KARADENIZ TEKNIK UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

YOMRA ELMASINDAN (Malus sylvestris) ELDE EDILEN POLIFENOL OKSIDAZIN
MONOFENOLAZ VE DIFENOLAZ AKTIiVITELERININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Zehra CAN

HAZIRAN 2010
TRABZON



KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

YOMRA ELMASINDAN (Malus sylvestris) ELDE EDILEN POLIFENOL OKSIiDAZIN
MONOFENOLAZ VE DIFENOLAZ AKTIVITELERININ INCELENMESI

Zehra CAN

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiince
“Yiiksek Lisans (Kimya)”
Unvam Verilmesi I¢in Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : 01.06.2010
Tezin Savunma Tarihi :23.06.2010

Tez Damismani : Doc¢. Dr. Sevgi KOLAYLI /(Z;L
S/ V

Jiiri Uyesi  : Dog. Dr. Ahmet COLAK /| . (5’(//(51
Jiiri Uyesi : Do¢. Dr. Ahmet ALVERM

Enstitii Miidiirii : Prof. Dr. Salih TERZiOGLU

Trabzon 2010



ONSOZ

Yomra Elmasi (Malus sylvestris) polifenol oksidaz enziminin monofenolaz ve
difenolaz aktivitelerinin calismasi Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans tezi olarak hazirlanmstir.

Yiiksek Lisansa tez danmismaliimi istlenerek c¢alisma sirasinda hosgoriisiini ve
bilgisini benden esirgemeyen degerli danisman hocam, sayin Dog¢. Dr. Sevgi
KOLAYLTI’ya, ¢alismanin baslangicindan bitimine kadar 6nemli katkilar saglayan sayin
hocam Yrd. Dog¢. Dr. Barbaros DINCER’e ve degerli hocam saym Dog¢. Dr. Murat
KUCUK ’e tesekkiirii bir borg bilirim. Maddi, manevi her zaman yanimda olan ¢ok degerli
arkadaslarim Ars. Gor. Hiiseyin SAHIN ve Zeynep ISKEFIYELI’ye sonsuz tesekkiirler.
Ayni zamanda Biyokimya Arastirma Laboratuar1 Ars. Gor. Esra ULUSOY’a ve Ogr. Gér.
Ozlem TARHAN a tesekkiir ederim.

Tiim hayatim boyunca benim yanimda olan ve benim en biiyiikk destek¢im olan

degerli aileme sonsuz tesekkiirler.

Zehra CAN
Trabzon 2010

II



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ ...ttt II
TCINDEKILER ..ottt ettt ettt ettt ettt ee et esenennas 11
OZET ..ottt \Y
SUMMARY .ttt ettt ettt b ettt e bttt ettt et bt e b ennes VI
SEKILLER DIZINI .....ooiiiiiiioieeceeeeeeeeee et VII
TABLOLAR DIZINI.....oiiiiiiiiiiiinciiiciieiiecie e IX
SEMBOLLER DIZINI ..ot X
. GENEL BILGILER.....coouuuiiiiiiieieiiciieiieeeesie s 1
I1.1. GITES 1ttt ettt ettt e et e e e ettt e e e e eaae e e e eeaaeeeeeetaeeeeeaataeaeeettaeeeeanraeeeeaanraeaeeannees 1
1.2. Yomra Elmasi ve Elmalar Hakkinda Genel Bilgi ..........cccooeeviiiiiiniiiiiiiiiciiee 3
1.3. Esmerlesme Reaksiyonlart ........c.ccccvieeiiiiiiiiiieiieeciieeee e 5
1.3.1. Enzimatik Olmayan Esmerlesme Reaksiyonlart........ccccoceveevenieninniniencnnennene. 5
1.3.2.  Enzimatik Esmerlesme Reaksiyonlari............cccoocveeviieniiiiiiiniiniiciecieceeee e 7
1.4. Polifenol Oksidaz ve Bulundugu Organizmalar.............ccccevveevieiieniinennenicneennenn 8
1.5.  Polifenol Oksidazin Biyokimyasal OzelliKIeri..............cccocoeveveverereeeeereeeereeeennee, 11
1.6. Polifenol Oksidazin Substratlari...........cooceeriieiieniiieienie e 14
1.7.  Polifenol Oksidazin INhibiSyonU.............cccoevevrieieieeeeeeeeeeeeeeeee e, 18
1.8. Enzim Aktivitesinin Tayin Metodlart ...........cocceeviiiiiiiiiienieeeeee, 19
1.9. Calismanin AmAact Ve ONEIM ........ouvveeieeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeee et 20
2. YAPILAN CALISMALAR ..ottt 22
2.1. IMALETYAL ..ottt et e e e ee e nareeens 22
2.1.1. Kullanilan CIhazlar ...........coocooiiiiiiiieee et 22
2.1.2.  Kaullanilan Kimyasal Maddeler .............cccueviieriieeiieiiecieeiieceeeee e 22
2.1.3.  Kaullanilan Cozeltiler ve Tamponlar...........cccocceeiiiiiiiiiiiniiiiee e 23
2.2 Ham Ekstragin Hazirlanmast ............cccveviiiiiiiieiiieiecieeeecee e 26
2.3. Protein TAYINT ...ceeuieiiiieiieiie ettt ettt et ee e e e 26
2.4. Dogal Poliakrilamid Jel EleKtroforezi..........cceeveevieriiiciieniieiiecie e 26
2.5. Substrat ve Coomassie Brillant Blue R- 250 Boyanmasi........c..ccoceevevieneeniennenne. 27
2.6. Polifenol Oksidaz AKtiviteSi TayiNi.......ccceereeeciieniieeiienieeieenee e see e 28
2.7. Optimum pH ve Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesi ..........cccoceevevviniininncnncnnns 28

III



2.8.  Farkli Substratlar Icin Optimal Sartlarda Polifenol Oksidaz Kinetiginin

INCRLIENMESI ...ttt et ettt et ebeeseeeenbeens 29
3. BULGULAR ..ottt 30
3.1. Uygun Ekstraksiyon Cozeltisinin Belirlenmesi ..........ccceeceveeneiiinicninicnicncenns 30
3.2. Protein Tayini ve Dogal Elektroforeze Ait Bulgular..........cccoccovvveniiviininninnenene 30
3.3. Optimum pH Degerlerinin Belirlenmesine Ait Bulgular............coccooeiininninins 31
3.4. Optimum Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesine Ait Bulgular............c..cccccovenneen. 34
3.5. Yomra Elmast PFO’su ile Tlgili Kinetik Veriler ...........ccccoovrvevruerereererriereeeennans 37
3.5.1. Monofenolaz Aktivitesi ile I1gili Kinetik Veriler..............ccocovevvvrvevererererieerenennnnn. 37
3.5.2. Difenolaz Aktivitesi ile Ilgili Kinetik VEriler ............cccoovruevevrvevereeieieeecerennanns 40
3.6.  PFO Inhibisyon Kinetik Verileri............cocooiiuiviivieoreeeeeeeee e, 43
3.6.1. PFO Sodyum metabisiilfit InhibiSyOnU..........ccoceooiueveiuereiieeieiecieiceeeeee e 44
3.6.2.  PFO Askorbik Asit INhibiSYONU..........covivevieieieiieeeeeeeeeeee e 45
3.6.3. PFO Sodyum Azid INhibiSyOonU ...........ccccoeevevrueviiieiceeieeeieeeeeesesee e 47
3.6.4. PFO Benzoik Asit INhibiSYOnU ........cocooviviveviieieieeeeeeeeeeeeeeeee e, 48
4. TARTISMA ve SONUCLAR ..ottt e 51
5. ONERILER .....cooouiuiiiiiieiieeieieie ettt 54
6. KAYNAKLAR . ..ottt 55
OZGECMIS

IV



OZET

Bu ¢alismada, Trabzon ilinin endemikleri arasinda yer alan Yomra Elmasi (Malus
slyvestris) meyvesinden hazirlanan ekstraktta polifenol oksidazin (PFO) monofenolaz ve
difenolaz aktiviteleri ve c¢esitli biyokimyasal ozellikleri incelenmistir. Monofenolaz
aktivitesi  3-(3,4,hidroksifenil) propiyonik asit (MHPPA), L-tirozin monofenolik
substratlar1  ve difenolaz  aktivitesi de katekol, 4-metil katekol, L-DOPA
(dihidroksifenilalanin), difenolik substratlar1 varliginda belirlenmistir. Her bir substrat i¢in
PFO’un en iyi calisacagi pH ve sicaklik degerleri tespit edilmistir. Yapilan kinetik
calismalar sonucunda Yomra Elmast PFO’sunun basit Michaelis-Menten kinetigine
uydugu ve difenolaz aktivitesinin en yliksek derecede katekol substratina ilgi duydugu ve
bu substrat ilgisinin sirasiyla 4-metil katekol ve L-DOPA’nin izledigi, monofenolaz
aktivitesi ic¢in ise sirastyla MHPPA, L-Tirozin seklinde oldugu belirlenmistir. Ayrica
askorbik asit, sodium azid, sodium metabisiilfit ve bezoik asit gibi genel PFO
inhibitorlerinin enzim aktivitesini 6nemli derecede inhibe ettigi tespit edilmistir. Tiim bu
veriler Malus slyvestris mevcut olan PFO’mn diger bitki PFO ile ayni benzer 6zelliklere
sahip oldugu desteklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Polifenol Oksidaz, Monofenolaz, Difenolaz, Yomra Elmasi, (Malus
Syvestris)



SUMMARY

Investigation Monophenolase and Difenolase Activities of Polyphenoloxidase from
Yomra Apple (Malus sylvestris)

In this study, polyphenol oxidase (ppo) activity in the extracts prepared from
Yomra Apple (Malus Syvestris) was investigated in detail from the point of biochemical
data. 4-methyl catecol, catecol, dopa (dihidroksifenilalanin), MHPPA3-(3,4,hidroksifenil
propiyonik asit), and activity was linear up to 0,05 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 kinetic with
the greatest degree of affinity for catecol and the order of affinity was displayed to be
catecol> 4- methyl catecol> MHPPA > L-Tirozin> L-Dopa. Moreover, the four of the
prevelant inibitors, of PPO enzymes, ascorbic acid, sodium azide, benzoic acid and sodium
metabisulfite, all inhibited the activity very effectively. All the support the presence of a
activity in Malus Syvestris having similar properties to other polyphenol oxidases.

Key Words: Polyphenoloxidase, Monophenolase, Diphenolase, Yomra Apple, Malus
slyvestris
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Birgok besinlerin dokularinda, toplama ve depolama esnasinda, carpma, kesme,
dilimleme ve kabuk soyma gibi fiziksel islemler sonucunda saridan kahverengine kadar
gelisebilen renk degisimleri meydana gelir. Esmerlesme veya kararma olarak bilinen bu
renk degisimleri fenolik bilesiklerin kinonlara oksidasyonuyla sonug¢lanan ¢ok yaygin
olarak bilinen bir olaydir. Esmerlesme genellikle fenolik bilesiklerin kinonlara
oksidasyonu ve takibende bu reaktif ara Triinler enzimatik olmayan oksidasyon
reaksiyonlariyla hizli ve kolay bir sekilde polimerleserek koyu renkli ve suda az ¢oziinen
melanin olarak bilinen pigmentlerin olugsmasiyla son bulan bir takim reaksiyonlar zinciridir
(Whitaker, 1972; Friedman, 1996; 1997; Laurila vd., 1998). Bu kahverengi pigmentin
olusumu bir dereceye kadar istenir, ancak ¢ogu kez bu oksidasyon islemleri istenilen
seviyede durdurulamadiklarinda 6zellikle besinlerin depolanmasi ve endiistriyel olarak
islenmesi sirasinda besinlerin duyusal ve besinsel 6zelliklerinde degisimlere sebep olurlar.
Bu genelde besinin renk, koku ve besin degerinde istenmeyen degisimler seklinde ortaya
cikarlar. Bunlarda besinin, hem besinsel degerini hem de ekonomik degerini azaltir
(Whitaker ve Lee, 1995).

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlar1 bitkinin tiiriine, yetistigi bolgeye ve bitkinin
olgunluguna gore degisim gosterirken esmerlesmenin rengi ise ortamdaki mevcut fenolik
substratlarin tiiriine bagl olarak farklilik gostermektedir. Bunun yaninda esmerlesmeyi
etkileyen en onemli faktorler; pH, sicaklik, dokularda bulunan oksijen miktar1 ve aktif
polifenol oksidaz (PFO) konsantrasyonu seklinde siralanabilir (Mayer ve Harel, 1981,
1991, Lee, 1992 Fragnier, Marques, Fleuriet ve Macheix,1995,Yoruk ve Marshall,2003).
Bu faktorlerden birinin ortamdan uzaklastirilmasiyla, enzimatik esmerlesme reaksiyonlari
durdurulabilir veya kontrol edilebilir.

Meyve ve sebzelerden fiiretilen bir¢ok {iriiniin enzimlerin rolii olmadan, 6zellikle 1s1
etkisi ile artan bir esmerlesmeye ugradiklar1 gézlenmektedir. Kurutulmus triinlerde renk
esmerlesmesi daha ¢ok enzimatik olmayan bir yolla meydana gelmektedir. Esmerlesme
olayi, liretim sirasinda uygulanan 1s1l islem sonucu olustugu gibi depolama sirasinda da

yavas bir hizda devam etmektedir. Buna gore bu tip esmerlesme reaksiyonlari 1s1 ile



siddetlenen ve diisiik sicakliklarda zamana bagli olarak siirekli artan bir olaydir (Wetherilt
ve ark., 1992).

Enzimatik olmayan esmerlesme olarak bilinen renk degismeleri, aminoasitlerle
indirgen sekerler arasinda meydana gelen Maillard reaksiyonu olarak da bilinen bir dizi
reaksiyonun sonucudur ve oksijensiz ortamda da yiiriiyebilir. Koku ve renkte bir
tyilestirme saglayan bu reaksiyonlar lezzet endiistrisinde olduk¢a onemlidir. Olayin ilk
asamasinda, amino grubu, sekerin indirgen hidroksil grubuna baglanarak N-glikozitleri
olusturmaktadir. Bunu izleyerek gelisen karmasik polikondensasyon olaylari sonucunda,
esmer renkli "melanoidin" adi verilen bilesikler olusmaktadir. Enzimatik olmayan renk
bozulmalari, 1s1, 151k, metaller ve oksijen gibi faktorlerin etkisiyle meydana gelmektedir
(Cemeroglu ve Acar, 1986; Bolin ve Steele, 1987).

Besinlerde esmerlesme denildigi zaman, genellikle besinin iiretiminden olusum
stirecine kadar, esmerlesmenin zararlt etkileri belirtilir. Ancak bazi enzimatik esmerlesme
reaksiyonlari, besin i¢in ¢ok faydalidir. Cay, kahve ve kakao, birg¢ok iilke i¢in olduk¢a
onemli Uriinlerdir (Ensminger vd., 1995). Siyah ve yesil cay ile kakaonun renk ve tat
gelisimi, 6zellikle fermentasyon ve kuruma déneminde enzimatik esmerlesmeye baglhdir.
Ayrica, liziim, erik, hurma ve incir gibi bazi meyvelerin kurutulmasiyla, karakteristik sar1
veya kahverengini almalar1 da enzimatik esmerlesmenin bir sonucudur.

Polifenol oksidazlarin, bocek ve mikroorganizmalarin bitkilere saldirmasini ve ¢iiriik
olusumunu Onlemede anahtar fizyolojik rol oynadigi disiiniilir. Meyve ve sebzeler
olgunlastiklar1 zaman, onlarin fenolik bilesenlerinde meydana gelen azalmadan dolayz,
hastaliklara karsi hassasiyetleri artar. PFO, fenolik bilesiklerden kinonlarin olusumunu
katalizler ve olusan kinonlar, polimerizasyon reaksiyonlariyla polimerlesirler. Bu
polimerlesme, antibakteriyal ve antifungal aktivite gdsteren melaninlerin {iretilmesiyle
sonuglanir. Olusan bu melaninler, ayn1 zamanda sebze ve meyvelerin saglikli kalmasina
yardime1 olur (Marshall vd., 2000).

Enzimatik esmerlesme sonucunda olusan melaninlerin, antibakteriyal, antikanser ve
antioksidan ozelliklere sahip olmalari, arastirmacilarin enzimatik esmerlesmeye biiyiik bir
ilgi duymasina neden olmustur. Esmerlesme reaksiyonlarinin yan etkilerini ortadan
kaldirmak ve yararli olan esmerlesme reaksiyonlarini optimize etmek ig¢in, besinlerin
bilesimindeki degisimlerin, besinsel ve toksikolojik a¢ilardan tanimlanmasi ve bu arzu
edilmeyen yonlerin durdurulmasima ihtiyag vardir. Besinlerde ayni anda birden fazla

esmerlesme isleminin meydana gelmesi mimkiindiir. Bu nedenle, ¢esitli bitkilerdeki



esmerlesme olaylarin ortaya konulmasi, etkilerinin anlagilmasi ve ¢éziimler bulunmasi,
hem insan beslenmesi hem de saglik agisindan, olduk¢a Onemlidir. Enzimatik
esmerlesmenin dnlenmesinde ise en gegerli yontem, PFO aktivitesinin kontrol edilmesidir.
Bu nedenle, enzim aktivitesine etki eden parametrelerin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir.
Meyve ve sebzelerin islenmesi sirasinda uygulanan prosesleri en aza indiren, uygun yeni
teknolojilerle birlikte, meyve ve sebzelerin kisi basina diisen tiiketimindeki artis, birgok

tilke i¢cin ekonomik yararlar saglayacaktir (Labuza, 1992).

1.2. Yomra Elmasi ve Elmalar Hakkinda Genel Bilgi

Yomra Elmasi Rosacea familyasinin malus cinsine ait Malus sylvestris tiiriiniin bir
kiiltiivaridir. Yomra Elmasi adin1 da aldigi Dogu Karadeniz Bolgesinin Trabzon ili Yomra
ilgesi ve ¢evresinde yetismektedir. Yomra Elmast Trabzon ilinin endemik tiirleri arasinda
yer almaktadir. Elma giiz mevsiminde (Kasim) olgunlasip, tiiketilmektedir. Elma hasat
edildikten sonra uzun siire saklanilabilmekte ve bu saklanma siiresi boyunca lezzet
kazanmaktadir. Ayrica elmanin ¢ekirdegi olgunlasma evresine dogru kaybolmaktadir.
Yomra Elmasi hakkinda literatiirlerde ve yazili belgelerde heniiz ayrintili bir bilgi
bulunmamaktadir. Ama gilinimiizde elmalarin yetistiriliciligi, kimyasal igerikleri,
biyokimyasal oOzellikleri ve saglik acgisindan yararlar1 ile ilgili birgok literatiir
bulunmaktadir.

Yomra Elmasi sekil olarak sap kisimlarindan basik, ortadan siskince oldugu
bilinmesine ragmen sekli diizgiin olamayan bir¢cok elmalara da rastlanmaktadir. Dis renk
glineslenmeye bagli olarak yesil iizerinde gizli benekli kirmizi, bordo, turuncu, sari
karisimi bir goriinimdedir. Elmanin tadi mayhos olup olgunlukla beraber tat artmakta ve
meyve eti de yumusamaktadir. Sap cukuru ve c¢icek ¢ukuru da derindedir. Cigekler 5
canak, 5 tag, 15-20 erkek organ ve 5 bolmeli yumurtaliktan olusur. Partenokarpiye egimli
oldugundan olgunlagma siiresince ¢ekirdegi erimektedir. Yapilan aragtirmalarda yiiksek
oranda c¢ekirdeksizlik saptanmistir. Yomra elmasi bitkisi yavas gelisme gostermektedir. Bu
durum da poliploidi ile alakali oldugunu diisiindiirmektedir. Halk arasinda yomra elmasi
olarak da tabir edilen elma, yasli ve hastalikli insanlara sifali olduguna inanildig1 igin
hediye edilmektedir (Her Yoniiyle Yomra).

Endiistriyel yonden gelismis iilkelerde iki Onemli hastalik c¢ok yaygin olarak

rastlanmaktadir. Bunlar, kalp ve damar hastaliklartyla kanser hastaliklaridir. Bunlarin



ortaya c¢cikmasinda onemli sebeplerin basinda yasam bi¢imi ve beslenme aliskanliklari
gelmektedir. Bu etkili azaltmada en biiylik yardimci olarak meyve ve sebzeler gelmektedir.
Bu meyvelerden biri olan elmay1 ele aldigimizda faydalar1 oldukga fazladir. Elma suyunun
antioksidan etkisi en fazla olan meyve sularindan biri oldugunu, “Kuercetin” adl1 giiclii bir
antioksidan iceren elma suyu saglikli beslenmede onemli bir yer tuttugu bilinmektedir.
Yapilan aragtirmalarda elma suyunun igerdigi antioksidan sayesinde hiicresel hasari
Onleyici potansiyel bir etkisi oldugu, bu etkinlik sonucunda LDL olarak bilinen kotii
kolesteroliin oksidasyonunu Onleyebildigi goriilmiistiir. Buna bagli olarak goriilen yiiksek
tansiyon ve ritim bozuklugu goriilen hastalarda olumlu etki gosterdigi ve kalp krizi riskini
%24 oraninda diisiirdiigii ifade edilmistir. Ingiltere’deki Milli Kanser ve Tip Arastirma
Merkezi’nin her giin elma yeme aligkanligi olan 2 bin kisiyi kapsayan ve 77 yil siiren
aragtirmasi sonucunda, elma yemeyenlerin yiyenlere oranla kalp krizi riskinin daha ytiksek
oldugunu ortaya konmustur. Ayrica British Medical Journal adli tip dergisinde yayinlanan
arastirma sonuglarmma gore her giin basta elma olmak iizere meyve veya meyve suyu
tilketme aligkanlig1 olanlarda inme (felg) riski boyle bir aligkanligi bulunmayanlara oranla
%32 daha az oldugu belirtilmektedir.

Ayrica elma suyunun;

1- A¢ karnina igilen bir bardak elma suyu viicuttaki toksinlerin atilmasina yardimeci
oldugu,

2- Uykudan 6nce igilirse rahatlattigi ve uykuya geg¢isi kolaylastirdig,

3- Mide bulantisin1 engelledigi, sindirimi kolaylagtirdigi,

4- Gastritten kaynaklanan yanmalar1 hafiflettigi,

5- Bagirsaklari calistirdigi ve yumusattigi,

6- Enerji verdigi,

7- Cildi giizellestirdigi,

8- Rejim yapanlarin tath yeme arzusunu giderdigi,

9- Kalbi gii¢lendirdigi,

10-Idrar yollar1 sikdyetlerini hafiflettigi, bilinmektedir.

Ulkemiz sahip oldugu iklim ve ekolojik &zellikler bakimindan bazi tropik meyveler
disinda bir¢ok meyvenin yetismesine elveriglidir. Elmanin ana vatani, Anadolu’yu da i¢ine
alan Giiney Kafkaslardir. Ekolojik sartlarin uygunlugu ve gen merkezi olmasi nedeniyle
elma, yurdumuzun hemen hemen her yerinde yetistirilebilmekte olup en uygun kiiltiir

merkezleri, yabanisinin yayillma alanlarina paralel olarak, Kuzey Anadolu’da



bulunmaktadir. Kuzey Anadolu, Karadeniz kiy1 bélgesi ile I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu
yaylalar1 arasindaki, gecit bolgeleri de elmanin Onemli yetistiricilik alanlarii
kapsamaktadir.

Elma, igerdigi mineral besinler ve vitaminler bakimindan beslenmedeki Onemi
biiyliktiir. Taze elma meyvesinin %84'lini su teskil eder. Kuru madde igerisinde
karbonhidratlar, malik asit, proteinler, yagli maddeler, vitaminler, pektinler ve mineral
maddeler yer alir. Elmada bulunan A ve C vitaminleri ile, potasyum, kalsiyum,
magnezyum ve sodyum gibi elementler birleserek bir takim tuzlar1 olusturur. Bu tuzlarin
organik kisimlar1 yani organik asitler kanda enerji saglamak i¢in okside olduklar1 zaman,
geride baz teskil eden bilesenler kalir. Boylece elma, kandaki asit- baz dengesi iizerinde
olumlu bir etki yapar. Bitkiler kendilerini patojenler ve zararlilara kars1 korumak iizere cok
sofistike yontemler gelistirmislerdir ve dogada bir bitkinin hastalanmasi - patojen
populasyonunun biiytlikliigii diigtiniildiigiinde - ender bir olaydir. Ekolojik tarimda albenisi
ve verimi modern ¢esitler kadar yiiksek olmayan, ancak olumsuz kosullara, patojen ve
zararlilara kars1 nispeten daha dayanikli olan "eski" varyetelerin iiretimine devam edilmesi
tercih edilebilir. Ancak bu, ekolojik tarimin 1slah yoluyla verimi ve dayaniklilig1 arttirilmis
cesitlerden yararlanmayacagi anlamina gelmez. Albenisi az da olsa, dayanikli "eski" koy
cesitlerinin yetistirilmesi tercihi biyolojik cesitliligin siirmesine katkida bulunma ilkesini
de tagimaktadir.

Cesitlerin se¢ciminde dogal olarak yalniz dayaniklilik degil, vejetasyon siiresi, pazar
talebi, sertifikali tohum temininde kolaylik gibi faktorler de rol oynar. Dayanikli ¢esitlerin
kullanilmasiyla patojen ve zararlilarin populasyonlar belirli bir biiyiikliikte tutulabilir ve
boylelikle kimyasal savasima gerek kalmaz. Dayanikli ¢esitler patojen sporlarinin duyarl

cesitlere ulagsmalarini engelleyen bir bariyer olarak da yetistirilebilirler.

1.3. Esmerlesme Reaksiyonlar:

1.3.1. Enzimatik Olmayan Esmerlesme Reaksiyonlar:

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlar1 yaninda enzimlerin dogrudan etkisiyle ortaya
ctkmayan ve enzimatik olmayan esmerlesme seklinde tanimlanan diger tiir reaksiyonlar da
bu esmer pigmentin olusumundan sorumludur (Friedman, 1996; 1997). Enzimatik

esmerlesme reaksiyonlarma gore daha farkli ara iriinler ve farkli mekanizmalarla



gerceklesen reaksiyonlar Maillard reaksiyonlari olarak bilinir (Mauron,1981; Lee ve Nagy,
1988).

Proteinlerin, peptitlerin ve aminoaistler gibi amin grubu igeren biyomolekiillerin
karbohidratlarla olan ve 1s1 ile katalizlenen reaksiyonlar bu tiirden islemler. Ornegin,
undaki glutein ile glukozun reaksiyonu, laktalbumin ile siit tozunda bulunan laktozun
reaksiyonu ve serbest aminoasitlerin kizarmis patatesteki glukoz ile olan reaksiyonlar1 birer
ornek olustururlar. Bunun disinda in vivo protein-karbohidrat etkilesimleride soz
konusudur. Ornegin, diyabet hastalarda hemoglobin ile glukozun reaksiyonu, kataraktlarda
g0z lensi proteininin glukoz ile reaksiyonu séz konusudur. Bunun yaninda, proteinlerin
okside olmus yag asitleri ile gerceklestirdigi reaksiyonlar da 6nemlidir. Kazein adli protein

okside olmus linoleik asit ile boyle bir etkilesime girebilir (Friedman,1996; 1997).
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Sekil 1. Proteinlerdeki fonksiyonel gruplarla glukozun olusturdugu bazi Esmerlesme
Reaksiyonlar ara tirtinleri

Bu enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlari disinda 1s1 ile katalizlenen ve
heterohalkali aminler olusumu ile sonuglanan bazi reaksiyonlar vardir (Reaksiyon 2).
Sadece hayvansal besinlerde bulunan aminoasitler, karbohidratlar ve keratinin arasindaki

etkilesimlerle bu tiir islemleri gergeklesebilir (Friedman, 1996; 1997).
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Sekil 2. Heterohalkali aminlerin olusturuldugu esmerlesme reaksiyonlari ve iiriinleri
(R, X ve Y harfleri H veya metil grubu; Z ise CH veya N)

1.3.2. Enzimatik Esmerlesme Reaksiyonlari

Esmerlesme reaksiyonlari i¢inde en yaygin olarak rastlanan enzimatik esmerlesme
reaksiyonlaridir. Enzimatik esmerlesme reaksiyonlar1 genelde fenol bilesiklerince zengin
bitkilerde bulunur ve iki sekilde ortaya ¢ikabilir (Friedman, 1996; 1997). Bunlardan biri,
sebze ve meyvelerde bulunan polifenol bilesiklerin kinonlar1 vermek iizere PFO ile
katalizlenen oksidasyon reaksiyonlaridir. Bu reaksiyonlar sonucu olusan kinonoid
bilesikler, daha sonra enzimatik olmayan reaksiyonlarla kahverengi melanin pigmentlerine
polimerlesirler (Laurila vd., 1998). Normal sartlarda enzim hiicre icersinde oksijenle temas
halinde degildir, fakat meyve veya sebze kesildigi ya da zedelendiginde zaman, enzim
hiicre disina ¢ikarak molekiiler oksijen varliginda, bazi fenolik bilesiklerle reaksiyona girer
ve renkli bilesikleri olusturur (Lee vd., 1990; Valero ve Garcia- Carmona, 1998; Rocha
vd., 1998; Manzocco vd., 1999; Chang vd., 2000; Mathewson 2000).

Bir diger enzimatik esmerlesme reaksiyonu ise, fenolik bilesiklerden tliremis
kinonlarin, serbest aminoasit ve proteinlerle esmer polimeri olusturmasidir (Labuza vd.,
1992). Patateste ve kazein iceren karigik besinlerde, okside olmus klorojenik asidin kazein
ile olan reaksiyonlari, bu tiirden reaksiyonlaridir.

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlari, bitkinin ¢esidine, tiiriine, yetistigi bolgeye ve
meyvenin olgunluguna gore degisim gosterir. Enzimatik esmerlesmenin olabilmesi i¢in,
PFO, bitki vakuollerinde bulunan ve PFO’nun etkiledigi fenolik substratlar ve molekiiler
oksijenin bir arada bulunmasi gerekir. Ayrica, sicaklik ve pH gibi enzim aktivitesini
etkileyen sartlarin da uygun olmasi gerekir. Enzimatik esmerlesme reaksiyonlarinda olusan

ve ilk kilit madde olan o-kinonlar, renksiz bilesiklerdir ve bu kinonlar herhangi bir renk



bozulmasina sebep olmazlar. Ancak, olusan 0-kinon ve tiirevlerinden daha sonra dimerler
olusur ve olusan bu bilesikler daha biiylik molekiillii bilesiklere polimerize olurlar. Esmer
renkli olan bu polimerler besinlerde ki renk bozulmasina sebep olurlar (Mcweeny, 1974;

O’brein ve Morrissey, 1989).

1.4. Polifenol Oksidaz ve Bulundugu Organizmalar

Bakir iceren proteinlerin bir grubu olan polifenol oksidazlar, oksidorediiktaz sinifinin
bir {iyesi olup enzimatik esmerlesme reaksiyonlarinda énemli rol oynarlar (EC.1.14.18.1)
(Robb, 1984; van Gelder vd., 1997; Dincer vd., 2002). PFO oksijen varliginda iki farkli
reaksiyonu katalizleyebilir. Bunlardan birincisi, monofenolik bilesiklerin o-difenollere
hidroksilasyonu (monofenolaz aktivitesi), digeri ise, O-difenollerin o0-kinonlara
oksidasyonu (difenolaz aktivitesi) (Yang vd., 2000) dur. Monofenolaz ve difenolaz
aktiviteleri sonucu olusan kinonoid maddeler kahverengi, kirmiz1 veya siyah pigmentler
seklinde polimerlesirler (Whitaker, 1972; Friedman, 1996; 1997).

PFO, memeliler, mikroorganizmalar, meyve, sebze, mantarlar ve deniz {iriinlerine
kadar ¢ok genis bir filogenetik yelpazede bulunur. Buna ek olarak, baz1 toprak tiirlerinde,
glikoz oksidaz gibi oksidorediiktaz enzimlerinin yan1 sira PFO’nun varligi ve aktivitesi
bildirilmektedir (Sarkar vd., 1989; Mos’ko vd., 1992; Gul’ko, ve Khaziyev, 1993). Farkli
bitkilerin PFO igerigi, bitkinin tiirline ve yetistirilis bicimine gore degismektedir. Hatta
ayni organizmanin farkli organlarinda bile farkli karakteristik 6zellik gosterebilmektedir.
Enzimin bitki hiicrelerindeki yerlesimi, meyve ve sebzelerin olgunluguna, bitkilerin ise
tiirline ve yasia, baghdir (Harel vd., 1964; Tolbert, 1973; Stephens ve Wood, 1974;
Padron vd.,1975; Mayer, 1987).

Elmadaki PFO’in hem monofenolaz aktivitesi hemde difolaz aktivitesi ve bu
aktiviteye ¢ok cesitli inhibitorlerin etkisi incelenmistir (Nicolas, 1994). Monofenolaz
aktivitesi enzim izolasyonu islemlerine duyarli olmasindan dolay1 ekstraksiyon sirasinda
cok diisiik oranlarda ve NMR spektroskopisi ya da HPLC gibi teknikler yardimiyla tespit
edilmis, ancak son yillarda gelistirilen spektrofotometrik yontemlerle elmada aktivitenin
cesitli faktorlere bagimliligr izlenebilmistir. PFO Triton X- 114 deterjan ile izole edilip
kismen saflastirilmis ve kinetik karakterizasyonu sonucunda enzimin tek bir aktif bolgeye
sahip oldugu ve Kkatalitik islemler sirasinda iki farkli konformasyonu halinde

bulunabilecegi ileri siirtiilmiistiir (Espin, 1995).



Esmerlesme derecesinin c¢esitli meyve kiiltiirleri arasinda fenolik icerik ve PFO
aktivitesinde ki farkliliklara bagli olarak degistigi bilinmektedir. Seftali meyvesinin
gelisimi sirasinda tannin igeriginin ve ¢esitli fenolik substratlarin konsantrasyonunun
diizenli bir sekilde azaldig1 ve hasat donemine kadar bu seviyede kaldigi tespit edilmistir.
Bu bitkide PFO aktivitesi de fenolik bilesiklerin igerigine benzer bir degisim gdstermistir.
Yiiksek PFO aktivitesine sahip seftali kiiltiirlerinin yiiksek derecede esmerlesme hizina
sahip oldugu gozlenmistir (Lee, 1990).

Dongel (Mespilus germanica L.) meyvesinde ki PFO enziminin monofenolik ve
difenolik subtratlar icersinde en iyi substrat olarak 4-metil-katekol oldugu belirlenmistir.
Monofenolik substratlara kars1 dongel meyvelerinde ki enzimin zayif aktivite gosterdigi
belirlenmistir. PFO enzimin optimum pH’nin 7, optimum sicakligin 30 "C belirlenmistir. 4-
metil katekol i¢in Km degeri 26 mM, en iyi inhibitoriin sodyum metabisiilfit oldugu, Cu™,
Hg™, AI™ iyonlarinin difenolaz aktivitesini kuvvetlice inhibe ettigi belirlenmistir (Ayaz
vd., 2008).

Malatya kayisis1 (Prunus armeniaca L.) Tirkiye’de yetistirilen kayisi tiireleri
arasinda en iyisi olan Malatya kayisis1 depolanma esnasinda kararma olmakta ve buda
ticari olarak istenmeyen bir durumdur. Bu durum oksijen varliginda ve fenolik substratlar1
kinonik bilesiklere okside etmesiyle ortaya c¢ikmaktadir (Augusin vd., 1985). Degisik
substratlara karsi aktivite belirlenmis ve en iyi aktiviteyi katekol substratina karsi
gosterdigi belirlenmistir. Bu substrat i¢in K, degeri 6,6 mM, optimum pH’sin1 8,5 oldugu
belirlenmistir. Enzimin monofenolaz aktivitesine sahip olmadigi, askorbik asit ve 2-
merkaptoetanoliin bu enzim i¢in en iyi inhibitér oldugu belirlenmistir (Arslan vd., 1998).

Cesitli meyve kiiltlirleri arasindaki esmerlesme derecesinin PFO aktivitesindeki
farkliliklara ve fenolik igerigine bagli olarak degistigi bilinmektedir. Bu meyve
kiltlirlerinden seftalinin tanin igeriginin ve fenolik substratlarin konsantrasyonunun
meyvenin gelisimi sirasinda diizenli bir sekilde azaldigi ve hasat donemine kadar bu
diizeylerde kaldig1 tespit edilmistir. Seftalideki PFO aktivitesi de fenolik bilesiklerin
icerigine bezer bir sekilde degisim gostermistir. Yiiksek PFO aktivitesine sahip seftali
kiltiirlerinin yliksek derecede esmerlesme hizina sahip oldugu goézlenmistir (Lee, 1990).
Seftali disinda kayisi, erik, badem ve kiraz gibi meyvelerde de PFO’larin aktif ve inaktif
formlar1 Triton X—100 ile kismen izole edilmis ve enzimin maksimum aktivite gosterdigi
pH 4,0-5,5 degerlerinde oldugu tespit edilmistir. Sodyumdodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforez (SDS-PAGE) ile yapilan elektroforetik caligmalarla ve Western emdirme
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yontemiyle de elma ve fasulye yapraklarina karsi gelistirilen antikorlar kullanilarak bu
aktif ve inaktif formlar gézlenmis ve aktif formlarin temel bir formun proteolizi sonucu
olustugu gozlemlenmistir. Denatiirasyon sartlarinda temel aktif formalarin 63 ve 43
kDa’lik molekiil agirliklarina sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu sonuglardan farkli tiirler
arasinda PFO’larin biyokimyasal karakterleri acisindan bir¢ok temel benzerliklerin oldugu
ortaya ¢ikmistir (Fraignier, 1995).

Zeytinde goriilen kararmalar fenolik igerige ve PFO enzimin aktivitesine bagli olarak
degismektedir. Esmerlesme sonucu olusan renk, sofralik siyah zeytin igin istenilen bir
degisimdir. Polifenollerin oksidatif kararmasi, zeytinde bulunan enzimlerin (difenolaz)
veya zeytinde bulunmayan ve disaridan katilan metal katyonlarin katalitik etkisiyle
olugmaktadir (Garcia vd., 1996; Robards vd.,1999). Cukurova bolgesinde yetistirilen
Domat ¢esidi zeytinden izole edilen ve kismen saflastirilan PFO enzimin optimum sicaklik,
optimum pH, kinetik parametreler, termal inaktivasyon, inhibitorlerin etkisi gibi
biyokimyasal 6zellikler arastirilmis, substrat olarak 4-metil katekol kullanilmistir. Enzimin
Km degerinin 14,52 mM, V. degerinin ise 1,73 M/dk oldugu bulunmus. PFO aktivitesi
icin optimum pH degeri 4,5 optimum sicakligi 30°C olarak bulunmus. Cesitli inhibitorler
kullanilarak en diisiik inhibisyonun askorbik asit varliginda oldugu tespit edilmistir.

Yemeklik olarak tiiketilen fasulye esmerlesme reaksiyonlarima maruz kalarak
renginde degisim gosterir. Bu reaksiyonlar bitkinin besinsel degerinde bir kayba yol
actigindan, esmerlesme reaksiyonunun bu bitkide kontrol edilebilmesi i¢in saflagtiriimasi
ve karakterizasyonu yapilmaktadir. Yapilan ¢alismalar arasinda Ispir seker fasulyesinden
polifenol oksidaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiiriilmesiyle izole edilerek biyokimyasal
ozellikleri incelenmistir. Katekol substratt varliginda optimum pH’st 5,5 optimum
sicakliginin 40°C, Kpy degerinin 2,4875 M, Vpax degerinin 3,148 U ml'dak™ tespit
edilmistir.

Avokado bitkisinde monofenolaz aktivitesi tespit edilmis ve PFO hem suda ¢6ziiniir
hem de membrana baglh formlarda bulunmaktadir (Khan, 1980). Avokado monofenolaz
aktivitesi, aseton ile toz haline getirilen drneklerle hazirlanan ekstraktlar kullanilarak ve p-
kresol varliginda yapilan denemelerde oldukga diisiik oldugu gozlenmistir. Triton X—114
deterjan1 kullanilarak kismen izole edilip 4-hidroksi anisol substrati varliginda avokado
PFO enzimi karakterize edilmistir (Espin, 1997).

Patateste PFO aktivitesi saplarda diisiik seviyede olurken 6zellikle yumru, kok ve

hiicrelerde oldukg¢a yiiksek oldugu gozlemistir. Karakterize edilen PFO genlerinin pek
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cogu fotosentetik dokulardan izole edilmistir. Ancak bu enzimler fotosentetik olmayan
dokularda da bulunmaktadir. PFO tarafindan katalizlenen enzimatik esmerlesme 6zellikle
Solanum tuberosum (patates) yumrularinda ortaya ¢ikmistir (Corsini, 1992). Patatesden
izole edilen iki PFO geninin yaprak, cicek ve koklerde ifade edildigi, yumrularda
ekspresyon gozlenmedigi belirtilmistir (Hunt, 1993). Bununla birlikte, doku hasarini
takiben yumrularda da PFO aktivitesinin yiiksek diizeylerde oldugunu ve bunun
neticesinde enzimin bitki savunma sisteminde rol oynayabilecegi tespit edilmistir
(Thygesen, 1994).

Karayemis bitkisinin (Laurocerasus officinalis Roem.) heniiz olgunlagsmamis
meyvelerinde yapilan incelemede 3-(3,4-dihidroksifenil) propiyonik asit (DHPPA)

substrat: varliginda optimum sicakligin 40°C oldugu, optimum pH’m 5,0 oldugu ve alkali

pH’larda enzimin %80 aktivitesinin kayboldugu bulunmustur. Enzim aktivitesinin askorbat

ve metabisiilfite kars1 hassas oldugu gozlenmistir (Colak vd., 2005).

1.4. Polifenol Oksidazin Biyokimyasal Ozellikleri

Uluslararas1 Biyokimya Dernegi (IUB)’ne bagli enzim komisyonu tarafindan yapilan
siniflandirmada, biitin  FO’larin  yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarini
katalizledikleri icin, birinci simif enzim olarak adlandirilmistir. Bu siniflandirmaya gore
PFO, iki farkli aktivite gostermektedir ve bunlardan ilki, monofenollerin o-difenollere o-
hidroksillenme reaksiyonudur (E.C.1.14.18.1) ve enzimin bu aktivitesi, monofenolaz veya
kresolaz aktivitesi olarak tanimlanmistir. Bir diger aktivite ise, O-difenollerin 0-kinonlara
oksidasyonuyla olusan reaksiyondur (E.C.1.10.3.2) ve bu enzimin bu aktivitesi de
difenolaz veya katekolaz aktivitesi olarak tanimlanmistir (Fenol vd., 200; Espin vd.,2001;

Brooks vd.,2004) (Sekil 3 ve 4).
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OH OH
OH
monofenolaz
(tirosinaz)
(" "
H),N—CH—COOH H;N—CH-—COOH
Tirosin Dihidroksifenilalanin
(L-DOPA)
Sekil 3. Monofenollerin 0-hidroksilasyonu (Monofenolaz aktivitesi)
H
OH 0
difenolaz | Polimerlesme Melaninl
(katekolaz) clanmnier
G G
H2N—CH—COOH H2N—CH COOH
Dihidroksifenilalanin Dopakinon
(L-DOPA)

Sekil 4. o-difenollerin 0-kinonlara oksidasyonu (Difenolaz aktivitesi)

PFO ortalama 55-65 kDa molekiil agirligima sahip olup enzimde iki baglanma
bolgesinin bulundugu belirtilmistir. Patates, tiitiin ve mantarda bakir iceriklerinin %0,2- 0,3
arasinda degistigi bulunmustur. Taze hazirlanan enzim ekstraklarinda bakirin Cu(l)
seklinde oldugu ancak zamanla Cu(I)’in Cu(Il)’ye yavas¢a okside oldugu gozlenmis olup
bu degisimin herhangi bir aktivite kayb1 olmadigi tespit edilmistir. Bakirin uzaklastirildigi
apoenzim aktif degilken Cu(Il) ilave edilmesi ile aktivite geri kazanilabilmistir (Kertesz,
1962). Apoenzim, saf enzimin sulu ¢ozeltisinin potasyum siyaniir iceren ¢dzeltiye karsi
diyaliz edilmesiyle hazirlanmistir. Saf PFO enzimi renksiz iken benzer aktivite gosteren
lakkaz enzimi mavi renklidir. Konsantre edilen PFO ¢6zeltileri ndtral pH degerleri oldukga
kararli olup kisa bir siire i¢in 60°C ye kadar 1sitildiginda ise enzimin katalitik fonksiyonu
tamamen veya kismen kaybetmektedir (Ultrich 1975). Bu enzimin nétral pH degerlerinde
ve fosfat tamponundaki konsantre ¢ozeltileri -25°C de dondurulmus olarak aktivite kaybi

olmaksizin birka¢ ay saklanilabilir. Ancak daha uzun siireli saklamalarda aktivite kaybi
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olur ve aktivitede ki bu kayip doniisiimsiizdiir. Bu islem sirasinda Cu (I) okside olarak Cu
(IT) doniisiir ancak aktivitede ki bu kayip oksidasyondan kaynaklanmaz. PFO aktivitesi,
bakir ile kararli kompleksler olusturabilen H,S, KCN, CO ve p-aminobenzoik asit ile
inhibe edilebilir.

PFO’mn fenolik bilesikler iizerindeki etki mekanizmasi olduk¢a komplesktir. PFO
proestetik grup olarak bakir iyonu ihtiva eder, bakirin valens durumu PFO aktivitesini
saglar (Kolcuoglu vd., 2007). Kimyasal ve spektroskopik ¢aligmalar sonucu PFO’larin
aktif bolgesinin iki biniikleer bakir kompleksine sahip oldugu ve Tip 3 bakir merkez
ozelligi tasidig1 gostermektedir (Inlow vd., 2006). PFO’larin katalitik etki mekanizmasi
cesitli alismalarl ortaya koyulmustur. Ik énce enzimin deoksi formu oksijen ile oksi-PFO
formunu olusturur ve fenolik substrat bu oksi-PFO formundaki bakir atomlarinin birine
aksiyel olarak koordine olur. Olusan bes-koordinatli ara {iriiniin yeniden diizenlenmesini
takiben fenolik substratin orto-hidroksilasyonu, su kayb1 ve difenolik {irliniin
koordinasyonu gerceklesir. Molekiil i¢i elektron transferi sonucu orto-benzokinon iiriinti
olusur ve bu esnada enzimin deoksi-PFO hali boylece yeni bir katalitik ¢evrime girmek

tizere hazir hale gelir (Sekil 5).

OH O '
N\ {20|\ /Ijz - N\|/+/20\ /1:12
Scul] Jeg cazl Jcu
N (0] N N N

_Cu” C
N

O
NS N A\ N
N

7S\

Sekil 5. PFO tarafindan katalizlenen reaksiyon i¢in 6nerilen mekanizma
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Boyle bir ¢cevrimle monofenolik substratlarin 6nce o-difenollere ve o-difenollerinde
o-kinon bilesiklere doniislir. PFO ‘in aktif bolgesinde gerceklesen bu etki mekanizmasi

esitlikler halinde yazilabilir (Sekil 6).

2 Cut (enzim) + O,— 2 Cut2—0O;,(enzim)
2 Cut2—0, + monofenol + 2 H+——— » 2 Cut2 + o-difenol + H,O

2 Cut2 + o-difenol+ O, ————> 2 Cu*! + o-kinon + 2 H,O

Sekil 6. PFO 1n aktif bolgesinde gergeklesen reaksiyon mekanizmasi

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

reaksiyonunun karekteristigi olan pigmentler olusturulur.

1.5. Polifenol Oksidazin Substratlari

Sebze ve meyvelerde ¢ok esitli fenolik bilesikler icermesine ragmen bunlardan ¢ok
az kismi PFO’ya substrat olabilmektedir. Fenolik ve polifenolik bilesikler sayisiz bitki
tiiriinde ikincil metabolitler olduklar1 ve bu bilesiklerin oksidasyon firiinlerinin, bitkilerin
bakteri, mantar ve viriisler gibi patojenlere karsi savunma sisteminde rol oynadiklar
tahmin edilmektedir. PFO ile katalizlenmis polimerizasyon reaksiyonlar1 hasar goren bitki
ylizeylerinin iyilesmesine yardimci olur. Polifenolik bilesiklerin ayrica antimutajenik,
antikanserojenik, antiglisemik ve antioksidatif 6zelliklere de sahip oldugu bilinmektedir.
Bu o6zellikler, kiif olusumunun engellenmesi ve proteinsel besin degerinin artiriimasi
amaciyla kullanilabilir (Friedman, 1997). Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler, bitkini
tiirtine, kiltlriiniin yapilmasina, biiylime ve saklanmasi sirasinda cevresel sartlara ve
olgunlagsma derecesine gore cesitlilik gostermekte hem de bitkinin rengine ve tadina da
katkida bulunmaktadir (Marshall vd., 2000).

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

ve tiirevleri ile sinnamik asit tiirevleride olusur.
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OH
OH
OH CH;
Katekol p-kresol

Birgok besin maddesinde bulunabilen tirosin, enzimatik oksidasyon sonucu, 3,4-

dihidroksifenilalanin (DOPA) iizerinden melanin olusumunda 6nemli bir rol oynayan

substratlardandir.
OH
OH OH OH
OH
G
$H2 $H2 $H2
H,N—CH—COOH H,N—CH—COOH NH,
Tirosin 3.,4-dihidroksifenilalanin Dopamin

(DOPA)

Sinnamik asit daha ¢ok klorojenik asit tiirevleri ve flavonoidlerin olusturulmasinda
rol oynar. Bu tiirevlerin pek c¢ogu enzimatik olmayan yollarla bitkilerde esmerlesme
reaksiyonlarina katilirlar. Patates klorojenik asit, patates yumrularinin fenolik igeriginin
yaklasik %90’1n1 olusturur ve bu bilesigin bir¢cok izomeri ¢esitli teknikler yardimiyla tespit
edilmistir. Patates, seftali ve fasulye yapragi PFO aktiviteleri, klorojenik asit ve kafeik asit
varliginda oldukca farklilik gosteriyorken, 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin varliginda benzer
aktivite gosterdigi belirtilmistir (Whitaker, 1972).

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

esmerlesme reaksiyonun meydana gelmesi icin yeterlidir. Birgok bitki izolatlarinda bagil
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oranlar agisindan farklilik gosteren flavonoid sistemine sahip ¢ok cesitli sayida bilesik

tespit edilmistir.
R,O0C
H—y/ H COOH
OH
og OH
R3 Ry
R, Kinik asit

sinnamik asit: R;=R,=R;=R4s=H

p-kumarik asit: Rj=OH, R,=R3=Rs=H

kafeik asit: R;=R,=0OH, R;=R,=H

ferulik asit: R]ZOH, RZZOCH_O,, R3:R4:H
klorojenik asit: Rj=R,=OH, R3=H, R4=kinik asit

OOH

00C— on
OH OH

OH
klorojenik asit (5-O-kafeilkinik asit)

94

Flavonoid Genel Iskeleti

Flavonoller, antoksantin pigmentleri olarak da taniplanip cok g¢esitli teknikler
yardimiyla izole edilip karakterize edilmislerdir. Bu yapilar bir¢cok durumda mirisetin,
kuersetin ve kamferol olarak isimlendirilen bir¢ok tiirevleri halinde esmerlesme
reaksiyonlarmma dogrudan katilirlar. Antosiyaninler ise, pelargonidin, siyanidin ve

delfinedin olarak tanimlanan tiirevleri halinde daha ¢ok ikincil reaksiyonlarda rol oynarlar.
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HO 0

AN

g€
7 on

OH OH
Kuersetin: Ri=0OH, R,=H Pelargonidin: R;=R,=H
Mirisetin: R;=R,=0OH Siyanidin: R;=OH, R,=H
Kamferol: Rj=R,=H Delfinidin: R;=R,=OH

Katesinler, flavonoidlerin 3-hidroksi tiirevleri olup dogada (+) — katesin ve onun

stereoizomeri olan (-) epikatesin olarak bulunurlar (Ganguly ve Seshado, 1958).

R,

HO l
OH

OH OH
Katesin: Rj=H, R,=OH Lokosiyanidin: R;=OH, R,=H
Epikatesin: Rj=OH, R,=H Lokodelfinidin: R1=R,=OH

Bitkilerin ¢esitli dokularinda mevcut bulunan fenolik bilesiklerin esmerlesme
reaksiyonlart sonucu olusturduklari kinonlar oldukga reaktif olup, ya diger kinonlarla ya da
aminoasitler, proteinler, karbohidratlar ve yag asitleri gibi biyomolekiillerle renkli
bilesikler olusturlar. Bu fenolik bilesiklerin farkliligi, dokularda bulunma oranlar1 ve
bulunduklar1 yer acisindan kahverengi-kirmizi polimerik pigmentlerin renk siddetleri de

degismektedir.
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1.7. Polifenol Oksidazin Inhibisyonu

Meyvelerin  olgunlasmasi, depolanmast ve islenmesi esnasinda enzimatik
esmerlesmeden kaynaklanan ciddi ekonomik kayiplar meydana geldigi icin, enzimatik
esmerlesmenin kontrolii, besin isleme endiistrisinde olduk¢a Onemli olup arastirmacilar
tarafindan da ilgi gérmektedir (Lee ve Park, 2005). Gida endiistrisinde PFO tarafindan
sebep olunan esmerlesme reaksiyonlarinin ehemmiyetinden dolayr birgok bilesik
potansiyel PFO inhibitorii olabilme agisindan degerlendirilmistir (Seo vd., 2003).

Esmerlesme reaksiyonlarinin inhibe ettigi bilinen bilesikler siilfitler, askorbik asit ve
tiirevleri, okzalik asit, sitrik asit ve tiyol bilesikleri olarak siralanabilir (Altukaya ve
Gokmen, 2008). PFO aktivite tayininde inhibitor olarak askorbik asit olarak
kullanildiginda reaksiyon baglangicinda absorbanstaki degisim belli bir siire
izlenememektedir. Bu lag periyodu olarak bilinmektedir. Bu siire sonunda hemen hemen
biitlin askorbik asit dehidroaskorbik aside doniismekte ve bu periyoda ulasildiktan sonra
PFO tarafindan iiretilen 0-kinon miktar1 artar (Colak vd., 2007).

Siilfitler, PFO’da ¢ok kullanilan inhibitér olmasina ragmen meyve sebzelerin taze
olarak pazara sunulmasi, satilmasi durumunda kullanimina izin verilmemektedir (FDA,
1996). Enzimatik ve enzimatik olmayan esmerlesmeyi Onleyen  siilfitler,
mikroorganizmalarin biiylimelerini kontrol eder, agartict ve oksitlenmeyi 6nleyici madde
olarak rol oynar. Siilfit kullaniminin avantajlarinin yaninda dezavantajlari da vardir.
Besinlerin yikic1 6zelligi, bitki ve meyvelerin doku yumusamasi ve tatsizlik meydana
getirdigi bilinmektedir (Anonymous, 1991; McEvily vd., 1991).

PFO’nun bir diger etkili inhibitorii sisteindir. Sistein tarafindan PFO’nun
ithibisyonunun, enzimin difenolaz aktivitesi ile olusan o-kinonlarla sisteinin tiyol-
konjugatlarini olusturulmasindan ileri geldigi diisliniilmektedir. Sistein, olugsan o-kinonlar1
onunla ilgili fenollere indirgeyerek inhibisyonu gerceklestirmis olur (Marshall, 2000).

PFO, prostetik grup olarak bakir ihtiva eden bir metaloenzim oldugu i¢in, siyaniir,
karbon, monoksit, sodyum dietil ditiyo karbamat (DIECA), merkaptotiyazol,
dimerkaptopropanol, azid veya potasyum metil ksantat gibi metal selatlayici reaktiflerle
inhibe edilebilir (Laurila vd., 1998).

Bezoik asit ve sinamik asidi bazi tiirevleri elma, armut, kayisi, tath, kiraz ve
patateslerden elde edilen enzimler iizerinde kompetitiv inhibisyon etkisi gosterdigi

bulunmustur. Ki degerleri, sinamik asit, p-kumarik asit, feruluk asit, m-kumarik asit, o-
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kumarik asit ve benzoik asit sirasiyla artis gosterirler. Aromatik asit inhibitorleri ya direkt
benzen halkasi ilizerinde ya da konjiige poziyonda serbest bir karboksilik grup ihtiva
etmeleri gereklidir. Diiz zincirli asit inhibitorleri etki gostermeleri i¢in, en az iki konjiige
etilen grubuna sahip olmalar1 gereklidir. Metilasyon inhibisyon ve Ki degerlerinin daha
diisik oldugu bulunmustur. Inhibitdriin benzen halkasinin metilasyonu ya da
hidroksilasyonu aktif bolgeyi yarigmali olarak inhibisyona neden bulunmustur (Soler-
Mahnez et al. 1965).

Ayrica, ¢esitli sentetik orjinli PFO inhibitorleri de rapor edilmistir. Bunlardan
bazilar1 antidepresif ila¢ olan kaptoril [(2S)-1-(3-merkapto-2metilpropionil)-L-prolin] ve
antitroid ila¢ olan methimazol (1-metil- 2-merkaptoimidazol)’diir (Espin ve Wichers,

2001).

1.8. Enzim Aktivitesinin Tayin Metodlar:

PFO aktivitesi, farkli monofenolik ve difenolik substratlar varliginda ve cesitli
monomerik, polarografik, kronometrik ve spektrofotometrik yontemler yardimiyla
Ol¢iilebilmektedir. Fenolik substratin oksidasyonu sirasinda kullanilan O,, bir respirometre
ile sistemin oksijen harcanmasi esasina gore manomerik olarak ya da bir oksijen
elektroduyla polarografik olarak olciilebilir. Kronometrik yontemle ise askorbik asidin
varliginda reaksiyon sirasinda rengin ilk goriindiigii an tespit edilir. Spektrofotometrik
islemlerde ise genelde ya substratlarin oksidasyonu izlenir ya da esmerlesme
reaksiyonunun bir iirlinliniin olugsma hizinin dlgiilerek enzim aktivitesi tayin edilir.

PFO’un monofenolaz ve difenolaz aktivitesi 3-metil- 2- benzotiyazolinon hidrazon
(MBTH) gibi kromojenik bir niikleofilik varliginda, olduk¢a duyarli ve dogru bir sekilde
spektrofotometrik olarak oOlciilebilir. Bu metod niikleofilin yoklugunda ve varliginda PFO
tarafindan tiretilen O-kinonlarini esas alir. Enzimatik reaksiyon sirasinda olusan o-kinon
niikleofil ile katilma triinleri verir ve bu katilma trtinleri 500 nm civarindaki karakteristik

absorbsiyonlar ile belirlenir (Rodriguez-Lopez vd., 1994) (Reaksiyon 7).
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Sekil 7. Polifenol oksidazin kromojenik bir niikleofil (MBTH) varliginda monofenolaz
ve difenolaz aktiviteleri (M: monofenol, D: difenol, K: o-kinon, N:
kromojenik niikleofil, ND: niikleofil-difenol renksiz katilma {riinii, NK:
niikleofil-kinon kromoforik katilma {irtinii)

Son yillarda spektrofotometrik yontemler gelistirilmistir. Boylece PFO aktivitesi
daha dogru belirlenmesine olanak saglayabilen substratlar tasarlanmig ve sentezlenerek
difenolaz ve monofenolaz aktivitsenin dogrudan kantitatif olarak belirlenmektedir.
Bunlardan biride, geleneksel substratlar yerine bunlardan yapisal olarak benzeyen diazo-
tiirevleri olan substralarin kullanilmasiyla saglanmis olur (Haghbeen ve Tan, 2003). Bu
teknikler disinda niikleer magnetik rezonans ve yliksek performansli sivi kromotografi
yontemleri de bazi arastirmacilar tarafindan kullanilmis olmasina ragmen bu yontemler ve

uzmanlhg gerektirdigi i¢in yaygin olarak kullanilmazlar.

1.9. Cahsmanin Amaci ve Onemi

Gelismekte olan teknolojiyle birlikte bircok alanda enzimlere duyulan ilgide
artmaktadir. Gida, saglik, tekstil gibi alanlarda artan talebi karsilamak amaciyla daha hizli,
az enerji maliyetli, cevreye daha az zarar verebilen yontemler tercih edilmektedir. Klasik
kimyasal yontemler spesifik olamamasi, veriminin diisiik olmas1 ve ¢evreye daha ¢ok atik
vermesinden dolay1 tercih edilmemektedir. Bu yiizden bu klasik ydntemlerinin artik
giiniimiizde enzim katalizli reaksiyonlar almaktadir. Canli sistemler tarafindan

metabolizma reaksiyonlarini hizlandiran biyolijik katalizor olan enzimler, oldukca spesifik
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reaksiyonlart 10 10%° kat daha hizli Katalizleyerek spesifik iriinleri olustururlar. Bu
sekilde elde edilen triinler klasik yontemler gore daha kisa siirede sentezlenir.

Gilinlimiizde talebe bagli olarak ireticiler raf dmrii uzun ve goze hos goriinen
meyvelerin liretimi tercih etmektedirler. Bu o6zellikleri saglayan meyvelerinde {iretimi
genelde gen translasyonu ve hormon takviyesiyle gerceklestirebilmektedir. Bu tiir
miidahaleler meyvelerin saglik agisindan saglayacagi bazi faydali yanlarini1 azaltmaktadir.
Oysaki meyveler saglik acisindan oldukc¢a onemli besinlerdir besinlerin saglikli bir sekilde
korunmasi ve raf Omriiniin uzatilmasina ihtiyag duyulmaktadir. Yiyeceklerin sentetik
yoldan elde edilmis kimyasallarla ya da farkli yontemlerle korunmasi sonucu gidalarda tat
ve besin degeri kayb1 olugsmakta ve cesitli toksik maddeler meydana gelmektedir. Bu
tiirden olusumlar da insan sagligini tehdit ettiginden bu konularda ¢evre ve saglik orgiitleri
tarafindan hassasiyet gosterilmekte ve pek ¢ok gelismis iilkede enzimlerle elde edilen yeni
triinlerin ya da bilinen {riinlerin yeniden modifiye edilmesi ¢alismalarina hiz
verilmektedir.

Bu c¢alismada Dogu Karadeniz bolgesinin Trabzon’un Yomra il¢esinde dogal olarak
yetisemkte olan Yomra Elmasi 6ziitiideki (Malus Syvestris) karamaya sebep olan PFO
enziminin degigik substratlar varliginda kinetik caligmalar1 ve yaygin olarak bilinen
inhibitdrler varliginda inhibisyon ¢alismasi yapilmasi amaglanmustir. Ik kez yapilan bu
calisma sonucu Yomra elmasinin potansiyel PFO kaynagi olup olmadigi irdelenmis
olacaktir. Bu tiirdeki ¢aligmalarla beraber meyvedeki dogal tiirlerimizde gida ve ilag
endiistrisine kazanduirlmasi saglanabilir. Boylelikle yore halkina ve iilke eknomisine katki

saglanabilecegi amag¢lanmaktadir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Cihazlar

Tablo 1. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Ad1 Model Firma
UV-Vis Spektrofotometre UV/VIS Unicam
Sogutmals santriftj Universal 320R Hettich
Protein elektroforezi PRDS Owl Scientific
pH metre Hana ph 213 Hanna
Blendar .

Shaker Hand Blendar K- 1253 Argelik
Sogutmali Inkiibator ES110 Niive
Thermoblok Mr Hei-Standard Heidolph

2.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Tablo 2. Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal madde Firma

Enzim Oziitii Hazirlama Cozeltisinde Kullanilan MP Biomedicals

Triton X- 114, PMSF, EDTA ve MgCl, . ’
Sigma

Protein Elektroforezinde Kullanilan

N, N, N' N'- tetrametilen diamin(TEMED),

Amonyum persiilfat (APS), Akrilamid, Sigma,

N, N'- metilen bisakrilamid, Gliserol, Fluka,

Bromofenol Mavisi, Glisin, Commansie Brillant Blue R- 250  Carlo Erbo
Substratlar Sigma, Merck

Inhibitorler Sigma
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Tablo 2’nin devami

Tampon Cozeltilerinde Kullanilan
Sodyum Asetat, Na,HPO,, NaH,PO,, Tris Baz1 Sigma, Merck

Lowry Protein Tayininde Kullanilan
Sigir Serum Albumini( BSA), Na,CO;, CuS0O,.5H,0, Sigma, Merck
Na-K Tartarat ve Folin Reaktifi

Coziiciiler

HCI, Asetik Asit ve Metanol Merck

2.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar

Tablo 3. Lowry protein tayininde kullanilan ¢ozeltilerin icerikleri ve hazirlanist

Cozelti Adi Icerik /Hazirlanist

Lowry A 0,1 N NaOH i¢inde %2(w/v) Na,CO3
0 1 o
Lowry B (/i).i)(w/v) bakir siilfat ve %2 (w/v) sodyum potasyum tartarat
Lowry C 50 ml Lowry A +1 ml Lowry B
Lowry D 1 hacim folin reaktifi: 1 hacim saf su

Tablo 4. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezinde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi

Cozelti Adi Icerik /Hazirlanig1

Ayirma Jeli Tamponu 36,3 g Tris baz1 150 ml saf suda ¢oziildii.

(1,5 M Tris- HCI) IM HCl ile pH 8,8’¢ ayarland1 ve hacmi
saf su ile 200 ml’ye tamamlandi

Yiikleme Jeli Tamponu 24,2 g Tris baz1 150 ml saf suda ¢oziildii.

(1 M Tris-HCI) IM HCl ile pH 6,8’¢ ayarland1 ve hacmi
saf su ile 200 ml’ye tamamlandi

% 10 APS 1 g APS 5 ml saf suda ¢6ziildii, hacmi saf
suile 10 ml’ye tamamland1

TEMED Orijinal sisesinden kullanildi

%30 Akrilamid/ Bisakrilamid: 29 g akrilamid ve 1 g N,N'-metilen

% 29 (w/v) Akrilamid + %1 bisakrilamid 50 ml saf suda ¢oziildii ve

(w/v) N,N'-metilen bisakrilamid hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamlandi
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Cozelti Adi Icerik /Hazirlanisi
Dogal Jel Yiikleme Tamponu 50 M Tris-HCI (pH 6,8)
%0,1 Bromofenol mavisi
% 20 Gliserol
Dogal Jel Yiiriitme Tamponu 500 mlI’de 25 mM Tris bazi (1,5 g)

Boyama (Staining) Cdozeltisi

500 ml’de 250 mM Glisin (7,5 g)

450 ml saf suda ¢oziiliip 1 M HCI

ile pH 8,3’e ayarlandi saf su ile hacmi
500 ml’ye tamamlandi

1g Commasie brillant blue R- 250
100 ml Glasiyal asetik asit

300 ml Metanol

600 ml saf su

Boya Uzaklastirma (Destaining) 100 ml Glasiyal asetik asit

Cozeltisi

Substrat Boyama Cozeltisi
(L- DOPA)

300 ml Metanol
600 ml Saf su

24 mM L-DOPA 100 ml saf suda hazirlandi

Tablo 5. Tampon ¢ozeltilerinin hazirlanisi

Cozelti Adi

Icerik /Hazirlanist

Sitrat-Fosfat Tamponu
(50 mM pH 3,0)

Asetat Tamponu
(50 mM pH 4,0- 5,0)

Fosfat Tamponu
(50 mM pH 6,0- 7,0)

Tris-HCI Tamponu
(50 mM pH 8,0- 9,0)

2,81g sitrik asit ve 1,80 g NaH2PO4 450 ml saf suda
¢coziilip 1M HCI ile pH 3,0’a ayarlanip hacim saf su
ile 500 ml tamamland1

3,40 g sodyum asetat 450 ml saf suda ¢oziilip IM
asetik asit ile pH’s1 ayarlanip hacmi saf su ile 500
ml’ye tamamlandi

3,55 g Na,PO4 450 ml saf suda ¢oziiliip 1 M asetik
asit ile pH’s1 ayarlanip hacmi saf su ile 500 ml’ye
tamamlandi

3,02 g Tris baz1 450 ml saf suda ¢ozliip IM HCI ile
pH’s1 ayarlanip hacmi saf suyla 500 ml’ye
tamamlandi
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Tablo 6. Substrat ¢ozeltilerinin hazirlanisi

Cozelti Adi

Icerik /Hazirlanist

100 mM 4-Metil Katekol

100 mM Katekol

100 mM MHPPA
(3-(3,4-hidroksifenil)
propiyonik asit)

100 mM L-Tirosin

0,124 g 4-metil katekol az saf suda ¢oziiliip hacim
saf su ile 10 ml’ye tamamlandi

0,11 g katekol az saf suda ¢oziiliip hacim saf su ile
10 ml’ye tamamlandi

0,182 g MHPPA az saf suda ¢oziiliip hacim saf su ile

10 ml’ye tamamland1

0,181 g L-Tirosin az saf suda ¢oziiliip hacim saf su
ile 10 mI’ye tamamlandi

Tablo 7. Inhibitér ¢alismalarinda kullanilan ¢ozeltilerinin hazirlanist

Cozelti Adi

Icerik /Hazirlanist

10 mM Askorbik Asit

10 mM Sodyummetabisiilfit

80 mM Bezoik Asit

100 mM Sodyum Azid

0,0177 g askorbik asit az saf suda ¢oziiliip hacmi
saf su ile 10 ml’ye tamamlandi

0,0199 g Na2S20s saf suda ¢oziiliip hacmi saf su ile
10 ml’ye tamamland1

0,098 g benzoik asit az saf suda ¢6ziiliip hacmi saf
su ile 10 ml’ye tamamlandi

0,065 g NaN3 az saf suda ¢oziiliip hacmi saf su ile
10 ml’ye tamamland1

Tablo 8. Calismada kullanilan diger ¢ozeltilerinin hazirlanisi

Cozelti Adi

Icerik /Hazirlanist

10 mM MBTH

Ekstraksiyon ¢ozeltisi

0,022 g MBTH az saf suda ¢oziiliip hacmi saf su
ile 10 ml’ye tamamlandi

80 ml 50 mM pH 5,5 asetat tamponu, % 6 (W/v)
TX- 114 deterjani, 2 mM EDTA, 1 mM MgClz, 1
mM PMSF ilavesiyle ve tampon ¢ozeltisi ile 100
ml’ye tamamlandi
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2.2. Ham Ekstragin Hazirlanmasi

Trabzon’un Yomra il¢esinden toplanan elma meyveleri sivi azot igerisinde
laboratuara kadar ulastirildiktan sonra sonra 50 g’1 dewar icersindeki sivi azot ile 20 dakika
ozmotik soka tabii tutuldu. Ozmotik soka tabii tutulan meyveler, 4 ‘C ‘de el blendiri
yardimiyla 100 ml ekstraksiyon ¢ozeltisi ilavesiyle 15 dakika iyice parcalandiktan sonra 4
katli tiilbentten stiziildii. Elde siiziintii 4 "C de 20 dakika bekletildikten sonra 4 "C de 20,000
devir/dk de 30 dakika santrifiijlendi. Elde edilen siipernatanta proteazlari inhibe etmek
amact ImM PMSF ilave edildi. Elde edilen bu ekstraktaki PFO aktivitesi bir ay siire ile

aktivitsini koruyabilmektedir.

2.3. Protein Tayini

Lowry yontemiyle protein tayini yapildi (Lowry, 1951). Protein standardi olarak sigir
serum albumini (BSA) kullanildi. Farkli konsantrasyonlardaki sigir serum albumin
¢ozeltisi kalibrasyon grafigi icin hazirlandi. Protein tayini i¢in su islemler yapildi:

1.  BSA standartlari, kor, protein igeren ekstrak, 5’er ml Lowry C belirteci ile
karistirildi.

Oda sicakliginda 15 dakika bekletildi.

0,5 ml Lowry D belirteci hizla tiiplere eklendi ve vortekslendi.
Tiipler 30 dakika karanlikda bekletildi.

650 nm’de absorbanslar dl¢iildii.

BSA standartlar ile kalibrasyon grafigi ¢izildi.

NS kLD

Kalibrasyon grafigi yardimiyla ekstraklarin protein icerikleri tayin edildi.

2.4. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Enzim ekstrakti PFO’nun varliginda, SDS’siz ve soguk ortamda gerceklestirilen
dogal jel elektroforezi yapilarak, hem substrat hem de coomasie brillant blue R- 250
boyamayla ortaya koyuldu. Dogal elektroforez islemi i¢in kullanilan %12’lik ayirma jeli ve

%35°1ik yiikleme jeli Tablo 4’teki gibi hazirlandi.
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Tablo 9. Dogal poliakrilamid jel elektroforezinin bilesenleri

Bilesenler Ayirma Jeli(%12)  Yiikleme Jeli(%)5)
Yiikleme Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI) - 0,63 ml
Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI) 5,0 ml -

% 30 Akrilamid/ Bisakrilamid 8,0 ml 0,83 ml

Saf su 6,8 ml 3,45 ml

% 10 APS 0,2 ml 0,05 ml
TEMED 0,008 ml 0,005 ml

Elektroforez cam plakalar saf ve etil alkol ile iyice yikandiktan ve kurutulduktan
sonra, cam plakalar aras1 bosluk olusturabilmek icin plastik aparati yerlestirildi ve cam
plaklar kiskaglarla tutturuldu. Tablo 4’te belirtildigi gibi hazirlanan ayirma jeli, plaklar
arasina Ust yiizeyde 3—4 cm kalana kadar bir mikropipet yardimiyla hicbir hava boslugu
olmayacak sekilde dolduruldu. Jel yilizeyin kurumamasi ve diizgiin olmasi igin, jel
ylizeyine saf su koyuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan koyulan saf su bosaltilip ve iist
ylizeye Tablo 4’te belirtilen yiikleme jeli ile tamamen doldurularak tarak hemen yiikleme
jeline dikkatlice yerlestirildi. Jel donduktan sonra tarak ¢ikartildi ve elektroforez tankina
yerlestirildi. Tank dogal elektroforez yiiriitme tamponuyla dolduruldu. Dogal elketroforez
ylkleme boyasi ile karistirilan ve 15-20 pg protein igceren ornekler, jelin her iki tarafina
karsilikli olarak sekilde Hamilton siringasiyla kuyucuklara yiiklendi. Jelde olusan mavi
boya renkli boya, yiikleme jelinden ¢ikana kadar 15 mA’de, yiikleme jelinden ¢ikip ayirma
jeline girdiginde, akim 25 mA’e artirildi ve islem sonuna kadar bu akimda devam ettirildi.
Elektrik akimi kesildikten sonra, jel sisteminden dikkatlice ¢ikartildi ve boyama iglemine

gecildi.

2.5. Substrat ve Coomassie Brillant Blue R- 250 Boyanmasi

Dogal elektroforez sonucu sisteminden ¢ikartilan jel ikiye boliindii. Jelin bir tarafi
substrat boyama ¢ozeltisi (4- metil katekol ) diger tarafi da Coomasie Brillant Blue R- 250
boyama cozeltisi icerisinde hafif¢e calkalanarak 2 saat bekletildi. Protein bantlarinin daha
iyl gorlinmesi i¢in coomasie brillant blue R- 250 boyama ¢dzeltisi ile boyanan jel %30

metanol, %10 asetik asit karisimiyla boya uzaklastirma ¢ozeltisi ile yaklasik 3—4 saat
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muamele edildi. Bantlar1 goriintir hale getirilen jeller, jel goriintiilime cihazinda

kaydedildi.

2.6. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Tayini

Cesitli substratlar varliginda spektrofotometrik yontemlerle PFO aktivite 6l¢iimleri
yapildi (Espin, 1995). Aktivite 6l¢timleri i¢in 50 pl enzim + x pl substrat (100 mM) + x pl
MBTH (10 mM) + 20 pl DMF + y pl tampon (50 mM) ¢ozeltisi ilave edilerek 500
nm’deki absorbans degerleri tespit edildi. Tablo 3’deki tamponlar kullanildi. Tampon
olarak 50 mM pH: 3,0; 50 mM Asetat pH: 4,0- 5,0; 50 mM fosfat pH:6,0- 7,0; 50 mM Tris
pH: 8,0- 9,0 tamponlar kullanildi. 1- 32 mM substrat konsatrasyonlarinda caligildi.
Absorbansdaki artiglar 1 dakika boyunca kaydedildi.

L-Dopa, MHPPA, 4-metil katekol, katekol, L-Tirozin substratlar1 ve MBTH
niikleofil kromojeni kullanilarak gergeklestirilen aktivite deneylerinde verilen her bir
substratin maksimum absorbans verdigi dalga boylarindaki molar absorplama katsayilari

kullanilarak analiz edildi.

2.7. Optimum pH ve Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesi

Optimum pH calismasi; 4-meil katekol, katekol, L-Dopa, MHPPA, L-Tirozin
substratlart varliginda pH 4,0- 9,0 arasindaki degerlere sahip uygun tamponlarda oda
sicakliginda gergeklestirildi. Bu substratlarla enzimin substrata doydugu noktalarda uygun
tampon ¢ozeltilerde enzimin gdsterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak tespit edildi.

Optimum sicaklik degerleri yine aymi substratlarda yapildi. Substratlarin optimum
pH degerlerinde PFO’nun optimum sicakliginin belirlenmesi igin, PFO aktivitesi 10 ‘C’lik
artislarla 0- 80 °C araliginda incelendi. Istenilen sicakliklar oda sicakligmin altinda olanlar
sogutmali inkiibatorde, oda sicakliginin iizerinde olanlar ise Thermoblok’ta ayaralandi.
PFO aktivitesi, karisima tampon, MBTH, DMF ve enzim ¢d6zeltisi ilave edildikten sonra

miimkiin oldugunca hizli bir sekilde aktivite dlgiimleri yapildi (Dinger vd., 2003).
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2.8. Farkli Substratlar i¢cin Optimal Sartlarda Polifenol Oksidaz Kinetiginin
Incelenmesi

Meyve ekstraklarindaki PFO’1n ¢esitli substratlara karsi davranigini ve ilgisini ortaya
koyabilmek i¢in optimize edilmis sartlarda katekol, 4-metil katekol, L-Tirozin, MHPPA,
L-Dopa substratlari i¢in 1- 32 mM konsantrasyonlarinda degistirilerek PFO aktivitesi 500
nm’de spektrofotometrik olarak dlgiildii. Michaelis- Menten esitligi esas alinarak degisen
substrat konsantrasyonu degerlerine karsi hiperbolik grafik (Michaelis- Menten), bu
degerlerin ¢ift resiproklar1 ile elde edilen lineer grafik (Lineweaver- Burk ) ve Eadie-
Hofstee grafikleri ¢izilerek enzimin substrat ile doyuma ulastig1 maksimum reaksiyon hizi
(Vmaks) ve Michaelis sabiti (K, ) degerleri ile beraber, doniisiim sayist (kga) ve substrat
spesifite oranlar1 (ky./kn) bu egrilerden elde edilen veriler yardimiyla belirlendi.

PFO igin ¢ok yaygin olarak bilinen dért genel inhibitér kullanilmigtir. Inhibitdrlerin
PFO aktivitesine etkisi ve enzimin bu maddelere kars1 davranisi yine inhibitér yoklugunda
ve varliginda benzer denemeler yapilmis ve ondan sonra elde edilen veriler yukarida
belirtilen grafiklere ilave olarak Dixon egrileri yardimiyla degerlendirilip, inhibisyon

tiirleri ve inhibisyon sabitleri hesaplandi ve sonuglar analiz edildi.



3. BULGULAR

Bu c¢alismada yomra elmasi (Malus sylvestris) meyvesindeki esmerlesme
reaksiyonlarda rol oynayan polifenol oksidazin (PFO) enziminin karakterizasyon
calismasi ilk kez calisildi. Sulu ortamda hazirlana ham ekstraklarin monofenolaz ve
difenolaz aktiviteleri olmak {izere iki farkli enzim enzim aktivitesine kars1 L-Dopa, 4MK,
Katekol, MHPPA ve L-Tirozin substratlara karsi karakterizasyon galigmalar1 yapildi.
Enzimin optimum substrat konsantaryonlari, pH, sicaklik ve cesitli inhibitorlere kars

inhibisyon degerleri tespit edildi.

3.1. Uygun Ekstraksiyon Cozeltisinin Belirlenmesi

4,5-8,5 pH araligindaki tamponlarla yapilan Yomra Elmasi1 o6ziitlerinde 4-MK
substrati1 (10 mM) varliginda PFO aktiviteleri Olgiilmiistiir. Yapilan ¢alisma sonucunda
PFO aktivitesi pH 4.5’da 14.9, pH 5.5’da 22.1, pH 6.5°’da 17.9, pH 7.5°da 3.7 ve pH 8.5’da
3.3 M/dak olarak belirlendi. En yiiksek aktivitenin gozlendigi pH 5.5 tamponlu

ekstraksiyon ¢ozeltisi 6ziit hazirlama islemlerinde kullanilmasina karar verildi.

3.2. Protein Tayini ve Dogal Elektroforeze Ait Bulgular

En yiikksek PFO aktivitesini gosteren ekstraksiyon c¢ozeltisiyle hazirlanan ham
ekstraktan elde edilen siipernattin protein icerigi Lowry metoduna gore tayin edildi. Bunun
icin degisik bovine serum albumin (BSA) konsantrasyonlarina karst 650 nm de oOlgiilen
absorbans degerlerine gore bir standart caliyma grafigi hazirlandi. Grafigin dogru
denkleminden yararlanilarak enzim ekstragin ¢oziinen protein miktar: ortalama 1,0 mg/mL
olarak hesaplandi.

Optimum bir enzim aktivitesi saglayacak protein iceriginin belirlenmesi i¢in 10-200

1 lik ham enzim ekstraklar1 tampon ¢ozeltilerle seyreltilerek protein igerigi degisen enzim

coOzeltileri hazirland1 ve her bir ¢ozeltinin PFO aktivitesi tayin edildi. Bu farkli protein
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igeriklerine kars1 aktivite degerlerinin ¢izilmesi ile elde edilen grafikten kinetik deneylerde
kullanilacak enzim ekstragindaki protein miktar1 50 g (50 L) olarak belirlendi.

Yapilan dogal poliakrilamid jel elektroforezinden elde edilen jel, L-DOPA ile
boyanmasindan sonra Yomra Elmasi elde edilen 6ziitte PFO’nun dort farkli izoenzim

bandi1 oldugu belirlendi (Sekil 8).

Sekil 8. Yomra Elmast PFO’nun dogal
poliakrilamid jel elektroforezi

3.3. Optimum pH Degerlerinin Belirlenmesine Ait Bulgular

PFO’nun 3-(4-hidroksifenil) propiyonik asit ve L-Tirozin substratlar1 varliginda en
yiiksek monofenolaz aktivitesini gosterdigi pH degerini belirlemek icin pH 4,0- 9,0
degerleri arasinda hazirlanan tamponlar kullanildi. Cizilen pH - % bagil aktivite
grafiginden enzimin en yiiksek monofenolaz aktivitesini, MHPPA substrati i¢in pH 7,0’de,

L-Tirozin substrati i¢in pH 5,0°de gosterdigi tespit edildi ( Sekil 9, 10).
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Sekil 9. MHPPA substrat1 varliginda pH-PFO aktivitesi iligkisi
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Sekil 10. L-Tirozin substrat1 varliginda pH-PFO aktivitesi iliskisi

PFO’un difenolaz aktivitesinin katekol, 4-metil katekol, L-dopa gibi fenolik
substratlarin varliginda tespit edildi. Elma meyvesinden hazirlanan bu ekstrakta mevcut
olan PFO tiim denenen fenolik substratlar tizerinde oldukea yiiksek aktiviteler gostermistir.

Fenolik 6zelligine sahip olan substratlarin, ortamin pH’ina bagl olarak enzim aktif
bolgesine karsi davranisi ve enzim-substrat etkilesimi farklilik gdstermistir. Difenolaz
aktivitesi katekol substrat substratiyla en yliksek aktiviteyi pH 5,0’da gosterirken, L-dopa
ve 4-metil katekol substratlartyla pH 7,0°da gosterdigi tespit edildi (Sekil 11, 12 ve 13).
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Sekil 11. Katekol substrat1 varliginda pH-PFO aktivitesi iliskisi
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Sekil 12. 4-metil katekol substrat1 varliginda pH-PFO aktivitesi iligkisi
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Sekil 13. L-DOPA substrat1 varliginda pH-PFO aktivitesi iligkisi

3.4. Optimum Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesine Ait Bulgular

PFO aktitivitesinin sicaklik tizerine etkisini incelemek tizere 10- 80 'C araliginda
10°C’lik artiglarla PFO aktivitesinin degisimi ve maksimum aktivitenin saglandig
optimum sicaklik degerleri belirlendi (Tablo 10). MHPPA ve L-tirozin substratlar
varliginda PFO’nun monofenolaz aktivitesinin en yiiksek oldugu sicakliklar sirasiyla 30 ve
20 °C olarak belirlendi. 40°C ve tizerinde ise enzim aktivitesini giderek azaldigi ve 70°C’de

enzim aktivitesini kaybettigi belirlendi (Sekil 14 ve 15).
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Sekil 14. MHPPA substrat1 varliginda sicaklik-PFO aktivitesi iligkisi
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Sekil 15. L-Tirozin substrat1 varliginda sicaklik-PFO aktivitesi iligkisi

PFO’un difenolaz aktivitesi 4-metil katekol, katekol, L-dopa fenolik substratlari
varliginda arastirildi. Sicaklik degerlerini belirlemek tizere 10-80 °C araliginda 10 "C
artiglarla enzim aktivitesi Olciilerek sicaklik-% bagil aktivite grafikleri ¢izildi (Sekil 16,
17ve 18). PFO en yiiksek difenolaz aktivitesini katekol ve 4- metil katekol ve L-dopa
substratlar1 varliginda 40°C’de gosterdigi tespit edildi.
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Sekil 16. Katekol substrat1 varliginda sicaklik-PFO aktivitesi iligkisi
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Sekil 17. 4- metil katekol substrat1 varliginda sicaklik-PFO aktivitesi iliskisi
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Sekil 18. L-DOPA substrat1 varliginda sicaklik-PFO aktivitesi iliskisi

Tablo 10. Sustratlarin PFO ile olan reaksiyonlarin optimizasyonu

Substratlar maks (NM)? pH Sicaklik'C
4-metil katekol 494 7 40
Katekol 500 5 40
MHPPA 500 7 30
Dopa 500 7 40
L-tirozin 500 5 20

3.5. Yomra Elmasi1 PFO’su ile Tlgili Kinetik Veriler
3.5.1. Monofenolaz Aktivitesi ile Tlgili Kinetik Veriler

Yomra Elmas1 PFO’suna ait kinetik verilerinin belirlenmesi amaciyla, uygun enzim
konsantrasyonunda ve nihai konsantrasyonu 0-16 mM aralifinda degisen substrat
varhi@inda gercgeklestirilen reaksiyonlarda, enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak
oOl¢iildii. Optimum substrat konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in, substrat doygunlugunu
gosteren Michaelis- Menten egrisi ¢izildi. Etkin bir enzim aktivitesi gosterebilmesi
MHPPA kosantrasyonunun 6 mM olmas1 gerektigi belirlendi (Sekil 19). L-tirozin

varhiginda ise 6 mM substart konsantrasyonuna kadar hemen hemen enzim kinetigine
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uygun olarak dogrusal bir artis gostermis 8 mM konsatrasyonunun yukarisinda ki

degerlerde ise PFO bu substrat ile doyuma ulast1 (Sekil 20).

10 15 20
MHPPA [mM]

0

hn

Sekil 19. MHPPA substrat1 varliginda PFO 1n substrat-satiirasyon grafigi
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Sekil 20. MHPPA substrati varliginda PFO aktivitesi igin Lineaweaver-Burk
grafigi

MHPPA monofenol substrati i¢in ¢izilen Lineaweaver-Burk grafiginden elde edilen
dogru denklemi sonucunda K, degeri 0,7 mM, V. degeri de 1,0 M/dak olarak
hesaplandi (Sekil 21).
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Sekil 21. L-Tirosin substrat1 varliginda PFO 1n substrat-satiirasyon grafigi

L-tirozin substrati i¢in ¢izilen Lineaweaver-Burk grafiginden elde edilen dogru

denklemi sonucunda K, degeri 9,3 mM, Vs degeri de 7,6 M/dak olarak belirlendi

(Sekil 22).

25 -
y=12173x+0,1313
20 R:=0.980
=}

1/[mM]

Sekil 22. L-Tirosin substrat1 varliginda PFO aktivitesi i¢in Lineaweaver-Burk
grafigi
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3.5.2. Difenolaz Aktivitesi ile Ilgili Kinetik Veriler

Yomra Elmasi PFO’in difenolaz aktivitesine ait kinetik verilerinin belirlenmesi
amaciyla, uygun enzim konsantrasyonunda ve nihai konsantrasyonu 0- 32 mM araliginda
degisen substrat varliginda gerceklestirilen reaksiyonlarda, enzim aktivitesi
spektrofotometrik olarak belirlendi. Optimum substrat konsantrasyonunun belirlenmesi
icin, substrat doygunlugunu gosteren Michaelis-Menten egrisi ¢izildi. Etkin bir enzim
aktivitesi gosterebilmesi katekol kosantrasyonunun 16 mM olmasi gerektigi belirlenmistir
(Sekil 23). 4-metil katekol varliginda ise 20 mM substrat konsantrasyonuna kadar hemen
hemen enzim kinetigine uygun olarak dogrusal bir artig gosterdi, 24 mM
konsantrasyonunun yukarisindaki degerlerde ise PFO bu substrat ile doyuma ulagmisti
(Sekil 26). L-Dopa substrat1 ise 15 mM’a dogrusal bir artis gostermis ve PFO 16 mM L-
DOPA konsatrasyonundan sonra doyuma ulasilmist1 (Sekil 27).

() I I I I
0 5 10 15 20 25 30 35

Katekol [mM]

Sekil 23. Katekol substrat1 varliginda PFO 1n substrat-satiirasyon grafigi
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Sekil 24. Katekol substrati varliginda PFO aktivitesi i¢in Lineaweaver-Burk
grafigi

Katekol substratt varliginda PFO’un c¢izilen Lineaweaver-Burk grafigi elde edilen

dogrunun denkleminden hesaplanan V.s ve K. degerleri sirastyla 21,5 ve 7,9 olarak

belirlendi (Sekil 24) (Tablo 6).

35
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25 —*
£ 20
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Sekil 25. 4-metil katekol substrati varliginda PFO 1n substrat-satiirasyon grafigi
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Sekil 26. 4-metil katekol varliginda PFO aktivitesi i¢in Lineaweaver-Burk grafigi

4-Metil katekol substrati varliginda PFO’un cizilen Lineaweaver-Burk grafigi elde

edilen dogrunun denkleminden Vs 28,4 ve K, 10,1 olarak hesaplandi (Sekil 26) (Tablo 6).

V (uM/dak)

0,0 T T T

0 5 10 15 20 25 30

L-DOPA [mM]

s
hn

Sekil 27. L-DOPA substrat1 varliginda PFO 1n substrat-satiirasyon grafigi
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Sekil 28. L-DOPA varliginda PFO aktivitesi i¢in Lineaweaver-Burk grafigi

L-DOPA substrat1 varliginda PFO’un ¢izilen Lineaweaver-Burk grafigi elde edilen

dogrunun denkleminden hesaplanan V. ve K, degerleri sirasiyla 1,6 ve 2,5 olarak tespit
edildi (Sekil 28) (Tablo 11).

Tablo 11. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Ile Tlgili Cesitli Enzim Kinetigi Degerleri

Substrat Vinaks (WM/dak) Kn (mM)  Vmaks/Km
(dak™)
4-metil katekol 24.8 10,1 2,5
Katekol 21,5 7,9 2,7
L-Dopa 1,6 2,5 0,6
MHPPA 1,0 0,7 1,4
L-tirozin 7,6 9,3 0,8

3.6. PFO inhibisyon Kinetik Verileri

Cesitli kaynaklardan izole edilen PFO’larin en 6nemli 6zelliklerinden biride ¢esitli
inhibitorlere kars1 gosterdigi davraniglardir (Valero, 1991; Arslan, 1997). Bu amagla diger
bitki PFO’leri i¢in denenen PFO inhibitorleri olan, sodyum metabisiilfit, askorbik asit,

sodyum azid, benzoik asit elma PFO ‘leri icinde denendi ve enzim aktivitesine karsi



44

gosterdikleri inhibisyon tiirleri de belirlendi. Inhibisyon denemelerinden elde edilen
sonuglar elmada ki PFO aktivitesinin diger PFO’dan elde edilen sonugarlarla uyumlu

oldugu ve denenen inhibitorlere oldukca duyarl oldugu belirlendi (Tablo 7).

3.6.1. PFO Sodyum metabisiilfit inhibisyonu

PFO aktivitesinin 4-metil katekol substrati ile sodyum metabisiilfit inhibitorii
varliginda inhibe oldugu ve K, degerinin degismedigi, Vmaks degerinde diisiis gdzlendigi
tespit edildi (Sekil 29 ve 30). Yarismasiz inhibisyon ikinicil grafigi yardimiyla K; degeri
0,05 mM olarak hesaplanmistir (Sekil 31) (Tablo 7).

35

30
—~ 25 —eo—[nhibitérsiz
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3 20 - & 05mM
=
215
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Sekil 29. Yomra Elmasi PFO aktivitesinin sodyum metabisiilfit ile inhibisyonu
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Sekil 30. Yomra Elmasi PFO aktivitesinin sodyum metabisiilfit ile inhibisyonu
Lineaweaver-Burk grafigi

2 -
y=3,223x+0,1603
n LS R>=0.,9985
=
2
0,5
-0.2 ( 0,2 0.4 0,6
-0,5 - ) .
[Sodyum metabisulfit]

Sekil 31. Yomra Elmas1 PFO aktivitesinin sodyum metabisiilfit ile inhibisyonu
ikincil grafigi

3.6.2. PFO Askorbik Asit inhibisyonu
Askorbik asit inhibitorii ile Yomra Elmasi PFO aktivitesinin inhibisyonunda

yarismasiz inhibisyon tiirli gosterdigi (Sekil 32 ve 33) ve K; degeri 46,7 M olarak
belirlendi (Sekil 34) (Tablo 7).
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Sekil 32. Yomra Elmas1 PFO aktivitesinin askorbik asit ile inhibisyonu
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Sekil 33. Yomra Elmasi PFO aktivitesinin askorbik asit ile inhibisyonu Lineaweaver-

Burk grafigi
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Sekil 34. Yomra Elmas1 PFO aktivitesinin askorbik asit ile inhibisyonu ikincil
grafigi

3.6.3. PFO Sodyum Azid inhibisyonu

PFO 4-metil katekol subrati ile sodyum azid inhibitorii varliginda karisik inhibisyon
tiiri gosterdigi (Sekil 35 ve 36) ve K, degerinin 14,9 mM oldugu tespit edildi (Sekil 37)

(Tablo 7).
—e— Inhibitorsiiz
%: <ol | MM
= -4 5mM
= .
= == 1 0 mM
> —t+ - 20mM

20

[4-Metil Katekol]

Sekil 35. Elma PFO aktivitesinin sodyum azid ile inhibisyonu
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Sekil 36. Yomra Elmasi PFO aktivitesinin sodyum azid ile inhibisyonu Lineaweaver-
Burk grafigi

0,15

Kim/Vmaks

y=0,0052x+0,0775
R==0,9662

10 20 30

1/[4-Metil Katekol]

Sekil 37. Yomra Elmas1 PFO aktivitesinin sodyum azid ile inhibisyonu ikincil grafigi

3.6.4. PFO Benzoik Asit inhibisyonu

Benzoik asit inhibitorii varliginda ise PFO aktivitesi yarismasiz inhibisyon tiirii
olarak belirlendi (Sekil 38 ve 39) (Tablo 7). Cizilen 1/ Vmaks’-[Inhibitér] ikincil grafiginin
dogru denkleminden K; degeri 7,8 mM olarak hesapland1 (Sekil 40).
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Sekil 38. Yomra Elmas1 PFO aktivitesinin benzoik asit ile inhibisyonu
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Sekil 39. Yomra Elmasi PFO aktivitesinin benzoik asit ile inhibisyonu
Lineaweaver-Burk grafigi
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Sekil 40. Yomra Elmasi PFO aktivitesinin benzoik asit ile inhibisyonu ikincil grafigi

Tablo 12. inhibitérlerin PFO ile katalizlenmis 4-metil katekol oksidasyonu
aktivitesine etkisi

Inhibitor K; (mM) Inhibisyon tiirii
Sodyum metabistilfit 0,05 Yarigmasiz
Askorbik asit 0,05 Yarismasiz
Sodyum azid 14,9 Karigik

Benzoik asit 7,8 Yarismasiz




4. TARTISMA VE SONUCLAR

Meyve ve sebzelerde toplama, depolama ve fiziksel islemler sonucunda meydana
gelen kararma reaksiyonlarindan sorumlu olan PFO, 30 yila askin zamandir birgok
arastirmaci tarafindan calisilmaktadir (Seo vd., 2003). Meyve suyu iiretim sektorlerinde
Ozelikle elma gibi meyvelerde, iiretim asamalarinda uygulan fiziksel islemler sonuncunda
meydana gelen kararma reaksiyonlari, meyve suyunun rengini, kokusunu ve besinsel
degerini azaltmaktadir. Bu tiir reaksiyonlarin kontrol edilebilmesi ancak PFO’larin meyve
suyu ekstraklarindaki davraniglarinin belirlenmesiyle miimkiin olabilecektir.

Yapilan bu c¢alismada Yomra Elmasi (Malus sylvestris)’ndan hazirlanan oziitte
PFO’nun monofenolaz ve difenolaz aktivitelerinin varligi bazi kinetik ve inhibisyon
caligmalariyla ortaya konulmaya calisildi. Bu c¢alisma sonucunda elde edilen veriler
literatiirlerde yer alan diger organizmalardaki PFO davranislariyla karsilastirildi.

Yapilan dogal poliakrilamid jel elektroforezinden L-DOPA substrat boyamasi
sonucunda, PFO’nun varligin1 gosteren dort farkli bant gozlendi (Sekil 1). Daha once farkli
bitki, sebze ve diger organizmalarda yapilan c¢alismalar sonucunda, birden fazla PFO
izoenzimlerinin varlig1 tespit edilmistir. Bunlardan bazilari, kusburnu karayemis (Colak vd.,
2005), Trabzon hurmasi (Ozen vd., 2004), dongel (Dincer vd., 2002), papaya (Cano vd., 1996)
(Sakiroglu vd., 1996) seklindedir.

Monofenolaz aktivitesinin belirlenmesinde MHPPA ve L-Tirozin monofenolik
substratlar1 kullanildi. MHPPA substrat1 varliginda PFO, en yiiksek aktivitesini pH 7,0’de
ve 30 °C de gosterdigi tespit edildi. L-Tirozin ise en yiiksek aktivitesini pH 5,0’de ve 20
°C’de gosterdigi belirlendi. Degisik organizmalardan hazirlanan ham oziitlerdeki veya
saflagtirilmis PFO’larin monofenolaz aktivitelerini en yiiksek aktivitenin patlican i¢in pH
5,5’da (Perez-Gilabert ve Carmona, 2000), Avokado i¢in pH 6.8’ de (Espin vd., 1997)
oldugu belirtilmektedir.

Yomra Elmasi PFO’sunun Monofenolaz aktivitesi en yiiksek MHPPA substrati
varliginda oldugu tespit edildi (Tablo 6).

Difenolaz aktivitesi katekol substrati varliginda en yiiksek aktiviteyi pH 5,0’de 40 °C
de, 4-metik katekol substratiyla pH 7,0’de ve 40 °C de ve L-DOPA substratiyla pH 7,0’de
40 °C de gosterdigi tespit edildi. Enzimlerde, optimum pH ve sicakliklar degerleri,

kullanilan materyalin kaynagina, ham enzim 06ziitii hazirlama yontemine ve kullanilan
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substrata gore farkliliklar gosterir (Aylward ve Haisman. 1969; Jiang, 1999). Degisik
organizmalardaki difenolazlarin, 4-metilkatekol varliginda karakterizasyonu ile ilgili
yapilan ¢aligmalarda ise, PFO i¢in optimum pH, dutta 5.0 (Arslan vd., 2004), bir tiir
avakadoda 4.5 ve 5.0 (Gomez-Lopez, 2002), bir tiir elmada 5.0 ve 7.5 (Rocha ve Morais,
2001), fasulye tohumlarinda ve yaban mersininde 4.0 (Paul ve Gowda, 2000; Kader vd.,
1997), ahudududa 8.0 (Gonzales vd., 1999) ve kusburnunda 8.5 (Sakiroglu vd., 1996)
olarak belirlenmistir. Ayrica Amasya Elmasindan elde edilen PFO’nun katekol substratiyla
en yiiksek aktivitesini pH 7°de gosterdigi (Oktay vd.,1995), dongel meyvelerinden elde
edilen PFO’un katekol substratiyla pH 8.5’de 55 °C’de, 4-metil katekol substratiyla pH
6.5’de 35 °C’de, L-DOPA substratiyla pH 6.5’de 55 °C’de en yiiksek aktivite gosterdigi
belirtilmistir (Dinger vd., 2002).

Difenolaz aktitesi i¢in yapilan kinetik ¢aligmalar sonucunda PFO’un en fazla katekol
substratina ilgi duydugu bunu sirastyla, 4-metilkatekol ve L-DOPA’nin izledigi tespit
edildi. Bir¢cok benzer ¢alismada PFO’nun katekol ve 4-metil katekol substratlarina daha
cok ilgi duydugu belirtilmektedir (Dinger vd., 2002; Ozen vd., 2005).

Yomra elmasindan elde edilen PFO’nun 4-metil katekol substrat1 varliginda, bilinen
genel inhibitorleriyle yapilan inhibisyon calismalarindan sodyum metabisiilfit ve sodyum
azidle karisik, Askorbik asit ile yarismali ve benzoik asit ile yarigmasiz inhibisyon
gosterdigi tespit edildi. Bir¢ok organizmada enzimatik esmerlesme, oksijen veya fenolik
reaktantlarin uzaklagtirilmasiyla veya PFO inhibitoriiniin kullanilmasiyla azaltilabilir veya
durdurulabilir. Organizmadan oksijenin tamamen uzaklastirilmast zordur (Dogan ve Dogan,
2004). Enzimatik esmerlesmeyi dnlemek amaciyla, arastirmacilar tarafindan kullanilan bir¢ok
inhibitor vardir (Dogan vd., 2004; Sakiroglu vd., 1996; Yang vd., 2001). Mantarlarin
olgunlagmasi ve islenmesi esnasinda, mantar endiistrisinde de ciddi ekonomik kayiplara yol
acan, enzimatik esmerlesmenin Onlenebilmesi i¢in, en sik basvurulan yol, inhibitorlerin

kullanimidir. Yakin zamana kadar, bu amacla, en ¢ok kullanilan inhibitor SO2 olmustur.

Ancak, bu bilesigin insan sagligina vermis oldugu zararlardan dolayi, tiol grubu igeren
bilesikler gibi alternatifler denenmeye baslanmis ve olumlu sonuglar alinmistir. Bu ¢aligmada
da, bir ¢ok bitki PFO’su i¢in inhibitér olarak denenen, askorbik asit, sodyummetabisiilfit,
sodyum azid ve benzoik asit denenmis ve her bir inhibitor igin belirlenen K; degerleri Tablo
7°de verilmistir. Elde edilen veriler, kullanilan inhibitorler arasinda, enzimi en etkin inhibe
eden inhibitoriin sodyummetabisiilfit ile askorbik asit takiben benzoik asit ve sodyum azid

oldugunu belirlenmistir. Sodyummetabisiilfitin gozlenen etkili inhibisyonu, daha Once
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belirtildigi gibi, tiol bilesiklerinin PFO’lar i¢in etkili inhibitérler olduklarini desteklemektedir
(Friedman ve Bautista, 1995; Ding vd., 1998; Duangmal ve Owusu-Apenten, 1999; Yang vd.,
2000). Askorbik asidin etkili inhibisyonu, daha once yapilan ¢aligmalarda belirtilmektedir
(Sapers ve Ziolkowski, 1987; Hsu vd., 1988; Dudley ve Hotchkiss, 1989; Ros vd., 1993; Paul
ve Gowda, 2000; Aydemir, 2004). Askorbik asit, ortamda bulunan oksijenle daha hizli bir
sekilde reaksiyona girdiginden, enzim aktivitesini azaltabilmekte veya durdurabilmektedir
(Ros vd., 1993). Daha ¢ok bir antioksidan olarak etki eden askorbat, esmerlesmeye neden olan
pigmentlerin olugmasina izin vermeden, PFO tarafindan difenolden olusturulan kinonu indirger
(Aydemir, 2004). Ayrica, askorbat, PFO tarafindan iiretilen kinonoid bilesiklerin {iretimini, bu
bilesiklerle veya enzimin bakir merkezli aktif bolgesiyle selat olusturarak kisitlayabilmektedir
(Martinez ve Whitaker, 1995; Sapers, 1993; Zawistowski vd., 1991).

Sonu¢ olarak, Yomra Elmasindan elde edilen PFO monofenolaz ve difenolaz
aktiviteleri optimum pH ve sicaklik, cesitli genel PFO inhibitorlerine karsi gosterdigi
inhibisyon profilleri, kinetik bazi parametreleri bakimindan cesitli organizmalardaki PFO’lara

oldukg¢a benzer davraniglar gosterdigi belirlenmistir.



5. ONERILER

PFO enzimi igeren bircok meyve ve sebzede meydana gelen esmerlesme
reaksiyonlar1 gidalarin goriintii, lezzet ve besinsel degerlerin kaybina ve buna bagh
olarakta ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Enzimatik esmerlesmenin derecesi aktif
tirozinaz konsantrasyonuna, fenolik bilesiklere, oksijen varligina, PH’ya ve dokularin
sicakligl gibi sartlara baglidir. Gilinimiizde PFO enzimini inaktive etmek amaciyla
kullanilan birgok ticari yontemler mevcuttur, ancak bu yontemler uygulandigi zaman
besinde istenmeyen etkilere sebep olmaktadir. Bu yiizden besinlerde istenmeyen
esmerlesme reaksiyonlarinin 6nlenmesi noktasinda PFO enzimlerinin incelenmesi, yap1 ve
mekanizmasinin aydinlatilmasi giinlimiizde bir ihtiyag olmustur. Ayrica PFO, sentez
reaksiyonlarinda, tipta, atik sularin temizlenmesi gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.

Yapilmis olan bu ¢alismada Malus sylvestris (Yomra Elmasi )’den hazirlanan enzim
Oziitliniin aktivitesi ¢cok yiiksek oldugu tespit edilmistir. Boyle bir ¢alisma, PFO aktivitesini
cesitli bitkilerde kontrol etmek, boylece esmerlesme reaksiyonlarinin yan etkilerini ortadan
kaldirmak ve yararli olan esmerlesme reaksiyonlarini optimize etmek icin besinlerin
bilesimlerindeki degisimlerinin besinsel ve toksikolojik Ozelliklerine etkisinin ortaya
konulmasi i¢in énemli bir adim olmustur. Ayrica, esmerlesmenin kimyasal, biyokimyasal,
besinsel ve toksikolojik acilardan tanimlanmasi ve bu arzu edilmeyen yonlerinin
engellenmesine ihtiyag vardir. Besinlerde aynm1 anda birden fazla esmerlesme islemi
miimkiin olabileceginden dolay1, ¢esitli bitkilerdeki esmerlesme olaylarinin ortaya konmast
hem beslenme ve hem de saglik acgisindan besinlerdeki esmerlesmenin etkilerini anlamak
ve ¢ozlimler bulmak agisindan faydali olacaktir.

Calismanin baglangicinda PFO aktivitesi diger bitki tiirlerine gore daha yiiksek
bulunmustur. Bu yiizden PFO’in davranislarindaki degisiklikler ekstraklarin protein
konsatrasyonu, deney ortamin pH ve sicakligi, substrat konsantrasyonun ve gesitli PFO
inhibitorlerin etkileri agisindan incelenmistir.

Bundan sonra yapilabilecek olan c¢alismalar, ham o6ziitte karakterize edilmis olan
PFO enziminin saflastirilmasi ve ileri derecede karakterize edilmesi, gesitli substratlar
varliginda davraniglarinin incelenmesi ve inhibisyon mekanizmalarinin ayrintili bir sekilde

ortaya konmasi seklinde siralanabilir.
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