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OZET

“Russula delica (Russulaceae) 'dan Polifenol Oksidaz Enziminin Karakterizasyonu”
isimli bu calismada, yabani ve yenilebilir bir mantar olan Russula delica’ dan elde edilen
ham o6zitteki Polifenol Oksidaz (PFO) enzimi spektrofotometrik bir yontem kullanilarak
karakterize edilmistir. Ham 6zutin 3,4-dihidroksi fenilaanin (L-DOPA) ile boyanan dogal
elektroforezinde R degerleri 0,34 (koyu) ve 0,64 (soluk) olan iki bant gozlenmistir. Ham
enzim Ozt hem 3-(4-hidroksifenil)jpropionikasit (PHPPA) gibi monofenollerin
hidroksilasyonunu ve hem de 4-metil katekol (4-MK) gibi difenollerin oksidasyonunu
katalizlemistir. R. delica’ dan elde edilen ham 6zitin hem monofenolaz hem de difenolaz
aktivites icin optimum pH 5,0 olarak bulunmus ve bu pH’da, 4 °C’de ve 24 saat sonunda
enzimin her iki aktivitesini de % 90 oramnda korudugu gozlenmistir. Monofenolaz ve
difenolaz aktivitderi icin optimum sicakligin 30 °C oldugu ve bu scaklikta 60 dak
sonunda enzimin aktivitesini % 90 oraminda korudugu belirlenmistir. Monofenolaz
aktivites icin PHPPA substrati varliginda V ,as 769.23 U/mg protein ve Ky 0,92mM
olarak, difenolaz aktivites iginise 4-MK substrati varliginda Vs 90 U/mg protein ve K,
0,34 mM olarak belirlenmistir. Askorbik asit, sodyum metabisiilfit, sistein ve benzoik asit
kullamlarak yapilan inhibisyon calismasinda denenen tum inhibitorlerin R. delica
PFO’sunu inhibe ettigi tespit edilmistir. Bazz metal iyonlarimin enzim aktivites Uzerine
etkis incelendiginde, enzimin her iki aktivitesnin de metal iyonlarina kars: oldukca
duyarl: oldugu gozlendi. Bu veriler 1siginda R. delica’'dan hazirlanan ham o6zutteki PFO
enziminin genel PFO inhibitérleri ve bazi metal iyonlarina karsi hassas 0Ozellikler
sergiledigi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Polifenol oksidaz, Russula delica, Inhibitor, Monofenolaz, Difenolaz



SUMMARY
Characterization of Polyphenol Oxidase Activities from Russula delica (Russulaceae)

In this study, polyphenol oxidase (PPO) extracted from a wild edible mushroom
Russula delica was characterized by using a spectrophotometric method. Native
electrophoresis stained by L-dihydroxyphenylaanine of the crude extract from R. delica
showed two bands having R, values of 0.34 (major) and 0.64 (minor) respectively. The
crude extract was able to catalyze both hydroxylation of some monophenols like 3-(4-
hydroxyphenyl)-propionic acid (PHPPA) and oxidation of some o-diphenols like 4-
methylcatechd (4-MK). The crude extract showed pH optimum values at pH 5.0 for both
monophenolase and diphenolase activities. After incubating at this pH point at 4 °C for 24
hours it was observed that the crude extract retained about 90% of its origind
monophenol ase and diphenolase activities. The crude extract showed temperature optimum
at 30 °C for both of activities. When incubated at this temperature for 60 min the crude
extract retained about 90% of its original monophenolase and diphenolase activities. The
V... @8d K, values were calculated 769.23 U/mg protein, 0.92 mM and 90 U/mg protein,
0.34 mM for monophenolase and diphenolase activities respectivly. Ascorbic acid, sodium
metabisulphide, cystein and benzoic acid were tested as the inhibitor and they all inhibited
both of activities of the crude extract. Both of activities were highly sensitive to metal ions.
Through these findings, it can be concluded that the polyphenol oxidase in crude extract
from R. delica showed highly sensitive properties against some common PPO inhibitors

and metal ions.

Key Words: Polyphenol oxidase, Russula delica, Inhibitor, Monophenolase, Diphenolase
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Birgok meyve ve sebzede, gerek hasat ve tasima sirasinda mekanik olarak
zedelenmeden, gerekse islenmeeri esnasinda uygulanan dograma, parcalama ve ezme gibi
islemlerden dolay1 renk esmerlesmesi ve bozulmalar kaginilmazdir. Bu olayin nedeni
polifenol oksidaz (PFO) enzim aktivitesidir. PFO’lar oksidorediktaz grubuna giren ve
oksijen varliginda fenollerin kinonlara donismesini katalizleyen enzimlerdir (Vamos-
Vigyazo, 1981; Lee vd., 1991). PFO enziminin katalizledigi enzimatik kararma
reaksiyonlart Urinun tat, gorinim ve besin degerini dusurdigunden istenmemektedir.
Ancak enzimatik esmerlesme her zaman istenmeyen bir durum degildir. Séyle ki; bu
reaksiyonlar kuru Gzom, kuru erik, kahve, cay ve kakaoda istenilen renk ve lezzetin
kazanilmasinda oldukg¢a yardima olurlar (Lee vd., 1991). Bunun yarminda, bu enzimler
¢esitli uygulamalarda kullanmiimaktadirlar. Tipta Parkinson, l6semi ve fenilketontri gibi
cesitli hastaliklarin tedavilerinde (ikram-ul-Hagq vd., 2002), atik su antimunda, zararl
fenolik maddelerin giderilmesi amaci ile kullamlmaktadirlar. Ayrica farmasotik
endustrisinde, immobilize polifenol oksidaz enzimi iceren elektrotlar ile morfinin
kodeinden ayrilmasi mimkuin olmaktadir (Cil vd., 2007).

Memelilerde, omurgasizlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan PFO’lar
birgok biyolojik fonksiyona sahiptir. PFO’'lar, memelilerde ilk olarak melanomas
sentezindeki rolleri ve abinizm gibi pigmentasyon problemleri ile aakali olarak
karakterize edildilmistir (Riley, 1997). Mantarlarda PFO’'lar esas olarak kararma ve
pigmentasyonla iliskilendirilirler. Funguslarin hicre duvarlarindaki melaninler UV
radyasyonlari, serbest radikaller, gamaisinlari, dehidrasyon ve yiksek sicakliklar gibi stres
kosullarina kars1 direng ve savunma mekanizmalan olustururlar (Riley, 1997) ve fungal
hicre duvarlannin, hidrolitik enzimlere kars1 hiicresel parcalanmadan koruyucu direng
gelistirmel erine katkida bulunurlar. Fungal pigmentler ayni zamanda sporlarin olusumu ve
kararlliklanm saglayict etkiler gosterirler (Flurkey, 2008). Funga PFO’lar ilk olarak
urtnlerin ticari degerini dustren enzimatik kararma nedeni ile yenilebilir bir mantar tird
olan Agaricus bisporus’tan karakterize edilmistir (Jolivet vd.,1998). Neurospora crazsa,

Aspergillus oryzae ve Pycnoporus sanguineus Qibi diger mantar turleri Gzerine yapilan



daha ileri calismalar fungal tirosinazlarin biyokimyasal ve molekiler 6zelliklerine yeni
bakis acilan kazandirmustir.

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlan bitkiden bitkiye ve bitkinin yetistigi bolgeye
gore farkhilik gostermektedir. Bitkinin fenolik icerigi ise esmerlesme rengini
belirlemektedir. Aynca, pH, sicaklik, dokularda bulunan oksijen miktar1 ve aktif PFO
konsantrasyonu da esmerlesmeyi etkileyen dnemli faktorlerdir (Yoruk ve Marshall, 2003).
Bu faktorlerin degisimi  esmerlesme reaksiyonlarim yavaslatabilir veya tamamen
durdurabilir. Bundan dolay1 gidalarda, bu tirden reaksiyon mekanizmalarimin ortaya
konmasi ve bu reaksiyonlar: katalizleyen enzimlerin ayrintili bir sekilde karakterizasyonu

ile olusan drunlerin istenmeyen etkilerini ortadan kal dirmak mumkuindur.

1.2. Mantarlar Hakkinda Genel Bilgi

Mantarlar, Cin ve Japonya gibi Uzak Dogu ulkelerinde tibbi yararlari nedeniyle
ylzyillardan beri tiketilmektedir (Manzi vd., 2001). Mantarlar ¢cok eski zamanlardan beri
bilinen bir besin olmasina karsin, vyetistiriciliginin ilk kez 16. ylzyilda Fransa da
yapilmaya baslandigi pek ¢ok kaynak tarafindan bildirilmektedir. Baslangigta mevsime
bagli olarak agikta yetistirilmeye baslanan mantar 19. yizyilin baslarinda tas ocaklari,
magara ve tunel gibi sicaklik ve nemin oldukca dizenli oldugu kapali1 aanlarda ilkel
yontemlerle Gretilmistir. 20. ylzyillin baslarinda doku kadltrinden misel Uretiminin
gerceklestirilmesi ve yeni tekniklerin gelismesiyle mantarlar, bu amagla kurulmus 6zel
isletmelerde yetistirilmeye baslanmistir (Erkel, 1992).

Karbohidrat sentezi bakimindan mantarlar heterotrofik organizmaar grubunda yer
alirlar. Fruktifikasyon orgam veya mantar meyvesi olarak da bilinen sapka, Basidiomycetes
anifinda basidiokarp, Ascomycetes simfinda askokarp adim alir. Basidiomycetes simfinda
mantarlarin en gelismis tdrleri bulunur (Boztok, 1990).

Y abani olarak yetisen mantarlar diinya capinda yaygindir. DUnya Uzerinde var olan
mantar tUrlerinin sayisi tam olarak bilinmemekle birlikte on binler civarinda oldugu tahmin
edilmektedir. Bilinen turlerin ylzde ondan daha az bir kisminin yenilebilir oldugu, buna
yakin bir oranda turiin ise zehirli oldugu distinilmektedir (Toth, 1995). insanlar zehirli
mantar turlerinden uzak durmay: deneme yaniima ile 6grenmislerdir. Ginimizde gelisen
kultarleme teknikleri sayesinde yil boyu oldukga buyUk miktarlarda kilttr mantar: Uretilip

satilmaktadir. Kdltart yapilan iki yaygin mantar trl Agaricus bisporus Ve Lentinus



edodes’tir (Shiitake). 4. bisporus bat toplumlarinda, L. edodes ise uzak dogu Ulkelerinde
yaygindir (Milesve Chang, 1997).

Mantarlar dusuk kalorili, protein, vitaminler ve mineraler yonunden zengin
olduklarindan, saglik agisndan degerli gidalardir (Kovacz vd., 1996). Yabani olarak
yetisen yenilebilir mantarlarin tiketimi gelismis Ulkelerde dahi, eser elementler ve protein
icerigi acisindan zengin olmalarindan dolay: gin gegtikce artmaktadir (Sesli vd., 2008).
Mantarlarin hipertansiyon, yiksek kolesterol ve kanser gibi birgok hastaligin dnlenmesinde
tedavi edici olduklart rapor edilmistir. Mantarlarin bu 06zelligi onlarin  kimyasal
bilesiminden kaynaklanmaktadir (Manzi vd., 2001).

Y ukarida da belirtildigi gibi mantarlar protein igerig agisindan oldukga zengindir ve
bitiin esansiyel aminoasitleri icerirler. Aynca, az miktarda yag asidi icermelerinden dolay:
dustk kalorili gidalardir. Mantarlar, karbohidrat ve fiber agsndan ise kismen zengindirler.
Bunlarin yaminda, mantarlar 6nemli miktarda vitamin icgerirler. Bu vitaminler tiamin,
riboflavin, askorbik asit, vitamin D2 ve minerallerdir (Brenee, 1990).

Insanlar D vitaminini gines 1131 etkisiyle cilt Uzerinde sentezleyebilmelerine
ragmen, D vitamini bilesiklerinin gunlik diyetle aimmi, o6zellikle kuzey bolgelerde
yasayanlar icin dnemlidir. Kemik hastaliklannda ve kemik yumusamasina karsi etkili
olmasnin yamnda, D vitamini ayn1 zamanda postmonopozal osteoporosisin 6nlenmesinde
de etkili olabilir. Ancak ¢ok az besin maddes dogal olarak 6nemli oranda D vitamini
igerir. Mantarlar, hayvansal kaynaklar disginda D vitamini igeren tek dogal kaynaktirlar ve
veetaryenler icin dogal D vitamini kaynagidirlar. Birgok yabani mantar turinin D,
vitamini agiandan zengin oldugu rapor edilmistir (Mattilavd., 1999).

Ayrica, mantarlar mikemmel bir folik asit kaynagidirlar. Folik asit yetersizliginden
ileri gelen aneminin tedavisinde mantar iceren diyet etkili olmaktadir. Yapilan
arastirmalara gore mantar kandaki seker seviyesini de disUrmektedir. Mantarlar Uzerinde
yapilan denemeler, onlarn kolesterolt dusurtcti 6zelliklerinden dolayi, kalp ve damar
hastaliklarinda da diyet olarak kullanlabileceklerini gostermistir (Boztok, 1990).

A. bisporus, L. edodes, Auricularia auricula, Tricholoma matsutake, Tremella
fuciformis gibi bircok mantar tiriinden elde edilen ekstraktlarin anti timor etkisi gosterdi gi
rapor edilmistir. Terapik aktivitelere sahip olan bilesenler; mantarlarin meyve kissmlarinda
veya misellerinde bulunan polisakkaritler, protein bagli polisakkaritler (glukoprotein),
glukanlar ve heterogal aktanlardir (Zhang vd., 2007).



1970'ten gunimuize mantarlann eser element icerikleri Gzerine yogun arastirmalar
yapilmistir. Bu arastirmalarin iki esas amaci; mantarlarin yenilebilir kisminin cevre
kirliliginde biyolojik gosterge olarak incelenmes ve yenilebilir mantar turlerinin eser
element icerikleri agisndan incelenmesidir. Yabani olarak yetisen bircok mantar tlrinin
Ozellikle kadmiyum, civa, kursun ve bakir gibi eser elementleri diger gida kaynaklarina
oranla daha yuksek miktarlarda biriktirdigi gozlemlenmistir. Mantarlardaki eser element
birikimi, mantarin tirine ve yetistigi ortama baghdir. Eser element birikimi agsndan
yenilebilir kismin olgunlugunun ya da biytkltGginin daha az bir etkisi vardir. Yenilebilir
kismin atmosferden eser elementleri absorplayarak biriktirmesi, onun 10-14 gin olan kisa
yasam slresi gbz onune alindiginda ¢okta onemli degildir. Kdltir mantarlari, taksonomik
olarak benzer, yabani yetisen turleri ile kiyaslandiginda, eser element birikimi kultdr
mantarlarinda daha azdir (Kalac ve Svoboda, 1999).

1.2.1. Russula delica Mantarmin Morfolojik Ozellikleri

R. delica makro mantart Russulaceae sinifina ait bir mantar tirudir. Genellikle
gruplar halinde meseliklerde, karisik ormanlarda ya da acik arazilerde bulunur. Nétral veya
hafif bazik, kismen kuru ve nemli topraklarda yetisir. Meseliklerde ve baslica kayin
agaclarinin yaninda, nadir olarak da kozalakli agaglarin yaninda yaz sonu ve sonbahar
baslangicinda bulunur. Etli kismi beyazdir ve tach pek hos degildir.

Sapka 80-130 mm, gencken yuvarlak (kiresel) daha sonraki donemlerde genislemis,
genellikle ice dogru kivrilmis huni seklinde yizeyi radyal olarak damarli, nemli iken
kismen kaygan, gencken beyaz, daha sonra kirli krem ve benekli acik kahverengi renginde
kismen soyulabilir ve kenarlari kavididir (Sekil 1).

Sap 20-50 x 20-30 mm ebatlarinda, silindirik, genclerde i¢i dolu, olgunlarda bos,
Once beyaz, sonra acik kahverengindedir. Lameller sap Uzerinde bir miktar ilerleyerek
sonlanir. Once beyaz renkte daha sonra agik kahverengi alir. Spor tozlar: beyaz, sporlar
ovadir (Kranzlin, 2005).



Sekil 1. R. delica’ nin friktifikasyon organlart (URL-1, 2009).

1.3. Polifenol Oksidazlarin (PFO) Genel Ozellikleri

PFO’lar, fenolik bilesikleri molekiler oksijen mevcudiyetinde ylUkeseltgeyen ve
prostetik grup olarak bakir iceren enzimlerdir. PFO’lar birbiriyle baglantili G¢ farkl:
aktiviteye sahiptirler. Bunlar; Kresolaz (monofenol monooksijenaz, E.C.1.14.18.1),
Katekol Oksidaz (o-difenol: oksijen oksidoreduktaz, E.C.1.10.3.1) ve Lakkaz (p-difenol:
oksijen oksidoreduktaz, E.C.1.10.3.2) aktiviteleridir (Sheptovitsky ve Brudwig, 1996 ).

Lakkazlar, cok degisik turde aromatik bilesiklerin, 6zellikle fenolik olanlarin
oksidasyonunu katalizler ve bu esnada molekiler oksijeni H,O'ya indirgerler. Tipik bir
lakkaz reaksiyonunda, bir fenolik substrat ariloks radikali vermek Uzere bir elektron
oksidasyonunatabi tutulur. Bu aktif radikaller, oksidasyonun ikinci basamaginda kinonlara
donustardlebilirler (Duran vd., 2002). Tirosinazlarin hem monofenolleri o-dihidroksifenol-
lere hidroksilledikeri, hem de o-dihidroksifenolleri kinonlara yukseltgedigi bilinir. Katekol
oksidaz sadece dihidroksifenollerin o-kinonlara yikseltgenme reaksiyonlarim katalizler
(Martinez ve Whitaker, 1995). PFO'nun kataizledigi reaksiyonlar Sekil 2de

gosterilmistir.
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Sekil 2. PFO’ nun katalizledigi reaksiyonlar

Simdiye kadar farkl kaynaklardan oldukca fazla PFO klonlanmis ve amino asit srasi
belirlenmistir (Haruta vd., 1998; Kim vd., 2001). Y apilan ¢alismalar sonucu, enzimin aktif
bolgesinde oldukca korunmus ati histidin biriminin oldugu tespit edilmistir. Aktif bdlge
oldukga korunmus olsa da, amino asit siralar: turler arasinda degiskenlik gostermektedir.
Hatta bazi yapisal ¢calismalar sonucu, enzimin aktif bolgesindeki korunmus amino asitlerin
de degisebildigi tespit edilmistir. PFO’larin molekil agirliklart bulunduklar: organizmaya
gore degiskenlik gostermektedir. Bitkilerde PFO kloroplastlarda, mantarlarda ise genellikle
sitoplazmada, baz1 durumlarda da hiicre duvarinda lokalize olmustur (Mayer, 2006).

PFO’ nun katalitik aktivitesi birgok sebze ve meyvenin kalitesini etkileyebilir. Bu etki
sonucunda, genellikle bu trtnlerin renk, koku, doku ve besinsel degerlerinde degisimler
meydana gelir. PFO, bircok trinin soymak, bolmek/parcalamak, ezmek gibi teknolojik
olarak islenmesinde snirlayici bir faktordir. Bununla birlikte enzimatik esmerlesme cay,
kahve, kakao gibi bazi gidalarin islenmesinde Onemlidir ¢unki bu esmerlesme
reaksiyonlart sonucu Urdnlerin kalitesinden sorumlu tdrler olusmaktadir (Yoruk ve
Marshall, 2003).



1.4. Esmerlesme Reaksiyonlari

Gidaar, bir bakima farkli kimyasal bilesiklerin farkli derisimlerde bir arada
bulunduklar: karmasik sistemlerdir. Gidamn beslenme degeri gibi duyusal ozellikleri (renk,
koku, tat vb.) de bu bilesikler tarafindan belirlenmektedir. Gidalann kimyasal bilesimi
zaman ve sartlara bagl1 olarak degisebilir. Muhafaza ve ambalglama uygulamalan ile bu
degisme yavsglatilsa bile mutlak anlamda durdurulamamaktadir. Degisme; gidadaki
birincil bilesiklerden, ikincil ve Uctncil bilesiklerin olusmasidir (URL-2, 2008).
Gidalardaki kimyasal degismeler kalite kaybi1 olarak da yorumlanmakta ve bunlar baslica;

kimyasal esmerlegsme ve enzimatik esmerlesme olarak tammlanmaktadhr.

1.4.1. Kimyasal Esmerlesme Reaksiyonlan

Gidalarda enzimatik olmayan yolla renk esmerlesmesi; askorbik asit oksidasyonu,
karamelizasyon ve Maillard tepkimesi olmak Uzere baslhica U¢ farkli sekilde ortaya
cikmaktadir (Friedman, 1996).

Askorbik asit oksidasyonu, bu asidi iceren meyve ve sebzelerin degisik gidalara
islenmesi sirasinda renk esmerlesmesine yol acan bir tepkimedir. Bu tepkimede askorbik
asit dehidro-askorbik asit ve diketo-gulonik asit Uzerinden furfural ve karbon diokside
parcalanmaktadir (URL-2, 2008).

Karamelizasyon, karbohidratlarnn yiksek sicakliklara maruz birakildiklarinda olusan
reaksiyonlarin genel ismidir. Bu reaksiyonlarin Maillard reaksiyonlarindan farki, amino
grubu icermemeleridir. Bu reaksiyonlar genellikle sekerlemecilikte ve hamur tatlilarninda
kullamlan karamellerin ve geleneksel sukroz suruplarimin hazirlanmast esnasinda olusur.
Karamelizasyon reaksiyonlan yiksek sicakliklarda asit, baz, tuz ve diger safsizliklar gibi
katalizorlerin varliginda da yoklugunda da olusur. Karamelizasyon reaksiyonlarinda ¢ok
farkl yollarla cok farkli tirde Griinler olusur. Karamelizasyon reaksiyonlarinda ilk acim
sukroz hidrolizidir. Bu islem, glikozidik bagin protonlanmasi ile olusur ve kullamlan
proton yiksek scakliklarda suyun ayrismasindan elde edilebileceg gibi asidik reaksiyon
urdinlerinden de elde edilebilir. No6tral sartlar altinda, sukroz hidrolizinin driinleri D-glukoz
ve fruktoz okzo karbonyum iyonudur. Bu fruktoz karbokatyonu;

I) Ortamdaki su molekuilt ile reaksiyon vererek fruktoz ve H" ya dénlsebilir,



[1) Ortamdaki bir baska karbohidrat molekult ile birleserek oligosakkaritlere

dondsebilir,

[11) Bu fruktoz karbokatyonu olusum mekanizmalari kesin olarak bilinmeyen

reaksiyonlarla 5-hidroksi metil furfural (HMF) ve organik asitleri iceren ¢ok
farkli tirde Urine dontsebilir (Quintasvd., 2007).

Maillard reaksiyonu ise amino grubu ve indirgen sekerler arasinda genellikle yiksek
scakliklarda meydana gelen karmasik reaksiyonlar serisidir. Maillard reaksiyonlarinin ilk
basamagi, glukoz gibi bir indirgen sekerin bir amino grubu ile reaksiyonudur. Bu reaksiyon
sonucu Amadori bilesigi olusur. Amadori bilesiginin olusumu Sekil 3’ de gosterilmistir.
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Sekil 3. Maillard reaksiyonu ve Amadori bilesi ginin olusumu (Hodgevd., 1976).

Sekil 3'de goruldigl gibi, Amadori bilesikleri, kolaylikla g farkli yapida izomerize
olur ve bunu takip eden basamaklarda farkli reaksiyon gosterirler. Gidalarda genellikle
besin Uzerinde farkh reaktif seker ve 20 aktif amino asit bulundugundan, sadece ilk
basamakta, teorik olarak 100'Un Uzerinde farkli reaksiyon Ortnd olusur. Daha buyuk
sekerlerin amino asitlerle reaksiyonu daha yavastir. Pentoz sekerler, heksoz sekerlerden ve
disakkaritlerden daha hizl1 reaksiyona girerler. Amino asitlerden lisin, iki amino grubuyla,
daha hizl1 reaksiyona girer ve koyu rengin olusmasina neden olur. Sistein, stlfur grubu ile
cok Ozel lezzet bilesiklerinin olusmasina neden olur, fakat daha az renk olusturur. Seker
alkolleri ya da polioller (sorbitol, ksilitol) Maillard reaksiyonlarina katilmazlar. Amadori
bilesiginin olusumundan sonraki reaksiyon basamaklari, bu bilesigin izomerine bagl
olarak farklhilik gosterir. Herbirinde amino asit yer degistirir ve en sonunda 6nemli lezzet
bilesikleri olan furfural ve hidroksimetil furfurala (HMF) indirgenen reaktif bilesikler

olusur. Diger reaksiyon, Amadori-yeniden dizenlenmesi olarak adlandirilan, temel



esmerlesme reaksiyonlarinin baslangic noktasidir. Amadori-yeniden diizenlenmesinden
sonra t¢ farkh yol izlenebilir;

) Dehidrasyon reaksiyonlar,

[1) Diasetil ve purivaldehid gibi kisa zincirli hidrolitik Griinlere par¢alanma,

[11) Strecker parcalanmas: ya da adollere kondenzasyon

Bu ¢ yol sonucunda, kahverengi, yiuksek molekil agirlikli, melanoidin pigmentlerini
ve lezzet bilesenlerini iceren coklu kompleks karisimlar olusur.

Maillard reaksiyonlarinin bazi son trtinleri toksik ve karsinojenik olabilir. Akrilamit
sadece 180°C'nin Uzerindeki sicakliklarda olusan potansiyel toksik bilesiktir. Ozellikle
finnlanmis ya da kizartilmig Grtinlerde olusur. Kizartma 180 °C asagi oldugu zaman
akrilamid olusmaz (URL-3, 2008).

1.4.2. Enzimatik Esmerlesme Reaksiyonlar

Enzimatik kararma reaksiyonlar iki adimda olusur. Birinci achm, polifenol oksidazin
(PFO) katalizledigi reaksiyon ile monofenollerin ya da difenollerin o-kinonlara enzimatik
oksidasyonu, ikinci achm ise enzimatik oksidasyon sonucu olusan o-kinonlarin, enzimatik
olmayan kondenzasyon ya da polimerizasyon reaksiyonlari sonucu melanin bilesiklerini
olusturmasdir. Bu esmerlerme reaksiyonlan stres kosullari altinda olusur. Cinki bu
kosullar altinda hticre i¢i parcalanma meydana gelir ve PFO substratlar: (fenolikler ve
oksijen) ile temas kurar. Enzimatik esmerlesme reaksiyonlar: oldukga karmagiktir. Birgok
monofenolik ya da difenolik bilesik, PFO ile etkileserek cok farkl: tiirde kinonik trtinlere
ya da kondenzasyon Urinlerine dondsturtlUrler. Fenolik substratlardan, PFO aktivitesi
sonucu Uretilen o-kinonlar renkli tirler olmasina ragmen, enzimatik esmerlesmenin tipik
kirmizi kahveremgims rengi, o-kinonlarin enzimatik olmayan ikinci adim reaksiyonlar:
sonucu olusan melaninlerden kaynaklanir (Yoruk ve Marshall, 2003).

Fenolik bilesiklerin  oksidasyon Urilnleri, besinlerdeki proteinlerle etkilesim
potansiyeline sahiptir ve bu etkilesimler sonucunda kovalent baglanma reaksiyonlar
olusur. Bu baglanma reaksiyonlari sonucu, proteinlerinin yapilarinda, fonksiyonlarinda ve
besinsel degerlerinde degisimler meydana gelir. Proteinlerinin besinsel degerindeki
azalma, esansiyel aminoasitlerinin kinonlarla etkilesmesinden kaynaklanir. Yapilan bir
calismada, fenolik turler ve PFO varhiginda, kazeinin mevcut lisin igeriginde bir azalma
oldugu rapor edilmistir (Matheis ve Whitaker, 1984).
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1.5. Polifenol Oksidazlarin Reaksiyon Mekanizmasi

PFO, molekiler oksijen mevcudiyetinde monofenollerin  o-hidroksilasyonunu
(monofenolaz aktivitesi)) ve o-dihidroksifenollerin o-kinonlara (difenolaz aktivites),
yukseltgendigi reaksiyonlar: katalizler. PFO prostetik grup olarak bakir iyonu ihtiva eder
ve bu bakir iyonu katalitik aktiviteigin gereklidir (Kolcuoglu vd., 2007).

PFO icin yapilan kimyasal ve spektroskopik calismalar sonucu ele gecen bulgular
aktif bolgenin iki bintkleer bakir kompleksine sahip oldugunu ve Tip 3 bakir merkez
ozelligi tasichigim gostermektedir (Inlow vd., 2006). Enzimin aktif bélgesinde bakirin
baglanabileceg alti histidin birimi vardir ve bu birimler olduk¢a korunmustur. Enzimin
aktif bolges her biri Gg histidin rezidist ile ligand halinde bulunan iki bakir atomu igerir
ve bu aktif bolge resksiyon esnasinda u¢ farkl: forma déniisir. Bunlar; met-PFO (Cu®"),
deoksi-PFO (Cu™), oksi-PFO (Cu®*) formlaridir. Enzimin dingin formunun mer-PFO
oldugu dustnulmektedir. Monofenolik substratlar yalnizca enzimin oksi formuyla
reaksiyon verirler. Difenolik substratlarin oksidasyonunda substrat sadece oksi-PFO ile
degil, aym zamanda met-PFO ile de etkilesir. Enzimin dingin hali olan met-PFO deoksi
forma indirgenirken, bir molekil o-difenol o-kinona yukseltgenir. Enzimin deoksi formu
bir mol O, baglayarak oksi forma donistr. Enzimin oksi formu bir mol o-difenol i o-kinona

yukseltgerken kendisi met formunaindirgenir (Sekil 4) (Penalver vd., 2005) .

Hi> WO, His His HiS His _His
“, \\‘\ E ,"0, | ‘\\‘\\ “,, | >\‘\
Cu : Cu Cu Cu
His” '.\o/ s His” | \o/ s

His His H
oksi-PFO met-PFO
HI’/S,, His His
l,"c + + | ‘\‘\\

cu —Cu

Hi ! \His
S His
deoksi-PFO

Sekil 4. PFO’ nun bakir merkezleri (Penalver vd., 2005).
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Elektron vericisi olarak etki eden bir o-difenolik bilesigin yoklugunda, monofenolaz
aktivitesinde karakteristik bir lag periyodu vardir (Sanchez-Ferrer vd., 1993). Karakteristik
lag periyodu, enzimin met formundan oksi formunun olusmast icin gerekli o-difenoliin
uretilmesi icin gegen zaman olarak tanimlanmustir. Monofenol konsantrasyonunun artmasi
ile lag periyodu uzar. Clnki enzimle etkilesebilecek monofenol miktarindaki artis met-
PFO-monofenol kompleksi olusumunu artirir (610 kompleks). Bu da kararli hale ulasmak
icin daha fazla zaman gerektirir. Karakteristik lag periyodu; enzimin yamsi (dogasi) ve
miktari, substratlari, ortamdaki oksijen miktari, safsizliklar, sicaklik ve pH gibi birgok
degiskene baglidir. Katalitik miktarda o-difenol bu lag periyodunu azaltmaya ya da elimine
etmeye yardima olur. Hatta aktivitenin tamamen inaktif oldugu durumlarda SDS gibi
denatiire edici kimyasallarin ilavesi de lag periyodunu kisaltmaya yardimc: olur (Jolivet
vd., 1998). Deneysd sartlar altinda lag periyodunu elimine etmedeki hatalar ya da
kullamlan aktivite tayin yonteminin zayif hassasiyeti, literatrde rapor edilen bircok
PFO’ nun monofenolaz aktivites icermemesini aciklayabilir. Ayni zamandalag periyodunu
azdtan ya da elimine eden doga difenollerin saflastirma srasinda ortamdan
uzaklastirilmas, monofenolaz aktivitesini maskeleyebilir (Yoruk ve Marshall, 2003).

Batin  hidroksilasyon reaksiyonlarinda bir oksijen aomu  monofenoliin
hidroksilasyonunda kulanilirken, diger oksijen atomu H,O’ya indirgenir. ¥0, ve H,°0
kullanilarak yapilan izotop ¢alismalarinda, monofenollerin hidroksilasyonunda kullanilan
oksijenin molekiler oksijen oldugu gosterilmistir (Mason, 1956; Y oruk ve Marshall, 2003)

Fenolik bilesiklerin PFO katalizli hidroksilasyon ve oksidasyon reaksiyonlar farkl:
yollarla gergeklesir ancak bu iki reaksiyon deoksi-PFO gegis kompleks Gzerinden birbirine
baglanir. Hidroksilasyon reaksiyonlarinda karakteristik lag periyodunu elimine etmek
amaciyla baslangigta me-PFO ' nun BH2 gibi bir indirgen ile deoksi-PFO’ya donusumu
saglanmalidir. Monofenollerin hidroksil grubu, oksi-PFO’ya enzimin aktif merkezindeki
Cu”™* Uizerinden baglanir. Sonu¢ olarak monofenoliin orto pozisyonu, enzimin oksi
formunda aktif merkeze bagli bir oksijen atomu tarafindan hidroksillenirken enzim deoksi
formuna indirgenir. Difenollerin oksidasyon reaksiyonlarinda, 6nce enzimin deoksi formu
1 mol O, baglayarak oksi forma donusur. Oksi formun aktif merkezindeki cu® iyonlari o-
difenolin hidroksil gruplan ile etkilesir ve sonugta 1 mol o-difenol o-kinona
yutseltgenirken enzim met formunaindirgenir. Met-PFO ile etkilesen bir baska o-difenol o-
kinona yukseltgenirken enzim deoksi formuna indirgenir. PFO ic¢in 6nerilen monofenolaz
ve difenolaz cevirimleri Sekil 5 ve Sekil 6 dagosterilmistir (Lerch, 1995; Fenol vd., 2002).



12

G2D G2

. H 2 R .
HIS\ /HIS \ HIS\ O\ /HIS
(UCU_____‘CUU\)~ (nm Ccu | Cu ()
His™ | | “His His” | >~0 | THis
His His His His

Q

H,O k .
H

Tyr’\J K’H+
= @

. O (0] i
His  / \ /H'S /H
(1M Cu Cu () (||) Cu \ CU(")
His” | >0 - | His His” | >0 | His
His H His His His

Sekil 5. Polifenol oksidaz i¢in 6nerilen monofenolaz ¢evrimi (Fenol vd., 2002).
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Sekil 6. PFO icin 6nerilen difenolaz gevrimi (Q: o-kinon) (Fenol vd., 2002).
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1.6. PFO Aktivitesinin Belirlenmesi

PFO aktivites, palografik, manometrik, kronometrik ve spektofotometrik gibi cesitli
teknikler yardimiyla o6lcllebilmektedir. Oksidasyon reaksiyonunda kullamlan O, bir
oksijen elektroduyla palografik olarak ya dabir respirometre ile sistemin oksijen harcamasi
esasina gore manometrik olarak olgulebilir. Kronometrik metotta ise askorbik asit
varliginda reaksiyon sirasinda rengin ilk gordldugi an tespit edilir. Spekrofotometrik
islemlerde ise genelde ya substratlarnin oksidasyonu izlenir ya da esmerlesme
reaksiyonunun bir Grdiniiniin olusma hizi élcllerek enzim aktivitesi tayin edilir ve bu metot
daha ¢abuk ve kolay oldugundan digerlerine gore tercih edilir (Yoruk ve Marshall, 2003).

Son zamanlarda 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon (MBTH) gibi kuvvetli bir
nukleofil varliginda PFO aktivites tayini oldukca yaygin kullanmlan spektrofotometrik bir
metottur. Bu metod, enzim katalizli Uretilen o-kinonlarin nikleofille verdigi renkli katilma

UrinUndin 500 nm civarindaki absorbansinin 6l ¢lilmesi esasina dayanir (Espin vd., 1995).

1.7. PFO inhibitorleri

Gidalarin depolanmast ve islenmes esnasinda olusan esmerlesme reaksiyonlari,
gdaarin kararliligi ve besinsel degerine olan direkt etkisi nedeniyle genis bir calisma
alanina sahiptir (Lee ve Park, 2005). Gida endustrisinde PFO tarafindan sebep olunan
esmerlesme reaksiyonlarimin  ehemmiyetinden dolay: bircok bilesik potansiyel PFO
inhibitord olabilmeleri acisindan degerlendirilmistir (Seo vd., 2003).

Esmerlesme reaksiyonlarimi inhibe ettig bilinen bilesikler silfitler, askorbik asit ve
turevleri, okzalik asit, sitrik asit ve tiyol bilesikleri olarak siralanabilir(Altunkaya ve
Gokmen, 2008). Askorbik asidin inhibitor olarak kullamldigi PFO aktivite tayinlerinde,
reaksiyonun baslangicinda absorbanstaki degisim belli bir siire izlenememektedir. Bu lag
periyodu olarak bilinir. Bu stire sonunda hemen hemen bittin askorbik asit dehidroaskorbik
aside donusur. Bu periyoda ulasildiktan sonra PFO tarafindan Uretilen o-kinon miktar1 artar
(Colak vd., 2007).

Kojik asit sklikla kullanmlan referans bir inhibitordir ve 10-50 puM kon-
santrasyonlarda etkili oldugu belirlenmistir. Gidalarda kullamlmasina izin verilen ve
gelecesi daha parlak olan bir baska bilesik ise yaklasik 100 uM civarinda etkili olan 4-
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hekzilresorsinoldur (meta-hidroksi-para-hekzil-fenol) ve bu bilesigin PFO ve Lakkazin
ayirt edilmesinde kullanilabilecegi kanitlanmistir (Dawley ve Flurkey, 2003).

Enzimin dogd inhibitorleri Uzerinde yapilan arastirmalar bircok aktif bilesigin
kesfedilmesine neden olmustur. Bu bilesikler arasinda ilgi ¢ekici olanlar kalkonlar ve
turevleridir (Nerya vd., 2003). En etkin bilesikler ise 1 uM civarinda etkin olan glabridin
ve 8 uM konsantrasyonda etkin olan izolikuiritigenindir (Nerya vd., 2004). Kakon
tUrevleri Uzerine yapilan caismaar bu bilesiklerin A ve B zincirlerinde bulunan hidroksil
gruplarinin sayilart ve pozisyonlarimin onlarin inhibisyon aktivitelerinin belirlenmesinde
onemli oldugunu gostermistir. Bu kalkon tirevlerinin inhibisyon mekanizmalari tam olarak
belli degildir (Neryavd., 2006).

Esmerlesmeyi engdleyen 6nemli bir inhibitér grubu ise fenolik substratlarla yapisal
olarak benzerlik gosteren bazi bilesiklerdir. Bu bilesikler genellikle yarismali inhibisyon
gosterirler ancak bu tdr inhibisyonlar kullanmlan substrata ve enzimin elde edildigi kaynaga
gore cssitlilik gosterir. Bu bilesik grubundan Z-mimosin, tropolon, kojik asit ve 4-
resorsinoller yavas baglanan yarismali inhibitorler olarak tanimlanmuslardir. Fenolik
bilesikler metal selatlayici ya da serbest radikal sonlandinicilan olarak davranan etkili
antioksidanlardir. Bunlar arasinda, benzopiron turevleri olan flavonoidler gida ve kozmetik
endstrisi icin 6nemli dogal antioksidanlardir. Yapilan bir calismada bazi flavonoidlerin
mantarin difenolaz aktivitesini inhibe ettigi ve hemen hemen hepsinin donisimli
reaksiyon verdig ve L-DOPA substratina karst yarismali inhibisyon gosterdig
belirlenmistir (Wang vd., 2007).

Bazi1 aromatik aldehitler, gidaisletmeciliginde katki maddesi olarak kullanlmaktadir.
Bunlar tatlandirici (aroma verici) ya da koruyucu olarak kullanilabilirler. Son zamanlarda
gda karisimlarinda katki maddesi olarak dogal Urinlere tiketiciler tarafindan artan bir
talep vardir. Yapilan ¢alismaar sonucu kuminaldehid ve salinaldehidin mantar PFO’ sunu
inhibe ettigi, 4-izopropil salisilaldehidin PFO Uzerine daha gucli inhibitor etkisi oldugu
belirlenmistir. 4-izopropil salisilaldehid, kuminaldehid ve salinaldehid inhibitér olarak
kiyaslandiginda, benzen zincirindeki gruplarin polaritess ve pozisyonunun, enzim
inhibisyonunda 6nemli rol oynadigi gortlmistir. Bu kiyas, yeni ve potansiyel tirozinaz
inhibitorlerinin sentezi icgin bir ipucu da saglamaktadir (Song vd., 2005).

Gida sanayinde PFO’ nun sebep oldugu kararmanin oneminden dolayr, potansiyel
inhibitorler ve yeni PFO inhibitorleri Uzerine calismalar halen devam etmektedir (Mayer,
2006).
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1.8. PFO’nun Bulundugu Organizmalar

Caismaarin buyuk bir kism PFO’larin dogada yaygin olarak bulundugunu
gostermektedir. PFO’lar bitkiler, hayvanlar, deniz Urinleri, mikroorganizmalar ve mantarlar
gibi yasamin hemen bitin formlarinda bulunurlar ve farkli fizyolojik fonksiyonlarda rol
airlar (Van-Gelder vd., 1997).

PFO bitki dokularinin blytk bir kisminda bulunur ve bitki Grdnlerinin istenmeyen
esmerlesmesinde (kararmasnda) rol adigi icin, bitki fizyolojis ve gida bilimi sahasindaki
arastirmacilann 6ze ilgisini cekmistir. Bitkilerdeki yaygin bulunusunun yanminda, PFO deniz
urtinlerinin birgogunda, kabuklu deniz canlilarinda, memelilerde ve boceklerde cok farkl
fizyolojik rollere de sahiptir. Ornegin; PFO, kabuklu deniz Uriinlerinde kabuk
sertlesmesinden, boceklerde savunma mekanizmal arindan ve memelilerde ise esas olarak
memelileri zararli giines 1sinlarina kars: koruyucu ganlar olarak gorev yapan melaninlerin
biyosentezinden sorumludur (Yoruk ve Marshall, 2003).

PFO’ nun bitkilerde yaygin olarak bulunusuna, hatta bircok farkli doku ve organdaki
mevcudiyetine ragmen, fizyolojik fonksiyonu henliz tam olarak belirlenememistir (Sherman
vd,, 1991). Bununla beraber PFO’ nun patojenlere ve haserelere kars: bitkilerde savunmarol i
oldugu disUnuUlmektedir. PFO aktivites sonucu Gretilen kinonlarin nikleolfilik amino
aditlere kovalent olarak baglanmalari, bitki proteinlerinin bedeyici degerini azalttigi ve
bunun da bitkilerin otcul boceklere karst olan direncini artirabilecegi dustnulmektedir
(Felton, 1996). Kinonlarin patojenlere kars: direkt toksisites de dustntlmektedir. Bununla
birlikte, PFO aktivitesinin mekanik yaralanmaara, fungal ve bakteriyel bulasmalara ve
metiljasmonate (MeJa) gibi bazi isaret moleklllerle muamele etmeye kars1 artis gosterdigi
yapilan bircok calismada gosterilmistir. Buna ragmen PFO’nun bitki savunmasindaki rol G
tam olarak aydinlatilmamistir (Maki ve Morohashi, 2006).

Lakkazlar, lignin gibi karmasik dogal polimerlerin bozundurulmasinda kullanlirlar.
Reaksiyonda Uretilen aktif radikaler, kovalent baslarin kopanlmasina ve boylece
monomerlerin ortaya gcikmasina neden olurlar (Thurston, 1994). Lakkazlar ve tirozinazlar,
monofenolaz aktivitesine sahip olup olmamaarina (McMahon vd., 2007) ve bazi
inhibitorlerle etkilesimlerine gore birbirlerinden ayrilirlar. Tirozinazlann aksine lakkazlar
monofenolaz  aktivites igcermezler. Tirozinazlara sipesifik bir inhibitér olan 4-
hekzilresorsinolun bu enzimin lakkazlardan aynistinlmasinda kullanlabilecegi  rapor
edilmistir (Dawley ve Flurkey, 1993).
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Butin PFO’larin monofenolaz aktivitesine sahip olup olmadiklart devam eden bir
tartisma konusudur. Ispanak ve cilek PFO’lan ile yapilan ilk calismalarda, bu kaynaklardan
elde edilen enzimlerin sadece difenolaz aktivitesine sahip olduklart rapor edilirken
(Goldbeck ve Cammarata, 1981; Wesche-Ebeling vd., 1990), daha sonraki calismalardaise,
ayni iki kaynaktan elde edilen PFO’lann her iki aktiviteye de sahip oldugu gosterilmistir
(Sanchez-Ferrer vd.,, 1989; Espin vd., 1997). Her iki durumda da, PFO'nun reaksiyon
ozdlliklerindeki bu celiskinin ekstraksiyon ya da saflastirma siireclerindeki vel/veya aktivite
tayin metodunun hassasiyetindeki farklihiklardan kaynaklanabilecegi  distntlmektedir
(Yoruk ve Marshal, 2003).

Muz (Musa sapientum L.) meyvesinden iyon degisim kromotografis ile saflastirilan
PFO enzimi icin yapilan elektroforetik calismalarda hem dogd PAGE de hem de SDS-
PAGE’ de tek bant goraldigu bildirilmistir. Enzimin yaklagik molekdl agirlig jel filtrasyonu
ile 41 kDa olarak belirlenmistir. Muz meyvesinden elde edilen PFO’nun, bu meyvenin etli
kisminda yiUksek oranda bulunan dopamin substratina karst oldukga ilgisinin oldugu
belirtilmistir. Bu substrat igin K, degeri 2,8 mM olarak bulunmustur. Enzimin optimum
pH’anmn 6,5 oldugu ve pH 5-11 araliginda 5 “C’'de 48 saat inkibasyon sonunda enzimin
aktivitesini korudugu belirtilmistir. Enzimin optimum scakligimin 30 °C oldugu ve 70 °C
scaklikta 30 dak muamele edildiginde dahi aktivitesini korudugu belirlenmistir. Askorbik
adit, sistein, sodyum dietilditiokarbomat ve potasyum siyanit kullanilarak yapilan inhibisyon
caismalarinda bittn inhibitdrlerin enzimi tamamen inhibe ettigi belirtilmistir (Yang vd.,
2000).

Malatya kayisisindan (NH,)SO, coktirmes ve diydizle kismi saflastirilan PFO
enziminin katekol, L-dopa ve galik asit gibi difenoliklere karsi aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Enzimin en iyi aktiviteyi katekol substratina kars1 gosterdigi, bu substrat igin
K degerinin 6,6 mM ve enzimin optimum pH’sinin ise 8,5 oldugu belirlenmistir. Askorbik
asit, 2-Merkapto etanol, sodyum meta bistilfit ve tiyolrenin enzim aktivitesini inhibe etigi
gosterilmistir. Enzimin L- Tirozin ve resorsinol gibi monofenoliklere karsi1 aktivite
gostermedigi rapor edilmistir (Ardan vd, 1998)

Enginardan (Cynara scolymus L.) €lde edilen ekstraktta oldukca yiksek PFO aktivites
bulundugu rapor edilmistir. Enginardan elde edilen enzimin pH 5-7 araiginda en yiksek
aktivite gosterdigi ve pH 6—7 araliginda 25 °C de 60 dak inkilbasyon sonunda aktivitesini
korudugu belirtilmistir. Enzim katekol, pirogalol, 4-Metil katekol, L-Dopa ve galik asit

substratlarina karst aktivite gosterirken L-tirozini okside etmedigi gosterilmistir. Enzim icgin



17

en etkin inhibitorin dithiotheritol oldugu sodyum metabidfit ve askorbik asidin daha dusUk
inhibisyon gosterdikleri belirtilmistir (Aydemir, 2004).

Dongdl (Mespilus germanica L.) meyvelerinden elde edilen PFO enzimi igin denenen
mono ve difenolik substratlar icerisinde 4-MK’un en iyi substrat oldugu belirlenmistir.
Dongel meyvelerinden elde edilen enzimin monofenoliklere kars1 zayif aktivite gosterdi gi
belirtilmistir. Dongel meyvelerinden elde edilen PFO enzimi igin optimum pH'nin 7 ve
optimum sicakligin 30 °C oldugu bdirlenmistir. 4-MK substrati icin Km degeri 26 mM
olarak belirlenmistir. Sodyum metabisiilfitin en iyi inhibitdr oldugu Cu, Hg* Al
iyonlarinin difenolaz aktivitesini kuvvetlice inhibe ettigi rapor edilmistir (Ayaz vd., 2008)

Mantarlar PFO enzimi agisindan oldukcga yuksek aktiviteye sahiptirler. Endistriyel
olarak en az diizeyde islenmis mantarin saklama esnasinda enzimatik esmerlesmeden dolay1
raf Omri birkag gun ile sinirlicir. Mantardaki esmerlesmeye sebep olabilecek enzimler olan
PFO, lakkaz ve peroksidaz aktiviteleri Portabella mantaninda ¢alisilmis ve PFO’ nun mantar
dokulanindaki en bol enzim oldugu, kinetik ve inhibisyon calismalart sonucu mantardaki
esmerlesmenin biydk bir orammn PFO'dan kaynaklandigi da gosterilmistir (Zhang ve
Hurkey, 1997; Ratcliffe vd., 1994).

Gillabert ve arkadaslar1 (2001) tarafindan yapilan bir calismada Terfezia clavery’ den
elde edilen tirozinaz enziminin monofenolaz aktivites ilk defa tanimlanmistir. Enzimin
tamamen inaktif formda oldugu ve ancak reaksiyon ortaminda SDS varlig: ile aktivite
gosterdigi  rapor edilmistir. Karakteristik lag periyodunun pH, enzim ve substrat
konsantrasyonlarindan etkilendigi rapor edilmistir. Enzimin pH 3,5-7 araliginda aktivite
gosterdigi ve aktivitenin pH 5,5 de maksimuma ulastigi belirtilmistir. Tirozin substrat icin
Km degerinin 69 uM oldugu bdirtilmistir (Gillabert vd., 2001).

Macrolepiota mastoidea yabani ve yenilebilir bir mantar tirtidir. Bu mantar tlrinden
elde edilen ham enzim 6zUtuinin L-Dopa ile boyanan dogal poliakrilamit jel elektrofolizinde
iki bandin varlign gozlenmistir. Ham enzim 0zitl 3-(4-Hidroksifenil) propionik asit
substratina karsi monofenolaz ve 4-Metil katekol substratina kars: difenolaz aktivites
gosterdigi belirtilmistir. Her iki aktivite icin optimum pH degeri sirasiyla 6,0 ve 4,0 oldugu
ve bu pH’larda 24 saat inkibasyon sonunda enzimin baslagi¢ aktivitesini % 100 ve % 60
oranlarda korudugu belirtilmistir. Enzimin optimum sicaklik degeri monofenolaz aktivites
icin 30 °C difenolaz icin 20 °C olarak belirlenmistir. Tiyolre ve askorbik asidin monofenolaz
aktivites icin sodyum metabisiilfit ve askorbik asidin difenolaz aktivites icin potansiya

inhibitorler oldugu gosterilmistir (Kolcuoglu vd., 2007).
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GoOnen kaplicalarindan izole edilen ve termofilik bir bakteri olan Anoxybacilus
kestanbolensis K1 veK4T bakterileri (izerinde yapilan incelemelerde difenolaz aktivitesine
rastlanmis ve bu aktivitenin 4-MK substratina karsi oldukca yiksek ilgiye sahip oldugu
bildirilmistir. Bu mikroorganizmalardan hazirlanan hiicreici enzim 6zitinin sahip oldugu
difenolaz aktivitesinin karakterizasyonu icin yapilan calismalarda, 4-MK varliginda optimum
pH'1n 9,5 optimum sicaklik degerinin ise 70 °C ve 80 °C oldugu bulunmustur. Optimum
scaklikta A. kestanbolensis K4' bir saat bekletildi ginde sahip oldugu difenolaz aktivitesini
kaybetmedigi ancak K1 susu durumunda ise ayn: aktivitenin 80 °C’ de arttigi gézlenmistir.
Her bir susta bulunan difenolaz aktivitess alkai pH degerinde oldukca yiksek kararhlik
gostermistir. Difenolaz aktivites K1 ve K4" suslarinda 0,01 mM  sodyummetabisllfit,
askorbik asid ve L-sistein ilavesiyle tamamen inhibe edildigi; ImM Mr?* ortama ilave
edildiginde ise aktivitenin 6,4 ve 5,3 midi arttigi bildirilmistir (Yildirim vd., 2005).

1.9. PFO Enziminin Endiistriyel Uygulamalar:

Gida endustrisinde siyah cay, kahve ve kakao Uretiminde PFO 6nemli bir rol oynar.
Taze cay yapraklan kuru madde agirligi oranlarina gore yaklasik olarak % 36 polifenolik
bilesik icerir. Polifenoller icerisinde en yaygin olanlar katesinlerdir. Cay yapraklarindaki
katesinlerin igerigi bitki yapraklarinin olgunluguna baglidir. Cay yapraklarinin toplanmasiyla
baslayan siyah cay Uretimi sireci yapraklarin soldurulmasi, maserasyon islemi ve son olarak
kurutma islemi ile sonuglanmir. Yapraklarin soldurulmasi boyunca yapraklar maserasyon
islemini kolaylastiran bir forma donisUrler. Bu proseder yapraklann hicre yapilarinin
bozulmas: ile sonuglanir ve fermantasyon prosesi baslamis olur. Siyah cay Uretiminde
yapraklardaki katesinlerin yaklasik % 75'i oksidasyon ve kismi polimerizasyona bagli olarak
enzimatik donusime ugrarlar. Katesinlerin PFO bagimli oksidasyonlart sonucu elde edilen
kinonlar birbirleri ile teaflavinleri vermek Uzere bir dizi reaksiyon verirler. Teaflavinler
dimerik katesinler olarak bilinirler (Luczg vd., 2004).

Aycicegi yemi (Sunflower meal, SFM) aycicesi yag: Uretiminden elde edilen bir yan
urtinddr. SFM ciftlik hayvanlarinin beslenmesinde soya fasiilyesi, pamuk ve kanoladan sonra
dordincu en genis ilave protein kaynagidir. Ne var ki, SFM’nin kullammu indirgen sekerler
fenolik bilesikler gibi besinsel degeri olmayan bazi bilesikler icermesinden dolay sinirhidir.
SFM’nin bu fenolik bilesiklerden arindinlmas: onun kullarimini ve diger pahali protein

kaynaklarinin yerini almasina sebep olabilir. Bu islem icin Trametes versicolor turinden elde
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edilen PFO kullanildiginda, pH 4,3, sicaklik 45 °C ve etkilesim suresi olan 4 saat sonunda bu
fenoliklerin % 98 oraninda uzaklastirildigi gosterilmistir (Duvnjak ve Martinez, 2006).

Tekstil ve diger endiustri kollar1 gozle gordlUr birgok kirlilik Gretmekte ve herhangi bir
muameleye tabi tutmadan cevreye desarz etmektedir. Bu Kirleticiler desarz edildikleri
sularda sadece renk degisimine neden olmamakta aynm zamanda sucul yasamin birgok formu
icin zehirlilik olusturmaktadir. Buytizden, aromatik bilesikleri de iceren endistriyel atiklarin
arntimi gereklilik arz etmektedir. Fenoller, aromatik aminler ve kumas boyadan artik
geleneksal antma metodlan ile artilamamaktadir. Bu asamada oksidorediktaz snifi
enzimlerin, bu kirleticilerle kirlenmis atik sularin arttilmasinda kullamm yeni bir yaklasim
olabilir. Ancak atik sulann artiminda serbest enzimlerin termal  kararsizlik, tekrar
kullanilabilirliklerinin olmayisi, aktivite kaybi gibi bircok olumsuz nedenden dolay: biyuk
hacimlerdeki endistriyel atiklarin artiimasinda kullamm  hentiz mimkin  olmamistir.
Yaplan bir calismada patatesten elde edilen PFO nun sdit immobilizasyonu ile birgok
endustriyel kirleticinin atik sulardan aritiminda etkin oldugu ve boyle sularin aritiminda
kullanilabilir oldugu gosterilmistir (Husain ve Ali Khan, 2007).

Fenol tlrevlerinin belirlenmesinde (anaizinde) gelecek vadeden polifenol oksidaz
temelli biyosensorler oldukca dikkat cekmektedir. Biyosensorler anadlitik calismaarda
bilginin tekrar tekrar elde edilmesini saglayabilen aletlerdir. Biyosensorlerin yapilislarindaki
ana faktor enzim immobilizasyonudur. immobilize enzimlerin analizlerde kullanimasinin
bazi avantgjlar; karmagsik karisimlardaki analitin kolayca belirlenmesi ve kiigik hacimlerde
analiz 6rnegi kullantmu olarak siralanabilir. Polietilenoksit/polipirol matriksine immobilize
edilen PFO enziminin baz Turk saraplarinda polifenolik icerigin  belirlenmesinde
kullanilabilecegi gosterilmistir (Cil vd., 2005).

Nano titanyum dioksit, fotovoltaik etkis nedeni ile tirozinazlarin katalitik aktivitesini
artirir. Bu durum, nano titanyum diokside immobilize edilmis tirozinaz kullanlarak, fenolik
bilesiklerin analizinde daha hassas biyosensorler gelistirilebilecegini gostermektedir (Zhou
vd., 2006).

L-Dopa (3,4-dihidroksifenil L-aanin) birgok bitki kaynagindan elde edilebilen fakat
hayvanlarda bulunmayan bir aminoasittir. L-Dopa Parkinson hastalig: tedavisinde kullanilan
bir ilagtir ve tirozinin PFO katalizli yikseltgenme reaksiyonlar: sonucu uretilir (ikram-ul-
Hag ve Sikander Ali, 2002).
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1.10. Cahsmanin Amaci

Gelisen teknolgji ile birlikte birgok aanda enzimlere duyulan ilgi de artmaktadir. Gida,
tekstil, temizlik ve saglik gibi adanlarda artan talebi karsilamak icin daha hizli, az enerji
maliyetli ve cevreye daha az zarar verebilecek yontemler tercih edilmektedir. Klasik
kimyasal yontemler, spesifik olmamasi, verimin dusik olmasi, yan trinlerin fazla olmas: ve
cevreye daha cok zararl atik verilmesinden dolay: tercih sebebi olmaktan ¢ikmaktadir. Bu
yuzden endustriyel uygulamalar ve tip daninda kimyasal yontemlerin yerini aritk enzim
katalizli reaksiyonlar almaktadir. Canli sistemler tarafindan Uretilen biyolojik katalizérler
olan enzimler, oldukca spesifik resksiyonlar 10°-10% kat daha hizl: katalizleyerek spesifik
urtnleri olustururlar. Bu sekilde elde edilen Urinler hem oldukca saf olur, hem de klasik
yontemlere nazaran cok daha kisa stirede sentezlenir. Ayrica enzim katalizli yontemlerde
reaksiyonlar 1liml1 sartlarda (oda sicakligi ve baanc, fizyolojik pH vb.) gerceklestirilir,
boylece blylk oranda enerjiden de tasarruf saglanmis olur. Yani ekonomik agidan da
degerlendirildi ginde enzim kullanimimin 6nemli avantajlan oldugu agiktir.

Gunumuizde, besinlerin saglikli bir sekilde korunmasina ve raf Omurlerinin
uzatilmasina ihtiyag duyulmaktadir. Yiyeceklerin, sentetik yoldan elde edilmis kimyasdlarla
ya da farkli yontemlerle korunmalart sonucu gidalarda lezzet ve besin degeri kaybi
olusmakta ve ¢esitli toksik maddeler meydana gelmektedir. Bu tirden olusumlar da insan
ssgligim tehdit ettiginden bu konularda dinya cevre ve sagik orgitleri hassasiyet
gostermekte olup gelismis Ulkelerde enzimlerle elde edilen yeni UrUnlerin ya da bilinen
urtinlerin yeniden modifiye edilmes ¢alismalarina hiz verilmektedir.

Bu galismann amaa, Trabzon' un Magka ilgesi, Liser yaylasindan toplanan R. delica
mantanndan PFO  enziminin  karakterizasyonudur.  Karekterizasyon  calismalari
dogrultusunda, optimum pH, optimum siceklik, substrat 6zginligu, 1sil ve pH kararliligi,
meta iyonlann ve ¢esitli kimyasal maddelerin etkisi, 75, degerleri, substrat ve protein
konsantrasyonun aktivite Uzerine etkisi incelenerek bazi kinetik sonuclara ulasilmistir.
Boylece, PFO aktivites gosteren R. delica’ nin enzim kaynag olarak endistriyel ya da diger
uygulamalar icin kullanilip kullanilmayacag tespit edilebilecektir.

Gergeklestirilen bu calisma, yoremizde yetisen bu mantarin biyolojik potansiyelinin

incel enmesine de olanak sagladigindan 6nem arz etmektedir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1.Kullamilan Malzeme ve Cihazlar

2.1.1. Cihazlar

Kullanilan cihazlar, modelleri ve firmaisimleri Tablo 1’ de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Model Firma
Otomatik Pipet
(1-10pL /100-1000pL /1000-5000pL) Aouragzs Socorex
Isitic1 /Magnetik Karistirici HS31 Chiltren
Vorteks Karigtirici RX Velp
pH Metre 720 WTW Inolab
Spektrofotometre uv/2 Unicam
SantrifQj Rotina35R Hettich
Protein Elektroforezi P8DS Owl Speration Systems
Calkalayic1 Su Banyosu SvV-1422 Memmert

2.1.2. Cozeltiler ve Tamponlar

Gergeklestirilen deneysel calismalar esnasinda kullanillan ¢ozeltiler, icerikleri ve
hazirlanislart Tablo 2'de verilmistir. Bitin cozeltiler cift destile saf su (dd H,0) ile

hazirlanmstir.




22

Tablo 2. Kullailan gozeltiler veicgerikleri / hazirlansi

Tamponlar

Hazwrlanis1

Glisin-HCl Tamponu
(50mM, pH 3,0)

3,75 g glisin suda cozillerek 1M HCI c¢ozeltisi ile pH’' st ayarlanip
1L’ye tamamlandi.

(50mM, pH 6,0-7,0-8,0)

Asetat Tamponu 4,1 g sodyum asetat suda ¢ozulerek 1M asetik asit ¢ozeltisi ile pH'st
(50mM, pH 4,0-5,0) ayarlanip 1L'ye tamamland:.
Fosfat Tamponu 8,7 g K:HPO,' Uin 1L suda ¢ozilmes ile haarrlanan ¢ozelti 6,8 g

KH,PO, un 1L suda ¢zilmes ile hazirlanan ¢ozelti ile titre edilerek
pH’1istenilen degere ayarlanarak hazirland:.

TrisHCI Tamponu
(50mM, pH 9,0)

6,05 g tris baz1 suda ¢ozilerek 1M HCI ¢ozeltisi ile pH’'s ayarlanip
1L 'ye tamamlandi.

Substratlar

Tirosin (100 mM stok ¢ozelti)

112,6 mg tirosin sodyum tuzu (M 4= 225,2 g/mol) suda ¢ozilerek 5
mL ye tamamland.

3-(4-hidroksifenil)- Propionik Asit
(PHPPA) (100 mM stok cozelti)

83,09 mg PHPPA (M A= 166,18 g/mol) suda ¢ozilerek 5 mL’ye
tamamlandi.

4-Metil Katekol (100 mM stok
cozelti)

62,07 mg 4-metil katekol (M 4= 124,14 g/mol) suda ¢ozilerek 5
mL’ye tamamland:.

Katekol (100 mM stok ¢ozelti)

55,05 mg katekol (Ma= 110,11 g/mol) suda ¢ozilerek 5 mL’ye
tamamlandi.

L-3,4-dihidroksifenilalanin
(L-DOPA) (100 mM stok cozelti)

98,59 mg L-DOPA (M, = 197,19 g/mol ) suda ¢ozulerek 5 mL’ye
tamamlandi.

3,4-dihidroks Snnamik Asit
DHPPA (100 mM stok cozelti)

91,09 mg DHPPA (Ma= 182,18 g/mal) suda ¢ozilerek 5 mL’ye
tamamlandi.

Lowry Protein Tayini

Lowry A 0,1 N NaOH icinde % 2 (w/v) Na,CO;, ¢cozeltisi
Lowry B % 1 bakir slilfat cozeltisi

Lowry C % 2 sodyum — potasyum tartarat cozeltisi
Lowry D 1kiamLowry B + 1 kissm Lowry C

Lowry E 0,25mL Lowry D + 125 mL Lowry A

Lowry F 1 hacim Folin belirteci + 1 hacim su

Dogal Poliakrilamid Jel

Elektroforezi (PAGE)

Ayirma Jel Tamponu
(1,5M TrisHCI)

36,3 g Tris bazi 150 mL suda ¢oziildi, pH 8,8 e ayarlandi ve son
hacim su ile 200 mL 'ye tamamlanch

Yigma Jel Tamponu
(1M TrisHCI)

24,2 g Tris baz1 150 mL suda ¢ozuldl, pH 6,8 e ayaand: ve son
hacim suile 200 mL 'ye tamamland:

% 10 Amonyum Persilifat (APS)

% 10 (w/v) APS cozeltisi suile hazirlandi ve -20 °C’ de saklandi

N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin
(TEMED)

Orijinal sisesinden kullanild:

% 30 Akrilamid/Bisakrilamid

% 29,2 (w/v) akrilamid ve % 0,8 (w/v) N, N'-metilen bisakrilamidin
suda ¢ozilmesiyle hazirland1

Dogal Jel Y iikleme Tamponu

50 mM Tris-HCI (pH 6,8)

% 0,1 Bromofenol mavisi

% 20 gliserol

(100 pL’lik hacimlerde tiplere bolinerek -20 °C’ de saklandi)

Dogal Jel Y iritme Tamponu

25 mM Trisbazi ve 250 mM glisin igeren ¢ozeltinin
pH’1 8,3 e ayarlanarak hazirland:

Substrat Boyama Cozeltis
24 mM L-DOPA

94,7 mg L-DOPA (Ma= 197,19 g/mol) suda ¢ozlilerek 20 mL’ye
tamamlandi.

Diger Cozeltiler

3-metil -2-benzotiyazolinon
hidrazon (MBTH)

107,9 mg MBTH (M, = 107,9 g/mol) suda ¢ozilerek 50 mL’ye
tamamlandi.

Dimetilformamid (DMF)

Orijina sisesinden kullanildi.
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2.1.3. Kimyasallar

Dipotasyum hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen fosfat, sodyum asetat, asetik asit,

etilendiamintetra asetik asit sodyum tuzu (EDTA-Na), magnezyum klordr,
tris(hidroksimetil)amino metan (TRIS), dimetilformamid (DMF), askorbik asit, sodyum
metabistilfit, benzoik asit, hidrojen klortr, glisin, divalent Ni*%, Mn*?, Hg™, Cu", Co™
Ca?, cd? ve trivaent AI™ iyonlarimin klorir tuzlan Merck A.G. (Darmstadt,
Germany)’ dentemin edildi.

TritonX—-114 (TX-114) deterjan, fenilmetilstlfonilflorir (PMSF), 4-metil katekol,

katekol,

L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA), tirosin, 3-(4-hidroksifenil)-propionikasit

(PHPPA), 3-metil—-2-benzotiazolinon (MBTH), sigir serum albumin (BSA), sodyumdodesil
silfat (SDS), folin kimyasallar1 Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, USA)' dan temin edildi.

2.2. Deneysel Cahismalar

2.2.1. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi

R. delicdan 30 g anarak sivi azot igerisinde hicre membranlarinin
parcalanmas icin 15 dak bekletildi.

Bu 6rnege 2 mM EDTA, 1mM MgCl,, ImM PMSF iceren 50 mM fosfat
tamponundan (pH 7,0) 30 mL ilave edilerek havanda dévuldu.

Daha sonra bu karisim stizildi ve elde edilen stzintiler 4 °C’ de, 20 dak 15.000
rpm’ de santrifdij edildi.

Sipernatan 1:1 soguk aseton: su karisiminda ¢okturtldi. 4 °C’ de 5 dak 9000
rpm’ de santrifdjlendi.

Elde edilen ¢okelek asetonu ugurmak amaciyla4 °C’ de 24 saat bekletildi.
Asetonu ugurulan ¢cokelek 50 mM fosfat ( pH 7,0 ) tamponunda ¢ozuldi. 4 °C’ de
5 dak 8000 rpm’ de santrifijlendi. Stpernatan ham 6zUt olarak kullanildh.

Calisma siresince kullamlan ham enzim 6zitleri 1 mL’lik ependorf tlplerinde
-30 °C’ de sakland.
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2.2.2. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Dogd PAGE Owl scientific marka P8DS model (Inc.Wobum, MA USA)
elektroforez cihazi kullamlarak yapildi. % 5'lik yigma ve % 10’ luk ayirma jeli kullanildh.
Dogal elektroforez yukleme boyasi ile 1:1 oramnda karistirilan 6rnekler Hamilton siringast
ile kuyucuklara yuklendi. Boya, yigma jelinden ¢ikana kadar 20 mA’lik ve ayirma jdli
boyunca da 25 mA’lik akim uygulandi. Elektrik akimi kesildikten sonra jel sistemden
dikkatlice gikartilarak boyama islemine gecildi. Elektroforezde kullanilan ¢ozeltiler ve
hacimleri Tablo 3'te verilmistir.

Doga jel elektroforezi sonucu elde edilen jel, substrat boyama cozeltis (24mM L-
DOPA) icinde 30 dak bekletilerek PFO aktivitesinden sorumlu bantlarin varligi tespit
edildi.

Tablo 3. Dogal poliakrilamid jel elektroforezininde kullarnilan ¢ozeltiler ve hacimleri

Bil | Yigma Jeli Ayirma Jeli
vesenier (% 5, pH 6,8) (% 10, pH 8,8)

YigmaJel Tamponu (1 M Tris-HCI, pH 6,8) 0,63 mL
Ayirma Jel Tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8) --- 2,5mL

% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 0,83 mL 3,3mL

dd H-0O 3,4mL 4,0 mL

% 10 Amonyum persiilfat (APS) 0,05 mL 0,1 mL
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED) 0,005 mL 0,004 mL

2.2.3. Protein Tayini

Oziitteki protein miktart Lowry (Lowry vd., 1951) metoduyla belirlendi. Protein
standardi olarak sigir serum albumini (BSA) kullanildi. Kalibrasyon grafigi icin BSA’dan
10, 20, 30, 40 ve 50 uL alinarak Uzerlerine % 0,1 SDS iceren 0,1 N NaOH ¢ozeltisinden
son hacim 500 pL olacak sekilde ilave edildi. Oziitten 25 uL alindi ve hacmi % 0,1 SDS
iceren 0,1 N NaOH ile 500uL’ ye tamamlancdi. Bundan sonraki asamada;

e Hem BSA standartlannnahem de ¢6rnege sirasiyla 1’er mL Lowry E Karisimi ilave

edildi ve hemen vortekslendi.

e Tupler 10 dak oda sicakliginda bekletildi.

e Standartlarave 6rnege 100 uL Lowry F ilave edildi ve hemen vortekslendi.

e Tupler 30 dak karanlikta bekletildi.
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e 650 nm’ de absorbanslari okundu.

e Kalibrasyon grafigi hazirlanarak drnek icin elde edilen konsantrasyon degeri bu
islemdeki seyrelme faktoru ile carpilarak orijinal Ozutteki protein igerigi mg/mL
olarak belirlendi.

2.2.4. Enzim Aktivitesinin Tayini

Enzim Ozitindeki monofenolaz (tirozinaz) ve difenolaz (katekolaz ) aktiviteleri
spektrofotometrik yontemle tayin edildi (Espin vd., 1995). Aktivite tayinleri 4-MK
substrati icin 494 nm'de, L-DOPA ve tirozin substratlar: icin 507 nm’de, katekol, DHPPA
ve PHPPA substratlar: igin ise 500 nm'’de gergeklestirildi.

Aktivite tayini icin 100 uL substrat ¢ozeltisi (100 mM stok) Uzerine esit hacimde
MBTH (stok 10 mM) ve nihal konsantrasyonu % 2 (v/v) olacak sekilde DMF ilave edilen
reaksiyon karisiminin hacmi tampon ¢ozelti ile 950 uL ye tamamlandi. Bu karisim tzerine
50 pL enzim Ozutu ilave edilerek reaksiyon baslatildi ve absorbanstaki degisim ilgili dalga
boylarinda 1 dakika boyunca izlenerek aktivite hesabi yapildi. Referans tlpl ise aynm
sekilde hazirlanan c¢ozeltiye enzim 0Ozitl yerine esit miktarda tampon cozelti ilave
edilmesiyle hazirlandi.

Bir Unite (U) PFO aktivitesi, 1 mL reaksiyon karisiminda, 1 dakikada olusan 1 pM
uriin miktar: olarak tammlanmustir. Ozgiin aktivite ise, hazirlanan enzim 6éziitiindeki 1 mg

protein basina hesaplanan enzim aktivitesi olarak tanimlanmstir (Kolcuoglu vd., 2007).

2.2.4.1. Substrat Ozgiinliigiiniin Belirlenmesi

Enzim ©6zitindeki difenolaz aktivitesi icin katekol, 4-MK, L-DOPA, DHPPA
substratlari, monofenolaz aktivites icin ise tirosin ve PHPPA substratlar kullanilarak
aktivite tayinleri gerceklestirildi. Yapilan aktivite tayinleri neticesinde monofenolaz
aktivitesinin PHPPA substrati, difenolaz aktivitesinin ise 4-MK substrati varliginda en
yiksek oldugu tespit edilmistir. Bundan sonraki asamalarda monofenolik substrat olarak
PHPPA vedifenolik substrat olarak ise 4-MK kullamlmistir.
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2.2.4.2. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’in Etkisi

Enzim 6zitundeki PFO aktivites Uzerine pH’ in etkisini incelemek amaciyla, Glisin-
HCI (pH 3,0), asetik asit-sodyum asetat (pH 4,0-5,0), KH2PO4-K2HPO4 (pH 6,0-8,0) ve
TrisHCI (pH 9,0) tampon sistemleri kullanillarak ayri ayn aktivite tayinleri yapildi.
Difenolaz ve monofenolaz aktiviteleri icin elde edilen hiz degerleri pH’ ya kars1 grafige
gecirildi. Aktivitenin en yiksek oldugu pH degeri optimum pH olarak tespit edildi ve
bundan sonraki ¢alismalarda aktivite tayinleri optimum pH degerlerinde gerceklestirildi.

2.2.4.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

Enzim 6zitindeki PFO aktivitesi Uzerine scakligin etkisini incelemek amaci ile 10—
80 °C sicaklik araliginda, sicaklik degeri 10 °C artinlarak aktivite tayinleri gerceklestirildi.
Hazirlanan reaksiyon karisimlart su banyosunda istenilen sicakliklarda 5er dak
bekletilerek 6n 1sitmalart yapildi. Ham enzim 6zUti 1sitilan reaksiyon karisimlar: Uzerine
ilave edilerek reaksiyon baslatildi ve aktivite tayinleri gerceklestirildi. Aktivitenin en
yuksek oldugu sicaklik degeri optimum scaklik olarak belirlendi.

2.2.4.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Miktarimn EtKisi

Enzim 06zitindeki monofenolaz ve difenolaz aktivitesinin maksimum absorbans
verdigi optimum protein miktarint belirlemek igin her bir substratin optimum pH’larinda
sabit substrat miktarina karsilik proteinin degisen miktarlarindaki (PHPPA igin 5,7-101,7
pg/mL; 4-MK icin 0,04-9 pg/mL) aktivite degisimi grafige gecirilerek enzimin
doygunluga eristigi noktadaki protein miktar: bulundu

2.2.4.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonun Etkisi

Enzim oOzutindeki PFO aktivitesinin substrat  konsantrasyonu ile degisimini
incelemek amaci ile optimum sartlarda (protein miktari, pH ve sicaklik) 6zitin sahip
oldugu monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri icin her bir substratin degisen

konsantrasyonlarina (0,01-20 mM monofenolaz ve 0,01-10 mM difenolaz icin) karst
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Olculen hiz degerleri grafige gecirildi. BOylece hazirlanan substrat doygunluk egrilerinden
her bir enzim aktivites icin optimum substrat konsantrasyonu tayin edildi. Ayrica,
Lineweaver-Burk grafikleri de cizilerek enzimin her bir aktivites i¢in Vimas ve Km

degerleri belirlendi.

2.2.4.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Iyonlanimn EtKkisi

Enzim 6zitundeki PFO aktivitesi Uzerine metal iyonu etkisini incel enmek amaciyla;
K, ca*, Ni%*, Mn?, Hg®, cu?®, Co®, cd*" , zn* ve AI*" iyonlarinin klortr tuzlarimin
100 mM’lik stok c¢ozeltileri hazirlandi. Metal iyonlarinin nihai konsantrasyonlari 1 mM
olacak sekilde aktivite tayinleri gerceklestirildi. Sonuclar metal iyonu icermeyen
denemeden elde edilen sonugla karsilastirilarak metal iyonlarimin enzim aktivites Gzerine
etkisi incelendi.

2.2.4.7. pH Kararhhgmn incelenmesi

Enzim 6zGtUndn icerdigi PFO enziminin monofenolaz ve difenolaz aktivitesine ait
pH kararliliginin incelenmesi amaciyla;

e 50 mM glisin (pH 3,0 ), 50 mM asetat (pH 4,0, 5,0), 50 mM fosfat (pH 6,0, 7,0
ve 8,0) ve 50 mM Tris-HCI (pH 9,0) tamponlar: kullanild.

e Uygun hacimlerdeki enzim 6zitleri yine uygun hacimlerdeki tampon ¢ozeltilerle
karistirildi.

e Hazirlanan bu reaksiyon karstmlarinin bir kismi ile aktiviteler tayin edildi.

e Tamponlarla karistirilan 6zdtlerin geri kalan kissimlar1 4 °C'de, 24 saat inkibe
edildi ve 24 saat sonunda aktivite tayin yontemine gore aktiviteler tayin edildi.

e 9% Kalan aktivite 24 saat sonunda elde edilen aktivitelerin sifirinc (baslangig)
saatteki aktiviteleriyle karsilastiriimasiyla belirlendi.

2.2.4.8. Isil Kararhhginin incelenmesi

Enzim 6zGtUindn icerdigi PFO enziminin monofenolaz ve difenolaz aktivitesine ait

1sil kararlilik degerlerini belirlemek amaciyla; 6zitler 20 dak, 40 dak ve 60 dak zaman
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araliklarinda 10-70 °C (10 °C'lik artislarla) scakliklarda su banyosunda ayr1 ayr inkibe
edildi. Bu ozitler bir buz banyosu yardimiyla sogutuldu, son sicaklik oda sicakligina
ulastiktan sonra aktivite tayinleri gerceklestirildi. % Kalan aktiviteler, herhangi bir 6n
inklbasyon islemi uygulanmarmis enzim 6zUtintn optimum sartlarda belirlenen aktivite
degeri ile karsilastirilarak hesaplandi.

2.2.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Inhibitor ve Aktivatorlerin Etkisinin
Incelenmesi ve I5y Degerlerinin Bulunmasi

Enzim 6zitunin igerdigi PFO enzimine bazi genel PFO inhibitorlerinin etkisini
incdlemek amaa ile sodyum metabisilfit, sistein, askorbik asit ve benzoik asit
kimyasalarimn 100 mM’lik stok c¢ozeltileri hazirlandi. Bu inhibitorlerin  farkl:
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri kullarlarak aktivite tayinleri yapildi. % Kalan aktiviteler
inhibitorsiiz olarak tayin edilen aktivite degeri ile kiyadanarak hesaplandi. Elde edilen
degerler grafige gecirilerek /so degerleri tayin edildi.



3. BULGULAR

3.1. Substrat Ozgiinliigii

R. delica’dan hazirlanan enzim 6zitUnin sahip oldugu monofenolaz aktivitesinin
tayini icin tirozin ve 3-(4-hidroksifenil)-propionikasit (PHPPA) substratlari, difenolaz
aktivitesinin tayini igin ise katekol, 4-metil katekol (4-MK), L-3,4-dihidroksifenilalanin
(L-DOPA), 3-(3,4-hidroksifenil)-propionikasit (DHPPA) substratlart kullanildi. Yapilan
aktivite tayinleri sonucunda difenolaz aktivitesinin  4-MK substrati  varliginda,
monofenolaz aktivitesinin ise PHPPA substrati varliginda en yiksek oldugu tespit edildi
(Tablo 4). Monofenolik ve difenolik substratlar ayri1 ayri degerlendirilmis ve en yuksek
aktivite % 100 olarak kabul edilmistir.

Tablo 4. R. delica Polifenol oksidaz: icin substrat 6zgunl gl

Substrat % Bagil Aktivite
PHPPA 100
Tirosin 76

4-MK 100

DHPPA 76
Katekol 75

L-DOPA 21

3.2. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Enzim Ozitindeki PFO aktivitesinin varligr dogal poliakrilamid jel elektroforezi ve
substrat boyamasi ile de ortaya konuldu. Elektroforez sonunda jel 24 mM’lik L-DOPA
¢ozeltis ile boyandi. Boyama sonunda jelde iki bandin varligir gézlendi. Bu bantlarin Ry

degerleri sirasi ile 0,34 (koyu) ve 0,64 (soluk) olarak hesapland: (Sekil 7).
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034 ——7m»

0,64 ——=

Sekil 7. R. delica dan elde edilen ham 6ztin dogal
poliakrilamid jel elektroforezi

3.3. Enzim Aktivitesi Uzerine pH ’in EtKisi

Enzim 6zittnun sahip oldugu monofenolaz ve difenolaz aktivitelerinin optimum pH
degerlerini belirlemek icin farkli pH degerlerinde (3,0-9,0) tamponlarin kullamlimasiyla
aktivite tayinleri yapildi ve % bagil aktivite- pH grafikleri cizildi. Buna gore, ham enzim
OzUtundeki monofenolaz ve difenolaz aktivites igin optimum pH degeri 5,0 olarak bulundu
(Sekil 8 ve Sekil 9).
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Sekil 8. R. delica monofenolazinin pH bagimlilik egrisi
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Sekil 9. R. delica difenolazinin pH bagimlilik egrisi

3.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Enzim 6zitindn sahip oldugu monofenolaz ve difenolaz aktivitelerine ait optimum
scaklik degerlerini belirlemek amaci ile 10-80 °C scaklik araliginda 10'ar °C aralikla
aktivite tayinleri gergeklestirildi. Elde edilen sonuglara gore % bagil aktiviteye karsi
scaklik degerleri grafi ge gecirildi. Buna gore, monofenolaz ve difenolaz aktivitelerinin her
ikis icin optimum sicaklik degeri 30 °C olarak belirlendi. Difenolaz aktivitesinin 50
°C’den sonraki sicakliklarda hizla azaldigi, buna karsin monofenolaz aktivitesinin ise 50

°C’den sonraki sicakhiklarda aktivitesini 6nemli miktarda kaybetmedigi, hatta 80 °C'de
bile % 60 korudugu gézlendi (Sekil 10 ve 11).
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Sekil 10. R. delica monafenolazinin sicaklik bagimlil ik egri



32

120 -
100 -
80 4
60

40 +

% Bagil Aktivite

20 -

Sicakhk( °C)

Sekil 11. R. delica difenolazimn sicaklik bagimlil ik egrisi

3.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Miktarmin Etkisi

R. delica’dan elde edilen enzim 6zittindeki monofenolaz ve difenolaz aktivitesinin
optimum protein miktarin belilemek amaciyla sabit substrat konsantrasyonlarinda, farkl:
protein konsantrasyonlarina sahip Ozitler kullamlarak reaksiyonlar gerceklestirildi. Elde
edilen hiperbolik egrilerden monofenolaz aktivites icin optimum protein konsantrasyonu

57 pg/mL, difenolaz aktivitesi icinise 6 ng/mL olarak bulundu (Sekil 12 ve 13).
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Sekil 12. R. delica monofenolaz aktivites Uzerine protein miktarimn etkisi
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Sekil 13. R. delica difenolaz aktivites Uzerine protein miktarinin etkis

3.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim Ozitindeki PFO aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile degisimini
incelemek amaci ile daha oOnceden belirlenen optimum sartlarda farkli substrat
konsantrasyonlan kullamlarak reaksiyonlar gergeklestirildi. Monofenolaz aktivites igin
0,01-20 mM arahiginda PHPPA substrati, difenolaz aktivites icin ise 0,01-10 mM
araiginda 4-MK' substratlart kullamildi. Elde edilen sonuglar kullamilarak, monofenolaz
aktivites icin optimum substrat konsantrasyonu 15 mM ve difenolaz aktivitesi icin ise 2
mM olarak bulundu.

Kinetik verilerin belirlenmesi icinse Lineweaver-Burk grafikleri cizildi (Sekill4 ve
15). Bu grafiklerden, monofenolaz aktivites icin PHPPA substrati varliginda Vqs degeri
769,23 U/mg protein ve K, degeri 0,92 mM olarak, difenolaz aktivites icin ise 4-MK
substrati varliginda Vmas degeri 90 U/mg protein ve Km degeri 0,34 mM olarak tespit
edildi. Katalitik etkinligin bir gostergesi olan Vs /K degeri PHPPA substrat: icin 836,12
dak* olarak, 4MK substrat: iGin ise 264,70 dak * olarak hesaplandi.
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Sekil 14. R. delica monofenolazi icin Lineweaver-Burk egrisi
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Sekil 15. R. delica difenolazi Lineweaver-Burk egris
3.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Metal Iyonu Etkisi

Enzim o6zitindeki PFO aktivites Uzerine metal iyonlarinin etkisini incelemek
amaciyla KY*, Ca*, Ni#*, Mn®*, Hg*, Cu®*, Zn**, Co*, Cd** ve AI** iyonlannin Kloriir
tuzlarimn 100 mM ik stok cozeltileri kullanildi. Her iki substrat varliginda da optimum
sartlarda nihai konsantrasyonlart 1 mM olan metal iyonlarimin aktivite Uzerine etkileri
incelendi (Tablo 5 ve 6). Kontrol olarak metal iyonu icermeyen reaksiyon Kkarigimi
kullamlch ve bu karisim icin gozlenen aktivite degeri % 100 olarak kabul edildi. PHPPA
substrat: varhiginda Ca®* iyonunun aktiviteyi etkilemedigi, K** iyonunun zayif, Hof
iyonunun ise guclu bir inhibisyona neden oldugu gbzlendi. Bunlarin disindaki metal
iyonlanmn ise degisik oranlarda aktivasyona neden olduklar1 gozlendi. 4-MK substrati
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varhigindaise K**, Ca?* ve Cu?* iyonlanmin aktiviteyi etkilemedi gi, diger metal iyonlarinin

ise degisik oranlarda inhibisyona neden oldugu gozlendi.

Tablo 5. R. delica monofenolazi Uzerine metal iyonlarinin etkisi

Metal iyonu (10mM) | % Kalan Aktivite | Metal iyonu (10mM) | % Kalan Aktivite
K 92 cd* 180
ca” 99 Hg” 26
Ni* 150 zn* 152
Mn?* 118 cu® 104
Co™ 231 Al* 124

Tablo 6. R. delica difenolaz1 Gizerine metal iyonlarinin etkis

Metal iyonu (10mM) | % Kalan Aktivite | Metal iyonu (10mM) | % Kalan Aktivite
K 103 Cd* 85
ca 107 Hg* 74
Ni2* 74 Zn* 88
Mn?* 90 Cu* 103
Co* 79 Al3* 76

3.8. pH Kararhhg:

Enzim 6zutu farkl: pH’ lardaki tamponlarla 1:1 oraninda karistirildi. Elde edilen 6z(t-
tampon karisimlarindan uygun miktarlarda alinarak reaksiyon karisimlari hazirlandi ve
aktivite tayinleri gerceklestirildi. 4 °C'de 24 saat inkibe edilen OzUt-tampon
karisimlarindan da uygun miktarlarda alinarak aktivite tayinleri yapilci. Baglangic ve 24
saat inkUbasyon sonucu elde edilen aktivite degerleri karsilastirilarak % kalan aktivite-pH
grafikleri cizildi (Sekil 16 ve 17). Elde edilen grafiklerden, 24 saat sonunda PHPPA
substrati varliginda enzim 6zittinin denenen bitin pH’larda aktivitesini blylk oranda
korudugu tespit edildi. 4-MK substrat1 varliginda ise enzim 6zitinun 24 saat sonunda
optimum pH (pH 5,0) civarinda baslangi¢ aktivitesini biyuk oranda korudugu tespit edildi.
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3.9. Is1l Kararhhk

Enzim Ozitundeki monofenolaz ve difenolaz aktivitelerine ait 1sil kararlilik
degerlerini belirlemek amaciyla; 6zitler 20 dak, 40 dak ve 1 saat zaman ve 10-70 °Clik
(10 °C'lik artislarla) sicaklik araiklarinda su banyosunda ayri ayr inkibe edildi. Bu
Ozutler bir buz banyosu yardimiyla sogutuldu ve sicakliklari oda scakligina ulastiktan
sonra aktivite tayinleri gerceklestirildi. % Kalan aktiviteler herhangi bir on islem
uygulanmamis enzim Ozitunun optimum sartlarda belirlenen aktivite degeriyle
karsilastirilarak hesaplandi ve grafikleri cizildi (Sekil 18 ve 19). Bu grafiklerden enzim
Ozittnin PHPPA substrati valiginda ve 1 saat sonunda 10-20-30 °C sicaklilarda baslangi¢
aktivitesini % 90 oramnda korudugu, 40 °C sicaklikta 1 saat sonunda baslangi¢ aktivitesini
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% 75 oranda kaybettigi ve ileri sicakliklarda ise baglangig¢ aktivitesini tamamen kaybetti g
tespit edildi. 4-MK substrat1 varligin da ve 60 dak sonunda enzim 6zitinin 10-20-30 °C
scaklilarda baglangi¢ aktivitesini % 90 oraninda korudugu, 40 -50 °C scakliklarda % 50
oraminda kaybettigi, 6070 °C sicaklilarda ise baslangic aktivitesini tamamen kaybettigi
tespit edildi.

120
. 100 —e—10°C
3 80 —=—20°C
X 30°C
c 60 1
8 40°C
©
X 40 1 —%—50°C
X
20 1 —e—60°C
0 ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80
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Sekil 18. R. delica monofenolazi igin isil kararlilik egrisi
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Sekil 19. R. delica difenolazi icin isil kararlilik egrisi
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3.10. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Kimyasallarin Etkisi

Enzim 6zitunin igerdigi PFO enzimine bazi genel PFO inhibitorlerinin etkisini
incelemek amaa ile sodyum metabisiilfit, sistein, askorbik asit ve benzoik asit
kimyasallarimin 100 mM’lik stok c¢ozeltileri
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri kullamlarak aktivite tayinleri yapildi. % Kalan aktiviteler
optimum sartlarda inhibitorsiiz olarak tayin edilen aktivite degeri ile kiyaslanarak
hesaplandi. Elde edilen degerler grafige gecirilerek /so degerleri tayin edildi (Tablo 7).

hazirlandi. Bu

Tablo 7. R. delica monofenolazi ve difenolazi Iso degerlerleri

Kimyasallar Monofenolaz Isy (mM) | Difenolaz I5, (mM)
Sodyummetabi stilfit 1,87 6,5
Askorbik asit 1,24 0,11
Benzoik asit 1,16 0,1
Sistein 1,78 0,5

inhibitorlerin  farklt




4. SONUCLAR VE TARTISMA

Enzimler biyolojik katalizorler olup canliligin vazgecilemez biyomolekilleridirler.
Enzim terimi bin sekizylizlU yillarin sonlarinda ortaya atilmis ve ginimuze kadar birgok
farkli organizmadan yuzlerce farkli enzim karakterize edilmistir. Gelisen teknolojiyle
birlikte enzimler, tiptan bircok sanayi dalina kadar farkli aanlarda kullamlmaya
baslanmistir. Gunumiizde hala degisik organizmalarda mevcut olan enzimleri inceleyen
arastirmalar devam etmektedir. Bu tir yeni enzimlerin ortaya c¢ikarilmasina yonelik
calismalar, farklh Ozelliklere sahip enzimlerin kesfi icin 6nem arz etmektedir.

PFO birgok hayvan, bitki, mantar ve bakteride bulunmaktadir. Bu enzimin aktivites,
bulundugu organizmaya ve ortam sartlarina bagl1 olarak degiskenlik gosterebilir. Bitkilerde
meyvenin ham veya olgun olmas bu enzimin katalizledigi reaksiyonu etkileyen bir
unsurdur (Duangmal, 1999).

Bu calismada Trabzon Ili Magka Ilgesi Liser yaylasindan toplanan Russula delica
mantar Orneklerine ait numunelerden hazirlanan ham Ozitte PFO enziminin varlig
karakterize edilmis ve kinetik veriler elde edilmistir. Elde edilen sonuclar bilinen diger
organizmalardaki PFO’lar ile mukayese edilmistir.

R. delica’dan hazirlanan ham Ozitteki PFO aktivitesini tespit etmek icin yapilan
dogal protein poliakrilamid jel elektroforezinde Ry degerleri sirasi ile 0,34 (koyu) ve 0,64
(soluk) olan iki bandin varligi gozlenmistir (Sekil 7). Bu durum ham enzim ¢zutiinde PFO
aktivites gosteren iki farkli izoenzimin veya substratin yikseltgenmesini saglayacak farkl
enzim aktivitelerinin varligint ortaya koymustur. Daha 6nce yapilan ¢calismalarda degisik
organizmalardan elde edilen PFO'lar icin iki ile dort arasinda farkli izoenzimin varligi
tespit edilmistir. Bunlardan bazilari; elma (Harel vd.,1965), muz (Oba vd.,1992), marul
(Heimdal vd., 1994), kusburnu (Sakiroglu vd., 1996), karayemis (Colak vd., 2005), déngel
(Dincer vd., 2002) (Macrolepiota mastoidea) mantar1 (Kolcuogu vd., 2007) ve (4.
kestanbolensis K1 ve K4T) bakterileridir (Yildirim vd., 2004).

Hayvansal kaynaklardan elde edilen PFO’ lar diger fenolik bilesiklere nazaran tirozin
ve L-34-dihidroksifenil alanine (L-DOPA) karst daha spesifik olmalarina ragmen,
mantarlar ve yuksek bitkilerden elde edilen enzimler ¢ok farkl: tirde monofenolik ve o-
difonelik bilesigi okside ederler (Lerch vd., 1995). Bu calismada denenen bitin difenolik
ve monofenolik substratlar olan katekol, 4-metil katekol (4-MK), L-DOPA, 3-(3,4
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dihidroksifenil)-propionik asit (DHPPA), trozin ve 3-(4-hidroksifenil)-propionik asidin
(PHPPA) R. delica’dan elde edilen ham o6zitteki PFO enzimi tarafindan yukseltgendigi
tespit edilmistir. En yuksek aktiviteler, monofenolik substrat olarak PHPPA ve difenolik
substrat olarak 4-MK varliginda gozlenmistir (Tablo 4). Baz1 kaynaklardan elde edilen
PFO enziminin farkli substratlara kars1 % bagil aktiviteleri Tablo 8 de verilmistir. Bu
bilgiler degerlendirildiginde R. delica’dan elde edilen PFO enziminin, bitkiler,
mikroorganizmalar ve makromantarlar gibi bircok farkli kaynaktan elde edilen PFO’lara
benzer olarak hem monofenolaz hem de difenolaz aktivitesine sahip oldugu sonucuna
varilmustir (Jolivet vd., 1995; McMahon vd., 2007; Kolcuogu vd., 2007).

Tablo 8. Farkli kaynaklardan elde edilen PFO’larin bazi substratlara karst % bagil

aktivitel eri
% Bagil Aktivite
Substratlar | Elma' Seftali’ Uziim® | (M. mastoidea)* | Trametes sp.’
Tirozin 3 0 0 18 0
p-kresol - 0 0 - 11,7
PHPPA - - - 100 -
4-MK 181 103 74 100 128
K atekol 100 100 59 66,8 119
L-Dopa - 23 5,4 135 29,8
K atesin 54 539 21 - 100
Kafeik asit - 7 100 - 150

(*Zhou vd.,1993; 2Flurkey ve Jen,1980; 3Lee vd.,1983; *Kolcuoglu vd., 2007; *Matoda, 1999).

Enzimlerin optimum pH degerleri; ekstraksiyon metodu, sicaklik, substratin yapig,
kullanmlan tampon sistemi gibi bircok deneysdl degiskenden etkilenir (Whitaker vd., 1994).
R. delica’ dan hazirlanan ham enzim 6zittindeki monofenolaz (PHPPA substrati varliginda)
ve difenolaz (4-MK substrat: varliginda) aktiviteleri icin optimum pH degeri 5,0 olarak
bulunmustur (Sekil 8 ve 9). Ayrica ham enzim Ozitinin sahip oldugu monofenolaz
aktivitesinin pH 8,0 civarinda ikinci bir pik géstermes 6zitte bulunabilecek izoenzimlerin
varligina atfedilebilir. Farkli organizmalardan elde edilen bazi PFO’lar icin optimum pH
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degerleri Tablo 9'da verilmistir. Buna gore, R. delica monofenolaz ve difenolazi: 6nceden

bildirilen monofenolaz ve difenolazlarla pH optimumu agisndan uygunluk gostermektedir.

Tablo 9. Farkli organizmalardan elde edilen PFO’ lar i¢in optimum pH degerleri

Enzim Kaynag Substrat Optimum pH
Elma’ 4-MK 3,5-4,5
Seftali? 4-MK 5
Uzum® 4-MK 35-4,5
Badem' 4-MK 5
Avokado’ 4-Hidroks anisol 5
Kusburnu® Katekol 8,5
p-kresol 5
Dongel’ Q-MK_ 55-7.5
Epikatekin 5.5
Terfezia clavery’ Tirozin 5
4-MK 4
M. mastoidead’ PHPPA 6
Trametes sp."° Katesin 5

(*Marques vd., 1995; ZFraignier vd., 1995; *Valero vd., 1988; “Fraignier vd., 1995; *Espin vd., 1997;
®Sakiroglu vd., 1996; 'Dincer vd., 2002; ®Carmona-Garcia F. vd., 2001; *Kolcuoglu vd., 2007; *°Matoda S.,
1999)

R. delica mantar numunelerinden elde edilen ham enzim 6zitu farkli pH’larda 4
°C'de 24 saat inkibasyona birakildiginda, PHPPA substrati varliginda enzim 6zattnin
denenen bitin pH’larda aktivitesini blyidk oranda korudugu ve dolayisyla enzim
Ozutunin icerdigi monofenolaz aktivitesi agisindan yiksek pH kararliligina sahip oldugu
gbzlenmistir (Sekil 16). 4-MK substrat: varliginda ise, enzim 6zitinin 24 saat sonunda
optimum pH civarinda (pH 5,0 ile 6,0) ve hafif bazik pH’larda( pH 8,0 ile 9,0) baslangi¢
aktivitesini biyik oranda korudugu, pH 7,0 ve pH 3,0'de ise bu aktiviteyi yaklasik % 50
oraninda kaybettigi tespit edilmistir. Genel olarak difenolaz aktivitesinin de 4 °C’ de 24 saat
inklibasyon sonunda ¢ok ciddi oranlarda kaybolmadig: tespit edilmistir (Sekil 17).

Sicaklik enzim aktivitesini etkileyen 6nemli bir baska faktordir. Distk sicakliklarda
reaksiyonlar, reaktantlarin kinetik enerjileri distk oldugundan disik hizlarla gerceklesir
(Lehninger vd., 1993). Ancak yuksek sicakliklarda enzimlerin G¢ boyutlu yapilar
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bozulabilir ve enzimler denattire olabilirler. Sicakliktaki degisim aynm zamanda reaksiyon
ortamindaki ¢o6ztUnmis oksijen miktarinda da degisime neden olarak PFO aktivitesini
etkiler (Whitaker, 1994). Yapilan calismalar sonucunda R. delica’ dan elde edilen enzim
scaklik degeri 30 °C olarak belirlenmistir (Sekil 10 ve 11). Tespit edilen bu scaklik
araigi, makromantarlar veya bitki dokularindan elde edilen enzimler igin uygun
degerlerdir. Ayrica difenolaz aktivitesinin 40-50 °C arasinda da yiksek degerde ¢iktigi
gozlemlenmistir. R. delica PFO’su literatirde rapor edilen bir cok sebze, meyve ve mantar
PFO’su ile optimum sicaklik agisindan benzerlik gostermektedir (Heimdal vd., 1994; Y ang
vd., 2000; Colak vd., 2006; Kolcuoglu vd., 2007).

Enzim 6zatinin PHPPA substrati valiginda ve 60 dak sonunda 10-30 "C sicaklik
araliginda baglangi¢ aktivitesini % 90 oraninda korudugu, 40 °C sicaklhikta 60 dak sonunda
baslangi¢ aktivitesini % 75 oranda kaybettigi veileri sicakliklardaise baslangic aktivitesini
tamamen kaybettigi tespit edilmistir. 4-MK substrati varliginda ve 60 dak sonunda enzim
OzUtUnln 10-30 °C sicaklik araliginda baslangi¢ aktivitesini % 90 oraninda korudugu, 40 -
50 °C sicakliklarda % 50 oraminda kaybettigi, 60—70 °C sicaklilarda ise baslangic
aktivitesini tamamen kaybettigi tespit edilmistir (Sekil 18 ve 19). Inkiibasyon sicaklig ve
stresinin artmast ile enzimin aktivitesini kademeli olarak kaybetmesi, sicakligin etkisi ile
enzimin U¢ boyutlu yapianda negatif degisimlerin olmasiyla iliskilendirilebilir (Duangmal
vd., 1999; Jiang vd., 1999; Ardlan vd., 1998).

Her bir substrat varliginda monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri igin cizilen
Lineweaver-Burk egrilerinden hesaplanan enzimin substrata ilgisinin bir gosterges olan
Km (Sekil 14 ve 15) ve hesaplanan (Vmas/Km) degerleri dikkate alindiginda veya literatirle
karsilastirildiginda secilen substratlarin monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri icin son
derece uygun oldugu gortulmektedir. Ayrica, 4-MK gibi kiguk molekdl agirlikli o-
difenollerin difenolazlar icin etkili substratlar olduklar da belirtilmektedir (Duangmal vd.,
1999; Perez-Gilabert vd., 2000; Dincer vd., 2002; Yildirim vd., 2004; Kolcuoglu vd.,
2007).

Mantarlarin olgunlasmas: ve islenmesi esnasnda meydana gelen enzimatik
esmerlesme, mantar endistrisinde de ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bunu
Onlemek amaayla en sik basvurulan yol inhibitdrlerin kullammidir. Y akin zamana kadar
bu amagla inhibitdr olarak SO, kullanilmis ancak insan sagligina verdigi zararlardan dolay1

tiol grubu iceren bilesikler gibi aternatifler denenmeye baslanmis ve olumlu sonuclar
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alinmigtir (Eskin vd., 1971; Kim vd., 2000). Bu calismada bircok bitki PFO'su igin
inhibitdr olarak denenen sodyummetabisiilfit, benzoik asid, sistein ve askorbik asid
R. delica’ dan hazirlanan ham Ozutteki PFO enzimi icin de denenmis ve her bir inhibitor
icin /5o degerleri hesaplanmustir (Tablo 7). PHPPA substrati varliginda en iyi baglanma
ilgis benzoik asit ve askorbik asitte gbzlenmistir. 4-MK substrat1 varliginda ise benzoik
adit, askorbik asit ve sisteinin en iyi baglanmailgisine sahip olduklart gozlenmistir. Ayrica
bu calismada daha 6nceden PFO aktivitesi tzerine etkileri oldugu rapor edilen bazi meta
iyonlartnin (Yildirim vd., 2004; Kolcuoglu vd., 2007) R. delica’dan hazirlanan ham
Ozitteki PFO enziminin monofenolaz ve difenolaz aktivitderi  Uzerine etkileri
incelenmistir (Tablo 5 ve 6). Hg®" iyonu monofenolaz aktivitesini inhibe ederken, diger
iyonlarin farkli oranlarda aktivasyona neden olduklar,, Ca'? iyonunun ise aktiviteyi
etkilemedigi gdzlenmistir. K*, Ca*? ve Cu* iyonlan difenolaz aktivites izerinde bir etki
gostermezken, diger iyonlar degisik oranlarda inhibisyona neden olmustur. Metal iyonlar
farkli koordinasyon sayilarina, yaptiklar: bilesiklerde farkl: koordinasyon geometrisine ve
Lewis asidi potansiyeline sahip olabilirler. Bu yizden proteinler karsisinda farkl: ligand
Ozellikleri gosterebilirler. Buna ilave olarak aktivasyona ve inhibisyona sebep olma gibi
farkli durumlar, metal iyonlarimin proteinlerin farkli bolgelerine baglanmalari sonucu
enzim yapian farkl sekilde etkileyebilmelerinden de kaynaklanabilir (Di Tusavd., 2001).
Batun sonuclar degerlendirildiginde, bu mantarda PFO enziminin mevcudiyeti hem
elektroforetik hem de spektrofotometrik olarak ortaya konulmustur. Genel olarak elde
edilen sonuclar literatirlerdeki PFO’larla benzer degerlerde olup endustriyel agidan
Ozellikle monofenolaz aktivitesinin pH kararlihiginin 24 saat boyunca korunmas: ve
difenolaz aktivitesinin 1sil kararliliginin 60 dak inkibasyon sonucu 50 °C’ye kadar % 60

oraminda korunmasi dikkat ¢ekici 6zelliklerdir.



5. ONERILER

Enzimler doganin katalizorleridirler ve dolayisyla enzimsiz bir hayatin var olmasi
dustintlemez. Bu ylzden enzimlerin 6zelliklerinin ve davranis bigimlerinin yaklasik 200
yildir inceleniyor olmas slrpriz degildir. Endustride enzim kullammminin giin gectikce
yayginlasmasi, ¢ok degisik kaynaklardan enzimlerin saflastinlmas: ve karakterizasyonunu
da beraberinde getirmektedir.

PFO enziminin sebep oldugu esmerlesme reaksiyonlar: gidalarda gorunt, lezzet ve
besinsel degerlerinin kaybina sebep olmakta ve ciddi anlamda ekonomik kayiplara yol
acmaktadir. Enzimatik esmerlesmenin derecesi aktif tirozinaz konsantrasyonuna, fenolik
bilesiklere, oksijen varligina, pH'ya ve dokulann sicakligr gibi sartlara baglidir.
Gunimizde PFO enzimini inaktive etmek amaciyla gincel olarak kullanilan ticari
yontemler mevcuttur, ancak bu yontemler de gidalarda bazi istenmeyen etkilere sebep
olmaktadir. Bu ylzden gdalarda istenmeyen kararma reaksiyonlariin onlenmesi
noktasinda PFO enzimlerinin incelenmesi, yapi ve mekanizmalarimin aydinlatilmasi
gunumuzde bir ihtiyag olmustur. Ayrica PFO, sentez reaksiyonlarinda, tipta, atik sulann
temizlenmesi ve biyosensor tasarimi gibi bir¢cok alandakullaniimaktadr.

Gergeklestirilen bu calismada Russula delica’ dan hazirlanan ham ¢ziitte PFO enzimi
hem monofenolaz hem de difenolaz aktivitesi agisindan incelenmistir. Elde edilen sonuclar
literatUrdeki degerlerle paraellik gostermekle beraber monofenolaz aktivitesinin pH
kararliligi ve difenolaz aktivitesinin 1al kararliligi dikkat ¢ceken noktalar olarak ortaya
Gikmustur.

Bundan sonra yapilabilecek olan calismalar, ham 6zitte karakterize edilmis olan PFO
enziminin saflagtirlmasi ve ileri derecede karakterize edilmes, cesitli kimyasal maddeler
mevcudiyetinde davranisinin incelenmesi ve inhibisyon mekanizmalarinin ayrintili bir
sekilde ortaya konmasi seklinde siralanabilir. Bunun yanminda, organik ¢6zUcu
ortamlarindaki kararlilig: ve kimyasal sentez reaksiyonlarinda kullanilabilirligi de ayrintil
bir sekilde ele alinabilir.
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