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OZET

Bu calismada, musmula (Mespilus germanica L.) bitkisinin, bitkinin tamamen
ciceklenmesinin ardindan 193. giin (1.safha), 207. giin (2. saftha) ve 214. giin (3. safha)
olmak {lizere {li¢ ayr1 olgunluk safhasi meyvelerinden hazirlanan ekstraklarda cesitli
biyokimyasal ve kinetik veriler yoniinden polifenol oksidaz (PFO) aktivitesi detayli bir
sekilde incelenmistir. mL’deki mg protein miktar1 en yiikksek olan meyveler,
ciceklenmeden itibaren 207. giine ait olan 2. safha meyveleri olarak tespit edilmistir
(3,897mg/mL). PHPPA(3-(4-hidroksifenil)-propionik asit), tirosin, 4-metil katekol, katekol
ve L-DOPA (L-dihidroksifenilalanin) gibi fenolik substratlarin oksidasyonunu etkin bir
sekilde katalizleyen musmula PFO’1 her bir substrat ile spesifik pH ve sicaklik
degerlerinde etkilesim gostermistir. Yapilan ¢aligmalar sonunda enzimin katalitik aktivite
gosterdigi optimum pH ve sicaklik degerleri sirasiyla, 1. safha i¢in pH 7.0 ve 30-40°C,
2.safha i¢in pH 4.0 ve 10-20°C, 3. safha i¢in de pH 5.0 ve 10-30°C oldugu tespit edilmistir.
Yapilan deneyler, optimum protein konsantrasyonunun her iic olgunluk safthasinda da
0,1mg/mL oldugunu ortaya koymustur. Yapilan kinetik calismalar sonucunda musmula
meyvesinin PFO’1inin basit Michaelis-Menten kinetigine uydugu ve en yiiksek ilgiyi
4-metil katekol substratina karsi gosterdigi gozlenmistir. Lineweaver-Burk egrilerine
bakildiginda 4-metil katekol varliginda Vs ve Ky, degerlerinin 1.safha icin 476 uM/dak.
mg protein ve 26 mM, 2. satha icin 256 uM/dak. mg protein ve 12 mM ve 3. satha i¢in de
222 uM/dak. mg protein ve 8 mM oldugu tespit edilmistir. Sodyum azid,
sodyummetabisiilfit, askorbik asit ve tiyolire gibi PFO inhibitorleri enzim aktivitesini
inhibe etmeyi basarmustir. Ayrica Cu®*, Hg™*, Mn™*, Zn**, AI**, Ni**, Cd**, Fe*, K*, Ca**
gibi monovalent, divalent ve trivalent metal iyonlar1 da cogunlukla enzim aktivitesini
inhibe etmistir. Mn?*, Zn**, AI**, Ni** ve Fe** iyonlarinin ise degisik olgunluk safhalarinda

aktivasyona neden oldugu gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Polifenol oksidaz, Musmula (Mespilus germanica L.), PHPPA,
Difenolaz



SUMMARY

Characterization of Polyphenol oxidase of Medlar (Mespilus germanica L.) Fruit
Throughout Ripening

In this study, polyphenol oxidase (PFO) activity has been examined in details in
respect of various biochemical and kinetic data in the extracts prepared out of fruits of
medlar (Mespilus germanica L.) in three separate ripening maturity of Day 193
(Stage 1), Day 207 ( Stage 2) and Day 214 (Stage 3) following completely blooming. It
has been found that the fruits having the highest proportion of mg protein in mL are the
fruits of Day 207 belonging to Stage 2 from blooming (3,897 mg/mL). PFO of medlar
which actively catalyzes oxidization of phenolic substrates such as PHPPA (3-(4-
hydroxiphenil)-propionic acid), tirosine, 4-methyl catecol, catecol and L-DOPA (L-
dehydroxiphenilalanyn) has effect on each substrate together with specific pH and
temperature values. After the works made accordingly, it has been proved that optimum
pH and temperature values for working of enzyme are respectively as follows: pH 7.0 and
30-40°C for Stage 1, pH 4.0 and 10-20°C for Stage 2 and pH 5.0 and 10-30°C for Stage 3.
According to the experiments realized, it has been found out that optimum protein
concentration is 0,Img/mL on each three ripening stages. As the result of the kinetic
works, it has been observed that medlar PFO is in accordance with the simple Michaelis-
Menten kinetics and shows the highest interest against, 4-methyl catecol substrate. When
we have a Lineweaver curves, it has been found that Vmaks and Km values, in the
existence of 4-methyl catecol, are 476 pM/min. mg protein and 26 mM for Stage 1, 256
UM/min. mg protein and 12 mM for Stage 2 and 222 pM/min. mg protein and 8 mM for
Stage 3. PFO inhibitors such as sodium azyd, sodiummetabisulfite, ascorbic acid and
thiourea have accomplished to inhibit enzyme activity. Also, monovalent, divalent and
trivalent metal ions such as Cu®, Hg**, Mn®*, Zn**, AI**, Ni**, Cd**, Fe**, K*, Ca® mostly
inhibit enzyme activity. Observed that Mn**, Zn**, AI**. caused activation in

different ripening stages.

Key Words: Polyphenol oxidase, Medlar (Mespilus germanica L.), PHPPA, Diphenolase
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Bir¢ok sebze ve meyvede, esmerlesme olarak bilinen renk degismeleri fenolik
bilesiklerin kinonlara oksidasyonuyla meydana gelen bir olaydir. Farkli meyve kiiltiirleri
arasinda esmerlesme derecesinin fenolik icerige ve polifenol oksidaz (PFO) adi verilen
enzimin aktivitesine bagl oldugu bilinmektedir ve bdyle bir iligkinin varlig1 ¢esitli meyve,
sebze ve mantarlar icin ortaya konulmustur. Enzimatik olarak renk degisimi oksijen
varhiginda PFO’mm  monofenolik ve difenolik maddeleri kinolik bilesiklere
yiikseltgemesinden  kaynaklanir.  Gercekte, PFO’larla  katalizlenen esmerlesme
reaksiyonlarinda olusan kinonlar oldukca reaktif olup, esmerlesmenin bir karakteristigi
olan esmer pigmentin olusumuna sebep olmak iizere polimerlesirler (Whitaker, 1972;
Friedman, 1996; 1997).

Fenolik bilesiklerin oksidasyonu ile olusan kinonik iiriinlerin 6karyotlari, bakteri,
mantar ve viriisler gibi patojenlere kars1 savunmada rol oynadigi tahmin edilmekle birlikte,
enzimle katalizlenmis polimerizasyon reaksiyonlart hasar goren bitki yiizeylerinin
iyilesmesine yardimci oldugu bilinmektedir (Ikehata vd., 2000; Thygesen, 1994).

Besinlerin depolanmasi ve endiistriyel olarak islenmesi esnasinda bu reaksiyonlar
sonucu ortaya cikan renk degisimleri cogu kez istenilen seviyede durdurulamamaktadir.
Bunun sonucunda besinlerin fiziksel goriiniiglerinde ve besinsel degerlerinde degismeler
meydana gelmektedir. Bu da besinin hem ekonomik ve besinsel degerini kaybetmesine
hem de raf Omriiniin azalmasina sebep oldugundan ciddi bir problem tegkil etmektedir.
Ancak enzimatik esmerlesme her zaman istenmeyen bir durum degildir. Bu reaksiyonlar
kuru iiziim, kuru erik, kakao, cay ve kahvede istenilen renk ve lezzetin kazanilmasinda
oldukga etkilidir. Enzimatik esmerlesme reaksiyonlarinin tamami bitkinin tiiriine, yetistigi
bolgeye ve bitkinin fizyolojik olgunluguna gore degisim gosterirken, esmerlesmenin rengi
ise ortamdaki mevcut fenolik substratlarin tiiriine baglhidir. Bunun yaninda esmerlesmeyi
etkileyen en onemli faktorler; pH, sicaklik, dokularda mevcut bulunan oksijen miktar1 ve
aktif PFO konsantrasyonu seklinde siralanabilir. Bunlardan birinin reaksiyon ortaminda
bulunmamasi veya optimum degerinden uzak olmasi reaksiyonu durdurabilir veya hizim

azaltabilir.



Gidalarda, bu tiirden reaksiyon mekanizmalarimin ortaya konmasi ve bu
reaksiyonlar katatlizleyen enzimlerin ayrintili bir sekilde karakterizasyonu ile esmerlesme
sonucu olusan tiriinlerin istenmeyen etkilerini ortadan kaldirmak miimkiin olabilecektir.

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlar1 bitkilerde iki sekilde ortaya c¢ikabilir
(Friedman,1996;1997). Bunlardan birisi sebze ve meyvelerde bulunan polifenol
bilesiklerinin kinonlar1 vermek iizere PFO ile katalizlenen oksidasyon reaksiyonlaridir. Bu
islemlerle olusan kinonlar daha sonra polimerleserek yapilari tam olarak bilinmeyen siyah
renkli melanin pigmentlerini olugtururlar. Muz, armut, marul, patates ve meyve sularinda
klorojenik asidin bdyle bir oksidasyonu ile olusan kahverengi veya siyah lekeler bu tiir
pigmentlerin olusumunu gosterir. Diger bir enzimatik esmerlesme reaksiyon tiirii ise
polifenol tiirevli kinonlarin serbest amino asit ve proteinlerle esmer polimerleri
olusturmasidir. Tiim enzimatik esmerlesme reaksiyonlar1 bitki tiir ve ¢esidine gore farklilik
gosterir ve PFO’1n aktivitesi; fenolik substratlara ve Oy’e bagimhidir. Bu faktorlerden
birinin ortadan kaldirilmasi ile enzimatik esmerlesme reaksiyonlari durdurulabilir veya

azaltilabilir.

1.2. Musmula (Mespilus germanica L.) Hakkinda Genel Bilgiler

Musmula veya dongel (Mespilus germanica L., Fam: Rosaceae) bitkisi, giilgiller
familyasindan, yabani formlar1 2-3 m yiiksekliginde dikenli, kiiltiir formlar ise 6 m
yiikseklige kadar varabilen dikensiz ¢alilardir. Yapraklar basit, alt yiizii tiiylii, tam veya
disli kenarlidir. Kisin yapraklarim1 doker. Cicekler erdisidir, bes parcalidir ve beyaz ya da
pembedir. Musmula bitkisinin meyvesi, 1,5-3 cm capinda degisebilen, kiiremsi veya armut
seklinde ve bas kismi yapraksi sepallerle cevrilidir (Browicz, 1972). Alt ovaryumdan
tiirevlenen armut tipindeki meyve, genellikle, bes adet taslasmis tohuma sahiptir. Dig
kismin rengi kahverengi, bazen de kirmizimsidir. Meyveleri olgunlasinca kursuni renkli

olur(Sekil 1).

Musmulanin Avrupa ve Asya’da, Dutsch (biiyilk meyveli), Common (orta boy
meyveli), Royal (kiiciik meyveli), Nottingham (kiiciik meyveli ve lezzetli) ve Stoneless
(muhtemelen en ¢ok bilinen ve en iyisi) olmak iizere yaygin bulunan ve iyi bilinen bir¢cok
cesidi vardir. Musmulanin meyvesi genel olarak cig olarak tiiketilir. Sonbaharin gec
vakitlerinde, agactan ham veya fizyolojik olarak olgunluga erismis meyvelerin toplanmasi

ve olgunlagsana kadar saman iginde depolanmasi giiniimiizde halen daha kullanilan



geleneksel yontemlerdir. Ham meyvelerin etli kismi tath ve hafif asidiktir. Recel ve
marmeladi da Avrupa’nmin degisik iilkelerinde ve iilkemizin de bazi yorelerinde
yapilmaktadir. Bu meyvenin buruk-eksimsi bir tatta olmasi eski caglardan beri
bilinmektedir. Halk arasinda, ham mugmula meyvesi veya ondan hazirlanan meyve surubu
bagirsak iltihaplarina kars1 yaygin olarak eski ¢aglardan beri kullanilmaktadir (Bignami,
2000). Modern tip ise onu kabizliga, bobrek ve mesane taslarina ve diiiretik olarak
kullanabilecegini yirminci ylizyilda fark etmistir (Baytop, 1999).

Zaman zaman unutulmus meyve olarak atfedilen musmula son yillarda biiyiik veya
kiigiik bircok markette satilmakta ve 6nemli miktarlarda tiiketilmektedir. Yine son yillarda
bu meyve iizerine olan talep, arastirmacilar tarafindan, hasat Oncesi ve sonrasinda bu
meyvanin kimyasal iceriginin daha iyi arastirilmasina sebep olmustur. Bu konuda hemen
hemen ilk ve ciddi ¢aligmalardan biri Ispanyol musmulalarmin, fiziksel (agirh, renk,
dayanmiklilik), fizikokimyasal (pH, coziilebilir katilar) ve kimyasal (nem, ¢oziinebilir
sekerler, nisasta, vs.) 6zelliklerinin olgunlagsma sirasinda nasil degistigini ortaya koyan bir
calismayla Romero-Rodriguez vd. (2000), de Pascual-Teresa et al. (2000) ise mugmula
meyvesinin flavanolleri hakkinda ilk analizler rapor etmistir. Tiirkiye’de Kuzey
Anadolu’da yetisen musmula bitkisinin meyvelerinin, meyve gelisimi ve olgunlagmasi
boyunca (ham-olgun-asir1 olgun) mineral icerigi, (Glew vd., 2002), yag asitleri bilesimi
(Ayaz vd., 2002a,b; Glew vd., 2003a,b), seker organik asit ve amino asit igerigi (Glew vd.,
2003a,b) rapor edilmistir. Bu calismalarin yaninda, mugmulanin besleyici degeri ve
bilesimi konusundaki bilgiler halen azdir. Gerek agac iizerinde ve gerekse hasat edildikten
sonra mugmula meyveleri hizli bir olgunlagsma siirecine maruz kalmaktadir. Enzimatik
kararma olarak da bilinen bu esmerlesme siirecinde meyveler icerdigi besleyici maddeler
bakimindan biiyiik degisiklik sergilemektedir. Mezokarp kararirken tiiketiciye farkli lezzet
ve tat imkani vermesi tamamen kimyasal iceriginde enzimatik olarak meydana gelen
degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Calismamizda meyve hasatin1 dikkate aldigimiz
meyvenin ii¢ olgunlasma donemi, hem agac iizerinde hem de marketlerdeki raf omrii
hemen hemen ayn1 kimyasal icerik degisikligine maruz kalmaktadir (Glew vd., 2002; Ayaz
vd., 2002a,b; Glew vd., 2003a,b).

Musmula meyvesi, Tiirkiye’de de fazlaca tiiketilmektedir. Meyveler Ekim’de hasat
edilir ve olgunlasmasi icin sogukta, karanlikta ve havalandirilmis yerlerde depo edilir.

Meyvelerden kisin meze olarak kullanilmak iizere tursu da yapilmaktadir.
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Sekil 1. Mespilus germanica (musmula) meyveleri (URL-1, 2006; URL-2, 2006).

1.3. Polifenol Oksidaz (PFO) ve Bulundugu Organizmalar

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlarinda rol oynayan temel enzim polifenol
oksidazdir (PFO) ve oksidorediiktaz sinifimin bir iiyesidir (EC 1.14.18.1). PFO bakir iceren
bir metaloenzimdir ve oksijen varliginda iki farkli reaksiyon katalizleyebilir. Bunlardan
birisi, monofenolik bilesiklerin o-difenollere hidroksilasyonu (monofenolaz aktivitesi),
digeri ise o-difenollerin o- kinonlara oksidasyonu (difenolaz aktivitesi)dur. Monofenolaz
ve difenolaz aktiviteleri sonucu olusan kinonoid maddeler kahverengi, kirmiz1 veya siyah
pigmentler seklinde polimerlesirler (Whitaker, 1972;Friedman, 1996;1997). PFO
memeliler, bakteriler, sebze, meyve, deniz iiriinleri ve mantarlara kadar ¢ok genis bir
filogenetik yelpazede bulunurlar ve ayni organizmanin farkli organlarinda farkli
karakteristik 6zellikler gosterirler (Robb, 1984; van Gelder vd., 1997).

Polifenol oksidazlarin bitki ve mantarlardaki en énemli fonksiyonu, hastaliklara
kars1 koruma ve fenolleri kinonlara okside ederek bitkilerin proteinlerini ve besinsel
degerlerini kisitlamasiyla bitki yiyen boceklere karst savunmada rol oynamasidir.
Bitkilerdeki fenolik substratlar vakuollerde bulunmasina karsilik bitki dokularinin cogunda
PFO enzimi plastidlerde yerlesmislerdir. Bu dokular kesildiginde, zarar gordiigiinde,
hastalikli dokular olustugunda ya da dokular boceklerin saldirisina ugradiginda bu enzim
aktif hale gecmektedir. Plastidlerde yerlesmis olan bu enzim bir membran proteini
olmasina karsin integral membran proteini degildir (Mazzafera ve Robinson, 2000;
Vaughn vd., 1988).

Bitkilerde PFO’1n hiicrelerdeki bulunus yerleri farklilik gosterir ve genellikle bitki
hiicrelerinin  plastitlerinde  bulunur.  Dolayisiyla, vakuollerde bulunan fenolik

substratlarindan fiziksel olarak ayrilir (Vaughn, 1988). Patateste PFO membrana bagl bir



sekilde plastitlerde bulunur. Ispanak koklerinde ise PFO aktivitesi plastid membranlarinda
ve mitokondrilerde oldukca yiiksektir. Bugday, yulaf, yonca ve seker kamis1 gibi baz1 bitki
tiirlerinde ise enzim kloroplastlarda lokalize olmustur. Olgunlagmis elmalarda ise PFO’1n
daha cok kloroplastlarda ve mitokondrilerde aktif oldugu gozlenmistir. Cesitli muz
tiirlerinde PFO aktivitesinin meyvenin dokularina gore degisim gosterdigi tespit edilmistir.
Baz1 zeytin tiirlerinde enzim kloroplastlara siki sikiya bagliyken siyah zeytin tiirlerinde
enzim ¢oziinebilir bir formda bulunur (Vaughn, 1988).

Patateste PFO aktivitesi dzellikle yumru, kok ve ¢iceklerde oldukga yiiksek olmasina
ragmen yaprak ve saplarda daha diisiik seviyelerde gbzlenmistir. Karakterize edilen PFO
genlerinin pek ¢cogu fotosentetik dokulardan izole edilmistir. Ancak bu enzimler fotosentetik
olmayan dokularda da bulunmaktadir. PFO tarafindan katalizlenen enzimatik esmerlesme
ozellikle Solanum tuberosum (patates) yumrularinda ortaya c¢ikmistir (Corsini, 1992).
Patatesten izole edilen iki PFO geninin yaprak, cicek ve koklerde ifade edildigi, yumrularda
ise ekspresyon gozlenmedigi bildirilmistir (Hunt, 1993). Bununla birlikte, doku hasarini
takiben yumrularda da PFO aktivitesinin yiiksek diizeylere ulagabildigi dolayisiyla enzimin
bitki savunma sisteminde rol oynayabilecegi bildirilmektedir (Thygesen, 1994).

Allium sp. den izole edilen PFO’1n aktivitesi cesitli substratlarla incelenmis ve
enzimin en fazla katekole kars1 spesifite gosterdigi gozlenmistir. izole edilen enzimin pH
7.5’te en iyi aktiviteye sahip oldugu ve 40 °C’nin iizerinde PFO aktivitesinin kayboldugu
tespit edilmistir. Bu bitkiden elde edilen PFO, askorbik asit, 2-merkaptoetanol ve sodyum
metabisiilfit gibi genel PFO inhibitorlerine karsi oldukca duyarh oldugu da bulunmustur
(Arslan, 1997).

Cesitli meyve kiiltiirleri arasinda esmerlesme derecesinin fenolik icerik ve PFO
aktivitesindeki farkliliklara bagli olarak degistigi bilinmektedir. Seftali meyvelerinin
gelisimi sirasinda tanin igeriginin ve c¢esitli fenolik substratlarin konsantrasyonunun
diizenli bir sekilde azaldigi ve hasat donemine kadar bu diizeylerde kaldigi tespit
edilmistir. Bu bitkide PFO aktivitesi de fenolik bilesiklerin icerigine benzer bir degisim
gostermistir.  Yiiksek PFO aktivitesine sahip seftali kiiltiirlerinin yiiksek derecede

esmerlesme hizina sahip oldugu gozlenmistir (Lee, 1990).

Elmadaki PFO’1n monofenolaz aktivitesi, difenolaz aktivitesi ve bu aktivitelere
cesitli inhibitorlerin etkisi detayli bir sekilde calisilmistir (Nicolas, 1994). Monofenolaz
aktivitesi, enzimin izolasyon islemlerine duyarli olmasindan dolay1 ekstraksiyonu sirasinda

cok diisiik oranlarda ve NMR spektrokopisi ya da HPLC gibi olduk¢a pahali teknikler



yardimiyla tespit edilebilmistir. Ancak son yillarda gelistirilen bir spektrofotometrik teknik
yardimiyla elmada aktivitenin ¢esitli faktorlere bagimliligi izlenebilmistir(Espin, 1995).

Monofenolaz aktivitesi, avokado bitkisinde tespit edilmis olup, bu bitkideki PFO
hem suda ¢oziiniir hem de membrana bagli formlarda bulunmaktadir (Khan, 1980).
Avokadoda monofenolaz aktivitesi, aseton ile toz haline getirilen 6rneklerle hazirlanan
oziitler kullanilarak tayin edilmis ve p-kresol varliginda yapilan denemelerde enzim
aktivitesi oldukc¢a diisilk bulunmustur. Triton X-114 kullanilarak kismen izole edilen
avokado PFO’1 4-hidroksi anisol kullanilarak karakterize edilmistir (Espin, 1997).

Muzda yapilan ¢alismalarda meyvenin etli kisminda yiiksek miktarda dopamine
rastlanmis ve bu maddenin kismen saf PFO tarafindan oksidasyona ugratildigi
bildirilmistir. Karakterizasyon ve saflagtirma esnasinda yapilan islemlerde oksidasyonun
en hizli gerceklestigi dopaminin en iyi substrat oldugu anlasilmistir (Riggin vd., 1976).

Tropik bitkilerden biri olan papaya meyvelerinde de PFO’mn varligi bilinmektedir
(Cano, 1995). Bu meyvelerden kismen izole edilen PFO’in tiirlere gore degisimi
incelenmis ve toplam c¢oziinebilen PFO aktivitesi disi meyvelerde digerlerine gore ¢ok
daha yiiksek bulunmus ve yesil papaya meyvelerinde daha fazla PFO aktivitesine
rastlanmistir. Bu meyvelerden elde edilen enzimlerin elektroforetik karakterleri
incelendiginde hermafrodit meyvelerde 6 izoenzim varligi gozlenmesine ragmen disi

meyvelerde 4 izoenzimin varligini gosteren bandlar tespit edilmistir (Cano, 1996).

Malatya kayisis1 (Prunus armeniaca L.) Tiirkiye’de yetistirilen c¢esitler icinde en
iyisidir ancak depolama esnasinda dis yiizeyi kararmaktadir ve bu ticari olarak istenmeyen
bir durumdur. Bu durum oksijen varliginda PFO’1n fenolik substratlar kinonik bilesiklere
okside etmesiyle ortaya ¢ikmaktadir (Augustin vd.,1985). Malatya kayisisindan elde edilen
enzimin aktivitesinin pH 8.5’te maksimuma ulastigi gozlenmistir. Ayrica enzimin
monofenolaz aktivitesine sahip olmadigi, askorbik asit ve 2-merkaptoetanoliin bu enzim
icin en iyi inhibitorler oldugu belirtilmistir (Arslan vd.,1998).

Karayemis bitkisinin (Laurocerasus officinalis Roem.) heniiz olgunlagsmamis
meyvelerinde yapilan incelemede 3-(3,4-dihidrosifenil)propionik asid (DHPPA) varliginda
optimum pH’in 5.0 oldugu ve alkali pH’larda enzimin %80 oraninda aktivitesinin
kayboldugu bulunmugtur. Optimum sicakligin 40 °C oldugu ve aktivitenin askorbat ve

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

Gonen kaplicalarindan izole edilen ve termofilik bir bakteri olan Anoxybacilus

kestanbolensis K1 ve K4T bakterileri tizerinde yapilan incelemelerde difenolaz aktivitesine



rastlanmis ve bu aktivitenin 4-metil katekol substratina kars1 oldukga yiiksek ilgiye sahip
oldugu bildirilmistir. Bu mikroorganizmalardan hazirlanan hiicre i¢i enzim 6ziitiiniin sahip
oldugu difenolaz aktivitesinin karakterizasyonu icin yapilan ¢aligmalarda, 4-MK varliginda
optimum pH’in 9.5 optimum sicaklik degerinin ise 70 °C ve 80 °C oldugu bulunmustur
(Yildirim vd., 2004).

PFO’1m etkili oldugu canh tiirlerinden birisi de mantarlardir. Endiistriyel olarak en
az diizeyde islenmis mantarin raf émrii saklama esnasindaki enzimatik esmerlesmeden
dolay1 birkag¢ giin ile sinirlidir. Mantardaki esmerlesmeye sebep olabilecek enzimler olan
PFO, lakkaz ve peroksidaz aktiviteleri cesitli mantarlarda ¢alisilmis ve PFO’1in mantar
dokularindaki en bol enzim oldugu ve kinetik ve inhibisyon ¢alismalar1 sonucu mantardaki
esmerlesmenin biiyiik bir oraninin PFO’dan kaynaklandigi belirtilmistir (Zhang, 1997;
Ratcliffe, 1994).

Cay bitkisinin (6zellikle filizlerinin) PFO’ca olduk¢a zengin oldugu ve cayin
fermantasyonunda PFO’in anahtar enzim oldugu bilinmektedir. PFO bu bitkide
flavanollerin, theaflavin ve thearubigin olarak tamimlanan siyah cayin bilesenlerine
oksidasyonunda 6nemli bir rol oynar (Mayer, 1991). PFO cay bitkisinin hemen hemen tiim
boliimlerinde bulunur ve cay kalitesi bu enzimin cay filizlerindeki igerigi ile dogrudan
iliskilidir (Biswas, 1971). Cay bitkisinin ¢esitli organlarindan hazirlanan enzim Oziitleri
kullanilarak yapilan enzimatik deneyler, enzimin ¢O6ziiniir haldeki ve membran bagh
formlarinin igeriklerinin bir tiir icerisinde farkliliklar gosterdigi bulunmustur (Singh,
1994). Bitkiden hazirlanan PFO ve peroksidaz enzimleri ile yesil ¢ay yapraklarindan izole
edilen flavanoller in vitro muamele edilmis, olusan reaksiyon ve iiriinleri HPLC ile
izlenmistir. Bu iki enzimin ¢ayin fermentasyonuna ya da kararmasina etkisi arastirilmis ve
PFO varliginda ¢ayin kalitesinden sorumlu olan thaflavin ve thearubigin bilesenleri daha
yiiksek diizeylerde gozlenmistir (Finger, 1994).

PFO, kahvenin (Coffea arabica L.) yapraklarindan ve meyve endospermlerinden
(PFO-E) ekstrakte edilerek karakterize edilmis ve bir ¢ok bitkide oldugu gibi erken gelisme
safhasinda yaprak ve endospermlerde yiiksek oldugu gozlenmistir (Ratjen ve Robinson,
1992; Dry ve Robinson, 1994). Kahvede, kahve kalitesiyle PFO arasindaki iligki tam
olarak bilinmemesine ragmen diisiik kalitedeki kahvelerde diisiik aktivitede PFO oldugu
bilinmektedir. Yaprak ve endosperm i¢in optimum PFO aktivitesinin pH 6.0-7.0’da ve

optimum sicakligin 20-30 °C arasinda oldugu gozlenmistir.



Afrika’da 6nemli karbohidrat kaynaklarindan birisi olan yer patatesinin depolama ve
isleme teknikleri sirasinda gergeklesen esmerlesme reaksiyonlar1 sonucu 6nemli derecede
besinsel kayiplara ugradigi ve bu bitkinin her yil yaklagik 5 milyon tonunun sadece
Nijerya’da kullanilamaz duruma geldigi bildirilmektedir (Anosike, 1985). Calisilan baz1 yer
patatesi tiirlerinde bu esmerlesme reaksiyonlarinin %90 kadarinin PFO ile iligkili oldugu
ancak baz tiirlerde ise PFO aktivitesi diisiik olmasina ragmen esmerlesmenin %60 tan daha
fazlasinin PFO aktivitesine bagli olmadigi tespit edilmistir. Bu tiirlerde mevcut PFO
aktivitesinin optimum sicakligi 30 °C olarak gdzlenmis ve esmerlesme reaksiyonunun PFO
aktivitesi yliksek tiirlerde genel PFO inhibitorlerine oldukca duyarli oldugu da bulunmustur.
Esmerlesme reaksiyonlarmin enzimatik olmadigi patates tiirlerinde ise inhibitorlerin

etkisinin azaldig1 bildirilmistir (Omidiji, 1996).

1.4. Enzimatik Olmayan Esmerlesme Reaksiyonlari

Enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlari genelde Maillard reaksiyonu olarak
bilinmekle birlikte basit sekerlerin (karbonil guruplari) ve amino asidlerin (serbest amino

gruplar1) reaksiyonunu icerir.

HC=0 ’l\‘H R
| HC —— OH
CHOH —H,0
| NHR |
CHOH
CHOH |
r\fL/\/ CHOH
A
Indirgen Amino N-Glikozilamin
Seker Bilesigi

(Reaksiyon 1, Maillard reaksiyonu)

Maillard reaksiyonunu etkileyen faktorler asagida belirtildigi gibidir:

a) Zaman ve sicaklik: Model sistem iizerinde yapilan ¢alismalar, 1sitnma miktarinin

ve/veya zamanin arttirilmasi sonucu goriilen renk gelisimi, karbon-azot zincirinin varligini,

doymamishigin ve kimyasal aromatikligin arttigim1 gostermektedir



b) Sistemin bilesimi: Pentoz sekerleri (6rn. Riboz) hekzoslardan ¢ok daha hizhi
reaksiyon verir ki bu da disakkaritlerden (6rn. laktoz ) daha reaktiftir.

Lisin, e-amino grubundan dolay1 en hizli renklenmeye neden olurken, sistein ise en
az renklenmeye neden olur. Bu yiizden protein igerigi lisin birimince zengin olan besinler
(6rn. siit proteinleri) genelde hizl bir sekilde esmerlesir.

Seker-amino bilesigi zincirleri renkli iiriinlerden oldukca etkilenir. Ornegin, %65 su
iceren glukoz-glisin model sistemi 65 °C’de saklandiginda glukoz-glisin zincirinin renk
doniisiimiiniin hizh bir sekilde arttig1 gézlenmistir.

c) Su aktivitesi: Sekil 2’de suyun Maillard reaksiyonu esnasinda olustugu
goriilmektedir. Bu yiizden kiitle yasalar1 geregince, yiiksek su miktar1 iceren bilesiklerde

reaksiyon oldukga yavag gerceklesmektedir (URL-3, 2004).
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(kahverengi azotlu polimerler ve kopolimerler)

“Z;‘;H +amino bilesizi A - H,O |
I Aldoz (g »  N-substitue glukozamin | I‘\‘IHR
CHOH HCOH
éHOH
Amodori CHOH
diizenlenmesi
H,CNHR PR PR
é:o Amadori diizenlenmesi tiriinii
(‘JH oH (1-amino-1-deoksi-2-ketoz)
C|- 3H,0 C| - 2H,0 D H
H1drok§1met11furfura11n Sekerler Pargalanma iriinleri (asetol, diasetil,
schiff baz1 veya pruvaldehit vs.)
2-furfuralaldehit
+ O-amino asif
¥
-CO
NH (IJ:O 2
ST ) Cc=0
Cuon |"4mino llz, (Strecker
luon |bilesigi pargalanmast)
v Y _ -2H
Indirgenler |== | Dehidroindirgenler E »| Aldehitler
+2H
+ H20
CHgO)\/O
F F F )\/\
A 4 A 4 A4 A 4 @\/\
Hidroksimetilfurfural F R Aldoller ve azot
veya | igermeyen polimerler
2-furfuralaldehit
+amino +amino +amino H-amino +amino
G |bilesigi Glbilesigi  G/bilesigi G pilesigi  G|bilesigi
v v
MELANOIDLER

Sekil 2. Enzimatik olmayan esmerlegsmeler icin 6nerilen Maillard Semas1
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1.5. Enzimatik Esmerlesme Reaksiyonlari

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlar1 bitkilerde iki farkli sekilde gozlenebilir
(Friedman 1996, 1997). Bunlardan birisi meyve ve sebzelerde bulunan fenol bilesiklerin
PFO ile katalizlenerek kinonlar1 verdigi oksidasyon reaksiyonlaridir. Bu reaksiyonlar
sonucunda olusan kinon yapili bilesikler, daha sonra siyah melanin pigmentlerine
polimerlesir. Meyve ve sebzeler soyuldugunda veya kesildiginde enzim iceren bitki dokusu
serbest hale gelir. Havadaki oksijen varliginda PFO enzimi hiicre fenolik bilesiklerinin
o-kinonlara yiikseltgenmesini katalizler. Olusan bu kinonlar oldukca reaktif olup
esmerlesmenin bir karakteristigi olan esmer pigmentin olusumuna sebep olmak iizere
polimerlesir. Meyve pasl bir bigakla kesildiginde veya bakir bir kasede karistirildiginda bu
olay kolayca gozlenebilir. Armut, muz, patates, marul ve meyve sularinda klorojenik asidin
boyle oksidasyonuyla olusan kahverengi ve siyah lekeler bu tiir pigment olusumunu
gosterir.

Diger enzimatik esmerlesme tiirii ise fenolik bilesiklerden tiiremis kinonlarin
serbest aminoasit ve proteinlerle esmer polimerleri olusturmasidir. Patateste ve kazein
iceren besinlerde okside olmus klorojenik asidinin kazein ile olan reaksiyonlari bu tiirden
islemlerdir. Enzimatik esmerlesme reaksiyonlar1 bitkinin c¢esidine, tiiriine, yetistigi
bolgeye, meyvenin olgunluguna gore degisim gosterir ve buna sebep olan baglica faktorler
bitki vakuollerinde bulunan fenolik substratlar, PFO enziminin aktivitesi ve bitki
dokularinda bulunan oksijendir. Bu faktorlerden birinin ortadan kaldirilmasiyla enzimatik
esmerlesme reaksiyonlar azaltilabilir veya durdurulabilir.

Bitkilerde meydana gelen enzimatik esmerlesme islemlerinin en Oonemli enzimi
PFO’dir. Bu tiirden bir islemin meydana gelebilmesi i¢in ortamda enzim, enzime bagl
bakir iyonlari, fenolik substrat ve oksijen bulunmalidir. En diisiik diizeyde islenmis meyve
ve sebzelerin hazirlanmasi, kabuklarmin soyulmasi veya bunlarin kesilmesiyle hiicre
membranlar1 pargalanir ve uygun substratlar yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarini
katalizleyebilen bu tiir bir enzimle etkilesir. Oksijen varliginda, fenollerin o-kinonlara
enzimatik oksidasyonundan dolay1 esmerlesme hizli bir sekilde meydana gelir. (Laurila

vd.,1998)
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1.6. Polifenol Oksidazlarin Reaksiyon Mekanizmasi

Uluslararas1 Biyokimya Dernegi (IUB) enzim komisyonuna gére PFO birbiriyle
iliskili yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarini igeren ii¢ cesit aktiviteye sahiptir. Bunlar:
katekoloksidaz veya o-difenol:oksijen oksidorediiktaz (EC 1.10.3.1); lakkaz veya
p-difenol:oksijen oksidorediiktaz (EC 1.10.3.2) ve kresolaz veya monofenol oksijenaz
(EC 1.14.18.1) dir (Yelana vd.,1996). Bu bilgilere dayanarak enzimin iki farkli tiir
reaksiyonu katalizledigi sonucuna varnlabilir. Bu reaksiyonlar; o-difenollerin olustugu
monofenollerin o-hidrokslasyonu (kresolaz/monofenolaz aktivitesi) ve bunu takiben
o-difenollerin o-kinonlara (katekolaz/difenolaz aktivitesi) oksidasyonudur (Fenoll vd.,

2000).

OH OH
Monofenolaz OH
(Tirosinaz)
" "
H,N—CH—COOH H,N—CH—COOH
Tirosin 3,4-dihdroksifenilalanin
(L-DOPA)

(Reaksiyon 2, Monofenollerin o-hidroksilasyonu (Monofenolaz aktivitesi))

OH O
OH O
Difenolaz
Cl)H2 (Katekolaz) CH2
I
H,N—CH—COCH H,N—CH—COOH
3,4-dihdroksifenilalanin Dopakinon
(L-DOPA)

(Reaksiyon 3, o- difenollerin o-kinonlara oksidasyonu (Difenolaz aktivitesi))
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PFO i¢in yapilan kimyasal ve spektroskopik calismalar sonucu elde edilen bulgular
aktif bolgenin iki biniikleer bakir kompleksine sahip oldugunu ve Tip 3 bakir merkez

ozelligi tasidigimi gostermektedir (Sekil 3).

2O, Fliis _His KA Flﬁs His
,'Cu“ E ., Cu“‘ "‘Cu Cu N
His . O His His . e} His
His His H
oksi-PFO met-PFO
His His His
,’9 + + | ‘\‘\\
Cu wu
His ! \His
His
deoksi-PFO

Sekil 3. PFO’1n bakir merkezleri

Oksijenlenmis form (oksi-PFO), her biri iki kuvvetli ekvatoryal ve bir zayif aksiyal
NHis ligandlariyla koordine olmus iki tetragonal Cu(Il) atomundan olugsmustur. Eksojen
oksijen molekiilii peroksid olarak baglanir ve iki bakir atomu arasinda koprii olusturur.
Met-PFO formu oksi-form gibi endojen kopriiyle antiferromagnetik sekilde ciftlesmis iki
tetragonal Cu(Il) atomu icerir. Deoksi-PFO bikuprik yapiya sahiptir. [Cu(I)-Cu(I)] PFO’1n
aktif bolgesindeki bakir iceren bu ii¢ form monofenollerin o-hidroksilasyonu ve difenolerin
oksidasyonuyla sonuglanan reaksiyon mekanizmasi i¢in bir modeldir. (Duran vd., 2002;
Klabunde vd.,1998).

Fizyolojik fonksiyonlar1 farkli olmasina ragmen PFO ve hemosiyanin aktif bolgesi
birbirine benzerlik gosterir ve bu model sistemler {izerinde yapilan calismalar
monofenollerin PFO ile katalizlenen doniisiimlerinin substratin enzimin oksi-formuna
baglanmasiyla basladigini ortaya koymaktadir (Decker ve Tuczek, 2000).

PFO’m Kkatalitik aktivite mekanizmasinda deoksi-formundaki enzim bir oksijen
molekiiliiyle birleserek o0ksi-PFO  formuna doniisiir. Monofenolaz aktivitesinin

gerceklesmesi icin ortamda oksi-formu igeren enzim mutlaka bulunmalidir (Sung-Yum
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Seo, 2003). Daha sonra substratin 5 koordinasyonlu ara {riiniiniin yeniden
diizenlenmesiyle fenoliin o-hidroksilasyonu saglanir, su kaybi ile difenolik {iriiniin
olusumu gerceklesmis olur. Molekiil ici elektron transferi sonucu o-benzokinon iiriinii
olusurken deoksi-forma donen enzimin aktif bolgesi yeni bir katalitik cevrime girmek icin

hazir hale gelir.

1.7. PFO Aktivitesinin Belirlenmesi

PFO aktivitesi, farkli monofenolik ve difenolik substratlar varlifinda ve
manometrik, palografik, kronometrik ve spektrofotometrik teknikler gibi cesitli teknikler
yardimiyla Olciilebilmektedir. Fenolik substratin oksidasyonu sirasinda kullanilan O,, bir
respirometre ile sistemin oksijen harcamasi esasina gére manometrik olarak ya da bir
oksijen elektroduyla palografik olarak olgiilebilir. Kronometrik metotta ise askorbik asit
varliginda reaksiyon sirasinda rengin ilk goriildiigii an tespit edilir. Spektrofotometrik
islemlerde ise genelde ya substratlarin oksidasyonu izlenir ya da esmerlesme
reaksiyonunun bir iiriiniiniin olugsma hiz1 dlgiilerek enzim aktivitesi tayin edilir ve bu metot
daha cabuk ve kolay oldugundan digerlerine gore tercih edilir (Whitaker, 1972). Bu
teknikler disinda niikleer magnetik rezonans ve yiiksek performansli sivi kromatografisi
teknikleri de bazi arastirmacilar tarafindan kullanilmis olmasina ragmen pahali techizat
gerektirdiginden yaygin olarak kullanilmazlar.

PFO’mn monofenolaz aktivitesi 3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon (MBTH) gibi
kromojenik bir niikleofil varliginda olduk¢a duyarli ve dogru bir sekilde spektrofotometrik
olarak ol¢iilebilir. Bu metot niikleofilin yoklugunda ve varliginda PFO tarafindan iiretilen
o-kinonlarin enzimatik olmayan reaksiyonlarin1 esas alir. Enzimatik reaksiyon sirasinda
olusturulan o-kinon niikleofil ile renkli katilma iiriinleri verirler ve bu katilma iiriinleri 500
nm deki karakteristik absorpsiyonlart ile belirlenirler (Reaksiyon 6). Bu metodun
mekanizmasi detayli bir sekilde ortaya konmus olup (Rodrigez, 1994) elma ve avokado
meyvelerindeki PFO aktivitelerinin tayininde basarili bir sekilde uygulanmistir (Espin,

1995; 1997).
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(Reaksiyon 4, Polifenol oksidazin kromojenik niikleofil (MTBH) varliginda
monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri (M: Monofenol, D: Difenol,
K: o-kinon, N: Kromojenik niikleofil, ND: Niikleofil-difenol
renksiz katilma trini, NK: Niiklofil-kinon kromoforik katilma
iiriinii))

1.8. PFO inhibisyonu

Enzimatik esmerlesme meyvelerin ve diger besinlerin olgunlasmasi, depolanmasi
veya islenmesi esnasinda ciddi ekonomik kayiplara yol a¢maktadir. Giiniimiizde
esmerlesmeyi Onlemek icin inhibitorlere bagvurulmaktadir. Kullanilan inhibitorler
yiyeceklerde enzimsel esmerlesmeyi durdurabilen, yiyecek kalitesine etki etmeyen ve
zehirli olmayan materyaller olmalidir (Ferrar ve Walker, 1996). Bugiin en sik bagvurulan
inhibitor siilfittir. Bunun disinda O, ve fenolik substratlarin ikisinin veya birisinin
ortamdan uzaklastirlmasiyla esmerlesme Onlenebilir. Ancak, sebze ve meyvelerin taze
olarak pazara sunulmasi, satilmasi ve servis yapilmasi durumunda siilfit kullanimina izin
verilmez (FDA, 1996). Siilfitlerin, besinleri yikic1 6zelligi yaninda bitki ve meyvelerde
doku yumusamasi ve tatsizlik meydana getirdigi bilinmektedir. Yayinlanan bir ¢ok rapora
gore bazi insanlarin Ozellikle astim hastalarmin siilfit bilesiklerine karsi hassas
olabilecekleri belirtilmis ve bu yiizden diinyada siilfit kullamimina ortak kisitlama

getirilmis hatta bircok gelismis iilkede de yasaklanmistir (Ding vd., 2002).
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Yapilan arastirmalar sonucunda inhibitorleri dogal ve sentetik orijinli olarak iki ana
grupta toplamak miimkiindiir. Dogal kaynakli inhibitorler polifenoller ve aldehidler ve
tiirevleri olarak iki alt grupta toplanabilir.

1. Dogal orijinli inhibitorler:

a. Polifenoller; dogada son derece yaygin olarak bulunan maddelerdir. Bir¢ok
cicegin renginden de sorumlu olduklart i¢in bitki tanninleri olarak ta bilinirler. Bunlarin
bazilar1 kompleks bilesiklerdir ve bitkilerin kok, kabuk ve yapraklarinda bulunurlar. Basit
yapida bulunanlar ise cogunlukla taze meyve, sebze ve ¢ayda bulunurlar. Bazi potansiyel
PFO inhibitorleri kompferol, kuersetin, kukarinon ve kusnol gibi bircok bitkiden izole
edilen flavanoidlerdir (Kubo vd.,1992, 1999; Chen vd., 2002; Ha vd., 2001).
Flavanoidlerin inhibisyon 0zelligi aktif bolgedeki bakirla selat olusturabilme yeteneginden
ileri gelmektedir.

b. Aldehidler ve tiirevleri; ¢ok sayida aldehid ve tiirevinin PFO igin izolasyonu ve
karakterizasyonu yapilmustir. Ornegin trans sinnamaldehid, 2-hidroksi-4-metoksi
benzaldehid, aris aldehid, kumik asid, 3,4-dihidroksi sinnamik asid gibi (Lee vd., 2000,
2002; Kubo vd., 1988, 1999). Aldehid grubu, siilthidril, amino ve hidroksi gruplar1 gibi
niikleofilik grup olmasi nedeniyle biyolojik oneme sahiptir. Bu sebeple etkisinin enzimin
primer amino gruplariyla schiff baz1 formasyonu olusturmasindan ileri geldigi

soylenmektedir.

2. Sentetik orijinli inhibitorler:

Simdiye kadar cok cesitli sentetik orijinli inhibitdor rapor edilmistir. Bunlarin
bazilar ilag, digerleri ise basit kimyasallardir.

a. Ilaglar; Antidepresif olan kaptoril [(2S)-1-(3-merkapto-2-metilpropionil)-L-
prolin] ve antitiroid ila¢ olan methimazol (1-metil-2-merkaptoimidazol) (Espin ve Wichers
2001; Andrawis ve Kahn, 1996).

b. Kimyasallar; hidrojen peroksit(H,O,), hidroksilamin, tioller ve aromatik
karboksilik asidler gibi bir ¢ok kimyasal inhibitor olarak PFO aktivitesini kisitlayict

ozellige sahiptir.
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1.9. Calismanin Amaci

Kozmetik ve ilag iiretiminde enzimlere ve enzimler araciligiyla sentezlenen ya da
modifiye edilen driinlere olan talep giin gectikce artmaktadir. Enzim katalizsiz
reaksiyonlarla sentezlenen iiriinler pahali olmalarinin yaninda reaksiyon sonucu olusan ve
istenmeyen yan {iriinleri de tasimaktadir. Olusan bu yan iiriinler insan sagligi agisindan
genelde sakincalar dogurmaktadir.

Gliniimiizde besinlerin saglikli bir sekilde korunmasma ve raf Omiirlerinin
uzatilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Yiyeceklerin, sentetik yoldan elde edilmis
kimyasallarla ya da farkli yontemlerle korunmalart sonucu gidalarda lezzet ve besin degeri
kayb1 olugsmakta ve cesitli toksik maddeler meydana gelmektedir. Bu tiirden olusumlar da
insan saglhigini tehdit ettiginden bu konularda diinya cevre ve saglik orgiitleri hassasiyet
gostermekte olup gelismis iilkelerde enzimlerle elde edilen yeni iiriinlerin ya da bilinen
tiriinlerin yeniden modifiye edilmesi ¢alismalar hiz kazanmaktadir.

Dogu Karadeniz Bolgesinde yetisebilen ve musmula olarak bilinen M. germenica L.,
esmerlesme reaksiyonlarinin olduk¢a hizli oldugu bir bitkidir. Bu calismada, PFO’1n bu
bitki meyvelerinde ve diger bitkilerin PFO’lar ile benzerlikleri, katalizledikleri reaksiyonlar,
aktivitesi ve reaksiyon kinetigi acisindan izlenebilme kolayligi saglayacagi diisiiniilerek
model bir sistem olarak diistiniilmiistiir. PFO’lar ile ilgili mevcut bilgilerin 1s181inda bu
calismada gergeklestirilmesi diisiiniilen amaglar su sekilde 6zetlenebilir:

i) PFO’1n dongel bitkisi meyvelerinden ekstraksiyonu,

ii) Enzim 6ziitlerinin spektroskopik teknikler yardimiyla karakterize edilmesi,

1ii) Oziitlerdeki aktivitenin sicaklik, pH, enzim konsantrasyonu, substrat
konsantrasyonu ve cesitli inhibitorlerle degisimi,

iii) Enzim ile katalizlenen reaksiyonun kinetigi ve ¢esitli kinetik parametrelerin
elde edilmesi, dolayisiyla spekiilatif yapi-fonksiyon iligkisinin ortaya
konulmasi.

MBTH niikleofili yardimiyla c¢esitli subtratlarin varliginda PFO’1n monofenolaz ve
difenolaz aktivitelerinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi ve karakterizasyonu
amaglanmistir. Difenolaz aktivitesinin kinetikleri, pH etkisi yaninda, enzim ve substrat
konsantrasyonunun etkisi de incelenerek dongel bitkisi PFO’1n ¢esitli substratlara karsi
davranisi ortaya konabilir. Enzimin meyvenin farkli olgunluk safhalarindaki davranislart

incelenerek en yiiksek verimin alinabilecegi olgunluk sathasi hakkinda bilgi edinilebilir.
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Ayrica besin olarak kullanimlarda ve Ozellikle de endiistriyel alandaki kullanimlarda
maksimum fayda saglamak icin kullanim amacina gore tercih edilecek olan satha hakkinda

fikir elde edilebilir



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Bu calismada kullanilan, TritonX-114 (TX-114), fenilmetilsiilfonilfloriir (PMSF),
4-metil katekol (4-MK), katekol, L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA), tirosin,
3-(4-hidroksifenil)-propionik asit (PHPPA), 3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon (MBTH),
bovine serum albumin (BSA), sodyumdodesil siilfat (SDS) ve folin kimyasallar1 Sigma
Chemical Co., St Louis (MO, USA) firmasindan, tampon ¢ozelti hazirlamada ve diger
islemlerde kullanilan dipotasyum hidrojen fosfat, potasyum dihidrojenfosfat, sodyum
asetat, asetik asit, etilendiamin tetraasetikasit (EDTA), magnezyum Kkloriir,
tris(hidroksimetil)amino metan (TRIS), dimetilformamid (DMF), askorbik asit, tiyoiire,
sodyum metabisiilfit, soyum azid kimyasallar1 Merck A.G. (Darmstadt, Germany), glisin
reaktifi KARE Kimya ve dig Tic. Ltd. Sti.” den saglanmistir.

Santrifiijleme islemi, Sigma 2-16 K marka santrifiij cihazinda, spektrofotometrik
Olctimler, Thermo electron corporation Nicolet evolution el00 spekrofotometre cihazi,
elektroforez islemi Owl scientific marka P8SDS model (Inc. Wobum, MA USA) elektroforez
cihazi ile, doku homojenizasyonu Braun marka parcalayici, pH oOlgiimleri HANNA

instruments pH 213 Microprocessor pH Meter marka pH-metre ile yapilmistir.

2.2. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

50 mM glisin-HCI tamponu 3,7535 g glisinin 700 mL saf suda coziinmesiyle
hazirlanan ¢ozeltinin, 0,05 M’lik HCI ¢ozeltisi ile pH 3.0 oluncaya kadar titre edilmesi ve
daha sonra ¢ozeltinin hacminin saf suyla 1L’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

50 mM asetat tamponu i¢in 6,804 g sodyum asetat 700 mL saf suda ¢6ziindiikten
sonra 50 mM asetik asit ile pH 4.0 ve 5.0 oluncaya kadar ayn ayn titre edildi ve ¢ozelti saf
suyla 1000 mL’ye tamamlandi.

50 mM fosfat tamponu; 6,41 g KH,PO, ve 0,51 g K;HPO,’iin 700 mL saf suda

¢coziinerek hazirlanan ¢o6zeltinin saf suyla 1L’ye tamamlanmasiyla pH 6.0 olarak

hazirlandi. pH 7.0 olan 50 mM fosfat tamponu ise; 3,332 g K,HPO, ve 4,21 g KH,PO,’iin
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700 mL saf suda coziinerek hazirlanan ¢ozeltinin saf suyla 1L’ye tamamlanmasiyla
hazirlandi.

50 mM Tris ( hidroksimetil) aminometan (Tris) tamponu 6,057g (0,05 mol) Trizma
bazinin 700 mL saf suda ¢oziinmesinden sonra 0,05 M’lik HCI ¢ozeltisi ile ayr1 ayr1 pH 8.0
ve 9.0 olacak sekilde titre edilmesi ve daha sonra da her bir ¢ozeltinin hacminin 1L’ye

tamamlanmasiyla hazirlandi.

2.3. Enzim Oziitii Cozeltisi Hazirlama

80 mL asetat tamponu (pH 4.0) icerisinde nihai konsantrasyonlart % 6 (w/v)
TX-114 deterjani, 2 mM EDTA, 1 mM MgCl,, 1 mM PMSF olacak sekilde belirtilen
kimyasallarin ilavesiyle olusturulan c¢ozeltinin hacminin aym tamponla 100 mL’ye

tamamlanmasiyla hazirlandi.

2.4. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi

Musmula (Mespilus germanica L., fam: Rosaceae) meyveleri, 2003 yili
sonbaharinda Trabzon merkez kdyleri ve civar Ilge’lerdeki dogal populasyonlarindan (500-
600 m) rastgele toplanmistir. Bu meyveler icin, meyve mezokarpt beyazimsi-hafif
yumusak (1. safha), kahverengimsi-tamamen yumusak (2. saftha) ve koyu kahverengi-
tamamen yumusak (3. safha) oldugu ii¢ hasat donemi esas alinmistir. Bu olgunluktaki
meyveler, bitkinin tamamen c¢iceklendigi tarihten (8§ Mayis 2003) itibaren 193 (1.satha),
207 (2.safha) ve 214 (3.safha). giinlerde hasat edilmistir. Her populasyondan yaklasik 1 kg
meyve toplanmistir. Sabah saatlerinde toplanan bu meyveler soguk sartlarda (+4-6 °C)
laboratuara ulastirildiktan hemen sonra tartimlari alinarak sivi azotla muamele edildikten

sonra derin dondurucuda (-20 °C) muhafaza edildi.

Oziit hazirlama islemi esnasinda ii¢ ayr1 olgunluk safhasina ait meyvelerin her bir
olgunluk safhasindan (193, 207 ve 214 giinliik) 5 g alinarak Dewar kabindaki sivi azot
icinde hiicre membranlarinin parcalanmasi i¢in 10 dakika tutuldu. Meyveler 50 mM 10’ar
mL farkli pH’lardaki (pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0) ham o6ziit hazirlama c¢ozeltisi i¢inde
pargalayici yardimiyla 10 dakika iyice parcalandiktan sonra 4 °C’de tiilbentte siiziildii. Elde

edilen siiziintiiler 4 °C’de 15000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi. Ayirma islemi sonunda
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olusan sivi kisimlarda protein ve aktivite tayinleri yapildi. Bu meyvelerden ii¢ ayn
olgunluk safhasinin her biri i¢in 15 g alinip, siv1 azot i¢inde 10 dakika bekletildikten sonra
en yiiksek aktiviteyi gosterdigi pH’da (pH 7.0 olan 50 mM 30 mL fosfat tamponu
kullanarak) enzim oziitii hazirlandi. Hazirlanan ham enzim o6ziiti 1mL’lik porsiyonlara

ayrilarak ependorf tiiplerde -20 °C’de ¢alisma siiresi boyunca muhafaza edildi.

2.5. Protein Tayini

Hazirlanan musmula 6ziitlerinin protein icerigi Lowry (Lowry, 1951) metoduna
gore tayin edildi. 10 pL oziit, % 0,1 sodyumdodesil siilfat iceren 490 uL 0,1 N NaOH
cozelti ile 500 uL’ye seyreltilerek baziklestirildi. Bu c¢ozeltiye, esdeger oranlarda
karistinllmis % 0,2 Na,COs;’in 0,1 N NaOH igerisindeki ¢ozeltisi (12,5 mL) ve % 2
sodyumpotasyum tartarat iceren % 1’lik CuSOy ¢ozeltisinden (0,25 mL) 1 mL ilave edildi.
5-10 dakika c¢ozeltinin iyice karismasi saglandiktan sonra 1:1 oraninda saf su ile
seyreltilmis folin reaktifinden 100 pL ilave edildi ve 30 dakika olgunlagmaya birakildiktan
sonra 650 nm’ deki absorbanslart okundu. Kalibrasyon grafigi, aymi islemlerin
tekrarlandigi BSA standart protein c¢ozeltileri kullanilarak hazirlandi ve bu grafikten

yararlanilarak 6ziitlerin protein icerikleri tayin edildi.

2.6. PFO Aktivitesi Tayini

PFO aktivitesi spektrofotometrik olarak 4-metil katekol i¢in 494 nm’de diger tim
substratlar i¢in 500 nm’de absorbanstaki artisin dl¢iilmesiyle belirlendi (Espin,1995). Belli
hacimlerdeki substrat c¢ozeltisi (100 mM stok substrat ¢ozeltisi), ayn1 hacimde MBTH
cozeltisi (stok 10 mM) ve % 2 (v/v) DMEF iceren reaksiyon karigimi tampon ¢ozeltiyle
(pH 7.0 olan 50 mM fosfat tamponu) 950 uL” ye tamamlandiktan sonra bu karigima 50 pL.
enzim Oziiti ilave edilerek reaksiyon baslatildi. Olusan iiriinden dolayr reaksiyon
karisiminin absorbans degisimi belirtilen dalga boylarinda ayr ayr izlendi ve aktivite
hesabi yapildi. Bir iinite (U) PFO aktivitesi, 1 mL reaksiyon karisiminda 1 dakikada olusan
1 uM iiriin miktar1 olarak tamimlanmustir. Ozgiin aktivite ise, hazirlanan enzim 6ziitiindeki

1 mg protein basina hesaplanan enzim aktivitesi olarak tanimlanmistir (Kong vd., 2000).
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2.7. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Dogal PAGE Owl scientific marka P8DS model (Inc.Wobum, MA USA)
elektroforez cihazi ve % 10’luk poliakrilamid jel kullamlarak yapildi. Ham 6ziitteki
proteinler 1:1 oraninda aseton ile ¢oktiiriilerek Sigma 2-16 K marka santrifiijle 5 dakika
santrifiijlendi. Kati kisim alinarak asetonun ortamdan uzaklagmasi icin 24 saat 4 °C’ de
bekletildikten sonra fosfat tamponunda (50 mM, pH 7.0) ¢oziindii ve elektroforeze hazir
hale getirildi. Elektroforez islemi i¢in 6rnekler, 16 mA’ lik bir akimda yaklasik 3 saat
boyunca yiiriitiildiikten sonra ¢ikarilan jel 24 mM L-DOPA ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 2

saat siireyle boyand1 ve bantlarin varligi gézlendi.

2.8. Substrat Ozgiinliigii

PFO aktivitesi, substrat olarak 4-MK, katekol, L-DOPA, tirosin ve PHPPA
kullanilarak pH 7.0 olan tampon c¢ozelti icinde MBTH ile maksimum absorbsiyonu
verdikleri dalga boylarinda absorbanstaki artig olarak belirlendi (Espin, 1997). En yiiksek
PFO aktivitesi 4-MK varliginda bulundu ve bundan sonraki denemelerde de bu substrat

kullanildi.

2.9. Optimum pH

Optimum pH caligsmasinda; substrat olarak 4-metil katekol secildigi icin bu substrat
kullanildi ve 494 nm’de spektrofotometrede 6l¢iim yapildi.

Bu calisma; pH 3.0 icin 50 mM Glisin-HCI tamponu, pH 4.0 ve pH 5.0 i¢in 50
mM asetat tamponu, pH 6.0 ve pH 7.0 i¢in 50 mM fosfat tamponu, pH 8.0 ve pH 9.0 i¢in
Tris-HCI tamponlarina MBTH ve DMF ile birlikte 4-metilkatekol substratinin ilavesiyle
cozeltilerde enzimin gosterdigi aktivitelerin spektrofotometrik olarak olgiilmesi seklinde
yapildi.

Belirlenen optimum pH degeri, optimum substrat konsantrasyonunun, protein

miktarinin aktivite {izerine etkisinin ve diger parametrelerin belirlenmesinde kullanildi.
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2.10. Optimum Sicakhik

Musmuladan hazirlanan enzim 6ziitiindeki aktivitelerin optimum sicakliginin
belirlenmesi i¢in, PFO aktivitesi 10-70 °C araligindaki sicaklik degerlerinde bir su banyosu
yardimiyla Olciildii. Tampon (pH 7.0 olan 50 mM fosfat tamponu) ve 4-metil katekol
substrat ¢ozeltisine MBTH ve DMF ilave edilerek yukarida belirtilen sicaklik araliginda
bir su banyosunda 5 dakika inkiibe edildi. Karigimin kiivete bosaltilmasi esnasinda
meydana gelebilecek sicaklik degisimini Onlemek amaciyla kiivetler birka¢ dakika su
banyosunda bekletildi. Karigima enzim oziitii ilave edilerek Ol¢timler miimkiin oldugu

kadar hizl bir sekilde yapildi. Olgiimler 494 nm’de yapild.

2.11. Optimum Protein Miktarimin Belirlenmesi

Enzim o6ziitiindeki PFO aktivitesinin maksimum absorbans verdigi optimum protein
miktarin1 belirlemek igin substratin (4-metil katekol) optimum pH’da sabit substrat
miktarina karsilik proteinin degisen miktarlarindaki (1. satha i¢in 0,001-0,1 mg/mL, 2 ve 3.
safha icin 0,005-0,2 mg/mL) aktivite degisimi grafige gecirilerek enzimin doygunluga

eristigi noktadaki protein miktar1 bulundu.

2.12. Optimum Substrat Konsantrasyonunun, V. ve K, ‘nin Belirlenmesi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi substrat konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in
daha once belirlenen optimum sartlarda (protein miktari, pH ve sicaklik) oziitlerin sahip
oldugu difenolaz aktivitesi icin substratin degisen konsantrasyonlarina (0,5-50 mM) kars1
Olciilen hiz degerleri grafige gecirildi. Boylece hazirlanan substrat doygunluk egrisinden
enzim aktivitesi icin optimum substrat konsantrasyonu tayin edildi. Kinetik verilerin eldesi
icin ise yukarida bahsedilen deney sonuglar1 kullanilarak Lineweaver-Burk egirileri
hazirlandi ve bu egrilerden yararlanilarak yine her bir enzim aktivitesi i¢in Vias ve Ki

degerleri belirlendi.
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2.13. inhibitér Etkisi

M. germanica’dan hazirlanan enzim 6ziitiiniin sahip oldugu difenolaz aktivitesinin,
4-MK varliginda, 1. satha i¢in sodyum azid (1-60 mM), sodyummetabisiilfit (0,01-5 mM),
askorbik asit (0,01-5 mM) ve tiyoiire (0,01-5 mM); 2. safha i¢in sodyum azid (5-60 mM),
sodyummetabisiilfit (0,01-5 mM), askorbik asit (0,01-5 mM) ve tiyoiire (0,01-2 mM); 3.
safha icin sodyum azid (1-40 mM), sodyummetabisiilfit (0,01-1 mM), askorbik asit (0,01-1
mM) ve tiyoire (0,01-2 mM) gibi genel PFO inhibitorlerinin belirtilen
konsantrasyonlardaki varliginda, ayrica nihai konsantrasyonlar: 1 mM olacak sekilde Cu®*,
Hg**, Mn*, Zn**, AI**, Ni**, Cd**, Fe*", K*, Ca** gibi monovalent, divalent ve trivalent
metal iyonlarinin mevcudiyetinde degisimi izlendi. Inhibitér konsantrasyonunun % kalan
aktiviteye kars1 grafige gecirilmesinin ardindan %50 aktivitenin korundugu degere karsilik

gelen inhibitor konsantrasyonu, /sy degeri olarak belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. Substrat Ozgiinliigii

Karakterizasyon calismasi icin Mespilus germanica meyvesinin 3 farkh
safhasindan hazirlanan ham 6ziitlerde bulunan polifenol oksidaz enzimi (PFO) icin substrat
olarak 4-metil katekol (4-MK), katekol, L-3,4-dihidrosifenilalanin (L-DOPA), tirosin ve 3-
(4-hidroksifenil)-propionik asit (PHPPA) kullanilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. M. germanica meyve Oziitiindeki PFO’larin monofenolik ve difenolik
substratlar varliginda % Bagil Aktivite degerleri

Bagil Aktivite (%)

1. Safha 2. Satha 3. Safha
Monofenolik substratlar
PHPPA 42,5 13,3 6,5
Tirosin 100 17,5 10,1
Difenolik substratlar

4-MK 83,5 100 69.4
Katekol 38,1 72,1 100
L- DOPA 10,5 24,8 28,8

Elde edilen bu sonuglar neticesinde enzimin meyvenin olgunlagmasi esnasinda bir
degisime ugrayip ugramadigini belirlemek icin her bir safthada aktivite kararlilig1 gosteren
4-MK substrat olarak secilmistir. Secilen bu substrat bundan sonraki c¢alismalarda
M. germanica ‘min sahip oldugu difenolaz aktivitesinin karakterizasyonunda substrat

olarak kullanilmistir.
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3.2. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi

M. germanica meyvelerinden hazirlanan enzim o6ziiti igin dogal protein
elektroforezi uygulandiktan sonra elektroforez jelinin 24 mM L-DOPA ile boyanmasi
sonucunda elde edilen diyagramda Ry degerleri sirasiyla 0.83, 0.80, 0.79, 0.75, 0.38, 0.34
ve 0.29 olan birbirinden farkli bandlarin varligi gézlenmistir. 1. sathada gozlenen bandin
R¢ degeri 0.83; 2. sathadaki bandlarin Ry degerleri 0.80, 0.38, 0.34 ve 0.29; 3. safhadaki
bandlarin Rt degerleri ise 0.79 ve 0.75 olarak belirlenmistir (Sekil 4).

Sekil 4. Mespilus germanica meyvesinin PFO izoenzimlerinin L-DOPA
substratiyla boyanmis dogal poliakrilamid jel elektroforezi (1:
1. safha; 2: 2. safha; 3: 3. safha)
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3.3. Protein Tayini

Musmula meyvesinin ii¢ ayri olgunluk safhasindan hazirlanan oziitlerin protein
icerigi Lowry (Lowry, 1951) yontemine gore tayin edildi ve BSA standartlar1 kullamlarak
hazirlanan kalibrasyon egrisinden (Sekil 5) ham 6ziitlerdeki protein miktar1 1. safha icin

3,552 mg/mL, 2. satha i¢in 3,897mg/mL, 3. satha icin 2,052 mg/mL olarak bulundu.

0,35
0,3 -
0,25 A
0,2

g 0,15 A
0,1
0,05 -

0 \ ‘
0 50 100

ng/ml

Sekil 5. Protein tayininde kullanilan BSA kalibrasyon grafigi

3.4. Optimum pH

M. germanica’nin sahip oldugu difenolaz aktivitesinin ii¢ farkli safhadaki optimum
pH degerlerinin belirlenmesi amaciyla, 4-MK substrati varliginda (pH 3.0-9.0 araliginda)
pH- % Bagil Aktivite egrileri hazirlandi. Buna gore, ham enzim oziitiindeki difenolaz
aktivitesi i¢in optimum pH degeri 1. sathada 7.0, 2. safthada 4.0 ve 3. safthada 5.0 olarak
bulunmustur. 3 sathada pH 7.0 da ikinci bir pik gozlenmistir. Bu ikinci pik olusumunun
sebebi izoenzim varligiyla veya benzer reaksiyon veren baska bir enzim varligiyla
iliskilendirilebilir. Enzimin her ii¢ sathada gosterebilecegi farkliliklar tespit edebilmek icin
sartlarin ayn1 olmast agisindan bundan sonraki ¢alismalarda her bir safha i¢in optimum pH

degeri 7.0 olarak kullanmilmistir (Sekil 6,7,8).
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Sekil 6. M. germanica meyvesinin difenolazinin 1. safha icin pH
bagimlilik egrisi
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Sekil 7. M. germanica meyvesinin difenolazinin 2. safha icin pH
bagimlilik egrisi
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Sekil 8. M. germanica meyvesinin difenolazinin 3. safha icin pH
bagimlilik egrisi
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3.5. Optimum Sicakhik

M. germanica meyvesindeki ti¢ farkli sathada difenolaz aktivitesinin sicakliga bagh
olarak degisimi 10-70°C arasinda denenmis Sicaklik- %Bagil Aktivite grafikleri Sekil 9, 10
ve 11°de gosterilmistir. Buna gore 1. safha difenolaz aktivitesi i¢in optimum sicaklik
degerinin elde edildigi egri, 30 °C’ye kadar hizla arttig1 ve daha sonra 40 °C’de aktivitenin
maksimum degerine ulastig1 gozlenmistir. Enzimin sahip oldugu difenolaz aktivitesini 60
°C’de %90 oraninda, 70 °C’de ise %40 oraninda muhafaza ettigi tespit edilmistir. M.
germanica meyve difenolazinin 2. saftha Sicaklik - % Bagil Aktivite grafigi incelendiginde
ise 20 °C’ye kadar aktivitenin optimum degerinde oldugu 30 °C’de aktivitenin %52
seviyelerine geriledigi ve 70 °C’de ise bagil aktivitesini yaklasitk %10 oraninda
koruyabildigi gozlenmistir. 3. safthada ise 10 °C ve 20 °C’de %98 gibi yiiksek bir
aktivitenin ardindan 30 °C’de maksimum aktivite degerine ulastigi ve 70 °C’de bagil

aktivitesini %51 gibi minimum bir oranda koruyabildigi tespit edilmistir.

120

¥ 100 |
2 80
2

5 60 -
En 40
& 20
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Sekil 9. 1. safhada hasat edilen M. germanica meyvelerinin sicaklik
bagimlilik egrisi
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Sekil 10. 2. safhada hasat edilen M. germanica meyvelerinin sicaklik
bagimlilik egrisi

120
100 -
80
60
40 -
20

0 T T T
0 20 40 60 80

Sicakhk (°C)

Bagl Aktivite (%)

Sekil 11. 3. sathada hasat edilen M. germanica meyvelerinin
sicaklik bagimlilik egrisi

3.6. M. germanica Meyvesindeki Difenolaz Aktivitesine Protein Miktarimin

EtKisi

M. germanica’dan hazirlanan ham enzim Oziitlerinin sahip oldugu difenolaz
aktivitesinin, her bir 6ziit i¢in Onceden belirlenen optimum sartlarda ve uygun bir
substratin sabit bir konsantrasyonunda reaksiyon karistmindaki protein miktarina baglh
olarak degisimi incelendi. Elde edilen hiperbolik egrilerden difenolaz aktivitesi icin
optimum protein miktarlar1 1. safha i¢cin 0,001-0,ImM, 2. ve 3. safha icin 0,005-0,2mM
araliginda taranarak her bir saftha igin optimum protein konsantrasyonlari 1. 2. ve 3.
safthada 0,1 mg/mL olarak belirlendi (Sekil 12, 13 ve 14). Difenolaz aktivitesinin daha
sonraki ayrintili karakterizasyonu igin gerekli olan calismalarda reaksiyon karigimlari,

nihai konsantrasyonlar belirtilen miktarlarda protein icerecek sekilde hazirlandi.
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Aktivite(uM/dk.)
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Sekil 12. 1. sathada hasat edilen M. germanica meyvelerinin difenolaz
aktivitesi iizerine protein miktarinin etkisi
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Sekil 13. 2. sathada hasat edilen M. germanica meyvelerinin difenolaz
aktivitesi iizerine protein miktarinin etkisi
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Aktivite(uM/dk.)
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Sekil 14. 3. sathada hasat edilen M. germanica meyvelerinin difenolaz
aktivitesi iizerine protein miktarinin etkisi

3.7. Substrat Konsantrasyonunun M. germanica Meyvesindeki Difenolaz
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Protein miktar1 sabit tutularak yapilan bu calismada, M. germanica meyvesinin
sahip oldugu difenolazin ¢esitli kinetik verilerle karakterize edilmesi amaciyla reaksiyon
karisimindaki nihai konsantrasyonu 0,5-50 mM olacak sekilde 4-MK substrati kullanilarak
olusan oksidasyonun tiriinlerinin olusum hizlan belirlendi. Her bir sathanin sahip oldugu
difenolaz aktivitesinin optimum substrat konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in substrat
doygunluk egrileri (Sekil 15, 16, 17), kinetik veriler i¢in ise Lineweaver-Burk egrileri
cizildi (Sekil 18, 19, 20). Substrat doygunluk egrilerinden enzim aktivitesinin basit
Michealis-Menten kinetigine uydugu, etkili bir aktivitenin gozlenmesi i¢in 1. satha, 2.
safha ve 3. safhada enzimin aktivitesinin maksimum hizina ulasabilmesi i¢in gerekli
substrat konsantrasyonunun 40 mM oldugu belirlendi. Lineweaver-Burk egrilerinden
difenolaz aktivitesi icin 4-MK substrati varliginda V. degeri 1. satha icin 476 (uM/dak
mg protein), 2. safha i¢cin 256 (uUM/dak mg protein) ve 3. safha i¢in de 222 (uM/dak mg
protein) olarak tespit edildi ve K,, degeri de 1. safha i¢in 26 mM, 2. satha i¢cin 12 mM ve 3.
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safha icin de 8 mM olarak tespit edildi. Bu kinetik veriler toplu bir sekilde Tablo 2’te

verilmektedir.

Tablo 2. PFO aktivitesine iligkin baz1 kinetik degerler

Olgunluk Safhast | V. (WM/dak. mg protein) | Km (MM) | Via/Kin(dk')
1. safha (193. giin) 476 26 0,018
2. satha (207. giin) 256 12 0,021
3. satha (214. giin) 222 8 0,028

350

300

250 -

200 -

150

100 -

Spesifik aktivite
(uM/mg protein)

50 1

0 10 20 30 40 50 60
mM

Sekil 15. 1. sathada hasat edilen M. germanica meyvelerinin difenolaz aktivitesi
i¢in substrat doygunluk egrisi
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250

Spesifik aktivite
(uM/mg protein)

60

Sekil 16. 2. sathada hasat edilen M. germanica meyvelerinin difenolaz
aktivitesi i¢in substrat doygunluk egrisi
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Sekil 17. 3. sathada hasat edilen M. germanica meyvelerinin difenolaz
aktivitesi i¢in substrat doygunluk egrisi
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Sekil 18. 1. safthada hasat edilen M. germanica meyvelerinin difenolaz
aktivitesi i¢in Lineweaver-Burk egrisi
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Sekil 19. 2. sathada hasat edilen M. germanica meyvelerinin difenolaz
aktivitesi i¢in Lineweaver-Burk egrisi
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Sekil 20. 3. sathada hasat edilen M. germanica meyvelerinin difenolaz
aktivitesi i¢in Lineweaver-Burk egrisi

3.8. M. germanica Meyvesindeki Difenolaz Aktivitesine Metal Iyonlarmn ve
Genel PFO Inhibitorlerinin Etkisi

M. germanica meyvesinin difenolaz aktivitesine 1. safha icin 1-60 mM
konsantrasyon araliinda sodyum azid, 0,01-5 mM konsantrasyon araliginda
sodyummetabisiilfit, askorbik asit ve tiyotire; 2. satha i¢cin 5-60 mM konsantrasyon
araliginda sodyum azid, 0,01-5 mM konsantrasyon araliginda sodyummetabisiilfit ve
askorbik asit, 0,01-2 mM konsantrasyon araliginda tiiyoiire; 3. satha icin 1-40 mM
konsantrasyon araliginda sodyum azid, 0,01- 1 mM konsantrasyon araliginda
sodyummetabisiilfit ve askorbik asit ve 0,01- 2 mM konsantrasyon araliginda tiyotire gibi
bazi genel PFO inhibitorlerinin etkisi incelendi. Bundan baska nihai konsantrasyonlari 1
mM olacak sekilde Cu®*, Hg®*, Mn®*, Zn**, AI’*, Ni**, Cd*, Fe¥*, K', Ca® gibi
monovalent, divalent ve trivalent metal iyonlarinin da M. germanica meyvesinin difenolaz
aktivitesi iizerine etkisi arastirildi. I5y degerleri incelendiginde 1. safha igin
sodyummetabisiilfit ve askorbik asidin etkili birer inhibtdr oldugu fakat sodyum azid
uygulamasinda difenolaz aktivitesinin zayif inhibisyonunun sdzkonusu oldugu tespit

edilmistir (Tablo 3). 2. safha i¢in askorbik asidin en etkili inhibitér oldugu, sodyum azid
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uygulamasinda ise aktivitenin zayif inhibisyonunun s6z konusu oldugu tespit edilmistir
(Tablo 4). 3. satha i¢in de 1. safthada oldugu gibi sodyummetabisiilfit ve askorbik asidin
etkili birer inhibitor oldugu, sodyum azid uygulamasinda ise zayif inhibisyon oldugu tespit
edilmistir (Tablo 5). M. germanica meyve difenolazinin aktivitesine metallerin etkisine
bakildiginda 1. safha icin en yiiksek inhibisyonun %86 nin iizerindeki bir oranla Cu** ve
AI’* uygulamasinda séz konusu oldugu, Mn** ve Zn®* uygulamasinda ise aktivasyon
gozlendigi ve en yiiksek aktivasyonun yaklasik %14 gibi bir degerle Zn** uygulamasinda
s0z konusu oldugu tespit edilmistir (Tablo 6). 2. satha icin en yiiksek inhibisyonu yaklagik

2+5

%96 ve %93 oraninda sirasiyla Hg”* ve Cu*nin gosterdigi, AI’*, Ni** ve Fe®

uygulamalarinda ise inhibisyon go6zlenmeyip aktivasyon gozlendigi ve en yiiksek

2+,

aktivasyonu yaklagik %22 ile Ni" ’nin gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 7). 3. safha i¢in

2+5 2+

aktiviteye Cu** ve Hg""’nin yaklasik %100 inhibisyonla etki ederken Zn""’nin sadece %1
inhibisyonla etki ederek en diisiik inhibisyonu gosterdigi ve aktivasyonun gozlenmedigi

tespit edilmistir (Tablo 8).

Tablo 3. 1. safthada hasat edilen M. germanica meyvelerinin difenolaz aktivitesine genel
PFO inhibitorlerinin etkisi

Inihbitor Konsantrasyon (mM) % Inhibisyon Iso (mM)
Soyum azid 5.00 42.79 23.80
Sodyummetabisiilfit 0.50 86.86 0.06
Askorbik asit 1.00 91.15 0.09
Tiyoiire 2.00 54.21 1.50

Tablo 4. 2. safthada hasat edilen M. germanica meyvelerinin difenolaz aktivitesine genel
PFO inhibitorlerinin etkisi

Inihbitor Konsantrasyon (mM) % Inhibisyon Iso (mM)
Soyum azid 5.00 2.07 41.00
Sodyummetabisiilfit 0.50 45.49 0.60
Askorbik asit 1.00 78.54 0.10

Tiyotire 2.00 55.97 1.73
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Tablo 5. 3. safthada hasat edilen M. germanica meyvelerinin difenolaz aktivitesine genel
PFO inhibitorlerinin etkisi

Inihbitor Konsantrasyon (mM) % Inhibisyon Iso (mM)
Soyum azid 5.00 42.43 9.00
Sodyummetabisiilfit 0.50 97.52 0.05
Askorbik asit 1.00 93.25 0.08
Tiyotire 2.00 58.35 1.49

Tablo 6. 1. safhada hasat edilen M. germanica meyvelerinin difenolaz
aktivitesine metal iyonlarinin etkisi

Metal Iyonu Inhibisyon (%)  Aktivasyon (%)
Cu™ 87.09 Yok
Hg™* 61.26 Yok
Mn** Yok 8.41
Zn** Yok 13.71
AP* 86.58 Yok
Ni** 32.93 Yok
cd* 26.83 Yok
Fe’* 25.53 Yok
K* 22.32 Yok

Ca>* 5.21 Yok
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Tablo 7. 2. safhada hasat edilen M. germanica meyvelerinin difenolaz
aktivitesine metal iyonlarinin etkisi

Metal Iyonu Inhibisyon (%)  Aktivasyon (%)
Cu™ 93.33 Yok
Hg** 96.49 Yok
Mn** 8.29 Yok
Zn** 7.65 Yok
AP* Yok 3.72
Ni** Yok 22.19
cd* 8.71 Yok
Fe’* Yok 17.56
K* 11.38 Yok
Ca* 11.73 Yok

Tablo 8. 3. safhada hasat edilen M. germanica meyvelerinin difenolaz
aktivitesine metal iyonlarinin etkisi

Metal fyonu inhibisyon (%) Aktivasyon (%)
Cu™ 99.42 Yok
Hg** 96.60 Yok
Mn** 29.49 Yok
Zn** 1.15 Yok
AP* 43.65 Yok
Ni** 36.45 Yok
cd* 12.14 Yok
Fe’* 35.77 Yok
K* 14.23 Yok

Ca>* 41.03 Yok




4. TARTISMA VE SONUCLAR

Bitkilerde, Polifenoloksidaz (PFO) hiicrelerin saglam kisimlarinda baskin olarak
plastit ve kloroplastlarda bulunur. Ham meyve hiicrelerinde membran bagimli olarak
plastitlerde, olgunlasma ve depolama siirecinde ¢Oziinmiis veya parcalanmis olarak
bulunabilir. Bu sebeple PFO bitki hiicrelerinde ayni anda her iki formda da bulunabilir
(Concellon vd., 2004). Oksidorediiktaz smifi enzimler, protein yapilarinin ve
katalizledikleri reaksiyonlarin karmagikligi nedeniyle ¢ok fazla calisilmamis ancak PFO
enzimi son 30 yil icerisinde bir¢ok arastirmacinin ilgisini ¢ekmistir (Seo vd., 2003).
Bitkilerde meyvenin ham veya olgun olmasi bu enzimin katalizledigi reaksiyonu etkileyen
bir unsurdur. Enzim 6ziitii bir¢ok izoenzim kombinasyonunu ve enzim olmayan protein
karisimlarim icerebilir. Bu durum yiyecek endiistrisinde oldukca tercih edilen bir
durumdur (Duangmal, 1999).

Bu caligsmada kullanilan Mespilus germanica L. meyvesinde oksidorediiktaz sinif1 bir
enzim olan PFO enziminin difenolaz aktivitesinin varligi, biyokimyasal ve kinetik
ozellikleri arastinlmistir. Bu calisma sonucunda elde edilen veriler bilinen diger
organizmalardaki PFO’lar ile karsilagtirilmastir.

Yapilan dogal poliakrilamid jel elektroforezinde M. germanica meyvesine ait Rf
degerleri 1. ve 3. safha i¢in 2 bant, 2. satha i¢in ise 5 bandin varligi gozlenmistir. Bu
sebeple soz konusu meyveden hazirlanan ham enzim 6ziitlerinin PFO aktivitesi gosteren
farkli izoenzimlerin varligimni ortaya koymustur (Sekil 4). Daha 6nce farkli organizmalarda
yapilan calismalar sonucu ikiden fazla PFO izoenziminin varhig tespit edilmistir.
Bunlardan bazilari; kiraz (Pifferi ve Culterera, 1974), karayemis (Colak vd.,2005), dongel
(Dincer vd., 2002), A. kestanbolensis Klve K4' (Yildirim vd., 2004), Macrolepiota

mastoidea mantaridir (Kolcuoglu vd., 2006).

Yapilan 6n calismalar sonucunda PFO aktivitesine sahip olmasi ve bircok iilkede
onemli Olciide tiiketiliyor olmasi nedeniyle M. germanica tercih sebebi olmustur. Ayrica
bu calisgmada denenen biitiin difenolik ve monofenolik substratlar olan katekol, 4-metil
katekol (4-MK), L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA), tirosin ve (3-(4-hidroksifenil)
propionik asit) (PHPPA) M. germanica’da bulunan PFO enzimi tarafindan yiikseltgendigi
goriilmiistiir. Her iic safthada da ortak olarak en yiiksek aktivite 4-MK varliginda

gozlenmistir (Tablo 1). Bu denemeler sonucu elde edilen verilerden enzim aktivitesi diger
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bitki kaynaklarina benzer olarak difenolaz aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir
(Yemenicioglu ve Cemeroglu, 2003; Colak vd., 2005; Concellon vd., 2004; Rocha ve
Morais, 2001; Dogan ve Dogan, 2004).

Dongel meyvesinde her bir asama icin optimum pH degerini belirlemek amaciyla
yapilan denemelerde, 4-MK substrat1 varliginda 1. satha i¢cin pH 7.0°da tek pik, 2. satha
icin pH 4.0’da ve bir omuz seklinde 7.0’da iki pik, 3. safha icin pH 5.0’da ve ayrica 7.0’da
ikinci bir pik gozlenmistir (Sekil 6,7,8). Elde edilen bu sonuclar dogrultusunda enzimin her
bir safhadaki aktivitesinin degisiminin incelenebilmesi amaciyla diger calismalar pH
7.0°da gergeklestirilmistir. Degisik organizmalardan hazirlanan ham 6ziit veya saf
enzimlerin sahip oldugu difenolaz aktivitesi icin dnceden yapilan ¢alismalarda, optimum
pH degerinin Macrolepiota mastoidea mantan icin 4.0 (Kolcuoglu vd., 2006), taro ve
patates icin optimum pH degerinin 4,6 ve 6,8 (Duangmal vd., 1999), elma icin 5.0-7.5
(Rocha vd., 2001), kayis1 i¢in 7.0-8.5 (Arslan vd., 1998), seker pancar i¢in 7.0 (Giirel ve
Wren, 1994), kivi i¢in 6.0-7.0 (Park and Luh, 1985), elma i¢in 6.0-7.0 (Murata vd.,1992)
ve kiraz icin 4.0-5.0 (Fraignier vd., 1995) odugu kaydedilmistir. Buna gore, M. germanica
difenolaz1 oOnceden bildirilen difenolazlarla optimum pH agisindan uygunluk
gostermektedir.

M. germanica meyvesindeki PFO enziminin optimum sicakligini belirlemek
amaciyla yapilan calismalarda optimum sicakligin difenolaz aktivitesi i¢in 1. safhada
30 °C, 2.satha icin 20 °C, 3. safha i¢in 30 °C olarak bulunmustur (Sekil 9,10,11). Farkli
bitki tiirlerinde PFO enziminin optimum sicakliklarn M. germanica ile benzerlik
gostermektedir. Bu hususta literatiirde; M. mastoidea’da 20 °C (Kolcuoglu vd., 2006),
erikte 37 °C (Siddiq vd., 1992), dongel meyvesinde 35 °C (Dincer vd., 2002), taro ve
patateste 25-30 °C (Duangmal vd., 1999), seftalide 20°C (Jen vd., 1974) ve iiziimde 25 °C
(Cash vd., 1976) olarak belirtilmektedir.

Difenolik substrat olan 4-MK’iin her bir safha i¢in ¢izilen substrat-doygunluk
egrilerinden M. germanica difenolazinin basit Michealis-Menten kinetigine uydugu acik¢a
gozlenmistir (Sekil 15,16,17). 4-MK substrati varliginda déngel meyvesinin 1., 2. ve 3.
safhalarinda difenolaz aktivitesi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk egrilerinden (Sekil 18,19,20)
bulunan enzimin substarata ilgisini agiklayan K, ve Kkatalitik etkinligi ortaya koyan
(Vmaks/Km) degerleri dikkate alindiginda veya literatiirle karsilastirildiginda secilen
substratin difenolaz aktivitesi i¢in uygun oldugu goriilmektedir. Ayrica, difenolazlar igin

4-MK gibi kiiciik molekiil agirliklt o-difenollerin etkili substratlar olduklart daha 6nce
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yapilan c¢alismalarda da belirtilmektedir (Perez-Gilabert vd., 2000; Palmer,1995;
Walker,1995; Duangmal vd., 1999; Dincer vd., 2002; Yildirim vd., 2004).

Bitkilerin olgunlasmasi ve depolanmasi esnasinda meydana gelen enzimatik
esmerlesme gida endiistrisinde ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bunu 6nlemek
amaciyla en sik basvurulan yol inhibitérlerin kullanimidir. Bu amagla inhibitor olarak en
cok kullanilan SO, insan saglhigin1 olumsuz yonde etkilediginden dolay: tiol grubu iceren
bilesikler gibi alternatifler denenmeye baslanmis ve olumlu sonuglar alinmistir. Yapilan
calismada bir ¢ok bitki PFO’1 i¢in inhibitor olarak denenen sodyummetabisiilfit, sodyum
azid, askorbik asid ve tiyoiire, M. germanica’dan elde edilen farkli safhalardaki PFO
enzimi i¢in de denenmis ve her bir inhibitor icin /sy degerleri hesaplanmistir (Tablo 3,4,5).
En yiiksek baglanma ilgisi, 4-MK substrati varlifinda her ii¢ safha icin de
sodyummetabisiilfit ve bunu takiben de askorbik asit olarak gozlenmistir. (Duangmal vd.,
1999; Ding vd., 1998; Zhang vd., 1997; Yang vd., 2000; Ros vd., 1993; Sapers vd., 1987;
Hsu vd., 1988; Dudley vd., 1989). Askorbik asit ortamda bulunan oksijenle daha hizl1 bir
sekilde  reaksiyona  girdiginden enzim  aktivitesini  kisitlayabilmekte  veya
durdurabilmektedir (Ros vd., 1993). Ayrica askorbat difenolaz enzimi tarafindan iiretilen
kinonoid bilesiklerin iiretimini bu bilesiklerle veya enzimin bakir merkezli aktif bolgesiyle
selat olusturarak kisitlayabilmektedir (Martinez ve Whitaker, 1995; Sapers, 1993;
Zawistowski vd., 1991). Siilfhidril grubu iceren bilesiklerin inhibisyon mekanizmasinin
uzun siiredir devam eden tartismalarin ardindan iki sekilde olabilecegine karar verilmistir.
Bunlardan birincisi kinon bilesikleri ve siilthidril gruplar1 arasinda konjugat meydana
gelerek bu bilesiklerin ¢okmesi ve dolayisiyla melanin pigmentlerinin olusamamasidir.
Ikinci goriis ise bu bilesiklerin icerdigi kiikiirdiin yiiksek bir ilgiyle enzimin aktif
bolgesinde bulunan bakir atomuna ve histidin birimlerine doniisiimsiiz olarak
baglanmasiyla inhibisyonun gerceklesmesidir (Ding vd., 2002). Bu ¢alismada, onceden de
denenerek cesitli PFO aktiviteleri iizerine etkisi bildirilen, bazi metal iyonlarinin M.
germanica difenolaz aktivitesi lizerine etkileri incelendi ve benzer sonuglar tespit edildi
(Kong vd., 2000; Kolcuoglu vd., 2006). Dongel meyvesinden elde edilen PFO enziminin
difenolaz aktivitesinde 1. safhada Cu®*, Hg** ve AI’*, 2. safhada Cu** ve Hg** ve 3.
safhada Cu®, Hg”*, AI’* ve Ca** yiiksek inhibisyona sebep olurken; 1. safhada Mn** ve
Zn**, 2. sathada AI**, Ni** ve Fe®* iyonlan aktivasyona sebep olurken 3. safhada herhangi
bir aktivasyon gozlenmemistir (Tablo 6,7,8). Metal iyonlar1 farkli koordinasyon sayilarina,

yaptiklar1 bilesiklerde farkli koordinasyon geometrisine ve Lewis asidi potansiyeline sahip
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olabilirler. Bu yiizden proteinler karsisinda farkli ligand ozellikleri gosterebilirler. Buna
ilave olarak aktivasyona ve inhibisyona sebep olma gibi farkli durumlar, metal iyonlarinin
proteinlerin farkli bolgelerine baglanmalart sonucu enzim yapisint farkli sekilde

etkileyebilmelerinden kaynaklanabilir (Bock vd., 1999; Di Tusa vd., 2001).



5. ONERILER

Cok cesitli bitkiler iizerinde yapilan calismalarla, PFO’1in meyve ve sebzelerde
esmerlesmeye sebep oldugu ve dolayisiyla hem bitkinin 6zelliklerinde istenmeyen bazi
degisimlere sebep oldugu, hem de ekonomik agidan kayiplara yol acgtii ortaya
konulmustur. Bu esmerlesmenin farkli meyve ve sebze kiiltiirlerindeki fenolik icerige ve
polifenol oksidaz aktivitesine bagl olarak degistigi bilinmektedir. PFO ile katalizlenen bu
reaksiyonlar sonucu olusan kinonlar oldukca reaktif iiriinlerdir ve polimerleserek esmer
pigmentin olusumuna sebep olurlar. Bu polimerik kahverengi pigmentin olusumu bitkinin
besinsel 6zelliklerinde bazi degisimlere sebep olur. Boylece iiriiniin hem besinsel hem de
ekonomik degeri azalir. Bu nedenle bu esmerlesme olay1 gida endiistrileri acisindan ciddi
ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bundan dolay1, farkli bitki tiirlerinde esmerlesmeyi
saglayan PFO aktivitelerinin detayl karakterizasyonu hem bu aktivitenin 6nlenebilmesi ve
hem de ekonomik kayiplarin onlenebilmesi icin 6nemli bilgiler saglayacaktir.

Calismaya baslamadan Once yapilan fizibilite agsmasinda PFO aktivitesi diger bir
cok bitki tiiriinde tespit edilen degerlere gore oldukca yiiksek bulunmustur. Musmula
bitkisi ¢ok fazla endiistriyel 6nem tasimamasima ragmen aktivitenin yiiksek olmasi
nedeniyle oldukga ilgi ¢cekmektedir. Boyle bir calisma, 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 6zelliklerine etkisinin ortaya konulmasi i¢in 6nemli
bir adim olusturur. Ayrica, esmerlesmenin besinsel, kimyasal, biyokimyasal ve
toksikolojik acilardan tanimlanmasi ve bu arzu edilmeyen yonlerinin 6nlenmesine ihtiyag
vardir. Besinlerde ayni anda birden fazla esmerlesme islemi miimkiin olabileceginden
dolayi, ¢esitli bitkilerdeki esmerlesme olaylarinin ortaya konmasi hem beslenme ve hem de
saglik acisindan besinlerdeki esmerlesmenin etkilerini anlamak ve coziimler bulmak
acisindan faydali olacaktir. Bu calisma ile, bitkinin farkli olgunluk safhasindaki farkli PFO
aktivitelerinin ortaya konmasi besin endiistrisi acisindan onemli bilgiler sunmaktadir. Yine
bu bilgiler 1s181nda tip ve ila¢ endiistrisinde bitkinin degisik olgunluk dénemindeki PFO
aktiviteleri hakkinda bilgi sahibi olmak bu endiistri alanlarindaki kullanim agisindan

faydalar saglayacaktir.
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Musmula meyvesinin tiiketilmesi hemen hasat sonrasi, mezokarpin beyaz, takip
eden olgunlagsma donemlerinde ise mezokarpin orta derecede kararmus ve tam kararmis
oldugu donemleri kapsamaktadir. Bu ii¢ olgunlagsma doneminde musmula meyvesi karisik
olarak tiiketilmektedir. Ozellikle enzimatik kararmadan dolay1, musmula meyvesi ikinci ve
ticlincii olgunlagma safhalarinda tiiketilmektedir. Uygun depolama sartlar1 veya enzimatik
kararmay1 en azindan ikinci olgunlagsma doneminde yavaglatabilecek inhibitorler secildigi
taktirde meyvenin bu donemdeki raf dmrii uzatilmis olacaktir. Ciinkii tiglincii olgunlagsma
doneminde belli bir zamandan sonra meyve bozulmaya basladigindan meyveden gelen
karakteristik koku insanlar1 bu donemdeki meyveyi tiiketmekten alikoymaktadir. Bizim
sonuclaritmiz M. germanica (musmula) meyvesinin mezokarpinin kahverengimsi ve
tamamen yumusak oldugu 2. saftha donemi etrafinda tiiketilmesinin bu meyvenin besin
iceriginden yararlanma bakimindan daha uygun olacagini dnermektedir.

Ureticilerin en azindan bu donemi (Kasim sonuna dogru) dikkate almalari
meyvenin tiikketilmesi ve pazarlanmasi agisindan avantaj saglayacaktir. Benzer caligmalar,
diger mevcut M. germanica genotiplerinde ve kiiltivarlarinda da yapilmasi ile bu meyvenin
hasat zamani ve market omrii acgisinda bir envanteri ¢cikmis olacaktir. Bunun ise iireticiye
ve tiiketiciye, hatta pazarlamaciya ihracat acisindan bir rehber bilgi saglayacagi

kanaatindeyiz.
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