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ONSOZ
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OZET

Bu c¢aliymada, dongel bitkisi (Mespilus germanica L., Rosaceae) meyvelerinden
hazirlanan ekstraklarda polifenol oksidaz (PFO) aktivitesi gesitli biyokimyasal ve kinetik
veriler agisindan detayl bir sekilde incelenmistir. Katekol, 4-metil katekol, DOPA
(dihidroksifenilalanin), DHPPA (3,4-dihidroksifenil propiyonik asit) ve epikatekin adh
fenolik substratlarin oksidasyonunu etkin bir gekilde katalizleyen dongel PFO 0.96 mg
protein/m! degerlerine kadar sabit bir artig gdstermis ve her bir substrat ile spesifik pH ve
sicakhik degerlerinde etkilesim saglamustir. Yapilan kinetik ¢alismalar sonucunda
dongel PFO m basit Michaelis-Menten kinetigine uydugu ve en yiksek derecede
4-metil katekol substratina ilgi duydugu ve bu substrat ilgisinin sirasiyla
4-metilkatekol>DOP A>katekol>epikatekin>DHPPA seklinde degistidi gézlenmistir. Ayrica,
kinetik verilerden elde edilen Hill grafigi her bir substrat igin #<1 degerini vererek enzimin
tek bir substrat baglanma bolgesine sahip oldugu ve dolayisiyla kooperativite géstermedigi
tespit edilmistir. Sistein, sodyum azid ve benzoik asit gibi genel PFO inhibitdrleri enzim
aktivitesini 6nemli derecede inhibe etmistir. Tiim bu veriler, déngel meyvelerinde mevcut
olan PFO m diger bitki PFO aktivitelerinden olduk¢a yiksek olmasina ragmen benzer

biyokimyasal ve kinetik davramslar gésterdigini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Polifenol Oksidaz, difenolaz, déngel meyveleri (Mespilus germanica),
DOPA, DHPPA




SUMMARY

Characterization of polyphenol oxidase activity from medlar fruits,

(Mespilus germanica L., Rosaceae)

In this work, polyphenol oxidase (PPO) activity in the extracts prepared from medlar
fruits (Mespilus germanica L., Rosaceae) was investigated in detail from the point of
biochemical and kinetics data. Medlar PPO enzyme activity catalyzed efficiently the
oxidation of phenolic substrates, catechol, 4-methyl catechol, DOPA (3,4-dihydroxyphenyl
alanine), DHPPA (3,4-dihydroxlyphenyl propionic acid) and epicatechine, and the activity
was linear up to 0.96 mg protein/ml. The enzyme showed different activities at specific pH
and temperature values for each substrate. Kinetic studies have shown that the medlar PPO
enzyme obeys the simple Michaelis-Menten kinetics with the greatest degree of
affinity for 4-methyl catechol and the order of affinity was observed to be
4-methyl catechol>DOPA>catechol>epicatechin>DHPPA. Moreover, the Hill plots for each
substrate with Hill constants lower than 1 have indicated that there is only one binding site
for the substrates with no cooperativity. The three of the common inhibitors of PPO
enzymes, cystein, sodium azide and benzoic acid, all inhibited the activity very effectively.
All the data support that the PPO enzyme activity detected in medlar fruits, although it is

relatively higher, has similar biochemical and kinetic characteristics to other plant PPO

enzymes.

Key words: Polyphenol oxidase, diphenolase, medlar fruits (Mespilus germanica), DOPA,
DHPPA
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Bir¢ok meyve ve meyve ekstraklarinda, esmerlesme (browning) genel adiyla bilinen
renk degismeleri fenolik bilesiklerin kinonlara oksidasyonuyla sonuglanan ve ¢ok iyi bilinen
bir olaydir. Farkh meyve kiltirleri arasinda esmerlesme derecesinin fenolik igerige ve
polifenol oksidaz (PFO) ad1 verilen enzimin aktivitesine bagl oldugu bilinmektedir ve bdyle
bir iliski ¢esitli bitkiler igin ortaya konmustur. Enzimatik olarak rengin esmerlesmesi oksijen
varhginda PFO i , Ozellikle o-difenol grubu ve fenolik maddeleri renkli bilesikiere
yukseltgemesinden kaynaklamr. Gergekte, PFO larla katalizlenen esmerlesme
reaksiyonlarinda olusan kinonlar oldukga reaktif olup, esmerlesmenin bir karakteristigi olan
esmer pigmentin olusumuna sebep olmak Uzere polimerlesirler (Whitaker, 1972; Friedman,
1996; 1997). Bu kahverengi pigmentin olusumu bir dereceye kadar istenir, ancak gogu kez
bu oksidasyon islemleri arzu edilen seviyede durdurulamadiklarindan ozellikle besinlerin
depolanmasi ve endiistriyel olarak iglenmesi sirasinda olusturulurlar ve besinlerin duyusal ve
besinsel ozelliklerinde degisimlere sebep olurlar. Bu, genelde besinin renk, koku ve besin
degerinde istenmeyen degisimler seklinde ortaya ¢ikarlar. Bunlar da besinin, hem ekonomik
ve hem de besinsel degerini azaltirlar.

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlan bitkilerde iki sekilde ortaya ¢ikabilir (Friedman,
1996; 1997). Bunlardan birisi sebze ve meyvelerde bulunan polifenol bilesiklerinin kinonlan
vermek tzere PFO ile katalizlenen oksidasyon reaksiyonlandir. Bu iglemlerle olusan
kinonlar daha sonra yapilan tam olarak bilinmeyen siyah renkli melanin pigmentlerine
polimerlesirler. Muz, armut, marul ve patateste ayrica meyva sularinda klorojenik asidin
boyle bir oksidasyonu ile olusan kahverengi veya siyah lekeler bu tir pigmentlerin
olusumunu gosterir. Diger bir enzimatik esmerlesme reaksiyon tiirii ise polifenol tirevli
kinonlann serbest amino asit ve proteinlerle esmer polimerleri olusturmasidir. Patates ve
kazein igeren kangik besinlerde okside olmus klorojenik asidin kazein ile reaksiyonlan bu
turden iglemlerdir. Tim enzimatik esmerlesme reaksiyonlan bitki tiir ve cesidine gore

farklihklar gosterir ve PFO 1n aktivitesi; fenolik substratlara ve O, ‘e baZmlidir. Bu




faktorlerden birinin ortadan kaldinlmasi ile enzimatik esmerlesme reaksiyonlarin
durdurulabilir veya azaltilabilir,

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlan yaninda enzimlerin dogrudan etkisiyle ortaya
¢ikmayan ve enzimatik olmayan esmerlesme seklinde tammlanan diger tiir reaksiyonlar da
bu esmer pigmentin olusumundan sorumludurlar (Friedman, 1996; 1997). Bu islemler
Maillard reaksiyonlar1 olarak tammlamrlar ve enzimatik esmerlesme reaksiyonlarina gore
- daha farkli ara driinler {izerinden ve farkli mekanizmalarla gergeklesirler (Reaksiyon 1).
Proteinlerin, peptitlerin ve amino asitler gibi amin grubu igeren biyomolekiillerin
karbohidratlarla olan ve 1s1 ile katalizlenen reaksiyonlani bu tiirden islemlerdir. Mesela,
undaki gluten ile glukozun reaksiyonu, laktalbumin ile siit tozunda bulunan laktozun
reaksiyonu ve serbest amino asitlerin kizarmig patatesteki glukoz ile olan reaksiyonlan birer
ornek olustururlar. Bunun disinda in vivo protein-karbohidrat etkilesimleri de s6z
konusudur. Mesela, diyabet hastalarda hemoglobin ile glukozun reaksiyonu, kataraktlarda
g6z lensi proteininin glukoz ile reaksiyonu soz konusudur ve bu reaksiyonlar enzimatik
olmayan yollarla esmer bir pigmentin olusumundan sorumludurlar. Ayrica, proteinlerin
okside olmus yag asitleri ile gergeklestirdikleri reaksiyonlar da onemlidirler. Kazein adh

protein okside olmus linoleik asit ile boyle bir etkilesime girebilir (Friedman, 1996; 1997).
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(Reaksiyon 1, Proteinlerdeki fonksiyonel gruplarla glukozun olusturdugu baz:

esmerlesme reaksiyonlari ara triinleri)

Bu enzimatik olmayan esmerleyme reaksiyonlan diginda 1s1 ile katalizienen ve
heterohalkali aminlerin olusumu ile sonuglanan baz1 reaksiyonlarda vardir( Reaksiyon 2).
Sadece hayvansal besinlerde bulunabilen amino asitler, karbohidratlar ve kreatinin arasindaki

etkilesimlerle bu tiir esmerlesme iglemleri gergeklesebilir (Friedman, 1996; 1997).
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( Reaksiyon 2, Heterohalkali aminlerin olusturuldugu esmerlesme reaksiyonlar ve

drinleri (R, X ve Y harfleri H veya metil grubu; Z ise CH veya N)

Besinsel kalitedeki azalma, zorunlu amino asitlerin bu tiir iglemlerle bozunmasi
sonucu bu besinlerin sindirilmesinde olusabilecek problemler ve gesitli proteolitik ve
glikolitik enzimlerin inhibisyonu seklinde ortaya ¢ikar. Besinsel degeri olmayan ve toksik
maddelerin olugmasi besin degerini ve besinlerin giivenli olmasini da azaltir.

Tiim bu o6zellikleri ile beraber esmerlesme olayi, besin endiistrisinde ciddi ekonomik
kayiplardan sorumludur. Esmerlesme reaksiyonlarinin yan etkilerini ortadan kaldirmak ve
yararll olan esmerlesme reaksiyonlarmi optimize etmek igin besinlerin bilesimlerindeki
degisimlerinin besinsel ve toksikolojik 6zelliklerine etkisinin ortaya konulmas: gereklidir.
Ayrica, esmerlesmenin kimyasal, biyokimyasal, besinsel ve toksikolojik agilardan
tammlanmasi ve bu arzu edilmeyen yonlerinin engellenmesine ihtiyag vardir. Besinlerde ayni
anda birden fazla esmerlesme islemi miimkiin olabileceginden dolay, g¢esitli bitkilerdeki
esmerlesme olaylannin ortaya konmast hem insan beslenmesi ve hem de saghk agisindan
besinlerdeki esmerlesmenin etkilerini anlamak ve g¢oziimler bulmak yoniinden olduk¢a
onemlidir.

Besinlerdeki esmerlesme reaksiyonlarini énlemek ya da en aza indirgemek, besleyici
olmayan ve toksikolojik etkilerini ortadan kaldiracak g¢oziimler bulma amaciyla gesitli
yaklagimlarda bulunulmaktadir. Sistein veya glutatiyon gibi kiikiirt igeren molekiiller toksik
maddelerin toksisitelerinin azaltilmasinda ve dolayisiyla biyotransformasyonlarinda 6énemli
bir rol oynarlar. Bu tiirden kiikiirt igeren amino asitler ve kiikiirtge zengin proteinlerin toksik

esmerlesme ara iiriinleri ile etkileserek ve boylece toksisitenin olusma sansim azaltirlar.




Amino gruplanmn modifikasyonunun da bu gruplarin esmerlesme reaksiyonlarina
katilmasim engelledigi gozlenmistir. Kimyasal yontemlerle proteinlerde bulunan lisin amino
gruplanmin amit gruplanna donistiriilmesi ile proteinlerin esmerlesme reaksiyonlarina
maruz kalmasi Onlenebilmigtir. Birgok sayida antioksidan maddenin de esmerlegmeyi
baskiladify gozlenmigtir. Esmerlesmeyi engelleyecek bazi reaksiyonlarin gelistirilmesi de
mimkiin olmugtur. Bu amagla saflastinlmig baz1 enzimler kullamlarak Maillard reaksiyonlar

ters yonde gerceklestirilmistir (Reaksiyon 1).
1.2. Polifenol Oksidaz ve BulunduguOrganizmalar

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlarinda rol oynayan temel enzim polifenol oksidazdir
(PFO) ve oksidoreditktaz sinifinin bir dyesidir (EC 1.14.18.1). PFO bakir igeren bir
metaloenzimdir ve oksijen varliginda iki farkli reaksiyonu katalizleyebilir. Bunlardan birisi,
monofenolik bilesiklerin o-difenollere hidroksilasyonu (monofenolaz aktivitesi), diger ise
o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonu (difenolaz aktivitesi) dur. Monofenolaz ve difenolaz
aktiviteleri sonucu olusan kinonoid maddeler kahverengi, kirmizi veya siyah pigmentler
seklinde polimerlesirler (Whitaker, 1972; Friedman, 1996; 1997).

Baz tiirlerde tirosinaz olarak bilinen PFO aktivitesinin birgok organizmada yaygin
olarak bulundugu bilinmektedir (Mayer, 1987). ‘Omurgallarda yapilan ¢aligmalar
pigmentasyon ile fonksiyonel bir tirosinaz geni arasinda dogrudan bir iligki oldugu géstermis
olmasma ragmen PFO lann bitkilerdeki fizyolojik fonksiyonu tam olarak ortaya
konamamugtir. Yiksek bitkilerde enzimatik esmerlesmenin temel sebebi PFO dir ve
membrana bagh olmasina ragmen integral bir membran protein degildir (Vaughn, 1988). Bu
enzimin fenolik yapidaki substratlan vakuollerde bulundugundan bu organelin kaybina yol
acan doku hasarlarimn bir sonucu olarak esmerlesme reaksiyonu meydana gelir.

Patateste PFO aktivitesi 6zellikle yumru, kok ve gigeklerde oldukga yiiksek olmasina
ragmen yaprak ve saplarda daha dusiik seviyelerde gozlenmistir. Karakterize edilen PFO
genlerinin pek ¢ogu fotosentetik dokulardan izole edilmistir. Ancak bu enzimler fotosentetik
olmayan dokularda da bulunmaktadir. PFO tarafindan katalizlenen enzimatik esmerlesme
ozellikle Solarmim tuberosum (patates) yumrulaninda ortaya ¢ikmugtir (Corsini, 1992).
Patatesten izole edilen iki PFO geninin yaprak, ¢icek ve koklerde ifade edildigi, yumrularda
ise ekspresyon gdzlenmedigi bildirilmistir (Hunt, 1993). Bununla birlikte, doku hasarim




takiben yumrularda da PFO aktivitesinin yuksek diizeylere ulasabildigi dolayisiyla enzimin
bitki savunma sisteminde rol oynayabilecegi bildirilmektedir (Thygesen, 1994).

Elmadaki PFO in hem difenolaz aktivitesi ve hem de monofenolaz aktivitesi ve bu
aktiviteye ¢ok c¢esitli inhibitérlerin etkisi detayh bir sekilde calisilmigtir (Nicolas, 1994).
Monofenolaz aktivitesi, enzimin izolasyon iglemlerine duyarh olmasindan dolayr
ekstraksiyonu sirasinda ¢ok diisitk oranlarda ve NMR spektrokopisi ya da HPLC gibi
oldukga pahali teknikler yardimyla tespit edilebilmis, ancak son yillarda gelistirilen bir
spektrofotometrik teknik yardimiyla elmada aktivitenin gesitli faktorlere bagimlilig
izlenebilmistir. Ayrica PFO Triton X-114 deterjam yardimuyla izole edilip kismen
saflagtinlmis ve kinetik karakterizasyonu sonucunda enzimin tek bir aktif bolgeye sahip
oldugu ve katalitik islem sirasinda iki farkli konformasyonu halinde bulunabilecegi 6ne
surilmistar (Espin, 1995).

Monofenolaz aktivitesi avokado bitkisinde de tespit edilmigtir ve bu bitkide PFO
hem suda ¢ozinir hem de membrana bagh formlarda bulunmaktadir (Khan, 1980).
Avokadoda monofenolaz aktivitesi, aseton ile toz haline getirilen 6rneklerle hazirlanan
ekstraklar kullanilarak ve p-kresol varliginda yapilan denemelerde oldukga diisiik
bulunmustur. Ayrica avokado PFO monofenolaz aktivitesi cesitli substratlar varliginda
radyometrik ve spektrofotometrik metotlar yardimiyla tespit edilmigtir. Yine Triton X-114
deterjam kullanilarak kismen izole edilen avokado PFO , 4-hidroksi anisol substrati
kullamlarak karakterize edilmistir. Bu kinetik verilerden elde edilen bilgiler bu bitkiden izole
edilen enzimin diger kaynaklarda g¢aligilan PFO leri igin Onerilen reaksiyon kinetigine
tamamen uydugu gosterilmigtir (Espin, 1997).

Cesitli meyve kiiltirleri arasindaki esmerlesme derecesinin fenolik igerik ve PFO
aktivitesindeki farkhiliklara baglh olarak degistigi bilinmektedir. Seftali meyvelerindeki tannin
igeriginin ve cesitli fenolik substratlann konsantrasyonunun meyvenin geligimi sirasinda
duzenli bir sekilde azaldig1 ve hasat dénemine kadar bu diizeylerde kaldi tespit edilmistir.
Bu bitkide PFO aktivitesi de fenolik bilesiklerin icerigine benzer bir degisim gostermistir.
Yiksek PFO aktivitesine sahip geftali kiltiirlerinin yiiksek derecede esmerlesme hizina sahip
oldugu gozlenmistir (Lee, 1990). Seftali diginda kaysi, erik, badem ve kiraz gibi meyvelerde
de PFO lann aktif ve inaktif formlar: Triton X-100 ile kismen izole edilmis, ve enzimin pH
4.0-5.5 degerlerinde maksimum aktivite gosterdigi bulunmustur. SDS-PAGE
(sodyumdodesilstilfat poliakrilamid jel elektroforezi) ile yapilan elektroforetik ¢alismalarla




ve Western emdirme yontemi ile de elma ve fasulye yapraklarina karst gelistirilen antikorlar
kullamilarak bu aktif ve inaktif formlar gézlenmis, ve aktif formlarin temel bir formun
proteolizi sonucu olugtugu tespit edilmistir. Denatiirasyon sartlarinda temel aktif formlarin
63 ve 43 kDa ik molekiiler agirliklanina sahip olduklar belirlenmistir. Bu sonuglardan farkh
turler arasinda PFO lann biyokimyasal karakterleri agisindan birgok temel benzerliklerin
oldugu ortaya ¢ikmugtir (Fraignier, 1995).

Tropik bitkilerden biri olan papaya meyvelerinde de PFO n varlig bilinmektedir
(Cano, 1995). Bu meyvelerden kismen izole edilen PFO 1n tiirlere gore degisimi incelenmig
ve toplam ¢oziinebilen PFO aktivitesi disi meyvelerde digerlerine gore ¢ok daha yiiksek
bulunmus ve yesil papaya meyvelerinde daha fazla PFO aktivitesi gozlenmistir. Bu
meyvelerden elde edilen enzimlerin elektroforetik karakterleri incelendiginde hermafrodit
meyvelerde 6 izoenzimin varhg gozlenmesine ragmen disi meyvelerde dort izoenzimin
varligini gosteren bandlar tespit edilmistir (Cano, 1996).

Marulda go6zlenen en oOnemli bozukluklardan birisi koyu kirmuzi noktalarin
olusumudur ve bu daha ¢ok sebzenin taginmasi ve saklanmasi sirasinda ortaya gikar. Bu tiir
lekelerin flavonoidlerin ve klorojenik asit tiirevlerinin bir PFO etkisiyle oksidasyonu sonucu
bu dokularda ortaya ¢iktig: belirtilmistir (Ke, 1988). Marulda tilakoid membrana bagl bir
enzim olan PFO Triton X-114 kullanilarak izole edilmistir ve enzim fenolik bilesiklerden ve
klorofillerden aynlarak %70 oramnda saflastinlmistir. Klorojenik asit ve butilkatekol
substratlan kullanilarak bu PFO 1n kineti§i hem aktif ve hem de aktif olmayan enzim
formlarim igeren 6rneklerde ¢aligilmistir. Marulda aktif olmayan enzim formlannin sodyum
dodesil siilfat ile aktive edilebilecedi gosterilmistir (Chazarra, 1996).

Ozellikle salata halinde tiiketilen fasulye tohumlari bir esmerlesme reaksiyonuna
maruz kalarak rengi yesilden kahverengiye dogru degisir. Bu reaksiyonlar bitkinin besinsel
degerinde bir kayba yol agtiindan, esmerlesme reaksiyonunun bu bitki tohumlannda
kontrol edilebilmesi igin saflastiriimas: ve karakterizasyonu gergeklestirilmigtir. Saflagtirilan
PFO 1 elektroforetik molekiil agirhg 28 kDa olarak bulunmug ve pirogallol, katekol ve
dihidroksifenilalanin gibi gesitli substratlar varliginda olduk¢a yiksek aktiviteler
gozlenmesine ragmen tirosin, kresol, kafeik asit ve klorojenik asit varlifinda daha diisiik
aktiviteler g6zlenmigtir. Tiyol gruplarimi igeren gesitli maddelerin PFO aktivitesini inhibe
ettigi de tespit edilmistir (Chilaka, 1993).




PFO larin biyokimyasal 6zellikleri besin endiistrisi agisindan énemli olan gesitli gifali
bitkilerde de ¢alisilmugtir. A/lium sp. den izole edilen PFO 1n aktivitesi gesitli substratlarla
incelenmis ve enzimin en fazla katekole kars1 spesifite gosterdigi gozlenmistir. Izole edilen
enzimin pH 7.5 de en iyi aktiviteye sahip oldugu ve 40 °C nin tizerinde PFO aktivitesinin
kayboldugu tespit edilmigtir. Bu bitkiden elde edilen PFO , askorbik asit, 2-merkaptoetanol
ve sodyum metabisulfit gibi genel PFO inhibitorlerine karsi olduk¢a duyarhh oldugu da
bulunmustur (Arslan, 1997).

Afrikada 6nemli karbohidrat kaynaklarindan birisi olan yer patatesinin depolama ve
isleme teknikleri sirasinda gergeklesen esmerlesme reaksiyonlan sonucu 6nemli derecede
besinsel kayiplara ugradig: ve bu bitkinin her yil yaklagik 5 milyon tonunun sadece Nijerya’
da kullanilamaz duruma geldigi bildirilmektedir (Anosike, 1985). Calisilan baz1 yer patatesi
tirlerinde bu esmerlesme reaksiyonlannin %90 kadarimin PFO ile iligkili oldugu ancak bazi
tiirlerde ise PFO aktivitesi diigitk olmasina ragmen esmerlesmenin %60 tan daha fazlasimin
PFO aktivitesine bagli olmadig tespit edilmistir. Bu tirlerde mevcut PFO aktivitesinin
optimum sicakhigt 30 °C olarak gozlenmis ve esmerlesme reaksiyonunun PFO aktivitesi
yitksek tirlerde genel PFO inhibitérlerine olduk¢a duyarli oldugu da bulunmustur.
Esmerlesme reaksiyonlarinin enzimatik olmadig: patates tiirlerinde ise inhibitérlerin etkisinin
azaldig: bildirilmistir (Omidiji, 1996).

Cay bitkisinin (6zellikle filizlerinin) polifenoller ve PFO’ca olduk¢a zengin oldugu
bilinmektedir ve PFO nin ¢ayin fermentasyonunda anahtar enzim oldugu bildirilmektedir.
PFO bu bitkide flavanollerin, theaflavin ve thearubigin olarak tammlanan siyah caymn
bilesenlerine oksidasyonunda 6nemli bir rol oynar (Mayer, 1991). PFO ¢ay bitkisinin hemen
hemen tiim béliimlerinde bulunur ve ¢ay kalitesi bu enzimin gay filizlerindeki igerigi ile
pozitif olarak iliskilidir (Biswas, 1971). Cay bitkisinin gesitli organlarindan hazirlanan enzim
ekstraklarinda yapilan enzimatik deneyler, enzimin ¢6ziintr ve bagl formlarinin igeriklerinin
bir tir igerisinde farkliiklar gostermistir (Singh, 1994). Bitkiden hazirlanan PFO ve
peroksidaz enzimleri ile yesil ¢ay yapraklarindan izole edilen flavanoller ir vitro muamele
edilmigtir ve olusan reaksiyon ve uriinler HPLC ile izlenmigtir. Bu iki enzimin ¢aymn
fermentasyonuna ya da kararmasina etkisi arastinlmg ve PFO varhiginda daha yuksek
diizeylerde theaflavin ve thearubigin gézlenmistir ki bu iki bilesen ¢ayin kalitesinden
sorumludurlar (Finger, 1994). PFO in etkin oldugu bitkilerden birisi de mantarlardir.

Endiistriyel olarak en az dizeyde islenmis mantarlann raf 6mrii saklanmasi sirasindaki

T.C. YOKSEXOGRETIM KURTLY
DOKUMANTASYON MERKEZI




enzimatik esmerlesmeden dolay: birkag giin ile sturlidir. Mantarlardaki esmerlesmeye sebep
olabilecek enzimler olan PFO, lakkaz ve peroksidaz aktiviteleri gesiﬂi mantar tiirlerinde
¢alisiimis ve hem PFO 1n mantar dokularninda en bol bulunan enzim olmas: ve hem de kinetik
ve inhibisyon ¢aligmalart sonucu mantardaki esmerleymenin biiyiikk bir orammn PFO dan
kaynaklandig belirtililmistir (Zhang, 1997, Ratcliffe, 1994).

Bitkilerde PFO 1n hiicrelerdeki bulunus yerleri farkhilik gosterir ve genellikle bitki
hiicrelerinin plastitlerinde bulunur. Dolayisiyla, vakuollerde bulunan fenolik substratlarindan
fiziksel olarak ayrihir (Vaughn, 1988). Patateste PFO membrana bagl bir sekilde plastitlerde
bulunur. Ispanak kéklerinde ise PFO aktivitesi plastid membranlarinda ve mitokondrilerde
oldukg¢a yiiksektir. Bugday, yulaf, yonca ve seker kamugi gibi baz bitki tiirlerinde ise enzim
kloroplastlarda lokalize olmustur. Olgunlagmus elmalarda ise PFO m daha g¢ok
kloroplastlarda ve mitokondrilerde aktif oldugu g6zlenmistir. Cesitli muz tiirlerinde PFO
aktivitesinin meyvenin dokularma gore degisim gosterdigi tespit edilmistir. Bazi zeytin
tiirlerinde enzim kloroplastlara siki sikiya bagliyken siyah zeytin tirlerinde enzim ¢6ziinebilir
bir formda bulunur (Vaughn, 1988).

Son yillarda, bitkilerden PFO genlerinin izolasyonu konusunda ¢esitli galigmalar
yapiimig ve domates (Newman, 1993), patates (Hunt, 1993), fasulye (Cary, 1992) ve
izimden (Dry, 1994) PFO ni kodlayan genler izole edilmistir. Bu bitkilerin dokularinda
aktif formda bulunan PFO 1n yaklagik 59-60 kDa hk bir molekiiler agirhga sahip oldugu
gosterilmistir. Bu bitkilerden en ¢ok ¢alisilan domatesten yedi bireysel genomik klon izole
edilmistir ve elde edilen her bir genin tam nikleotit dizisi belirlenmistir. Bu bitkide PFO
ekspresyonunun floral organlarda olduk¢a yitksek oldugu gozlenmistir. Bu PFO genlerinin
timil bakteri, mantar ve memeli PFO lannin bir karakteristigi olan iki muhtemel bakir
baglama bolgesini kodlamaktadirlar (Newman, 1993). Patateste ise gelismekte olan
dokularda ekspresyon gozlenmis fakat tamamen gelismis dokularda da diigiik diizeylerde
belirlenmistir (Hunt, 1993) . Uziim ¢DNA mn 10 kDa lik bir kloroplast transit peptidini,
41 kDa bk ve iki bakir-baglama bolgesini igeren katalitik bir birimi ve 16 kDa lik C-ucu
kismindan olugan ve biitin olarak 67 kDa lk bir proteini kodladigi tespit edilmistir.
Southern emdirme yontemi ile de Giziimde tek bir PFO geninin varlig: belirlenmistir (Dry,

1994).




1.3. Polifenol Oksidazin Biyokimyasal Ozellikleri

Uluslararast Biyokimya Dernegine (IUB) bagli Enzim komisyonu tarafindan yapilan
siniflandirmada tiim PFO lann yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlari katalizlediginden
dolay1 birinci siruftan enzim olduklan belirlenmigtir. Bu siniflandirmaya gore PFO iki farkh
aktivite gostermektedir ki bunlardan biri monofenolaz aktivitesi yada tirosinaz, kresolaz
veya, L-DOPA(dihidroksifenilalanin)-oksijen oksidorediiktaz [E.C.1.14.18.1] olarak
tamimlanmig ve enzimin monofenolleri difenollere donistirdigi kabul edilmigtir

(Reaksiyon 3).

OH OH
OH
monofenolaz
(tirosinaz)
CH, H;
H;N—CH—COOH H,N—CH—COOH
Tirosin Dihidroksifenilalanin
(L-DOPA)

(Reaksiyon 3, PFO m monofenolaz aktivitesi)

PFO m diger bir aktivitesi ise difenolaz aktivitesi ya da katekolaz veya difenol-
oksijen oksidorediiktaz [E.C.1.10.3.2] olarak tanimlanmis ve bu aktivitenin ise difenolleri
kinonoidlere doniistiirdiiga kabul edilmistir (Reaksiyon 4) (Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry (NC-IUB), 1989).

H
OH
_ difenolaz Polimerlesme Mel
(katekolaz) elaninler

(I','Hz

H:2N—CH—COOH HzN—CH—COOH
Dihidroksifenilalanin Dopakinon
(L-DOPA)

(Reaksiyon 4, PFO 1 difenolaz aktivitesi)
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PFO ortalama 55-65 kDa molekiil agirligina sahip olup enzimde iki bakir-baglanma
bolgesinin bulundugu belirtilmistir. Bakar igeriklerinin patates, tiitiin ve mantarda %0.2-0.3
arasinda degistifi de bulunmustur. Taze hazirlanan enzim ekstraklannda bakinn Cu(l)
seklinde oldugu ancak zamanla Cu(II) sekline yavasga okside oldugu gozlenmis ancak bu
degisimin aktivitede bir kayiba yol agmadig: belirlenmigtir. Bakirin uzaklastinldigi apoenzim
aktif degildir ancak Cu(Il) nin ilavesi ile aktivite geri kazanilabilmistir (Kertesz, 1962).
Apoenzim, saf enzimin sulu ¢ozeltisinin potasyum siyaniir igeren g¢ozeltiye karsi diyaliz
edilmesi ile hazirlanabilmigtir. Saf PFO renksizdir, ancak benzer bir aktivite gosteren lakkaz
enzimi mavi renklidir. Konsantre edilen PFO ¢ozeltileri notral pH degerlerinde oldukga
kararhidir. Bu ¢ozeltiler kisa bir siire igin 60 °C ye kadar isitildiginda ise enzim tamamen
inaktif olur. Bu enzimin nétral pH degerlerinde ve fosfat tamponundaki konsantre g¢ozeltileri
1 °C de veya -25 °C de dondurulmug olarak aktivitede herhangi bir kayip olmaksizin birkag
ay saklanabilir. Bununla birlikte uzun stirelerde saklandiginda aktivitede kayiplar gézlenebilir
ve aktivitedeki bu kayp dénisiimsiizdir. Bu islem sirasinda bakir(I) okside olarak Cu(Il) e
donugir ancak aktivitedeki kayip oksidasyondan kaynaklanmaz. PFO aktivitesi, bakir ile
kararli kompleksler olusturabilen H,S, KCN, CO ve p-aminobenzoik asit gibi maddelerle
inhibe edilebilir.

PFO n fenolik bilesikler {izerindeki etki mekanizmasi olduk¢a komplekstir. Bakir
enzimin prostetik grubunu olusturdugundan, bakinn valens durumu PFO aktivitesini saglar.
Kimyasal ve spektroskopik veriler PFO lann bakir igeren tip III tiiri iki gekirdekli aktif
bolgeye sahip olduklanm desteklemektedir (Fenton, 1995). PFO lann Kkatalitik etki
mekanizmas1 ¢esitli ¢aligmalarla ortaya konmustur. Enzimin deoksi formu énce oksijen ile
oksi-PFO formunu olusturur ve fenolik substrat bu oksi-PFO formundaki bakir atomlarimn
birine aksiyal olarak koordine olur. Olusan bes-koordinath ara iiriiniiniin yeniden
diizenlenmesini takiben fenolik substratin orfo-hidroksilasyonu, su kayb: ve difenolik tiriiniin
koordinasyonu gergeklesir. Molekiil igi elektron transferi sonucu orfo-benzokinon tiriinii
olugur ve bu sirada enzimin deoksi-PFO hali boylece yeni bir katalitik gevrime girmek iizere

hazir hale gelir (Reaksiyon 5).
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OH 0 A
N\ /O\ /N Q_ N\|_/O\ /N
,CU(Z /Cl{l+2 - /Cu;z /Cl§1+2
N O N N O N

0
N N \ N_ N
G cyp = Lug Cy
N N N O N

(Reaksiyon 5, PFO tarafindan katalizlenen reaksiyon igin dnerilen mekanizma)

Boyle bir ¢evrimle monofenolik substratlarin 6nce o-difenollere ve o-difenoller de
o-kinon bilesiklerine doniisir. PFO 1n aktif bolgesinde gergeklesen bu etki mekanizmasi

asagidaki esitlikler halinde yazilabilir (Reaksiyon 6).
2 Cut (enzim) + O;—— 2 Cu2—O0; (enzim)
2 Cut2—0; + monofenol + 2 H+——s 2 Cut+2 + o-difenol + H,O
2 Cu*? + o-difenol + 0y ——— 2 Cufl + o-kinon + 2 H,O
(Reaksiyon 6, PFO n aktif bolgesinde gerceklesen reaksiyon mekanizmasi)
Olusturulan o-kinon bilesikleri, canlilarda bulunan en reaktif ara Uriinlerdir ve
enzimatik olmayan oksidasyon reaksiyonlar: ile izli bir sekilde ve kolayca polimerleserek

koyu kahverengi ve suda az ¢ozlinen polimerik yapilara doniisiirler. Boylece esmerlesme

reaksiyonlannn karakteristigi olan pigmentler olusturulur.
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1.4. Esmerlesme Reaksiyonlarinin Substratlan

Farkh kaynaklardaki PFO aktiviteleri kendi spesifik substratlan ile olduk¢a degisir.
Fenolik ve polifenolik bilesikler sayisiz bitki tiriinde ikincil bitki metabolitleri olarak
olusturulurlar ve fenolik bilesiklerin oksidasyon drinlerinin bitkilerin bakteri, mantar ve
viriisler gibi patojenlere karst savunmada rol oynadig tahmin edilmektedir. Polimerik
yapida olan polifenolik bilesikler klorojenik asit gibi fenolik monomerlerinden ¢ok daha fazla -
toksisiteye sahiptir. PFO ile katalizlenmis polimerizasyon reaksiyonlan hasar goéren bitki
yuzeylerinin iyilesmesine yardimecr olur. Polifenolik bilesiklerin ayrica antimutajenik,
antikarsinojenik, antiglisemic ve antioksidatif 6zelliklerinin oldugu da bilinmektedir. Bu
ozellikler, kif olusumunun engellenmesi ve proteinsel besin degerinin artinlmas: amaciyla
kullanulabilirler (Friedman, 1997).

Bitkiler farkli dokularinda oldukga gesitli fenolik bilesikleri igerirler ancak bu fenolik
bilesiklerin sadece bir kismu PFO 1n substratlandirlar. Bu fenolik yapilar uygun sekillerde
ekstrakte edildikten sonra gaz-kromatografisi (GC), yiiksek-performansh sivi kromatografisi
(HPLC), ince tabaka kromatografisi (TLC) ve ultraviyole spektrofotometrisi (UV-Vis)
teknikleri yardimiyla belirlenmiglerdir. PFO lann bitkilerdeki en yaygin substratlan basit
yapili fenoller, klorojenik asit ve tiirevleri ile flavonoid tipi fenollerdir. Basit fenoller, katekol
ve kresol gibi bilesikler yaminda tirosin ve tiirevleri ile sinnamik asit tiirevleri de olusur

(Formul 1).

OH
OH
OH CH;
Katekol p-kresol

(Formiil 1, PFO 1n basit fenolik substratlar)

Birgok besin maddesinde bulunabilen tirosin, enzimatik oksidasyon sonucu

3,4-dihidroksifenilalanin (DOPA) tizerinden melanin olusumunda énemli bir rol oynayan
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substratlardandir. Seker pancarindan izole edilen PFO 1n difenolaz aktivitesi oldukga
etkindir ve pancar dokularinda daha yiiksek diizeylerde bulunmasina ragmen monofenolik
yapidaki tirosin substrati uzerinde etkili olmazken, dihidroksi tiirevi olan dopamn

oksidasyonunu saglayabilmektedir (Formiil 2).

OH
OH OH OH
OH
i
f.:Hz ¢ s
H,N—CH—COOH H;N—CH—COOH NH,
Tirosin 3,4-dihidroksifenilalanin Dopamin
(DOPA)

(Formtil 2, PFO i gesitli monofenolik ve difenolik substratlar)

Sinnamik asit daha ¢ok klorojenik asit tlirevieri ve flavonoidlerin olusturulmasinda
rol oynar. Bu tlirevlerin pek ¢ogu enzimatik olmayan yollarla bitkilerde esmerlesme
reaksiyonlanna katilirlar. Patateste klorojenik asit patates yumrulannin fenolik igeriginin
yaklagik % 90 m olusturur ve bu bilesigin bir ¢ok izomeri ¢esitli teknikler yardimiyla tespit
edilmistir (Formiil 3). Patates, seftali ve fasulye yapragi PFO lann aktiviteleri klorojenik asit
ve kafeik asitler durumunda olduk¢a farklilk gosterirken 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin
tizerinde benzer aktiviteler gosterdigi bildirilmistir (Whitaker, 1972).

Flavonoidler ise bitkilerin gesitli dokularinda ve ¢ok farkl oranlarda dagilmiglardir
(Formiil 4). Genellikle kok, govde, yaprak, meyve ve tohum kisimlarinda olduk¢a yogun
olarak bulunurlar. Cesitli oranlarda bulunsalar bile flavonoid yapilt bilesikler bitkide
esmerlesme reaksiyonlarimn meydana gelmesi igin yeterlidirler. Birgok bitki izolatlarinda
bagil oranlan agisindan farklilik gdsteren flavonoid sistemine sahip ¢ok ¢esitli sayida bilesik

tespit edilmisgtir.
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R,00C
H—y/ H OOH
OH
og OH
R3 Ry
R, Kinik asit
sinnamik asit: R;=R,=R;=R,=H
p-kumarik asit: R,=OH. R;=R;=R,=H
kafeik asit: R]=R2=OH_. R3=R4=H
ferulik asit: R;=OH. R-=OCH;. R;=R,=H
klorojenik asit: R,=R.=OH. R;=H. R, =kinik asit
OOH
00C N
OH
OH OH
OH

klorojenik asit (5-O-kafeilkinik asit)

(Formiil 3, Sinnamik asit ve klorojenik asit tiirevli PFO substratlari)

94

(Formiil 4, Flavonoid Genel Iskeleti)

Antoksantin pigmentleri olarak da tanimlanan flavonoller gesitli teknikler yardimiyla
izole edilip karakterize edilmiglerdir. Bu yapilar birgok durumda kuersetin, mirisetin ve
kamferol olarak adlandinlan birgok tirevleri halinde esmerlesme reaksiyonlarina dogrudan
katilirlar. Antosiyaninler ise pelargonidin, siyanidin ve delfinedin olarak tammlanan tiirevieri

halinde daha ¢ok ikincil reaksiyonlarda rol oynarlar (Formiil 5).
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Kuersetin: Rj=0OH. R,=H Pelargonidin: R;=R,=H
Mirisetin; R;=R.=OH Siyanidin: R;=0OH. R,=H
Kamferol: Ri=R-=H Delfinidin: R;=R>=0H

(Formiil 5, PFO in flavonoid tiirevli substratlary

Katekin ve epikatekin flavonoid iskelete sahip bilesikler gesitli bitki ekstraklarindan
izole edilip karakterize edilmislerdir. Lokoantosiyanidinler olarak tammlanan flavonoidler de
genellikle 16kosiyanidin ve lokodelfinidin seklinde tammlanmiglardir (Formiil 6) (Ganguly,
1958).

HO l
OH

OH OH
Katekin: R)=H. R-=0OH Loékosivanidin: R,=0H, R»=H
Epikatekin: R;=OH. R-=H Loékodelfinidin: R,=R,=0H

(Formiil 6, PFO 1n flavonoid tiirevli substratlary

Bitkilerin gesitli dokularinda bulunan fenolik bilesiklerin esmerlesme reaksiyonlan
sonucu olusturduklar kinonlar oldukea reaktif tiirler olup, ya diger kinonlarla ya da amino

asitler, proteinler, karbohidratlar ve yag asitleri gibi biyomolekillerle renkli bilesikler
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olustururlar. Bu fenolik bilesiklerin farklihg, dokularda bulunma oranlan ve bulunduklan
bolgeler agisindan kahverengi-kirmizi  polimerik pigmentlerin  renk siddetleri de

degisebilmektedir.

1.5. Enzim Aktivitesini Tayin Metodlar

PFO aktivitesi, farklt monofenolik ve difenolik substratlar varhginda ve gesitli
manometrik, polarografik, kronometrik ve spektrofotometrik teknikler yardimmyla
dlciilebilmektedir. Fenolik substratin oksidasyonu sirasinda kullamlan O,, bir respirometre
ile sistemin oksijen harcamasi esasina gére manometrik olarak ya da bir oksijen elektroduyla
polarografik olarak olgtlebilir. Kronometrik metotta ise askorbik asit varliginda reaksiyon
sirasinda rengin ilk gorildugi an tespit edilir. Spektrofotometrik iglemlerde ise genelde ya
substratlarin oksidasyonu izlenir ya da esmerlesme reaksiyonunun bir Uriiniinin olugsma
hmzinin Slgiilerek enzim aktivitesi tayin edilir ve bu metot daha ¢abuk ve kolay oldugundan
digerlerine gore tercih edilir (Whitaker, 1972). L-DOPA, katekol, pirogallol, epikatekin ve
klorojenik asit bu tiir spektrofotometrik enzim aktivitesi tayini ¢aliymalarinda yaygin olarak
kullanilan substratlardir ve kendilerine 6zgi dalga boylannda verdikleri maksimum
absorbanslarla karakterize edilirler. Bu teknikler diginda niikleer magnetik rezonans ve
yitksek performansli sivi kromatografisi teknikleri de bazi arastirmacilar tarafindan
kullanilmis olmasina ragmen bu teknikler oldukga pahali enstriimentasyon gerektirdiginden
yaygin olarak kullanilmazlar.

PFO in monofenolaz aktivitesi 3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon (MBTH) gibi
kromojenik bir niikleofil varliginda oldukga duyarli ve dogru bir sekilde spektrofotometrik
olarak olgulebilir. Bu metot niikleofilin yoklugunda ve varliginda PFO tarafindan iretilen
o-kinonlarin enzimatik olmayan reaksiyonlarmi esas alir. Enzimatik reaksiyon sirasinda
olusturulan o-kinon niikleofil ile renkli katilma iriinleri verirler ve bu katilma triinleri
500 nm deki karakteristik absorpsiyonlan ile belirlenirler (Reaksiyon 7). Bu metodun
mekanizmas: detayl bir gekilde ortaya konmus olup (Rodrigez, 1994) elma ve avokado
meyvelerindeki PFO aktivitelerinin tayininde basanli bir gekilde uygulanmustir (Espin, 1995;
1997).
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(Reaksiyon 7, Polifenol oksidazin kromojenik bir niikleofil (MBTH) varli§inda
monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri (M: monofenol, D: difenol,
K: o-kinon, N: kromojenik niikleofil, ND: niikleofil-difenol renksiz
katilma tiriinii, NK: niikleofil-kinon kromoforik katilma {irtinii)

Dogu Karadeniz Bolgesinde yetisebilen ve musmula olarak bilinen Mespilus
germenica L., esmerlesme reaksiyonlarimin olduk¢a izl olustugu bir tiirdiir. Bu galigmada,
PFO 1n bu bitki meyvelerinde bulunusu ve diger bitkilerin PFO lar ile benzerlikleri, aktivitesi,
katalizledikleri reaksiyonlar ve reaksiyon kinetigi agisindan izlenebilme kolaylig1 saglayacag
duguntilerek model bir sistem olarak distiniilmiistir. PFO leri ile ilgili mevcut bilgilerin
1siginda bu ¢aliymada gerceklestirilmesi diigiiniilen amaglar su sekilde zetlenebilir: i) PFO n
dongel bitkisi meyvelerinden ekstraksiyonu, ii) Enzim ekstraklarmn gesitli spektroskopik
teknikler yardimiyla karakterize edilmesi, iii) ekstraklardaki aktivitenin sicaklik, pH, enzim
konsantrasyonu ve substrat konsantrasyonu ve gesitli inhibitorlerle degigimi, iv) enzim ile
katalizlenen reaksiyonun kinetigi ve ¢esitli kinetik parametrelerin elde edilmesi, dolayisiyla
spekilatif yapi-fonksiyon iliskisinin ortaya konulmasi. Metodoloji olarak daha &nce
gelistirilen ve MBTH niikleofili yardimiyla ¢esitli substratlanin varhginda PFO 1n
monofenolaz ve difenolaz aktivitelerinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi ve kinetik
karakterizasyonu amaglanmigtir. Monofenolaz ve difenolaz aktivitelerinin kinetikleri, pH
etkisi yamnda, enzim ve substrat konsantrasyonunun etkisi de incelenerek déngel bitkisi

PEO 1n gesitli substratlara kargi davranisi ortaya konabilir.




2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Bu ¢alismada, tampon ¢ozeltilerini  hazirlamakta dipotasyum hidrojen fosfat,
potasyum dihidrojen fosfat, sodyum asetat, asetik asit, etilendiamintetraasetikasit,
magnezyum klortr, tristhidroksimetil)amino metan (Tris), dimetilformamid (DMF),
askorbik asit, L-sistein kimyasallari Merck A. G. (Darmstadt, Germany) den saglanmstir.
Ekstraksiyon isiemlerinde kullamlan TX-114 deterjam, fenilmetilsulfonilflorir (PMSF) ve
substrat olarak kullamilan katekol, 4-metil katekol, epikatekin, 3,4-dihidroksifenil propiyonik
asid (DHPPA), dihidroksifenilalanin (L-DOPA), 3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon
hidroklorid (MBTH), protein tayininde kullanilan bovine serum albiimin (BSA),
sodyumdodesilsilfat (SDS) ve Folin adli kimyasallar Sigma Chemical Co., St Louis (MO,
USA) dan satin abnmustir. Diger tiim kimyasallar analitik saflikta olup diger firmalardan
saglanmstir.

Santrifiijleme islemleri Sanyo MSE model MS60 marka ultrasantrifiij ile,
spektrofotometrik Olgiimler Unicam UV2-100 UV-Vis spektrofotometre cihazi ile
yapimstir. pH 6l¢iimleri igin Jenway 3010 pH-metresi, doku homojenizasyonu igin Braun

marka el blendir1 kullanilmastir.
2.2. Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

50 mM fosfat tamponu; bir litre saf suda 8.709 g K,;HPO, ¢tziinmesiyle hazirlanan
dibazik fosfat ¢ozeltisinin 38 ml si ile bir litre suda 6.748 g KH,PO, ¢6ziinmesiyle hazirlanan
monobazik fosfat ¢ozeltisinin 62 ml si kanistirip 200 ml ye saf su ile tamamlanmasiyla pH
6.5 olarak fosfat tamponu hazirlanir.

50 mM asetat tamponu; 5.2 g (0.05 mol) sodyum asetat 700 ml saf suda
¢Oziildiikten sonra 50 mM asetikasit ile pH 5.5 oluncaya kadar titre edilir ve ¢ozelti 1000 ml
ye saf su ile tamamlanir.

50 mM Tris(hidroksimetil)aminometan (Tris) tamponu; 6.057 g (0.05 mol) Trizma
baz1 700 ml saf suda ¢oziildiikten sonra 0.05 M ik HCI asit ile pH '1 7.5; 8.5; 9.5 olacak
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sekilde ayarlanarak ve litreye tamamlanir. Boylece farkli pH degerlerine sahip tris tamponu
¢Ozeltileri hazirlamur.

Ekstraksiyon ¢ozeltisi; 80 ml asetat tamponu (pH=5.5) igine %6 (w/v) TX-114
deterjant, 2 mM EDTA, 1 mM MgCl,, | mM fenilmetilsulfonil floriir (PMSF) ilavest ve
¢ozeltinin tampon ¢ozeltisi ile 100 ml 'ye tamamlanmasiyla hazirlanir.

Substrat ¢ozeltileri; herbiri 100 mM olmak iizere katekol, 4-metil katekol,
3,4-dihidroksifenilpropiyonik asit (DHPPA), epikatekin ve kromojenik niikleofil olan
10 mM 3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon (MBTH) safsu ile 25 ml ‘ye tamamlarur.

2.3. Ham Ekstragin Hazirlanmasi

Trabzon' un Caykara ilgesinden toplanan dongel bitkilerine ait meyveler stv1 azot
icerisinde laboratuvara kadar ulagtirildiktan sonra 50 g "1 dewar igindeki sv1 azot ile
15 dakika kadar ozmotik soka tabii tutuldu. Ozmotik soka tabii tutulan meyveler, 4 °C 'de el
blendinn yardimiyla 100 ml ekstraksiyon ¢ozeltisi ilavesiyle 10 dakika iyice pargalandiktan
sonra 4 katli tiilbentten siiziildii. Elde edilen siizintii 4 °C de 20 dakika bekletildikten sonra
4 °C de 20,000 devir/dk de 30 dakika santrifijlendi. Elde edilen siipernatanta proteazlar
inhibe etmek amactyla ImM PMSF ilave edildi. Elde edilen bu ekstraktaki PFO aktivitesi bir

ay stre ile aktivitesini koruyabilmektedir.

2.4. Protein Tayini

Hazirlanan bitkisel ekstraklardaki protein tayini biiiret metodu ile tayin edildi
(Lowry, 1951). 10 ul protein igeren ekstrak 190 pl 0.1 N NaOH, %0.1 sodyum dodesil
siilfat igeren gozelti ile 200 ul ye seyreltilerek baziklestirilir. Bu karigtma egdeger oranlarda
kangtinlmig %0.2 Na,CO; mn 0.1 N NaOH igerisindeki ¢ozeltisi (12.5 ml) ve %2 sodyum-
potasyum tartaratin %1 lik CuSO4 daki ¢ozeltisinden (0.25 ml) 1 ml ilave edilir. 5-10
dakikalik ¢ozeltinin iyice kanigsmas: saglandiktan sonra 1:1 oramnda saf su ile seyreltilmis
folin reaktifinden 100 pl ilave edilir ve 30 dakika olgunlagmaya birakildiktan sonra 650 nm
deki absorbanslan okunur. Aym reaktiflerle hazirlanan sigir serum albumini standart protein
¢ozeltileri i¢in de elde edilen kalibrasyon grafigi yardimiyla ekstraklanin protein igerikleri

tayin edilir.
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2.5. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Tayini

Polifenol oksidaz (PFO) aktivitelerinin olgiimiinde ¢esitli substratlar varliginda
spektrofotometrik  yontem  kullamldi  (Espin, 1995). Aktivite olgiimleri igin
50 pl enzim + x pl Substrat (100 mM) + x ul MBTH (10 mM) + 20 ul DMF + y ul tampon
(50 mM) ¢ozeltisi ilave edildi ve 500 nm 'de absorbans degerleri 6lgildi. Ancak
4-metilkatekol substrati i¢in 494 nm de maksimum absorbans goézlendiginden bu dalga
boyundaki degisimler okundu. Tampon olarak 50 mM Asetat pH=4.5-5.5, 50 mM fosfat
pH=6.5 ve 50 mM Tris pH=7.5-9.5 tamponlan kullanidi 1-25 mM substrat
konsantrasyonlarinda caligildi (Tablo 1). Absorbansdaki artiglar 1 dakika boyunca
kaydedildi. Kor olarak enzim digindaki ¢ozeltiler aym miktarda kullanildi. Enzim ¢ozeltisi
yerine enzimin i¢inde bulundugu tampon ilave edildi. Aktivite birimi olarak 50 ulL enzim
¢Ozeltisinin 1-25 mM konsantrasyonlardaki substratlardaki 1 dakika basina absorbansta
meydana getirmis oldugu 0.001 birimlik degisme kullamldi.

Tablo 1. PFO aktivitesi tayininde kullanilan kangimin igerigi

Substrat MBTH Tampon DMF Enzim Toplam
(100 mM) (10 mM) (50 mM) ekstran ~ hacim
10 ul 10 ul 910 ul 20 pl 50 ul 1000 pl
20 ul 20 ul 890 ul 20 ul 50 i 1000 ul
40 ul 40 ul 850 ul 20 ul 50 wl 1000 pl
80 ul 80 ul 770 w 20 pl 50 wl 1000 pl
100 ul 100 pl 730 pl 20 ul 50 ul 1000 pl
160 ul 160 ul 610 ul 20 ul 50 ul 1000 ul
200 ut 200 pl 530 wl 20 ul 50 ul 1000 pl
250 ul 250 ul 430 ul 20 ul 50 ul 1000 pl

Katekol, 4-metil katekol, DHPPA, L-Dopa, epikatekin substratlan ve MBTH
niikelofil kromojeni kullamlarak gergeklestirilen aktivite denylerinde veriler her bir substratin
maksimum absorbans verdigi dalga boylarindaki molar absorplama katsayilar kullamlarak
analiz edildi (Tablo 2).
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Tablo 2. Cesitli fenolik bilesiklerin MBTH ile PFO varhiginda verdikleri
katilma iirinlerinin Spektral Ozellikleri.

Fenolik substrat Amaks (NIND) g (M'em™)
Katekol 500 32500
4-metil katekol 494 32500
DHPPA 500 40000
L-DOPA 500 38000
Epikatekin 500 32500

2.6. Optimum pH ve Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesi

Optimum pH ¢alismasi; katekol, 4-metil katekol, DHPPA, L-Dopa, epikatekin
substratlanna MBTH ve DMF ilave edilerek yapildi. Once enzim pH 4.5-9.5 arasindaki
degerlere sahip uygun tamponlarda oda sicakliginda bir Oninkiibasyona birakildi. Bu
substratlarla enzimin substrata doydugu noktalarda uygun tampon ¢ozeltilerde enzimin
gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak olgiildii.

Optimum sicaklik galigmasi yine aym substratlarda gergeklestirildi. Substratlann
optimum pH degerlerinde, sicaklik degerleri 5-65 °C araliginda degistirilerek optimum
sicaklik degerleri aragtirildi. Istenilen sicakliklar oda sicakligiin altinda buz banyosunda oda
sicakliginin istindeki sicakliklarda termostatli su banyosunda ayarlandi. Tampon ve substrat
kangmmimn kiivete bosaltilmast sirasinda meydana gelebilecek sicaklk kayiplanm da
onlemek amaciyla kiivetler birkag dakika su ve buz banyosu iginde bekletildi ve miimkiin
oldugu kadara hizh bir sekilde enzim ¢ézeltisi substrat: igeren karigima pipetlenerek aktivite
olgumler yapildi.

Optimum pH ve sicakhk degerlerinin belirmesi igin yapilan deneylerde, tampon

¢ozeltisi, substrat, enzim ekstragi, MBTH ve DMF tablo 3 ‘de verilen oranlarda kullanildi.
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Tablo 3. Optimum pH ve Sicaklik Deneylerinde Kullanilan Tipik Reaksiyon Karngim

Deneme Bilegeni Stok Cozelti  Ilave Edilen Nihai

Hacmi Konsantrasyonu
Tampon ¢ozelti 50 mM 730 ul 36.5 mM
Substrat 100 mM 100 pl 10 mM
Enzim ekstrag: (protein igerigi) 12 mg/ml 50 ul 0.6 mg/ml
MBTH 10 mM 100 pl 1 mM
DMF 20 ul %2
Toplam inkitbasyon hacmi 1000 pl

2.7. Farkli Substratlar i¢in Optimal Sartlarda Polifenol Oksidaz Kinetiginin

Incelenmesi

Bitkisel ekstraklardaki PFO 1 gesitli substratlara karsi davranigi ve ilgisini ortaya
koyabilmek i¢in optimize edilmis sartlarda 4-metil katekol, katekol, DHPPA, L-Dopa,
epikatekin substratlan igin 1-20 mM konsantrasyonlarinda degistirilerek PFO aktivitesi
olgiimleri yapildi. 500 nm dalga boyunda 6lgiilen aktivite degerleri reaksiyon lzi (uM/dak)
olarak alindi. Michaelis-Menten esitli§i esas almnarak de@igen substrat konsantrasyonu
degerlerine kars1 hiperbolik grafik (Michaelis-Menten), bu degerlerin ¢ift resiproklan ile elde
edilen lineer grafik (Lineweaver-Burk grafigi) ve Eadie-Hofstee grafikleri ¢izilerek enzimin
substrat ile doyumunda ulagilan maksimum reaksiyon hizi (Vmas) ve Michaelis sabiti (Kp)
degerleri ile beraber, doniisim sayist (k) ve substrat spesifite oranlan (ki./Km) bu
egrilerden elde edilen veriler yardimiyla hesaplandi. Lineer ve lineer olmayan egriler, MS
Excel siiriim 7.0 kullanilarak elde edildi ve analiz edildi.

Inhibitérlerin PFO aktivitesine etkisi ve enzimin bu maddelere karsi davrams1 yine
inhibitorler yoklugunda veya varhinda benzer denemeler yapildiktan sonra elde edilen
veriler yukanda belirtilen grafiklere ilave olarak Dixon egrileri yardimiyla degerlendirilip,

inhibisyon tiirleri ve inhibisyon sabitleri hesaplandi ve sonuglar analiz edildi.




3. BULGULAR ve TARTISMA

Bu ¢aligmada dongel bitkisi meyvelerindeki esmerlegme reaksiyonlarda rol oynayan
polifenol oksidazin (PFO) fonksiyonu, enzim aktivitesinin karakterizasyonu ve aktiviteye
enzim konsantrasyonunun, substrat konsantrasyonunun, reaksiyon ortamumn sicakligimn,
pH 1n ve gesitli inhibitorlerin etkisi aragtinlmstir.

Homoijenizasyon ve santrifiijleme islemleri ile uygun tamponda hazirlanan taze
ekstraklarin 6nce protein igerigi belirlendi. Bu ¢aliymada 1-2 pl lik ekstraklardaki protein
miktari, sigir serum albumini standart protein olarak alinarak 650 nm de spektrofotometrik
olarak elde edilen absorbans degerleri ile gizilen kalibrasyon grafigi kullamldi (Sekil 1).
Protein miktar bu dogrusal egrinin egimi kullamlarak hazirlanan her enzim ekstrag: igin taze

hazirlanarak yapildi. Boyle bir islemde protein miktan genellikle 9.5+1.5 mg/ml civaninda

degigmistir.
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Sekil 1. Dongel bitkisi meyvelerinden hazirlanan ekstraklann protein igeriginin
belirlenmesi igin s1ir serum albumini standards ile hazirlanan kalibrasyon

grafigi

Uygun tampon ¢ozeltilerde hazirlanan ekstraklardaki PFO aktivitesi, igerilecek

protein miktarina da bagh olacaktir. Optimum bir enzim aktivitesi saglayacak protein
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igeriginin belirlenmesi igin 10-200 pl lik ham enzim ekstraklan tampon c¢bozeltilerle
seyreltilerek protein icerigi degisen enzim ¢ozeltileri hazirlandi ve her bir ¢ozeltinin PFO
aktivitesi tayin edildi. Bu farkh protein igeriklerine kargi aktivite degerlerinin ¢izilmesi ile
elde edilen grafikten (Sekil 2) kinetik deneylerde kullanilacak enzim ekstragindaki protein
miktan yaklasik olarak 0.48 mg/ml (50 pl) seklinde belirlendi.
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Sekil 2. Dongel bitkisi meyvelerinden hazirlanan ekstraklardaki protein igeriginin
polifenol oksidaz aktivitesine etkisi

Uygun tampon ¢ozeltilerde hazirlanan ekstraklarin PFO aktivitesi tampon ¢ozeltinin
PH ‘ina bagh olarak katekol, 4-metil katekol, epikatekin, 3,4-dihidroksifenil propiyonik asid
(DHPPA) ve dihidroksifenilalanin (L-DOPA) gibi fenolik substratlar varhginda tespit edildi.
Dongel meyvelerinden hazirlanan bu ektrakta mevcut olan PFO tiim denenen fenolik
substratlar tizerinde oldukga yiiksek aktiviteler gostermistir.

Fenolik ozellife sahip substratlann, ortamin pH ‘mna bagh olarak enzim aktif
bolgesine karst davramsi ve enzim-substrat etkilesimi farkliliklar gostermistir (Sekil 3,7).
4-metil katekol durumunda diger substratlardan farkli olarak pH-aktivite egrisi yayvan bir
sekilde ortaya ¢ikmig ve dolayisiyla optimum pH degeri 5.5-7.5 degerleri arasinda
gozlenmigtir (Sekil 3).

PFO 4-metil katekol substrati ile gostermis oldugu pH-aktivite profilinin aksine
katekol substratt varlifinda optimum pH 8.5 gibi bazik bir degere ulagmustir (Sekil 4).
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DOPA, epikatekin ve DHPPA durumunda ise optimum pH degerleri katekole gore daha
asidik pH degerlerine karsihk gelmistir (Sekil 5-7).
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Sekil 3. 4-metil katekol substrat: varliginda pH-PFO aktivitesi iligkisi
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Sekil 4. Katekol substrati varliginda pH-PFO aktivitesi iligkisi

Epikatekin ve DHPPA substratlan durumunda maksimum aktiviteler pH 5.5
degerinde ortaya ¢ikarken DOPA durumunda ise biraz daha fizyolojk pH degerine
yakin bir deger seklinde (pH 6.5) tespit edilmistir.
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Bu substratlanmin kimyasal ozellikleri ile pH-aktivite egrilerinden elde edilen
degerler kargilagtinldiginda daha once gesitli PFO lann aktivite-pH iligkileri ile oldukga
benzerlik gostermektedir (Fraignier, 1995; Cano, 1996; Arslan, 1997 ).
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Sekil 5. DOPA substrat1 varlifinda pH-PFO aktivitesi iligkisi
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Sekil 6. Epikatekin substrat1 varlifinda pH-PFO aktivitesi iligkisi
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Sekil 7. DHPPA substrat: varhiginda pH-PFO aktivitesi iligkisi

PFO aktivitesinin sicakhia bagimhhig: da yukanida belirtilen katekol, 4-metil katekol,
epikatekin, DHPPA ve DOPA gibi fenolik substratlar varliginda aragtinlmigtir. Bu amagla,
hazirlanan ekstraklarda bu substratlar varliginda 5-70 °C sicakhklan arasinda PFO
aktivitesinin degisimi ve maksimum aktivitenin saglandidi optimum sicakhk degerleri

belirlenmigtir (Sekil 7-11).
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| Sekil 8. 4-metil katekol substrati varliginda sicaklhk-PFO aktivitesi iligkisi
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Sekil 9. Katekol substrati varliginda sicaklik-PFO aktivitest iligkisi

Spektrofotometrik olarak ve gesitli sicakliklarda elde edilen PFO aktivitesi degerleri
ile elde edilen egriler substratlara kars1 farkliliklar gostermigtir. Optimum aktivite degerleri
bu substratlardan katekol durumunda 55 °C ve 4-metil katekol durumunda ise 35 °C olarak
ortaya cikarken epikatekin, DOPA ve DHPPA substratlan durumunda ise 55 °C nin
Gzerinde bulunmustur. Daha once yapilan g¢aligmalarda 55 °C nin (zerinde aktivitenin
yukselmesi substratin, enzimatik katalizden bagimsiz bir sekilde otooksidasyona ugradig:
belirtilmektedir (Siddig, 1992).
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Sekil 10. DOPA substrat1 varliginda sicakhik-PFO aktivitesi iligkisi
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DOPA substrati varhiginda 25 °C de gozlenen enzimatik aktivite, 35 °C nin
tizerindeki sicakliklarda yerini, olugan irtinlerin otooksidasyonuna birakmaktadir. Benzer bir

sicaklik-aktivite profili epikatekin substratt durumunda da gozlenmistir.
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Sekil 11. Epikatekin substrat1 varliginda sicaklik-PFO aktivitesi iligkisi

DHPPA varlifinda ise diger dort substrattan biraz daha farkli olarak 10 °C nin

tzerinde boyle bir otooksidasyon olayr gézlenmistir.
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Sekil 12. DHPPA substrati varliginda sicaklik-PFQ aktivitesi iligkisi
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Sicaklik ve pH galismalan ile elde edilen verilerden, PFO 1n kinetik galigmalarn igin
optimum deney sartlan tespit edilmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Cesitli fenolik substratlarin PFO ile olan reaksiyonlarin

Optimizasyonu
Fenolik substrat Amaks (nm)?* pH Sicaklik (°C)
Katekol 500 8.5 55
4-metil katekol 494 6.5 35
DHPPA 500 5.5 35
DOPA 500 6.5 55
Epikatekin 500 55 25

“Espin, 1997 den alinmugtir,

Kinetik parametrelerin belirlenmesi amaciyla dnce ekstraklardaki PFO aktivitelerinin
Michaelis-Menten esitligine uygun olarak substrat konsantrasyonuna bagimliligim gosteren
substrat-satiirasyon egrileri ¢izilmistir (Sekil 13-17). Substrat konsantrasyonlarinin
degisimine (0-30 mM) bagh olarak olgiilen reaksiyon hizi degerleri arasindaki grafikten
4-metil katekol durumunda 20 mM konsantrasyonda doyuma ulastigi- belirlenmistir
(Sekil 13).
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Sekil 13. 4-metil katekol substrati varliginda PFO 1n substrat-satiirasyon
grafigi
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Katekol varhiginda ise yaklagik 15 mM substrat konsantrasyonuna kadar hemen
hemen enzim kinetigine uygun olarak dogrusal bir artis gostermis ve 16 mM
konsantrasyonlarin yukarisindaki degerlerde ise PFO bu susbtrat ile doyuma ulagmus ve artik

substrat konsantrasyonundan bagimsiz bir sekilde devam etmistir (Sekil 14).
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Sekil 14. Katekol substrat: varhiginda PFO 1n substrat-satiirasyon grafigi

DOPA substrat1 ise 12 mM ‘a kadar hemen hemen dogrusal bir artis gésterdikten
sonra PFO 14 mM DOPA konsantrasyonundan sonra doyuma ulagmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. DOPA substrat1 varliginda PFO 1n substrat-satiirasyon grafigi
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Substrat-satiirasyon egrileri epikatekin ve DHPPA substratlan varliginda ise sirasiyla
10 mM ve 8 mM lik konsantrasyonlardan sonra PFO 1in doydugunu gostermektedir (Sekil
16, 17).
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Sekil 16. Epikatekin substrat1 varliginda PFO 1n substrat-satiirasyon grafigi
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Sekil 17. DHPPA substrat1 varliginda PFO in substrat-satiirasyon grafigi
Enzim kinetigi ¢aliymalarinda, dongel meyvelerindeki PFO aktivitesinde kullamlan

4-metilkatekol, katekol, DOPA, epikatekin ve DHPPA substratlariyla optimize edilmis

deneme ortamunda ulasabilecegi maksimum iz (Vo) degerleri ve her bir substrata kargi
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PFO 1n ilgisini gosteren Michaelis sabiti (K,) degerleri de yukanda verilen substrat-
satirasyon egrilerinden tespit edilmistir (Tablo 5). Ayrica her bir susbtrat varhginda degisen
substrat konsantrasyonlarina kargilik okunan hiz (V) ve karsiik gelen Vma degerleri
kullamlarak elde edilen V/(Vqmus-V) oranlarnna Hill esitlii geregince grafige gegirilerek bu
farkli substratlar igin PFO tizerindeki substrat-baglanma bolgelerinin sayis1 ve kooperatif

olup olmadiklan da tespit edilmigtir (Sekil 18).
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Sekil 18. Cesitli substratlar varliginda elde edilen Hill egrileri

Hill grafiginde her bir substrata ait dogrularin egimleri Hill sabitlerini (/) vermistir ve
tim c¢aligilan substratlar durumunda bu degerlerin 4#<1 olmasi (Tablo 5) enzim déngel
meyveleri PFO (zerinde substratlarin baglanabilecegi tek bir bolgenin varhigim
gostermektedir. Boyle bir sonu¢ PFO m fenolik substratlari ile etkilesiminde bir

kooperativite gostermediginin de bir delili olarak kabul edilebilir (Chilaka, 1993).

Tablo 5. Polifenol oksidaz aktivitesi ile ilgili ¢esitli enzim kinetigi degerleri

Substrat V maks Kn V make/ Kim Hill sabiti
(uM/dak) (mM) (dak™) ()
Katekol 88.0 5.7 0.0154 0.2
4-metil katekol 129.6 7.5 0.0173 0.1
DHPPA 72 19 0.0038 0.5
DOPA 76.2 4.7 0.0162 0.3

Epikatekin 60.6 4.0 0.0152 0.2
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Elde edilen bu egrilerden her bir substratin déngel bitkist PFO aktif bolgesi ile olan
etkilesimleri ile ilgili baz1 genellemeler yapilabilir. Genellikle her bir substrat igin elde edilen
doyma egrilerinden PFO bu substratlara kars: farkli davranilar gostermesine ragmen 10 mM
dan daha biiyiik konsantrasyon degerlerinde tamamen doydugu stylenebilir. Doyuma ulagan
PFO in aktivitesi, substratlarin konsantrasyonunun daha fazla artinlmasi ile oldukca az
degismekte ve dolayisiyla PFO ile katalizlenen enzimatik reaksiyon bu konsantrasyon
degerlerinden sonra substrat konsantrasyonundan bagimsiz olarak ilerleyerek Vi
degerlerine ulagmaktadir. Bu substrat konsantrasyonlarimn tizerindeki degerlerde reaksiyon
hiz1 sadece ortamda bulunan toplam enzim konsantrasyonu ile iligkilidir. Maksimum hizlara
ulagmadan once elde edilen hiz degerleri daha fazla Michaelis-Menten esitligi geregince daha
fazla dogrusallik gosterir. Bu maksimum hiz deZerlerinin yarisina varmak igin enzimin
etkilestigi substrat konsantrasyonlan egrilerin dogrusal olan bu bélgelerinde yer alir ve bu
konsantrasyon degerleri PFO m her bir substratla olan etkilegimlerini gosteren K
sabitleridir. Ky, degerlerinden daha dusiik substrat konsantrasyonlarinda ise ortamdaki PFO
in aktif bolgesinin tamamen doygunluga ulasmasii saglayacak diizeyde olmadigindan
enzimatik lnz hem substrat ve hem de enzim konsantrasyonuna bagh olarak gelismektedir.

Kinetik verilerle gizilen substrat-doyma egrilerinden her bir substrat varligindan elde
edilen Vi ve Ky degerleri birbirlerine oranlanarak Vi,/Kn degerleri de hesaplanmustir.
Spesifite oranlan olarak tamimlanan bu degerler, bir enzimin farkh substratlardan hangisine
ve ne kadar ilgi duydugunu ya da daha iyi etkilestigini ifade eden bir degerdir.
Vmats degerleri yukarida da bahsedildigi gibi sadece PFO konsantrasyonuna baghdir ve boyle
bir hiz esitligi katalitik hiz sabiti ya da doniisim sayist olarak da tammlanan bir sabiti (ki)
de igerir. Toplam enzim konsantrasyonunun bilinmedigi durumlarda spesifite sabitinin
bulunmasinda Vi, degerlerinin kullamilmast uygundur. Dolayisiyla Vpu/Ke, oranlan boyle
durumlarda spesifite oram olarak ifade edilir. Bu degerler de topluca tiim substratlar igin
degerlendirilecek olursa, doéngel PFO m yapilan deney sartlannda en fazla
4-metilkatekol substratina ilgi duydugu ve bu ilginin sirastyla
4-metilkatekol>DOPA>katekol>epikatekin>DHPPA seklinde oldugu séylenebilir.

Cesitli kaynaklardan izole edilen PFO larin en énemli 6zelliklerinden birisi de ¢esitli
inhibitorlere kars1 gosterdigi davramslardir(Valero, 1991; Arslan, 1997). Bu amagla diger
bitki PFO leri igin denenen PFO inhibitorleri olan sodyum azit, sistein ve benzoik asit dongel

PFO i¢in de test edilmis ve enzim aktivitesine karst gosterdikleri inhibisyon tirleri de



35

belirlenmistir (Sekil 19, 20, 21). Inhibisyon denemelerinden elde edilen sonuglardan déngel
PFO aktivitesinin diger PFO dan elde edilen sonuglaria uyumlu ve denenen inhibitorlere
oldukga duyarl oldugu ve tipik bir gekilde inhibisyon gosterdikleri belirlenmigtir (Tablo 6).

Sodyum azid ile dongel PFO aktivitesinin inhibisyonu diger iki inhibitérden farkh
olarak kanisik inhibisyon profili géstermistir ve K, sabiti 13.0 mM olarak tespit edilmigtir
(Sekil 19).
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Sekil 19. Déngel PFO aktivitesinin sodyum azid ile inhibisyonu
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Sekil 20. Dongel PFO aktivitesinin sistein ile inhibisyonu
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Sekil 21. Dongel PFO aktivitesinin benzoik asit ile inhibisyonu
Benzoik asit ve sistein varlifinda ise PFO aktivitesi yarigmasiz olarak inhibe edilmis
olup K, degerleri 7.6 mM ve 7.9 mM olarak bu tur inhibisyonun bir karakteristigi seklinde

birbirine oldukga yakin bulunmuslardir (Sekil 20,21).

Tablo 6. Inhibitorlerin PFO ile katalizlenmis 4-metil katekol oksidasyonu aktivitesine

etkisi
Inhibitér Vinaks Kn Inhibisyon tiirii
(uM/dak) (mM)
Kontrol 129.6 7.5 -
Sodyum azid 72.9 13.0 kangik
Benzoik asit 70.8 7.6 yargmasiz
Sistein 43.7 7.9 yarigmasiz

Elde edilen tiim sonuglar, dongel bitkisi meyvelerinde bulunan PFO aktivitesinin
substratlarina karst diger bitki PFO aktivitelerinde gozlenen degerlerle oldukga uyumilu
oldugunu ve PFO inhibitorlerine karg1 da yitksek duyarli oldugu gozlenmistir.




4. ONERILER

PFO in meyve ve sebzelerde esmerlesmeye ve dolayisiyla hem bitkinin 6zellikleri ve
hem de ekonomik agidan istenmeyen bazi kayiplara yol agtigi cok gesitli bitkiler iizerinde
yapilan g¢aligmalarla ortaya konmustur. Bu esmerlesmenin, farkh meyve ve sebze
kulturlerindeki fenolik igerie ve polifenol oksidaz aktivitesine bagl olarak degistigi
bilinmektedir. Temel olarak PFO leri ile katalizlenen bu reaksiyonlarda olusan kinonlar
oldukga reaktif olup esmerlesmenin bir karakteristigi olan esmer pigmentin olusumuna sebep
olmak iizere polimerlesirier. Bu polimerik kahverengi pigmentin olusumu bitkinin duyusal ve
besinsel ozelliklerinde degismelere sebep olur ki boylece tiriiniin hem ekonomik hem de
besinsel degeri azalir. Bundan dolay1 bu esmerlesme olay1 gida endiistrileri agisindan ciddi
ekonomik kayiplara yol agar. Dolayisiyla, farkl bitki tiirlerinde esmerlegsmeyi saglayan PFO
aktivitelerinin detayli karakterizasyonu bu aktivitenin Gnlenebilmesi igin onemli bilgiler
saglayacaktir.

Caliymamiza baglamadan 6nce yapilan fizibilite agamasinda PFO aktivitesi diger bitki
turlerinde tespit edilen degerlere gore oldukga yiksek bulunmustur. Cok fazla endiistriyel
bir 6nem tagimamasina ragmen aktivitenin yiiksek olmasi oldukga ilgi ¢ekicidir. Dolayisiyla,
diger PFO lerinin katalizledikleri enzimatik reaksiyonlara goére dongel PFO m
davramslanindaki degisiklikler ekstraklarin protein konsantrasyonu, deney ortamunin pH ve
sicakhi), substrat konsantrasyonunun ve gesitli PFO inhibitérlerinin etkileri agisindan
irdelenmistir. Enzimin 3-boyutlu yapisimin bilinmedigi durumlarda kinetik ve gesitli
biyokimyasal veriler enzimin spekilatif yapisi hakkinda faydali bilgiler verir. Dolayisiyla
boyle bir ¢ahyma, PFO aktivitesini gesitli bitkilerde kontrol etmek, béylece esmerlesme
reaksiyonlarinin yan etkilerini ortadan kaldirmak ve yararli olan esmerlesme reaksiyonlarim
optimize etmek igin besinlerin bilesimierindeki degisimlerinin besinsel ve toksikolojik
ozelliklerine etkisinin ortaya konulmast igin onemli bir adim olusturur. Ayrica,
esmerlesmenin kimyasal, biyokimyasal, besinsel ve toksikolojik agilardan tanimlanmas: ve bu
arzu edilmeyen yonlerinin engellenmesine ihtiyag vardir. Besinlerde aym anda birden fazla
esmerlesme iglemi miimkiin olabileceginden dolay1, gesitli bitkilerdeki esmerlesme olaylanmn
ortaya konmast hem beslenme ve hem de saghk a¢isindan besinlerdeki esmerlesmenin

etkilerini anlamak ve ¢oziimler bulmak agisindan faydah olacaktir.
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