 3.48. Kusburnu meyvasi PPO enzimi aktivitesi Uizerine B-merkaptoetanolun
inhibisyon etkisi
[l1]= 2.5 x109 M [12]=5.0 x105 M [13]=7.5 x10-5M

Iso degerlerinin tesbitinde, Bélim 2.4.4.f'de agiklandi§i gibi 10 mM sabit substrat
(4-metil katekol) konsantrasyonunda tablo 3.7'de belirtilen inhibitér konsantras-
yonlarinda aktiviteler belirlendi. Elde edilen aktivite degerlerinden yararlanarak %
aktivite-[l] grafikleri ¢izilip (sekil 3.49-3.59) %50 inhibisyona sebep olan
inhibitér konsantrasyonlari belirlenmistir. Elde edilen Isg de§erleri Tablo 3.8'de
verildi. bu degerlerin hesaplanmasinda y=10-2Xb denklemi kullanilmigtir.

Ayrica, Na EDTA, etilen glikol, tiyodiglikol ve sodyum klorurun inhibisyon etkileri,
10 mM 4-metil katekol substratiyla, daha 6nce agiklandidi gibi incelenmig olup,
tablo 3.9 da belirtilen konsantrasyonlarda aktiviteler belirlendi. Inhibisyon yizdeleri
tesbit edildi. Bu kimyasal maddelerin (Na EDTA, etilenglikol, tiyodiglikol ve sodyum
kloriir) inhibisyon ylizdeleri disik oldugundan Ki degerleri tesbit edilememigtir.
Ayrica NaCl un aktivatér 6zelligi gosterdigi gbzlenmigtir.
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Sekil 3.49. Kusburnu meyvasi PPO enzimi (zerine 10 mM 4-metil katekol substrati
konsantrasyonunda sodyum metabisilfit igin % aktivite - [I] grafigi
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Sekil 3.50. Kugburnu meyvasi PPO enzimi (izerine 10 mM 4-metil katekol substrati
konsantrasyonunda L-sistein igin % aktivite - [I] grafigi



81

100
fo

80 I

y = 120.81 * 107(-2.4367x)

Aktivite

%

40 |

20

[1'] mM Askorbik asit

Sekil 3.51. Kugburnu meyvasi PPO enzimi GUzerine 10 mM 4-metil katekol substrati
konsantrasyonunda askorbik asit igin % aktivite - [l] grafigi
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Sekil 3.52. Kusburnu meyvasi PPO enzimi Gizerine 10 mM 4-metil katekol substrati
konsantrasyonunda glutatyon icin % aktivite - [I] grafigi
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Sekil 3.53. Kugburnu meyvasi PPO enzimi tUzerine 10 mM 4-metil katekol substrati
konsantrasyonunda tiyoire igin % aktivite - [I} grafigi
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Sekil 3.54. Kusburnu meyvasi PPO enzimi zerine 10 mM 4-metil katekol substrati
konsantrasyonunda sodyum azotiir igin % aktivite - [I] grafigi
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Sekil 3.55. Kusburnu meyvasi PPO enzimi Gizerine 10 mM 4-metil katekol substrati
konsantrasyonunda sodyum dietilditiyokarbamat igin % aktivite - [I] grafigi
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Sekil 3.56. Kugburnu meyvasi PPO enzimi {izerine 10 mM 4-metil katekol substrati
konsantrasyonunda ditiyoeritritol igin % aktivite - [I] grafigi
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Sekil 3.57. Kusburnu meyvast PPO enzimi Gzerine 10 mM 4-metil katekol substrati
konsantrasyonunda tannik asit igin % aktivite - [I] grafigi
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Sekil 3.58. Kugburnu meyvasi PPO enzimi {izerine 10 mM 4-metil katekol substrati

konsantrasyonunda benzoik asit igin % aktivite - [I] grafigi
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Sekil 3.59. Kusburnu meyvasi PPO enzimi (zerine 10 mM 4-metil katekol substrati
konsantrasyonunda p-merkaptoetanol igin % aktivite - [I] grafigi
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Tablo 3.6. Kusburnu meyvasindan saflagtirilan PPO enziminin Lincweaver-Burk

grafiklerinden bulunan Ki degerleri

[1] Ki Ortalama K;j | Inhibisyon
Inhibitér Cinsi (M) (M) degerleri tard
(M)
Sodyum meta-| 1.5x10-5 6.01x10-° )
bisilfit 3.0x10-5 6.12x10-9 5.19x10-9 | Kompetetiv
4.5x10-5 3.44x10-9
o 7.0x10°5 5.28x10-8 .
L-sistein 1.0x10-4 4.76x10-8 5.79x10-8 | Kompetetiv
2.5x10-4 7.35x10-8
2.0x10-4 9.89x10-8
Askorbik asit 2 5x10-4 9.67x10-8 9.83x10-8 | Kompetetiv
3.0x10-4 9.95x10-8
8.0x10°5 3.64x10°8 _
Glutatyon 1.5x10-4 3.59x10-8 3.67x10-8 | Kompetetiv
3.0x10-4 3.80x10-8
o 5.0x10"2 2.80x10-5 _
Tiyoiire 1.0x10-1 3.84x10-5 3.52x10-5 | Kompetetiv
1.5x10-! 3.92x10-°
6.0x10-2 3.98x10-5 ,
Sodyum azotiir 1.0x10-1 5.01x10-5 5.77x10-5 | Kompetetiv
2.0x10-1 8.33x10°5
Sodyum dietil] 2,0x10-5 4.35x10-5
ditiyokarbamat 4.0x10-5 4.15x10-5 4.35x10-5 | Unkompetetiv
6.0x10°° 4.56x10-9
o 2.0x10°5 1.29x10-8
Ditiyoeritritol 4.0x10-5 1.88x10-8 1.53x10-8 | Kompetetiv
8.0x10-5 1.44x10°8
o 7.5x10°8 4.89x10-°
Tannik asit 1.5x10-5 6.62x10-9 7.28x10-2 | Kompetetiv
3.0x10-5 10.33x10-9
' 1.0x10"1 9.2610°2
Benzoik asit 2.0x10-1 1.17x10-1 1.21x10-1 | Nonkompetetiv
3.0x10-1 1.56x10-1
2.5x10°5 2.67x10°4 ,
B-Merkapto- 5.0x10-5 2.47x10-4 2.38x10-4 | Nonkompetetiv
etanol 7.5x10°5 2.01x10-4
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Tablo 3.8. Kugburnu meyvasi PPO enzimi igin 10 mM 4-metil katekol substrat
konsantrasyonunda % 50 inhibisyona sebep olan inhibitdr konsantras-

yonlari
Inhibitér Cinsi (I&l\?/lo) Inhibitér Cinsi I?Ncl,)
Sodyum metabisulfit 2.10x10-5 |Sodyum dietil- 4.30%x10-5
ditiyokarbamat

L-sistein 1.48x10-4 |Ditiyoeritritol 3.31x10-5
Askorbik asit 1.57x10-4 | Tannik asit 2.73x10-5
Glutatyan 3.44x10-4 |Benzoik asit 3.47x10-1
Tiyodre 7.49x10-2 | B-Merkaptoetanol 8.20x10°5
Sodyum azotiir 1.98x10"!

Tablo 3.9. Kusburnu meyvasi PPO enzimi {izerine bazi inhibitérlerin etkisi

Inhibitor Konsantrasyon Inhibisyon
(M) (%)
0.8 -88.5
0.4 -46.3
Sodyum klorir 0.1 -5.9
0.05 20.9
0.005 6.6
0.4 23.5
0.3 28.1
0.2 31.7
Na EDTA 0.1 23.5
0.02 18.9
0.005 27 .1
0.0025 26.5
1.2 27.2
0.8 13.3
Etilenglikol 0.4 8.0
0.1 4.0
0.5 33.4
0.04 19.6
Tiyodiglikol 0.02 16.1
0.01 15.5
0.005 5.0
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3.13. Sicaklikla Denetiirasyon ve Renetiirasyon Caligmalarinin
Sonuglari

PPO enziminin sicakhkla denatiirasyon 6zelligini belirlemek amaciyla, 50-90°C
araliginda belirli siirelerde galigildi. Bunun igin gahgilan sicakhda enzim, substrat ve
tampon ¢ozeltilerinin sicakhgt, sabit sicakhk sirkllatéri ile ayarlandi. Her bir
stcaklik igin (50,60,70,80 ve 90 °C), 10., 20., 30., 45. ve 60. dakikalarda 4-
metil katekol substratiyla béiim 2.4.2 de anlatildigi gibi , 0.1 ml enzim g¢ézeltisi, 2.9
ml tampon+substrat ¢ozeltileri ilave edildi. Tampon olarak 0.2 M tris tamponu
(pH=8.5) kulanildi. 420 nm de aktiviteler okundu. % aktiviteler-isitma siiresine
karg! grafik edildi (sekil 3.60).

Renetirasyon iglemlerinde, isitilmis enzim c¢ozeltisi gahgilan sicakliktan 22 °C ye
kadar sogutulduktan sonra 10., 20., 30., 45. ve 60. dakikalarda aktiviteler yukarida
anlatildi1 gibi tayin edildi. Bulunan bu aktivitelerden yararlanarak % aktiviteler
hesaplandi. 22 °C de ki inkiibasyon siresine karsilik-% orijinal aktiviteler grafik
halinde gosterildi (sekil 3.61). Buna goére kusburnu meyvasi PPO enziminin yiksek
sicakliklarda denatire oldugu, ancak sicaklifin disiriilmesi ile yeniden aktivite
kazandigi gdrulmuistar.

120
50°C
60°C
80°C
:g 90°C
= 80
ot
X
<C
60
R
40
20
0
80

Isitma Siresi (dakika)

Sekil 3.60. Kusburnu meyvasi PPO enzimi {izerine farkh sicakliklarin etkisi
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Sekil 3.61. Kugburnu meyvasi PPO enziminin denatiirasyondan sonra, sicakhigin
disirilmesi ile renatiirasyonu

3.14. Tabii Sartlarda Poliakrilamid Jel Elektroforezi Galigmasi
Sonuglan

Polifenol oksidaz izoenzimlerinin ayriimasina yo6nelik galigmalar bélim 2.4.7 de
anlatildigi gibi yapilarak, Amonyum stilfat ¢oktirmesi ve diyaliz sonrasi tatbik edilen
elektroforez sonuglari sekil 3.62 de verildi.

Ayrica bolim 2.4.7'de anlatldigi Gzere, numune tatbik edilecek duruma getirilen
elektroforeze bu sefer, ham ekstrakt, amonyum siiifat ¢oktirme sonucu ve jel
filtrasyon sonucu elde edilen fraksiyonlar (JFy ve JF2) yeniden amonyum siilfatla
%80 doygunluga getirildikten sonra iki grup halinde (AS4, ASz JF{ ve JF2) tatbik
edildi. Yiritme igleminden sonra, gikanlan jel iki pargaya ayrildi biri 15 mM 4-
metil katekol, %0.05 ortofenilen diamin ihtiva eden 0.2 M tris tamponuna (pH=8.5),
ikincisi 1.5 mM L-dopa ihtiva eden 0.2M tris tamponuna (pH=8) daldirildi. Daldirma
isleminden 1-1,5 saat sonra bantlar belirginlesti. Daha sonra jeller 1.0 mM
askorbik asitle 5 dakika kadar calkalandi. L-DOPA igerisine daldinilan jel saf su, 4-
metil katekol gézeltisine daldinlan jel %30 luk etil alkol igine alindi. 4-metil
katekol substrati ile etkilestirilen jelin fotografi gekildi (sekil 3.63).
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a b

Sekil 8.62. Kusburnu PPO izoenzimlerinin tabii PAGE i fotografi (Amonyum silfat ¢éktiirmesi
sonraki numune) a)4-metil katekol substrati ile  b) Dopamin substrati ile

il 2 3 4

$ekil 3.63.  Kugburnu PPO enzimlerinin 4-metil katekol substratiyla tabii sartlarda
poliakrilamid jel elektroforezi fotografi. a) 1. ve 2. kanal amonyum slfat
goktirmesi sonrasi, b) 3. kanal jel filtrasyon kromatografisi sonrasi
1. fraksiyon, c) 4. kanal jel filtrasyon kromatografisi sonrasi 2. fraksiyon.
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4. TARTISMA

Bu galismada, 6zellikle gida igletmeciliginde 6nemli bir faktér olan PPO enzimi, Dogu
Anadolu Bélgesi'nde yaygin olarak yetisen kugburnu meyvasindan izole edilerek gesitli
kinetik ve elektroforetik ozellikleri incelenmistir. Bu amagla enzim kaynagi olarak,
Erzurum Atatirk Universitesi kampisiinde yetiskin haldeki bitkilerden toplanan
kusburnu meyvalari (Rosa dumalis) kullaniimistir. Elde edilen degerleri tartigmadan
6nce arastirmada kullanilan yontemlerin segilis sebeplerini agiklayalim.

Aragtirmamiz sirasinda kromatografi islemlerinde elde edilen eltatlardaki
muhtevalari 280 nm'de absorbanslari élgiilerek belirlendi. Bu sekilde yapilan
kalitatif tayin, protein yapisinda bulunan aromatik halkaya sahip amino asitlerin
(fenilalanin, tirozin ve triptofan) séz konusu dalga boyunda UV iginlarini
absorblamalan esasina dayanmaktadir'S1. Kantitatif protein tayinleri, Coomassie-
blue yoéntemiyle belirlendi. Bu yéntem; fosforik asitli ortamda  proteinlerin
coomassie brillant-blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi esasina dayanir.
Olusan kompleks 595 nm'de maksimum absorbans gdsterir. Bu yontemin diger protein
tayin yontemlerinden Gstiin tarafi, gok kisa siirede uygulanmasi, bozucu faktérlerin
pek olmamasi, protein-boya kompleksinin gozeltilerinde uzun stre kalmasidir. Bu
yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir'52. Buna mukabil biiiret yontemi daha
az hassas olup, Lowry yénteminde ise her tayin 6ncesinde standart caligiimak
gerekmekte ve ok uzun zaman almaktadir57,158,

PPO aktivitesi, substratin kaybolma ya da driinin olugma hizini éigmekle
belirlenebilir. Substratin kaybolma hizinin belirlenmesinde oksijenin absorbsiyonu
ya Warburg respirometresiyle manometrik ya da bir oksijen elektroduyla
polarografik olarak oélgulir. Uriniin olusma hizi,  kinonlardan olusan renkli
bilesiklerin  optik yogunluklarinin spektrofotometrik metodla  &lgiilmesiyle tayin
edilmektedir. Bu metodun ¢ok basit olmasindan dolayi rutin analizlerde ve polarografik
metoda gére nisbeten daha uzun araliklarinda kullanildigindan tercih edilir. Ayrica bu
metodun diger metodlar kadar hassas ve guivenilir oldugu bildiriimektedir35. Bu

yiizden bu calismada spektrofotometrik metod ve 420 nm dalga boyu kullanil-
di134.35,155

Meyvalardan PPO izolasyonu igin Tampon ekstraksiyon metodu kullanildi. Uygun
tamponla ekstraksiyon iglemi aseton g¢oktirmesinden daha gok kullanilir. Uygun pH
degerli tamponlar, enzim kaynagindan ekstraksiyonu saglarlar. Tamponun pH'si elde
edilen enzimin formunu etkileyebilir.
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Ekseriya enzimatik polifenol oksidasyonundan ekstraksiyon sistemini korumak igin
ortama indirgen reaktifler yada kinonlar gibi enzimin doéntsumld inhibitérleri
katiimaktadir. Bu amagla ekstraksiyon tamponu olarak kullanilan fosfat tamponuna
(pH=7.3) 10 mM askorbik asit katildi.

Enzim ekstraksiyonu boyunca fenol oksidasyonunun ve polimerizasyonunun
snlenmesinin en etkili yolu, ¢ézinmeyen bir polimer materyaline substratlari
baglayarak ortamdan uzaklastirmaktir. Fenol baglamada en yaygin kullanilani
polivinil polipirrolidon (PVPP) 'dir. PVPP fenollerin iyonlagsmadigi nétral yada asidik
pH da gok kuvvetli proton alicisidir. Ayni zamanda PVPP kismi olarak PPO'In
kompetetiv bir inhibitériddr. Ancak onun inhibitér etkisi enzim cozeltilerini
yikamakla elimine edilebilir. Polietilen glikol (PEG) bu is igin bazen daha fazla
tercih edilir. Belki de bunun sebebi, PEG'nin asetondaki ¢dzUnurlGginln, enzim
gozeltisi elde edilmesinde belirli avantajlar saglamasindan dolayidir. Bizde
calismamizda PEG'yi kullandik.

PPO enzimini saflastirmak amaciyla, %80 doygunlukta amonyumsulfat ¢cOktlrmesi,
sephadeks G-100 Uzerinde Jel filtrasyon kromatografisi ve DEAE-Seluloz iyon
degisim kromatografisi teknikleri kullanildi.

Tablo 3.2, kusburnu meyvasindan PPO saflasitinimasinda kullanilan basamaklar
gbstermektedir. Tablo incelendiginde ham ekstraktin aktivitesinin ~ dl¢ulemedigi
verim ve saflastirma derecelerinin  ham ekstrakte goére kiyaslanmadigi
gorilmektedir. Bununda sebebi ham ekstrakte ilave edilen inhibitér etkiye sahip bol
miktardaki askorbik asitten kaynaklanmaktadir. Tablo 3.2'de verilen aktiviteler
herbir fraksiyondan sonra olgtlen dederlerdir. DEAE-seltiloz iyon degisim kolonu
tizerinde kromatografi yapildiginda safligi 1,5-2 kat arttinlmistir. Ayrica iyon
degisim kromatografisinde aktiviteler ¢ok dusiik gikmakatadir. Bunun sebebi, bakir
iyonlarinin DEAE seliloz iyon dedisim kromatografisi kolonu tarafindan tutuldugu
bildirilmektedir45.46. Bu yiizden aktivitelerin ¢ok dustik oldugu gorulmustar.

Ayrica Sekil 3.2 ve Sekil 3.3 incelendiginde jel filtrasyon kromatografisinde iki pikin
gbrilmesi ve yine iyon dedisim kromatografisinde de iki pikin varhgr kusburnu
meyvasi PPO'nin iki izoenzimi oldugunu gdstermektedir. Jel filtrasyon
kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi sonucu elde edilen numunelerin
aktivitelerinin gok dustk ¢ikmasindan dolayr kinetik &zelliklerinin incelenmesi
amonyum silfat g¢oktirmesi ve diyaliz igleminden sonra elde edilen enzim
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gozeltileriyle yapimistir. Bu ytzden total caligilmis olup diger saflastirma
basamaklari sonucu elde edilen numuneler Gzerinde kinetik galisalar yapilamamistir.

Bu saflastirma derecesi, ham ekstrakte gore yapilabilseydi ¢ikacak olan bu deger kiraz
ve yer elmasiyla elde edilen degerlerle esdeger ve Yali armutundan elde edilen

degerlerle de uygunluk arzetmektedir!56.

Kusburnu PPO enzimi ile ilgili kinetik calismalarindan énce uygun bir substrat ve bu
substrat icin optimum sartlarin belirlenmesi gerekiyordu. Bu amagla optimum pH,

optimum sicaklik ve iyonik siddetin etkisi incelendi.

Optimum pH galismasi, optimum pH degerlerini belirlemek amaciyla, katekol, 4-
metil katekol, L-DOPA, dopamin, gallik asit, pirogallol L-tirozin ve p-kresol
substratlar kullanilarak yapildi. Bu substratlarla enzimin substrata doydugu
noktalarda pH=4-10 araliginda uygun tampon gozeltiler iginde enzimin gosterdigi
aktiviteler spektrofotometrik olarak 6lguldi. Bulunan optimum pH'lar yukaridaki
substratlara goére sirasiyla 8.5, 8.5, 8.0, 8.5, 8.8, 7.0, 7.0 ve 5.0 olarak bulundu.
PPO aktivitesinin optimum pH'si Vigyazo tarafindan hazirlanan bir derlemede enzimin
kaynaklarina ve substratlarina gore genellikle pH 4.0-7.0 arasinda degistigi
bildirilmektedir35.70.

Birgok kaynaklardan elde edilen PPO'in pH 4.0'Un altinda inaktif oldugu
belirtilmistir7 1. Bizim g¢alismamizda pH 6.0 nin altinda katekol ve tirozin
substratlar icin inaktif oldugu bulunmustur. Birbaska galismada pH 5.5 un Ustunde
O nin arttinimasi ile  katekol substratinin  otooksidasyonu arttirdigini belirtil-
mektedir!59. Bu calismada difenoller igin bulunan optimum pH degerinin pH 8 in
uzerinde olmas! birgok literatir verileriyle tezat teskil etmekte ise de eriklerin PPO
nin maksimum aktivitesinin pH 8.0 oldugu bildirilmektedir'3. Ayrica difenollerin
optimum pH'larin yiiksek olmasi bu substratlarin ytksek pH larda otooksidasyona
ugradiklari saniimaktadir. Ozellikle katekol substratinda bu durum agik¢a
gorulmektedir. Sekil 3.5 incelendiginde optimum pH 8.5'in Ustindeki pH degerlerinde
aktivitede  hizli bir dusis goérilmemektedir. Belkide bu durum simdiye kadar
kusburnu meyvasinda bu galigmanin yapiimamasinin bir sebebi olabilir.

Optimum sicaklik belirlenmesinde de yine ayni substratlarla optimum pH'larinda
5°C-85°C sicaklik araliginda aktiviteler belirlendi. Optimum sicakliklar; katekol, 4-
metil katekol, L-dopa, dopamin, gallik asit, pirogallol, L-tirozin ve p-kresol igin
sirasiyla  25; 20, 45, 35, 15, 65 ve 60°C olarak tesbit edildi. PPO igin optimum
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sicaklik Gzerindeki arastirmalar optimum pH'ya goére olduk¢a azdir. Yapilan
arastirmalar, enzimin sicakliginin, optimum pH gibi ayni sartlara bagh oldugunu
gostermistir. Stanley eriklerinden elde edilen PPO enziminin maksimum aktivitesi
icin 4-metil katekol substrati ile optimum sicaklik 20°C,13 patatesde katekol
substrati ile PPO 22°C'de maksimum aktiviteye sahipken’9 pirogallol substrati ile
15-35 °C arasinda aktivitede lineer bir artis kaydedildigi bildirilmistir7S. Bu
degerler, bizim calismamizdaki ayni substratlarla yapilan optimum sicaklik
degerleriyle uyum igerisindedir. PPO enzimi igin, seftalide 37°C, Kaysida 25°C ve
muzda ise 37°C de maksimum aktiviteye eristigi bildirilmistir”/5.77.  Kusburnu
meyvasindan izole edilen PPO'nun dustk sicakliklarda monohidroksi fenollere gére
dihidroksi fenoller Gzerinde daha etkili olduklari anlagilmaktadir. Monohidroksi
fenoller Uzerinde ise yliksek sicakliklarda etkilidr. Literatirde monohidroksi fenoller

icin enzimin dustk sicakliklarda fazla etkili olmadigr belirtilmistir.

Katekol, 4-metil katekol ve dopamin substratlariyla, 0.01, 0.05, 0.10, 0.20, 0.30
ve 0.50 M seri tris-HCI tamponlariyla kendi optimum pH'larinda yapilan aktivite
dlgiimlerinden sonra Tablo 3.4 incelendiginde her ¢ substratin da 0.2 M Tris-HClI
tamponunda en ylksek aktiviteye sahip oldugu gérildi. Bu ylzden aktivite
dlgimlerinde bu konsantrasyon kullanildi.

Enzim stabilitesi Gzerine pH'nin etkisini incelemek amaciyla, Enzim farkli pH'l
tamponlarda 4°C de muhafaza edildi. Aktivite dlgiimleri 4-metil katekol substrati ile
inkibasyonun belli zaman periyotlarinda o6lglldi. Sonuglar sekil 3.21 gésterildi.
Grafik incelendiginde zamana bagli olarak aktivitede en az azalma pH'si 6.2 olan fosfat
tamponunda oldugu gérildi. Bu ytzden PPO enzimi ekstraksiyonu bu tamponla yapildi.

Optimum sicaklik ¢aligmasindan elde ettigimiz sicaklik-aktivite degerleri
kullanilarak her bir substrat igin Arrhenius denkleminden yararlanilarak logk-1/T
grafikleri cizildi.

Grafiklerin egiminden (-EaA/2.303. R) vyararlanilarak aktivasyon enerjileri
hesaplandi. Tablo 3.5 incelendiginde 4-metil katekol, pirogallol ve p-kresol
substratlan icin gizilen grafiklerin egiminin pozitif, katekol, L-dopa, dopamin gallik
asit ve L-tirozin substratlar igin gizilen grafiklerin egiminin ise negatif oldugu
gorlldi. Negatif egim, pozitif aktivasyon enerjisini verirken, pozitif egim iligili
substratin negatif aktivasyon enerjisine sahip oldugunu gostermektedir. Bu durum
enzimin sicaklikla inaktive oldugu seklinde izah edilebilir. Kimyasal reaksiyonlarin
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¢ogunun hizi sicaklikla artar. Enzim katalizli reaksiyonlarda buna uyarlar. Fakat
enzimler kompleks protein molekileridir. Katalitik etkinlikleri substrat baglama ve
katalitik merkezlere sahip, son derece duzenli bir yapiya sahip olmalarindan
kaynaklanir. Bu tersiyer yapi, ¢ok sayida zayif kovalent olmayan baglarla olusur. Yani
enzim ¢ok hassas bir yapi gosterir. Eger molekll blyuk bir enerji absorblarsa

tersiyer yapi bozulur ve enzim denatire olur.

Substrat spesifikligi; optimum pH ve sicakliklari belirlenen substratiar igin en az
bes ayri substrat konsantrasyonunda enzim aktivite degerleri belirlendi. Eide edilen
1/V-1/[S] degerleri ile Lineweaver-Burk grafikleri gizilerek bu grafiklerden Ky ve
Vmax degerleri bulundu.

Katekol, 4-metil katekol, L-dopa, dopamin, gallik asit, pirogallol, tirozin ve p-kresol
substratlar igin bulunan Ky degerleri sirasiyla 7.41x10°3 M, 8.64x10-3 M,
6.06x10°4 M, 2.82x10-3 M, 2.64x10°3 M, 2.79x10-3 M, 8.27x10-4 M, ve
8.63x10°5 M olarak bulundu. Bu degerlere gore kugburnu meyvasi PPO enziminin
calisilan 8 substrattan, dihidroksi fenollerden L-dopaya, monohidroksifenollerden p-
kresole ilgisinin digerlerine gére daha buytk oldugu gériilmektedir. Ayni substratlar
icin  Vmax degerleri ise sirasiyla, 41.66, 431.96, 45.45; 42.48, 111.11, 111,73,
142,85 ve 40.00 EU/ml x dak. olarak belirlendi. Bu degerlerden enzimin tzerinde en
etkili oldugu substratin 4-metil katekol oldugu anlasiimistir. Farkli kaynakli PPO
enzimleri igin katekol substrati ile 3.0x10-3 M dan 0.12 M'a kadar degisen Ky
degerleri bildirilirken, 4-metil katekol icin kayisidan elde edilen enzimde Ky
degerinin 1.4 x10-3 M oldugu bildirilmistir.L-dopa substratinin ise patates ve seker
pancarindan elde edilen enzim igin sirasiyla 1.1 x102 ve 2.0x10-3 M Ky degerlerine
sahip oldugu bilidiriimektedir35. Pirogallol substratinin Yali armutundan elde edilen
PPO enzimi igin 2.6 x103 M Ky degeri bulunmustur. Literatirlerde Vmax
degerlerinin genelde belirtilmedigi, gérildu. Ancak yali armutundan izole edilen PPO 1
icin klorogenik asit, pirogallol, katekol ve DL-dopa substratlariyla bulunan Vpax
degerleri sirastyla 258, 423, 766 ve 133x103 E U.mg-! dak'! olarak verilmis-
tir'56. 4-metil katekol ile bulunan aktivite, katekol ile bulunandan on kat daha
yiksektir. Bu sonug literatiir verileriyle uyum igindedir!59.

inhibitér ¢alismalarinda; inhibitor olarak; sodyum metabisiilfit, L-sistein, askorbik
asit Glutatyon, tiyolre, sodyum azotur, sodyum dietildiyokarbamat, ditiyoeritritol,
tannik asit, benzoik asit ve p-merkaptoetanol igin bulunan ortalama Ki degerleri
sirasiyla 5,19x109 M, 5.79x108 M, 9.83x108 M, 3.67x108 M, 5.77x10°5 M
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4.35x105 M, 1.53x108 M 7.28x10-9 M, 1.21x10-' M ve 2.38x104 M olarak
hesaplandi. S6z konusu inhibitérlerden, sodyum dietilditiyokarbamat unkompetetiv
(yan yarigmal), benzoik asit ve B-merkaptoetanol nonkompetetiv (yarismasiz)
inhibisyon etkisi gosterirken, diger inhibitérlerin  kompetetiv (yarigsmali)
inhibisyon etkisi gosterdigi belirlendi. Elde ettigimiz degerlere gére kusburnu
meyvasi PPO enziminin en kuvvetli inhibitéri sodyum metabisilfit iken bunu
sirasiyla tannik asit, ditiyoeritritol, glutatyan, L-sistein, askorbik asit, tiyoiire,
sodyum dietilditiyokarbamat, sodyum azotiir, B-merkaptoetanol ve benzoik asit
izlemektedir. Ayrica, sodyum kloriir, NaEDTA, etilenglikol ve Tiyodiglikol
bilegiklerinin kusburnu meyvasi PPO enzimi (izerindeki inhibisyon etkileri
incelenmis, konsantrasyona bagh olarak inhibisyon yiizdeleri tablo 3.9'da verilmistir.
Tablo incelendiginde Benzoik asit gibi, NaEDTA da kuvvetli bir inhibitorii degildir.
Tiyodiglikol'un etilen glikola gére daha etkili oldugu ancak yukaridaki Ki degerleri
tesbit edilen bilesiklere gore gok etkisiz oldugu gériilmiistir. Sodyum Kloriiriin ise
Gok zayif inhibisyon etkisi, hatta aktivatér &zelligi gésterdigi tesbit edilmistir. Bu
durum d'Anjou ve Yali armutlari PPO igin de gézlendigi bildirilmistir. Galisilan
inhibitorlerle ilgili olarak Ki sabitleri ve inhibisyon mekanizmalarina iliskin
caligmalara literatiirde rastlanmadi.

Kusburnu meyvasi PPO enzimi igin 10 mM 4-metilkatekol substrat
konsantrasyonunda %50 inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonlari (Isg)
Tablo 3.8'de verilmistir. Tabloda verilen Isq dederleri azalan eki sirasina gére
sirasiyla sodyum metabisilfit i¢in 2.10x10-5 M, tannik asit icin, 2.73x10-5 M,
Ditiyoeritritol igin  3.31x10°5 M, sodyum dietilditiyokarbamat igin 4.30x10-5 M,
B-merkaptoetanol igin 8.20x10°5 M, L-sistein igin 1.48x10-5 M, askorbik asit igin
1.57x104 M, glutatyan igin 3.44x10-4 M, tiyoiire icin 7.49x10-2 M, sodyum azotiir
icin 1.98x10"1 M ve benzoik asit igin ise 3.47x10-1 M dir.

Bu etki sirasi Ki degerlerinin sirasiyla gogunlukla uyusmaktadir. Yalmiz B-
merkaptoetanol ile sodyum dietildiyokarbamatin yerlerinde farklilik vardir. lsg
degerlerine gére bu iki inhibitérin Kj degerlerine gére ki durumundan daha etkili
oldugu tesbit edilmistir.

Sicaklikla denetiirasyon ve renetiirasyon 6zelliklerinin  arastinimasinda, amonyum
sulfat ¢oktirmesi sonucu elde edilen kusburnu meyvasi PPO enzimi 50°C, 60°C,
70°C, 80°C ve 90°C lerde ayn ayri 10, 20, 30, 45 ve 60 dakika sabit sicaklik
sirkilatériinde 1sitilarak aktiviteler Slguldi. % aktiviteler isitma siiresine karsi
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grafik edildi ve sekil 3.60 g&sterildi. Grafik incelendiginde 60 dakikada isitma
slresinde aktivitede 50°C, de % 20, 60°C de % 67, 70°C de %78 azalma goruliurken
80°C, tamamen denatire oldugu tesbit edilmistir. 90°C, de ise enzim 30 dakika
icinde tamamen inaktif hale gegmistir.

Istyla aktivitesini kaybetmis yada tamamen denatiire olmus orneklerin sicakliklari
22 °C ye kadar sogutularak 10', 20', 30', 45' ve 60' dakikalarda aktivieteler tayin
edildi. 22°C deki inkibasyon stresine karsilik % orijinal aktiviteler sekil 3.61 de
grafik halinde verildi. Grafik incelendiginde 10 dakikada % 80, 20. dakikada %100
orijinal aktivitelerini kazandiklari tesbit edilmistir. Bu sonuglar kusburnu meyvasi
PPO enziminin isiyla inaktivasyonu uygun bir metod olmadigi anlagiimistir.

Elektroforez calismasi; SDS-poliakrilamid jel elektroforezi PPO enziminin safligini
kontrol etmek amaciyla, bolim 2.4.3.e'de de anlatildi§i gibi hazirlanan kesikli SDS-
poliakrilamid jel elektroforezine numunelerin tatbiki ve elektroforez isleminden
sonra cekilen fotograf (Sekil 3.4) incelendiginde 1. ve 2. kanallardaki ham ekstrakt
bantin diger kanallarda gérilmemesi enzimin saflastigini, 3. ve 4. kanallarda
amonyum silfatla saflagtinlmis enzim ¢ézeltisinin ikinci defa amonyum siilfatia
coktiirilmesi ile protein miktarinin ok fazla olmasindan dolay aynimanin olmadig:
gorulmastir. 5. ve 6. kanallarda amonyum siilfat sonucu 7. ve 8. kanallarda jel
filtrasyon kromatografisi sonucu elde edilen eltatlarin 1. fraksiyonu (JF1) ve 9. ve
10. kanallarda jel filtrasyon kromatografisi sonucu elde edilen eliatlarin 2.
fraksiyonu (JF2) nun bantlari gérilmektedir. Bu kanallarda ikiser bantin gértlmesi
enzimin ham ekstrakta gére saflastirildigi ve bu bantlarin izoenzim olabilecegi gibi
enzimin alt birimleri oldugu da kanaatine varilmistir.

Kusburnu meyvasi PPO izoenzimlerinin tabii sartlarda poliakrilamid jel elektroforezi
ile belirlenmesi amaciyla bolim 2.4.7'de anlatildigi gibi enzimin denatiirasyonunu
énlemek icin 8°C'de hazirlanan kesikli poliakrilamid jel elektroforezine amonyum
sulfat ¢oktiirmesi sonrasi tatbik edilen numunenin elektroforez islemi sonrasi gekilen
fotografi Sekil 3.62'de ve ayrica ikinci olarak jel kanallarindan 1. ve 2. kanala
amonyum siilfat ¢éktirmesi sonrasi 3. kanala jel filtrasyon kromatografisi sonrasi 1.
fraksiyon ve 4. kanala ise jel filtrasyon kromatografisi sonucu (2. fraksiyon) elde
edilen numunelerin tatbikinden sonra 4-metil katekol substrati ile etkilestirilen
jelin gekilen fotografi Sekil 3.63'de gdsterilmistir. ligili fotograflar incelendiginde
jeller uzerinde ikiser bantin gérilmesi kusburnu meyvasi PPO enziminin iki
izoenziminin varligini géstermektedir. Ayrica jel filtrasyon kromatografisinde (Sekil



99

3.2) iki pik gorulmesi ve yine DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisinde (Sekil
3.3) de iki pikin belirlenmesi kusburnu PPO enziminin ki izoenzimi oldugunu
gostermektedir. Yine bazi substratlarin optimum pH ve sicaklik grafiklerinde de iki
pikin gériulmeside iki izoenzimin varligini desteklemektedir.

Sonug olarak; kusburnu meyvasi PPO enzimi igin yapilan bu c¢alismada asagidaki
bulgular elde edilmisgtir.

1. Enzimin optimum pH'si o-dihidroksi substratlari igin diger kaynakli PPQ'lara gére
farkl bulunmustur (pH=8.0'in (zerinde),

2. Optimum sicaklik galismalari hemen hemen biitin g¢alisilan substratlar igin
literatiirde diger kaynakli PPO'larla uygunluk arz etmistir.

3. Optimum sartlarda yapilan kinetik galismalar sonucu enzimin en gok 4-metil
katekol substrati tzerinde etkili oldugu anlasiimistir (Vmax= 431.96 EU/ml dak),
4. Inhibitérlerle yapilan galismalarda, elde edilen gerek Isp, gerekse K sabitlerinden
en etkili inhibitérin sodyum metabisilfitin oldugu anlagiimistir. Bunu sirasiyla
azalan etkinlige gére tannik asit, ditiyoeritritol, glutatyon, L-sistein, askorbik asit,
tiyotire, sodyum dietilditiyokarbamat, sodyum azotiir, B-merkaptoetanol ve benzoik
asit takip etmistir. Bu sonuglar birgok literatiir bilgisi ile uygunluk igindedir.

5. Sicaklikla enzimin denatiirasyonu deneylerinde, enzimin sicaklik artisina paralel
olarak daha kisa siirede denetiire oldugu , ancak en yiiksek sicaklik olarak segilen
90°C'de bile sicakhigin diisuriilmesi ile enzimin tekrar renatiire oldugu g6zlenmistir.
Bundan dolayl kusburnu meyvasi igin gida isletmeciliginde 1si ile inaktivasyon
isleminin uygun bir metod olmadigi sonucuna varilimistir.

6. Gerek jel filtrasyon kromatografisi, gerek iyon degisim kromatografisi ile iki pikin
bulunmasi ve tabii elektroforez sonucu 4-metil katekol substrati ile renklendirme
sonucu iki bantin gézlenmesi enzimin iki izoenzimi oldugu ancak elektroforezde bir
bantin hafif renklenmesi ve dopamin substrati ile renklendirmede bu bantin ortaya
¢ikmamasi bu izoenzim aktivitesinin diisiik oldugu kanaati dogmustur.
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